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EFFECTIVENESS OF WASHING WHOLE MEMBRANE TO LEVEL OF
OUTER MEMBRAN PROTEIN (OMP) Brucella abortus S-19 MEASURED BY
BRADFORD PROTEIN ASSAY METHOD

Katerine Aryniarsih

ABSTRACT

The purpose of the research is to see the effectiveness from washing whole
membrane to level of outer membrane protein Brucella abortus 8-19 is measured
by Bradford Protein Assay method. The sample being used in this research is the
stock of whole membrane active bacteria Brucella abortus S-19 from Pusvetma
Surabaya. To ensure its purity, bacteria was grown at Potato Agar. The sample
was washed using PBS followed by centrifugation for 25 minutes with 5000 rpm
speed to get the residue bacteria. Sonication of the whole membrane is done with
an ultra homogenizer, which aimed to break the wall of a bacteria cell in order o
get the outer membrane protein {OMP). Then the OMP is added to PBS and it was
centrifugated. The level of the OMP was counted by adding the standard formula
BSA and reagent Bradford to be measured by Bradford protein assay with 595
nm. The results of research showed that the numerical of Bradford counted were
3.84 g% and 3,42 g% at once washing, 3,45 g% and 3,39 g% at twice washing
and the last at three times washing showed that the results 3,25 g% and 3,24 g%.
Result showed that the number of washing did not give effect to level of the
protein from OMP Brucella abortus S-19.

Key words : washing whole membrane, OMP, Brucella abortus S-19, Bradford
Protein Assay
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki potensi peternakan
yang cukup menjanjikan. Letak geografis yang mendukung menyebabkan banyak
penduduk Indonesia memilih untuk beternak, khususnya penduduk yang berada di
daerah pedesaan. Mereka beranggapan bahwa ternak merupakan tabungan masa
depan. Namun ada beberapa kendala yang sering dihadapi oleh peternak yaitu
salah satunya adalah adanya penyakit yang dapat menyebabkan kerugian ekonomi
berupa penurunan produktifitas ternak betina dan infertilitas pada pejantan. Salah
satu contohnya adalah penyakit brucellosis, penyebabnya yang diketahui selama
ini merupakan bakteri dari genus Brucella. Pada sapi dan manusia kejadian
brucellosis umumnya disebabkan oleh spesies Brucella abortus. Selain itu bakteri
Brucella dapat juga menginfeksi kuda, anjing, babi, dan domba. Brucellosis
mempunyai nrama lain diantaranya Undulant fever, Malta fever, Gibraltar fever
(pada manusia), Mediterranean fever, Contagious abortion, Abortion fever,
Infectious abortion, Epizootic abortion, Bang’s disease (pada sapi), dan Ram
epididymitis (pada domba) (Gilsdorf, 1996 ;Subronto, 2003).

Kejadian penyakit brucellosis bersifat zoonosis dan penyebarannya
wideworld atau dapat tersebar diseluruh dunia. Brucellosis merupakan penyakit
pandemik kecuali Inggris dan Australia, dan prevalensinya tinggi di negara yang

tidak melakukan pasteurisasi pada produk sapi perah, khususnya daerah Eropa
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bagian Mediterranean , Timur Tengah, dan Amerika bagian Selatan. Brucellosis
sudah lama dikenal di Indonesia terutama sejak ditemukannya kasus di Pulau
Jawa pada sapi perah. Prevalensi brucellosis tinggi di daerah Nusa Tenggara
Timur dan Sulawesi Selatan, sedangkan di dacrah transmigrasi seperti Kalimantan
dan Sumatera prevalensinya relatif rendah (Boschiroli et af ., 2004 ;World Animai
Health, 2004).

Infeksi Brucella abortus pada sapi betina menyebabkan terjadinya
keguguran yang dikenal dengan penyakit keluron menular, Contagious Abortion,
atau Epizzotic Abortion dan biasanya sapi yang terinfeksi akan mengalami abortus
hanya sckali, umumnya pada kebuntingan yang pertama kali. Sedangkan pada
kebuntingan berikutnya sapi tidak abortus, namun kuman Brucella tetap tinggal di
uterus dan susu (sebagai carier) (Nielsen dan Duncan, 1990; Comer, 1993; Richey
dan Harrell, 1996).

Pada manusia bakteri Brucella abortus dapat menyebabkan wundulaont
fever. Setiap tahun kasus brucellosis kurang lebih mencapai 500.000 kasus di
seluruh dunia (WHQ) dan penyakit ini sering ditandai dengan gejala demam
intermittent, sakit kepala, keletihan, tulang sendi terasa sakit, gangguan kejiwaan,
dan gejala lainnya. Manusia dapat tertular dari produk hewan yang terinfeksi
seperti susu, biasanya susu yang tidak terpasturisasi dengan baik dan organ hewan
yang terinfeksi. Orang yang memiliki resiko tinggi terinfeksi Brucella adalah para
pemilik hewan, dokter hewan, penyembelih hewan dan orang yang suka
mengkonsuimsi susu yang tidak terpasturisasi dengan baik dan produk sapi perah

lainnya, dan pemerah susu. Tingkat prevalensi kejadian brucellosis pada manusia
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hampir sama dengan infeksi pada hewan reservoir. Program pemberantasan
brucellosis pada hewan akan menyebabkan kasus pada manusia juga berkurang.

Di Indonesia kecenderungan meningkatnya populasi dan seringnya terjadi
perpindahan sapi perah merupakan penyebab utama meningkatnya kasus
brucellosis, maka penyakit tersebut pada sapi dimasukkan dalam dafiar penyakit
menular yang harus dicegah dan diberantas sejak tahun 1959. Pada daerah yang
mempunyai populasi sapi yang padat, memiliki kecenderungan penularan
penyakit lebih cepat. Dilaporkan bahwa setiap kali sapi penderita mengalami
keguguran atau melahirkan anak, sejumlah kuman yang dihasilkan mampu
menginfeksi sekitar 600.000 ekor ternak di sekitarnya. Sapi dalam suatu
peternakan dapat tertular karena peternak memasukkan sapi baru yang berasal dari
luar, baik jantan maupun betina bahkan pedet maupun dewasa dan sapi yang
dalam keadaan bunting menderita infeksi secara laten. Kurangnya diagnosa dini
pada penderita brucellosis juga merupakan salah satu penyebab meningkatnya
kasus penyakit ini (Geong, 2002; Subronto, 2003).

Brucellosis dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang cukup besar, yang
diakibatkan abortus, kematian dan kelemahan pedet, infertilitas, jarak antara
kelahiran (calving interval) menjadi panjang, sterilitas, penurunan produksi susu
serta biaya pengobatan dan pemberantasan yang cukup mahal. Bila anak sapi yang
lahir dari induk penderita dapat bertahan hidup, maka umumnya anak sapi
tersebut sangat peka terhadap penyakit dan cenderung mengalami kekerdilan.
Dilaporkan paling sedikit 37 % sapi yang tertular brucellosis mengalami

keguguran tiap tahun. Di Indonesia kerugian ekonomi yang ditimbulkan oleh
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brucellosis pada sapi potong berkisar Rp 138,5 Milyar per tahunnya (Geong,
2002: Direktorat Kesehatan Hewan dan Direktorat Jenderal Bina Produksi
Peternakan, 2004).

Semakin meningkatnya angka kejadian brucellosis maka perlu di lakukan
tindakan diagnosis dini untuk membantu dalam upaya pencegahan, penyebaran
dan penanggulangan penyakit. Selama ini diagnosa didasarkan pada sejarah
penyakit, gejala klinis, perubahan pasca mati, isolasi dan identifikasi terhadap
kuman penyebab serta melakukan uji serologis. Pada sapi sering kali tidak
menunjukkan gejala klinis sehingga para peternak tidak dapat melakukan
pengobatan secara dini. Uji serologi yang dapat digunakan untuk diagnosis antara
lain uji Aglutinasi Serum (Serum Aglutination Test/SAT), uji lkat Komplemen
(Complement Fixation Test/CFT), uji Rose Bengal (Rose Bengal Test/RBT), dan
uji Cincin Air Susu (Milk Ring Test/MRT). Bakteri Brucelia mempunyai stuktur
vang cukup komplek, sehingga untuk mendeteksi antigen dari infeksi bakteri
dapat dengan ELISA namun terkadang mendapat kesulitan karena stuktumya
yang komplek schingga sering terjadi reaksi silang satu sama lain. umumnya
antigen yang digunakan sebagai materi kit diagnostik untuk uji serologi berupa
antigen utuh (whole membrane), sehingga seringkali teriadi reaksi positif palsu
dan memiliki sensitifitas dan spesifitas yang rendah, Untuk menghindari reaksi
yang tidak dikehendaki maka diperlukan material yang mempunyai spesifitas
tinggi (Rantam, 2003).

Melihat kendala tersebut maka dilakukan penelitian untuk membuat

antigen diagnostik dengan menggunakan komponen protein membran luar atau
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outer membrane protein (OMP) yang merupakan bagian dari whole membrane
Brucella abortus S19 yang digunakan sebagai sarana pendeteksi antibodi. OMP
digunakan karena memiliki sifat yang spesifik, sensitif dan lebih aman bila
dibandingkan dengan whole membrane. Akhir-akhir ini uji penyakit yang
disebabkan oleh bakteri Gram negatif dengan menggunakan OMP telah
dikembangkan di beberapa negara termasuk Indonesia, tetapi sampai saat ini
belum dilakukan sebagai pemeriksaan rutin mengingat masih perlunya dilakukan
penelitian yang lebih lanjut. Untuk mendapatkan OMP maka dilakukan proses
sonikasi whole membrane yang sebelumnya whole membrane tersebut didahului
dengan pencucian menggunakan PBS. umumnya pencucian hanya dilakukan
sekali atau ada juga bebarapa peneliti yang melakukan pencucian sebanyak dua
kali. Melihat adanya perbedaan jumlah pencucian tersebut maka peneliti ingin
mengetahui pengaruhnya terhadap kadar OMP yang nantinya akan dihitung kadar
proteinnya (Muliawan dan Surjawidjaja, 1999; Quinn et al., 2002; Widjajanto,
2004).

Pengukuran kadar protein owter membrane protein dapat dilakukan
dengan menggunakan metode colorimetric diantaranya vaitu Lowry, Bicinchonic
acid (BCA} dan Bradford, dari semua metode pengukuran protein tersebut vang
paling umum digunakan adalah metode Bradford protein assay karena memiliki
keunggulan dibandingkan metode yang lain yaitu mudah dilakukan dengan bahan-
bahan yang lebih sederhana, cepat, spesifisitas untuk protein lebih tinggi, sangat

sensitif dan murah. Hasil dari pengukuran ini nantinya digunakan sebagai dasar
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untuk menentukan dosis OMP yang akan diimunisasikan pada kelinci pencobaan

(Bradford, 1976 ; Kin Yu Chen dan Bruce, 1993).

1.2  Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan di atas dapat dirumuskan
masalah sebagai berikut;

Bagaimanakah efektifitas pencucian whole membrane terhadap kadar
outer membrane protein(OMP) Brucella abortus S-19 diukur dengan mengunakan

metode Bradford Protein Assay?

1.3  Landasan teori

Brucellosis adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri Brucella spp dan
bersifat zoonosis. Brucellosis pada sapi umumnya disebabkan Brucella abortus.
Penyakit ini mampu menimbulkan kerugian ekonomi yang sangat besar karena
dapat menyebabkan infertilitas temporer maupun permanen serta menurunnya
produksi susu (Laing, 1997)

Pencucian dengan PBS pada whole cell digunakan untuk membersihkan
endapan baktenn dan nutrisi pembiakan dan menginduksi munculnya protein
terlarut sehingga akan diperoleh konsentrasi protein yang kuat saat dibaca dengan
spektrofotometer (Portnoy ef a.l, 1999).

Permukaan luar dinding sel bakteri Gram negatif (outer membrane) terdin
dari 2 komponen yang telah diidentifikasi sebagai faktor virulensi yang potensial

yaitu protein membran luar (Quter Membran Protein/OMP) dan Lipopolisakarida
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dipisahkan dari whole membrane. Outer membrane protein Brucella telah banyak
diteliti dalam usaha mendapatkan antigen yang dapat digunakan untuk diagnosa
maupun untuk vaksinasi terhadap kejadian brucellosis. Bradfrod merupakan salah
satu metode yang banyak digunakan untuk menentukan kadar protein karena
sensitifitas dan keakuratan tinggi bila digunakan untuk pengukuran protein

terfarut. (Kin Yu Chen dan Bruce, 1993; Quinn ef al., 2002).

1.4  Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujnan untuk melihat efektifitas pencucian whole
membrane terhadap kadar outer membrane protein (OMP) Brucella abortus S-19

diukur dengan menggunakan metode Bradford Protein Assay.

1.5 Manfaat Penelitian

Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikan informasi tentang
efektifitas penambahan jumlah pencucian terhadap kadar outer membrane protein
Brucella abortus 8-19 yang diukur dengan metode Bradford protein assay. OMP
dikitung kadar proteinnya untuk menetukan dosis OMP yang akan diimunisasikan

pada kelinci percobaan.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Brucellosis

Brucellosis adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri dari genus
Brucella. Brucella pertama kali diisolasi oleh Sir David Bruce pada tahun 1887
dari seorang penderita di pulau Malta sehingga penyakitnya dikenal dengan nama
demam Malta/Mediteranean pada manusia dan bakteri penyebabnya diberi nama
Microccocus melitensis (sekarang Brucella melitensis). Bakteri Brucella pada sapi
yang berhasil diisolasi dari plasenta sapi yang mengalami abortus oleh Bang pada
tahun 1897, kemudian bakteri tersebut diberi nama Brucella abortus dan
penyakitnya dikenal dengan nama Bang's disease atau Contagious abortion.
Sedangkan Traum juga menemukan bakteri serupa pada tahun 1914 pada bab:
yang dinamainya Brucella suis (Merchant dan Packer, 1971).

Ada enam spesies yang termasuk dalam golongan genus Brucella yaitu 5.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae. Klasifikasinya di
dasarkan pada patogenitas dan hosmya. Seperti kejadian suatu penyakit
brucellosis pada kambing utamanya disebabkan oleh spesies B.melitensis, B.
abortus pada sapi, B. ovis pada domba, B. suis yang menyerang hewan babi, dan
B. canis pada anjing, sedangkan B. neotomae sering menyerang hewan pengerat
kayu seperti tikus dan berang-berang. Baru-baru ini dua spesies baru dimasukkan
dalam spesies tambahan pada genus Brucella yaitu Brucella cetaceae dan
Brucella pinnipediae yang diisolasi dari mamalia laut cetasea dan pinnipeds

secara berturut-turut (Cardoso et al., 2006).
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Brucellosis pada sapi umumnya disebabkan oleh Brucella abortus dengan
nama lain Bacillus abortus atau Bang s bacillus. Brucella jenis ini bersifat sangat
patogen dan memiliki area penyebaran yang luas. Sapi merupakan induk semang
definitif (host) dan predileksinya di organ reproduksi baik betina maupun jantan
dan jaringan retikulumendotelial sehingga dapat terjadi lesi pada saluran alat
reproduksi, retained placenta, orchitis, dan epididimitis. Bila sapi yang terinfeksi
sedang bunting maka Brucella abortus akan masuk ke uterus, pada kebuntingan
pertama akan menyebabkan plasentitis dan diikuti tefjadinya abortus. Sapi abortus
biasanya terjadi setelah bulan kelima dari masa kebuntingan. Brucella abortus
dapat diekskresikan melalui urin dan air susu (Timoney et al, 1988,

Hardjopranjoto, 1995; OIE, 2004).

2.2 Brucella abortus
2.2.1 Klasifikasi

Klasifikasi bakteri Brucella abortus menurut Ryan (2004), sebagai berikut :

Kingdom : Bactenia

Phylum . Proteobacteria
Class . Alphaprotoebacteria
Ordo . Rhizobiales

Famili . Brucellaceae
Genus : Brucella

Spesies . Brucella abortus
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2.2.2 Brucella abortus S-19

Brucella abortus S-19 merupakan salah satu strain/galur yang dimiliki oleh
Brucella abortus dan dapat diisolasi dari susu serta masih memiliki kemampuan
untuk menyebabkan keluron pada sapi bunting bila disuntikkan pada sapi tersebut.
Brucella abortus S-19 memiliki beberapa keunggulan diantaranya koloni bersifat
halus, aerotoleran, apatogen atau patogenitasnya rendah dan dapat tumbuh tanpa
CO, sehingga dapat digunakan untuk vaksin maupun antigen diagnostik,
umumnya vaksin Brucella abortus dari strain 19 adalah vaksin hidup (Alton er al.,

1988).

2.2.3 Morfologi dan Sifat Pewarnaan

Brucella abortus strain 19 merupakan bakteri Gram negatif, bentuknya
seperti batang bulat (coccobacillus) ataupun batang pendek dengan ukuran antara
0,6-1,5 x 0,5-0,7 pm (gambar 2.1), tidak berspora, non motil, tidak berkapsul dan
fakultatif aerobik (dapat hidup dengan atau tanpa oksigen) dan tahan terhadap
kering. Pada beberapa host Brucella bersifat fakultatif intraselluler patogen.
Pewarnaan Gram dengan metode ulas menghasilkan wama merah yang
menunjukkan bakteri Gram negatif dan Brucella abortus sering ditemukan hidup

berpasangan atau bergerombol (Gilsdrof, 1996; Vemulapalli, 2000).
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Gambar 2.1 Gambaran Mikroskopik Brucella abortus (Sumber : Kunkel, 2004).

2.2.4 Sifat Biakan

Brucella abortus dapat diisolasi dari susu, air ketuban, dan dapat
dilakukan pembiakan pada Serum Dextrose Agar (SDA), media Potato Agar
(PA), Trypticase Soy Agar (TSA), Trytose Thiamine Agar dan Blood Agar
(Marchant dan Packer, 1971). Brucella abortus adalah bakteri fakultatif
intraselluler aerob, tetapi ada beberapa strain dari bakteri tersebut membutuhkan
5% sampai 10% CO; untuk pertumbuhannya. Media yang paling umum
digunakan untuk perbenihan bakteri adalah dengan media Potato Agar yang
diinkubasi selama 24 jam dengan temperatur 37°C sedangkan waktu untuk
perbenihan bakteri pada 7rypcase Soy Agar berkisar 48 jam dan diinkubasikan
pada suhu 37 °C. Temperatur 37 °C merupakan temperatur optimum,
pertumbuhan terjadi pada temperatur antara 20° sampai 40 °C, pH optimal
berkisar 6,6-7,4 dan semua strain dari Brucella tidak tahan terhadap temperatur 56
°C, dan pada suhu lebih dari 85 °C mampu membunuh bakteri Brucella. Pada uji
biokimia Swulfit Indol Motility (SIM) menunjukkan hasil yang negatif, oksidase

positif, katalase positif, Simon Citrate Agar menunjukkan hasil negatif dan urea
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positif, pada media TSA fterlihat kolomi kecil dan berwama krem (gambar

2.2 Corbel et o, 2002; Quinn et @l., 2002; Abtahi et al., 2003).

Gambar 2.2 Biakan Brucella abortus strain 19 pada media TSA

2.2.5 Pencegahan, Pengobatan dan Pemberantasan Brucellosis

Pencegahan lebith diutamakan dan pada pengobatan. Pencegahan dapat
dilakukan dengan pengawasan dengan membuat peraturan yang melarang
penjualan sapi yang positif secara serologis, dan program vang intensif dan
terjadwal pada semua sapi di daerah tertular. Pengawasan juga baik dilakukan
dengan pemotongan sapi yang sudah kronis, sanitasi yang lebih baik dan
dilakukan vaksinasi untuk hewan dewasa dan pedet.

Vaksinasi biasanya hanya diberikan pada anak sapi betina yang berumur
antara 6 sampai 9 bulan dengan harapan antibodi dalam serum telah menurun ke
tingkat rendah pada waktu pengujian serologi sewaktu dewasa. Bila seckor pedet
divaksin sebelum mencapai umur 6 bulan, meskipun tetap kebal, pedet tersebut
kehilangan antibodi untuk uji aglutinasi serum dan ikut komplemen selama 12

bulan. Penyuntikan setelah pedet berumur 9 bulan mengakibatkan antibodi yang

SKRIPSI Efektivitas Pencucian Whole ... Katerine Aryniarsih




REPOSITORY.UNAIR.AC.ID

lebih persisten sifatnya, dan dapat menimbulkan masalah dalam menafsirkan hasil
serologi. Penafsiran hasil uji serologis juga perlu dikonfirmasi dengan uji
diagnosa lain agar diagnosa yang dilakukan dapat lebih tepat (Tizard, 1988;
Subronto, 2003).

Vaksin vang dapat digunakan adalah vaksin Brucella abortus strain 19
yaitu bentuk vaksin hidup dan vaksin kuman mati strain 45/20 yang diberi
adjuvan. Vaksinasi pada masa pedet bertujuan untuk menurunkan reaktor sampai
sebesar 2-4% saja. Sedangkan pada sapi yang bunting tidak boleh divaksinasi
karena akan diikuti dengan abortus tetapi angka kejadian sangat kecil sekitar 1-
2.5% dari seluruh kejadian abortus {Gery, 2004).

Brucella adalah bakteri intraselluler, sechingga terlindung dari daya tubuh
sapi dan aktifitas antibiotika. Pada hakekatnya tidak ada obat yang baik untuk
pengobatan brucellosis. Pengobatan dipandang tidak efisien, walaupun hanya
berkisar 15% saja sapi yang dapat sembuh secara alami. Brucella abortus
merupakan bakteri yang resisten terhadap penicillin. Pengobatan dapat dilakukan
dengan antibiotika seperti kombinasi long-acting oxitetracycline 25 mglkg,
streptomycin 25 mg/kg, dan oxytetracycline intramammary infusion untuk sapi
perah dengan dosis 20 ml/puting susu selama 4 hari (Radwan et al., 1993;

Hardiopranjoto, 1995; Corbel et al.,2002).

2.3 [Efektivitas Pencucian Whole Membrane dan Sonikasi

Whole membrane merupakan sel utuh bakteri. Whole membrane terdiri dari

beberapa bagian salah satunya membran luar yang mengandung OMP. OMP
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diperoleh setelah dilakukan metode sonikasi. Whole membrane yang akan
disonikasi sebaiknya dicuci terlebih dahulu atan washing menggunakan washing
buffer, umumnya dengan PBS. Hal ini dilakukan jika bahan yang akan dianalisis
protein mengandung reagen, maka bahan sampel tersebut perlu dilakukan
pemurnian atau untuk mendapatkan supernatan dan pellet yang mengandung
protein terlarut . Pencucian dianggap cara yang efektif bila bahan yang akan
dianalisis kadar proteinnya bersih dari nutrisi pembiakan(stabilizer) sehingga
tidak meyulitkan/membuat rancu pembacaan kandungan proteinnya dengan
spektrofotometer namun antigen yang berikatan dengan dinding sel utuh bakteri
tidak banyak vang terlepas saat dilakukan pencucian (Widjajanto, 2004; Suryadi
dkk, 2006).

Sonikasi merupakan metode yang digunakan untuk memecah dinding sel
bakteri untuk mendapatkan bagian sel tertentu. Cara kerjanya dengan
menggunakan frekwensi gelombang suara yang tinggi berkisar antara 18 kHz-

IMHz (Chaplin, 2004).

2.4 QOuter Membrane Protein

Protein ditemukan oleh Jas Jakob Berzelius pada tahun 1838. Protein (akar
kata protos dari bahasa Yunani yang berarti "yang paling utama") adalah senyawa
organik kompleks berbobot molekul tinggi yang merupakan polimer dari
monomer asam amino yang dihubungkan satu sama lain dengan ikatan peptida.
Menurut Albert ez al (1994) protein adalah polimer asam amino yang panjang dan

linier, dalam gabungan kepala dengan ekor melalui ikatan peptid antara gugus
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asam karboksilat pada satu asam amino dan gugus amino pada asam amino yang
lain. Molekul Protein mengandung karbon, hidrogen, oksigen, nitrogen dan
kadang kala sulfur serta fosfor. Protein berperan penting dalam struktur dan fungsi
semua sel makhliuk hidup dan virus.

Sebagian besar strain Brucella membutuhkan media komplek yang
mengandung beberapa asam amino, thiamin, nicotinamid dan ion magnesium.
Dinding sel Brucella abortus terdiri dari stuktur komplek dengan kandungan
protein paling sedikit 75 protein. Asam amino, alanin, arginin, aspartik, asam
glutamik, glisin, histidin, leusin/isoleusin, lisine, fenilalamin, prolin, serin,
threonin dan tirosin diidentifikasi sebagai komponen murni dinding sel strain
halus genus Brucella salah satunya Brucella abortus S-19 (Corbel et al., 2002).

Brucella abortus strain 19 merupakan salah satu contoh bakteri Gram
negatif, yang memiliki dinding sel komplek yang tersusun dari 2 komponen
penting vaitu lapisan outer membrane dan inner membrane, periplasma diantara
kedua lapisan tersebut. Quter membrane merupakan lapisan paling lvar dari
dinding bakteri yang terdiri dari lapisan lipid dengan kadar rata-rata 11-22%
seperti utamanya Lipopolisakarida (LPS), outer membrane protein (OMP) dan
pada bagian inner tersusun fosfolipid dan lipoprotein, sedangkan periplasma berisi
lapisan peptidoglikan vang terdapat protein dan enzyme. Lapisan fofolipid, outer
membrane protein dan lipopolisakarida membentuk 80% dari dinding sel bakteri
utuh. Komponen utama yang terpenting dari dinding sel adalah lapisan

lipopolisakarida, yang terdiri dari rantai polisakarida spesifik yang menentukan
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sifat antigenik dan aktifitas endotoksin (Karsinah dkk. 1994; Heritage, 2004;

Kuchn dan Nicole, 2005).
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Gambar 2.3 Model dinding sel bakten Gram negatif (Sumber :Heritage, 2004)

Protein membran luar atau owter membrane protein yang terletak pada
permukaan bakteri Gram negatif ternyata merupakan antigen penting dalam
menginduksi suatu respon imun spesifik. Protein membran yang dianalisis dengan
immunoblotting menggunakan ekstrak sel B. abortus atau B. melitensis dan
ELISA, menunjukan berat molekul dari outer membrane protein (OMP) 10; 16,5,
19; 25; 36 sampai 38, dan 89 kDa. (Cloeckaert e al., 1992 ; Muliawan dan

Surjawidjaja, 1999).

2.5 Bradford Protein Assay

Bradford protein assay merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
menentukan konsentrasi/kadar protein dalam suatu larutan. Metode ini umum
digunakan di banyak laboratorium untuk menentukan protein yang berisi pecahan

sel dan menilai konsentrasi protein untuk electrophoresis gel. Metode imi
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sederhana hanya memerlukan satu macam reagen, cepat hanya memerlukan waktu

sekitar 5 menit, murah dan sensitif (Mikkelsen dan Eduardo, 2004).

CHy HyC
a» + OO 00
Basic and Aromatic
Swte Chains

S

0CHy
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Coomassie G-250

Protein-Dye Complex
Acvas = 595 nm

Gambar 2.4 Skema reaksi reagen Bradford (Sumber : Thermo Scientific, 2008)

Pengukuran intensitas warna yang dihasilkan dengan menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 595 nm. Coomassie brilliant blue
solution digunakan sebagai reagen yang melapisi protein. Insensitas warna yang
dihasilkan dipengaruhi oleh banyaknya ikatan peptide dalam protein. Coomassie
brilliant blue solution utamanya bereaksi dengan residu arginin dan sedikit
bereaksi dengan basic residu (histidin dan lisin) dan aromatic residu (tirosin,
triptofan, dan fenilalanin). Bradford lebih sensitive pada bovine serum albumin
(BSA) dibandingkan rata-rata protein yang lain dan BSA digunakan sebagai
standar dari hasil pengukuran absorbansi larutan, sehingga konsentrasi protein
dari sampel ditentukan oleh perbandingan dari protein standar dengan

manggunakan BSA (Bradford, 1976; Mukkelsen dan Eduardo, 2004).
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BAB 3

MATERI DAN METODE
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BAB 3 METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penclitian dilakukan di Pusat Veterinaria Farma (Pusvetma) Surabaya
tempat pembiakan Brucella abortus, Laboratorium Bakteriologi dan Mikologi
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, Laboratorium Patologi
Klinik, Laboratorium Biomolekuler Fakultas kedokteran Hewan Universitas
Airlangga serta di Tropical Disease Center Universitas Airlangga yang

dilaksanakan pada bulan Juni sampai bulan September 2007.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian

Penelitian imi menggunakan stok Brucella abortus S-19 aktif (BRUCIVET)
kering beku yang diperoleh dari Pusat Veterinaria Farma Surabaya.

Bahan yang digunakan antara lain stok Brucella abortus S-19 aktif (whole
membrane), Phospat Buffer Saline (PBS), 0,5 mg/mt Bovine Serum Albumin
(Sigma), reagen Bradford ( Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Catalog number
500-0006), 0,15 M NaCl, albumin, dan air es.

Alat yang digunakan meliputi sentrifuse, tabung sonikasi, ultrasomkator
(ultrasonic homogenizer), Refrigerated centrifuge (himac SCR 20B “Hitachi”),
microcup, tabung mikrosentrifuse, spektrofotometer (UV-1601 “Shimadzu”), dan

pencatat waktu (timer).

18
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3.3 Metode Penelitian

Sampel yang digunakan merupakan stok Brucella abortus strain 19
bentuk kering beku yang diperoleh dari Pusvetma Surabaya. Sampel bakteri
bentuk kering beku dilarutkan dengan penambahan PBS schingga menjadi
suspensi bakteri, untuk memastikan stok Brucella abortus tersebut mumi atau
tidak maka dilakukan pembiakkan pada media TSA di Laboratorium Bakteriologi
dan Mikologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Sampel tersebut
kemudian dicuci dengan tiga macam pencucian, pencucian dilakukan di
laboratorium Patologi Klinik Fakuitas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.
Tahap selanjutnya adalah tahap sonikasi untuk memperoleh outer membrane
protein. OMP yang diperoleh diukur kadar proteinnya dengan metode Bradford
protein assay yang dibaca menggunakan alat spektrofotometer U.V (UV-1601
“Shimadzu™) dengan panjang gelombang 595 nm semuanya dilakukan di Tropical

Disease Center.

3.3.1 Pencucian Whole Membrane

Pencucian ini bertujuan untuk memperoleh protein yang bersih tidak
bercampur dengan stabilizer, pencucian menggunakan PBS. Disediakan enam
buah tabung sonikasi vang diberi labet Al, A2, Bi, B2, Cl,dan C2 lalu sampel
bakteri Brucella abortus S-19 aktif yang sudah berbentuk suspensi (bakteri kering
beku 2 mg + PBS 20 ml) dimasukkan dalam 6 tabung sonikasi tersebut masing-
masing tabung sebanyak 2 ml untuk kemudian disentrifuse dengan kecepatan

5000 rpm selama 20 menit ini yang disebut dengan pencucian satu kali {tabung
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Al dan A2), kemudian lakukan pencucian lagi pada tabung Bl, B2,C1 dan C2
dengan cara supernatan dari keempat tabung tersebut dibuang dan pelletnya
ditambahkan 2 ml PBS lagi dan lakukan cara yang sama seperti pada pencucian
pertama vaitu sentrifuse 5000 rpm selama 20 menit, kemudian lakukan lagi hal
yang sama sekali lagi pada tabung C! dan C2 (pencucian ketiga) untuk
mengetahui apakah terdapat perbedaan dari banyaknya pencucian terhadap kadar

protein yang diperoleh.

3.3.2 Pemisahan OMP Brucella abortus S19 dari Whole Membrane dengan
Teknik Sonikasi

Tiap perlakuan pencucian nantinya akan disonikasi dengan wltrasonic
homogenizer frekwensi 25 kHz selama 3x3 menit (3 kali sonikasi setiap sonikasi 3
menit) dan setiap 3 menit sonikasi dihentikan selama 1 menit. Selama proses
sonikasi tabung sonikasi yang berisi 2 ml sampei suspensi Brucella abortus 5-19
dimasukkan dalar wadah vang telah diisi dengan air dingin (air bercampur es dan
garam), usahakan agar jarum sonikator tidak menyentuh dasar tabung karena
dapat menyebabkan tabung pecah. Kemudian supernatan yang diperoleh
disentrifugast dengan memakai Refrigerated centrifuge (Himac SCR 20B
“Hitachi”) dengan kecepatan 12000 rpm selama 20 menit, sehingga akan
diperoieh pellet, pellet ini yang kemudian dibuang dan cairan bening yang berada
diatasnya yang disebut supernatan diambil. Cairan bening ini merupakan OMP
yang telah dipisah dengan whole membrane dan dimasukkan dalam microcup

untuk disimpan sebagai bahan analisis protein (Widjajanto, 2004).

SKRIPSI Efektivitas Pencucian Whole ... Katerine Aryniarsih




REPOSITORY.UNAIR.AC.ID

3.3.3 Penentuan Kadar OMP Brucella abortus S-19 dengan Metode
Bradford Protein Assay

Penentuan kadar protein spesifik Brucella abortus S-19 dilakukan dengan
menggunakan metode Bradford Protein Assay dengan penambahan larutan
standar protein (BSA) dan dibaca dengan spektrofotometer U.V visible (UV-
1601) dengan panjang gelombang 595 nm.

Sediakan delapan tabung mikrosentrifuse, 6 tabung masing-masing diisi
100 pl sampel suspensi bakteri yang akan diperiksa kadar protein outer membrane
proteinnya ditambahkan dengan reagen Bradford (1 ml coomassie briliant blue
solution; 0,5 mg/ml BSA; 100 ul 0,15 M NaCl), satu tabung untuk blanko dan
satu tabung lagi untuk larutan standar. Larutan standar berisi standar albumin
{BSA) dengan konsentrasi standart albuminnya yang tertera 4,38 g %. Diamkan
selama 2 menit pada suhu ruangan, kemudian intensitas warna yang dihasilkan

dibaca dengan spektrofotometer dan dihitung kadar proteinnya (Bradford, 1976).
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3.4  Kerangka Operasional

Untuk memperjelas gambaran penelitian secara keseluruhan dapat dilihat

pada skema di bawah ini
f |
| Stok Brucella abortus S-19 bentuk kerning | .
! beku i |
i +PBS steril
sentrifugasi

l 5000 rpm, 20 menit

2 kali
3 kali

‘

sonikasi Suhu 4°C, 25 kHz
3 menit, 1 menit istirahat

l 3 kali

sentrifugasi 12000 rpm, 20 menit

l supernatan

OMP Brucella abortus S-19

l + reagen Bradford

Pengukuran kadar OMP dengan metode Bradford

Pencucian whole membrane b kali
Gambar 3.1 Bagan Alur Penelitian
|
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

Outer membrane protein Brucella abortus S-19 yang diperoleh setelah sonikasi

whole membrane dengan tiga macam pencucian, konsetrasi proteinnya diukur dengan

metode Bradford protein Assay dengan menggunakan alat spektrofotometer dengan

panjang gelombang 595 nm didapatkan hasil p>0,05. Perhitungan selengkapnya dapat

di lihat pada lampiran 6.

Tabel. Hasil pembacaan spektrofotometer outer membrane protein (OMP) Brucella

abortus S-19.

Perlakuan X+ SD
Pencucian 1x (A} 352+045
Pencucian 2x (B) 3,42 +0,04
Pencucian 3x (C) 3,245 +0,01

23
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PEMBAHASAN

SKRIPSI Efektivitas Pencucian Whole ... Katerine Aryniarsih




REPOSITORY.UNAIR.AC.ID

BAB 5§ PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan sampel kering beku Brucella abortus S-19.
Sampel Brucella tersebut dibuat suspensi dengan penambahan PBS dan kemudian
disentrifugasi, ini yang disebut dengan pencucian. Pencucian dilakukan dengan
tiga macam yaitu pencucian sekali, dua dan tiga kali pencucian ini untuk melihat
perbedaan dari hasil ketiga pencucian tersebut terhadap kadar protein OMP yang
dihasilkan. Pencucian dilakukan untuk memperoleh protein murni dari sampel
bakteri yang dipisahkan dari stabilizer. Kemudian dilakukan sentrifus kembali,
sentrifugasi berfungsi untuk memisahkan sel-sel dari suatu suspensi campuran sel
dengan memanfaatkan perbedaan fisik sel (penguraian sel) sehingga akan didapat
kuman yang cukup banyak yang diperoleh dari peller yang merupakan endapan
kuman. Kemudian dilakukan pemecahan pada membran sel bakteri dengan cara
sonikasi. (Albert et al., 1994; Widjajanto, 2004).

Sonikasi dilakukan dengan memasukkan tabung yang berisi sampel
suspensi bakteri pada wadah yang dingin dengan suhu berkisar 4 °C hal ini
bertujuan agar selama proses sonikasi protein tidak rusak, karena efek ultra
sonikasi menimbulkan panas dan panas tersebut yang akan berpengaruh terhadap
protein kuman. Sonikasi bertujuan supaya ikatan protein dari dinding sel kuman
Brucella abortus S-19 dapat diekstraksikan protein stuktural pada bagian luar dari

sel yaitu OMP. OMP merupakan suatu bentuk protein yang menyusun suatu sel

24

SKRIPSI Efektivitas Pencucian Whole ... Katerine Aryniarsih




REPOSITORY.UNAIR.AC.ID

yang besifat imunogen Karena terbentuk lebih dari 20 macam asam amino yang
dapat merupakan epitop khusus. Epitop ini yang bertugas untuk rangsangan
antibodi. OMP disentrifugasi kembali dengan kecepatan 12000 rpm dengan
penambahan PBS maka akan diperoleh bentuk suspensi protein dalam PBS
sebagai protein terlarut (supernatan). Pengukuran kadar protein dari OMP
mengguanakan bagian supernatan karena memiliki berat molekul yang lebih kecil.
Alat yang digunakan spektrofotometer schingga diperlukan larutan standar BSA
dalam pengukurannya dan apabila ingin mendapatkan protein spesifik perlu
diadakan pengukuran berat molekul terhadap protein terlarut tersebut,
(Widjajanto, 2004)

Kadar protein OMP dihitung secara kuantitatif dengan menggunakan
metode Bradford protein assay dengan rekaman standar spektrum 595 am. Prinsip
kerja metode Bradford adalah protein akan berikatan dengan reagen Bradford
yaitu commassie brilliant blue solution yang akan bereaksi dengan arginin dan
ikatan peptida dan akan merubah warna reagen menjadi lebih gelap, intensitas
warna yang dihasilkan paling baik diukur dengan panjang gelombang 595 nm
yaitu frekwensi absorbansi maksimum pada blue dye menggunakan
spektrofotometer. Frekwensi tersebut merupakan absorbansi terbaik menunjukkan
konsentrasi protein tertinggi.

Hasil perhitungan pembacaan dari spekirofotometer menunjukkan angka
rata-rata pada pencucian sekali 3,52 g%, dua kali 3,42 g% dan pada pencucian
sebanyak tiga kali 3,245 g%. Hasil ini sepintas dapat dilihat bahwa konsentrasi

atau kadar protein outer membrane protein dari Brucella abortus S-19 yang dicuci
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sekali nilainya tertinggi, sedangkan pada pencucian kedua dan ketiga
menunjukkan adanya penurunan konsentrasi protein. Namun saat dihitung
menggunakan metode penghitungan anova (lampiran 5) menunjukkan bahwa
ketiga macam pencucian tersebut tidak berbeda nyata/tidak bermakna (p>0,05),
dengan demikian pencucian whole membrane bakteri Brucella abortus S-19
dengan PBS tidak memberikan efek terhadap kadar protein OMP yang dipercleh
meskipun dilakukan penambahan jumlah pencucian sebanyak dua maupun tiga
kali. Hal ini menunjukkan OMP bakteri Brucella abortus S-19 terikat kuat pada
dinding sel bakteri, schingga tidak ikut terbilas saat whole membrane bakteri

dicuci dengan PBS (Bradford, 1976; Suryadi dkk, 2006).
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ternyata penambahan jumlah
pencucian yang umumnya dilakukan sekali menjadi dua dan tiga kali pencucian

tidak memberikan efek terhadap kadar protein OMP Brucella abortus 5-19 yang

diukur dengan metode Bradford protein assay.

6.2 Saran
Pencucian whole membrane menggunakan PBS dengan tujuan

membersihkan/memisahkan whole membrane bakteri Brucella abortus S-19 dari

stabilizer tidak perlu dilakukan pencucian berulang kali.
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RINGKASAN

Brucellosis adalah penyakit yang disebabkan bakferi dari genus Brucelia,
pada sapi dan manusia kejadian brucellosis umumnya disebabkan oleh Brucella
abortus. Brucellosis dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang cukup besar,
yang diakibatkan abortus, kematian dan kelemahan pedet, infertilitas, jarak antara
kelahiran (calving interval) menjadi panjang, sterilitas, penurunan produksi susu
serta biaya pengobatan dan pemberantasan yang mahal (Hardjopranjoto, 1995).

Penelitian ini bertujuan untuk melihat efektifitas pencucian terhadap kadar
outer membrane protein (OMP) Brucella abortus §-19 diukur dengan
menggunakan metode Bradford Protein Assay.

Sampel yang digunakan berupa stok kering beku Brucella abortus strain
19, untuk memastikan Brucella abortus tersebut murni/tidak maka dilakukan
pembiakan pada media Potato Agar di Pusvetma Surabaya. Sampel tersebut
kemudian di cuci dengan tiga macam pencucian lalu disonikasi dengan frekwensi
25 kHz selama 3 menit dengan dihentikan selama 1 menit, proses ini dilakukan
sebanyak 3 kali untuk memperoleh outer membrane protein. OMP yang diperoleh
kemudian diukur kadar proteinnya dengan metode Bradford protein assay yang
dibaca dengan alat spektrofotometer U.V (Ultra Vielet) dengan panjang
gelombang 595 nin.

Protein akan berikatan dengan reagen Bradford yaitu commassie brilliant
blue solution yang akan bereaksi dengan ikatan peptida dan akan merubah wama

reagen menjadi lebih gelap dan untuk mengukur intensitas warna yang dihasilkan
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digunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 595 nm. Hasil
pengukuran kadar ouwter membrane protein (OMP) menunjukkan tiga macam
pencucian yang dilakukan tidak berbeda nyata (p>0,05)ternyata penambahan
jumlah pencucian yang umumnya dilakukan sekali menjadi dua dan tiga kali
pencucian tidak efektif terhadap kadar OMP Brucella abortusS-19 yang diukur

dengan metode Bradford protein assay
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Lampiran 1. Uji kemurnian stok bakteri Brucella abortus S-19

Stok brucella abortus S-19 bentuk kering beku + PBS
v
Suspensi
v
Tanam pada media TSA dengan cara streak
Inkubasi 37°C selama 3 hari

.

Hasil Penanaman Brucella abortus S-19 pada TSA
tampak koloni kecil, halus dan berwarna krem.

.

pemeriksaan dengan Uji biokimia (Urea, SIM, Simmons citrate agar)

.

pemeriksaan mikroskopik dengan pewarnaan Gram

cocco bacilus, berpasangan atau bergerombol, dan berwarna merah (Gram negatif)

v
positif

.

pencucian suspensi bakteri yang dilanjutkan sonikasi
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Lampiran 2.Pencucian whole membrane
Stok Brucella abortus S19 (kering beku) + PBS
\d
suspensi
¥
6 tabung sonikasi (A1, A2, BI, B2, C1, C2)
+
Masing-masing tabung berisi 2 ml suspensi bakteri
v
sentrifugasi 5000 rpm selama 20 menit
v v v
Hasil (Al dan A2) Hasil (B{ dan B2) Hasil (C1 dan C2)

v v v v v v
Supernatan Pellet+2ml PBS Supematan Pellet+2mi PBS Supernatan Pellet+2ml PBS
(buang) ¢ (buang) | 'L

Tabung sonikasi sentrifugasi 5000 rpm selama 20 menit
(A1 dan A2) v o
Hasil Hasil
\ 7 v v v
Supernatan Pellet+2ml PBS Supematan Pellet+2ml PBS
(buang) | (buang) v
Tabung sonikasi sentrifugasi 5000 rpm
(Bl dan B2) selama 20 menit
Haﬁil
Supernatan Pellet+2ml PBS

v

Tabung sonikasi
(C1 dan C2)
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Lampiran 3. Pemisahan OMP Brucella abortus S19 dari Whole membrane dengan
Teknik Sonikasi

Hasil pencucian whole membrane

Tabung Xl dan A2 Tabunév B1i dan B2 Tabung é 1 dan C2

Sonikasi 25 kHz selama 3x3 menit, jedah 1 menit (3 kali sonikasi tiap sonikasi

membutuhkan waktu 3 menit, dengan istirahat 1 menit pada setiap perlakuan sonikasi)

Sentrifugasi 12.000 rpm 20 menit
v

Hasil

Supernatan Pellet buang
Berisi OMP Protein terlarut

|

Tabung microcup (Al, A2, B1, B2, C1, C2)
yang kemudian diukur kadarnya
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Lampiran 4: Pemeriksaan kadar protein Brucella abortus S-19

37

Data pembacaan kadar Brucella abortus S19 dengan spektrofotometer U.V (ultra violes)

visibe dengan panjang gelombang 595 nm.

Sampel No. Asb ket
; 0,000 Blanko
2 0,466 Al
3 0,392 A2
4 0,420 Bl
5 0,412 B2
6 0,395 Cl
7 0,394 Cc2
8 0,532 standar

Kadar total protein (gr%) = Abosrban sampel x konsentrasi standar protein
Ahsorban standar

Tabung A1 = 0,466 x 4,38 gr% = 3,84 gr%
0,532

Tabung A2= 0,392x438 gr?%=3.2 gr%
0,532

Tabung B1 = 0,420 x 4,38 gr% = 3,45 gr¥%
0,532

Tabung B2 = 0,412 x 4,38 gr% = 3,39 gr%
0,532

Tabung CI = 0395 x 4,38 gr% = 3,25 gr'%
0,532

Tabung C2 = 0,394 x 4,38 gr% = 3,24 gr%
0,532
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Lampiran 5. Perhitungan hasil pembacaan spektrofotometer dengan

meneggunakan ANOVA
Summarize
Case Summaries®
Kadar Protein
Perlakuan A 1 3.84
2 3.20
Total N 2
Sum 7.04
Mean 3.5200
Std. Deviation A5255
B 1 345
2 339
Total N 2
Sum 6.84
Mean 3.4200
Std. Deviation 04243
C 1 325
2 3.24
Total N 2
Sum 6.49
Mean 3.2450
Std. Deviation 00707
Total N 6
Sum 20.37
Mean 3.3950
Std. Deviation 23839

A 1.imited to first 100 cases.
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Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
4. Uses Harmonic Mecan Sample Size = 2.000.
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Oneway
Descriptives
Kadar Protein
N Mean Std. Deviation | Std. Error Minimum | Maximum
A 2 3.5200 45255 .32000 320 k.2
B 2 3.4200 .04243 03000 3.39 345
C 2 3.2450 00707 00500 3124 325
Total 6 3.3950 23839 .09732 3.20 3.84
ANOVA
Kadar Protein
Sutn of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 078 2 039 563 620
Within Groups 207 3 069

Total 284 5

Post Hoc Tests
Kadar Protein
Duncan *
Subset for
alpha = .05

Perlakuan N 1

C 3.2450

B 3.4200

A 3.5200

Sig. 369
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Lampiran 6. Gambar Peralatan Penelitian
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Gambar 6.1 Sentrifugasi (a,b)

Gambar 6.2 Sonikator

Gambar 6.3 Spektrofotometer UV
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