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Abstreet

Eqtlworms oe itwertebrde with tle wnq& immtme rystem, since they we able to tnld
out brcterium pathogen in Srou,ing medfum Their immtme system consists of a lat of
reactiotu inchding: fagwytosis, encapsuldion, aglutindion, opsonisation ana rys*76,
foreign component attackcd There te some small molecales ond extra cellular proteins
dilue in coelomic etthv'orm that play ot important role in immwte sysiem od
rylibrcterial agent. Tlw presmt expertment was done to study the ffict'of several
dfferent tredments (feeding living, mediun electricity stimtlaion) ii ttrc molecales
resistance od activity of anti brcterial protein in coelomic of earthworms. Coelomic
diluion was extrrcted by using electricily stimulation at 6 voli, and the rcttvtty of anti
bacterial protein was meastred by spectrophotometer, and agr diffusion. Proiein extra
eelldt moleculs size in coelomic dil*ion was observed by Sodhm Daodecil Sulphae
(SDS) electroplnresis. Results showed tM tte activtty of anti bacterial protiin n
coelomic dilution, md molecule with 29 kDa size were deleied by tredments.-Extraction
of coelomic dilution which contained of rctivity of otti bacteriol protein could be done in

feces from cow which was never stimulated before.

Key words : earthworm P.excavatus, SDS-electroforesis

Pendahuluan

Sistem kekebalan tubuh pada
cacing tanah telah terbukti sangat
kompleks, dan berbeda dari system
kekebalan pada makhltrk hidup
tingkat tingg seperti manusia yang
memiliki sel T dan Tc. Kedua sel ini
memiliki peranao p€nting dalam
$y$tem imun, Tetapi, pada cacing
tanah beberapa molekul kecil dan
protein ekstraseluler di dalam cairan
selom dapat melakukan fagositosis
dan kapsulasi dalam menghancurkan
bakteri pathogen yang masuk ke
rongga badan (body cavity) (Cooper
et al., 2A02 dan Dhainaut et al,.
2001).

Rongga badan adalah ruang yang
memisahkan gat (saluran pencernaan)
dengan organ - organ dalam. Saluran

pencemaan ini memungkinkan hewan
untuk mencema makanan diluar sel
(extacellular digestion). Kantung
seperti gzl mempunyai satu lobang
pembuka dimana makanan masuk dan
keluar melalui tempat yangsamu Gut
lengkap mempunyai dua lobang ,
mulut dan anus. Gut ini kadang-
kadang dikatakan sebagai tabung di
dalaur tabung, seperti halnya pada
cacing.

Hewan yang mempunyai rongga
tubuh bagian dalam disebut
coelomates ( selomat) dan rongganya
disebut coqlom ( selom ). Cairan yang
terdapat di dalam selom disebut
cairan selonr, berfrrngsi untuk
membantu respirasi dan sirkulasi
penyebaran nutisi, dan ekskresi
cairan buangan. Cairan selom jrrga
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bisa menjadi tempat menyimpan telur
dan sperma seperti pada ikan,
memfasilitasi pertumbuhan gamet
dalam tubuh hewan. Cairan ini
melindungi organ dalam dan juga
sebagai hidrostatik kerangka. Tetapi
komposisi protein dalam cairan selom
masih sangat sedikit dipelajari. Bila
cacing ditusuk maka ia akan
kehilangan kemampuan untuk ber-
gerak dengan baik, karena fungsi otot
tubuh tergantung pada volum cairan
dalam selom. Tetapi cacing juga
mempunyai kemampuan istimewa
untuk meregenerasi bagran tubuh
yang hilang.

Pada penelitian terdahulu telah
terbukti bahwa cairan selom cacing
tanalr P.excavatus memiliki aktivitas
antibakteri. Beberapa bakteri dari
gram positif dan gram negatif telatr
diuji seperti Bacillus Megaterium,
Pseudomonas dan lain-lain. Namun
aktivitas terbaik ditunjukkan terhadap
B. Megaterium. Pada Garnbar l.a.
dapat kita lihat Zona bening di
sekeliling kertas cakram difusi agar
yang menggunakan B megaterium
sebagai kontrol positif. Walaupun
tidak seluas yang diperlihatkan oleh
ampisilin ftontrol negatif), zona
bening ini sudah membuktikan suatu
aktifitas antibakteri. Luas daerah
bening yang sempit disebabkan oleh
molekul antibakteri ini belum mumi
dan kemungkinan sebagian molekul
bisa menjadi sumber nutrisi untuk
pertumbuhan bakteri. Secara spek-
troskopi bisa dilihat optikal density
crude cairan selom P.excavatus
(gambar 1.b). Kurva pertumbuhan B.
megaterium dalam wadah yang
mengandung cairan selom l0%
berada di bawah pertumbuhan bakteri
kontrol (tidak mengandung agent
antibakteri apapun ). Cairan selom
dapat marg-inhibisi pertumbuhan
bakteri B. megaterium * 90 % dari
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konfrol negatif. Molekul antibalteri
ini potensial sebagai agent antibakteri
masa depan, tetapi perlu dilakukan
penelitian lanjut terhadap kemampuan
molekul dan aktifitas antibakteri ini.

b 1'2
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-+Kontrd negatif (air

steril)

-a-Kontrd positif

(Ampisilin 150 mg/L)

-Fcaicn selom 10%
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Gambar l. Aktivitas antibakteri
Cairan selom cacing tanah
P.excavatus. (a).Difusi 

^g 
r

cairan selom dan ampisilin
(kontrol) terhadap B.
Megaterium. (b) Optikal density
cairan selom.

Penelitian ini dilakukan untuk
melihat pengaruh beberapa perlakuan
fisik cacing terhadap daya tahan
molekul antibakteri dan aktivitasnya.
Dari penelitian ini diharapkan akan
didapat kondisi yang optimum untuk
mendapatkan cairan selom yang
memiliki molekul antibakteri dengan
aktivitas maksimum.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan dengan metoda
eksperimen menggunakan cacing
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P.excavotus dewasa Variasi per-
lakuan frsikcacing:
o Cacing diberi makan anrpas tahu
o Cacing bertelur (media kotoran

sapr)
o Cacing yang sudah distimulasi

berkali - kali (media kotoran sapi)
r Anak dari cacing yang sudah

distimulasi b€rkali - kali (media
kotoran sapi)

r Cacing dipuasakan (direndam
dalam air selama 16 - 18 jam
sebelum diisolai)

r Cacing segar dengan media
kotoran ftontrol).
Isolasi cairan selom dilakukan

dengan menstimulasi cacing tanah
pada tegangan lisfrik 5 - 9 volt.
Cairan selom (kuning) setanjutrya di
sentrifuga pada kecepatan I1.000 rpm
selama l0 menit agar terpisah dari
cairan kental lipoprotein dan kotoran
lain. Semua pengerjaan dilakr*an
pada 4"C. Cairao crude selom diuji
aktivitas antibakteri tertradap B.
megaterium secara spektrofotomefii.
Kandungan prctein diukur dengan
metode Lowry dan selanjutnya dilihat
ukuran molekul protein eksFaselular
yang dikandrmg cairan selom secara
SDS.PAGE.

Hasil den Pembehestn

Perlekuen fisik
Setiap gram cacing dapat

menghasilkan + 40,73 pL. Dari
beberapa variasi perlakuan dapat
diamati perbedaan pada aktivitas
cairan selom. Cacing yang diberi
makan ampas tahu tidak menrmjukan
aktivitas antibakteri terhadap B.
megaterium. HaI ini diduga
disebabkan oleh media yang cukup
bersih dari kuman sehingga tidak
merangsang cacing untuk meng-
hasilkan cairan antibakteri peng-
gunaan ampas tahu cukup baik untuk
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meningkatkan volume biomassa te&api
tidak molekul anti-

Cacing yang sedang
mengandtmg cocon, mauplm yang
banr mengeluarkan cocon disiapkan
untuk uji aktivitas antibalcted. Dari
hasil qii optikal den$iti temyata sainn
selomnya tidak menunjukan aktivitas
antibakteri terhadap B. megaterium.
Cairan selom maleh menjadi nutisi
b4gi bakteri. Hal ini terlihat dari
aktivitas bakteri yang berada di atas
konhol (Gambar 2.a). Fenomena ini
menur{ukan adanya protein dalam
cairan selom yang dapat mening-
katkan aktivitas B. megat*ium
sehingga terjadi produksi sel dengan
cepat. Pertumbuhan bakteri ini terlinat
dari uji kualitatif pada Gambar 2.b.
Hal yang sama dituqiukan oleh cairan
selom yang berasal dari cacing yang
sudah distimulasi b€rkali-kali, anak
cacing yang pernah distimulasi.

Cacing dipuasakan 16 - 18 jam,
memberikan volume selom yang lebih
banyak dan alilivitas antibakteri sama
bagusnya dengan cacing yang tidak
dipuasakan (Gambar 3) t€tapi
sebagian cacing mengalami stress
yang terlalu kuat sehingga mati saat
distimulasi. Mempuasakan cacing dan
mencucinya dimaksudkan untuk
menghilangkan atau meminimumkan
kontaminan. Cara lain yang dilakukan
untuk memperkecil kontaminan
adalah Dialisis cairan selom crude.
Cara ini menghasilkan aktifitas
antibakteri yang sama dengan cacing
yang dipuasakan.
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Gambar 2. Cairan selom (CS) tidak
memiliki aktivitas antibakteri.
(a) Uji kuantitaif menunjukan
aktivitas cairan selom Yang
diberi makan ampas tahu,
berada di atas kontrol. (b) Uii
kualitatif cairan selom (1)

Ampisilin 150 pglml (2) CS dari
keturunan cacing yang Pernah
distimulasi (3) CS dari cacing
yang distimulasi berkali-kali (4)
CS dari cacing makan tahu.
Inhibisi pertumbuhan bakteri
ditunjukan oleh ampisilin,
dengan zona bening yang lebar.
Pada tiga sampel yang lain,
disekitar kertas cakram bakteri
tumbuh lebih subur.

dilalcukan berulang kali sekalipun
cacing yang sudah distimulasi akan

segar kembali setelah satu hari
dimedianya. Cacing yang berulang
kali distimulasi akan mengalami
perubahan bentuk klitelium
(membargkak) dan warna kulit tidak
mengkilat lag sebagai pertanda
cacing tidak sehat disamping ciri -
ciri lain yaitu gerak cacing menjadi
lamban.

Perubahan ini dipengaruhi oleh
cairan tubuhnya yang sudah diekstrak,
karena aktivitas cacing dan kerja otot
tergantung volume cairan selom yang
ada dalam rongga selom. Tubuh
cacing yang sudah distimulasi
kembali memproduksi cairan selom,
tetapi cairan ini tidak lagi memiliki
aktivitas anti bakteri. Diduga ada
perubahan yang terjadi dalam
metabolisme tubuh cacing bahkan
lebih jauh mungkin ada mutasi yang
terjadi diurutan asam nukleatnya. lni
diperkuat oleh fakta bahwa kokon
yang dihasilkan akan mengeluarkan
anak yang juga tidak memiliki
aktivitas anti bakteri terhadap B.
megaterium. Sekalipun berada dalam
100 % kotoran ternak yang
mengandung bermacarn macam

1.4

1.2

,|

-..>Cairan selom

cacing dipuasakan
10%

1234567
Waktu ( 1/2 jam )

Gambar 3. Kurva pertumbuhan B.
megaterium dalam media yang
mengandung l0o/o Cairan Selom
dari cacing yang di puasakan lG
18 jam.

Isolasi sebaiknya dilalrukan satu
kali untuk setiap cacing, jangan
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+Kontrunesatr(ah mikroorganisme, kondisi ini tidak
sbrir) mirmpu menstimulasi cacing untuk

mensekresikan molekul molekul
litik yang berperan dalam aktivitas
antimikroba. Cacing tanah tetap
bertatran hidup dalam lingkungan
ekstrim karena sistem kekebalan
tubuh cacing sangat kompleks. Selain
molekul litik, aktivitas antibakteri
cacing tanah masih memiliki leukosit
dan klorogosit yang bisa membunuh
sel asing yang masuk ke tubuh saat

cacing makan. Kontaminan jenis
tertentu bisa menjadi inhibitor bagi
salah satu protein dan sebaliknya bisa
menjadi pernicu untuk menaikkan
aktivitas antibakteri protein jenis lain.
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Melalui percobaan lanjut meng-
gunakan krromatografi penukar anion,
kolom Hihep 16110 sepharosq telah
te6ukti batrwa da fraksi (ditun-
jukkan dengan prmcak tajam) pada
kromatogram yaog merupakan
molekul dengan rrkurm kwil (data
tidak ditampilkan) dan memiliki
aktivitas antibakteri. Fraksi krcma-
tografi molekul kecil ini belum
diidentifikasi ukuran molekul dan
jenisny4 tetapi daqr uji difirsi agar
dapat dilihat z,ona bening yang
menyatakan aktivitas anti-
B.megaterium (Gambar 4). Luas zona
bening yang cukup lebar menandakan
kuat aktivitas antibakteri cukup tajam.

Gambar 4. Uji kudibtif crinn sclom
aldif rntibakteri. (r) Ampbilin
O) ftrksi Kronetognfi penukrr
enion

Kadar protein
Molekul antibakteri pada cacing

tanah mcnlpakan flratu protain
ekstaselular yang dihasilkan sebagai
molekul untuk kekebatan tubuh.
Kadar protein dalam cairan selom
druji s€cara Lowry dengan
menggrmakan kurva standar dari
protein BSA yang memiliki nilai R2:
0,996 dan Y= 0,0007X + 0,0067. Dari
plot gambar kurva standar dan
perhitungaru didapat kadar protein
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antibakteri dalaur cairan selom adalah
22,475 mg/ml,.
Elektroforssis

Kondisi lingkungan sangat
me,mpenganrhi cacing dan mutu
cairall selom yang diprodr*sinya
Dari b€b€rapa variabcl yary telah
dilakukaq karakter protein cairan
selom ekstrak kasar dan hasil dialisis
diidentifikasi dengan elekmoforesis
(Gambar 5)

12345
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45|ry

i 3Eff
1 29*t 21 '*.
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4!iii. lkifl*r?;

qwffi

Grmber 5. Profil SD$PAGE pita
protein dalam criran selom.
Lajur 1. prctein penanda, 2.
dialisrt ceiren selom deri cacing
dipursaken, 3. dialisrt ceiran
selom drri cacing s{rytr, (4)
cairan selom deri cecing
dipuesakan, dan 5. cairan selom
dari cacing segsn prctein
penrnde (kDa): albumin serum
spi (66), Ovslbumin telur ayem
(45), glirerrldehid-&.fmfrt dehid-
mgetrrre otot kelinci (36),
krrbonrt anhidrasc sel drrah
mereh sapi (29), tripoinogen
prnkmar srpi Q4r, inhibitor
tripoin kaceng kedelei (20), rl-
hlilelbumin sulru sepi (l4A),
rprotini dari poru-p.nr snpi
(6'5).

Cairan selom yang diisolasi dari
cacing segar dan cacing dipuasakan
saura sama memiliki aktivitas
antibakteri. Karakter pita protein yang
teridentifikasi sarna, memiliki pita
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dominan pada bobot molekul 36,29
dar 24 kDa. Perlakuan dialisis yang
menghasilkan kurva pertumbutun
sama dengan cairan selom dari cacing
dipuasakan, diperkuat oleh tampilan
pita molekul protein dengan ukuran
yang sama pada Gambar 5, lajur 2
dan 4. Artinya sebagian sisa metabolit
telatr dikeluarkan dari tubuh cacing
selama proses perendauran. Didisis
juga tidak menyebabkan protein
cairan selom dari cacing yang dipuasa
terdegradasi (Gambar 5. lajur 2). Cara
dialisis perlu dipertimbangkan untuk
pengembangan teknik isolasi cairan
selom.

Sedangkan pada cairan selom dari
cacing segar, dialisis menyebabkan
munculnya dua pita banr dengan
bobot molekul disekira 45 kDa, dan

antae 29 dan 36 kDa. Berke-
mungkinan ada protein sekira 65 kDa
yang terdegradasi (Gambar 5 lajur 3).
Perlakuan dialisis tidak hanya
mengurangi metabolit kecil tetapi
dapat juga mengurangi aktivitas
antibakteri dalarn cairan selom.
Munculnya pita banr tidak
mempengaruhi aktivitas secara
langsung, karena pita yang diper-
kirakan terdegradasi tidak memiliki
aktivitas antibakteri melalui pengujian
kualitatif. Berkurangnya aktivitas
antibakteri lebih disebabkan oleh
terlarutnya protein ke medium
dialisis.

Melihat karakter pita protein pada
cairan selom yang tidak aktii ada
perbedaan pita yang muncul (Gambar
6). Dari tiga varian cairan selom tidak
aktif, ketiganya tidak memiliki pita
protein 29 kDa. Hilangnya protein ini
menyebabkan tidak adanya aktivitas
antibakteri batrkan protein menjadi
nutisi bag B. megaterium. Stimulasi
pada cacing dengan tegangan 9 volt
diduga terlalu ekstrim bagi kekebalan
tubuh cacing sehingga ada yang
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berubah dalam sistem tubuhnya dan
sifat ini diturunkan ke anak. Hal ini
didukung oleh sistem kekebalan
tubuh jenis bawaan yang bersifat
diturukan dari orang tua.

Cairan selom yang tidak aktifl
berkemungkinan masih meogan-dultg
protein lain yang juga nnemptrnyai
sifat antibakteri tetapi belum
diaktiftan. Praduga ini muncul dari
pengujian aktivitas antibakteri ter-
hadap cairan selom yang tidak aktif
pada gambar 5 lajur 4 dan 2, setelah
14 dan 8 hari berturut turut
disimpan pada -20oC. Dari uji
aktivitas dengan difusi agar
didapatkan hasil seperti terlihat pada
gambar 7 d^n 8. Sifat antibakteri yang
muncul bukan dari protein yang
diamati, tetapi berkemungkinan dari
firngsi molekul tain dalam sistem
kekebalan cacing tanah.

kDa

1l5*

T*
flTF
m{}

112 W

Gamber 6. Prolil SD$PAGE pitr
protein dalam criran selom yang
tidrk clrtif. Iajur 1. protein
penende, 2. cairan selom dari
cecing ber-telur, 3. cairan sclom
dari cecing yang diberi pakan
rm-pes tahu, dan 4. cairan selom
deri ketumnan cacing ysng
pernah disetrum.

Analisis ini diperkuat oleh hasil
eksperimen di lapangan batrwa cacing
yang secaf,a kualitatif cairan selomnya
tidak memiliki aktivitas antibakteri,
tetapi dapat hidup subur dalam media
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yang patogen. Penelitian Field et al.,
Q004) tentang prophenoloxsidase
(ProPO) cascade seakan menrberikan
gambaran dari sebuah pengamatan.

Gambar 7. Uji kualitatif cairan selom
pada gambar 5. Iajur 4. Ilari
ke 14 penyimpanan pada
20oC. Znnt inhibisi terlihat
disekitar kertas cakram,
menunjukan adanya aktivitas
antibakteri.

Gambar 8. Uji kualitatif cairan selom
pada gambar 5lajur 2. Hari ke 8
penyimpanan pada -20oC. Zint
inhibisi terlihat disekitar kertas
cakram.

Profenoloksidase adalah contoh
molekul litik yang ditemukan dalam
sistem kekebalan tubuh cacing tanatr.
Proenzim ini menjadi aktif setelah
dirangsang oleh p-I,3-glukan dan
lipopolisakarida. Secara teoritis
sebuah molekul proenzim mem-
butuhkan waktu satu sampai dua
minggu untuk menjadi aktif.

Kesimpulan
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Dari penelitian
bahwa

dapat disimpulkan

Beberapa perlakuan fisik, bisa
menghilangkan aktivitas anti-
bakteri pada molekul protein
ekstraselular cairan selom.
Perlakuan ini juga mempengaruhi
daya tahan molekul protein
sehingga mengalami degradasi
menjadi molekul yang lebih kecil.
isolasi yang menghasilkan cairan
selom aktiv-antibakteri adalah
cairan selom dari stimulasi cacing
segar (belum pernah distimulasi)
yang hidup dimedia kotoran
ternak (sapi).

Ucapan terimakasih

Semua analisa dilakukan
dilaboratorium biokimia ITB.
Terimakasih atas semua kernudahan
dan bantuan fasilitas yang diberikan.
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