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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui ekspresi protein AdhF36 strain Salmonella Typhi, sebagai kajian kandidat vaksin berbasis molekul
adesin. Strain yang digunakan pada penelitian ini bersumber dari Rumah Sakit Hasan Sadikin Bandung, Laboratorium Kesehatan Sulawesi
Tengah, Palu, Rumah Sakit Udayana Denpasar, dan Rumah Sakit Saiful Anwar, Malang. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sekitar 12 strain
Salmonella Typhi tersebut mengekspresikan dan memiliki protein AdhF36. Hal ini memberikan gambaran umum bahwa protein AdhF36

potensial dikembangkan sebagai kandidat vaksin.

Kata kunci: protein AdhF36, Salmonella Typhi, vaksin

ABSTRACT

This research aims to determine the expressionof AdhF36 protein of Salmonella Typhi strains regions, as molecular-based vaccine
candidate adhesin. Salmonella Typhi strain used in this research was collected from Hasan Sadikin Hospital-Bandung, Health Laboratory of
Central Sulawesi in Palu, Udayana hospital in Denpasar and Saiful Anwar Hospital in Malang. The results showed that approximately 12 strains
of Salmonella Typhi expressed AdhF36 protein. This result indicated that AdhF36 protein can be developed as a potential vaccine candidate.
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PENDAHULUAN

Salmonella Typhi merupakan patogen fakultatif
intraseluler yang memerlukan faktor virulensi untuk
dapat hidup di dalam sel dan melakukan replikasi agar
berhasil berkolonisasi masuk ke dalam jaringan
(Burrows, 2005). Setelah melewati mulut, Salmonella
Typhi menembus ke epitel intestinal melalui sel M dan
berkolonisasi pada Peyer’s patches (PPS). Salmonella
Typhi kemudian menyebar melalui aliran darah untuk
berkolonisasi dalam hati, limfa, dan tetap hidup serta
melakukan replikasi dalam vakuola fagosit intraseluler
(Khanum et al., 2006; Cheminay et al., 2005).

Apabila bakteri mencapai permukaan sel hospes,
maka bakteri tersebut akan melekat pada sel hospes
untuk melakukan kolonisasi. Kejadian ini penting
terutama pada area permukaan mulut, usus halus, dan
kandung kemih, karena permukaan mukosanya selalu
tercuci dengan cairan. Pada area tersebut hanya bakteri
yang mampu mengadakan perlekatan (adhesion) pada
mukosa yang bisa tetap tinggal dan berkembangbiak.
Ada dua strategi bakteri untuk mengadakan perlekatan
pada permukaan hospes, yaitu melalui pili atau fimbre
dan afimbrial adhesin (AFA) (Brett-Finlay dan Siebers,
1995).

Fimbre adalah protein polimer permukaan sel
bakteri yang berfungsi sebagai mediator penting dalam
berinteraksi dengan hospes dan hidup pada lingkungan,
pengembangan biofilms, motilitas, kolonisasi, dan
invasi pada sel serta konyugasi (McKane dan
Judi,1996; Burrows, 2005). Perlekatan bakteri pada
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permukaan mukosa hospes merupakan faktor penting
pada tahap awal proses infeksi. Fimbre atau pili mirip
batang rambut yang mudah lengket terdiri atas batang
silindris pilus yang tersusun dari sub-unit pilin FimA
dan ujung kecil fibrillae (small-tipfibrillae) yang
tersusun dari FimF, FimG, dan adhesin FimH (Muscas
etal., 1994).

Mekanisme baru yang diperlihatkan adanya sekresi
protein reseptor oleh bakteri, dengan target bagian
internal sel hospes, difosforilasi, dan ditempelkan pada
sel eukariotik yang merupakan reseptor baru yang
berikatan secara kuat oleh bakteri. Namun disisi lain
sekresi  reseptor hole protein-90 (Hp90) vyang
sebelumnya di dalam hospes menyediakan mekanisme
lain, untuk menghambat adesi dan infeksi bakteri
(Wizemann et al., 1999).

Model mekanisme adesi bakteri tersebut potensial
dikembangkan menjadi vaksin anti-adesi, sehingga
mampu menghambat kolonisasi dan infeksi bakteri.
Munculnya fimbre pada permukaan sel bakteri,
merupakan target antibodi menghambat perlekatan
bakteri atau interaksi dengan hospes (Khanum et al.,
2006; Starks et al., 2006). Ikatan antara adhesin dengan
reseptor ini akan mengaktifkan kompleks signal
transduction dalam sel hospes dengan berbagai
konsekuensi termasuk aktivasi innate host defenses
serta peningkatan kolonisasi bakteri dan invasi (Forest
etal., 2007).

Fimbre mengikat suatu molekul adhesin yang
berfungsi berikatan dengan reseptor seluler pada
hospes, yang umumnya terdapat pada ujung atau pada
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sepanjang tubuh dari struktur pili (Santoso, 2002). Pada
penelitian terdahulu telah dilaporkan bahwa strain
Salmonella Typhi yang diisolasi dari penderita demam
tifoid di Malang diketahui memiliki fimbrial adhesin
(FA) yang tergolong sebagai fimbriae type-1 dengan
BM 36 kDa, diberi nama AdhF36. Protein AdhF36
bertanggungjawab sebagai faktor virulensi pada proses
adesi ketika terjadi kolonisasi (Rosen et al., 2008). Hal
ini menarik untuk dikaji keberadaannya pada spesies
Salmonella Typhi yang sama dari berbagai tempat di
Indonesia sebagai kajian kandidat vaksin.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen
laboratorium yang bersifat eksploratif. Sebagai sampel
penelitian digunakan strain Salmonella Typhi yang
berasal dari Rumah Sakit Hasan Sadikin Bandung,
Laboratorium Kesehatan Sulawesi Tengah, Palu,
Rumah Sakit Udayana Denpasar dan strain dari Rumah
Sakit Saiful Anwar, Malang. Pembiakan bakteri pada
medium triple sugar iron sugar (TSIA) dilakukan
melalui metode gores dan tusukan lalu diikubasi pada
suhu 37° C selama 1x24 jam.

Identifikasi Salmonella Typhi

Sebanyak 12 isolat Salmonella Typhi yang
diperoleh dari penderita demam tifoid dibiakkan pada
medium Moeller Hinton Agar pada suhu 37° C selama
18-24 jam. Koloni bakteri yang tumbuh diwarnai
dengan pewarnaan Gram dan dilanjutkan penanaman
pada medium deferensial MacConkey pada suhu 37° C,
selama 18-24 jam. Hasil pertumbuhan koloni bakteri
dari medium MacConkey ditanam lagi pada medium
selektif bismut sulfit agar (BSA) pada suhu 37° C,
selama 18-24 jam (Hernandez-Lucas et al., 2008).
Koloni bakteri yang tumbuh pada medium MacConkey
dilakukan uji oksidase. Koloni bakteri diindentifikasi
secara biokimiawi dengan microbact system untuk
menentukan spesies bakteri.

Isolasi atau Pemisahan Fimbre dari sel Bakteri
Biakan cair dari medium Mueller Hinton Broth
(MHB) dipindahkan ke dalam tabung sentrifus 100 cc,
lalu ditambahkan trichloro acetic acid (TCA) sehingga
konsentrasinya menjadi 3%, dan disentrifus dingin
pada suhu 4° C dengan kecepatan 6000 rpm selama 15
menit. Endapan disuspensi dengan phosphate buffer
saline (PBS) pH 7,4 secukupnya, dan selanjutnya
dilakukan pemotongan fimbre menggunakan alat
omnimixer modifikasi pada suhu 4° C (Santoso, 2002).
Selanjutnya disentrifus dingin 4° C dengan kecepatan
12.000 rpm selama 15 menit. Filtrat yang mengandung
fraksi fimbre dipisahkan, dan endapan disuspensi lagi
dengan PBS pH 7,4 secukupnya, dan dilakukan
pemotongan lagi. Proses pemotongan fimbre diulangi
beberapa kali guna mendapatkan perbedaan fraksi
fimbre dengan sel bakteri. Pemotongan fimbre
menggunakan metoda yang telah dilakukan oleh
Hamada (1996) dan Santoso(2002). Pemurnian protein

melalui sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) dilaksanakan mengacu
pada metode (Laemmli et al., 1970; Gibson, 2007).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Identifikasi Salmonella Typhi

Untuk membuktikan kriteria sampel penelitian
bahwa bakteri Salmonella Typhi yang digunakan
berasal dari darah pasien yang telah didiagnosa
menderita demam tifoid dilakukan proses isolasi dan
identifikasi bakteri Salmonella. Sebanyak 14 sampel
bakteri yang diperoleh dari Rumah Sakit Hasan Sadikin
Bandung, Laboratorium Kesehatan Sulawesi Tengah
Palu, Rumah Sakit Udayana Denpasar, dan isolat dari
Rumah Sakit Saiful Anwar Malang. Semua isolat
tersebut diidentifikasi berdasarkan kriteria bakteri
Salmonella Typhi. Ciri koloni bakteri Salmonella
Typhi yang ditumbuhkan pada medium diferensial,
khususnya MacConkey memperlihatkan koloni bulat,
tepi tajam, permukaan halus, tidak berwarna atau
buram, dan diameter koloni 1-3 mm. Beberapa kriteria
koloni ini ternyata sesuai dengan kriteria dalam proses
identifikasi Salmonella Typhi.

Medium MacConkey yang digunakan untuk isolasi
Salmonella Typhi, merupakan medium selektif, dan
media diferensial yang digunakan untuk mengisolasi
bakteri basil enterik Gram negatif. Medium ini
mengandung nutrisi dasar yang juga berisi kristal violet
dan garam empedu yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif. Mikrob yang
mampu tumbuh pada medium agar MacConkey,
mampu memfermentasi laktosa dan menghasilkan
produk sampingan berupa asam sehingga mengakibat-
kan penurunan pH di daerah sekitar koloni bakteri.
Penurunan pH menyebabkan indikator yang berwarna
merah pada kondisi pH normal berubah menjadi warna
kuning. Mikrob yang tidak memfermentasi laktosa
koloninya tidak berwarna dan tembus cahaya
(transparan).

Hasil penelitian ini menunjukkan ciri koloni yang
sesuai dengan harapan dalam proses identifikasi
Salmonella Typhi. Selanjutnya diamati pertumbuhan
koloni bakteri pada medium BSA yang berwarna hitam.
Terbentuknya koloni warna hitam Salmonella Typhi
pada medium BSA menunjukkan reaksi metabolisme
bakteri dalam melepaskan hidrogen sulfida (H,S).
Isolasi Salmonella dengan medium BSA merupakan
suatu media modifikasi BSA dari Wilson dan Blair
yang diperkenalkan sejak tahun 1927. Media ini sejak
awal dimanfaatkan untuk mengisolasi Salmonella
Typhi dari perairan tercemar limbah serta dari bahan-
bahan lain. Tipikal koloni Salmonella Typhi pada
media ini adalah hitam dikelilingi oleh berwarna hitam
kecoklatan dan sering memperlihatkan kemilau
metalik. Media ini cukup memberi manfaat untuk
isolasi Salmonella Typhi karena menunjukkan koloni
khas hitam pekat (black jet colony).

Penentuan karakterisasi Salmonella Typhi juga
dilakukan melalui pembiakan bakteri pada medium
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TSIA, untuk menentukan produksi H,S, motilitas, dan
sifat biokimia lainnya. Karakter Salmonella Thypi pada
medium TSIA dapat disajikan pada Gambar 1.
Berdasarkan hasil penelitian terbukti bahwa bakteri
Salmonella Thypi mampu menghasilkan H,S sebagai
hasil metabolisme sampingan. Selain itu terjadinya
perubahan warna merah pada indikator medium
menjadi kuning adalah sebagai pertanda perubahan pH
media akibat terbentuknya asam. Pada bagian media
yang diinokulasi dengan cara tusuk terbentuk warna
hitam yang menunjukkan terbentuknya H,S, dari sisa
metabolisme bakteri Salmonella Thypi. Pada uji ini
telah terjadi fermentasi glukosa/dektrosa yang terdapat
dalam media sebagai nutrisi, sehingga terbentuk sedikit
H.S.

Hasil uji oksidase menunjukkan hasil yang negatif
sedangkan hasil uji motilitasnya dinyatakan positif. Hal
ini sesuai dengan sifat-sifat bakteri Salmonella Thypi.
Dari hasil pewarnaan Gram Salmonella Thypi, ternyata
diperoleh sel bakteri yang berbentuk batang, dan
berwarna merah maka yangdigolongkan ke dalam
bakteri Gram negatif (Gambar 2).
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Gambar 1. Visualisasi hasil uji TSIA Salmonella Typhi
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Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram sel bakteri Salmonella
Typhi, 1000x

Pengujian sifat biokimia Salmonella Thypi
bertujuan memperkuat hasil pengujian sebelumnya,
guna menentukan sifat kimiawi dan kemampuan
metabolisme Salmonella Typhi. Berdasarkan indikator
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yang ditemukan, Salmonella Thypi termasuk bakteri
yang mampu memfermentasi beberapa kelompok gula
misalnya; glukosa, manitol, lisin, dan pembentukan
H,S. Namun disisi lain bakteri ini tidak mampu
memfermentasi laktosa, yang terbukti dari uji indol
negatif, dan uji urease negatif, serta bersifat motil.

Berdasarkan kriteria uji biokimia tersebut di atas,
14 strain Salmonella yang diuji dengan kit Mycrobact,
diperoleh 10 strain bakteri Salmonella Thypi yang
layak dijadikan sampel penelitian. Persentase
kedekatan hubungan ini juga turut menentukan hasil
akhir dari identifikasi Salmonella Thypi yang
bersumber dari Palu dan Bandung.

Hasil SDS-PAGE Protein AdhF36 Salmonella Thypi

Hasil isolasi pemotongan protein pili Salmonella
Typhi setelah dilakukan pengukuran BM protein yang
diperoleh melalui SDS-PAGE dapat dilihat pada
Gambar 3, 4, dan 5.
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Gambar 3. Hasil SDS-PAGE protein pili/AdhF36,

Salmonella Typhi isolat Denpasar (M= Protein marker; Wc=
Whole cells protein; Pp= protein pili; kDa= kilo Dalton). (Kundera
etal., 2012)
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Gambar 4. Hasil SDS-PAGE protein pili/AdhF36,
Salmonella Typhi isolat Bandung (M= Protein marker; Wc=
Whole cells protein; Pp= protein pili; kDa= kilo Dalton). (Kundera
etal., 2012)



Jurnal Kedokteran Hewan

I Nengah Kundera, dkk

=
=
S
-
o
=
S
-
-]

BM

70,1
66,9
58,0
52,8
48,0
436
36,1
344

66

45 — .

3 — e -

29 -
S 271
. —

235
204

24 —
20,1

!
;
t
REAR TN
REAN
.

15,3
14 133

kDa kDa

Gambar 5. Hasil SDS-PAGE protein pili/AdhF36,
Salmonella Typhi isolat Malang (M= Protein marker; WC=
Whole cells protein; Pp= protein pili; kDa= kilo Dalton). (Kundera
etal.,, 2012)
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Gambar 6. Hasil SDS-PAGE protein pili/AdhF36,
Salmonella Typhi isolat Palu (M= Protein marker; Wc= Whole
cells protein; Pp= protein pili; kDa= kilo Dalton). (Kundera et al.,
2012)

Tabel 1. Hasil perhitungan berat molekul protein whole sel
dan pili Salmonella Typhi isolat Denpasar, Bandung, Malang
serta Palu

S. Typhi-  S. Typhi- S. Typhi-  S. Typhi-
No.  Denpasar Bandung Malang Palu
We Pp Wc Pp Wc Pp Wc Pp
736 736 755 - 701 - 789 -
719 - 717 - 669 669 753 -—
67,1 671 664 - 580 528 68,6 68,6
570 570 526 - 528 65,5 65,5

46,3 46,3 450 450 480 48,0 54,4 544
431 431 @66 BOE 436 43,6 452 452
348 348 Bl BB 431 431

327 327 298 269 344 344 B6f 86
9. 271 271 269 242 313 31,3 32,6 32,6

10. 259 259 20,7 20,7 271 271 271 271

11. 215 215 17,7 — 235 235 2477 247

12. 178 178 152 152 204 204 215 215

13. 11,7 11,7 124 124 153 153 17,0 17,0

14. 111 13,3 133 141 -
15. 12,3 12,3
Wc= wholecell protein, Pp= protein pili, (-) = tidak ada band protein
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Gambar 7. Hasil uji Western Blot protein AdhF36
Salmonella Typhi strain Denpasar, Bandung, Malang, dan
Palu (M= protein marker; WC= protein whole cells; PB= protein
pili S. Typhi Bandung; PD= protein pili S. Typhi Denpasar; PM=
protein pili S. Typhi Malang; PP= protein pili S. Typhi Palu)

Selanjutnya untuk  mengamati  hasil isolasi
kepemilikan protein AdhF36 pada keempat isolat
Salmonella Typhi asal Denpasar, Bandung, Malang,
dan Palu disajikan pada Gambar 3, 4, 5, 6, dan Tabel 1.
Hasil isolasi dan SDS-PAGE protein adhesin fimbre
Salmonella Typhi isolat Denpasar diperoleh protein
dengan berat molekul, 73,6; 71,9; 67,1; 57,0; 46,3;
43,1; 36,7; 32,7; 27,1; 25,9; 21,5; 17,5; dan 11,7 kDa
pada potongan pili dan whole cells. Pada Salmonella
Typhi isolat Bandung, ditemukan protein dengan berat
molekul, 75,5; 71,7; 52,6; 45,0; 36,6; 34,8; 29,8; 26,9;
20,7;17,7; 15,2; 12,4; 11,1 kDa pada whole cells dan
potongan pili. Demikian juga pada Salmonella Typhi
isolat Malang, ditemukan protein dengan berat
molekul, 70,1; 66,9; 58,0; 52,8; 43,6; 36,1; 34,4; 31,3;
27,1; 23,5; 20,4; 15,3; dan 13,3 kDa pada whole cells
dan potongan pili. Hasil SDS-PAGE protein fimbre
Salmonella Typhi isolat Palu, ditemukan protein
dengan berat molekul 78,9; 75,3; 68,6; 65,5; 54,4; 45,2;
43,1; 36,7; 32,6; 27,1; 24,7; 21,5; 17,0; 14,1; 12,3 kDa
pada whole cells dan potongan pili. Kisaran berat
molekul protein yang ditemukan pada whole cells
dengan potongan pili 11,1 kDa sampai 78,9 kDa.
Sesuai dengan hasil SDS-PAGE protein adhesin fimbre
pada 4 isolat Salmonella Typhi tersebut, ternyata semua
memiliki atau mensintesis protein AdhF36.

Menurut Baxter dan Jones (2005), beberapa
molekul protein dengan berat molekul berkisar 45-110
kDa disebutkan sebagai reseptor fimbriae type-1 pada
sel yang berbeda. Sesuai dengan protein standar (Sigma
Marker M3913 low range; 6500-66.000 Dalton atau
6,5-66 kDa). Protein ini diyakini sebagai protein sub-
unit fimbre Salmonella Typhi. Menurut Muscas et al.
(1994) fimbriae type-1 telah dimurnikan dari isolat
Salmonella Typhi asal klinis. Hasil SDS-PAGE
penyusunan fimbre menunjukkan adanya komponen
utama (fimbrillin) polipeptida 20,1 kDa dan polipeptida
tambahan dengan berat molekul lebih besar dari 20,1
kDa ditemukan dalam jumlah lebih sedikit.
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Menurut Nymu (2008), satu unit fimbre terdiri atas
semua komponen struktural yaitu protein FimA, FimF,
FimG, dan FimH. Diduga bahwa protein FimH jauh
lebih rentan mengalami kerusakan dan depolimerisasi
dibandingkan dengan protein fimbre FimA murni.
Fimbriae type-1 merupakan protein heteropolymers,
karena satu organel mengandung sekitar 1000
komponen struktural protein  FimA dan sebagai
tambahan terdiri atas tiga protein lain yaitu protein
FimF, FimG, dan FimH, yang membentuk 1-2% dari
total protein fimbre. Protein FimA merupakan sub-unit
utama yang membentuk 95% dari poros fimbre dan
secara struktural bersifat antigen heterogen antara
spesies yang berbeda. Kristal protein FimH dan daerah
sugar-binding telah dipetakan ke setengah N-terminal
(residu 1-156 aa) molekul, sedangkan wilayah yang
berasosiasi dengan poros fimbre telah dipetakan ke
setengah C-terminal (residu 160-277 aa) dari molekul
protein FimH (Sokurenko et al., 1994). Hal menjadi
bukti ekspresi protein AdhF36 terkait dengan protein
FimH Salmonella Typhi.

Berdasarkan hasil penelitian Muscas et al. (1994)
menegaskan bahwa protein 20,1 kDa adalah komponen
utama poros fimbre yang diyakini sebagai protein
FimA Salmonella Typhi sedangkan protein dengan
berat molekul yang lebih besar dari 20,1 kDa
merupakan komponen tambahan termasuk protein
FimH Salmonella Typhi. Oleh karena itu ekspresi
protein AdhF36 isolat Salmonella Typhi, dapat diyakini
sebagai komponen protein subunit FimH karena
memiliki ciri yang sama serta kemampuan adesi
terhadap sel enterosit. Semua reseptor glikoprotein
tersebut memiliki common oligomannose-containing
attachment site untuk protein FimH, adhesin (mannose-
binding subunit) yang terdapat pada fimbriae type-1.
Oleh karena itu protein yang terekspresi merupakan
kelompok protein fimbre (proteinfimbriaetype-1), yang
berperan sebagai media adesi terhadap sel hospes.

Perbedaan lingkungan hidup isolat Salmonella
Typhi pada beberapa wilayah di Indonesia, tidak
memberi  perbedaan ekspresi protein  AdhF36.
Demikian juga pemanasan protein fimbre sampai suhu
air mendidih (100° C) selama 5 menit sebelum proses
running elektroforesis, ternyata tidak memengaruhi
posisi berat molekul protein 36kDa pada SDS-PAGE.
Hal ini membuktikan bahwa protein ini memiliki ikatan
yang cukup stabil walaupun mengalami perubahan
suhu oleh pemanasan. Hasil ini memberi gambaran
umum bahwa protein  AdhF36 cukup stabil bila
diadaptasikan dengan suhu dalam usus manusia.
Stabilitas ekspresi protein AdhF36 ini mungkin sangat
terkait dengan faktor virulensi Salmonella Typhi pada
hospes.

Hasil western blot juga memberi makna bahwa
protein AdhF36 Salmonella Typhi, yang diisolasi dari
komponen pili Salmonella Typhi dikenali oleh antibodi
AdhO36 berdasarkan gradasi warna (Gambar 7) yang
menunjukkan bahwa protein fimbriae adhesin ini
direspon oleh antibodi poliklonal AdhO36. Selain itu
antibodi poliklonal AdhO36 juga merespons antigen
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pada protein pili Salmonella Typhi dari Bandung,
Denpasar, Malang, dan Palu. Hal ini terkait dengan
karakter protein pili pada kelompok bakteri Gram
negatif sebagai media adesi dan pertahanan diri,
sehingga mampu mengenali serta berikatan dengan
minimal satu molekul epitop. Hasil ini menunjukkan
bahwa ada kemiripan epitop dari penyusun sub-unit
protein pili sehingga mampu menjalankan fungsinya
sebagai protein adhesin.

Ekspresi  kepemilikan protein  AdhF36 isolat
Salmonella Typhi sebagai faktor virulensi dan berperan
sebagai media adesi, diharapkan mampu menghambat
tahap awal aktivitas adesi bakteri bila digunakan
sebagai kandidat vaksin. Walaupun hasil awal
penelitian ini belum dilakukan, karakterisasi protein
adhesin yang diekspresikan oleh empat isolat
Salmonella Typhi tersebut, namun secara general dapat
dijelaskan bahwa protein AdhF36 dimiliki dan
diekspresikan oleh kelompok bakteri Salmonella Typhi
di Indonesia. Penelitian ini juga diperkuat oleh
penelitian Santoso (2002), bahwa protein AdhF36
memiliki sifat imunogenik dan mampu menghambat
adesi pada sel enterosit mencit.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan
penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa bakteri
Salmonella Typhi isolat Denpasar, Bandung, Malang,
dan Palu secara umum terbukti mengekspresikan protein
AdhF36.
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