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ABSTRACT

TS;phoid Dengue i,s u disease coused by Salmonellu tvphy bacteria, ancl

constitutes a seriotts disea"^e in Indonesia ancl in other cleveloping countries. This is
thrc lo the high prevalence of the disea,se (0.36% - 0.81%r) per onnum and due to
vuriou,g handicaps in term o.f'clinical descripti.on, diagno,sis and cwe o{ this clisease.

T'he prevention e.ffitrt that ltas heen token by preventing the incidence o/' initial
pathogenesis. Therefltre. it is necessury lo ./ind oul the pathogen Jacttn" which plctys a

role in lhe entrt' o.f' ,xrch bacteria ivtto inlestines as the initial palhogenesis. The

general oh.iective of this re.search i,s to arml1,:e the handiccrp in attachtrtg the

Salntgnella gtphi on the v,hite mice enterosit (Wi,ttor) by polyclonal crntibocty ofanti
protein hemaglutinin of'sub unit pilli 36 kDu crnd 18.6 kDa. The specific objectit'es of
tltis research are to (l) .find out the attachnrenr paffern of'Salmonella t..vphi on the

white mice enterosit 1ll'istar) (2) Jind out the capahility o.f'crthchment ltandicap qf
bqcteria cell on tlte enlerosit hy plovclonnal antibody of anti protein hemugluinin.

The research was conducted in several stages, nantely the attachment testing

by using the Nagayama at al. method, 1995 in which the testing nsed enterosit from
white mice (LVistor) intestinal isolation that was performed according to Weiser

(1973), the testing of handicap of bacterial attachment on the enterosit by polyclonal
antibody o/'anti protein hemaglutinin o/'sub unit pilli 36 kDa and 18.6 kDa.

The research slnv,ecl that the prtl.1;slsr,r1 antihodl; of'anti protein
hetnuglulinin af suh nnit pilli 36 kDa uncl 18.6 kDa fi'om kilmonella t.vphi ccm,slow

dot+'n the bacterial attachmenl on v'hile mice enterttsit (\|'istarl

Key w ord,r ; Scrl m o nella ty;ph i, [' obtsl sn617 Ant ibody, He magluti ttirt
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PENDAHULUAN
Salmonella typhi ( S.typhi)

adalah bakteri sebagai penyebab
terjadinya demam typoid yang masih
bersifat endemis, dan merupakan
penyakit serius di Indonesia serta
berbagai Negara berkmbang lainnya. Hal
ini terjadi karena angka kejadian cukup
tinggi (0,36-0,9lyo pertahun) diserti
adanya berbagai kendala dalam hal
gambaran klinis, diagnosa dan
pengobatan bagi penyakit ini. Usaha
pencegahan antara lain dengan mencegah
terjadinya awal patogenesis. Oleh karena
itu perlu dicari faktor patogen yang
berperan dalam masuknya bakteri
kedalam usus halus sebagai awal
patogenesis.

Pilli pada Salmonella merupakan
salah satu faktor perlekatan pada
permukaan mukosa intestinal, hal ini
penting dalam proses invasi bakteri
menembus dinding sel epitel yang
merupakan awal mekanisme
patogenesis. Setelah terjadi invasi bakteri
ke dalam mukosa intestinal diikuti
kolonisai. Proses masuknya beberapa
Enterobakteria pathogen seperti
Escherichia coli, Vibrio
parahaemolitycus, Klebisella
pneumoniae, dan Salmonella telah
dibuktikan bahwa pilli merupakan faktor
kolonisasi ( Fujita et.al., 1989; Nakasone

dan Iwanaga, 1990; Stephen, 1996;
Brock et.al., I 99 1 ).Protein hemaglutinin
yang merupakan protein sub unit pilli
pada Wbrio cholerae biotype Eltor dan
Klasik, pada Pasteurella multocida
serotype B:2 bertanggung jawab
terhadap perlekatan bakteri pada sel

epitel pada host, yang kemudian diikuti
kolonisasi, dan telah dibuktikan pula
bahwa protei hemaglutinin sub unit pilli
mampu memacu terbentuknya antibody
yang bersifat melindungi terhadap
infeksi oleh bakteri yang bersangkutan (
Osek et. Al., 1994; Widya dan
Darmawati, 2000). Demikian pula bahwa
protein hemaglutinin sub unit pili dari

Salmonella typhi yang disolasi dart
Rumah Sakit dokter Kariadi Semarang
mampu mengacu terbentuknya antibiodi
(Darmawati, 2A06). Penemuan mereka
memberikan indikasi bahwa protein pilli
memberikan indikasi bahwa protein pilli
merupakan substansi yang imonogenik
dan diperlukan untuk perlekatan bakteri
pada sel inang, sedangkan protein
hemaglutinin sub unit pilli yang
bertanggung j awab pada perlekatannya.

Hasil penelitian ini diharapkan
akan merupakan sumbangan data ilmiah
dalam bidang kesehatan. Manfaat jangka
panjan adalah terkupasnya faktor
patogen Salmonella typhi penyebab
salmonellosis. Lebih lanjut akan
bermanfaat pada pembangunan
kesehatan manusia dalam menaggulangi
penyakit salmonellosis. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat untuk
mengembangkan vaksin terhadap bakteri
Salmonella typhi peny ebab salmonellosis
serta dapat untuk mengembangkan
reagen diagnostik.

Tujuan umum penelitian ini untuk
menganalisis hambatan perlekatan
S.typhi pada enterosit tikus putih
(Wistar) oleh antiodi poliklonal anti
protein hemaglutinin sub unit pilli 36

kDa, dan 18,6 kDa. Tujuan khusus yaitu
untuk : (1) mengetahui pola perlekatan
dari S. Typhi pada enterosit tikus putih
(Wistar), (2) mengetahui kemampuan
penghambatan perlekatan sel bakteri
pada enterosit oleh antibody poliklonal
anti protein hemaglutinin.
METODA
1. Bahan Penelitian
1.1. GalurBakteri dan mencit

Sebagai bahan penelitian adalah
bakteri Salmonella typhi yang diisolasi
dari pasien di Rumah Sakit Dokter
Kariadi Semarang. Enterosit yang
digunakan untuk uji perlekatan dan uji
hambatan perlekatan bakteri oleh
antibodi poliklonal anti protein
hemaglutinin sub unit pilli adalah
enterosit yang diisolasi dari tikus putih
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(Wistar) yang berumur 2 bulan.
1.2. Media Bakterial

Untuk pertumbuhan bakteri
Salmonella typhi digunakan media Brain
Heart Infusion/BHl cair (OXOID) dan
mediaAgarBase (OXOID)
1.3. Bahan Penelitian yang lain

Selain yang sudah disebutkan di
mukla, bahan-bahan pendukung
penelitian ini antara lain NaCl
(MERCK), K2HPO4 (MERCK).
Na2HPO4 dengan pH 7,3 larutan
peny angga PB S pH 7 ,4 Yang
mengandung 1,5 mMEDTAdan0,5 mM
dithiotreiol.
2.CaraKerja"
2.1. Uji perlekatan bakteri pada
enterosit

Uji perlekatan menggunakan
metode Nagayama at al. 1995., Pada uji
tersebut menggunakan enterosit yang

diisolasi dari intestinum tikus putih
(Wistar) dikerjakan menurut Weiser
(re73).
1) Isolasi enterosit saluran intestinal tikus
putih
Dipilih tikus putih sehat dengan berat
sekitar 250 g. Tikus dibunuh dengan
larutan eter. Usus halus diambil, dipotong
dan dibuka. Potongan usus tersebut
dicuci dengan larutan PBS pH 7,4 yang
mengandung lmM dithiotreitol pada

suhu 4 derajat C sampai bersih. Jaringan

usus dimasukkan kedalam cairan yang
mengandung: 1,5 mM KCL; 9,6mM
NaCl; 27 Na citrat; 8 mM KH2PO4 dan

5,6 mM Na2HPO4 dengan PH 7,3,

czlmpuran tersebut diinkubasi dengan
goyangan pelan dalam inkubator
3TderajatC selama 15 menit. Supernatan
dibuang, j aringan tersebut dicuci tiga kali
dengan larutan penyangga PBS
dengansentrifugasi 12.000 rpm selama 5

menit. Endapan jaringan tersebut
disuspensikan dengan larutan penyangga

PBS yang mengandung BSA 1%. Sel

dihitung dengan hemocytomer (Nebauer)
dengan pewarna biru tripan sehingga
konsentrasi menjadi 10 pangkat 6 I ml.
Suspensi enterosit tersebut disimpan

pada4 derajat C.
2) Kultivasi bakteri.
Kultivasi bakteri Salmonella typhi isolat
RS. Kariadi Semarang menggunakan
BHI cair. Satu koloni bakteri dari media
Mac Conkey diinkulisikan ke dalam 10

ml BHI cail kemudian diinkubasi pada

suhu 3Tderqat C selama 5 menit pada
suhu 4derajat C, kemudian palet dicuci
sebanyak 2 kali. Setiap kali pencucian
diresuspansikan dengan PBS pH 7,4
sebanyak 1,5 ffi1, selanjutnya
desentrifugasi dengan PBS pH 7,4 yang
mengandung 1% BSA sampai kepadatan
sel bakteri 1 .1Opangkat8 sel/ml.
3) Uji perlekatan dengan enterosit tikus
putih(Wistar).
Sebanyak 1 00ul suspensi bakteri
dicampur dengan 100u1 suspensi
enterosit. Campuran tersebut diinkubasi
pada shaking water bath dengan
goyangan pelan (270 rpm/menit) selama
60 menit suhu 3Tderajat C. Campuran
suspensi tersebut disentrifus 12.000 rpm
selama 2 menit. Pelat dicuci dengan
larutan PBS yang mengandung BSA 1%

sebanyak 50ul dioleskan pada gelas

obyak dan dicat dengan cat gram dan
kemudian dilihat di bawahmikrosop pola
perlekatan sel bakteri pada entesorit.
2.2. U iiHambatan Perlekatan.

Uj i hambatan perlekatan
dilakukan dengan cara penyekatan
bakteri S. Typhi, dengan antibodi anti
protein hemaglutinin sub unit pilli
kemudian ditambah enterosit, larutan
penyangga PB S pH 7 ,4 y ang
mengandung 1% BSA. Pada suspensi
tersebut ditambahkan pada masing-
masing eppendrof sebanyak 100u1

dioleskan pada gelas obyek dan
dilakukan dengan pengecatan Gram.
Penyekatan bakteri Salmonella Sphi
dengan antibodi anti protein
hemaglutinn sub sub unit pilli dan uji
penghambatan perlekatan.

Seratus mikroliter suspensi
bakteri S. Typhi dalam eppendrof
ditambahkan ke dalamnya 1 00ul antibodi
anti protein hemaglutin sub unit pilli 36
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kDa dan 18,6 kDa, kemudian diinkubasr
pada shaking water bath dengan
goyangan pelan selama 60 menit. Pelet
dicuci dengan larutan penyangga PBS pH
7,4 satu kali kemudian masing-masing
disuspensikan dengan larutan penyangga
PBS pH 7,4 yang mengandung 1% BSA.
Ditambahkan ke dalam suspensi tersebut
100u1 suspensi enterosit, diinkubasi lagi
selama 30 menit. Selanjutnya campuran
tersebut disentrifus dengan kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit dan kemudian
diambil 50 ul pelet, dioleskan pada gelas

obyek yang telah dibersihkan dengan
kapas alkohol, dilanjutkan pengecatan
denganmetode Gram.

HASILDAN PEMBAHASAN
1. Perlekatan Bakteri pada Enterosit
Tikus Putih (Wistar)

Uj i perlekatan bakteri S al mone I I a
typhi pada enterosit tikus putih (Wistar)
dilakukan secara in vitro. Sebanyak
100u1 suspensi bakteri lOpangkatS /ml.
Dicampur dengan 100u1 suspensi
enterosit l0pangkat6 lml. Campuran
tersebut diinkubasi pada shaking water
bath dengan goyangan pelan (270
rpm/menit) selama 60 menit suhu
3Tderajat C, campuran suspensi tersebut
disentrifugasi 12.000 rpm selama 2

menit. Pelet dicuci dengan larutan PBS
yang mengandung BSA 1% sebanyak
500u1 dan kemudian disentrifugasi lagi.
Cairan di atas di buang dan pelet diambil
50ul dioleskan pada gelas obyek dan
dicat dengan metode Gram, kemudian
dilihat dibawah mikrosop. Hasil yang
diperoleh menunjukkan adanya
kumpulan bakteri di permukaan
enterosit, dapat dilihat pada gambar 5.4.

Disini tampak bahwa dengan
ditemukannya Salmonella typhi di
permukaan enterosit menunjukkan
adanya perlekatan bakteri pada enterosit.
Hal ini sejalan dengan yang dilaporkan
oleh Yamashiro dan Iwanaga (1996),
bahwa pada beberapa enterobakteria
patogen, seperti Wbrio cholerae non-01
dan non 0139 strain NAGV 14 yang

mengadakan perlekatan dan kolonisasi
pada permukaan mukosa dari usus halus.

Cambd I Hsil uji perlekator balteri ,ti4/rorella fli Isolal RS Karisdi

Pada enterosit tikc purih (Mstu)

2. Hambatan Perlekatan bakteri pada
Enterosit Tikus Putih (Wistar) oleh
Antibodi Poliklonal anti protein
Hemaglutinin Sub Unit Pilli
Salmonellatyphi

Uji hambatan perlekatan bakteri
oleh antobodi anti hemaglutinin 36 kDa
maupun 18,6 kDa dilakukan secara in
vitro. Seratus mikroliter suspensi bakteri
S. Typhi dalam eppendorf ditambahkan
ke dalamnya 100u1 antubodi anti
hemaglutinin 36 kDa dan 18,6 kDa,
kemudian diinkubasi pada shaking water
bath dengan goyangan pelan (270 rpm,
menit) selama 60 menit. Pelat dicuci
dengan larutan penyangga PBS pH 7,4
y ang mengandung l% B S A.
Ditambahkan ke dalam suspensi tersebut
100u1 suspensi enterosit, diinkubasi lagi
selama 30 menit. Selanjutnya campuran
tersebut disentrifus dengan kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit dankemudian
diambil 50 ul pelet, dioleskan pada gelas

obyek yang telah dibersihkan dengan
kapas alkohol, dilanjutkan pengecatan
dengan metode Gram, dapat dilihat pada
Gambar2.
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AB
Gambar 2. Hasil uji hambatan perlekatan bakteri Salmonella typhi Isolat RS" Kariadi

(A) oleh antibodi anti hemaglutinin 18,6 kDa, (B) oleh antibodi anti hemaglutinin 36

kDa Pada enterosit tikus putih (Wistar)

Hasil uju hambatan perlekatan
bakteri oleh antibodi anti hemaglutinin
36 kDa dan 18,6 kDa (Gambar 2)
menunjukkan adanya hambatan
perlekatan bakteri pada enterosit tiku
putih Wistar hal ini menunjukkan pula
bahwa antibodi anti protein hemaglutinin
sub unit pilli tersebut ikut berperan dalam
proses n sebagai awal dari proses
patogenesis.

Hasil uji hambatan ini apabila
dibandingkan dengan hasil uji perlekatan
bakteri (Gambar 1) tampak bahwa
hambatan perlekatan bakteri pada
enterosit oleh antibodi anti hemaglutinin
36 kDa dan 18,6 kDa ditunjukkan dengan
bertambahnya jarak antara enterosit
dengan sel bakteri yang ada di sekitar
enterosit tersebut baik pada hambatan
oleh antibodi anti hemaglutinin 36 kDa
maupun l8,6kDa.

Dari hasil uji perlekatan dan uji
hambatan perlekatan bakteri oleh
antibodi anti hemaglutinin sub unit pilli
tampak bahwa protein hemaglutinin sub

unit pilli ikut berperan pada proses
perlekatan bakteri pada'sel inang. Hal
yang serupa dapat dijumpai pada
beberapa enterobakteria patogen seperti
Wbrio cholerage biotipe ,El Tor dan
klasik, bahwa proses masuknya bakteri
tersebut kedalam sel inang diawali

dengan proses perlekatan yang
diperantarai oleh pilli, dan protein
hemaglutinin sub unit pilli merupakan
faktor yang bertanggung jawab terhadap
perlekatan bakteri pada sel epitel usus

halus (Osek et al., l994;Yarnashiro et al.,
1996). Pada penelitian yang dilakukan
olehYamashiro et al. (1996) menyatakan
bahwa protein hemaglutini sub unit pilli
mampu memacu terbentuknya antibodi
yang bersifat melindungi terhadap
infeksi oleh bakteri yang bersangkutan.
Selain itu menurut Darmawati dan Haribi
(2006) antibodi tersebut juga berperan
dalam menghambat terj adinya
hemaglutinasi oleh protein hemaglutinin.

KESIMPUI,AN
Dari hasil penelitian ini

menunjukkan bahwa antibodi poliklonal
anti protein hemaglutinin sub unit pilli 36

kDa dan 18,6 kDa dari Salmonella typhi
dapat menghambat perlekatan bakteri
pada enteroikus putih (Wistar).
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FORMAT
Umum. Isi dari artikel hasil

penelitian terdiri dari judul, pengarang,
alamat,abstrak, kata kunci, pendahuluan,
bahan dan metode, hasil dan
pembahasan, simpulan, ucapan teima
kasih dan daftar pustaka. Sedangkan
artikel ulas balik ditulis dengan format
yang sama, tetapi tanpa sub-bab bahan
dan metode dan hasil pembahasan.
Gambar dan tabel diletakkan pada akhir

Naskah pada halaman terpisah, gambar
dan tabel publikasi sebelumnya dapat
disajikan bila mendapat persetujuan dari
penulisnya. Semua halaman baik tulisan
maupun gambar dan tabel diberi nomor
halaman. Jumlah keseluruhan halaman
antara 12-15 halaman (termasuk gambar
dantabel).

Judul. Pada judul dituliskan
judul, nErrna, dan alamat institusi masing-
masing penulis, dan catatan khaki yang
berisikan siapa korespodensi harus
ditujukan termasuk nomor telpon, faks
serta alamat e-mail. Jika naskah ditulis
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Abstrak. Abstrak ditulis dalam
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Pendahuluan. Bab ini harus
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dengan topik sebelumnya. Bab
pendahuluan harus berisi latar belakang
dantujuanpenelitian.

Bahan dan Metode. Bab ini
berisi informasi teknis yang cukup
sehingga orang lain dapat berhasil
mengulangi penelitian dengan teknik
yang sama. Bila metode sudah dikenal
dan umum digunakan cukup dengan
menyebutkan pustaka yang digunakan.
Bila ada metode yang merupakan
modifikasi atau kekhasan dari teknik
alternatf maka sebutkan secara singkat
teknik tersebut. Uraikan secara lengkap
bila metode yang digunakan merupakan
metode baru.
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Simpulan. Bab ini berisi
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