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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a bacterium that is classified into the
Enterobacteriaceae family and is one of the bacteria that causes respiratory tract
infections. One of the respiratory infections caused is pneumonia. Treatment of the
pneumonia infections is limited due to the find of isolates in the form of Multidrug-
Resistance-Klebsiella pneumoniae (MDR-KP). Due to the complicate of the
treatment, preventive management are needed by vaccination. Along with the
development, a protein isolate with the thickest band was found with a molecular
weight of 65.5 kDa which has the thickest band as a sign of the highest
concentration. This indicates that the pili protein with a molecular weight of 65.5
kDa has antigenic properties that can bind to the immune response. Until now, no
one has proven that the 65.5 kDa pili protein Klebsiella pneumoniae is
immunogenic as a requirement for a substance to be called a vaccine. This study
purpose is to analyze changes in serum IgG levels of BALB/C strain mice after
injection of pili protein with a molecular weight of 65.5 kDa. This study was carried
out at the Experimental Animal House, Microbiology Laboratory, and
Biochemistry Laboratory from May to December 2024. This research is a pure
experimental study with a randomized posttest only controlled group design which
was divided into 3 groups: control group (KK) which given PBS, the adjuvant group
(KA) which given a mixture of PBS and freund's adjuvant, and the experimental
group (KP) which given a mixture of PBS, freund's adjuvant and protein pili 65,5
kDa Klebsiella pneumoniae. Blood samples were taken using the cardiac puncture
method which were then the serum of blood samples measured using the ELISA
method. The research results showed that the average 1gG for the control group
was 0.338+0,228 pg/mL, the adjuvant group was 1.182+0,514 pg/mL and the
experimental group was 1.475+0,346 pg/mL. The results of statistical tests using
the One-Way ANOVA test show a p-value between groups of 0.000 (p <0.05), which
means that this research data has significant differences between research groups.
The conclusion of this study was injection of pili protein with a molecular weight
of 65.5 kDa Klebsiella pneumoniae was immunogenic proven by the increases
serum immunoglobulin G levels in experimental group compared to control group
as a normal value in male BALB/C strain mice.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Pili protein 65.5 kDa, Immunoglobulin G (1gG),
Immunity
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RINGKASAN

Analisis Perubahan Kadar 1gG Serum Pascainjeksi Protein Pili 65,5 kDa
Klebsiella pneumoniae Mencit Galur BALB/C: Studi Eksperimental Vaksin
Pneumonia; Priska Liana Lutianto, 212010101088; 2024; 84 halaman; Program
Studi Pendidikan Dokter Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang digolongkan ke dalam
famili Enterobacteriaceae menjadi salah satu bakteri penyebab infeksi saluran
pernapasan yakni infeksi pneumonia. Dari tiga penderita terdapat satu penderita
pneumonia yang tidak tertangani yang berujung kematian. Penanganan infeksi
pneumonia menjadi semakin rumit karena ditemukannya isolat dalam bentuk
Multidrug-Resistance-Klebsiella pneumoniae (MDR-KP). Oleh karena terbatasnya
penanganan infeksi pneumonia maka dibutuhkan langkah yang tepat dengan
pencegahan yaitu diberikan vaksin.

Vaksin berbasis protein pili merupakan salah satu kandidat paling efektif.
Pili merupakan salah satu faktor virulensi yang bekerja dengan adhesi pada sel
inang dan pembentukan biofilm. Penelitian sebelumnya telah didapatkan isolat
protein pili bakteri K. pneumoniae dengan pita paling tebal yaitu dengan berat
molekul 65,5 kDa yang bersifat antigenik yaitu dapat berikatan dengan respons
imun. Untuk menghasilkan suatu produk vaksin, sebuah substans harus memiliki
sifat imunogenik yang artinya dapat menginduksi respons imun protektif, bertahan
lama, dan memiliki sifat mengingat antigen spesifik. Respons imun yang terinduksi
salah satunya respons imun adaptif humoral yaitu antibodi. Salah satu antibodi
penting yaitu Imunoglobulin G yang memiliki sejumlah kelebihan yaitu dapat
mengingat antigen spesifik dan bertahan paling lama sampai dengan enam bulan.
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis perubahan kadar IgG serum mencit
jantan galur BALB/C pascainjeksi protein pili dengan berat molekul 65,5 kDa
Klebsiella pneumoniae sebagai kandidat vaksin.

Penelitian ini dilaksanakan di Rumah Hewan Coba, Laboratorium
Mikrobiologi, dan Laboratorium Biokimia pada bulan Mei hingga Desember 2024.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental murni dengan randomized
posttest only controlled group design. Sampel berupa 24 ekor mencit putih jantan
galur BALB/C berusia 6-8 minggu dengan berat +25 gram yang diacak ke dalam
tiga kelompok, yaitu: kelompok kontrol (KK) yang diberikan 200 uL PBS,
kelompok adjuvan (KA) yang diberi campuran 100 uL PBS dan 100 uL freund’s
adjuvant, dan kelompok perlakuan (KP) yang diberi protein pili 65,5 kDa K.
Pneumoniae sebanyak 8 uL yang dicampurkan kedalam 92 uL PBS kemudian
ditambahkan 100 uL freund’s adjuvant. Kelompok kontrol digunakan sebagai
acuan nilai normal sedangkan kelompok adjuvan digunakan sebagai pembanding
untuk kelompok perlakuan. Hewan coba akan diinjeksi secara intraperitoneal.
Sampel darah diambil dengan metode cardiac puncture yang kemudian diukur
dengan metode ELISA.

Hasil penelitian menunjukan rata-rata 1gG untuk kelompok kontrol
0,338+0228 pg/mL, kelompok adjuvan 1,182+0,514 pg/mL dan kelompok



perlakuan 1,475+0,346 pg/mL. Hasil uji statistik dengan uji One-Way ANOVA
menunjukkan perbedaan antar kelompok yang signifikan (p <0,05) dengan nilai
signifikansi p-value 0,000. Hasil analisis uji Post-Hoc juga menunjukkan perbedaan
signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan nilai
signifikansi p-value 0,000 (p <0,05). Hasil uji Post-Hoc pada kelompok kontrol dan
kelompok adjuvan menunjukkan perbedaan signifikan dengan nilai signifikansi p-
value 0,001 (p<0.05). Pada kelompok adjuvan dan perlakuan menunjukkan tidak
terdapat perbedaan signifikan dengan nilai signifikansi p-value 0,340. Hasil
penelitian ini menandakan bahwa protein pili K. pneumoniae dengan berat molekul
65,5 kDa bersifat imunogenik sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
sebagai kandidat vaksin Klebsiella pneumoniae.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang digolongkan kedalam famili
Enterobacteriaceae. Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) digambarkan dengan
morfologi khas berbentuk batang, berkapsul, dan non motil (Benson, 2014; Ashrust
& Dawson, 2023). Klebsiella pneumoniae seringkali menyebabkan infeksi salah
satunya infeksi pada saluran pernapasan. Infeksi pada saluran pernapasan yang
disebabkan oleh bakteri K. pneumoniae salah satunya infeksi pneumonia (Abbas et
al., 2024). Menurut data Badan Pusat Statistik pada tahun 2022 angka kejadian
infeksi pneumonia di Provinsi Jawa sebanyak 92.118 kasus pada anak-anak dengan
umur dibawah lima tahun (Badan Pusat Statistik, 2022). Pada studi yang dilakukan
oleh Aliberti et al, (2021) ditemukan dari tiga penderita terdapat satu penderita
dengan pneumonia yang tidak tertangani sehingga berujung kematian (Aliberti et
al., 2021). Selain itu, infeksi pneumonia yang disebabkan oleh K. pneumoniae
menyumbang angka kematian yang signifikan pada infeksi pneumonia nosokomial.
Ditemukan pada studi yang dilakukan oleh Juan, et al (2020) angka mortalitas 28
hari pada kasus infeksi pneumonia nosokomial atau hospital-acquired pneumonia
(HAP) sebesar 36,9% dari 276 pasien (Juan et al., 2020). Selain itu, K. pneumoniae
ditemukan sering menjadi penyebab ventilator-acquired pneumonia (VAP) yang
merupakan infeksi pneumonia didapat setelah pemasangan ventilator mekanik
(Buch et al., 2020). Studi yang dilakukan oleh Zillberberg et al di US, VAP
menyumbang angka kasus terbanyak dalam proporsi kasus HAP sebanyak 47,9%
dari 17.819 pasien diikuti dengan tingginya biaya rumah sakit yang dikeluarkan
sebesar $77,657 (Zilberberg et al., 2021).

Angka mortalitas yang cukup signifikan pada infeksi Klebsiella pneumoniae
tersebut disebabkan karena bakteri tersebut memiliki mekanisme resistensi
antibiotik (El-Domany et al., 2021). Mekanisme resistensi antibiotik tersebut
disebabkan akibat K. pneumoniae memiliki enzim Extended Spectrum Beta-

Lactamase. Enzim Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) memiliki



kemampuan untuk memecah cincin beta-lactam yang merupakan komponen
penting antibiotik dalam melawan infeksi bakteri (Silago, 2021). Tercatat di Rumah
Sakit dr. Soeradji Tirtonegoro, kasus resistensi antibiotik sebesar 52,98% dari 168
isolat K. pneumoniae yang ditemukan (Sinanjung et al., 2020). Mekanisme
resistensi yang dimiliki oleh K. pneumoniae menyebabkan tatalaksana yang dapat
diberikan kepada pasien menjadi terbatas. Melihat urgensi tersebut dibutuhkan
langkah yang tepat dengan pencegahan yaitu diberikan vaksin.

Vaksin Klebsiella pneumoniae yang sedang berkembang hingga saat ini
diantaranya vaksin hidup yang dilemahkan, sel utuh yang dimatikan, vaksin
berbasis polisakarida, lipopolisakarida, outer membrane vesicle, ribosom, protein,
pili dan toksin (Assoni et al., 2021). Vaksin dengan formulasi berbasis protein salah
satunya protein pili merupakan kandidat efektif karena variabilitasnya yang rendah
serta memiliki sifat virulensi berupa pembentukan biofilm dan adhesi yang kuat
pada permukaan sel inang sehingga meningkatkan potensi untuk menghasilkan
respons imun protektif (Assoni et al., 2021). Ketika vaksin protein pili Klebsiella
pneumoniae masuk ke dalam tubuh, segera akan mengaktivasi sistem imun yaitu
sistem imun adaptif dan sistem imun bawaan (Ferrer-Gonzales et al., 2021).
Imunoglobulin atau antibodi merupakan salah satu bagian dari sistem imun adaptif
terutama humoral. Imunoglobulin salah satunya 1gG memiliki kelebihan dapat
mengingat antigen spesifik serta bertahan lebih lama sampai dengan 6 bulan post-
antigen exposure (Bayart et al., 2021).

Penelitian sebelumnya telah menemukan protein pili yang bersifat antigenik
dan imunogenik. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan protein pili dengan
berat molekul 12,8 kDa bersifat imunogenik. Hal ini mendukung bahwa injeksi
protein pili dapat menginduksi pembentukan respons imun yang protektif
(Agustina, 2017). Vaksin berbasis protein pili K. pneumoniae dengan berat molekul
65,5 kDa belum terbukti memiliki sifat imunogenik, tapi sudah dibuktikan bersifat
antigenik (Agustina, 2022). Sebuah protein memenuhi syarat sebagai antigen
vaksin apabila dapat menstimulasi pembentukan respons imun protektif salah

satunya antibodi IgG. Oleh karena itu, protein pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae



perlu diketahui imunogenitasnya untuk dikembangkan sebagai kandidat vaksin
berdasarkan uraian diatas.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah penelitian ini adalah
apakah terdapat perubahan kadar IgG serum mencit galur BALB/C pascainjeksi
protein pili dengan berat molekul 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini untuk menganalisis perubahan kadar IgG pada
serum mencit galur BALB/C pascainjeksi protein pili dengan berat molekul 65,5

kDa Klebsiella pneumoniae.

1.3.2 Tujuan Khusus
Dari latar belakang di atas, tujuan khusus penelitian sebagai berikut:
a. Mengetahui kadar 1gG serum mencit galur BALB/C pascainjeksi protein pili
Klebsiella pneumoniae dengan berat molekul 65,5 kDa.

b. Melihat perbedaan kadar 1gG serum antar kelompok mencit galur BALB/C.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi Peneliti

Manfaat bagi peneliti sebagai tambahan informasi dan pengetahuan terkait
peningkatan kadar IgG pada serum mencit galur BALB/C pascainjeksi protein pili

Klebsiella pneumoniae dengan berat molekul 65,5 kDa.

1.4.2 Bagi Institusi
Manfaat bagi institusi sebagai informasi terkait manfaat protein pili dengan
berat molekul 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae sehingga dapat digunakan sebagai

referensi pendukung mengenai pengembangan vaksin Klebsiella pneumoniae.



1.4.3 Bagi Masyarakat
Manfaat bagi masyarakat adalah sebagai tambahan wawasan mengenai

perkembangan vaksin dan penyakit infeksi Klebsiella pneumoniae.



BAB 2. TINJAUAN TEORI

2.1 Klebsiella pneumoniae
2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Klebsiella pneumoniae

Carl Friedlander mendefinisikan Klebsiella pneumoniae dengan bakteri
basil berkapsul setelah mengisolasi bakteri tersebut dari paru-paru seseorang yang
telah meninggal akibat infeksi pneumonia. Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
termasuk dalam famili Enterobacteriaceae yang digolongkan ke dalam bakteri
Gram negatif, berkapsul, dan non-motil (Ashrust & Dawson, 2023). Berikut

taksonomi Klebsiella pneumoniae berdasarkan NCBI:

Kingdom : Bacteriae

Fillum : Pseudomonadota
Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacterales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Klebsiella

Spesies : Klebsiella pneumoniae

Istilah yang digunakan untuk menamai organisme Yyang tetap
mempertahankan warna primer disebut organisme Gram positif. Bakteri Gram
positif dibawah mikroskop akan tampak berwarna ungu atau ungu kecoklatan.
Bakteri Gram negatif akan tampak berwarna merah dibawah mikroskop
dikarenakan tidak menyerap warna primer. Teknik Pewarnaan Gram tersebut
ditemukan pertama kali oleh seorang ahli bakteriologi asal Denmark bernama Hans
Christiam Gram yang diperkenalkan pada tahun 1882 dengan tujuan mengetahui
organisme penyebab penyakit pneumonia (Ashrust & Dawson, 2023).

Teknik tersebut merupakan teknik dengan menggunakan pewarnaan Kristal
violet sebawai pewarnaan awal yang kemudian dilakukan proses fiksasi pewarna
menggunakan iodium dengan tujuan membentuk ikatan kompleks kristal violet-
iodin yang mencegah zat warna mudah hilang. Langkah berikutnya akan diberikan

penghilang zat warna yang mengandung pelarut etanol dan aseton. Selanjutnya,



pewarnaan gram dilakukan dengan pewarna fuschin basa yang akan memberikan
warna merah. Warna merah yang tampak tersebut disebut sebagai bakteri Gram
negatif (Tripathi & Sapra, 2023).

MacConkey agar merupakan media selective yang hanya bisa
menumbuhkan bacteri gram negatif. MacConkey agar mengandung indikator pH
yang akan berubah menjadi warna pink apabila dalam kondisi asam. Lactose-
fermenting-Gram-negative akan membentuk koloni berwarna pink (Gambar 2.1)
(Riwu et al., 2022). Sedangkan, non-lactose fermenters akan membentuk koloni

berwarna “off-white opaque "(Jung & Hoilat, 2022).

Gambar 2.1 Klebsiella pneumoniae pada media MacConkey Agar (Riwu et al., 2022)

2.1.2 Faktor Virulensi

Faktor virulensi merupakan kemampuan yang dimiliki oleh sebuah
organisme untuk menginfeksi tubuh inang sehingga menyebabkan penyakit. Faktor
virulensi adalah molekul yang ada pada bakteri untuk mengkolonisasi tubuh inang
dalam tingkat seluler (Sharma et al., 2016). Hingga saat ini terdapat empat faktor
virulensi yang telah ditemukan, yaitu: kapsul polisakarida, lipopolisakarida,
fimbrae, dan siderofor (Gambar 2.2) (Arato et al., 2021).
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Gambar 2.2 Faktor Virulensi Klebsiella Pneumoniae (Arato et al., 2021)

Faktor virulensi tersebut memiliki tugas masing-masing dalam menginfeksi
tubuh inang. Kapsul merupakan matriks polisakarida ekstraseluler yang
membungkus bakteri dan diproduksi secara berlebihan. Komposisi dan struktur
kapsul garis Klebsiella pneumoniae memiliki fungsi menutupi sel bakteri dari
sistem imun fagositosis (Zhu et al., 2021). Lipopolisakarida berkontribusi pada
bakteri untuk melindungi bakteri dari complement-mediated Kkilling sedangkan pili
tipe 1 dan pili tipe 3 berfungsi sebagai adhesi (Soulas et al., 2000; Riwu et al.,
2022). Siderofor seperti aerobactin, enterobactin, salmochelin, dan yersiniabactin
yang dapat mengikat zat besi ekstraseluler ke dalam bakteri (Arato et al., 2021).
Empat faktor virulensi yang berperan penting dalam bakteri Klebsiella pneumoniae,

diantaranya:



a. Kapsul Polisakarida

Kapsul polisakarida/capsul polyssacharide (CPS) merupakan lapisan terluar
yang terdapat pada bakteri Klebsiella pneumoniae. Hingga saat ini terdapat 77
serotipe kapsul yang diidentifikasi pada bakteri K. pneumoniae (Follador et al.,
2016; Patro & Rathinavelan, 2019). Faktor virulensi kapsul polisakarida menutupi
sel bakteri K. pneumoniae terhadap respons sistem imun inang salah satunya
fagositosis (Zhu et al.,, 2021). Kapsul polisakarida diproduksi oleh jalur
polimerisasi dependen Wzx/Wzy yang dikode oleh gugus gen cps. Kelompok gen
yang mengkode kapsul terletak pada kromosom dan/atau plasmid. zy-K1, wzx, wzc,
wza, wzb, wzi, gnd, wca, cps A, cps B, cps G, dan gal F mengkode bagian
eksopolisakarida kapsul dan berlokasi pada kromosom. Sementara gen rmp A, rmp
B, dan rmp A2 terlibat dalam biosintesis kapsul berlokasi pada kromosom dan
plasmid. Gen kvr A, kvr B, rcs A, rcs B, ¢c- rmp A, dan c-rmp A2 berkontribusi
pada biosintesis kapsul dan terletak pada kromosom (Gambar 2.3) (Zhu et al.,
2021).
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Gambar 2.3 Produksi Kapsul Polisakarida pada Klebsiella pneumoniae (Zhu et al., 2021)



b. Lipopolisakarida

Lipopolisakarida/lipopolysaccharide (LPS) merupakan struktur ekstraselular
polisakarida bakteri Klebsiella pneumoniae yang terdiri atas tiga komponen
(Gambar 2.4) (Maeshima & Fernandez, 2013). Komponen lipid A merupakan
bagian yang mengikat seluruh struktur dalam membran bakteri, inti oligosakarida ,
dan rantai samping terminal yang disebut antigen O. Komponen lipid A adalah
gugus hidrofobik yang terlokalisasi di lapisan luar membran luar dan disintesis oleh
serangkaian enzim yang dikodekan oleh gugus gen Ipx (Opoku-temeng et al., 2019;
Karampatakis et al., 2023). Struktur antigen O pada lipopolisakarida bekerja
dengan melindungi patogen dari complement-mediated killing (Soulas et al., 2000).
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Gambar 2.4 Struktur Lipopolisakarida (Maeshima & Fernandez, 2013)
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c. Pili/Fimbriae

Pili atau fimbriae merupakan struktur yang mirip seperti rambut dan terletak
pada permukaan bakteri. Klebsiella pneumoniae memiliki dua tipe pili, diantaranya:
pili tipe 1 dan pili tipe 3 (Gambar 2.5) (Karampatakis et al., 2023). Pili tipe 1
memiliki struktur tipis dan keras yang dikode oleh fim gen cluster dan tersusun atas
delapan gen (fimAICDFGHK). Gen fim K merupakan gen yang meregulasi pili tipe
1 dan gen fimH akan mengkode subunit adhesi (Clegg & Murphy, 2016; Rosen et
al., 2016). Pili tipe 3 memiliki struktur lebih lunak dibandingkan dengan pili tipe 1.
Pili tipe 3 dikode oleh operon mrkABCDF/mrkABCDEFGH yang diregulasi oleh
aktivitas CRP-cAMP signalling pathway (Clegg & Murphy, 2016; Rosen et al.,
2016; Panjaitan et al., 2019). Gen mrkD akan mengatur adhesi pili tipe 3 pada sel
inang melalui kromosom atau plasmid (Riwu et al., 2022). Struktur pili pada
Klebsiella pneumoniae memiliki kemampuan untuk mempertahankan dan

memperkuat proses adhesi (Gomez-simmonds & Uhlemann, 2017).
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Gambar 2.5 Dua Tipe Pili pada Klebsiella pneumoniae (Karampatakis et al., 2023)
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d. Siderofor

Klebsiella pneumoniae membutuhkan zat besi untuk replikasinya. Siderofor
(pembawa zat besi) adalah komposit pada mikroorganisme yang berfungsi untuk
mengangkut zat besi pada membran sel. Enterobactin, yersiniabactin, salmochelin,
dan aerobactin merupakan jenis siderofor yang diekspresikan oleh K. pneumoniae
(Gambar 2.6) (Zhu et al., 2021). Enterobactin disintesis oleh gen cluster ent,
yersiniabactin oleh gen cluster ybt, salmochelin oleh gen cluster iro, dan aerobactin
oleh gen cluster inc. Gen cluster ent dan ybt terletak pada kromosom sedangkan
gen cluster iro dan inc terletak pada plasmid. Siderofor tersebut mendapatkan zat
besi dari protein khelasi besi inang untuk bertahan hidup dan reduplikasi selama
infeksi. Siderofor akan dikeluarkan untuk menarik Fe pada tubuh inang. Siderofor
yang sudah berikatan dengan Fe akan kembali ke dalam sel bakteri melalui reseptor
yang dikode oleh gen FepA. Kemudian Fe akan digunakan oleh bakteri untuk
bertahan hidup, membangun infeksi pada sel inang. Produksi lebih dari satu
siderofor oleh Klebsiella pneumoniae merupakan cara untuk mengoptimalkan
keberhasilan kolonisasi dan/atau menghindari netralisasi satu siderofor oleh inang
(Parrott et al., 2021; Zhu et al., 2021; Karampatakis et al., 2023).

ybt
P e

Chromosome ® v
>
ent

iro
plasmid
\ 7 R

enterobactin - (1, yersiniabactin

— @
O

e @

salmochelin aerobactin

0 Fe* @ Fe*

Gambar 2.6 Macam siderofor Klebsiella pneumoniae (Zhu et al., 2021)
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2.1.3 Patogenesis dan Gejala Klinis Infeksi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae merupakan patogen yang sering dikaitkan dengan
infeksi pneumonia dan sering menjadi penyebab infeksi nosokomial serta tidak
jarang dapat menyebabkan kondisi sepsis yang berujung kematian. Infeksi
pneumonia merupakan penyakit infeksi yang menyerang parenkim paru-paru.
Infeksi pneumonia bisa disebabkan oleh berbagai infeksi patogen seperti bakteri,
virus, dan fungi (Vardhmaan et al., 2023). Klebsiella pneumoniae dapat ditemukan
baik di lingkungan komunitas maupun di lingkungan rumah sakit seperti pada
peralatan medis. Bakteri patogen ini dapat menginfeksi melalui dua jalur utama
yaitu sistem pernapasan dan sistem pencernaan. Patogen K. pneumoniae yang
masuk ke saluran pernapasan akan menginvasi faring kemudian menyebar hingga
saluran pernapasan bawah melalui mikroaspirasi (Regunath & Oba, 2024). Setelah
sampai di saluran pernapasan bagian bawah, K. pneumoniae akan menginvasi dan
menginduksi sistem pertahanan paru-paru sehingga terjadi pneumonia yang
diakibatkan tingginya jumlah patogen. Patogen yang menumpuk di saluran
pernapasan bawah menyebabkan timbulnya eksudat sehingga mengganggu proses
fisiologis pertukaran oksigen dan karbondioksida pada alveoli (Sinanjung et al.,
2020; Ashrust & Dawson, 2023; Vardhmaan et al., 2023).

Patogen yang menumpuk menyebabkan teraktivasinya respons imun bawaan
awal yang melibatkan infiltrasi neutrofil dan makrofag alveolar. Makrofag alveolar
memicu pelepasan sitokin inflamasi sebagai respons terhadap reaksi inflamasi.
Interleukin-1 (IL-1) dan Tumor Necrosis Factor (TNF) yang dikaitkan dengan
munculnya manifestasi klinis berupa demam. Interleukin-8 (IL-8) yang mendorong
kemoktasis dan pematangan neutrofil sehingga menyebabkan kondisi leukositosis.
Disisi lain, Interleukin-9 (IL-9) dan Interleukin-13 (IL-13) mendorong produksi
musin  untuk membentuk sekresi purulen. Sitokin proinflamasi  juga
bertanggungjawab atas kebocoran membran alveolar-kapiler sehingga dapat
mengakibatkan penurunan pertukaran gas dan bermanifestasi sebagai dispnea yang
progresif (Sattar & Sharma, 2023). Manifestasi klinis pneumonia yang lain meliputi
tanda-tanda sistemik seperti menggigil, malaise, kehilangan nafsu makan, dan

mialgia. Temuan umum pada pemeriksaan fisik dapat muncul seperti takipnea,
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takikardia, suara nafas menurun, egofoni, fremitus taktil, nyeri dada pleuritik,
menggigil dan berkeringat. Manifestasi klinis pada paru-paru dapat berupa batuk
dengan atau tanpa produksi sputum (Vardhmaan et al., 2023). Dahak yang
disebabkan oleh K. pneumoniae adalah “Currant Jelly” yaitu sputum yang
dihasilkan dari inflamasi dan nekrosis di paru-paru dengan bentukan kental
bercampur darah yang beku seperti jelly (Ashrust & Dawson, 2023).

Pneumonia dibagi menjadi menjadi 2 klasifikasi, diantaranya: community-
acquired pneumonia (CAP) dan nosocomial pneumonia. Nosocomial
pneumonia/hospital-acquired pneumonia (HAP) diantaranya termasuk ventilator
acquired pneumonia (VAP) (Pahal et al., 2023). Community-acquired pneumonia
diuraikan sebagai pneumonia yang didapat diluar rumah sakit atau di lingkungan
komunitas (Metlay et al., 2019). Sedangkan, hospital-acquired pneumonia dan
ventilator-acquired pneumonia digolongkan sebagai pneumonia nosokomial.
Hospital acquired pneumonia didefinisikan sebagai pneumonia yang didapat di
lingkungan rumah sakit yang terjadi setelah setidaknya 48 jam setelah rawat inap
sedangkan VAP didefinisikan dengan pneumonia yang didapat setelah 48 jam
pemasangan ventilator mekanik (Kalil et al., 2016). Studi yang dilakukan oleh Juan
et al., (2020) pada tahun 2014 hingga 2016 tingkat mortalitas 28 hari dari CAP dan
pneumonia nosokomial yang disebabkan oleh K. pneumoniae masing-masing
adalah 27,9% dan 36,9% (Juan et al., 2020). Di Amerika serikat, 20% infeksi
K.pneumoniae yang didapat dari komunitas berujung harus dilakukan perawatan di
rumah sakit dengan angka kematian mencapai 12% hingga 40% (Sattar & Sharma,
2023).

Selain sering menjadi penyebab wabah nosokomial, Klebsiella pneumoniae
juga sering menyebabkan kondisi multidrug-resistance. Hal ini diakibatkan oleh
adanya enzim extended spectrum beta-lactamase (ESBL) yang membuat bakteri
tersebut kebal terhadap antibiotik (Sinanjung et al., 2020; Wang et al., 2019). ESBL
merupakan enzim yang menghidrolisis penicilin, sefalosporin, dan aztreonam.
(Tamma et al., 2021). ESBL-producing K.pneumoniae sering didapatkan di ICU
dan respiratory specimen. Kasus didapatkannya isolat Multidrug-resistance
Klebsiella pneumoniae (MDR-KP) di Rumah Sakit dr. Soeradji Tirtonegoro
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sebanyak 52,98% (Sinanjung et al., 2020). Sebanyak 72% kematian di beberapa
rumah sakit diakibatkan oleh MDR-KP karena penggunaan antibiotik yang tidak
efisien dan sifat bakteri yang mudah resisten terhadap antibiotik. Munculnya
Klebsiella pneumoniae variasi multi-drug resistance menjadi tantangan bagi
masyarakat yang menyebabkan terbatasnya pilihan pengobatan (Wang et al., 2019;
Poerio et al., 2022).

2.1.4 Mekanisme Respon Imun terhadap Infeksi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif yang seringkali
mengancam kesehatan, terutama infeksi nosokomial (Opoku-Temeng et al., 2022).
Klebsiella pneumoniae yang masuk dalam tubuh inang akan menggunakan faktor
virulensi untuk kelangsungan hidup dan patogenitasnya. Salah satu faktor virulensi
penting adalah pili yang berfungsi melekatkan bakteri ke sel inang dan membentuk
biofilm (Abbas et al., 2024; Bai & Guo, 2024). Imunitas inang melawan patogen
melalui dua sistem yaitu sistem imun bawaan dan mekanisme imun adaptif (Liang
et al., 2022). Sistem imun bawaan merupakan lini pertama pertahanan yang
membantu inang untuk melawan patogen asing. Sistem imun bawaan memberikan
respons langsung namun tidak spesifik (Vaillant et al., 2024). Selain itu, formasi
imunitas ini juga tidak bertahan lama. Sistem imun bawaan melawan infeksi K.
pneumoniae dengan melalui mekanisme komplemen, makrofag, dan neutrofil
(Gonzalez-Ferrer et al., 2021). Sistem komplemen berupa sekelompok protein yang
ketika diaktifkan maka akan membunuh patogen atau meningkatkan fagositosis
melalui proses opsonisasi. Mekanisme fagosit termasuk didalamnya makrofag dan
neutrofil melawan patogen asing dengan cara menelan dan mencerna patogen
melalui proses fagositosis (Vaillant et al., 2024).

Sistem imun bawaan dan sistem imun adaptif sama-sama penting dalam
melawan invasi patogen. Respons imun adaptif merupakan respons spesifik dan
memiliki fitur menonjol berupa produksi memori imunologis yang diaktifkan lebih
cepat pada infeksi ulang (Bonilla & Oettgen, 2010; Natalia et al., 2022; Vaillant et
al., 2024). Sistem imun adaptif mencakup respons imun seluler yang diperantarai
oleh sel T dan respons imun humoral yang diperantarai sel B. Respons imun adaptif
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dimulai ketika antigen-presenting cell (APC) seperti sel dendritik (DC) dan
makrofag. Antigen presenting cell mempresentasikan antigen pada permukaannya
melalui major histocompatibility complex (MHC) kemudian MHC Il akan
menyajikan antigen kepada sel T-helper. Nantinya, sel T-helper akan membantu
mengaktifkan sinyal yang merangsang aktivasi dan diferensiasi sel B. Sel B yang
diaktifkan akan menjadi sel plasma yang akan produksi antibodi (Bonilla &
Oettgen, 2010; Laing, 2019). Antibodi akan melakukan beberapa mekanisme untuk
mengeliminasi  bakteri seperti complement-associated immunolysis, toxin
neutralizing, dan immunophagocytosis via opsonizing. Complement-associated
immunolysis akan membunuh bakteri dengan melisiskan bakteri sedangkan Toxin
neutralizing akan menetralisir toxin yang dihasilkan oleh bakteri. Di sisi lain,
immunophagocytosis bekerja dengan memanggil neutrofil dan makrofag untuk
melakukan tindakan fagositosis setelah IgG menempel pada bakteri (Murphy &
Weaver, 2016; Laing, 2019 dalam Sawa et al., 2019).

2.2 Imunoglobulin

Imunoglobulin atau antibodi merupakan glikoprotein yang diproduksi oleh sel
plasma yang berpartisipasi dalam sistem imun humoral terhadap infeksi. Sel B
diinstruksikan oleh imunogen tertentu misalnya, protein bakteri, untuk
berdiferensiasi menjadi sel plasma. Sel plasma merupakan sel pembuat protein yang
berpartisipasi dalam respons imun melawan terhadap patogen (Vaillant et al.,
2023). Imunoglobulin harus berinteraksi dengan reseptor untuk memenuhi berbagai
fungsi biologis yang terutama diekspresikan pada sel mononuklear, sel mast,
neutrofil, natural killer cell (NK cell), dan eosinofil. Imunoglobulin menginduksi
beberapa mekanisme imunitas diantaranya fagositosis bakteri melalui tindakan
opsonisasi; degranulasi sel; killing of tumour; dan aktivasi antigen-presenting cells
seperti makrofag dan sel dendritik, yang mempresentasikanantigen ke limfosit T
untuk menghasilkan responss imun seluler dan humoral (Engels & Wienands, 2018
dalam Vaillant et al., 2023). Hingga saat ini terdapat 5 isotype imunoglobulin yang
teridentifikasi, diantaranya Imunoglobulin A, Imunoglobulin D, Imunoglobulin E,
Imunoglobulin M dan Imunoglobulin G. Keseluruhan, struktur dasar antibodi
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memiliki dua fragmen, satu adalah fragment crystallizable (Fc), dan kedua adalah
fragment antigen-binding (Fab). Dua fragmen Fab adalah dihubungkan ke Fc
melalui hinge region (Schroeder & Cavacini, 2010; Vaillant et al., 2023).

2.2.1 Imunoglobulin A

Imunoglobulin A (IgA) muncul dalam 2 struktur molekul berbeda: struktur
monomer dan struktur dimer. IgA serum memiliki berat molekul 160 Kd dan
konsentrasi serum 3 mg/mL. IgA sekretori memiliki berat molekul 385 Kd dan
konsentrasi serum rata-rata 0,05 mg/mL(Vaillant et al., 2023). IgA serum memiliki
formasi monomerik dan berada di sirkulasi darah sedangkan IgA sekretori
disekresikan pada mukosa. IgA sekretori merupakan kelas antibodi yang dominan
disekresi mukosa. IgA sekretori yang disekresikan pada mukosa bertindak sebagai
lini pertama dalam sistem pertahanan (Li et al., 2020; Pietrzak et al., 2019.; Woof
et al., 2004). Hal ini menjadikan IgA memainkan peran penting dalam menjaga
permukaan mukosa dalam mengatasi perlawanan melawan mikroorganisme
infeksius (Pereira & Woof, 2019).

2.2.2  Imunoglobulin D

Imunoglobulin D (IgD) ditemukan pada tahun 1965 dengan konsentrasi
pada serum lebih rendah dari 1gG, IgA, dan IgM namun lebih tinggi dari igE. 1gD
merupakan salah satu kelas antibodi. Penelitian terbaru menunjukan peran penting
IgD dalam mengakumulasi autoreaktif sel B sambil mempertahankan respons
terhadap antigen asing (Gutzeit, 2018). Beberapa sel B dapat menghasilkan sel
plasma yang dapat ensekresi IgD sebagai respons terhadap antigen. IgD yang
disekresi berinteraksi dengan basofil yang nantinya akan meningkatkan respons sel
T-helper 2. Hingga saat ini, riset terkait peran spesifik igD masih terus berkembang
(Shan et al., 2018).

2.2.3 Imunoglobulin E
Imunoglobulin E (IgE) merupakan mekanisme pertahanan penting terutama
dalam melawan infeksi basofil seperti Strongyloides stercoralis, Trichinella

spiralis, Ascaris lumbricoides, and hookworms Necator americanus and
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Ancylostoma duodenale (Vaillant et al., 2023). IgE memiliki struktur monomer dan
memiliki berat molekul 188 Kd dan konsentrasi serum 0,00005 mg/mL. IgE
melindungi dalam melawan infeksi parasite karena memiliki reseptor afinitas tinggi
pada sel mast dan basofil. Selain itu, igE juga memediasi reaksi alergi (Mukai et
al., 2016; Schwartz et al., 2016). IgE memiliki peran dalam memediasi reaksi alergi
melalui pengikatan reseptor IgE-Fc (Sutton et al., 2019).

2.2.4 Imunoglobulin M

Imunoglobulin M (IgM) merupakan antibodi pertama yang diproduksi
sebagai lawan atas respons terhadap infeksi. Imunoglobulin M merupakan kelas
antibodi yanng juga memainkan peran penting dalam imunitas bawaan dan adaptif
(Pleass et al., 2015). IgM memiliki berat molekul 970 Kd dan rata-rata serum
konsentrasi sebesar 1,5 mg/ml (Vasilev et al., 2016 dalam Vaillant et al., 2023).
Antibodi imunoglobulin M (IgM) adalah makroimunoglobulin pentamerik atau
heksamerik dan telah sangat terkonservasi selama evolusi. Multimer IgM memiliki
10 (pentamer) atau 12 (heksamer). Struktur igM memiliki fungsi sebagai carrier
untuk proses apoptosis inhibitor makrofag (Gong et al., 2020). Meskipun
merupakan lini pertama sebagai respons melawan infeksi, afinitas pengikatan
antigen antibodi IgM biasanya lebih rendah daripada IgG (Keyt et al., 2020;
Vaillant et al., 2023).

2.2.5 Imunoglobulin G

Imunoglobulin G merupakan salah satu antibodi yang diproduksi oleh sel
plasma. Sel plasma merupakan sel yang memproduksi protein untuk berpartisipasi
dalam respons sistem imun humoral terhadap bakteri, virus, jamus, parasit, dll. IgG
adalah monomer dengan berat molekul 146 Kd dan memiliki nilai konsentrasi
serum sebesar 9,0 mg/mL (Vaillant et al., 2023). Sehingga, 1gG merupakan isotype
imunogloblin yang paling melimpah dalam serum yang terlibat dalam sistem imun
humoral (Taeye et al., 2019). 1gG dikatakan divalen karena memiliki dua tempat
pengikatan antigen identik 2 rantai L dan 2 rantai H yang dihubungkan oleh ikatan
disulfida. (Vaillant et al., 2023). Struktur skema molekul imunoglobulin G (IgG)
terdiri atas dua rantai yang dihubungkan oleh jembatan disulfida. Light chain
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bersama dengan heavy chain dan CH1 membentuk bagian Fragment antigen-
binding (Fab) dan CH2 dan CH3 membentuk bagian Fragment crystallizable
region (Fc) (Gambar 2.7) (Maibom-thomsen et al., 2019). Antibodi IgG memiliki
dua fungsi sesuai dengan strukturnya. Fab memiliki fungsi untuk mendeteksi
antigen sedangkan Fc merupakan bagian yang berfungsi sebagai efektor untuk
aktivasi sistem imun dengan bereaksi bersama Fcy reseptor pada B-cells bersama
dengan sitem imun lainnya (Galeotti et al., 2017; Taeye et al., 2019)

HC Antigen binding
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Gambar 2.7 Skema Bentuk Molekul Imunoglobulin-G (Maibom-thomsen et al., 2019)

Imunoglobulin-G memiliki kadar nilai normal rata-rata pada orang dewasa
sehat sebesar 994 mg/dL yang diukur menggunakan nephelometry (Agarwal &
Cunningham-Rundles, 2007). 1gG sebagian besar disintesis dalam respons imun
sekunder terhadap patogen. 1gG dapat mengaktifkan jalur yang sangat protektif
(Palmeira et al., 2012). Penurunan kadar igG pada orang dewasa bisa
diklasifikasikan menjadi 3, yatu: mild-moderate (300-600 mg/dL), signifikan (100-
299 mg/dL) dan penurunan berat (<100 mg/dL). Kondisi kadar total imunoglobulin
berada di angka 400-600 mg/dL atau kadar 1gG berada di angka 200-400 mg/dL
memungkinkan orang tersebut memiliki antibodi yang adekuat. Penurunan
produksi 1gG didefinisikan apabila terdapat penurunan 1 atau lebih subkelas dari
IgG. Penurunan kadar 1gG1 dan IgG2 seringkali menyebabkan penurunan kadar
IgG serum karena subkelas tersebut merupakan komponen mayor yang terdapat
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pada IgG. Adapun kondisi lain yang dapat menyebabkan kadar 1gG menurun, salah
satunya penggunaan beberapa obat glukokortikoid (Agarwal & Cunningham-
Rundles, 2007; Sorensen & Moore, 2000).

Imunoglobulin-M merupakan antibody primer yang diproduksi selama
paparan antigen awal (Vaillant et al., 2023). IgM diproduksi oleh sel plasma sebagai
respons imun humoral terhadap patogen. Aktivasi sel B sebagai respons terhadap
ikatan antigen dengan B-cell receptor (BCR). Selanjutnya, sel B mengalami
peralihan isotype yang selanjutnya secara bertahap IgG+ B cells akan
menggantikan IgM+ B cells. 1gG akan muncul dan menggantikan IgM dimulai pada
hari ke-14 sampai dengan hari ke-21 post-antigen exposure. Proses peralihan
tersebut dikenal dengan “class switching” atau “isotype swicthing” (Gambar 2.8)
(Sathe & Cusick, 2022; Denning et al., 2020).
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Gambar 2.8 Tren Kadar Imunoglobulin M dan Imunoglobulin G Saat Infeksi
(Denning et al., 2020)

2.3 Perkembangan Vaksin Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae merupakan patogen yang sering dikaitkan dengan
pneumonia dan sering menjadi penyebab infeksi nosokomial dan tidak jarang dapat
menyebabkan kondisi sepsis yang berujung kematian (Choi et al., 2020). Oleh
karena itu diperlukan penanganan strategis untuk mencegah infeksi K. pneumoniae.

Penanganan yang baik sampai saat ini ialah formulasi vaksin.
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2.3.1 Vaksin Sel Utuh Klebsiella pneumoniae
Vaksin sel utuh K. pneumoniae telah diteliti baik sendiri maupun kombinasi
dengan enterobacteria lainnya. Formulasi vaksin ini meliputi bakteri yang

dilemahkan, sel yang dimatikan, dan ekstrak sel (Assoni et al., 2021).
2.3.2 Vaksin Subunit Klebsiella pneumoniae

a. Polisakarida kapsul

Polisakarida kapsul sebagai basis vaksin K. pneumoniae memiliki
imunogenitas yang tinggi pada permukaan kapsul (Follador et al., 2016; Lee et al.,
2012). Hingga saat ini terdapat 77 serotipe kapsul yang telah ditemukan dan
diidentifikasi dalam bakteri K. pneumoniae (Follador et al., 2016; Patro &
Rathinavelan, 2019b). Meski variabilitas kapsulnya yang tinggi, saat ini komposisi
polisakarida tidak lebih imunogenik dibandingkan vaksin berbasis protein. VVaksin
ini hanya cukup protektif pada orang dewasa dan tidak efektif pada anak kecil (Ada
& lIsaacs, 2003; Paton & Trappetti, 2019).

b. Lipopolisakarida

Lipopolisakarida merupakan salah satu molekul yang imunogenik.
Lipopolisakarida menyebar di permukaan dan lebih sedikit variasi dibandingkan
dengan polisakarida (Assoni et al., 2021). Hingga saat ini ditemukan 11 variasi
antigen O pada K. penumoniae (Patro & Rathinavelan, 2019a). K. pneumoniae
melalui rute intramuskular dan intrauretra memiliki sifat protektif yang ditandai
oleh penurunan kolonisasi bakteri pada ginjal. (Chathley et al., 1996).
Imunogenitasnya yang tinggi, beberapa studi menunjukan beberapa resiko untuk
kelompok dengan sistem imun yang lemah atau dengan kondisi penyakit tertentu
(Opal et al., 1999; Wassenaar & Zimmermann, 2018).

c. Outer Membrane Vesicle

Klebsiella pneumoniae merupakan satu dari banyak bakteri Gram negatif yang
menghasilkan outer membrane vesicle (OMV). OMV merupakan faktor virulensi
penting yang terdiri atas vesikel lipid yang mengandung LPS, lipid, dinding sel,
asam nukleat dan protein, protein sitoplasma dan toksin. (Chathley et al., 1996;
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Lee etal., 2012). Outer membrane vesicle pada K. pneumoniae mampu menginduki
peningkatan produksi IL-1B, IL-8, IL-6, dan TNFa (Martora et al., 2019). Salah
satu feedback imunogenitas OMV adalah sekresi OmpA dan OmpC dalam vesikel
yang berkontribusi pada respons inflamasi. Selain itu pada tikus ditemukan
peningkatan produksi sitokin oleh makrofag akibat adanya OmpK35 dan OmpK36
serta ekspresi sitokin lainnya (Lee et al., 2012). Meskipun vaksin berbasis OMV
menunjukan angka toleransi dan rendahnya toksisitas, perlu diperhatikan lebih
lanjut karena kompleksitas komposisi OMV sehingga menyulitkan untuk
memastikan konsistensi dalam prosedur pembuatan dan pengendalian kualitas
(Assoni et al., 2021).

d. Formulasi Berbasis Ribosom

Formulasi vaksin berbasis ribosom bakteri atau fraksi ribosom telah dilakukan
selama beberapa dekade. Secara umum, vaksin berbasis ribosom bakteri terbukti
meningkatkan perlindungan jika dibandingkan dengan vaksin sel utuh. Vaksin
berbasis ribosom yang diekstrak dari bakteri K. pneumoniae telah menunjukan
perlindungan secara sistemik ketika diinjeksi secara subkutan (Gregory, 1986
dalam Assoni et al., 2021). Studi lain menunjukan aerosol formulation based
bakteri K. pneumoniae juga signifikan meningkatkan 1gG dan IgM level. Hingga
saat ini efikasi ribosomal-based formulation vaksin masih kontroversial
dikarenakan banyaknya kontaminasi yang terjadi sehingga memungkinkan adanya
bias dalam proses perlindungan sistem imun (Michel et al., 1978; Robert et al.,
1981 dalam Assoni et al., 2021).

e. Formulasi Berbasis Protein

Salah satu bentuk formulasi yang memanfaatkan protein sebagai formulasi
vaksin adalah formulasi berbasis protein. Efek perlindungan formulasi berbasis
protein akibat infeksi K. pneumoniae. OmpA juga dikenal sebagai P40 merupakan
pembawa potensial dalam formulasi terkonjugasi (Berlin et al., 2001 dalam Assoni
et al., 2021) . Ketika diberikan sebagai pembawa kombinasi RSV-A, ia dapat
menginduksi sekresi IgA, 1gG1, dan IgG2a. Menariknya, imunisasi OmpA
rekombinan menginduksi responss Th1/Th2 termasuk sitokin diantaranya IL-2,
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IgG, IL-10, dan IFNy. (Berlin et al., 2001; Caroline Soulas et al., 2000 dalam
Assoni et al., 2021).

f.  Fimbriae/Pili

Klebsiella pneumoniae ditemukan dua tipe fimbriae/pili yakni tipe 1 dan tipe
3. Pili tipe 1 berfungsi sebagai adhesi pada epitel dan membran mukosa sedangkan
pada subunit pili tipe 3 penting untuk adhesi dan pembentukan biofilm pada
permukaan biotik dan abiotik (Witkowska et al., 2005 dalam Assoni et al., 2021).
Variabilitasnya yang rendah menjadikan keuntungan tersendiri bagi vaksin berbasis
pili. Kedua subunit pili tersebut telah dievaluasi sebagai pembawa protein. Hasil
menunjukan peningkatan produksi IL-6 dan IFN dengan adanya kedua konjugat pili
(Witkowska et al., 2005 dalam Assoni et al., 2021).

g. Toksin

Klebsiella pneumoniae menghasilkan serta mengsekresikan toksin dan
antitoksin. Strain yang dihasilkan oleh K. pneumoniae sangat virulen sehingga
termasuk kandidat vaksin (Fernandez-garcia et al., 2016). Enterotoksin K.
pneumoniae juga stabil dalam suhu panas (Singh & Sharma, 2001 dalam Assoni et
al., 2021). Toksoid dari K. pneumoniae berasal dari sitotoksin | endogen yang
meningkatkan imunitas infeksi sistemik. Toksoid tersebut diantatanya KCT-1 dan
PBE (Klipstein et al., 1983 dalam Assoni et al., 2021).

2.4 Rute Pemberian

Terdapat beberapa pemilihan rute pemberian bagi hewan coba penelitian:
intravena/intravenous, subkutan/subcutaneous, intraperitoneal, dan oral. Setiap
jenis rute pemberian dipengaruhi oleh kebutuhan spesifik tiap studi (Al Shoyaib et
al., 2019) . Pemberian secara intravena memiliki absorpsi yang maksimal dan
penyerapan yang cepat namun menyebabkan kondisi stress pada hewan coba.
Pemberian secara intravena juga sangat sulit pada studi yang membutuhkan
pemberian agen secara berulang (Jin et al., 2015; Al Shoyaib et al., 2019).
Pemberian secara subkutan juga tidak disarankan pada pemberian agen dengan

volume yang banyak. Kekurangan lain pada pemberian subkutan yakni rendahnya
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laju absorpsi dan bioavaibilitas (Al Shoyaib et al., 2019). Landasan lain tidak dapat
dipilihnya rute subkutan disebabkan karena injeksi dengan metode subkutan
menyebabkan sensasi nyeri sehingga hewan coba mengalami stres. Hal tersebut
meyebabkan terinduksinya respons inflamasi sehingga dapat menjadi bias pada
hasil penelitian (Usach et al., 2019). Pemberian secara oral tidak sesuai pada
pemberian zat berupa agen biologis seperti bakteri, virus, parasit. Injeksi
intraperitoneal (IP) merupakan rute yang direkomendasikan bagi penelitian
eksperimental menggunakan agen biologis. Berbeda dengan pemberian IV yang
tidak dapat digunakan pada pemberian zat secara berulang, rute secara
intraperitoneal sangat cocok diberikan pada studi yang memerlukan pemberian zat
secara berulang. Injeksi secara intraperitoneal juga tidak terlalu memicu kondisi
stres pada hewan coba. Selain itu, pemberian secara intraperitoneal juga disarankan
karena memiliki luas permukaan yang besar serta terdapat pembuluh darah besar
yang meningkatkan penyerapat zat. Pemberian dengan berat molekul 30.000 Da
juga sangat disarankan karena terserap maksimal oleh pembuluh limfatik untuk
dilanjutkan ke sirkulasi sistemik. Rute pemberian secara intraperitoneal juga
memiliki laju absorpsi yang lebih tinggi dibandingkan subkutan dan oral. Sejumlah
keuntungan tersebut menyebabkan rute intraperitoneal lebih dipilih dibandingkan

rute pemberian yang lain (Al Shoyaib et al., 2019).
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Infeksi Klebsiella pneumoniae seringkali menyebabkan wabah nosokomial
dan infeksi komunitas/community-acquired infection (CAIl). Penanganan yang
diperlukan untuk menangani hal tersebut ialah dengan mengembangkan vaksin.
Hingga saat ini, terdapat beberapa jenis vaksin K. pneumoniae yang sedang
dikembangkan, diantaranya whole-cell vaccine dan sub-unit vaccine. Sub-unit
vaccine dapat berasal dari beberapa materi bakteri yang bekerja sebagai faktor
virulensi, salah satunya vaksin berbasis protein pili (Assoni et al., 2021). Protein
pili merupakan bagian dari bakteri yang nantinya akan berfungsi sebagai adhesi
untuk perlekatan pada permukaan host cell serta pembentukan biofilm (Riwu et al.,
2022). Berat molekul 65,5 kDa terpilih menjadi kandidat vaksin karena pada band
yang paling tebal. Band paling tebal pada SDS-PAGE menunjukkan konsentrasi
pada berat molekul tersebut adalah yang tertinggi (Agustina, 2022).

Injeksi protein pili dengan berat molekul 65,5 kDa dapat menginduksi
sistem imun baik sistem imun bawaan maupun sistem imun adaptif. Salah satu
respons imun yang terinduksi ialah imunoglobulin. Imunoglobulin merupakan
antibodi glikoprotein yang diproduksi oleh sel plasma (Vaillant et al., 2023). Sel
plasma merupakan sel yang menghasilkan protein dan berpartisipasi dalam respons
sistem imun humoral seperti: bakteri, jamur, dll. Antibodi sangat berperan penting
pada sistem imunitas setiap manusia, Selain 1gG, terdapat antibodi lain yang
diproduksi oleh tubuh, diantaranya: IgA, IgM, IgD, dan IgE (Maibom-thomsen et
al., 2019). Respons imun adaptif dimulai ketika sel dendritik dan makrofag, yang
bertindak sebagai antigen-presenting cells (APC), menyajikan antigen melalui
major histocompatibility complex (MHC). Karena K. pneumoniae adalah bakteri
ekstraseluler, MHC Il akan menyajikan antigen kepada sel T-helper. Sel T-helper
diantaranya termasuk Th-1, Th-2, dan Th-17 yang merupakan diferensiasi dari Sel
T CD4+ sedangkan Cytotoxic T Lympochyte (CTL) merupakan diferensiasi dari sel
CDB8+. Sel T-helper-2 kemudian membantu mengaktifkan dan mendiferensiasi sel
B, yang akan berubah menjadi sel plasma dan memproduksi antibodi, diantaranya
Imunoglobulin A, Imunoglobulin D, Imunoglobulin E, Imunoglobulin M, dan
Imunoglobulin G. Imunoglobulin A (IgA) merupakan antibodi yang dihasilkan oleh

lapisan mukosa dan bekerja sebagai lini pertahanan pertama pada lapisan mukosa.
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Imunoglobulin D (IgD) hingga saat ini masih diteliti lebih dalam terkait perannya.
Imunoglobulin E (IgE) merupakan mekanisme pertahanan penting terutama dalam
melawan infeksi basofil dan mediasi reaksi alergi. Imunoglobulin M (IgM)
merupakan antibodi yang diproduksi pada fase awal infeksi. Imunoglobulin G (IgG)
merupakan antibodi yang diproduksi pada fase kronis infeksi. Antibodi ini
berfungsi untuk mengeliminasi bakteri melalui beberapa mekanisme, termasuk
toxin neutralizing, immunophagocytosis via opsonizing, dan complement-
associated immunolysis. Toxin neutralizing menetralisir racun yang dihasilkan oleh
bakteri dengan neutralizing-antibody (Nab). Neutralizing-antibody bekerja dengan
mengikat patogen yang dapat mencegah patogen menginfeksi sel inang.
Immunophagocytosis via opsonizing melibatkan neutrofil dan makrofag untuk
melakukan fagositosis setelah 1gG melekat pada bakteri. Opsonisasi merupakan
mekanisme imun dengan menandai bakteri sehingga dapat dikenali. Mekanisme ini
bekerja dengan menandai bakteri dengan antibodi kemudian ikatan tersebut
dikenali dan difagosit lebih cepat oleh neutrofil dan makrofag yang merupakan
bagian dari sistem imun bawaan. Complement-associated immunolysis membunuh
bakteri dengan melisiskannya melalui sistem komplemen. Sistem komplemen
merupakan bagian dari respons imun bawaan yang salah satunya bisa diaktivasi
oleh adanya antibodi yang berikatan dengan patogen. Tiga mekanisme tersebut
akan membantu respons imun inang untuk mencegah bakteri melanjutkan siklus
hidupnya serta mengeliminasi bakteri lebih cepat. Sehingga, terbentuk proteksi
pada tubuh inang yang mencegah infeksi Klebsiella pneumoniae (Laing, 2019;
Murphy & Weaver, 2016 dalam Sawa et al., 2019).
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3.4 Kerangka Konseptual
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Gambar 2.10 Kerangka Konseptual

Hingga saat ini, perkembangan vaksin Klebsiella pneumoniae masih terus
berkembang. Salah satu potensi vaksin yaitu menggunakan pili yang merupakan
salah satu faktor virulensi. Protein pili merupakan kandidat vaksin karena telah
signifikan meningkatkan respons imun baik sistem imun bawaan maupun sistem
imun adaptif. Injeksi protein pili sebesar 65,5 kDa diharapkan mampu
meningkatkan respons imun adaptif yang nantinya akan meningkatkan kadar 1gG
yang merupakan salah satu antibodi dalam sistem imun humoral. Munculnya IgG
sebagai respons imun diharapkan mampu mencegah infeksi yang disebabkan oleh
bakteri Klebsiella pneumoniae melalui proses complement-associated immunolysis,
toxin neutralizing, dan immunophagocytosis via opsonizing (Laing, 2019; Murphy
& Weaver, 2016; Sawa et al., 2019)
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2.6 Hipotesis Penelitian

Terdapat peningkatan kadar 19G pascainjeksi protein pili dengan berat molekul

65,5 kDa Klebsiella pneumoniae pada serum mencit galur BALB/C.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental in vivo murni dengan
desain randomized posttest only controlled group. Pengukuran kadar
Imunoglobulin-G dilakukan menggunakan pengujian ELISA. Kelompok kontrol
(KK) hanya diinjeksi dengan PBS. Kelompok adjuvan (KA) merupakan kelompok
yang hanya menerima freund’s adjuvant dan PBS sedangkan kelompok perlakuan
(KP) diinjeksi dengan protein pili 65,5 kDa yang dicampur dengan PBS dan
freund’s adjuvant. Injeksi pada mencit dilakukan melalui injeksi intraperitoneal
yang merupakan metode yang paling umum untuk injeksi mencit, yang
mempercepat drainase ke sistem limfatik dan kemudian ke sistem vaskular,
sehingga memicu responss lokal dan sistemik (Greenfield, 2020). Injeksi dilakukan
pada hari ke 0, hari ke 14, dan hari ke 28. Pengambilan sampel untuk mengukur
kadar IgG dilakukan pada hari ke 14 setelah injeksi ketiga.

(o))
DD S S e S e

L))
e @ @™ (w0

Gambar 3.1. Skema Penelitian

Keterangan:
S : Sampel
R : Randomisasi

KK : Kelompok kontrol
KA : Kelompok adjuvan
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: Kelompok perlakuan

: Hari ke-0 merupakan waktu randomisasi dan perlakuan pertama

: Hari ke-14 merupakan waktu perlakuan kedua

: Hari ke-28 merupakan waktu perlakuan ketiga

. Hari ke-42 merupakan waktu terminasi mencit dan pengukuran kadar 1gG

: Perlakuan kepada kelompok kontrol yang diinjeksi dengan 200 uL PBS melalui

intraperitoneal

: Kelompok adjuvan yang diberi perlakuan dengan injeksi campuran 100 uL

freund’s adjuvant dan 100 uL PBS secara intraperitoneal.

: Kelompok perlakuan yang diberi perlakuan dengan injeksi campuran 8 uL volume

antigen, 100 uL freund’s adjuvant, dan 92 uL PBS secara intraperitoneal.

: Terminasi dan pengambilan sampel serum darah mencit

: Pengukuran kadar 1gG dengan metode uji ELISA

3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Biokimia, dan Rumah

Hewan Coba Fakultas Kedokteran Universitas Jember antara bulan Mei hingga
Desember 2024.

3.3 Populasi dan Sampel/Subyek Penelitian

3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah mencit putih jantan galur BALB/C

berusia 6-8 minggu. Dengan kriteria inklusi yang digunakan adalah:
a. Mencit putih jantan galur BALB/C,

b. Usia 6-8 minggu dengan berat sekitar 25 gram,

c. Kondisi mencit sehat, aktif, dan memiliki mata jernih.

Sedangkan kriteria eksklusi dalam penelitian ini meliputi:

a. Mencit yang sakit, ditandai dengan kelemahan, bulu kusam, dan kurang nafsu

makan, terlihat adanya luka infeksi, dan meninggal dunia selama penelitian

berlangsung,

b. Mencit dengan luka berat yang mungkin disebabkan oleh gigitan mencit lain,

c. Mencit yang darahnya tidak dapat diambil melalui cardiac puncture.
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3.3.2 Sampel penelitian
Sampel penelitian ini adalah serum darah dari 24 mencit putih jantan galur
BALB/C.

3.3.3 Teknik Pengambilan Sampel

Sampel dalam penelitian ini diambil menggunakan metode simple random
sampling dari populasi mencit putih jantan galur BALB/C sebagai hewan
percobaan. Simple random sampling merupakan teknik pengambilan sampel secara
acak tanpa mempertimbangkan strata dalam populasi, sehingga setiap anggota
populasi memiliki peluang yang sama untuk terpilih sebagai sampel. Metode yang
digunakan untuk simple random sampling ini adalah undian atau lotere. Prosesnya
dimulai dengan membentuk tiga kelompok kelompok perlakuan pertama sebagai
kelompok kontrol (KK) diinduksi dengan PBS, kelompok perlakuan kedua sebagai
kelompok adjuvan (KA) yang diinduksi freund’s adjuvant dan PBS, serta kelompok
perlakuan ketiga sebagai kelompok perlakuan (KK) yang diinduksi antigen protein
pili 65,5 kDa K.pneumoniae yang dicampur dengan PBS dan Freund’s adjuvant.
Setiap kelompok terdiri atas 8 mencit, dan semua mencit dalam populasi diberi
nomor dari 1 hingga 24. Aplikasi spin wheel digunakan untuk memilih nomor
mencit serta mengelompokkan nomor populasi yang terpilih ke dalam kelompok
kontrol (KK).

3.3.4 Besar Sampel Penelitian
Penentuan jumlah sampel dilakukan dengan merujuk perhitungan
menggunakan Degree of Freedom (Arifin & Zahiruddin, 2017). Rumus perhitungan
sampel dijabarkan sebagai berikut:
Sampel minimum
= % +1
=?+1

=434~14
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Sampel maksimum

20
=—+1
k

20
=—+1
3

=7,67~8
Keterangan:
k = jumlah kelompok perlakuan
Berdasarkan hasil hitungan tersebut, didapatkan jumlah sampel sebanyak 4 — 8 ekor

tiap kelompok dengan jumlah maksimum 8.

3.4 Jenis dan Sumber Data
Jenis data pada variabel yang diukur pada penelitian ini merupakan data

primer. Data primer diambil dari kadar Imunoglobulin-G pada serum hewan coba.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas adalah variabel yang memengaruhi atau menjadi penyebab
terjadinya perubahan pada variabel dependen (Hernawati, 2017). Dalam penelitian
ini, variabel bebasnya adalah protein pili 65,5 kDa K. pneumoniae. Variabel ini
berperan dalam perbedaan perlakuan di antara tiga kelompok kelompok perlakuan
pertama sebagai kelompok kontrol (KK) yang diinduksi dengan PBS, kelompok
perlakuan kedua sebagai kelompok adjuvan (KA) yang diinduksi freund’s adjuvant
dan PBS, serta kelompok perlakuan ketiga sebagai kelompok perlakuan (KP) yang
diinduksi protein pili 65,5 kDa K. pneumoniae dicampur dengan PBS dan freund’s

adjuvant.

3.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat (dependen) adalah variabel yang dijelaskan atau dipengaruhi
oleh variabel independen (Hernawati, 2017). Dalam penelitian ini, variabel
terikatnya adalah kadar 1gG dalam serum mencit putih jantan galur BALB/C, yang
diukur menggunakan metode ELISA.
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Definisi operasional dalam penelitian ini dipaparkan dalam tabel 3.1 dibawah

ini:

Tabel 3.1 Variabel Penelitian

Nama
Variabel

Definisi Operasional

Cara Ukur

Jenis
Data

Protein  Pili
65,5 kDa
Klebsiella
pneumoniae

Protein pili adalah protein yang
diisolasi dari pili bakteri
Klebsiella pneumoniae. Protein
pili telah melalui proses
purifikasi protein, uji
hemaglutinasi untuk melihat
kemampuan hemaglutinin, dan
identifikasi berat molekul 65,5
kDa dengan metode SDS-
PAGE (Agustina, 2022).
Protein diinjeksikan melalui
jalur intraperitoneal dengan
volume perkelompok mencit
yaitu 8 uL.

Konsentrasi protein pili
diukur ~ menggunakan
metode Kingsley dengan
menginkubasi campuran
reagen biuret dan sampel
kemudian diukur pada
spektrofotometer dengan
panjang gelombang 545
nm

Rasio

Kadar 1gG

IlgG adalah antibodi yang
diproduksi oleh sel plasma
(Allen & Sharma, 2022) yang
kadarnya diketahui melalui
pembacaan ELISA dari serum
mencit jantan galur BALB/c.

Kadar diukur
melalui metode
competitive ELISA

[o]€

Rasio
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3.7 Instrumen Penelitian
3.6.1 Alat

Alat yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah adalah elektroforesis
horizontal, SDS-PAGE, incubator, vortex, magnetic stirrer, centrifuge, autoclave,
beaker glass, refrigerator, tabung falcon, mikroplate V 96 well, mikropipet, blue
tip, yellow tip, white tip , ELISA reader, ELISA kit, timbangan analitik, gunting,
scapel, gelas ukur, tabung eppendorf, disposable spuit 3 cc, disposable spuit 1 cc,
disposable needle 26 G, schott bottle, kandang hewan coba, tempat pakan dan

minum hewan coba, papan bedah.

3.6.2 Bahan

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini yaitu potongan pili bakteri
K.pneumoniae, Phosphate Buffer Saline (PBS), Complete Freunds’s Adjuvant
(CFA), Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA), Ketamine xylazine, es batu, serum

mencit, dan mencit jantan strain BALB/C.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Uji Kelayakan Etik
Peneliti mengajukan persetujuan etik kepada Komisi Etik Fakultas

Kedokteran Universitas Jember karena menggunakan mencit sebagai hewan coba.

3.7.2 Preparasi Protein Pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae

Protein pili Klebsiella pneumoniae dengan berat molekul 65,5 kDa telah
melewati proses purifikasi protein. Setelah melalui proses purifikasi protein, sampel
dilanjutkan dengan perhitungan kadar protein dengan metode Kingsley (GEBA,
2019). Sampel protein didapatkan dari penelitian Agustina et al., (2022) dan
didapatkan kadar konsentrasi protein sebesar 0,64 gr/dL. Selanjutnya, protein pili
dengan berat molekul 65,5 kDa dilanjutkan dengan uji hemaglutinasi untuk

mengukur kemampuan aglutinin. Bahan penelitian protein pili dengan berat
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molekul 65,5 kDa telah melalui uji hemaglutinasi dan didapatkan hasil positif
dengan titer 1/8 pada penelitian Agustina et al., (2022).

3.7.3 Aklimatisasi Hewan Coba

Aklimatisasi adalah tahap penting dalam pemeliharaan hewan coba yang
bertujuan membantu hewan beradaptasi dengan lingkungan baru. Dengan
demikian, saat tindakan dilakukan, diharapkan hewan tersebut tidak mengalami
stres (Hasanah, 2017; Mutiarahmi et al., 2021). Aklimatisasi mencit dilakukan
dengan memelihara 24 mencit jantan galur BALB/C selama 7 hari di Laboratorium
Hewan Coba Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Jika ada hewan yang sakit
atau mati, hewan tersebut akan dikeluarkan dari penelitian. Setelah periode 7 hari,
mencit akan dirandomisasi sebelum imunisasi sesuai dengan kelompok perlakuan

yang telah ditentukan.

3.7.4 Induksi Mencit dengan Protein Pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae
Setelah proses aklimatisasi selama 7 hari, mencit akan dirandomisasi
sebelum induksi sesuai dengan kelompok perlakuan. Terdapat tiga kelompok
perlakuan yang berbeda kelompok pertama sebagai kelompok kontrol (KK) yang
diinduksi dengan PBS; kelompok kedua sebagai kelompok adjuvan (KA) yang
menerima freund’s adjuvant dan PBS; dan kelompok ketiga sebagai kelompok
perlakuan (KP) yang diinduksi dengan protein pili 65,5 kDa dari Klebsiella
pneumoniae yang dicampurkan dengan PBS dan freund’s adjuvant. Induksi pada
mencit dilakukan secara intraperitoneal sebanyak tiga kali dengan jangka waktu
yang diberikan adalah dua minggu, sehingga penyuntikan dilakukan pada hari ke 0,
hari ke 14, dan hari ke 28 (Care & U, 2017; Greenfield, 2019a, 2020). Sebelum
dilakukan induksi, antigen protein pili 65,5 kDa didiamkan di suhu ruang hingga
mencair dan dapat dilakukan induksi. Adjuvan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah complete freund’s adjuvant (CFA) dan incomplete freund’s adjuvant (IFA).
CFA mengandung mikobakteri yang tidak aktif, sehingga digunakan sebagai
priming pada awal induksi kelompok mencit KA dan KP. Di sisi lain, IFA hanya
terdiri dari air dan emulsi minyak, dan digunakan sebagai booster untuk kelompok
mencit KA dan KP (Care & U, 2017; Greenfield, 2019a). Dosis antigen yang
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digunakan adalah 50 pg kemudian didapatkan volume antigen yang diinjeksikan
kepada setiap mencit untuk kelompok perlakuan (KP) sebesar 8 uL (Lampiran 1)
(Greenfield, 2019b). Perbandingan antara adjuvan dan campuran antigen-PBS
adalah 1:1 (Greenfield, 2020). Perhitungan dosis masing-masing kelompok
tercantum pada Lampiran 1.

3.7.5 Preparasi Sampel Serum Mencit Jantan Galur BALB/C

Empat belas hari setelah induksi ketiga, mencit akan diterminasi. Mencit
dianestesi secara intraperitoneal dengan kombinasi ketamin dan xylazine. (Erickson
et al., 2016; IOWA, 2023). Setelah anestesi berfungsi, mencit dibedah di bagian
abdomen hingga peritoneum terbuka. Selanjutnya, darah diambil melalui cardiac
puncture menggunakan spuit dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf.
Persiapan sampel mengikuti prosedur yang tercantum dalam manual buku ELISA
kit. Sampel darah dibiarkan selama 10-20 menit pada suhu ruang. Kemudian,
sampel disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 20 menit. Supernatan
yang dihasilkan dapat segera diambil untuk pengujian langsung atau disimpan pada
suhu -20° C dengan jangka waktu maksimal pengujian langsung satu bulan atau -

80°C dengan jangka waktu maksimal pengujian langsung tiga bulan.

3.7.6  Uji ELISA

Sebelum melakukan pengujian, sample serum dan ELISA kit yang disimpan
dalam lemari pendingin diletakkan pada suhu ruang. Langkah pertama yang
dilakukan adalah menyiapkan reagen sesuai dengan prosedur di ELISA Kit.
Memasukkan 120 ul reagen standart diluent ke dalam eppendorf label 5,
dihomogenkan lalu memindahkan 120 ul campuran pada eppendorf 5 ke eppendorf
4 dan seterusnya. Mengencerkan wash buffer concentrate 25x ke dalam double
distilled water sesuai kebutuhan dengan perbandingan 20 ml untuk 500 ml volume
campuran.

Langkah berikutnya adalah menyiapkan mapping ELISA untuk menentukan
jumlah strip yang dibutuhkan. Memasukkan 50 ul standart ke setiap sumuran, dan
memasukan 50 uL sample ke sumuran sampel dan tambahkan 50 ul biotinylated

antigen ke setiap sumuran. Tutup dengan sealer dan inkubasi selama 60 menit pada
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suhu 37° C. Buka sealer, keluarkan cairan dan cuci sebanyak 3 kali dengan wash
buffer yang dilanjutkan dengan mengeringkan sumuran plate. Setelah bersih,
tambahkan 50 ul avidin-HRP ke sumuran, tutup dengan sealer dan inkubasi selama
60 menit pada suhu 37° C. Buka sealer dan cuci kembali sebanyak tiga kali.
Kemudian, tambahkan 50 ul substrate A dan 50 uL substrate B ke dalam setiap
sumuran. Tutup dengan sealer dan inkubasi selama 10 menit pada suhu 37° C dalam
kondisi gelap. Tambahkan 50 uL stop solution ke setiap sumuran plate dan warna
akan berubah dari biru menjadi kuning. Kemudian hitung optical density setiap well
pada ELISA reader dengan panjang gelombang 450 nm maksimal 10 menit setelah
diberikan stop solution.

3.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini merupakan data primer. Setelah hasil
dari ELISA reader tersedia, konsentrasi 1gG dalam serum darah mencit diuji
dengan uji normalitas Shapiro Wilk dan uji homogenitas Levene Test. Tujuan dari
uji ini adalah untuk menentukan apakah data terdistribusi normal dan untuk
memeriksa apakah varians populasi homogen. Apabila data terdistribusi normal dan
homogen, analisis konsentrasi IgG dilakukan dengan uji parametrik One-Way
ANOVA. Apabila data tidak terdistribusi normal dan/atau tidak homogen maka
menggunakan uji alternatif non-parametrik menggunakan Kruskal-Wallis. Hasil
analisis uji tersebut digunakan untuk melihat apakah terdapat kenaikan IgG

pascainjeksi protein pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae.
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3.9 Alur Penelitian

[ Permohonan Etik Penelitian ]
v
[ Identifikasi dan Pengukuran Berat Molekul Protein Pili dengan metode SDS-PAGE ]
v
[ Pengukuran Tingkat Patogenitas Protein Pili melalui Uji Hemaglutinasi ]
v
[ Pemurnian Protein pili melalui Elektroelusi dan Dialisis ]
v
[ Aklimatisasi Hewan Coba selama 7 Hari J
v
[ Randomisasi Hewan Coba yang Dibagi Menjadi 3 Kelompok ]
v
[ Induksi Mencit secara Intraperitoneal pada Hari ke-0, 14, dan 28 ]
I
v v v
e N
Kelompok Kontrol Kelompok Adjuvan Kelompok Perlakuan
(KK) (KA) (KP)
v ~ v b v
N N T
Induksi hari 0: Induksi hari 0: Induksi hari 0:
PBS 200 pL PBS 100 pL + Antigen 8 uL + PBS
9 ) L CEA 100 il U 92 uL + CFA 100 uL )
2 v v
4 L N ( L N\ )
Induksi hari 14: Induksi hari 14: Induksi hari 14:
PBS 200 pL PBS 100 pL + Antigen 8 uL + PBS
L ) L IEA 100 1l ) L 92 uL + CFA 100 uL )
v v v
o N o N )
Induksi hari 28: Induksi hari 28: Induksi hari 28:
PBS 200 pL PBS 100 pL + Antigen 8 uL + PBS
9 | )L IFA 1|00 ul )L 92 uL + CI|:A 100 uL Py
'd v N\
Terminasi mencit hari ke-42 menggunakan ketamine xylazine
) v .
Pengukuran Kadar 1gG melalui uji ELISA
) ¥ g
Analisis Data

Gambar 3.2 Alur Penelitian
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian
411 Kadar lgG

Kadar 1gG didapatkan dari spesimen serum darah mencit jantan galur
BALB/C yang diukur menggunakan metode ELISA yang diatur dengan panjang
gelombang 450 nm. Hasil absorbansi yang terlihat pada ELISA reader disimbolkan
sebagai y dan konsentrasi disimbolkan sebagai x dengan faktor korelasi (R)
mendekati 1 (R= 0,947). Hasil absorbansi dikonversikan dalam persamaan linier y
= ax + b. Persamaan regresi linear yang didapat dari larutan standar adalah y = -
0,0526x + 0,3616 dengan kurva larutan standar dapat dilihat pada Gambar 4.1.
Konsentrasi 1gG setiap kelompok didapatkan melalui perhitungan pada persamaan

tersebut yang tercantum pada Lampiran 3.

Kurva Standart

0,35 0,317

0,3 0,262

y =-0,0526x + 0,3616
R®=1(,947

0,25

=]
[

0,15 U124 0123

Absorbansi

=]
[

0,05

Konsentrasi

Gambar 4.1 Kurva Standar 1gG

Hasil pengukuran menunjukkan rata-rata kadar IgG terendah ada pada
kelompok kontrol (KK) dengan nilai rata-rata 0,338+0,228 pg/mL yang dijadikan
sebagai acuan nilai normal. Nilai rata-rata tertinggi berikutnya terdapat pada
kelompok adjuvan (KA) dengan nilai rata-rata 1,182+0,514 pg/mL. Nilai rata-rata
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tertinggi diantara seluruh kelompok adalah kelompok perlakuan (KP) dengan nilai
rata-rata 1,475+0,346 pg/mL yang tercantum pada Gambar 4.2.

1,475+0,346

=
o

1,182+0,514

Konsentrasi (pg/mL)
= = =
[ = e k=3

=
"]

0,338+0,228

=
(=]

=
.

=
(3]

Kelompok Kontrol Eelompok Adjuvan Kelompok Perlakuan

Gambar 4.2 Diagram Rata-Rata Konsentrasi 1gG.

4.1 Uji Analisis Statistik
4.2.1 Uji Normalitas

Uji normalitas dengan Shapiro Wilk dilakukan untuk mengetahui sebaran data
normal atau tidak. Hasil uji normalitas menunjukan seluruh data terdistribusi
normal karena seluruh kelompok memiliki nilai p-value lebih dari 0,05 (p>0,05).
Kelompok kontrol (KK) memiliki nilai p-value sebesar 0,645, kelompok adjuvan
(KA) memiliki nilai p-value sebesar 0,558, dan kelompok perlakuan (KP) memiliki
nilai p-value sebesar 0,619 (Tabel 4.1).

Tabel 4.1 Hasil Uji Normalitas

Kelompok Jumlah Sampel p-value
Kelompok Kontrol (KK) 8 0,645
Kelompok Adjuvan (KA) 8 0,558

Kelompok Perlakuan (KP) 8 0,619
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4.2.2 Uji Homogenitas

Uji homogenitas dengan Levene test untuk mengetahui apakah data homogen
atau tidak. Hasil uji homogenitas dengan Levene test menunjukan nilai p-value
0,216 yang menunjukan seluruh data homogen karena memiliki nilai p-value paada
seluruh kategori p > 0,05. Berdasarkan uji normalitas dan uji homogenitas, data
penelitian ini memenuhi syarat data parametrik (Tabel 4.2).

Tabel 4.2 Hasil Uji Homogenitas
Levene Statistic Jumlah sampel p-value

1,653 24 0,216

4.2.3 Uji One-Way ANOVA

Hasil uji normalitas dan homogenitas memenuhi persyaratan uji hipotesis
parametrik, maka dilanjutkan dengan analisis menggunakan One-Way ANOVA.
Hasil analisis dengan uji One-Way ANOVA menunjukan p-value antar kelompok
perlakuan 0,000 (p <0,05) mengartikan data penelitian ini memiliki perbedaan antar

kelompok yang signifikan (Tabel 4.3).

Tabel 4.3 Hasil Uji One-Way ANOVA
Kadar 1gG p-value

Perbandingan antar kelompok 0,000

4.2.4 Uji Post-Hoc

Analisis Uji Post-Hoc menunjukkan kelompok kontrol dibandingkan dengan
kelompok adjuvan mendapatkan nilai signifikansi p-value sebesar 0,001 (p<0,05),
kelompok kontrol dibandingkan dengan kelompok perlakuan mendapatkan nilai
signifikansi p-value sebesar 0,000 (p<0,05), dan kelompok adjuvan dibandingkan
dengan kelompok perlakuan mendapatkan nilai signifikansi p-value sebesar 0,340
(p<0,05). Hasil ini menunjukkan terdapat perbedaan signifikan antara kelompook
kontrol dan kelompok adjuvan serta antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan. Pada kelompok adjuvan dibandingkan dengan kelompok perlakuan
mendapatkan hasil tidak ada perbedaan signifikan (Tabel 4.4).
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Tabel 4.4 Hasil Uji Post-Hoc

Perbandingan antar kelompok p-value

Kelompok kontrol (KK) Kelompok adjuvan (KA) 0,001
Kelompok perlakuan 0,000

(KP)
Kelompok adjuvan (KA) Kelompok kontrol (KK) 0,001
Kelompok perlakuan 0,340

(KP)
Kelompok perlakuan (KP) Kelompok kontrol (KK) 0,000
Kelompok adjuvan (KA) 0,340

4.2 Pembahasan

Penelitian ini menunjukkan terjadi peningkatan kadar 1gG serum pada
kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol setelah diinjeksi protein pili
65,5 kDa Klebsiella pneumoniae. Hasil uji hipotesis One-Way ANOVA
menunjukkan terdapat perbedaan signifikan dengan nilai signifikansi p-value 0,000
(p<0,05). Hasil penelitian ini sejalan penelitian Agustina, (2017) bahwa induksi
protein pili K. pneumoniae secara subkutan pada mencit BALB/C mampu
menginduksi pembentukan antibodi IgG. Selain itu, hasil penelitian ini selaras
dengan studi yang dilakukan oleh Sirat, (2021) antigen dengan berat molekul >10
kDa memiliki sifat imunogenik. Peningkatan kadar 1gG pada kelompok perlakuan
disebabkan oleh pemberian protein pili K. pneumoniae 65,5 kDa yang
mengindikasikan teraktivasinya sistem imun salah satunya antibodi. Pili K.
pneumoniae bekerja pada fase awal infeksi dan berfungsi sebagai adhesi pada sel
inang. Protein pili K. pneumoniae juga digunakan dalam berinteraksi dengan
makrofag dan agregasi bakteri. Dengan mekanisme tersebut, protein pili K.
pneumoniae dapat memicu pembentukan respons imun tubuh inang salah satunya
antibodi IgG (Arato et al., 2021; Bayart et al., 2021; Vaillant et al., 2023).

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya peningkatan kadar 1gG pada
kelompok adjuvan dibandingkan dengan kelompok kontrol. Uji Post-Hoc pada
perbandingan kelompok kontrol dan adjuvan menunjukkan perbedaan signifikan
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dengan nilai signifikansi p-value sebesar 0,001 (p<0,05). Hal tersebut disebabkan
olen karena pemberian complete freund’s adjuvant yang mengandung
mycobacterium yang diinaktifkan. Di sisi lain, incomplete freund’s adjuvant hanya
mengandung emulsi minyak dan air tanpa mengandung Mycobacterium yang
diinaktifkan tersebut. Pemberian complete freund’s adjuvant dan incomplete
freund s adjuvant memiliki peran yang sama penting dalam teraktivasinya sistem
imun. Freund’s adjuvant merangsang induksi Th-2 yang dapat menginduksi
pematangan sel B. Sel B yang matang tersebut akan berdiferensiasi menjadi sel
plasma yang dapat memproduksi antibodi. Pemberian adjuvan digunakan sebagai
pemantik respons vaksin pada populasi sehingga dapat menciptakan kondisi imun
yang protektif (Care & U, 2017; Martifion et al., 2019; Dubé et al., 2020).

Hasil uji Post-Hoc pada kelompok adjuvan dan kelompok perlakuan
menunjukan perbedaan yang tidak signifikan dengan nilai signifikansi p-value
sebesar 0,340 (p>0,05). Hasil pengamatan kedua kelompok menunjukkan rata-rata
kadar 1gG pada kelompok adjuvan lebih rendah dibandingkan kelompok perlakuan.
Hal tersebut terjadi karena pemberian kelompok perlakuan melibatkan antigen
protein pili K. pneumoniae dan adjuvan sedangkan pada kelompok adjuvan hanya
melibatkan pemberian freund’s adjuvant. Adjuvan merupakan zat tambahan yang
memiliki fungsi untuk menginduksi respons imun sebagai akibat dari pemberian
antigen. Adjuvan berfungsi dengan meningkatkan antara penyajian antigen ke sel
imun yang spesifik antigen (Martifion et al., 2019). Kelompok adjuvan hanya
diberikan freund’s adjuvant sebagai pembanding untuk kelompok perlakuan dalam
menilai kemampuan protein pili K. pneumoniae dalam memicu aktivasi sistem
imun. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Suswati et
al., (2022) yang mendapatkan kadar sitokin IL-10 pada kelompok perlakuan yang
diberikan protein piili 65,5 kDa K.pneumoniae lebih tinggi dibandingkan kelompok
adjuvan. Hal ini membuktikan bahwa injeksi protein pili 65,5 kDa K. pneumoniae
menghasilkan antibodi 1gG serum lebih maksimal apabila ditambahkan freund’s
adjuvant (Suswati et al., 2022).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa protein pili dengan berat molekul
65,5 kDa bakteri K. pneumoniae dapat menginduksi pembentukan 1gG, sehingga



44

protein pili dengan berat molekul 65,5 kDa bersifat imunogenik. Imunogenik
adalah kemampuan sebuah protein dalam memunculkan respons imun yang
protektif, bertahan lama dan memiliki memori terhadap protein spesifik (Valor &
Torre, 2013; Wodi & Valerie, 2024). Hasil penelitian ini melengkapi penelitian
Agustina, (2022) yang menyatakan protein pili 65,5 kDa bersifat antigenik sehingga
protein pili 65,5 kDa K. pneumoniae telah terbukti bersifat antigenik dan
imunogenik. Hal tersebut membuktikan bahwa protein pili dengan berat molekul
65,5 kDa bakteri K. pneumoniae merupakan kandidat yang potensial sebagai vaksin

Klebsiella pneumoniae.
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BAB 5. KESIMPULAN, KETERBATASAN, DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa injeksi protein
pili dengan berat molekul 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae signifikan
meningkatkan kadar Imunoglobulin G serum pada mencit jantan galur BALB/C.
Data penelitian menunjukkan kelompok perlakuan yang diberikan protein pili 65,5
kDa K. pneumoniae memiliki perbedaan signifikan dengan nilai signifikansi p-
value 0,000 (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol selaku nilai normal.
Oleh karena itu, protein pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae bersifat imunogenik

dan merupakan kandidat potensial untuk vaksin pneumonia.

5.2 Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki keterbatasan hanya meneliti satu dosis antigen protein
pili berdasarkan penelitian sebelumnya, sehingga tidak diketahui dosis optimal
antigen protein pili 65,5 kDa dalam memengaruhi kadar 1gG.

5.3 Saran
Penelitian ini memiliki sejumlah kekurangan sehingga saran yang dapat
diberikan oleh peneliti, yaitu:

a. Penelitian selanjutnya disarankan untuk meneliti beberapa dosis antigen protein
pili sehingga dapat menentukan pada dosis berapa antigen tersebut memiliki sifat
imunogenik.

b. Penelitian selanjutnya disarankan untuk meneliti antibodi serta sitokin lain untuk
menambah informasi terkait perkembangan vaksin berbasis protein pili.

c. Penelitian selanjutnya disarankan untuk meneliti berat molekul lain untuk
menambah informasi terkait berat molekul pili lainnya, mengetahui efek

samping, dan tingkat imunogenitas masing-masing berat molekul.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Rumus Dosis Injeksi

d.

Kelompok Kontrol (KK)

PBS 200 pL

Kelompok Adjuvan (KA)

Volume PBS =100 pL

Volume CFA/IFA =100 pL

Kelompok Perlakuan (KP)

Konsentrasi protein = 0,64 gr/dL = 6400 pg/mL

Volume antigen

Konsentrasi protein _ antigen

1 x
6400 _ 50

1 X

_ 6400

50
x =0,0078 mL

x = 0,008 mL
X=8uL
Volume PBS
V Campuran PBS + Antigen = Volume PBS — Volume antigen
Volume PBS =100 pL — 8 pL
Volume PBS =92 uL
Volume CFA/IFA
Volume Total = Volume CFA/IFA — Volume Campuran
200 pL = Volume CFA/IFA — Volume Canpuran
Volume CFA/IFA =200 pL — 100 pL
Volume CFA/IFA =100 pL
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Lampiran 2 (Etik Penelitian)

KEMENTERIAN PENDIDIKAN TINGGI, SAINS,
DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN

KOMITE ETIK PENELITIAN KESEHATAN (KEPK)
Jalan Kalimantan 37, KampusTegalBoto, Jember 68121
Telepon: (0331) 324446,337877, Faksimile: (0331) 324446
Laman: fk.unej.ac.id, Email: fk@unej.ac.id, Email: kepk. fk@unc;j.ac.id

IJU
ETHICALAPPROVA L
Nomor: 5.2.2..8..../UN25.I.IO.2/KFJ2024

Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the protection
of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal entitled :

Analisis Perubahan Kadar Imunoglobulin-G Serum Pascainjeksi Protein Pili 65,5 Kda
Klebsiella Pneumoniae Mencit Galur Balb/C: Studi Eksperimental Vaksin Pneumonia

Analysis Of Changes In Serum Immunoglobulin-G Levels Post Injection Of Pili Protein 65,5 Kda
Klebsiella Pneumoniae Balb/C Strain Mice: Experimental Study Pneumonia Vaccine

Peneliti Utama : Priska Liana Lutianto

Name of the principal investigator

NIM/NIP : 212010101088

Nama Institusi - Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

Masa berlaku persetujuan etik ini 1 tahun
The validity period of this ethical approval is

1 year

de. AViL-Méhawaroh Aziz, M.Biomed
NIP. 198903132014042002



Lampiran 3 (Hasil Analisis Data)
1. Larutan Standar

Nama Absorbansi Konsentrasi
STD1 0,317 0,847
STD 2 0,262 0,893
STD 3 0,193 3,205
STD 4 0,124 4,517
Blank 0,123 4,536

2. Kelompok Kontrol (KK)

Nama Absorbansi Konsentrasi
1 0,384 0,426
2 0,352 0,183
3 0,393 0,597
4 0,379 0,331
5 0,358 0,068
6 0,348 0,259
7 0,355 0,125
8 0,324 0,715

3. Kelompok Adjuvan (KA)

Nama Absorbansi Konsentrasi
1 0,296 1,247
2 0,376 0,274
3 0,258 1,970
4 0,336 0,981
5 0,323 0,734
6 0,424 1,186
7 0,259 1,951
8 0,323 1,114




4. Kelompok Perlakuan (KP)
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Nama

Absorbansi

Konsentrasi

0,273

1,684

0,267

1,798

0,277

1,608

0,289

1,380

0,312

0,943

0,286

1,437

0,307

1,038

© N o o M wW| N P

0,261
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5. Proses Pengerjaan ELISA
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6. Pembacaan Absorbansi dengan ELISA reader
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Lampiran 4 (Dokumentasi Penelitian)

Gambar 1. Aklimatisasi Hewan Coba Selama 7 Hari

Gambar 2. Randomisasi
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Gambar 4. Persiapan Substan yang Kemudian Diinjeksikan Secara Intraperitoneal



Gambar 8. Proses Sentrifugasi Sampel Darah
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Gambar 9.

Pengukuran 1gG dengan Metode ELISA
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