Jurnal limu Pertanian Indonesia (JIPI), April 2017
ISSN 0853-4217
EISSN 2443-3462

Vol. 22 (1): 1-5
http://journal.ipb.ac.id/index.php/JIPI
DOI: 10.18343/jipi.22.1.1

Produksi IgY Spesifik Staphylococcus aureus dari Isolat Asal Kasus
Staphylococcosis pada Kelinci

(Production of Specific IgY Staphylococcus aureus Origin from
Staphylococcosis Case in Rabbits)

Triwardhani Cahyaningsih® **, Fachriyan Hasmi Pasaribu?, Agustin Indrawati?

(Diterima Januari 2016/Disetujui Januari 2017)

ABSTRAK

Percobaan ini bertujuan untuk memproduksi immunoglobulin yolk (IgY) anti Staphylococcus aureus dengan
isolat asal kasus staphylococcosis pada kelinci. Vaksinasi dilakukan pada ayam brown leg horn sebanyak empat
kali menggunakan Staphylococcus aureus aktif 10° cfu/ml. Penyuntikan pada ayam dilakukan empat minggu
berturut-turut, minggu pertama dilakukan penyuntikan intravena dengan antigen S. aureus sebanyak 0,5 ml,
minggu kedua penyuntikan sub kutan S. aureus diemulsikan dengan Complete Freund Adjuvant, dilanjutkan
minggu ketiga dan keempat penyuntikan antigen S. aureus diemulsikan dengan Freund Adjuvant Incomplete.
Sampel telur diambil setelah empat minggu injeksi terakhir untuk identifikasi, purifikasi, dan penentuan kadar IgY
spesifik terhadap S. aureus dalam kuning telur. Uji spesifisitas IgY secara kualitatif dilakukan dengan uji Agar Gel
Presipitation (AGP). Ekstraksi IgY dilakukan menggunakan PEG — Ammonium sulfat, konsentrasi IgY yang telah
dimurnikan dihitung dengan metode Bradford. Hasil percobaan menunjukkan bahwa IgY mulai terdeteksi pada
kuning telur pada minggu keenam pascaimunisasi, dengan rataan kadar IgY, yaitu 1,7 mg/ml.

Kata kunci: IgY, kelinci, Staphylococcus aureus

ABSTRACT

This experiment aims to produce immunoglobulin Y (IgY) Staphylococcus aureus isolates origin
staphylococcosis case in rabbits. Vaccination is done several times using Staphylococcus aureus active in 10°
cfu/ml. Injecting the chicken is done four weeks in a row, the first week is done by intravenous injection of S.
aureus antigens, the second week of the injection sub cutan S. aureus emulsified with Freund's complete adjuvant,
followed by the third and fourth week of the injection of S. aureus antigen emulsified with incomplete Freund's
adjuvant. Egg samples were taken after four weeks of the last injection for identification, purification, and
determination of specific IgY against S. aureus in egg yolk. IgY specificity qualitatively tests performed by the AGP
test (To Gel Precipitation). IgY extraction is done using PEG - Ammonium sulfate, purified IgY concentration
calculated by the method of Bradford. The results showed that IgY began to be detected in egg yolk at week six
after immunization, with the average levels of IgY is 1.7 mg/ml.

Keywords: IgY, rabbit, Staphylococcus aureus

PENDAHULUAN umum adalah dermatitis eksudatif sedangkan pada
kelinci pedaging, sering ditemui abses pada paru,
hepar, dan uterus sehingga menyebabkan penurunan
produksi, infertilitas, serta kematian. Secara umum,
staphylococcosis pada kelinci yang disebabkan oleh
S. aureus mempunyai ciri khas berupa septicaemia
atau inflamasi supuratif yang dapat muncul pada
berbagai organ (Bien et al. 2011).

Pencegahan terhadap staphylococcosis pada
kelinci merupakan hal yang penting, namun sulit untuk
dilakukan. Pengendalian dapat dilakukan dengan me-
lakukan pemeriksaan pada hewan baru yang datang

Staphylococcus aureus adalah bakteri yang umum
ditemukan pada kulit dan hidung manusia maupun
hewan. Bakteri ini dapat menginfeksi kelinci dari ber-
bagai umur, dengan gejala dermatitis supuratif, abses
multisistemik, pododermatitis, dan mastitis (Mahde
2011). Mastitis merupakan gambaran patologi yang
paling banyak ditemukan pada induk kelinci, diikuti
abses organ internal dan pyometra. Pada anak kelinci
yang masih menyusu pada induknya, tipe lesi yang
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sebelum dimasukkan ke dalam flok. Penggunaan anti-
biotik untuk pencegahan, terapi terhadap penyakit
(dosis profilaksis) maupun untuk growth promotor
(dosis subterapi), dan sebagai pengobatan (dosis
terapi) telah digunakan sejak berpuluh tahun silam.
Penelitian maupun penggunaan di lapangan menun-
jukkan bahwa penggunaan antibiotik mampu mening-
katkan performa ternak secara signifikan (Diraviyam



et al. 2014). Namun, penggunaan antibiotik pada
pakan menimbulkan masalah serius berupa residu
pada produk hewan dan peningkatan resistensi bak-
teri, sehingga dibutuhkan suatu strategi pada produksi
ternak yang dapat mengurangi kejadian penyakit
maupun resistensi obat akibat penggunaan antibiotik.

Imunisasi pasif menjadi pondasi dasar kesehatan
manusia dan hewan, salah satunya dengan peng-
gunaan antibodi. Kemampuan antibodi untuk me-
ngikat antigen dengan tingkat afinitas dan spesifisitas
yang tinggi menjadikannya bermanfaat, baik untuk
pengujian diagnostik maupun sebagai terapeutik dan
memiliki pengaruh nyata terhadap kesehatan manusia
maupun hewan (Prabhudas et al. 2011). Imunisasi
pasif adalah suatu usaha untuk mendapatkan kekeba-
lan tubuh ternak dengan cara memindahkan antibodi
dari ternak resisten kepada ternak yang rentan.
Resistensi yang dihasilkan hanya bersifat sementara,
memberi perlindungan yang cepat namun cepat pula
dikatabolisme (Kalenik et al. 2014)

Pemanfaatan imunoglobulin Y (IgY) spesifik se-
bagai imunisasi pasif telah banyak diteliti dan diterap-
kan, antara lain dalam pengendalian penyakit bakteri,
virus, dan protozoa. Penggunaan IgY spesifik sebagai
imunoterapi terhadap bakteri antara lain Strepto-
coccus mutan penyebab karies pada gigi (Sentila et
al. 2013), Campylobacter jejuni penyebab diare pada
manusia (Hermans et al. 2014), S. aureus dan E. coli
(Tobias et al. 2012) serta Helico-bacter pylori (Wang
et al. 2014). Beberapa virus yang dilaporkan dapat
dikendalikan menggunakan IgY spesifik antara lain
Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) pada ayam
broiler (Farooq et al. 2012), rotavirus dan norovirus
penyebab gastroenteritis (Dai et al. 2013), dan pro-
duksi telur anti flu burung dan anti diare (Indrawati
2010). Penggunaan IgY S. aureus diharapkan mampu
dijadikan alternatif pencegahan yang efektif dalam
mengatasi kejadian staphylococcosis pada kelinci.
Tujuan yang hendak diperoleh dari penelitian ini
adalah untuk mendapatkan IgY spesifik S. aureus dari
isolat asal kasus staphylococcosis pada kelinci.

METODE PENELITIAN

Isolat Bakteri

S. aureus diisolasi dari organ paru kelinci yang
menderita gangguan pernafasan yang dipelihara di
kandang percobaan Balai Penelitian Ternak Ciawi.
Koloni yang terduga pada media agar manitol dan
agar darah diidentifikasi dengan pewarnaan gram,
morfologi koloni, dan tipe hemolisis. Strain dikonfir-
masi dengan uji koagulase dengan plasma kelinci.

Preparasi Antigen Utuh

Isolat bakteri ditumbuhkan pada 1.000 ml media
BHI dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18 jam.
Suspensi disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit. Pelet diresuspensikan dengan 5 ml
NaCl, disentrifugasi pada 10.000 rpm 10 menit,
dilakukan 2 kali. Pelet dilarutkan dalam 5 ml NacCl,
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dihomogenkan dan disetarakan dengan standar
McFarland 3 (10° CFU). Suspensi diinaktifkan dalam
penangas air dengan suhu 52 °C selama 60 menit, di-
dinginkan dan siap digunakan sebagai antigen untuk
memproduksi antibodi.

Imunisasi Ayam Petelur

Produksi antibodi spesifik S. aureus dilakukan
dengan mengimunisasi enam ayam petelur Single
Comb Brown Leghorn berumur 16 minggu yang siap
bertelur. Selama penelitian, semua ayam diberi air
minum secara ad libitum dan ransum pakan komersil
standar. Proses imunisasi ayam diawali dengan me-
nyuntikkan secara intra vena sebanyak 0,5 ml (10°
CFU) sediaan S. aureus tanpa adjuvant selama tiga
hari berturut-turut (Kovacs-Nolan & Mine 2012).
Kemudian sebanyak 1 ml (10° CFU) campuran anti-
gen dengan Freund’s Adjuvant Complete disuntikkan
secara subcutan pada minggu kedua, sedangkan
minggu ketiga dan keempat menggunakan Freund’s
Adjuvant Incomplete sebanyak 1 ml (10° CFU). Serum
darah dan telur dikoleksi seminggu pascaimunisasi,
keberadaan antibodi diuji menggunakan teknik Agar
Gel Precipitation Test.

Ekstraksi IgY dengan Menggunakan Metode Water
Soluble Fraction

Kuning telur dilarutkan secara perlahan dalam mili-
Q pH 4 dengan perbandingan 1:4, setelah homogen
ditambahkan lagi mili-Q pH 2 hingga suspensi men-
capai pH 5,0-5,2 dan disimpan pada suhu 4 °C
minimal 12 jam. Suspensi disentrifugasi dengan ke-
cepatan 3.125x g pada suhu 4 °C selama 20 menit
dan supernatan diambil sehingga diperoleh water so-
luble fraction (WSF). Selanjutnya WSF dibuat hingga
pH 7,5, kemudian ekstraksi dilanjutkan dengan PEG
6.000 dan amonium sulfat (Tan et al. 2012). WSF
ditambahkan PEG 6.000 sehingga konsentrasi akhir
12% (w/v). Suspensi disentrifugasi dengan kecepatan
3.000 rpm selama 15 menit suhu 20 °C. Pelet di-
tambahkan dengan amonium sulfat 40% sebanyak 5
ml dan disentrifugasi dengan kecepatan 11.700x g
selama 15 menit, pencucian dilakukan tiga kali. Pelet
disuspensikan dengan PBS sebanyak 1 ml, dan di-
tambahkan dua tetes 0,1% Na acide. Suspensi di-
dialisis selama 24 jam dengan PBS pH 8,0.

Penentuan Konsentrasi dan Berat Molekul IgY

Konsentrasi protein IgY ditentukan dengan meng-
gunakan metode Bradford (Priyanka et al. 2014).
Absorbansi sampel ditentukan dengan pembacaan
pada UV spektrofotometer pada A 595 nm. Konsen-
trasi sampel dihitung berdasarkan kurva larutan
standar dengan bovine serum albumin. Penentuan
bobot molekul IgY dilakukan dengan SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electro-
phoresis) menggunakan konsentrasi gel pemisah 12%
dan gel pengumpul 14%. Perwarnaan gel mengguna-
kan silver staining, dan perkiraan bobot molekul pro-
tein berdasarkan perbandingan dengan bobot molekul
marker umum fermentas life science.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Identifikasi S. aureus

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa semua isolat
S. aureus yang berasal dari organ paru kelinci pen-
derita staphylococcosis mampu menfermentasi MSA,
gram positif, berbentuk kokus, positif pada uji: ko-
agulase, katalase, uji fermentasi glukosa, dan laktosa.
Isolat bakteri pada biakan agar darah menunjukkan
dengan adanya pertumbuhan sel bakteri berukuran *
2 mm berwarna putih dan koloni berwarna kuning
pada biakan agar manitol, sedangkan pada media
selektif baird parker agar menunjukkan pertumbuhan
koloni hitam mengkilap dengan zona bening diseke-
lilingnya (Gambar 1a). Lesi post mortem dari kelinci
yang dinekropsi, yaitu berupa gejala septicaemia,
hemoragi, serta abses pada organ internal, yaitu paru
(Gambar 1b). Ferreira et al. (2014) menyatakan
bahwa gambaran patologis paru kelinci penderita
pneumonia yang diakibatkan oleh S. aureus memiliki
gejala berupa penumpukan exudat mukopurulen pada
trakea dan abses pada paru maupun hati.

Imunisasi Ayam Petelur

Percobaan ini dilakukan dengan melakukan pe-
nyuntikan pada ayam umur 16 minggu, selama proses
imunisasi ayam petelur tetap dalam kondisi sehat
tanpa ada gejala yang abnormal, tidak ada kematian,
dan semua hewan menunjukkan perilaku normal.
Selama proses imunisasi tidak terjadi penurunan
kapasitas bertelur, dan tetap stabil selama empat
bulan dengan jumlah rata-rata satu telur per hari. Hal
ini sesuai dengan percobaan yang dilakukan Matheis
dan Schade (2011) dimana kapasitas bertelur ayam
tidak terpengaruh terhadap penyuntikan antigen. de
Paula et al. (2011) menyatakan bahwa penyuntikan

b

Gambar 1 S. aureus pada media Baird Parker Agar (a);
Organ paru kelinci (b).

pertama yang dilakukan pada umur 14 minggu, 30
hari sebelum periode awal bertelur tidak ditemukan
penurunan kemampuan bertelur maupun efek sam-
ping selama proses imunisasi.

Keberadaan IgY spesifik S. aureus ditandai
dengan terbentuknya garis presipitasi pada agar gel
(Gambar 2a & b). Garis presipitasi yang terbentuk
pada media agar terjadi karena adanya keseimba-
ngan antara jumlah antigen dan antibodi dalam kuning
telur maupun serum. Perbandingan konsentrasi anti-
gen dan antibodi adalah faktor penting dalam reaksi
presipitasi. Pada rasio yang seimbang, akan terbentuk
ikatan silang yang ekstensif dan terjadi bentukan kisi-
kisi. Kisi-kisi ini berkembang menjadi lebih besar,
tidak larut, dan akhirnya mengendap. lkatan kompleks
antigen-antibodi yang mengendap dan terlihat seperti
garis berwarna putih ini disebut garis presipitasi
(presipitat).

Molekul IgY S. aureus terdeteksi di dalam serum
tujuh hari setelah imunisasi terakhir. Molekul IgY — S.
aureus yang terbentuk di dalam serum pada minggu
kelima merupakan antibodi spesifik terhadap S.
aureus, hal ini sejalan dengan Lin et al. (2014) yang
menyatakan bahwa injeksi dosis pertama akan meng-
hasilkan antibodi spesifik di dalam serum dan injeksi
dengan sel-sel bakteri akan memunculkan reaksi anti-
bodi 10-14 hari pascainjeksi. IgY dalam telur mulai
terdeteksi pada minggu keenam setelah imunisasi
pertama, dan tujuh hari setelah ditemukannya IgY
dalam serum, hal ini terjadi karena diperlukan waktu
dari sirkulasi darah sampai terakumulasi dalam telur
(Tabel 1).

Konsentrasi dan Bobot Molekul IgY
IgY yang didapatkan memiliki konsentrasi rata-rata
sebesar 1,7 mg/ml. Hasil ini relatif lebih rendah

Gambar 2 Hasil uji AGPT pada kuning telur (a); hasil uji
AGPT serum (b).



dibandingkan dengan hasil IgY WSF yang dihasilkan
oleh Pauly et al. (2011), yaitu 2,6 mg/ml. Rendahnya
IgY yang dihasilkan kemungkinan diakibatkan oleh
tertinggalnya IgY pada saat proses purifikasi akibat
protein tidak terpisah dengan baik sehingga tidak
didapat konsentrasi maksimal. Proses dan lama pe-
nyimpanan juga dapat memengaruhi konsentrasi
protein dalam telur (Hiroko et al. 2014).

Hasil ekstraksi IgY yang berasal dari kuning telur
kemudian dianalisis profil pita proteinnya mengguna-
kan SDS-PAGE. IgY S. aureus hasil ekstraksi me-
nunjukkan beberapa profil pita protein, yaitu pita
protein IgY rantai berat yang berada pada 60 kDa,
dan pita protein IgY rantai ringan yang memiliki berat
molekul 25 kDa. Abdou et al. (2014) mengemukakan
bahwa struktur IgY terdiri atas dua rantai berat
dengan berat molekul masing-masing 67-70 kDa dan
dua rantai ringan dengan berat molekul masing-
masing 25 kDa. (Gambar 3).

Tabel 1 Hasil uji AGP pada serum dan kuning telur

Status vaksinasi Serum Kuning telur
Pra vaksinasi - -
Minggu 1 - -
Minggu 2 - -
Minggu 3
Minggu 4
Minggu 5
Minggu 6
Minggu 7
Minggu 8
Minggu 9
Minggu 10
Minggu 11
Minggu 12

+ 4+ + + 4+ ++
+ 4+ + + + o+

Gambar 3 Profil pita protein IgY S. aureus yang telah
dipurifikasi (1) marker umum (2, 3, dan 4) IgY
hasil purifikasi (a) IgY rantai berat 60kDa (b) IgY
rantai ringan 25kDa.
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KESIMPULAN

Ayam petelur yang diimunisasi dengan S. aureus
mampu menghasilkan IgY spesifik yang terdeteksi
pada kuning telur pada minggu keenam pasca-
imunisasi, dengan rataan kadar IgY sebesar 1,7
mg/ml.
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