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ABSTRACT

Brucellosis in cattle is a disease caused by Brucella abortus due to the reduction in livestock population
caused by abortion, stillbirth, weak birth, infertility and sterility. Brucella abortus has several potential
virulence factors, i.e. virB11 gene that encodes VirB11 protein is an important virulence factor acts as an
ATPase for assembling organelles when the bacteria replicate, helping to complete the bacterial cycle and
agress to another cells. The aim of this study are to re-identification Brucella abortus and detect virB11
gene as encoding of B. abortus VirB11 protein in local isolates from Pinrang, NTT, strain vaccines S19 and
RB51. The isolates Brucella abortus were re-cultured in Brucella agar base and re-identification is followed
by microscopic with Gram staining and biochemical tested with urease, citrat, indol and TSIA test.
virB11gene was detected with PCR method.  The PCR result showed virB11 gene have DNA band 720 bp.
virB11 gene are present in local isolates from Pinrang, NTT, strain vaccines S19 and RB51.
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ABSTRAK

Brucellosis adalah penyakit pada ternak yang disebabkan oleh Brucella abortus yang mengakibatkan
pengurangan populasi ternak akibat abortus, lahir mait, lahir lemah, infertilitas dan sterilitas. Brucella
abortus mempunyai beberapa faktor virulensi seperti gen virB11 yang menyandi protein VirB11 yang
berperan sebagai ATPase untuk perakitan organel ketika bakteri berreplikasi, membantu menyelesaikan
siklus bakteri dan pengeluaran bakteri menuju sel lain. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk re-
identifikasi Brucella abortus  dan deteksi gen virB11 dari isolat lokal asal Pinrang, NTT, strain vaksin
S19 dan RB51. Isolat Brucella abortus dire-kultur pada media Brucella agar base dan re-identifikasi
dilakukan dengan pewarnaan Gram dan uji biokimia melalui uji urease, citrat, indol dan TSIA. Gen
virB11  dideteksi dengan metode PCR. Hasil PCR menunjukkan pita band 720 bp. Gen virB11 terdapat
pada isolat lokal asal Pinrang dan NTT serta strain vaksin S19 dan RB51.

Kata kunci Brucella abortus, strain vaksin S19, strain vaksin RB51, gen virB11
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PENDAHULUAN

Brucellosis merupakan penyakit yang
menginfeksi ternak di sebagian besar dunia yang
disebabkan oleh bakteri genus Brucella dan
menyebabkan keluron atau abortus.   Brucellosis
mudah menyebar secara luas pada sekelompok
populasi ternak dan berdampak pada kerugian
ekonomi.  Diperkirakan kerugian ekonomi
akibat brucellosis pada sapi di Indonesia ditaksir
mencapai 138,5 miliar rupiah setiap tahun
(Ditjennak, 2006) karena berkurangnya
populasi ternak secara langsung akibat keluron,
lahir mati (stillbirth), lahir lemah, infertilitas
dan sterilitas.

Pengendalian brucellosis pada sapi di
Indonesia telah dilakukan melalui program
vaksinasi menggunakan strain vaksin Brucella
abortus S19 dan RB51, namun angka prevalensi
brucellosis pada sapi di beberapa daerah
(Jakarta, Sulawesi Selatan, dan Nusa Tenggara
Barat) masih cukup tinggi yaitu lebih dari 2%
(Ditjennak, 2012).  Kedua vaksin ini membe-
rikan kekebalan pada sapi, tetapi antibodi yang
dihasilkan dari vaksinasi menggunakan B.
abortus S19 sulit dibedakan dengan antibodi
yang disebabkan oleh  infeksi  B. abortus dari
alam (Olsen dan Stoffregen, 2005).

Karakterisasi genomic untuk pemeriksaan
Brucella dapat dideteksi pada gen target omp,
polysaccharide deacetylase, eryC, wboA, bp26,
ABC transporter binding protein (Lopez-Goni et
al., 2008) dan virB (Ke et al., 2015).  Gen-gen
tertentu ada yang terdapat pada semua species
Brucella, termasuk pada B. abortus tetapi ada
juga gen target yang tidak dimiliki oleh salah
satu species Brucella.  Beberapa gen target yang
tidak dimiliki oleh semua species Brucella dapat
digunakan untuk identifikasi dan diferensiasi
(Lopez-Goni et al., 2008).

Virulen B. abortus infeksius dan S19
dibedakan oleh metabolisme erythritol (Sangari
et al., 2000).   Vaksin B. abortus S19 tidak
memiliki fragmen gen eryC karena  merupakan
salah satu faktor virulensi yang menyandi D-
erythrulose-1-phosphat dehydrogenase yang
digunakan untuk katabolisme erythritol sebagai
sumber energi Brucella (Lopez-Goni et al., 2008).

Pada strain vaksin B. abortus RB51,
Vemulapalli et al. (2000)  menunjukkan bahwa
terjadi mutasi dari gen wboA yang disebabkan
oleh elemen IS711.  Gen wboA  mampu
menyandikan glikosiltransferase yang telah
terbukti penting untuk biosintesis antigen O
Brucella yang merupakan bagian dari struktur

lipopolisakharida (LPS). Mutasi pada gen wboA
inilah yang membedakan  strain vaksin RB51
dengan B. abortus yang infeksius lainnya.

Bakteri B. abortus merupakan bakteri
patogen intraseluler yang dapat bertahan hidup
dan bereplikasi dalam sel fagosit dan telah
mengembangkan berbagai cara untuk meng-
hindari pertahanan inang/host atau degradasi
bakteri, seperti mengendalikan pematangan sel
fagosit dan mentransformasikannya ke dalam
lingkungan yang kaya nutrisi sehingga bakteri
bisa bereplikasi (Celli et al., 2003). Brucella
mempunyai kemampuan untuk  menghindari
efek bakterisida dari sel target seperti sel
makrofag  yaitu dengan  mengkodekan T4SS
(de Jong et al., 2008) untuk  mengeluarkan dan
mentranslokasi protein efektor ke sel inang
untuk  memodulasi respons seluler, menghin-
dari proses fagositosis dan mendukung proses
infeksi (Myeni et al., 2013).

Gen virB merupakan gen penyandi virulensi
yang berperan penting terhadap kelangsungan
hidup intraseluler dan multiplikasi dari B.
abortus  yang terdiri dari 12 gen yaitu virB1-12
(Sieira et al., 2000).  Gen virB11 menyandi
protein virB11 yang berfungsi sebagai ATPase
(Smith et al., 2016) dan merupakan faktor
virulensi dari berbagai bakteri patogen, salah
satunya terdapat  pada bakteri B. abortus
(Delrue et al., 2001).

Penghapusan gen virB11 pada B. abortus
yang bertujuan mengendalikan produksi protein
virB11 ATPase pada penelitian yang dilakukan
oleh Smith et al.  (2016)  untuk mengetahui
persyaratan yang dibutuhkan selama siklus
intraseluler dalam makrofag, menunjukkan
bahwa gen virB11 yang menyandi protein virB11
tidak hanya diperlukan untuk menghasilkan
organel pada tahap replikasi B. abortus tetapi
juga membantu  penyelesaian siklus bakteri dan
jalan keluar bakteri menuju ke sel lain.  Hasil
temuan Smith et al.  (2016)    memperluas fungsi
patogen dari gen virB B. abortus dan
menggambarkan penargetan sekresi ATPase
melalui gen virB11 sebagai strategi yang
berguna untuk memanipulasi aktivitas sistem
sekresi bakteri.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengidentifikasi kembali secara mikroskopis
maupun biokimia isolat lokal B. abortus  asal
Kabupaten Pinrang Sulawesi Selatan, NTT,
strain vaksin S19 dan RB51, dilanjutkan dengan
mendeteksi gen virB11 yang merupakan faktor
virulensi  pada masing-masing isolat menggu-
nakan uji Polymerase Chain Reaction (PCR).
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down dan dimasukkan ke dalam PCR thermo
cycler yang telah diprogram, denaturasi awal
selama lima menit pada suhu 94 °C diikuti
dengan denaturasi selama 30 detik pada suhu
94°C, annealing selama 30 detik pada suhu
55°C, extension selama 30 detik pada suhu 72
°C, sebanyak 35 siklus dan diakhiri dengan
extension akhir selama lima menit pada suhu
72°C.  Primer yang digunakan didesain oleh para
peneliti yaitu forward 5’ATGATGTCAAACC
GAAGTGAC 3’ dan reverse 5’ CGTCACTGG
TGCGTTTTCTTCTTC 3’ dengan target
amplicon 720 bp.  Produk PCR (Gambar 5)
kemudian dibaca pada agarose gel elektroforesis
2% dan menunjukkan pita/band pada posisi 720
bp menggunakan sinar ultraviolet.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan isolat lokal asal Pinrang,
NTT, strain vaksin S19 dan RB51 pada media
Brucella Agar Base diamati setelah tiga hari
masa inkubasi suhu 37 °C dengan 5% CO2

terlihat koloni halus, jernih, mengkilat dengan
tepi yang rata berwarna kekuningan atau seperti
madu (Gambar 1).  Menurut Sulaiman 2006, B.
abortus strain virulen pada Brucella Agar Media,
memiliki karakteristik berwarna putih madu,
translucent, bertepi halus, bersifat lembap dan
berdiameter 1-2 mm.  Strain avirulen dari genus
Brucella biasanya menunjukkan karakter koloni
bertepi tidak beraturan, bersifat kering dan
cenderung berbentuk granular kasar.

Pewarnaan Gram terlihat bakteri bersifat
Gram negatif (Gambar 2), yang berarti zat
warna I (Gentian/kristal violet) dapat
dilunturkan oleh aceton alkohol sehingga bakteri
berwarna merah karena  menyerap zat warna
II yaitu safranin.  Morfologi bakteri B. abortus
dari isolat asal Pinrang, NTT, strain vaksin S19
dan RB51 menunjukkan hasil yang sama yaitu
coccobacillus, berpasangan dan bergerombol.

Pemeriksaan dengan melakukan uji
biokimia menggunakan uji urease, uji sitrat, uji
TSIA dan SIM (Gambar 4).  Uji urease
menggunakan media UA menunjukkan hasil
positif ditandai dengan perubahan warna media
dari kuning menjadi kemerahan yang
menunjukkan adanya aktivitas enzim urease
dari B. abortus. Enzim urease menghidrolisis
urea maka terjadi perombakan urea menjadi
amoniak yang dibebaskan dalam media dan
bereaksi dengan air di media membentuk
amonium hidroksida dan menyebabkan medium

METODE PENELITIAN

Sampel Penelitian
Sampel penelitian yang digunakan adalah

bakteri B. abortus isolat lokal asal Pinrang,
Sulawesi Selatan dan NTT  yang diperoleh dari
Balai Besar Veteriner (BBVet) Maros Sulawesi
Selatan, serta strain vaksin S19 dan RB51 yang
diperoleh dari Laboratorium Bakteriologi dan
Mikologi, Departemen Mikrobiologi, Fakultas
Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga.

Re-kultur B. abortus Isolat Lokal dan
Strain Vaksin

Sampel penelitian berupa bakteri B. abortus
yang diperoleh dari isolat lokal asal Pinrang,
NTT,  strain vaksin S19 dan RB51 dikultur
kembali pada media Brucella Agar Base (BAB)
dengan cara streak kemudian diinkubasi selama
tiga hari dalam inkubator pada suhu 37 °C
dengan 5% CO2.

Re-identifikasi B. abortus Isolat Lokal dan
Strain Vaksin

Koloni yang tumbuh terpisah diidentifikasi
kembali dengan uji biokimia atau menurut
prosedur standar uji bakteriologis dengan
pewarnaan Gram, uji katalase dengan H2O2 3%,
uji urease dengan media urea agar (UA), uji sitrat
dengan media simmonse citrate agar (SCA), uji
indol dengan  media sulfat indol motility (SIM)
dan uji triple sugar iron agar (TSIA). Uji
biokimia dilakukan dengan menginokulasikan
ke dalam UA, SCA, SIM, TSIA dan diinkubasi
selama tiga hari dalam inkubator pada suhu 37
°C dengan 5% CO2.

Pemeriksaan Molekuler dengan
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Bakteri B. abortus  isolat lokal asal
Pinrang, NTT,  strain vaksin S19 dan RB51
diperiksa dengan metode PCR.  Sebanyak 1-2
koloni bakteri B. abortus isolat lokal asal
Pinrang, NTT,  strain vaksin S19 dan RB51
diekstraksi menggunakan prosedur menurut
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) sesuai dengan protokol pabrik.

Proses amplifikasi DNA dengan teknik PCR
dilakukan dengan menggunakan thermo cycler.
Sebanyak 5 ìL DNA dimasukkan ke dalam tube
PCR bead, kemudian ditambahkan 1 ìL primer
forward, 1 ìL primer reverse, 12,5  ìL master
mix dan 0,5 ìL air suling/destilated water
sehingga total larutan berjumlah 20 ìL.
Selanjutnya larutan tersebut dilakukan spin
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506

Gambar 1. Gambar mikroskopis pewarnaan Gram (-) isolat Brucella abortus asal Pinrang (a),
assal NTT (b), S10 (c) dan RB51 (d).

Gambar 1. Gambar pertumbuhan koloni Brucelia abornus asal Pinrang (a), asal NTT (b), S19 (c)
dan RB51 (d) pada media Brucella agar base (BAB)

Meze et al.  Jurnal Veteriner
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Tabel 1. Hasil re-identifikasi B. abortus isolat lokal dan strain vaksin

Gambar 3. Hasil uji katalase isolat Brucella abortus asal Pinrang (a), asal NTT (b), S19 (c) dan
RB51 (d)

Jurnal Veteriner Desember 2020 Vol. 21 No. 4 : 502-511
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Gambar 4. Hasil uji biokimia UA (panah kuning), SCA (panah hijau), TSIA (panah merah), SIM
(panah biru) Brucella abortus asal Pinrang (a), asal NTT (b), S19 (c) dan RB51 (d)

berubah menjadi alkalis, sehingga warna media
menjadi lebih merah yang disebabkan adanya
indikator phenol red dalam media.  Uji sitrat
menggunakan media SCA menunjukkan hasil
negatif ditandai dengan tidak ada perubahan
warna pada media yang berarti B. abortus tidak
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon
(Handijatno et al ., 2016). Uji indol
menggunakan media SIM  menunjukkan hasil
yang negatif ditandai dengan tidak terbentuknya
cincin berwarna merah muda pada ujung
tabung.  Pada media TSIA menunjukkan hasil
butt dan slant bersifat alkali ditandai dengan
warna merah pada bagian atas dan bawah media
yang berarti B. abortus tidak memfermentasi
glukosa, sukrosa dan laktosa serta tidak

membentuk gas. Uji katalase menunjukkan
hasil positif, hasil positif dari uji katalase
ditandai dengan gelembung udara sebagai reaksi
pemecahan H2O2 oleh enzim katalase menjadi
H2O dan O2 (Gambar 3).  Pemeriksaan bakte-
riologis tersebut bermanfaat untuk menegaskan
bahwa bakteri yang diisolasi adalah B. abortus
melalui sifat biokimiawi (Sangari et al., 2000).
Uji identifikasi kembali yang meliputi pewar-
naan Gram, uji katalase serta uji biokimia pada
isolat asal Pinrang, NTT, strain vaksin S19 dan
RB51 menunjukkan hasil yang sama (Tabel 1).

Isolat B. abortus asal Pinrang, NTT, strain
vaksin S19 dan RB51 yang telah diidentifikasi
kembali, ternyata berhasil mendeteksi adanya
gen penyandi protein virB11 menggunakan

Meze et al.  Jurnal Veteriner
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teknik PCR.  Teknik PCR merupakan alat
diagnosis yang handal untuk mendeteksi DNA
bakteri yang sifatnya fastidius yaitu bakteri
yang sulit tumbuh dan butuh waktu lama untuk
pertumbuhannya seperti Brucella sp.
(Khamesipour et al., 2013).  Hasil dari proses
amplifikasi gen penyandi protein virB11 pada
isolat asal Pinrang, NTT, strain vaksin S19 dan
RB51 adalah 720 bp sesuai dengan target
amplicon dari referensi sekuen yang digunakan.
Hal ini menunjukkan bahwa pada B. abortus
infeksius maupun strain vaksin masih memiliki
faktor virulensi penting yaitu gen virB11 yang
menyandi protein virB11.  Gen virB11 menyandi
protein virB11 yang berfungsi sebagai ATPase
(Smith et al., 2016) dan merupakan faktor
virulensi dari berbagai bakteri patogen (Sexton
et al., 2004), salah satunya terdapat  pada
bakteri B. abortus (Delrue et al., 2001) yang
berperan untuk menghasilkan organel pada
tahap replikasi, membantu  penyelesaian siklus
bakteri dan jalan keluar bakteri menuju ke sel
lain (Smith et al., 2016).

Bakteri B. abortus asal Pinrang dan NTT
merupakan B. abortus yang bersifat virulen,
sedangkan strain vaksin S19 dan RB51
merupakan B. abortus yang avirulen. Gen
virB11 merupakan faktor virulensi yang
berperan untuk kelangsungan hidup dan
replikasi B. abortus dalam sel inang (Trokter et
al., 2014) dan tidak menyebabkan kerusakan
pada jaringan, sehingga baik pada B. abortus
yang infeksius maupun pada strain vaksin
masih mempunyai gen virB11.

Virulen B. abortus infeksius seperti isolat
asal Pinrang dan NTT dengan S19 dibedakan
oleh metabolisme erythritol (Sangari et al.,
2000).  Dalam strain vaksin, gen ery dengan
panjang 702 bp pada BMEII0427-BMEII0428
telah dihapus (Hiremath et al., 2006), sehingga
vaksin tidak dapat bertahan hidup dalam
erythritol.  Erythritol adalah polialkohol yang
ditemukan dalam uterus hewan bunting, yang
memiliki konsentrasi maksimum sekitar 150
hari kebuntingan ketika mencapai tingkat yang
stabil sampai mendekati kelahiran (Pacheco et
al., 2012). Penghapusan gen ery dengan panjang
702 bp pada BMEII0427-BMEII0428
menyebabkan kehilangan 234 asam amino
tetapi tidak memengaruhi gen virB11 yang
mempunyai panjang 1089 bp pada BMEII0035
sehingga gen virB11 masih terdapat pada strain
vaksin maupun pada strain virulen seperti B.
aboortus  asal NTT dan Pinrang.  Pemeriksaan
PCR pada gen ery berdasarkan AMOS-ERY.
Gen ery terbagi menjadi empat jenis yaitu eryA,
eryB, eryC, dan eryD yang masing-masing dapat
menyandi protein berbeda (Sangari et al., 2000).
Gen eryC menyandi D-erythrulose-1-phosphat
dehydrogenase yang digunakan untuk
katabolisme erythritol sebagai sumber energi
Brucella.  Isolat vaksin B. abortus S19 tidak
memiliki fragmen gen eryC karena gen tersebut
merupakan salah satu faktor virulensi (Lo’pez-
Goni et al., 2008).

Pada strain vaksin B. abortus RB51,
Vemulapalli et al. (2000)  menunjukkan bahwa
terjadi mutasi dari gen wboA yang disebabkan
oleh elemen IS711 dan ada satu mutasi lain
dalam RB51 yang bertanggung jawab untuk
fenotipe kasarnya yang belum diketahui hingga
saat ini.  Gen wboA mampu menyandikan
glikosiltransferase yang telah terbukti penting
untuk biosintesis antigen O Brucella yang
merupakan bagian dari struktur LPS.  Mutasi
pada gen wboA inilah yang membedakan  strain
vaksin RB51 dengan S19 dan B. abortus yang
infeksius seperti B. abortus asal Pinrang dan
NTT.  Gen wboA mempunyai panjang 2139 bp
dan berada pada BMEI0998 (Adone et al., 2011).
Mutasi pada BMEI0998 B. abortus strain vaksin
RB51 tidak memengaruhi basa nukleotida
penyusun asam amino pada fraksi gen virB11
B. abortus yang berada pada BMEII0035,
sehingga B. abortus strain vaksin RB51 dengan
S19, isolat asal Pinrang dan NTT sama-sama
masih mempunyai gen virB11.

Gambar 5.Hasil elektroforesis gen penyandi
protein VirB11 B abortus DNA
Leader 1kb(M). isolat Pinrang (1),
isolat NTT (2), strain S19 (3) dan
strain RB51 (4)
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SIMPULAN

Berdasarkan analisis mikroskopis dengan
pewarnaan Gram dan uji biokimia tidak
terdapat perbedaan antara B. abortus isolat lokal
dan strain vaksin.  Hasil uji PCR menunjukkan
bahwa pada B. abortus isolat lokal asal NTT
dan Pinrang, serta strain vaksin S19 dan RB51
masih memiliki faktor virulensi yaitu gen
virB11 yang menyandi protein virB11 yang
berperan terhadap kelangsungan hidup
intraseluler B. abortus.

SARAN

Penelitian lanjut dengan metode molekuler
yaitu sekuensing DNA untuk mengetahui ada
atau tidaknya perubahan susunan nukleotida
pada B. abortus isolat lokal asal Pinrang, NTT,
strain vaksin S19 dan RB51.
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