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RINGKASAN

Peran Outer Membrane Protein (OMP) 32 kDa Klebsiella pneumoniae sebagai
Protein Hemaglutinin dan Adhesin; Bima Setia Sandya Nugraha,
152010101121, 2018: 58 halaman; Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang termasuk ke dalam famili
Enterobactericeae yang sering menjadi penyebab terjadinya infeksi pada tubuh
manusia. Saat ini K. pneumoniae memiliki kemampuan untuk resisten terhadap
beberapa antibiotik yang diketahui memiliki keterkaitan dengan modifikasi dari
salah satu faktor virulensi yang dimiliki oleh K. pneumoniae. Salah satu
komponen dinding luar bakteri Gram-negatif yang diperkirakan terlibat pada
berkembangnya imunitas adalah Outer Membrane Protein (OMP). Penelitian
yang menjelaskan mengenai peran OMP 32 kDa sebagai protein hemaglutinin dan
adhesin belum diteliti.

Jenis penelitian yang dilakukan ialah penelitian deskriptif analitik. Sampel
yang digunakan berupa Outer Membrane Protein (OMP) yang didapatkan dari
bakteri K. pneumonia. Variabel bebas pada penelitian ini adalah berat molekul
OMP 32 kDa K. pneumoniae, sedangkan variabel terikatnya ialah adanya
aglutinasi darah mencit dan indeks adhesi. Untuk menemukan dan membuktikan
adanya protein hemaglutinin pada OMP 32 kDa bakteri K. pneumoniae sebagai
protein hemaglutinin dan adhesin, maka dilakukan analisis deskriptif dan uji
korelasi-regresi.

Hasil uji hemaglutinasi menunjukkan bahwa semakin tinggi pengenceran
maka semakin kecil titer hemaglutinasi. Berdasarkan hasil perhitungan indeks
perlekatan bakteri K. pneumoniae pada sel enterosit mencit, menunjukkan bahwa
semakin rendah konsentrasi OMP, maka semakin tinggi tingkat perlekatan K.
pneumoniae yang menempel pada sel enterosit.

Kesimpulan penelitian ini adalah Outer Membrane Protein (OMP) 32 kDa
K. pneumoniae dapat berperan sebagai protein hemaglutinin dan adhesin.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram-negatif yang termasuk ke
dalam famili Enterobactericeae yang berbentuk basil pendek, tidak menghasilkan
spora, memiliki kapsul, dan nonmotil karena tidak memiliki flagel. Berdasarkan
kebutuhannya terhadap oksigen, K. pneumoniae merupakan bakteri fakultatif
anaerob. Dalam media agar, pertumbuhan K. pneumoniae menunjukkan sifat
mukoid. Bakteri ini memiliki kemampuan memfermentasikan karbohidrat untuk
membentuk asam dan gas. Selain itu, K. pneumoniae juga memiliki kemampuan
untuk memfermentasikan laktosa (Brooks dkk., 2014; Tarina dan Kusuma, 2017).

K. pneumoniae sering menjadi penyebab terjadinya infeksi pada tubuh
manusia seperti abses hati piogenik, bakteremia, infeksi intra-abdominal, infeksi
saluran kemih, meningitis, dan pneumonia. Bakteremia yang disebabkan oleh K.
pneumoniae telah teridentifikasi pada insidensi tahunan yang mencapai 7,1 per
100.000 kasus. Pada pria lanjut usia memiliki risiko tertinggi untuk terkena
bakteriemia yang disebabkan oleh K. pneumonia. Proses dialisis, transplantasi
organ padat, penyakit hati kronis, dan kanker merupakan faktor risiko terjadinya
bakteriemia oleh K. pneumoniae. Persentase kematian akibat insiden infeksi K.
pneumoniae mencapai 20% dengan angka kematian tahunan mencapai 1,3 per
100.000. K. pneumoniae juga dapat menyebabkan nekrotikans hemoragik pada
paru dan sebagian kecil dapat menyebabkan pneumonia bakterialis. Berdasarkan
data yang didapatkan dari empat rumah sakit yang terletak di Indonesia, yaitu RS
Adam Malik, RS Dr. M. Jamil, RSUD Dr. Muwardi, dan RSUP Persahabatan
menunjukkan bahwa K. pneumoniae menjadi penyebab nomor satu dari kejadian
pneumonia (Meatherall dkk., 2009; Perhimpunan Dokter Paru Indonesia, 2014;
Vading dkk., 2018).

Saat ini K. pneumoniae memiliki kemampuan untuk resisten terhadap
beberapa antibiotik, sehingga K. pneumoniae termasuk dalam patogen Multi Drug
Resistance (MDR) yang dapat mengakibatkan pengobatan untuk infeksi ini sangat

terbatas. Mekanisme resistensi ini melibatkan ekspresi dari Extended Spectrum p-
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Lactamases (ESBLs) oleh K. pneumoniae, yang membuat bakteri ini resisten
terhadap sefalosporin dan monobaktam. Mekanisme resistensi lainnya adalah
adanya ekspresi carbapenemase oleh K. pneumoniae, yang membuat bakteri ini
resisten terhadap hampir semua laktam yang ada, termasuk carbapenem. Tingkat
resistensi terhadap trimethoprim/sulfamethoxazole meningkat secara signifikan
selama tahun 2000 hingga 2007. Selain dari beberapa mekanisme resistensi yang
disebutkan diatas, penelitian lain menyebutkan mekanisme resistensi ini juga
diketahui memiliki keterkaitan dengan modifikasi dari lipopolisakarida (LPS),
yang merupakan salah satu faktor virulensi yang dimiliki oleh K. pneumoniae
(Meatherall dkk., 2009; Wright dkk., 2014; Navon-Venezia dkk., 2016).

K. pneumoniae memiliki beberapa faktor virulensi yang diketahui terlibat
dalam mekanisme patogenik dalam menginfeksi sel inang, diantaranya adalah
kapsul, lipopolisakarida, resistensi serum, pili, dan siderofor. Tiga komponen
dinding luar bakteri Gram-negatif yang diperkirakan terlibat pada berkembangnya
imunitas adalah LPS, membran proteoglikan, dan Outer Membrane Protein
(OMP). Outer Membrane Protein (OMP) merupakan afimbrial adhesin yang
dapat melekat pada hospes lebih kuat dibandingkan pili (Santoso, 2002; Pertiwi
dkk., 2009). Penelitian mengenai faktor adhesin pada bakteri K. pneumoniae yang
berperan sebagai protein hemaglutinin dan adhesin yang pernah ditemukan adalah
protein adhesin OMP 20 kDa dan OMP 40 kDa (Susilo dkk., 2004; Pertiwi dkk.,
2009). Selain pada bakteri K. pneumoniae, penelitian lain mengenai faktor adhesin
yang dapat berperan sebagai protein hemaglutinin dan protein adhesin yang
pernah ditemukan adalah pada pili 16 kDa pada bakteri A. baumannii
(Noorhamdani, 2005), OMP 49,4 kDa bakteri Porphyromonas gingivalis
(Mubarokah dkk., 2009), OMP 55 kDa bakteri Salmonella typhi, OMP 35 kDa
bakteri Proteus mirabilis (Suswati dan Mufida, 2010), pili 45 kDa bakteri P.
mirabilis (Mufida dkk., 2010), pili 38,19 kDa pada bakteri P. aeruginosa
(Hidayati, 2010).

Berdasarkan dari latar belakang diatas, belum ada penelitian yang
menjelaskan mengenai peran OMP 32 kDa sebagai protein hemaglutinin dan

adhesin. Oleh karena itu peneliti tertarik untuk melakukan suatu penelitian dengan
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judul “Peran Outer Membrane Protein (OMP) 32 kDa Klebsiella pneumoniae
sebagai Protein Hemaglutinin dan Adhesin”.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah dari penelitian ini
yaitu apakah OMP 32 kDa bakteri K. pneumoniae memiliki peran sebagai protein

hemaglutinin dan adhesin?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah di atas, tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui peran OMP 32 kDa bakteri K. pneumoniae sebagai protein

hemaglutinin dan adhesin.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

a. Dapat memberikan pemahaman mengenai infeksi pneumonia yang disebabkan
olen bakteri K. pneumoniae, khususnya dengan mengetahui peran faktor
virulensi OMP dengan berat molekul 32 kDa bakteri K. pneumoniae sebagai
protein hemaglutinin dan adhesin.

b. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar untuk penelitian lebih
lanjut untuk dikembangkan menjadi vaksin sebagai pencegahan terhadap
infeksi yang disebabkan oleh bakteri K. pneumoniae.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klebsiella pneumoniae
2.1.1 Morfologi dan Taksonomi

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang berasal dari famili
Enterobactericeae dengan bentuk batang pendek Gram-negatif dengan ukuran 0,5-
0,5 x 1,2 p (Gambar 2.2) dan bersifat fakultatif anaerob. Koloni bakteri K.
pneumoniae pada kultur memperlihatkan pertumbuhan yang bersifat mukoid (lihat
Gambar 2.1) dan nonmotil karena bakteri ini tidak memiliki flagel. Bakteri ini
memiliki kapsul polisakarida yang besar, tetapi tidak membentuk spora. K.
pneumoniae mampu memfermentasikan karbohidrat menjadi asam dan gas, serta
dapat juga memfermentasikan laktosa (Brooks dkk., 2014; Tarina dan Kusuma,
2017).

Gambar 2.1 Koloni bakteri K. pneumoniae pada media agar darah (Sumber: Microbiology
In Pictures, 2013)
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Taksonomi bakteri K. pneumoniae berdasarkan Integrated Taxonomic
Information System (ITIS) adalah sebagai berikut.
Kingdom : Bacteria

Subkingdom  : Negibacteria

Phylum : Proteobacteria
Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family : Enterobactericeae
Genus : Klebsiella
Species : Klebsiella pneumoniae
g com o % ®
»
oo . »
ov ¢
f 2v )

# %

(a) Morfologi K. pneumoniae dalam Pewarnaan Gram; (b) Morfologi K. pneumoniae
dengan Digitally-Colorized Scanning Electron Micrograph (SEM)
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Gambar 2.2 Morfologi bakteri K. pneumoniae (Sumber: Microbiology In Picture, 2013)

2.1.2 Epidemiologi dan Transmisi

Bakteri K. pneumoniae pada awalnya dikenal sebagai bakteri Friedlander,
yang pertama kali diisolasi pada akhir abad ke-19 yang menyebutkan bahwa
bakteri ini merupakan bakteri Gram-negatif, encapsulated, nonmotil yang hidup di
tanah dan permukaan air. Di dalam tubuh manusia, bakteri ini menyebabkan
berbagai macam infeksi, termasuk pneumonia, infeksi saluran kemih, bakteriemia,
dan abses hati. K. pneumoniae mudah berkolonisasi di permukaan mukosa pada

tubuh manusia, termasuk saluran gastrointestinal dan orofaring. Selain itu, bakteri
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K. pneumoniae terdapat dalam saluran pernapasan dan feses sekitar 5% pada
individu normal, dan bakteri tersebut menyebabkan sebagian kecil yaitu sekitar
1% pneumonia bakterialis dan spesies Klebsiella ini termasuk dalam sepuluh
besar patogen bakterialis yang menyebabkan infeksi nosokomial (Brooks, dkk.,
2014; Paczosa dan Mescas, 2016).

Spesies bakteri K. pneumoniae merupakan salah satu jenis bakteri Gram-
negatif yang dapat bertahan hidup di permukaan mati selama 2 jam bahkan hingga
30 bulan lebih. Spesies ini ditemukan diantara isolat yang paling sering dari

pasien dengan infeksi nosokomial (Kramer, dkk., 2006).

2.1.3 Faktor Virulensi

K. pneumoniae menggunakan banyak cara agar dapat tumbuh dan
melindungi dirinya dari aktivitas respon imun yang terdapat pada tubuh inang.
Paczosa dan Mescas (2016) menyatakan bahwa sampai saat ini terdapat empat
kelas utama faktor virulensi yang telah teridentifikasi pada K. pneumonia. Faktor
virulensi ini terdiri dari kapsul polisakarida; lipopolisakarida (LPS); siderofor; dan
fimbria, yang juga dikenal sebagai pili. Beberapa faktor virulensi lain telah
teridentifikasi seperti OMP, porin, pompa eflux, sistem transportasi besi, dan gen
yang terlibat dalam metabolisme allantoin. Faktor-faktor virulensi ini memainkan
berbagai peran yang penting dalam terjadinya berbagai jenis infeksi yang
disebabkan oleh K. pneumonia. Berdasarkan pada faktor-faktor virulensi yang
telah diketahui, mekanisme infeksi yang dilakukan oleh K. pneumoniae bersifat
defensif dalam melindungi dirinya terhadap respons imun yang terdapat pada
tubuh inang. Ketika K. pneumoniae mulai menginfeksi tubuh inang, bakteri ini
memiliki kemampuan untuk menghindari fagositosis dengan menggunakan
kapsul, sehingga K. pneumoniae lebih sulit untuk diikat dan diambil oleh fagosit.

Menurut Podschun dan Ullmann (1998) dalam Pertiwi dkk (2009), terdapat
lima faktor virulensi utama yang dimiliki oleh bakteri K. pneumoniae yang
memiliki peran penting terhadap terjadinya suatu infeksi, diantaranya adalah
kapsul polisakarida, lipopolisakarida (LPS), protein adhesin, resistensi serum,
siderofor (Gambar 2.3).
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Gambar 2.3 Faktor virulensi bakteri K. pneumoniae (Sumber: Podschun dan
Ullmann 1998)

Beberapa penelitian lain menyebutkan terdapat beberapa faktor virulensi
yang dimiliki oleh bakteri K. pneumoniae selain lima faktor virulensi utama yang
disebutkan oleh Podschun dan Ullmann (1998), diantaranya adalah formasi
biofilm, mekanisme urease, metabolisme allantoin, dan resistensi antibiotik (Li
dkk., 2014; Clegg dan Murphy, 2016; dan Paczosa dan Mescas, 2016).

a. Kapsul Polisakarida

Kapsul dianggap sebagai penentu virulensi paling penting dari K.
pneumoniae. Kapsul polisakarida ini memiliki beberapa peran diantaranya dapat
mencegah atau menghindari proses fagositosis dan opsonophagositosis bakteri
oleh sel-sel granulosit PMN (Gambar 2.4). Secara keseluruhan, strain K.
pneumoniae yang paling virulen dapat menghasilkan kapsul yang terdiri dari
sakarida yang dapat menghindari pengikatan oleh sel fagositik, sehingga strain
Klebsiella ini lebih tahan terhadap proses fagositosis. Selain peran kapsul dalam
mencegah atau menghindari fagositosis oleh makrofag dan PMN, kapsul
polisakarida dapat menghambat aksi bakterisida dari peptida antimikroba seperti
human beta defensin 1 hingga 3 dan laktoferin dengan mengikat molekul-molekul

ini dari membran luar (Gambar 2.4). Kapsul polisakarida juga dapat menghambat
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komplemen C3, dari berinteraksi dengan membran sel bakteri, sehingga dapat
mencegah lisis dan opsonisasi yang dimediasi oleh komplemen sehingga dapat
mencegah aktivasi respons imun yang fulminan, yang diukur dengan penurunan
reactive oxygen species (ROS), produksi IL-8, IL-6, dan TNF 9 (Gambar 2.4).
Selain ketiga peran kapsul diatas, terdapat penelitian yang menunjukkan bahwa
kapsul polisakarida ini dapat mempengaruhi interaksi dengan sel dendritik.
Kapsul dapat menginduksi pematangan sel dendritik dengan meningkatkan
ekspresi penanda CD83, CD86, TLR4 dan menurunkan produksi penanda CD14.
Bahan kapsul K. pneumoniae dapat menginduksi respon imunologis yang rusak,
yang ditandai dengan pematangan sel dendritik dengan peningkatan produksi
sitokin pro-Th1l (Paczosa dan Mescas, 2016).

_l Phagocytosis | Y

Antimicrobial peptides
—l {ex. human [}-defensins,
lactoferrin)
Complement mediated
I lysis and opsonization

Inflammatory response
l ($ROS, IL-8. IL-6, TNFox)

Capsule

Gambar 2.4 Peran kapsul polisakarida K. pneumoniae (Sumber: Paczosa dan
Mescas, 2016)

Saat ini terdapat lebih dari 77 jenis kapsul antigenik yang diproduksi oleh
bakteri Klebsiella. Di antara 77 jenis kapsul yang ini, kapsul tipe K1, K2, K4 dan
K5 sangat virulen pada uji eksperimental terhadap tikus. Isolat kapsul tipe K1
sering ditemukan pada kasus pneumonia dan Pyogenic Liver Abscess (PLA)
terutama bagi penderita yang mengalami komplikasi, isolat tipe K2 sering terkait
penyakit infeksi saluran kemih, kapsul tipe K3 sering ditemukan sebagai

penyebab dari rhinoscleroma, isolat tipe K4 dan K5 sering menjadi penyebab
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pneumonia komunitas pada masyarakat. (Brisse dkk., 2009; Clegg dan Murphy,
2016).
b. Lipopolisakarida (LPS)

LPS yang juga dikenal sebagai endotoksin merupakan komponen utama dari
suatu membran luar sel pada semua bakteri Gram-negatif. LPS merupakan faktor
virulensi penting yang dapat melindungi K. pneumoniae terhadap sistem
pertahanan humoral pada tubuh manusia. LPS terdiri dari tiga bagian, yaitu lipid
A yang bersifat hidrofobik dan terdapat pada membran luar, antigen-O yang
sangat bervariasi sebagai komponen terluar dari LPS, dan polisakarida inti yang
menghubungkan antara lipid A dan O-antigen (Li dkk., 2014; Paczosa dkk.,
2016).

1. Lipid A
Lipid A disintesis dalam sitoplasma oleh suatu enzim yang diangkut oleh
transporter ABC MsbA dan terdapat di membran luar. Selama
pengangkutan lipid A, terjadi proses modifikasi kovalen dari lipid A yang
dikatalisis oleh berbagai enzim modifikasi terhadap rangsangan
lingkungan, yang terlibat dalam modulasi virulensi dari sejumlah
Enterobacteriaceae yang bersifat patogen. Modifikasi lipid K. pneumoniae
berkontribusi terhadap resistensi pada sistem pertahanan bawaan dari
inang, terutama resistensi terhadap peptida antibakteri. Lipid A dan
polisakarida inti diperlukan untuk pertahanan terhadap fagositosis oleh
makrofag alveolar pada hewan coba tikus, yang memainkan peran penting
dalam pertahanan inang terhadap K. pneumoniae (Paczosa dkk., 2016).

2. Antigen-O
Terdapat sembilan kelompok antigen-O (01, 02, O2ac, O3, 04, 05, 07,
08, dan O12) yang telah dikenali pada K. pneumoniae. Antigen O1
merupakan serotipe yang paling umum di antara isolat klinis K.
pneumoniae dan juga lebih banyak ditemukan pada strain invasif daripada
pada strain nontissue-invasive. Antigen-O K. pneumoniae mencegah akses

komponen komplemen ke aktivator dan dengan demikian berkontribusi
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terhadap resistensi bakteri terhadap pembunuhan yang dimediasi
komplemen (Paczosa dan Mescas, 2016).
c. Resistensi Serum

Pertahanan pertama oleh inang terhadap mikroorganisme yang menyerang
meliputi efek bakterisida suatu serum dan proses fagositosis oleh sel
polimorfonuklear. Aktivitas serum bakterisida diperantarai oleh suatu protein
komplemen. Setelah terjadi proses cascade-like activation, protein komplemen
terakumulasi dalam bentuk membrane attack complex pada permukaan bakteri.
Kompleks ini terdiri dari protein komplemen terminal C5b-C9 yang dapat
menghasilkan pori transmembran pada outer membrane bakteri Gram-negatif,
yang menyebabkan masuknya Na* dan lisis pada bakteri. Kaskade komplemen
dapat diaktifkan melalui dua mekanisme yang berbeda, yaitu jalur komplemen
alternatif, yang dapat diaktifkan tanpa membutuhkan antibodi dan jalur
komplemen klasik, yang dapat diaktifkan dengan adanya antibodi spesifik. Jalur
alternatif dianggap sebagai sistem pertahanan awal imunitas bawaan, yang dapat
memungkinkan inang untuk bereaksi terhadap mikroorganisme patogen bahkan
sebelum antibodi spesifik terbentuk. Kedua jalur kaskade komplemen tersebut,
melalui aktivasi dari komplemen C3 menjadi pembentukan opsonin C3b, dapat
menghasilkan pembentukan terminal C5b-C9 kompleks, sehingga dengan
demikian kedua jalur kaskade ini dapat memainkan peran dalam sistem
pertahanan pada tubuh (Podschun dan Ullmann, 1998).

Kebanyakan bakteri Gram-negatif komensal sensitif terhadap efek
bakterisida dari serum yang terdapat pada tubuh manusia, namun bakteri Gram-
negatif yang bersifat patogen memiliki kemampuan resistensi terhadap serum
tersebut. Dengan demikian, isolat klinis Enterobactericeae sering menunjukkan
resistensi terhadap serum, dan sifat resistensi serum ini memiliki hubungan
dengan timbulnya infeksi dan beratnya manifestasi klinis yang ditimbulkan. Peran
utama dari sistem serum bakterisida dapat mencegah infeksi dari mikroorganisme
dan dapat mencegah bakteri untuk bertahan dalam darah (Podschun dan Ullmann,
1998).
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d. Protein Adhesin
Kemampuan untuk melekat pada permukaan komponen biotik dan abiotik
merupakan mekanisme awal yang dapat meningkatkan kelangsungan hidup suatu
bakteri dan merupakan salah satu fungsi virulensi utama yang dimiliki oleh
berbagai macam bakteri pathogen (Gerlach dan Hensel, 2007). Kemampuan
adhesi suatu bakteri diperantarai oleh struktur yang berbeda yang dapat dibagi lagi
menjadi dua kelas utama, yaitu fimbrial adhesin dan non-fimbrial adhesin (Soto
dan Hultgren, 1999).
1. Adhesin fimbrial
Menurut Lindahl dkk (1981) dalam Gerlach dan Hensel (2007), fimbria
atau pili merupakan sejumlah filamen lurus dan kaku yang terdapat pada
permukaan bakteri. Struktur ini paling banyak ditemukan pada bakteri
Gram-negatif yang terdapat pada membran luar. Fimbria terdiri dari
ratusan hingga ribuan subunit yang memiliki fungsi untuk memperantarai
adhesi melalui interaksi spesifik dengan reseptor yang ada pada sel inang.
Selain itu, fimbria juga memiliki kemampuan untuk memperantarai adhesi
yang tidak spesifik dengan meningkatkan hidrofobisitas permukaan
bakteri. Saat ini terdapat empat jenis fimbria, yaitu fimbria tipe 1, fimbria
tipe 3, fimbria Kpc, dan adhesin KPF-28, telah teridentifikasi secara
eksperimental untuk K. pneumonia (Li dkk., 2014).
a. Fimbriatipe 1
Fimbria tipe 1 memiliki bentuk berupa tonjolan tipis seperti benang
pada permukaan sel bakteri dan diekspresikan pada 90% isolat K.
pneumoniae dan hampir semua anggota Enterobacteriaceae. Fimbria
tipe 1 memiliki beberapa macam gen. Gen fimA mengkodekan subunit
FimA untuk membentuk struktur dominan fimbria tipe 1, gen fimH
yang mengkodekan subunit FimH yang memiliki sifat perekat. Fimbria
tipe 1 pada K. pneumonia mengikat glikoprotein D-mannosilasi,
sehingga pengikatan oleh fimbria tipe 1 sering disebut “mannose-
sensitive” binding (Firon dkk., 1984; Gerlach dkk., 1989; Jones dkk.,
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1995; Klemm dan Schembri, 2000; Struve dkk., 2008; Kline dkk.,
2009; Stahlhut dkk., 2009; Paczosa dkk., 2016).

. Fimbria tipe 3

Fimbria tipe 3 dihasilkan oleh beberapa bakteri Enterobactericeae.
Fimbriae tipe 3 terbukti memiliki peran utama dalam pembentukan
biofilm dari K. pneumoniae secara in vitro pada permukaan abiotik dan
biotik. Fimbria tipe 3 berbentuk filamen mirip helix. Pada K.
pneumoniae, fimbria tipe 3 dikodekan oleh kluster gen mrkABCD.
Sebagian besar struktur terdiri dari subunit MrkA yang berperan untuk
pembentukan biofilm pada permukaan abiotik dan juga terdapat
subunit MrkD. Selain itu, juga terdapat subunit MrkF yang berfungsi
untuk menjaga stabilitas pada permukaan fimbria. Sama seperti fimbria
tipe 1, operon penyandi fimbria tipe 3 telah teridentifikasi dan
diekspresikan oleh hampir semua isolat K. pneumoniae. Berbeda
dengan fimbria tipe 1, fimbria tipe 3 diseut sebagai “mannose
insensitive” karena tidak mengikat mannose (Allen dkk., 1991;
Tarkkanen dkk., 1998; Langstraat dkk., 2001; Jagnow dan Clegg,
2003; Ong dkk., 2008; Schroll dkk., 2010; Paczosa dkk., 2016).
Fimbria Kpc

Fimbria Kpc disintesis dan dirakit oleh produk-produk operon
kpcABCD, yang memiliki keterkaitan dengan hypermucoviscous K.
pneumonia. Fimbria Kpc memiliki komponen subunit utama yang
disebut kpcA (Wu dkk., 2010; Li dkk., 2014).

. Adhesin KPF-28

Sebagai polimer dari subunit fimbrin utama 28 kDa, KPF-28
merupakan fimbria yang panjang, tipis, fleksibel, dan berdiameter 4-5
nm dengan panjang 0,5-2 mm, serta memiliki gen struktural yang
terletak pada R-plasmid yang dapat ditransfer yang mengkode enzim
CAZ-5/SHV-4 B-laktamase. Fimbria KPF-28 berkontribusi pada

proses adhesi K. pneumoniae pada garis sel human Caco-2, yang
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menunjukkan kemungkinan bahwa fimbria ini merupakan faktor
kolonisasi dalam usus mamalia (Martino dkk., 1996; Li dkk., 2014).
2. Adhesin nonfimbrial

Adhesin nonfimbrial disebut juga sebagai Outer Membrane Protein
(OMP). Outer Membrane Protein (OMP) memiliki peran yang penting
untuk integritas membran, transportasi molekul, dan proses patogenesis
pada tubuh inang. (Llobet dkk., 2009).
Beberapa jenis OMP telah tercatat memiliki fungsi penting sebagai salah
satu faktor virulensi yang dimiliki oleh K. pneumoniae, diantaranya adalah
outer membrane protein A (OmpA), lipoprotein (Pal) terkait
peptidoglikan, dan murein lipoprotein (LppA). OmpA adalah OMP yang
telah teridentifikasi dengan baik dan telah terbukti dapat memediasi fungsi
adhesi pada dan/atau invasi sel eukariotik dan resistensi serum (Llobet
dkk., 2009). OmpA sebagai salah satu faktor virulensi K. pneumonia
memiliki mekanisme perlindungan terhadap respon imun bawaan. Namun,
penelitian menggunakan OmpA yang dimurnikan menghasilkan gambaran
yang tampak bertentangan. Di satu sisi, penggunaan OmpA murni
memberikan gambaran bahwa OmpA dapat berikatan dengan sel epitel
bronkial, serta sel DC dan makrofag, yang mengakibatkan terjadinya
peningkatan produksi sitokin. Pengikatan OmpA ke DC dan makrofag
terjadi melalui reseptor LOX-1, yang kemudian menyebabkan terjadinya
pensinyalan TLR2. Namun di sisi lain, OmpA sendiri dapat menghambat
produksi sitokin dan dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap
peptida antimikroba seperti a-defensin. Perbedaan dalam hasil penelitian
ini menyoroti bahwa pentingnya mempelajari faktor virulensi dalam
konteks bakteri dan menunjukkan bahwa hasil dapat bervariasi antar strain
karena adanya antigen yang berbeda tiap bakteri dan faktor virulensi yang
memodulasi peradangan, seperti LPS dan kapsul. Kontribusi OMPs terkait
peptidoglikan lipoprotein (Pal) dan murein lipoprotein (LppA) yang terkait
dengan virulensi K. pneumoniae tidak diidentifikasi secara luas.

Eksperimen in vitro dengan strain-strain K.pneumoniae ini menunjukkan
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bahwa mekanisme di balik peningkatan kekebalan bakteri yang
ditimbulkan oleh protein-protein ini dapat mencakup perlindungan
terhadap fagositosis neutrofil dan pembunuhan oleh neutrofil dan
komponen serum. Protein-protein ini juga diduga memiliki peran terhadap
integritas dan impermeabilitas selektif dari membran sel melalui LPS dan
kapsul yang dapat memperkuat resistensi K. pneumoniae terhadap
antibiotik tertentu (Paczosa dkk., 2016).
e. Siderofor
Pertumbuhan K. pneumoniae secara in vivo membutuhkan pemanfaatan zat
besi untuk proses metabolisme esensial. Karena zat besi juga diperlukan oleh sel
inang, bakteri harus bersaing dengan inang untuk mendapatkan zat besi yang
tersedia agar bakteri dapat bertahan hidup. Senyawa pengikat besi pada inang,
seperti transferrin dan laktoferin, merupakan senyawa pengikat kuat unsur besi
dan K. pneumoniae telah berevolusi untuk menghasilkan sistem pengikatan besi
tersendiri untuk mendapatkan zat besi yang diperlukan untuk kelangsungan
hidupnya. Pentingnya ketersediaan besi dan patogenesis K. pneumoniae
menunjukkan bahwa kelebihan zat besi pada tubuh inang dapat meningkatkan
patogenisitas bakteri (Clegg dan Murphy, 2016).
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2.2 Kerangka Konsep Penelitian

Klebsiella pneumoniae
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Gambar 2.5 Kerangka konsep penelitian
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Bakteri K. pneumoniae memiliki berbagai macam faktor virulensi,
diantaranya lipopolisakarida, kapsul polisakarida, siderofor, dan faktor adhesin
yang terdiri dari pili dan OMP. Dari semua faktor virulensi tersebut, yang akan
diteliti oleh peneliti adalah OMP bakteri K. pneumoniae dengan berat molekul 32
kDa untuk mengetahui perannya sebagai protein hemaglutinin dan protein
adhesin. Untuk mengetahui perannya sebagai protein hemaglutinin dilakukan uji
hemaglutinin dengan menggunakan darah mencit, dan untuk mengetahui perannya
sebagai protein adhesin dilakukan uji adhesi dengan menggunakan sel enterosit
mencit.

Perlekatan bakteri K. pneumoniae pada sel inang dapat menyebabkan
terjadinya proses patogenesis pada tubuh penderita sehingga dapat menimbulkan

berbagai macam manifestasi klinis pada tubuh hospes.

2.3 Hipotesis
OMP 32 kDa bakteri K. pneumoniae dapat berperan sebagai protein

hemaglutinin dan adhesin.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang dilaksanakan adalah penelitian deskriptif analitik,
dengan tujuan untuk membuktikan bahwa OMP 32 kDa K. pneumoniae dapat

berperan sebagai protein hemaglutinin dan adhesin.

3.2 Rancangan Penelitian
Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan yaitu;

a. Tahap identifikasi dan kultur bakteri K. pneumoniae
Tahap ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan memperbanyak koloni dari
bakteri K. pneumoniae.

b. Tahap isolasi OMP bakteri K. pneumoniae dan identifikasi protein
hemaglutinin OMP bakteri K. pneumoniae
Tahap ini bertujuan untuk mendapatkan berat molekul OMP bakteri K.
pneumoniae dan untuk mendapatkan protein hemaglutinin dari berat
molekul OMP yang didapat, yang akan dilanjutkan untuk uji adhesi.

c. Tahap uji adhesi
Tahap ini bertujuan untuk membuktikan bahwa berat molekul OMP
bakteri K. pneumoniae yang didapat merupakan protein adhesin. Analisis
dalam tahap ini adalah indeks adhesi dibandingkan dengan konsentrasi

protein hemaglutinin OMP bakteri K. pneumoniae yang didapatkan.

3.3 Sampel Penelitian
Sampel dalam penelitian ini adalah Outer Membrane Protein (OMP) yang
didapatkan dari isolat bakteri K. pneumoniae yang didapatkan dari Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.
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Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

dan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. Waktu

yang dibutuhkan dalam pelaksanaan penelitian ini yaitu sekitar tiga bulan.

3.5 Variabel Penelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah berat molekul OMP 32 kDa K.

pneumoniae titer pengenceran. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah

aglutinasi darah mencit dan indeks adhesi.

3.6 Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini dapat dilihat pada tabel berikut;

Tabel 3.1 Definisi Operasional

Variabel QeI Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur  2NIS
Operasional Data
Outer Protein membran Penggaris Membandingkan ~ Kuantitatif  Rasio
Membrane yang terletak diluar dengan protein
Protein dinding sel bakteri marker
K. pneumoniae
Titer Adanya aglutinasi - Membandingkan Kuantitatif ~ Rasio
hemaglutinin eritrosit pada aglutinasi pada
pengenceran tiap pengenceran
terendah
Indeks Jumlah rata-rata - Menghitung Kuantitatif ~ Rasio
adhesi bakteri yang jumlah bakteri

menempel di tiap
100 sel enterosit
mencit

yang menempel
pada sel enterosit
mencit dengan
perbesaran
mikroskop 1000x

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu laminer, vortex, rotator,

centrifuge, pilli cutter, inkubator, sterilisator, elektroforesis SDS-PAGE, tabung

Erlenmeyer, object glass, cover glass, beaker glass, refrigerator, mikroskop, auto

clave, magnetic stirer, shaker, tabung falcon, plate, dialisis tube, timbangan
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analitik, gunting, gelas ukur, pipet tetes, mikropipet, tabung eppendorf, spuit 3 cc,
spuit 5 cc, spuit 10 cc, botol Schott, dan tabung reaksi.

3.7.2 Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu isolat bakteri K.
pneumoniae, darah mencit, 2-metacarpo etanol 5%, pewarnaan Gram, gliserol
10%, media MacConkey, media Brain Heart Infusion (BHI) Broth, media
Tryptone Casitone Glucose (TCG), media lactose broth, media nutrient broth,
media nutrient slant, Tri Chloroacetic Acid (TCA), media Triple Sugar Iron Agar
(TSIA), bromophenol blue, Commassie Brilliant Blue R-250, EDTA, membran
nitroselulosa, dithiothriol, Methyl Red Voges Proskauer (MR-VP), etanol absolut
dingin, media Simmons citrat, Phosphate Buffered Saline (PBS), Sodium Dodecyl
Sulfate 2,5%, n-octyl-f-glucopyranoside (NOG), aquades, Tris HClI 5 mM pH 6,8,

reagen Kovac, dan gentamicin.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Uji Kelayakan Etik

Penelitian ini melibatkan manusia sebagai objek penelitian, sehingga
membutuhkan perizinan etik dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas

Jember.

3.8.2 Identifikasi dan Kultur Bakteri K. pneumoniae

Isolat bakteri K. pneumoniae yang didapatkan dari media MacConkey
diperiksa secara fisik dan dilakukan pemeriksaan pewarnaan Gram di bawah
mikroskopis dengan perbesaran 1000x. Kemudian inkubasi di dalam inkubator
selama 24 jam pada suhu 37 °C dalam suasana aerob. Pemeriksaan spesifik untuk
bakteri K. pneumoniae dilakukan dengan beberapa uji biokimia, antara lain uji
TSIA, uji motilitas, dan uji Indole, Methyl Red, Voges-Proskauer, Citrate
(IMVIC). Uji TSIA akan bernilai positif pada bakteri K. pneumoniae, E. coli, dan
Serratia bila hasil tes menunjukkan adanya perubahan warna kuning pada dasar

dan lereng agar disertai dengan terbentuknya gas. Uji indole akan bernilai negatif
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(tidak terbentuk cincin merah pada larutan setelah ditetesi reagen Kovac) pada
bakteri K. pneumoniae. Pada uji Methyl Red akan bernilai negatif (larutan berubah
warna menjadi oranye atau kuning setelah ditetesi MR) untuk bakteri K.
pneumoniae. Uji Voges-Proskauer akan bernilai positif untuk bakteri K.
pneumoniae jika larutan berwarna merah setelah ditetesi reagen VP. Uji sitrat
berfungsi untuk mengetahui kemampuan suatu mikroorganisme untuk
menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon untuk metabolisme
dengan menghasilkan suasana basa. Uji sitrat akan bernilai positif untuk spesies
K. pneumoniae.

Bakteri K. pneumoniae yang sudah didapatkan ditanam pada media Nutrient
Slant dan diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 37 °C. Ketika
koloni sudah tumbuh, beri larutan PBS steril sebanyak 10 mL dengan pH 7,4 lalu
dipanen dengan cara dikerok. Suspensi hasil kerokan tersebut dimasukkan ke
dalam botol Schott berisi 1000 mL larutan BHI Broth, lalu kocok selama 30 menit
dengan waterbath pada suhu 37 °C. Ambil suspensi bakteri sebanyak 10 ml lalu
masukkan ke dalam botol berisi media agar TCG dan inkubasi dengan suhu 37 °C
selama 24-48 jam (Ehara dkk., 1987; Sikarwar dan Batra, 2011; Tarina dan
Kusuma, 2017).

3.8.3 Isolasi OMP Bakteri K. pneumoniae

Bakteri K. pneumoniae dipanen dari botol biakan lalu masukkan ke botol
lain dan tambahkan TCA sebanyak 3% dari total volume bakteri yang dipanen.
Aduk campuran bakteri dengan TCA tiap 15 menit selama 60 menit, selanjutnya
campuran yang telah dihomogenasikan disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm
selama 30 menit dalam suhu 4 °C. Pelet hasil dari sentrifugasi diambil lalu
diresuspensi dengan PBS pH 7,4 dengan perbandingan antara pelet dan PBS 1:10.
Selanjutnya disentrifus lagi dengan kecepatan 6000 rpm pada suhu 4 °C selama 30
menit hingga jernih. Setelah itu pelet diambil dan ditambah dengan cairan PBS
pH 7,4, kemudian pili bakteri dicukur dengan pili cutter dengan kecepatan 5000
rpm pada suhu 4 °C selama 30 detik. Prosedur ini diulang kurang lebih sebanyak 5

kali atau hingga supernatan jernih dengan waktu istirahat 1 menit pada tiap
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perlakuan. Bahan yang digunakan untuk isolasi OMP adalah pelet yang
didapatkan dari pemotongan pili yang terakhir. Pelet diambil lalu ditambahkan
dengan 2 ml PBS pH 7,4, kemudian ditambahkan 2 ml NOG dengan konsentrasi
0,05%. Campuran di homogenasikan dengan menggunakan vortex selama 1
menit, lalu suspensi disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30 menit
pada suhu 4 °C. Supernatan hasil sentrifugasi diambil lalu didialisis menggunakan
membran nitroselulosa selama 24 jam pertama dengan menggunakan aquades
sebanyak 2 L, kemudian pada 24 jam selanjutnya didialisis dengan cairan PBS pH
7,4 dengan volume 2 L (Ehara dkk., 1987; Sumarno, 2000).

3.8.4 Identifikasi Berat Molekul OMP Bakteri dengan Elektroforesis (SDS-

PAGE)

Hasil isolasi OMP bakteri K. pneumoniae yang sudah didapatkan,
diidentifikasi menggunakan Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel
Electroforesis (SDS-PAGE). Sampel protein yang sudah didapat kemudian
dipanaskan selama 5 menit dengan suhu 100°C dalam larutan penyangga yang
mengandung 2-mercapto etanol 5%, sodium dodecyl sulfate 2,5% wi/v, Tris HCI
5mM pH 6,8, dan gliserol 10% v/v dengan warna pelacak bromophenol blue.
Konsentrasi stacking gel adalah 4% dan konsentrasi separating gel adalah mini
slab gel 12,5%. Kemudian proses running dilakukan dalam waktu 90 menit,
dengan voltase 120mV dan tegangan sebesar 400mA. Bahan pewarna yang
digunakan adalah Commassie Brilliant Blue R-250 dan untuk protein marker

menggunakan pre stained broad range (Laemmli, 1970).

3.8.5 Pemurnian OMP Bakteri K. pneumoniae

Setelah dielektroforesis, gel akan menunjukkan band-band protein yang
kemudian berat molekulnya akan dihitung. Gel pada tiap band protein dipotong
secara melintang dan ditempatkan ke dalam dialise tube yang telah diisi larutan
penyangga. Gel yang telah didapat kemudian dielektroelusi dalam electroelusion
chamber yang mengandung larutan buffer selama 2 jam dengan arus sebesar 0,3 A

dan tegangan sebesar 20 V. Setelah dielektroelusi, dialise tube dipindahkan ke
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dalam beaker glass untuk dilakukan proses pengadukan menggunakan magnetic
stirrer. Pada proses pengadukan 24 jam pertama beaker glass diisi aquades steril,
lalu 24 jam selanjutnya diisi dengan PBS steril. Protein yang diperoleh dari hasil
pengadukan dimasukkan ke dalam micro tube lalu tambahkan etanol absolut
dingin dan letakkan dalam refrigerator selama semalam. Setelah didinginkan
dalam refrigerator, endapkan protein yang diperoleh menggunakan centrifuge
dengan kecepatan 6000 rpm pada suhu 4 °C selama 10 menit. Di dalam
refrigerator, supernatan yang berisi etanol dibuang dengan cara tapping. Crude
protein yang diperoleh kemudian disimpan dalam keadaan beku dalam larutan
buffer Tris HCI 0,5 M pH 6,8 (Thomas dkk., 1989).

3.8.6 Uji Hemaglutinasi

Pengenceran sampel dilakukan dengan membuat pengenceran OMP 32 kDa
bertingkat pada microplate V, dengan volume tiap sumur sebanyak 50pul.
Kemudian ditambahkan darah mencit dengan konsentrasi 0,5% pada tiap sumur,
lalu dihomogenasikan dengan rotator plate selama satu menit. Setelah itu
letakkan pada suhu kamar selama satu jam. Untuk mengetahui besarnya titer dapat
diketahui dengan mengamati adanya aglutinasi eritrosit pada konsentrasi
pengenceran terendah (Li dkk., 1999).
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Tiap sumur berisi PBS dan sampel
sebanyak 50uL, dibuat pengenceran

\

Tambah sel darah merah mencit dengan
konsentrasi 0,5% sebanyak 50 pL pada
tiap sumur
Vv

Goyang suspensi dengan rotator plate

v

Diamkan dalam suhu ruangan selama
satu jam

v

Amati adanya aglutinasi sel darah merah
pada pengenceran terendah untuk
mengetahui besarnya titer

Gambar 3.1 Skema prosedur uji hemaglutinasi

3.8.7 Isolasi Sel Enterosit Mencit

Metode isolasi sel enterosit mencit dilakukan berdasarkan metode Weisser.
Mencit yang digunakan adalah mencit yang sehat dengan berat badan kurang lebih
25 gram. Mencit dianestesi menggunakan kloroform, kemudian bagian usus
halusnya dipotong dan dibuka. Kemudian usus halus mencit dicuci dengan
menggunakan larutan yang terdiri dari campuran PBS pH 7,4 dan 1 mM
dithiothretiol pada suhu 4 °C hingga bersih. Kemudian enterosit dimasukkan ke
dalam larutan yang terdiri dari campuran 1,5 mM KCI, 8 mM KH,SQO,4, 9,6 mM
NaCl, 27 mM Na sitrat, dan 5,6 mM Na,HPO, dengan pH 7,4. Jaringan diinkubasi
dengan shaking incubator selama 15 menit pada suhu 37 °C. Supernatan dibuang
lalu pindahkan enterosit ke dalam larutan yang mengandung 0,5 mM dithiothretiol
dan 1,5 mM EDTA. Enterosit yang sudah dicampur dengan larutan kemudian
dikocok pada suhu 37 °C selama 15 menit, kemudian supernatan dibuang.
Enterosit dicuci menggunakan PBS dan sentrifugasi selama 5 menit dengan

kecepatan 1000 rpm, dan proses sentrifus ini diulangi sebanyak tiga kali. Sel
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enterosit diisolasi dengan cara melakukan suspensi menggunakan PBS steril dan
lanjutkan dengan analisis menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 560 nm hingga konsentrasi mencapai 108/ml (Nagayama dkk., 1995).

3.8.8 Uji Adhesi

Pada uji adhesi ini, bakteri K. pneumoniae dikultur dalam media lactose
broth dengan suhu 37 °C. Bakteri yang tumbuh dipanen menggunakan sentrifus
dengan kecepatan 6000 rpm pada suhu 4 °C selama 10 menit. Endapan yang
terbentuk disuspensi dengan PBS dan jumlah bakteri dibuat menjadi 10%/ml
menggunakan spektrofotometer 600 nm. Kemudian dibuat beberapa preparasi
dengan konsentrasi pengenceran OMP masing-masing sebanyak 0 pL untuk
kontrol, 1/10, 1/100, 1/1000, dan 1/10000 dalam 300 pL PBS. Kemudian
ditambahkan suspensi enterosit sebanyak 300 uL pada setiap dosis, lalu campuran
tersebut digoyang secara perlahan pada shaking waterbath pada suhu 37 °C
selama 30 menit. Setelah itu tambahkan suspensi bakteri K. pneumoniae sebanyak
300 puL ke masing-masing campuran antara pengenceran OMP dan suspensi
enterosit, lalu inkubasi dengan shaking incubator pada suhu 37 °C selama 30
menit. Setelah itu suspensi di sentrifugasi 1500 rpm pada suhu 4 °C selama 30
menit. Endapan dicuci yang terbentuk dengan PBS sebanyak dua kali. Selanjutnya
endapan tersebut diambil dan dibuat hapusan pada object glass dan dilakukan
pewarnaan Gram. Hapusan diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran
1000x dan bakteri yang menempel pada sel epitel dihitung jumlahnya. Indeks
adhesi merupakan jumlah rata-rata bakteri yang menempel pada enterosit, dan

dihitung pada setiap pengamatan terhadap 100 epitel (Nagayama dkk., 1995).
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Kultur bakteri K. pneumoniae
pada media lactose broth
dengan suhu 37 °C

v

Koloni K. pneumoniae
dipanen

Buat persiapan konsentrasi
OMP 32 kDa yaitu 0 pL
untuk kontrol, 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000 dalam 300
uL PBS

v

1\

Sentrifus dengan kecepatan
6000 rpm selama 10 menit

Tambahkan 300 pL suspensi
enterosit mencit pada tiap
konsentrasi OMP

v

.

Tambahkan PBS pada
endapan hasil sentrifus

\!

Kandungan bakteri dibuat
menjadi 10® sel/ml dengan
spektrofotometer 600 nm

Homogenkan campuran
dengan shaking waterbath
selama 30 menit pada suhu

37°C

\Z

2

Ambil suspensi bakteri 300
uL sebanyak 6x untuk
ditambahkan ke tiap
konsentrasi OMP

Tambahkan 300 puL suspensi
bakteri pada tiap campuran
suspensi enterosit dan
konsentrasi OMP

!

Inkubasi dengan shaking
incubator pada suhu 37 °C
selama 30 menit

v

Sentrifus selama 3 menit
pada suhu 4 °C dengan
kecepatan 1500 rpm

2

Cuci endapan dengan PBS
sebanvak 2 kali

\2

Ambil endapan dan buat
hapusan pada object glass
dengan perwarnaan Gram

2

Amati pada mikroskop
dengan perbesaran 1000x

Gambar 3.2 Skema prosedur uji adhesi
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3.9 Analisis Data

Untuk menemukan dan membuktikan adanya protein hemaglutinin pada
OMP 32 kDa bakteri K. pneumoniae sebagai protein hemaglutinin dan adhesin,
maka dilakukan analisis deskriptif dan uji korelasi-regresi untuk mengetahui
hubungan antara indeks adhesi dengan konsentrasi OMP 32 kDa, dengan batas
signifikansi 0,05 (p < 0,05).

3.10 Alur Penelitian

Uji kelayakan etik dan perizinan

v

Identifikasi dan kultur bakteri K.
pneumoniae

v

Isolasi OMP bakteri K. pneumoniae

Identifikasi Berat Molekul OMP Bakteri
dengan Elektroforesis (SDS-PAGE)

v

Pemurnian OMP Bakteri K. pneumoniae

Uji hemaglutinin Isolasi Sel Enterosit Mencit
Uji adhesi

v

Hasil dan pembahasan

Gambar 3.3 Alur Penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Outer Membrane Protein (OMP) 32 kDa K. pneumoniae dapat berperan

sebagai protein hemaglutinin dengan konsentrasi tertinggi.

5.2 Saran

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai peran OMP dengan
bebagai macam berat molekul.

5.2.2 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap protein pili K. pneumoniae
untuk mengetahui peran pili dari berbagai macam berat molekul sebagai

protein hemaglutinin dan adhesin.
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Lampiran 3.3 Prosedur ldentifikasi dan Kultur Bakteri K. pneumoniae

Bakteri dari media
MacConkey diperiksa
dengan pewarnaan Gram

\Z

Inkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 °C

N
Uji biokimiawi TSIA, uji
motilitas, dan uji Indole,
Methyl Red, Voges-
Proskauer, Citrate
(IMVIC)

\Z

Bakteri ditanam pada
media Nutrient Slant

\Z

Inkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 °C

\

Tambahkan larutan PBS
steril sebanyak 10 mL
dengan pH 7,4 lalu
dipanen dengan cara
dikerok

\

Suspensi hasil kerokan
dimasukkan ke dalam
botol Schott berisi 1000
mL larutan BHI Broth

\Z

Kocok selama 30 menit
dengan waterbath pada

suhu 37 °C
\
Suspensi bakteri iambil 10
ml, lalu masukkan ke 5| Inkubasi dengan suhu 37
dalam botol berisi media °C selama 24-48 jam
agar TCG
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Lampiran 3.4 Prosedur Isolasi OMP Bakteri K. pneumoniae

Panen bakteri dari botol
biakan lalu tambahkan
TCA

\Z

Bakteri dari media
MacConkey diperiksa
dengan pewarnaan Gram

\

Aduk campuran bakteri
dengan TCA tiap 15 menit
selama 60 menit

\

Sentrifugasi dengan
kecepatan 6000 rpm
selama 30 menit dalam
suhu 4 °C

\Z

Pelet diambil dan
diresuspensi dengan PBS
pH 7,4 dengan
perbandingan 1:10

v

Sentrifus lagi dengan
kecepatan 6000 rpm pada

Dialisis dengan membran
nitroselulosa selama 24
jam pertama dengan
aquades 2 L, pada 24 jam
selanjutnya dialisis
dengan cairan PBS pH 7,4
sebanyak 2 L

/[\

Bakteri dari media
MacConkey diperiksa
dengan pewarnaan Gram

A

Suspensi disentrifugasi
dengan kecepatan 12.000
rpm selama 30 menit pada

suhu 4 °C selama 30 suhu 4 °C
menit hingga jernih A
v Vortex selama 1 menit
Ambil pelet lalu ditambah A
PBS pH 7,4 Tambahkan 2 ml NOG
dengan konsentrasi 0,05%
v

Pili bakteri dicukur
dengan pili cutter dengan
kecepatan 5000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 detik,

ulangi selama 5x

A

9

Pelet pili diambil lalu
ditambahan dengan 2 ml
PBSpH 7,4
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Lampiran 3.5 Prosedur Identifikasi Berat Molekul OMP Bakteri dengan
Elektroforesis (SDS-PAGE)

Hasil isolasi OMP
diidentifikasi
menggunakan SDS-PAGE

\

Sampel protein yang
didapat, dipanaskan
selama 5 menit dengan
suhu 100°C dalam larutan

penyangga
N

Pilih separating gel mini
slab gel 12,5% dengan
stacking gel 4%

\

Running selama 90 menit,
dengan voltase 120mV
dan tegangan sebesar
400mA
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Lampiran 3.6 Prosedur Pemurnian OMP Bakteri K. pneumoniae

Gel hasil SDS-PAGE
dipotong melintang dan
ditampung dalam dialise

tube berisi larutan

penyangga

\

Gel di elektroelusi dalam
electroelusion chamber
yang mengandung larutan
buffer selama 2 jam
dengan tegangan 20 V dan
arus 0,3 A

\Z

Pindahkan dialise tube ke

dalam beaker glass untuk

diaduk dengan magnetic
stirrer

\Z

Pengadukan 24 jam
pertama diisi aquades
steril, 24 jam selanjutnya
diisi dengan PBS steril

!

Masukkan protein ke
eppendorf, lalu tambahkan
etanol absolut dingin dan
didiamkan dalam
refrigerator selama
semalam

v

Crude protein disimpan
dalam keadaan beku
dalam larutan buffer Tris
HCI 0,5 M pH 6,8

A

Endapkan protein dengan
sentrifus 6000 rpm pada
suhu 4 °C selama 10
menit

Supernatan yang berisi
etanol dibuang dengan
cara tapping hingga etanol
menguap

o1
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Lampiran 3.7 Prosedur Uji Hemaglutinasi

Tiap sumur berisi PBS dan sampel
sebanyak 50uL, dibuat pengenceran

\

Tambah sel darah merah mencit dengan
konsentrasi 0,5% sebanyak 50 pL pada
tiap sumur

Vi

Goyang suspensi dengan rotator plate

v

Diamkan dalam suhu ruangan selama
satu jam

v

Amati adanya aglutinasi sel darah merah
pada pengenceran terendah untuk
mengetahui besarnya titer
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Lampiran 3.8 Prosedur Isolasi Sel Enterosit Mencit

Mencit dianestesi dengan
kloroform

v

Usus halus mencit
dipotong dan dibuka

\Z

Usus halus mencit dicuci
dengan PBS pH 7,4 yang
mengandung 1 mM
dithiothretiol pada suhu 4
RC

v

Masukkan enterosit ke
dalam cairan yang
mengandung 1,5 mM
KCI, 8 mM KH,SO,, 9,6
mM NaCl, 27 mM Na
sitrat, dan 5,6 mM
Na;HPO, dengan pH 7,4

\Z

Inkubasi jaringan dengan
shaking incubator pada
suhu 37 °C selama 15
menit

Analisis menggunakan
spektrofotometer dengan
panjang gelombang 560
nm hingga konsentrasi
mencapai 10%/ml

1

\

Hasil isolasi OMP
diidentifikasi
menggunakan

Sel enterosit diisolasi
dengan melakukan
suspensi pada
jaringan

v

At

Buang supernatan dan
pindahkan jaringan dalam
cairan yang mengandung
0,5 mM dithiothretiol dan

1,5mM EDTA

v

Cuci jaringan dengan
menggunakan PBS dan
sentrifugasi dengan
kecepatan 1000 rpm
selama 5 menit. Ulangi
selama 3x

Kocok dengan kuat pada
suhu 37 °C selama 15
menit kemudian buang

supernatan

N

Hasil isolasi OMP
diidentifikasi
menggunakan
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Lampiran 3.9 Prosedur Uji Adhesi

Kultur Klebsiella pneumoniae
dalam laktosa broth pada
suhu 37°C

Sentrifus dengan kecepatan
6000 rpm pada suhu 4°C
selama 10 menit

Hitung jumlah bakteri yang
menempel pada sel epitel
(Hitung Indeks Adhesi)

v

Tambahkan PBS steril pada
endapan hasil sentrifus

Amati pada mikroskop
dengan perbesaran 1000 kali

v

Kandungan bakteri dibuat
10%/ml menggunakan
spektrofotometri dengan
panjang gelombang 600 nm

Ambil endapan lalu buat
hapusan pada object glass dan
lakukan pewarnaan Gram

v

Buat preparasi dosis OMP 0
pl (kontrol), 25 pl, 50 pl, 100
pl, 200 pl, 400 pl, dan 800

dalam 300 pl PBS steril

1

Cuci endapan hasil sentrifus
dengan PBS steril sebanyak 2
kali

v

Tambahkan suspensi enterosit
pada setiap dosis sebanyak
300 ul dan goyang perlahan
pada shaking incubator pada
suhu 37° C selama 30 menit

Sentrifus dengan kecepatan
1500 rpm pada suhu 4°C
selama 3 menit
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Lampiran 3.10 Penggunaan Alat Pelindung Diri (APD), Penggunaan
Biosafety Cabinet, dan Tata Cara Pembuangan Limbah
Mikrobiologi

1. PENGGUNAAN ALAT PELINDUNG DIRI (APD)
Alat pelindung diri yang digunakan dalam penelitian ini ialah:
a. Masker N95 sekali pakai
b. Disposable face mask
c. Handscoon nitril cobalt blue

d.Jas laboratorium

2. PENGGUNAAN BIOSAFETY CABINET

Penelitian ini menggunakan alat-alat laboratorium yang berfungsi mencegah

penyebaran bakteri seperti:
a. Laminar.

Sebelum pemakaian laminar, sinar UV yang berada didalam laminar
dihidupkan terlebih dahulu selama 30 menit. Setelah itu seluruh prosedur
penelitian dilakukan didalam laminar untuk mencegah penyebaran bakteri di
ruang laboratorium.

b. Bunsen.

Bunsen digunakan di dalam laminar untuk lebih memastikan terhindarnya

penyebaran bakteri selama penelitian. Bunsen berfungsi untuk memanaskan alat-

alat untuk mematikan bakteri yang menempel pada alat.

3. TATA CARA PEMBUANGAN LIMBAH MIKROBIOLOGI
Pembuangan limbah mikrobiologi termasuk juga pembuangan media agar
padat dan media cair yang sebelumnya telah digunakan untuk menanam bakteri.
Prosedur pembuangan limbah mikrobiologi ialah sebagai berikut.
a. Media yang telah ditanam bakteri dan tidak terpakai di autoclave selama 1
jam
b. Media yang telah di autoclave kemudian dimasukkan dalam kaleng

alumunium untuk mencegah bocor
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c. Kaleng tersebut dimasukkan kedalam tanah yang telah digali sampai dapat
menutupi kaleng

d. Bagian dalam kaleng kemudian dibakar sampai mengering

e. Setelah dibakar kaleng tersebut ditutup dengan tanah. Peneliti melakukan
penguburan di tanah kosong bagian belakang Laboratorium Mikrobiologi
FK UNEJ untuk menghindari pemukiman masyarakat

f. Selanjutnya barang-barang laboratorium yang telah digunakan untuk
pembuatan media diguyur dengan klorine dan dicuci dengan sabun lalu di

sterilisasi kering pada suhu 170°C selama 1 jam.

Pembuangan limbah alat pelindung diri seperti masker N95 sekali pakai,
disposable face mask, dan handscoon nitril cobalt blue mengikuti prosedur
Laboratorium Mikrobiologi FK UNEJ. Peneliti membuang limbah alat pelindung
diri sekali pakai tersebut dengan terlebih dahulu menampungnya pada tas kresek
lalu selanjutnya dimasukkan ke dalam tempat sampah yang ada di Laboratorium
Mikrobiologi FK UNEJ. Kemudian setiap hari petugas bagian umum dan
perlengkapan FK UNEJ akan mengambil sampah tersebut untuk selanjutnya di

proses dengan menggunakan insinerator.
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Lampiran 4.1 Tabel Hasil Uji Normalitas

Tests of Noermality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Fengenceran Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Indeks Adhesi 110 314 3 893 3 363
1100 253 3 964 3 637
11000 359 3 311 3 141
110000 253 3 964 3 637
Kontrol 333 3 862 3 274

a. Lilliefors Significance Correction

S7
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Lampiran 4.2 Tabel Hasil Uji Korelasi

Correlations

FPengenceran Indeks Adhesi
Pengenceran Fearson Correlation 1 812
Sig. (2-tailed) Ri[ui]
M 15 15
Indeks Adhesi Fearson Correlation 8127 1
Sig. (2-tailed) ,aoa
M 15 15

** Correlation is significant atthe 0.0 level (2-tailed).
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Lampiran 4.3 Tabel Hasil Uji Regresi

Coefficients?
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Errar Beta i Sig.
1 {Constant) 356,567 147,937 2,410 031
Pengenceran 223433 44 605 812 5,009 000

a. DependentVariable: Indeks Adhesi
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