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Ekspresi Protein Rekombinan Eal433, EtIMP1, dan EmIMP1 sebagai
Protein Target dalam Pembuatan Vaksin Koksidiosis pada Ayam

Syafrudin®, Kanokwan Poomputsa?, Patomporn Phadungchaya?, Kholifah Holil*,

Mujahidin Ahmad*
jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maulana Malik Ibrahim Malang
2 Biotechnology International Graduate Program, School of Bioresources and Technology, King
Mongkut's University of Technology Thonburi

ABSTRAK

Koksidiosis merupakan penyakit utama penyebab kerusakan jaringan pada usus
ayam. Penyakit ini disebabkan oleh tujuh spesies dari Eimeria (E. acervulina, E.
brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox and E. tenella), dimana
untuk mengatasinya memerlukan vaksin protein rekombinan. Salah satu
komponen utama dalam pembuatan vaksin protein rekombinan adalah protein
target. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui ekspresi protein rekombinan
E. acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1), dan
E. maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) sebagai protein target dalam
pembuatan vaksin koksidiosis pada ayam. Jenis penelitian yang digunakan adalah
deskriptif dengan sampel berupa gen EtIMP1, EmIMP1, Eal433. Terdapat empat
tahapan utama pada penelitian yaitu: sintesis gen target, penyisipan dan
transformasi ke sel E. coli, ekstraksi DNA target, dan ekspresi protein rekombinan.
Parameter dalam penelitian ini adalah ada tidaknya pita DNA berukuran 1180 bp
(EtIMP1), 1147 bp (EmIMP1), dan 837 bp (Eal433) serta adanya kecocokan hasil
dari sekuensing. Selain itu ekspresi protein diketahui dari adanya pita protein yang
dihasilkan dari western blot dengan ukuran 45 kDa (EtIMP1), 45 kDa (EmIMP1),
dan 37 kDa (Eal433). Hasil PCR dari gen EtIMP1 menunjukkan adanya pita
DNA yang terbentuk redup dengan ukuran =~ 1100 dan dua pita DNA yang sangat
jelas berukuran < 750 bp. Hasil sekuensingnya tidak menunjukkan adanya
kecocokan sekuens dengan spesies E. tenella. Sedangkan hasil PCR pada gen
EmIMP1 tidak menunjukkan adanya pita DNA yang terbentuk. Ekspresi gen
EtIMP1 dan EmIMP1 tidak dapat dilakukan karena gen target tidak dapat
disintesis. Gen Eal433 berhasil disintesis dengan ukuran 837 bp dan hasil
sekuensingnya cocok. Gen Eal433 berhasil diekspresi pada sel BL21(DE3) yang
ditunjukan oleh adanya pita protein yang terbentuk dengan ukuran 37 kDa. Oleh
karena itu protein target EtIMP1 dan EmIMP1 tidak dapat diekspresikan,
sedangkan protein Eal433 berhasil diekskpresikan sebagai protein target dalam
pembuatan vaksin koksidiosis pada ayam.

Kata Kunci: Ayam, Eal1433, EmIMPL1, EtIMP1, Koksidiosis
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Expression Recombinant Proteins Eal433, EtIMP1, and EmIMPL1 as Target
Proteins in Production Coccidiosis Vaccines in Chickens

Syafrudin®, Kanokwan Poomputsa?, Patomporn Phadungchaya?, Kholifah Holil*,

Mujahidin Ahmad*
!Biology Department, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic
University of Malang
2 Biotechnology International Graduate Program, School of Bioresources and Technology, King
Mongkut's University of Technology Thonburi

ABSTRACT

Coccidiosis is a major disease that causes damage to tissue in the chicken intestine.
This disease is caused by seven species of Eimeria (E. acervulina, E. brunetti, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox and E. tenella), which requires
recombinant protein vaccine to overcome them. One of the main components in
making recombinant protein vaccines is target proteins. The purpose of this study
was to determine the expression of recombinant protein E. acervulina 1433
(Eal433), E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1), and E. maxima immune
mapped protein 1 (EmIMP1) as a target protein in the production of coccidiosis
vaccine in chickens. This type of research is descriptive with samples in the form
of EtIMP1, EmIMP1, Eal433 genes. There are four main stages in the research,
namely: synthesis of target genes, insertion and transformation into E. coli cells,
extraction of target DNA, and recombinant protein expression. The parameters in
this study are the presence or absence of DNA bands measuring 1180 bp
(EtIMP1), 1147 bp (EmIMP1), and 837 bp (Eal433) and the matching results of
sequencing. In addition, protein expression is known from protein bands produced
from western blots of size 45 kDa (EtIMP1), 45 kDa (EmIMP1), and 37 kDa
(Eal1433). PCR results from the EtIMP1 gene showed a DNA band formed
dimmed with a size of = 1100 and two very clear DNA bands < 750 bp in size.
The results of sequencing did not show any compatibility of the sequence with E.
tenella species. While the PCR results in the EmIMP1 gene did not show the
presence of DNA bands formed. Expression of EtIMP1 and EmIMP1 genes
cannot be done because the target gene cannot be synthesized. Ea1433 gene was
synthesized with size 837 bp and the result of sequencing was matched. Eal1433
gene was successfully expressed in BL21(DE3) cells which was shown by the
presence of a protein band formed in the size of 37 kDa. Therefore the EtIMP1
and EmIMP1 target proteins cannot be expressed, while the Eal1433 protein has
been successfully expressed as a target protein in the production of the coccidiosis
vaccine in chickens.

Keywords: Chicken, Eal433, EmIMP1, EtIMP1, Coccidiosis
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ayam merupakan penghasil daging dan telur yang paling banyak di dunia.
Sejak tahun 1960, konsumsi per kapita dari daging ayam meningkat lima kali lipat,
sedangkan konsumsi dari telur ayam per kapita hampir mencapai dua kali lipat.
Konsumsi daging dan telur ayam paling tinggi ada di Asia dan Amerika Latin
(Food and Agriculture). Permintaan tahunan rata-rata untuk daging ayam selama
50 tahun terakhir adalah 5%, sementara utuk daging sapi 1,5%, daging babi 3,1%
dan ruminansia kecil 1,7% (Alexandratos & Bruinsma, 2012). Permintaan per
kapita untuk daging ayam diprediksi meningkat sebesar 271% di Asia Selatan,
116% di Eropa Timur dan Asia Tengah, 97% di Timur Tengah dan Afrika Utara
dan 91% di Asia Timur dan Pasifik antara tahun 2000 dan 2030 (Food and
Agriculture).

Daging unggas yang paling diminati saat ini berasal dari ayam. Permintaan
global untuk daging ayam pada bulan April 2019 meningkat 3% dari tahun 2018,
yaitu dari 95.500 ton menjadi 98.382 ton (USDA, 2019) dan terus meningkat
hingga saat ini (Food and Agriculture). Peningkatan produksi daging dan telur
ayam merupakan langkah untuk memenuhi permintaan akibat dari peningkatan
populasi manusia (Shirley & Lillehoj, 2012). Salah satu masalah yang timbul
untuk mempengaruhi permintaan tersebut adalah koksidiosis (Shirley & Lillehoj,
2012). Dampak ekonomi akibat koksidiosis tidak menentu, tetapi diperkirakan 2,4
dolar AS per tahun karena kerugian produksi dikombinasikan dengan biaya
pencegahan dan perawatan (McDonald & Shirley, 2009; Blake & Tomley, 2014;
Haile, 2018).

Koksidiosis pada ayam disebabkan oleh Eimeria spp. (Deplazes dkk.,
2006). Tujuh spesies dari Eimeria (E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis,
E. necatrix, E. praecox and E. tenella) diketahui menginfeksi ayam (Williams,
1999), empat diantaranya yaitu: E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, dan E. tenella
dilaporkan sebagai spesies yang sangat patogen. Spesies yang dilaporkan sebagai

patogen ringan adalah E. acervulina, E. mitis, dan E. mivati, sedangkan E.



praecox dan E. hagani dianggap tidak terlalu patogen (Nematollahi dkk., 2009;
Jadhav dkk., 2011). Ketujuh spesies tersebut memiliki tempat berkembang yang
khusus sehingga menyulitkan untuk diagnosis dan pengobatan (Nolan dkk., 2015).
E. acervulina berkembang di duodenum, E. necatrix berkembang di usus kecil, E.
maxima dan E. mitis berkembang di bagian tengah usus kecil, E. tenella
berkembang di sekum, dan E. brunetti berkembang di sekum dan rektum
(Deplazes dkk., 2006; Raman dkk., 2011; Tan dkk., 2017). Spesies-spesies
Eimeria yang berkembang di bagian yang sama menyebabkan kesulitan terhadap
diagnosis karena bentuk ookista yang hampir sama (Nolan dkk., 2015; Tan dkk.,
2017), hal tersebut berdampak pada pengobatan yang memerlukan informasi yang
tepat dari diagnosis (Cosentino dkk., 2010).

Eimeria acervulina, E. tenella, dan E. maxima merupakan tiga spesies
yang paling banyak ditemukan pada ayam (Yang dkk., 2016; Kundu dkk., 2017;
Liu dkk., 2018). Selain itu ketiga spesies tersebut juga telah diteliti oleh beberapa
ilmuan untuk mengidentifikasi antigen yang memiliki kemampuan untuk
menginduksi imun. Liu dkk. (2018) melaporkan bahwa antigen 1433 pada E.
acervulina yang mampu menginduksi respon imun yang signifikan untuk
melawan infeksi oleh Eimeria acervulina, E. tenella, dan E. maxima. Antigen
IMP1 pada E. maxima mampu menginduksi 50% perlindungan kekebalan
terhadap infeksi strain W dari E. maxima (Blake dkk., 2011). Pada E. tenella
antigen IMP1 mampu mengurangi ookista sebesar 60-66% setelah imunisasi (Yin
dkk., 2013).

Infeksi yang disebabkan oleh Eimeria pada ayam memiliki risiko yang
besar. Pada saat ookista yang telah sporulasi masuk ke dalam sel usus, sekum atau
rektum ayam, koksidia berubah menjadi tahap seksual baru dan bereproduksi dan
pada akhirnya melisiskan sel usus, sekum atau rektum. Satu ookista dapat
menyebabkan infeksi dan kerusakan ribuan sel usus (Barbour dkk., 2015).
Semakin banyak sel-sel yang yang terinfeksi dan kemudian rusak akan
memberikan risiko besar bagi ayam. Secara klinis akan terjadi pendarahan pada
usus dan sekum yang berdampak pada mobilitas, morbidity, pertumbuhan, dan
penyerapan makanan (Mohammed & Sunday, 2015).



Pengendalian penyakit koksidiosis dilakukan dengan pemberian obat
antikoksidia, vaksin hidup yang tidak dilemahkan dan vaksin hidup yang telah
dilemahkan (Vermeulen dkk., 2001; Chapman dkk., 2002; Williams, 2002;
Lillehoj dkk., 2004). Namun, penggunaan obat antikoksidia telah menyebabkan
resistensi obat akibat genotip ookista pada Eimeria yang memiliki varian alel
akibat mutasi (Peek & Landman, 2003; Williams dkk., 2009; Tan dkk., 2017).
Selain itu penggunaan dari obat antikoksidia juga meninggalkan residu di daging
dan telur (Young & Craig, 2001). Vaksin yang tidak dilemahkan penggunaannya
sangat terbatas karena risiko yang disebabkan oleh parasit yang masih hidup.
Sedangkan vaksin yang telah dilemahkan memiliki beberapa kelemahan utama,
yaitu biaya produksi yang tinggi dan kekurangan manajemen selama aplikasi,
seperti kesalahan dosis yang dapat mengakibatkan respon imun yang tidak
mencukupi (Peek & Landman, 2011).

Akibat kemampuan Eimeria yang resisten terhadap obat, vaksin hidup
yang tidak dilemahkan dan vaksin hidup yang telah dilemahkan masih perlu untuk
dikembangkan agar lebih efektif dan efisien. Oleh karena itu, hal tersebut
menyebabkan permasalahan dibidang peternakan ayam. Penelitian untuk
menemukan cara pengobatan selain yang telah disebutkan perlu untuk dilakukan.
Hal tersebut sebagaimana sabda Rasulullah SAW:
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Artinya: dari Jabir bin Abdullah radhiyallahuanhu bahwa Nabi SAW bersabda,
“Setiap penyakit ada obatnya. Apabila obat itu tepat untuk suatu
penyakit, penyakit itu akan sembuh dengan seizin Allah Azza wa
Jalla”. (HR. Muslim no. 5705)

Hadist riwayat Muslim di atas menjelaskan bahwa apapun penyakit yang
diderita pasti memiliki obat, maka apapun penyakit yang diderita dapat
disembuhkan selama obatnya tepat dan atas seizin Allah SWT (Imam An-
Nawawi, 1994). Penyakit koksidiosis sejauh ini diobati dengan kemoprofilaksis,
vaksin hidup yang tidak dilemahkan dan yang dilemahkan. Pengobatan tersebut
masih kurang efektif, efisien dan memberikan dampak negatif setelah

penggunaannya. Maka dari itu diperlukan suatu obat baru yang tidak najis, efektif,



efisien dan tidak membahayakan tubuh. Hadist diatas selaras dengan Alquran
surah Ash-Shu’ara ayat 80, Allah SWT berfirman:

(M) onail ::3@; é"";g':‘ \3\23

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku. ” (QS. Ash-
Shu’ara: 80)

Kata maridtu yang berarti sakit menjelaskan bahwa disandarkan penyakit
pada dirinya, sekalipun hal itu merupakan gadar, gadla dan ciptaan Allah SWT
dan dengan ijin-Nya maka dapat sembuh (Ibnu Katsir, 2004). Sesungguhnya tidak
seorang pun selain-Nya yang dapat menyembuhkan mahluk-Nya dengan berbagai
macam sarana pengobatan apa pun yang menjadi penyebab kesembuhan. Ketika
Allah SWT mengijinkan suatu penyakit untuk sembuh, maka penyakit tersebut
akan sembuh (Al-Muyassar, 2016). Akan tetapi, sebagai seorang hamba-Nya
berusaha untuk mencari kesembuhan dari suatu penyakit yang ada di manusia
maupun yang ada di hewan atau tumbuhan sekalipun itu wajib, misalnya
penyembuhan untuk penyakit koksidiosis pada ayam. Allah SWT berfirman pada
Alquran surah Ar-Ra’d ayat 11 yang berbunyi:

Artinya: “Bagi manusia ada malaikat-malaikat yang selalu mengikutinya
bergiliran, di muka dan di belakangnya, mereka menjaganya atas
perintah Allah. Sesungguhnya Allah tidak merubah keadaan sesuatu
kaum sehingga mereka merubah keadaan yang ada pada diri mereka
sendiri. Dan apabila Allah menghendaki keburukan terhadap sesuatu
kaum, maka tak ada yang dapat menolaknya; dan sekali-kali tak ada
pelindung bagi mereka selain Dia. ”’(Q.S. Ar-Ra’d: 11)

Potongan ayat yang berbunyi innallaaha laa yughayyiru maa bigaumin
hattaa yughayyiru maa bi-anfusihim yang berarti sesungguhnya Allah SWT tidak



merubah keadaan sesuatu kaum sehingga mereka merubah keadaan yang ada pada
diri mereka sendiri. Perbuatan yang baik akan dibalas dengan kebaikan dan
perbuatan yang buruk akan dibalasan dengan keburukan oleh-Nya (Ibnu Katsir,
2004). Menurut tafsir Al-Muyassar (2016) Allah SWT tidak akan merubah
keadaan suatu kaum, dari keadaan yang baik menjadi keadaan buruk yang tidak
mereka sukai, hingga mereka sendiri yang merubah apa yang mereka miliki dari
keadaan syukur. Ketika hamba-Nya taat kepada Allah SWT, Maka Dia tidak
mencabut kenikmatan yang diberikan kepada hamba-Nya sampai seseorang itu
merubah kebaikan dan amal shalih mereka menjadi keburukan. Potongan ayat wa
ma lahum min dunihi miw wal yang berarti dan sekali-kali tak ada pelindung bagi
mereka selain Dia. Potongan ayat tersebut menjelaskan bahwa tidak ada penolong
selain Allah membantu urusan mereka dan membimbing mereka menuju kebaikan
dan melindungi mereka dari keburukan (Al-Mukhtasar, 2013).

Usaha untuk menemukan suatu pengobatan baru untuk koksidiosis sangat
dibutuhkan karena suatu penyakit tidak akan sembuh jika tetap dibiarkan. Hal
tersebut berdasarkan hadis riwayat Muslim yang intinya adalah suatu penyakit
pasti ada obatnya dan kesembuhan dari suatu penyakit itu atas izin Allan SWT.
Hadist tersebut selaras dengan Alquran surah Ash-Shu’ara ayat 80 yang intinya
adalah kesembuhan suatu penyakit karena-Nya. Allah SWT menjelaskan di dalam
Alquran surah Ar-Ra’d ayat 11 bahwa Allah SWT tidak akan merubah nasib suatu
kaum jika dia tidak merubahnya. Oleh karena itu penelitian untuk menemukan
pengobatan yang tepat perlu untuk dilakukan.

Vaksin protein rekombinan merupakan langkah yang tepat untuk melawan
koksidiosis pada ayam. Vaksin jenis ini dihasilkan melalui teknik DNA
rekombinan untuk menghasilkan produk protein target yang akan digunakan
sebagai vaksin. Vaksin protein rekombinan lebih aman jika dibandingkan dengan
vaksin yang tidak dilemahkan dan vaksin yang telah dilemahkan. Hal tersebut
karena vaksin jenis ini tidak dapat bereproduksi dan berkembang di dalam tubuh
penerima. Selain itu, vaksin ini mampu merangsang respon imun humoral melalui
pembentukan antibodi dan merangsang imun selular melalui aktivasi sel T (Du
dkk., 2009; Leonardi dkk., 2009).



Protein 1433 dan immune mapped protein 1 (IMP1) merupakan antigen
yang imunogenik. Pada apikompleksan protein 1433 memainkan peran penting
pada proses invasi parasit, molekular, dan biologikal dengan respon imun
(Assossou dkk., 2004; Lalle dkk., 2011; Meng dkk., 2012; Zhao dkk., 2014). Pada
E. tenella protein 1433 telah terbukti berinteraksi dengan aktifitas telomerase dan
pertumbuhan koksidia (Zhao dkk., 2014). Protein 1433 pada E. acervulina
diketahui memiliki kemampuan yang signifikan untuk menginduksi imun yang
efektif terhadap infeksi dari E. acervulina, E. tenella, dan E. maxima, baik secara
individu maupun secara bersamaan (Liu dkk., 2018). Sedangkan protein IMP1
dari E. tenella dan E. maxima mampu menginduksi produksi IgY yang signifikan
untuk melawan infeksi dari E. maxima maupun E. tenella (Blake dkk., 2011,
Kundu dkk., 2017).

Protein 1433 yang berasal dari E. acervulina hanya mampu melawan tiga
spesies yang menginfeksi ayam (Liu dkk., 2018). IMP1 dari E. tenella hanya
mampu melindungi infeksi dari E. tenella (Kundu dkk., 2017), sedangkan E.
maxima IMP1 dilaporkan hanya mampu melawan infeksi dari E. maxima (Blake
dkk., 2011). Oleh karena itu IMP1 yang berasal dari E. tenella dan E. maxima
merupakan vaksin yang univalen karena hanya mampu melindungi dari infeksi
dari satu spesies Eimeria, sedangkan 1433 dari E. acervulina merupakan vaksin
multivalen tetapi tidak mampu untuk melawan ketujuh spesies Eimeria yang
menginfeksi ayam.

Saat ini vaksin multivalen merupakan vaksin yang diminati, hal tersebut
dikarenakan kemampuannya dalam melindungi dua atau beberapa infeksi akibat
mikroorganisme patogen (Lillehoj dkk., 2005; Blake dkk., 2017; Liu dkk., 2018).
Vaksin jenis ini dapat berupa satu antigen, gabungan dua atau lebih antigen. Saat
ini vaksin multivalen sangat diperlukan karena kemampuannya yang mampu
melawan semua mikroorganisme dalam satu genus dengan cara menginduksi
imun yang signifikan terhadap spesies-spesies yang menginfeksi (Willey dkk.,
2008; Liu dkk., 2018). Akan tetapi proses untuk mengekspresikan vaksin jenis ini
memiliki kendala pada tahapan sintesis gen targetnya yang berdampak pada
kegagalan untuk diekspresikan (Campbell dkk., 2017; Kundu dkk., 2017; Yang
dkk., 2016).



Proses sintesis gen target merupakan tahapan yang sangat penting untuk
menghasilkan gen target yang spesifik dan tidak mengalami mutasi (Campbell
dkk., 2017; Kundu dkk., 2017). Gen target merupakan gen yang diinginkan untuk
disisipkan atau digunakan sebagai cetakan dalam proses ekspresi. Gen target
diperoleh dari metode penargetan gen yang menggunakan rekombinasi homolog
untuk modifikasi gen endogen (Miller dkk., 2010). Apabila sintesis gen target
mengalami kendala, maka diperlukan optimasi-optimasi. Gen target dapat
disisipakan ke dalam plasmid untuk mempermudah penyisipan ke dalam suatu
organisme. Gen target sangat penting untuk proses ekspresi karena proses ekspresi
tidak dapat dilakukan jika tidak ada gen target sebagai cetakan (Hickman dkk.,
2008; Murray dkk., 2012).

Ekspresi protein mengacu pada cara di mana protein disintesis,
dimodifikasi dan diatur dalam organisme hidup. Istilah ini dalam penelitian
protein dapat berlaku untuk objek studi atau teknik laboratorium yang diperlukan
untuk memproduksi protein (Hickman dkk., 2008). Ekspresi protein merupakan
proses biologis yang paling mendasar. Organisme prokariotik yang paling
sederhana diperkirakan menghasilkan hampir setengah dari berat kering sel dan
lebih dari 80% energinya untuk proses ini (Maaloe, 1979). Langkah pertama
ekspresi protein, transkripsi, membuat salinan portabel dari informasi genetik
yang disimpan dalam nukleus. Langkah kedua, translasi, membaca informasi yang
disalin untuk mensintesis protein yang bertanggung jawab untuk melaksanakan
berbagai tugas yang diperlukan untuk kehidupan (Hickman dkk., 2008;
Echeverria dkk., 2009; Campbell dkk., 2017).

Saat ini, proses ekspresi dapat dilakukan di luar sel asli dari suatu organisme
untuk menghasilkan protein target yang diinginkan. Salah satu sel inang yang
biasa digunakan untuk proses ekspresi adalah  Escherichia coli  strain
BL21(DE3). Sel bakteri tersebut merupakan sel kompeten yang bagus untuk
mengekspresikan protein karena memiliki salinan gen T7 RNA polimerase yang
dikendalikan di bawah kontrol lacUV5 (Sathiamoorthy & Shin, 2012; Li dkk.,
2017). Setelah terekspresi, protein dideteksi melalui western blot, yaitu teknik
penting yang digunakan dalam biologi sel dan molekuler untuk mendeteksi

keberadaan protein spesifik. Teknik ini dapat mengidentifikasi protein spesifik



dari campuran kompleks protein yang diekstraksi dari sel. Western blot
menggunakan tiga elemen penting antara lain: pemisahan berdasarkan ukuran,
transfer ke pendukung yang solid, dan menandai protein target menggunakan
antibodi primer dan sekunder yang tepat (Mahmood & Yang, 2012; Gilda &
Gomes, 2013; Moritz dkk., 2014).

Penelitian tentang ekspresi protein dari Eimeria perlu untuk dilakukan dan
dicek terekspresi atau tidaknya protein target. Protein target yang ingin diekspresi
dan dicek ada tiga yaitu: protein 1433 dari E. acervulina, protein IMP1 dari E.
tenella, dan protein IMP1 dari E. maxima. Ketiga protein tersebut akan diuji
sebagai protein multivalen yang akan dilakukan dengan mengabungkan Eal433
dengan EtIMP1, Eal433 dengan EmIMP1 atau Eal433, EtIMP1, dan EmIMP1
untuk menginduksi imun secara signifikan untuk melawan ketujuh spesies

Eimeria yang menginfeksi ayam.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah apakah protein rekombinan
Eimeria acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1
(EtIMP1), dan E. maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) dapat
diekspresikan sebagai protein target dalam pembuatan vaksin koksidiosis pada

ayam?

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ekspresi protein rekombinan
Eimeria acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1
(EtIMP1), dan E. maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) sebagai protein

target dalam pembuatan vaksin koksidiosis pada ayam.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian yaitu protein rekombinan dari Eimeria acervulina
1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1) dan E. maxima
immune mapped protein 1 (EmIMP1) mampu diekspresi sebagai protein target
dalam pembuatan vaksin koksidiosis pada ayam.



1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini yaitu:

1. Secara teoritis penelitian ini memberikan informasi tentang ekspresi protein
rekombinan Eimeria acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped
protein 1 (EtIMP1), dan E. maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1).

2. Secara aplikatif penelitian ini diharapkan protein rekombinan dari Eimeria
acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1),
dan E. maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) yang berhasil terekspresi

dapat digunakan untuk pengujian secara in vivo ke ayam.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini antara lain:

1. Protein rekombinan yang diproduksi hanya Eimeria acervulina 1433 (Eal433),
E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1), dan E. maxima immune
mapped protein 1 (EmIMP1).

2. Gen Eimeria acervulina 1433 (Eal433) merupakan gen sintesis yang dipesan
melalui GeneScript. Sedangkan gen E. tenella immune mapped protein 1
(EtIMP1) didapatkan dari isolasi RNA E. tenella, sedangkan E. maxima
immune mapped protein 1 (EmIMP1) didapatkan dari isolasi RNA E. maxima.

3. Plasmid yang digunakan adalah pUC57 untuk replikasi gen Ea1433, pGEMT-
Easy untuk replikasi gen EtIMP1 dan EmIMP1, dan pET28a(+) digunakan
sebagai vektor ekspresi.

4. Terdapat dua strain Escherichia coli yang digunakan, yaitu DH50 dan
BL21(DH3). E. coli strain DH5a digunakan untuk propagasi, sedangkan E.
coli strain BL21(DH3) digunakan untuk ekspresi.

5. Parameter dalam penelitian ini adalah ada tidaknya pita DNA berukuran 1180
bp (EtIMP1), 1147 bp (EmIMP1), dan 837 bp (Eal433) serta adanya
kecocokan hasil dari sekuensing. Selain itu ekspresi protein diketahui dari
adanya pita protein yang dihasilkan dari western blot dengan ukuran 45 kDa
(EtIMP1), 45 kDa (EmIMP1), dan 37 kDa (Ea1433).

6. Penelitian ini hanya mengecek terekpresi atau tidaknya gen target yang

digunakan dengan western blot.
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2.1 Koksidiosis
2.1.1 Pengertian

Koksidiosis adalah penyakit enterik yang disebabkan oleh parasit Eimeria
dan merupakan masalah utama dalam industri unggas (Frolich & Wallach, 2016).
Parasit tersebut menyebabkan kerugian besar pada produksi daging dan telur pada
unggas, khususnya ayam. Parasit berkembang biak di usus dan menyebabkan
kerusakan jaringan yang berakibat pada buruknya penyerapan nutrisi, dehidrasi,
kehilangan darah, dan dapat mengalami infeksi sekunder oleh bakteri (ATTRA,
2006; Barbour dkk., 2015; Mohammed & Sunday, 2015). Koksidiosis disebabkan
oleh parasit protozoa dari genus Eimeria. Terdapat tujuh spesies Eimeria yang
diketahui menginfeksi ayam yaitu: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis,
E. necatrix, E. praecox dan E. tenella (Williams, 1999). Penyakit ini telah dikenal
selama bertahun-tahun dan masih dianggap sebagai parasit yang mempengaruhi
produksi unggas di seluruh dunia dan menyebabkan kerugian ekonomi (Beraa
dkk., 2010; Blake & Tomley, 2014; Haile, 2018).

RN %
Gambar 2.1.1 Ookista dari Eimeria dengan perbesaran 400 X (koleksi pribadi)

Empat spesies dari Eimeria yaitu: E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, dan
E. tenella dilaporkan sebagai spesies yang sangat patogen. Spesies yang
dilaporkan sebagai patogen ringan adalah E. acervulina, E. mitis, dan E. mivati,
sedangkan E. praecox dan E. hagani dianggap tidak terlalu patogen (Nematollahi



dkk., 2009; Jadhav dkk., 2011). Ketujuh spesies tersebut memiliki tempat
berkembang yang khusus sehingga menyulitkan untuk diagnosis dan pengobatan
(Nolan dkk., 2015). E. acervulina berkembang di duodenum, E. necatrix
berkembang di usus kecil, E. maxima dan E. mitis berkembang di bagian tengah
usus kecil, E. tenella berkembang di sekum, dan E. brunetti berkembang di sekum
dan rektum (Deplazes dkk., 2006; Raman dkk., 2011; Tan dkk., 2017). Spesies-
spesies Eimeria yang berkembang di bagian yang sama menyebabkan kesulitan
terhadap diagnosis karena bentuk ookista yang hampir sama (Gambar 2.1.1), hal
tersebut berdampak pada pengobatan yang memerlukan informasi yang tepat dari
diagnosis (Cosentino dkk., 2010; Nolan dkk., 2015; Tan dkk., 2017).

Bentuk ookista Eimeria yang terlihat hampir mirip dan memiliki daerah
yang mengandung sitoplasma dimana sporokista berada. Sitoplasma menyusun
sebagian besar dari ookista. Sitoplasma merupakan cairan yang mengandung air
didalamnya (Phelps, 2013). Air merupakan penyusun sebagian besar tubuh
mahluk hidup di dunia. Allah SWT telah menjelaskan di dalam Alquran surah An-
Nur ayat 45 yang berbunyi:

55 7 &2
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Artinya: “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka
sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan
sebagian berjalan dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain)
berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-

Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu.” (QS. An-
Nur: 45)

Allah SWT yang maha sempurna dan yang maha agung menyebutkan
tentang kekuasaannya dan pengaruhnya dalam menciptakan mahluk hidup dari air
(Ibnu Katsir, 2004) dan telah menciptakan semua jenis hewan yang berjalan di
bumi. Sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya seperti ular, ikan
paus, cacing, dan lain sebagainya (Al-Mukhtashar, 2013). Allah SWT

menciptakan apa yang Dia kehendaki yang telah disebutkan itu ataupun yang
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belum disebutkan, sesungguhnya Allah SWT Maha Kuasa atas segala sesuatu dan
tiada sesuatupun yang membuat-Nya lemah (Al-Muyassar, 2016). Allah SWT
menciptakan mahluk hidup di dunia dalam berbagai bentuk, ukuran, dan fungsi.
Mahluk-mahluk tersebut tersusun sekitar 47-67% air (Campbell dkk., 2017).
Demikian juga dengan ciptaan Allah SWT dari golongan protozoa diantaranya
adalah Eimeria yang menginfeksi ayam. Protozoa tersebut juga tersusun sebagian
besar tubuhnya dari air dan beberapa tahap hidupnya bergerak meluncur dengan
bantuan filamen aktin (Hickman dkk., 2008).

Penanganan koksidiosis pada unggas saat ini dikendalikan dengan
kemoprofilaksis, vaksin yang tidak dilemahkan dan vaksin yang dilemahkan.
Kemoprofilaksis merupakan obat yang digunakan untuk mencegah perkembangan
penyakit (McBride, 2010), akan tetapi penggunaan obat profilaksis tersebut tidak
mampu untuk melawan koksidia yang mengalami resistensi. Selain itu obat
tersebut meninggalkan beberapa residu kimia pada unggas, sehingga akan
membahayakan konsumen (Young & Craig, 2001; Allen & Fetterer, 2002; Kundu
dkk., 2017). Vaksin yang tidak dilemahkan penggunaannya sangat terbatas karena
risiko yang disebabkan oleh parasit yang masih hidup, sedangkan vaksin yang
telah dilemahkan memiliki beberapa kelemahan utama, yaitu biaya produksi yang
tinggi dan pemberian dosis yang harus tepat untuk merangsang respon imun yang
mencukupi (Peek & Landman, 2011). Akibatnya, dua dekade terakhir para ilmuan
telah melakukan penelitian untuk mengendalikan penyakit koksidiosis yaitu
dengan pengembangan vaksin baru. Pengembangan tersebut berdasarkan analisis
dari genomik dan proteomik dari beberapa spesies Eimeria, dan juga karakterisasi
molekul efektor inang yang berdampak pada resistensi terhadap obat (Min dkk.,
2004; Yin dkk., 2015; Kundu dkk., 2017).

2.1.2 Siklus hidup Eimeria

Eimeria adalah parasit intraseluler obligat yang menjalankan siklus
hidupnya di sel epitel mukosa usus, sekum atau rektum yang menyebabkan
kerusakan serius pada integritasnya (Min dkk., 2004). Siklus hidup Eimeria terdiri
dari tahap intraseluler, ekstraseluler, aseksual, dan seksual yang menyebabkan

reaksi imun yang kompleks pada imunitas spesifik maupun non-spesifik yang
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mencakup mekanisme imun seluler dan humoral (Lillehoj, 1998; Lillehoj &
Lillehoj, 2000; Yun dkk., 2000; Chapman & Jeffers, 2014; Liu dkk., 2018). Ayam
yang terinfeksi Eimeria menghasilkan antibodi khusus parasit di dalam sirkulasi
maupun pada sekresi mukosa. Tetapi kekebalan humoral hanya memainkan peran

kecil dalam perlindungan terhadap penyakit ini (Min dkk., 2004).
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Gambar 2.1.2 Siklus hidup koksidia pada burung (ATTRA, 2006)

Siklus hidup Eimeria pada Gambar 2.1.2 dimulai pada saat ookista
dikeluarkan bersamaan dengan feses ayam dalam bentuk tidak tersporulasi.
Ookista akan mengalami sporulasi ketika keadaan disekitarnya lembab, hangat,
dan terdapat oksigen. Ookista yang telah tersporulasi akan masuk bersamaan
dengan makanan unggas, kemudian akan masuk pada sistem pencernaan dari
ayam. Lingkungan di dalam sistem pencernaan ayam menstimulasi eksitasi dari
ookista pada empedal ayam, sehingga melepaskan empat sporokist dan setiap
sporokist mengeluarkan dua sporozoit invasif yang akan menginfeksi usus, sekum
atau rektum. Sporozoit mengalami tahapan sporogoni, skizogoni, dan merogoni
yang akan menghasilkan pelepasan sekitar 1000 merozoit dari satu sporozoit,
terkadang tahap ini terulang 2-4 kali sebelum merozoit berdiferensiasi menjadi
tahap seksual, makrogamet dan mikrogamet. Mikrogamet (jantan) membuahi
makrogamet (betina) dengan cara singami untuk menghasilkan ookista yang
terbungkus oleh dinding tebal yang tahan terhadap kondisi lingkungan yang tidak
mendukung dan selanjutnya diekskresikan bersamaan dengan feses ayam. Begitu

berada di luar inang, ookista berspora dan dapat tetap hidup untuk jangka waktu
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yang lama sebelum dimakan oleh ayam dan memulai siklus hidup lagi (Min dkk.,
2004; ATTRA, 2006; Lai dkk., 2009; Shi dkk., 2016).

Infeksi yang disebabkan oleh Eimeria pada ayam memiliki risiko yang
besar. Pada saat ookista yang telah sporulasi masuk ke dalam sel usus, sekum atau
rektum ayam, koksidia berubah menjadi tahap seksual baru dan bereproduksi dan
pada akhirnya melisiskan sel usus, sekum atau rektum. Satu ookista dapat
menyebabkan infeksi dan kerusakan ribuan sel usus (Barbour dkk., 2015).
Semakin banyak sel-sel yang terinfeksi dan kemudian rusak akan memberikan
risiko besar bagi ayam. Secara klinis akan terjadi pendarahan pada usus dan
sekum yang berdampak pada mobilitas, morbiditas, pertumbuhan, dan penyerapan
makanan (Mohammed & Sunday, 2015). Akibatnya konsumsi makanan akan
menurun, diare darah, dan pertumbuhan yang terhambat, sehingga pada akhirnya
akan menyebabkan infeksi sekunder oleh mikroorganisme lain atau kematian
setelah infeksi oleh Eimeria (Lillehoj & Lillehoj, 2000; Gilberts dkk., 2011; Blake
dkk., 2017; Liu dkk., 2018).

2.2 Vaksin

Vaksin merupakan suatu substansi yang berasal dari mikroorganisme
patogen yang mampu menimbulkan respon dari imun tubuh. Vaksin berperan
dalam mencegah dan melawan suatu penyakit (Radji, 2009; Lauer dkk., 2017).
Pada hewan, vaksin sangat diperlukan untuk kesehatan, kesejahteraan, dan
kesehatan masyarakat yang mengkonsumsinya. Penggunaan vaksin merupakan
cara yang tepat untuk mencegah penyakit pada hewan, meningkatkan efisiensi
produksi makanan, dan mengurangi atau mencegah penularan infeksi zoonosis
dari hewan ke hewan atau dari hewan ke manusia (Roth, 2011).

Vaksin hewan yang aman dan efektif sangat penting bagi masyarakat saat
ini. Hal tersebut berkaitan dengan kebutuhan dari masyarakat akan protein hewani.
Ketika hewan terkena suatu penyakit, maka tidak mungkin kebutuhan akan
protein hewani dapat terpenuhi. Oleh karena itu, kebutuhan akan vaksin untuk
mencegah epizootik pada hewan penghasil makanan, misalnya vaksin koksidiosis
pada ayam sangat diperlukan (Roth, 2011; Shirley & Lillehoj, 2012). Banyak

jenis vaksin koksidiosis sedang diformulasikan, namun terdapat dua jenis vaksin

14



yang biasa digunakan yaitu: vaksin hidup yang tidak dilemahkan dan vaksin hidup
yang dilemahkan. Vaksinasi dengan vaksin yang tidak dilemahkan
memperkenalkan sejumlah ookista terkontrol sebanyak satu atau lebih spesies
Eimeria tipe liar untuk menginduksi kekebalan protektif. Sedangkan vaksin hidup
yang dilemahkan melalui proses seleksi dari beberapa strain menggunakan telur
ayam atau ayam dewasa dan memiliki patogenisitas yang berkurang selama proses
induksi imunitas (Williams, 2002).

Vaksin yang tidak dilemahkan penggunaannya sangat terbatas karena
risiko yang disebabkan oleh parasit yang masih hidup, sedangkan vaksin yang
dilemahkan biaya produksi sangat tinggi akibat fekunditas yang lebih rendah dari
parasit dewasa, selain itu vaksin ini tidak secara konsisten memberikan kombinasi
imunogenisitas dan virulensi yang memuaskan (Innes & Vermeulen, 2006;
McDonald & Shirley, 2009; Peek & Landman, 2011; Barbour dkk., 2015). VVaksin
hidup yang tidak dilemahkan dan vaksin hidup yang dilemahkan mungkin tidak
mengandung jumlah spesies tertentu yang memadai; dengan demikian, produksi
imunitas pelindung sangat tergantung pada infeksi ulang dari ookista yang
dihasilkan dari dosis inokulasi (Dalloul & Lillehoj, 2005; Barbour dkk., 2015).
Akibat dari vaksin hidup yang memiliki beberapa kelemahan, maka vaksin jenis
baru yang memiliki biaya murah, masa penyimpanan jangka panjang, dan mampu
untuk menginduksi respon imun yang kuat untuk melawan koksidiosis ini
diperlukan (Barbour dkk., 2015).

Vaksin rekombinan adalah vaksin yang diproduksi melalui teknologi DNA
rekombinan yang melibatkan penyisipan DNA yang mengode antigen (seperti
protein permukaan bakteri) yang merangsang respon imun dalam sel bakteri atau
mamalia, mengekspresikan antigen dalam sel-sel ini dan kemudian
memurnikannya dari sel (Reglinski dkk., 2018). Vaksin ini sangat bergantung
pada kapasitas satu atau beberapa antigen yang digunakan untuk menginduksi
kekebalan terhadap patogen, ketika diberikan dengan adjuvant atau ketika
diekspresikan oleh plasmid atau vektor bakteri/virus yang tidak berbahaya. Vaksin
protein rekombinan memungkinkan terhindar dari beberapa potensi yang
ditimbulkan oleh vaksin berdasarkan kemurnian makromolekulnya (Nascimento
& Leite, 2012; Reglinski dkk., 2018).
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Vaksin rekombinan terdiri dari dua jenis yaitu vaksin monovalen dan
multivalen. Vaksin monovalen merupakan vaksin rekombinan yang mengandung
satu antigen tunggal, sedangkan vaksin polivalen mengandung dua atau lebih dari
antigen (World Health Organization). Saat ini vaksin multivalen diminati
dibandingkan vaksin monovalen. Hal tersebut dikarenakan kemampuannya dalam
melindungi dari dua atau beberapa infeksi akibat mikroorganisme patogen
(Lillehoj dkk., 2005; Blake dkk., 2017; Liu dkk., 2018).

2.3 Antigen pada Eimeria
2.3.1 Immune mapped protein 1 (IMP1)

Immune mapped protein 1 (IMP1) merupakan antigen yang berasal dari
permukaan sporozoit dari Eimeria (Jenkins dkk., 2015). IMP1 pertama Kkali
ditemukan pada Eimeria maxima dan telah terbukti imunogenik dan memberikan
perlindungan terhadap E. maxima pada ayam. IMP1 pada E. maxima mampu
meningkatkan sistem imun ayam sebanyak 50% terhadap infeksi oleh strain W
dari E. maxima berdasarkan pengurangan ookista pada feses dibandingkan dengan
kontrol yang tidak diimunisasi (Blake dkk., 2011).

Setelah ditemukannya gen IMP1 pada E. maxima yang imunogenik, IMP1
juga ditemukan pada E. tenella (Blake dkk., 2011). IMP1 pada E. tenella yang
divaksinasi ke ayam mampu mengurangi 67% jumlah genom parasit pada sekum
yang ditentukan menggunakan qPCR dibandingkan dengan ayam yang tidak
diimunisasi, dan mampu mengurangi 79% dibandingkan dengan ayam yang
diimunisasi dengan thioredoxin (Yin dkk., 2015). Sebelumnya, Yin dkk. (2013)
telah melaporkan penurunan sebesar 60-66% ookista setelah imunisasi dengan E.

tenella IMP1 atau turunan terminal-C dari E. tenella IMP1.

2.3.2 Protein 1433

Protein 1433 merupakan kelompok molekul yang ada di semua eukariota
(Moore & Oerez, 1967; Yaffe dkk. 1997; Shi dkk., 2006), diwakili oleh berbagai
isotipe yang mendistribusikan dalam berbagai sel. Kelompok protein tersebut
sangat stabil di seluruh spesies eukariotik (Yaffe dkk. 1997; Shi dkk., 2006).

Protein 1433 telah didokumentasi terlibat dalam banyak proses imun patologis-
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fisiologis dan seluler dengan memicu atau mengganggu aktivitas protein spesifik
(Cau dkk., 2017). Pada apikompleksan protein 1433 memainkan peran penting
pada proses invasi parasit, molekular, dan biologikal dengan respon imun
(Assossou dkk., 2004; Inoue dkk., 2005; Lalle dkk., 2011; Meng dkk., 2012; Zhao
dkk., 2014).

Protein 1433 merupakan protein imunogenik yang mampu menstimulasi
aktivitas imun inang pada beberapa parasit ampikompleksan. Meng dkk. (2012)
telah melaporkan bahwa antigen 1433 dari Toxoplasma gondii menginduksi
respon imun yang efektif pada tikus BALB/c dan dapat digunakan sebagai
kandidat vaksin DNA baru terhadap toksoplasmosis. Protein ini juga ditemukan
dan diuji untuk melawan E. tenella. Pada E. tenella antigen 1433 telah terbukti
berinteraksi dengan aktivitas telomerase dan terlibat pada proses perkembangan
dari koksidia (Wang dkk., 2017; Liu dkk., 2018).

Selain ditemukan pada dan E. tenella, antigen 1433 ditemukan juga pada E.
acervulina dan telah diuji pada ayam petelur keturunan-Hy. Antigen Eal433
diidentifikasi sebagai salah satu antigen imunodominan umum dari E. tenella, E.
acervulina dan E. maxima. Imunogenisitas dan perlindungan dari Eal433
terhadap E. tenella, E. acervulina dan E. maxima diselidiki mampu memicu
respon imun seluler yang memainkan peran dominan dalam imunitas terhadap
koksidiosis (Chapman & Jeffers, 2014; Liu dkk., 2018). Beberapa sitokin telah
terbukti terlibat dalam respon imun terhadap infeksi Eimeria (Diloul & Lillehoj,
2006; Chapman & Jeffers, 2014), yaitu IFN-y, IL-2, IL-4, TNFSF15, IL17D and
TGF-B, terbukti diproduksi secara signifikan setelah divaksinasi dengan pVAX-
Eal4-3-3. Selanjutnya, proporsi Limfosit T CD4'/CD3" dan CD8'/CD3"
meningkat secara signifikan. Peningkatan tersebut sesuai dengan peningkatan dari
IFN-y dan IL-2 (Liu dkk., 2018).

2.4 Sistem Ekspresi pada Plasmid pET

Vektor pET awalnya dibangun oleh Studier dan rekannya (Studier dan
Moffatt, 1986; Rosenberg dkk., 1987; Studier dkk., 1990; Sathiamoorthy & Shin,
2012). Sistem pET adalah sistem yang paling kuat yang telah dikembangkan

untuk kloning dan ekspresi protein rekombinan dalam Escherichia coli. Gen
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target dikloning dalam plasmid pET di bawah kendali yang kuat dari bakteriofag
T7 transkripsi dan translasi. Ekspresi diinduksi dengan menyediakan sumber T7
RNA polimerase dalam sel inang. T7 RNA polimerase sangat selektif dan aktif
sehingga hampir semua sumber daya sel dikonversi menjadi target gen ekspresi.
Produk yang diinginkan dapat terdiri lebih dari 50% dari total protein sel beberapa
jam setelah induksi. Manfaat penting lain dari sistem ini adalah kemampuannya
untuk mempertahankan gen target secara transkripsi diam dalam keadaan tidak
terinduksi (Novagen, 1999; Glen dkk., 2014).

Vektor pET memiliki beragam jenis berdasarkan antibiotik, promotor,
protease, His tag, situs protease dan lain-lain. Salah satu contoh dari pET adalah
pET28, yang merupakan vektor ekspresi pada bakteri dengan promotor T7lac, N-
terminal His tag, C-terminal His tag, situs protease pada trombin, dan memiliki
antibiotik kanamisin. pET28 memiliki tiga jenis yaitu pET-28a(+), pET-28b(+),
dan pET-28c(+). Peta untuk pET-28b(+) dan pET-28c(+) sama dengan pET-28a(+)
(Gambar 2.4.1) dengan pengecualian berikut: pET-28b(+) adalah plasmid 5368 bp
dan berkurang 1 bp dari setiap situs di luar BamHI pada 198 bp. pET-28c(+)
adalah plasmid 5367 bp dan berkurang 2 bp dari setiap situs di luar BamHI di 198
bp (Novagen, 1999; Glen dkk., 2014; Wurm dkk., 2016).
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Gambar 2.4.1. Peta plasmid pET28a(+) (Novagen, 1999)

Gen target awalnya dikloning menggunakan inang yang tidak mengandung

gen T7 RNA polimerase, sehingga menghilangkan ketidakstabilan plasmid karena
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produksi protein yang berpotensi toksik pada sel inang (Glen dkk., 2014).Bakteri
inang yang cocok untuk kloning termasuk strain E. coli K12, NovaBlue, JM109,
dan DH5a. Strain-strain tersebut adalah inang yang baik untuk kloning awal DNA
target ke dalam vektor pET dan untuk mempertahankan plasmid karena mereka
adalah recA— endA- dan memberikan efisiensi transformasi yang tinggi dan hasil
plasmid yang baik (Teodosio dkk., 2012). Setelah terbentuk dalam inang tanpa
ekspresi, plasmid kemudian ditransfer ke inang ekspresi yang berisi salinan
kromosom dari gen T7 RNA polimerase di bawah kontrol lacUV5. Sel inang
tersebut adalah strain E. coli yang mengandung salinan kromosom gen T7 RNA
polimerase. Inang ini adalah lysogen bakteriofag DE3, turunan lambda yang
memiliki daerah kekebalan fag 21 dan membawa fragmen DNA vyang
mengandung gen lacl, promotor lacUV5, dan gen untuk T7 RNA polimerase
(Studier & Moffatt, 1986; Glen dkk., 2014). Satu-satunya promotor yang
diketahui mentranskripsi gen T7 RNA polimerase adalah promotor lacUV5, yang
diinduksi oleh isopropil-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sathiamoorthy &
Shin, 2012; Li dkk., 2017).
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Gambar 2.4.2. Ekspresi pada pET yang diinduksi IPTG (Mierendorf dkk., 1994)

Operon lac dalam genom E. coli (lac O ditemukan pada DE3 dan pET)
memiliki situs pengikatan untuk RNA polimerase E. coli. Namun, operon lac
bergantung pada laktosa atau IPTG untuk memulai proses transkripsi, jika tidak

ada maka represor lacl akan mengikat ke situs itu sebagai gantinya dan mencegah
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RNA polimerase bekerja. Ketika IPTG hadir, perubahan konformasi terjadi,
menyebabkan represor lac terikat dengan IPTG dan RNA polimerase E. coli mulai
mentranskripsi gen T7 untuk T7 RNA polimerase. Operon lac yang ditemukan
pada vektor pET di mana transkripsi pada promotor itu hanya akan terjadi jika T7
RNA polimerase tersedia. IPTG akan menyebabkan perubahan konformasi dan
represor lacl berdisosiasi sehingga transkripsi terjadi. T7 RNA polimerase akan
mengikat ke situs pengikatan dan ekspresi gen target akhirnya terjadi. Proses
regulasi dan ekspresi dapat dilihat pada gambar 2.4.2 (Glen dkk., 2014; Wurm
dkk., 2016).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ekpresi protein rekombinan Eal433, EtIMP1, dan IMP1 sebagai
protein target dalam pembuatan vaksin koksidiosis pada ayam merupakan
penelitian deskriptif. Protein target yang akan diekspresikan antara lain: Eimeria
acervulina 1433 (Eal433), E. tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1), dan E.
maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) yang hasil ekspresinya akan dilihat
dari hasil western blot.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai Juli 2019. Tempat
penelitian berlokasi di Laboratorium Animal Cell Culture, Biotechnology
International Graduate Program, School of Biresources and Technology, King
Mongkut's University of Technology Thonburi, 49 Soi Thian Thale 25, Bang Khun
Thian Chai Thale Road, Tha Kham, Bang Khun Thian, Bangkok, Thailand.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: spin down
(Corning Inc., New York, USA), spectrafuge 16 M (Labnet Thailand, Meditop co.
Itd, Bangkok, Thailand), vortex-genie-2 (Scientific Industries, Inc., New York,
USA), haemositometer (Thermo Fisher Scientific, Norcross, Georgia, USA), hot
air oven venticell (BMT USA, Monroe, USA), sorvall™ legend™ X1R centrifuge
(Thermo Fisher Scientific), thermo holten safe 2010 class Ii biological safety
cabinet (Thermo Fisher Scientific), intellowave microwave (LG Thailand,
Bangkok, Thailand), i.MyRun.N agarose gel electrophoresis (Cosmo Bio co. ltd,
Tokyo, Jepang), SI600C large cooled shaking incubator (Stuart, Staffordshire,
UK), GFL shaking incubator (GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Germany), hirayama hiclave GVE-50 (Marshall Scientific, Hampton,
USA), Memmert waterbath 10 | (Neolab International co. Itd, Bangkok, Thailand),
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Ultra high definition microscope GR3400 (Shodensha, Bangkok, Thailand), pH
meter (Mettler Toledo co. Itd, Bangkok, Thailand), hot plate UC150 (RITM

d™ anodized alumunium block

Industry, Mahnitohorska, Ukraine), fisherbran
(Thermo Fisher Scientific), kulkas, revco DxF -40°C upright ultra-low
temperature freezers (Thermo Fisher Scientific), Eagle 1947 flammable storage
cabinet, manual-latching door, 45 Gallon (Cole-Parmer, Vernon Hills, USA),
mikropipet (0.5-10 pl, 2-20 pl, 20-1000 pl), tip steril (putih, kuning, dan biru),
micro glass beads, tabung erlenmeyer (50 ml, 100 mL), gelas beker (200 ml dan
800 ml), gelas ukur (50 mL dan 100 mL), 55 mm x 15 mm laboratory plastic
petri dish (DhGate, Bangkok, Thailand), neraca analitik (Mettler Toledo co. Itd),
spatula, tabung ependorf (1.5 ml dan 2 ml), tabung konikel (15 mL dan 50 mL),
T100™ thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA), SpecMate
UV-Vis spectrophotometer (Chemglass Life Sciences, Vineland, USA), nanodrop
ND 1000 (Thermo Fisher Scientific), acrilamide gel electrophoresis (Thermo
Fisher Scientific), platinum Q9-gel documentation system (Clever Scientific Itd,
Warwickshire, UK), kontainer plastik, plastik, trans-blot SD semi-dry transfer

cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: coccivac™-D
(Schering-plough animal health), trizol™ reagent (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific), kloroform, etanol 99%, tris (Bio-Rad Laboratories, Inc.), sodium
dodecyl sulfate (SDS, Bio-Rad Laboratories, Inc.), metanol absolut (Reagent
chemicals, Chesire, UK), magnesium klorida (MgCl,, Thermo Fisher Scientific),
natrium asetat (CH;COONa, Bio-Rad Laboratories, Inc.), modified sheater
solution (MSS), 10 X phosphate buffered saline (PBS, pH 7.3), hyclone molecular
water, DNase | (Sigma-Aldrich, Singapore), RevertAid first strand cDNA sythesis
(Thermo Fisher Scientific), Phusion high-fidelity DNA polymerase (Thermo
Fisher Scientific), Taqg DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), Primer F-
EtIMP1-Ecorl (Integrated DNA Technologies, Singapore), R-EtIMP1-Xhol
(Integrated DNA  Technologies), F-EmIMP1-Ecorl (Integrated DNA
Technologies), deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs, Thermo Fisher
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Scientific), R-EmIMP1-Xhol (Integrated DNA Technologies), F-Ea1433-BamHI
(Integrated DNA Technologies), R-Ea1433-Xhol (Integrated DNA Technologies),
GeneJET gel extraction kit (Thermo Fisher Scientific), GeneJET plasmid
miniprep kit (Thermo Fisher Scientific), T4 DNA Ligase (Thermo Fisher
Scientific), pGEM-T Easy vector system (Novagen, USA), pET28a(+) vector
system (Novagen, USA), pUC57-Eal433 gene sythesis (GeneScript, Piscataway,
USA), luria bertani broth, Miller (LB broth, HiMedia Laboratories, Mumbai,
India), skim milk growth powder (SM, HiMedia Laboratories), super optimal
broth with catabolite repression (SOC, Thermo Fisher Scientific), CutSmart®
buffer (New England BiolLabs inc., Massachusetts, USA), BamHI-HF (New
England BioLabs inc.), Xhol (New England BioLabs inc.), agar-agar powder,
ampisilin, kanamisin, isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG, Thermo Fisher
Scientific), X-Gal, 1 Kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific), 100 bp
DNA ladder (New England Biolabs inc.), Escherichia coli strain DH5a,
Escherichia coli strain BL21(DE3), 2-Merkaptoetanol (Bio-Rad Laboratories,
Inc), 6X loading dye (New England BioLabs inc.), 10X Tris-borate-EDTA buffer
(TBE buffer, Thermo Fisher Scientific), 10X Tris-Glisin SDS running buffer,

towbin buffer, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galacto-pyranoside (X-Gal,

Thermo Fisher Scientific), Dimethyl sulfoxide (DMSO, Thermo Fisher Scientific),
ammonium persulfate (APS, Bio-Rad Laboratories, Inc.),
tetramethylethylenediamine (TEMED, Bio-Rad Laboratories, Inc.), bis-acrilamide
solutions (Bio-Rad Laboratories, Inc.), tween 20 (Bio-Rad Laboratories, Inc.),
nitroselulosa 0.45 um (Bio-Rad Laboratories, Inc), mouse anti-his 6X taq
(Thermo Fisher Scientific), goat anti-mouse IgG (H+L) HRP (Jackson Immuno
Research Laboratories, Inc., Pennsylvania, USA), PageRuler™ unstained broad
range protein ladder (Thermo Fisher Scientific), precision plus protein™ dual
color standards (Thermo Fisher Scientific), 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine untuk
membran (TMB, Bio-Rad Laboratories, Inc.).

3.4 Prosedur Penelitian
Penelitian ini secara garis besar terdiri atas empat tahapan utama yaitu:

sintesis gen target, penyisipan dan transformasi ke sel E. coli, ekstraksi DNA
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target, dan ekspresi protein rekombinan atau dapat dilihat pada Gambar 3.4.
Penjelasan dari tahapan-tahapan pada penelitian ini dapat dilihat di bawah ini.

l Sintesis Gen Target

v

Transformasi ke sel E. coli

w

.. Ekstraksi DNA Tarcet

v

Ekspresi Protein Rekombinan

Gambar 3.4. Flowchart prosedur penelitian

3.4.1 Gen yang Disintesis Sendiri
3.4.1.1 Isolasi ookista Eimeria dari feses ayam

Isolasi ookista pada Eimeria bertujuan untuk memisahkan ookista dari
feses ayam, sehingga akan diperoleh ookista bersih. Ookista Eimeria dibeli dari
Schering-plough animal health yang bernama coccivac*-D yang masih bercampur
dengan feses ayam. Ookista diisolasi dengan metode floatation dari Lassen &
Lepik (2014) untuk mendapatkan ookista yang bersih dari feses. Coccivac*-D
diambil sebanyak 4,5 mL dan dicampur dengan 40,5 mL modified sheater
solution (MSS) atau dengan perbandingan 1:10 dalam tabung konikal. Campuran
dari coccivac*-D dan MSS dialikuot sebanyak 7,5 mL dalam 6 tabung konikal
dan ditetesi secara perlahan dengan hyclone molecular water sebanyak 5 mL di
setiap tabung konikal.

Campuran didiamkan selama 30 menit di es, lalu disentrifugasi pada
5000 rpm suhu 4°C selama 10 menit. Campuran pada lapisan paling atas dipindah
sebanyak 1000 pL ke tabung steril 1,5 mL dan disentrifugasi pada 14.000 rpm
selama 20 menit. Supernatan dibuang dan ditambahkan 1000 pL hyclone
molecular water untuk melarutkan pelet (floatation no. 1). Selanjutnya, diulangi

langkah-langkah pada floatation no. 1 dengan menambahkan MSS dan dilapisi
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dengan hyclone molecular water. Campuran didiamkan selama 30 menit di es,
lalu disentrifugasi pada 5000 rpm suhu 4 °C selama 10 menit. Lapisan paling atas
dipindah sebanyak 1000 pL ke tabung steril 1,5 mL dan disentrifugasi kembali
pada 14.000 rpm selama 20 menit. Supernatan dibuang dan ditambahkan 1000 puL
hyclone molecular water untuk melarutkan pelet (floatation no. 2).

Hasil floatation no. 2 diamati di bawah mikroskop, jika masih ada
kotoran, diulangi langkah-langkah floatation sampai mendapatkan hasil yang
bersih dari feses. Setelah mendapatkan hasil yang bersih, pelet dilarutkan ke
dalam 1000 puL. PBS. Ookista dihitung dengan menggunakan hemositometer
dengan cara dihitiung ookista yang terletak pada 16 kotak dibagian pojok. Ookista
yang terletak pada garis kotak bagian atas dan kanan paling luar tetap dihitung,
sedangkan ookista yang terletak pada garis kotak bagian bawah dan kiri paling
luar tidak dihitung. Perhitungan ookista berhenti sampai 4 tempat dari 16 kotak
dibagian pojok terhitung semua (Gambar 3.4.1.1). Jumlah ookista dihitung rata-
ratanya dengan cara tempat | + tempat 1l + tempat 1ll + tempat 1\VV/4, kemudian
rata-rata ookista x faktor pengenceran x 10* untuk mengetahui jumlah ookista

yang didapatkan dari hasil isolasi.

—
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Gambar 3.4.1.1. Kotak perhitungan di haemositometer (Hickman dkk., 2008)

3.4.1.2 Ekstraksi RNA
Ekstraksi RNA bertujuan untuk memecah ookista dan mengeluarkan
sporozoit, sehingga RNA dapat diekstraksi dari sporozoit. Hasil dari proses
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ekstraksi adalah RNA murni tanpa ada kontaminan. Proses ekstraksi
menggunakan trizol™
tersebut (MANO0001271) dan dimodifikasi pada tahap presipitasi RNA. Ookista

sebanyak 1,5 x 10° sel/ml digunakan untuk ekstraksi RNA. Ookista disentrifugasi

reagent (Invitrogen), prosedur ekstraksi mengikuti reagen

pada 14.000 rpm selama 10 menit untuk memperoleh pelet. Supernatan dibuang
dan ditambahkan 250 pL PBS dan 750 uL trizol™, kemudian dicampur dengan
mikropipet secara perlahan. Campuran dialikuot menjadi 500 pL ke tabung 1,5
mL.

Glass beads ditambahkan sampai mencapai volume 250 uL dan divorteks
selama 20 detik, lalu dimasukkan ke dalam es. Vorteks diulangi sebanyak 20-30
kali sampai ookista pecah. Ookista diperiksa di bawah mikroskop untuk melihat
lisisnya ookista dan mengeluarkan sporozoit. Jika 90% ookista telah pecah,
dipindahkan larutan ke dalam tabung baru yang sama sehingga volume larutan
menjadi 1000 pL. Larutan diinkubasi selama 5 menit, kemudian ditambahkan 200
uL kloroform per 1000 pL trizol™ yang digunakan untuk lisis. Larutan divorteks
atau dibolak-balik sampai tercampur dan terlihat tiga lapisan, kemudian
diinkubasi selama 3 menit dan disentrifugasi sampel pada 12.000 x g suhu 4 °C
selama 15 menit. Campuran akan terpisah menjadi fenol-kloroform berwarna
merah di bagian paling bawah, interfase, dan fase berair yang tidak berwarna di
bagian paling atas.

Fase berair yang mengandung RNA ditransfer ke tabung baru dengan
memiringkan tabung 45 derajat dan dikeluarkan larutan perlahan. Natrium asetat 3
M (pH 5.5) ditambahkan 1/10 dari volume bahan, kemudian ditambahkan 2.5 dari
volume sample etanol 100%. Sample diinkubasi pada suhu -20 °C selama 30
menit dan disentrifugasi pada 12.000 rpm suhu 4 °C selama 10 menit. Supernatan
dikeluarkan dengan perlahan. Etanol 70% ditambahkan 200 pL ke dalam pelet,
lalu divorteks. Sample disentrifugasi pada 12.000 rpm suhu 4 °C selama 5 menit.
Supernatan dikeluarkan dengan perlahan dan dibiarkan pelet mengering di suhu
ruang selama 5 menit. Pelet diresuspensi dengan 30 pL hyclone molecular water
dan diukur absorbansinya menggunakan nanodrop ND 1000 (prosedur
penggunaan mengikuti prosedur yang telah disediakan oleh alat). RNA disimpan

pada -20 °C atau -80 °C untuk penyimpanan jangka panjang.
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3.4.1.3 Sintesis cDNA

Proses sintesis cDNA dilakukan untuk mengubah RNA menjadi
complementary DNA (cDNA) karena RNA tidak dapat digunakan untuk proses
selanjutnya, yaitu PCR. Hasil dari sintesis akan diperoleh cDNA. RNA hasil
esktraksi diberi perlakuan dengan DNase | (Sigma-Aldrich) untuk menghilangkan
DNA, kemudian RNA diubah menjadi cDNA dengan RevertAid first strand
cDNA sythesis (Thermo Fisher Scientific). Prosedur untuk menghilangkan DNA
mengikuti protokol dari DNase | (AMPD1) dan protokol pengubahan RNA
menjadi cDNA mengikuti protokol RevertAid first strand cDNA sythesis
(MANO0012757).

RNA sebanyak 8 pL, 1 uL 10X reaction buffer, dan 1 pL DNase I (tingkat
amplifikasi, 1 unit/uL) ditambahkan ke tabung PCR bebas RNase. Sample
dicampur dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang, kemudian
ditambahkan 1 pL stop solution. Sample dipanaskan pada suhu 70 °C selama 10
menit, lalu didinginkan di es selama beberapa detik. Random hexamer primer
sebanyak 1 pL ditambahkan, dicampur dengan perlahan, dan diinkubasi pada suhu
65 °C selama 5 menit. Sample didinginkan di es selama beberapa detik. 5X
reaction buffer sebanyak 4 uL, 1 uL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 uL
dNTPs 10 mM, dan 1 pL RevertAid M-MulV RT (200 U/uL) ditambahkan ke
dalam tabung PCR. Sample diinkubasi pada 25 °C selama 5 menit dan diikuti
dengan suhu 42 °C selama 60 menit. Reaksi dihentikan dengan dipanaskan pada

suhu 70 °C selama 5 menit.

3.4.1.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) bertujuan untuk mengamplifikasi gen
target sehingga akan diperoleh gen target (amplikon) dalam jumlah yang banyak.
Hasil amplikon berupa pita DNA dengan ukuran 1180 bp untuk EtIMP1 dan 1147
bp EmIMP1 pada gel agarose. Amplifikasi dari DNA dilakukan dengan
menggunakan phusion high-fidelity DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific)
untuk menghasilkan amplikon yang spesifik. Prosedur mengikuti Phusion high-
fidelity DNA polymerase (MAN0012393). 5X phusion HF buffer sebanyak 10 pL,
1 uL dNTPs 10 mM, 2,5 uL forward primer 10 uM, 2,5 uL reverse primer 10 uM,
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cDNA (50-250 ng), 0,5 pL phusion DNA polimerase (2 U/uL), dan hyclone
molecular water hingga 50 pL dimasukkan ke dalam tabung PCR (primer yang
digunakan ada pada tabel 3.5.1.4).

Siklus diatur sebagai berikut: denaturasi awal pada 98 °C selama 30 detik,
denaturasi pada 98 °C selama 10 detik, annealing pada 50-60 °C selama 30 detik,
dan ekstensi pada 72 °C selama 30 detik/kb (siklus denaturasi, annealing, dan
ekstensi sebanyak 30 kali), dan ekstensi akhir pada 72 °C selama 10 menit. Hasil
PCR kemudian dielektroforesis pada gel agarose 1% dan divisualisasikan
menggunakan platinum Q9-gel documentation system. Optimasi dilakukan pada
tahap ini, Optimasi | dilakukan pada annealing 50 °C, kemudian dilakukan PCR
kembali dikarenakan pita DNA yang smear. Optimasi Il ditambah 1.5 uL DMSO
100% ke dalam sample dengan annealing 55 °C. Optimasi Il dilakukan pada
annealing 55 °C. Optimasi 1V suhu annealing dibuat bervariasi yaitu 50 °C dan
60 °C untuk dua sample. Optimasi V dilakukan dengan konsentrasi cDNA 112.5
ng dan cDNA 187.5 ng. Optimasi VI terdapat empat sample yang digunakan
yaitu cDNA 180 ng, cDNA 300 ng, cDNA 300 ng dan DMSO 3%, dan cDNA 300
ng dan MgCl, 0.8 mM. Optimasi VII dilakukan dengan dua gen (EmIMP1 dan
EtIMP1) dan dua konsentrasi primer yang berbeda (0.5 puM dan 0.3 pM).
Optimasi terakhir dilakukan pada annealing 43 °C.

Tabel 3.5.1.4. Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen IMP1

No. | Species Primer Sequence

1. | Eimeria | F-EtIMP1-Ecorl 5’-CGGAATTCATGGGGGGGGCTTGLC-3°

tenella R-EtIMP1-Xhol 5’-CCGCTCGAGAGTTGCTGCCGC-3’

2. | Eimeria | F-EmIMP1-Ecorl | 5’-CGGAATTCATGGGGGCCGCTT-3’

maxima | R-EmIMP1-Xhol | 5’-CCGCTCGAGATCTTGCGACAC-3’

3.4.1.5 Ekstraksi gel

Prosedur ekstraksi gel bertujuan untuk mengisolasi gen EtIMP1 dari gel
agarose. Hasil dari proses ekstraksi gel adalah gen EtIMP1. Gel agarose yang
mengandung gen target diekstraksi dengan GeneJET gel extraction kit (Thermo
Fisher Scientific) dan mengikuti protokol dari kit tersebut (#K0691, #K0692).

Hasil elektroforesis dari EtIMP1 pada gel agarose 1% dipotong menggunakan
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pisau bedah atau silet yang bersih. Gel dipotong sedekat mungkin dengan DNA
target untuk meminimalkan volume gel. Hasil potongan gel diletakkan ke dalam
tabung 1,5 mL yang telah ditimbang sebelumnya. Hasil potongan ditimbang dan
dicatat berat gel. Binding buffer ditambahkan ke dalam potongan gel dengan
perbandingan 1:1 (volume:berat) (misalnya, ditambahkan 100 pL binding buffer
untuk setiap 100 mg gel agarose).

Campuran gel dinkubasi pada 55 °C selama 10 menit atau sampai
potongan gel benar-benar terlarut. Tabung dibolak-balik setiap beberapa menit
untuk memudahkan proses pencampuran dan dipastikan gel benar-benar larut.
Campuran gel divorteks beberapa detik sebelum dituang pada kolom. Larutan gel
yang terlarut ditransfer hingga 800 puL ke GeneJET purification column, lalu
disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 1 menit. Flow-through dibuang dan
ditempatkan kembali kolom ke tabung koleksi yang sama. wash buffer sebanyak
700 pL ditambahkan ke GeneJET purification column, kemudian disentrifugasi
pada 14.000 rpm selama 1 menit. Flow-through dibuang dan ditempatkan kembali
kolom ke tabung koleksi yang sama. GeneJET purification column yang kosong
disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 1 menit untuk menghilangkan sisa wash
buffer. GeneJET purification column ditransfer ke dalam tabung 1.5 mL yang
steril. Hyclone molecular water ditambahkan sebanyakn 30 pL ke tengah
membran kolom dan disentrifugasi pada 14,000 rpm selama 1 menit. Kolom
dibuang dan diukur konsentrasi DNA dengan menggunakan nanodrop ND 1000,
prosedur penggunaan nanodrop mengikuti prosedur dari alatnya. DNA disimpan
pada -20 °C.

3.4.1.6 Ligasi EtIMP1 ke pGEMT-Easy

Proses ligasi bertujuan untuk menyisipkan gen EtIMP1 ke plasmid
pGEMT-Easy. Hasil ligasi akan diperoleh plasmid pGEMT-Easy-EtIMP1 yang
membawa gen EtIMPL. Proses ligasi dilakukan dengan T4 DNA Ligase (Thermo
Fisher Scientific) dan mengikuti protokol dari enzim ligase tersebut (#EL0014).
Campuran reaksi disiapkan sebagai berikut: 50 ng vektor pGEMT-Easy, gen
EtIMP1 hasil ekstraksi dari gel dengan perbandingan 3:1 (rasio molar atas vektor),
2 uL 10X T4 DNA ligase buffer, 1 Weiss U T4 DNA ligase, dan ditambahkan
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hyclone molecular water hingga volume menjadi 20 pL. Campuran diinkubasi
selama 16-18 jam pada suhu 4 °C untuk membentuk plasmid pGEMT-Easy-
EtIMP1.

3.4.1.7 Transformasi ke E. coli DH5a

Proses transformasi dilakukan untuk memasukkan plasmid pGEMT-Easy-
EtIMP1 ke dalam sel kompeten yaitu E. coli DHS5a. Transformasi akan
menghasilkan E. coli DH50 yang membawa pGEMT-Easy-EtIMP1 dan akan
dipropagasi sehingga menghasilkan banyak plasmid pGEMT-Easy-EtIMP1.
Prosedur transformasi mengikuti prosedur dari Novagen (#TB055). Sel kompeten
E. coli DH5a Dicairkan di es selama 10-20 menit atau sampai sel mencair. Produk
ligasi yaitu pGEMT-Easy-Eal433 ke ditambahkan 10 puL ke sel kompeten. Sel
dan produk ligasi diinkubasi di atas es selama 20 menit.

Sel diberi sengatan panas (heat shock) selama 60 detik pada suhu 42 °C,
kemudian diletakkan di atas es selama 5 menit. Medium luria bertani broth (LB
broth) ditambahkan tanpa antibiotik hingga 1 mL. Sel diinkubasi di pada GFL
shaking incubator suhu 37 °C dengan kecepatan 200 rpm selama 1 jam. Sel
disentrifugasi pada 8000 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan disisakan
200 uL. Pelet diresuspensi dengan cara dipipet ke atas dan ke bawah, kemudian
ditetesi ke media agar LB broth yang berisi IPTG/X-Gal/ampisilin dan disebar
dengan spreader glass hingga merata. Medium yang berisi sel diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 6-18 jam. Hasil kultur disimpan di 4 °C untuk penyimpanan

sebelum sel digunakan untuk prosedur selanjutnya.

3.4.1.8 Koloni PCR

Koloni PCR dilakukan untuk mengecek koloni yang membawa gen target
yang telah disisipkan, hasilnya berupa pita DNA dengan ukuran yang sesuai
dengan EtIMP1, yaitu 1180 bp. Koloni PCR meggunakan Taq DNA polymerase
(Thermo Fisher Scientific) dan prosedur mengikuti protokol dari enzim tersebut
(#10342020). Koloni yang terbentuk dari hasil kultur, kemudian di PCR untuk
mengecek ada atau tidaknya gen EtIMP1. 10X PCR Buffer (-Mg**) sebanyak 5
pL, 1 uL dNTPs 10 mM, 1,5 pL MgCl, 1,5 mM, 2,5 pL forward primer 0,5 uM,
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2,5 uL reverse primer 0,5 uM, koloni E. coli DH5a hasil dari transformasi, dan
0,5 uL Tag DNA Polymerase (5 U/uL) dimasukkan ke dalam tabung PCR (primer
EtIMP1 yang digunakan ada pada tabel 3.5.1.4). Siklus diatur sebagai berikut:
denaturasi awal pada 95 °C selama 3 menit, denaturasi pada 95 °C selama 40 detik,
annealing pada 55 °C selama 30 detik, dan ekstensi pada 72 °C selama 90 detik/kb
(siklus denaturasi, annealing, dan ekstensi sebanyak 30 kali), dan ekstensi akhir
pada 72 °C selama 10 menit. Hasil PCR kemudian dielektroforesis pada gel
agarose 1% dan divisualisasikan menggunakan platinum Q9-gel documentation
system untuk melihat pita DNA. Prosedur penggunaan platinum Q9-gel
documentation system mengikuti prosedur dari alatnya.

3.4.1.9 Ekstraksi plasmid

Ekstraksi plasmid bertujuan untuk mengeluarkan plasmid pGEMT-Easy-
EtIMP1 dari sel E. coli DHSa, sehingga diperoleh plasmid pPGEMT-Easy-EtIMP1
yang nantinya akan dikonfirmasi dengan enzim restriksi dan sekuensing. Plasmid
diekstraksi dengan GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Fisher Scientific) dan
protokol mengikuti kit tersebut (#K0503). Sel E. coli DH5a hasil transformasi
dikultur dalam 5 mL luria bertani broth yang mengandung antibiotik ampisilin
selama 16-18 jam pada 200 rpm suhu 37 °C. Hasil kultur disentrifugasi pada
8000 rpm selama 2 menit. Sel pelet diresuspensi dalam 250 pL resuspension
solution. Lysis solution ditambahkan 250 pL dan diaduk rata dengan membolak-
balik tabung sebanyak 6 kali sampai larutan menjadi kental dan sedikit jernih.
Neutralization solution ditambahkan 350 pl. dan dicampur segera dengan
membolak-balik tabung 4-6 kali.

Campuran disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 5 menit, kemudian
ditransfer supernatan ke kolom GeneJET yang disediakan dan disentrifugasi pada
14.000 selama 1 menit. Flow-through dibuang dan ditempatkan kembali kolom ke
tabung koleksi yang sama. Wash solution ditambahkan 500 pL ke kolom
GeneJET. Kolom disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 60 detik dan dibuang
flow-through. Kolom ditempatkan kembali ke tabung koleksi yang sama. Prosedur
mencuci diulangi. Flow-through dibuang dan disentrifugasi pada 14.000 rpm

selama 1 menit untuk menghilangkan sisa wash solution. Kolom GeneJET
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ditransfer ke dalam tabung 1.5 mL yang baru. Hyclone molecular water
ditambahkan 30 pL, kemudian diinkubasi selama 2 menit pada suhu kamar.
Tabung disentrifugasi pada 14.000 rpm selama 2 menit. Plasmid hasil ekstraksi

dikonfirmasi dengan enzim restriksi (NEB) dan sekuensing (Sanger dkk., 1977).

3.4.2 Gen yang disintesis oleh GeneScript
3.4.2.1 Persiapan pUC57-Ea1433
3.4.2.1.1 Transformasi pUC57-Eal433 ke E. coli DH5a

Proses transformasi dilakukan untuk memasukkan plasmid pUC57-
Eal1433 ke dalam sel kompeten yaitu E. coli DH5a untuk propagasi. Transformasi
akan menghasil E. coli DH50 yang membawa pUCS57-Eal433 dan akan
dipropagasi sehingga menghasilkan banyak plasmid pUC57-Eal433. Prosedur
transformasi mengikuti prosedur dari Novagen (#TB055) yang telah dipaparkan
pada sub bab 3.4.1.7. Medium luria bertani broth diganti dengan super optimal
broth with catabolite repression setelah diberi sengatan panas (heat shock).
Setelah sel disentrifugasi pada 8000 rpm selama 5 menit, sel ditetesi ke media

agar luria bertani broth yang berisi antibiotik kanamisin.

3.4.2.1.2 Ekstraksi plasmid

Ekstraksi plasmid bertujuan untuk mengeluarkan plasmid pUC57-Eal433
dari sel E. coli DH5a, sehingga diperoleh plasmid pUC57-Eal433 yang nantinya
akan dikonfirmasi dengan enzim restriksi. Plasmid diekstraksi dengan GeneJET
plasmid miniprep kit (Thermo Fisher Scientific) dan protokol mengikuti kit
tersebut (#K0503) atau dapat dilihat pada sub bab 3.4.1.9.

3.4.2.2 Konstruksi pET28a(+)-Eal1433
3.4.2.2.1 Pemotongan pUC57-Eal433 dengan enzim restriksi

Pemotongan pUC57-Eal433 dengan bantuan enzim restriksi bertujuan
untuk mengeluarkan gen Eal433 dari plasmid pUC57, sehingga diperoleh gen
Eal433 berupa pita DNA dengan ukuran 837 bp di gel agarose. Prosedur
pemotongan dengan enzim restriksi mengikuti protokol dari NEB (#R3136,
#R0146S). Plasmid hasil ekstraksi (1 pg) dicampurkan dengan 2 uL CutSmart®
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buffer, 0,5 uL BamHI-HF dan 0,5 uL Xhol, dan ditambahkan hyclone molecular
water hingga volume menjadi 20 pL. Campuran diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 60 menit. Hasil pemotongan dengan menggunakan enzim restriksi BamHI-
HF dan Xhol kemudian dielektroforesis pada gel agarose 1% dan divisualisasikan

menggunakan platinum Q9-gel documentation system untuk melihat pita DNA.

3.4.2.2.2 Ekstraksi gel

Prosedur ekstraksi gel bertujuan untuk mengisolasi gen Eal433 dari gel
agarose. Hasil dari proses ekstraksi gel adalah gen Eal433. Gel agarose yang
mengandung gen Eal443 diekstraksi dengan GeneJET gel extraction kit (Thermo
Fisher Scientific) dan mengikuti protokol dari kit tersebut (#K0691, #K0692).
Protokol ekstraksi telah dipaparkan pada sub bab 3.4.1.5.

3.4.2.2.3 Ligasi Eal433 ke pET28a(+)

Proses ligasi bertujuan untuk menyisipkan gen Ea1433 ke plasmid pET28a.
Hasil ligasi akan diperoleh plasmid pET28a(+)-Eal433 yang membawa gen
Eal433. Proses ligasi dilakukan dengan T4 DNA Ligase (Thermo Fisher
Scientific) dan mengikuti protokol dari enzim ligase tersebut (#EL0014) yang
telah dipaparkan pada sub bab 3.4.1.6.

3.4.2.3 Transformasi pET28a(+)-Eal433 ke E. coli DH5a

Proses transformasi dilakukan untuk memasukkan plasmid pET28a(+)-
Eal433 ke dalam sel kompeten yaitu E. coli DH5a. Tujuan dari prosedur ini
adalah untuk menghilangkan ketidakstabilan plasmid karena produksi protein
yang berpotensi toksik bagi sel inang. Hasil dari prosedur ini diperoleh plasmid
yang stabil dan banyak karena dipropagasi oleh sel E. coli DHSa. Prosedur
transformasi mengikuti prosedur dari Novagen (#TB055) yang telah dipaparkan
pada sub bab 3.4.1.7. Medium luria bertani broth diganti dengan super optimal
broth with catabolite repression setelah diberi sengatan panas (heat shock).
Setelah sel disentrifugasi pada 8000 rpm selama 5 menit, sel ditetesi ke media

agar luria bertani broth yang berisi antibiotik kanamisin.
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3.4.2.4 Koloni PCR

Koloni PCR dilakukan untuk mengecek koloni yang membawa gen target
yang telah disisipkan. Hasilnya berupa pita DNA dengan ukuran yang sesuai
dengan Eal433, yaitu 837 bp. Koloni PCR meggunakan Taq DNA polymerase
(Thermo Fisher Scientific) dan prosedur mengikuti protokol dari enzim tersebut
(#10342020) atau yang telah dipaparkan pada sub bab 3.4.1.8. Suhu annealing
yang digunakan adalah 50 °C selama 30 detik. Primer yang digunakan yaitu F-
Eal433-BamHI: 5’-CGCGGATCCATGATTGAGGACATCAAGAC-3’ dan R-
Eal433-Xhol: 5’-CCGCTCGAGCTACTGYTGCTCAGTAG-3".

3.4.2.5 Ekstraksi plasmid

Ekstraksi plasmid bertujuan untuk mengeluarkan plasmid pET28a(+)-
Eal433 dari sel E. coli DH5a0, sehingga diperoleh plasmid pET28a(+)-Eal433
yang nantinya akan dikonfirmasi dengan enzim restriksi dan sekuensing. Plasmid
diekstraksi dengan GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Fisher Scientific) dan
protokol mengikuti kit tersebut (#K0503) atau dapat dilihat pada sub bab 3.4.1.9.

3.4.2.6 Transformasi pET28a(+)-Eal433 ke E. coli BL21(DE3)

Proses transformasi dilakukan untuk memasukkan plasmid pET28a(+)-
Eal433 ke dalam sel kompeten yaitu E. coli BL21(DE3) untuk proses ekspresi,
sehingga diperoleh sel E. coli BL21(DE3) yang membawa plasmid pET28a-
Eal433. Prosedur transformasi mengikuti prosedur dari Novagen (#TB055) yang
telah dipaparkan pada sub bab 3.4.1.7. Medium luria bertani broth diganti dengan
super optimal broth with catabolite repression setelah diberi sengatan panas (heat
shock). Setelah sel disentrifugasi pada 8000 rpm selama 5 menit, sel ditetesi ke

media agar luria bertani broth yang berisi antibiotik kanamisin.

3.4.3 Western blot

Western blot merupakan metode yang bertujuan untuk mendeteksi protein
spesifik. Hasil dari prosedur ini ini berupa pita protein Eal433 dengan ukuran 37
kDa. Produksi protein mengikuti Novagen (#TB055). Sel BL21(DE3) yang
mengandung pET28a(+) dan pET28a(+)-Eal433 dikultur ke dalam 50 mL lurian
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bertani broth yang mengandung antibiotik kanamisin pada suhu 37 °C kecepatan
150 rpm selama 4 jam atau sampai optical density (OD) mencapai 0,5. Ketika OD
mencapai 0,5 sel diinduksi dengan 500 uL IPTG 100 mM. Diinkubasi pada 37 °C
kecepatan 150 rpm selama 4 jam, kemudian disentrifugasi pada 5000 rpm suhu 4
°C selama 10 menit. Pelet yang terbentuk diresuspensi dengan 1X PBS dan
diambil 200 uL dan dicampurkan dengan 6X loading dye dan 2-Merkaptoetanol.
Didenaturasi pada suhu 95 °C selama 10 menit, kemudian SDS-PAGE (Sodium
dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis).

Gel hasil SDS-PAGE ditransfer ke membran nitroselulosa mengikuti
prosedur dari Trans-blot SD semi-dry transfer cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
Gel ditransfer pada 20 volt selama 1 jam. Membran nitroselulosa direndam
dengan skim milk (SM) 5% selama 16-18 jam. Prosedur deteksi mengikuti
Novagen (#TB055) dengan modifikasi pada konsentrasi antibodi yang digunakan.
Membran nitroselulosa dicuci dengan PBS-T 1% selama 10 menit (3 kali), lalu
diinkubasi dengan 2 uL antibodi primer (Mouse Anti-His 6X taq), 5 mL PBS-T
0,05%, dan 5 mL SM 0,25% selama 1 jam. Membran nitroselulosa dicuci dengan
PBS-T 1% selama 10 menit (3 kali), kemudian diinkubasi dengan 2 pL antibodi
sekunder (Goat anti-mouse IgG (H+L) HRP), 5 mL PBS-T 0,05%, dan 5 mL SM
0,25% selama 1 jam. Membran nitroselulosa dicuci dengan PBS-T 1% selama 10
menit (3 kali). Membran nitroselulosa diinkubasi dengan 3,3%5,5'-
Tetramethylbenzidine (TMB) selama 15 menit pada keadaan gelap sampai muncul
pita protein (Novagen, 1999; Mahmood & Yang, 2012; Gilda & Gomes, 2013;
Moritz dkk., 2014).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Eimeria tenella Immune mapped protein 1 (EtIMP1) dan E. maxima
Immune mapped protein 1 (EmIMP1)

Immune mapped protein 1 (IMP1) merupakan antigen yang berasal dari
permukaan sporozoit Eimeria (Jenkins dkk., 2015). IMP1 pada Eimeria maxima
telah terbukti imunogenik dan memberikan perlindungan terhadap infeksi E.
maxima pada ayam. IMP1 pada E. maxima mampu meningkatkan sistem imun
ayam sebanyak 50% terhadap infeksi strain W dari E. maxima (Blake dkk., 2011).
Gen IMP1 pada E. tenella juga terbukti mampu mengurangi 67% jumlah genom
parasit pada sekum yang ditentukan menggunakan qPCR (Blake dkk., 2011; Yin
dkk., 2015).

IMP1 merupakan antigen imunogenik yang dimiliki oleh E. tenella dan E.
maxima memiliki potensi untuk dijadikan sebagai vaksin multivalen, yaitu vaksin
yang mampu untuk melawan tujuh spesies dari Eimeria yang menginfeksi ayam.
Antigen tersebut yang mampu menginduksi respon imun yang signifikan (Yin
dkk., 2015). Oleh karena itu, ketika digunakan bersamaan sebagai vaksin
multivalen diharapkan mampu untuk menginduksi respon imun untuk melawan
tidak hanya E. tenella dan E. maxima, akan tetapi mampu untuk melawan spesies
lainnya yang menginfeksi ayam.

Tahapan untuk mengekspresikan IMP1 dari E. tenella dan E. maxima
mengalami kendala pada saat proses sintesis gen. Proses sintesis gen target
merupakan tahapan yang sangat penting untuk menghasilkan gen target yang
spesifik dan tidak mengalami mutasi (Campbell dkk., 2017; Kundu dkk., 2017).
Apabila sintesis gen target mengalami kendala, maka diperfukan optimasi-
optimasi untuk bisa menghasilkannya (Hickman dkk., 2008; Murray dkk., 2012).
Proses sintesis terhambat pada tahapan PCR karena produk ampifikasi yang tidak
sesuai. Gen ini perlu dilakukan optimasi untuk mendapatkan produk ampifikasi
yang sesuai dengan E. tenella dan E. maxima. Hasil optimasi yang telah dilakukan

dapat dilihat pada gambar 4.1.1.
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Gambar 4.1.1. Hasil optimasi PCR a). lane 1 annealing pada suhu 55 °C, lane 2

PCR kedua dari sample pada lane 1, lane 3 penambahan DMSO,
lane 4 annealing pada suhu 53 °C, lane 5 annealing pada suhu 50
°C, lane 6 annealing pada suhu 60 °C, lane 7 menggunakan cDNA
124,8 ng, lane 8 menggunakan cDNA 208 ng, lane 9
menggunakan cDNA 83,2 ng, lane 10 menggunakan cDNA 164,6
ng, 3 = cDNA (164,6 ng) + DMSO, 4 = cDNA (164,6 ng) +
MgCl,, b). M = marker, 1 = EmIMP1 primer 0.5 puM, 2 =
EmIMP1 primer 0.3 uM, 3 = EtIMP1 primer 0.5 uM, 4 = EtIMP1
primer 0.3 uM, ¢). M = marker dan 1 = annealing pada suhu 43
0

C

Gambar 4.1.1a lane 1 merupakan hasil dari PCR untuk gen EtIMP1 yang

menunjukkan adanya smear. Smear yang muncul kemungkinan dikarenakan

adanya DNA yang terfragmentasi atau kontaminasi oleh protein (Fibriana dkk.,
2012; Skutkova dkk., 2013). Hasil PCR ini menggunakan suhu annealing 55 °C
selama 30 detik. Hasil PCR dari 4.1.1a lane 1 kemudian dilakukan PCR kembali
dengan suhu annealing yang sama. Gambar 4.1.1a lane 2 merupakan hasil PCR

kembali dari lane 1. Lane 2 menunjukkan adanya lima pita DNA yang muncul
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dengan ukuran = 1100 bp dan < 750 bp. Munculnya lima pita DNA tersebut
dikarenakan primer EtIMP1 menempel pada beberapa wilayah sekuens akibat
suhu annealing yang kurang tepat atau sekuens primer yang kurang komplementer
dengan sekuens target (Lorenz, 2012). Pita DNA = 1100 bp memiliki ukuran yang
hampir sama dengan gen EtIMP1 yaitu 1180 bp (NCBI), sedangkan keempat pita
DNA lainnya muncul akibat dari penempelan primer yang acak (Lorenz, 2012).
Pita DNA dengan ukuran yang sesuai dengan EtIMP1 kemudian disisipkan ke
plasmid pGEMT-Easy.

Gen target yang telah disisipkan ke dalam pGEMT-Easy ditransformasi
ke dalam sel Escherichia coli DH5a dan dikultur pada medium luria bertani (LB)
agar yang mengandung antibiotik ampisilin, IPTG dan X-Gal untuk screening
blue/white. Sel bakteri yang membawa gen target pada plasmidnya akan berwarna
putih, sedangkan sel bakteri yang tidak membawa gen target akan berwarna biru
(Gambar 4.1.2). Gambar 4.1.2a merupakan E. coli yang telah disisipkan gen target
ke dalam plasmid pGEMT-Easy, sehingga koloni berwarna putih. Gambar 4.1.2b
merupakan E. coli yang tidak disisipkan gen target dan hanya mengandung
plasmid pGEMT-Easy, sedangkan gambar 4.1.2c adalah E. coli yang mengandung
plasmid pGEMT-Easy yang telah disisipkan gen luc (\GEM®-luc). Koloni E. coli
yang hanya mengandung pGEMT-Easy berwarna biru dan koloni E. coli yang

mengandung pGEM®-luc berwarna putih.

Gambar 4.1.2. Escherichia coli DH5a hasil tranformasi dengan a). pPGEMT-Easy-
EtIMP1, b). pGEMT-Easy (kontrol negatif), dan c). pPGEM®-luc
Vector DNA (kontrol positif)

Metode screening blue/white bekerja dengan mengganggu proses o-

complementation.  a-complementation merupakan gabungan antara [-
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galaktosidase dengan a-peptida. Plasmid membawa urutan lacZa sebuah situs
multiple cloning internal (MCS) yang dapat dipotong oleh enzim restriksi
sehingga DNA asing dapat dimasukkan ke dalamnya, sehingga mengganggu gen
yang menghasilkan a-peptida. Akibatnya, dalam sel yang mengandung plasmid
gen hasil penyisipan, tidak akan menghasilkan [-galaktosidase fungsional.
Keberadaan B-galaktosidase aktif dapat dideteksi oleh X-gal, analog laktosa tidak
berwarna yang dapat dibelah oleh B-galaktosidase untuk membentuk 5-bromo-4-
chloro-indoxyl, yang kemudian secara spontan dimerisasi dan dioksidasi menjadi
suatu pigmen biru 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo, sehingga menghasilkan
warna biru yang khas dalam sel yang mengandung [-galaktosidase fungsional.
Oleh karena itu koloni biru (Gambar 4.1.2b) menunjukkan bahwa mereka
mengandung vektor dengan lacZa yang tidak terputus (tidak ada penyisipan gen
dari luar), sedangkan koloni putih (gambar 4.1.2a), di mana X-gal tidak
dihidrolisis, menunjukkan adanya penyisipan di lacZo yang mengganggu
pembentukan -galaktosidase aktif (Juers dkk., 2012; Speltz & Regan, 2013).

M Cl c2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9 C10

21,226 bp—48

5148 bp

4973 bp

4268 bp

3530 bp—
2027 bp

1904 l)pk

1584 bp—__
1375 bp

§
b “ e W
' H ;
Gambar 4.1.3. Hasil koloni PCR dengan DNA Taq Polimerase

947 bp ——

Koloni yang berwarna putih pada gambar 4.1.2a kemudian di PCR untuk
mengecek kebenaran adanya gen target. Hasil PCR menunjukkan terdapat
sembilan sampel dari sepuluh sampel yang positif membawa gen target dengan
ukuran pita DNA =~ 1100 bp. Satu koloni memiliki pita DNA dengan ukuran <
947 bp dan tidak sesuai dengan ukuran gen target (Gambar 4.1.3). Hal tersebut
dikarenakan primer EtIMP1 menempel pada wilayah sekuens yang hampir mirip
dengan beberapa sekuens dari primer tersebut (Lorenz, 2012). Kemudian dipilih

secara acak empat koloni positif untuk diekstrak plasmidnya. Plasmid hasil
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esktraksi dilakukan pengecekkan secara molekuler dengan menggunakan

pemotongan enzim restriksi dan sekuensing.

ORF=:

(a) a: 387 aa
b: 256 aa
c: 133 aa

EcoRI

713 bp
HindIII

4173 bp 1180 bp

= %Ecorl ¥rhol

b N |
& 13 bp

(b) M
10,000 bp
8000 bp
6000 bp
5000 bp
2000 bp
3500 bp
3000 bp— = B
2500 bp —& f- 8 o =8 -
2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

Gambar 4.1.4. a). pPGEMT-Easy-EtIMP, b). Hasil pemotongan dengan enzim
restriksi, 1-4 dipotong dengan EcoRI-HF dan Xhol dan 5-8
dipotong dengan EcoRI-HF dan HindllI

Pemotongan pGEMT-Easy-EtIMP dengan enzim restriksi EcoRI-HF dan
Xhol menunjukkan hasil yang sesuai dengan ukuran yaitu: =~ 3000 bp dan ~ 1100
bp. Akan tetapi pemotongan dengan enzim restriksi EcoRI-HF dan Hindlll
menunjukkan hasil yang tidak sesuai yaitu: =~ 3000 bp dan = 1100 bp. Ukuran
tersebut hampir sama dengan ukuran pemotongan dengan menggunakan EcoRI-
HF dan Xhol. Ukuran yang seharusnya adalah ~ 3000 bp, = 713 bp, dan =~ 13 bp
(Gambar 4.1.4a-b). Hal tersebut menunjukkan bahwa gen target yang disisipkan
di pGEMT-Easy bukan gen EtIMP1. Pengecekkan selanjutnya dengan sekuensing
yang hasilnya dianalisis dengan BLAST di NCBI. Hasil BLAST menunjukkan
hasil yang tidak sesuai dengan yang diinginkan. Hasil BLAST menunjukkan
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bahwa sekuen yang diduga sebagai EtIMP1 mirip dengan sekuen yang dimiliki
oleh Eimeria maxima mRNA for immune mapped protein 1 (imp-1 gene), strain
Houghton sebanyak 4% (NCBI). Hal tersebut menunjukkan bahwa sekuens dari
gen target yang diperoleh tidak ada kemiripan dengan gen EtIMP1. Oleh karena
itu gen target yang disisipkan ke plasmid pGEMT-Easy bukan merupakan gen
EtIMP1.

Berdasarkan hasil dari pemotongan dengan enzim restriksi dan sekuensing
dari data sebelumnya, maka dilakukanlah beberapa optimasi lanjutan untuk
mendapatkan gen target IMP1. Optimasi kedua dilakukan dengan menambah
DMSO ke dalam campuran PCR. Dimethyl sulfoxide (DMSO) pada optimasi
kedua digunakan sebagai PCR additives dengan tujuan untuk mendenaturasi
cetakan yang mengandung banyak GC (Hardjasa dkk., 2010) karena Gen EtIMP1
mengandung 57.3% GC dari total gen dengan jumlah guanin (G) sebanyak 355
dan sitosin (C) sebanyak 321 (Biotools). Hasil dari optimasi ini pada gambar
4.1.1a lane 3 tidak menunjukan adanya pita DNA dengan ukuran yang sesuai
dengan ukuran EtIMP1, yaitu 1180 bp. Lane 3 hanya terbentuk pita DNA dengan
ukuran < 750 bp dan tidak terlihat dengan jelas. Hal tersebut kemungkinan
dikarenakan waktu ekstensi yang kurang sehingga DNA tidak dapat diperbanyak
pada saat PCR dan primer menempel pada wilayah yang tidak sesuai (Lorenz,
2012).

Optimasi ketiga dilakukan dengan menurunkan suhu annealing sebanyak 2
°C, sehingga menjadi 53 °C. Penurunan suhu annealing untuk mengoptimalkan
penempelan primer pada sekuens yang sesuai, sehingga produk PCR hanya akan
mengamplifikasi gen EtIMP1 (Lorenz, 2012). Hasil PCR dari optimasi ini
menunjukan adanya tiga pita DNA yang muncul, yaitu satu pita DNA berukuran =
1100 bp dan dua pita DNA berukuran < 750 bp (Gambar 4.1.1a lane 4). Pita DNA
yang berukuran ~1100 bp terlihat kurang jelas jika dibanding dengan dua pita
DNA yang berukuran < 750 bp . Hal tersebut kemungkinan disebabkan oleh
proses amplifikasi yang kurang pada saat PCR (Lorenz, 2012). Walaupun suhu
dari annealing sudah diturunkan 2 °C dari optimasi kedua, masih belum mampu
menghasilkan pita DNA yang berukuran ~1100 bp yang jelas dan tebal. Optimasi
ini masih menghasilkan pita DNA yang tidak diinginkan.
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Hasil dari optimasi ketiga sama dengan hasil PCR suhu annealing 50 °C
pada lane 5 dan suhu annealing 60 °C pada lane 6 (Gambar 4.1.1a), menunjukkan
pita DNA yang terbentuk berukuran < 750 bp. Tetapi pada lane 5 maupun 6 tidak
menunjukkan adanya pita DNA pada ukuran =~ 1100 melainkan hanya muncul
smear di atas pita DNA yang berukuran = 550 bp. Hasil yang sama juga
didapatkan dari penurunan suhu annealingnya menjadi 43 °C (Gambar 4.1.1c).
Hal tersebut menunjukkan bahwa ketiga optimasi tersebut masih belum mampu
menghasilkan pita DNA yang spesifik dengan EtIMP1. Optimasi berikutnya
adalah dengan menggunakan konsentrasi cDNA yang bervariasi, yaitu 124.8 ng
dan 208 ng. Optimasi ini menghasilkan tiga pita DNA yang berukuran < 750 bp
(Gambar 4.1.1a lane 7-8). Hal tersebut kemungkinan primer lebih tertarik untuk
menempel pada sekuens dengan ukuran < 750 bp. Hal ini mengindikasikan bahwa
sekuens primer kurang komplementer dengan sekuens DNA target yang
diinginkan (Lorenz, 2012).

Optimasi selanjutnya dilakukan dengan cDNA (83,2 ng), cDNA (164,6
ng), cODNA (164,6 ng) + DMSO 3%, dan cDNA (164,6 ng) + 0,5 mM MgCl,. Hasil
PCR dari optimasi ini menunjukan adanya empat pita DNA, yaitu satu pita DNA
berukuran = 1100 bp dan tiga pita DNA berukuran < 750 bp (Gambar 4.1.1a lane
9-12). Pita DNA yang berukuran ~1100 bp terlihat kurang jelas jika dibanding
dengan dua pita DNA yang berukuran < 750 bp . Hal tersebut kemungkinan
disebabkan oleh proses amplifikasi yang kurang pada saat PCR (Lorenz, 2012).
Selain itu primer masih menempel pada wilayah sekuens yang berukuran < 750 bp.
Optimasi terakhir menggunakan dua primer yaitu EtIMP1 dan EmIMP1 dengan
dua konsentrasi primer, yaitu 0.5 uM dan 0.3 uM. Hasil dari PCR ini, gen EmIMP1
tidak terbentuk pita DNA (Gambar 4.1.1b lane 1-2), sedangkan untuk gen EtIMP1
terbentuk pita DNA tetapi dengan ukuran < 750 bp (Gambar 4.1.1b lane 3-4).
Pada optimasi ini masih terbentuk pita DNA dengan ukuran < 750 bp dan tidak
terbentuk pita DNA yang berukuran 1180 bp (EtIMP1) dan 1147 bp (EmIMPL).
Menurut Lorenz (2012) hal tersebut kemungkinan besar dikarenakan primer yang
kurang komplementer.

Optimasi-optimasi yang telah dilakukan masih belum mampu untuk
menghasilkan pita DNA spesifik yang berukuran 1180 bp (EtIMP1) dan 1147 bp

42



(EmIMP1). Kendala yang dihadapi akibat primer yang tidak mampu menempel
pada sekuens gen target dan menempel pada sekuens yang berukuran < 750 bp.
Selain itu tahapan sebelum PCR, misalnya pada tahapan pengubahan RNA
menjadi cDNA perlu dicek terlebih dahulu kualitas RNA sebelum diubah dan
kualitas cONA setelah diubah. Allah SWT menjelaskan di dalam Alquran tentang
adanya jalan di balik kesulitan, yaitu pada surah Al-Insyirah ayat 5, Allah SWT

berfirman:
(V) 155 Ladlga &) (o) 17 2l aa &g

Artinya: “Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan,
sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan.”(Q.S. Al
Insyirah: 5)

Ayat di atas menjelaskan bahwa setelah kesulitan pasti ada kemudahan
yang diulang sebanyak dua kali. Hal tersebut menunjukkan bahwa pasti ada jalan
dari suatau masalah (Ibnu Katsir, 2004). Sesungguhnya bersamaan dengan
kesusahan itu terdapat kelapangan (Al-Muyassar, 2016). Menurut tafsir Al-
Maraghy (2000) Tidak ada kesulitan yang tidak teratasi, sekalipun menggunakan
sarana yang tidak memadai, seseorang bisa meraih apa yang menjadi tujuanya jika
mempersejatai diri dengan kesabaran dan tawakal Kepada Allah SWT. Proses
sintesis gen EtIMP1 dan EmIMP1 terkendala akibat beberapa faktor seperti
kualitas cDNA, suhu annealing yang mungkin perlu untuk dicek kembali, atau
mungkin sekuens primer yang perlu didesain ulang. Oleh karena itu, gen EtIMP1
dan EmIMP1 tidak dapat untuk diekspresi dan masih perlu optimasi lanjutan
untuk memperoleh gen target yang akan digunakan sebagai cetakan untuk
diekspresikan oleh E. coli BL21(DES3).

4.2 Protein Eimeria acervulina 1433 (Eal433)

Protein 1433 merupakan kelompok molekul yang ada di semua eukariota
(Moore & Oerez, 1967; Yaffe dkk. 1997; Shi dkk., 2006), diwakili oleh berbagai
isotipe yang terdistribusi dalam berbagai sel. Kelompok protein tersebut sangat
stabil di seluruh spesies eukariotik (Yaffe dkk. 1997; Shi dkk., 2006). Protein
1433 telah didokumentasi terlibat dalam banyak proses imun patologis-fisiologis
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dan seluler dengan memicu atau mengganggu aktivitas protein spesifik (Cau dkk.,
2017). Pada apikompleksan protein 1433 memainkan peran penting pada proses
invasi parasit, molekular, dan biologikal dengan respon imun (Assossou dkKk.,
2004; Inoue dkk., 2005; Lalle dkk., 2011; Meng dkk., 2012; Zhao dkk., 2014).

Protein 1433 merupakan protein imunogenik yang mampu menstimulasi
aktivitas imun inang pada beberapa parasit ampikompleksan. Meng dkk. (2012)
telah melaporkan bahwa antigen 1433 dari Toxoplasma gondii menginduksi
respon imun yang efektif pada tikus BALB/c dan dapat digunakan sebagai
kandidat vaksin DNA baru terhadap toksoplasmosis. Protein ini juga ditemukan
dan diuji untuk melawan E. tenella. Pada E. tenella antigen 1433 telah terbukti
berinteraksi dengan aktivitas telomerase dan terlibat pada proses perkembangan
dari koksidia (Wang dkk., 2017; Liu dkk., 2018).

Selain ditemukan pada dan E. tenella, antigen 1433 ditemukan juga pada E.
acervulina dan telah diuji pada ayam petelur keturunan-Hy. Antigen Eal433
diidentifikasi sebagai salah satu antigen imunodominan umum dari E. tenella, E.
acervulina dan E. maxima. Imunogenisitas dan perlindungan dari Eal433
terhadap E. tenella, E. acervulina dan E. maxima diselidiki mampu memicu
respon imun seluler yang memainkan peran dominan dalam imunitas terhadap
koksidiosis (Chapman & Jeffers, 2014; Liu dkk., 2018). Beberapa sitokin telah
terbukti terlibat dalam respon imun terhadap infeksi Eimeria (Diloul & Lillehoj,
2006; Chapman, 2014), yaitu IFN-y, IL-2, IL-4, TNFSF15, IL17D and TGF-B,
terbukti diproduksi secara signifikan setelah divaksinasi dengan pVAX-Eal4-3-3.
Selanjutnya, proporsi Limfosit T CD4'/CD3" dan CD8'/CD3" meningkat secara
signifikan. Peningkatan tersebut sesuai dengan peningkatan dari IFN-y dan IL-2
(Liu dkk., 2018).

Gen 1433 dari E. acervulina disintesis oleh GeneScript dan disisipkan
pada plasmid pUC57. Plasmid pUC57-Eal433 di propagasi pada sel E. coli DH5a
untuk memperbanyak plasmid. Plasmid pUC57-Eal1433 diekstraksi dan dipotong
dengan menggunakan BamHI-HF dan Xhol untuk mengeluarkan gen Eal433 dari
plasmid pUC57. Gen Eal433 kemudian disisipkan ke plasmid pET28a(+) untuk
proses ekspresi. Sistem pET merupakan sistem yang paling kuat yang telah

dikembangkan untuk kloning dan ekspresi protein rekombinan dalam Escherichia
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coli. Gen target dikloning dalam plasmid pET di bawah kendali yang kuat dari
bakteriofag T7 transkripsi dan translasi (Novagen, 1999; Glen dkk., 2014).
Plasmid pET28a(+)-Eal433 kemudian ditransformasi ke E. coli DH50 kemudian
ditransformasi ke E. coli BL21(DE3) sebagai inang yang akan mengekspresikan
protein Eal1433.

pET28a(+)-Eal433 ditransformasi ke dalam sel E. coli DH5a dengan
tujuan untuk menstabilkan plasmid akibat produksi protein yang toksik bagi sel
inang (Glen dkk., 2014). DH50 merupakan inang yang baik untuk kloning awal
DNA target ke dalam vektor pET dan untuk mempertahankan plasmid karena
mereka adalah recA— endA— dan memberikan efisiensi transformasi yang tinggi
dan hasil plasmid yang baik (Teodosio dkk., 2012). Sel E. coli DH5a hasil kultur
dipilih sepuluh koloni secara acak untuk koloni PCR. Koloni PCR adalah metode
yang digunakan untuk mengecek plasmid yang mengandung sisipan yang
diinginkan langsung dari koloni bakteri tanpa perlu langkah kultur atau pemurnian
plasmid (Pavlov dkk., 2006).

M C1 C2 C3 C4C5 C6 C7 C8 C9 C10

1517 bp_ |8
1200 bp

1000 bp \
900 bp :\\
800 bp—

700 bp——
600 bp——

510/517 bp—=
400 bp——
300 bp—~=

200 bp——
100 bp—=

Gambar 4.2.1. Koloni PCR sel E. coli DH5a hasil transformasi

Hasil koloni PCR menunjukkan hanya ada sembilan dari sepuluh koloni
yang membawa gen target. Koloni pada lane 6 tidak menunjukkan adanya pita
DNA, sedangkan koloni pada lane 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, dan 10 menunjukkan
adanya pita DNA yang terbentuk jelas dengan ukuran 837 bp (Gambar 4.2.1).
Satu koloni yang tidak membawa gen target kemungkinan tidak tertransformasi
dengan baik pada saat transformasi dengan plasmid pET28a(+)-Eal433. Terdapat
beberapa faktor yang mempengaruhi keberhasilan transformasi yaitu strain bakteri,

fase pertumbuhan koloni bakteri, komposisi campuran transformasi, dan ukuran
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dari DNA asing. Menurut Liu dkk. (2014) faktor yang paling mempengaruhi
proses transformasi adalah strain dari bakteri dan fase pertumbuhan koloni. Strain
bakteri yang digunakan haruslah berasal dari sel kompeten dan fase pertumbuhan
yang paling baik untuk transformasi adalah pada fase log atau eksponensial.

Hasil pemotongan dengan enzim restriksi menunjukkan ukuran yang
sesuai dengan sisi pemotongan. Pemotongan dengan BamHI-HF dan Xhol
menunjukan ukuran pita DNA 5329 bp dan 843 bp, sedangkan pemotongan
dengan Ecorl dan Xhol menunjukan ukuran pita DNA 5503 bp dan 669 bp
(Gambar 4.2.2 a). Hasil pemotongan sesuai dengan ukuran pemotongan dari
pET28a(+)-Eal433 (Gambar 4.2.2. b). Hasil sekuensing yang di BLAST di NCBI
menunjukan kecocokan 100% dengan Eimeria acervulina 14-3-3 protein, putative
partial mRNA. Berdasarkan hasil pengecekan, maka plasmid selanjutnya
ditransformasi ke E. coli BL21(DE3) sebagai inang yang akan mengekspresikan
protein Eal1433.

ORFs:

: 363 aa
: 278 aa
: 271 aa
: 133 aa

: 124 aa e
1122 aa U L . \69 bp
-« Y 843 bp

w0 o0 T

(a) (b)

Gambar 4.2.2. a). Hasil pemotongan dengan enzim restriksi, M (marker), no. 1
dipotong dengan BamHI-HF dan Xhol dan no. 2 dipotong dengan

Ecorl dan Xhol, b). pET28a(+)-Eal1433
Setelah terbentuk dalam inang tanpa ekspresi, plasmid kemudian
ditransformasi ke inang ekspresi yang berisi salinan kromosom dari gen T7 RNA

polimerase di bawah kontrol lacUV5. Sel inang tersebut adalah strain E. coli yang
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mengandung salinan kromosom gen T7 RNA polimerase, yaitu lysogen
bakteriofag DE3 atau BL21(DE3) (Studier & Moffatt, 1986; Glen dkk., 2014). Sel
bakteri E. coli BL21(DE3) yang membawa pET28a(+)-Eal433 dikultur pada
medium luria bertani broth yang mengandung antibiotik kanamisin dan isopropil-
B-D-thiogalactopyranoside (IPTG). IPTG digunakan untuk menginduksi
terjadinya ekspresi dengan cara mengubah konformasi dari represor lacl,
menyebabkan represor lacl terikat dengan IPTG dan RNA polimerase E. coli
mulai mentranskripsi gen T7 sehingga proses ekspresi dimulai (Glen dkk., 2014;
Wurm dkk., 2016).

Hasil SDS-PAGE pada gambar 4.2.3a menunjukkan bahwa semua sampel
mengekspresikan protein dengan ukuran yang beragam. Hal tersebut karena
metode ini hanya bisa memisahkan molekul-molekul bermuatan dalam campuran
dengan massa molekulnya di medan listrik. Gambar 4.2.3a menunjukkan bahwa
sampel bakteri yang dikultur pada suhu 37 °C berhasil mengekspresikan protein di
dalam selnya, baik itu protein struktural maupun fungsional. Oleh karena itu,
sampel yang digunakan untuk SDS-PAGE selanjutnya digunakan sebagai sampel

untuk proses western blot.

(a) L e . F (b) M1 2
130 kB2 250 kDa
100 kDa 150 kDa
50 kDa —— S = 50 kDa
g —

25 kDa — e o ? 25 kDa
20 kDa

20 kDa
15 kDa - - 15kDa
10 kDa . - 10 kDa

Gambar 4.2.3. a). Hasil SDS-PAGE, M = marker, lane 1 = pET28a(+) (kontrol),
dan lane 2 = pET28a(+)-Eal433, b). hasil western blot, M =
marker, lane 1 = pET28a(+) (kontrol), dan lane 2 = pET28a(+)-
Eal1433
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Sampel yang telah dicek dari SDS-PAGE selanjutnya diuji dengan western
blot untuk melihat ada atau tidaknya protein Eal433. Proses ini menggunakan
antbodi primer mouse anti-his 6X taq dan antibodi sekunder menggunakan goat
anti-mouse 1gG (H+L) HRP. Hasil western blot menunjukan sampel pET28a(+)
(kontrol) pada lane 1 tidak mengekspresikan protein Eal433 yang ditunjukkan
dengan tidak adanya pita protein yang muncul. Hal ini dikarenakan pada sampel
pET28a(+) tidak terdapat gen target yang disisipkan, tetapi hanya plasmid saja.
Sampel pET28a(+)-Eal433 pada lane 2 menunjukan adanya pita protein spesifik
untuk protein Eal433 dengan ukuran 37 kDa (Gambar 4.2.3b). Munculnya
protein dengan ukuran 37 kDa menunjukkan bahwa plasmid pET28a(+)-Eal433
mampu untuk mengekspresikan protein Eal433 karena plasmid tersebut
membawa gen Eal433 yang digunakan sebagai cetakan pada saat transkripsi dan
akan dibaca pada tahapan translasi. Transkripsi dan translasi merupakan dua
langkah utama pada proses ekspresi protein (Hickman dkk., 2008; Echeverria dkKk.,
2009; Campbell dkk., 2017).
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa protein target Eimeria tenella immune mapped protein 1 (EtIMP1) dan E.
maxima immune mapped protein 1 (EmIMP1) tidak dapat diekspresikan,

sedangkan protein E. acervulina 1433 (Eal1433) berhasil diekskpresikan.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian berikutnya antara lain:

1. Suhu annealing primer EtIMP1 dan EmIMP1 perlu dilakukan optimasi,
sehingga diperoleh suhu yang tepat untuk proses penempelan primer pada
sekuens DNA komplementernya.

2. Perlu diketahui kualitas RNA yang digunakan dan cDNA yang dihasilkan
dalam proses RT sebelum disentesis melalui PCR.

3. Desain ulang primer EtIMP1 dan EmIMP1 untuk dibandingkan hasilnya

dengan penelitian ini.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Hasil sekuensing

a. Hasil sekuensing dari Ea1433

=3586520_A_T7_promoter
NNNNNGNNNMNNANNTTCCNTC TAGAATAATTTTGT T TAACTT TAAGAAGGAGATATACC
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGLCAT
ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGATTGAGGACATCAAG
ACTCTTCGCGAGGAGCATGTGTACCGCGOCAAGC TCGC TGAGCAGGC GGAGCGC TATGAC
GAGATGGCCGAGGLCATGAAGAAC TTGGTGGAGAACTGTC TCGATCAGAACAGC TCCACC
CCAGGTGGCAAGGGAGACGAGT TGAC TGTGGAGGAGAGGAACTTGCTTAGCGT TGCCTAC
AAGAACGCCGTGEGAGCGCGCCGTGC TAGC TGGCGCATTATTTCTTC TGTCGAGCAGAAG
GAAGCGAACAGGAACCACATGACGAACAAAGCACTTGCAGCTAGC TACAGACAGAAGGTT
GAAAATGAGC TCAACAAAATATGCCAAGARATCCTTACCCTGCTCACTGACAAGCTGCTG
CCCCGCACCACGGATTCTGAGAGCCGTGT TTTCTACT T TAAGATGAAGGGGGAC TACTAC
CGGTACATTTCTGAGT TCAGCAALGAAGAAGGGAAGAAGGC ATCAGC AGAACAGGCCGAA
GAGTCGTACAAGCGTGCGACGGAC ACCGC TGAAGCAGAGC TCCCGTC TACGCACCCAATC
COTTTGGGTCTGGOCCTGAACTACTCCGTGTTCTACTATGAAAT TCTCAATCAGCCGCAG
AAGGCTTGTGAAATGGCCAAGCTGGCTT T TGATGATGCAATAACCGAATTCGACAGCGTT
TCCGAGGAGTCTTACAAGGAT TCCACTT TGATCATGCAGCTGT TGCGCGACAACCTGACG
CTCTGGACCAGTGACT TGCAGAC GCAGGAGCAGCAGCAGCAGLCCGTGLECGAAGGCGLC
GAGGCGCCCAAGGTGGAAGC TACTACTGAGC AGCAGC TCGAGCACCACCCCACCACCACT
GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGC TGAGTTGGC TGC TGCCACCGC TGAGC
AATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCTCTAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTGC TGAAAGGAG
GAACTAAATCCGGATTGGCAAAGGGAACCGCCCTGAACCGCCCATTAACCCGCGGGGGEG
GGGGGTTACGCCAAGGGGACGC TTACTTGGCAGGCCCTAAGCCCCGCCTTTNNTTTTITTC
CTTTTTTITCCCCCGTTTCCGGT T TCCCCCCAACC TAAAAGGGGGGCCCNCTTGGTTGTTA
TITTGTTITTTTGCCCCCCCCCCCAAANNATT TAGGGGGGGCCCCNGGCCCCCCCT

b. Hasil sekuensing dari EtIMP1

>3586525_C_SP6

GNNNNNNNNNNTCCACGCGT TGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGA
ATTCACTAGTGAT TCCGCTCGAGAGT TGCTGCCGCACATGGGGACGTCACGAC AGAATCC
COTGGATGCAATGCAAACCGCACCGCTACATATATCGC TAAAC AAAAACGCGCCTGCACA
CTGCTACTCCGCCGCTAAACCCACGCATCCACTTCACGTCCACTCTTCGCCGAAATACAC
CEAAAATCGCTGCACATTCCGCGCAACGCAACGCAGATACCTACCGACCCAACAAGCTCC
ACACACTGCTTATAATGCCCGTGCACGCCACACAAAACCACCGGTAATCAAACATCCAGC
AAGAGAGCCTCACTCTAACGGGGTGGATCATGCGCCTCTGTAACGGTATCATCCGGLCGAG
ATTGACATACTAGCTGCGCACCGT TGCCGCGTCGTCCAACGGC AAAGGAAAATGCTGACG
AGATACAGGTAGTCGCTGCAT TCAGCCACCCCTCCTGTGCGTCGC ACGCAAGCCACTAAA
GACACGCAAACTCAGCCTCTGTCCTTATACGCACACCGCACGCGACATAATCTGCCTCTC
ATTGTAGGCCTGCAGTCCCACACAGT TCCCACAGCTAGTCAAGAC AGACCTGCGTGCATC
GGAGAGATTCCATCAGATAGAGTGTATCCCGCGGCCATCACCGCGCAACTAGTCATGCCC
ACACTCACAGTCGCAGTGCAGCTACCCGTAAGGC AAGC AGAAGGACACGAGGATGLCGATG
CATCCACCCTTCGTGGGCATAGCTATTCTGCGTGACCAAGCCGACGCAATGTGTAGAAGTC
GCAAAAGCCAATCACAGTGGCGCGGCTGACGATGCAGAAAATATCCCAAACATCCTTICTA
CCGCTTCGCAGGTGCCCGAGAAGC ACAGCAGT TCAACGCAAACGTGTCACGCAGCCGCAG
GGACTCCCAAATGCAGAGCCGCCTT T TCACGCGGGGCTGAGT TCCGACGC AAAGAAACGA
CCTACTGTCTGCATTAAATCAAGTCAT TGCCACTCCATCGCTTCTTCATCCCCCGACGCA
CEGACCAAAAACCGCCAAGGCGNGGT TAGTGCCCTTCGCCACTGAAGTGACCCGATCGGC
AAAGGCACAGAGGAAGAAACGCGTCAAATCCTCCAGCTCAAAAAGCCAACTACGTCGGGC
CEGCAAGGAACCCTTCTTCCACCTCGGGAAAAATCCTCCAGGGGGAACAATT TCTAAANN
NAATNNNCGGGCNNNNNNGGGGCNNGNNANNNGANAGC GGGGCCCATT TCCCCAAAAGGN
NGGATATAAAAAATNNGGGCCCGCTT T TAACGGGGGEGEGEGEGEGEGEAAAACCNGGGGNACCCCA
TATATCCCTGGGACAACCCCCCTT TCCCCCGGGEAAAAAAAAAAAGNNCCCCCCCNNNCC
ACTTTGCCCCCCAGAGGAGGGACCCCCCNNGNACC AC ACCNNNGGGGGGEGEGEAGCAC AAAG
CAAATAAAGCCCCCCCTTITITITITITI T I T T T TCCCCOCGNCOCNNAAAGGGCGNCTT T T TANNCC
CCAC

Lampiran 2. Hasil Blast di NCBI

c. Blast hasil sekuensing dari Ea1433

Sequences producing significant alignments

Download ¥ Manage Columns ¥ Show 0

selectall 5sequences selected GenBank  Graphics  Distance tree of results

Description

Eimeria acervulina 14-3-3 protein, putative partizl mRNA 1456 1456

Eimeria maxima 14-3-3 protein putative partisl mRNA A

uts
Eimeria necatrix 14-3-3 protein putative parfisl mRNA 830 630

Eimeria tenella 14-3-3 protein partial mRNA 013 619

<IN <M<} <<

Eimeriafenella 14-3-3 protein mRNA, complete cds 819 819

5%
95%
95%
95%
95%

Max Total Query E
Store Score Cover value

Per.
[dent

Accession
100.00% XM_013334831 1
87.68%  XM_013480135.1
85.68%  XM_013581868.1
85.42%  XM_013374079.1

85.42% AFD95715.1
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d. Blast hasil sekuensing dari EtIMP1

Download ¥ Manage Columns ¥ Show 0

Sequences producing significant alignments

selectall 4sequencesselected GenBank  Graphics Distance tree of results
Destription SN!::(E STE ::le 2:32: v:ue \:it Accession
Eimeria mayima mRNA for immune mapped protein 1 (imp-1 gene), strain Houghton 1o 4% 2623 9644% ENG13228 1

Eimeria maxima Green fuarescent protein, related partial mRNA M3 N3 W% et 9545% XM 0134804254

Eimeria maxima Green fuorescent protein, related partial mRNA 3 T3 2% dett 9545% XM 0134804234

Eimeria acervulina GFP-lke fluorescent chromaprotein FPS06, related partial mRNA M3 3 2% dett 9545% XM 0133937611

Lampiran 3. Tabel konsentrasi RNA, cDNA dan DNA
Sampel Abs230 | Abs260 | Abs280 | 260/280 | 260/230 Kons
(ng/uL)

RNA 5,070 1,324 0,877 1,51 0,26 66,2
RNA 4,703 2,532 1,641 1,54 0,54 101,3
cDNA -0,436 | 5,520 | -2,547 -2,17 -12,67 182,1
pUCS57- 3,930 8,934 4,907 1,82 2,24 446,7
pGEMT-Easy-EtIMP1 | 1,408 3,095 1,674 1,85 2,20 151,7
pET?28a(+)-Eal1433 2,326 0,445 0,237 1,88 2,00 223

Lampiran 4. Plasmid pUC57-Eal1433

Pfol 47 Ndel 185

BstAPI 186
Ehel 238

Sspl 2116
BsrFl 2083

2466 146

pUCS57-Eal433
(3414 bp)

BsaX| 676
Sapl 715

Afilll, Pscl 831

BseY11135
Cail 1247
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Lampiran 5. Eimeria yang mengalami lisis dengan glass beads
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