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ABSTRAK

Nita Puspita Sari. 08051281722055. Efektivitas Metode Gel Clot dan
Chromogenic pada Uji Bakteri Endotoksin Menggunakan Darah Horseshoe
Crab Asal Banyuasin, Sumatra Selatan (Pembimbing : Dr. Fauziyah, S.Pi dan
Dr. Apon Zaenal Mustopa, M.Si)

Mimi atau belangkas (horsehshoe crab) merupakan salah satu hewan laut yang
termasuk ke dalam hewan langka dengan status terancam punah dan ditemukan di
Perairan Muara Banyuasin, Sumatra Selatan. Darah belangkas memiliki
kemampuan untuk mendeteksi bakteri, yang mana di dalam darah belangkas
terdapat kandungan amebocyte lysate yang berperan penting dalam proses deteksi
bakteri endotoksin, sehingga dilakukan penelitian tentang kemampuan darah
belangkas asal Perairan Muara Banyuasin, Sumatra Selatan dalam mendeteksi
bakteri endotoksin menggunakan metode Gel Clot dan Chromogenic, serta
membandingkan efektivitasnya. Pengambilan sampel belangkas dilakukan di
Perairan Muara Banyuasin, kemudian pengujian sampel dilakukan di Laboratorium
Bioekologi Kelautan, Fakultas MIPA, Universitas Sriwijaya dan Laboratorium
Rekayasa Genetika Terapan dan Desain Protein, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
Bogor. Hasil uji endotoksin menunjukkan bahwa belangkas C. rotundicauda jantan
dan betina, serta 7. gigas jantan dapat mendeteksi bakteri endotoksin menggunakan
metode Gel Clot dan metode Chromogenic. Metode Gel Clot lebih efektif
mendeteksi bakteri endotoksin dengan berhasilnya mendeteksi 4 (empat) sampel
darah dari 28 sampel darah, dengan metode yang lebih mudah dilakukan.
Sedangkan metode Chromogenic hanya dapat mendeteksi 1 (satu) sampel dari 28
sampel dengan nilai korelasi r = 0,905 menggunakan metode yang lebih sulit
dilakukan.
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ABSTRACT

Nita Puspita Sari. 08051281722055. Effectiveness of Gel Clot and
Chromogenic Method on Bacterial Endotoxin Test Using Blood of Horseshoe
Crab from Banyuasin, South Sumatra (Supervisor : Dr. Fauziyah, S.Pi and
Dr. Apon Zaenal Mustopa, M.Si)

Mimi or horseshoe crab is one of the marine animals that is included as a rare
animal with an endangered status and is found in the waters of Banyuasin Estuary,
South Sumatra. The blood of horseshoe crab has the ability to detect bacteria, which
in the blood contains amebocyte lysate which plays an important role in the
detection of bacterial endotoxins, so research is carried out on the ability of
horseshoe crab blood from Banyuasin Estuary waters, South Sumatra in detecting
endotoxin bacteria using the Gel Clot method and Chromogenic, and comparing
their effectiveness. Sampling was carried out in Banyuasin Estuary waters, then
sample testing was carried out at the Marine Bioecology Laboratory, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University and the Laboratory of
Applied Genetic Engineering and Protein Design, Indonesian Institute of Sciences
Biotechnology Research Center, Bogor. The results of the endotoxin test showed
that male and female C. rotundicauda, and male 7. gigas were able to detect
bacterial endotoxins using the Gel Clot method and the Chromogenic method. Gel
Clot method is more effective in detecting endotoxin bacteria by successfully
detecting 4 (four) blood samples from 28 blood samples, with a method that is easier
to perform. While the Chromogenic method can only detect 1 (one) sample from
28 samples with a correlation value r = 0.905 using a more difficult method.

Key words : Amebocyte lysate, Chromogenic, Endotoxin Bacteria, Gel Clot,
Horseshoe crab
Indralaya, October 2021
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RINGKASAN

Nita Puspita Sari. 08051281722055. Efektivitas Metode Gel Clot dan
Chromogenic pada Uji Bakteri Endotoksin Menggunakan Darah Horseshoe
Crab Asal Banyuasin, Sumatra Selatan (Pembimbing : Dr. Fauziyah, S.Pi dan
Dr. Apon Zaenal Mustopa, M.Si)

Belangkas (horseshoe crab) merupakan salah satu biota laut yang langka dan
dalam status terancam punah (IUCN, 2015). Keberadaan belangkas ditemukan di
wilayah Perairan Muara Banyuasin, Sumatra Selatan, dengan dua jenis belangkas
ditemukan pada penelitian ini yaitu jenis Carcinoscorpius rotundicauda dan
Tachypleus gigas.

Belangkas memiliki peran penting terutama pada bidang kesehatan, yang mana
darah belangkas mengandung amebosit lisat yang dapat mendeteksi bakteri
endotoksin. Di Amerika, obat-obatan yang disetujui oleh Food and Drug
Administration Amerika Serikat harus diuji terlebih dahulu untuk mendeteksi
kontaminasi bakteri (Maloney et al. 2018).

Tujuan dilakukannya penelitian ini yang pertama adalah menganalisis darah
horseshoe crab asal Banyuasin, Sumatra Selatan untuk mendeteksi adanya bakteri
endotoksin menggunakan metode Gel Clot dan Chromogenic. Kedua, yaitu
menganalisis efektivitas metode Gel Clot dan Chromogenic menggunakan darah
horseshoe crab asal Banyuasin, Sumatra Selatan untuk mendeteksi bakteri
endotoksin.

Penelitian ini dilakukan di Perairan Muara Banyuasin. Belangkas yang
ditemukan kemudian diolah darahnya di Laboratorium Bioekologi Kelautan,
Jurusan Ilmu Kelautan, Fakultas MIPA, Universitas Sriwijaya serta di
Laboratorium Rekayasa Genetika Terapan dan Desain Protein, Pusat Penelitian
Bioteknologi, LIPI, Bogor. Komponen darah terlebih dahulu dipisahkan, kemudian
pellet darah digunakan untuk uji endotoksin.

Terdapat dua metode uji endotoksin yang digunakan pada penelitian ini yaitu
metode Gel Clot dan Chromogenic. Metode Gel Clot dilakukan dengan cara
mencampurkan darah belangkas dan bakteri endotoksin dengan konsentrasi 1
EU/mI, 0,5 EU/mI, 0,25 EU/mI dan 0,125 EU/ml. Setelah dihomogenkan perlahan,
diinkubasi di suhu 37°C selama 60 menit (Putra et al. 2019). Hasil dinyatakan
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positif apabila terbentuk koagulasi (gumpalan), sedangkan hasil dinyatakan negatif
apabila tidak terbentuk koagulasi.

Metode Chromogenic dilakukan dengan cara mencampurkan darah belangkas,
bakteri endotoksin (konsentrasi 1 EU/ml, 0,5 EU/mlI, 0,25 EU/ml dan 0,125 EU/mI)
dan pNA. Kemudian dihomogenkan dan diinkubasi di suhu 37°C selama 60 menit,
dan diukur absorbansinya setiap 5 menit sekali menggunakan ELISA Reader
dengan panjang gelombang 405 nm (Mizumura et al. 2017).

Belangkas yang ditemukan di Perairan Muara Banyuasin berjumlah 28 ekor
dengan jenis C. rotundicauda berjumlah 12 ekor dan T. gigas berjumlah 16 ekor.
Berdasarkan hasil penelitian, terdapat 4 (empat) sampel darah yang dapat
mendeteksi bakteri endotoksin menggunakan metode Gel Clot, dengan bentuk
koagulasi lunak dan koagulasi lemah. Sedangkan pada hasil uji metode
Chromogenic, terdapat 1 sampel (nomor 26) yang memiliki korelasi yang tinggi
antara amebosit lisat darah dengan konsentrasi bakteri endotoksin dengan nilai
r=0,905.

Sehingga dapat disimpulkan bahwa darah belangkas dari jenis Carcinoscorpius
rotundicauda betina dan jantan, serta jenis T. gigas jantan dapat mendeteksi bakteri
endotoksin, baik itu menggunakan metode Gel Clot dan Chromogenic. Metode Gel
Clot lebih efektif ditandai dengan berhasilnya 4 sampel darah (nomor 4, 12, 26, dan
28) dalam mendeteksi endotoksin, dengan metode uji yang lebih mudah dilakukan.
Sedangkan pada metode Chromogenic hanya ada 1 sampel (nomor 26) yang
memiliki nilai korelasi tinggi antara amebosit lisat dan konsentrasi bakteri

endotoksin, dengan metode uji yang lebih sulit dilakukan.
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| PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mimi atau belangkas (horseshoe crab) merupakan hewan laut yang termasuk
ke dalam hewan langka. Menurut IUCN (2015), keberadaan tiga jenis belangkas di
Asia telah dinyatakan dalam status terancam punah. Belangkas juga merupakan
salah satu hewan laut purba. Di Indonesia, belangkas dianggap sebagai hewan laut
primitif dan sudah dikelompokkan ke dalam hewan yang jarang atau rawan karena
terjadinya penangkapan yang cukup banyak oleh nelayan, serta degradasi habitat
belangkas.

Perairan estuari Sumatra Selatan merupakan habitat yang sangat
memungkinkan bagi belangkas Asia karena memiliki potensi mangrove yang
tinggi. Jenis belangkas yang ditemukan pada perairan ini adalah C. rotundicauda
dan T. gigas (Fauziyah et al. 2019b; Fauziyah et al. 2019c). Jenis belangkas C.
rotundicauda ditemukan pada beberapa titik sampling dengan jarak 0,2 — 4,2 km
dari mangrove, sedangkan belangkas jenis T. gigas ditemukan dekat dengan
perairan laut. Kualitas perairan seperti kedalaman, salinitas, suhu, pH, DO dan jenis
substrat juga mempengaruhi kehidupan belangkas. Hal ini didukung oleh Fauziyah
et al. (2019b) dan Sari et al. (2020) yang menyatakan bahwa distribusi belangkas
dipengaruhi oleh parameter lingkungan.

Secara ekologis, darah belangkas memiliki manfaat penting sebagai imun
pertahanan tubuh bagi belangkas itu sendiri. Menurut John et al. (2010), komponen
amebocyte lysate merupakan bagian dari sistem kekebalan primitif belangkas.
Bekuan yang terbentuk sebagai hasil aktivasi oleh endotoksin memberikan
pengendalian luka dengan cara mencegah pendarahan dan membentuk penghalang
fisik untuk masuknya bakteri dan infeksi. Selain itu, belangkas juga memiliki
manfaat lain seperti sebagai umpan untuk menangkap ikan sembilang. Di Thailand
dan China, belangkas dimanfaatkan untuk dikonsumsi (Meilana et al. 2015).

Darah belangkas mengandung zat yang sangat penting, terutama dalam industri
kesehatan. Di Amerika Serikat, obat-obatan yang disetujui oleh Badan Pengawas
Obat dan Makanan Amerika Serikat (United State Food and Drug Administration)
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harus diuji terlebih dahulu menggunakan Amebocyte Lysate untuk mendeteksi
kontaminasi bakteri (Maloney et al. 2018).

Amebocyte Lysate yang terkandung dalam darah belangkas memiliki manfaat
yaitu sebagai uji pirogen. Menurut Putra et al. (2019), pengujian pirogen yang
menggunakan kelinci memiliki kelemahan dibandingkan dengan menggunakan
Amebocyte Lysate. Uji pirogen yang menggunakan kelinci harus memerlukan
pemeliharaan dan perawatan hewan yang dapat menimbulkan beberapa kesulitan.
Pengujian endotoksin menggunakan darah belangkas memiliki keunggulan karena
lebih cepat dan efisien. Uji endotoksin yang dilakukan hanya memakan waktu satu
jam (Dolejs dan VVanousova, 2015).

Pengujian deteksi bakteri endotoksin menggunakan darah belangkas dapat
dilakukan dengan dua cara, yaitu secara kualitatif dan kuantitatif. Metode kualitatif
yang umum digunakan adalah metode Gel Clot, dengan hasil deteksi dalam bentuk
koagulasi (positif). Sedangkan metode kuantitatif terbagi menjadi dua, yaitu
Turbidimetric (kekeruhan) dan Chromogenic (warna) yang nilainya dapat dibaca
dengan absorbansi (Sushruta dan Anubha, 2011). Pada penelitian ini, digunakan
dua metode yaitu Gel Clot dan Chromogenic untuk membandingkan efektivitasnya
dalam mendeteksi bakteri endotoksin menggunakan darah belangkas.

1.2 Perumusan Masalah

Belangkas merupakan salah satu hewan laut yang langka karena populasinya
yang semakin berkurang. Di Sumatra Selatan, belangkas cukup banyak ditemukan
oleh nelayan setempat yang tidak sengaja tertangkap ketika nelayan menjaring ikan
demersal atau biota dasar seperti kepiting, udang, dan lainnya. Belangkas memiliki
manfaat penting pada darahnya yang mampu mendeteksi bakteri endotoksin. Darah
belangkas diolah sehingga menghasilkan produk bernama Limulus Amebocyte
Lysate Reagen, yang dapat digunakan untuk uji deteksi kontaminan bakteri pada
produk makanan dan obat-obatan.

Penelitian tentang pengujian bakteri endotoksin menggunakan darah belangkas
dengan membandingkan metode kualitatif dan kuantitatif masih belum banyak
dilakukan di Indonesia, sehingga penelitian tentang pengujian bakteri endotoksin
masih sedikit literaturnya. Penelitian terkait LAL yang pernah dilakukan di
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Indonesia antara lain penelitian oleh Putra et al. (2019) tentang penerapan uji
bakteri endotoksin pada bidang radiofarmasi menggunakan Tachypleus Amebocyte
Lysate dengan metode Gel Clot. Informasi tentang belangkas serta manfaatnya
perlu disebarluaskan lebih banyak kepada masyarakat sehingga bisa dilakukan
langkah perlindungan seperti konservasi pada habitat belangkas atau
pengembangan pada bidang kesehatan mengingat manfaat yang dimiliki belangkas.

Skema Kerangka Pemikiran dapat dilihat pada Gambar 1.

Darah Belangkas (Horseshoe Crab)

v

Potensi Uji Deteksi Kontaminan Bakteri (Endotoksin)
[

v v

Kualitatif Kuantitatif
| 1
A y v
Gel Clot Chromogenic | | Turbidimetric
I [

v

Pengambilan Sampel Darah

v

Pembuatan Larutan Standar Endotoksin

v

Uji Endotoksin Menggunakan Darah Belangkas

EN

Koagulasi

lYa

Efektivitas Darah Belangkas Sebagai Pendeteksi Bakteri

A

Tidak

Gambar 1. Kerangka Alur Penelitian
Keterangan:

----- = Di luar kajian penelitian

— = Alur Penelitian



1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari dilakukannya penelitian ini adalah,

1. Menganalisis darah horseshoe crab asal Banyuasin, Sumatra Selatan, untuk
mendeteksi adanya bakteri endotoksin menggunakan metode Gel Clot dan
Chromogenic.

2. Menganalisis efektivitas metode Gel Clot dan Chromogenic menggunakan
darah horseshoe crab asal Banyuasin, Sumatra Selatan, untuk mendeteksi

bakteri endotoksin

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari dilakukannya penelitian ini adalah dapat mengetahui kemampuan
darah belangkas dalam mendeteksi bakteri endotoksin pada konsentrasi tertentu,
sehingga penelitian ini dapat digunakan sebagai informasi untuk melakukan
penelitian lebih lanjut terkait pengujian endotoksin menggunakan darah belangkas.
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