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RJNGKASAN 

Brucellosis merupakan salah satu penyakit yang penting pada dunia peternakan, 

karena dapat mengakibatkan kerugian ekonomi berupa abortus (keguguran) pada hewan yang 

sedang bunting (gravid}, penurunan produksi susu, dan gangguan reproduksi baik yang 

temporer sampai permanen. Pulau Jawa sebagai sentra sapi perah dengan populasi mencapai 

98% dari populasi nasional menghadapi masalah penyakit Brucellosis dengan angka 

prevalensi yang masih cukup tinggi, hal ini disebabkan tidak terlihatnya gejala klinis pada 

reaktor Brucellosis, sukamya monitoring lalu lintas temak, belum optimalnya pelaksanaan 

test and slaughter, pemakaian vaksin Brucella abortus S 19 dan belum optimalnya 

keikutsertaan petani dalam penanggulangan menjadi penyehab sulitnya melakukan 

pemberantasan dan pengendalian Brucellosis pada sapi perah. 

V aksinasi dilakukan sebagai upaya pencegahan terhadap penyakit Brucellosis, 

penggunaan vaksin Brucella abortus strain 19 direkomendasi karena tidak menimbulkan 

reaksi post vaksinas~ tetapi karena berasal dari whole bakteri kemungkinan adanya mutasi 

bakteri dan berubah menjadi patogen kemungkinan dapat tt:Jjadi sehingga ada pemikiran 

untuk menggunakan vaksin sub unit berupa OMP. OMP Brucella abortus merupakan salah 

satu antigen potensial yang dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik humoral 

yaitu sellimfosit B sehingga lebih cepat memacu terbentu!mya antibodi. 

Penelitian ini terdiri dari tiga (3) kelompok penelitian yaitu PO sebagai kontrol adalah 

kelompok kelinci yang tidak mendapat vaksinasi, P 1 adalah kelompok kelinci yang divaksin 

d!\ngan whol~> bA!d~ri JJ,.ut:!llla abtwfu~ ~I 0 dnn P2 ndnlnh hlompok b~linei yang: divahin 

dengan OMP Brucella abortus iso1at lokal. V aksinasi diberikan secara subcutan dan 

dilakukan dengan booster dua kali dengan interval waktu dua minggu. Pengamatan dilakukan 
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dengan menghitung kadar immunoglobulin (Ig G) setiap minggu sampai minggu keempat 

setelah pemberian booster terakhir. 

Hasil penelitian menunjukkan kadar IgG hasil vaksinasi dengan whole B. abortus S 19 

pada minggu pertama sampai minggu keempat berturut-turut adalab 14.20 ll& 14.75 !Jg, 

15.51~tg dan 16.36~tg, sedangkan hasil vaksinasi dengan OMP B. abortu~ isolat lokal adalah 

15.43 llg, 16.30 ll& 16.95 ~Jg dan 18.90 ~Jg, Hasil analisis statistik menunjukkan adanya 

perbedaan yang nyata diantara masing-masing perlakuan (p< 0,05), kemudian dilakukan uji 

multivariate hasilnya menunjukkan pada perlakuan P2 dengan pemberian OMP Bmcella 

abortus isolat lokal menunjukkan kadar IgG yang lebih tinggi pada minggu pertama, minggu 

kedua, minggu ketiga dan minggu keempat lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan PO 

dan Pl. 

Penggunaan Bmcella abortus isolat lokal sebagai antigen diharapkan dapat 

menghasilkan antibodi yang lebih baik karena sama dengan bakteri penyebab penyakit 

sehingga dapat melindungi hewan dari penyakit Brucellosis. 

Keyword: OMP, Brucella abortus isolat lokal, Brucellosis, ELISA 
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BAB I PENDAHULUAN 

Penyediaan bahan pangan berupa protein hewani merupakan bagian penting dari 

sektor pertanian khususnya sub sektor petemakan dalam memenuhi ketahanan pangan 

terutama penyediaan bahan pangan asal ternak untuk memenuhi konsumsi protein hewani 

masyarakat Indonesia. Produktivitas temak mempunyai peran yang penting untuk penyediaan 

bahan pangan tersebut. Salah satu faktor yang dapat mempengaruhi produktivitas temak 

adalah masalah kesehatan, sehingga upaya pencegahan dan pemberantasan terhadap penyakit 

pada temak harus mendapat perhatian baik oleh masyarakat peternak maupun pemerintah. 

Kebijaksanaan pemerintah dalam program pengendalian dan pemberantasan penyakit 

hewan menular dilakukan secara bertahap berdasarkan prioritas terhadap penyakit hewan 

strategis, yaitu penyakit hewan yang berdampak kerugian tinggi karena bersifat menular, 

menyebar dengan cepat atau berpotensi mengancam kesehatan masyarakat. Pada tahun 2012 

pemerintah telah menetapkan 11 penyakit hewan menular strategis secara nasional yang salah 

satunya adalah penyakit Brucellosis pada skala prioritas urutan ketiga (Ditjen Keswan, 2012). 

Brucellosis adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri genus Brucella, 

menyerang hewan sapi, kambing, domba, babi, dan bersifat zoonosis (Quinn et al., 2002). 

Brucellosis merupakan salah satu penyakit yang penting pada dunia peternakan, karena dapat 

mengakibatkan kerugian ekonomi berupa abortus (keguguran) pada hewan yang sedang 

bunting (gravid), penurunan produksi susu, dan gangguan reproduksi baik yang temporer 

sampai permanen (Noor, 2006). Brucellosis pada hewan disebut sebagai Penyakit Keluron 

Menular atau Bang's Disease, dan pada manusia disebut sebagai Undulant Fever atau Malta 

Fever (OlE, 2009). Menurut Hidayat (2010) Brucellosis berpotensi menyebabkan kerugian 

ekonomi sebesar Rp. 138,5 miliar per tahun karena teijadi keguguran, kematian pedet, 

sterilitas, infertilitas dan penurunan produksi susu 
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Kejadian penyakit Brucellosis hampir di seluruh dunia, prevalensi kejadiannya antara 

0,85- 23,3 %, di Pakistan prevalensi Brucellosis 5,05%, dan Mesir 10,0"/o (Asif et al., 2009), 

di Malaysia dilaporkan oleh Shahaza et al., 2009) sebanyak 476 kasus Brucellosis pada 

kambing, sedangkan di Indonesia hampir semua daerah I provinsi tertular Brucellosis kecuali 

Bali dan Lombok (BBalitvet, 2010). 

Pulau Jawa sebagai sentra sapi perah dengan populasi mencapai 98% dari populasi 

nasional menghadapi masalah penyakit Brucellosis dengan angka prevalensi yang masih 

cukup tinggi, hal ini disebabkan tidak terlihatnya gejala klinis pada reaktor Brucellosis, 

sukarnya monitoring lalu lintas ternak, belum optimalnya pelaksanaan test and slaughter, 

pemakaian vaksin Brucella abortus S 19 dan bel urn optimalnya keikutsertaan petani dalam 

penanggulangan menjadi penyebab sutitnya melakukan pemberantasan dan pengendalian 

Brucellosis pada sapi perah ( Noor, 2006). Kejadian Brucellosis cenderung semakin 

meningkat baik dari segi jumlah (tingkat prevalensi) rnaupun dalarn penyebarannya 

(distribusi), hal ini terjadi karena mutasi (perpindahan) ternak, sehingga sangat rnengancam 

pertumbuhan peternakan khususnya sapi perah (Dispet Jatirn, 2009). 

Pengobatan penyakit Brucellosis tidak efektif karena bakteri penyebabnya bersifat 

fakultatif intraseluler, sehingga penanggulangan Brucellosis pada sapi perah selama ini 

dilakukan dengan vaksinasi dan test and slaughter ( Noor, 2006). Namun dernikian 

pelaksanaan test and slaughter belurn dilakukan secara optimal karena terkendali oleh dana 

sehingga biaya kompensasi tidak dapat dilakukan oleh pemerintah. 

V aksinasi dilakukan sebagai upaya pencegahan terhadap penyakit Brucellosis, 

beberapa vaksin yang telah digunakan di Indonesia adalah vaksin aktif berupa whole bakteri 

Brucella abortus strain 19 dan RB 51. V aksin Brucella abortus RB 51 rnempunyai tingkat 

proteksi yang tidak jauh berbeda dengan Brucella abortus strain 19. Penggunaan vaksin 

Brucella abortus strain 19 dan RB 51 direkornendasi karena tidak menirnbulkan reaksi post 
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vaksinasi ( Noor, 2006), tetapi karena berasal dari whole bakteri maka kemungkinan adanya 

mutasi bakteri dan berubah menjadi patogen kemungkinan dapat teijadi. Evaluasi di lapangan 

menunjukkan bahwa penggunaan vaksin Brucella abortus strain 19 dan RB 51 belum 

memberikan hasil yang optimal, hal ini terbukti masih banyak ditemukan adanya kasus 

Brucellosis di peternakan sapi perah (Dispel Jatim, 2009). 

Menurut Quinn et al., (2002) OMP bakteri Brucella abortus merupakan salah satu 

antigen potensial yang dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik humoral 

yaitu sel limfosit B sehingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi (Jawetz et al., 2001; 

Forestier et. al., 2005). Chaetal., (2010}, mengatakan bahwa hasil vaksinasi menggunakan 

protein outer membrane (OMP) memberikan imunitas yang lebih baik dibandingkan dengan 

menggunakan whole bakteri. Penggunaan isolat lokal sebagai bahan vaksin akan memberikan 

proteksi yang tinggi karena sama dengan bakteri penyebab penyakitnya, tetapi karena bersifat 

patogen maka akan menyebabkan reaksi post vaksinasi sehingga penggunaan isolat lokal 

sebaiknya bukan berupa whole bakteri tetapi bagian komponen sel nya supaya tidak 

menyebabkan reaksi post vaksinasi. Sampai saat ini penggunaan OMP bakteri sebagai bahan 

pembuatan vaksin sedang dikembangkan. Tubuh host yang di vaksinasi akan menimbulkan 

respon imun baik respon innate maupun adaptive untuk mendapat imunitas berupa 

pencegahan terhadap infeksi Brucella abortus. 

Berdasarkan Jatar belakang di atas maka perlu dilakukan penelitian penggunaan OMP 

Brucella abortus isolat lokal Indonesia sebagai model vaksin bakterial, yang nantinya 

diharapkan dapat menghasilkan respon imun yang lebih baik berupa titer Ig G yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan vaksin menggunakan whole bakteri Brucella abortus strain 19 

sehingga pencegahan penyakit Brucellosis di Indonesia dapat berhasil optimal. 
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1.1. Perumusan Masalab 

Berdasarkan Jatar belakang tersebut di atas, maka timbul permasalaban sebagai berikut: 

1. Bagaimana karakter bakteri Brucella abortus isolat lokal? 

2. Bagaimana karakter OMP Brucella abortus isolat lokal? 

3. Berapa berat molekul OMP Brucella abortus isolat lokal yang bersifat imunogenik? 

4. Berapa besar kadar Ig G yang dihasilkan hasil vaksinasi OMP Brucella abortus isolat 

lokal yang bersifat imunogenik pada kelinci? 

5. Apakah terdapat perbedaan kadar IgG hasil vaksinasi antara OMP Brucella abortus 

isolat lokal dan whole bakteri Brucella abortus S 19 pada kelinci pada minggu 

pertama, minggu kedua, minggu ketiga dan minggu keempat? 
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BAD ll TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Penyakit Brucellosis 

Brucellosis merupakan penyakit infeksius pada temak yang disebabkan oleh bakteri 

genus Brucella dan dikategorikan oleh Office International des Epizooties (OlE} sebagai 

penyakit zoonosis (Alton eta/., 1988). 

Di Indonesia, penyakit Brucellosis dikenal pertama kali pada tahun 1935 secara 

serologis ditemukan pada sapi di daerah Grati, Kabupaten Pasuruan, Jawa Timur, sedangkan 

bakteri penyebabnya yaitu Brucella abortus berhasil diisolasi pada tahun 1938 (Putra, 2001). 

Penyakit Brucellosis bersifat endemis di Indonesia, kadang-kadang muncul sebagai epidemi 

pada banyak peternakan sapi perah di Jakarta, Bandung, Jawa Tengah dan Jawa Timur dan 

secara serologis kejadian Brucellosis telah diketahui terdapat diseluruh propinsi di wilayah 

Indonesia kecuali Bali dan Lombok. 

Pada manusia, spesies Brucella yang patogen adalah Brucella melitensis, Brucella 

abortus, Brucella suis dan Brucella canis dan menyebabkan meningitis, endokarditis, 

spondylitis dan arthritis (AI-Attas et a/. ,2000). Kejadian Brucellosis pada manusia di 

Indonesia belum pernah dilaporkan, hal ini disebabkan kurangnya publikasi sehingga 

sebagian besar masyarakat tidak mengetahui jika Brucellosis dapat menular ke manusia. 

Tingginya angka prevalensi Brucellosis pada ternak di Indonesia yang mencapai 40 % 

(BBalitvet, 20 1 0) dan menyebar hampir diseluruh Indonesia, sehingga memungkinkan untuk 

tetjadinya penularan Brucellosis dari hewan ke manusia. 

2.2. Pathogenesis Brucellosis 

Penularan Brucellosis pada hewan dapat tetjadi secara inhalasi, per oral atau secara 

kongenital dari pejantan ke induk melalui perkawinan alam (Merchant & Packer, 1971). 
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Bakteri Brucella yang masuk kedalam tubuh host, akan ditangkap oleh sel makrofag 

sebagai set fagosit dan dapat terhindar dari proses fagositosis selanjutnya mengadakan 

penetrasi melalui epitel mukosa menuju ke lymphoglandula regional Penyebaran dan 

multiplikasi Brucella dapat terjadi dalam lymphoglandula , limpa, hati, sumsum tulang, 

glandula mammae dan organ kelamin melalui makrofug (Ahmed et al., 2010). Pada plasenta 

sapi, domba, kambing dan babi terdapat senyawa erythritol yaitu suatu alkohol polihidril 

dalam konsentrasi tinggi yang berpt:ran sebagai faktor pertumbuhan bakteri Brucella Faktor 

pertumbuhan ini juga terdapat pada glandula mammae dan epididymis yang merupakan target 

organ bakteri Brucella (Quinn,et a/.,2002). 

Pada hewan betina yang terserang Brucellosis biasanya menunjukkan gejala yang 

asimptomatik, sedangkan pada hewan bunting menyebabkan plasentitis, metriris yang 

mengakibatkan keguguran (abortus) pada masa kebuntingan 5 bulan sampai 9 bulan. Brucella 

banyak diekskresikan dalam cairan fetus, plasenta dan leleran vagina selama 2 sampai 4 

minggu setelah abortus atau setelah beranak (Quinn et al., 2002). Brucella dapat 

diekslrresikan melalui susu dalam beberapa tahun bahkan bisa persisten seumur hidup. 

Akibat dari infeksi Brucella pada kelenjar susu menyebabkan produksi susu menurun (Quinn 

et a/.,2002; OlE, 2004). 

Pada sapi jantan Brucellosis dapat menyerang vesicula seminalis, testis dan 

epididymis (Hardjopranjoto, 1995). Infeksi Brucella pada sapi jantan menyebabkan 

epididymitis, orchitis yang nekrotis kemudian diikuti dengan degenarasi testis sehingga 

terjadi kemajiran dan mempengaruhi kualitas semen. Di negara tropis penyakit Brucellosis 

bersifat endemis pada sekelompok ternak dan sering dijumpai adanya hygroma pada 

persendian kaki (Hardjopranjoto,1995; Quinn, et a/.,2002). 

Brucellosis merupakan penyakit infeksi yang bersifat zoonosis, penularan Brucellosis 

pada manusia dapat terjadi : (I) melalui aerosol, kontaminasi kulit yang luka dengan jaringan, 
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darah, urin, fetus yang diabortuskan atau plasenta dan cairan yang keluar dari vagina sapi 

penderita, (2) melalui makanan (Food borne infection) yang berasal dari susu yang tidak 

dipasteurisasi atau basil olahan susu (mentega dan keju), daging mentah (Asif eta/., 2009). 

Penularan Brucellosis paling sering ditemukan di daerah pedesaan dan merupakan penyakit 

yang berhubungan dengan pekerjaan yaitu terjadi pada pekerja rumah potong hewan, 

peternak, pekerja laboratorium mikrobiologi juga dapat terekspos secara aerosol waktu 

memproses specimen. Dokter hewan biasanya dapat tertular ketika melakukan vaksinasi 

dengan vaksin Brucella abortus dan Brucella melitensis. Gejala klinis Brucellosis pada 

manusia adalah demam undulant yang intermiten, sakit pada otot dan persendian yang sering 

diikuti komplikasi dengan osteomielitis (Quinn, et al., 2002). 

2.3. Pencegahan dan Pemberantasan Brucellosis 

Brucellosis merupakan suatu penyakit yang disebabkan oleh bakteri genus Brucella, 

bakteri ini bersifat fakultatif intraselluler yaitu bakteri yang mampu hidup dan berkembang 

biak dalam sel fagosit (Quinn, eta/., 2002). 

Menurut Noor (2006) penanggulangan kejadian Brucellosis pada sapi perah di 

Indonesia selama ini dilakukan dengan vaksinasi dan atau test and slaughter Tetapi karena 

pelaksanaan test and slaughter membutuhkan biaya kompensasi yang sangat tinggi maka 

pengendalian terhadap penyakit Brucellosis terutama dilakukan melalui program vaksinasi. 

Seperti pendapat Samkhan dkk., (2012) bahwa dana kompensasi daerah bperlu 

dihidupkembangkan lagi, agar ternak-ternak yang positif sebagai reaktor Brucellosis segera 

dapat dilakukan eliminasi dengan dipotong bersyarat, supaya tidak tidak menyisakan kasus 

positif di suatu lokasi serta diperlukan pengadaan vaksinasi Brucellosis terutarna pada 

kantong-kantong ternak sapi perah. 

Vaksinasi terhadap Brucellosis yang dilakukan selama ini menggunakan vaksin hidup 

Brucella abortus Strain 19 (Brucella abortus S 19). Tujuan pemberian vaksinasi adalah untuk 
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mendapatkan respon imun, baik respon imun seluler maupun humoral sehingga diperoleh 

imunitas berupa pencegahan terhadap infeksi Brucella abortus. Penggunaan vaksin hidup 

Brucella abortus Strain 19 yang merupakan strain tidak patogen mempunyai kelebihan 

karena tidak terjadi reaksi post vaksinasi (Noor, 2006), tetapi tingkat proteksinya masih jaub 

dari yang diharapkan yaitu sekitar 65% (Dirkeswan, 2012). 

Hasil evaluasi di lapangan menunjukkan masih banyak ditemukan adanya kasus 

Brucellosis yang masih tinggi pada petemakan sapi perah di Indonesia, hal ini sesuai basil 

surveilence bahwa prevalensi Bmcellosis di Indonesia pada daerah endemik masih lebih 

tinggi dari 2% (Samkhan dkk., 2012) Belum optimalnya basil yang dicapai diduga 

disebabkan oleh pertama, vaksin Brucella abortus Strain 19 yang selama ini digunakan bukan 

spesifik protein tertentu yang terkandung dalam bakteri Brucella abortus yang bersifat 

antigenik, sehingga diduga kurang mempunyai kemampuan secara langsung dalam 

menginduksi respon imun (kurang imunogenik), kedua dikarenakan strain tersebut bukan 

strain Brucella yang menjadi penyebab penyakit Brucellosis di Indonesia. 

Menurut Samkhan dkk., (2012) kejadian Brucellosis di Jawa Timur menunjukkan 

angka prevalensi > 2% dan secara random ditemukan di wilayah Blitar, Kediri, Tulungagung, 

Malang, Pasuruan dan Jember, sehingga untuk pencegahan dan pemberantasannya sebaiknya 

menggunakan vaksinasi dan test and slaughter. 

2.4 Outer Membrane Protein Brucella abortus 

Outer membrane protein (OMP) Brucella abortus pertama kali berhasil diidentifikasi 

dan dikelompokkan berdasarkan berat molekulnya pada tahun 1980 dengan 

mengelompokkan dalam 3 kelompok yaitu grup I yang mempunyai berat molekul 88 sampai 

94 kDa, grup 2 berat molekul antara 36 sampai 38 kDa dan grup 3 berat molekul antara 25 

sampai 27 kDa (Moriyon and Lopez-Goni, 1998). Menurut Macedo et. a/., (20 11) Brucella 

abortus mempunyai faktor virulensi berupa lipopolysakharida (LPS) dan outer membrane 
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protein (OMP). OMP bakteri Gram negatip bersifat imunogenik sehingga dapat digunakan 

sebagai pengembangan vaksin (Munir et. at., 2010). 

OMP merupakian protein yang terdapat pada bagian membran luar dan dapat 

dipisahkan dari membran sel dengan penambahan suatu detergent seperti Sodium Iaury) 

sarcocinate (sarcosyl) 1%. OMP Brucella abortus merupakan salah satu antigen potensial 

yang dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik humoral yaitu sel limfosit B 

sehingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi (Forestier et. at., 2005). 
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BAB ffi TUJUAN DAN MANFAAT PENEUTIAN 

3.1 Tujuan Umum 

Mengetahui respon imun berupa besar kadar lgG pada kelinci yang divaksinasi dengan 

whole bakteri Brucella abortus S 19 dan Outer Membrane Protein (OMP) Brucella abortus 

isolat lokal. 

3.2.Tujuan Khusus 

I. Mengetahui karakter bakteri Brucella abortus isolat lokal 

2. Melakukan isolasi dan karakterisasi OMP Brucella abortus isolat lokal. 

3. Menentukan kadar IgG hasil vaksinasi dengan whole bakteri Brucella abortus Sl9 

dan OMP Brucella abortus isolat lokal pada kelinci. 

4. Mengetahui perbedaan kadar IgG hasil vaksinasi antara whole bakteri Brucella 

abortus S 19 dengan OMP Brucella abortus isolat lokal pada minggu pertarna, 

minggu kedua, rninggu ketiga dan minggu keernpat pada kelinci. 

3.3 Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat mengetahui potensi bakteri Brucella abortus isolat 

lokal dalarn menghasilkan kadar IgG sehingga dapat digunakan untuk pengembangan 

vaksin Brucellosis yang berbasis protein. 
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BAB IV METODE PENELITIAN 

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian (Taboo Kedua) 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga dan Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya. Waktu penelitian 

mulai bulan April sampai September 2015. 

4.2 Bahan Penelitian 

Sebagai bahan pemeriksaan berupa isolat bakteri Brucella abortus yang berasal dari 

sapi penderita Brucellosis yang menunjukkan uji RBT positif di wilayah ketja Kabupaten 

Blitar Jawa Timur dan Brucella abortus S 19 berasal dari antigen Brucella Pusvetma (basil 

penelitian tahun pertama). Kelinci lokal warna putih, mala merah, jantan , umur 8 minggu 

dengan berat badan lebih kurang 1.300- 1.500 gram. 

Bahan penelitian yang lain berupa media perbenihan yaitu Brucella Broth, Brucella Medium 

Base, Brucella Selective Suplement, Serum kuda, antigen Rose Bengal Test, reagen uji untuk 

identifikasi Brucella, DNAzol, ethanol 75%, ethanol absolut, reagen untuk PCR, reagen dan 

bahan kimia untuk SDS-Page, Marker protein, membrane Nitrocellulose, Freund Complete 

Adjuvant, Freund Incomplete Adjuvant dan konjugat Anti Rabbit IgG. 

4.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian tahun kedua bertujuan untuk mendapatkan bahan 

protein subunit dengan melakukan karakterisasi outer membrane protein (OMP) Brucella 

abortus isolat lokal dengan metode Western Blot, kemudian dilanjutkan dengan penelitian 

kuantitatifberupa uji imunogenitas dengan menggunakan hewan coba kelinci untuk 

mengetahui besar konsentrasi antibodi (IgG) yang dihasilkan. 

II 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPEN Potensi Outer Membrane Protein Brucella Abortus Isolat 
Lokal Indonesia Untuk Pengembangan Vaksin Brucellosis 

Di Indonesia Tahun kedua dari rencana 2 tahun 
 

Didik Handijatno 
Hani Plumeriastuti 

Wiwiek Tyasningsih



4.4 Tahapan penelitian melipnti sebagai berikut: 

4.4.1. Isolasi Protein Outer Membrane Protein (OMP) Brucella abortus isolat Iokal 

Pemisahan membran luar protein B. abortus dengan teknik sonikasi merupakan tahap 

awal untuk mengisolasi Outer Membrane Protein (OMP). Brucella abortus dari koloni dibuat 

suspesi dengan penambahan Phosphat Buffer Saline (PBS), kemudian diinkubasi 37° C dalam 

shaker incubator selama 3 hari. Suspensi kuman disentrifus dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 10 menit pada suhu 4° C (refrigerated centrifuge). Endapan (pellet) 

diresuspensi/dicuci dengan PBS kemudian disentrifus 2.000 rpm selama 10 menit. Pencucian 

ini dilakukan 3 kali. Pellet dilarutkan dengan 1-5 ml PBS, kemudian disonikasi dengan 

Ultrasonic homogenizer pada ferquensi 25 Hz selama 15 x I menit dengan interval waktu I 

menit. Setelah sonikasi dilanjutkan dengan sentrifugasi. Sentrifugasi dengan refrigerated 

centrifuge dengan kecepatan 20.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4° C. Supematan 

diambil dan dilakukan ultra sentrifugasi dengan kecepatan 20.000 rpm selama 20 menit 

sehingga diperoleh pellet . Pellet dilarutkan dalam 2 ml 2% Triton X-100 atau 2 ml sarcosyl 

l% ditambah PBS sama banyak dan diinkubasi 3 7° C selama 20 menit. Kemudian dilakukan 

sentrifugasi dengan 20.000 rpm selama 20 menit pada 4° C. Pellet hasil sentrifugasi 

diresuspensi dengan PBS, suspensi ini berisi protein membran luar (OMP) disimpan dalam 

tabung Eppendorf pada suhu -20° C (Khatun eta!., 2009). 

4.4.2. Analisis OMP Bruceliii abortus dengan TehnikSDS- PAGE 

Analisis ini bertujuan untuk melihat pola berat molekul dari OMP B. abortus. Metode 

pengujian dengan tehnik SDS-PAGE merupakan standard metode pengujian terhadap berat 

molekul protein, struktur subunit dan kemumian Tahapan pelaksanaan SDS-P AGE (Sodium 

Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide) dengan kadar gel 15% meliputi pembuatan Stacking gel, 

Separating gel, Running gel dan Stainning. Pada running dengan elektroforesis digunakan 

arus listrik 125 V kekuatan 25 rnA. Pada elektroforesis diperoleh hasil gambaran protein 
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berupa pita (band) yang mempunyai berat molekul tertentu dan setara dengan marker 

dipotong kemudian dilakukan elusi protein, maka akan didapat protein yang mempunyai 

berat molekul sesuai dengan yang dikehendaki, setelah itu dilakukan proses immunoblotting. 

Penghitungan berat molekul dilakukan dengan membandingkan band protein dimaksud 

dengan standar yaitu marker protein (Color Burst™ Electrophoresis Markers, No. C.4105). 

4.4.3. Purifikasi protein basil SDS-PAGE pada OMP Brucella abortus isolat lokal. 

Gel basil anal isis SDS-P AGE (gel acrilamide) yang tidak diwarnai dipotong 

sepanjang pita. Masing-masing potongan gel dimasukkan ke dalam kantong selofan dan 

direndam dengan 0,2 mM phosphat buffer sebanyak 1-2 mi. Kemudian dimasukkan dalam 

chamber elektroelusi yang mengandung phosphat buffer 0, I mM. Selanjutnya dilakukan 

elektroelusi di dalam cool chamber 40° C (dalam refrigerator), power supply dinyalakan 

dengan kekuatan 220 V, 20 rnA selama semalam. Protein yang sudah terelusi dapat 

ditentukan dengan cara mewamai potongan gel acrilamide dengan pewarnaan commasie blue 

selama 20 menit Kemudian ditambahkan destaining, hila tidak terdapat pita berarti protein 

sudah terelusi. Selanjutnya cairan yang mengandung protein yang terdapat dalam kantong 

selofan dikeluarkan kemudian dipresipitasi dan dipurifikasi dengan ethanol absolut I: I untuk 

mendapatkan protein yang dimaksud. 

4.4.4. Perlakuan pada hewan coba kelinci 

Sebanyak 30 ekor kelinci secara acak dikelompokkan dalam 3 perlakuan yaitu: 

PO adalah kelompok kelinci kontrol disuntik dengan Na Cl fisiologis 

PI adalah kelompok kelinci yang divaksin dengan whole bakteri Brucella abortus S 19, dosis 

yang diberikan 1,0 x 108 per ml sebanyak 0,5 m1 per ekor secara subcutan. 

P2 adalah kelompok kelinci yang divaksin dengan OMP Brucella abortus isolat lokal, dosis 

yang diberikan I 00 f!llml sebanyak 0,5 ml per ekor secara subcutan. 
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Pemberian vaksin dengan menambahkan Freund adjuvant (CFA dan IFA), vaksinasi 

dilakukan dengan booster sebanyak dua kali dengan interval waktu selama 2 minggu dan 

pemeriksaan kadar immunoglobulin G dilakukan setiap minggu setelah booster terakhir 

sampai pada minggu keempat (4). Sebelum diberikan perlakuan, hewan coba diadaptasikan 

selama 1 minggu dengan pernberian rnakanan ad libitum. 

Pengamatan yang dilakukan adalah mengukur kadar IgG ( antibodi) basil vaksinasi pada 

masing-masing perlakuan yaitu PO, PI dan P2 dengan menggunakan Rat Brucellosis Ab IgG 

ELISA KIT nomor katalog MBS733295. 

4.5 Kerangka Operasional Penelitian (Tahun kedua) : 

Karakterisasi 
OMP Brucella abortus Isolat Lokal 

dengan SDS-PAGE 

Purifikasi OMP Brucella abortus 
Isolat Lokal (Elusi) 

Vaksinasi hewan coba dengan whole 
Brucella abortus S 19 dan OMP 

Brucella abortus Isolat Lokal 

Hitung kadar Ig G + 
OMP Brucella abortus isolat lokal 

sbg kandidat vaksin berbasis protein 
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BAB V. BASIL DAN PEMBAHASAN 

Basil penelitian Tahun Pertama 

l.Karakterisasi bakteri Brucella abortus Sl9 dan Brucella abortus Isolat Lokal 

Hasil isolasi dari bahan pemeriksaan berupa organ limfoglandula mammae sapi yang 

menunjukkan uji Rose bengal positip didapatkan koloni Brucella dengan ciri-ciri warna putih 

kekuningan seperti madu dengan diameter 1-2 mm dan tumbuh dalam waktu agak lambat 

(gambar 5.1) seperti yang dilaporkan oleh Quinn et al., (2002), kemudian isolat Brucella 

abortus dilakukan identifikasi dengan basil identifikasi sebagai berikut : 

Pemeriksaan Mikroskopis dengan pewarnaan Gram menunjukkan bakteri berwama merah, 

bentuk coccobacil bergerombol dan bersifat Gram negatif (gambar 2) sesuai dengan kriteria 

morfologi yang dilaporkan oleh Alton et. a/.,(1998) dan Office International des Epizooties 

(OlE) tahun 2004. 

Gambar 5.1. Koloni Brucella pada Media Brucella Agar 

Gambar 5.2. Brncella abortus pada Pewarnaan Gram 

Identifikasi koloni yang tumbuh pada media Brucella Agar dilanjutkan dengan melakukan 

serangkaian uji biokimia yang meliputi uji katalase dengan menggunakan larutan Hz02 3%, 
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uji H2S menggunakan larutanlead asetat l 0"/o, uji urease menggunakan media urease dan uji 

oksidase menggunakan kertas saring yang mengandung tetramethyl-p-phenylerrediamine 

dihydrochloride. Hasil uji biokimia pada uji katalase dengan menggunakan larutan H20:! 3%, 

terlihat adanya gelembung udara, hal ini menunjukkan uji katalase positif sehingga diartikan 

bahwa bakteri yang diuji mempunyai enzim katalase yang dapat mengurai H202 menjadi H20 

dan 02 Pada uji urease terlihat bahwa setelah diinkubasi pada suhu 3 flc selama semalam 

bakteri mampu merubah warna media menjadi merah muda, sehingga pada uji urease 

menunjukkan urease positif (Gambar 3), selanjutnya pada uji oksidase bakteri yang diuji 

menunjukkan adanya perubahan warna kertas saring menjadi biru setelah pemberian 

tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (Gambar 4). 

Gambar 5.3. Uji Urease positif 

Gambar 5.4. Uji Oksidase positif 

Pada uji H2S dengan menggunakan larutan lead acetat (Pb acetat) 10%, Brucella 

abortus menunjukkan basil yang positif dengan ditandai adanya media yang berwarna hitam 

karena menghasilkan PbS yang berwarna hitam. 

Hasil konfrrmasi koloni yang tumbuh pada media Brucella Agar dengan PCR yang 

menggunakan primer BMEI 1435f dan BMEI 1436r serta JPF-f dan JPF (ab)-r dapat dilihat 

pada Gambar 5. 5. 
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Gambar 5.5. Hasil PCR Brnce/la abortus Isolat lokal 
dengan primer BMEI 1435 dan JPF. 

Keterangan: S 19 Brucella abortus S 19 sebagai kontrol positif 
L Brucella abortus isolat lokal 
E. coli sebagai kontrol negatif 

Hasil PCR menunjukkan bahwa isolat bakteri Brucella abortus menggunakan primer 

BMEI 1435fsebagaijorward dan primer BMEI 1436r sebagai reverse mampu menghasilkan 

gen Brucella abortus dengan panjang 794 bp, sedangkan dengan menggunakan primer JPF-f 

sebagai primer forward dan primer JPF (ab)-r sebagai reverse mampu menghasilkan gen omp 

Brucella abortus dengan panjang 186 bp, sehingga untuk mengkonfrrmasi bahwa isolat yang 

berhasil diidentifikasi adalah Brucella abortus. 

2. Karakterisasi OMP Brucella abortus Isolat Lokal 

Hasil separasi protein OMP B. abortus isolat lokal dengan Metode SDS-P AGE 

didapatkan pita yang terukur dengan membandingkan dengan ukuran berat molekul pada 

marker (Intron TM Biotechnology Electroforesis Marker). Pada pembacaan elektroforesis 

dengan menggunakan sinar ultra violet didapatkan beberapa pita protein dengan ukuran berat 

molekul25 kDa, 36 kDa, 57 kDa, 78 kDa dan 116 kDa pada isolat lokal. 
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Gambar 5.6. Hasil Analisis OMP dengan SDS-PAGE 
Kolorn I Marker protein 
Kolorn 2 Brucella abortus S 19 
Kolom 3 Brucella abortus Isola! Lokal 

3. OMP Brucella abortus Isolat Lokal bersifat lmunogenik 

Untuk mengetahui sifat imunogenik OMP Brucella abortus Isolat Lokal dilakukan uji 

Western Blot berdasarkan reaktivitasnya terhadap antibodi (Khatun et. a/., 2009)-

Perhitungan berat molekul dengan membandingkan hasil elektroforesis fraksi protein 

dengan marker protein. Hasil Western Blot menunjukkan adanya protein yang dikenali 

oleh antibodinya yang jelas terlihat pada pita dengan berat rnolekul 36 kDa. 

M I BM(kDa) I 
fSo":J 
~ 

Gambar 5.7. Hasil Uji Western Blot menggunakan antibodi poliklonal 
M Marker Protein 
I Brucella abortus Isola! Lokal 
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Basil Penelitian Pada Tahun Kedua: 

Pada penelitian tahun kedua target yang diharapkan adalah mengetahui kadar IgG 

basil vaksinasi pada masing-masing perlakuan yaitu PO sebagai kelompok kontrol kelinci 

disuntik dengan menggunakan NaCI fisiologis, PI dengan wholw bakteri Brucella abortus 

. 
S 19 dan P2 dengan OMP Brucella abortus isolat lokal. 

Elusi OMP Brucella abortus Isolat lokal 

Hasil isolasi dan karakterisasi OMP Brucella abortus Isolat lokal dengan metode 

SDS-P AGE 15% menunjukkan adanya band (pita) berdasarkan berat molekulnya. Kemudian 

Kemudian basil gel SDS-PAGE yang telah diwarnai dengan larutan Commasie Blue dipotong 

sepanjang pita. Masing-masing potongan gel dimasukkan ke dalam kantong selofan dan 

direndam dengan 0,2 mM phosphat buffer sebanyak 1-2 mi. Selanjutnya dimasukkan dalam 

Chamber Elektroelusi yang mengandung phosphat buffer 0, I mM dan dilakukan elektroelusi 

di dalam cool chamber 40° C (dalam refrigerator), power supply dinyalakan dengan kekuatan 

220 V, 20 rnA selama semalam. Protein yang sudah terelusi dapat ditentukan dengan cara 

mewarnai potongan gel acrilamide dengan pewarnaan commasie blue selama 20 menit. 

Kemudian ditambahkan destaining, bila tidak terdapat pita berarti protein sudah terelusi. 

Selanjutnya cairan yang mengandung protein yang terdapat dalam kantong selofan 

dikeluarkan kemudian dipresipitasi dan dipurifikasi dengan ethanol absolut I: I untuk 

mendapatkan protein yang dimaksud dan disimpan pada suhu - 20°C. 

Penentuan kadar protein dilakukan dengan NanoDrop N-1000 Spectrofotometer. 

Hasil penentuan kadar protein OMP Brucella abortus isolat lokal, diperoleh kadar OMP pada 

elusi I sebesar 0,180 mglmL, elusi 2 sebesar 0,202 mglmL, elusi 3 sebesar 0,205 mglmL, dan 

elusi 4 sebesar 0,205 mglmL dan elusi 5 sebesar 0,180 mglmL. 

Hasil elusi OMP Brucella abortus isolat lokal selanjutnya digunakan untuk bahan vaksin 

untuk perlakuan kelinci P2. 
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4. Basil Perbitungan Kadar IgG setelab Vaksinasi 

Hasil rerata perhitungan kadar IgG pada kelinci yang divaksinasi dengan whole 

bakteri Brucella abortus S19 dan OMP Brucella abortus isola! lokal dapat dilihat pada tabel 

5.1 selengkapnya pada lampiran2. 

. 
Tabel5.1 Rerata dan Standar deviasi Kadar IgG Basil Vaksinasi (Jig f mL) 

Perlakuan Minggu 1 Minggu2 Minggu 3 Minggu4 

PO 5.46. ± 0.33 5.71.±0.56 5.73. ± 0.56 5.86. ± 0.49 

PI 14.75b ± 0.77 16.36b ± 0.46 

P2 15.43' ± 0.50 16.30' ± 0.50 16.95' ± 0.67 18.90' ± 0.46 

Keterangan PO Kontrol (Na Cl fisiologis) 
PI Whole B. abortus Sl9 
P2 OMP B. abortus isola! lokal 

Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama berbeda nyata (p<O.OS) 

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata antara rerata 

kadar IgG pada perlakuan PO, PI dan P2 (p< 0.05). Pada perlakuan P2 yang mendapat 

vaksinasi dengan OMP B. abortus isola! lokal menunjukkan kadar IgG yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan kelompok PI yang mendapat vaksinasi dengan whole B. abortus S19. 

Hasil analisis statistik dengan multivariate menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata diantara masing-masing perlakuan pada minggu pertarna, minggu kedua, minggu ketiga 

dan minggu keempat, untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada lampiran 2. 

Hasil analisis Hotelling' s menunjukkan ada perbedaan yang signifikan antara kadar IgG pada 

masing-masing perlakuan kontrol, whole B. abortus S19 dan OMP B. abortus isolat lokal (p< 

0.05). Pada kelompok kontrol yang hanya mendapat vaksinasi dengan larutan Na Cl fisiologis 

menunjukkan rata-rata kadar IgG yang lebih rendah dibandingkan dengan pemberian vaksin 

baik dengan whole B. abortus S 19 maupun OMP B. abortus isolat lokal, hal ini karena pada 

pemberian Na Cl fisiologis bukan merupakan suatu bahan yang bersifat antigenik sehingga 

tidak menimbulkan respon antibodi di dalam tubuh. Pada pemberian OMP B. abortus isolat 
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lokal menunjukkan hasil kadar IgG yang lebih tinggi dibandingkan dengan pemberian whole 

B. abortus Sl9, hal ini karena protein OMP pada B. abortus isolat lokal mampu memicu 

respon antibodi yang lebih baik. Seperti yang dilaporkan oleh Munir et. a/., (2010) bahwa 

protein yang berasal dari membran luar (OMP) B. abortus bersifat imunogenik karena 

mampu menghasilkan respon imun yang tinggi. Demikianjuga menurut Siadat et.·a/., (2010) 

bahwa penggunaan OMP B. abortus S99 sebagai vaksin subunit menghasilkan titer IgG yang 

lebih besar dibandingkan dengan kelompok kontrol yang diberikan whole B. abortus S 19. 

Sedangkan Ko and Spliter (2003) melaporkan bahwa pemberian vaksin berupa protein B. 

abortus dapat memberikan respon imun untuk melindungi terhadap penyakit Brucellosis. 

Pemberian OMP B. abortus isolat lokal memicu respon imun dengan hasil IgG yang 

lebih tinggi diduga karena adanya perbedaan epitop yang bertanggung jawab pada virulensi 

terhadap Brucellosis antara B. abortus isolat lokal dengan B. abortus S 19. 

Perbedaan kadar IgG hasil vaksinasi pada rnasing-masing perlakuan untuk lebih jelasnya 

dapat dilihat pada Profil Plot Gambar 5.2 
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Gambar 5.8 Profil Plot Kadar IgG perlakuan PO, PI dan P2 pada Minggu I sampai 4 

Keterangan : PO 
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P2 

Kontrol (Na Cl fisiologis) 
Whole B. abortus S 19 
OMP B. abortus isolat lokal 
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BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

1. Brucella abortus isolat Iokal mempunyai karakter bentuk batang pendek (kokobasil), 

Gram negatif, uji katalase positif, uji citrat positif, uji urease positif, uji oksidase 

positif dan membentuk gas H2S. 

2. Outer Membrane Protein (OMP) dapat diisolasi dari Brucella abortus isolat lokal 
-- ---

dengan berat molekul antara 25- 116 kDa yaitu 25, 36, 57, 78, dan 116 kDa. 

3. Pada Western Blot OMP Brucella abortus isolat lokal yang bersifat imunogenik 

ditunjukkan oleh OMP 36 kDa. 

4. Kadar IgG hasil vaksinasi dengan whole B. abortus S 19 pada minggu pertama sampai 

minggu keempat berturut-turut 14.20 ~g, 14.75 Jl& 15.51 ~g dan 16.36 ~g, sedangkan 

hasil vaksinasi dengan OMP B. abortus isolat lokal 15.43 ~g, 16.30 ~g, 16.95 ~g dan 

18.90 ~g, 

5. Pemberian vaksinasi dengan OMP B. abortus isolat lokal memberikan hasil kadar IgG 

yang lebih tinggi dibandingkan dengan whole B. abortus S19. 

Saran 

1. Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui potensi B. abortus isolat lokal guna 

pengembangan pembuatan vaksin Brucellosis pada hewan. 

2. Terbatasnya prasarana laboratorium menyebabkan penelitian tidak dapat dilakukan 

pada satu tempat sehingga tidak efisien 
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Lampiran 1 : Foto Pendukung Penelitian 

1. Koloni Brocelkc abortus S 19 dan Broce/la abortus isolat lokal 

2. Hewan coba yang digunakan penelitian. 

3. Macam adjuvant CF A dan IF A 
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Lampiran 2. Basil Analisis Statistik 

General Linear Model 

Within-Subjects Factors 

Measure· MEASURE 1 

Minggu Dependent Variable 

1 Minggu1 

2 Minggu2 

3 Minggu3 

4 Minggu4 

e een UOJE B tw -S b"ects F actors 

Value Label 

1 PO 

perlakuan 2 P1 

3 P2 

Descriptive Statistics 

N 

10 

10 

10 

I perlakuan Mean Std. Deviation 

PO 5.4625 .33359 

P1 14.2000 .64064 
Minggu1 

P2 15.4250 .49721 

Total 11.6958 4.53811 

PO 5.7125 .56841 

P1 14.7500 .76603 
Minggu2 

P2 16.2000 .49721 

Total 12.2208 4.75722 

PO 5.7250 .55528 

P1 15.5125 .57267 
Minggu3 

P2 16.9500 .67495 

Total 12.7292 5.10589 

PO 5.8750 .48591 

P1 16.3500 .45947 
Minggu4 

P2 18.9000 1.56436 

Total 13.7083 5.81016 
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Effect 

Pillai's Trace 

Wilks' Lambda 
Minggu 

-:~otelling's Trace 

Roy's Largest Root 

Pillai's Trace 

Wilks' Lambda 
Minggu • perlakuan 

Hotelling's Trace 

Roy's Lar~est Root 

a. Design: Intercept+ per1akuan 

Wdhin Subjects Design: Minggu 

b. Exact statistic 

Multivariate Tests• 
-

Sig F Hypothesis df Error df 

.000 116.429" 3.000 25.000 

.000 116.429" 3.000 25.000 

.000 116.429" 3.000 25.000 

.000 116.429' 3.000 25.000 

.000 10.956 6.000 52.000 

000 15.206' 6.000 50.000 

.000 20.193 6.000 48.000 

.000 40.138' 3.000 26.000 

c. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level. 

Tests of Within-Subjects Effects 

Measure· MEASURE 1 

Source Type Ill Sum of df Mean Square 

Squares 

Sphericity Assumed 66.175 3 22.058 

Greenhouse--Geisser 66.175 1.425 46.440 
Minggu 

Huynh-Feldt 66.175 1.593 41.533 

Lower-bound 66.175 1.000 66.175 

Sphericity Assumed 27.570 6 4.595 

Greenhouse-Geisser 27.570 2.850 9.674 
Minggu • perlakuan 

Huynh-Feldt 27.570 3.187 8.652 

Lower -bound 27.570 2.000 13.785 

Sphericity Assumed 13.056 81 .161 

Greenhouse-Geisser 13.056 38.474 .339 
Error(Minggu) 

Huynh-Feldt 13.056 43.019 .303 

Lower-bound 13.056 27.000 .484 
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Tests of Wdhin-Subjects Contrasts 

Measure· MEASURE 1 

Source Minggu Type Ill Sum of df Mean Square F 

Squares 

Level 1 vs. Level 2 8.269 1 8.269 88.200 

Minggu Level 2 vs. Level 3 - 7.752 1 7.752 126.612 

Level 3 vs. Level 4 28.763 1 28.763 58.605 

Level 1 vs. Level 2 1.388 2 .694 7.400 

Minggu • perlakuan Level 2 vs. Level 3 3.689 2 1.844 30.122 

Level 3 vs. Level 4 16.501 2 8.251 16.810 

Level 1 vs Level 2 2.531 27 .094 

Error(Minggu) Level 2 vs. Level 3 1.653 27 .061 

Level 3 vs. Level 4 13.252 27 .491 

Tests of Between-Subjects Effects 

Measure: MEASURE_1 

Transformed Variable: Average 

Source Type Ill Sum of df Mean Square F Sig. 

Squares 

Intercept 4754.141 1 4754.141 12786.609 .000 

perlakuan 726.944 2 363.472 977.584 .000 

Error 10.039 27 .372 

Estimated Marginal Means 

Perlaknan: 

E$1imale$ 

Measure· MEASURE 1 

perlakuan Mean std. Error 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

PO 5.694 .193 5.298 6.089 

P1 15.203 .193 14.807 15.599 

P2 16.869 .193 16.473 17.264 
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Pairwise Comparisons 

Measure· MEASURE 1 

(I) perlakuan (J) perlakuan Mean Difference (1-J) Std. Error Sigb 

P1 -9.509 .273 .000 
PO 

P2 -11.175 .273 .000 

PO 9.509 .273 .000 
P1 

P2 -1.666 .273 .000 

PO 11.175 .273 .000 
P2 

P1 1.666 .273 .000 

Based on estimated marginal means 

•. The mean difference is significant at the .051evel. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments). 

Univariate Tests 

Measure· MEASURE 1 

Sum of Squares df Mean Square r Si!t 

Contrast 726.944 2 363.472 977.584 

Error 10.039 27 .372 

The F tests the effect of perlakuan. This lest is based on the linearly independent pairwise 

comparisons among the estimated marginal means. 

Minggu: 

Estimates 

Measure· MEASURE 1 

Minggu Mean Std. Error 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 11.696 .092 11.506 11.885 

2 12.221 .113 11.988 12.453 

3 12.729 .110 12.503 12.955 

4 13.708 .179 13.340 14.076 
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.000 

95% Confidence Interval for 

Lower Bound U_j)J 

-10.069 

-11.735 

8.950 

-2.225 

10.615 

1.106 
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Pairwise Comparisons 

Measure· MEASURE 1 

(I) Minggu (J) Minggu Mean Difference (1-J) Std. Error Sig' 95% Confidence Interval for Differer 

Lower Bound 

2 -.525' .056 .000 

1 3 -1.033 
. 

.059 .000 

4 -2.013 .139 .000 

1 .525 .056 .000 

2 3 -.5o8· .045 .000 

4 -1.488 .142 .000 

1 1.033 .059 .000 

3 2 .508 .045 .000 

4 -.979 .128 .000 

1 2 013 .139 .000 

4 2 1.488 .142 .000 

3 .979 .128 .000 

Based on estimated marginal means 

•. The mean difference is significant at the .051evet. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Sigmficant Difference (equivalent to no adjustments). 

Multivariate Tests 

Value F Hvoothesis df Error df SiQ. 

Pillai's trace .933 116.429' 3.000 25.000 

Wilks' lambda .067 116.429' 3.000 25.000 

Hotelling's trace 13.972 116.429' 3.000 25.000 

Rov's laraest root 13.972 116.429' 3.000 25.000 

Each F tests the multivariate effect of Minggu. These tests are based on the linearly independent 

pairwise comparisons among the estimated marginal means. 

a. Exact statistic 
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4. pertakuan • Minggu 

Measure· MEASURE 1 

perlakuan Minggu Mean Std. Error 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 5.463 .160 5.134 5.791 

2 5.713 .196 5.310 6.115 
PO 

3 5.725 .191 5.334 6.116 

4 5.875 .311 5.238 6.512 

1 14.200 .160 13.872 14.528 

2 14.750 .196 14.347 15.153 
P1 

3 15.513 .191 15.121 15.904 

4 16.350 .311 15.713 16.987 

1 15.425 .160 15.097 15.753 

2 16.200 .196 15.797 16.603 
P2 

3 16.950 .191 16.559 17.341 

4 18.900 .311 18.263 19.537 
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