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RINGKASAN 

Ekspresl Fas, Granzyme, fian Caspase 3 pada Apopto§is 
Sel Bursa Fabricius Ayam pada lnfeksi Virus Gurttboro 

Mekanisme a}X)pt{)~!§ butSa ayam yang terinfeksi virus Gutrtb§ftl §@lwn dJ.k~~ui 
dengan jelas. Diperkimkml m~kru\i§me apoptosis melalui jalur ikatiift F~ .. f~ H#M y ns dapat 
diketahui dengan peningkatM ekspresi Fas dan caspase 3, daft daplt jugl nu~ltdtti jalur 
pervorin granzyme.yMa dl~~t diHlmt tlefigan peningkatan ek:sptesi ~~ ~ ~~~ l 

Ayam SPF sebanyak 44 ekor yang diperoleh dengM eftfa meftet1ikrul-telur ayarn 
SPF, setelah menetas, day old chick (DOC) tersebut dimasukkaft ~!!® k.1t.t1®..f!~ yang 
dilengkapi lampu pemanas bercu..ngkup (broader) sebagai hewan ~oba pad!! ~!WHt!M! mhap 1. 
Pada wnur 10 hari, 44 ekor DOC tersebut secara random d.ibagi men judi 2 k~lompok 
perla.kuan dan kelompok kontrol. Pada kelompok perla.kuan d.iinfeksi virus Gumooro Tasik 
'98 dengan dosis 1000 TCID 50 secara tetes mata, peroral, dan perkloaka. Seda..f!~k!ttl pada 
kelompok kontrol diberikan placebo berupa NaCl fisiologis. Selanjutnya, daft ffiMlf1~=4UMil'lg 
kelompok, secara random ayam d.ikorbankan 2 ekor untuk d.ipanen bursanya dengan interval 
waktu : 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 48, 72, 96, 120 jam setelah infek:si . Hasil pemanenan bursa 
d.iproses menjad.i preparat rnikroskopik dan d.iwarnai dengan menggunakan teknik 
imunohistokimia untuk penghitungan ek:spresi Fas, Granzyme, Caspase 3 , dan jumlah sel 
apoptotik untuk penentuan jangka waktu pengorbanan hewan coba yang diterapkan pada 
penelitian tahap II, yaitu ditentukan berdasarkan pada pencapaian ekspresi sebesar minimal 25 
% untuk tiap variable. Selanjutnya, a yam SPF umur 10 hari sebanyak 16 ekor secara random 
d.ibagi menjad.i 2 kelompok perlakuan dan kelompok kontrol sebagai hewan coba pada 
penelitian tahap II. Untuk mendapatkan infeksi virus Gwnboro, kelompok perlakuan 
diinokulasi dengan virus Gumboro Tasik '98 secara tetes mata, peroral, dan perkloaka dengan 
dosis 1000 TCID 50. Sedangkan kelompok kontrol d.iberikan plasebo berupa NaCl fisiologis. 
Kemudian pada hari ke 2 setelah infeksi, yaitu pada saat ekspresi keempat variable 
menunjukkan peningkatan sebesar minimal 25 % berdasarkan penelitian tahap I, ayam 
dikorbankan dengan euthanasia dengan cara dekapitasi yang terlebih dahulu d_ilakukan 
anastesi dengan C02. Ayam yang telah d.ikorbankan diamati perubahrut patologis 
anatomisnya dan bursa Fabricius diambil kemud.ian masing-masing dibasi menjadi dua 
bagian, yang pertama dipersiapkan untuk pembuatan sed.iaan mikroskopik (histopatologik ) 
dan bagian yang lain untuk karakterisasi protein. Pemeriksaan preparat mikro!lkopik rulakukan 
dengan cara menghitung jum.lah sel apoptotik pada folikel bursa FabrieiU§ pada ~diaan yang 
diproses dengan S7101 Apopteg Plus Peroxidase In Situ Apoptosi~ ~tection Kit, dan 
penilaian ekspresi Fas, sr-anyme, dan caspase 3 pada folikel bursa Fabtfcim pw ~~iaan yang 
d.iwamai dengan peng®eltafi imunohistokimia d.i bawah mikfoskup ca..haya dengan 
pembesaran 400 kali. Sel apoptotik d.ikenali dengan penyerapan wama dari S7101 Apoptag 
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit ( coklat kehitaman): Tii!p ~dirum dihitung 
dengan bantuan grateculcw pada lima area hitung yang berbecht. Sedangkan ekspresi Fas, 
granzyme, dan caspase 3 dikenali dengan reaksi warna yang timbul pada pengecatan 
imunohistokimia (coklat kGkuningan). Hasil penghitungan sel apoptotik dan pelillaian ekspresi 
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Fas, granzyme, dan caspase 3 disajikan pada tabel kemudian diambil nilai rerata dan 
dianalisis. Data dianalisis dengan MAN OVA, hotelling's T dan analisis jalur. 

Hasil penelitian tahap I menunjukkan bahwa ketentuan nilai positip di atas 25 % 
dibandingkan kontrol untuk semua variabel (ekspresi Fas, granzyme, cru~p~ 3, drul jumlah 
sel apoptotik) tercapai pada 48 jam setelah infeksi. Pada basil penelitiii.fl UWJ\p 11 tampak 
bahwa terdapat perbedaan bennakna pada ekspresi Fas, granzyme, dan Cruil}U@ 3 ®..n jwnlah 
sel apoptotik bursa antara kelompok yang diinfesi virus Gumboro da.n tid!lk diw1~ksi (p ~ 
0,05). Ekspresi Fas menunJukkan peningkatan dari 4.70 ± 1.68 padn kelompok YMS tidak 
diinfeksi virus Gwnboro menjadi S1.81 ± 9.53 pada kelompok yang dHfl1~ks! . Ekspresi 
granzyme menunjukkan peningkatan dari 2.00 ± 0.34 pada kelompok ya..fl~ ti®k diinfeksi 
virus Gumboro menjadi 31.38 ± 5.33 pada kelompok yang diinfeksi. Ekspresi ~}lMe 3 
menunjukkan peningkatan dari 1.25 ± 1.05 pada kelompok yang tidak dHnfeksi virus 
Gumboro menjadi 29.94 ± 2.01 pada kelompok yang diinfeksi. Sedangka..n jumlah sel 
apoptotik juga meningkat dari 5.90 ± 2.01 menjadi 54.05 ± 11.32 pada kelumpok yang 
diinfeksi. Hasil analisis jalur menunjukkan bahwa Fas berpengaruh pada peningkatan ekspresi 
caspase 3 dan caspase 3 berpengaruh pada peningkatan jurnlah sel apoptotik bursa pada 
infeksi virus Gumboro. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa mekanisme apoptosis bursa pada infeksi virus 
Gumboro melalui jalur Fas-Fas ligan. 

'· 
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SUMMARY 

The Expression of Fas, Granzyme, and Caspase 3 in The Chick~n Bursa Cell 
Apopto§is lb lnfectious Bursal Disease Virus liifectitm 

The mechanism of h\lt1al apoptosis in infectious bursal dfssa§~ vim~ iPI~~ chicken 
still has not been fully undetstood. lt was thought that the meclwllim tteuib tM Fa.s-Fas 
ligand pathway that could be explained with increasing of Fas and caspa~@ j ~Pf~§~i<lM, or 
perforin-granzyme pathway that could be explained with increasing of gf!lfl~'ffl~ atui ~pa5e 
3 expressions. 

Forty-four chickens on the first step of experiment are devided into 2 group~. Chickens 
in Group I were infected with 1000 TCID 50 of Tasik '98 isolate infectious bm~l disease 
virus through intraocular, peroral, and intracloacal routes. Chickens in group IT were treated 
with physiological NaCl trough intraocular, peroral, and intracloacal routes as placebo. 
Randomly, each two chicken from 2 groups, were sacrificed on 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 48, 
72, 96, 120 day post infection. The bursa was collected for observation ofFas, granzyme, 
caspase 3 expressions and the number of apoptotic cells. Tunell Assay with Apoptotic kit 
Apoptag was used to observe bursal apoptosis and immunohitochemistry was used to observe 
the expression ofF as, granzyme, and caspase 3. 

The result showed that the 25% increasing ofF as, granzyme, and caspase 3 expressions 
and apoptotic cells number were found on 48 hours post infection. It used for determination 
for sacrificing chicken in the second step of experiment. 

Sixteen chickens on the second experiment, are devided into 2 group5. Chickens in 
Group I were infected with 1000 TCID 50 of Tasik '98 isolate infectious bursal disease virus 
through intraocular, peroral, and intracloacal routes. Chickens in group ll were treated with 
physiological NaCI trough intraocular, peroral, and intracloacal route~ a5 pl~~bo. Fourty
eight hours post infection, all of the chicken were sacrificed The method used were quite the 
same with those in the first step of experiment. The data were ana.lys@d by MANOV A, 
hotelling's T, and path analysis. 

The result showed that the expression ofFas, granzyme, and CUSJ)U@ J. ttnd the number 
of apoptotic cells in bl:lfsa were significant difference (p < 0.05) between i!ile~~ @hit~koo and 
non-infected chicken. rM expression increased from 4.70 ± 1.69 in the ftOft inf~d chickens 
became 51.81 ± 9.53 in the infected chickens. Granzyme expression iftQfWgjd from 2.00 ± 
0.34 in the non infoot~(i chjckens became 31 .38 ± 5.33 in the infected eft!gk&Jls {j;~pr:essi orl of 
caspase 3 increased from 1.25 ± 1.05 in the non infected chicken~ beewTI~ 29.94 ± 2.01 in the 
infected chickens. The number of apoptotic cells also increased from 5.90 ± 2.01 Ln the non 
infected chickens becam@ 54.05 ± 11 .32 in the infected chickens. Thi\1 ~th ru'}alytie showed 
that Fas contributed to inerw~ apoptosis in bursa in the infection of i~J~tio~ bw~al disease 
virus. This study suggested that mechanism of bursa apoptosis in infection of infectious bursal 
disease virus is trough Fas-Fas ligand pathway. 
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ABSTRACT 

The Expression of Fa_s, GriH!i)'tne, and Caspase 3 in The Chickg!l DJJ~Q C4l11 Apoptosis 
in lnfl!etious 1Jursal Disease Virus Infection 

The main purpo~e of thj~J study was to discover the tfi@eha~j~m tJf ehjeken bursa 
apoptosis increasing in infeetiOY5 bursal disease virus infectiort, 

Forty-four ~chicke~ on the first step of experiment are devided inw 2 groups. 
Chickens in Group I were infected with 1000 TCID 50 of Ta§ik '98 f!iclat@ if11~etieus bursal 
disease virus through intraocular, peroral, and intracloacal routes. Chickens in group D were 
treated with physiological NaCl trough intraocular, peroral, and intracloacal routes M placebo. 
Randomly, each two chicken from 2 groups, were sacrificed on 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 48, 
72, 96, 120 day post infection. The bursa was collected for observation of Fas, ~~lnzyme, 
caspase 3 expressions and the number of apoptotic cells. Tunell Assay with Apoptotic kit 
Apoptag was used to observe bursal apoptosis and immunohitochernistry was used to observe 
the·expression ofFas, granzyme, and caspase 3. 

The result showed that the 25 % increasing of Fas, granzyme, and caspase 3 
expressions and apoptotic cells number were found on 48 hours post infection. It used for 
determination for Sacrificing chicken in the second step of experiment. 

Sixteen chickens on the second step of experiment are devided into 2 groups. 
Chickens in Group I were infected with 1000 TCID 50 of Tasik '98 isolate infectious bursal 
disease virus through intraocular, peroral, and intracloacal routes. Chickens in group ll were 
treated with physiological NaCl by intraocular, peroral, and intracloacru rout~~ as placebo. 
Fourty-eight hours post infection, all of the chicken were sacrificed. The bursa was collected 
for observation in Fas, granzyme, caspase 3 expressions and the number of apoptotic cells. 
Tunell Assay with Apoptotic kit Apoptag was used to observe bursal apoptosis and 
immunohistochemistry was used to observe the expression of Fas, gra.nzyme. and caspase 3. 
The data were analysed by hotelling's T and path analysis. 

The result showed that the expression of Fas, granzyme, a.nd ~pa§e 3, and the 
number of apoptotic cells in bursa were significant difference (p < 0 .0~) ootw~~n infected 
chicken and non .. infected chicken. All variables (Fas, granzyme, and ca5f}Mf;i 3 ~pr~ssicm and 
apoptotic cells nw-nber ) were increasing in infected chickens. The path-rumly~e showed that 
there was positive correlation between Fas expression and apoptotic bursa cells number in 
infected chickens. 

This study suggested that mechanism of bursa apoptosis in infection of infectious 
bursal disease virus trough Fas-Fas ligand pathway. 

Keywords : Apoptosis, Fas, granzyme, caspase, and infectious bursal disease virus 
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1.1 Latar Belakang Miialah 

BAB 1 

PENDAHULUAN 

Penyakit Gumboro atau infectious bursal disea$1 (IBD) merupikiifl penyakit 

viral pada unggas yang di~;ebabkan oleh Avibirnavirus. Peny;k!t i!'li b~Fsif~t akut, 

sangat menular dan menekan respons imun (imunosUf,)fiiif), §Uthinsga angke 

morbiditasnya menegpii 100% dan angka mortalitas 0-2%, Yifl~ §gm~t meningkat 

bila diikuti dengan infeksi sekunder. Permasalahan penyaklt Gumeem iifiQett aerarti 

bagi industri perungga&~n. terutama karena sifat imunosupfeMif Y§fl~ m~f!Yebabkan 

peningkatan kepekaan terhadap lnfeksi oportunistik dan kegagalaf'1 vaksinasi. 

· Kegagalan vaksinasi pada industri perunggasan ini menimbulkan kerugian ~konomi 

yang cukup besar. Organ target virus Gumboro adalah bursa Fabricius yang 

merupakan sumber spesifik limfosit B pada unggas (Hiraga eta/ , 1994). lnfeksl virus 

ini dapat menimbulkan pengosongan limfosit bursa Fabricius akibat nekrosis dan 

apoptosis. Seperti ditahui bahwa limfosit B adalah sel penghasil antibodi, sehingga 

apabila sel tersebut mengalami nekrosis atau apoptosis, maka antibodi tidak 

terbentuk, hal ini mengakibatkan gangguan respons imun, yaitu berupa 

imunosupresi. Menurut Tanimura dan Sharma (1998), pengosongan limfosit bursa 

Fabricius karena nekrosis dan apoptosis ini dapat bersifat permanen, sehingga 

walaupun terjadi penyembuhan namun inang tetap mengalaml imunosupresi. 

Sampai saat ini mekanisme apoptosis sel bursa pada infeksi virus Gumboro belum 

jelas. 

Kerugian ekonomi yang ditimbulkan karena kegagalan vaksinasi pada 

penyakit Gumboro dapat dirasakan, baik pada peternakan iYilm f)@daging maupun 

petelur. Pengaruh imunosupresif virus ditunjukkan dengan pemingkatan prevalensi 

infeksi respirasi, peningkatan kematian akibat radang kantung udara dan 

koliseptikhemia pada peternakan ayam yang terserang penyakit Gumbero serta 

tidak dapat timbyl ffjlpons terhadap vaksinasi Newcastle di&@llSt!} dl!!n infectious 

bronchitis (Lasher and Shane, 1994). Berbagai isolat baru muneul menimbulkan 
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perubahan patologis yang bervariasi yang berbeda dengan perubahan yang 

ditimbulkan oleh virus klasik. Kasus Gumboro masih tinggi di berbagal negara di 

dunia dan penyakit ini memiliki kepentingan sosio ekonomi pads tingkat 

internasional. Keadaan ini didukung oleh Eteradossi (1995) yang menyatakan bahwa 

penyakit Gumroro tersebar di 95% negara di dunia dan 80% dari negar-a tersebut 

melaporkan kasu kllnik yang akut. Di Indonesia penyakit ini pernah m~lumpuhkan 

dunia perunggasan karena terjadi wabah pada tahun 1991·1992 (J3ir~de, 1994). 

Berdasarkan laporan Dlrektorat Jendral Peternakan, lndonatil gadi t@hun 1998 

penyaklt Gurnbore bifidl pada urutan ke 13 dari penyaklt inftakli giAting yang ada 

dan pada tahun 2000, kasus penyakit yang tinggi masih dljumf)ai di Lampung, 

Jaws Barat, Yogyakarti, dan Sulawesi Selatan (Dirjen. Peternikan, 2000). 

Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mendasari p~n~nsgulangan 

penyakit Gumboro. S@jik kemunculan isolat baru pada t~hYA 1~~t§,Hl87 yang 

memiliki sifat berbeda dengan virus klasik, yaitu bersifat sangat virulen, perhatian 

·· para peneliti sebagian besar lebih terpaku pada struktur virus, padahal, untuk kontrol 

penyakit dibutuhkan juga pemahaman yang lebih baik terhadap mekanisme 

patogenesis di samping pemahaman terhadap struktur virus tersebut. F'enelltian 

tentang patogenesls penyakit Gumboro telah banyak dilakukan, tetapi mekanlsme 

apoptosis yang te~adi belum pernah diungkap dengan jelas. Hasil penelitian tentang 

patogenesis penyakit Gumboro dengan menggunakan teknik imunofluoresen yang 

dilakukan oleh Muller et a/ (1979) menunjukkan bahwa, setelah infeksi oral atau 

inhalasi, virus Gumboro bereplikasi pertama kali dalam limfosit dan makrofag gut

associated tissues, kemudian beredar melalui aliran darah menuju bursa Fabricius 

dan te~adi replikasi. Sebagian besar folikel bursa Fabricius positip terinfeksi virus 

setelah 13 jam paska inokulasi. Sedangkan penelitian Tanimura dan Sharma 

(1998) dan · Jungmann et a/ (2001) yang menggunakan teknik imunohistokimia 

membuktikan bahwa pengosongan limfosit bursa pada infeksi virus Gumboro 

adalah akibat nekrosis dan apoptosis. Laporan Nieper et a/ (1999) juga 

menggunakan teknik imunohistokimia untuk membuktikan terdapat hubungan antara 

apoptosis dengan replikasi virus di sel bursa Fabricius. Namun demikian, pada 

beberapa penelitian tersebut belum diungkap mekanisme apcptosia sel bur" iii yang 

ditimbulkan oleh infeksl virus Gumboro. Pemahaman mekanisme apeptosis sel 

bursa pada infeksl virus Gumboro sangat diperlukan untuk m~mperoleh dasar 
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molekuler penanganan penyakit Gumboro maupun pencegahan terhadap infel<si 

oportunistik. Hal ini panting, karena dengan memahami mekanisme apoptosis 

tersebut, akan dlketahui berbagal molekul signaling yang berperan, 11hingga dapat 

diketahui molekul anti tertentu yang dapat digunakan untuk memotong rantai proses 

apoptosis. Apablla apoptosls dapat dicegah, maka pada infakii viru& Gumboro 

masih ada sel bursa yang masih hidup sehingga dapat memberlkan re pens imun 

yang baik dan masalah kegagalan vaksinasi akibat infeksi virua ~umberP dipat 

diatasi. 

Apoptosis merupakan program kematian sel melalui mekanlsm@ senetik 

yang dapat terjadi secara fisiologik maupun patologik. Aktifitas enzlm t@lemerase 
diketahui sangat berperan pada apoptosis fisiologik, sedangkan apoptosis patologik 

terjadi karena terdapat gangguan keseimbangan sistem genetik yang dipieu oleh 

faktor lingkungan (Thomson, 1995). lnfeksi virus merupakan salah satu pemicu 

apoptosis patologik. Berdasarkan paradigma imunopatobiologi molekuler, 

'· diharapkan dapat mengungkap mekanisme apoptosis sel bursa pada infeksi virus 

Gumboro. Menurut Burkhardt dan Muller (1987), keturunan monosit-makrofag dapat 

terinfeksi dan berperan penting pada penyebaran virus Gumboro, sedangkan 

Sharma eta/ (1999) menjelaskan bahwa sel target virus Gumboro adalah limfosit 8 

yang mengekspresikan imunoglobulin M, yaitu bakallimfoslt 8 yang banyak dijumpai 

di bursa. Menurut Kim eta/ (1998), pada infeksi virus Gumboro. setelah menangkap 

virus, makrofag membebaskan TNF. Tanimura dan Sharma (HHf7) m~njelaskan 

bahwa, T helper (Th) juga berperan pada patofisiologi infek i virus Gumboro 

tersebut. Adapun menurut Goldsby et a/ (2000), makrofag y~ng t~r~ldiv~si akan 

membebaskan berbagai sitokin, antara lain IL-12 dan TNF· a. ~espons imun alami 

terhadap infeksi virus pertama kali melalui induksi interferon tipe I (IFN" C'Y. dan IFN-~) 

dan aktlvasi sel NK. lkatan IFN- a dan IFN- ~ dengan sel NK d~pat menginduksi 

aktivitas lisis sehingga efektif dalam pembunuhan sel yang terinfeksi virus. Aktivitas 

sel NK ini diperkuat oleh IL-12. Sel NK dapat menimbulkan !isis pada sel target 

melalui pelepasan granul enzim yang disebut perforin dan granzym.e. Perforin 

mampu membentuk celah pada membran sel target sehingga granzyme dapat 

menerobos masuk sitoplasma selanjutnya menginduksi apoptosis sel target 

tersebut. Adapun mekanisme anti viral berperantara sel secara umum mellbatkan 

3 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPEN
Karakterisasi Molekul Determinan Pada Proses Apoptosis  

Sebagai Dasar Pengenalan Pola Patogenesis Penyakit Gumboro 
 
 
 
 
 

Hani Plumeriastuti 
Djoko Legowo 

Arimbi 
Nam-Yong Park 



beberapa komponen yang meliputi Limfosit T sitotoksik (Cytotoxic T Lymphocyte 

(CTL) dan sel T hs/ptr 1 (Th 1 ). Sel Th 1 yang teraktivasl minghaiilkin §ejumlah 

sitokin yang meliputl IL-2, IFN-y, dan TNF yang berfungsi menahan virus balk secara 

langsung maupun seeara tldak langsung. IL-2 dan IFN-y mengaktifk~n i~l NK yang 

berperan penting dalam pertahanan tubuh selama beberapa hari sampiii t@rbentuk 

respons CTL spesifik. IL"2 d~ln IF'N-y juga menimbulkan aktiVi§i Cit... el~§trukei sel 

target oleh CTL dapat melalui 2 mekanisme kematian sel, yan; p~rtam~ melalui 

ikatan Fas dan Fas Ligi)n . Sel yang mengandung virus mengek8Pf~ii~t!ll'l protein 

permukaan CD 95 atau disebut Fas. Kemudian terjadi lkatan tifltelfii F~lii dan Fas 

ligan (FasL atau CD95L CTL, dari ikatan ini timbul faktor transduktor y~ng disebut 

Fas associated death domain (FADD) yang dapat mengaktifkan ca~~i§e ~~hlngga 

memicu apoptosis sel target ( Goldby, eta/, 2000). FADD akan mengikat easf)ase-8 

sehingga caspase-8 menjadi aktif. Caspase-8 akan mengaktifkan caspase 9 

kemudian mengaktifkan caspase-3 sehingga terjadi apoptosis ter$ebut. Mekanisme 

kematian sel yang kedua adalah melalui pelepasan perforin dan granzyme dengan 

mekanisme kerja seperti pada sel NK yang selanjutnya menginduk~i apoptosis 

melalui aktivasi caspase 3 (Atkinson eta/, 1998). 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah yang dapat 

diajukan adalah : 

1 Apakah pada infeksi virus Gumboro, terjadi peningkatan ek~presi Fas, 

granzyme, caspase 3, dan jumlah sel apoptotik di bursa Fabrieiui 7 

2 Apakah pada infeksl virus Gumboro, Fas dan granzyme m~mieu peningkatan 

ekspresi caspase 3 dl bursa Fabricius ? 

3 Apakah pada infeksi virus Gumboro, Fas, granzyme, dan e~~pase 3 

menginduksi apoptosis sel bursa Fabricius? 
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1.3 Tujuan · 

13.1 Tujuan umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah mengungkap mekanisme apoptosis sel 

bursa pada infeksi virus Gumboro. 

1.3.2 Tujuan khusus 

Tujuan khusus p~n~litian ini adalah ; 

1. Mengetahul apakah pada infeksi virus Gumbere h~rd~pat peningkatan 

ekspresi Fas, granzyme, caspase 3, dan jumlah ftel ipepte·tik di bursa 

Fabricius. 

2. Mengetahui apakah pada infeksi virus Gumboro. Fa~ dan granzyme 

memlcu penlngkatan ekspresi caspase 3 di bursa Fabricius. 

3. Mengetahui apakah pada infeksi virus Gumboro. Fas. granzyme, dan 

caspase 3 menginduksi apoptosis sel bursa Fabricius. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat teoritis 

Hasil penelitian ini dapat mengungkap mekanisme apoptosis sel bursa 

Fabricius pada infeksi virus Gumboro sehingga merupakan sumbangan bagi 

kemajuan ilmu, utamanya ilmu di bidang Kesehatan Hewan 

1.4.2 Manfaat praktis 

Penelitian ini diharapkan bermanfaat sebagai dasar molekuler 

penanggulangan infeksi virus Gumboro, dan pencegahan infeksi oportunistik melalui 

penggunaan blocking agent. Blocking agent yang digunakan adalah protein yang 

dapat memotong jalur yang paling berperan pada proses apoptosis sel bursa 

Fabricius. 
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1.5 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah ; 

1 Pada infeksi virus Gumboro, terjadi peningkatan ekspresi Fas, granzyme, 

caspase 3, dan jumlah sel apoptotik di bursa Fabriclu~. 

2 Pada infeksi virus Gumboro, peningkatan Fas dan Qf n~YI'tl§ m@rnicu 

peningkatan ekspresi caspase 3 di bursa FabriciU§ 

3 Pada infeksl viru~ Gumboro, Fas, granzyme, dan OO§J;l~§~ 3 fflli@Aginduksi 

apoptosis sel bursa Fabricius. 
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2.1 Penyakit Gumboro 

BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

Penyakit Gumboro atau Infectious bursal disease (IBD) adalah p@nyakit viral 

yang sangat lnfeksius pada ayam muda, menyerang jaringan limfoid dengan 

predileksi khusus yaitu bursa Fabricius. Penyakit ini merupakan m!llsal~h bagi 

industri perunggasan sejak lama, terutama karena slfat imun.osupresif yang 

menyebabkan peningkatan kepekaan terhadap infeksi oportunistik. dan k~~agalan 

vaksinasi (Becht and Muller, 1991 : Kibenge et a/, 1988). Masalah ini di!)erberat 

dengan kemunculan isolat baru yang memiliki perbedaan sifat dengan virus klasik, 

seperti yang muncul di beberapa negara di Eropa dan Asia termasuk Indonesia, 

'· yang bersifat ganas, dan di Amerika yang bersifat subklinis (Van den Berg, 2000). 

Penyakit ini pertama kali dilaporkan oleh Cosgrove pada tahun 1962 di 

daerah Gumboro, Delaware, Amerika Serikat. Awalnya penyakit ini disebut sebagai 

avian nephrosis pada ayam karena terdapat perubahan patologik terutama pada 

ginjal berupa lesi, walaupun sebenarnya juga terdapat perubahan patologik pada 

bursa Fabricius (bursa). Pada saat itu agen penyebab penyakit masih dikacaukan 

dengan penyakit infectious bronchitis yang juga menimbulkan perubahan pada 

ginjal yang mencolok yang disebut virus Gray. Kemudian dilakukan penelitian 

dengan hasil menunjukkan bahwa ayam yang diimunisasi dengan virus Gray 

ternyata masih dapat diinfeksi dengan agen lBO dan dapat timbul perubahan 

patologik pada bursa Fabricius yang spesifik untuk penyakit IBD tersebut. Agen 

penyebab penyakit ini diisolasi pertama kali oleh Winterfleld, et a/, dari telur 

berembrio yang kemudian dinamakan infectious bursal agent dan diidentifikasi 

benar-benar sebagai penyebab lBO. Adapun virus Gray diidentifikasi sebagai isolat 

dari IBV dengan tendensi nefrotrofik. Hitchner selanjutnya mengusulkan nama 

infectious bursal disease sebagai nama penyakit yang menyebabkan lesi 

patognomonik spesifik pada bursa kloaka (Lukert and Saif, 1997). 
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2.1.1 Virus Gumboro 

Virus penyebab penyakit Gumboro tergolong dalam genus Avibirnavirus dan 

famili Birnaviridae (Hirai and Shimakura, 1974; Kibenge, eta/, 1988: Murphy, eta/, 

1995). Sampai saat ini diketahui ada dua serotipe virus Gumboro, yaitu serotlpe 1 

yang menyerang ayam dan serotipe 2 menyerang kalkun . Serotipe 2 tldak 

menimbulkan masalah bagl peternakan karena tidak menimbulk~n s~n~u:~uan klinlk 

yang berarti (Lul<ert and Saif, 1997). Beberapa strain serotipe 1 l}ategen ~ada ayam 

dan memiliki virulensi yang bervariasi. Serotipe 1 ini dapat dibagi lagi ke dalam empat 

kelompok strain yaitu mellputi strain virulen klasik, strain vari~n gjfltis~nik, strain 

atenuasi, dan strain very virulent. Strain virulen klasik menyebabkan keradangan 

bursa dan nekrosis limfold yang berat pada ayam. Strain ifli jyg~ m@nlmbulkan 

imunodefisiensi dan mortalitas sebesar 20 - 30% ayam SPF (sf)eciflc-f)athogen-free). 

Sedangkan strain varian antigenik dikenal dengan kemampu€1nnyg lolos dari 

netralisasi silang dengan antiserum terhadap strain klasik serta menyebabkan atrofi 

·· bursa yang berat tetapi tanpa disertai inflamasi seperti yang terjadi pada infeksi strain 

klasik. Strain Atenuasi berasal dari strain klasik dan varian yang diadaptasikan pada 

sel CEF (chicken embryo fibroblast ) atau kultur sel yang lain melalui pasase serial. 

Strain ini tidak menyebabkan penyakit pada ayam oleh karena itu biasanya digunakan 

sebagai vaksin hidup. Adapun strain very virulent adalah strain yang muncul pada 

tahun 1980 akhir dan menimbulkan wabah sehingga menyebabkan kerugian ekonomi 

yang besar pada industri perunggasan di Eropa, Jepang, dan Cina. Strain very viru

lent ini dapat menembus antibodi maternal dan menimbulkan kematian sebesar 60 

sampai 100% pada ayam SPF. Lesi yang ditimbulkan oleh strain ini khas penyakit 

Gumboro dan secara antigenik sama dengan strain klasik (Scanavini eta/, 20004). 

Analisis isolat lapang Indonesia menunjukkan bahwa vviBDV telah muncul 

sejak tahun 1991 . Berdasar pada analisis urutan asam amino dari VP2 HVR , isolat 

vviBDV Indonesia dapat dibagi menjadi tiga kelompok isolat, yaitu isol§!t y~ng identik 

dengan vviBDV darl berbagai daerah lain di dunia, isolat kedua adalah kelompok 

isolat dengan satu substitusi asam amino pada posisi 222 (Aia...,.S~r), dan kelompok 

isolat yang mempunyal dua substitusi asam amino pad a posisi 272 (lie --+ Thr) dan 

279 (Asp~Asn) (Parede, eta/., 2003) .. 
I 
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Virion virus Gumboro tidak beramplop, ikosahedral dengan diameter 60-65 

nm. Genom virus tersusun oleh 2 segmen RNA utas ganda (Tsukamoto eta/, 1999). 

Segmen A (3,2 kb ) berisi open reading frames (ORFs), A 1 dan A2. ORF A 1 

mengkode poliprotein 108 k Da yang setelah proses proteolitik menghasilkan tiga 

polipeptida matur yaitu VP2 (37-40 kDa) , VP3 (30-32kDa), dan VP4 (22kDa). VP2 

dan VP3 membentuk kapsid virus, dan VP4 berperan pada pemecahan poliprotein. 

ORF A2 mengkode 16 kDa protein yang fungsinya belum diketahui. Segmen B (2,7 

kb) mengkode VP1 (90 kDa), suatu protein dengan aktivitas RNA-dependent RNA 

polymerase yang terbungkus berikatan dengan ujung kedua fragmen RNA (Mu'"ller 

and Nitschke. 1987; Mundt eta/, 1995). 

2.1.2 Patogenesis Penyakit Gumboro 

lnang pilihan virus Gumboro adalah ayam muda. Pada ayam muda ini terjadi 

penyakit secara klinik, sedangkan infeksi pada unggas lebih tua biasanya 

menimbulkan penyakit subklinik (Me Ferran , 1993). Menu rut Lukert dan Saif (1991 ), 

periode kepekaan ayam terinfeksi virus Gumboro secara alami adalah antara 3 

sampai 6 m'inggu. Bila infeksi terjadi pada umur kurang dari 3 mlnggu, maka tidak 

menunjukkan gejala klinik, tetapi mempunyai arti ekonomi yang panting karena 

akibat yang ditimbulkan dapat memperberat imunosupresl. Seisin ayam, kalkun juga 

dilaporkan dapat terinfeksi secara alami , tetapi perubahan yang ditimbulkan tidak 

separah pada ayam (Jackwood, eta/, 1985). Sedangkan menurut Me Ferran (1993), 

inokulasi yang dilakukan pada species unggas selaln ayam tidak dapat 

menimbulkan penyaklt. 

Tanda kllnik penyakit ini tampak dalam 2-3 hari, yaitu mula-mula ada 

kecenderungan ayam dalam flock membuka mulut. Bulu di sekitar hidung kotor, 

ayam mengalaml diare putih dan berair, anoreksia, depresi, bulu tampak lunglai 

(Gambar 2.1 ), bad an gemetar dan lemah. Unggas yang terinfeksi virus ini menjadi 

dehidrasi dan pada stadium akhir penyakit, temperatur menjadi subnormal, kadang

kadang ayam dapat mati (Gordon and Jordan, 1980; Lukert and Saif, 1991 ). 

Selanjutnya Lukert dan Saif (1991) menjelaskan bahwa mortalitas penyakit ini 

relatipf rendah , bahkan kadang-kadang 0%, tetapi dapat pula sebesar 20-30%. 

Sedangkan morbiditas penyakit ini sang at tinggi , yaitu mendekati 100%. 
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Menurut Lukert dan Saif (1997), perubahan makroskopik yang ditimbulkan 

penyakit Gumboro berupa perubahan warna otot dada menjadi gelap. Seringkali 

disertai perdarahan otot paha dan dada (Gambar 2.2). Pada usus te~adi 

peningkatan cairan mukus. Perubahan paling menyolok adalah pada bursa 

Fabricius. Hasil penelitian Chevile (1967) menunjukkan bahwa perubahan 

makroskopik bursa Fabricius karena infeksi virus Gumboro diawali dengan timbulnya 

transudat kuning seperti gelatin melapisi permukaan serosa, volume dan berat bursa 

meningkat sehingga pada hari keempat setelah inokulasi mencapai 2 kali berat 

normal, selanjutnya ukuran bursa mulai menurun, sehingga pada hari kedelapan 

setelah inokulasi berat bursa tinggal sepertiga berat normal. Namun demikian, isolat 

varian virus Gumboro dilaporkan tidak menunjukkan respons keradangan, sehingga 

pembesaran awal bursa serta transudat seperti gelatin tidak dapat diamati 

(Rosenberger and Cloud, 1986 in Lukert and Saif, 1997 ). Penelitian Nakamura eta/ 

(1992) dan Higashihara et a/ (1991) menunjukkan bahwa virus Gumboro yang 

' tergolong bervirulensi tinggi menimbulkan imunosupresi yang lebih kuat dan 

perubahan patologik yang berbeda dengan virus klasik, terutama pada bursa tidak 

tampak respons keradangan tetapi kerusakan yang te~adi lebih parah. 

Organ sasaran virus Gumboro adalah bursa Fabricius pada perkembangan 

maksimum. Bursa Fabricius merupakan sumber spesifik limfosit 8 pada unggas 

(Sharma eta/, 1999). Hasil penelitian Kaufer dan Weiss (1980) menunjukkan bahwa 

ayam SPF yang dlberl perlakuan bursektomi terlebih dahulu sebelum dlinfeksi 

dengan virus Gumboro virulen, tidak menampakkan penyakit kllnls. Bila 

dibandingkan dengan ayam SPF tanpa bursektomi, maka perubahan histopatologis 

berbagai organ pada ayam SPF yang mengalami bursektomi jauh lebih ringan. Hasil 

penelitian Ley eta/ (1983) menunjukkan bahwa, perubahan histologik yang mula

mula timbul pada penyakit Gumboro, yaitu pada hari ke 3 setelah infeksi, folikel 

limfoid bursa berisl sel limfoid dewasa dalam jumlah rendah, tetapi banyak berisi 

makrofag. Lapisan sel epitelial antara korteks dan medula tampak sangat jelas. Ada 

beberapa heterofil di folikel limfoid, tetapi sebagian besar terletak pada celah 

interfolikel yang edematus bersama-sama dengan makrofag. Kadang-kadang 

dijumpai daerah nekrosis koagulasi di folikel limfoid yang membentuk daerah kistik 

berisi bahan homogen eosinofilik yang terang. Pada hari ke 7 setelah infeksi, terlihat 

peningkatan jaringan penyangga, sel plasma, dan makrofag. Heterofil di folikel 
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limfoid dan interfolikel tidak menonjol. Namun demikian menurut Lukert dan Saif 

(1991} isolat baru virus Gumboro menimbulkan lesi histologik yang berbeda, yaitu 

respons keradangan yang ditimbulkan kurang nyata, tetapi selanjutnya lesi tampak 

lebih luas. Sedangkan Coy, eta/. (1992) menambahkan bahwa dengan pengecatan 

imunohistokimia dapat diamati, bahwa makin virulen strain virus Gumboro, 

menimbulkan lesi makin parah pada bursa . 

Pada penelitian in vivo dan in vitro ditunjukkan bahwa sal target adalah 

limfosit B yang mengandung lgM (Sharma et a/, 1999). lnfeksi dengan virus virulen 

yang dilakukan terhadap ayam yang telah mengalami bursektomi tldak dapat 

menimbulkan penyakit (Hiraga eta/, 1994). Menurut van den ~erg t;t a/ (1991) dan 

Nunoya eta/ (1992), keparahan penyakit berhubungan langsung dengan jumlah sel 

peka yang ada dl bur~a Fabricius, oleh karena itu umur K@fJikiiliafl paling tinggi 

adalah antara tiga sampai enam minggu ketika bursa Fabricius pada ~erkembangan 

maksimum. Setelah infeksi oral atau inhalasi, virus ber@pllkasi perta.ma kali dalam 

' limfosit dan mal<rofag gut-associated tissues, kemudian beredar melalui aliran 

darah menuju bursa Fabricius dan terjadi replikasi di sel bursa. Kira-kira 13 jam 

setelah inokulasi, sebaglan besar folikel bursa Fabricius positip virus, 16 jam setelah 

inokulasi, terjadi viremia yang kedua dan berat disertai replikasi sekunder pada 

beberapa organ lain sehingga menimbulkan penyakit dan kematian (Muller et a/, 

1979). Lebih jauh Tanimura and Sharma (1998) dan Jungmann et a/ (2001) 

menjelaskan bahwa setelah virus sampai di bursa Fabricius kemudian diikuti 

pengosongan limfosit bursa akibat nekrosis dan apoptosis. Menurut Nieper et a/ 

(1999), terdapat hubungan positif antara apoptosis dengan replikasi virus di sel 

bursa Fabri.cius. Adapun selanjutnya menurut Tanimura dan Sharma (1998) 

pengosongan limfosit bursa Fabricius ini dapat permanen, akibatnya, walaupun 

terjadi penyembuhan, hospes tetap mengalami imunosupresi. 

Proses infeksi virus pada sel target diawali dengan pelekatan virus melalui 

reseptor spesifik suatu sel yang diatur oleh genom sel hospes tersebut (Olsen, 

1985), oleh karena itu virus tertentu memiliki sel target tertentu . Sel target virus 

Gumboro adalah precursor limfosit B di bursa Fabricius melalui ikatan protein pada 

permukaan sel. Hasil penelitian yang menggunakan virus overlay protein binding 

assay (VOPBA) menunjukkan bahwa virus Gumboro mengikat protein dengan 
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massa molekuler 70, 82, dan 110 kDa pada chicken 8 lymphoblastoid cell lines, 

LSCC-BK3 (Setiyono, 2000). 

Pada penelitian yang mengamati peran sel T pada imunopatogenesis dan 

penyembuhan jaringan pada infeksi IBDV, Rautenschlein, et a./. (2002) 

mengungkapkan bahwa sel T fungsional dibutuhkan untuk mengatur muatan 

antigen IBDV pada fase akut, yaitu 5 hari setelah infeksi. Bursa Fabricius ayam 

dengan Tx-CsA (perlakuan timektomi dan pemberian cyc/osporin-A) memiliki 

beban yang secara signifikan lebih tinggi dari pada ayam dengan sel T yang utuh 

. Tx-CsA menghilangkan respons inflamasi yang diinduksi IBDV dan secara 

signifikan mengurangi kejadian apoptosis sel bursa dan ekspresi sitokin seperti 

interleukin 2 (IL-2) dan interferon-gamma (IFN-y) jika dibandingkan dengan ayam 

yang memiliki sel T utuh. Sel T yang membebaskan IL-2 and IFN-y dapat 

memperantarai· induksi inflamasi dan kematian sel pada ayam dengan sel T utuh. 

Pengaturan yang memadai dari ekspresi tumor necrosis like-factor (TNF) yang 

ditimbulkan oleh IBDV dapat dibandingkan antara ayam dengan sel T utuh dan 

ayam dengan Tx-CsA . Ayam dengan Tx-CsA menunjukkan resolusi lesi bursa 

akibat IBDV yang secara signifikan lebih cepat daripada ayam dengan sel T utuh 

2.1.3 Diagnosis Penyakit Gumboro 

Diagnosis penyakit Gumboro dapat dilakukan berdasarkan riwayat kasus, 

gejala klinik, dan perubahan patologik. Penyakit Gumboro bentuk akut lebih 

mudah dikenali karena gambaran penyakit yang khas, yaitu proses penyakit 

berjalan cepat, morbiditas tinggi, kurva mortalitas yang tajam, dan proses 

kesembuhan yang cepat, yaitu 5-7 hari. Perubahan makrcskopik yang khas pada 

otot dada, otot paha (Gam bar 2.1 }, dan bursa diperkuat dengan perubahan 

mikroskopik dapat dijadikan dasar diagnosis penyakit ini. Perlu diingat bahwa 

terdapat perubahan yang jelas dalam ukuran, warna dari bursa selama perjal!3nan 

penyakit, sebagai contoh pembesaran yang disebabkan proses keradarigan 

diikuti oleh atrofi . 

lnfeksi yang terjadi pada ayam yang sangat muda atau anak ayam yang -

masih memiliki antibodi maternal biasanya subklinik dan dapat didiagnosis 

retrospeksi pada nekropsi dengan observasi dari atropl bursa secara 
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makroskopik dan histologik. lnfeksi pada ayam segala umur dengan virus 

Gumboro strain varian , hanya akan dapat dideteksi melalui pengamatan 

histopatologi dari bursa atau dengan isolasi virus (Lukert, 1997). 

Gambar 2.1 . Tanda klinik 
depresi , bulu 
Karo karo, 2006). 

penyakit Gumboro ganas berupa kelemahan, 
suram dan sayap terkulai (komunikasi personal, 
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Gambar 2.2. Perdarahan otot paha pada-ayam yang terinfeksi virus Gumboro ganas 
. (komunikasi personal , Parede, 2006). 

2.1.4 lsolasi dan ldentifikasi Virus Gumboro 

Bursa dan limpa merupakan organ pilihan untuk isolasi virus Gumboro, 

tetapi bursa paling umum digunakan. Beberapa organ lain juga mengandung 

virus, tetapi dalam konsentrasi yang rendah atau mungkin hanya disebabkan oleh 

viremia. Jaringan dimaserasi dengan antibiotic-treated broth atau salin dan 

disentrifus untuk membuang partikel jaringan yang lebih besar. Cairan supernatan 

kemudian digunakan untuk inokulasi pada telur berembrio atau kultur sel. 

2.2 Res pons lmun Terhadap Virus 

Virus adalah mikroorganisme obligat yang berreplikasi di dalam sel 

dengan menggunakan asam nukleat d~m perangkat sintesis protein inang (Abbas et 

a/, 2000). Sel yang mengandung virus akan mendapat respons imun, yaitu diawali 

dengan respons imun alami kemudian diikuti respons imun adaptif. Respons imun 

alami terhadap infeksi virus pertama-tama melalui induksi interferon tipe I (IFN- a 

dan IFN- ~) dan aktifasi sel NK. IFN-a dan IFN-~ dapat menginduksi respons 
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antiviral atau menahan replikasi virus melalui ikatan terhadap reseptor IFN-a dan 

IFN-~ . lkatan IFN- a dan IFN-~ dengan sel NK ini dapat mengindukasi aktivitas lisis 

sehingga efektif dalam pembunuhan sel yang terinfeksi virus. Aktivitas sel NK ini 

diperkuat oleh IL-12, yaitu merupakan sitokin yang paling awal dalam respons 

terhadap infeksi viral (Goldsby et a/, 2000). Adapun mekanisme anti viral 

berperantara sel secara umum melibatkan beberapa komponen yang meliputi; 

CDS+ Cytotoxic T Lymphocyte (CTL) dan CD4+ sel T helper 1 (Th1). Sel Th 1 yang 

teraktifasi · menghasilkan sejumlah sitokin yang meliputi IL-~. IFN-y, dan TNF yang 

berfungsi menahan virus baik secara Jangsung maupun secara tidak langsung .. IFN-y 

secara langsung menginduksi keadaan antiviral di dalam sel. IL-2, beraktifitas 

secara langsung dengan membantu penarikan CTL precursor ke dalam populasi 

efektor. IL-2 dan IFN-y men~aktifkan sel NK yang berperan penting dalam 

pertahanan tubuh selama beberapa hari sampai terbentuk respons CTL spesifik 

(Goldsby et a/, 2000). CTL dan sel NK dapat menimbulkan lisis pada sel target 

melalui pengeluaran perforin dan granzyme. Perforin merupakan ensim yang 

mampu membentuk celah pada membran sel target sehingga kemudian granzyme 

dapat menerobos masuk untuk melisis sel tersebut (Abbas eta/, 2000). 

2.3 Respons lmun terhadap Virus Gumboro 

Virus Gumboro menyebabkan !isis pada limfosit 8 yang mengandung lgM 

yang terinfeksi .. Walaupun perusakan limfosit 8 paling menonjol pada bursa, tetapi 

fakta menunjukkan bahwa replikasi virus dan perusakan sel yang bersangkutan 

dapat juga diketemukan pada organ limfoid sekunder seperti cecal tonsil dan limpa 

(Rodenberger, 1994; Okeyo, 1990).· Efek sitotoksik dari virus Gumboro terhadap 

limfosit 8 menimbulkan penurunan yang tajam pada sel 8 yang menandung lgM 

sirkulasi (Hirai, 1981 ; Rodenberger, 1994; Kim, 1999). A yam yang terpapar virus 

Gumboro menghasilkan antibodi terhadap sejumlah antigen baik infeksius maupun 

noninfeksius pada level suboptimal (Kim, 1999). Penelitian Sharma (1999) pada 

ayam yang diinfeksi virus Gumboro intermediate pada umur 3 minggu menunjukkan 

bahwa defisiensi humoral bersifat reversibel. 

Hasil penelitian in vitro menunjukkan bahwa, proliferasi mitogenik sel T. dari 

ayam terinfeksi virus Gumboro terdapat penekanan yang parah (Giambrone, 1977). 
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Sel T pada limpa sama dengan pada sirkulasi perifer juga terpengaruh (Kim, 1998). 

Penghambatan mitogenik terjadi pada awal infeksi, yaitu sejak 3-5 hari setelah 

infeksi. Kemudian respons mitogeni~ dari sel T kembali pada level normal. Selama 

periode penghambatan mitogenik, sel T ayam yang terinfeksi virus Gumboro juga 

gagal menghasilkan IL-2 pada stimulasi in vitro dengan mitogen (Kim, 1998; 

Faragher, 1974). Penelitian fraksinasi sel sebelumnya dan beberapa penelitian 

mutakhir tentang pengayaan populasi limfosit T menunjukkan bahwa penghambatan 

mitogenik pada suspensi sel lirripa diperantarai oleh · sel pendukungl, yaitu 

kemungkinan besar adalah makrofag. Pan-purivifed T cells dari limpa ayam yang 

diinfeksi virus Gumboro responsif terhadap sel T mitogen; penambahan sel 

pendukung dari limpa ayam yang terinfeksi virus tetapi bukan yang berasal dari 

ayam yang bebas virus, menghambat mitogenesis sel T pilihan. Relevansi 

penghambatan sel T mitogenik in vitro terhadap peran sel T pada patogenesis virus 

Gumboro pada ayam in vivo belum diketahui. 

Pada imunitas alami, secara in vitro virus Gumboro memodulasi fungsi 

makrofag , yaitu dapat terjadi penekanan aktivitas fagositik (Lam, 1998). 

Sebagaimana telah dibahas di atas, makrofag yang berasal dari ayam yang 

terinfeksi virus Gumboro mengatur ekspresi gen sitokin dan menghasilkan NO 

dengan level yang meningkat (Kim, 1998). Makrofag merupakan sel yang sangat 

penting pada sistem imun dan gangguan fungsi dari sel ini dapat mempengaruhi 

responsifitas imun normal pada ung·gas (Sharma, 1983). 

2.4 Apoptosis 

Apoptosis adalah suatu proses kematian sel yang terprogram yang bertujuan 

untuk menghilangkan sel yang rusak atau tidak diperlukan. Program kematian sel ini 

memainkan peran penting pada berbagai proses fisiologik selama perkembangan 

fetus dan homeostasis pada jaringan dewasa. Apabila sistem pengaturan apoptosis 

tidak berfungsi, akan te~adi berbagai penyakit sepcrti . kanker, penyakit 

neurodegeneratif, dan autoimun (Stephen and Shi, 2001 ). Menu rut Thomson 

(1995), apoptosis merupakan program kematian sel melalui mekanisme genetik 

yang dapat terjadi secara fisiologik maupun patologik. Aktifitas enzim telomerase 

diketahui sangat berperan pada apoptosis fisiologik, sedangkan apoptosis patologik 
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terjadi karena terdapat gangguan keseimbangan sistem genetik yang dipicu oleh 

faktor lingkungan. 

Sel yang mengalami apoptosis secara cepat akan mengecil dan kehilangan 

kontak normalnya dengan jaring~11 interseluler, kemudian menunjukkan kondensasi 

kromatin, fragmentasi inti, cytoplasmic blebbing, dan fragmentasi sel menjadi 

apoptotic bodies kecil. Apoptotic bodies ini secara cepat difagositosis dan dicerna 

oleh makrofag atau sel di sekitarnya, oleh karena itu pada proses apoptosis tidak 

terjadi pengeluaran isi sitoplasma pada media interseluler, sehingga inflamasi tidak 

terpicu. Sedangkan sel yang mengalami kematian melalui nekrosis, gambaran 

yang tampa_k adalah pembengkakan. Organel dalam sel terutama mitokondria dan 

sel secara keseluruhan mengembang kemudian lisis. Keadaan ini terjadi karena 

jejas menghalangi kontrol terhadap keseimbangan cairan dan ion; air dan partikel 

(khususnya ion sodium dan kalsium), yang pada keadaan normal dipompakan 

keluar, namun dalam hal ini mengalir ke dalam sel. Setelah sel lisis, isi sitoplasma 

dan inti keluar ke media interseluler dan memicu inflamasi (Duke eta/, 1996). 

Apoptosis terjadi karena keterlibatan berbagai perangkat seluler yang disebut 

perangkat apoptotik. Komponen sentral dari perangkat apoptotik ini adalah suatu 

kelompok protease sistein yang disebut caspase (Cystein Aspartyl-Specific 

Protease) . Sedangkan perangkat lainnya berupa beberapa molekul protein yaitu 

protein adaptor dan protein regulator yang bekerja sebagai pro atau antiapoptotik. 

2.4.1 Apoptosis dan Nekrosis 

Apoptosis dan nekrosis adalah dua bentuk kematian sel yang berbeda jelas. 

Caspase sangat diperlukan sebagai inisiator dan efektor kematian sel apoptotik dan 

terlibat dalam gambaran morfologik dan biokimiawi apoptosis. Perubahan utama 

pada keutuhan membran mitokondria dan pelepasan faktor apoptotik se·perti 

sitokrom c dari celah intermembran mitokondria memainkan sensor penting dan 

memperkuat peran dalam kematian sel apoptotik. Penelitian invitro tentang 

kematian sel pada cell line menampakkan bahwa penghambatan jalur apoptosis 

bergantung caspase yang klasik membawa beberapa kasus kearah kematian sel 

nekrotik (Gambar 2.3). Sehingga stimulus kematian sel yang sama dapat 

mengakibatkan salah satu diantara dua kematian sel tersebut, yaitu apoptotik atau 

nekrotik, tergantung pada tersedianya caspase yang teraktifasi. Meski demikian, 
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reseptor death domain dapat menggerakkan jalur pensinyalan nekrotik bergantung 

caspase aktif. Pada tinjauan ini digambarkan apa yang diketahui tentang jalur 

kematian sel apoptotik dan nekrotik. Elemen pokok pada nekrosis meliputi fosforilasi 

oksidatf mitokondria, produksi oksigen reaktif, dan kaskade proteolitik non caspase 

yang tergantung serin protease yaitu calpain atau cathepsin. 

2.4.1.1 Kematian Sel Apoptotik 

Pada saat tahap awal apoptosis, membran plasma sel yang mati masih utuh, 

hal ini untuk mencegah pelual?a.n bahan pemicu keradangan dari isi sel ke jaringan 

sekitar. Proses apoptotik ini telah lama dianggap sebagai ketenangan imunologik. 

Beberapa mekanisme yang menunjukkan hal tersebut antara lain ; produksi sitokin 

imunosupresif IL-1 0 dan TGF-f3 , dan juga penelanan sel apoptotik yang segera 

melalui cara bergantung phosphatidylserine. Akan tetapi, peptida dari apoptotic 

bodies yang difagosit dapat dipresentasikan oleh sel dendritik dan mendatangkan 

respons imun. Kadangkala dalam beberapa keadaan, sitokin proinflamasi seperti IL-

1a, IL-1f3, dan IL-18 diproses dan dibebaskan selama apoptosis yang berat sehingga 

memicu respons inflamasi. Pelepasan protein intraseluler yang termodifikasi dapat 

juga ikut berperan dalam proses inflamasi yang berhubungan dengan apoptosis. 

EMAP-11, yang merupakan fragmen proteolitik tRNA multisynthetase complex, 

dapat dideteksi selama renal ischemic reperfusion. Untuk menghindari inflamasi, sel 

memberikan isyarat akan status apoptotiknya pada stadium awal pada 

lingkungannya dimana dia dikenal dan ditelan oleh fagosit. Penampakan 

fosfatidilserin pada permukaan, yang reseptornya saat ini telah diidentifikasi, 

merupakan salah satu dari beberapa sinyal atau isyarat tersebut. Untuk kemudahan 

penelanan, sel apoptotik mengurangi volumenya dengan memompa keluar ion yang 

ada (K, Cl, osmolit organik) dan mengontraksikan sitoskeleton yang terreorganisasi. 

Lebih jauh membran plasma sel mulai menggelembung 

Apoptosis bisa meliputi sel tunggal atau sel yang berkelompok yang secara 

morfologik dapat diamati dengan pengecatan hematoksilin eosin berupa masa oval 

atau bundar dengan sitoplasma eosinofilik kuat seperti ·pada Gambar 2. 6. 

Khromatin inti mengalami kondensasi. dan mengumpul ke bagian tepi di bawah 
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membran inti, menjadi masa berbatas jelas dengan berbagai bentuk dan ukuran 

Akhirnya terjadi karyoreksis, pada level molekuler tampak sebagai fragmentasi DNA 

ke dalam lembaran berukuran nukleosom yang kemungkinan melalui aktivasi 

endonuklease. Sel tersebut segera mengkerut dan membentuk tonjolan sitoplasma 

kemudian terpecah-pecah menjadi apoptotik bodi yang tersusun atas vesikel yang 

dibatasi oleh membran yang ber.isi sitosol dan organel seperti pada Gambar 2.5; 

Gam bar 2.7 (Kumar, eta/., 2003). 

2.4.1.2 Kematian Sel Nekrotik 

Nekrosis secara klasik digambarkan sebagai kelainan dari kematian sel, 

yang terjadi pada kasus jejas berat dan akut (misalnya anoksia yang mendadak dan 

tajam dan kekurangan nutrisi yang mendadak) atau jejas karena faktor fisikokimia 

yang ekstrim (misalnya panas, deterjen, basa kuat, dan radiasi) . Tetapi penelitian 

mutakhir mere-evaluasi kematian sel nekrotik ini dan menunjukkan bahwa kematian 

nekrotik juga terjadi pada masa perkembangan dan fi.siologi sel normal. Khususnya 

pada beberapa kondisi patologik (misal iskemia otak) atau kerusakan jantun~ yang 

disebabkan oleh sitokin dan toksin, kematian sel dapat terjadi kedua-duanya melalui 

nekrosis dan apoptosis. 

Secara morfologik, nekrosis ditandai dengan kebengkakan seluler. Hal ini 

menyebabkan membran plasma pecah yang berakibat pada pelepasan isi 

sitoplasma ke jaringan sekitarnya yang menyebabkan respons inflamasi. Secara 

diagramatik dapat dijelaskan seperti pada Gambar 2.4. Pembangkitan respons imun 

yang sesuai pada waktu kerusakan jaringan nekrotik mungkin secara kritis 

melaksanakan respons anti tumor atau antiviral. Pada keadaan ini organel juga 

bengkak dan pecah, sedangkan inti masih utuh meskipun dalam keadaan 

membengka~. terjadi penggumpalan kromatin , degradasi DNA yang terlambat, dan 

juga bisa terjadi piknosis. Degradasi DNA fragmen besar pada waktu nekrosis lebih 

mengandalkan serin protease daripada caspase untuk menginduksi aktifitas 

endonuklease. Lebih jauh faktor kondensasi kromatin tidak bergantung caspase AIF 

ini bisa berperan juga di sini, seperti merelokalisasi inti selama nekrosis. 

Keberadaan jalur kematian sel seperti nekrosis ini diatur oleh program kematian 

intrinsik yang khusus yang berbeda dengan apoptosis yang sudah lanjut. ldentifikasi 

mekanisme molekulernya termasuk pada kematian sel nekrotik semula banyak 
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hambatan, tetapi akhir-akhir ini telah tersedia model in vitro kematian sel yang tidak 

bergantung pada caspase dengan morfologi seperti nekrotik . 
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Gambar 2.3 Respons sel terhadap iskemia. Apoptosis atau nekrosis (Stevens and 
Lowe, 2000). 

Gambar 2.5 Diagramatik perubahan ultra struktur nekrosis dan apoptosis (Kumar, et at., 
2003). 
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Gambar 2.6 Apoptosis keratinosit pada Gambar 2.7 Tahap apoptosis (Stevens and 
kulit (Kumar, et at., 2003). Lowe, 2000). 

2.4.2 Dasar Mekanisme Apoptosis 

Beberapa faktor yang berperan mengaktifkan program apoptosis selama

kehidupan berlangsung antara lain adalah faktor kimia, toksin, radiasi ionik, reactive 

oxygen species (ROS), penuaan, ,_ atau iskemia. Pada keadaan normal, apoptosis 

diinduksi atau dihambat oleh beberapa sinyal eksternal melalui interaksi antar sel, 

dan oleh mekanisme biologik intraseluler. Apoptosis banyak dijumpai pada keadaan 

defisiensi imun atau degenerasi. Faktor lain yang ikut memicu apoptosis meliputi 

adanya reseptor membran sel terhadap faktor pertumbuhan, interleukin, hermon 

steroid, dan lemak dalam sitoplasma. Apabila ditinjau dari bidang molekuler, pada 

dasarnya apoptosis diatur oleh suatu gen yang bertindak sebagai pengatur positif 

terhadap apoptosis dan sebagai penghambat apoptosis (Ashkenazi, 1998). 
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2.4.2.1 Peran Caspase 

Proses apoptosis pertama kali dipelajari pada nematoda Caenorhabditis 

elegans melalui gen yang disebut gen CEO (Caenorhabditis elegans death gene). 

Mekanisme apoptosis dipicu oleh beberapa produk gen. Terdapat 3 gen esensial 

yang berperan dalam proses apoptosis yaitu CEO- 3, CE0-4 dan CE0-9. CE0-3 dan 

CED-4 mendorong terjadi apoptosis, sedangkan CED-9 berfungsi menghambat 

apoptosis. CE0-3 merupakan suatu caspase yaitu suatu protease sistein yang dapat 

memecah protein pada posisi spesifik setelah residu asam aspartat pada rangkaian 

asam amino yang menyusun protein. Proses apoptosis dimulai dari CED-4 yang 

mengikat CED-3. lkatan CED-4 pada CED-3 akan menyebabkan CED-3 teraktivasi 

sehingga proses apoptosis dimulai. CED-9 dapat mencegah apoptosis karena CED-

9 dapat membentuk kompleks dengan CED-4 dan CED-3, sehingga CED-4 tidak 

dapat mengaktivasi CED-3, akibatnya apoptosis dapat dihambat (Adams and Corry, 

1998). 

Menurut Ashkenazi and· Dix:t (1998}, pada caspase mamalia juga dikenal 

CED-3. Apaf-1 pada mamalia setara dengan CED-4, sedangkan Bc/-2 identik 

dengan CED-9 . Caspase merupakan enzim inaktif (proenzim) dengan berat molekul 

30-50 kDa, dan berada di sitoplasma semua sel hewan. Caspase mempunyai 

daerah prodomain terminal NH2, sub unit besar (-20kd) dan subunit (-1 0 kd) (Reed, 

2000). 

Pada manusia dan mencit terdapat 14 caspase yang telah berhasil 

diidentifikasi, yang dikelompokkan menurut sekuen asam amino yang sama atau 

spesifikasi proteasenya. Berdasarkan fungslnya caspase dibagi dua, yaitu caspase 

inisiator (upstream atau inisiator caspase) dan caspase efektor (downstream atau 

effector caspase) . 

Peran caspase pada apoptosis belum sepenuhnya diketahui karena banyak 

sekali ditemukan substrat caspase, dan beberapa substrat tersebut diantaranya 

mengalami pemrosesan selama ap_optosis. Substrat dari caspase efektor merupakan 

protein kinase. Sebagian besar caspase diperkirakan terlibat secara langsung dalam 

kematian sel, tetapi tidak semua . caspase terlibat dalam apoptosis. Caspase yang 

terlibat dalam apoptosis antara lain caspase 2. 8, 9, 10 yang tergolong caspase 

inisiator, dan caspase 3, 6, 7 yang tergolong caspase eksekutor. Sedangkan 

caspase 1, 4, 5 merupakan caspase yang terlibat dalam proses inflamasi (Reed, 
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2000). Caspase 3 merupakan caspase efektor utama dengan berat molekul 32 kD, 

yang teraktivasi hampir pada seluruh proses apoptosis. Aktivasi caspase 3 secara 

langsung maupun tidak langsung bertanggung jawab pada pemecahan protein 

target, menuju pemecahan DNA yang spesifik dan perubahan morfologi yang 

spesifik pula dari sel apoptotik. Pada saat caspase 3 sudah aktif , sel tersebut benar

benar commited to death dan apoptosis sudah dapat dikatakan menuju pada kondisi 

yang tidak dapat kembali lagi (the point of no return). Ekspresi bentuk aktif dari 

caspase 3 di dalam sel terjadi pada awal proses apoptosis dan mendahului 

perubahan gambaran morfologi 1\ematian sel yang klasik sehingga deteksi 

peningkatan ekspresi caspase 3 di dalam sel melalui pemeriksaan imunohistokimia 

dapat dijadikan dasar untuk mendeteksi sel yang mengalami apoptosis (Pizem and 

Cor, 2003; Sanchez-Torres, 2003) 

2.4.2.2 Peran Fas ( CD95) dan Fas Ligan ( CD95 L ) pada Apoptosis 

Fas adalah protein yang diekspresikan pada sel tertentu misalnya sel yang 

mengandung virus. Adapun Fasl adalah reseptor protein yang terdapat pada 

permukaan CTL yamg dapat berikatan dengan Fas. 

Limfosit T sitotoksik (CTL) yang teraktivasi mengekspresikan Fas ligan dan 

dapat menimbulkan apoptosis pada sel target yang mengekspresikan Fas. Limfosit 

sendiri juga dapat terbunuh dengan cara ini., yaitu diduga hal ini sebagai mekanisme 

untuk memb.atasi intensitas respons imun (Cotran et a/, 1999). Fas dan Fas ligan 

atau CD95 dan CD95L merupakan komponen yang sangat berperan terutama pada 

3 type fisiologi apoptosis yaitu : delesi perifer dari sel T yang telah matang pada 

akhir dari suatu proses respons imun, pembunuhan sel target seperti sel yang telah 

terinfeksi virus atau sel kanker, se.l NK, dan sel yang mengalami inflamasi . 

Bukti peran CD95 dapat dijumpai pada tikus strain tertentu dan pasien yang 

mengalami kerusakan pada gen penghasil CD95 dan CD95L. Mutasi yang terjadi 

pada gen ini menyebabkan akuniulasi pada sel limfoid periferal dan terjadi sindroma 

autoimun yang fatal yang ditanoai dengan pembengkakan kelenjar limfe. CD95 dan 

CD95L juga berimplikasi pada supresi imunosurveilance yang disebut eliminasi sel 

imun yang reaktif terhadap tumor (tumor-reactive immune cells) oleh tumor tertentu. 

Dalam hal ini CD95L diekspresikan terus menerus secara konstitutif. CD95L adalah 

molekul homotrimerik yaitu tersusun oleh tiga molekul yang sama. Tiap CD95L 
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mengikat 3 molekul CD95. Karena death domain (DO) memiliki kecenderungan 

untuk bergabung satu sama lain, maka ligasi CD95 akibat terikatnya ligand CD95L 

menyebabkan reseptor DO terkelompokkan. Setelah terjadi. pengelompokan, suatu 

protein adaptor yang disebut Fas-associated death domain (FADD) akan me~gikat 

reseptor DO yang telah terkelompokkan melalui bagian DO nya sendiri. Seperti 

diketahui bahwa FADD terdiri dari DO dan OED. OED ini yang akan terikat pada 

suatu analog domain repeat tandem dalam bentuk zymogen dari enzim caspase-8. 

OED adalah contoh spesifik dari interaksi homofilik yang lebih global dari domain 

yang disebut caspase recruitment domain (CARD). CARD ini dapat dijumpai pada 

beberapa caspase yang memiliki prodomain besar seperti caspase 2, caspase 8, 

caspase 9 dan caspase 10. Pada saat terjadi recruitment oleh FADD, oligomerisasi 

caspase 8 akan memicu dirinya sendiri untuk terjadi pemecahan. Setelah itu 

caspase 8 akan mengaktifkan efektor caspase berikutnya, seperti caspase 9, yaitu 

enzim pada mamalia yang secara fungsional homolog dengan CED-3 dan memicu 

sel agar terjadi apoptosis (Ashkenazi and Dixit, 1998). 

2.4.2.3 Peran Perforin dan Granzyme Pada Apoptosis 

Setelah sel terinfeksi virus dikenali oleh APC kemudian dipresentasikan 

bersama molekul MHC I. Reseptor pada CTL mengenali molekul MHC I kemudian 

terjadi proses kematian sel yang melalui 2 mekanisme, yang pertama CTL 

membentuk ikatan dengan sel target melalui ikatan Fas ligan pada CTL dengan Fas 

sel target. Adapun mekanisme yang kedua, CTL melepas protein eksositotoksin 

yang didahului konjugasi antara integrin reseptor LFA-1 pada membran CTL dengan 

intercellular cell adhession molecule ( I CAMS ) pada membran sel target. Sementara 

itu Co-stimulatory Signal B 7 mengaktivasi CTL-P menjadi CTL efektor aktif. CTL 

efektor aktif tersebut mengaktivasi badan golgi dan storage granule center untuk 

memproduksi granul enzim yang berisi monomer 32-65 kDa yang disebut perforin 

dan beberapa cytotoxic serine protease yang disebut granzyme atau fragmentin 

segera menuju junction kedua sel tersebut. Selain pada CTL, granul enzim ini juga 

terdapat pada sel NK. Granul enzim yang dihasilkan CTL dan sel tersebut bekerja 

sinergis, perforin membentuk lubang pada membran sel target yang merupakan 

pintu masuk granzyme ke dalam sel target. Setelah granzyme masuk ke dalam 

sitoplasma sel target, gra~z.yme menjalankan fungsi lethal effects dengan 
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mengaktifkan proapoptotic cystein protease (caspase) (Browne, 1999}. Menurut 

Atkinson (1998), di dalam sitoplasma sel target, granzyme B dapat mengalami 

pembelahan dan mengaktifkan caspase 3 secara langsung (Gambar 2.8). 

2.4.3 Tahapan Proses Apoptosis 

Menurut Kumar (2003), mekanisme apoptosis merupakan titik akhir dari 

proses molekuler , yaitu berupa energy- dependent cascade yang dipicu oleh 

beberapa rangsangan tertentu. Proses dasar tersebut dapat dijelaskan sebagai 

empat tahapan yang terpisah tetapi dengan komponen yang saling tumpang-tindih 

seperti digambarkan secara skematis pada Gambar 2. 9: 

2.4.3.1 Pensinyalan 

Apoptosis dapat dipicu oleh berbagai sinyal yang meliputi kejadian yang 

terprogram secara intrinsik misalnya pada saat pertumbuhan, kekurangan faktor 

pertumbuhan, interaksi ligan r-escptor yang spesifik, pengeluaran granzyme dari sel 

T sitotoksik, atau agen penyebab jejas tertentu seperti radiasi. Sinyal transmembran 

dapat juga menekan program kematian yang ada atau memicu death cascade. Hal 

yang paling penting pada kelompok terakhir tersebut adalah yang termasuk 

superfamili TNFR (tumor necrosis factor receptor) molekul membrane plasma 

diantaranya adalah melekul permukaan Fas. Reseptor membran plasma ini 

'bersama-sama dengan ikatan protein death domain intraseluler yang ketika 

olgomerisasi menyebabkan aktivasi caspase inisiator dan cascade aktivasi enzim 

yang memuncak pada kematian sel. 

2.4.3.2 Kontrol dan lntegrasi 

Pada tahap ini disempurnakan oleh protein spesifik yang berhubungan 

dengan sinyal kematian asal menuju program eksekusi final. Protein-protein ini 

sangat penting karena aktivitasnya mengakibatkan masin-masing komitmen atau 

penggagalan sinyal kematian yang_ potensial. Secara garis besar terdapat dua jalur 

pada tahap ini yaitu transmisi langsung sinyal kematian melalui protein adaptor 

spesifik menuju mekanisme eksekusi dan pengaturan permeabilitas mitokonndria 

melalui protein anggota famili BCL2. 
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2.4.3.3 Eksekusi 

Jalur final yang ditandai dengan konstelasi tertentu dari beberapa peristiwa 

biokimia yang dihasilkan dari sintesis dan I atau aktivasi dari sejumlah enzim 

katabolik sitosolik Hal ini mencapai puncak dalam perubahan-perubahan morfologis 

seperti telah dipelajari sebelumnya. Walaupun terdapat va~iasi di bawahnya, jalur 

eksekusi final ini akan menunjukkan pola umum yang secara umum dapat 

diaplikasikan tehadap semua bentuk apoptosis. 

Tahapan ini merupakan jalur final apoptosis yang ditandai dengan aktivasi 

caspase yang melibatkan berbagai enzim protease. 

Pembelahan protein oleh 1 kelas protease yang baru dikenal yang disebut 

caspase. Disebut demikian karena memiliki sisi aktif sistein yang memecah setelah 

residu aspartat. Pada sistem eksperimental, peningkatan ekspresi dari setiap bentuk 

caspase akan menghasilkan apoptosis seluler sehingga menimbulkan dugaan 

bahwa dalam kondisi yang normal,, mereka harus dikontrol secara ketat. Aktivasi dari 

1 atau lebih enzim caspase akan m'enghasilkan suatu cascade aktivasi dari protease 

lain . Bisa dikatakan bisa memicu bunuh diri sel. Sebagai contoh, aktivasi 

endonuklease down-stream berakibat pada fragmentasi DNA yang karakteristik, 

sementara volume sel dan beberapa perubahan bentuk bisa sebagian dihasilkan 

dari pembelahan sitoskeleton. 

Extensive protein cross-linking melalui aktivasi transglutaminase akan 

mengkonversikan protein sitoplasma terlarut dan beberapa protein sitoskeleton 

khusus menjadi cangkang yang terkondensasi secara kovalen yang telah 

berfragmentasi menjadi badan apoptotik. 

Pemutusan DNA ke dalam frgmen 180-200 bp (jarak antar nukleosom) terjadi 

melalui kerja dari endonuklease bergantung ca•• dan Mg••. 

2.4.3.4 Pembersihan Sel yang Mati 

Sel apoptotik dan fragmen sel tersebut memiliki molekul penanda pada 

permukaannya yang dapat memudahkan sel di sekitarnya atau sel fagosit untuk 

menyerap dan membersihkannya. Hal ini terjadi dengan cara flipping dari fosfatidil 

serin dari permukaan sitoplasma sebelah dalam sel apoptotik ke permukaan ekstra 

sel. Perubahan ini dan yang lainnya memungkinkan sel apoptotik dikenali secara dini 

dan difagositosis tanpa pembebasab mediator inflamasi. Proses ini begitu efisien 
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sehingga sel yang mati akan hilang tanpa meninggalkan jejak dan tidak terjadi 
inflamasi. 

FAS I'AffiWAY 

Gr.anulc 

en. Pcnorin 

Targc1 cell 

1 •" II'! 

FADO /"/ 

lnili~lor/:~sp:~sc • • . ··~"'"' 
dom:>ins 

C.up;osc c:~scadcs 

1 
Apop10sis 

Gambar 2.8 : Apoptosis sel terinfeksi virus melalui stimulasi CTL (Goldsby et at, 2000) 

UJIA 1- ?4 Cytoplasmic bud 

Gambar 2.9 : Gambaran skematis peri.stiwa dalam apoptosis (Kumar, et at., 2003) 
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2.4.4 Deteksi Sel Apoptosis dengan Teknik Tune/ Assay 

Sel yang mengalami apoptosis dengan pengecatan hematoksilin eosin 

akan tampak sebagai masa yang oval atau bulat dengan sitoplasma eosinofilik, 

kromatin yang padat dan terfragmentasi (Cotran eta/, 1999). Perubahan morfologik 

sel yang mengalami apoptosis sangat sulit ditemukan dengan perubahan yang 

tampak h~nya berlangsung kurang dari satu jam sebelum sel tersebut didegradasi. 

Kematian sel karena apoptosis, terjadi pada satu sel secara individual atau 

kelompok kecil. Berbeda dengan nekrosis yang merupakan kematian sebagian 

jaringan. Selain itu apoptosis tidak memicu inflamasi seperti nekr~sis . 

Pada jaringan yang mengalami regenerasi sebanyak 25 % tiap hari, hanya 

dapat ditemukan sel apoptosis sebanyak 2 - 3 % (Burch et a/ , 1990). 

Pengembangan metode pemeriksaan apoptosis melalui fragmentasi DNA · telah 

dilakukan untuk mengatasi kesulitan deteksi apoptosis. Salah satu metode tersebut 

adalah dengan menggunakan Tune/ assay (terminal deoxyuridine nucleotide and 

labelling assay). Fragmen DNA dideteksi dengan pelabelan secara enzimatik dart 

ujung 3' OH nukleotida. Ujung fragmen DNA ini banyak ditemukan pada inti sel 

yang mengalami apoptosis dan pada apoptotic bodies. Tune/ assay dapat 

mendeteksi stadium awal dari apoptosis karena fragmentasi DNA terjadi sebelum 

perubahan morfologik tampak pada sediaan histologik (Hetts, 1998). 

2.4.5 Deteksi Perangkat Apoptotik dengan Teknik lmunohistokimia 

Secara umum bahan aktif yang diproduksi oleh tubuh dapat dideteksi dengan 

menggunakan metode imunohistokirnia. Bahan aktif tersebut dapat berupa prqtein, 

karbohidrat, asam nukleat atau lemak. Namun demikian ada persyaratan bagi 

bahan aktif untuk dapat dideteksi, yaitu bahan aktif tersebut harus dapat 

membentuk antibodi spesifik bila disuntikkan pada inang kedua yang berbeda 

dengan inang pertama penghasil bahan aktif tersebut. Jumlah bahan aktif yang 

terakumukasi dalam sel atau jaringan harus cukup sehingga dapat diikat oleh 

antibodi spesifik dan dapat divisualisasikan. Fas, granzyme dan caspase merupakan 

bahan aktif berupa protein yang dapat menimbulkan pembentukan antibodi bila 

disuntikkan pada inang yang berbeda, sehingga keberadaan perangkat apoptotik 

tersebut dalam sel atau jaringan dapat dideteksi menggunakan teknik 
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imunohistokimia. Sejalan dengan peningkatan pengetahuan tentang mekanisme 

molekuler dari apoptosis, deteksi sel apoptotik berdasarkan morfologi dan deteksi 

fragmentasi DNA sekarang berkembang ke arah metode yang lebih spesifik. Protein 

yang teraktivasi secara selektif, atau fragmen protein yang dihasilkan selama proses 

apoptosis, telah dapat diidentifikasi , dan antibodi yang spesifik untuk pr~tein 

tersebut dapat didesain untuk mendeteksi sel apoptotik dan membedakannya 

dengan sel nekrotik (Pizem and Cor, 2003). 

lmunohistokimia merupakan teknik pewarnaan yang melibatkan histologi 

atau sitologi dan imunologi. Teknik ini menggunakan prinsip dasar imunologi yaitu 

pengikatan antigen dan antibodi. Bahan aktif yang dideteksi dikategorikan sebagai 

antigen, sedangkan anti bahan aktif tersebut dikategorikan sebagai antibodi. Hasil 

reaksi antigen dan antibodi dapat diidentifikasi pada sel atau jaringan karena 

antibodi diikat oleh suatu penanda yang dapat divisualisasikan sehingga dapat 

menandai keberadaan bahan aktif tersebut. Pengamatan dengan mikroskup optik 

pada teknik ini dapat mengamati keberadaan antigen dalam sel, baik dalam 
' 

sitoplasma maupun dalam inti , demikian pula antigen yang berada di jaringan ekstra 

seluler (Beesley, 1995). 

Jenis preparat yang digunakan pada imunohistokimia ada 2 macam yaitu 

preparat segar dan preparat fiksasi (Polak and Noorden, 1986). Preparat segar pada 

umumnya digunakan untuk kep.eriuan diagnostik cepat atau untuk deteksi bahan 

aktif yang dapat berubah atau hilang atau rusak jika dilakukan fiksasi atau karena 

proses selanjutnya misalnya infiltrasi atau blocking dengan parafin. Sedangkan 

preparat fiksasi merupakan preparat yang memerlukan proses panjang, yaitu 

pemrosesan jaringan seperti pada preparat histologis antara lain dehidrasi, clearing, 

embedding, dan blacking, sehingga jarang digunakan untuk diagnostik. Penggunaan 

preparat ini sangat sesuai bila tujuannya melihat bahan aktif disertai gambaran 

histologis. 

Berdasarkan cara ikatan antigen ,dan antibodi serta penanda, terdapat 

berbagai metode· yang digunakan pada teknik imunohistokimia ini. Adapun metode 

yang biasa digunakan menurut Beesley (1995) antara lain adalah; 
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1. Metode langsung 

Prinsip dari metode langsung adalah pengikatan antigen dan antibodi yang 

telah diikatkan dengan substansi penanda, sehingga apabila terjadi ikatan antara 

antigen dan antibodi maka ikatan tersebut dapat divisualisasikan dengan kromogen. 

Prinsip metode langsung ini mendasari pewarnaan imunohistokimia yang kini telah 

berkembang menjadi berbagai metode. Metode langsung masih sering digun.akan 

untuk mendeteksi bahan aktif pada sediaan segar dengan visualisasi menggunakan 

bahan fluorescence, tetapi telah jarang digunakan untuk pewarnaan imunohistokimia 

menggunakan kromogen karena kurang sensitif apabila bahan aktif yang akan 

dideteksi terakumulasi dalam jumlah yang kurang. 

2. Metode tidak langsung dua tahap 

Prinsip yang digunakan pada metode tidak langsung dua tahap ini adalah 

pengikatan antigen dan antibodi primer secra langsung, tetapi antibodi primer tidak 

langsung berikatan dengan substansi penanda,. Salah satu tangan dari antibodi 

primer berikatan dengan satu tangan dari antibodi sekunder yang telah diikatkar.

dengan substansi penanda, sehingga pada metode ini terdapat tiga lapis ikatan, 

yaitu berupa antigen, antibodi primer, dan antibodi sekunder. Apabila dibandingkan 

dengan metode langsung, metode tidak langsung dua tahap ini lebih sensitif karena 

satu tangan antibodi primer dapat berikatan langsung dengan beberapa antibodi 

sekunder yang telah berpenanda. Keunggulan lain dari metode ini adalah, bahwa 

antibodi sekunder ini dapat digunakan untuk mendeteksi bahan aktif lain yang 

berasal dari spesies yang sama, dengan teknik imunohistokimia. 

3. Metode protein A 

Metode protein A ini menggunakan prinsip yang mirip dengan metode tidal< 

langsung, yaitu antibodi primer tidak langsung berikatan dengan substansi penanda, 

tetapi berikatan secara langsung dengan protein A yang telah diikatkan dengan 

substansi penanda. Protein A adalah protein yang diekstrasi dari dinding bakteri 

Staphylococcus aureus yang mempunyai kemampuan berikatan dengan Fe dari 

molekul lgG dari sebagian mamalia. Metode ini memiliki sessitifitas yang sangat 
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tinggi, tetapi spesifisitasnya agak rendah, karena semua antibodi yang ada pada 

sayatan akan diikat oleh protein A dan kemudian divisualisasikan. 

4. Metode antibodi tanpa label 

Metode antibodi tanpa label ·. prinsipnya seperti metode tidak langsung 

dengan modifikasi berupa ikatan kompleks imun enzim-antienzim pada ikatan 

terakhirnya, sehingga dengan metode ini terdapat empat lapisan ikatan antibodi. 

Semakin banyak tahapan ikatan antibodi, maka semakin banyak kemungkinan 

ikatan antibodi yang berikatan dengan substansi penanda, sehingga teknik ini 

merupakan teknik imunohistokimia yang sensitif dan memberikan hasil yang baik 

untuk sediaan fiksasi, sediaan segar, maupun sediaan ulas. Terdapat dua macam 

enzim yang biasa digunakan pada metode antibodi tanpa label ini, yaitu peroxidase 

dan alkaline phosphatase, sehingga metode ini sering disebut dengan metode 

peroxidase-antiperoxidase (PAP) atau metode alkaline phosphatase-anti alkaline 

phosphatase (APAAP). Penamaan ini berdasarkan ikatan antara kedua enzim dan 

anti enzim pada ikatan lapis akhir dari kompleks tersebut. 

5. Metode avidin-biotin 

Metode avidin-biotin yang umumnya disebut sebagai metode ABC (Avidin 

Biotin Complex) ini juga merupakan modifikasi dari metode tidak langsung. Pada 

teknik ini , antigen diikat oleh antibodi dengan dua tahap. Antigen langsung berikatan 

dengan antibodi primer, selanjutnya antibodi primer berikatan dengan antibodi 

sekunder yang telah mengalami biotinilisasi. Adapun kompleks ABC adalah 

merupakan ikatan antara biotin ·dengan peroksidase dan molekul avidin. Avidin 

adalah glikoprotein yang memiliki afinitas tinggi untuk berikatan dengan biotin yang 

merupakan anggota kelompok vitamin B. Pada teknik ini, setiap ujung tangan 

antibodi sekunder telah terkonyugasi dengan biotin sehingga dapat mengikat 

kompleks avidin biotin melalui molekul avidin. 

2.5 Struktur Bursa Fabricius 

Bursa Fabricius atau biasa disebut dengan bursa, merupakan organ limfoid 

primer pada unggas yang berbentuk ,bulat menyerupai kantong, terletak di sebelah 

dorsal dari kloaka bagian distal. 
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Secara histologis, dinding bursa terdiri uari tunika mukosa, tunika muskularis, 

dan tunika serosa. Tunika mukosa membentuk plika dengan kepanjangan . dan 

ketebalan yang berbeda-beda yang memanjang ke arah lumen. Jumlah plika dalam 

1 bursa berkisar antara 11-13 buah. Plika pada bursa ini berisi beberapa folikel 

limfoid yang masing-masing folikel limfoid dibatasi oleh jaringan penyangga dimana 

bentuk dan ukuran tiap folikel berbeda satu sama lain. Permukaan plika dikelilingi 

oleh epitel (Gulmez, 1999) , s~hingga struktur bursa tampak sebagai kumpulan 

folikel limfoid yang terbalut dalam jaringan epitelial dan jaringan epitelial ini 

membatasi kantong berongga yang dihubungkan dengan kloaka oleh suatu saluran 

(Tizard, 1981). Pengamatan Gulmez (1999) menunjukkan bahwa epitel yang 

mengelilingi plika tersebut tergolong epitel pseudosratified yang memiliki inti 

berbentuk oval terletak di bawah garis pertengahan sel dan memiliki lebih dari 1 

nukleolus . 

Menu rut Tizard (1981) dan Gulmez (1999), setiap folikel limfoid terbagi atas 

medula yang tampak pucat, terletak di bagian dalam dan korteks yang tampak lebih 

gelap terletak di bagian luar. Pada pertemuan kortikomedula terdapat membran 

basal dan jaringan kapiler yang di dalamnya terdapat sel epitelial. Sel epitelial 

medula ini sering menunjukkan mitosis mengarah ke tengah medula, dan medula 

tampak digantikan oleh sel limfoblas dan limfosit, sehingga bagian medula ini 

sebagian besar dipenuhi dengan limfosit yang di antaranya terdapat makrofag dan 

sel dendritik. Lebih jauh Gulmez (1999) mengamati bahwa ada beberapa folikel yang 

berhubungan langsung dengan epitel sementara folikel yang lain secara penuh 

dikelilingi oleh jaringan ikat. Sel epitel yang terletak pada dasar epitelium permukaan 

tampak masuk ke dalam folikel bersama-sama dengan membrana basalis yang 

mengelilinginya dan memisahkan medula dari korteks medula. Menurut Pink et a/ 

(1997), pada bursa juga terdapat limfosit T yang terletak pada daerah belakang 

saluran bursa sehingga menjadi special T- depending area yang juga mengandung 

APC. Namun proporsi kedua macam sel tersebut sangat kecil dibandingkan dengan 

jumlah limfosit 8 yang mendominasi bursa sebagaimana ditunjukkan pada hasil 

penelitian Khan ( 1994), bahwa folikel bursa berisi 85-95% limfosit 8 sedangkan 

sisanya adalah limfosit T sebesar kurang dari 4% dan sellainnya. 

Menurut Pink et a/ (1997), jumlah folikel limfoid dalam bursa ayam 

sekitar.1 0.000, jumlah ini terbukti tetap selama embriogenesis dan kehidupan 
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selanjutnya, sedangkan ukuran folikel akan bertambah mengikuti pertumbuhan 

volume bursa. Ada pun jumlah sel prekursor tiap folikel limfoid maksimal 10 buah, 

yang menurut Eerola et a/ (1987), kemudian berproliferasi dan berdiferensiasi 

menjadi sel 8, yaitu terjadi pada hari ke 8 setelah menetas dan selanjutnya 

dilengkapi dengan reseptor. 

2.6 Gambaran Histopatologik Bursa Akibat lnfeksi Virus Gumboro 

Gambaran histopatologik .akibat penyakit Gumboro pada bursa biasanya hari 

pertama s~telah infeksi sudah dapat diamati, yaitu berupa degenerasi dan nekrosis 

limfosit di daerah medula. Limfosit akan segera diganti oleh heterofil, hancuran sel 

retikuloendotelial yang mengalami hiperplasia. Seringkali diketemukan perdanahan 
'· 

walaupun bukan merupakan gambaran yang konsisten. Pada hari ke 3 atau ke 4 

setelah infeksi, semua folikel bursa bisa mengalami perubahan. Peningkatan berat 

bursa pada periode ini dapat dihubungkan dengan edema, hiperemia, dan akumulasi 

heterofil. Setelah reaksi keradangan menurun, maka dapat ditemukan bentukan 

menyerupai kista di bagian medula folikel, nekrosis, fagositosis heterofil oleh 

makrofag dan infiltrasi sel plasma. Proliferasi fibroblas terjadi di antara jaringan ikat 

interfolikular (Tabbu, 2000). 
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BAB3 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini terdiri dari dua tahap yaitu Tahap I yang merupakan penelitian 

pendahuluan dan Tahap II yang merupakan penelitian sesungguhnya. Penelitian 

Tahap I dilakukan dengan tujuan menentukan jangka waktu optimal pemanenan 

bursa setelah infeksi virus. Waktu optimal tersebut dit@ntuk~n berdasarkan 

pengamatan mikreskopik untuk mengetahui waktu terjadl peningkilt~n skspresi Fas, 

Granzyme, Caspas~ 3, dan apoptosis pada burrsa §~t€l l~h di l~kukan infeksi 

dengan virus Gumbere 

3. 1 Rancangan P~n~llti~n 

, Penelitian Tahap I 

Rancangan yans dlgunakan pada penelitian Tahap! ini ad~lg~h r~n~ngan 

Control Group Time Series Design (Leedy, 1989) 

I p, 01 ,03.05.07.09.011 .013.015.017.019 

s ____. R\ 
Keterangan : 
s 
R 
p 
K 
01 ,02,03, .... 

K : 02,04,06,08,010,012,014,016.018,020 

: Sampel ayam 
: Randomisasi 
: Kelompok yang diinfeksi virus Gumboro ( perlakuan) 
: Kelompok yang tidak diinfeksi virus Gumboro ( kontrol ) 
: Observasi dalam kelompok. Pengamatan ditujukan pada 
Jumlah sel apoptotik, ekspresi fas, granzyme, dan caspase 
3. 
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Penelitian Tahap II 

Penelitian Tahap II ini merupakan penelitian eksperimental dengan 

rancangan The post test only Control Group Design ( Leedy, 1989 ). 

/P:OP 
s--+ 

Keterangan : 
' s 

R 
p 
K 
OP, OK 

: Sampel ayam 
: Randomisasi 
: Kelompok yang diinfeksi vi ru~ Qumboro ( peri~Ku~n ) 
: Kelompok yang tidak diinfeksi virus Gumboro ( kontrol ) 
: Observasi dalam kelompok. Pengamatan ditujukan pada 

jumlah sel apoptotik I ekspresi Fas ' srinzym~. d~n 

caspase 3. 

3.2 Populasi, Sampel, dan Besar Sam pel 

Populasi pada penelitian ini adalah ayam specific pathogenic free ( SPF ). 

besar sampel pada penelitian tahap I adalah 44 ekor. Adapun sampel yang 

digunakan adalah ayam SPF umur 10 hari . Besar sampel untuk penelitlan Tahap II 

ditentukan berdasarkan penelitian Tahap I dengan penghitungan jumlah sel 

apoptotik bursa yang diinfeksi dengan virus Gumboro. 

3.3 Variabel Penelitian 

Klasifikasi variabel pada penelitian ini adalah sebagai berikut ; 

Variabel bebas : lnfeksi virus Gumboro 
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Variabel kendali Dosis dan cara infeksi virus , janis dan umur ayam, waktu 

pengamatan . 

Variabel tergantung : Ekspresi Fas, granzyme, caspase 3, dan jumlah sel 

apoptotik 

Definisi operasional variabel pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. lnfeksi virus Gumboro dalam penelitian ini adalah infeksi buatan pada hewan 

coba. A yam umur 10 hari diinfeksi virus Gumboro iasik ' 96 dengan dosis 

1000 TCID 50 secara tetes mata, peroral , dan perkloaka. Pad a saat 

dikorbankan, dilakukan pemeriksaan patologik anatomik Qy~m m~nunjukk.an 

perubahan sesuai dengan cirri khas penyakit Gumbere. 
2. Ekspresi Fas, granzyme, dan caspase-3 pada burs~ ~da lah angka yang 

dlperoleh ehiflgin penghitungan persentase sel bUf®~ Y~fl9 meflgekspresikan 

Fas, granlym~. dan caspase-3 berdasarkan w~rn~ kunin~ k@eeklatan yang 

terlihat pada pengecatan imunohistokimia di b~w~h mikreskup cahaya 

dengan perbasaran 400 kali . 

3. Jumlah sel a~optot i k pada bursa adalah penghihJfl9~f! P~f~~nta~~ sel bursa 

yang dapat mengikat warna coklat kehitaman darl kit deteksi apoptosis 

Apoptag pada bursa, yang dapat diamati dengan menggun~k~n mikroskup 

cahaya perbesaran 400 kali. 

3.4 Bahan Penelitian 

3.4.1 Hewan Coba 

Hewan coba yang digunakan pada penelitian tahap I adalah ayam niaga 

umur 21 hari sedangkan pad a penelitian tahap II adalah a yam SPF umur 10 hari 

yang diperoleh dengan cara menetaskan telur ayam SPF umur 0 hari yang diperoleh 

dari Biofarma Bandung (cara penetasan pada lampiran 2) . Perbedaan umur ayam 

yang digunakan sebagai hewan coba pada penelitian tahap I dan penelitian tahap II, 

yaitu 21 hari untuk penelitian tahap I dan 10 hari untuk penelitian tahap II adalah 

karena ayam niaga yang digunakan pada penelitian tahap I diperkirakan masih 

mengandung antibodi maternal hingga umur 21 hari. Antibodi maternal yang 

terkandung dalam serum dapat mengganggu hasil pemeriksaan . 
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3.4.2 Unit Analisis 

Unit analisis pada penelitian ini adalah bursa Fabricius ayam. 

4.4.3 Virus Gumboro 

Untuk mendapatkan infeksi Virus Gumboro, digunakan virus isolat Tasik '98 

yang diperoleh dari Balai Penelitian Veteriner Boger, yaitu merupakan salah satu 

isolat koleksi pada saat wabah di Indonesia pada tahun 1991 (Parede, 1994 ). 

Sedangkan untuk deteksi virus Gumboro dengan teknik imunohistokimia digunakan 

antibodi monoklonal terhadap virus Gumboro yang diperoleh dari Balai Penelitian 

Veteriner Boger. 

3.4.4 Bahan pembuatan sediaan imunohistokimia 

Bahan yang diperlukan untuk pembuatan sediaan histologik adalah; formalin 

40%, PBS, gelas obyek, gelas penutup, alkohol absolut, alkohol 95%, alkohol 80%, 

alkohol 70%, xylol, parafin, aquabidest, Adapun untuk p~ngeeatan imunehi~tokimia , 

diperlukan antibodi primer meliputi; antibodi monoklonal mouse anti Fas dari 

Research Diagnostics, Inc dengan kode RDI-FAS95abm"'1 ~ SraifU~ym~ 13 epitope 

specific rabbit antibody dari Lab Vision Corporation dengan kode RB-9015-P, dan 

rabbit caspase 3 antibody dari LabVision Corporation. Adapun kelenskapan lain 

yang diperlukan pada pengecatan imunohistokimia ini antara lain; proteinase K dari 

DakoCytomation dengan kode S3020, kit asesoris dari DakoCytomation dengan 

kode K0679 yang berisi antibodi universal biotinylated link, DAB dan subitrat buffer, 

DAB dan khromogen, blok peroksidase, dan streptavidin. Bahan yang digunakan 

untuk counter stain, meliputi ; hematoksilin dan ammonia air. @edangkan 

pengecatan sel apoptotik pada sediaan histologik digunakan kit deteksi apoptosis 

ApopTag Plus Peroxidase In Situ dari Chemicon International dengan kode S7101 

yang teridri dari equilibration buffer, reac;tion buffer, enzim TdT, wash buffer, anti 

digoxigenin peroxidase, buffer pengencer DAB, dan substrat DAB peroxidase. 

Untuk pelekatan irisan jaringan pada gelas obyek dibutuhkan poli/ysin dari Dace. 
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3.4.5 Bahan karakterisasi protein 

Bahan yang digunakan untuk karakterisasi protein meliputi; bahan untuk 

pembuatan separating gel dan stacking gel terd iri dari: acrylamid, Tris HCI pH 8,8, 

Tris HCI 6,8%, SDS 0,5 %, aquadest, TEMED , APS, Bisacrylamid 0,8%. dan 

butanol 5%. Bahan la in yang digunakan pada karakterisasi protein adaleh laemmti 

buffer, elektroforesis buffer, metanol , glutaraldehid, kertas Whatmann. 

3.5 Prosedur Penelit lan 

3.5.1 Perlakuan terhadap Hewan Coba 

Penelitian Tahap I 

Samp®l hewan eoba berupa day old chick (DOC) ayam 11i~~§ S@b§nyak 44 

ekor dipelihara d@n~~n cara dimasukkan pada kandang yen§ flil.~n§K9~i l~!Tlpu 

pemanas bereungkup (brooder) . Makanan yang diberikan adt:ai~JM b@fY~§ ~~ken jadi 

51 1 dan diberikan ~iF minum ad libitum. 

Pada umur 21 h~fi , secara random 44 ekor ayam t~f§~but dihasl menjadi 2 

kelompok perlekuifl diU\ kbntrol. Kemudian kelompok ~i!ifl~kUiifl fliinfaK@i virus 

Gumboro Tasik '98 d ngan dosis 1000 TCID 50 secara t~tei fft§t@!, f.}eroral, dan 

perkloaka, s.adangki!l'l kelompok kontrol diberikan placebe. ~§t~!~fl i·t!J : eari tiap 

kelompok, seeara random ayam dikorbankan 2 ekor untuk dip~A\7A buri~nya dengan 

interval waktu : 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 48, 72 , 96, 120 jam §@t~!fllM inf~ksi. Hasil 

pemanenan bursa difiksasl ke dalam formalin buffer 1 o % selama 24 jam untuk 

persiapan pembuatan preparat mikroskopik dan penghitungan ekspresi Fas, 

Granzyme, Caspase 3 , dan jumlah sel apoptotik untuk penentuan jangka waktu 

pengorbanan hewan coba yang diterapkan pada penelitian tahap II, yaitu ditentukan 

berdasarkan pada pencapaian ekspresi sebesar minimal 25 % untuk tiap variabel. 

Penelitian Tahap II 

Sampel hewan coba berupa ayam SPF yang diperoleh dengan cara 

menetaskan telur ayam SPF, setelah menetas, day old chick (DOC) tersebut 

dimasukkan pada kandang yang dilengkapi lampu pemanas bercungkup (broader} . 

Makanan yang diberikan adalah berupa pakan jadi 511 yang terlebih dahulu 
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peroxidase, 3% H202 PBS diteteskan biarkan selama 5 menit pada suhu kamar, 

lalu dicuci 2 kali dengan PBS masing-masing 2 menit dalam cop/in jar. 

Selanjutnya cairan dl sekltar jaringan disingkirkan dengan kerta§ pengering 

kemudian jaringan ditet@li 75JJI equbration buffer dan diinkuba~l 10 ffliflit l;liid@ suhu 

kamar. Setelah itu kembali ealran di sekitar jaringan disingkirk~n d@fiQiilfl kertas 

pengering kemudl~n j!iiring!in ditetesi 55 ~~ 1 5cm2 working 't~nt]th 'f{/i r;n~yme, 

lalu diinkubasi pada 3'7~e dalam wadah yang lembab selama 1 jim. 

Langkah berikutnyi, i diaan diletakkan dalam cop/in jar Y~fl~ §~Fi~i wefking 

strength stop/wash buffer, diguneangkan selama 15 detik kemudian diinkubasi 10 

menit pada suhu kamar. Setelah itu sediaan dicuci 4 kali dengan PBS dalilff! ~Qpling 

jar masing-masing 2 menit pada suhu kamar. Cairan di sekitar potofle9R j~ringan 

dikeringkan dengan kertas pengering kemudian diteteskan anti-digcxigenin 

conjugate (yang telah dikeluarkan dari tempat penyimpanan dan dih~ngatkan 

, sampai pada suhu kamar sebelumnya) pada permukaan jaringan kira-kira 95~1 I 

5cm2, lalu diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar dalam temp~t yang lembab. 

Setelah itu sediaan dicuci 4 kali dengan PBS dalam copling jar masing-masing 2 

menit paa suhu kamar. 

Langkah selanjutnya adalah; cairan di sekitar potongan jaringan dikeringkan 

dengan kertas pengering kemudian dilakukan pemberlan w~rn~. y~itu dangan 

meneteskan peroxidase substrat 75~1 I 5cm2 pada permuk~iifl ji!lringan dan 

dibiarkan 10 men it pada suhu kamar. Setelah itu sediaan dicuci 3 kali d~ng~n dH20 

dalam copling jor mssing-masing 1 menit, lalu diinkubasi den{l~fl dl920 dalem 

copling jar 5 menit pada suhu kamar. 

Selanjutnya untuk counterstain, dioleskan methyl gre~n 30 de·tik J;)ada suhu 

kamar kemudian dieuci 3 kali dengan dH20 dalam cop/in jar m~H§ifiG'H'fl~~ing 1 men it 

Kemudlan sediaan diber'ikan xylene lalu cairan di sekltaf ~otemgan jaringan 

dikeringkan dengan kertas pengering. 
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3.5.2.2 Pengecatan lmunohistokimia 

Mula-mula dilakukan clearing dan rehidrasi secara bertingkat lalu dicuci 3 kali 

dengan destilate water (OW) masing-masing 5 menit kemudian cairan di sekitar 

jaringan dikeringkan. Setelah itu bagian potongan jaringan dilingkari dengan pen lalu 

direndam dalam 3% H202 dalam OW 15 menit pada suhu kamsr. Kemudian 

sediaan dibilas 3 kali dengan OW dan 3 kali dengan PBS masing-masing S menit. 

Langkah selanjutnya sediaan diinkubasikan dengan 10{}/o norm~! ~oat serum 

30 menit pada suhu kamar kemudian dibilas 3 kali dengan PBS masing-masing 5 

menit. Kemudian sediaan diinkubasikan dengan antibodl prim~r l~ lu diPilas 3 kali 

dengan PBS masimNnasing 5 menit, setelah itu diinkub~~ ik~n d~AQ~n antibodi 

sekunder selama 30 me nit pad a suhu kamar. Pada waktu y~ft§ §~m~. 1 O;..tl avidin 

dan 1 OJ..ll biotin diinkubasi dalam 1 ml PBS. Selanjutnyi §~§i~an e!ibil(g!S 3 kali 

dengan PBS masing,.n'Ulsing 5 menit kemudian di i nkubaslk~A §~AQiiiA oom~uran 

avidin dan biotin ;3 () m~nit pada suhu kamar lalu dibilas 3 k:iili dfifl~@fl 13B§ masing

masing 5 menit dan dilnkubasikan dengan larutan DAB. k~Agk~h ~~ lanjutnya 

dilakukan counterstaining dengan hematoxylin selama ~ menit k@mudian dehidrasi, 

selanjutnya sediaan ditutup dengan cover glass. 

3.5.3 Karakterisasi Protein 

Karakterisasi protein dilakukan terhadap variabel yang menunjukkan ekspresi 

paling menonjol, yaitu protein yang merupakan aktivator apoptosis. Adapun 

prosedurnya adalah sebagai berikut; 

3.5.3.1 Sonikasi Sampel 

Jaringan bursa dari kelompok yang terinfeksi diambil sebanyak kurang lebih 

1 gr kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi yang telah diisi PBS sebnyak 2 ml 

kemudian disonikasi menggunakan sonikator selama dua men it dan istirahat satu 

menit sebanyak lima kali, saat disonikasi tabung reaksi direndam dalam gelas berisi 

es batu dan garam, hal ini dimaksudkan untuk meredam panas yang timbul saat 
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disonikasi , setelah selesai sam pel dipindahkan dalam tabung-tabung eppendorf dan 

kemudian siap dipakai, jika tidak segera dipakai dapat disimpan dalam freezer. 

3.5.3.2 Analisis protein dengan SDS-PAGE 12,5% 

Prosedur SDS-PAGE 12,5%: 

Pencetakan Separating Gel 12,5 % 

Pembuatan Separating gel yaitu dengan cara m~m~ml::)urk~n Acrylamid 

2,5 ml, Tris HCI pH 8,8 1,2 ml , SDS 0,5 % 1,2 ml , aquadest 1,1 mi. icMeD 5~1 dan 

APS 30~1. Campuran harus homogen dan dimasukkan kedr41~m g!as~ JJ/ate model 

biometra dan ditambahkan butanol 5% di atas separatiflg ~@I Yntuk me:matakan 

bagian atas separating gel , kemudian diinkubasi dalam suhu k~ffl§!F §@lama dua 

puluh lima ·manit. L~ngkah selanjutnya adalah butanol 5% dlbU§fl@ ffaA .S~fjarettng 

gel dicuci dengan menggunakan elektroforesis buffer yang telah di~n~rkan sepuluh 

kal i, separating Q@l Y~fl~ sudah jadi dalam glass plate dik@fiflf;1kafl §eR .~ i§~fSitlkan 

· atasnya dengan kfiftilli Whatmann. 

Pencetakan Stacking Ge/ 12.5% 

Membuat Stacking Gel adalah dengan m~ne~mpurktafl b~han~bahan 

stacking gel sampai hornogen yaitu Aery/amid 30%, Blsaery!amid 0,8% 0,33 ml, 

0,625 M Tris HCI pH 6,8 sebanyak 0,4 ml , SDS 0,5% 0,4 mi. Acnuui~~t 0,87 ml , 

TEMED 2~ 1. APS 10% 1 O!JI, segera dimasukkan dalam plate yang telah berisi 

separating gel yang telah jadi dan segera comb dimasukkan kemudian diinkubasi 

selama dua puluh lima menit pada suhu kamar sampai gel memadat. Comb 

dilepaskan dan dibersihkan dengan elektroforesis buffer agar sisa-sisa separating 

gel tidak ada yang tertinggal. 

Penyiapan Sampel 

Sampel yang digunakan dengan perbandingan satu banding satu. 

Sam pel sebanyak 10 !JI dimasukkan ke dalam tabung eppendorf kemudian 

ditambahkan laemmli buffer sebanyak 1 O!J I. Yang akan dimasukkan kedalam gel 

sebanyak 15J.!I. Tutup tabung eppendorf dilubangi dengan jarum, kemudian 

dipanaskan dengan pemanasan 1oo·c selama kurang lebih lima menit untuk proses 

denaturasi. 
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Elektroforesis 

Gelas plate yang telah berisi gel ~imasukkan kedalam chamber Bio-metra 

dan dituangi elektroforesis buffer sebanyak kurang lebih 400 ml, dan marker 

dimasukkan ke dalam sumuran yang telah terbentuk pada gel. Kemudian dilakukan 

funning dengan menggunakan listrik 125 Volt dan 40 rnA sampai marker dan sampel 

turun (kurang lebih selama 2 jam). Setelah sampel turun listrik dimatikan, gel dilepas 

perlahan dan dimasukkan ke dalam cawan petri yang sudah berisi larutan 

pencucian. 

Pencucian 

Pencucian dilakukan sebanyak empat tahap dengan larutan yang 

berbeda. Selama pencucian cawan petri yang telah berisi gel selalu diletakkan di 

atas shaker dengan kecepatan 80 rpm . Pencucian pertama dengan menggunakan 

larutan 50% Metanol 7,5% asam cuka selama 30 menit atau semalam (1 gel butuh 

· kurang lebih 200 ml} , selanjutnya dicuci dengan larutan Metanol 5% asam cuka 

7,5% selama 30 menit. Kemudian dengan menggunakan larutan Glutaraldehid 5% 

gel dicuci selama 30 menit, cuci lagi dengan aquades selama 2 jam atau semalam 

Uika larutan pertama semalam, dicuci sebanyak 3X30 menit). 

Pewarnaan 

Si/vemitrate ditimbang sebanyak 0,8 gram dan dicampur dengan 4 ml 

aquadest. Kemudian campuran tersebut dimasukkan ke dalam larutan yang terdiri 

dari NaOH 0,36% 21ml, NH3 1,4 ml, dan aquades 73,5 mi. Larutan silvemitrate 

disaring saat dituangkan ke dalam larutan amoniak dan dilakukan diatas stirer agar 

tercampur homogen. Larutan dimasukkan ke dalam cawan petri berisi gel yang telah 

dicuci, diatas shaker selama 15 men it. Kemudian gel di cuci dengan aquadest 2X2 

menit tetap diatas shaker. Gel dipindahkan ke petri baru yang telah dimasukkan 

larutan pengembang yang terdiri dari 200 IJI Zitronensaure 5%, 100 IJI Formaldeyhid 

37%, dan ditambahkan aquadest sebanyak 200 mi. Ditunggu sampai pita pada gel 

mulai nampak kurang lebih selama 15 menit, setelah pita tampak segera dituangkan 

asam cuka 10%. Untuk diawetkan , dig anti larutan dengan Gliserol 10% agar gel 

tidak rusak. 

Hasil SDS-PAGE berupa band (pita) diukur untuk menghitung berat molekul 

sampel. Menurut Rybick dan Maud (1996), berat molekul (BM) atau massa molekul 
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relatif (Mr) ditentukan berdasarkan log BM atau log Mr dari protein standar dan nilai 

Rf (Retardation factor) . Nilai Rf merupakan perbandingan antara jarak migrasi 

molekul protein dengan jarak migrasi zat ,warna . Kemudian mencari persamaan 

dengan menentukan kurva standar dari Rf dan log BM atau log Mr. Sampel yang 

diketahui dibaca sebagai log Mr. Dari sampel setelah Rf menghitung Rf pada agar 

yang sama. 

Menurut Mayer dan Walker (1987), untuk menghitung nilai Mr dari protein 

yang belum diketahui, mula-mula log 10 Mr. Dari protein standar dihitung. Kemudian 

menghitung mobilitas relatif yaitu perbandingan jarak perpindahan protein dengan 

jarak perpindahan warna. 

Menurut Rantam (2003), untuk menentukan BM antigen atau antibodi 

dilakukan dengan menghitung nilai Rf dari masing-masing band dengan rumus 

sebagai berikut : 

Jarak pergerakan protein dari tempat awal 

Rf= 

Jarak pergerakan zat warna dari tempat awta l 

Massa molekul relatif ditentukan dengan cara meAt;}kenv~r~i d~t~ nilai Rf dan 

massa molekul rf!latlf dari protein standar. Nilai Rf di~imbo!kifl dengan X, 

sedangkan Y adalah logaritma massa molekul relatif (log Mr) rm~t~ i fl 9t~ru;l~r. 

Nilai Rf dinyatakan sebagai nilai X (variabel bebas) Oljfl nilai log BM atau log 

marker dalam li~tuan Dalton (Da) dinyatakan sebagai nil~ i ¥ (W~fiib{jl t@rikat). 

Kemudian mencari persamaan regresi yang sesuai. Setelah pers~maan regresi 

didapat, Nilai X (Rf) ~~rnpel dimasukkan ke dalam persama~fl untuk mend~patkan 

nilai BM protein sampel. 

3.5.3.3 Anal isis Protein Aktivator dengan straving blot 

Pada straving blot, pita di gel pada SDS-PAGE ditran~f~r Pid~ membrane 

nitroselulose dan direaksikan dengan antibodi spesifik dari masing-masing variabel . 

Membran nitroselulose dan kertas Whatmann yang akan digunakan 

direndam dalam transfer buffer. Kertas Whatmann yang sudah dibasahi dengan 

transfer buffer diletakkan pad a blotter sebanyak lima lapis kemudian membran 

nitroselulose diletakkan di atas lapisan terakhir dan dihindarkan adanya rongga 
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udara, gel agarose hasil elektroforesis diletakkan tepat diatas membran nitroselulose 

den dihindarkan adanya rongga udara. Membran nitroselulose ditutup dengan 5 

lapis kertas Whatman yang telah dibasahi dengan transfer buffer. Seluruh lapisan 

dibasahi sehingga kelihatan basah. Blotterditutup kuat-kuat dan dilakukan running 

dengan 100 Volt dan 40 mA selama satu jam. Membran nitroselulose diambil 

perlahan dan dimasukkan ke dalam TBS, membran nitroselulose dicuci satu kali 

dengan TBS kemudian dipindahkan ke cawan petri baru. Membran nitroselulose 

dibloking dengan creamer dalam TBS Tween 0,5%. Diinkubasi pada suhu kamar 

selama satu jam atau semalam pada 4'C. Kemudian membran nitroselulose dicuci 

dengan TBS tween 0.05% sebanyak lima kali, masing-masing selama sepuluh menit 

dengan shaker. Antibodi sekunder (conjugate) ditambahkan dalam buffer inkubasi 

(PBS 1) . Diinkubasi pad a suhu ruang dengan shaker selama satu jam. Membran 

nitroselulose dicuci dengan TBS Tween 0,05% sebanyak lima kali , masing-masing 

selama sepuluh menit dengan shaker. Ditambahkan substrat dan diinkubasi pada 

· suhu kamar di ruang gelap dengan penggoy~mgan sampai terlihat warna (hasil) . 

Reaksi dihentikan dengan memindahkan membrane nitroselulose ke dalam 

aquadest non deionized. Membrane nitroselulose dikeringkan pada suhu ruang dan 

hasil siap dianalisis. 

3.6. Metode Pengumpulan Data 

Data dikumpulkan dengan cara menghitung jumlah sel apoptotik pada folikel 

bursa Fabricius pada sediaan yang diproses dengan S71 01 Apoptag Plus 

Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, dan jumlah sel yang mengekspresikan 

Fas, granyme, dan caspase 3 pada fol ikel bursa Fabricius pada sediaan yang 

diwarnai dengan pengecatan imunohistokimia di bawah mikroskup cahaya dengan 

pembesaran 400 kali. Sel apoptotik dikenali dengan penyerapan warna dari S7101 

Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (coklat kehitaman). 

Sedangkan ekspresi Fas , granzyme, dan caspase 3 dikenali dengan reaksi warna 

yang timbul pada pengecatan imunohistokimia (coklat kekuningan) . 

Tiap sediaan dihitung dengan bantuan grateculae pada lima area hitung yang 

berbeda. Adapun yang dimaksud dengan 1 area hitung pada penelitian ini adalah 

berupa 1 irisan folikel. Pembacaan sediaan di atas, selain dilakukan oleh peneliti, 

dilakukan juga oleh second observer untuk menghindari kesalahan bias. 
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Hasil penghitungan sel apoptotik dan penilaian ekspresi Fas , granzyme, dan 

caspase 3 disajikan pada tabel kemudian diambil nilai rataan dan dianalisis. 

3.7 Cara Anallsls Oahl 

Analisis data p~de penelitian ini menggunakan uji multivari~lt ~~Rggan 

Hotelling t untuk mengetahui perbedaan jumlah sel apoptotik dan ekspf~Si Fas , 

granzyme , dan caspase 3 pada bursa Fabricius antara kelompok kentre! diii~n 

perlakuan secara bersama sama, serta anal isis jalur untuk mengetahui bahwa 

pada infeksi virus Gumboro, Fas dan granzyme memicu caspase 3 serta Fas, 

granzyme, dan caspase 3 menginduksi peningkatan apoptosis. 
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Virus Gumboro masuk tubuh kemudian ditangkap oleh makrofag atau limfosit 

sebagai APC (Muller eta/, 1979). Makrofag yang teraktifasi membebaskan IL-12 dan 

TNF-a.. IL-12 memicu Th untuk berdiferensiasi menjadi Th1. Th1 memproduksi IL-2 

dan IFN-y. IL-12 bersama-sama dengan TNF-a. juga memperkuat aktifitas sel NK 

dalam respons imun alami terhadap infeksi virus, sehingga efektif dalam 

pembunuhan sel yang terinfeksi virus tersebut (Kim et al, 1998 ; Goldsby et a/, 

2000). IL-2 dan IFN-y yang diproduksi oleh Th-1 memicu aktifasi CTL (Abbas eta/, 

2000). IL-2 beraktifitas secara langsung dengan membantu penarikan CTL 

precursor ke dalam populasi efektor. CTL dan sel NK dapat menimbulkan lis is pada 

sel target melalui pengeluaran perforin dan granzyme. Perforin membentuk celah 

pada membran sel target, kemudian granzyme dapat menerobos masuk untuk 

melisis sel tersebut melalui aktivasi caspase-3 (Atkinson eta/, 1998; Goldsby eta/, 

2000). 

CTL yang teraktifasi mengekspresikan Fas ligan dan dapat menimbulkan 

· apoptosis pada sel target yang mengekspresikan Fas. Death domain memiliki 

kecenderungan untuk bergabung satu sama lain, sehingga ligasi Fas-L dan Fas 

menyebabkan death domain dari reseptor berkelompok. Setelah terjadi 

pengelompokan , FADD yang merupakan protein adaptor mengikat DD dari 

reseptor yang telah berkelompok melalui bagian death domainnya sendiri. FADD 

selaian mempunyai DD juga memiliki OED. OED ini yang akan terikat pada suatu 

analog domain repeat tandem dalam bentuk zymogen dari enzim easpase-8. 

Caspase-8 mengaktifkan caspase-9, caspase-9 mengaktifkan caspase-3 yang 

kemudian memicu apoptosis (Ashkenazi and Dixit , 1998). Secara skematis, konsep 

tersebut dapat digambarkan seperti Gambar 3.1. 
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KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN 

Penelitian Tahap I 

NaCI fis umur 21 hari di infeksi I VIRUS GUMBORO 

1 1 
Kontrol (22 ekor ayam ) 

Perlakuan(22ekorayam) 

PANEN BURSA FABRICIUS 

12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 48, 72, 96, 120 jam pasca infeksi 

HEMATOKSILIN EOSIN 

1 
KONTROL 

JUMLAH SEL 
APOPTOTIK 

/ 
SEDIAAN HISTOPATOLOGIK 

PENGECATAN : 

IMUNOHISTOKIMIA 

JUMLAH 
SEL APOPTOTIK 

EKSPRESI: FAS 
,GRANZYME, 

dan CASPASE-3 
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Penelitian Tahap II 

NaCifis Umur 10 hari di infeksi 
VIRUS GUMBORO 

l 
Kontrol (8 ekor ayam SPF) Perlakuan (8 ekor ayam 

~PI=\ 

~ / 
BURSA FABRICIUS 

Dipanen 48 jam p.i. 

l 1 
SEDIAAN HISTOPATOLOGIK KARAKTERISASI PROTEIN 

1 -1 
PENGECATAN PENGECATAN SDS-PAGE 

HEMATOKSILIN IMUNOHISTOKIMIA IMUNOBLOTING 

EOSIN 

lr 

KONTROL 
JUMLAH SEL 
APOPTOTIK 

' 
DETEKSI JUMLAH EKSPRESI : FAS , 

VIRUS SEL GRANZYME, 
GUMBORO APOPTOTIK dan CASPASE 3 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN PENELITIAN 

4.1 Hasil Penelitian Tahap I : Penentuan Waktu Optimal Pemeriksaan 
Ekspresi Fas, Granzyme, Caspase 3, dan Jumlah Sel Apoptotik pada 
Bursa Fabiricius Ayam Setelah lnfeksi Virus Gumboro 

Penentuan waktu optimal pemeriksaan ekspresi Fas, granzyme, caspase 3, 

dan jumlah sel apoptotik pada bursa Fabricius ayam setelah diinfeksi virus Gumboro 

dilakukan pada penelitian tahap I. Pemeriksa ekspresi Fas, granzyme dan caspase 3 

serta jumlah sel apoptotik pada bursa Fabricius berturut-turut dilakukan pada 12, 14, 

16, 18, 20 , 22, 24 , 48, 72, 96, dan 120 jam setelah infeksi. Waktu pemeriksaan 

dinyatakan optimal apabila ekspresi Fas, granzyme dan caspase 3 serta jumlah sel 

apoptotik pada bursa Fabricius pada kelompok perlakuan telah mencapai 

peningkatan sebesar minimal 25 %. Sebagai contoh peningkatan tersebut, dapat 

dilihat pada Gambar 5.1 peningkatan jumlah sel apoptotik pada bursa setelah 

diinfeksi virus Gumboro.: 

Pemeriksaan ekspresi Fas, granzyme dan caspase 3 serta apoptosis pada 

sel bursa ayam yang terinfeksi virus Gumboro tersebut dilakukan pada sediaan 

mikroskopik dengan teknik pengecatan imunohistokimia. Penghitungan sel dilakukan 

pada lima folikel limfoid bursa untuk tiap ulangan kemudian dihitung nilai rata-

ratanya. Nilai rata-rata tersebut dapat dilihat adalah seperti pada Tabel 5.1 berikut. 
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A 

Tabel 4.1 : Nilal rerata sel yang mengekspreslkan Fas, Granzyme, Caspaso-3, 
dan sel apoptotik (dalam %). 

Jam Kelompok Perlakuan Kelompok Kontrol 
Fas Granz Casp3 Apopt Fas Granz Casp 3 Apopt 

12 15,34 2 24 3 85 5,87 3,28 2 42 1 81 4 88 
14 19,46 2,54 3,65 6,87 3,06 1,34 2 35 4,68 
16 18,99 12 48 5,28 19J35 2,34 1,40 1,42 3 01 
18 19,34 14 65 18,47 21 ,55 4,35 1 79 2 45 5 01 
20 19 77 18 90 21 ,30 23 43 5 01 2 00 2 49 5 73 
22 20 15 18 57 21 39 23,63 6,04 o ee 2 57 6,59 -
24 25,58 20,56 25,56 27,86 2,36 2 04 1 32 3,78 
48 54,43 27,99 30,88 69,79 4,67 2 41 2,53 5,47 
72 64,67 32,62 43,45 79,87 3,06 1,80 2,55 5,19 
96 79 ,57 42,28 51 ,35 82 ,76 4,02 1,51 2,42 5,32 
120 85,46 45,63 64,79 87,87 2,00 1,47 2,03 4,69 

0 

Gam bar 4.1. Peningkatan Jumlah Sel Apoptotik pada Bursa Fabricius A yam yang 
Terinfeksi Virus Gumboro. A: Peningkatan kurang dari 25% 8 : 
Peningkatan di atas 25%. Perbesaran 100 x 
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Oari tabel 4.1 terlihat bahwa peningkatan ekspresi Fas, ekpresi caspase 3 

dan jumlah sel apoptosis di atas 25% terdapat pada pengamatan 24 jam setelah 

infeksi, sedangkan peningkatan granzyme di atas 25% baru tercapai pada 

pengamatan 48 jam setelah infeksi. 

berikut. 

4.1.1 Pemeriksaan Ekspresi Fas 

Peningkatan secara rinci adalah sebagai 

Pemeriksaan ekspresi Fas dilakukan dengan menggunakan teknik 

imunohistokimia yaitu dengan mereaksikan Fas sebagai antigen dan antibodi kelinci 

anti-Fas sebagai antibodi primer dengan antibodi sekunder yang dilabel dengan 

peroksidase. Sel yang positip adalah sel yang mengekspresikan warna kuning 

kecoklatan pada permukaan dengan khromogen DAB seperti yang tampak pada 

gam bar 5.2. 

Hasil penghitungan sel seperti tercantum pada tabel 5.1 di atas, 

menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi Fas lebih dari 25% tercapai pada 24 jam 

setelah infeksi. Pada pemeriksaan 24 jam setelah infeksi jumlah sel bursa Fabricius 

yang mengekspresikan Fas pada kelompok kontrol 2,36% dan pada kelompok 

perlakuan 25,58% 
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B 

Gam bar 4.2 . A, Peningkatan Ekspresi Fas Sebesar 25 ,58 % pada Bursa Fabricius 
24 Jam setelah diinfeksi virus Gumboro. B, Bursa Fabricius tanpa 
infeksi virus. Perbesaran 1 OOx 

·4.1.2 Pemeriksaan Ekspresi Granzyme 

• 
Pemeriksaan ekspresi granzyme dilakukan dengan menggunakan teknik 

imunohistokimia yaitu dengan mereaksikan granzyme sebagai antigen dan antibodi 

kelinci anti-granzyme sebagai antibodi primer dengan antibodi sekunder yang dilabel 

dengan peroksidase. Sel yang positip adalah sel yang mengekspresikan warna 

kuning kecoklatan dengan kromogen DAB seperti yang tampak pada Gambar 4.3. 

Hasil penghitungan sel seperti tercantum pada Tabel 5.1 di atas, menunjukkan 

bahwa peningkatan ekspresi granzyme lebih dari 25% tercapai pada 48 jam setelah 

infeksi. Pada pemeriksaan 48 jam setelah infeksi jumlah sel bursa Fabricius yang 

mengekspresikan granzyme pada kelompok kontrol 2,40% dan pada kelompok 

perlakuan 27,98% 
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B 

Gambar 5.3. A, Peningkatan Ekspresi Granzyme sebesar 27,99% pada Bursa 
Fabricius 48 jam setelah diinfeksi virus Gumboro. B, Bursa Fabricius 
tanpa infeksi virus. Perbesar~n 1 OOx 

4.1.3 Pemeriksaan Ekspresi Caspase 3 

Pemeriksaan ekspresi caspase 3 dilakukan dengan menggunakan teknik 

imunohistokimia yaitu dengan m~reaksikan caspase sebagai antigen dan antibodi 

kelinci anti-caspase 3 sebagai antibodi primer dengan antibodi sekunder yang 

dilabel dengan peroksidase. Sel yang positip adalah sel yang mengekspre.sikan 

warna kuning kecoklatan pada sitoplasma dengan kromogen DAB seperti yang 

tampak pada Gam bar 4.4 

Hasil penghitungan sel seperti tercantum pada Tabel 5.1 di atas, 

menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi caspase 3 lebih. dari 25% tercapai pada 

48 jam setelah infeksi. Pada pemeriksaan 24 jam setelah infeksi jumlah sel bursa 

Fabricius yang mengekspresikan caspase 3 pada kelompok kontrol 1,32% dan 

pada kelompok perlakuan 25,56% 
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Gam bar 5.4. A, Peningkatan Ekspresi Caspase-3 Sebesar 25,56% pada Bursa 
Fabrecius 24 jam setelah diinfeksi virus Gumboro. B, Bursa Fabricius 
tanpa infeksi virus. Perbesaran 1 OOx 

4.1.4 Pemeriksaan Apoptosis 

Pada pemeriksaan terhadap sel apoptotik dengan menggunakan kit diteksi 

apoptosis Apoptag, mulai 12 jam setelah infeksi virus Gumboro, ternyata baik pada 

bursa yang terinfesi maupun tidak, terdapat sel positip apoptosis. Sel apoptotik yang 

ditandai dengan inti berwarna coklat kehitaman sebagian besar tampak di daerah 

antara korteks dan medula. Pad a 24 jam setelah infeksi terjadi peningkatan sel 

apoptotik sebesar 25 % bila dibandingkan dengan kontrol dan terus meningkat 

sehingga pada 48 jam setelah infeksi hampir memenuhi korteks dan medula folikel 

limfoid bursa. 

Hasil penghitungan sel seperti tercantum pada tabel 5.1 di atas, 

menunjukkan bahwa peningkatan jumlah sel yang mengalami apoptosis dari 25% 

tercapai pada 24 jam setelah infeksi. Pada pemeriksaan 24 jam setelah infeksi 

jumlah sel bursa Fabricius yang mengalami apoptosis pada kelompok kontrol 

3,78% dan pada kelompok perlakuan 27,86% 
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A B 

Gambar 4.5. A. Peningkatan jumlah sel apoptotik 27,86% pada bursa 24 

jam setelah diinfeksi virus Gumboro. B, Bursa tanpa infeksi 

virus. Perbesaran 1 OOx 

4.2. Basil Penelitian Tahap II 

5.2.1. Pemeriksaan Virus Gumboro·dalam Sel 

Untuk mengetahui bahwa ayam perlakuan terinfeksi virus dilakukan dengan 

pengecatan imunohistokimia mengunakan antibodi primer anti-virus Gumboro Tasik 

'98. Sel yang mengandung virus nienunjukkan wama kuning kecoklatan pada 

sitoplasma sel, sedang sitoplasma sel yang yang tidak mengandung virus berwaf!la 

biru. Hasil pemeriksaan virus terlihat pada Gambar 5.6. 
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bar 5.6. Sel yang mengandung virus ditandai dengan wama coklat kekuningan (panah penunjuk 
berwama merah), pada kelompok perlakuan (A,C,E). Sel yang tidak mengandung virus tampak 
biru (panah penunjuk wama kuning). Pada kelompok kontrol (B,D,F) tampak semua sel 
normal, tidak mengandung virus (Pengecatan imunohistokimia, menggunakan antibodi prime1 
antibodi virus Gumboro strain Tasik '98, perbesaran 40X (A,B); lOOX (C,D); 400 X(E,F). 
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5.3 Pemeriksaan Ekspresi Fas, Granzyme, Caspase 3, dan Jumlah Sel 
Apoptotik pada Bursa Fabricius Ayam yang Terinfeksi Virus Gumboro 

Pemeriksaan ekspresi fas , granzyme, caspase 3, dan set apoptotik pada set 

bursa Fabricius ayam yang terinfeksi virus Gumboro dilakukan pada sediaan 

mikroskopik dengan teknik pengecatan imunohistokimia. Apabila dibandingkan 

dengan kontrol, maka kelompok ayam yang diinfeksi dengan virus Gumboro 

menunjukkan peningkatan · ekspres·i fas, granzyme, caspase 3, dan peningkatan 

jumlah sel apoptotik pada bursa Fabricius. Hal ini diketahui dari hasil penghitungan 

persentase jumlah sel bursa yang mengekspresikan .fas, granzyme, caspase 3 dan sel 

apoptotik yang kemudian dianalisis statistik dengan uji beda dengan MANOVA 

diperoleh nilai Hotelling 's T 65 ,362 dengan signifikansi p = 0,00 (Lampiran 3). 

Peningkatan setiap variabel pengamatan sebagaimana ditampilkan pada Tabel 5.2 

dan Gam bar 5. 7 · 

Tabel 5. 2 : Rerata dan Simpangan Baku Persentasi Jumlah Sel yang Mengekspresikan fas, Granzyme, Caspase-3, dan Sel 
Apoptotik pada Bursa Ayam yang Terinfeksi Virus Gumboro. 

Perlakuan 
Kontrol Infeksi F 

Variabel Signifikansi 

Fas 4,70 ± 1,68 51,81 ± 9,53 185,1570 0,000 

Granzyme 2,00 ± 0,34 -31,38 ± 5,33 218,482 0,000 

Caspase 3 1,25 ± 1,05 29,94 ± 2,01 138,697 0,000 

Sel apoptotik 5,90 ± 2,01 54,05 ± 11,32 204,413 0.000 

Hotellmg's T 65,362 stgrufikanst 0,00 
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Pengaruh lnfeksi GUmboro terhadap Ekspresi Fas, Granzyme, 
Caspase-3 dan Jumlah Sel Apoptotik 

' 60 .------- ------------, 

50-+--

40 -+--

30 -+--

20 -1---

10 -1--

Fas Granzyme Caspase-3 Sel 
Apoptotik 

D Kontrol 

•lnfeksi 

Gam bar 5. 7 Rerata persentase jumlah sel bursa yang mengekspresikan F as, 
Granzyme, Caspase 3 serta sel apoptotik . 

5.2.1 Ekspresi Fas 

Ekspresi Fas pada bursa Fabricius ayam kelompok kontrol berbeda sangat 

nyata dengan kelompok ayam terinfeksi virus Gumboro (p < 0,01). Pada kelompok 

a yam terinfeksi terjadi peningkat'}n ekspresi yang sangat signiftkan (51 ,81%) 

dibanding pada kelompok kontrol ( 4,70%). Fas merupakan protein yang 

diekspresikan pada permukaan membran sel terinfeksi virus atau sel normal tertentu. 

Pada sediaan mikroskopik dengan ,pewamaan imunohistokimia, Fas terekspresikan 

pada permukaan sel dengan warna kuning kecoklatan seperti pada Gambar 5.8. 
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5.2.2 Ekspresi Granzyme 

Ekspresi granzyme pada bursa Fabricius ayam kelompok kontrol berbeda 

sangat nyata dengan kelompok ayam terinfeksi virus Gumboro (p < 0,01). ·Pada 

kelompok ayam terinfeksi terjadi peningkatan ekspresi granzyme yang sangat 
( 

signifikan (31,38%) dibanding pada kelompok kontrol (2,00%). Granzyme adalah 

suatu protease yang terdapat dalam granul ensirn terletak dalam sitoplasma limfosit T 

sitotoksik dan sel NK. Pengecatan : imunohistokimia menggunakan antibodi anti 

granzyme memberikan wama kuning kecoklatan pada sel yang mengekspresikan 

granzyme seperti tampak pada Gam bar 5. 9 

5.2.3 Eksp resi Caspase 3 

Ekspresi caspase 3 pada bursa Fabricius ayam kelompok kontrol berbeda 

sangat nyata dengan kelompok ayam terir:feksi virus Gumboro (p < 0,01 ). Pada 

kelompok ayam · terinfeksi terjadi peningkatan ekspresi caspase 3 yang sangat 

signifikan (29,94%) dibanding pada kelompok kontrol (1,25%). Caspase 3 

merupakan protease yang terletak di dalam sitoplasma sel. Apabila teraktivasi, 

Caspase 3 ini akan terekspresikan lebihjelas dan dengan pengecatan irnunohistokimia 

menunjukkan wama kuning kecoklatan pada sitoplasma sel seperti tampak pada 

Gambar 5.10 

5.2.4 Sel Apoptotik 

Jumlah sel apoptotik pada bursa .Fabricius ayam kelompok kontrol berbeda 

sangat nyata dengan kelompok ayam terinfeksi virus Gumboro (p·< 0,01). Pada 
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kelompok ayam terinfeksi terjadijumlah sel yang mengalami·apoptosis meningkat 

sangat signifikan (54,05%) dibanding pacta kelompok kontrol (5,90%). Sel yang 

mengalami apoptosis, tampak sebagai sel dengan bercak coklat kehitaman pada inti . 

Bercak terse but adalah fragmen DNA yang terwamai oleh DAB pacta pengecatan 

menggunakan kit deteksi apoptosis, Apoptag, Apabila dibandingkan dengan sel 

' · 
nonnal, maka pada sel normal tidak terdapat bercak coklat kehitaman. Gambar 5.11 

di bawah ini menunjukkan beberapa sel normal dan sel yang mengalami apoptosis. 
' 
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A 

Gambar 5.8. Fas tercat kuning kecoklatan (panah penunjuk berwarna merah), pada 
kelompok perlakuan Fas terekspresi kuat (A,C,E), pada kelompok kontrol 
(B,D,F) Fas terekspresi lemah. (Pengecatan munohistokimia, menggunakan 
antibodi primer anti Fas, perbesaran 40X (A,B); 1 OOX (C,D); 400 X(E,F)) . 
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A 

E 

Gambar 5.9. Granzyme tercat kuning kecoklatan (panah penunjuk berwarna merah), 
pada kelompok perlakuan, granzyme terekspresi. kuat (A,C,E), pada 
kelompok kontrol (B,D,F) granzyme terekspresi lerriah. (Pengecatan 
imunohistokimia, menggunakan antibodi primer antigranzyme B, 
perbesaran 40X (A,B); lOOX (C,D); 400 X(E,F)) . 
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A B 

c 

Gambar 5.10. Caspase 3 tercat kuning kecoklatan (panah penunjuk berwarna merah), pada 
kelompok perlakuan caspase 3 terekspresi kuat (A,C,E), pada kelompok 
kontrol (B,D,F) caspase 3 terekspresi lemah. Pengecatan imunohistokimia, 
menggunakan antibodi primer anti caspase 3, perbesaran 40X (A,B); IOOX 
(C,D); 400 X(E,F) 
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BAB5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 KESIMPULAN 

1. Kesimpulan dari keselutuhan hasil penelitian ini adalah bahwa infeksi · 

virus Gumboro (IBDV) meningkatkan ekspresi perangkat apoptotik 

(Fas, granzyme dan caspase 3) dan jumlah sel apoptotik pada bursa 
I 

Fabricius. Peningkatan ekspresi Fas pada bursa ayam terinfeksi virus 

Gumboro berpengaruh langsung terhadap peningkatan ekspresi caspase 

3 dan jmnlah set apoptotik bursa, sedangkan peningkatan ekspresi 

caspase 3 juga berpengaruh langsung terhadap jmnlah sel apoptotik 

bursa. 

2. Mekanisme apoptosis bursa akibat infeksi vuus Gumboro melalui 

· ·. peningkatan ekspresi Fas dan caspase 3. 

5.2 SARAN 

1. Peningkatan apoptosis bursa merupakan keadaan patologis yang 

mengakibatkan penekanan respons imun. Pada infeksi virus Gumboro, 

peningkatan apoptosis bursa yang diinduksi oleh Fas perlu 

dikendalikan dengan pemberian anti-Fas atau molekul inhibitor 

apoptosis pada jalur Fas-FasL sebagai blocking agent. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menetapkan waktu 

pemberian, aplikasi dan dosis pemberian blocking agent untuk 

pengendali apoptosis. 

3. Untuk mengetahui apakah pengaruh IFN-y terhadap kepekaan 

apoptosis melalui Fas pada infeksi virus Gumboro maka perlu 

diadakan penelitian lanjutan 
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