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Daya Perlekatan Adhesin Aggregatibacter actinomycetencomitans {solat

<

{.okal pada Kultur Sel Hela

Rini Devijanti Ridwan, Markus Budi Rahardjo

Department of Oral Biology Faculty of Dentistry. 4 irlangga University Surabava — Indonesia
rmarkusbydiid@yahoo.com

ABSTRAK

Kontak langsung antara agen infeksius dengan scl host diawali dengan proscs adesi. Proscs adesi merupakan
salah satu sifat virulensi dari bakteri patogen yang berperan penting untuk terjadinya kolonisasi, invasi sampai
timbulnya penyakit infeksi. Apabila bakteri tidak dapat melekat pada lingkungannya maka tidak akan dapat
bertahan hidup. Adesi merupakan mekanisme pertahanan hidup yang kuat dan juga merupakan mekanisme
virulensi untuk bakteri patogen. Adhesin bakteri merupakan media bagi bakteri untuk metakukan invasi pada
host. Untuk melakukan adesi pada host,, adhesin bakteri tergantung pada interaksi ligan scbagai mediator signaling
yang akan mempengaruhi invasi dan peningkatan pro dan anti inflamasi karena pengaruh dari reseptor respons
imun innate. Dari penclitian sebclumnya telah dilakukan isolasi dan karakterisasi protein adhesin Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A.ac:inomycetcmcomilans) isolat lokal dengan berat molekul (BM) 24 kDa. Tujuan
penelitian ini adalah menentukan kemampuan perlekatan protein adhesin A.actinomycetemcomitans dengan BM
24 kDa pada sel epitel yaitu pada kultur sel HeLa dengan uji adesi.Penclitian ini merupakan studi eksperimental
jaboratories. Pada uji adesi, protcin adhesin dengan berat molckul 24 kDa yang akan diuji schagai variabel bebas

dibuat 6 macam dosis yaitu dosis 0 (kontrol), dosis 25

masing-masing 3 kali, sebagai variabel tergantung a

pg, 50 pg, 100 pg, 200 pg dan 400 pg dengan pengulangan
dalah indcks adesi. Untuk menghitung indcks adhesi ini

diperlukan pewarnaan sediaan dengan Gram dan pengamatan di bawah mikroskop dengan pembesaran 1000 x.
Indeks Adesi merupakan jumlah bakteri 4. actinomycetemcomitans yang menempel pada tiap 100 sel HeLa. Hasil

analisis menunjukkan kemampuan perlckatan protein

adhesin 4. actinomycetemcomitans dengan berat molekul

24 kDa akan meningkat scsuai meningkataya dosis adhesin yang diberikan. Kesimpulan penelitian ini adalah
protein adhesin A. actinomycetemcomitans dengan berat molekul 24 kDa mempunyai daya perlekatan pada sel

epitel yaitu sel HeLa., dan dengan meningkatnya dosis protein adhesin maka semakin rendah indcks adesinya.

Kata kunci: 4. actinomycetemcomitans, adhesin, adesi, sel HeLa.

PENDAHULUAN

Apabila bakteri mencapai permukaan host, maka
bakteri akan melakukan perlekatan pada sel host
untuk melakukan kolonisasi. Keadaan ini terjadi
pada permukaan mulut, usus halus dan kandung
kemih dimana permukaan mukosa selalu tercuci olch
cairan. Pada area tersebut hanya bakteri yang mampu
mengadakan perlekatan (adesi) pada mukosa yang
akan tetap tinggal dan berkolonisasi. Untuk melakukan
perlckatan pada permukaan host ini, bakteri mempunya
dua strategi yaitu melalui fimbrige dan afimbrial
adhesin. Perlckatan antara bakteri dengan sel host
melalui fimbrige tidak begitu kuat, tetapi ikatan antara
fimbriae dengan sel host bersifat spesifik. Protein
fimbriae secara umum berperan pada patogenitas
bakt?ri kelompok Gram negatif.! Perlekatan / daya
adesi A.actinomycetemcomitans pada cpitel gingival

crevice merupakan langkah yang penting untuk
kolonisasi dan melakukan kerusakan pada jaringan
yang terkait dengan penyakit jaringan periodontal.?
A.actinomycetemcomitans melakukan invasi pada
sel epitel dengan proses dinamik multistep yang
sama. Perlekatan awal memperlihatkan penonjolan
dari mikrofili dan bakteri masuk melalui celah pada
membran scl. 4. actinomycetemcomitans melekat
melalui adhesin seperti fimbriae, omp, vesikel
ekstraselular dan bahan amor/ pada permukaan
reseptor dari sel gingiva seperti pada reseptor
transferin. Membran scl epitel mengkerut, tidak
tampak, dan mengadakan invaginasi kedalam bakteri
kemudian mengadakan internalisasi pada membran
vesikel. Invasi dapat secara actin dependent yang
menghasilkan actin yang terfokus pada sekitar bakteri
atau actin independent. Sel bakteri merusak vesikel
membran kemungkinan karena sekresi pospolipase C
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Gambar 1. Proses perlekatan Aactinomycetemcom
pada sel epitel2.3

yang dikeluarkan oleh bakteri pada sitoplasma ?ccnka
tumbuh dan berkembang dengan cepat. Bakteri nl-f;m
dilokalisir pada membran yang menonjol kemudian
masuk pada sel epitel dengan proses n.:if.'rr.m.'!mh'
dependent. > Proses tersebut dapat dilihat pada
Gambar 1.

Adhesin fimbriae telah lama diakui sebagai struktur
permukaan bakteri yang akan melakukan kontak
awal antara dunia prokariotik dan cukariotik. Selain
itu, berbagai macam adhesin afimbriae merupakan
faktor virulensi patogen dengan fungsi tambahan
untuk berinteraksi erat dengan sel target dan memicu
tanggapan khusus atas keterlibatan reseptor. Pada
penelitian sebelumnya telah ditemukan protein adhesin
A.actinomyeetemeomitans dengan BM 24 kDa melalui
isolasi dan karakterisasi protein adhesin dari fimbriae.
Secara lebih mendalam peran protein tersebut belum
dikaji apakah protein adhesin tersebut dapat melakukan
perlekatan pada scl epitel dari host, schingga perlu
dilakukan uji adesi yang merupakan uji perlekatan dari
adhesin terhadap sel epitel dari hosr.

METODE PENELITIAN

Uji adesi bertujuan untuk membuktikan bahwa
protein hemaglutinin fimbriae dengan berat molekul
24 kDa yang merupakan protein adhesin merupakan
faktor virulensi yang mempunyai kemampuan untuk
mcelekatkan bakteri pada host, dalam hal ini adalah
sel epitel yaitu pada sel HelLa. Kultur sel HeLa
atau HeLa cell line merupakan continuous cell line
yang diturunkan dari sel epitel kanker leher rahim
(cervix). Kultur sel ini memiliki sifat semi melekat
dan digunakan scbagai model sel kanker dan untuk
mempelajari sinyal transduksi scluler. Sel HelLa ini
cukup aman dan merupakan sel manusia yang umum
digunakan untuk kepentingan kultur sel. Sebelum
dilakukan uji adesi maka 4. actinomycetemcomitans
ditumbuhkan pada media AAGM broth kemudian
dilakukan shaking pada inkubator dengan suhu 37°

selama 3 jam. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 6000 rpm sclama 10 menit suhu 4°C,
Pada endapan ditambahkan PBS yang mengandung
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Gambar 1. Uji adesi protein adhesin A.actinomycetemeomitans
pada kultur sel Hel.a. A-F: Perlakuan protein adhesin E{kl):{
kadar 400 ug/ml,200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/
m! dan 0 pg'ml.

BSA 1% dengan kandungan bakteri dibuat 10%/ m|
(OD = 1.0 pada & = 600 nm). Kemudian masukkan 300
ul suspenst bakteri 10°/ ml ditambah dengan 300 pl
suspensi sel HeLa 10%/ ml. Shaking waterbath govang
secara perlahan (kecepatan 50), 30 menit, 37°C, dan
sentrifugasi 1500 rpm 2 menit 4°C. Pellet dengan BSA
1% dicuci 2x (sentrifugasi 1500 rpm 2 menit 4°C). Pelet
diambil, kemudian dibuat preparat pada gelas obyek,
dan dilakukan pengecatan Gram. Pengamatan dilihat
pada mikroskop dengan pembesaran 1000 X. Indeks
adesi merupakan jumlah / ¥ bakteri yang menempel
pada tiap 100 sel HeLa. Dalam uji adesi. protein adhesin
dengan berat molekul 24 kDa yang akan diuji sebagai
variabel bebas dibuat 6 macam dosis yaitu dosis 0
(kontrol), dosis 25 pg, 50 1g, 100 ug, 200 pg dan 400
pg dengan pengulangan masing-masing 3 kali, scbagai
variabel tergantung adalah indeks adesi.

HASIL

Hasil uji adesi protein adhesin d A.actinomy
cetemcomitans dengan berat molekul 24 kDa dapat
dilihat pada Gambar 1.

Pada gambar 1, A-F merupakan kelompok perlakuan
protein adhesin dengan berat molekul 24 kDa pada
dosis 400 pg/ml, 200 ng/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
ng/ml, 0 pg/ml secara berurutan, yaitu dengan langsung
mereaksikan A.actinomycetemcomitans dengan sel
HeLa. Sel HeLa tampak berwarna merah penuh
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Tabel 1. Hasil Indeks Adesi Acactinomyceremeomirany pada
Kultur sel Hel.a

Dosts (ug)  Jumlah Lactinonycetemconitans yang menempel

pada  sel HeLa

X SD Min Maks  Anova
0 27 25 10 15 F=11808
25 1(p® | 9 11 p=0,000
S0 The 2 5 9
100) 54 26 3 S
200 2 2 | 3
400 2.M 1,5 1 4

Keterangan : superscript yang tidak sama menu njukkan
terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok (
p=<0,05)

dikelilingi dan ditempeli A.actinomyeetemeomitans
yang berbentuk coccobacil Gram negatif, Pada
perhitungan indeks adesi, yang dihitung adalah
banyaknva bakteri yang menempel pada permukaan
sctiap sel epitel, dihitung sampai seratus sel epitel dan
dibuat reratanya. Hasil pengamatan indeks adesi dari
penelitian ini dapat dilibat pada Tabel 1.

Dart hasil pengujian normalitas dengan
Kolmogorov-Smirnov, terlihat bahwa jumlah 4.
actinomycetemcomitans dalam tiap kelompok
perlakuan dengan dosis adhesin 24 kDa antara 0-400 pg
menyebar normal karena didapatkan nilai signifikansi
> 0,05 (0,890), schingga data yang ada berdistribusi
normal dan antar kelompok memiliki variasi yang
homogen dengan nilai p= 0,05 (p = 0,594). Untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok digunakan
analisis Anova satu arah, didapatkan nilai p= 0,000
(p < 0,05). Hasil uji Anova menunjukkan rata-rata
nilai pada keenam kelompok dosis adhesin terhadap
A. actinomycetemcomitans berbeda nyata dan dapat
dilanjutkan dengan uji LSD. Hasil uji LSD didapatkan
adanya perbedaan yang signifikan pada kelompok
kontrol (dosis 0 pg/m) dengan perlakuan pada dosis 50
pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml dan 400 pg/ml. Terdapat
perbedaan signifikan pada kelompok perlakuan dengan
dosis 25 pg/ml dengan kelompok perlakuan dengan
dosis 100 pg/ml, 200 mg/m] dan 400 mg/ml. Terdapat
perbedaan signifikan pada kelompok perlakuan
dengan dosis 50 pg/ml dengan kelompok perlakuan
dengan dosis 200 pg/ml dan 400 ng/ml. Tidak terdapat
perbedaan yang signifikan pada 1. kelompok kontrol
dengan kelompok perlakuan dengan dosis 25 pg/ml, 2.
kelompok perlakuan dengan dosis 25 pg/ml dan 50 ng/
ml, 3. kelompok perlakuan dengan dosis 50 pg/ml dan
100 pg/ml dan 4. kelompok perlakuan dosis 100pg/ml
dengan dosis 200 pg/m| dan 400pg/ml. Hasil analisis
dapat disimpulkan bahwa pada dosis berpengaruh
nyata terhadap indeks adesi dan secara umum

inesin Aggregatibactar 3., inomycetan
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Dosis protein adhesin A.actinomycetemeomitans

Gambar 2 Indeks Adesi Protein Adhesin Fimbriae
A.actinomycetemcomitans pada sc HelLa

pemberian protein adhesin A.actinomyeetemcomitans
menurunkan nilai indeks adesi. Dengan demikian
memberikan bukti bahwa protein tersebut merupakan
protein adhesin A.actinomycetemcomitans. Grafik
indeks adesi protein adhesin A.actinomyeetemcomitans
dapat dilihat pada Gambar 2.

PEMBAHASAN

Protein adhesin A.actinomycetemcomitans akan
melakukan perlekatan pada epitel dari jaringan
periodontal sehingga untuk wi invitro pada sel epitel
digunakan sel Hela. Hal ini berdasarkan penelitian
yang telah dilakukan oleh Meyer yang menggunakan
kultur sel HeLa untuk membuktikan terjadinya adesi
dan invasi dari 4 -actinomycetemcomitans pada sel epitel
dan hal ini membuktikan A.actinomycetemcomitans
mempunyai ikatan adesi yang spesifik dan kuat pada
sel epitel.? Pada uji adesi digunakan 6 perlakuan dosis
untuk protein fimbriae A. actinomycetemcomitans
24 kDa yaitu dosis 0 ug/ml (kontrol), 25 pg/ml, 50
ng/ml, 100 pg/ml, 200 ng/ml dan 400 pg/ml vang
disalutkan pada sel HeLa sebelum dilakukan reaksi
dengan A.actinomycetemcomitans. Perlakuan dengan
menyalutkan protein adhesin ini dimaksudkan
untuk memberikan titik jenuh pada reseptor yang
terlibat pada proses adesi schingga diharapkan
akan memberikan cfek inhibisi‘, Keadaan ini juga
sesuai dengan penelitian dari Kline ef al., 2009 yang
menyatakan bahwa adhesin merupakan molekul
bakteri yang pertama melakukan kontak fisik dengan
host. Interaksi antara molekul adhesin dengan reseptor
dari host akan merangsang respons inflamasi dari
hosf. Dari hasil uji adesi dilakukan penghitungan
indeks adesi dengan cara melakukan penghitungan
banyaknya A.actinomycetemcomitans yang menempel
pada permukaan sel HeLa dan didapatkan hasil
terdapat penurunan yang signifikan dari jumlah
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A.actinomycetemcomirans yvang melekat pada sel
Hel.a dengan makin meningkaaya dosis. karena
semakin banyak protein yang menyebabkan titik jenuh
pada reseptor scl HeLa mengakibatkan makin sedikit
A.actinomycetemcomitans yang mampu melakukan
perlekatan sehingga dapat dikatakan bahwa protein
adhesin A.actinomycetemcomitans dapat mencegah
penempelan A.actinomycetemcomitans pada sel
HeLa dengan melalui pengikatan protein adhesin
A.actinomycetemcomitans 24 kDa pada reseptor scl
HelLa. Dengan demikian dapat dijelaskan bahwa
terdapat reseptor khusus pada sel HeLa terhadap
protein adhesin A.actinomycetemcomitans 24 kDa.
Terdapat tiga tipe interaksi adhesin dan reseptornya
dari bakteri patogen pada hosi, yaitu tipe pertama
berdasarkan pengenalan lectin-karbohidrat, lectin
dapat berada pada bakteri atau pada permukaan
mukosa host. Tipe kedua melibatkan interaksi protein-
protein yaitu antara protein yang terdapat pada bakteri
dan protein reseptornya yang terdapat pada permukaan
mukosa host. Tipe ketiga merupakan interaksi adhesin
dan reseptor yang melibatkan interaksi antara protein
dan lipid, lipid dapat berada pada permukaan sel
host atau pada permukaan sel bakteri®. Hasil Anova
menunjukkan bahwa perlakuan dosis berpengaruh
bermakna terhadap indeks adcsi (p=0,000) yang
tampak dengan semakin meningkatnya dosis maka
semakin rendah indeks adhesi. Hasil uji LSD didapatkan
adanya perbedaan yang signifikan pada kelompok
kontrol (dosis 0 pug/mi) dengan kelompok perlakuan
dosis 50 pg/mi, 100 pg/ml, 200 pg/ml dan 400 pg/
ml. Hal ini menunjukkan bahwa protein fimbriae
A.actinomycetemcomitans 24 kDa berperan sebagai
protcin adhesin 4.actinomycetemcomitans karena dapat
mengadakan perlekatan pada permukaan host. Adhesin
fimbriae dari bakteri Gram negatif dikelompokkan
pada 5 kelompok yaitu pili, curli, pili tipe TV, pili tipe
11 secretion dan pili tipe 1V secretion adapun adhesin
fimbriae A.actinomycetemcomitans termasuk pada
kelompok pili tipe I'V. Pili tipe IV terdiri atas protein
6,5 kDa dalam jumlah banyak dan protein 54 kDa
dalam jumlah sedikit. Protein 6,5 kDa disebut dengan
Flp (fimbrial low molecular weight protein)l dan
disandi dengan gen fip, pili Flp pada mikroorganisme
berperan sebagai adhesin yang meningkatkan adesi dan
kolonisasi pada jaringan iost dan merupakan komponen
antigenik utama yang merangsang respons immun host,
tetapi hanya sedikit informasi yang berkaitan dengan
hal yang berperan sebagai reseptor terhadap pili Fip
dari hos?’. Variasi koloni A.actinomycetemcomitans
memberikan ekspresi yang berbeda pada komponen
permukaan, A.actinomycetemcomitans dengan koloni
kasar akan memberikan ekspresi yang berbeda
dengan koloni halus. Pada 4.actinomycetemcomitans
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koloni kasar mengekspresikan Omp dengan BM 43
kDa dan 20 kDa dan pada A.actinamycetemcomitans
koloni kasar ini mempunyai fimbriae sedangkan
d.actinomycetemecontitans Koloni halus hanya
berfimbriae sedikit atau tidak berfimbriae®. Pada
penelitian ini dengan didapatkannya adhesin
A.actinomycetemconiitans 24 kDa yang merupakan
adhesin spesifik dari A.actinomycetemcomitans maka
adhesin ini akan berperan pada proses adesi pada kost,
khususnya pada sel epitel dan akan mengakibatkan
kolonisasi A.actinomycetemcomitans schingga akan

merangsang respons imun Aost, olch karena itu dapat

dikatakan bahwa adhesin A.actinomycetemcomitans
isolat lokal merupakan faktor yang mempunyai
peran pada patogenesis periodontitis agresif, hal
ini discbabkan karena A.actinomycetemcomitans

merupakan bakteri penyebab utama dari periodontitis
agresif.

SIMPULAN

Protein adhesin A. actinomycetemcomitans dengan
berat molekul 24 kDa mempunyai kemampuan
perickatan pada sel epitel yaitu sel HeLa., dan dengan
meningkatnya dosis protein adhesin maka semakin
rendah indeks adesinya.
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