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PROFIL PROTEIN STADIUM SKIZON Leucocytozoon sp
YANG DIISOLASI DARI AYAM BURAS

Novita Budiarti Rahayu

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil protein stadium skizon
Leucocytozoon sp berdasarkan berat molekul yang dapat digunakan sebagai dasar
pengembangan kit diagnostik dalam upaya pengendalian penyakit
Leucocytozoonosis.

Organ pankreas, paru-paru, ginjal, hati dan limpa dari ayam buras yang
terinfeksi Leucocytozoon sp diisolasi terlebih dahulu dan diambil sebagian
kemudian disonikasi untuk dijadikan sebagai sampel. Sampel organ kemudian
dihitung konsentrasi proteinnya dengan spektrofotometer. Analisis protein dari
organ-organ sampel mengggunakan teknik Sodium Dodecyl Sulphate-Poly
Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Hasil SDS-PAGE menunjukkan
bahwa pita protein skizon pada organ pankreas terbaca paling jelas dan paling
berbeda dengan kontrol dibanding organ lainnya. Selanjutnya hanya organ
pankreas yang dijadikan sebagai sampel protein stadium skizon Leucocytozon sp.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat tujuh pita protein Leucocytozoon sp
pada stadium skizon yaitu pada berat molekul (BM): 23,29 kDa, 30,2 kDa, 35,48
kDa, 37.15 kDa, 39,81 kDa, 48,98 kDa dan 155,75 kDa.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Banyaknya kejadian kematian unggas terutama ayam buras tidak hanya
dikarenakan penyakit yang disebabkan oleh bakteri, virus maupun jamur, tapi juga
parasit yaitu protozoa darah. Protozoa darah yang menyerang ayam adalah salah
satu penyebab vang perlu diperhatikan, karena bersifat menular ke ayam lain
dalam waktu singkat dan menimbulkan dampak kerugian yang cukup banyak
(Munoz et al., 1999).

Leucocytozoonosis adalah penyakit yang tergolong ke dalam Malaria
Like Unggas yang disebabkan oleh protozoa darah genus Leucocytozoon.
Penyakit ini tersebar luas khususnya di benua Asia. Wabah penyakit telah
dilaporkan terjadi di India, Burma, Srilanka, Philipina, Singapura, Taiwan,
Malaysia. Korea. Jepang, dan Amerika Serikat. Di Thailand penyakit ini dikenal
dengan nama “Bangkok Haemorrhagic Disease” (Ressang, 1984). Sejauh ini
dikenal 65 spesies Leucocytozoon, mayoritas dari spesies-spesies tersebut dikenal
hanya berdasarkan pewarnaan gametosit dari darah perifer, sehingga menyulitkan
identifikasi yang lebih pasti. Di Indonesia spesies yang menyerang ayam buras
pada umumnya adalah Leucocytozoon sabrazesi dan Leucocytozoon caulleryi. Di
antara spesies tersebut, L. caulleryi yang mempunyai daerah penyebaran yang
lebih luas serta menimbulkan dampak kerugian yang lebih besar (Heryanto dkk.,

2003).




Penyakit Leucocytozoonosis menyebar ke seluruh Indonesia diantaranya
di pulau Sumatra, Jawa, Sulawesi, Maluku dan Bali (Mufasirin dkk., 2000).
Pada peternakan-peternakan ayam buras di Jawa Timur, baik peternakan maju
maupun  peternakan tradisional, Leucocytozoonosis menunjukkan tingkat
kejadian tinggi yang mencapai 70 %.

Masalah yang timbul berkaitan dengan kasus Leucocytozoonosis adalah
seringkali ayam menunjukkan gejala klinis yang berat bahkan kematian pada
saat terjadi proses skizogoni. Pada proses skizogoni di jaringan, parasit sulit
dideteksi sehingga seringkali ayam mati sebelum terdiagnosis dengan jelas
(Soulsby, 1986).

Selama ini diagnosis penyakit Leucocytozoonosis didasarkan pada
gejala klinis, perubahan pasca kematian, ulas darah dan gerusan organ. Metode
diagnosis yang dapat menjawab permasalahan tersebut adalah dengan
memproduksi antibodi poliklonal dari parasit sebagai kit diagnostik untuk
mendeteksi adanya Leucocytozoon sp dalam tubuh induk semang.

Penelitian terhadap profil protein stadium skizon Leucocytozoon sp
berdasarkan berat molekulnya perlu dilakukan untuk sebagai dasar pengembangan
kit diagnostik dalam upaya pengendalian penyakit Leucocytozoonosis. Hal ini
sangat membantu memperkecil kerugian pada peternakan-peternakan unggas

terutama peternakan ayam yang diakibatkan oleh penyakit ini.



1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah penelitian ini
adalah bagaimana profil protein stadium skizon Leucocytozoon sp yang diisolasi

dari ayam buras di Surabaya yang dinyatakan dengan berat molekul?

1.3 Landasan Teori

Protein secara fisikokimiawi dapat dikelompokkan berdasarkan
kelarutannya dalam larutan garam kuat, muatan elektrostatik, berat molekul dan
struktur antigeniknya. Protein memiliki empat macam struktur yakni struktur
primer, sekunder, tersier dan kuarterner. Penentuan protein berdasarkan berat
molekul dapat ditemukan pada struktur kuarterner dan dapat dipisahkan dengan
cara elektroforesis menggunakan Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) yang dapat
memutuskan ikatan-ikatan protein sehingga memecahkan struktur protein kecuali
struktur primemya (Tizard, 1982; Murray dkk., 2003).

Antigen parasit dapat dikoleksi dari beberapa bagian parasit, beberapa
diantaranya bersifat imunospesifik sehingga dapat digunakan untuk membedakan
infeksi parasit lainnya dan menghindari adanya reaksi silang. Antigen tersebut
sangat berkaitan dengan sistem imun induk semang. Identifikasi tipe atau strain
dari parasit harus mempunyai perangkat antigen yang spesifik terhadap antibodi
yang ditimbulkan. Isolasi dan karakteristik protein diperlukan untuk memenuhi

kebutuhan tersebut (Tizard, 1982).



Onaga et al. (1999) mengatakan bahwa stadium yang memiliki efek
patogen dari parasit dan merupakan bentuk infeksi laten terhadap induk semang
merupakan bentuk stadium skizon.

[sobe et al. (1998) mengatakan bahwa analisis protein untuk mengetahui
berat molekul dari stadium skizon Leucocytozoonosis dapat dilakukan dengan
menggunakan teknik Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) serta imunoblotting dimana protein dengan berat

molekul 25-300 kDa dapat terdeteksi dengan cara ini.

1.4 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil protein stadium skizon
Leucocytozoon sp yang diisolasi dari ayam buras di Surabaya berdasarkan berat

molekul.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
tentang profil protein stadium skizon Leucocytozoon sp yang diisolasi dari ayam
buras yang selanjutnya dapat digunakan sebagai dasar pengembangan kit

diagnostik dalam upaya pengendalian penyakit Leucocytozoonosis.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Parasit Leucocytozoon sp
2.1.1 Taksonomi
Menurut Soulsby (1986), klasifikasi Leucocytozoon sp adalah:

Sub Kingdom : Protozoa

Filum : Apicomplexa
Kelas : Sporozoea

Ordo : Eucoccididae
Sub Ordo : Haemosporina
Famili : Plasmodidae
Genus : Leucocytozoon
Spesies : Leucocytozoon sp

2.1.2 Morfologi

Leucocytozoon adalah protozoa darah yang menyerang unggas, terutama
ayam, burung, kalkun, angsa dan bebek. Bentuk gamet berada dalam eritrosit dan
leukosit tergantung dari spesiesnya. Bentuk skizon berada dalam sel parenkim
hepar, paru-paru, ginjal dan organ yang lain (Suwanti dkk., 1999).

Menurut Levine (1995), makrogamet-makrogamet dan mikrogamet-
mikrogamet berada dalam leukosit-leukosit sedangkan beberapa spesies berada

dalam eritrosit-eritrosit. Pada pemeriksaan hapusan darah dengan pewarnaan

thn



Giemsa, gametosit bulat Leucocytozoon sp mempunyai diameter 10-14 pm dan
gametosit panjang mempunyai diameter 13-20 um di dalam sitoplasma sel darah.
Skizon berbentuk bulat dalam berbagai ukuran dapat ditemukan dalam
berbagai jaringan dan organ tubuh, seperti otot dada, otot paha, thimus, pankreas,
paru-paru, hati, ginjal dan otak. Bila skizon pecah, tampak merozoit keluar dari
dalam skizon tersebut (Ressang, 1984). Gambar Leucocytozoon sp stadium

skizon dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1. Leucocytozoon sp stadium skizon pada organ pankreas ayam
(Koleksi foto protozoa Bagian Parasitologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga).



2.1.3 Siklus Hidup

Penularan terjadi karena gigitan vektor lalat Culicoides dan lalat Simulium.
Leucocytozoon sp stadium gametosit yang terdapat dalam darah ayam buras akan
terhisap oleh lalat pada saat vektor tersebut menggigit ayam tersebut. Dalam
tubuh vektor, makrogamet dan mikrogamet Leucocytozoon sp mengalami
fertilisasi dan membentuk zigot (stadium seksual) yang berkembang menjadi
ookinet. Ookinet yang terbentuk segera menembus usus dan membentuk ookista
yang mengandung sporozoit pada dinding usus. Ookista kemudian pecah dan
mengeluarkan sporozoit (Dejon and Muzzall, 2000).

Sporozoit yang keluar dari ookista segera menuju ke kelenjar ludah vektor
dan menjadi infektif. Sporozoit ditularkan ke unggas yang lain melalui gigitan
kemudian masuk ke sel endotel pembuluh darah unggas tersebut (Dejon and
Muzzall, 2000). Sporozoit tersebut kemudian mulai proses skizogoni di dalam sel
parenkima hati. Apabila skizon hepatik masak, maka skizon tersebut akan
membebaskan merozoit-merozoit (Noble and Noble, 1973).

Merozoit yang memasuki eritrosit dan eritroblas kemudian berkembang
menjadi gametosit bulat, sedangkan merozoit yang dibawa oleh aliran darah dan
memasuki berbagai organ kemudian berkembang menjadi megaloskizon.
Megaloskizon dari Leucocytozoon sp dibungkus oleh membran dan terdiri dari
skizon-skizon dimana setiap skizon mengandung merozoit granular (Carlton,
1996).

Apabila skizon pecah, merozoit yang keluar hanya berkembang di dalam

leukosit, terutama di limfosit atau monosit. Inti merozoit memanjang dan terpilin



kemudian masak menjadi gametosit panjang. Gametosit bulat dan gametosit
panjang jika dihisap vektor, maka proses selanjutnya didalam tubuh vektor dan
vektor akan menularkan penyakit ke induk semang yang baru. (Noble and Noble,
1973).

Menurut Wahyuti (2003), kejadian Leucocytozoonosis tidak berhubungan
dengan jumlah lalat Culicoides dan lalat Simulium yang berhasil ditangkap di
dalam dan sekitar kandang, akan tctapi sangat dipengaruhi oleh jumlah lalat yang
mengandung sporozoit dalam tubuhnya. Kozo ef al.(1982) berpendapat bahwa
hanya sporozoit infektif yang dapat menimbulkan infeksi, dimana seekor ayam
yang diinokulasi dengan 1.000 sporozoit pada umur 3,5 bulan menunjukkan
beberapa perubahan berupa adanya gametosit dalam darah serta peningkatan titer
antigen dan antibodi.

Merozoit dan gametosit berturut-turut tampak pada hari ke 16-22 dan hari
ke 21-24 setelah inokulasi sporozoit. Setelah itu, selama periode percobaan tidak
lagi ditemukan adanya gametosit. Ayam mati setelah 203 hari pasca inokulasi
sporozoit dan ditemukan 3 skizon pada jaringan hati dan limpa. Adanya skizon
tersebut memberi petunjuk kuat bahwa skizon merupakan sumber epizootik
selama periode laten pada induk semang reservoar, schingga penyakit bisa
berjangkit kembali (Kozo ef «l., 1982). Siklus hidup Leucocytozoon sp dapat

dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2, Siklus hidup Leucocytozoon sp (Noble and Noble, 1973).
2.2 Tinjauan tentang Vektor Leucocytozoonosis pada Ayam Buras

Vektor penyakit Leucocytozoonosis pada ayam buras adalah

Culicoides dan lalat Simulium. Berdasarkan penelitian yang dilakukan

lalat

oleh

Hastutick dkk. (2000), bahwa pada peternakan ayam di daerah Prambon dan

Tanggulangin Sidoarjo baik pada musim kemarau maupun musim hujan lalat yang

ditemukan adalah lalat Culicoides arakawae, C. guttifer, C. huffi, C. humeralis, C.

palpifer dan C. oxystoma. Selama penelitian tersebut, diantara 6 spesies yang

ditemukan, C. arakawae dan C. guutifer adalah lalat yang paling banyak

tertangkap. Sockardono (1987) juga telah membuktikan bahwa di Indonesia L.

caulleryi ditularkan oleh Culicoides arakawae dan bukan oleh Simulium yang

tercatat menularkan L. simondi, L. smithi, L. bonasae dan L. sabrazesi.
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Menurut Soulsby (1986), klasifikasi Culicoides adalah:

Kelas  : Insecta

Ordo : Diptera

Sub Ordo : Nematocera

Famili : Ceratopogonidae

Genus : Culicoides

Culicoides adalah lalat penghisap darah yang memiliki ukuran tubuh yang
amat kecil. vaitu 1-3 mm sehingga lalat ini dapat menembus kelambu. Lalat ini
memiliki antena yang panjangnya lebih dari enam segmen dan sayapnya
berbintik-bintik. (Hastutiek dkk., 2000; Wahyuti, 2003).

Lalat ini mempunyai siklus hidup lengkap, mulai dari telur, larva, pupa
sampal dewasa. Selama 1-3 hari telur akan menetas dan keluar larva yang
berwarna merah dan menyukai tempat yang berlumpur. Larva kemudian
berkembang menjadi pupa. Pupa berbentuk panjang dengan kepala bulat dan
abdomen terdiri dari 8 segmen. Setelah 3 hari, pupa kemudian berubah menjadi
dewasa.

Lingkungan yang memenuhi persyaratan bagi kelangsungan hidup
Culicoides adalah daerah dekat sungai, selokan, parit berair yang tidak deras
alirannya. dekat rawa. kolam, sawah dan tempat berair lainnya yang airnya tidak
mengalir atau mengalir dengan tenang. Semua tempat ini berdekatan dengan
pohon-pohon atau semak-semak yang rimbun sehingga lingkungannya menjadi

gelap (Hastutiek dkk., 2000).
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Soekardono (1987) telah menemukan sebanyak tujuh spesies Culicoides
pada peternakan ayam di Jawa Timur, yaitu C. arakawae, C. bifasciatus, C. javae,
C. micropunctatus, C. guttifer, C. suboreintalis dan C. puntigerus. C. arakawae
merupakan jenis lalat yang paling banyak tertangkap dan dan selalu ada pada
setiap penangkapan dan telah membuktikan bahwa C. arakawae di Indonesia
ternyata menjadi vektor biologis dari penyakit Leucocytozoonosis pada
peternakan ayam di Bali, Jawa, Sumatra dan Sulawesi.

Pengendalian Culicoides cukup sulit, karena ukuran tubuhnya yang sangat
kecil sehingga mudah terbawa oleh angin. Selain itu, seekor lalat mempunyai
kemampuan untuk menghasilkan beribu-ribu sporozoit, sehingga lalat ini
mempunyai potensi yang besar dalam menyebarkan penyakit Leucocytozoonosis

(Wahyuti. 2003).

2.3 Tinjauan tentang Leucocytozoonosis pada Ayam Buras

Menurut Gunawan dkk. (1984) yang dikutip Hastutiek dkk. (2000), ayam
buras (Gallus domesticus) merupakan karier dan sumber penularan
Leucocytozoonosis pada ayam ras. Ayam buras di Bali dan Jawa Barat memiliki
potensi yang sangat besar untuk menjadi reservoir dan ayam-ayam ini sering
berkeliaran di sekitar peternakan-peternakan ayam ras. Besarnya pengaruh
ditemukannya Culicoides dimana-mana, maka keberadaan ayam buras di sekitar
kandang ayam ras dapat melancarkan terjadinya penularan Leucocytozoon sp dari

ayam buras ke ayam ras.
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Leucocytozoonosis sering ditemukan pada daerah yang mempunyai
ekologi cocok untuk kehidupan lalat Culicoides dan lalat Simulium, yaitu di
daerah Jawa, Sumatra, Kalimantan, Sulawesi, Bali dan Nusa Tenggara. Kejadian
Leucocytozoonosis cenderung bersifat musiman yang berhubungan erat dengan
peningkatan populasi vektor, terutama pada pergantian musim hujan ke musim
panas atau sebaliknya (Tabbu, 2002).

Kejadian Leucocytozoonosis pada ayam buras di Indonesia disebabkan
oleh L. caulleryi dan L. sabrazesi, namun yang paling banyak ditemukan adalah L.
caulleryi. Kematian akibat L. caulleryi pada anak-anak ayam di suatu peternakan
ayam di Bogor mencapai 80 %, sedangkan pada peternakan di Bali kematian pada
ayam berumur kira-kira 2 bulan mencapai 10 % (Soekardono, 1987).

Kelainan-kelainan utama Leucocytozoonosis adalah splenomegali
(pembesaran limpa), hipertrofi dan degenerasi hati. Adanya anemia, leukositosis
dan pembekuan darah yang jelek pada pemeriksaan darah ayam yang terinfeksi.
Spot putih juga ditemukan pada otot jantung. hati dan ginjal (Levine, 1995). Otot
daging lembek, pucat dan terjadi perdarahan titik yang merata. Perdarahan kecil
juga ditemukan pada lapisan luar usus (Akoso. 2002).

Ayam dewasa yang mengalami infeksi berat bersifat akut dengan gejala
klinis antara lain: lesu, kehilangan keseimbangan, pernapasan cepat, anemia,
berak berwarna hijau, depresi, nafsu makan menurun, batuk darah, paralisa,
Jjengger dan pial pucat dan kematian terjadi karena anemia hebat, kerusakan hati
dan otak atau kegagalan pernapasan. Pada kejadian kronis, ayam terganggu

pertumbuhannya dan terjadi penurunan produksi telur (Mufasirin dkk., 2000).
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Derajat keparahan penyakit bervariasi pada berbagai kejadian penyakit
pada suatu peternakan sehubungan dengan jumlah Leucocytozoon sp yang
menyerang tubuh ayam. Ayam yang dapat bertahan hidup akan mengalami infeksi
kronik dan selanjutnya dapat terjadi gangguan pertumbuhan dan penurunan

produksi (Tabbu, 2002).

2.4 Tinjauan tentang Antigen Parasit

Secara umum pengertian antigen adalah substansi yang dapat dikenali
sebagai benda asing (nonself) oleh sistem imun tubuh. Antigen adalah benda
asing yang diukur berdasarkan keberhasilan dalam mengikat antibodi, agar
bersifat antigenik molekul harus besar, kaku dan kimiawi kompleks, walaupun
molekul kecil dapat berlaku sebagai antigen tetapi molekul besar jauh lebih baik.
Mengenai kerumitannya, makromolekul dengan struktur yang kompleks seperti
protein merupakan antigen yang jauh lebih baik daripada polimer besar sederhana
dengan subunit berulang yang identik, misalnya: lemak, karbohidrat dan asam
nukleat maupun polimer satu asam amino (Tizard, 1982).

Protein merupakan antigen yang terbaik karena ukuran dan kerumitan
struktur dari protein tersebut. Hampir semua protein yang mempunyai BM lebih
besar dari 10.000 Dalton adalah imunogenik (Bellanti, 1993).

Berbagai jenis antigen yang berasal dari parasit dapat diperinci
berdasarkan sumber dan lokasi parasit maupun populasi dan siklus hidup parasit.
Berdasarkan sumber dan lokasi parasit terdiri dari: 1) eksoantigen terlarut, berasal

dari parasit hidup atau parasit dalam media buatan merupakan produk ekskresi



berupa metabolit; 2) somatik antigen terlarut, berasal dari cacing stadium dewasa
atau larva yang hancur atau dari sel permukaan tubuh parasit; 3) parasit yang mati
atau fragmen-fragmen tubuhnya; 4) parasit yang hidup secara utuh; 5) cairan
tubuh nematoda; dan 6) cairan kista larva cacing pita (Tizard, 1982).

Antigen Leucocytozoon sp dapat digunakan untuk melindungi ayam secara
penuh dari infeksi ulangan parasit tersebut. Antigen Leucocytozoon sp dapat

diperoleh dari stadium sporozoit, skizon dan gametosit (Isobe, 1998).

2.5 Tinjauan tentang Respon Imun terhadap Parasit

Imunitas merupakan jawaban reaksi tubuh terhadap bahan asing secara
molekuler maupun seluler. Sebagai bahan pemicu respon imun tersebut dikenal
dengan antigen dan sebagai jawaban reaksi imun dikenal dengan antibodi
(Rantam, 2003).

Antibodi adalah protein immunoglobulin (Ig) yang disekresi oleh sel B
yang teraktifasi oleh antigen. Berat molekul antibodi berkisar 150.000 Da sampai
950.000 Da. Semua molekul antibodi terdiri dari dua untaian peptida pendek yang
dikenal dengan light chain dan untaian peptida panjang yang disebut seavy chain.
Keduanya berikatan kovalen dengan ikatan disulfida (Rantam, 2003).

Leucocytozoon sp dapat merangsang respon imun humoral dan respon
imun seluler. Secara umum, antibodi membantu mengontrol jumlah parasit yang
terdapat secara bebas dalam aliran darah dan cairan jaringan. sedangkan respon
imun secluler diarahkan terhadap parasit yang berada dalam sel tubuh induk

semang (Tizard, 1982).
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Pada saat stadium skizon Leucocytozoon sp menginfeksi organ induk
semang, antibodi yang diproduksi adalah Ig E dan Ig G. Antibodi tersebut
bersama-sama dengan komplemen dan sel sitotoksik mencapai organ yang
terinfeksi dan menghilangkan parasit tersebut. Sedangkan pada saat
Leucocytozoon sp menyerang sel tubuh induk semang, respon imun yang berperan
adalah sel T yang dihasilkan oleh limfosit (Tizard, 1982).

Ito et al. (2003) telah mengembangkan vaksin sub unit rekombinan yang
berasal dari skizon generasi kedua dari Leucocytozoon sp, kemudian induksi
respon imun selulernya diuji pada ayam. Respon imun ayam yang telah divaksin
menunjukkan aktifitas fagositosis yang sangat tinggi melawan vaksin sub unit
rekombinan tersebut daripada ayam kontrol atau ayam yang tidak divaksin. Hal
ini menunjukkan bahwa respon imun seluler spesifik yang diinduksi oleh vaksin
sub unit rekombinan yang mengandung protein skizon generasi kedua dari
Leucocytozoon sp mampu menekan perkembangan parasit dalam tubuh induk

semang.

2.6 Tinjauan tentang Analisis Protein dengan SDS-PAGE

Elektroforesis sering digunakan untuk karakterisasi protein antigen
berdasarkan berat molekul. Salah satu metode elektroforesis adalah SDS-PAGE.
Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) merupakan standar metode
pengujian terhadap berat molekul protein. struktur sub unit dan kemurnian
protein. Protein adalah molekul yang amfoterik mengandung kedua grup karboksil

negatif dan grup amino positif (Rantam, 2003).



Keuntungan menggunakan PAGE adalah bersifat transparan sehingga
dapat di scan baik memakai sinar tampak atau sinar ultraviolet. Selain itu ukuran
pori-pori PAGE dapat diatur untuk menghasilkan separasi yang lebih baik
(Sutiman dkk., 1989).

Selama PAGE protein dipisahkan seperti migrasi melalui matrik tiga
dimensi dengan elektrik, maka matrik mempunyai fungsi yaitu memisahkan
protein sesuai dengan ukuran, bentuk dan muatan listrik dan hal ini memerlukan
pH buffer yang sesuai (Rantam, 2003).

Poliakrilamid adalah matrik pilihan untuk memisahkan protein yang
mempunyai berat molekul 500-250.000 Dalton. Pori-pori pada PAGE dibentuk
oleh rantai cross-linking linear polyacrylamid dengan bis-acrylamid. Ukuran pori-
pori berkurang sesuai dengan peningkatan total persentasi acrylamid atau
peningkatan derajat persentasi konsentrasi campuran bis-acrylamide. Pembuatan
atau pemilihan total konsentrasi yang tepat akan menentukan pula ukuran yang
tepat terhadap ukuran protein yang diinginkan. Semakin tinggi total persentasi
akan menghalangi pergerakan protein ke dalam gel, begitu juga terlalu rendah
total persentasi akan mengakibatkan pergerakan protein terlalu cepat bergerak
melalui gel yang mengakibatkan didapatkan protein spesifik rendah dan tidak
sesuai dengan protein yang dihasilkan. Awal terjadinya polimerasi biasanya
disempurnakan oleh ammonium persulfat (APS) dengan membentuk radikal bebas
dan dikatalisis oleh N, N, N, N-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Rantam,

2003).
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Pada SDS-PAGE, protein dielektroforesis dengan detergen ionik, yaitu
Sodium Dodecyl Sulphate (SDS). Deterjen ini akan mengikat residu hidrofobik
dari bagian belakang peptida, salah satu dari setiap asam amino, sehingga dapat
membuka rantai peptida secara komplit, oleh karena itu protein SDS-komplek
migrasi melalui poliakrilamid tergantung dari berat molekulnya (Rantam, 2003).

Ada dua sistem pada SDS yaitu kontinyu (Weber dan Osborn) dan
diskontinyu (Laemmli). Pada sistem kontinyu menggunakan densitas satu gel, satu
buffer dan satu pH dimana campuran protein dilapiskan pada bagian atas (bands
pada bagian atas dari separating gel) schingga kelemahan pada sistem ini akan
terjadi resolusi pada sampel. Pada sistem diskontinyu menggunakan densitas gel,
buffer dan pH yang berbeda sehingga protein migrasi dengan cepat melarut parut
ion pada stakling gel dan separating gel. Pada penelitian kali ini menggunakan
sistem diskontinyu (Rantam, 2003; Sutiman dkk., 1989).

Stacking gel mengandung poliakrilamid yang lebih rendah dan pH yang
berbeda dengan separating gel, karena pada stacking gel molekul-molekul
bermuatan dapat bergerak bebas di bawah pengaruh medan listrik sedangkan
molekul-molekul dengan muatan dan ukuran yang sama akan terakumulasi pada
zona atau pita yang berdekatan sehingga membentuk suatu garis berupa pita atau
band yang tipis (Sutiman dkk., 1989).

Manfaat dari penggunaan SDS-PAGE adalah melapisi polipeptida dengan
muatan negatif sehingga semua elektroforesis bergerak menuju anoda dan
menutupi muatan alami dari sub unit sehingga semua terelektroforesis menurut

berat molekulnya dan bukan berdasarkan muatan asalnya (Robert, 2003).



BAB 3

MATERI DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan selama 2 bulan, dimulai pada bulan Juli sampai
dengan bulan Agustus 2005 di laboratorium Entomologi dan Protozoologi,
laboratorium Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga dan laboratorium Dengue Fever Tropical Disease Center Universitas

Airlangga Surabaya.

3.2 Materi Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan adalah sebagai berikut: gunting, skalpel.
cawan petri, pinset, sentrifuse, tabung sentrifuse, gelas ukur, gloves. mortir,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, tabung eppendorf, mikropipet, pipet hisap,

Shaker, Spectrofotometer, Ice Box, Bio Rad dan Sonikator.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan dasar penelitian ini adalah empat ekor ayam buras yang didapat dari
Pasar Wonokromo Surabaya diambil satu ekor yang terinfeksi Leucocytozoon sp
dan satu ekor sebagai kontrol negatif. Bahan kimia yang digunakan adalah:
Phosphat Buffer Saline (PBS). akrilamid 30%, Tris HCL pH 8,8, SDS 5%.

aquadest. Temed. APS 10%, Tris HCI pH 6.8, gliserin, SDS 10%, bromfenolblue
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0,5%, merkaptoetanol 5%, Tris aminomethan, glisin, methanol 50%, asam asetat

10%, butanol, gliserol 10%, Commasie Briliant Blue R-250.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Isolasi organ yang mengandung skizon Leucocytozoon sp

Organ pankreas, paru-paru, hati, limpa dan ginjal ayam buras diambil
terlebih dahulu. Organ-organ tersebut masing-masing diambil sebagian kemudian
digerus dan disonikasi. Hasil sonikasi organ-organ tersebut digunakan sebagai
sampel SDS-PAGE. Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa pita protein dari
organ pankreas terlihat paling jelas dan paling berbeda dengan pita protein kontrol
dibanding dengan organ lainnya, maka dari itu sampel protein skizon
Leucocytozoon sp yang diisolasi adalah protein skizon dari organ pankreas.

Sampel protein kontrol yang diisolasi adalah protein dari organ pankreas kontrol.

3.3.2 Pembuatan whole extract dari jaringan yang mengandung skizon
Leucocytozoon sp

Hasil gerusan organ pankreas kemudian disonikasi pada 30.000 Hz selama
30 detik kemudian istirahat 1 menit dengan tujuan agar tidak terjadi denaturasi
protein dan diulang sebanyak 5 kali. Hasil sonikasi kemudian ditambah PBS 1-2
ml dan disentrifugasi dengan kecepatan 16.000 rpm selama 5 menit. Supernatan
diambil sebagai sampel, kemudian diukur konsentrasi proteinnya dengan
menggunakan spektrofotometer dengan Optical Density (OD) 540. Sampel

protein harus didialisis terlebih dahulu selama semalam supaya bebas dari garam-
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garam lain. Selanjutnya sampel siap digunakan untuk pemisahan protein dengan

SDS-PAGE.

3.3.3 Elektroforesis protein dengan SDS-PAGE

Running gel 12% dibuat dan dimasukkan ke dalam plate kaca. Setelah
mengeras pada bagian atasnya dimasukkan stacking gel 12% yang telah
dipersiapkan. Running gel 12% dibuat dengan mencampurkan 2,5 ml akrilamid
30%; 1,2 ml Tris HCL pH 8,8; 1,2 ml SDS 5%; 50 ul Temed; 30 ul APS 10%
dan 1,1 ml aquadest dalam gelas ukur lalu dimasukkan ke dinding kaca sampai 1
cm dari atas kemudian ditambahkan butanol diatasnya sampai penuh dan
diinkubasi selama 25 menit. Butanol dibuang jika masa inkubasi selesai.

Stacking gel 5% dibuat dengan mencampurkan 30% akrilamid 0,66 ml;
0.8 Tris HCI pH 6,8; 0,8 ml SDS 5%; 0,8 ml aquadest; 0,4 pl Temed; 20 ul APS.
Stacking gel yang dibuat dimasukkan diatas cetakan Running gel hingga penuh
kemudian comb dimasukkan dan dicuci dengan Electrophoresis Buffer kemudian
diinkubasi selama 25 menit. Sebanyak 10 pl sampel protein Leucocytozoon sp
yang ditambahkan Laemmli buffers (1 ml Tris HCI pH 6,8; gliserin 0,8 ml; 1,6
SDS 10%; 0,4 ml bromfenolblue; 50 pl merkaptoetanol 5%; 3,8 ml aquadest)
dengan perbandingan 2:1 kemudian dimasukkan ke dalam, tabung eppendorf dan
dilakukan perebusan pada 100 °C selama 5 menit. Setelah masa inkubasi selesal,
comb dilepaskan dan dicuci dengan Electrophoresis Buffers (30,29 g Tris
aminomethan; 144,1 g glisin; 10 g SDS dalam 1000 ml aquadest). Cetakan tadi

dimasukkan ke dalam Bio Rad dan dituangkan dengan Electrophoresis Buffer.
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Marker yang digunakan adalah marker protein dengan berat molekul pada
kisaran 14.400-200.00 Dalton. Sampel protein skizon Leucocytozoon sp dan
sampel kontrol dimasukkan ke dalam lubang comb. Setelah itu listrik dihidupkan
dengan kekuatan 125 V dan 40 mA kemudian ditungggu hingga sampel turun
seluruhnya. Saat sampel turun seluruhnya, listrik dimatikan dan gel dilepas pelan-
pelan untuk dimasukkan cawan petri.

Gel diwarnai dengan merendam gel dalam larutan pewarna Commasie
Blue yang dibuat dari 0,025 g Commasie Briliant Blue R-250, 40 ml methanol
50%, 10 ml asam asetat 10% dan aquadest ad 100 ml kemudian digovang diatas
shaker selama 10-30 menit. Apabila pita-pita protein sudah terlihat maka reaksi
dihentikan, larutan Commasie Blue dibuang. Selanjutnya gel direndam dengan
larutan asam asetat 10% selama 24 jam kemudian dibuang. Hasil gel vang telah
tampak pita-pita proteinnya disimpan dalam larutan gliserol 10%, dan siap untuk
didokumentasikan.  Penghitungan  berat  molekul  dilakukan  dengan
membandingkan standart marker (Axelsen. 1983 yang sudah dimodifikasi).

Adapun kerangka operasional penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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BAB 4

HASIL PENELITIAN

Berat molekul protein stadium skizon dari Leucocytozoon sp dapat
diketahui dengan menggunakan teknik SDS-PAGE. Konsentrasi protein dihitung
dengan spektrofotometer dan didapatkan konsentrasi protein dari organ pankreas
yang mengandung skizon Leucocytozoon sp yaitu 0,4 pg/nl.

Adapun hasil analisis protein stadium skizon dari organ pankreas yang
mengandung skizon Leucocytozoon sp didapatkan tujuh pita protein yaitu 23,99
kDa, 30,2 kDa, 35,48 kDa, 37,15 kDa, 39,81 kDa, 48,98 kDa dan 155,75 kDa.

Hasil fraksinasi protein dapat dilihat dari Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Hasil fraksinasi protein stadium skizon Leucocytozoon sp dengan
pewarnaan Commasie Briliant Blue R-250.
Keterangan: L. = sampel protein skizon Leucocytozoon sp dari
organ pankreas
K =sampel kontrol
M = marker jenis Broad Range
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Gambar 4.2 Perbandingan Berat Molekul antara pita protein sampel
Leucocytozoon sp pada organ pankreas (L) dengan Marker
(M).



BAB S

PEMBAHASAN

Sodium Dodecyl Sulphate-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) merupakan suatu metode yang dapat digunakan untuk mendeteksi fraksi
protein berdasarkan berat molekulnya, prinsip dasar metode ini adalah denaturasi
protein oleh sodium dodecyl sulphate dilanjutkan dengan separasi molekul
berdasarkan berat molekulnya dengan metode electrophoresis yang menggunakan
gel, dalam hal ini yamg digunakan adalah polyacrylamide (Hamid dkk., 2001).

Perbedaan letak pita antara gel sampel protein Lewcocytozoon sp dan gel
sampel protein kontrol dibandingkan dengan marker protein. Hasil penelitian ini
diperkirakan  berat molekul  protein berkisar antara 20.000-200.000 Dalton
sehingga digunakan SDS 12% (Sutiman dkk.. 1989).

Analisis protein dengan metode regresi cubic seperti yang dilakukan oleh
Suwanti (1996) menunjukkan hasil preparasi protein Leucocytozoon sp dimana
didapatkan tujuh pita protein stadium skizon yaitu 23,99 kDa, 30,2 kDa, ‘35,48
kDa, 37,15 kDa, 39,81 kDa, 48,98 kDa dan 155,75 kDa. Hasil ini tidak jauh
berbeda dengan hasil penclitian yang dilakukan oleh Isobe er «f. (1998), bahwa
berat molekul protein stadium skizon Leuwcocyvtozoon sp adalah 33 kDa, 44 kDa,
58 kDa, 79 kDa. 94 kDa, dan 141 kDa. Perbedaan ini dapat disebabkan karena
perbedaan isolat, perbedaan induk semang, perbedaan ras dan perbedaan organ

vang terinfeksi.
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Pada pita protein stadium skizon Lewocyfozoon sp, protein dengan berat
molekul 30,20 kDa memiliki dua kemungkinan. Kemungkinan pertama adalah
protein dengan berat molekul 30,20 kDa adalah protein skizon Leucocytozoon sp
dan kemungkinan yang lain adalah protein tersebut merupakan protein yang
dimiliki oleh induk semang yang terinduksi oleh skizon Leucocytozoon sp.

Di antara ketujuh pita protein stadium skizon, protein dengan berat
molekul 48,98 kDa merupakan major protein karena menunjukkan pita protein
yang paling tebal. Tebal tipisnya protein merupakan gambaran ekspresi suatu
protein oleh gen penyandi tersebut. Semakin tebal pita protein yang terlihat
semakin banyak ekspresi protein oleh sel penvandi (Mufasirin dkk., 2001).

Tujuh pita protein yang terdeteksi memiliki daya antigenitas yang berbeda.
Menurut Tizard (1982), salah satu faktor yang menentukan antigenitas suatu zat
adalah besar berat molekul. Molekul yang mempunyai berat molekul besar lebih
antigenik dibandingkan dengan berat molekul vang kecil walaupun antigenitasnya
juga ditentukan dari kompleksitas fisikokimiawi suatu zat. Bellanti (1993) juga
mengatakan bahwa parasit mengandung berbagai macam antigen somatik dan
antigen metabolit, beberapa diantaranya adalah spesifik stadium dan bersifat
sementara dan yang lain tetap ada pada seluruh daur hidup parasit dan dapat

merangsang terus menerus respon imunologik vang berbeda.



27

Beberapa faktor yang mempengaruhi keberhasilan SDS-PAGE tersebut
adalah kemurnian isolat, kebersihan isolat, dan konsentrasi protein dalam ekstrak.
Isolat yang murni akan menghasilkan pita protein yang baik, tidak terdapat pita
protein yang menggelembung sehingga dapat mempermudah analisis berat
molekul pada pita protein yang terbentuk. Kebersihan isolat mempengaruhi
kualitas pita protein yang terbentuk dalam gel, pita terlihat tajam dengan gel yang
terang sehingga mempengaruhi analisis protein. Konsentrasi protein ekstrak
mempengaruhi kualitas pita protein yang terbentuk pada proses analisis maupun
karakterisasi protein juga kecepatan pembentukan pita protein (Kusnoto, 2003).
Hal ini sesuai dengan pendapat Abbas er al. (2000) yang menyatakan bahwa
konsentrasi protein antigen yang digunakan sangat berpengaruh terhadap

imunogenitasnya.



BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil analisis protein stadium skizon Leucocytozoon sp
dengan menggunakan teknik SDS-PAGE didapatkan tujuh pita protein yaitu 23,29

kDa, 30,2 kDa, 35,48 kDa, 37,15 kDa, 39,81 kDa, 48,98 kDa dan 155,75 kDa.

6.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dari ketujuh pita protein stadium
skizon Leucocytozoon sp tersebut yang bersifat antigenik dengan menggunakan
teknik immunoblotting sebagai dasar pengembangan kit diagnostik dalam upaya

pengendalian penyakit Leucocytozoonosis.
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Poedji Hastutiek, M.Si., drh. sebagai pembimbing pertama dan Rochmah
Kurnijasanti. M.Si., drh. sebagai pembimbing kedua.

Leucocytozoon sp adalah protozoa darah yang sering menyerang unggas
terutama ayam buras serta bersifat menular ke ayam lain dalam waktu singkat dan
menimbulkan dampak kerugian yang cukup banyak. Penularan terjadi karena
vektor penyakit yaitu lalat Culicoides dan Simulium. Selama ini pengendalian
terhadap Leucocytozoonosis pada ayam buras sangat sulit dilakukan karena
penyakit ini menyerang semua umur ayam dan dapat terjadi tanpa atau disertai
gejala klinis. Diagnosis dari parasit ini yaitu adanya stadium gametosit didalam
darah dan stadium skizon pada organ-organ dalam. Adanya skizon tersebut
memberi petunjuk kuat bahwa skizon merupakan sumber epizootik selama
periode laten pada induk semang. Tindakan yang dapat dilakukan adalah dengan
mengembangkan vaksin yang berasal dari protein stadium skizon
Leucocytozoon sp.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui profil protein stadium
skizon Leucocytozoon sp yang diisolasi dari ayam buras berdasarkan berat
molekul. Pembuatan whole extract dari jaringan yang mengandung skizon
Leucocytozoon sp dengan cara sonikasi dan sentrifugasi. Analisis protein dengan

menggunakan teknmik  Sodium  Dodecyl  Sulphate-Poly  Acrylamide Gel
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Electrophoresis (SDS-PAGE). Hasil yang diperoleh dari analisis protein stadium
skizon Leucocytozoon sp dengan teknik SDS-PAGE adalah didapatkan tujuh
fraksi protein yaitu: 23,29 kDa, 30,2 kDa, 35,48 kDa, 37,15 kDa, 39,81 kDa,
48,98 kDa dan 155,75 kDa. Tebal tipisnya pita protein merupakan gambaran
ekspresi suatu protein oleh gen penyandi protein tersebut. Semakin tebal pita

protein yang terlihat semakin banyak ekspresi protein oleh sel penyandi.
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Lampiran 1. Protokol Berat Molckul SDS-PAGE, Jarak Lebar (MARKER)
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Lampiran 2. Penghitungan Berat Molekul (BM) stadium skizon
Leucocytozoon sp menggunakan regresi cubic.
Jarak yang dipindahkan oleh protein sampel
Rf=
Jarak yang dipindahkan oleh bahan pembawa
Jarak yang dipindahkan oleh bahan pembawa adalah =178 mm
MARKER
Jarak pada gel Rf Log BM BM (kDa)
- (mm)
n 13 0,073 2.30!1 200

21 0,118 2.066 116,3

25 0,140 1.988 97,4

43 0,242 1.821 66,2

63 0,354 1,653 45

101 0,567 1.491 31

142 0,798 1.332 21,5

163 0,916 1.158 14,4
Cubic

Model Summary
Muitiple R R Square Adjusted R Square Std Error of Estimate
0,96695 0,99391 0,98934 0,04020
The dependent variable is Log BM
ANOVA
Sum of Square df | Mean Square F Sig.

Regression 1.0547735 3 0,35159117 | 217,57908 0,001
Residual 0,0064637 4 0,00161592
Total 1,0612372 7

The dependent variable is Log BM
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Coefficient
Unstandardized Standardized
Coefficient Coefficient
B Std. Error Beta t Sig
Rf -4,704929 | 0,640820 -3,910831 -7,342 0,0018
Rf**2 7,497103 1,561933 6,182757 4,800 0,0086
Rf**3 -4,405864 1,062352 -3,295110 -4,147 0,0143
(Constant) | 2,558364 0,065358 39,144 0,0000
Curve
LOG BM
24
2,2 -
2,0
1,8
1,6 4
14 -
1,2 - * Observed
1,0 T T T T * :
0,0 2 4 6 8 10 ~ Cubic

RF
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Interpretasi Hasil

b0 =2,558364; b1=-4,704929; b2 =7,497103; b3 =-4,405864; r = -0,96695;
persamaan garis regresi: Y =2,558364-4,704929X+7,497103X°-4,405864X>

Jarak Sampel Rf Y=2,558364-4,704929X

(mm) (X) +7,497103X°-4,405864X°

sampel sampel Log BM BM (kDa)
136 0,76 1,38 23,99
108 0,61 1,48 30,20
83 0,47 1,55 35,48
76 0,43 1,57 37,15
69 0,39 1,60 39,81
55 0,31 1,69 48,98
16 0,09 2.19 155,75
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Lampiran 3. Gambar alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian

Gambar 1: Sampel pankreas digunakan dalam penelitian.

Gambar 2: Alat-alat penelitian (tabung eppendorf, tabung reksi, mikropipet,
pipet hisap dan tips).
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Gambar 3: Alat pengggoyang (Shaker) yang digunakan pada pewarnaan gel

Gambar 4: Alat Sentrifuse untuk preparasi Whole Extract Leucocytozoon sp



Gambar 5: Alat yang digunakan untuk pemisahan protein dengan
SDS-PAGE.
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