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BAB 1 PENDAHULUAN
1.1 Latar belakang

Populasi sapi perah di Indonesia setiap tahun semakin meningkat, hal ini
dipicu oleh kebijakan Uni Eropa dan beberapa negara penghasil susu vang
mengurangi subsidi bagi usaha peternakan sapi perah, sehingga tidak ada insentif
bagi peternak negara asing untuk mengembangkan usahanya. Kondisi ini
menguntungkan bagi peternak sapi perah Indonesia karena akan tenjadi peluang
untuk meningkatkan posisi tawar kepada industn pengolahan susu. Hal imilah
yang mendorong peternak sapi perah untuk tetap mempertahankan usahanya

dalam bidang peternakan sapi perah (Nazaruddin, 2009).

Banyak kendala yang dihadapi para peternak untuk mempertahankan dan
memajukan usaha peternakan sapi perah mulai dari pakan, lingkungan dan
penyakit. Penyakit yang menyerang sapi perah salah satunya adalah bruceliosis

(Nazaruddin, 2009).

Brucellosis merupakan penyakit hewan menular yang secara primer
menyerang sapi, kambing, babi dan manusia. Brucellosis disebabkan bakteri
Brucella abortus (Subronto, 2003). Keguguran atau keluron karena Brucella
abortus umumnya terjadi dari bulan ke-6 sampai ke-9 periode kebuntingan.
Kejadian abortus berkisar antara 5-90% di dalam suatu kelompok ternak
tergantung pada berat ringan infeksi, daya tahan hewan bunting, dan virulensi
organisme {Toelihere, 1985). Kejadian brucellosis cenderung semakin meningkat

baik dari segi jumlah maupun dalam penyebarannya. Hal ini tentu sangat
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mengancam pertumbuhan peternakan (sapi dan kerbau). Kecenderungan
meningkatnya kasus brucellosis lebih sering terjadi akibat peningkatan populasi
dan perpindahan sapi perah, oleh karena itu di Indonesia penyakit tersebut pada
sapi dimasukkan dalam daflar penyakit menular yang harus dicegah dan

diberantas sejak tahun 1957 (Hardjopranjoto, 1995 ; Subronto, 2003).

Brucellosis sudah lama dikenal di Indonesia terutama sejak ditemukannya
kasus di Jawa dimana Brucella abortus menyerang sapi perah. Penyakit tersebut
menyerang hewan yang ada disekitarnya dan dapat menyebar dengan cepat ke
berbagai tempat di Indonesia. Kejadian Brucellosis di Indonesia terdapat di
Jakarta, Jawa Barat, Jawa Tengah , Jawa Timur, NTB, NTT, Sulawesi Selatan dan

Aceh (Subronto, 2003).

Penyakit ini dapat mengakibatkan kerugian ekonomis yang sangat besar,
walaupun mortalitasnya rendah. Pada ternak kerugian dapat berupa keluron, anak
hewan yang dilahirkan lemah kemudian mati, terjadi gangguan pada alat-alat
reproduksi yang mengakibatkan kemajiran temporer atau permanen. Kerugian
pada sapi perah berupa turunya produksi susu (Tizzard, 1988), sedangkan pada
hewan jantan dapat menyebabkan orchitis dan epididimitis (Hardjopranjoto,

1995).

Pemeriksaan secara laboraturium dapat dilakukan dengan beberapa uji
serologis. Uji serologis yang biasanya digunakan untuk diagnosis Brucellosis

yang berasal dari sampel susu atau serum pendenta adalah : Brucella Milk Ring
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Test (MRT), Rose-Bengal Test (RBT), Complement-Fixation Test (CFT), Serum

Agglutination Test (SAT), Indirect ELISA (Quinn, et al., 2002).

Menurut Matar ef al, yang dikutip oleh Susan (2006) diagnosis
Brucellosis dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat dilakukan tetapi
metode ini memerlukan standardisasi dan perlu evaluasi lebih lanjut. Tetapi
menurut Klavezas, et af, (1995) PCR merupakan metode yang sangat akurat

untuk deteksi Brucella spesies dari isolat bakteri, dan cairan tubuh penderita.

Sejak pertama kali ditemukan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)
oleh Mullis, telah berkembang pesat dalam menyingkap rahasia kehidupan
(Mullis et al., 1986 yang dikutip oleh Nidom dan de Vries, 2007). Polymerase
Chain Reaction merupakan metode sintesis asam nukleat secara in vitro dengan
bantuan enzim untuk melipatgandakan (amplifikasi) fragmen DNA (Suwamo,
2007). Dengan teknik ini dapat diketahui panjang DNA (Deoxyribonucleic Acid)

dari gen outer membrane protein bakteri Brucella abortus.

Struktur bakteri Brucella abortus tergolong unik tidak seperti bakteri
Gram negatif lainnya. Permukaan luar bakteri tidak mempunyai fili dan tidak
berkapsul, terdiri dari dua komponen yang telah diidentifikasi scbagai faktor
virulensi yang potensial yaitu protein Quter membrane protein (OMP) dan
Lipopolisakarida(LPS) (Quinn ef al.,2002). Karakteristik bakteri gram negatif
adalah dikelilingi oleh selaput membran luar yang berfungsi dalam proses

konjugasi bakteri dalam mengendalikan replikasi DNA dan pembelahan sel.
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Selaput membran luar juga berfungsi sebagai penghalang difusi molekul besar

serta pelindung dari enzim hidrolitik (Jawetz, et al., 2002).

QOuter membrane protein (OMP) bakteri Gram negatif merupakan antigen
potensial vang dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik humoral
yaitu sel limfosit B sehingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi (Forestier
et al., 2005), Protein ini juga berperan dalam menunjukkan sifat imunogenik pada
berat molekut tertentu (Jawetz e al, 2002). Menurut penelitian Utomo dan
Ratnasari (2008), Quter membrane protein {OMP) Brucella abortus S-19 dengan
berat molekul 37,2 kDa mempunyai sifat imunogenik. Dapat diasumsikan bahwa
Outer membrane protein (OMP) Brucella abortus isolat lokal juga bersifat
imunogenik yang nantinya dapat dipakai sebagai kandidat vaksin subunit yang
aman dan tidak menimbulkan keguguran apabila diberikan pada sapi yang sedang

bunting.

Penggunaan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk deteksi outer
membrane protein (OMP) Brucella abortus telah banyak diteliti dalam usaha
mendapatkan antigen yang dapat diandalkan baik untuk diagnosis maupun untuk
vaksin terhadap Brucellosis. Salehi ef al., (2006) menggunakan primer omp2a
untuk amplifikasi outer membran protein Brucella abortus dan menghasilkan
1100 pasangan basa. Rincon et al,, (1997), menggunakan primer 2ab5 dan 2ab200
dalam proses PCR. Penelitian yang dilakukan olebh Rincon ef al., menghasilkan

panjang DNA 200 bp.
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Berdasarkan latar belakang inilah yang mendorong peneliti melakukan
penelitian untuk mendeteksi outer membrane protein (OMP) Brucella abortus

isolat lokal.
1.2 Rumusan masalah

Berdasarkan latar belakang diatas dapat dirumuskan permasalahan :
Apakah outer membrane protein (OMP) Brucella abortus isolat lokal yang bersal

dari sapi perah dapat dideteksi dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

1.3 Landasan teori

Penyakit brucellosis, Bangs disease atau penyakit abortus pada sapi
disebabkan oleh Brucella abortus (Akoso, 1996 ; Public Health Laboratory
Network, 2004). Brucella abortus bersifat Gram negatif, tidak berspora, berbentuk
kokobasilus dengan panjang 0,6 - 1,5 um, tidak berkapsul, tidak berflagella
sehingga tidak bergerak (non motil) (Quinn ef al., 2002). Outer membrane protein
(OMP) Brucella pertama kali diidentifikasi pada awal tahun 1980 dan
diklasifikasikan menurut masa molekulernya (Salehi er al, 2006). Outer
membrane protein {OMP) bakteri Gram negatif merupakan antigen potensial yang
dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik humoral yaitu sel
limfosit B sehingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi (Forestier ef al,

2005).
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Reaksi Polimerase Berantai atau dikenal sebagat Polymerase Chain
Reaction (PCR), merupakan suatu proses sintesis enzimatik untuk
mengamplifikasi nukleotida secara in virro. Metoda PCR dapat meningkatkan
jumiah urutan DNA ribuan bahkan jutaan kali dari jumlah semula. Setiap urutan
basa nukleotida yang diamplifikasi akan menjadi dua kali jumlahnya (Fatchiyah er

al., 2006).

1.4 Tujuan penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bahwa Brucella abortus isolat
lokal yang dideteksi menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

memiliki outer membrane protein.

1.5 Manfaat penelitian
Beberapa manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah

e Memberikan informasi bahwa outer membrane protein (OMP) Brucella
abortus isolat lokal dapat dideteksi dengan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR) menggunakan primer spestfik.

o Dapat memberi manfaat bagi ilmu pengetabuan yaitu bakteriologi
khususnya Brucella abortus tentang penetuan outer membrane protein

(OMP) imunogen kuman sebagai bahan vaksin.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Brucella abortus

Menurut Dwidjoseputro {(1995) klasifikasi bakteri Brucella abortus adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Protopytha
Klass : Schizomycetes
Ordo : Eubacteriales
Subordo : Eubacteriineae
Famili : Brucelaceae
Genus : Brucetla

Spesies : Brucella Abortus
2.2 Brucella abertus

Brucella abortus bersifat Gram negatif, tidak berspora, berbentuk
kokobasilus dengan panjang 0,6 - 1,5 pm, tidak berkapsul, tidak berflagella
sehingga tidak bergerak (non motil) (Quinn ez al., 2002). Pada pewamaan Gram
terlihat berwarmna merah, berpasangan stau bergerombol, sedangkan pada wji

biokimiawi menunjukan indol negatif, katalase positif, urea positif, sitrat negatif,

7
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tidak tumbuh atau kurang subur tanpa adanya CO: (0IE,2004). Dalam media
biakan, koloni kuman bruceila berbentuk seperti setetes madu bulat, halus,
permukaannya cembung dan licin, mengkilap serta tembus cahaya dengan
diameter 1 - 2 mm. Pada pengecatan Gram, kuman terlihat sendiri-sendiri,

berpasangan atau membentuk rantai pendek (Alton,1998; OIE, 2004).

Secara biokimia, kuman Brucella dapat mereduksi nitrat, menghidrolisis
urea, dan tidak membentuk sitrat tetapi membentuk H,S. Pertumbuhan bakten
memerlukan temperatur 20 - 40°C dengan penambahan karbondioksida (C02) 5 -

10% (Alton, 1998).

Kuman brucella bersifat intraseluler yaitu kuman mampu hidup dan
berkembang biak dalam set fagosit, memiliki 5-guanosin monofosfat yang
berfungsi menghambat efek bakterisidal dalam neutrofil, schingga kuman mampu
hidup dan berkembang biak di datam set neutrofil (Boschiroli ef al., 2001). Strain
Brucella abortus yang halus (smooth) pada LPS-nya mengandung komponen
rantai O-perosamin, merupakan antigen paling dominan yang dapat terdeteksi pada
hewan maupun manusia yang terinfeksi brucellosis . Uji serologis standar

brucellosis adalah spesifik untuk mendeteksi rantai 0-perosamin tersebut.

Gambar 2.2. Foto elektron mikroskop kuman Brucella abortus Kunkel { 2004)
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2.3 Brucellosis
Penyakit brucellosis, Bangs disease atau penyakit abortus pada sapi

disecbabkan oleh Brucella abortus (Akoso, 1996 ; Public Heaith Laboratory
Network, 2004). Di Indonesia kecenderungan meningkatnya populasi dan lebih
seringnya mutasi sapi perah menjadi penyebab utama meningkatnya kasus
bruceliosis. Oleh sebab itu di Indonesia penyakit brucellosis dimasukkan dalam
daftar penyakit menular yang harus dicegah dan diberantas sejak tahun 1959. Di
Indonesia, penyakit brucellosis dikenal pertama kali pada tahun 1935, ditemukan
pada sapi perah di Grati, Kabupaten Pasuruan, Jawa Timur dan kuman Brucella
abortus berhasil diisolasi pada tahun 1938. Penyakit brucellosis sudah bersifat
endemis di Indonesia dan kadang-kadang muncul sebagai epidemi pada banyak
peternakan sapi perah di Jakarta, Bandung, Jawa Tengah dan Jawa Timur (Putra

dan Arsani, 2003).

2.3.1 Cara penularan

Cara penularan penyakit brucellosis yang paling banyak adalah melalui air
susu atau pakan yang tercemar oleh selaput janin atau cairan yang keluar dani
uterus yang terinfeksi. Penularan dari pejantan yang terinfeksi brucellosis kepada
induk betina dapat terjadi melalui kawin alami atau juga dapat melalui proses
inseminasi buatan dilakukan lewat intra uterin dengan sperma yang mengandung

brucellosis. Penularan penyakit brucellosis juga dapat terjadi melalui air susu
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induk yang diminum oleh pedet sapi, namun terjadinya infeksi melalui air susu

tersebut sangat kecil sekali (Subronto, 2003).

Penularan kepada manusia dapat terjadi melalui saluran pencernaan,
misalnya minum air susu yang tidak dimasak yang berasal dari ternak penderita
bruceHosis. Penularan melalui selaput lendir atau kulit yang luka, misalnya kontak
langsung dengan janin atau plasenta (ari-ari) dari sapi penderita brucellosis dapat
juga menyebabkan penuiaran brucellosis pada manusia (Subronto, 2003 ; WHO,

1971).

2.3.2 Patogenesis

Bakteri Brucella abortus masuk ke dalam tubuh melalui membrane
mukosa terutama saluran pencernaan. Pada hewan bunting, invasi Brucelia
abortus pertama kali pada jaringan ikat antara kelenjar uterus dan mengarah pada
endometrium yang mengakibatkan endometritis ulseratif. Kotiledon kemudian
terinfeksi diserfai terbentuknya eksudat dan berlanjut pada plasenta schingga
mengakibatkan plasentitis. Brucella banyak terdapat pada vili khorion, karena
teriadi penghancuran jaringan, scluruh vili akan rusak menyebabkan kematian
fetus dan abortus. Jadi kematian fetus adalah gangguan fungsi plasenta disamping
adanya endotoksin. Fetus biasanya tetap tinggal di uterus selama 24-72 jam
setelah kematian Selaput fetus menderita oedematous dengan lesi dan nekrosa.

{Hardjopranjoto, 1993).
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Pada hewan jantan, infeksi akan diikuti oleh orkhitis yang kronis dan
petlekatan tunika vaginalis testis dan sel mani menjadi abnormal. Pada ampula

dan vas deferent terjadi nekrosa pada jaringan ikatnya. (Hardjopranjoto, 1995).

2.3.3 Gejala Kinis

Gejala Klinis dari penyakit brucellosis ini adalah abortus atau di
masyarakat dan peternak dikenal dengan nama keluron. Keguguran biasanya
terjadi pada umur kebuntingan 6 sampai 9 bulan, selaput fetus yang diaborsikan
terlihat oedema, hemoragi, nekrotik, adanya eksudat kental serta adanya retensi
plasenta dan metritis. Penyakit brucellosis ini juga menyebabkan perubahan di
dalam ambing. Ambing merupakan tempat perbanyakan bakteri Brucella abortus
secara terus menerus. Sapi-sapi dengan titer aglutinasi yang tinggi menunjukkan

presentasi jumlah bakteri yang tinggi di dalam ambingnya (Subronto, 2003).

Pada pejantan, penyakit brucellosis dapat menyerang testis dan
mengakibatkan orkhitis dan epididimiris serta gangguan pada kelenjar vesikula
seminalis dan ampula. Brucellosis juga menyebabkan abses serta nekrosis pada
scrotum. Sehingga semen yang diambil dari pejantan mungkin mengandung

bakteri brucella abortus (Subronto, 2003).

Gejala klinis Brucellosis pada manusia adalah demam wndulant yang
intermiten, sakit pads otot dan persendian yang sering ditkuti komplikasi dengan

osteomielitis {(Quinn, et af, 2002). Pada wanita yang hamil bila terinfeksi
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Brucellosis dapat menularkan kuman Brucella ke janin melalui plasenta yang
mengakibatkan abortus spontan dan kematian fetus intra uterine pada kehamilan

trisemester pertama dan kedua (Gholami, 2000).

2.3.4 Diagnesis penyakit

Diagnosis penyakit brucellosis dapat dilakukan secara bakteriologis dan
serologis. Secara bakteriologis dapat dilakukan isoloasi dan identifikasi yang
berasal dari bahan-bahan yang dicurigai. Bahan-bahan tersebut bisa berasal dan
fetus yang diaborsikan, plasenta, cksudat uterus, susu, atau cairan abses.
Diagnosis yang hanya berdasarkan gejals klinis sangat tidak spesifik walaupun
pada ternak dijumpai gejala kilinis penyakit (Timoney and Gillespie, 1998 ; Quinn

et al_, 2002).

Secara serologis dapat dilakukan beberapa uji diantaranya Brucella Milk
Ring Test, Rost-Bengal Test (hanya untuk uji kualitatif, hasil positif harus
dilanjutkan dengan CFT atau ELISA), Complement-Fixation Test, Indirect ELISA,
competitive ELISA (menggunakan antibody monoklonal), Serum Agglutination
Test (SAT) atau Antiglobulin Test. Saat ini juga telah ada Brucellin Test, suatu
ekstrak Brucella abortus yang digunakan untuk tes kulit atau intradermal tes.
Akan tetapi tes kulit ini tidak dapat diandalkan dan jarang dilakukan. Uji
polymerase chain reaction (PCR) juga digunakan untuk diagnose Brucellosis
hewan sebagai metode molekuler (Alton ef al., 1998 ; jawetz et al., 2002 ; Quinn

et al., 2002).
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2.3.5 Penanggulangan dan pencegahan brucellosis

Menurut Nazaruddin (2009), pencegahan brucellosis pada sapi didasarkan
pada tindakan higiene dan sanitasi, vaksinasi anak sapi dengan Strain 19 dan
pengujian serta penyingkiran sapi reaktor. Tindakan higienik sangat penting
dalam program pencegahan brucellosis pada suatu kelompok ternak. Sapi yang
tertular sebaiknya dipisahkan dari kelompoknya, kemudian fetus dan placenta
yang digugurkan harus dikubur atau dibakar dan tempat yang terkontaminasi
harus didesinfeksi dengan 4% larutan kresol atau desinfektan sejenis. Program
vaksinasi dilakukan pada anak sapi umur 3-7 bulan dengan vaksin Brucella Strain
19, tetapi penggunaan vaksin Strain 19 harus hati-hati karena dapat menyebabkan

brucellosis atau demam undulant pada manusia

2.4 Outer membrane protein

QOuter membrane protein (OMP) Brucella spp pertama kali diidentifikasi
pada awal tahun 1980 dan diklasifikasikan menurut masa molekulernya (Salehi e
al., 2006). Outer membrane protein (OMP) bakteri Gram negatif merupakan
antigen potensial yang dapat secara langsung menginduksi respon imun spesifik
humoral yaitu sel limfosit B schingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi
(Forestier et al, 2005). Protein ini juga berperan dalam menunjukkan sifat
imunogenik pada berat molekul tertentu (Jawetz et al., 2002). Outer membrane
protein (OMP) Brucella abortus telah banyak diteliti dalam usaha mendapatkan

antigen yang dapat diandalkan baik untuk diagnosis maupun untuk vaksin
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terhadap Brucellosis. Outer membrane protein (OMP) yang dickstraksi secara
kimiawi dari Brucella telah dideteksi dan diklasifikasikan menjadi  tiga grup
dengan berat molekul berkisar dari 88 sampai 94 kDa (grup I), 36 sampai 38 kDa
(grup II), 31 sampai 34 dan 25 sampai 27 k Da (grup Iil). Protein membran luar
dengan berat molekul 25 dan 31 kDa merupakan epitope permukaan (anfigenic
determinant) imunogenik dan protektif (Mariyon et al, 1998). Menurut
Cloeckaert ef al., (1999) outer membrane protein (OMP) dengan berat moiekul
antara 25 sampai 27 k Da, 31 sampai 34 kDa dan 36 sampai 38 kDa merupakan

protein yang imunogenik pada ternak sapi dan domba.

Telah diidentifikasi outer membrane proteine (OMP) lainnya dengan
menggunakan antibodi monoklonal dan merupakan protein minor yaitu yang
mempunyai berat molekul 10, 16,5, 19 dan 89 kDa. Semua protein tesebut diatas
merupakan protein yang imunogenik pada sapi, domba dan kambing yang
terinfeksi. Kuman  Brucella abortus dapat dikategorikan secara fenotipik
berdasarkan morfologi koloninya menjadi tipe halus (smooth) dan kasar (rough).
Strain Brucella abortus yang halus {(smooth) pada LPS nya mengandung
komponen rantai O perosamin. Rantai O perosamin ini merupakan O antigen,
sedangkan pada tipe yang kasar (rough) O antigen tidak terekspresi (Vemulapalli
et al,, 2006). Sedangkan menurut Bowden et al. (1995), antigen membran luar
pada Brucella spp yaitu lipopolsakarida yang smooth (S-LPS} atau rough (R-LPS)

dan outer membrane proteine (OMP).

SKRIPSI DETEKSI OUTER MEMBRAN ... NENLI PRABOWO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 15

2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) pertama kali ditemukan oleh Kary
Muilis pada tahun 1986. Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu teknik
yang dipakai untuk melipatgandakan asam nukleat (DNA atau RNA) secara in
vitro dengan enzimatis di dalam suatu mesin pengubah yang dikenal dengan
Thermocycle. Proses pelipatgandaan DNA ini terjadi melalui tiga tahapan yaitu

denaturasi, annealing dan ekstensi (Rantam, 2007)

30 ~ 40 cycles of 3 steps
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Gambar 2.5. Tahap-Tahap Pelipatgandaan DNA. Sumber: Erlich (1991)
Tahap denaturasi dilakukan pada suhu sekitar 92°C untuk menguraikan
rantai ganda menjadi rantai tunggal Kemudian dilanjutkan dengan tahap
annealing dengan suhu sekitar 37°C - 65°C. Pada proses ini primer menempel
pada daerah spesifik DNA template. Proses ekstensi dilakukan pada suhu 72°C
yang dimaksudkan untuk penambahan enzim Tag DNA polymerase schingga
primer akan disambung dengan nukleotid NTP dan terbentuk rantai nukleotida

yang lebih panjang (Suwarmo, 2007).
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2.6 Komponen Polymerase Chain Reaction (PCR)

Tiap reaksi polimerisasi membutuhkan komponen-komponen sintesis
DNA seperti untai DNA yang akan digunakan sebagai cetakan (templat), molekul
oligonukleotida untai tunggal dengan wjung 3°-OH bebas yang berfungsi sebagai
prekursor (primer) spesifik, sumber basa nukleotida berupa empat macam dNTP
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), enzim DNA polymerase, buffer PCR, ion Mg =

dan thermal cycler (Fatchiyah, 2006; Susanto, 2008).

2.6.1 Primer

Suwarno (2005) menyebutkan bahwa proses polymerase chain reaction
(PCR) memerlukan sekurang-kurangnya 2 macam primer, yakni primer Jorward
dan primer reverse. Masing-masing primer merupakan suatu rantai nukieotida,
mempunyai urutan nukleotida yang berpasangan dengan nuklectida dan mengapit
kedua ujung fragmen DNA yang diamplifikasi. Menurut Padmalatha dan Prasad
(2006) dan Harini e a/ (2008) konsentrasi primer yang terlalu rendah atau yang
terlalu tinggi menyebabkan tidak terjadinya amplifikasi. Rasio yang rendah antara
primer dan DNA cetakan dapat menyebabkan produk PCR yang dihasilkan tidak

konsisten (Ali et al., 2006).
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2.6.2 DNA Template

DNA template adalah DNA untai ganda yang membawa urutan basa
fragmen atau gen yang akan digandakan. Urutan basa ini disebut juga urutan
target (target sequence). Kemumnian DNA target sangat penting, karena
ketidakmurnian suspensi DNA dapat mempengaruhi reaksi amplifikasi dan dapat

menghambat kerja ensim DNA polymerase (Fatchiyah, 2006; Susanto, 2008).

2.6.3 Tag DNA Polymerase

Enzim ini bersifat thermostabil. Aktivitas polimerisast DNAnya dari
ujung-5" ke ujung-3’ dan aktivitas enzimatik ini mempunyai waktu paruh sekitar
40 menit pada 95°C (Fatchiyah, 2006). Enzim ini diperfukan untuk menyambung
primer dengan dNTP terhadap DNA semplate. Konsentrasi yang terlalu tinggi
dapat menyebabkan penumpukan background product dan jika ferlalu rendah

menyebabkan tidak terbentuknya hasil (Suwarno, 2005).

2.6.4 Buffer PCR

Buffer standar untuk PCR tersusun atas 10-50mM Tris-HCL (pH 8,3-8,8
suhu kamar), SOmM KCL, 100pg/ml gelatin atau bovine serum albumin (BSA)

dan 0,05-0,1% Tween-20 atau laureth-12 (Suwarno, 2005).
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2.6.5 Nucleotides (ANTP)

Konsentrasi yang biasanya digunakan untuk setiap dNTP adalah 200 pM.
Jumlah ANTP (dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) harus sama untuk meminimalkan
terjadinya kesalahan dalam pengikatan pasangan, menyediakan energi dan
nukieotid untuk sintesis DNA. Konsentrasi yang tinggi akan menimbulkan
ketidakseimbangan dengan enzim polymerase. Sedang pada konsentrasi rendah
akan memberikan ketepatan dan spesifitas yang tinggi tanpa mereduksi hasil akhir

(Fatchiyah, 2006; Suwarno, 2005).

2.6.6 Konsentrasi Mg**

Magnesium merupakan komponen yang penting dalam reaksi PCR dan
mempengaruhi kualitas profil band yang dihasilkan. Magnesium mempengaruhi
penempelan primer serta aktifitas enzim (Padmanatha dan Prasad, 2006).
Konsentrasi Mg’'yang rendah menyebabkan tidak muncuinya beberapa band
DNA serta intensitas band yang rendah pada produk PCR. Hal ini disebabkan
rendahnya aktifitas Tag polymerase (Harini ef al., 2008). Konsentrasi Mg™* yang
tinggi juga mempengaruhi jumlah band yang dihasilkan dan mengakibatkan
penurunan intensitas band tertentu. Penggunaan Mg®® dengan konsentrasi lebih
besar dari 1 mM dilaporkan dapat menghasilkan produk amplifikasi yang baik

pada bakteri (Bassam e al., 1992).
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2.6.7 Thermal Cycler

Alat ini secara tepat meregulasi temperatur dan siklus wakiu yang
dibutuhkan untuk reprodusibilitas dan keakuratan reaksi amplifikasi (Fatchiyah,
2006). Kegagalan PCR kebanyakan disebabkan denaturasi DNA template! produk

PCR yang tidak sempurna (Suwaro, 2005).

2.7 Elektroforesis

Elektroforesis merupakan suatu cara analisis kimiawi yang didasarkan
pada pergerakan molekul-molekul protein bermuatan di dalam medan listrik (titik
isoelektrik). Pergerakan molekul di dalam medan listrik dipengaruhi oleh bentuk,
ukuran, besar muatan dan sifat kimia dari molekul (Pratiwi, 2001). Elektroforesis
digunakan dengan tujuan untuk mengetahui ukuran suatu partikel DNA, RNA

dan protein (Klug and Cummings, 1994).

Setelah sikius PCR tercapai sesuai dengan yang diinginkan, selanjutnya
dilakukan pembacaan hasil amplifikasi DNA. Hal ini dilakukan dengan metode
Agarose Gel Elecirophoresis (AGE). Konsentrasi Agarose ditentukan oleh
besarnya nukleotida dari DNA yang diamplifikasi. Untuk memperoleh gambaran
yang lebih baik, semakin besar jumlah nukleotidanya maka semakin kecil
konsentrasi Agarosenya. Dalam Agarose ditambahkan Ethidium Bromid,

selanjutnya dibaca dengan iluminasi ultra violet (Nidom dan de Vries, 2007).
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BAB 3 MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorium yaitu
melakukan deteksi outer membrane protein {OMP) Brucella abortus isolat lokal

yang berasal dari sapi perah dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan Mikologi serta
Laboratorium Virologi dan Imunologi milik Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga Surabaya, bulan Juli sampai dengan bulan Agustus 2610 .
Pelaksanaan elektroforesis dilakukan di Laboratorium Biomolekuler Fakultas

Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.

3.3  Materi Penelitian
3.3.1 Sampel Penelitian
Sampel penelitian yang digunakan adalah bakteri Brucefla abortus dan

Balai Besar Veteriner (BBV) Regional VII, Kabupaten Maros, Sulawesi Selatan.

20
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3.3.2 Bahan dan alat penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah DNAzol, ethanol 75%,
ethanol absolut, NFW (Nuclease Free Water), NaOH, PCR bead dan primer gen
OMP, agarose, ethidium bromide, buffer TAE, DNA marker dan buffer loading.

Alat yang digunakan meliputi : micropippet, tabung eppendorf, laminar
flow Hood, thermal cycler-PCR, pipet, microcentrifuge (Beckman),
transiluminator-'UV, gel electrophoresis apparatus (Bio-Rad), vortex, agarose
electrophoresis apparatus (Bio-Rad), white tip, tabung reaksi, bulb, tabung

erlenmayer.

34 Metode Penelitian
3.4.1 Uji Biokimia

Sampel bakteri Brucella abortus yang diperoleh dari Balai Besar Veteriner
(BBV) Regional VII, Kabupaten Maros, Sulawesi Selatan diperiksa menggunakan
uji biokimia yaitu uji katalase, uji urease, uji indol, uji sitrat, uji H,S dan wji
oksidase.
3.4.1.1 Uji Katalase

Koloni bakteri diambil dengan ose dan dilarutkan dengan aquadest di atas
objek glass. Suspensi kemudian ditetesi dengan reagen H,O,, kemudian diamati

apakah terbentuk gelembung udara.
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3.4.1.2 Uji Urease

Koloni bakteri abortus ditanam pada media urease dengan cara di streak,
kemudian diinkubasikan di dalam inkubator selama 24 jam. Setelah 24 jam
diamati perubahan warna yang terjadi pada media urease.
3.4.1.3 Uji Indol

Koloni Bakteri Brucella abortus ditanam pada media sulfide indol motility
(SIM) dan di inkubasi selama 24 jam, kemudian dilihat dengan reagen kovach,
hasil positif apabila terbentuk cincin warna ungu pada media SIM.
3.4.1.4 Uji Citrate

Koloni bakteri abortus ditanam pada media simons citrate agar (SCA)
dengan cara di streak, kemudian diinkubasikan di dalam inkubator selama 24 jam.
Setelah 24 jam diamati perubahan warmna yang terjadi pada media simons citrate
agar.
3.4.1.5 Uji H:S

Kertas saring dicelupkan pada reagen kemudian dimasukkan ke dalam
agar miring yang berisi biakan bakteri Brucella abortus dan di inkubasi 24 jam.

Hasil positif, kertas saring berubah warna menjadi hitam karena menangkap H,S.

3.4.2 Isolasi DNA

Sebelum melakukan isolasi DNA total, terlebih dahulu sampel Brucella
abortus diproses menjadi suspensi, yaitu dilarutkan dengan larutan phosphate
buffer saline (PBS) sebanyak 10% dan suspensi kemudian dapat dipakai untuk

isolast DNA.
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Suspensi Brucella abortus di ambil dengan pipet di masukkan dalam
tabung eppendorf ditambahkan dengan larutan DNAzol 1000ul kemudian
dicampur menggunakan pipet dan diinkubasikan pada suhu ruang selama 5 menit,
dicampur menggunakan vortex setelah itu disimpan selama 2-15 menit pada suhu
ruang. Campuran suspensi tersebut disentrifuge selama 10 menit pada subu 4°C
dengan kecepatan 10.000 rpm. Setelah disentrifuge, supernatan diambil sebanyak
500p11 dan dipindahkan ke dalam tube eppendorf baru kemudian ditambahkan
500ut ethanot absolut. DNA akan tampak melayang-layang dan disentrifuge
selama 10 menit pada suhu 4°C dengan kecepatan 10.000 rpm akan
mengendapkan DNA. Tahap terakhir adalah pencucian DNA  dengan
menambahkan 1000yl ethanol 75% dan disentrifuge selama 10 menit pada suhu
4°C dengan kecepatan 10.000 rpm. DNA dapat dikeringkan dengan membuang
semua supernatan dengan hati-hati dan membiarkan tabung terbuka 5 menit,
kemudian DNA dilarutkan dengan NaOH (pH 7.,5) sebanyak 1 ml dan disimpan

pada suhu 4°C.

3.4.3 Amplifikasi DNA dengan PCR

Proses amplifikasi DNA dengan teknik PCR. 5ul DNA yang telah
dipanaskan dimasukkan ke dalam tube PCR bead, kemudian ditambahkan 2pl
primer forward, 2ul primer reverse dan 16pl NFW schingga total larutan
berjumiah 25ul. Selanjutnya di- spindown dan dimasukkan ke dalam PCR
thermocycler yang telah diprogram, denaturasi awal selama 45 detik pada suhu

95°C di ikuti dengan denaturasi selama 30 detik pada suhu 95°C, annealing seiama
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60 detik pada suhu 50°C, ekstension selama 60 detik pada suhu 72°C, sebanyak 35
siklus dan di akhiri dengan ekstension akhir selama 7 menit pada suhu 72°C.
Selanjutnya produk PCR dimasukkan ke dalam es dan disimpan pada suhu -20°C
sebelum dilakukan proses elekiroforesis. Primer yang digunakan dalam
amplifikasi dapat dilihat pada tabel di bawah im.

Tabel 3.1 Primer yang digunakan untuk PCR OMP Brucella abortus

Nama Sekuens Kat

2ab5 5-ACTGACGGATCCGCGCTCAGGCGGCCGACGCAA - | Forward
3 3

2ab200 | 5’-ACTGACTTCGAAACCAGCCATTGCGGTCGGTAC-3" | Reverse

Omp2a | 5°-CCTTCAGCCAAATCAGAATG-3’ Forward

Omp2a | 5’-GGTCAGCATAAAAAGCAAGC-3’ Reverse

Sumber ; Salehi et al., (2006), Rincon et al., (1997}
3.4.4 Elektroforesis Hasil PCR

Sebanyak 5ul DNA Brucella abortus ditambah dengan 2pl buffer loading,
masukkan dalam agarose 2% yang mengandung ethidium bromide Img/m! untuk
proses running. Hasil dapat divisualisasikan dengan sinar ultraviolet pada panjang
gelombang 302 nm. Elektroforesis DNA dilakukan untuk mengetahui panjang

amplicon darnt Brucella abortus.
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3.5 Kerangka Operasional Penelitian

ISOLASI B. abortus LOKAL

Uji Biokimia meliputi:
-Uji Katalase

-Uji Urease

-Uji HaS

-Uji Sitrat

SKRIPSI

'

KULTUR PADA BAM

!

IDENTIFIKASI

\

Polymerase chain reaction

Koloni Brucella abortus
isolat lokal

- Ditambah larutan PBS
10% l

Isolasi DNA bakteri

- DNAzol 1000 nl

- Ethanol absolut 500 ul

- Ethanol 75% 1000 nl

- Nuclease Free Water 200ul

)

PCR

- Denaturasi 95°C, 45 detik

- Denaturasi 95°C, 30 detik

- Annealing 50°C, 60 detik }35 kali
- Extension 72°C, 60 detik

- Extension 72°C, 7 menit

Elektroforesis DNA
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BAB 4 HASIL

4.1 Uji Biokimia

4.1.1 Uji katalase

Gambar 4.1.1 uji katalase(+) ada gelembung udara

Gambar di atas mepunjukkan hasil positif dari uji katalase dimana terdapat

gelembung udara

4.1.2 Uji citrate, indol dan urease

Gambar 4.1.2. tabung A uji citrate, tabung B dan C ujt ind, tabung D dan E uji
urease

Pada gambar di atas tabung A merupakan uji citrate yang hasilnya negatif

ditandai dengan tidak ada perubahan warna pada media. Tabung B dan C wji indol

26
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yang hasilnya negatif ditandai tidak terbentuknya cincin ungu pada tabung C sebagai
media yang ditanami bakteri dibandingkan dengan tabung B sebagai kontrol. Tabung
D dan E uji urease yang hasilnya positif pada tabung D dimana warna media berubah

menjadi lebih merah dibanding tabung E sebagai kontrol.

4.1.3 Uji HyS

Gambar 4.1.3 tabung kiri reaksi(+) terbentuk warna kehitaman, tabung kanan
kontrol

Gambar menunjukkan hasil positif dari uji H,S dimana tabung sebelah kiri terdapat
warmna kehitaman sebagai tanda bakteri menangkap H,S disbanding tabung kanan

sebagai kontrol.
4.2 Amplifikasi DNA

Proses amplifikasi DNA dari bakteri Brucella abortus menggunakan primer
2ab5 sebagai primer forward dan primer 2ab200 sebagai reverse mampu

menghasitkan gen outer menbran protein (OMP) dengan panjang 200 basepairs(bp).
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Hasil elektroforesis pada proses PCR dapat dilihat menggunakan sinar ultraviolet

dengan panjang gelombang 302 nm, panjang band dari outer membrane protein

(OMP) Brucella abortus dapat di lihat pada gambar di bawah ini :

A B C D E

1500
850

200bp

200
50

Gambar 4.2 Hasil Amplifikasi OMP Brucella abortus
A, marker (1 kb DNA ladder}, B-E, sampel Brucella abortus

Pada gambar di atas dapat dilihat pada kolom B sampai E panjang band dan

outer membrane protein Brucella abortus menggunakan primer 2ab sebagai forward
dan 2ab200 sebagai reverse menghasilkan panjang band 200 bp. Berdasarkan pada
hasil di atas dapat diketahui panjang band outer membrane protein (OMP) Brucella

abortus isolat lokal dengang panjang 200bp.
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BAB 5 PEMBAHASAN

Sifat bakteri Brucella abortus dalam uji biokimia biasanya dilihat dari
interaksi metabolit-metabolit yang dihasilkan dengan reagen-reagen kimia. Selain itu
dilihat kemampuannya menggunakan senyawa tertentu sebagai sumber karbon dan

sumber energi (Waluyo, 2004).

Uji katalase adalah uji untuk mengetahwi apakah bakteri mempunyai enzim
katalase. Hasil positif dari uji katalase adalah terbentuknya gelembung udara hasil
dari reaksi H;O, dengan enzim katalase membentuk H,O dan O, Ujp urease
digunakan untuk mengetahui adanya enzim urease dari bakteri. Hasil positif ditandat
dengan perubahan warna medium menjadi merah ungu. Uji sitrat menggunakan
media simons citrate agar(SCA). Uji imi untuk mengetahui kemampuan bakteri
memanfaatkan natrium sitrat sebagai sumber karbon untuk keperluan hidupnya. Hasil
positif apabila warna hijau media berubah menjadi biru. Uji H,S menggunakan
reagen Pb-Asetat 10%. Uji H,S digunakan untuk mengetahui kemampuan bakteri

menghasitkan H,S (Hardijatno, dkk. 2005)

Uji indol biasanya digunakan dalam indetifikasi yang cepat. Hasil uji indol
yang diperoleh negatif karena tidak terbentuk lapisan (cincin) berwarna merah muda
pada permukaan biakan, artinya bakteri ini tidak membentuk indol dan tryptopan
sebagai sumber carbon, yang dapat diketahui dengan menambahkan larutan kovacs.

Asam amino triptofan merupakan komponen asam amino yang lazim terdapat pada

29
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protein, sehingga asam amino ini dengan mudah dapat digunakan oleh

mikroorganisme akibat penguraian protein(Fardiaz, S. 1992 )

Brucella merupakan kuman gram negatif yang struktur dinding selnya lebih
kompleks dari pada kuman Gram-positif yaita mengandung outer membrane protein
(OMP). Deteksi outer membrane protein (OMP) Brucella abortus dapat dilakukan

dengan teknik PCR menggunakan pasangan primer yang sesuai.

Proses PCR didahului dengan isolasi DNA dari bakteri Brucella abortus.
Isolasi DNA merupakan prosedur rutin dalam analisis molekuler. Isolasi DNA
menggunakan bahan-bahan antara lain, DNAzol yang mengandung fenol dan
guanidinisotiosianat, berfungsi untuk melisiskan sel dan mengikat DNA; Ethanol
yang berfungsi untuk memisahkan fase cair dan fase organik; Ethanol 75% yang
berfungsi sebagai larutan pencuci sekaligus sebagai bahan pengawet jika DNA akan
disimpan dalam jangka waktu yang tertentu; Nuclease Free Water dan NaOH yang
berfungsi sebagai bahan pelarut DNA (Suewamo, 2010).

Penelitian ini mengacu berdasarkan penelitian yang pernah dilakukan Saieh:
et al., (2006). Salehi ef al, 2006, menggunakan primer omp2a untuk amplifikasi gen
outer membrane protein {OMP). Pada proses PCR ini denaturasi awal selama 45
detik pada subu 95°C di kuti dengan denaturasi selama 30 detik pada suhu 95°C,
annealing selama 60 detik pada suhu 50°C, ekstension selama 60 detik pada suhu
72°C, sebanyak 35 siklus dan di akhiri dengan ekstension akhir selama 7 menit pada

suhu 72°C. Hasil dari PCR diatas mampu menghasitkan panjang band 1100 bp.
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Peneliti kemudian menggunakan primer dan program yang sama untuk proses PCR
dengan isolat lokal yang berasal dari pinrang, akan tetapi setelah dilakukan
elektroforesis tidak didapatkan band dari omp Brucella abortus. Hal ini karena
ketidakcocokan primer sehingga tidak terjadi proses penempelan pada saat proses
PCR. Kesalahan dalam proses pengerjaan PCR juga bisa menyebabkan kegagalan,
kesalahan dapat terjadi pada saat pengenceran primer, penyetelan mesin termocycler
yang tidak sesuai waktu dan suhu denaturasi, annealing maupun ekstension. Tidak
menempelnya primer pada DNA cetakan secara sempurna, dapat diakibatkan karena
tidak tepatnya konsentrasi komponen-komponen PCR (Padmalatha dan Prasad, 2006
: Pharmawati, 2008).

Pada proses PCR peneliti menggunakan primer 2ab5 sebagai forward dan
primer 2ab200 sebagai reverse. Proses PCR denaturasi awal selama 45 detik pada
suhu 95°C di ikuti dengan denaturasi selama 30 detik pada suhu 95°C, annealing
selama 60 detik pada suhu 50°C, ekstemsion selama 60 detik pada suhu 72°C,
sebanyak 35 siklus dan di akhiri dengan ekstension akhir setama 7 menit pada suhu
72°C. Penggunaan primer 2ab5 dan 2ab200 dapat mengamplifikasi omp Brucella
abortus dan menghasilkan panjang DNA 200 bp. Penelitian yang sama pernah
dilakukan oleh Rincon et al., (1997), dengan menggunakan primer yang sama.
Penelitian yang dilakukan oleh Rincon ef al, menghasilkan panjang DNA 200 bp.
Berdasarkan hal tersebut dapat diketahui bahwa PCR dapat digunakan untuk deteksi
OMP Brucella abortus. Selain itu dapat diketahui juga bahwa outer membran protein

Brucella abortus bersifat spesifik pada setiap isolat dari berbagai daerah.
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Penelitian tentang oufer membrane protein Brucella abortus juga pernah
dilakukan oleh Klevesaz ef al., (1995) di Mexico, dengan menggunakan primer
spesifik lain yaitu JPF sebagai forward dan JPR sebagai reverse. Hasil dari PCR
menghasilkan panjang DNA 193 bp. Berbeda dengan Klevesaz, Imaoka et al., (2007)
mengguanakan primer JPF sebagai forward dan JPR-ab sebagai reverse. Hasil PCR
panjang DNA yang dihasilkan 186 bp.

Suhu dan jamanya waktu denaturasi menjadi faktor penyebab terhadap
keberhasilan dalam melipat gandakan DNA dengan PCR. Kondisi denaturasi pada
umumnya yatu berkisar 95°C selama 30 detik atau 97°C selama 15 detik.
Penggunaan suhu denaturasi yang tinggi dan waktu yang terlalu lama
memungkinkan untuk menurunkan aktivitas enzim polymerase. Sebaliknya jika suhu
denaturasi yang rendah dan waktu yang terlalu singkat memungkinkan DNA yang
telah terpisah menempel kembali sehingga mengurangi hasil amplifikasi, Rantam
(20073,

Suhu annealing menjadi titik kritis terhadap proses penempelan primer
terhadap template. Primer yang relatif mengandung sedikit G dan C (<50%)
memertukan suhu yang lebih rendah dari 55°C. Namun sebaliknya, jika primer yang
relatif mengandung G dan C banyak diperlukan suhu yang lebih tinggi. Sama halnya
dengan proses denaturasi, wakiu juga menjadi dasar utama dalam proses annealing

dan berkaitan erat dengan penentuan suhu annealing (Gelfand, 1989).
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Lamanya waktu extension ditentukan oleh panjang target DNA yang akan
dilipatgandakan dan subu yang digunakan. Suhu ekstensi yang optimal adalah
mendekati suhu untuk Taq DNA Polymerase yakni sekitar 72°C (Gelfand, 1989).
Waktu ekstension 1 menit pada suhu 72°C biasanya cukup untuk melipatgandakan

DNA dengan panjang 2 kb (kilobase) (Rantam, 2007).
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian deteksi outer membrane protein Brucelia abortus isolat

lokal dengan metode PCR, dapat disimpulkan bahwa:

o QOuter membrane protein (OMP) Brucella abortus dapat di deteksi dengan

metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

6.2 Saran

Berdasarkan penelitian deteksi outer membrane protein (OMP) Brucella

aborius isolat lokal dengan metode PCR, saran yang dapat diberikan berdasarkan

penelitian ini adalah :

» Perlu penelitian lebih lanjut tentang outer membrane protein {OMP) Brucella
abortus dari berbagai isolat di Indonesia sebagai bahan untuk pengembangan

kandidat vaksin,
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RINGKASAN

Nenli Prabowo. DETEKS! OUTER MEMBRAN PROTEIN Brucella
gbortus ISOLAT LOKAL YANG BERASAL DARI SAPI PERAH DENGAN
METODE POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR). Penelitian ini di bawah
bimbingan Sri Chusniati, drh., M.Kes selaku pembimbing pertama dan Dr. Abdul

Samik, drh., M.Si selaku pembimbing kedua.

Penyakit brucellosis merupakan penyakit temak yang menjadi problem
nasional. Kecenderungan meningkatnya populasi dan lebih seringnya perpindahan
sapi perah menjadi penyebab utama meningkatnya kasus brucetlosis. Penyakit
brucellosis, Bangs disease atau penyakit abortus pada sapi disebabkan oleh Brucella
abortus. Brucella abartus mempunyai outer membrane protein dan LPS pada bagian

permukaan luamya.

Outer membrane protein (OMP) bakteri Gram negatif merupakan anfigen
potensial yang dapat secara langsimg menginduksi respon imun spesifik humoral
yaitu se! limfosit B sehingga lebih cepat memacu terbentuknya antibodi. Quter
membrane protein (OMP) Brucella abortus telah banyak diteliti dalam usaha
mendapatkan antigen yang dapat diandalkan baik untuk diagnosis maupun untuk

vaksin terhadap Bruceltosis.
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Polymerase chain reaction (PCR) adalah suatu teknik yang dipakai untuk
melipatgandakan asam nukleat (DNA atau RNA) secara in vitro dengan enzimatis di
dalam suatu mesin pengubah yang dikenal dengan Thermocycle. Proses
pelipatgandaan DNA ini terjadi melalui tiga tahapan yaitu denaturasi, annealing dan

ekstensi,

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli sampai Agustus 2010. Penelitian ini
bertujan untuk mengetahui bahwa metode PCR dapat digunakan untuk mendeteksi

outer membrane protein (OMP) Brucella abortus isolat lokal.

Penelitian ini menggunakan bakteri Brucella abortus dari BBV regional Vil,
Maros Sulawesi Selatan. Bakteri Brucella abortus kemudian diekstraksi untuk
memperoleh DNA. DNA hasil ekstraksi kemudian diamplifikasi melahsi proses PCR.
Proses PCR denaturasi awal selama 45 detik pada suhu 95°C di ikuti dengan
denaturasi selama 30 detik pada suhu 95°C, annealing selama 60 detik pada subu
50°C, ekstension selama 60 detik pada suhu 72°C, sebanyak 35 siklus dan di akhiri

dengan ekstension akhir selama 7 menit pada suhu 72°C.

Hasil dari penclitian ini menunjukkan bahwa Polymerase chain reaction
(PCR) dapat mendeteksi outer membrane protein (OMP) Brucella abortus isolat

iokal dengan panjang band 200 bp.
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Berdasarkan penelitian deteksi outer membrane protein (OMP) Brucella
abortus isolat lokal dengan metode PCR, dapat disimpulkan bahwa outer membrane
protein (OMP) Brucella abortus dapat di deteksi dengan metoda PCR dan disarankan

menggunakan metode PCR sebagai sarana identifikasi Brucelia abortus di Indonesia.
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Susunan nukleotida outer membran protein Brucella abortus. Sumber NCBI

1 caggcogatct tccgogacee ctgtagaaag actgcegutca gcataaaaag caageatotyg

61
1z1
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1621
1081
1141
1261
1261
1321
1381
1441

1501

atgctgecacyg
aatggattag
ggtgttctte
aggaaccagt
agcctgcadqy
ccaategocy
cbgeaaccaa
ttcttegatg
ctteaggecd
gtaaccaccyg
geeagigaay
gttgatgaca
gcgcagacca
accatattta
gagtcttigagg
gotcottgtee
gtaacggacq
agcgocgtaa
tgegteggea
gectettgaty
trggetygaag
tettetgaaa
acctttatyyg
tagcteggeyg

ttgaaaatgc

agggcaacaa
aacgaacgct
cactcgeccac
tcgtaagcaa
ttgaaggcag
ccccactgyge
accgagaack
accegagteat
ccaacaacgt
regbbgtoge
gtgtacgaga
Logocogaggl
cogagetgga
ccatctacgce
gtgcogagtt
cagecattge
taaccatgga
gcgtogceaaa
gectgagege
ttcatttctg
gacaacctgt
gtgaagatac
tgctgctatyg
gattcatgct

aagtttttta

aaaacccgge
ggaagcgadc
caaacttggt
cgttagecogt
ccttctgegt
cgtagttety
gyteggtgat
aggeaacaac
caggcatgta
caccctgite
tettgecocggt
aaccggtgaa
tatacgcgaa
cogaattgtt
cggtttcega
ggtcggtace
cgogeaggca
cgoggacata
ceggaagctge
acctecagte
ceecatoece
tcgeoceattt
aagggcagtt
ttattaacat

ggatcgeccty

atttetgeeg
gataccgocoo
gtaggaaact
aactgcegte
agccotgatac
atccggegta
giitgacgteg
accagcgatc
geegtegatdy
gagagcgatce
gcgglagygay
ggtatggaat
ctecatgacy
cgecageataqg
accggtgygaa
ggagtaaacg
ggttteggty
ttcaacggct
aaccagagcet
aaagttaaaa
taattgaaaa
attegtttca
gttgcagaaa
aagt gaacygc

cagaataaag

ggtttctgta

caageatigr
tceggegtaa
ttgeeccecagt
ttcagaccac
gcagcggacy
ccacgaacct
gaaccocayc
tggtagrrgyg
acagccyaga
ccageoogaga
tccgattcat
gtgcegetge
ttgaagcogca
atygcggagty
tcatcgecoge
cccyggaatgt
tcgggetetyg
gcagcggagde
atgggtotyy
agtegeeeeyg
acatcgaata
tgacacgaaa
gaattaaccyg

ccgcgaatct

tccaatcogt
cttcagcaac
cggtgaagcc
cgtcatgege
cccagacage
aatatgcgece
tggcageeca
cgecageata
tecgtgecagt
agecgtbice
tcacgtcate
cgataccaac
tggitteatt
gttcagtyaa
cgaaacgagce
cecrttacgte
dagaagtagcc
gecgegacgat
caaggagaaqg
gcattctgat
aagegctect
tgttctecaca
ttacctgett
atgttaacgt

ttcgtocygaaa
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1561

1621

1681

1741

1801

1861

1821

1981

2041

23101

2161

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

cagcccttaa
ctcgaateocg
taagocgogec
arcgcttgaa
gtcgaagygcy
catcctotoee
tttroatacygg
atccagaaaa
actggaggtc
cagcttecagg
atgtccgegt
gcotygcgegt
gtaccgaccg
cggaaaccga
acaattcacg
guggegtaay
ttggtatcga
atgatgtcgt
gaaacggctt
acacgatoga
gttegatoge
gtggcgacgt
cagcgacgce
caaagttcat
gcaagacogo
cggaagtttc
cctggggcegyg
gcgccaacyqg
atcgattett

acaaaaaqgct

cggaatatgt
tittcatitaa

atatatataa

atgoocaggc

cteceetget
geragtitrt
aatcggettit
caagcaagcc
agaaatgaac
cgetecaggact
ttgcgacgcet
ccatggttac
caatggetgyg
actcggcaca
tcatgatgge
caccggeace
cgaatccgaa
cgctgetgge
ctcggetglyg
cggtittacatyg
tggtgttgtt
caacatcacc
gaaccagaac
tgececcoccoocgaa
agttaccgco
ctacaccaaa
tatcgttege
tttcecegttg
ccggaatggyg

gggggcaacc

cggcaaggty
taagggoaay
agagaataat
graccggtta
aagggagrag
ceaatatoco
tacccotoge
attgataagt
atcaagagcc
gccgacgeaa
tacggegetg
gtceocgttacg
gacaagyggcyg
ctecggcacct
caatacggceg
gatctgcagt
ttecatacet
tcctaccygcea
atcgectcteg
ccgeacgtig
goectatgact
gaccggttcet
tacggtcagt
aaggcaacct
aacgtcgett
Lttggtggey
ttocageget
gcgeoggttce
gattccagge

ggggggtctt

gcaagaatcg
tgogtgocoygy
ccgraggaaa
tctogecttt
acctcaaaag
agraggtctt
gcactgaatc
aatggctatt
ttcteettgg
tegtagagee
gctacttcta
acgtaaagygy
ctegtttege
atactcagcet
atttcagcga
ttgeatatat
tcaccyggtta
ccggcaagat
aacagyggtyy
Ltggcggect
cggtcatcga
cggtatggcet
ggggcggcga
tcaatetgea
atcagctogt
agtggaaaga
cgttctaatce
atttgaaaca
ggatcgacaa

gtaaaggatt

tctgaacgga
tgctaaattg

Ltttaccagt

accggagagy

ggtcrcgtgy

tatgtgttcg

tctgttitic
caaaattcig
ctecgetgea
agagcccgaa
cattccggge
cggcgatgac
actcatgtte
gegettcaac
tgatcgtgat
cacgettggt
cctegygtgat
cgectacace
cgaagacgtt
gaaatatgct
agaatgggct
gcagggcygca
ttgggctgtc
ggctgcgcat
tcceggattc
caccgttgeth
agatcgacgt
gcgttcacga
ttgagggaat

gagccaa

gagcagaaac
tgggoetttt
taatgcgtaa
tggccgagtg
gttegaatee
acgcyctiga
caggctacya
gcgattctrttg
gctcotggttg
gecgttgaat
accgaaacct
gtttacteceyg
aacacgaatt
tacaccagcea
gtcgetgatyg
ggtttcaagg
gtcatcaacg
ttcaccggeg
gacaacgatt
ggcggctygy
acaaaggttc
tattegteeg
tggggtggtyg
gacgactggyg
accattacge
gaagacaatg
taagcatagqg
aagcgtgaga

1gcggggacy
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§. Laminar flow digunakan pada saat isolasi DNA

2. Micropipet, microtube, blue tip, vellow tip, dan white tip
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4. Microcentrifuge digunakan untuk isolast DNA

5. Thermocyeler digunakan dalan proses pelipatgandaan DNA pada PCR

6. Elektroforesis chamber dan power supply untuk elektroforesis hasil PCR
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7. Tumbangan digital untuk menimbang gel agarose

8. Transtuminator UV untuk memvisualisasikan DNA hasil PCR
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