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ABSTRAK

Brucellosis adalah penyakit zoonosis akibat infeksi bakteri Brucella yang menular dari hewan ke
manusia secara langsung maupun melalui konsumsi produk hewani. Penyakit ini menjadi permasalahan
dunia terutama di negara-negara endemis Brucella maupun di negara berkembang. Brucella melitensis
merupakan salah satu spesies patogen berbahaya dari genus Brucella. Penggabungan sisi imunogenik
dari outer membrane protein 31 (OMP31) yang berasal dari B. melitensis dan superoxide dismutase (SOD) B.
abortus berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat vaksin rekombinan. Pada penelitian ini, ekspresi
protein fusi OMP31-SOD dalam plasmid pPIC9K dengan penambahan sekuen His-tag, bertujuan untuk
dikembangkan sebagai kandidat vaksin protein rekombinan. Plasmid rekombinan pPIC9K+OMP31-SOD
ditransformasikan ke dalam Pichia pastoris KM71 menggunakan metode elektroporasi. Seleksi
transforman dilakukan menggunakan geneticin konsentrasi bertingkat 0,25-4,00 mg/mL. Klon
transforman yang terseleksi ditumbuhkan untuk mengekspresikan protein rekombinan OMP31-SOD.
Ekspresi protein dikonfirmasi menggunakan metode dot-blot dan elektroforesis dengan pewarnaan
Coomassie Brilliant Blue (CBB).  Protein rekombinan OMP31-SOD berhasil diekspresikan Pichia pastoris
KM71 klon 3, 4, dan 6 secara ekstraseluler dengan berat molekul sekitar 40 KDa.

Kata-kata kunci: Brucellosis; Brucella melitensis; Pichia pastoris KM71; protein rekombinan fusi OMP31-
SOD

ABSTRACT

Brucellosis is zoonotic disease caused by Brucella infections transmitted to human either direct
contact with animals or consume their products. This becomes problematic in the world especially in
endemic countries of Brucella and development countries. Brucella melitensis is one of pathogenic species
from genus Brucella. Combining immunogenic side both the outer membrane protein 31 (OMP31) derived
from B. melitensis and superoxide dismutase (SOD) derived from B. abortus has the potential to be developed
as a candidate for recombinant vaccine. In this study, the expression protein of fusion OMP31-SOD inserted
in pPIC9K plasmid with extra His-tag sequence, intends to be developed as a recombinant protein vaccine.
Recombinant plasmids pPIC9K+OMP31-SOD were transformed into Pichia pastoris KM71 using
electroporation method. Selection of transformants was as performed using geneticin® concentrations of
0.25 mg/mL – 4 mg/L Selected transformants were grown to express the OMP31-SOD recombinant protein.
Protein expression was confirmed using both of dot-blot method and electrophoresis with Coomassie
Brilliant Blue (CBB) staining. The OMP31-SOD recombinant protein was successfully expressed
extracellular by Pichia pastoris KM71 clones 3, 4, and 6 with a molecular weight approximately 40 KDa.
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PENDAHULUAN

Brucellosis merupakan penyakit zoonosis
yang disebabkan oleh infeksi dari genus Brucella.
Brucella termasuk bakteri gram negatif
fakultatif intraseluler yang dapat mempengaruhi
sistem imun inang (Avila-Calderón et al., 2013).
Penyakit brucellosis menimbulkan perma-
salahan kesehatan cukup serius pada hewan
ternak dan manusia (Bahador et al., 2012).
Kasus serangan pada manusia dilaporkan
mencapai sekitar 500.000 orang per-tahun di
dunia, terutama terjadi di beberapa negara
endemis Brucella (Pappas et al., 2006). Infeksi
Brucella melitensis sampai saat ini masih
menjadi permasalahan di negara berkembang
dan Timur Tengah (Ghasemi et al., 2013).
Brucellosis dikenal di Indonesia pada tahun 1925
dan telah ditemukan antibodi brucellosis di DKI
Jakarta sebesar 13,5% (Sudibyo, 1995).
Prevalensi kasus brucellosis di Indonesia saat
ini mencapai 40% pada hewan ternak yang
tersebar di seluruh wilayah Indonesia
(Samkhan, 2014).

Serangan brucellosis berdampak negatif
pada laju ekonomi masyarakat. Kerugian
ekonomi akibat brucellosis pada ternak
ruminansia besar di Indonesia diperkirakan
mencapai Rp. 3,6 trilyun per tahun (Basri dan
Sumiarto, 2017). Direktorat Jenderal
Peternakan dan Kesehatan Hewan, Kemen-
terian Pertanian menaksir kerugian akibat
penyakit brucellosis mencapai lebih dari 5
milyar rupiah per tahun (Subdit Pengamatan
Penyakit Hewan, 2014). Brucellosis pada hewan
ternak mengakibatkan terjadinya penurunan
sistem reproduksi hewan yang memicu
berkurangnya produksi hasil ternak seperti
produksi susu, keguguran, penurunan berat
badan, dan infertilitas. Infeksi ini ditularkan ke
manusia secara kontak langsung maupun lewat
konsumsi susu tanpa pasteurisasi atau daging
mentah (Mangen et al., 2002). Brucella memiliki
kemampuan mekanisme virulensi untuk
menghindari deteksi dan aktivasi sistem imun
(Mansoori dan Pourmand, 2016). Oleh karena
itu, vaksinasi dimungkinkan sebagai salah satu
upaya untuk mengatasi penyebaran brucellosis
pada hewan dan manusia (Olsen dan Stoffregen,
2005; Avila-Calderón et al., 2013).

Beberapa studi menyebutkan adanya efek
proteksi dari vaksin sub-unit Brucella
diantaranya yang berasal dari asam
deoksiribonukleat (DNA), protein purifikasi, dan
fraksi antigenik (Pasquevich et al., 2011). Protein

rekombinan merupakan salah satu kandidat
vaksin sub-unit yang lebih aman, avirulent,
tidak infeksius, dan menginduksi proteksi
terhadap brucellosis lebih lama (Perkins et al.,
2010). Fraksi antigenik yang berasal dari
Brucella berpotensi sebagai vaksin protein
rekombinan diantaranya outer membrane
protein (OMP), lipopolisakarida (LPS),
superoxide dismutase (SOD), L7/L12 ribosom,
dan outer membrane vehicles (OMVs). Kandidat
vaksin DNA rekombinan OmpA-like trans-
membrane domain (OMP31) B. melitensis
menunjukkan karakteristik imunogenik dan
berpotensi dalam memicu sistem imun humoral
dan seluler pada mencit yang terinfeksi B.
melitensis (Doosti et al., 2009). Fraksi antigenik
lainnya yaitu SOD dari B. abortus yang
merupakan enzim yang banyak diproduksi oleh
organisme aerob dan anaerob. Penelitian
sebelumnya menyebutkan bahwa gen SOD
berpotensi sebagai kandidat vaksin DNA
maupun protein rekombinan yang mampu
menginduksi sistem imun humoral maupun
seluler pada hewan ternak (Yu, 2007; Sa´ez et
al., 2008).

Penelitian pengembangan vaksin dalam
rangka mencari kandidat vaksin Brucella yang
aman dan efektif bagi hewan ternak dan
manusia terus dilakukan sampai saat ini.
Penelitian ini bertujuan untuk ekspresi protein
rekombinan fusi OMP31-SOD sebagai kandidat
vaksin divalen yang akan mampu menginduksi
sistem imun sehingga memiliki proteksi
terhadap brucellosis pada hewan ternak.
Konstruksi vaksin rekombinan dengan
menggabungkan dua protein diharapkan dapat
meningkatkan imunogenisitas sehingga
penggunaannya lebih efektif. Studi penggunaan
kandidat vaksin divalen menunjukkan bahwa
vaksin fusi DNA divalen OMP16 dan L7/L12
lebih kuat dalam meningkatkan respons imun
seluler dan proteksi sistem imun dibandingkan
vaksin univalen pada mencit yang terpapar
brucellosis (Luo et al., 2006).

METODE  PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Terapetik Protein dan Vaksin, Pusat Penelitian
Bioteknologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI). Bahan yang digunakan untuk
penelitian yaitu plasmid rekombinan
pPIC9K+OMP-SOD telah dikonstruksi
sebelumnya (Kusumawati et al., 2017), Pichia
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pengocokan 250 rpm selama 2 hari. Sebanyak 1
mL kultur selanjutnya dipindahkan ke media
BMGY 10 mL (1% yeast extract, 2% bacto
peptone, 100 mM potassium phosphate pH 6,
1,34% YNB, 1% gliserol, dan 0,2% biotin).
Inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C dengan
pengocokan 250 rpm sampai OD600 mencapai
2-6. Sel selanjutnya dipanen dan dipisahkan dari
supernatan melalui metode sentrifugasi 3000 g
selama 5 menit. Pelet sel selanjutnya
diresuspensi kedalam media BMMY 3 mL (1%
yeast extract, 2% bacto peptone, 1,34% YNB,
0,2% biotin, dan 0,5% metanol). Inkubasi kultur
sel dilakukan pada suhu 30 °C dengan
pengocokan 250 rpm. Kultur sel selanjutnya
diinduksi melalui penambahan metanol dengan
konsentrasi akhir 0,5% setiap 24 jam.
Pengambilan sampel sebanyak 0,2 mL
dilakukan pada hari ke 1 sampai hari ke 5 untuk
dilakukan analisis tingkat ekspresi sehingga
bisa diperoleh hasil ekspresi protein yang
optimal. Supernatan dipisahkan dari pelet
dengan metode sentrifugasi dan kemudian
disimpan pada -20 °C.

Karakterisasi Protein Rekombinan Fusi
OMP31-SOD

Karakterisasi protein rekombinan terfusi
yang diperoleh dilakukan dengan metode dot blot
dan elektroforesis SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).
Sampel 16 μl supernatan ditambah 4 μl bufer
dianalisis dengan metode SDS-PAGE 12% yang
dilanjutkan pewarnaan CBB (coomassie brilliant
blue). Pendeteksian protein rekombinan pada
metode dot blot menggunakan antibodi primer
anti-his dengan antibodi sekunder anti-mouse.
Pewarnaan membran nitroselulosa dilakukan
dengan pemberian substrat NBT (nitro blue
tetrazolium) - BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Protein rekombinan dapat diproduksi pada
Pichia pastoris yang termasuk mikroorganisme
eukariot metilotropik yang mana mampu
mengekspresikan protein heterolog. Pichia
pastoris digunakan untuk produksi protein
rekombinan karena pertumbuhan selnya yang
cepat dalam media minimal dan memiliki sistem
ekspresi yang efisien sehingga memungkinkan
untuk produksi dalam jumlah besar dengan
teknik yang sederhana dan biaya yang lebih

pastoris KM71 (Invitrogen), enzim restriksi SacI
(Roche), agarose gel DNA extraction kit (Roche),
sorbitol (Merck), yeast nitrogen base (YNB)
(Sigma), dextrose (Merck), biotin (Sigma), bacto
yeast extract (Becton Dickinson), bacto peptone
(Becton Dickinson), bacto agar (Becton
Dickinson), potassium phosphate (Merck),
geneticin® (Biowest), gliserol (Merck), metanol
(Merck),  antibodi primer anti-his (Sigma),
antibodi sekunder anti-mouse (Promega),
akrilamida (Bio-Basic), ammonium persulfate
(Biorad), tetramethylethylenediamine (TEMED)
(Biorad), nitro blue tetrazolium - 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate (NBT-BCIP)
(Invitrogen), coomassie brilliant blue (CBB)
(Biorad).

Transformasi plasmid Rekombinan ke
Pichia pastoris KM71

Plasmid rekombinan pPIC9K+OMP31-SOD
dilinierkan dengan enzim restriksi Sac I dan
dipurifikasi menggunakan agarose gel DNA
extraction kit sebelum ditansformasikan ke
Pichia pastoris KM71. Transformasi dilakukan
dengan metode elektroporasi. Sel Pichia pastoris
KM71 dibuat kompeten menggunakan sorbitol.
Sebanyak 40 μl sel kompeten P. pastoris KM71
dicampur dengan 2 μg plasmid linier
pPIC9K+OMP31-SOD. Sel dielektroporasi
sesuai protokol menggunakan alat gene pulserTM

electroporation system (Biorad). Hasil
transformasi selanjutnya ditumbuhkan pada
media MD agar (1% yeast nitrogen base (YNB),
2% dextrose, dan 0,2% biotin) yang diinkubasi
pada suhu 30 °C selama tiga hari.

Seleksi Klon Transforman Pichia pastoris
KM71

Seleksi klon transforman dilakukan pada
media seleksi YPD agar (1% yeast extract, 2%
bacto peptone, 2% dextrose, dan 2% agar) yang
ditambah antibiotik geneticin®. Inkubasi proses
seleksi klon transforman dilakukan pada suhu
30°C. Konsentrasi geneticin® digunakan secara
bertingkat dari 0,25 mg/mL sampai 4 mg/mL.
Seleksi klon dengan konsentrasi antibotik
geneticin® bertingkat bertujuan untuk
memperoleh klon transforman yang unggul
dengan integrasi multikopi.

Ekspresi Protein Rekombinan Fusi
OMP31-SOD

Klon transforman Pichia pastoris
ditumbuhkan pada media cair YPD 2 mL.
Kultur YPD diinkubasi suhu 30 °C dengan
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murah (Daly dan Hearn, 2005). Beberapa galur
Pichia pastoris yang digunakan sebagai inang
ekspresi protein rekombinan diantaranya
GS115, KM71 dan X33. Galur GS115 dan X33
memiliki gen promoter AOX1 dan memiliki
fenotipe H+ sehingga mampu menggunakan
metanol lebih efektif sebagai sumber karbon
untuk pertumbuhannya. Pada penelitian ini
digunakan galur KM71 Muts dengan promoter
AOX2 yang menggunakan metanol sebagai
sumber karbon lebih lambat. Pertumbuhan dan
produksi protein pada Muts lebih lambat sesuai
untuk produksi protein dengan pelipatan protein
terbatas sehingga menghasilkan produk protein
yang lebih tepat. Sel dengan fenotipe Muts juga
mampu tumbuh dan memproduksi protein lebih
banyak pada kultur shake-flask dengan
ketersediaan oksigen terbatas dibandingkan
pertumbuhan fenotipe Mut+ yang menjadi lebih
lambat (Daly dan Hearn, 2005; Krainer et al.,
2012).

Plasmid rekombinan pPIC9K+OMP31-SOD
hasil penelitian sebelumnya (Kusumawati et al.,
2017) dilinierkan terlebih dahulu sebelum
ditransformasikan ke Pichia pastoris KM71. Hal
ini bertujuan untuk meningkatkan efisiensi
proses transformasi. Metode transformasi
elektroporasi dipilih karena umum digunakan
untuk transformasi pada Pichia pastoris. Hasil
transformasi selanjutnya dikultur pada media
MD agar dan diperoleh banyak klon transforman
yang tumbuh (Gambar 1A). Koloni tunggal yang
tumbuh pada media MD agar dipilih secara acak
sebanyak 70 klon transforman untuk ditanam
pada media YPD agar (Gambar 1B) sebelum
dilanjutkan proses seleksi klon. Seleksi klon
transforman P. pastoris KM71 dilakukan pada
media YPD agar yang ditambah geneticin®

dengan konsentrasi bertingkat  0,25; 0,5; 0,75;
1,0; 1,5; 1,75; 2,0; 3,0; dan 4,0 mg/mL. Sebanyak
56 klon  transforman yang tumbuh pada media
YPD dilakukan seleksi pada media
YPD+geneticin® 0,25 mg/mL, akan tetapi hanya
sedikit yang tumbuh (Gambar 1C). Pada media
YPD+geneticin® 0,5 mg/mL diseleksi tujuh klon
transforman yang diberi kode baru klon 1, klon
2, klon 3, klon 4, klon 5, klon 6, klon 7 (Gambar
1D). Ketujuh klon transforman ditumbuhkan
pada media YPD+geneticin® 0,75 mg/mL dan
diperoleh hanya 5 klon transforman yang
mampu tumbuh (Gambar 1D). Kelima klon
transforman (klon 3, klon 4, klon 5, klon 6, dan
klon 7) selanjutnya dilakukan seleksi pada
media YPD+geneticin® 1 mg/mL sampai
YPD+geneticin® 4 mg/mL dan hasilnya kelima

klon transforman tersebut menunjukkan
mampu tumbuh (Gambar 1D-1H). Diperolehnya
lima klon transforman (klon 3, klon 4, klon 5,
klon 6, dan klon 7) yang tumbuh pada media
seleksi yang ditambah antibiotik geneticin®

menunjukkan bahwa transformasi plasmid
rekombinan pPIC9K+OMP31-SOD ke Pichia
pastoris KM71 dan proses seleksi klon
transforman berhasil dilakukan. Vektor pPIC9K
mempunyai gen resisten G418 (geneticin®)
sehingga tahap seleksi dan isolasi klon
transforman yang mengekspresikan protein
rekombinan menjadi lebih cepat (Romanos,
1995). Pada vektor pPIC9K juga mempunyai
signal sekuen alfa faktor untuk ekspresi protein
secara ekstraseluler sehingga mempermudah
dalam proses purifikasi protein (Yan et al., 2013).

Uji ekspresi protein rekombinan fusi
OMP31-SOD dilakukan dengan menumbuhkan
klon transforman Pichia pastoris KM71 pada
media ekspresi. Protein rekombinan fusi
OMP31-SOD diekspresikan P. pastoris secara
ekstraseluler dan disekresikan kedalam media
kultur. Isolasi protein dilakukan dengan
memisahkan sel dan media kultur melalui
sentrifugasi. Supernatan yang mengandung
protein rekombinan fusi OMP31-SOD
selanjutnya dicek menggunakan metode dot blot
(Gambar 2) dan elektroforesis SDS-PAGE 12%
yang dilanjutkan dengan pewarnaan CBB
(Gambar 3). Pengamatan hasil dot blot melalui
dot yang terwarnai sedangkan pada hasil
pewarnaan CBB berdasarkan pita yang tampak
dan ukuran pita tersebut. Hasil dot blot klon
transforman tiga seleksi geneticin® 0,5 mg/mL
menunjukkan dot terwarnai dominan pada hari
ke-4. Hasil pewarnaan CBB pada klon
transforman tiga seleksi geneticin® 0,5 mg/mL
terdapat pita yang berukuran sekitar 40 kDa
pada hari ke-1 sampai hari ke 5. Protein
rekombinan fusi OMP31-SOD diestimasikan
menggunakan sofware ExPASy berukuran 44
kD. Berdasarkan hasil pewarnaan CBB dan hasil
dot blot menunjukkan bahwa protein
rekombinan fusi OMP31-SOD terekspresi di P.
pastoris KM71 dengan berat molekul sekitar
sekitar 40 kDa dan masa inkubasi optimal
empat hari.

Berdasarkan percobaan hasil uji ekspresi
diperoleh masa inkubasi optimal untuk ekspresi
protein rekombinan fusi OMP31-SOD adalah
empat hari, maka dilakukan uji ekspresi secara
bersamaan pada kelima klon transforman (klon
3, klon 4, klon 5, klon 6, dan klon 7) hasil seleksi
geneticin® 0,5 mg/mL  dengan masa inkubasi
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selama 4 hari.  Hasil uji ekspresi dikarakterisasi
menggunakan dot blot diperoleh tampak dot
yang terwarnai pada klon 3, klon 4, dan klon 6
(Gambar 4). Hal ini menunjukkan hasil seleksi
geneticin® 0,5 mg/mL pada klon transforman 3,
4, dan 6 mengekspresikan protein rekombinan
lebih tinggi daripada klon transforman 5 dan 7.

Uji ekspresi dan karakterisasi protein
menggunkan dot blot juga dilakukan pada
kelima klon transforman (klon 3, klon 4, klon
5, klon 6, dan klon 7) hasil seleksi geneticin® 4
mg/mL dengan masa inkubasi 4 hari. Hasil dot
blot pada kelima klon transforman geneticin® 4
mg/mL menunjukkan dot yang kurang

Gambar 1. Hasil transformasi dan seleksi klon transforman P. pastoris KM71. (A.) Kultur hasil
transformasi pada media MD agar diperoleh banyak klon yang tumbuh. (B.) Sebanyak
70 klon transforman dipilih secara acak dan dikultur pada media YPD agar. (C.)
Seleksi 56 klon transforman ditumbuhkan pada media YPD+geneticin® 0,25 mg/mL
diperoleh hanya 7 klon transforman yang tumbuh. (D.) Seleksi 7 klon transforman
(klon 1, klon 2, klon 3, klon 4, klon 5, klon 6, dan klon 7) pada media YPD+geneticin®
0,5 mg/mL diperoleh 7 klon transforman tumbuh dan pada media YPD+geneticin®
0,75 mg/mL diperoleh hanya 5 klon transforman yang tumbuh. Seleksi 5 klon
transforman transforman (klon 3, klon 4, klon 5, klon 6, dan klon 7) pada media
YPD+geneticin® 1 mg/mL dan media YPD+geneticin® 1,5 mg/mL diperoleh 5 klon
transforman tumbuh. Seleksi 5 klon transforman pada media YPD+geneticin® 1,75
mg/mL (E.), media YPD+geneticin® 2 mg/mL (F.), media YPD+geneticin® 3 mg/mL
(G.), dan media YPD+geneticin® 4 mg/mL (H.) menunjukkan 5 klon transforman
mampu tumbuh.
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Gambar 3. Hasil pewarnaan CBB ekspresi klon
transforman 3 seleksi geneticin®
0,5 mg/mL. (M) Marker; (1) Hari
ke-1; (2) Hari ke-2; (3) Hari ke-3;
(4) Hari ke-4; (5) Hari ke-5. Terlihat
pita yang berukuran sekitar 40
kDa.

terwarnai (Gambar 5). Dot blot yang kurang
terwarnai pada kelima klon transforman hasil
seleksi geneticin® 4 mg/mL menunjukkan
ekspresi protein rekombinan yang rendah.

Tingkat resistensi geneticin® tergantung
pada jumlah gen kan dari Tn903 yang
terintegrasi ke dalam genom inang. Integrasi

multikopi vektor pPIC9K dapat meningkatkan
tingkat resistensi geneticin® dari 0,5 mg/mL (1-
2 kopi) sampai 4 mg/mL (7-12 kopi) (Invitrogen,
2010). Integrasi multikopi gen di P. pastoris
dapat meningkatkan ekspresi protein
rekombinan (Madhusudhan et al., 2017). Akan
tetapi tidak ada jaminan bahwa multikopi akan
meningkatkan jumlah protein yang
diekspresikan (Invitrogen, 2010). Berbagai
strategi untuk mengoptimalkan ekspresi protein
diantaranya melalui seleksi generasi klon,
seleksi uji ekspresi protein dan meminimalkan
proteolisis (Ahmad et al., 2014). Faktor-faktor
yang memengaruhi hasil produksi protein
diantaranya komposisi medium kultur, tipe
galur, dan faktor non nutrisi seperti pH kultur,
tingkat agitasi, oksigen yang terlarut, induksi
metanol, dan strategi fermentasi (Li et al., 2007).

Saat ini banyak dilakukan riset
pengembangan vaksin generasi baru untuk
penyakit brucellosis melalui modifikasi genetik
dan reformulasi vaksin. Vaksin sub-unit yang
dikombinasikan dengan penambahan adjuvant
ataupun ekspresi heterolog epitop Brucella pada
berbagai vektor vaksin sedang diuji (Goodwin
dan Pascual, 2016). Pada penelitian ini
dilakukan penggabungan dua protein
rekombinan yaitu OMP31 dan SOD sebagai
kandidat vaksin divalen dengan harapan dapat
meningkatkan sifat imunogenik sehingga lebih
responsif dan penggunaannya lebih efektif.
Vaksin sub-unit yang mengandung OMP dan
LPS dari B. ovis diuji pada inang alaminya

Gambar 2. Hasil dot blot ekspresi klon
transforman 3 seleksi geneticin®
0,5 mgl/mL. (1) Hari ke-1; (2) Hari
ke-2; (3) Hari ke-3; (4) Hari ke-4;
(5) Hari ke-5. Terlihat dot terwarnai
dominan pada hari ke-4.

Gambar 4. Hasil dot blot ekspresi klon P.
Pastoris KM71 geneticin® 0,5 mg/
mL lama inkubasi 4 hari. (1) Klon
transforman 3, (2) Klon transfor-
man 4, (3) Klon transforman 5, (4)
Klon transforman 6, (5) Klon
transforman 7. Terlihat dot lebih
terwarnai pada klon transforman
3, 4, dan 6 hasil seleksi geneticin®
0,5 mg/mL.

Gambar 5. Hasil dot blot ekspresi klon P.
pastoris KM71 geneticin® 4 mg/mL
masa inkubasi empat hari. (1) Klon
transforman 3, (2) Klon transfor-
man 4, (3) Klon transforman 5, (4)
Klon transforman 6, (5) Klon
transforman 7. Terlihat dot kurang
terwanai pada kelima klon
trasforman hasil seleksi geneticin®
4 mg/mL.
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melalui pemberian secara subkutan dalam
mikropartikel dapat memberikan perlindungan
yang sama seperti vaksin Rev 1 (Da Costa
Martins et al., 2010). Beberapa kandidat vaksin
telah diidentifikasi dan dievaluasi lebih lanjut
untuk menentukan kesesuaian dengan
inangnya (Clapp et al., 2011; Yang et al., 2010).
Vaksin sub-unit brucellosis menunjukkan
peningkatan keamanan dan efikasi diuji pada
hewan model, maka memberikan harapan besar
untuk dapat menggantikan vaksin hewan yang
ada dan mungkin diaplikasikan pada manusia
(Yang et al., 2013).

SIMPULAN

Berdasarkan data yang diperoleh maka
dapat disimpulkan bahwa proses transformasi
plasmid rekombinan pPIC9K+OMP31-SOD,
seleksi klon transforman, dan ekspresi protein
rekombinan fusi OMP31-SOD telah berhasil
dilakukan. Ekpresi protein rekombinan secara
ekstraseluler ditunjukkan pada klon
transforman 3, 4, dan 6 hasil seleksi geneticin®
0,5 mg/mL dengan masa inkubasi selama 4 hari.
Protein rekombinan fusi OMP31-SOD sebagai
kandidat vaksin rekombinan brucellosis
mempunyai berat molekul sekitar 40 kDa.

SARAN

Hasil penelitian masih perlu dilakukan uji
biologis pada hewan coba sebagai kandidat
vaksin rekombinan brusellosis yang potensial.
Penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi
dalam pengembangan ilmu pengetahuan dan
teknologi ekspresi protein rekombinan sebagai
vaksin rekombinan sub-unit juga dapat
diaplikasikan untuk penyakit hewan lainnya.
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