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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengamati stabilitas ekspresi protein AdhF36 Salmonella typhi pada perlakuan osmolaritas dan pH dengan metode
eksperimen laboratorium-eksploratif. Hasil penelitian ini menunjukkan perbedaan ekspresi protein AdhF36 Salmonella typhi pada perlakuan
osmolaritas dengan pH. Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa pita protein AdhF36 tetap terekspresi pada perlakuan osmolaritas 50-350 mM,
sebaliknya pita protein ini tidak terdeteksi pada perlakuan pH 4,5-6,0. Hal ini didukung oleh hasil uji Western Blot yang berhasil mendeteksi
protein AdhF36 hanya pada perlakuan osmolaritas. Hasil ini membuktikan bahwa Salmonella typhi lebih toleran terhadap perubahan osmolaritas
dibandingkan dengan pH.

Kata kunci: Salmonella typhi, protein AdhF36

ABSTRACT

This study aimed to observe the stability of AdhF36 protein expression of Salmonella typhi in osmolarity and pH treatment using
exploratory laboratory experiment methods. The results of this research showed that AdhF36 protein expression of Salmonella typhi was
different to osmolarity and pH treatments. SDS-PAGE result showed that the AdhF36 protein band was remain expressed at 50-350 mM in
osmolarity treatment, whereas this protein band was not detected in the pH 4.0-6.0 treatments.Western Blot test was succesfully detect the

AdhF36 protein in osmolarity treatment, thus proved that Salmonella typhi was more tolerant to osmolarity changes compared to pH.
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PENDAHULUAN

Salmonella typhi merupakan patogen fakultatif
intraseluler yang memerlukan faktor virulensi untuk
tetap hidup di dalam sel agar berhasil berkolonisasi dan
bereplikasi masuk ke dalam jaringan (Cheminay et al.,
2005). Salah satu faktor virulensi yang dimiliki
Salmonella typhi adalah villi atau fimbriae. Fimbriae
merupakan protein polimer permukaan sel bakteri
sebagai mediator penting interaksi bakteri terhadap
hospes dan survive pada lingkungan, motilitas,
kolonisasi serta invasi pada sel hospes (Burrows, 2005).
Struktur filamen fimbriae pada permukaan sel bakteri
sebagian besar terbentuk dari subunit pengulangan
protein tunggal melalui ikatan non kovalen. Fimbriae
mengikat satu adhesin yang berfungsi berikatan dengan
reseptor seluler pada hospes, dan umumnya terdapat
pada ujung dari struktur pili (Starks et al., 2006).
Fimbriae tersusun dari subunit protein FimA dan ujung
kecil fibrillae (small-tip fibrillae) yang terdiri atas
protein FimF, FimG, dan adhesin FimH (Rosen et al.,
2008). Protein FimH merupakan elemen pengenalan
terhadap reseptor dari fimbriae type-1 (Nymu, 2008).
Gen penting untuk produksi fimbriae type-1 disandi oleh
klaster gen FimA, Fiml, FimC, FimD, FimF, FimG, dan
FimH sedangkan Chaperon dan protein usher, FimC,
FimD dalam sistem pili tipe-1, keduanya mutlak
diperlukan untuk biogenesis terbentuknya vilus. Bila

terjadi mutasi ke dua gen ini tidak akan terbentuk pili
bakteri (Barnhart et al., 2003). Analisis sekuensing DNA
pada lokus ini terbukti mengandung tiga gen yaitu
FimF, FimG, dan FimH.

Pada penelitian sebelumnya Santoso (2002) telah
melaporkan bahwa Salmonella typhi isolat Malang
memiliki adhesin fimbria yang mirip dengan protein
adhesin fimbriae type-1 Salmonella typhi, selanjutnya
diberi nama AdhF36. Protein AdhF36 merupakan
protein hemaglutinin, dan berdasarkan hasil SDS-
PAGE serta perhitungan berat molekulnya, protein
tersebut memiliki BM sekitar 36 kDa. Seperti telah
disebutkan di atas, bahwa kolonisasi bakteri pada
jaringan hospes diperantarai oleh adhesin, yang
bertanggung jawab untuk mengenali reseptor khusus
pada sel hospes. Reseptor ini biasanya berupa
karbohidrat spesifik atau residu peptida pada
permukaan sel eukariotik, sedangkan adhesin bakteri
merupakan komponen makromolekul yang terdapat
pada permukaan sel bakteri. Kemampuan virulensi
Salmonella typhi sangat terkait dengan stabilitas
keberadaan protein adhesin pada permukaan sel
bakteri. Oleh karena itu diperlukan multifaktor dalam
mengontrol ekspresi gen virulensi dan variasi saat
terjadi regulasi (Rhen dan Dorman, 2005).

Kemampuan Salmonella typhi  melewati masa
transisi dari respon dinamis hospes pada saat masuk ke
dalam tubuh manusia seperti hiperosmolaritas, pH

41


https://core.ac.uk/display/291478185?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Jurnal Kedokteran Hewan

Vol. 6 No. 1, Maret 2012

rendah (acidic stress), garam empedu, dan respon imun
lainnya, merupakan bentuk strategi bakteri untuk
bertahan pada lingkungan hospes (Bader et al., 2003).
Menurut Bucarey et al. (2005), bahwa peningkatan
virulensi Salmonella typhi akan terjadi bila berada pada
kondisi lingkungan oksigen rendah, osmolaritas tinggi
dan pH rendah, walaupun mekanismenya belum jelas.
Namun telah diketahui bahwa gen FimYZ memainkan
peranan penting dalam mengontrol  patogenesis
Salmonella typhi terhadap perubahan kondisi lingkungan
hidupnya. Suatu sinyal lingkungan akan mampu
mengaktifkan dan menonaktivasi gen FimYZ. Aktivasi
gen FimYZ akan memandu ekspresi fimbriae type-1 dan
fenotip adhesi Salmonella (Baxter dan Jones, 2005).
Martinez dan Baquero (2002) menjelaskan bahwa,
perubahan lingkungan hidup Salmonella typhi akan
berpengaruh pada konsekuensi fungsi biologis bakteri
pada habitat baru, yang mungkin disebabkan oleh
adanya penolakan selektif (counter selected). Hal ini
bisa terjadi karena adanya perbedaan kehidupan bakteri
sebelum dan setelah memasuki hospes, sehingga
dibutuhkan energi atau penataan gen baru. Berdasarkan
pernyataan tersebut perlu dikaji mengenai ekspresi
protein AdhF36 pada perubahan osmolaritas dan pH
lingkungan hidup Salmonella typhi secara in vitro
terkait dengan sifat virulensi serta kajian kandidat
vaksin berbasis molekul adhesin pada demam tipoid.

MATERI DAN METODE

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah
eksperimen laboratorium bersifat eksploratif. Bahan
untuk isiolasi protein AdhF36 meliputi, biakan
Salmonella typhi, media SSA, MacConkey, BSA, BHI,
TCG, dan TSIA. Bahan gel untuk SDS-PAGE,
stainning solution, protein marker Sigma (BM 6,5-66
kDa), washing solution, reagen Biuret, larutan NaCl,
dan HCI 2N. Bahan dan alat untuk uji Western Blot,
Dot Blot, akuades steril (Bishop et al., 2008). Bahan
dan alat untuk pengamatan sel bakteri pada scanning
electron microscope (SEM).

Perlakuan Salmonella typhi Terhadap Perubahan
Osmolaritas dan pH

Biakan bakteri Salmonella typhi  yang telah
ditumbuhkan pada medium cair brain heart infusion
broth (BHI) dan telah dikondisikan pada konsentrasi
NaCl secara berturut-turut (50, 150, 250, dan 350
mM), pH 7,0. Inkubasi pada suhu 37° C selama 120
menit sambil di shaker. Biakan tersebut kemudian
dipindahkan pada medium agar miring TCG, inkubasi
pada suhu 37° C selama 24 jam sedangkan untuk
perlakuan pH dikondisikan dengan konsentrasi pH
4,5;5,0;5,5; dan 6,0 (Payne et al., 2007).

Isolasi/Pemisahan Fimbriae dari Sel Salmonella
typhi

Sebanyak 200 ml biakan Salmonella typhi yang
telah diberi perlakuan dengan perubahan konsentrasi
osmolaritas dan pH pada medium biphasic yang terdiri
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atas medium cair BHI, medium agar miring TCG, dan
telah diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam
(Hernandez-Lucas et al., 2008). Biakan ini
ditambahkan 6 g trichloro acetic acid (TCA) sehingga
konsentrasinya 3%. Sentrifus dingin pada suhu 4° C
dengan kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. Bagian
endapan disuspensi dengan PBS pH 7,4 (secukupnya).
Melakukan pemotongan fimbriae menggunakan alat
omni-mixer modifikasi pada kecepatan 6000 rpm, pada
suhu 4° C selama 30 detik (Sumarno, 2000). Hasil
potongan fimbriae disentrifus dingin 4° C, pada
kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit. Filtrat
dipisahkan (mengandung fraksi fimbriae) dan endapan
disuspensi lagi dengan PBS pH 7,4 secukupnya. Proses
pemotongan fimbriae diulangi beberapa kali guna
mendapatkan perbedaan fraksi fimbriae dengan sel
bakteri.

Gel Elektroforesis (SDS-PAGE), Western Blot dan
Dot Blot

Proses elektroforesis (SDS-PAGE) ekspresi protein
AdhF36 Salmonella Typhi menggunakan metoda
standar oleh Laemmli (1970). Selanjutnya berat
molekul ditentukan dengan bantuan protein standar
sebagai marker dengan menghitung Retardation factor
(Rf). Untuk konfirmasi keberadaan protein AdhF36 ini
dilakukan uji Western blot melalui reaksi silang dengan
antibodi  poliklonal AdhO36. Selanjutnya untuk
menguatkan hasil deteksi protein AdhF36 ini dilakukan
uji Dot Blot dengan menggunakan antibodi poliklonal
yang sama.

Pengamatan Morfologi Bakteri dengan Scanning
Electron Microscope (SEM)

Pengamatan perubahan morfologi sel Salmonella
Typhi setelah perlakukan osmolaritas, pH, dan pasca
pemotongan pili maka dilakukan pemeriksaan SEM.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Isolasi Protein AdhF36 Salmonella typhi-8873

Hasil isolasi dan SDS-PAGE protein pili
Salmonella Typhi-8873 yang digunakan  sebagai
sampel penelitian dapat dilihat pita proteinnya pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Hasil SDS-PAGE protein AdhF36 Salmonella
typhi-8873 (M = marker, Plt= protein pelet bakteri dan Pp =
protein pili dan BM = berat molekul)
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Gambar 1 menunjukkan adanya pita protein
AdhF36 Salmonella typhi-8873 isolat Malang. Oleh
karena itu isolat Salmonella typhi-8873 kemudian
ditetapkan sebagai sampel penelitian. Selanjutnya
diberi perlakuan konsentrasi osmolaritas dan pH,
terkait dengan pengujian stabilitas ekspresi protein
AdhF36 pada Salmonella typhi.

Hasil SDS-PAGE Protein AdhF36 Salmonella typhi
pada Perlakuan Osmolaritas
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Gambar 2. Hasil SDS-PAGE ekspresi pita protein
AdhF36 Salmonella typhi pada perlakuan osmolaritas (M
= marker, Plt.1 = protein pelet perlakuan osmolaritas 50
mM, Pp.1 = protein pili perlakuan osmolaritas 50mM, PIlt.2 =
protein pelet perlakuan osmolaritas 150 mM, Pp.2 = protein
pili perlakuan osmolaritas 150 mM, PIt.3 = protein pelet
perlakuan osmolaritas 250 mM, Pp.3 = protein pili perlakuan
osmolaritas 250 mM, PIlt.4= protein pelet perlakuan
osmolaritas 350 mM dan Pp .4 = protein pili perlakuan
osmolaritas 350 mM)
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Hasil isolasi dan perhitungan berat molekul protein
adhesin  fimbriae (Gambar 2) pada perubahan
konsentrasi osmolaritas diperoleh pita protein semakin
tebal dari konsentrasi osmolaritas 50-350 mM. Berat
molekul yang diperoleh dari protein pelet bakteri
sekitar 81; 74; 68; 66; 50; 46; 40; 36,3; 18; dan 14,8
kDa sedangkan protein fimbriae dengan berat molekul
81; 74; 68; 66; 50; 46; 40; 36,3; 32; 27; 23; 20,1, 18;
dan 14,8 kDa. Sesuai hasil SDS-PAGE pada Gambar
2 di atas menunjukkan bahwa protein AdhF36 stabil
diekspresi oleh Salmonella Typhi pada perlakuan
osmolaritas 50-350 mM.

Hasil SDS-PAGE Protein AdhF36 Salmonella
typhi pada Perlakuan pH
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Gambar 3. Hasil SDS-PAGE protein AdhF36 Salmonella
typhi pada perlakuan pH (M = protein marker, PIt1 = protein
pelet perlakuan pH 4,5; Ppl = protein pili perlakuan pH 4,5;
Plt2= protein pelet perlakuan pH5,0; Pp2 = protein pili
perlakuan pH5,0; PIt3 = protein pelet perlakuan pH5,5; Pp4 =
protein pili perlakuan pH 5,5; PIt4 = protein pelet perlakuan
pH 6,0; dan Pp4 = protein pili perlakuan pH 6,0)
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Berdasarkan hasil perhitungan berat molekul protein
adhesin fimbriae pada Gambar 3, dengan perlakuan
konsentrasi pH 4,5-6,0 diperoleh beberapa pita protein
yang tidak terekspresi. Hasil perhitungan berat molekul
protein pelet bakteri diperoleh beberapa subunit
protein dengan berat molekul 85; 74; 66; 59; 52; 46; 40;
36,3; 34; 32; 21, dan 17 kDa sedangkan protein pili
dengan berat molekul 74; 66; 52; 42; 36; 3,34; 27; 23;
21; dan 17 kDa. Pada perlakuan pH protein fimbriae
dengan berat molekul 36 kDa terekspresi hanya pada
konsentrasi pH 5,5. Sebaliknya, ekspresi protein AdhF36
stabil ditemukan pada protein pelet bakteri walaupun
terjadi perubahan konsentrasi pH. Hal ini membuktikan
terdapat pengaruh perlakuan pH terhadap stabilitas
ekspresi protein AdhF36 Salmonella typhi.

Hasil Uji Western Blot untuk Deteksi Protein
AdhF36

Hasil uji Western blot pada Gambar 4 menunjukkan
adanya pita protein yang berwarna biru keunguan
dengan berat molekul 36 kDa.
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Gambar 4. Hasil uji Western Blot protein AdhF36 pada
perlakuan osmolaritas dan pH dengan Ab poliklonal
AdhO36kDa (M = protein marker, Wc. = protein whole
cells PP1 = protein pili hasil perlakuan osmolaritas 50 mM,
PP2 = protein pili hasil perlakuan osmolaritas 150 mM, PP3
protein pili hasil perlakuan osmolaritas 250 mM, PP4
protein pili hasil perlakuan osmolaritas 350 mM. ppl
protein pili hasil perlakuan pH 4,5; pp2 = protein pili hasil
perlakuan pH5,0; pp3 = protein pili hasil perlakuan pH 5,5;
serta pp4 = protein pili hasil perlakuan pH 6,0)

Hasil Uji Dot Blot Protein AdhF36 Salmonella Typhi
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Gambar 5. Hasil uji Dot Blot protein AdhF36 dengan Ab
primer AdhO36kDa (Pp.1 = perlakuan osmolaritas 50mM;
Pp.2 = perlakuan osmolaritas 150mM; Pp.3 = perlakuan
osmolaritas 250 mM, Pp.4 = perlakuan osmolaritas 350 mM.
ppl = perlakuan pH 4,5; pp2 = perlakuan pH 5,0; pp3 =
perlakuan pH 5,5; dan pp4 = perlakuan pH 6,0)
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Hasil Dot blot bertujuan untuk deteksi protein
AdhF36 Salmonella typhi dengan antibodi poliklonal
AdhO36 yang menunjukkan respons positif pada
perlakuan osmolaritas 50-350 mM. Demikian juga
respon positif ditemukan pada perlakuan pH 4,5-5,5
tetapi pada perlakuan pH 4,5 dan pH 6,0 responsnya
menurun.

Hasil Pengukuran OD Salmonella typhi pada
Perlakuan Osmolaritas dan pH
3
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Gambar 6. Charta hasil pengukuran OD Salmonella typhi
sebelum pemotongan pili dengan A = 540 nm pada
perlakuan osmolaritas dan pH, inkubasi 1 x 24 jam

Data pada Gambar 6 menunjukkan perbedaan nilai
OD antara kontrol, perlakuan osmolaritas dengan pH
setelah diinkubasi selama 1x24 jam. Peningkatan nilai
OD mungkin disebabkan pertambahan masa sel bakteri
dan disertai oleh sintesis protein fimbriae.

Hasil Rerata Pengukuran Densitas Pita Protein
AdhF36 Salmonella typhi
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OpH 3.5242 | 2.6454 | 2.6436 | 26491 | 2.6612
UOsmolarilaSV 3.7792 | 53943 | 53354 | 53074 | 52964

Gambar 7. Hasil rerata densitas SDS-PAGE pita protein
AdhF36 Salmonella typhi pada perlakuan osmolaritas dan
pH

Pada Gambar 7 menunjukkan terjadi perbedaan
nilai densitas hasil SDS-PAGE protein AdhF36
Salmonella typhi antara perlakuan osmolaritas dengan
pH. Perlakuan osmolaritas ternyata mampu menginduksi
peningkatan sintesis protein  AdhF36 dibandingkan
dengan kontrol. Sebaliknya perlakuan pH 4,5-6,0 tidak
menunjukkan peningkatan sintesis protein AdhF36
Salmonella typhi dibandingkan dengan kontrol.
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Hasil Pengamatan SEM Morfologi Salmonella typhi
Pasca Perlakuan dan Pemisahan Fimbriae

=@ TRl Gambar 8. Sel Salmonella typhi
284 [Os-1] = perlakuan osmolaritas
g 50 mM pembesaran 80.000x
% & pada SEM

# Gambar 9. Sel Salmonella typhi
& [0s-2] = perlakuan osmolaritas
150 mM (pembesaran 80.000x)
¥ pada SEM

Pada Gambar 8 menunjukkan perlakuan
osmolaritas 50 mM, setelah proses pemisahan pili,
nampak sel Salmonella Typhi tanpa memiliki pili
maupun bagian flagel, ini membuktikan bagian pili
bakteri telah terpisah dari bagian selnya sedangkan
Gambar 9 memperlihatkan ada perubahan morfologi
sel bakteri yang menjadi tidak utuh akibat mengalami
lisis sel.

Gambar 10. Morfologi sel
Salmonella Typhi [2] =
e ™ g [perlakuan pH  45]
pembesaran 50.000x) pada
scanning microscope
electron (SEM)

S.Typhi

Gambar 11. Morfologi sel
S.Typhi Salmonella Typhi [3] =
[perlakuan pH 5,0]
pembesaran 30.000x pada
scanning microscope
electron SEM

Pada Gambar

10 dan 11 menujukkan terjadi
perubahan warna lebih pucat dibandingkan pada
perlakuan osmolaritas. Pada gambar ini juga nampak
sel telah mengalami lisis, sehingga bagian permukaan
selnya tidak normal, atau keriput.

Salmonella typhi dikenal memiliki kemampuan
adaptasi untuk bertahan pada hospes manusia, karena
memiliki beberapa faktor virulensi. Protein adhesin
diketahui sebagai salah satu faktor virulensi yang
berperan penting pada proses infeksi Salmonella typhi.
Hasil SDS-PAGE pada Gambar 1 diperoleh pita protein
pada potongan pili 74; 71; 69; 54; 47; 41; 36,4; 34; 29;
27; 24; 22; dan 20,5 kDa pada Salmonella typhi-8873.
Hal ini membuktikan bahwa Salmonella typhi, terbukti
memiliki protein AdhF36 sehingga ditetapkan sebagai
sampel penelitian dan diberi perlakuan osmolaritas dan
pH.
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Hasil SDS-Page Protein AdhF36 pada Perlakuan
Osmolaritas

Sesuai hasil SDS-PAGE pada Gambar 2, di atas
menunjukkan bahwa protein AdhF36 stabil diekspresi
pada perlakuan osmolaritas, karena tetap terekspresi
pada perlakuan osmoloaritas 50, 150, 250, dan 350
mM. Berat molekul yang diperoleh dari protein adhesin
fimbriae 36,3 kDa, demikian juga pada pelet bakteri
diperoleh berat molekul yang sama. Oleh karena itu
Salmonella typhi terbukti toleran terhadap perlakuan
osmolaritas terkait dengan kemampuan adaptasi dan
sifat virulensinya. Hasil ekspresi protein ini  juga
membuktikan bahwa kondisi sinyal osmolaritas mampu
menginduksi bakteri mensintesis protein fimbriae, yang
berkaitan dengan kemampuan adhesi bakteri. Menurut
Huang et al.(2007) bahwa osomolaritas lingkungan
sekitar patogen Salmonella typhi pada lumen usus halus
kira-kira 50-300 mM NaCl. Oleh karena itu hasil
perlakuan osmolaritas secara in vitro pada penelitian ini
bisa menjadi perbandingan kondisi lingkungan hidup
Salmonella typhi secara in vivo dalam lumen usus. Data
hasil penelitian ini didukung juga oleh data analisis
kadar protein AdhF36 Salmonella typhi dengan metode
Biuret (data tidak ditampilkan), yang membuktikan
terjadi peningkatan konsentrasi protein AdhF36 pada
perlakuan osmolaritas 50-350 mM (8,1012 pg/ml)
dibandingkan dengan kontrol K = 2,0126 pg/ml. Data
lain yang mendukung adalah hasil pengukuran OD
Salmonella typhi pada panjang gelombang 540 nm
sebelum dan setelah perlakuan osmolaritas diperoleh
rerata nilai OD = 3,07 dibandingkan dengan kontrol
dengan OD = 1,043 (data tidak ditampilkan).
Peningkatan kekeruhan biakan ini dapat terjadi karena
adanya penambahan pertumbuhan sel bakteri dan
peningkatan produksi protein fimbriae oleh Salmonella
typhi. Oleh sebab itu perubahan lingkungan osmolaritas
bakteri ternyata mampu menginduksi ekspresi faktor
virulensi Salmonella typhi, khususnya protein fimbriae
yang berperan pada proses adhesi dan kolonisasi.
Dengan demikian penelitian ini memberi jawaban
alasan Salmonella typhi nyaman hidup pada usus halus
bagian bawah yakni karena bakteri ini menemukan
kondisi lingkungan hidup yang cocok di tempat ini.

Hasil SDS-PAGE Protein AdhF36 pada Perlakuan
pH

Hasil isolasi protein adhesin fimbriae Gambar 3
dengan perlakuan konsentrasi pH 4,5-6,0 diperoleh pita
protein yang berbeda. Hasil perhitungan berat molekul
pada pelet bakteri ditemukan protein adhesin dengan
berat molekul 36,3 kDa, sedangkan pada protein
fimbriae tidak terdeteksi pita protein dengan berat
molekul 36 kDa. Sebaliknya ekspresi protein AdhF36
stabil ditemukan pada protein pelet bakteri walaupun
terjadi perubahan konsentrasi pH 4,5-6,0. Hal ini
membuktikan ada pengaruh perlakuan pH terhadap
ketidakstabilan ekspresi protein AdhF36 Salmonella
typhi. Pada prinsipnya ikatan protein fimbriae cukup
stabil, dan disosiasi protein fimbriae bisa terjadi karena
paparan HCI serta pH < 1,8. Fimbriae juga resisten

terhadap proteolisis oleh tripsin dan resisten terhadap
pemisahan oleh agen denaturasi misalnya SDS dan urea
6 M. lkatan komponen protein fimbriae bersifat non
kovalen, tetapi berikatan bersama melalui ikatan
hidrofilik dan hidrofobik yang kuat dan stabil. Hal ini
sesuai dengan pendapat Klem (1994), bahwa kerusakan
protein fimbriae ini mungkin terjadi akibat adanya
depolimerisasi oleh faktor perlakuan pH. Hasil
pengukuran OD Salmonella typhi pada panjang
gelombang 540 nm, juga tidak berpengaruh pada
peningkatan pertumbuhan sel bakteri seperti halnya
pada perlakuan osmolaritas. Hasil rerata pengukuran
OD = 0,923 dan nilai ini lebih kecil dengan kontrol
dengan OD = 1,041. Penelitian ini menunjukkan bahwa
perlakuan pH tidak menginduksi ekspresi protein
AdhF36 Salmonella typhi, dan bakteri cenderung lebih
aktif pada upaya pertahanan seluler oleh Kkarena
perbedaan gradien konsentrasi ion H* di dalam dan luar
sel yang dapat mengganggu kestabilan kehidupan sel.
Oleh sebab itu pada kondisi pH rendah Salmonella
typhi diduga belum saatnya mengekspresi protein
adhesin sebagai salah satu faktor virulensinya.

Uji Western Blot

Respons antibodi terhadap protein AdhF36 pada
Gambar 4 ditemukan pada perlakuan osmolaritas 50-
350 mM. Demikian juga antibodi poliklonal AdhO36
merespon antigen protein pada berat molekul sekitar
66; 29; 24; dan 20,1 kDa pada perlakuan osmolaritas
50-350 mM. Sebaliknya antibodi poliklonal AdhO36
mengenali protein antigen hasil perlakuan pH pada
berat molekul 20,1 kDa, pada perlakuan pH 5,0 dan
5,5. Hasil ini membuktikan bahwa perlakuan pH
memberi pengaruh negatif terhadap ekspresi protein
AdhF36 Salmonella typhi. Dengan demikian dapat
diasumsikan bahwa tidak semua sinyal lingkungan
memberi pengaruh positif terhadap peningkatan
virulensi bakteri.

Hasil uji Dot Blot Protein AdhF36 Salmonella typhi
dengan antibodi poliklonal AdhO36 pada Gambar 5
menunjukkan  respons  positif pada perlakuan
osmolaritas 50-350 mM. Respons positif ditemukan
juga pada perlakuan pH 5,0 dan 5,5 tetapi pada
perlakuan pH 4,5 dan 6,0 responsnya terlihat
berkurang. Hasil uji positif Dot blot antara protein
AdhF36 Salmonella typhi dengan antibodi poliklonal
AdhO36, pada perlakuan osmolaritas 50-350 mM
ditandai dengan warna biru keunguan. Hal ini
membuktikan bahwa protein yang diisolasi dari
perlakuan osmolaritas dan pH pada Salmonella typhi
benar adalah protein AdhF36.

Hasil pengamatan morfologi sel bakteri Salmonella
typhi dengan bantuan SEM membuktikan terjadi
perubahan morfologi sel bakteri setelah perlakuan
osmolaritas dan pH, serta pemotongan pili. Pada
Gambar 8 menunjukkan perlakuan osmolaritas 50 mM,
setelah proses pemisahan pili, tampak sel Salmonella
typhi tanpa memiliki pili maupun bagian flagel, ini
membuktikan bahwa bagian pili bakteri telah terpisah
dari selnya sedangkan Gambar 9 memperlihatkan ada
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perubahan morfologi sel bakteri yang menjadi tidak
utuh akibat lisis sel. Pada Gambar 10 dan 11
menunjukkan terjadi perubahan warna lebih pucat
dibandingkan pada perlakuan osmolaritas. Pada gambar
ini juga tampak sel bakteri telah mengalami lisis
sehingga bagian permukaan selnya keriput. Perubahan
morfologi sel bakteri terkait dengan paparan pH rendah
(4,5) di bawah kondisi normal syarat pertumbuhan
Salmonella typhi (pH 6-8). Kondisi pH rendah di luar
sel mengakibatkan ketidakseimbangan ion H* di dalam
sel sehingga terjadi difusi cairan ke luar sel secara
berlebihan yang berakibat gangguan pada membran sel
bakteri.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan bahwa
protein AdhF36 lebih stabil diekspresikan pada
perubahan osmolaritas lingkungan hidup Salmonella
typhi, sebaliknya protein ini tidak stabil diekspresikan
pada perubahan pH secara in vitro. Terdapat perbedaan
stabilitas ekspresi protein AdhF36 Salmonella typhi
pada perlakuan osmolaritas dengan konsentrasi NaCl
50, 150, 250, dan 350 mM dengan konsentrasi pH (4,5;
5,0; 5,5; dan 6,0) secara in vitro.
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