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Abstract

Medical potency in Chromobacterium violaceum (Cv) is not well
recognised and not widely publised. The only medical potencies which have

relcnowed yet are as follovvs : production of some antibiotics, antitumor
substances and septicaemio effect in laboratory animals and human

subjects as well.

This basic research has been done to understandfurther these medical
potencies using molecular biologt method, by mearts of in vivo

mutagenesis system, for detecting the behaviour of related genes. for the

first step, optimizing in vivo mutagenesis on Cv by using transconjugated
element of Tn9I6, was performed. And this is the objective of this study.

Resistancy against certain antibiotics is used as genetic marker. Cv is still
sercitive to various antibiotics, except ampicilin. A spontaneous mutatiort

was generated to produce Cufr' strain and this strain is used to be
conjugate d w i th r ifomfi s i n s e I e c ti on mar ker.

Tranconjugationfrequ.ency of Tn9I6 into genom is 2.5 x IU5. But as the
recipient selection marker which was used is ampicilin, a strong suspect is

being made that real number is higher. This was caused by the
non-expressive effect of violet pigment by Cv in DNA-electrophoresis.

Donor colonies was dffiucult to be differentiated, and the conditionwill be
worsened, if ampicilin is furtherly degraded by Cv, which can caused the

development of donors.

In this study, isolatiort of plasmid for the purposed of plasmid typing was
done. And one of the result is Cv has rru plasmid as clearly shown in

e lec trophores is nre thod.
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Pendahuluan

Chromobacterium violacewn (Cv) dberguukan oleh mahasisrya kedokteran
Ut$ida dalam praktihrm mata kuliah Mikrobiologi Kedokteran mtuk meryelajari
tetnik penggoresan kuadran pada media aga', sehingga menghasilkan koloni-koloni
tmggal yang terpisah dengan baik dari biakan calquran. Sebagai pembanding
teftadap kolini-koloni Cv yattg berwama rmgu, digulakan baheri Escherichia coli
png mem1fti koloni putih kenrh. Dengan demikian mahasiswa yang murguasai
teknik ini akan meryeroleh dua jenis koloni-koloni putrh dan ungu yang saling
terpisah dengan baik.

Spesies Cv menrpakan sebagian kecil flora normal air dan tanall dan berperanan
penting di daerah rizosftr. Cv unumya ditsrnukan di daerah-daerah topis dan
srbtropis. Cv juga tidak dit€nrukan sebagai bagian dari flora normal manusia dan
hewan. Cv menryakan bakteri Cnamnegati{ motil dengan flagella polartrmggal dan
eryat flagella lateral yang bateda secara *ruktural dan antigeni( anaerobik
frkultatif dotgan kisaran srhu putumbuhan 15 - 40 "C. CV secara unik menghasilkan
pignen tmga violacein yang mewamai koloninya pada media agar nutrin. Cv dapat
mereduksi nfuat menjadi nihit dan memfennentasi karbohidrat. Bubagai jenis asam
dfroduksi oleh Cv dari metabolis]xe ghkosa, frehalosa, N-asetil gffiosamin fta
gffionat. CV menggunakan lahat, mengfoidrolisis kasein, dan dekarbokslasi arginin
Persentase GC DNACvialah 65-68.

Ternyata Cv me,miliki potensi medis yang amat besar. Cv menimbulkan
septikemia pada manusia (T\ et al., 1993) dan hewan. Potensi medis penting
lainnya ialah dengan ditemkannya sejumlah senyawa yang berperan rlnlam
peningkatan sisem kekebalan tubuh, antihunor depsipeptido bisiHik FR901228
(Ueda, et al., 1994), antfuiotik-antbiotik violacein melawan amrba tanah dan
trypanosoma (Dran" et al., 1989), aeruyuidin melawan bakteri Gram positif
(Patke", et al., 1988), aereawn melawan bakteri Gram negatif dan Gram positif
(Singb, et al., 1988) dan senyawa yang bekerja secara sine"gs dorgan antbiotik
baa-laktam (Coppe", et al., 1985).

Nnrrnm demkianb melalui penelusran internet diketahui bahwa publikasi ihniah
CV relatif sedAdt. Bahkan penelitian dengan morggunakan pardekatan biologi
molelnrler ufiik lebih memahami potensi medis secara mendasar sangat jarang.
Secara runrm kehidqan Cv behrm digali secara mendalam, padahal bila
dberhatikan Cv memilfti karakter yang hrar biasa, rantang srhu hidupnya saja cuhry
lebar nnrlai dari l5-40"C, selain itu Cv merupakan flora normal tanah yang mampu
menimbulkan penyakit pada manusia dan hewan atau menriliki daya adaptasi tr.Sg
terhadap linglnmgan yang sangat berteda, dan menqprmyai pers€ntase kandungan
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molekul GC DNA genom yang cukup tinggi, yairu 65-68% dibandingkan kisarm
norrnal + 50Yo.

Untuk mengidentifikasi gen-gen yang sangat potensial, yang moniliki nilai medis
dan indu$ri, langkalt awal yang dapat dikerjakan di FK Ulaida ialah merancang
sistem untuk mrtasi Cv, sehingga tidak lagi mudliki sifat asal yang kita inginkan,
dapat dideteksi karena pembanding tipe liamya telah dimiliki yaihr m.rtan. hoses
rnrtasi ini akan dilahrkan secara biologis dorgan memanfaatkan elemen loncat.
Dengan demikian proses mrtagenesis ini terjadi secara in vivo. Elemen loncat atau
trrnuposon yang akan dimanfatkan dan telah diperoleh Bagian Mikobiologi FKUI
ralahTn9l6.

Tn916 merupakan transposon ko{ugafif sebesar l8 kb, yaitu mampu berpindah
ke sel bakteri laimrya melalui kontak antar (mernbran) sel dan meloncat secara acak
ke dalam genom resipiennya (proses transkorrjugasi). Tn9l6 patama kali
diidentifikasi dali Enterrcrccus faecalis dan membawa gan tetM yang muryandikan
resisensi to'hadap annlbiotik tetrasiklin (Taylor and Churchwar4 I 997).

Sebelum mendsteksi m.rtan-mttan yang dihasilkan, sangat purting turtuk
mengoptinriasi metode transkonjugasi yang dilahrkan. Optimasi ini akan terceflrin
dari nilai fi'ekuensi transkonjugasinya. Karena itu penelitian ini bertujuar tmtuk
rnargoptimasi dan merryeroleh nilai frekuensi transkonjugat Tn9l6 ke dalam
garom Cv.

Metode Penelitian

Galur bakteri, Plasmid, Transposon dan Pemeliharaannya

Galur-gahr bakted yang digrnakan ialah Cv koleksi laboratorium Mikrobiologi
FK Ulffida, E. coli CGI l0 (pAMl20::Tn916) dan E. foecalis CG120.

Ifuhivasi dan pe,meliharaan Cv dan E. coli dilalaftan dengan menumbuhkan pada
media padat Agar Nutrien 1.5% (Merk) dengan penambahan antrbiotik arryisilin
100 ug/rnl dan tetrasiklin 20 glnr'l-. Semertam media perturnbuhan E. faecalis
menggurakan Trypticase Soy Agar 1.5% (BBL) dengan tetrasiklin l0 g/ml- dan
.ifarpisio 25 gml, dan sedarg diuji patumbuhannya menggunakan media Thio
Glycolate Agar l.5o/o (Merk) yang ada di laboratoriurr Mitrobiologi FK tXffida.

Baik E coll maupur E. faecalis ditunbuhkan pada srhu 37'C dalam ilrkubator
selama 24-48 jam Sementara untuk menunrbulrkan Cv digunakan wadah plasik
atau piring kaca yang dialasi oleh kapas basah, sehingga suhu pertunbuhannya
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diperkirakan berkisar antara 22-2TC selama 48 jam Metode penumh'han Cv
menryakan modifikasi rmtuk penyesnian tufiadap kondisi laboratorium

Pemehtaraan ja"gka panjang rhlahrkan dengan melarutkan koloni bakteri ke
dalam gliserol 25Yo dalam tabwgEppendorf dan dishrpan pada srhu -20' C.

Uji Resistensi Cv terhadap Antibiotik

Dalanr melalnrkan koqiugasi akan digurakan penanda genetik resisensi terhadap
alrflbiotik Karena itr galur Cv yang telah dimiliki oleh laboratorium IWrrobiologi
FKperlu dike{ahui dulu resisensinya terhadap anubiotik Annbionk yang digunakm
ialah: aryisilin 100 pglml, dan 250 p{mL, Horamfenikol 50 pglml-, eriromisin
50 pglml-, kanamisin 25 p{ml-, rifrryisin 25 p{nL, ryektinomisin 50 pdml"
Sreptomisin 50 pg/ml, tetraslklin l0 pg/ml dantrimetropim 100 pgmL.

Mutasi Spontan Cv

Mutasi Wontan <lilahrkan rmtuk meryeroleh galur Cv yang resi$en tahadap
antibiotik rihryisin 25 pgml-. Antrbiotik-annbiouk ini akan menjadi frktor
penyeleksi transkonjugan.

Sejumlah besar koloni Cv diambil dengan ose dan disebar atau digores pada
medium agar mrtrien yang ditambahkan rifrnpisin 25 p{ml. Inkubasi dilakukm
sanpai hari ke e,ryat.

Konjugasi

E. coli CG 110 ditumbuhkan pada media agar nufrie,n yang ditanrbahkan
anabiotk tetraslHin 20 pflmI- pada srhu 37C selama 24 jam Sementara itu Cv
png resi$en terhadap rifiryisin (R0 ditumbuhkan pada media agar nutrien png
ditambahkan antibiont rifuryisin 25 p/mL pada sfiu rumg(22-27C) selama 48
jam Masing-masing koloni sel-sel diambil menggunakan ose dan dilanrtkan ke
dalam 30 pL kaldu nutien tanpa anhtiotrk dalam tabrmg Eppendorf Ambil
masing-masing l0 pL biakan E. coli dan Cv kemrdian caryurkan ke dalam
tabrmg Eppendorfbaru yang telah berisi 500 pL media agar nutrien 1.5%. Sebagai
kontrol donor (E. col) dan resipien (Cv) diinhbasikan dalam tabrmg Eppendorf
terpisah yang mengandung pula agar nutrior 1.5%. Inkaftasi dilalnrkan antara 4-8
jam pada srhu ruang atau sekitar 28"C. Setelah inkubasi selesai dilalarkan
p€ngenceran l0-5 - l0- t dan disebar pada media nutrien yang mengandung l0 gp
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/mL dan rifrryisin 25 p/ml-. Konhol donor dan resipien, tanpa diarcerka4 disebar
juga pada media yang sama. Inkubasi dilalnrkan sesuai dengan prosedru kultivasi Cv
selarna 48 jam Frekuensi fanskonjugasi dihihmg berdasarkan jundah koloni yang
tunfiuh dfoandingkan dengm dononrya (kontrol positifl Prosedru yang salxa
dilahkan nnhrk konjugasi dengan donor E.faecahs CG 120::Tn916.

Isolasi Plasmid

Ifultur sel E. coli yang telah ditunbuhkan pada srhu 37C senmlam secara
aerobik, dimasukkan ke dalam 1.5 mL tabrmg Eppendorf Sel-sel bakteri
drhryulkan melalui sentrifugasi 5000 rym selama 2 mqt. Supematannya
kernudian drbuang dan pelet yang tertinggal di resrqlursi dalam 110 pL larutan A
(1 8 g ghrkosa, 4 mL 0.5 EDTA darr 5 mL I M Tris-Cl pH 8.0 dalam 200 mL
akuabides). Carytuan ini didiamkan pada suhu ruang selama 5-10 menit.
Sementara memmggu, lanrtan B dibuat dalam tabrmg reaksi steril dengan
mencanptukan 4.25 mI- akuabides steril, 0.5 tnl l0o/o SDS dan 0.25 mL 4 N
NaOFI- Saelah inkubasi dalam lanrtan A, tabung mikro tersebut ditarnbahkan 200
pL larutan B dan disrspensikan secam perlahan sanpai tajadi lisis (larutan menjadi
buring dan kental) dengan membalik-balikkan tabung. Kernrdian dilakukan inkubasi
pada srhu 0"C di atas es selama l0 menit. Setelah itu ditambahkan lanrtan C
dir€in (600 mL 5 M KCl, ll.5 mL Hac glasial dan 28.5 mL akuabides $eril)
sebanyak 150 pl lalu divorteks selarna l0 detik dan diinkubasi pada srhu 0"C di
atas es selanra 5- l0 menit. l,arutan kemrdian disentrifugasi 5000 rpm selama 3
menit dan supematan dipindahkan pada tabung Eppurdorf $eril lainnya. L,alu
ditambahkan 0 5 mL carywan fool : kloroform : isoamialkohol (25 : 24 : l'1dn
divorteks sebentar sarryai terberfuk zuqlensi, lalu disentrifugasi 500 rpm selarna 5
menit. Supernatan (fase cair sebelah atas) dipindahkan kembali pada tabrmg
Eppendorf $eril yang baru. Diusahakan untuk mengarnbil sebanyak rnrngkin
srpernatan tanpa terkontaminasi fenol pada lapisan interfase. Kenadian ditambahkan
I mL etanol absolut dhgin, dicaryurkan dan diinkubasi pada suhu -20'C paling
sedikit l0 rnenit. Sezudah itu diserrtrifugasi pada 5000 rpln selama 5 menit.
Supernatannya dibrrang dan pelet yang berisi DNA, RNA $abil dan sedikit protein
kontaminan, dibilas dengur menambahkan 700 p I- 70oA etnol dingin. Setelah 70%
etanol dibuang, pelet dikeringudarakar atau durgan rnenggunakan pompa vakum
Pelet kenardian disrqpursikan dalam 60 pL I x TE pH 8.0 dan disimpan pada
suhu -20'C.
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Pemotongan DNA Plasmid dengan Enzim Restriksi EcoRl

Koryonen-konryonen sebagai benlart dima$k*an ke dalamtabrmg reaksi senll:

DNA (UL) l0x Bufer

(pL)

Enzim Restr iksi /

5 unit  (pL;

Akuabides

strei l  (pL)

Total Volume

(trl-)

Plasmid (5) 2 0 l-1 20

Plasmid (5) L I l 2 20

Proses pencampuran koryonen-konponen tersebut dilakukan di atas es.
Inle$asi drlakukan pada srhu 37'C atau sesrai dengan sfiu opt' 'rnnya selama
minirum 2 jm Setelah inlnrbasi ditambahkan 5 pL blue juice dan dipmad<an
dalam penangas air pada s,rhu 65'C selama 5 menit, alau lengsmg dipanaskan
selama 30 menit pada sthu 65"C.

f,lektroforesis Gel Mini dan Visualisasi DNA

Gel agarose 0.8% dibuat dalam lanrtan lx TAE $eril Satu fter lx TEA dibuat
dari 88 mT $ock 5Ox TAE Qaz gTrls,37.2 g Na2EDTA dan 56.1 mL asam asetat
glasial dalam I L ahnbides). Agarose dilanrtkan dengan pennngas dan didinginkm
hingga 50'C sebehm dituang dalam cetakm gel mini dilengkapi senrya sisir rmtuk
membuat sunur teryat DNA contoh. Setelah agarose membeh, lah diletakftan
dalam wadah elektroforesis dan digenangr dengan bufer lx TAE. DNA contoh
dima$kkan ke dalam sumlu-suffur c€takm. Penanda berat molekul DNA png
digunakan adalah DNA marker II atau )," - Hind Itr (Boehringer - Mannheim).
Se,mentara sebagai kontrol ialah DNA plasrrid pIL 1703 yang didige$i dengan
&,oRI. Elelitroforesis dilahrkan pada lOG I l0 mA selarna lebft kurang I -3 jam Gel
ke,mrdian dicehrpkan ke dalam wadah berisi akuabides yang telah dicaryurkan
Etidium Bromida 3 ltdf, selama 5-10 menit dan dibilas sekitar 5 menit clalam
akuabides. Selanjutnya pita-pita DNA dianati melalui fiansihminator [JV, Foto gel
dtlakukan dargan kamera polaroid.
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Hasil Penelitian

Resisten Cv terhadap Antibiotik

FIasil uji resisensi Cv terfiadap annbiotik terdapat pada Tabel I.

Tabel I. Resistensi Cv terhadap Antibotik

Cv Rf

Sejumlah 3 koloni yang resi$en terhadap riftryisin 25 dd- diperoleh pada hari
kaiga dan hari selaqiutnya digores ulang pada media yang sama.

Frekuensi Transkonjugasi Tn9I6 ke dalam Genom Cv

Nilai frekuensi transkonjugasi yang diperoleh hanyalah dari hasl mating mtwa E.
coli CGllO (pAMl20::Tn916) dan C. violaceum, yartu 2.5 x 1G5. Se,mentara
konjugasi antara E. faecalis CG 120:Tn9I6 dan C. violacewn dengan penanda
resi$ensi antibiotik Rf tidak meryerlihatkan hasil

Isolasi Plasmid dari Cv

Usaha mengisolasi plasnid dad Cv dilalnrkan dua kali dengan menggrmakan lit
dan metode lisis alkali secara konvensional (lfuat Metode Penehtian) Keduanya
rnenperhhatkan bahwa CV tidak meryrmyai pla$dd paling tidak dengan uhran
kurane dari 50 Kb.
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L Ampis i l in 100
250

+
+

2. Kloramfenikol ,50
1.  Er i t romis in 50
4. Kanarrr is in 25
5. Rif i r rnpisin 25
6.  Spek t inorn is in .50
7. Streptomisin 50
[3.  Tetrasikl in t 0
9. Tr irnetoprim r00
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Pembahasan

Cv s€nsitif tatadap haryir senila antrbiotik yang diuji kecuali aryisilin.
Kemmgkinan hal ini disebabkan behrm pernfr terpapamya gahr Cv ini totadap
bertagai antbiotik Semqfara itu kaahanannya terftadap aryisilin dengan
konsentrasi 

'r8gi 
mmgkin terjadi secara alamialr, karena Coppet, et al. (1985) telah

mengindikasikan adanya senyawa yang bekerja secara sinergs dengan antibiotik
beta-laktar4 snlah satunya adalah aryi*ilin. Penelitian ioi jogr mergindikasikan
bahwa aryisilin digunakan urnrk proses kehidupannya atau ketidahnaquan
sel-sehya melalnrkan pembelahan alabat tidak disuplainya konponor dinding sel
seperti yang terlihat dari penaryilan morfologi koloni Cv yang lebih besar, menglclat
dan "segar" pada konsentrasi aryisilin yang lebft tinggu (200 p/m[-). Dengan
denmkian nnngkin en mbeta-laktamase yang dihaslkan tidak semata-mata bekerja
memotong/mausak aryisilin, tetapiberperanan dalarnmetabolime lainyang behrm
dketahui, bila aryisilin tetap bekerja menghalangi sintesis koryonur peptidog[kan.

Mutan ryontan terhadap rifaryisin diharapkan mampu menjadi penanda
konjugasi Karena mekanisne penghambatan rifrryisin terhadap RNA polimerase,
maka diharapkan nfiryisin mampu menjadi selektor kuat terhadap donor. Temyata
tidak mrdah menperoleh m.rtan qrontan terhadap rifrryisin, yang diperlihatkan dari
hanya 3 koloni yang diperoleh setelah benrlang kali dilakukan penggoresan dan
penyebaran sel-sel Cv konsenfrasi trnggi pada media tumbuh. Kendala yang dfuadapi
dalam penelitian ini ialah penreliharaan Cv yang dilalnrkan dengan cara mensrbhltur
biakan berulang-ulang pada agar miring dalam taburg reaksi, sehingga viabilirtasrya
menjadi berkurang dan secara genett $abilitasrya tidak dapat dicapai Alabat yang
naryak ialah frekuensi transkonjugasi pada gafu Cv yang resi$en tertadap
rifiryisin tidak dapat dikathlasikan, karena koloni pada media pengenceran hasl
matingrespien tidak ada yang tunbuh. Dari dua kali ulangan dengan menggunakan
gahr tahan dfiryisin tidak membenkan hasil Sernentara satu-satwrya yang dapat
dihiturg frekuqni hamkonjugasinya ialeh mating antua E. coli dengan Cv dengan
penanda ketahanan terhadap antibiotk aryisilin 250 p/ml-, yaitu sebesar 2.5
transkonjugan setiap 100.000 sel resipien. Nannm fenomena yang menarik
diperhlatkan oleh tidak terekryresinya pignen mgu. Mulanya diharapkan pgnen
tmgu, iolacein, yang diproduksi Cv diharapkan morjadi penanda seleksi terhadap

an, karena telah diketahui bahwa frekuensi mrtan ryontan E. coli
tuhadap aryisrlin cukry tinggi Akribatnya ialah tujadi kesrlitan pengamatan antara
koloni E. coli dan koloni Cv tanpa pignen yang mirip satu sama lain. Dari
pewarnaan Cnam hasl asi tenryata tidak banyak diinterpretasikan dengam
jelas yang mana sel-sel E. coli dan Cv, namun dugaan adnya caryuran sel-sel
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kedua baktsri serxakin kuat. Kemmgkinan lairr sehingga donor dapat fimbuh pada
media dengan konsentrasi anryisilin tinggi ialah karena arqrisilin telah lebft dulu
didegradasi oleh Cv, sehingga sel-sel E. coli yang sennrla satis (tidak rnati atau
rusak) mampu bertahan dan bahkan fiunbuh. Karena itu diperkirakan frekuensi
tranryosisi Tn9t6 ke dalnm genom t"1'lebft kecil dari 2.5 x l0-'.

Sebagai langkah altenutif diupayakan untuk melalir*an pkwnid ypittg untuk
menentukan bahwa transkoqiugasi ialah Cv. Sebelurnnya tidak ditem*an laporan
mengenai terisolasinya plamid da{i Cv, karena itu dilalqftan upaya mengisolasi
plasmid Cv. Ternyata dari hasil elektroforesis meryert'hatkan balrwa Cv tidak
menriliki plasnrid. Narrn'n hasil elektroforesis yurg divisralisasi dengan etidium
bromida menperlihatkan adanya fragrnur DNA Cv yang masih berada dalam smur
tenpat awal elekhoforesis. Kemurgkinan besar fiagmar DNA itu ialah fragmen
kromosom yang ikut teranfiil saat isolasi plasnid atau mega plamid/plamrid
benrlruran raksasa yang karena ukurannya tidak dapat dlpisaltkan dengan metode
elektroforesis yang digunakan. Mega plamrid dapat diisolasi de,ngan menggmakan
cara tersendiri

Kesimpulan

Gahu Cv yang dimiliki oleh Laboratoriurn Mikrobiologi FK Ulaida temyata
tahan terhadap antibiotik anpislin bahlsn hingga konsenffasi 250 ltglmL. Sehingga
kdahanannya tahadap arryisilin dapat digrrnakan rmtuk penanda seleksi tahadap
konjugasi Selain itu nutasi ryontan tuhadap rifrmpisin juga berhasil meryeroleh
tiga koloni, sehingga anbiotik rifiryisin dapat diiadikan penanda rmtuk konjugasi
pada nnrtan Cv ini Nlai frekuensi transkonjugai Tn9l6 yang diperoleh dari
percobaan ini ialah 2.5 x l0-r. Sementara upaya rurtuk morgisolasi ptasnrid malab
meryerlihatkan bahwa Cv tidak memiliki plasnid.

Saran

Pemeliharaan kultu bakteri di l-aboratorium Mikobiologi FK Ulaida perlu
ditiogkatka" dengan pertirnbangan mhrk memelihara gabilitas materi genetik
gahtr-galur bakeri yang dikoleksi Penelitiarr selanjumya ialah menguji (veriftasi)
apakah benar Tn916 telah meq4sp ke dalrun genom Cv dan bagairnana pola atau
puilaku paryisipannya? Setiap transkonjugiur yang diperoleh dari hasil nnrtagenesis
in vwo ini dapat diseleksi tuhadap gen yang kita inginkan, telmasrk gen-gen yang
potensial rurtuk kepurtingan terapi rnedis dan indusbi fannasi ataupun indusd kimia
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lainnya. Sementara ini rmtuk apakah Cv benar memihki plasnid
benrlsrm raksasa, mnka perlu dilakukan isolasi megaplamid dengan cara yang
befteda dari te*nik umrm isolasi plamid benrhrm ktuang dad 50 Kb.
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