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Abstract

Proteus mirabilis is opportunistic and nosocomial pathogen that usually
found in clinical specimen from patient with cateter. The pathogenic mechanism
of this bacteria are not fully elucidated especially potential activity of its protein
as hemaglutinin and adhesion molecule. The aim of these study was to evaluate
the role of 20 kDa fimbria protein from P. mirabilis. After identification bacteria
isolation of fimbria fraction 12,5 % SDS-PAGE had been used to isolated fim-
bria protein, following hemaglutinin test and in vitro adhesion test. The result
showed that the 20 kDa fimbria protein of P mirabilis was a hemaglutinin pro-
tein that could agglutinate mice erythrocytes and rabbit erythrocytes . The 2()
kDa pili protein was also adhesion protein that had been revealed by its activity
to adherence to receptor rabbit vesica urinaria epithelium. The increased dose
of 20 kDa pili protein will decrease the mount of P mirabilis bacteria to adher-
ence to rabbit vesica urinaria epithelium (p< 0,05 ).
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PENDAHULUAN

Insiden ‘infeksi saluran kemih
(ISK) merupakan salah satu penyakit
infeksi yang éering ditemukan di praktek
umum dan juga merupakan infeksi
nosokomial yang sering terjadi di rumah
sakit, pada pasien yang mengalami
anomali pada saluran kemih dan
memakai idwelling kateter meskipun
berbagai macam antibiotika telah terse-

dia di pasaran. Menurut National Noso-

comial Infection Survailance (NNIS),
jumlahnya sekitar 35% dari seluruh
infeksi nosokomial (Gales et al, 2000).

Penyebab ISK yang didapat di
rumah sakit ini sebagian besar adalah
Eschericia coli, kemudian diikuti
Kleibsiella, Proteus mirabilis, Entero-
bacter, Pseudomonas, dan Enterococcus.
Tetapi pada pasien yang rﬁenggunakan
kateter P. mirabilis merupakan penyebab

tersering ISK. P. mirabilis merupakan
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bakteri penyebab ISK ke-3 setelah E. coli
dan Kleibsella pneumoniae, serta
merupakan penyebab ke-2 bakteriuria
yang disebabkan penggunaan kateterisasi
Jjangka panjang (Rozalski, 1997).

P. mirabilis lebih sering meng-
akibatkan infeksi pada ginjal diban-
dingkan E.coli . Selain itu pyelonefritis
oleh P. mirabilis menyebabkan kasus
kematian lebih tinggi dan lebih luas serta
menyebabkan kerusakan pada renal yang
irreversible. Pyelonefritis oleh P mira-
bilis cenderung untuk kronis atau kam-
buh lagi karena urease yang dihasil-kan
bakteri mem[permudah terbentuknya
kalkulus di ginjal (Moayeri et al, 1991).

P. mirabilis telah tumbuh dari 28
swab (22,6%) pada anak laki-laki yang
tidak disirkumsisi dan telah tumbuh dari
| swab (1,7%) dari anak laki-laki yang
telah disirkumsisi. Hal ini mendukung
gagasan bahwa mungkin kulup zakar
merupakan sumber infeksi saluran kemih
yang disebabkan oleh P. mirabilis (Glennon
et al, 2003 ). Faktor pencetus lainnya adalah
lithiasis, obstruksi saluran kemih, penyakit
ginjal polikistik, nekrosis papiler, diabetes
mellitus pasca transplantasi ginjal, nefropa-
ti analgesik, penyakit sickel-sel, senggama,
dan kehamilan (Sukandar, 2006)
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P. mirabilis mempunyai beberapa
faktor virulensi yaitu fimbriae/pili, hemo-
lisin, flagella, imunoglobulin A Proteus,
deaminase dan urease (Wassif, 1995).
Fimbria dan flagella berperan dalam
perlekatan dan kolonisasi pada epitel
saluran kemih.. Patogenesis bakteri untuk
menyebabkan penyakit, secara umum ter-
dapat dua tahap. Tahap pertama, bakteri
memiliki kemampuan melekat pada sel
inang, yang selanjutnya pada tahap kedua
yaitu, terjadi perkembangbiakkan yang
disertai dengan produksi beberapa bahan
hasil metabolisme bakteri yang dapat
merugikan sel inang misalnya, tok-sin
(Salyer and Whitt , 2002). Kemampuan
bakteri untuk melakukan periekatan
diperantarai oleh molekul adhesi pada
bakteri dan molekul reseptor dari sel host.
Penelitian ini bertujuan untuk membukti-
kan adanya protein hemaglutinin pili

yang berfungsi sebagai molekul adhesi.

METODE PENELITIAN
Identifikasi 2 mirabilis

Isolasi ‘dan identifikasi P.
mirabilis menggunakan cara microbact
system. Spesimen secara aseptic ditanam
pada medium agar Mac Conkey dan
diinkubasi pada suhu 37°C, 18-24 jam.
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Koloni yang tumbuh dibuat pewarnaan
Gram dan dilihat dibawah mikroskop.
Identifikasi bakteri dilakukan dengan
pemeriksaan mikroskopis yaitu bakteri
bentuk batang atau kokobasil. Jika
dikultur pada media agar akan tampak
fenomena swarming. Uji phenilalanin +,
urease+, H S +, ornithin+, indole-,
fermentasi adonitol-, inositol -.

Subkultur P. mirabilis

Bakteri yang digunakan adalah P
mirabilis galur lokal yang berasal dari
urin pasien bakteriuria, Metode yang
digunakan .menurut petunjuk Ehara
(1992), yaitu media TCG yang
memperkaya pértumbuhan pili P
mirabilis. Media ini mengandung 0,02%
thio-proline, 0,3% NaHCO3, 0,15
bactotrytonr, 0,2% yeast extract, 0,5%
NaCl, 2% bacto agar dan 1mM EGTA.
Media agar dibuat dalam botol kapasitas
250 ml secara miring sebanyak 50 ml
agar. Proteus mirabilis yang dipilih
ditanam pada media Brain Heart
Infusion ( BHI) yang diinkubasi pada
suhu 37°C selama 4 jam. Kemudian
suspensi bakteri sebanyak 10 ml

dimasukkan dalam setiap botol yang

mengandung media TCG. Selanjutnya
dilakukan inkubasi pada suhu 37 °C

selama 2x24 jam.

Isolasi Fimbria P mirabilis

Pili dipanen dari 50 botol biakan
bakteri. Hasil koleksi bakteri
ditambahkan tri klor acetit acid (TCA)
sampai konsentrasi 3%. Setelah dikocok
rata diletakkan pada suhu kamar selama
| jam dan tiap 15 menit di kocok.
Selanjutnya disentrifugasi 6000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4 °C, Pelet
diambil dan dir¢suspensi dengan
cairan PBS pH 7,4 dengan
perbandingan I: 10. Bakteri dicukur
dengan menggunakan mixer sendiri,
Bakteri dicukur dengan kecepatan
penuh selama | menit, diulang sampai
5 kali dengan masa istirahat | menit.
Hasilnya dilakukan sentrifugasi selama
30 menit dengan kecepatan 12000 rpm
suhu 4°C, Pili yang terletak dibagian
atas diambil. Endapan disuspensi
dengan larutan dan cara yang sama
seperti di atas dan dikumpulkan dengan
cara mencukur ulang sampai beberapa
kali, sampai dihasilkan supernatant yang,

menunjukkan tes aglutinasi negative,
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Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide
Gel Electroforesis (SDS-PAGE)
Monitoring berat molekul
dikerjakan menggunakan SDS-PAGE
(Smeds et al, 2001). Sampel protein
dipanaskan 100°C selama 5 menit dalam
larutan penyangga yang mengandung
5mM Tris HCI pH 6.8, 2- mercapto
ethanol 5%, w/v sodium dodecyl sulfate
2,5%, vlv gliserol 10% dengan warna
pelacak bromophenol blue. Dipilih mini
slab gel 12,5% dengan tracking gel 4%.
Voltase yang digunakan 125 mV. Bahan
yang digunakan adalah coomasive
brilliant blue dan molekul standart sigma

low range marker.

Pemurnian Fraksi Protein Pili
Metode yang dilakukan seperti
/ang telah dikerjakan oleh Ehara dengan
nodifikasi (Sumarno,2000). Hasil SDS-
"AGE koleksi pili gel , gelnya dipotong
urus pada bobot molekul yang
liinginkan dan potongan pita tersebut
likumpulkan dan dimasukkan dalam
nembrane dialisa memakai cairan
enyangga elektroforesis, running buffer.
elanjutnya dilakukan elektroelusi
nenggunakan elektroforesis frontal

pparatus aliran 125 mv selama 25 menit.
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Hasil elektroforesis dilakukan dialisis
dengan cairan penyangga PBS pH 7,4
selama 2x24 jam @ 1 liter dan diganti 2
kali. Cairan dialisat tersebut dilakukan
uji hemaglutinasi..

Uji Hemaglutinasi

Uji hemaglutinasi dikerjakan
menurut petunjuk dari Li (199). Pengen-
ceran sampel dibuat konsentrasi 112 pada
mikroplat V, dimana tiap sumur volumenya
50 pl. Tiap sumur ditambahkan suspensi
darah merah mencit konsentrasi 0,5%
volume sama. Kemudian digoyang dengan
rotator plate selama | menit. Selanjutnya
diletakkan dalam suhu kamar selama I jam
. Besarnya titer ditentukan dengan
pengamatan adanya aglutinasi darah
merah pada pengenceran yang terendah.

Isolasi Sel Epitel Vesica Urinaria
Kelinci

Kelinci yang dipakai adalah
kelinci yang sehat dengan kira-kira 1,5
kg . Kelinci dianestesi dengan menggu-
nakan kloroform, kemudian diambil
bagian vesika urinaria dipotong dan
dibuka. Vesica urinaria dicuci dengan
PBS pH 7,4 yang mengandung 1mM
dithiothretiol pada suhu 4°C sampai

|
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tampak bersih. Setelah itu vesica urinaria
dimasukkan dalam cairan yang
mengandung 1.5mM KCl, 9.6 mMNacCl,
27 mMNa Citrat, 8 mM KH,SO, dan 5.6
mM Na,HPO4 dengan pH 7.4,
selanjutnya jaringan diinkubasi pada
shaking incubator selama 15 menit,
dengan suhu 37°C. Supernatan dibuang
dan jaringan dipindahkan dalam cairan
yang mengandung 1.5 mM EDTA dan 0.5
mM dithiothretiol. Lalu digojok kuat
selama 15 menit pada suhu 37°C,
kemudian supernatant dibuang. Jaringan
dicuci dengan PBS dan disentrifugasi
selama 5 menit dengan kecepatan
1000rpm, dan diulang sebanyak 3 kali.
Epitel vesica urinaria diisolasi dengan
melakukan suspensi pada jaringan
dengan menggunakan PBS steril dan
selanjutnya dihitung dengan spektro-
fotometer panjang gelombang 560nm
sampai konsentrasi 10°/ml. Epitel vesika

urinaria ini siap untuk dilakukan uji

adhesi, uji hambat adhesi dan siap diam-

bil protein membrannya.

Uji Adhesi
Uji adhesi modifikasi Nagayama
(1995), pada uji adhesi bakteri P. mirabilis

dibiakkan dalam laktosa broth pada suhu
37°C. Selanjutnya bakteri dipanen dengan
menggunakan sentrifugasi 6000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4°C. Endapan
disuspensi dengan PBS dan kandungan
bakteri dibuat 10 ¥ml dengan menggu-
nakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 600nm. Kemudian | ml bakteri
dengan | ml sel epitel vesica urinaria
dihomogenkan, pada kontrol. Sedangkan
pada perlakuan epitel disalut dahulu dengan
protein selama 30 menit, baru ditambah
dengan bakteri lalu diinkubasi pada
shaking waterbath dengan goyangan pelan
selama 30 menit pada suhu 37°C,,
Selanjutnya campuran bakteri dan epitel
vesika urinaria disentrifugasi sebanyak 2
kali dengan rotasi 1000 rpm selama 5 menit,
Setelah disentrifugasi, supernatan dibuang,
dan pelet ditambah dengan PBS steril.
Campuran antara pelet dan PBS tersebut
dihomomogenkan dan dibuat preparat.
Selanjutnya preparat tersebut dilakukan
pengecatan Gram serta siap dihitung
indeks adhesinya.

Analisis Statistik
Menggunakan uji regresi dengan

batas signifikan 0,05.
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HASIL PENELITIAN

Setelah dilakukan identifikasi
bakteri P. mirabilis dari urin penderita
ISK dengan menggunakan Microbach,
maka selanjutnya bakteri tersebut dkultur
pada media bifasik, TCG-BHI untuk
memper-kaya pertumbuhan pili. Setelah
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48 jam bakteri tersebut dipanen dan
dilakukan pemotongan pili. Setelah

dilakukan pemotongan pili secara

bertingkat, sampai warna supernatan -

potongan pili ,dilakukan uji
hemaglutinasi dengan hasil sebagai

berikut , seperti tampak pada Tabel 1.

Tabel 1. Uji hemaglutinasi ) berbagai potongan pili P mirabilis pada eritrosit mencit

Pengenceran

Pemotongan

4X

5X 6X S 9K

I * i =
I o+ + =
I < 4 +
IV o s o

+ + - xi 2
+ - 0 " s
- + + 4 pt

Hasil uji hemaglutinasi ini
menunjukkan bahwa pada potongan pili
yang ke-2, 3, dan 4 menunjukkan titer

yang sama, yaitu pengenceran sampai 8

kali. Selanjutnya potongan pili dilakukan
SDS-PAGE untuk memprediksi berat
molekul protein, dengan hasil seperti

pada Gambar | .
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45 kDa
35 kDa

. 23 kDa
20 kDa

Gambar 1. Hasil SDS-PAGE berbagai potongan pili Pmirabilis. Sumur 1 merupa-
kan protein perunut, sumur 2 potongan pili ke-1, sumur 3. potongan

pili ke -2, sumur 4 potongan pili ke -3, sumur 5 potongan pili ke-4,

Profil protein pada SDS-PAGE
dari beberapa potongan pili P. mirabilis

menunjukkan protein yang menonjol
dengan berat molekul 45 )

yaitu protei S
kDaﬂs a, 23kDa dan 20 kDa .
Selanjutnya pl;iein yang menonjol

- tersebut dipotong dan dilakukan

elektroelusi dan dialisis, sehingga
diperoleh protein larutan. Dari hasil
elektroelusi dan dialisis protein pili
tersebut dilakukan uji hemaglutinasi pada

eritrosit kelinci.

Tabel 2. Uji hemaglutinasi pili 20 kDa P mirabilis pada eritrosit kelinci terhadap

berbagai pengenceran
' pengenceran
Berat protein
1 2 3 4 3 6 7 8 9
20kDa o + + + = 4 - v ‘

Dari Tabel 2 terlihat, bahwa pro-
tein pili dengan berat molekul 20 kDa
mampu menghemaglutinasi eritrosit
kelinci, sehingga disebut dengan protein
hemaglutinin. Kemudian protein
hemaglutinin 20 kDa tersebut , dilakukan
uji adhesi secara in vitro pada epitel
vesika uriparia kelinci, dengan hasil

epitel yang tidak disalut dengan protein
hemaglutinin 20 kDa mempunyai indeks
adhesi yang tinggi . Dan pada epitel yang
disalut dengan protein hemaglutinin 20
kDa indeks adhesi mengalami penurunan
seiring dengan bertambahnya dosis pro-
tein tersebut. Lebih jelasnya terlihat pada
Gambar 2 dan 3.
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Gambar 2. Adhesi Proteus mirabilis pada epitel vesika urinaria kelinci. Tampak bakteri
Proteus mirabilis ( a) menempel pada epitel vesika urinaria kelinci ( b).

%ﬂ
{ 5
..'.»i—.‘l
a ———p “-,g',,’
B
g™y ;
»
0 -

Gambar 3. Hambat adhesi dengan menggunakan protein pili 20 kDa dengan
konsentrasi 1/4. Tampak bakteri Proteus mirabilis (a) yang menempel
ke epitel vesika urinaria ( b).
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Sedangkan hasil perhitungan indeks adhesi pada berbagai konsentrasi protein
hemaglutinin 20 kDa tampak pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil perhitungan indeks adhesi Proteus mirabilis pada epitel vesika
urinariakelinci dengan berbagai konsentrasi protein hemaglutinin pili 20 kDa

Indeks adhesi
Ulangan . -
Dosis protein
i b P 12 1/4 1/8 1/16 0
I 182 322 544 732 876 1084
II 176 346 454 873 948 1076
I 178 284 536 758 972 1180

Selanjutnya hasil perhitungan indeks adhesi tersebut dilakukan uji linier dan
diperoleh hasil R? 0.720 dengan b 0.033 ( Gambar 4 ).

INDEKS ADHEST
1 O Obwel vel
1200 .00 LYo
b
R20,720
1000 00
JUMLAH 0,033

50000

600 00

400 .00

200007

Gambar 4. Uji regresi linier indeks adhesi Proteus mirabilis pada epitel vesika
urinaria.
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Fakta empirik berdasarkan hasil
uji regresi menunjukkan bahwa hubung-
an antara indeks adhesi berbagai dosis
protein pili 20 kDa adalah menurun
seiring dengan meningkatnya dosis pro-
tein. Berdasarkan konsep adhesi data ini
menunjukkan bahwa protein hemaglu-
tinin pili dengan berat molekul 20 kDa
merupakan protein adhesi.

PEMBAHASAN

P. mirabilis termasuk dalam
family Enterobacteriaceae, dalam proses
awal terjadinya penyakit melalui proses
adhesi yang diperankan oleh pili maupun
OMP. Keberhasilan terjadinya infeksi
sangat terpengaruh oleh kemampuan
melakukan adhesi. Pada penelitian ini
dilakukan uji adhesi terhadap protein pili
maupun OMP. Langkah awal penelitian
yaitu melakukan kultur P. mirabilis pada
media bifasik TCG-BHI dengan tujuan
untuk menumbuhkan pili bakteri secara
optimal. Setelah itu dilakukan pemotong-
an pili secara bertingkat, sampai super-
natant potongan pili mempunyai
kekeruhan yang sama dengan PBS. Hasil
pemo-tongan pili dilakukan uji hemaglu-
tinasi terhadap sel darah merah. Pada
tahap ini dilakukan uji hemaglutinasi
dengan menggunakan sel darah merah

Spirulina, Vol 3 No. 2 Juni 2008

mencit. Dari uji hemaglutinasi diperoleh
hasil, semua potongan pili P mirabilis
mampu menghemaglutinasi sel darah

merah pada pengenceran ke -2 untuk

potongan pili yang pertama dan

pengenceran ke -8 pada potongan pili

_Yyang ke-2 sampai yang ke-4.

' Langkah selanjutnya adalah
mengetahui berat molekul yang
terkandung dalam pili dengan SDS-
PAGE. Berdasarkan hasil SDS-PAGE,
pada Gambar 1, dapat dilihat, pili P
mirabilis mengandung protein dominant
dengan berat molekul 45 kDa, 35 kDa,
23 kDa dan 20 kDa. Lalu protein dengan
berat 20 kDa disolasi dengan cara elusi
dan dialisis. Selanjutnya protein larutan
tersebut di uji hemaglutinasi, dan
didapatkan hasil bahwa protein pili 20
kDa mampu mehghemaglutinasi sel
darah merah sehingga disebut dengan
protein hemaglutinin.

Kemampuan pili menggumpalkan
sel darah merah ada dua tipe, yaitu
manosa resisten (MRHA) dan manosa
sensitive hemaglutinasi (MSHA).MRHA
akan berubah menjadi MSHA apabila
sel darah merah diberi asam tanat 0,01%.
Penelitian yang dilakukan oleh Sareneva
(1990) menunjukkan bahwa P. mirabilis

mempunyai pili yang bersifat manosa
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resisten (MR/P) dengan berat molekul 21
kDa. Selain itu Rozalki ( 1997)
melakukan penelitian P mirabilis juga
mempunyai protein pili yang hanya
mampu melakukan hemaglutinasi setelah
diberi asam tanat dengan berat molekul
19,5 kDa dan disebut MR/K. Ada
kemung-kinan proein hemaglutinin
dengan berat molekul 20 kDa merupakan
MR/P.

Langkah lanjut penelitian ini
adalah melakukan uji adhesi protein
hemaglutinin pili 20 kDa. Dari uji adhesi
ini didapatkan hasil bahwa konsentrasi
protein hemaglutinin pili 20 kDa
mempengaruhi banyaknya bakteri yang
menempel pada epitel vesika urinaria.
Hal ini disebabkan karena reseptor
bakteri P. mirabilis yang ada
dipermukaan epitel vesika urianaria
kelinci telah terienuhi oleh protein
hemaglutinin. Dan banyaknya reseptor
yang terjenuhi oleh protein hemaglutinin
semakin meningkat seiring meningkatnya
konsentrasi protein tersbut. Sehingga
semakin tinggi konsentrasi protein
hemaglutinin pili 20 kDa semakin sedikit
bakteri yang menempel. Data dan uji
statistik per-hitungan protein adhesin ini
dapat dilibat pada Tabel 3 dan Gambar

4. Secara empirik hasil uji adhesi

tersebut menunjukkan bahwa protein
hemaglutinin pili berat molekul 20 kDa
merupakan protein adhesin. Hasil ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan
Sumarno pada Vibrio cholera O1M09V,
bahwa protein hemaglutinin pili maupun
OMP merupakan protein adhesin.
Demikian juga pada Acinobacter
baumanii protein F 16 merupakan
protein hemaglutinin yang juga berperan
sebagai protein adhesin (Noorhamdi,
2005). Pada bakteri Vibrio para-
haemolyticus, Kleibsiella pneumonia,
dan Helicobacter pylori memiliki
molekul adhesin yang mampu melakukan
hemaglutinasi eritrosit ( Nagayama e al,
1995; Martino ef al,1995; Winarsih o/
al,1997)

KESIMPULAN

Telah dibuktikan bakteri /7
mirabilis isolat dari urin penderita infeksi
saluran kemih, memiliki protein pili dengan
berat molekul 20 kDa yang merupakan

‘protein hemaglutinin dan juga berperan

sebagai molekul adhesin dan diyakini
sebagai salah satu faktor virulensi.
Meskipun masih diperlukan penelitian
lebih lanjut, molekul protein adhesin dapat
dikembangkan sebagai kandidat vaksin
dalam upaya pence-gahan infeksi.

—
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