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LPS Brucella spp : Struktur, Biosintesis dan Interaksi dengan Sistem Imun Hospes

Saiful Anis

Medik Veteriner, Balai Besar Veteriner Maros

Latar belakang
Brucellosis adalah penyakit infeksius bakterial yang disebabkan oleh bakteri-bakteri

dari genus Brucella.  Brucellosis telah banyak menimbulkan dampak terhadap kesehatan hewan
dan manusia, dan secara luas menimbulkan dampak sosial ekonomi,  terutama bagi negara-
negara yang menyandarkan pendapatan utamanya kepada peternakan, baik sebagai penghasil
daging maupun susu [1].

Terdapat enam spesises diantara genus Brucella yang sampai saat ini sudah diketahui,
yaitu: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, dan B. neotomae.  Klasifikasi ini
terutama didasarkan pada perbedaan pathogenisitas dan hospes utamanya [2].  Pathogenik
utama diantara bakteri ini adalah B. abortussebagai oenyebab brucellosis pada sapi; B.
melitensis etiologi utama brucellosis pada domba dan kambing, suatu penyakit yang
menyebabkan abortus pada domba dan kambing, terutama di negara-negara Mediterania; dan B.
suis sebagai penyebab brucellosis pada babi.  Secara berurutan B. ovis dan B. canis adalah
penyebab epididimitis pada domba dan brucellosis pada anjing [3]. Untuk B. neotomaekasus
terlapor hanya terjadi pada tikus gurun.  Strain Brucellajuga menyerang satwa liar yang
beraneka ragam seperti: bison, rusa, babi liar, serigala, kerbau liar, dan elk [4].  Akhir-akhir ini
bahka muncul dua genus baru Brucella pada mamalia laut yaitu B. pinnipediae dan B. cetaceae
[5,6].  Untuk  membedakan spesies dan biovar pada saat ini dilakukan dengan pengujian
diferensiasi berdasarkan karakteristik phenotip antigen lipopolysaccharida, phage typing, dye
sensitivity, kebutuhan CO2, produksi H2S dan properti metabolik [7].

Sebagai tambahan, Brucellajuga berpotensi dijadikan sebagai senjata biologis semenjak
diketahui bahwa Brucella dapat ditransmisikan melalui spray, sebagaimana telah terlapor
adanya pada manusia yang terinfeksi melalui bakterial spraying di laboratorium atau
kontaminasi yang terjadi pada saat abortus pada hewan terinfeksi [8]. Brucella adalah bakteri
yang sangat kontagius, 10 sampai 100 bakteria sudah cukup untuk menimbulkan kontaminasi
spray pada manusia.

Makalah ini mereview pentingnya lipopolysaccharida terhadap derajad virulensi
Brucella, komposisi kimia LPS, genom Brucella, gen yang terlibat pada biosintesis LPS dan
interaksi antara LPS dan innateimmunity.

Komposisi kimia LPS strain Brucella
Outer membrane mengandung lipopolysaccharida (LPS) yang merupakan faktor

virulensi utama Brucella.  LPS merupakan komponen yang sangat penting dalam
mempertahankan intergritas struktur dan fungsional outer membran bakteri Gram negatif.
Setiap bakteria Gram negatif selalu mengekspresikan gen penyandi LPS, selain itu LPS juga
berperan sebagai target primer dari sistem immune innate mamalia. Brucella memiliki struktur
LPS non klasik yang unik dibandingkan dengan LPS klasik golongan enterobacteria misalnya
Eschericia coli [9].  Virulensi utama Brucella ditentukan oleh LPS, hal ini dibuktikan dengan
berkurangnya kemampuan survival organisme ini ketikan secara alamiah kekurangan LPS.

LPS memiliki tiga domain: lipid A, core oligosaccharida, dan O-antigen atau O-side
chain (gambar 1.).  O-polysaccharida LPS smooth Brucella (S-LPS) adalah homopolymer 1,2-
linked4,6-dideoxy-4-formamido-α-D-mannopyranosyl tidak bercabang, biasanya dengan
panjang rangkaian rata-rata 96 sampai 100 glycosyl subunits [10]. O-polysaccharida terhubung
dengan core oligosaccharida yang tersusun atas mannosa, glukosa, 2-amino-2,6-dideoxy-D-
glucose (quinovosamine), 2-amino-2-deoxy-D-glucose (glucosamine), 3-deoxy-D-manno-2-
octulosonic acid (KDO) dan gula yang tidak teridentifikasi. Lipid A, terhubung dengan  core
oligosaccharide, mengandung 2,3-diamino-2,3-dideoxy-D-glucose (diaminoglucose) sebagai
penyusun utama, amida dan ester-terikat rangkaian panjang jenuh (C16:0 sampai C18:0) dan
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asam lemak hydroxylated (3-OH-C12:0 to 29-OH-C30:0) [11]. Lipid A hydrophobic pada
umumnya menyusun selaput luar outer membrane dan bertanggung jawab terhadap beberapa

properti endotoxik yang berhubungan dengan LPS  [12]. Brucella lipid A mengandung fragmen
protein outer membrane yang memiliki ikatan sangat kuat, prosedur konvensional tidak dapat
melepas lipid-A-associated protein dari LPS enterobacteria [11,13].

Heterogenitas LPS enterobacteria diketahui berhubungan dengan panjang O-
polysaccharida-nya dan perbedaan kimiawi penyusun core oligosaccharida dan lipid A [14].
Pada enterobacteria lipid A, derajad heterogenitas ini tergantung pada perbedaan kombinasi
amida dan asam lemak terikat ester, phosphat, gula netral, ethanolamine dan perbedaan tipe
struktur amino gula yang ada pada molekul [15].  Untuk keperluan praktis, perbedaan derajad
heteogenitas LPS ini sebagai dasar studi immunologi dan diagnosa brucellosis [16].
Gambar 1. Skematik struktue lipopolysaccharide (LPS) Brucella spp.

Genome Brucella
Pada saat ini, sequence genome B. abortus, B. melitensis dan B. suissudah tersedia [17-

19].  Genome dari B. abortus, B. melitensis dan B. suis memiliki sequence, organisasi dan
struktur yang sangat mirip.  Beberapa fragmen memiliki genom yang unik.  Komparasi genomik
memungkinkan kita untuk membedakan aspek virulensi Brucella yang sebelumnya tidak dapat
dilakukan.  Era teknologi post genomic sekarang ini menawarkan kesempatan untuk memahami
secara menyeluruh perbedaan biologis spesies Brucella.  Pada tingkat proteotome dijumpai
perbedaan extensive metabolit antara B. meiltensis reference strain 16 M dengan strain vaksin
Rev1.  Sama halnya dengan pada kultur laboratoris B. melitensi dan B. abortus dapat dibedakan
hanya dengan melihat proteotome-nya [20].  Dengan menggunakan sequence komplit B.
melitensis, Dricot et al. [21] menghasilkan database  protein-coding ORFdan menyusun
perpustakaan ORFeome 3091 sebagai jalur untuk membuat klone. Tabel 1 merupakan gen
penyandi untuk biosintesis O-antigen pada Brucella spp.

Diagnosa Veteriner Volume 16, Nomor 3, Tahun 2017
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Tabel 1. gen penyandi untuk biosintesis O-antigen pada Brucella spp.

Gen Produk
Gmd
Per
Pgm
Pmm
ManB
ManC
Wzm
Wzt
WbkB
WbkC
WbkA

GDP-mannose dehydratase
Perosamine synthetase
Phosphoglucomutase
Phosphomannomutase
Mannose isomerase
Mannose guanylyltransferase
O-antigen export permease
ATP-binding protein
no similarity to known genes
Methionyl tRNA formyltransferase
N-formyl-perosaminyltransferase

Gen yang terlibat pada biosintesis LPS
Pada umumnya penelitian gen dan produknya yang terlibat dalam biosintesis LPS selalu

berhubungan dengan sintesis O-chain (tabel 1).  Banyak strain mutan atenuasi dengan kelainan
pada struktur LPS mengkonfirmasi betapa pentingnya molekul ini terhadap derajad virulensi
Brucella.  Sebaliknya, kepentingan LPS dalam siklus hidup Brucella, sangat sedikit yang
diketahui tentang metabolic pathway dan enzyme yang dibutuhkan dalam sitesisnya.

Di bawah ini digambarkan beberapa gen utama yang terlibat pada biosintesis LPS dan
perannya dalam menyandi produk.
Perosamin synthetase (per)

Godfroid et al. [27] menggambarkan analisis melekuler gen yang dibutuhkan dalam
sintesis O-antigen pada Brucella melitensis 16 M. Gen perosamine synthetase diklon dan
dilakukan sequencing.  pada V. cholerae O1, perosamine disintesis dari fructose 6-phosphate
melalui empat intermediat: mannose 6-phosphate, mannose 1-phosphate, GDP-mannose, dan 4-
keto-6-dideoxymannose. Terakhir, produk akhir ini dikonversi menjadi GDP-perosamine oleh
perosamine synthetase [23].   Dikarenakan tahap akhir dari perosamine synthesis pathway
antara V. cholerae dan B. melitensis identik maka, diasumsikan tahap-tahap awal identik ataus
serupa diantara kedua organisme ini.  Pada Brucella, GDP-perosamine kemudian akan berperan
sebagai substrat yang ditambahkan untuk menyusun dan mengalami polimerisasi menjadi O-
antigen, ditranslokasikan ke periplasma, ditransfer ke lipid A-core oligosaccharide, dan diekspor
ke permukaan sel.Gangguan pada per (B3B2 mutant) menyebabkan ketidakmampuan secara
total boisintesis O-sidechain dari B. melitensis 16 M.
Phosphomannomutase (pmm atau manB)

Allen et al. [22] dengan lebih baik mengkarakterisasi peran dari O-antigen terhadap
virulensi dan kemampuan bertahan menggunakan transposon mutagenesis untuk membuat B.
abortus rough mutants dengan presentasi defek pada O-antigen. Strain  mutan yang ditandai
dengan adanya pemotongan rough LPS dan dilakukan analisa sequence DNA terhadap mutan
ini, terungkap bahwa gangguan terjadi pada gen penyandi  phosphomannomutase (pmm atau
manB), yang memiliki aktivitas yang dibutuhkan dalam sintesis full-length core polysaccharide
yang akan ditambahkan pada O-antigen.  Gen ini bertanggung jawab dalam interkonversi
mannose-6-phosphate dan mannose-1-phosphate. Dalam Brucella, kedua mannose tersebut
adalah prekursor penting dalam O-antigen biosynthetic pathway dan dalam produksi inner core
moiety LPS [24].
Phosphoglucomutase (pgm)

Gen penyandi  phosphoglucomutase (pgm) adalah gen yang terlibat dalam biosintesis
O-antigen pada B. abortus [25].  Gen ini secara mutlak dibutuhkan dalam biosintesis ADP-
glucose, UDP-glucose, dan UDP-galactose, donor dari glukosa atau galaktosa untuk biosintesis

LPS Brucella spp : Struktur, Biosintesis dan Interaksi dengan Sistem Imun Hospes
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molekul yang mengandung gula ini. B.abortus LPS O-antigen adalah homopolymer dari
perosamine, suatu derivat dari mannose yang disintesis melalui GDP-mannose, oleh karena itu
spesies pgm mutan tidak dipengaruhi oleh sintesis GDP-perosamine, sebagai pendonor gula dari
O-antigen subunit.  Insertsi mutagenesis pgm akan menghasilkan B. abortusyang memiliki gen
resistan terhadap gentamisin dan pada profil elektroperisisnya LPS yang diekstraksi dari mutan
ini kehilangan O-antigen-nya. Mutan ini tidak dapat bertahan dalam mencit namun dapat
bereplikasi pada sel HeLa,  hal ini mengindikasikan bahwa LPS komplit tidak esensial dalam
invasi atau multiplikasi intraseluler.  Perilaku ini menunjukkan bahwa LPS memerankan peran
dalam survival ekstraseluler pada hewan, kemungkinan dengan melindungi bakteria terhadap
lysis yang dimediasi oleh komplemen, tetapi tidak dengan mekanisme survival intraseluler.

Interaksi antara Brucella LPS dan innate immunity hospes
Sangat berbeda dengan pathogen intraseluler lainnya, spesies Brucella tidak

memproduksi eksotoksin, kapsul antipagosit atau dinding sel yang tebal, bentuk resistensi atau
fimbrae, dan tidak menunjukkan adanya variasi antigenik [26].  Kunci dari aspek virulensi
Brucella terletak pada kemampuannya untuk berproliferasi baik di dalam profesional ataupun
non profesional sel pagositik hospes.  Oleh karena itu, Brucella sukses melewati efek
bakterisidal pagosit, dan virulensinya serta infeksi kronis yang dihasilkan didapat melalui
kemampuannya menghindari killing mechanisms sel hospes [27].

Beberapa penelitian dengan menggunakan non-profesional pagosit menunjukkan
Brucella menyerang sel hospes dan ditelan ke dalamearlyendosome-like vacoules. Vakuola ini
kemudian dengan cepat menyatu dengan early autophagosome yang memperoleh vacuolar H+-
ATPase dan lysosome-associated membrane protein (LAMP) sehingga matang menjadi late
autophagosome. Autophagosom ini menghambat terjadinya fusi dengan lysosom dan akhirnya
menjadi vakuola tempat replikasi secara normal yang berasosiasi denga retikulum endoplasma
[29,31].  Porte et al. Menunjukkan bahwa LPS O-side chain terlibat dalam penghambatan fusi
awal dari phagosom yang berisi B. suis dengan lysosom dalam makrofag bangsa murine pada
awal pasca pagositosis [32].  Hal ini sangat kontras dengan phagosom yang berisi rough mutan,
yang gagal untuk mengekspresikan O-antigen, yang dengan cepat terjadi fusi dengan lysosom.
LPS O-chain bisa jadi sebagai pengatur utama perilaku awal bakteria dalam makrofag.

Pengenalan sel seperti monosit dan makrofak terhadap keberadaan LPS selama berabad-
abad menyebabkan respon yang cepat dari hospes mamalia terhadap infeksi Gram negatif.
Respon bawaan cepat terhadap LPS  ini ditandai dengan keterlibatan pelepasan mediator pro-
inflamatory seperti TNF-α, IL-6, IL-2 dan IL-1β yang dalam situs lokal infeksi dalam tingkat
sedang menguntungkan hospes dengan menimbulkan peradangan dan dilain pihak sistem
kekebalan tubuh akan bekerja untuk menghilangkan organisme penyerang.  Namun, dalam
kondisi  di mana tubuh terpapar LPS berlebihan atau secara sistemik (seperti ketika LPS
memasuki aliran darah), maka reaksi inflamasi sistemik dapat terjadi, menyebabkan kegagalan
beberapa fungsi organ, shock dan berpotensi menimbulkan kematian [31].

Pengenalan LPS bakteri dimediasi oleh CD14, namun CD14 tidak memiliki
transmembran dan intraselulerdomain yang diperlukan sebagai sinyal transduksi dengan
demikian membutuhkan keterlibatan molekul dari keluarga TLR. Penemuan baru-baru ini
tentang protein TLR,mamalia memiliki reseptor pengingat, memberikan wawasan baru dalam
memahami mekanisme bagaimana Brucella dapat menimbulkan respon seluler dari sel
kekebalan bawaan. B. abortus menginduksi produksi interleukin (IL) -12 dari monosit manusia
dan efek ini diblokir oleh antibodi anti-CD14, menunjukkan bahwa Brucella mengikat dan /
atau memberi sinyal ke monosit dimediasi oleh LPS [32]. Selain itu, Brucella memiliki
kemampuan untuk menimbulkan sekresi memperoleh IL-12 yang mendorong sel Th0 untuk
berdiferensiasi menjadi sel Th1effector dan sel memori, dimana hal ini  yang merupakan ciri
utama dari potensi penggunaan B. abortussebagai vaksin dan pembawa adjuvant.

B. abortus, LPS-nya yang telah dimurnikan dan lipid A memiliki kemampuan untuk
memicu TLR2 dan TLR4 dalam aktivasi innate recognition dan kemampuan eliminasi bakteri
penyerang [33].

Diagnosa Veteriner Volume 16, Nomor 3, Tahun 2017
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