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ABSTRAK 
 

Penelitian ini bertujuan mendeteksi brucelosis pada sampel susu sapi dengan uji polymerase chain reaction (PCR) dan membandingkan tingkat 

sensitivitas dan spesifisitasnya dengan metode milk ring test (MRT). Sebanyak 24 sampel susu sapi yang dikoleksi secara aseptik dari lapang diuji 
PCR dan MRT. Hasil pengujian menunjukkan bahwa 79,17% (19/24) sampel susu positif brucelosis dengan uji PCR dan 83,33% (20/24) dengan uji 

MRT. Sensitivitas dan spesifisitas PCR mendeteksi brucelosis masing-masing sebesar 75 dan 100% dibandingkan dengan uji MRT.  

____________________________________________________________________________________________________________________ 
Kata kunci: Brucella abortus, PCR, MRT, susu, sensitivitas, spesifisitas 

 

ABSTRACT 
 

This study was conducted to detect brucellosis in bovine milk using polymerase chain reaction (PCR) and compare its sensitivity and 

specificity to milk ring test (MRT). Twenty four bovine milk were aseptically collected from the field and then analyzed using PCR and MRT for 

tuberculosis incidence. The results showed that 79.17% (19/24) of bovine milk samples indicated a positive result with PCR assay and 83.33% 
(20/24) showed positive reaction with MRT. Polymerase chain reaction sensitivity and specificity to detect brucellosis in milk samples were 75 

and 100%, respectively compared to those of MRT. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 
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PENDAHULUAN 

 

Brucelosis merupakan salah satu penyakit zoonosis 

yang berimplikasi serius pada kesehatan hewan dan 

manusia (OIE, 2004) dan masih terus dilaporkan sampai 

sekarang ini (FAO, 2010). Brucelosis disebabkan oleh 

bakteri Gram negatif coccobacilli dari genus Brucella 

(Corbel, 1997). Brucelosis di Indonesia bersifat endemis 

pada ternak sapi dengan kerugian ekonomi mencapai Rp 

138,5 miliar setiap tahun (Dirjennak, 2006). Infeksi 

brucelosis pada sapi mengakibatkan abortus dan 

menurunkan tingkat produksi susu. Setelah masa akut 

penyakit ini berakhir, hewan dapat menunjukkan sedikit 

atau tanpa gejala penyakit. Kuman Brucella dapat berada 

di nodus limfatikus supramammary dan kelenjar susu 

pada 80% sapi yang terinfeksi dan sapi akan terus 

mengeluarkan patogen dalam cairan tubuh (Morgan dan 

McDiarmid, 1960; Nicoletti,  1980). 

Gejala klinis brucelosis sangat tidak spesifik, 

sehingga untuk peneguhan diagnosis penyakit harus 

dilakukan dengan pemeriksaan laboratorium (Young, 

1995; Colmenero et al., 1996). Diagnosis brucelosis 

secara isolasi merupakan standar baku (gold standard) 

namun sensitifasnya rendah (50-70%) dan menurun 

pada stadium kronis, sedangkan uji serologis tidak 

cukup spesifik pada daerah endemik brucelosis 

(Young, 1995; Ariza et al., 2002). Diagnosis brucelosis 

dengan milk ring test (MRT) mempunyai sensitivitas 

sangat tinggi namun spesifisitasnya rendah sehingga 

hasil uji sering terjadi reaksi positif palsu.  

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan 

metode diagnosis molekuler yang sangat potensial dan 

menjanjikan untuk diagnosis brucelosis karena hasilnya 

akurat, spesifik, dan cepat untuk deteksi Brucella pada 

sampel susu dan jaringan terkontaminasi walaupun 

dengan jumlah sampel sedikit (Fekete et al.,1990; 

Fekete et al., 1992; Herman dan de Ridder, 1992; Leal-

Klevezas et al., 1995; Gallien et al., 1998; Bricker, 

2002). Berbagai target gen yang berbeda, pasangan 

primer, teknik, dan prosedur ekstraksi telah dikembang-

kan untuk deteksi deoxyribonucleic acid (DNA) 

Brucella. Berbagai region genom Brucella telah 

berhasil diidentifikasi dengan teknik PCR ini, yaitu: 

IS711/IS6501 (Bricker dan Halling, 1994; Ouahrani-

Bettache et al., 1996), 16S rRNA (Herman dan de 

Ridder, 1992; Romero et al., 1995), 31 kDa omp (Baily 

et al., 1992; Gallien et al., 1998; Sreevatsan et al., 

2000), 43 kDa omp (Fekete et al., 1990), omp2 (Leal-

Klevezas et al., 1995), dan BCSP31 (Guarino et al., 

2000).    

 

MATERI DAN METODE 
 

Koleksi Sampel Susu 

Sebanyak 20 ml susu sapi dikoleksi secara aseptik 

dari keempat kwartir ambing dan disimpan dalam 

pendingin sebelum dibawa ke laboratorium. Sampel 

susu tersebut dideteksi terhadap brucelosis dengan uji 

PCR dan MRT. 

 

Deteksi Brucelosis dengan Uji PCR 

Ekstraksi DNA  

Deoxyribonucleic acid dari sampel susu diekstraksi 

menggunakan 1 ml susu dalam alikuot dan disentrifus 
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pada 6.000 g selama 10 menit. Cairan bening dibuang 

dengan menggunakan transfer pipette, endapan susu dan 

lemak ditambah double-distilled water sterile sampai 

200 μl sebelum diekstraksi dengan QIAmp DNA 

extraction kit (Qiagen). Proteinase K sebanyak 25 μl 

ditambahkan dalam tabung tersebut dan dilakukan vortex 

sampai homogen. Kemudian ditambahkan 200 μl lysis 

buffer  dan diinkubasi pada 70° C selama 30 menit. 

Selanjutnya, ditambahkan 200 μl etanol, vortex, dan 

sampel dipindahkan ke dalam minicolumn dan diproses 

sesuai dengan instruksi protokol. Deoxyribonucleic acid 

dielusi dengan 50 μl double-distilled deionized water 

sterile, dan disimpan pada suhu -20° C sebelum 

digunakan. 
 

Amplifikasi DNA 

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan  

2 pasangan primer yaitu 16S rRNA: Urutan forward 

primer 5’-TGCAATACCGTATGTGCTT-3’ dan 

reverse primer 5’-TTGACATCCCGGTCGCGTTA-3’ 

(Herman dan de Ridder, 1992) dan omp2 primer: 

urutan forward primer 5’-GCGCTCA 

GGCTGCCGACGCAA-3’, dan reverse primer 5’-

ACCAGCCATTGCGGTCGGTA-3’ (Leal-Klevezas et 

al., 1995). Semua amplifikasi PCR dikerjakan dengan 

menggunakan platinum PCR supermix high fidelity 

(Invitrogen
TM

) dengan volume akhir 25 μl, dengan 1 μl 

sampel DNA, dan 20 pmol primer. Reaksi PCR 

menggunakan DNA thermal cycler (Applied Bio-

System) pada suhu denaturasi  94° C selama 4 menit; 

diikuti 35x siklus pada suhu annealing 94° C selama 60 

detik, ekstensi 72° C selama 60 detik dan ekstensi final 

pada suhu 72° C selama 3 menit.  
 

Deteksi dan Identifikasi Produk PCR  

Deteksi dan identifikasi produk PCR dilakukan 

dengan proses elektroforesis dalam 1,5% gel agarose, 

dengan penambahan ethidium bromide (0,5 mg/ml). 

Sebanyak 8 μl produk PCR dengan 2 µl loading dye 

dielektroforesis pada 100 volt selama 1 jam. Visualisasi 

produk didentifikasi dengan sinar ultraviolet.  
 

Deteksi Brucelosis secara MRT 

Deteksi brucelosis secara MRT dilakukan dengan 

menambahkan 30 μl antigen MRT (BBlitvet) ke dalam 

tabung yang telah diisi 1 ml susu yang telah disimpan 

dalam refrigerator sekurang-kurangnya 24 jam. Tabung 

diinkubasi pada suhu 37° C selama 1 jam.  Uji MRT 

dinyatakan negatif jika lapisan krim di bagian atas 

berwarna putih dan bagian susu pada bagian bawah 

berwarna biru semua. Reaksi positif MRT ditandai 

dengan cincin krim berwarna biru dan susu bagian 

bawah berwarna putih. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Diagnosis brucelosis pada sampel susu dengan 

MRT secara tidak langsung mendeteksi adanya 

Brucella spp. pada hospes (Godfroid et al., 2002). Uji 

MRT dapat digunakan untuk uji penyaringan brucelosis 

pada sampel susu bulk maupun  sampel susu dari 

individual sapi. Deteksi brucelosis pada 24 sampel susu 

secara MRT menunjukkan hasil positif sebesar 83,33% 

(20/24) yang ditandai dengan terbentuknya cincin 

berwarna biru dengan bagian bawah berwarna putih 

seperti yang disajikan pada Gambar 1. 

 

 
Gambar 1. Hasil reaksi antigen milk ring test (MRT) dan 

sampel susu  (Sampel positif terlihat cincin berwarna biru dan MRT 

negatif susu berwarna biru homogen) 
 

Reaksi positif MRT pada bulk sampel susu 

menunjukkan bahwa terdapat satu atau lebih sapi yang 

terinfeksi brucelosis pada satu populasi. Uji MRT pada 

individual sapi jika positif tidak perlu dikonfirmasi 

lebih lanjut dengan uji serologis. Tetapi, hasil positif 

MRT dari individual sapi sampel susu perlu diencerkan 

10 kali, jika hasil MRT positif mengindikasikan adanya 

infeksi brucelosis pada sapi tersebut. 

Deteksi brucelosis pada sampel susu secara PCR 

pada penelitian ini dilakukan menggunakan dua 

pasangan primer yang berbeda yaitu 16S rRNA dan 

omp2 (Gambar 2). Uji PCR dengan menggunakan 

primer 16S rRNA menghasilkan produk amplifikasi 

DNA 900 bp, sedangkan dengan primer omp2 

menghasilkan produk amplifikasi DNA 193 bp. Hasil 

deteksi brucelosis pada 24 sampel susu dengan uji PCR 

menunjukkan 79,17% (19/22) sampel positif. 

 

 
Gambar 2. Hasil amplifikasi DNA dengan 16SrRNA(A) dan 

omp2 (B) (M= marker; +Ve= kontrol positif; -Ve= kontrol negatif; 

1-3= sampel susu) 

 

Analisis statistik untuk menghitung tingkat 

sensitivitas dan spesifisitas dari uji PCR dalam 

mendeteksi brucelosis pada sampel susu dibandingkan 

dengan uji MRT seperti yang disajikan pada Tabel 1. 

Berdasarkan hasil analisis statistik menunjukkan 

bahwa sensitivitas uji PCR dalam mendeteksi Brucella 

pada sampel susu adalah 75% sedangkan 
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spesifisitasnya adalah 100% dengan overal agreement  

kedua uji tersebut adalah 62,5%. Walaupun uji MRT 

adalah untuk mendeteksi adanya antibodi dalam susu 

sedangkan uji PCR untuk mendeteksi antigen dalam 

susu, namun dari hasil tersebut dapat dibandingkan 

untuk diagnosis brucelosis pada sapi. Berdasarkan 

analisis statistik tersebut terlihat bahwa uji MRT lebih 

sensitif dalam mendiagnosis brucelosis pada sampel 

susu dibandingkan dengan uji PCR, namun kurang 

spesifik. Menurut Alton et al. (1988), sensitivitas uji 

MRT untuk deteksi brucelosis pada sampel susu tinggi 

namun spesifisitasnya rendah. Uji MRT dapat 

menghasilkan reaksi positif palsu (false positive) pada 

beberapa kondisi seperti sampel susu mengandung 

kolostrum sapi pada periode akhir laktasi atau sapi 

menderita mastitis subklinis. Oleh karena itu, MRT 

biasanya hanya digunakan untuk uji penyaringan 

brucelosis (Alton et al., 1988) dan harus dikonfirmasi 

dengan uji serologis lain. 

Penggunaan uji PCR dengan target gen 16S rRNA 

dan omp2 terbukti sangat spesifik untuk mendeteksi 

brucelosis pada susu. Hasil penelitian sebelumnya 

menunjukkan bahwa uji PCR diketahui lebih sensitif dari 

pada konvensional kultur (Amin et al., 2001; Kanani, 

2007). Melalui teknik uji PCR dapat mendeteksi 

Brucella pada susu dengan spesifisitas tinggi, sehingga 

dapat mengurangi terjadinya infeksi brucelosis pada 

manusia akibat foodborne disease yang diakibatkan 

konsumsi susu yang terkontaminasi. 

 

KESIMPULAN 

 

Polymerase chain reaction (PCR) menggunakan 

primer 16S rRNA dan omp2 dapat untuk mendeteksi 

brucelosis pada sampel susu dengan tingkat sensitivitas 

dan spesifisitas masing-masing sebesar 75 dan 100% 

dibandingkan dengan uji MRT. 
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Tabel 1. Sensitivitas dan spesifitas uji PCR dibandingkan dengan MRT dalam mendeteksi  brucelosis pada sampel susu 

 

Jenis             

 MRT Total Sensitivitas Spesifisitas Overal 

Uji Positif Negatif  (%) (%) Agreement (%) 

 

PCR 

Positif    15     4 19 
75 100 62,5 Negatif    5     0       5 

 Total   20                             4                         24    

 


