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RINGKASAN

Penyakit diare merupakan salah satu penyebab utama kematian dan kesakitan
masa anak-anak di negara berkembang. Salah satu bakteri enteropatogen penyebab
diare adalab Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), Enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) serotipe Q157 : H7 merupakan kelompok Escherichia coli
(E. coliy patogen yang paling sering menyebabkan terjadinya hemorrhagic colitis
(HC) dan komplikasinya berupa hemolytic uremic syndrome (HUS) terutama pada
anak. Bakteri tersebut menghasilkan Shiga foxin sehingga termasuk dalam kelompok
Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC). Morbiditas dan mortalitas yang
terjadi pada beberapa wabah infeksi STEC menunjukkan bahwa mikroorganisme
tersebut mengancam kesehatan masyarakat.

Pengembangan strategi terapi dan pencegahan untuk menangguiangi infeks
gastrointestinal oleh STEC membutuhkan pengetahuan yang mendalam tentang
mekanisme bakteri tersebut dalam berkolonisasi di traktus intestinal manusia dan
dalam menyebabkan perubahan patologis secara lokal maupun sistemik. Sejauh ini
satu-satunya faktor perlekatan yang diketahui penting untuk berkolonisasi di usus
adalah intimin, suatu outer membrane protein dengan berat molekul 94-97 kDa yang
dikode oleh gen ese. Namun demikian dalam jumlah sedikit tetapi bermakna,
ditemukan isolat STEC dan penderita HC dan HUS yang tidak mengandung gen eae.
Walaupun tidak mengandung gen eae, bakteri tersebut menyebabkan gejala yang
berat pada penderita. Hal ini mengindikasikan bahwa intimin bukan satu-satunya
faktor virulensi yang penting untuk perlekatan STEC.

Faktor perlekatan yang dimiliki oleh bakteri intestinal patogen, selain outer
membrane protein adalah fimbriae dan lipopolisakarida (LPS). Sehingga tujuan dari
penelitian ini adalah untuk membuktikan bahwa selain intimin, protein fimbriae dan
LPS turut berperan sebagai adhesin pada perlekatan bakteri EHEC O157. Untuk itu
telah dilakukan isolasi crude protein fimbriae dan LPS darn bakten EHEC Q157 yang
dilanjutkan dengan uji hemaglutinasi dengan metode mikrotiter dan wji adhesi. Pada
uji adhesi, crude protein fimbriae dan LPS EHEC O157 disalutkan pada enterosit
kelinci dengan konsentrasi semakin menurun mulai dari konsentrasi 1, %2, Y, Ys, e,
dan O atau kontrol. Dari uji adhesi diperoleh nilai indeks adhesi yaitu banyaknya
bakteri yang melekat pada enterosit dihitung sampai scratus enterosit dan dibuat
reratanya.

Hasil penelitian menunjukkan adanya reaksi hemaglutinasi pada crude protein
fimbrige maupun LPS EHEC 0157 yang berarti bahwa di dalam kedua komponen
permukaan bakteri tersebut mengandung adhesin. Diduga adhesin pada crude protein
fimbriae diperankan oleh protein dengan berat molekul 31 kDa dan 24 kDa,
sedangkan pada LPS adhesin diperankan oleh O side chain region. Hasil uji adhesi
crude protein fimbriae EHEC 0157 menunjukkan bahwa semakin kecil konsentrasi
crude protein fimbriae yang disalutkan pada enterosit, maka indeks adhesi bakteri
tersebut semakin tinggi. Hal ini ditunjang oleh hasil analisis regresi bahwa terdapat
pengaruh yang nyata konsentrasi crude protein fimbriae EHEC O157 terhadap indeks
adhesi bakteri EHEC 0157 pada enterosit dengan nilai F sebesar 78,852 (p<0,05).
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Demikian juga hasil uji adhest LPS EHEC 0157 yang menunjukkan bahwa semakin
kecil konsentrasi LPS yang disalutkan pada enterosit, maka indeks adhesi bakten
tersebut semakin tinggi. Hal ini ditunjang oleh hasil analisis regrest bahwa terdapat
pengaruh yang nyata konsentrasi LPS terhadap indeks adhesi bakteri EHEC O157
pada enterosit dengan nilai F sebesar 97,315 (p<0,05). Berdasarkan analisis regresi
antara uji adhesi crude protein fimbriae dengan LPS terdapat perbedaan kekuatan
pengaruh konsentrasi keduanya terhadap indeks adhesi EHEC O157. Konsentrasi
lipopolisakarida nampaknya memiliki pengaruh yang sedikit lebih kuat terhadap
indeks adhesi EHEC 0157 dibandingkan konsentrast crude protein fimbriae.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa protein fimbriae dan LPS
mengandung adhesin. Adhesin di dalam crude protein fimbriae diduga diperankan
oleh protein dengan berat molekul 31 kDa dan 24 kDa. Sedangkan adhesin di dalam
LPS, diduga diperankan oleh O side region. Adhesin tersebut berperan terhadap
perlekatan bakten EHEC O157 pada enterosit kelinci. Dengan demikian pada
EHEC 0157 terdapat multiple adherence factors yang diperankan oieh oleh intimin
(yang telah ditemukan lebih dahulu), protein fimbriae dan LPS.

xii
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SUMMARY

Diarrhea is one of the important cause of mortality and morbidity among
childhood in developing countries. Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)
0157:H7 are well known as causative agent of diarrhea, hemorrhagic colitis (HC),
and the hemolytic uremic syndrome (HUS) especially at child. The bacteria yicld
Shiga toxin so that is included in group of Shiga toxin-producing Escherichia cofi
(STEC). The morbidity and mortality associated with several recent large outbreaks
of gastrointestinal disease caused by STEC has highlighted the threat these organisms
pose to public health.

Development of therapeutic and preventative strategies to combat STEC
disease requires a thorough understanding of the mechanisms by which STEC
organisms included EHEC 0157 colonize the human intestinal tract and cause local
and systemic pathological changes. For Enterohemorrhagic Escherichia coli
(EHEC) 0157, intimin, a 94-97 kDa outer membrane protein is the only bacterial
adherence factor identified thus far as important for intestinal colonization encoded
by eae gene. Notwithstanding the above, a significant minonity of human STEC
isolates, including those from patients with HC and HUS, do not contain eae,
indicating that intimin is not essential for human virulence.

Factors implicated in the adherence of other enteric pathogens besides outer
membrane protein are fimbriae and lipopolysaccharide (LPS). So that the main
purposed of this research is to prove that besides intimin, the protein of fimbriae and
LPS also play a role as adhesin for intestinal colonization of EHEC O157. Therefore,
the crude of fimbrial protein and lipopolysaccharide (LPS) of EHEC O157 extraction
had been done. It was continued with hemagglutination and adhesion assay. The
hemagglutination assay in this research used microtiter method. In the adhesion
assay, each crude of fimbrial protein or LPS was mounted at rabbit enterocyte with
concentration progressively decline from 1, %2, Y, lfs, ’/1(,, to 0. From the adhesion
assay, it was obtained adhesion index that is the number of coherent bacteria at
enterocyte counted until one hundred enterocytes and made its average.

This research shows the hemagglutination reaction in both crude of fimbral
protein and LPS, meaning that in the two surface components of the bacteria contain
adhesin. It is suggested that the adhesin in crude of fimbrial protein is mediated by
protein 31 kDa and 24 kDa, whereas the adhesin in LPS is mediated by O side chain
region. The adhesion assay shows that lesser the crude of fimbrial protein
concentration mounted at enterocyte higher the adhesion index of EHEC OQ157. It
means that the crude of fimbrial protein concentration influences adhesion index of
EHEC 0157 and is supported by regression analysis with F value is 78.852 (p<0.05).
Likewise, the adhesion assay shows that lesser LPS concentration mounted at
enterocyte higher the adhesion index of EHEC O157. It is also means that the LPS
concentration influences adhesion index of EHEC O157 and is supported by
regression analysis with ¥ value is 97.315 (p<0.05). Based on regression analysis
there is a distinctive of influence power between crude of fimbrial protein and LPS

Xiii
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concentration to adhesion index of EHEC O157. It sccms that LLPS concentration
little more influence than crude of fimbrial protein.

From this research, it could be concluded that fimbnial protein and LPS
contain adhesin. It is suggested that adhesin in the crude of fimbnal proten s
mediated by protein 31 kDa and 24 kDa. Whereas it is suggested that adhesin in the
I.PS is mediated by O side region. The adhesins play a role for EHEC O157
adhcrence to rabbit enterocyte. Thus, EHEC 0157 has multiple adherence factors
mediated by intimin (found previous), fimbrial protein, and I.PS. ‘

Xiv
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ABSTRACT

Intimin (encoded with eae gene) is the only bacterial adherence factor
identified thus far as important for intestinal colonization in Enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) Q157. Notwithstanding the above, a significant minority of
human STEC isolates, inciuding those from patients with hemorrhagic colitis and
hemolytic uremic syndrome, do not contain eae gene, indicating that intimin is not
essential for human virulence. Therefore the main purposed of this research is to
prove that besides intimin, the other adherence factors such as fimbrial protein and
lipopolysaccharide (LPS) also play a role in the adherence mechanism of EHEC
(0157 to enterocyte.

The crude of fimbrial protein and lipopolysaccharide (LPS) of EHEC O157
exiraction had been done. It was continued with hemaggiutination and adhesion
assay. The hemagglutination assay in this research used microtiter method. In the
adhesion assay, each crude of fimbrial protein or LPS was mounted at rabbit
enterocyte with concentration progressively decline from 1, Y2, Y, ', 16, 10 0. From
the adhesion assay, it was obtained adhesion index that is the number of coherent
bacteria at enterocyte counted until one hundred enterocytes and made its average.

This research shows the hemagglutination reaction in both crude of fimbrial
protein and 1.PS, meaning that in the two surface components of the bacteria contain
adhesin. It is suggested that the adhesin in crude of fimbrial protein is mediated by
protein 31 kDa and 24 kDa, whereas the adhesin in LPS is mediated by O side chain
region. The adhesion assay shows the influence of crude of fimbmal protetn
concentration to the adhesion index of EHEC Q157 at enterocyte supported by
regression analysis with F value is 78.852 (p<0.05). Likewise, the adhesion assay
shows the influence of LPS concentration to the adhesion index of EHEC 0157 at
enterocyte with F value is 97.315 (p<0.05). Based on the regression analysis, it scems
that LPS concentration little more influence to adhesion index than crude of fimbrial

profein concentration.

Keywords : EHEC Q157, fimbrial protein, lipopolisakarida, adherence mechanism
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.] Latar Belakang

Penyakit diare merupakan salah satu penyebab utama kematian dan
kesakitan masa anak-anak di negara berkembang. Diperkirakan diare
menyebabkan kematian sebanyak 5 juta anak belita setiap tahunnya. Kematian
yang berkaitan dengan diare merupakan bagian terbesar tingginya angka
kemattan bayi dan anak di banyak negara berkembang Diare juga
menyebabkan tingginya angka kesakitan anak di negara berkembang.
Oiperkirakan 1000 juta kejadian diare terjadi setiap tahun pada anak balita.
Hasil survey di Indonesia menunjukkan bahwa angka kesakitan diare untuk
seluruh golongan umur adalah berkisar antara 120-360 per 1000 penduduk dan
untuk balita menderita satu atau dua kalh episode diare setiap tahunnva atau
60% dani semua kesakitan diare. Kasus diare merupakan bagian besar jumlah
penderita pada hampir semua rumah sakit di negara berkembang, penderita
yang berobat jalan, dan prakiek dokter. Akibatnva penyakit diare menimbulkan
beban yang sangat berat bagi sarana keschatan dan anggaran kesehatan nasional
{Sunoto, 1990).

Salah satu bakter: enteropatogen penyebab diare adalah /scherichia coli
(£~ coliy. Menurut Sunoto, 1990, Lischerwhia coli merupakan 25% penyebab

seluruh diare di negara berkembang. Profil isolat bakteri yang berasal dari tinja
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penderita diare yang dirawat di RSUD Dr. Saiful Anwar Malang  1994-1998
menunjukkan 38% adalah E. coli (Sumarno, 2000). Sedangkan hasil penelitian
Sjoekoer dkk, (2000) menunjukkan bahwa 64,5% isolat bakteri dan tima anak
penderita diare usia 4 hari — 9 th yang diperiksa di Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada tahur; 1999 hingga
2000 adalah E. coli. Telah dikenal lima kelompok E. cofi patogen yaitu
Enterotoxigenic E. coli (ETEC), Enteropathogenic E. coli (EPEC),
Enteroinvasive E. coli (EIEC), Enteroaggregative E. coli (EAggEC), dan
Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) (Joklik et al., 1988),

Enterohemorrhagic Escherichio coli ( EHEC ) sebagai suatu kelompok
E. coli patogen diperkenalkan oleh dua penefitian epidemiologik yang penting.
Pertama, Riley et al., (1983) meneliti dua kejadian wabah dan penyakat saluran
pencernaan yang ditandai oleh nyeri abdomen yang berat, diare profus disertai
darah dan tanpa atau disertai demam. Penyakit ini selanjutnya dinamakan
hemorrhagic colitis (yang selanjutnya ditulis dengan HC), yang berhubungan
dengan konsumsi daging yang tidak dimasak sempurna di berbagai rumah
makan siap saji di Amerika Serikat. Kultur tinja dari penderita menunjukkan
hasil E. coli serotipe O157:H7 yang sebelumnya jarang diisolasi dan penderita
diare. Penelitian penting yang kedua adalah Karmali ef @/, (1983) melaporkan
hubungan antara kasus sporadik hemolytic uremic syndrome (yang selanjuinya
ditulis dengan HUS) dengan sitotoksin dalam tinja dan E. coli di dalam tinja
yang menghasilkan sitotoksin tersebut. Hemolytic uremic syndrome (ditandai

dengan trias gagal ginjal akut, trombositopenia, dan anemia hemolitik
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mikroangiopatik) didahului oleh diare disertai darah yang sama dengan gejala
HC. Dua penemuan di bidang mikrobiologi tersebut mengawali pengenalan
terhadap suatu kelompok bakteri enteropatogen yang menyebabkan penyakit
pada usus dan ginjal (Nataro and Kaper, 1998).

Dari berbagai peneliian vang terus menerus dilakukan, ditemukan
bahwa sitotoksin yang dihasilkan oleh /. cofi O157:H7 menimbutkan efek
sitopatik pada kultur Vero cells sehingga disebut Verotoxigenic-producing k.
cofi (VTEC). Nama lain yang digunakan adalah Shiga toxin-producing L.coli
(STEC) karena salah satu dari sitotoksin yang dihasilkan oleh bakten tersebut
memiliki kemiripan baik secara genetik maupun kandungan proteinnya dengan
Shiga toxin yang dihasilkan oleh Shigelia dysentriae 1 (Nataro and Kaper,
1998). Shiga toxin-producing I. coli (STEC) terdiri dari sekitar 60 serotipe
(Paton and Paton. 1998) diantaranva O26:H11, 026:H-, 0103::H2, O111:H-,
O121:H19, O145:H-, O157:H7, dan O157:H- yang sering menimbulkan gejala
penyakit yang berat (Fukushima er af., 2000).

Morbiditas dan mortalitas yang terjadi pada beberapa wabah infeksi
STEC menunjukkan bahwa mikroorganisme tersebut mengancam kesehatan
masyarakat. Beberapa wabah justru terjadi di negara dengan sistem perawatan
kesehatan vang maju. Wabah dt belahan barat Amerika Senkat terjudi pada
tahun 1993 dimana 700 orang mendernita infeksi STEC serotipe O157:H7 dan 50
kasus berkembang menjadi HUS dengan 4 orang meninggal. Wabah terbesar

terjadi di Sakai, Jepang pada tahun 1996 dimana 6000 orang menderita HC dan
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lebih dari 100 orang berkembang menjadi HUS dengan 12 orang meninggal
yang juga disebabkan oleh serotipe O157:H7 (Paton and Paton, 1998).

Enterohemorrhagic E.coli (EHEC) O157:H7 dapat ditularkan melalui
makanan, air dan dar orang ke orang. Sebagian besar kasus disebabkan oleh
konsumsi makanan yang terkontaminasi, terutama makanan yang berasal dan
bahan dasar daging sapt (Natare and Kaper,1998). Selain daging sapi, kuman
ini dapat berasal dani daging domba,kambing, dan babi. Bahan makanan lain
yang merupakan sumber infeksi kuman tersebut adalah susu yang tidak
dipasteurisasi, produk daging yang difermentasi atau dikeringkan seperti safanif
dan jerky serta buah dan sayuran yang terkontaminasi pada saat pengolahan
(Paton and Paton, 1998).

Pengembangan strategi terapi dan pencegahan untuk menangguiangt
infeksi gastrointestinal oleh STEC membutuhkan pengetahuan yang mendalam
tentang mekanisme bakteri STEC dalam berkolonisasi di traktus intestinai
manusia dan dalam menyebabkan perubahan patologis secara lokal maupun
sistemik (Paton and Paton, 1998). Infeksi oleh £. coli penghasil Shiga toxin ini
diawali dengan kolonisasi bakteri di usus. Pada bakten tersebut, satu-satunva
faktor perlekatan yang diketahui penting untuk kolonisasi di usus adalah
intimin, suatu oufer membrane proitein dengan berat molekul 94-97 kDa yang
dikode oleh gen eue, Gen ewe dimiliki oleh sebagian besar strain STEC,
khususnya yang patogen bagi manusia {(Kaper and O’'Bnen, 1998),

Namun demikian, dalam jumlah sedikit tetapi bermakna, ditemukan

1solat STEC dari penderita HC dan HUS yang tidak mengandung gen cue. Di
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rumah sakit Clermaont-f-errand Perancis amara bulan Agustus 1996 sampai Me:
1997 ditemukan 14 kasus HUS. Dan 14 kasus HUS tersebut, 6 bahan
pemeriksaan tinja dianalisis dengan PCR dan hasiinya menunjukkan bahwa
semua isolat mengandung bakiert STEC vang kesemuanya tidak mengandung
gen eae. Walaupun tuidak memiliki gen pengkode rrinin. ba.kterl tersebut
menyebabkan gejala yang berat pada penderita. Hal imt ditandar dengan
penurunan kadar hemoglobin pendenita HUS tersebut berkisar 5.9 — 9.8 g/dl,
jumtiah platelet tinggal 22.000 — 94.000/ pl, dan kadar kreatinin meningkat
menjadi 240 — 1127 umol/liter (Bonnet et al., 1998}, Hal ni berarti bahwa
infimin bukan satu-satunya faktor virdiensi yang penting untuk perlekatan
(Paton and Paton. 1998). Tidak adanya gen eue pada isolat STEC dari bahan
pemeriksaan klimis menunjukkan bahwa terdapat faktor perlekatan tambahan
yang belum diketah;li dengan jelas peranannva {Kaper and O’Brien, 1998).
Menurut Paton and Paton, (1998), faktor perlekatan vang dimiliki oleh
bakteri intestinal patbgen selain aurer membrane protein adalah fimbriue dan
lipopolisakarida (LPS). interaksi spesifik bakteri dengan reseptor glikoprotein
atau glikolipid di permukaan sel hos diperankan oleh satu dan tip protein yang
disebut dengan adhesin. Adhesin dari /. co/i berada pada fimbrize-nya. Sebagai
contoh, FimH adhesin yang dibentuk oleh sebagian besar /nrerobacteriuceae,
berperan dalam perlekatan fimbriae tipe | terhadap reseptor D-mannosides.
sementara FimG adhesin berperan dalam perlekatan fimbriae tipe Pap terhadap

reseptor 1)- gal f -D-Gal di permukaan sel hos (Wizemann, 1999) Pada
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mulanya fimbriae diperkirakan sebagai struktur homopolimer tersusun dari
sekitar 1000 kopi subunmit struktural (fimbrin) yang dikemas dalam bentuk
helical array. Namun demikian, banyak fimbricze yang telah terkarakterisasi
dengan baik seperti fimbriae tipe 1 dan tipe Pap yang diekspresikan oleh E. coli
dan FEnterobacteriaceae yang lain, merupakan struktur heteropolimer dengan
minor tip fibrillae protein yang terletak di ujung distal dari fimbriae
(Wizemann, 1999). Sebagian besar fimbriae mengandung residu asam amino
hidrofobik dalam jumlah besar, sehingga dianggap berperan dalam membentuk
hidrofobisitas permukaan sel yang penting untuk perlekatan bakteri (Donlan,
2002). Protein adhesin apabila ditinjau dart keberadaannya disamping terdapat
pada bagian fimbriae bakteri, ditemukan juga pada outer membrane protein
(Ward, 1980). Sedangkan LPS merupakan komponen dinding sel bakteri Gram
negatif yang mengandung struktur yang potensial untuk membantu periekatan
bakter: (Todar, 2002).

Pada baktert EHEC O157:H7, intimin yang merupakan outer membrane
protein diketahui sebagai satu-satunya faktor perlekatan bakteri pada
permukaan enterosit, sedangkan peranan fimbriae dan LPS sebagai faktor
perlekatan bakteri tersebut masih perlu diteliti lebih lanjut (Kaper and O’Brien,
1998). Untuk itu dalam penelitian ini dilakukan uji adhesi terhadap crude
protein fimbriae dan LPS dari bakteri EHEC O157 dengan konsentrasi yang

berbeda dan dianalisis pengaruhnya terhadap indeks adhesi EHEC O157.
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1.2 Rumusan Masalah

Dan latar belakang tersebut di atas ditank suatu rumusan masalah sebagai
berikut -

1. Apakah terdapat pengaruh konsentrasi crude protein fimbriae EHEC
0157 yang disalutkan pada enterosit kelinci secara snvifro terhadap
indeks adhest bakteri tersebut?

2. Apakah terdapat pengaruh konsentrasi crude LPS EHEC O157 yang
disalutkan pada enterosit kelinci secara invitro terhadap indeks adhes:

bhakteri tersebut?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan umum;

Untukk membuktikan bahwa protein fimhriae dan LPS berperan pada
kolonisasi bakteri EHEC O157 di enterosit.

Tujuan khusus:

1. Untuk membuktitkan bahwa terdapat pengaruh konsentrasi crude profein
fimbrice EHEC Q157 yang disalutkan pada enterosit kelinci secara inviira
terhadap 1ndeks adhesi bakteri tersebut.

2. Untuk membuktikan bahwa terdapat pengaruh konsentrasi crude LPS EHEC
0157 vang disalutkan pada enterosit kelinci secara invirre terhadap indeks

adhesi bakieri tersebut.
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1.4 Manfaat

Penelitian tm diharapkan mampu menyumbangkan pengetahuan tentang:

a) Mekanisme kolomsasi EHEC O157 pada traktus intestinal yanyg diawali
oleh proses perlekatan pada sel epithel usus. Pengetahuan tentang
mekanisme kolonisasi tersebut penting untuk strategi u;,rapi dan prevens)
infeksi oleh bakteri EHEC Q157

b) Kemungkinan pengembangan vaksin untuk menghambat perlekatan
EHEC O157 yang berasal dari komponen profein adhesin fimbriac dan
LPS bakteri tersebut.

¢) Pengembangan prosedur diagnostik EHEC Q157 yang menggunakan

komponen protein adhesin fimbriae dan LPS bakteri tersebut.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik umum Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) 0157

Enterohemorrhagic E.coli (EHEC) tergolong famili enterobacteriaceae,
mempunyai  karakteristk umum yang sama dengan anggota famili
enterobacteriaceae yang lain. Kuman ini berukuran antara 0,5 — 3,0 um, berbentuk
batang Gram negatif , tidak membentuk spora, bergerak dengan peritrichous
flagella. Selain itu kuman ini mempunyai fimbriae vang berguna dalam proses
perlekatan antara kuman dengan kuman yang lain, dengan sel hos ataupun dengan
bakteriofaga. Dinding selnya tersusun dan murein, lipoprotein, fosfolipid, protein

dan lipopolisakarida (Joklik et al.,1988).

Gambar 2.1 Struktur sel bakteri (Davidson, 1995).
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Famili enferobacteriaceae merupakan organisme fakultatif anaerob. Dalam
keadaan anaerob atau kadar oksigen yang rendah, bakteri ini memfermentasi
karbohidrat, tetapi jika dalam keadaan kadar oksigen yang cukup, bakteri
menggunakan tricarboxylic acid cycle dan sistem transpor elektron untuk
menghasilkan energi. Secara umum semua anggota famili enferobacteriaceae
memfermentasi glukosa, mereduksi nitrat menjadi nitrit, dan tidak mempunyai
enzim sitokrom oksidase. Escherichia coli mempunyai karakteristik biokimia
berupa produksi lisin dekarboksilase, menggunakan asetat sebagai sumber karbon,
dan menghidrolisis triptofan menjadi indol (Joklik et al., 1988).

Terdapat beberapa karakteristik biokimia dari E. coli 0157 yang digunakan
dalam isolasi dan identifikasi serotipe tersebut. Karakteristik penting dari serotipe
0157 adalah tidak memfermentasi D-sorbitol dengan cepat, berbeda dengan 75
hingga 94% strain E. coli yang lain. Escherichia coli O157 juga tidak

memfermentasi rhamnose pada lempeng agar, dimana 60% E. coli yang tidak
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memfermentasi sorbitol dapat memfermentast rthamnose. Karakateristik lain dari
E. coli O157 yang membedékan dengan serotipe  F.coli yang lain adalah
ketidakmampuannya menghasilkan beta glukoronidase, yang menghidrolisis 4
methyl-umbelliferyl-D-glucoronide (MUG) dan  bahan-bahan  sejenisnya.
- fischerichia coli Q157 juga tidak dapat tumbuh dengan baik pada suhu 44-45,5°C,
suaty rentang temperatur dimana £ coli dan sampel makanan dan air dapat
tumbuh (Nataro and Kaper, 1993).

Serotipe dan E. coli terutama berdasarkan pada penentuan tipe antigen Q,
antigen H, dan antigen K. Terdapat lebih dan 150 antigen O, 90 antigen K , dan
50 antigen H yang dimiliki oleh £. coli. Penentuan profil antigenik dan berbagai
strain berguna dalam studi epidemiologis, dan terdapat beberapa penelitian yang
menghubungkan tipc antigen tertentu dengan berbagai jenis diare. Sebagai contoh
serotipe 0157 terbukti menghasilkan verofoxin yang menycbabkan femorrhagic
colitis (HC), dan O78:H11 seita O78:H12 terbukii merupakan fnrerotoxipenic
£.coli. Tipe antigenik lain sepertt O111a,111b:H2 berhubungan dengan diare pada
bayir baru lahir, sementara O124:H30 merupakan Enteroinvasive . coli dan

menycbabkan disentri basiler seperti Shigefla (Joklik ct al., 1988).

Gambar 2.3 Bakteri ££. cofi O157 diihat dengan transmission electron micrograph
(Todar, 2002).
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Enterohemorrhagic E.coli Q157 disebut juga sebagai verotoxigenic li.coli
atau Vero cyotoxin-producing IFi.coli. lIstilah ini berasal dan pengamatan
Konowalchuk,}977 bahwa ternyata strain ini menghasilkan toksin Shiga foxin
(Stx) | dan Stx2 yang bersifat sitotoksik terhadap Vero cells. Nama lainnya adalah
Shiga toxin-producing F.coli (STEC) yang menunjukkan bahwa satu dari dua
toksin yang dihasilkan yaitu Stx] memiliki kemiripan secara genetik maupun
kandungan asam amino dengan shiga toxin yang dihasilkan oleh Shigella
dysentriae type | (Kaper and O’Brien,1998).

2.2 Faktor Virulensi EHEC O157
2.2.1 Shigua toxin

Faktor virulensi utama dari EHEC 0157 adalah Shiga toxin (Stx). Sitotoksin ini
merupakan faktor penyebab kematian dan berbagai gejala lain pada pendenta yaﬁg
terinfeksi EHEC Q157 (Nataro and Kaper, 1998).

Shiga toxin (Stx) mengandung dua komponen utama, yang secara imunologis
tidak bereaksi silang, yaitu Stx1 dan Stx2 yang dikode secara kromosomal melalui
baklériofaga (Paton and Paton, 1998). Satu strain EHEC dapat mengekspresikan
Stx) saja, Stx2 saja, atau keduanya atau bahkan bentuk multipel dari Stx2. Shiga
toxinl dan EHEC identik dengan Shiga toxin dan S, dysentriue 1 {Nataro and
Kaper, 1998). Hasil penelitian Fukushima er af., (2000) menunjukkan bahwa 64%
EHEC 0157 mengekspresikan Stx1 dan 5tx2. Prototipe Stx! dan Stx2 memiliki
kemiripan sekuens 55 dan 57% pada subunit A dan B. Jika Six1 tidak bervanasi,

berbeda halnya dengan Stx2 vang memiliki variasi sekuens. Vanasi yang berbeda
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tersebut dilambangkan dengan Stx2c¢, Stx2v, Stx2vhb, Stx2e dan seterusonva
(Kaper and O’ Brien, 1998).

Struktur dasar subunit A-B sama untuk semua Shiga foxin. Subunit A
merupakan protein dengan berat molekul 32 kDa yang dapat dipecah menjadi
subumt Al 28 kida dan subunit A2 4 kDa. Subunit Al berpzran dalam aktivitas
enzimatik dan subunit A2 berperan dalam membentuk ikatan dengan pentamer
subunit B vang 1dentik dengan bobot molekul masing- masing 7,7 kDa. Subunit B
berperan dalam membentuk 1katan antara toksin dengan reseptor glikolipid
spesifik, globotriaosylceramide atau Gb3, yang terdapat di permukaan sel
eukaryota (Kaper and O’Brien, 1698).

Setelah tkatan terbentuk, holotoksin { 70 kDa) mengalami endositosis dan
diangkut menuju  (ofgi apparaius selanjutnva ke endoplasmic  reticulum.
Kemudian subunit A diangkut ke sitoplasma, bekerja pada ribosom subunit 60S.
Secara khusus subunit Al yang mengandung N-glvcosidase menghilangkan satu
basa nukleotida adenin dari rRNA 2838 ribosom eukaryota sehingga menghambat
sintesis protein akibatnya terjadi kematian sel epithel intestinal, sel Vero dan Hela
ataupun sel lain yang mempunyai reseptor Gb3 (Nataro and Kaper, 1998). Karena
STEC tidak mampu mengadakan invasi sel epithel, maka timbulnya gejala
sistemik disebabkan oleh translokasi Six ke jaringan yang lebih dalam dan masuk
ke dalam sirkulasi darah (Paton and Paton, 1998). Bukti-bukti menunjukkan bahwa
human microvascentar endethelial cells termasuk endothel glomerulus sensitif
terhadap Stx, akibatnva terjadi kematian sel endothel glomerulus di gimal (Kaper

and O’Brien, [998).
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Plasmid 60 MDa vang secara umum ditemukan dalam EHEC O157
mengandung gen vang mengkode hemolisin (¢/ix4) yang kemudian diczbut sebagai
enterohemolisin. Peranan enterohemolisin dalam patogenesis penvakit masih
berupa dugaan. Eritrosit vang lisis secara invivo akan melepaskan heme dan
hemoglobin vang memacu pertumbuhan dan merupakan sumber zat besi bagi /.

colr Q157 (Nataro and Kaper, 1992},

12
!Q
(]

Faktor perlekatan
Tahap pertama dari infeksi mikroba adalah kolonmisasi, yaitu menetapnya
bakteri patogen pada tempat masuk yang sesuai. Bakteri patogen biasanya
berkolonisasi pada jaringan hos yang berhubungan dengan lingkungan eksternal,
seperti traktus gastrointestinal, traktus respiratorius, konjungtiva, dan wraktus
urogenital. Organisme yang menginfeksi tempat ini biasanya mempunya:
mekanisme perlekatan pada jaringan dan kemampuan untuk bertahan dan sistem
pertahanan tubuh hos di permukaan mukosa (Todar, 2002).
Perlekatan bakteri pada sel eukaryota atau pada permukaan jaringan
membutuhkan peranan dari 2 faktor, yaitu reseptor dan adhesin. Secjauh ini
diketahui bahwa biasanva reseptor berupa residu peptida dan karbohidrat spesifik
‘pada permukaan sel cukaryota. Sedangkan adhesin bakient adalah komponen
makromolekul pada permukaan sel bakteri vang bennteraks: dengan reseptor sel
hos seperti fomhriue, vwter membrane profein, dan lipopolisakarida. Adhesin dan

reseptor biasanva berinteraksi secara spesifik {Todar, 2002 : Rylev, 2000},
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Mekanisme perlekatan bakteri pada perimukaan scl atau jaringan terdiri dar
2 tahap, yailu :

1. Per'ckatan nonspesifik

Perlekatan ini merupakan perickatan bakten pada permukaan sel eukaryotik
vang bersifat reversibel. Kadang-kadang disebut dengan Jocking. Perlekatan non
spesifik ini dapat terjadi oleh karena berbagai gava atau interaksi seperti: interaksi
mdrofchik, gava elektrostauk, getaran atom atau molekul, dan gerak Brown.

2. Periekatan spesifik.

Perlekatan spesifix merupakan perlekatan bakteri pada permukaan sei atau
jaringan vang bersifat ireversibel. Kadangkala disebut dengan wnciiring.
Perlekatan ini dapat terjadi oleh karenma adanya ikatan spesifik antara molekul
reseptor dengan molekul adhesin. Beberapa penelitian membuktikan bahwa
molekul reseptor dan atau molekul adhesin berperan dalam spesifisitas perlekatan
baxteri pada sel atau jaringan hos. Hasil penelitian tersebut diantaranva :

(a) Bakteri berikatan dengan reseptor atau analog dari reseptor yang telah dusolasi.

(b) Adhesin atau analog dan adhesin vang telah disolasi akan berikatan dengan
permukaan sel eukaryota.

(c) Perlekatan bakter pada permukaan sel eukarvota dihambat oleh:

+ Molekul adhesin atau reseptor yang teiah disolasi

e Analog dari adhesin atau reseptor

e Enzim dan bahan kimia yang merusak adhesin atau reseptor secara

spesifik
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* Antibodi yang spesifik pada komponen penmukaan (seperti adhesin atau
reseptor).

(Todar, 2002).
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Gambar 2.4 Mekamsme perleckatan bakieri dimana vaksin anti-adhesin potensial
untuk menghambat kolonisasi dan infeksi (Wizemann et al., 1999).

Pada kebanyakan bakteri Gram negatif, faktor perlekatan diperankan oleh
suatu protein yang mampu mengaglutinasi eritrosit mamalia yang disebut protetn
hemaglutinin, misalnya protein adhesin Klehsiellu pneumonive diperankan oleh
protein hemaglutinin 29 kDa (Marttno er «/.. 1995), adhesin  Vibrio
purahaemolviicus diperankan oleh hemaglutinin 26 kDa (Nagavama ¢ of., 1995),
adhesin Anaplasma margmate diperankan oleh hemagtutinin 38 kDa (Mcgarrey and

Alfred., 1994), dan adhesin Salmonellu tvphi diperankan oleh hemaglutinin 36 kDa
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{Sanarto dkk., 1999) Ada kalanya proses adhes: ini diperankan oleh lebih dart satu
protein adhesin, misalnya pada Helicobacter pylori yang diperankan oleh protein
hemaglutinin dengan berat molekul 20 kDa dan 32 kDa (Winarsih dkk., 1997).
Untuk membuktikan bahwa suatu protein merupakan protein adhesin
dilakukan uji adhesi. Protein yang diduga sebagai protein adhesin disalutkan pada
sel hos dengan konsentrasi yang semakin memngkat. Penyalutan protein 1m
dimaksudkan untuk menjenuhi reseptor yang terlibat pada proses perlekatan. Darn
uji adhesi diperoleh nilai indeks adhesi yaitu banyaknya bakteri yang menempel
pada sel hos dihitung sampai seratus sel dan dibuat reratanya. Pada uji adhesi
protein hemaglutinin fimbrize 36 kDa (HA-F36) dan protein hemaglutinin OMP
36 kDa (HA-0O36) dari bakteri Salmonella typhi diperoleh hasil adanya penurunan
yang nyata dari jumlah bakteri yang melekat pada sel enierosit dengan makin
meningkatnya dosis protein HA-F36 dan HA-O36 (Sanarto, 2002). Sedangkan
pada uji adhesi protein hemaglutinin fimbriae 50,3 kDa dari bakteri Vibrio
chaolerae O1 M094V diperoleh hasil adanya hubungan antara indeks adhesi dengan
berbagai dosis protein hemaglutinin fimbrice 50,3 kDa adalah menurun secara
eksponensial dengan semakin meningkatnya dosis. Berdasarkan konsep
mekanisme adhesi, fakta empink ini mendukung hipotesis bahwa protein
hemaglutinin fimbrige 50,3 kDa merupakan molekul adhesi (Sumarno. 2000).
Strain /-, coli secara in vitro pada sel epitel seperti hatnyva Hel.a atau Hep-2
dapat menunjukkan tiga pola adhesi yang karakteristik 1alah. (1) upe /localized
(LA}, mikrokoloni terbentuk pada satu atau beberapa tempat tertentu pada

permukaan sel. Sifat im tampaknya diperankan oleh hundlc forming pilus (BFP).
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Strain ini kemudian dikenal sebagai locafized-adhering F. coli (LAEC). (2) Tipe
diffuse (DA), bakteri tampak menyelimuti permukaan sel. Ada 2 adhesin yang dapat
dudentifikasi pada strain ini ialah a plasmid — encoded outer menmbranc protein
(100 kDa), disebut afimbrial adhesin (AFA) yang terlibat pada adhesi diffuse, dan «
chromosomally encoded fimbrial adhesin, F1845 yang merupakan anggota dari
adhesin Dr family. Strain imi disebut diffuse-adhering I, coli (DAEC). (3} Tipe
aggregative (AggA), bakteni tampak membuat bentukan seperti susunan batu bata
pada permukaan sel. Ada 2 plasmid yang menyandi fimbriae, AAF/I dan AAF/IL.
Strain bakter1 im disebut aggregative — adnering E. coli (AAEC) (Hernandez et al.

1997 ; Gonzalez et al., 1997).

._'

A loculized B. aggregative C. diffuse

Gambar 2.5 Pola perlekatan /-. coli pada sel Hep-2 (Nataro and Kaper, 1998).
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Faktor perlekatan dari EHEC Q157 yang dapat mendukung proses kolonisasi
adatlah :
a. /niinin

Satu-satunya faktor periekatan potensial vang dimiliki EHEC OI157 yang
terbukti berperan pada kolonisasi intestinal secara invivo pada hewan coba adalah
ftimin, suaty outer membrane protein dengan berat molekul 94 — 97 kDa, yang
dikode oleh pen eqe (Nataro and Kaper, 1998). Dilthat secara histopatologi gen
eae yang terdapat dalam bakteri tersebut menginduksi attaching and effucing
lesion (lest A/E) untuk selanjutnya berkolonisasi di rracrus digestivis (Kaper and
O’Brien, 1998).

b. VFMimhriue

Faktor perlekatan lain, sebagaimana dimiltki oleh bakteri enteropatogen,
adalah fimbriae atau pili (Davis er «f, 1990). Sebenarnva istilah fimhriae
merupakan istilah yang tepat untuk adhesin permukaan yang berbentuk batang,
karena istilah pihi ditujukan untuk struktur yang lebih panjang dan lebih fleksibel
yang digunakan untuk konjugasi bakten. Namun perbedaan istilah tersebut sening
diabaikan {Salvers and Whitt, 1994).

I'imbriue berbentuk batang kaku, pendek, dan lebih halus dari flagella,
tersusun dari single, highlv hvdrophobic protein yaitu pilin yang membantu proses
perlekatan bakten (berat molekul 17000-25000 dalton) (Davis ¢f ¢f., 1990). Protein
pilin (funbrin) dikemas dalam bentuk heliks membentuk struktur silindris vang

panjang Ujung dari fimbfice (adhesive tip) membantu perlekatan bakteri dengan
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cara melekat pada molekul reseptor di permukaan sel hos (Salyers and Whitt,
1994).

Reseptor fimbriae pada sel hos secara umum berupa residu karbohidrat dari
glikoprotein atau glikolipid. Tkatan antara fimbriae dengan sel hos yang menjadi
target perlekatannya sangat spesifik. Spesifisitas ini penting karena dengan adanya
reseptor yang sesuai akan menentukan bagian tubuh yang terinfeksi oleh bakteri.
Pada beberapa kasus, ikatan spesifik antara ujung fimbriae dengan karbohidrat sel
hos dibantu oleh struktur khusus pada ujung fimbrige yang terdiri dari beberapa
protein yang berbeda dengan pilin. Pada kasus yang lain ikatan tersebut diperankan
oleh pilin itu sendiri. Tidak mudah untuk menentukan apakah suatu fimbriae
mempunyai struktur khusus pada ujungnya karena lebih dari 99% protein
penyusun fimbrige adalah pilin. Sehingga protein minor yang menyusun struktur
khusus di wjung fimbrige tidak terdeteksi pada saat analisa biokimia terhadap

komposisi fimbriae (Salyers and Whitt, 1994).

Gambar 2.6 Perlekatan bakteri menggunakan fimbriae (pili) (Kaiser, 1998).

Tesis Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 21

host cell

Gambar 2.7 Adhesive tip dari fimbriae (pili) bakteri berikatan dengan reseptor sel
hos (Kaiser, 1998).

Pembentukan fimbriae oleh bakteri merupakan proses kompleks yang
membutuhkan peranan dari sejumlah protein. Tahap pertama adalah sekresi pilin
dan protein khusus pada ujung fimbriae melintasi inner membrane menuju ke
periplasmic space. Di periplasma suatu protein khusus yang disebut chaperon
membawa pilin menuju kompleks outer membrane protein tempat dimana
pembentukan struktur pilin dimulai. Struktur perlekatan di ujung fimbriae
terbentuk dan memanjang terlebih dahulu, kemudian batang fimbriae terbentuk
oleh adanya subunit pilin di dasar fimbriae yang mendorong bagian yang telah
terbentuk ke luar dari permukaan sel bakteri. Tahap akhir adalah protein
periplasma yang memberikan kode bahwa proses pemanjangan fimbriae telah
berakhir dan menstabilkan fimbriae yang telah terbentuk di dinding sel (Salyers
and Whitt, 1994).

Sepanjang pertumbuhan bakteri, terjadi pelepasan dan pembentukan
Jimbriae secara teratur. Pembentukan fimbriae baru yang kontinyu terjadi karena

fragilitas fimbriae, yang mudah patah dan terlepas. Penggantian fimbriae tersebut
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penting, paling tidak untuk beberapa bakteri, karena memudahkan bakteri untuk
melepaskan diri dari sistem pertahanan tubuh hos.

Mengapa bakteri menggunakan fimbriae yang fragil im untuk melekat?
Jawabannya masih belum jelas. Satu hipotesis adalah karena baik permukaan
bakteri maupun sel hos sama sama bermuatan negatif, dengan adanya fimbriac
memungkinkan bakteni untuk berikatan dengan sel hos tanpa harus berada cukup
dekat mengingat adanya gaya tolak menolak yang mencegah perlekatan keduanya.
Namun hal ini bukan merupakan satu-satunya penjelasan karena bakternt mampu
mengadakan ikatan yang lebih erat dengan permukaan sel hos sehingga terjadi
kontak antara permukaan sel bakten dengan permukaan sel hos (Salyers and Whitt,
1994).

Kebanyakan bakteri patogen menggunakan dua tahap proses periekatan,
pertama menggunakan fimbriae dalam bentuk ikatan yang longgar (docking)
ditkuti dengan ikatan yang leBih kuat («nchoring) menggunakan outer membrane
protein  (Salvers and Whitt, 1994) Pada proses periekatan bakteri
Lnteropathogenic E. coli (EPEC) pada mukosa usus, juga terdiri dari 2 proses.
Proses pertama diperankan oleh fimbriae dan proses kedua diperankan oleh
intimin. Yika proses pertama tidak terjadi maka proses perlekatan selanjutnya yang
diperankan oleh /ntimin bersifat terbatas (Krejany ef al., 2000),

c¢. Lipopolisakarida (LPS)
Selain fimbriue, faktor periekatan yang sering dimiliki oleh bakteri

enteropatogen adalah LPS (Paton and Paton, 1998} -Lipopolisakarida merupakan
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bagian dari ourer membrane dinding sel bakieri Gram negant vang terdiri dari 3
komponen, yaitu:

lipid A adalah komponen lipid dari LPS. Komponen ini mengandung
molekul hidrofobik, merupakan bagian dan LPS vang melekat pada owrer
membrane. Lipid A terdin dari dimer phosphorylaied N-acetviglucosamine (NAG)
vang dilekati oleh 6 atau 7 asam lemak jenuh. Di antara asam lemak tersebut ada
yang melekat langsung pada dimer NAG, ada pula yang teresterifikasi menjadi 3-
hydroxy fany acid.

Core (R) antigen atau R polysaccharide

Komponen ini melekat di enam tempat dari satu NAG. Antigen R terdiri
dari gula rantai pendek, sebagai contoh: KDO — Hep - Hep — Glu — Gal - Glu -
GluNAc-. Dua jenis gula yang biasanyz dijumpai adalah heptose dan 2-keto-3-
deoxyoctonic acid (KDO) pada inti polisakarida Gula KDO bersifat unik dan
selalu dijumpai pada LPS sehingga merupakan indikator untuk mengujt
keberadaan LPS {endotoksin).

Somatic (Q) antigen atau (O polysaccharide

Komponen ini melekat pada core polysaccharide. Terdin dari ulangan
subunit oligosakarida yang tersusun darni 3-5 monosakarida. Panjang rania
bervariasi hingga 40 unit ulangan. O polysaccharide jauh lebih panjang dari core
polvsaccharide dan mempertahankan kandungan hidrofilik dan molekul LPS.
Penentu antigenik utama dari dinding sel bakteri Gram negauf terletak dalam O
polysuccharide.

g
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Jents gula tertentu khususnva pada bagian terminal dari () polvsaccharide
menentukan spesifisitas imunologi dari () antigen dan morfologi koloni yang halus -
dar suatu strain. Hilangnya O antigen menyvebabkan hilangnya virulensi bakteri,
diduga komponen i merupakan komponen vang penting dalam interaksi antara
hos dan parasit. Beberapa kemungkinan yang menunjang dugaan tersebut adalah
bahwa O antigen
(a) Memungkinkan organisine melekat secara spesifik pada jaringan tertentu,

khususnya jaringan epithel
(b) Menyebabkan resistensi bakteri terhadap fagositosis
(c} Bersifat hidrofilik dan dapat berperan sebagai pembawa / irid 4 yang toksik
(d) Melindungi baktert dart antibodi dan komplemen
(Todar, 2002).

Berdasarkan bukti penelitian bahwa LPS yang telah diisolasi dapat
menghambat adhesi bakteri, timbul dugaan LPS dari bakteri Gram negatif
berpartisipasi dalam proses adhesi mikroorganisme pada fagosit nonprofesional
termasuk sel mukosa (Jacques, 1996 . Abraham et al.. 1999). Sebagai reseptor dari
LPS adalah lektin yang diekspresikan di permukaan sel epithel mamalia (Ofek et
al.,, 1995).

Strain Shiga  toxigenic Fischerichia coli serotipe O157 penting sebagai
bakteri patogen pada manusia, tewapi dasar genetik ekspresi antigen O157 dan
peranan () side chuain dari LPS  dalam perlekatan bakieri pada sel epithel belum

diketahwi (Bilge er af - 1996}
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2.3 Patogenesis Hemorrhagic Colitis dan Hemolytic Uremic Syndrome

Enterohemorrhagic K. coli Q157 yang termasuk dalam Shiga (foxin-
producing [Escherichia coli (STEC) merupakan penyebab dan  kasus-kasus
sporadik maupun wabah dari Aemorrhagic colitis dan hemolytic uremic syndrome
terutama pada anak-anak. Patogenesisnya terdiri dari beberapa tahapan yang
tergantung pada interaksi antara kuman dengan faktor hos (Paton and Paton,1998).

Setelah masuk ke dalam tubuh secara per oral, STEC melampaui baner
asam lambung dan selanjutnya berkompetisi dengan mikroorganisma dalam usus.
Apabila kuman dapat melampaui sistem kekebalan tubuh alami tersebut, maka
kuman mengadakan perlekatan pada sel epithel usus dan berkolonisasi. Tipe
perlekatan STEC adalah atraching and effacing lesion (lesi A/E) yang ditandai
dengan kerusakan membran mikrovili sel epithel usus sehingga terjadi kontak yang
erat antara kuman yang menginfeksi dengan membran plasma sel hos. Pada bagian
membran plasma sel yang dilekati oleh kuman, terdapat akumulasi polymerized
actin sehingga kuman melekat pada struktur permukaan sel yang mirip dengan
pelana kuda (Kaper and O’Brien,1998).

Hilangnya mikrovili di permukaan sei epithel usus menyebabkan
peningkatan kadar Ca’' intraseluler, yang secara langsung menyebabkan
malabsorbsi dan mendorong keluarnya ion dan air dari dalam sel ke lumen usus.
Selain itu peningkatan kadar Ca’* intraseluler dan molekul second messenger
yang lain dapat menstimulasi sekresi CI” dalam usus dan menghambat absorbsi Na*

dan C1°, sehingga terjadi diare (Kaper and O’Brien, 1998).
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Selain 1tu terdapat berbaga) macam data yang menunjukkan keterlibatan Six
pada terjadinya diare dan enterocolitis, diawali dengan pembuktian awal bahwa
Stx murni dapat menyebabkan akumulasi cairan dan kerusakan jaringan jika
disuntikkan dalam usus vang diligasi. Mekanisme yang mungkin menyebabkan
sekresi cairan tersebut adalah Stx yang merusak vili-viii epithel usus (Nataro and
Kaper, 1998).

Shiga toxin-producing I-.coli (STEC) tidak mampu mengadakan invasi pada
sel epithel usus. Komplikasi sistemik seperti hemolytic uremic syndrome (HUS)
dapat terjadi akibat translokasi Shigu roxin ,yang diproduksi oleh kuman yang
berkolonisasi di usus, ke jaringan sekitar dan peredaran darah. Setelah melampaut
barier epithel dan masuk ke peredaran darah, Shiga roxin bergerak menuju janingan
vang mengekspresikan glikohpd gleboiriaocyiceramide (Gb3) yang merupakan
reseptornya (Paton and Paton, 1998). Jaringan tubuh manusia yang
mengekspresikan reseptor Gb3 dalam jumlah besar adalah glomerulus ginjal.
Shiga foxin diyakini merusak sel endothel glomerulus schingpa terjadi
penyempitan lumen kapiler dan glomerular microvasculature occlusion oleh
platelet dan fibrin. Selanjutnya terjadi penurunan laju filtrasi glomerulus yang
menyebabkan gagal ginjal akut. Aktbat microvascudature  occlusion  juga
menyebabkan sel darah merah rusak/hancur menjadi sel yang terfragmentasi.
(Nataro and Kaper,1998). Ferlekatan trombosit pada endothel glomerulus vang
rusak akan meningkatkan agregasi trombosit dan menurunkan jumlak hitung

trombosit (trombositopema) (Kaper and O'Brien, 1998).

Tesis Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih



24

Tesis

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga - 27

Manifestasi Klinis Infeksi EHEC 0157

Masa inkubasi diare yang disebabkan oleh strain EHEC ini biasanya
berkisar 3-4 hari. Gejala awal yang timbul biasanya diare tanpa disertai darah
meskipun disertai nyeri abdomen dan demam. Dalam 1-2 han berikutnya, diare
disertai darah (sehingga discbut hemorrhagic colitis) dan penderita mengalami
peningkatan nyeri abdomen. Gejala ini dapat terjadi antara 4-10 hari. Pada
sebagian besar penderita, diare yang disertai darah ini akan sembuh total, namun
sekitar 10% dari penderita dengan usia di bawah 10 tahun, penyakit m
berkembang menjadi Aemolytic uremic syndrome (HUS)(Nataro and Kaper, 1998).

Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) ditandai oleh trias: anemia hemolitik,
trombositopenia dan gagal ginjal; gejala klinis awal berupa oligun atau anur,
edema, demam dan kadang disertai kejang (Nataro and Kaper,1998).

Diagnosis Laboratorium Infeksi EHEC 0157

Metode yang digunakan untuk diagnosis infeksi EHEC meliputt 3 kategori,
yaitu (i) isolasi EHEC Q157 dani tinja (i1) deteksi bakten yang menghasiikan Stx
atau tinja yang mengandung Stx, dan (iii) deteksi peningkatan kadar antibodi
terhadap Q157 LPS atau antigen EHEC lain dalam serum (Nataro and Kaper,
1998).

Keberhasilan mengisolasi EHEC Ol157 dan tinja tergantung pada
perbenihannya di awal perjalanan penvakit. Sayangnyva banyvak penderita tidak
memeriksakan dinnya sccara intensif sampa) mereka mengalami gejala HUS, yang
biasanya mulai tampak beberapa hari setelah timbulnya diare. Pada saat gejala

HUS tampak, dua per tiga dari penderita tidak lagi membawa bakteri EHEC O157
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di dalam tinjanva. Sedangkan sepertiga penderita lain masith membawa organisme
tersebut dalam tinjanya dalam waktu bermingpu-minggu atau berbulan-bulan
setelah infeksi, oleh karena itu perlu dilakukan perbenihan ulang dalam jangka
waktu lama untuk satu penderita (Nataro and Kaper, 1998).

Medium agar yang paling umum digunakan untuk isolast EHEC OI157
adalah SMAC agar yang banyak tersedia di pasaran. Medium int mengandung 1%
sorbitol menggantikan laklosa pada medium MacConkey. Koloni yang tidak
memfermentasi sorbitol, menunjukkan koloni EHEC 0157, merupakan koloni
vang tidak berwarna pada medium tersebut (Nataro and Kaper, 1998).

Deteksi bakteri yang menghasilkan Stx (selain O157) atau tinja yang
mengandung Stx pada umumnya lebhh mahal daripada metode kultur untuk
mendeteksi strain Q157. Selain itu metode ini mempunyai kesulitan karena
ketidakstabilan phage yang membawa gen stx. Karch er «f., (1992) menguji
stabilitas gen sfx dari 45 stratn yang mengandung gen stx pada 1solasi awal. Setelah
dilakukan pasase pada Tripricase soy agar, 15 dan 45 strain kehilangan gen stx/
dan six2.

Detekst antibodi serum bukan merupakan deteksi yang biasa digunakan
untuk diagnosis infeksi yang disebabkan oleh strain diarrheagenic k. coli vang
lain, tetapi tehnik serodiagnostik dapat menyajikan informasi diagnostik vang
berharga untuk infeksi EHEC, terutama karena banyak kasus HUS tidak terdeteksi
hingga tidak lagi ditemukan organisme di dalam feses pendenta. Antigen yang
paling banyak diteliti untuk pendekatan serodiagnostik tersebut adalah LPS. Chan

et ol (1991) membuktikan dalam satu penelitiannya bahwa dart 60 penderita
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HUS, Stx atau strain /2. coli penghasil Stx dapat dideteksi hanya dari 23% tinja
penderita, sedangkan 73% penderita menunjukkan respon IgM terhadap O157
LPS. Dalam situasi epidemik, immunoassay berdasarkan respon 1gG terhadap LPS
mempunyai sensitivitas dan spesifisitas lebih dari 90% untuk penderita yang
terbukti positif terinieksi berdasarkan perbemhan bakteri (Nataro and Kaper,
1998). Uji yang sekarang banyak dikembangkan adalah ELISA, imunobloting, dan
indirect hemaggtutination (Chart er af, 1991). Aatibodi terhadap antigen lain dan
serotipe G157 yaitu antigen flagela H7 tidak terdeteksi pada pendenta HUS
(Nataro and Kaper, 1998).

Terapi Infeksi EHEC 0157

Tujuan dari terapi penderita yang terinfeksi oleh Shiga toxin-producing
I.cofi adalah : (i) menurunkan tingkat beratnya dan lamanya gejala penyakit (ii)
mencegah timbulnva komplikasi HUS (iii} mencegah transmisi lebih lanjut. Terapi
vang diberikan antara lain : pemberian cairan (hidrasi) , antibiotika, dan antidiare
{Kaper and O’ Brien, 1998).

Antibiotika yang diberikan diharapkan dapat memenuhi tujuan terapi yaitu
mengurangi gejala,mencegah komplikasi dan mencegah penularan. Antibiotika
yang permnah diberikan kepada penderita di beberapa ncgara seperti Amerika
Serikat, Kanada, Argentina, dan Jepang adalah tetrasikhn, trimetoprim-
sulfametoksasol, ampisilin, kloramfenikol dan fosfomisin (Kaper and O’Brien,
1998).

Sedangkan antidiare yang diberikan adalah kaolin, attapulgite dan preparat

bismuth. Bisa diberikan sendiri atau bersama dengan antimotilitas. Hanya saja
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pemberian antimotilitas pada pendenita diare masih diperdebatkan {Kaper and

O’Brien , 1998).

Pencegahan Infeksi EHEC O157

Saat i1 belum ditemukan terapi yang efektif untuk menanggulangi penyakit
yang disebabkan oleh infeksi EHEC O157. Sehingga pencegahan infekst memadi
fokus dari proyek kesehatan masyarakat menggunakan strategi yang bertujuan
untuk menetapkan standa: pemrosesan makanan, penyuluhan masyarakat tentang
pengolahan dan cara memasak makanan, serta perbaikan sistem pengawasan

(Butterton and Calderwood, 1998). Tindakan yang saat ini harus diutamakan untuk

mencegah atau mengendalikan infeksi EHEC 157 adalah sebagai benikut:

¢ Memperbaiki manajemen rumah potong hewan untuk memperkecil
kontaminasi daging oleh isi usus hewan

¢ Pasteurisasi susu dan produk makanan seharn-hari seperti sari buah apel dan jus
buah lain.

e Pemanasan yang sempumna dengan temperatur internal 160°F | dalam hal ini
dianjurkan penggunaan termometer daging. Daging yang dimasak dengan baik
membenkan tekstur serat yang kasar dan berlapis, sedangkan daging yang
masth mentah memtliki tekstur serat yang halus, empuk tanpa memperhatikan
warna dagingnya.

= Klorinasi kolam renang dan menjaga kebersihannva

* Memastikan tingkat kebersihan anak yang baik di pusat penitipan anak

¢ Penarikan produk makanan vang palsu

¢ Penyinaran daging sapi, khususnya daging sapi cacah
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(Hollingsworth and Kaplan, 1998}

Selain cara pencegahan tersebut di atas, saat ini mulat dikembangkan
strategi baru untuk mencegah penyakit yang disebabkan oleh infeksi EHEC O157
dengan cara imunisasi melawan bakteri tersebut (Butterton and Calderwood,
1998). Terdapat berbagai cara strategi imunisasi yang mungkin digunakan untuk
mengurangi angka kejadian dan atau akibat dari infekst EHEC O157 pada
manusia. Pilihan pertama adalah vaksinasi hewan reservoir untuk mengurangi
kandungan EHEC O157 dalam tubuhnya dan memperkecil masuknya bakteri ke
dalam rantai makanan manusia. Namun demikian, cara ini membutuhkan vaksinasi
sejumlah besar hewan dan identifikasi faktor yang berperan dalam kolonisasi
bakteri EHEC Q157 di saluran pencernaan hewan reservoir. Pilihan lain adalah
vaksinasi terhadap manusia dalam hal ini termasuk menghambat transmisi bakteri
dan mencepah proses patogenik. Strategi tentang hal ini dijelaskan di bawah ini
{Paton and Paton, 1998).

Vaksinasi Menggunakan Shiga Toxin (Stx)

Vaksinasi menggunakan Shiga toxin diperkirakan efektif untuk mencegah
timbulnya HUS pada penderita yang terinfeksi EHEC 0157 dan dapat juga
mencegah timbulnya gejala gastrointestinal yang berat. Hal ini didukung oleh hasil
penelitian tentang protektifitas dan efektivitas vaksin menggunakan Shiga foxiit
(Stx) 2¢ untuk melindungi babi dan penyakit edema (Paton and Paton, 1998). Mac
Leod and Gyles, 1991, menunjukkan bahwa imunisasi dengan Stx2e yang dibuat
toxoid dengan penambahan glutaraldehida melindung) kelinci dan toxin murn

vang disuntikkan intravena.
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Vaksin untuk mencegah kolonisasi EHEC Q157 pada mukosa usus

Vaksin berdasarkan Stx di atas diharapkan dapat mencegah komplikasi
sisteimik berupa HUS | namun tidak dapat mencegah kolonisasi EHEC O157 di
mukosa usus. Vaksin yang langsung menghambat kolonisasi bakteri di usus
diharapkan lebin efektif, namun saat 1m pengetahuan tentang fakior kolonisas
bakteri masih belum lengkap. /nfimin yang merupakan ower membrane profein
dari EHEC 157 dapat inenjadi target vaksinasi yang sesual minimal bagi
sebagian besar bakteri yang membentuknya.

Vaksin. LPS mungkin juga efektif melawan infeksi EHEC O157. karena
berdasarkan penelitian pada bakteri patogen enterik yang lain 1gG serum yang
spesifik terhadap LPS nampaknya masuk ke dalam lumen usus dalam jumlah yang
cukup untuk menghambat kolonisasi bakten. Percobaan khinis fase satu terhadap O
antipen O157 vang dikonjugasy dengan profein carrier (untuk meningkatkan
imunogenisitas} menunjukkan bahwa vaksin tersebut aman dan imunogenik.
Namun ditekankan bahwa vaksin LPS hanya bermanfaat untuk proteks: serotipe

spesifik ( Paton and Paton, 1998 ).
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 KERANGKA KONSEPTUAL

* Isolated adhesin/analog |-~ ~ -
*  Reseptor/analog BN oo e R e S a i s s e '
* Emsim | Kerusakan mikrovili 1%  Produksi Stx |
*  Antibodi spesifik 1 enterosit ' e e e
fresschsssssss s L
L LA rreenrniosy
i ginjal |
| OHUS |
ceemeee = tidak diteliti
~ - p =menghambat
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Tahap awal dan infeksi mikroba adalah kolonisast yaitu berkembangnya
bakteri patogen pada tempat masuknya yang sesuai. Bakteri patogen biasanya
berkolonisasi di jaringan hos yang terpapar dengan lingkungan eksternal. Tempat
masuknya bakteri pada manusia antara lain traktus urogenital, traktus digestivus,
traktus respiratorius dan konjungtiva. Organisme yang menginfeksi tempat-
tempat tersebut biasanya mampu berkembang dengan mekanisme periekatan
jaringan dan beberapa kemampuannya untuk mengatasi mekanisme pertahanan
hos di permukaan mukosa.

Dalam bentuk vang paling sederhana, perlekatan bakteri atau perlekatan
pada sel eukarvora atau permukaan janngan membutuhkan partisipasi dua faktor
vartu reseptor dan adhesin. Seiauh ini reseptor dinvatakan sebagai karbohidrat
spesifik atau residu peptida pada permukaan sel eukarvota. Adhesin bakters
adalah Komponen makromolekul dart permukaan sel baktert yang berinteraksi
dengan reseptor sel hos. Adhesin dan reseptor pada umuwmnya berinteraksi secara
spesifik (Tedar, 2002).

Berdasarkan hasil penelitian terdapat tiga tipe utama interaksi adhesin —
reseptor. Tipe yang pertama vang terjadi pada sebagian besar bakteri patogen
adalah interaksi antara lektin — karbohidrat dimana lektin berada pada tubuh
bakteri atau pada permukaan mukosa. Lekun dapat dalam bentuk struktur
Sfimhriae, atau kapsul, atau komponen outer membrane pada bakteri Gram
negauf. Lektin berikatan dengan pgiikoprotein dan atau glikolipid pada
permukaan sel. Tipe vang kedua adalab antara protein bakteri dengan protein

komplementer di permukaan inukosa. Tipe ketiga adalah interaksi antara unsur
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hidrofobik protein dengan lipid dimana lipid berada pada sel hos atau pada
permukaan sel bakteri {Abraham, 1999).

Perlekatan spesifik melibatkan pembentukan ikatan spesifik lock — and —
key antara molekul komplementer pada permukaan sei eukaryota. Setelah ikatan
terbentuk, dalam kondisi fisiclogis perlekatan tersebut bersifat ireversibel.
Beberapa penelitian vang membuktikan bahwa reseptor dan atau molekul
adhesin berperan dalam spesitisitas periekatan bakten pada sel hos atau jaringan
di antaranya :

1) Bakteri akan mengikat r’soiawa_’ receptors atau a‘.nal 0g reseptor. _
2y Isedured adhesin atau analog adhesin akan berikatan dengan permukaan sel
eukarvota,

3) Adhesi ( dari bakteri pada permukaan sel eukaryota) dihambat oleh :

. Boleied wdhesnn atag molekul reseptor

. Adhesin atau analog rcsepto‘f.

. Enzim dan bahan knmia vang secara spesifik merusak adhesin atau
reseptor

Spesifik antibodi terhadap komponen permukaan ( adhesin atau reseptor)

( Todar. 2002).
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3.2 HIPOTESIS
Berdasarkan rumusan masalah dan kajian teori yang telah dilakukan, maka
dapat ditentukan hipotesis penelitian yaitu sebagai berikut:
1. Terdapat pengaruh konsentrasi crude protein fimbriae yang disalutkan
pada enterosit kelinci secara invitro terhadap indeks adhesi bakteri EHEC
Q157
2. Terdapat pengaruh konsentrasi crude LPS yang disalutkan pada enterosit

keline secara invisro terhadap indeks adhest baktert EHEC O157,
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BAB 4
METODE PENELITIAN
4.1 Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang dipunakan dalam penelitian 1ni adalah ekspenmental
laboratorik, dengan desain eksperimen “The Posttest - Onlyv Control Group
Design”. Rancangan ini dapat digambarkan scbagai berikut;
:{“’_" K — Ol
S ﬂ lrh* Py —> 02
— —!—' P2 % 03

l > p3 T * 04

L P4 T® O3

L—» PS5 — 5 06

Keteranean :

S sampel

K kelompok kontrol

| kelompok perlakuan (P1. P2, P3. P4, PS5 kelompok perlakuan berbeda
\berdasa_rkan. perbedaa__n konsentrasi crude protein jonbriae dan crude
lipopolisakarida (I.PS) vang digunakan untuk uji adhesi)

O abservasi

Tesis Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih



38
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Kelompok kontrol adalah:
kelompok bakteri EHEC O157 yang dilekukan uji adhesi tanpa penambahan
crude protein fimbriae atau crude LPS (konsentrasi 0).
Kelompok perlakuan adalah:
kelompok bakteri EHEC 0157 yang dilakukan uji adhesi dengan
konsentrasi crude protein fimbriue atau crude LPS yang berbeda.
P! : kelompok periakuan tanpa pengenceran konsentrasi crude protein fimbriae
dan LPS (konsentrasi 1).
P2 : kelompok perlakuan dengan pengenceran 2 lfali dari P1 (konsentrasi ¥2).
P53 : kelompok perlakuan dengan pengenceran 2 Kali dari P2 (konsentrast %).
P4 - kelompok perlakuan dengan pengenceran 2 kali dari P3 (konsentrasi fg).
P53 : kelompok perlakuan dengan pengenceran 2 kali dari P4 (konsentrasi '16)
4.2 Sampel
__Sampel dalam penelitian-~ini -adaiah -isolat - bakteri- Enterohemorragic .
Lscherichia coli (EHEC) O157 vang diperoleh dari bahan pemeriksaan klintk
berupa tinja penderita diare vang diperiksa di Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang,. -
4.2.1 Besar sampel (n)
Besar.sampel berdasarkan perhitungan menurut uji korelasi dengan r = -
0.733 antara protein fimbriue HA-F36 dengan indeks adhesi dari Salmoneliu
rvphi sebagai prediktor protein adhesin , sehingga didapat jumlah 12 sampel

vang akan diukur indeks adhesinya. Perhitungannya adalah sebagai berikut :
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n =[1.960+ 0842 2 43 = 12
Yo In ( 1+ (- 0,733 1- (-0,733))

(Peni, M., 1998)
Keterangan ;
r (koefisien korelasi) = - 0,733 berasal dari penelitian Protein Adhesin Sa/monella
tvphi Sebagai Faktor Virulensi Berpotensi Imunogenik Terhadap Produksi S-lgA
Protektif vang ada pada disertasi Sanarto Santoso, 2002.
4.3 Variabel Penelitian
Variabel dalam penelitian in1 adalah :
a. Variabel bebas
Yang menjadi variabel bebas dalam penelitian ini adalab konsentrasi crude
protein fimbriae dan crude LPS bakteri EHEC O157.
b. Variabel tergantung
-+ Yang -menjadt variabel -tergantung -dalam penpelitian 1n: :adalat indeks
adhesi EHEC Q157 pada enterosit kelinci,
¢. Variabel kendah
Yang menjadi variabel kendali dalam penelitian ini adalah konsentrasi 1
crude protein fimbriae, crude outer membran protein (OMP), dan crude LPS
vang ditambahkan pada semua kelompok perlakuan.
Definist operasional:
Indeks adhesi adalah jumlah bakteri yang menempel pada tiap enterosit
kelinci {dihitung dari setiap 100 enterosit dan dibuat

reratanya).
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Konsentrasi 1 dari crude protein fimbriae, crude LPS, dan crude OMP
ditentukan dengan spektrofotometri.

4.4 Bahan Penelitian

4.4.]1 Bahan untuk 1dentifikasi bakteri EHEC O157 (metode Baron ef af., 1994
Nataro and Kaper, 1998);

Bahan warna untuk pengecatan Gram (kristal violet, lugol, alkohol 96%,
safranin). medium perbenihan Sorbitol MacConkev (SMAC) Agar, Latex
reagent kit untuk deteks: antigen O157.

4.4.2 Bahan untuk isolast crude protein fimbriae (metode Ehara er al._ 1989):
Thiaproline Carbonat Glutamar (TCG)Y agar, Bruin Heurt Infusion (BHI)
broth, trichloraceticacid {(TCA) 3%, Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4,

4.4.3 Bahan untuk 1solasi crude OMP (metode Sanarto dkk.. 1999):

Thigproline Carbonet Gluwtamar (TCG) agar. Brain Heart Infusion (BHI)
broth, trichloraceticacid (TCA) 3%, Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,4, 3-
((3-Cholamidopropvly-dimethvl — ammonic =1- propune sulfonate (Chaps)

444 Bahan untuk isolast ¢rude LPS (metode Westphal and lann diambil dan

Westerman, 1997) .

Suspensi bakteri dalam Luria broth media vang mengandung friptone dan
yeast extract, deionized water, larutan fenol 88%, ethanol 95%, sodium asetat
0,15 gram.

4.4.5 Bahaun untuk uji hemaglutinasi (metode Hanne and Findkelstein, 1982):

Darah kelinci, Phosphate Buffer Saline pH 7.4. EDTA, crude protein

fimbriae, crude OMP, dan crude LPS.
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4 4.6 Bahan untuk isolasi enterosit kelinci (metode modifikasi Weisler diambil dari
Nagayama, 1995):
Kelinci usia 4 minggu dengan berat badan 1 kg, larutan eter, larutan
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4, Dithiothreitol 1mM, KCl 1,5 mM,
NaCl 9.6 mM, Na-Citrat 27 mM, KH2PO4 8§ mM, NaZHPO4 5,6 mM,
EDTA 1.5 mM. Bovine Serum Albumine (BSA)1 %, Aquadest
4456

4.4.7 Bahan untuk uji adhesi (metode Nagayama ef af., 1995}
Nutrient broth, larwtan Phosphate Buffer Sale (PBS) pH 7,4, Bovine Serum
Albumine (BSA) 1%, suspensi bakteri EHEC 0157 10%/ml, suspensi enterosit
kelinci 10" mi. . crude piotem fimbrive EHEC 0157, cride LPS EHEC O157,
crude OMP EHEC Q157. minvak imersi, bahan wama untuk pengecatan
Gram: (kristal violet. lugol. alkohol @6%0, safranin), aquades.

4.5 Instrumen Penelitian

4.5.1 Instrumen wntuk identifikasi bakten EHEC O157 (metode Baron et al., 1994 ;
Nataro and Kaper. 1998y
Ose, lampu bunsen, cawan petn steril, gelas obyek, pipet Pasteur steril,
mikroskop cahava birokuler.

4 5.2 Instrumen untuk isolasi crude protein fimbriue (metode Ehara ef «l., 1989):
Modifikasi Omnimixer, tabung reaksi. sentrifuge dingin, mikropipet,

4.5.3 Instrumen untuk 1solasi crude OMP (metode Sanarto dkk., 1999):
Mod_iﬁkasi Omnimixer, tabung reaksi, sentrifuge dingin, mikropipet, membran

dialisa, klem dialisa, magneric stirrer, hot plate.
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454 lInstrumen untuk isolasi crude LPS EHEC 0157 (metode Westphal and Jann
diambil dan Westesman, 1997);
Tabung reaksi, inkubator, vorrex, water bath, senirifuge, tabung sentrifuge 50
m}, beaker glass, membran dialisa, klem diahisa, magnetic stirrer.

4 5.5 Instrumen untuk uji hemag‘.utinasi (metode Hanne and Findkelstein, 1982):
Mikroplate dasar V, mikropipet, sentrifuge, tabung sentrifuge 10 ml, shaker.

4 5.6 Instrumen untuk iselasi enterosit kelinct {metode modifikast Weisler diambil
dan Nagavama, 1995
Benang, shaking incubator, \nkubator, tabung .s:entr{fuge 10 mi, beaker glass,
shaking waterbath. hemocytometer, botol, mikropipet, seatrifuge dingin.

4 5.7 Instrumen untuk ujs adhess (metode Nagayama et al., 1995);
Shaking incubator, inkubator, tabung sentrifuge 10 ml sentrifuge dingmn,
spektrofotometri, shaking warerbath, tabung reaksy, ependorf, gelas obyek,
mikroskap cahava binokuler, alat penghitung (counter).-

4.6 Lokasi dan waktu penelitian

4.6.1 Lokasi Penehtian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan [.aboratorium

Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawyava Malang.

4.6.2 Waktu Penehtian

Penelitan dilakukan sclama 6 bulan antara bulan Januari 2003 sampar

dengan bulan Juni 2003,
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4.7 Prosedur pengambilan dan pengumpulan data
4.7.1 Prosedur Identifikasi Bakteri EHEC 0157 (metcde Baron ef al, 1994 ; Nataro
and Kaper, 1998),
1. Pemeriksaan Mikroskopis:
1.1 Pembuatan hapusan bakteri pada gelas obyek:

a. Satu tetes aquades steril atau larutan saline diteteskan pada gelas
obvek.

b. Dengan ose jarum yang steril, diambil sedikit kolom bakter: yang
tumbuh pada medium padat kcmuc!ian disuspensikan dengan satu
tetes aquades sterile atau larutan saline yang sudah diteteskan
terlebih dahulu pada gelas obvek.

¢. Hapusan sebaiknya dibuat tipis dengan diameter 15 — 20 mm.

d. Hapusan dibiarkan kering di udara.

1.2 Pengecatan Gram - -

a. Hapusan yang. sudah kering di udara difiksasi dengan cara
melewatkan gelas obvek di atas apt Bunsen beberapa kah.

~ kemudian dibiarkan dingin sejenak..

b. Hapusan dituangi dengan kristal violet, dibiarkan selama 10-30
derik.

¢. Bilas dengan air mengalir hingga bersih.

d. Hapusan dituangi dengan lugol dan biarkan selama 20 detik atau
selama dua kali lama pembenan kristal violet.

e. Bilas dengan air mengalir hingga bersih.
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f Hapusan dituangi dengan alkohol 96% selama 10 detik dan bilas
segera dengan air mengalir. Prosedur ini diulangi hingga warna
biru tidak nampak pada hapusan. Semakin tebal hapusan, maka
membutuhkan prosedur decolorizing lebih lama.

g Hapusan dituangi dengan bahan warma pembanding yaitu safranin,
biarkan selama 30 detik.

h. Bilas dengan air mengalir dan keringkan gelas obyek dengan
kertas penghisap.

i. Hapusan diperiksa di bawah mikroskop dengan pembesaran
1000x menggunakan minvak imersi.

Bakteri Fscherichia coli nampak berbentuk batang berwarna
merah sesuai dengan sifatnva terthadap pewamaan Gram berupa
bakteri batang Gram nggatif (Baron et al., 1994).

Perbenihan:

Isolat bakteri ditanam pada Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar yang
merupakan medium diferensial untuk EHEC O157. Pada medium ini
bakteri tersebut tumbuh sebagai koloni- yang tidak berwarna (coloriess)
setelah diinkubasi selama 18-24 jam karena tidak memfermentas
sorbitol ( Nataro and Kaper, 1998).

Serotvping
Satu kolom terpisah yang tumbuh pada SMAC Agar diujt dengan slide

agglutination dengan antisera O157. Dalam hal ini digurakan /larex
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reagent kit untuk identifikasi EHEC yang mengekspresikan antigen
(0157 LPS (Nataro and Kaper,1998).
4.7.2 Prosedur isolasi crude protein fimbriae (metode Ehara e/ af., 1999).

Bakten diperbanyak pada medium bifassk TCG agar — BHI broth. Setelah
inkubasi semalam, bagian broti dikumpulkan, ditambah TCA 3% dan
diletakkan pada suhu kamar selama 1 jam. Selanjutnya dilakukan sentrifugas:
15000 ¢ (6000 rpm) pada 4°C selama 15 menit. Supernatan dibuang, endapan
disuspensi dengan PBS 10 kali volume. Kemudian dilakukan pemotongan
fimbrige menggunakan alat modifikasi omnimixer. Suspensi disentrifus pada
32000 g (12000 rpm) selama 30 menit suhu 4°C . Supcmatan yang merupakan
criide protein fimbrige dipisahkan. Endapan diresuspenst dengan PBS 10 Kali
volume dan dilakukan pemotongan fimbriae lagi.

4.7.3 Prosedur isolast cricde OMP {Sanarto dkk.. 1999).

Bakteri diperbanvak pada medium bifasik TCG ugar - BHI broth. Setelah
inkobasi semalam. bagian hrodr dikumpulkan, ditambah TCA 3% dan
diletakkan pada suhu kamar selama 1 jam. Selanjutnya dilakukan sentrifugast
13000 ¢ (6000 rpm) pada 4°C selama 15 menit. Supernatan dibuang, endapan
diresuspenss dengan PBS 10 kali volume. Setelah dilakukan pemotongan
fimbrige {sesvat dengan prosedur pemotongan fimbrice), supernatan yang
merupakan crwde protein finthriae dipisahkan dari endapan. Kemudian
endapan disuspensi kembali dengan PBS 10 kali volunie dan ke dalam
suspensi ditambahkan Chups sehingga konsentrasinya 0,5%, dikocok selama 5

menit. Kemudian campuran disentrifus dengan kecepatan 32000¢ (12000 rpm)
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pada 4°C selama 30 menit. Endapan dibuang, supernatan diambil dilakukan
diatisa dengan PBS pH 7,4 selama 48 jam. Cairan dialisa yang mengandung
crude OMP diganti 2 kali dan dialisat disimpan -20°C untuk pemeriksaan
selanjutnya.
4.7.4 Prosedur isolasi crude LPS EHEC 0157 (Metode Westphal and Jann diambil
dari Westerman, 1997},
1. Bakteri ditanam dalam Lunia broth yang mengandung triptone dan yeast
extract kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C selama 16-18 jam.
2. Suspensi bakteri sebanvak 500 ml disentrifus dengan putaran 15000 g (6000
rpm) selama 1 jam.

Pelet yang diperoleh, diresuspensi dalam 10 ml deionized water (yang sudah

el

dipanaskan pada suhu 72-73°C),

1 Kemudian suspenst tersebut divorteks selama 20 detik dan diletakkan dalam
water barh dengan subu 72-75°C dengan mulut tabung terbuka.

5. Ditambahkan 10 ml larutan fenol 88% { sebelumnya dipanaskan pada suhu
72.75°C ) kemudian tabung divorteks dan diinkubasikan selama 15 menit
dalam waterbath.

6. Tabung divorteks ulang setiap beberapa menit selama waktu inkubasi 15
menit kemudian didinginkan di suhu ruang.

7. Setelah dilakukan sentrifugasi 500 g (1000 rpm) selama 10 menit, fase aix
vang terletak di lapisan atas dipindahkan dan disimpan.

8. Lapisan tengah yang merupakan fase fenol dipanaskan pada suhu 72-75°C,

dan ditambahkan 10 ml deronized water kemudian prosedur diulang kembali.
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9. Fase air dari 2 kali prosedur ekstraksi digabungkan dan dipanaskan lagi pada
suhu 72-75°C.

10. Fenol 88% (sebelumnya dipanaskan pada suhu 72-75°C) sebanyak § ml
ditambahkan dan campuran tersebut diinkubasi selama 15 memit (pada suhu
72-75°C) dengan dilakukan vorteks secara periodik dan proses ekstraksi
diulang.

11. Lapisan tengah yang mengandung protein yang terpresipitasi dibuang dan
adanva fase fenol dibuktikan dengan sentrifugast 15000 g (6000 rpm) selama
20 menit.

12. Fase air didialisis dalam air { pada suhu 4°C) sampai seluruh sisa tenol
mlang.

13. Lipopolisakarida dipresipitasi dan fase air dengan 6 kali volume 95% ethanol
( vang mengandung Q.15 sndium asetat per 50 mh pada suhu - 20°C
semafam.

14. Pelet diresuspensi dalam 1 mi air dan disimpan pade subu - 20°C.

4.7.5 Prosedur Uji Hemaglutinasi tmetode Hanne and Findkelstein. 1982)

R - Uj;i hcmaglunnas1 dilakukan pada mikropiats Gasar V menggunakan
eritrosit kelinci (0,5%:). Sampel berupa suspensi bakten. crude profein
fimbriae dan crude OMP. Sebagai larutan pengencer digunakan PBS pH 7.4
dan dilakukan pengenceran sampel 2 Kali untuk setiap sumur. Mikroplare
diinkubasikan selama 15 menit, kemudian didiamkan dan titer dibaca

dibandingkan dengan kontrol negatif (PBS).
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4.7.6 Prosedur [solasi Enterosit Kelinci (Modifikasi Weisler yang diambil dan

Nagayama, 1993),

1} Kelinci dibunuh dengan menggunakan larutan eter/CHCI3

2) Intestine diambil, dipotong sepamang 5 c¢m dan dibuka dengan casa
memotong melintang (mulai di bawah gaster, sebelum usus besar dikat
supava feses ndak keluar)

3) Dicuct dengan PBS pH 7.4 (mengandung 1 mM dithiothreitol) pada suhu
4"C sampai bersih

4) Drmasukkan dalam cairan vang mengandupg 1.5mM KCl 9,6 mM NaCli,

27 mM NaCitrat, 8§ mM KH2PO4 dan 5,6 mM NaZHP(O4 dengan pH 7.3,

Lh
—

Digovang pada shaking mcubator 37°C selama 20 menit.
6) laringan dipindabkan dalam cairan PBS mengandung 1.5 mM EDTA dan
0.5 mM dithuothreitol
- 7) Digojog kuat selama 20 menit subu 37°C pada shaking water bath.
8) laringan dicuci sampat 3 kali dengan PBS (denpan sentnfugasi 900 ¢
(1500 rpm) selama  memit suhu 47°CY
9} Isolast enterosit dipemieh de:ng.an c,_ara' :'nem'buat'_. s_iishénsi_ | jaringan.
menggunakan PBS vang mengandung BSA 1% (ambil bagian cairan
schagai stok enterosit)

10y Enterosit disiapkan  dengan  konsentrasi 10%m!  (menggunakan

hemocytometer). Simpan padaz suhu 4°C, siap untuk dizunakan.
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477 Prosedur uji adhesi (Modifikasi Nagayama ef al,, 1995).

1} Suspensi bakteri EHEC O157 dalam nutrient broth digoyang pada
shaking incubator suhu 37°C selama 3 jam.

2) Kemudian dilakukan sentrifugasi 15000 g (6000 rpm) selama 10
menit suhu 4°C.

3} Endapan ditambah dengan PBS yang mengandung BSA 1%
Kandungan bakteri dibuat 10%/m1 (OD = 1.0 pada A= 600 nm).

4) (Crude protein fimbriae EHEC 0157 masing-masing sebanyak 300 ul
dari konsentrasi 1. Y%, Y, ‘/s, dan /)¢ ditambahkan dalam suspensi
enterosit 10%ml sebanyak 300 ul kemudian digoyang di shaking
walerbath kecepatan 50 rpm selama 30 menit suhu 37°C. Untuk
kontrol tidak dilakukan penambahan crude protein fimbriae
(konsentrasi 0.

5) Suspensi baktéri 10%m! sebanvak 300 ul ditambahkan ke datam
suspensi enterosit 10%ml sebanvak 300 ul.

6) Ca_m_puran‘ _t?rs_ebu_t .t;li‘_gc_)yang pad_g skak:‘pg water bar{z .denga.n
goyangan pelan (kecepatan 50 rpm) selama 30 menit sihu 37°C

7) Dilakukan sentrifugasi 900 g (1500 rpm) 2 menit suhu 4°C.

8) Pelet dicuci dengan BSA 1% sebanyak 2 kali (sentrifugasi 900 ¢
(1500 rpm) 2 menit 4°C).

9) Pelet diambil dan dibuat hapusan pada gelas obyek.

10) Dilakukan pewarnaan Gram.
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11)Diamati di bawah mikroskop cahaya binokuler dengan obyektif 100x
dan minyak imersi.
478 Prosedur uji adhesi menggunakan crude LPS EHEC O157 sama dengan ujt
adhesi menggunakan crude protein fimbriae.
Untuk mengendalikan pengaruh faktor perlekatan lain yang tidak diuyi, maka
enterosit disalut terlebih dahulu dengan ketiga unsur faktor perlekatan vaitu
crude protein fimbriae, crude OMP dan crude LPS dengan konsentrast 1.
volume yang sama sebesar 300 pl. Selanjumya untuk faktor periekatan yang
diuji, konsentrast diturunkan sesuat prosedur.
4.8 Pengumpulan Data
Untuk mengetahu peranan protein fimbrive dan LPS pada perlekatan baktern
EHEC O157 dilakukan ujt adhest menggunakan crude protein fimbrive dan
crude LPS. Data vang dikumpuiltan adalah data hasil uji hemaglutinase dan
indeks- adhest dan uji adhesi. Selanjutnva data  disapkan dalam bentuk tabel
sebagal benikut:

Tabel. 4.1 Titer Hemaglutinasi (rude Protein fimbrice dan Lipopohisakanda
.. EHEC.O157.

o — ey

Sumur 2 3 4 s 6 7 s 9 1w 1u
CLU2Y (14 (V8) (116) dst. K !
Materi !

| Crude protein fimbriae [
l .

1
{

- . e e e =

Lipopolisakarida
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Tabel 4.2 Indeks Adhesi EHEC O157 pada enterosit kelinci yang disalut dengan

l
|
|
|
|
!
I
|
|
|
i
|
|
|
|
|
|
|
|

crude protein fimbriae
Konsentrasi | Sampel | Hapusan-1 | Hapusan-2 Rerata per 100 | Rerata per sel i
l (n) | per 100 sel | per 100 sel sel |
Kontrol I 1 1
© 13 | | |
: | | |
1/16 1 i ! 1 l
_I 2 : | !l !
l 13 : ! | '1
1 » | 1 |
| 1/8 |1 i |
l 2 ia _ 1
| 3 ,i | |
| - i | |
N ' | | i
| s f i !
! b |
|1 i1 : \ :
1 i 2 ; :
| 3
l
Tabel 4.3 Indeks adhesi EHEC O157 pada enterosit kelinci yang disalut
lipopolisakanda
[ Konsentrasi | Sampei Hapusan-1 ' Hapusan-2 ' Rerata per 100 T Rerata per sel
1 | {n) per 100 sel | per 100 sel | sel |
[ Kontrol |1 5 ! ]
| (0) [2 I i |
1 |3 ! | |
q e l 1
il t .
B R ! | |
- 5 : | l_
| 1> 5 | |
b 18 I _i | ;
! 2 ! | |
| 3 1 1_ }
= ! I .‘
|- ! ‘ I |
| : ! | 1
. J 1 | ]'
1 i | I| I
2 _' ' 1 $
| 3 | | | 1
l L. A I I
Tesis Peranan Protein Fimbriae ...

Dewi Santosaningsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 32

4.9 Cara analisis data
a) Peranan fimbriae pada perlekatan baktert EHEC O157 dianalisis dengan ujs
regresi sederhana antara konsentras) crude protein fimbrige dengan indeks
adhesi bakten.
b) Peranan lipopohisakarida pada perlekatan bakten EHEC 0157 dianalisis
dengan up regresi sederhana antara konsentrasi crude LPS dengan (ndeks

adhesi bakter,
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KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN

Enterosit kelinci disalut crude protein fimbriae
konsentrasi 1, %, %, s Yie O

Enterosit kelinci disalut crude LPS
konsentrasi 1,%, %, ', /16,0

Enterosit kelinci disalut crude OMP konsentrasi |

v

l Indeks adhesi ]
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BABS
ANALISIS HASIL PENELITIAN

Bagian ini memuat data penelitian yang relevan dengan tujuan dan
hipotesisnya. Penyajian data hasil penelitian berupa tabel, grafik, dan foto yang
disusun sesuai dengan urutan kerangka operasional penelitian yang terdiri dari dua
tahap penelitian, yaitu tahap uji hemaglutinasi dan tahap uji adhesi. Adapun materi
vang diuji dalam penelitian ini berasal dari bakteri Enterohemorrhagic Escherichia
coli (EHEC) O157 yang diisolasi dari feses satu penderita diare disertai febris dengan
nomor register laboratorium 9517 yang dirawat di Rumah Sakit Umum Lavaellette
Malang. Identifikasi Escherichia coli menggunakan microbact system yang lazim
digunakan di Laboratorium Mikrobiologi RSSA/FK UNIBRAW (lampiran 1).
Sedangkan serotipe 0157 ditentukan dengan perbenihan bakten E. coli pada medium
Sorbitol Mac Conkey (SMAC) agar dilanjutkan dengan wji aglutinasi lateks

menggunakan latex agglutination kit untuk E. coli 0157 yang diproduksi oleh Sigma.

Gambar 5.1 Biakan EHEC O157 pada Sorbitol MacConkey (SMAC) agar
Keterangan gambar :
Tanda panah menunjukkan koloni terpisah EHEC 0157, tidak berwamna (colorfess), diameter sekitar 2

mm
54

Tesis Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 55

5.1 Uji Hemaglutinasi & SDS — PAGE

Uji hemaglutinasi bertujuan untuk mencan hemaglutimin baktenal yang
dimiliki oleh EHEC O157. Hemaglutinin bakierial yang menyebabkan aglutinasi
eritrosit tersebut berperan aktif dalam perlekatan bakteri pada mukosa usus karena
membran eritrosit divakini memiliki kemiripan dengan substansi mukosa usus yang
terlibat dalam perlekatan bakten (Alam et al., 1997). Komponen permukaan sel yang
digunakan untuk mencari hemaglutinin bakteri EHEC O157 dalam penelitian ini
adalah crude protein fimbriae dan lipopolisakarida (LPS).

Dari gambaran uji hemaglutinasi pada crude protein fimbriae (gambar 5.2)
tampak adanya fenomena yang menyerupai fenomena prozon atau anfthody excess
pada reaksi serologis, yaitu fenomena dimana secara visual tidak terjadi aglutinasi
pada antibodi dengan konsentrasi tinggi (Mayer, G., 2003). Dalam penelitian i,
crude protein fimbriae pada titer Y2 sampai dengan titer '/;¢ tidak menunjukkan
hemaglutinasi secara visual. Hal i dapat terjadi karena tidak semua crude protein
fimbrige yang dapat berikatan dengan eritrosit mengadakan ikatan dengan eritrosit.
Keadaan ini tidak dapat dilihat dengan reaksi hemaglutinasi makroskopik karena
secara makroskopik pengamatan dilakukan terhadap keseluruhan reaksi dari sejumlah
besar fimbriaze dan tempat perlekatan ganda pada tiap entrosit (Deneke et al, 1979).
Hemaglutinasi baru tampak secara visual pada titer /5, sampai dengan titer /e,
karena pada titer tersebut mulai diperoleh perbandingan yang seimbang antara crude
protein fimbrige dan eritrosit yang berikatan. Titer hemaglutinasi ditentukan
berdasarkan pengenceran maksimal yang menunjukkan gambaran aglutinasi secara

visual (Mayer, G., 2003). Dalam penelitian ini titer hemaglutinasi untuk crude
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protein fimbriae adalah '/g;. Sedangkan uji hemaglutinasi untuk lipopolisakarida
(LPS) EHEC 0157 menunjukkan titer hemaglutinasi '/;s (gzambar 5.3). Kemampuan
hemaglutinasi dari LPS EHEC O157 sesuai dengan yang ditunjukkan oleh LPS
pembanding yang diambil dari E. coli O127. Hanya terdapat perbedaan titer
hemaglutinasi, pada LPS E. coli 0127 titer hemaglutinasi lebih rendah yaitu sebesar
'/¢. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa dari uji hemaglutinasi diperoleh titer
"/64 untuk crude protein fimbriae dan titer '/\s untuk LPS, Hasil tersebut menunjukkan

bahwa bakteri EHEC 0157 memiliki hemaglutinin bakterial baik yang berasal dari

crude protein fimbriae maupun dari LPS.

7 h Ve YV Ve Y  komtol

Gambar 5.3 Titer hemaglutinasi lipopolisakarida EHEC 0157

Gambar 5.3

Keterangan
Baris | : LPS E coli 0127 (sebagai pembanding)
Baris 2 | LPS EHEC 0157 (sampel)
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Untuk memperkuat dugaan adanva reaksi hemaglutinasi yaitu ikatan antara
eritrosit dengan crude protein fimbriae dilakukan SDS-PAGE (gambar 5.4). Sebelum
dilakukan elektroforesis, crude protein fimbriae direaksikan dengan eritrosit.
Kemudian dan agiutiqm yang telah terbentuk, dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 10 menit sehingga didapatkan endapan aglutinat dan
supernatan aglutinat dari crude protein fimbriae. Sebagai sampel yang dimasukkan ke
dalam sumur gel elektroforesis adalah crude protein fimbriae yang belum direaksikan
dengan eritrosit, endapan aglutinat crude protein fimbriae, supernatan aglutinat crude
protein fimbriae, serta entrosit yang sudah dilisis,

Gambar 54 sumur | menunjukkan bahwa ketika dilakukan pemotongan
fimbriae secara mekanik yang disertai dengan sentrifugasi, maka fraksi supemnatan
vang dihasilkan mengandung struktur fimbriae yang berlimpah (Bertin et al., 1996).
Struktur fimbriae yang berlimpah tersebut ditunjukkan oleh banyvaknya pita protein
crude protein fimbriae dan berat molekul besar hingga berat molekul kecil. Namun
berdasarkan data empiris, pada umumya berat molekul protein fimbriae bakteri tidak
lebith dan S0 kDa. Sehingga pita protein dengan berat molekul lebih dan 50 kDa
kemungkinan merupakan bentuk polimer dari fimbrige yang tidak terpisah secara
sempurna dengan metode pemisahan SDS PAGE yang sangat kompleks ini (Du et al.,
1997). Kemungkinan lain adalah bahwa di antara pita protein crude protein fimbriae
terdapat kontaminasi ourer membrane protein, walaupun telah diantisipasi dengan
metode sentrifugasi untuk memisahkan kedua protein tersebut. Kemungkinan yang

kedua tersebut merupakan keterbatasan dari penelitian ini, sehingga untuk penelitian
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selanjutnya lebih baik bila dilakukan pemurnian terhadap protein fimbriae yang telah
diekstraksi.

Gambar 5.4 Hasil SDS-PAGE crude protein fimbriae dengan metode pewamaan

silver staining
Keterangan gambar :
Sumur | :  Crude protein fimbrioe EHEC 0157
2:  Endapan aglutinat crude protein fimbrice
3:  Endapan aglutinat crude protein fimbrige *)
4:  Protein perunut (Sigma) **)
5:  Eritrosit manusia yang sudah dilisis
6:  Supematan aglutinat crude protein fimbriae
7:  Lipopolisakaride EHEC 0157
*) pretreated dengan SDS

**) 36 kDa : glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ; 29 kDa : carbonic anhydrase ;
24 kDa : trypsinogen , 20 kDa : trypsin inhibitor
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Selain itu gambar 5.4 menunjukkan adanya ikatan antara crude profein
fimbriae dengan eritrosit. Analisis dan hasil SDS-PAGE tersebut (Deneke et al.,
1979) adalah sebagai berikut. Pada gambar 5.4 sumur 5, entrosit yang belum
direaksikan dengan crude protein fimbrige tidak menunjukkan pita protein yang
dimiliki oleh crude protein fimbriae. Selain itu pada sumur 6, yaitu pada supernatan
aglutinat crude protein fimbriae tidak tampak pita protein vang dimiliki oleh crude
protein fimbriae. Diduga bahwa crude prorein fimbriae terikat dengan eritrosit di
endapan aglutinat crude protein fimbriae. Pada saat endapan aglutinat crude protein
fimbriae dipisahkan dengan SDS, selain pita protein eritrosit tampak pula pita protein
dani crude protein fimbriae (gambar 54 sumur 2 dan 3). Dan sekian banyak pita
protein yang dimiliki oleh crude protein fimbriae terdapat 2 pita protein yang tampak
di sumur | memiliki karakienstik posisi berat molekul yang sama dengan pita protein
vang tampak pada endapan aglutinat crude protein fimbriae (sumur 2 dan 3). Diduga
kedua pita protein tersebut merupakan protein adhesin yang terdapat di dalam crude
protein fimbriae dengan perkiraan berat molekul 31 kDa dan 24 kDa.

Sedangkan untuk LPS EHEC OI157, dengan metode SDS-PAGE cara
Laemmli tampak bayangan hitam kabur di sekitar berat molekul 20 kDa dan tidak
dapat menunjukkan gambaran pemisahan berupa pita seperti pita protein pada crude
protein fimbriae (gambar 5.4 sumur 7), sehingga uji hemaglutinasi metode mikrotiter
tidak dapat diikuti dengan analisis SDS-PAGE. Gambaran SDS-PAGE tersebut sama
dengan hasil penelitian Bilge et al., (1996). Hal ini disebabkan oleh ketidakmampuan

SDS (sodium dodecyl sulfate) untuk memecah LPS dengan baik.
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Untuk memastikan adanya kandungan LPS, dilakukan spektrofotometri
terhadap LPS yang diekstraksi dari EHEC 0157 dibandingkan dengan LPS baku dan
E. coli 0127 yang diproduksi oleh Sigma (grafik 5.1). Dani gambaran
spektrofotometri tampak bahwa panjang gelombang maksimum untuk mendeteksi
kedua lipopolisakarida tersebut sama yaitu sekitar 190 nm dan terdapat kemiripan
profil kurva absorbansi untuk panjang gelombang yang lebih tinggi.

Gambaran spektrofotometri
LPS 0157 dibandingian LPS 0127 (baku)

45 -
44 —LPS 0117
35 4

= B4 | e |G 357
1.5 4
24
1.5 4
14 |=——Puwer (LPS
0.5 - 0117
L]

1% I 210 I M
panjang gelombang (nm)

Grafik 5.1 [G}?g;hamn spektrofotometri LPS EHEC 0157 dibandingkan LPS E. coli
5.2 Uji Adhesi Hemaglutinin Bakterial

Uji adhesi bertujuan untuk membuktikan bahwa hemaglutinin bakterial yang
berasal dan crude protein fimbriae dan dari LPS merupakan adhesin yang memiliki
kemampuan untuk melekatkan EHEC 0157 pada sel hospes, dalam hal ini sel
enterosit kelinci. Dalam uji adhesi ini, sebagai variabel bebas adalah konsentrasi

crude protein fimbriae dan konsentrasi LPS. Masing-masing dibuat 6 macam
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konsentrasi, yaitu konsentrasi 0 (kontrol), konsentrasi /i, konsentrasi '/s, konsentrasi
'/;, konsentrasi '/;, dan konsentrasi 1 dengan pengulangan masing-masing 12 kali.
Sedangkan sebagai variabel tergantung adalah indeks adhesi. Untuk menghitung
indeks adhesi ini diperlukan pewarnaan sediaan secara Gram dan pengamatan di
bawah mikroskop dengan pembesaran 1000 kali. Penghitungan indeks adhesi
dilakukan secara duplo (dua ulasan).
5.2.1 Uji Adhesi Crude Protein Fimbriae EHEC 0157

Beberapa foto hasil uji adhesi crude protein fimbriae seperti yang terlihat di
bawah ini merupakan hasil foto mikroskop merk Nikon,

Gambar 5.5 Perlakuan kontrol uji adhesi crude protein fimbriae EHEC 0157

Keterangan gambar :
1) Enterosit , 2) Sel bakteri EHEC 0157
Sediaan diwarnai dengan pewamaan Gram

Gambar 5.5 menunjukkan perlakuan kontrol dimana enterosit yang disalut
dengan crude outer membrane protein dan LPS direaksikan dengan bakieri EHEC
0157. Upaya penyalutan dengan kedua komponen permukaan bakteri tersebut
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dimaksudkan untuk menyingkirkan pengaruh perlekatan bakteri yang diperankan oleh
outer membrane protein dan LPS, sehingga perlekatan bakteri yang terjadi
semaksimal mungkin diperankan oleh protein fimbrige. Di sini tampak sel enterosit
kelinci berwarna merah dengan inti berwarna ungu dilekati oleh bakteri EHEC O157
yang berbentuk batang Gram negatif dengan tipe adhesi lokal. Pada penghitungan
indeks adhesi, yang dihitung adalah banyaknya bakteri yang melekat pada permukaan
setiap sel enterosit, dihitung sampai seratus sel enterosit dan dibuat reratanya.

Di bawah ini adalah contoh foto dengan perlakuan konsentrasi '/s, '/2, dan 1
secara berurutan.

Gambar 5.6 Perlakuan crude protein fimbriae konsentrasi '/

Keterangan gambar:
1) Enterosit , 2) Sel bakteri EHEC Q157
Sediaan diwarnai dengan pewamaan Gram
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Pada gambar 5.6 tampak masih banyak bakteri EHEC 0157 yang melekat pada sel

enterosit dengan tipe adhesi lokal.

Ketegaroen
1) Etersit
Tichk tampak sel balteri FHEC 0157 yang melekat pach atersit
Sedizen divearrsi dengan peverreen Gam
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Dari rekaman gambar 5.5 sampai dengan 5.8 tampak bahwa dengan makin
meningkatnya konsentrasi crude protein fimbriae makin sedikit bakteri EHEC O157
yang melekat pada sel enterosit. Hasil lengkap indeks adhesi EHEC O157 pada
enterosit yang disalut crude protein fimbriae adalah seperti yang terlihat pada
lampiran 3, sedangkan ringkasannya terdapat pada tabel 5.1.

5.2.2 Uji Adhesi Lipopolisakarida EHEC 0157

Seperti halnya pada uji adhesi crude protein fimbriae, pada uji adhesi
lipopolisakarida (LPS) EHEC O157 juga dilakukan pengambilan contoh foto
sebagaimana yang terlihat di bawah ini.

Gambar 5.9 Perlakuan kontrol uji adhesi lipopolisakarida EHEC 0157

Ketearoen carker
1) Eterst 2 S8 eked FHEC Q157
Sedlisn divarrsil dengen peverresn Gam
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Gambar 5.9 menunjukkan perlakuan kontrol dimana enterosit yang disalut
dengan crude protein fimbriae dan crude outer membrane protein direaksikan dengan
sel bakten EHEC O157. Upaya penyalutan dengan kedua komponen permukaan
bakteri tersebut dimaksudkan untuk menyingkirkan pengaruh perlekatan bakteri yang
diperankan oleh protein fimbriae dan outer membrane protein, sehingga perlekatan
bakteri yang terjadi semaksimal mungkin diperankan oleh LPS. Pada gambar tersebut
tampak enterosit kelinci berwarmna merah dengan inti berwama ungu dilekati oleh

bakteri EHEC 0157 yang berbentuk batang Gram negatif dengan tipe adhesi lokal.

Gambar 5.10 Perlakuan lipopolisakarida konsentrasi /s

Keter=ngen gamar:
1) Enersit 2 Sel bekterd EHEC Q157
Sedi=en diserral dengen pevaraan Gam
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Gambar 5.12 Perlakuan lipopolisakarida konsentrasi 1

gaml gamar :
Tichk tampek s& bekterd EHEC 0157 yang melekat pach 58 ertecst
Serfiaen diverral dengan pewerTean Gam
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Seperti juga pada perlakuan crude protein fimbrice FHEC 0157, dengan
meningkatnya konsentrasi pada perlakuan LPS bakterr EHEC Q157 yang melekat
pada sel enterosit semakin sedikit (gambar 5.9 sampai dengan gambar 5.12), Hasil
lengkap indeks adhesi EHEC O157 pada enterosit yang disalut LPS adalah seperti
pada lampiran 3, sedangkan ringkasannya terdapat pada tabel 5.2.
5.2.3 Analisis Statistik Ui Adhesi

Hasil lengkap pengamatan indeks adhest dan penelitian ini disajikan pada
lampiran 3 dan 4, sedangkan ringkasannya terdapat pada tabel 5.1 dan tabel 3.2,
Sebelum dilakukan analisis regresi linier sederhana, terlebih dahulu dilakukan uji t
berpasangan antara indeks adhesi pada ulasan 1 dan ulasan 2 baik pada uj1 adhesi
crude protein fimbriae maupun lipopolisakanda EHEC O157. Hasil uji t berpasangan
tersebut disajikan pada lampiran 5. Analisis wi t berpasangan terhadap indeks adhesi
antara ulasan | dan ulasan 2, baik pada uji adhesi crude protein fimbriae maupun
lipopolisakarida menunjukkan tidak adanya perbedaan bermakna antara ulasan 1 dan
ulasan 2, sehingga dilakukan uji regresi linier sederhana antara rerata indeks adhesi
dengan konsentrasi crude protein fimbriae maupun dengan konsentrasi LPS.
5.2.3.1 Analisis Statistik Uji Adhesi Crude Protein Fimbriae EHEC O157

Hasil indeks adhesi EHEC O157 pada enterosit yang disalut crude protein
Jimbriae pada berbagai konsentrasi dapat dilihat pada lampiran 3 dan ringkasannya

disajikan pada tabel 5.1.
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Tabel 5.1 Ringkasan Hasil Indeks Adhesi EHEC O157 Pada Enterosit Disalut Crude
Protein Fimbriae

Crude protein fimbriae

Konsentrasi Rerata Simpangan baku
0 12,73 1,7398
1/16 (0.0625) 6,90 0,8273
/8 (0,125) 5,49 0,6910
1/4 (0,250) 3,67 0,7413
1/2 (0,5) 1,72 0,5818
1 1,63 0,3815

Untuk mengetahui adanya pengaruh konsentrasi crude protein fimbriae
terhadap indeks adhesi bakteri EHEC O157 dilakukan uji regresi linier sederhana
menggunakan program SPSS 10.0 (perhitungan SPSS terdapat pada lampiran 6).
Dalam rangkatan uji regresi linier sederhana terlebih dahulu dilakukan uji Anova
(lampiran 6 tabel Anova). Dari uji Anova atau F fest, didapat F hitung adalah 78,852
dengan tingkat signifikans: 0,000. Karena probabilitas (0,000) jauh lebih kecil dari
0,05, maka dapat dissmpulkan terdapat pengaruh konsentrasi crude protein fimbriae
terhadap indeks adhesi bakteri EHEC O157. Hasil uji regresi linier sederhana antara
konsentrasi crude protein fimbriae dengan indeks adhesi EHEC ©157 pada enterosit

disajikan pada grafik 5.2 (diproses dengan program SPSS 10.0).
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Grafik 5.2 menggambarkan garis regresi dengan persamaan y = 8,034 —
8,285x, dimana y adalah indeks adhesi sedangkan x adalah konsentrasi crude protein
fimbriae EHEC Q157 (perhitungan SPSS di lampiran 6 tabel coefficients). Garis
regresi tersebut menunjukkan bahwa terdapat penurunan indeks adhesi EHEC 0157
yang menyertai peningkatan konsentrasi crude protein fimbrige EHEC O157. Untuk

menguji signifikansi koefisien regresi dilakukan uji t.
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Grafik 5.2 Grafik uji regresi linier sederhana amtara konsentrasi crude protein
Sfimbriae dengan indeks adhesi EHEC O157.
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Hasil uji t sebagaimana tampak pada tabel Coefficient di lampiran 6 pada kolom
sig/significance adalah 8,880 atau probabilitas di bawah 0,05. Sehingga Ho ditolak,
atau koefisien regresi signifikan, atau konsentrasi crude protein fimbriae benar-benar
berpengaruh secara signifikan terhadap indeks adhesi.
5.2.3.2 Analisis Statistik Uj1 Adhesi Lipopolisakarida EHEC O157

Hasil indeks adhesi EHEC O157 pada enterosit yang disalut LPS dengan

berbagai konsentrasi tampak pada lampiran 4 dan ningkasannya disajikan pada tabel

5.3

Tabel 52 Ringkasan Hasil Indeks Adhesi EHEC O157 Pada Enterosit Disalut
Lipopolisakanda

Lipopolisakarida

Konsentrasi Rerata Simpangan baku
0 14,58 1,5892
1/16 (0,0625) 6,60 0,5137
/8 (0.125) 5.64 0,6054
1/4 (0,250) 5,29 0,5263
1/2 (0,5) 1,99 0,4247
I 0,76 0,3911

Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 71

Sebagaimana analisis statisttk w adhesi crude protein fimbriae, untuk
mengetahui adanya pengaruh konsentrasi LPS terhadap indeks adhesi bakteri
EHEC Q157 dilakukan uji regresi linier sederhana menggunakan program SPSS 10.0
(perhitungan SPSS terdapat pada lampiran 7). Dalam rangkaian uji regresi linier
sederhana terlebih dahulu ditakukan uji Anova atau F sest (lampiran 7 tabel Anova).ﬁ
Dari uji Anova didapat F hitung 97,315 dengan tingkat signifikanst 0,000. Karena
probabilitas (0,000) jauh lebih kecil dan 0,05, maka dapat disimpulkan bahwa
konsentrasi LPS berpengaruh terhadap indeks adhesi bakteri EHEC O157.
Selanjutnya hasil uji regresi linier sederhana antara konsentrasi LPS dengan indeks
adhesi bakteri EHEC O157 disajikan pada grafik 5.3 di bawah ini.

Grafik 5.3 menggambarkan gans regresi dengan persamaan y = 9,040 —
9,997x , dimana y adalah indeks adhesi sedangkan x adalah konsentrasi LPS EHEC
0157 (perhitungan SPSS di lampiran 7 tabel Coefficienis). Garis regresi tersebut
menurjukkan bahwa terdapat penurunan indeks adhesi EHEC O157 yang menyertai
penurunan konsentrasi LPS EHEC O157. Untuk mengujl signifikansi koefisien
regresi dilakukan wuji t. Hasil uji t tersebut sebagaimana tampak pada tabel
Coefficients di lampiran 7 pada kolom sig/sigrificance adalah 0,000 atau probabilitas
di bawah 0,05, Sehingga Ho ditolak, atau koefisien regresi signifikan, atau

konsentrasi LPS benar-benar berpengaruh secara signifikan terhadap indeks adhesi.
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Grafik 5.3 Grafik uji regresi linier sederhana antara konsentrasi lipopolisakarida
dengan indeks adhesi bakteri EHEC O157.

Dari hasil uji regresi linier sederhana antara konsentrasi crude protein
fimbrige dengan indeks adhesi bakteri EHEC O157 dan antara konsentrasi LPS
dengan indeks adhesi bakteri EHEC 0157 diperoleh 2 persamaan regresi yang
berbeda. Persamaan regresi pada uji regresi linier sederhana antara konsentrasi crude
protein fimbrige dengan indeks adhesi bakteri EHEC O157 adalah y = 8,034 -
8 285x. Sedangkan persamaan regrasi pada uji regresi linier sederhana antara

konsentrasi LPS dengan indeks adhesi bakteri EHEC 0157 adalah y = 9,040 -
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9,997x. Dari kedua analisis regresi sederhana tersebut juga diperoleh 2 nilai beta
(lampiran 6 tabel Coeffisients, lampiran 7 tabel Coefficients) dimana rulai beta pada
uji regresi linier sederhana terhadap konsentrasi LPS sebesar 7,63 hampir sama
dengan nilai beta pada uji regresi linier sederhana terhadap konsentrasi crude protein
fimbriae sebesz;r 7,28. Berdasarkan kedua nilai beta tersebut dapat disimpulkan
bahwa pengaruh konsentrasi LPS EHEC O157 terhadap indeks adhesi EHEC O157
hampir sama dengan pengaruh konsentrasi crude proiein fimbriae EHEC 0157

terhadap indeks adhesi bakteri tersebut.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan serta mengarah pada upaya
menjawab hipotesis maka pembahasan disusun menurut pendekatan sistematika
pembuktian adanya pengaruh konsentrasi crude protein fimbriae terhadap indeks adhesi
bakteri Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) 0157 serta pembuktian adanya
pengaruh konsentrasi lipopolisakarida (LPS) terhadap indeks bakteri EHEC O157.

6.1 Pengaruh Konsentrasi Crude Protein Fimbriae Terhadap Indeks Adhesi Bakteri
EHEC 0157

Perlekatan merupakan syarat bagi bakteri untuk berkolonisasi pada sel hos. Salah
satu mekanisme perlekatan yang telah banyak diketahui adalah perlekatan yang
diperankan oleh fimbriae, yaitu bagian dan permukaan bakteri yang berbentuk batang
dan disusun oleh protein (Brunder, 2001). Sebagian besar dani fimbriae yang telah diteliti
mengandung sejumlah besar residu asam amino hidrofobik. Oleh karena itu fimbrice
mengambil peranan untuk membentuk hidrofobisitas permukaan sel. Hidrofobisitas dari
permukaan sel tersebut sangat diperlukan dalam perlekatan bakteri karena keadaan
hidrofobik tersebut akan mengatasi gaya tolak menolak antara sel bakteri dengan sel hos
yang sama-sama bermuatan negatif (Donlan, 2002).

Bakteri dengan fimbrize di permukaan tubuhnya mampu mengadakan
hemaglutinasi eritrosit (Dencke et al., 1979). Hemaglutinin bakterial yang menyebabkan
aglutinasi entrosit diduga berperan aktif dalam perlekatan bakten pada mukosa usus
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karena membran eritrosit divakini mempunyai homologi dengan substansi mukosa yang
terlibat dalam proses perlekatan ( Alam et al., 1997). Oleh karena itu uji hemaglutinasi
dipandang sebagai suatu model in vitro untuk mengetahw adanya peranan fimbriae dalam
proses perlekatan (Evans et al., 1977).

Pada penelitian ini dilakukan uji hemaglutinasi terhadap crude protein fimbriac
bakteri EHEC Q157 untuk membuktikan adanya peranan fimbriae dan bakteri tersebut
pada proses perlekatan. Menurut penelitian Brooks et al., (1989) baik crude protein
fimbriae maupun purified protein fimbrice menunjukkan hasit uji hemaglutinasi yang
tidak berbeda. Pada penelitian ini teaksi hemaglutinasi mulai tampak secara visual pada
titer '/:, sampai titer /es ( gambar 5.2 ). Mengingat titer hemaglutinasi ditentukan
berdasarkan pengenceran maksimal yang menunjukkan gambaran aglutinasi secara visual
(Mayer, G., 2003), maka dalam penelitian im titer hemaglutinasi untuk crude protein
fimbriae adalah '/¢s. Berdasarkan hasil tersebut maka dapat disimpulkan bahwa crude
protein fimbriae bakteri EHEC 0157 mengandung hemaglutinin bakferial yang diduga
berperan aktif dalam perlekatan bakteri pada mukosa usus.

Untuk mendukung hasil uji hemaglutinasi tersebut pada penelitian ini dilakukan
SDS-PAGE terhadap crude protein fimbriae, eritrosit, endapan aglutinat crude protein
fimbriae, serta supernatan aglutinat crude protein fimbriae { gambar 5.4 ). Dar1 gambaran
SDS-PAGE tersebut nampak adanya pita protein dari crude protein fimbriae dengan
berat molekul berkisar 31 kDa dan 24 kDa pada endapan aglutinat crude protein
fimbriae Hal ini menunjukkan bahwa protein berat molekul 31 kDa dan 24 kDa melekat
pada eritrosit karena memiliki reseptor di permukaan entrosit. Diduga kedua protein

tersebut merupakan hemaglutinin bakterial yang berperan aktif dalam perlekatan bakten
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EHEC 0157 pada enterosit, mengingat membran eritrosit divakini memiliki homolog
dengan substansi mukosa usus yang terlibat dalam perlekatan bakteri (Alam et al., 1997).
Perlekatan bakteri pada permukaan mukosa berperan penting pada proses infcksi
(Sokurenko et al., 1995). 7ype-! fimbriae adalah penentu virulenst penting vang
dickspresikan pada £. coli (Jones et al., 1996). Type-1 fimsrive ini juga dikatakan sebagai
mannose sensitive karena exogerous mannose dapat memblokir ikatan pada reseptor set
darah merah (Arthur et al , 1989). 7vpe-/ fimbrize disusun oleh subunit struktural mayor
Fim A, dan sejumlah subunit minor seperti Fim F, Fim G, dan Fim H (Sokurcnko et al ,
1995). Subunit Fim H dengan berat molekui berkisar 28-31 kDa terletak pada ujung atau
menyisip di sepanjang fimbnae. Pada penclitian ini, apabila diamati dari sisi mtensitas
warna pita protein pada gel SDS PAGE. di antara kedua pita protein tersebut maka piia
protein dengan berat molckul 24 kDa tampak lebih jelas bahkan paling dominan di antara
pita protein yang lain (gambar 54 sumur 1). Tial im tidak jauh berbeda dengan penemuan
Maneval et al., (2003) yang menunjukkan pita protetn dominan dart protein fimbrize
CHEC O157:H7 adalah pita protein dengan berat molekut 21 kDa. Kemungkinan protein
tersebut merupakan subunit mayor fimbriae yang menyusun struktur batang fimbriae
vang besar. Menurut Ham et al., (1995), dalam berbagai sistem fimbrige, subunit mayor
membentuk struktur batang fimbriae sedangkan subunit minor sebagar protein adhesin,
keduanva merupakan 2 molekul vang berbeda dimana protein adhesin terletak di ujung
fimbriae atau dalam jumlah sedikit di sepanjang struktur fimbriae. Kadangkala subunit
mavor pun dapal merupakan protein adhesin. Dalam penelitian ini diperoleh hasil adanya
2 protein dengan berat molckul yang berbeda. Diduga protein dengan berat molekul

24 k> vang tampak dominan merupakan subunit mayor sedangkan protein dengan berat
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molekul 31 kDa merupakan protein aghesin yang mungkin berada di ujung funbriae atau
dalam jumlah sedikit di scpanjang struktur fismbrice. Namun menurut hasil analisis SDS-
PAGE di atas, protein dengan berat molckul 24 kDa tersebut selain diduga sebagai
penyusun struktur batang fimbriae, protcin tersebut juga merupakan protein adhesin.
Untuk mendapatkan kepastian tentang hal itu maka perlu dilakukan penelitian lanjutan
berupa uji hambatan hemagglutinasi dengan exogenous munnose untuk menentukan tipe
Jimbriae dan pemurnian protein dengan berat molekul 31 kiDa dan 24 kDa dilanjutkan
dengan immunoblofting,

Setelah ditemukan adanya hemaglutinin bakterial dalam crude protein fimbriae
sclanjutnva ditakukan uji adhesi untuk membuktikan adanya pengaruh konsentrasi crude
profewn fimbriae bakten EHEC O157 terhadap indcks adhesi bakten tersebut. Pada up
adhesi ini digunakan cnam perlakuan konsentrasi crude protein fimbrice, yaitu
konsentrasi O (kontrol), konsentrasi 'Y 16, konsentrasi 'fe. konsentrasi Y, konsentrasi Yo, dan
konsentrasi 1 vang disalutkan pada sel enterosit kelinei sebelum dircaksikan dengan
bakteri FHEC O157. Penyalutan dengan crude protein fimbriae bakten EHEC O157 im
dimaksudkan untuk menjenuhi reseptor yvang terhbat pada proses adhest sehingga yang
diharapkan adalah efek inhibisi dari percobaan tersebut (Nagayama et al.,, 1995). Dau
rekaman gambar 5.5 sampai 5.8 tampak adanya penurunan yang nyata dari jumlah bakteri
vang melekat pada sel cnterosit dengan makin meningkatnya konsentrasi Hasii up
regresi Mmer sederhana menunjukkan adanya pengaruh konsentrasi crude protein
fimbriae terhadap indeks adhesi bakteri EIIEC O157 vang ditunjukkan oleh nilar F
78,852 dengan tingkat signifikansi 0,000 dan persamaan regresi v = 8,034 8285x. 1ial

ini berarti bahwa dengan makin meningkatnya konsentrasi, makin banyak protein yang
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menjenuhi reseptor sehingga makin sedikit sel bakteri EHEC O157 yang mampu melekat

pada sel enterosit atau dengan kata lain mencegah perlekatan bakten pada sel enterosit.

Hal ini mengindikasikan adanya reseptor khusus pada sel enterosit kelinci terhadap crude

protein fimbriae EHEC Q157. Dengan demikian crude protein fimbriae bakten

EHEC O157 berperan aktif dalam perlekatan bakteri tersebut pada enterosit.

6.2 Pengaruh Konsentrasi Lipopolisakarida Terbadap Indeks Adhesi Bakteri
EHEC 0157

Selain fimbriae, faktor perlekatan yang sering dimiliki oleh bakteri enteropatogen
adalah lipopolisakarida (LPS) (Paton and Paton, 1998). Bukti-bukti yang telah terkumpul
menunjukkan bahwa LPS yang berada di outer membrane dan bakteri gram negatif
berperan dalam proses perlekatan mikroorganisme tersebut pada sel fagosit
nonprofesional termasuk sel mukosa (Jacques, 1996). Pernyataan tersebut didukung oleh
bukti adanya perbedaan adhesi antara bakteri dengan LPS yang dimutasikan dengan
bakteri normal. Selain itu didukung pula oleh buktt bahwa LPS yang diekstraksi dari
bakteri dapat menghambat adhesi bakteri. Sebagian besar penelitian yang telah dilakukan
bertujuan untuk menentukan residu polisakarida yang merupakan bagian dan LPS karena
bagian lipid A dari LPS tersisip di dalam outer membrane (Abraham et al., 1999).

Bukti peranan LPS pada proses perlekatan bakteri ditunjukkan oleh penelitian
bahwa LPS Vibrio mimicus yang diisolasi (khususnya bagian polisakarida) menyebabkan
hemaglutinasi eritrosit kelinci. Sebagaimana penjelasan terdahulu,  hemaglutinin
bakterial yang menyebabkan aglutinasi entrosit diduga berperan aktif dalam perlekatan
bakteri pada mukosa usus karena membran eritrosit diyakini mempunyat homologi

dengan substansi mukosa usus yang terlibat dalam proses perlekatan { Alam et ai., 1997).
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Pada penelitian ini dilakukan uji hemaglutinasi terhadap LPS bakteri EHEC 0157
untuk membuktikan adanya peranan LPS dari bakteri tersebut pada proses perlekatan.
Hasil penelitian menunjukkan terjadinya reaksi hemaglutinasi pada LPS EHEC O157 dan
pada LPS pembanding yang diambil dari E. coli 0127 (SIGMA) (gambar 5.3) yang
berarti bahwa di dalam LPS bakteri EHEC O157 mengandung hemagiutinin bakterial
vang diduga berperan aktif dalam perlekatan bakteri pada mukosa usus.

Berbeda halnya dengan crude protein fimbriae, uji hemaglutinasi pada LPS tidak
dapat diikuti dengan analisis menggunakan SDS-PAGE untuk menentukan perkiraan
berat molekul unsur LPS yang berperan pada perlekatan bakteri. Hal ini disebabkan
larutan SDS tidak dapat memisahkan LPS dengan baik. Para peneliti menduga perlekatan
diperankan oleh O side chain yang merupakan unsur polisakanda dari LPS.

Setelah ditemukan adanya hemaglutinin bakterial dalam LPS selanjutnya
dilakukan uji adhesi untuk membuktikan adanya pengaruh konsentrasi LPS bakteri
EHEC O157 terhadap indeks adhesi bakteri tersebut. Pada uji adhesi ini digunakan enam
perlakuan konsentrasi LPS yaitu konsentrasi 0 {(kontrol), konsentrasi 16, konsentrasi /s,
konsentrasi Ya, konsentrasi Y2, dan konsentrasi 1 yang disalutkan pada enterosit kelinci
sebelum direaksikan dengan bakteri EHEC O157. Sebagaimana penyalutan dengan crude
protein fimbriae, penyalutan dengan LPS bakteri EHEC O157 ini dimaksudkan untuk
menjenuhi reseptor vang terlibat pada proses adhesi sehingga yang diharapkan adalah
efek inhibisi dari percobaan iersebut (Nagayama et al., 1995). Dari rekaman gambar 5.9
sampai 5.12 tampak adanya penurunan yang nyata dari jumlah bakteri yang melekat pada
sel enterosit dengan makin meningkatnya konsentrasi. Hasil ujt regrest linier sederhana

menunjukkan adanya pengaruh konsentrasi LPS terhadap indeks adhesi bakien
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EHEC 0157 yang ditandai dengan nilai F sebesar 97,315 dengan tingkat signifikansi
0,000 dan persamaan regresi y = 9,040 — 9,997x. Hal ini berarti bahwa dengan makin
meningkatnya konsentrasi, makin banyak protein yang menjenuhi reseptor sehingga
makin sedikit sel bakteri EHEC Q157 yang mampu melekat pada sel enterosit atau
dengan kata lain mencegah perlekatan bakteri pada sel enterosit. Hal in1 mengindikasikan
adanya reseptor khusus pada sel enterosit kelinci terhadap LPS EHEC O157. Dengan
demikian LPS bakteri EHEC Q157 berperan aktif dalam perlekatan bakten tersebut pada
enterosit.
6.3 Peranan Protein Fimbriae Dan Lipopolisakarida Terhadap Proses Perlekatan
Bakteri EHEC O157

Sebagian besar bakteri patogen memilikt banyak molekul (adhesin) yang berperan
dalam perlekatan pada sel hos dan matriks ekstraseluler. Adhesin tersebut seringkali
bekerja secara sinergistik, sehingga meningkatkan kemampuan sel bakteri dalam melekat.
Selain itu adhesin tersebut dapat diatur sedemikian rupa sehingga adhesin tertentu
diekspresikan dalam kondisi lingkungan yang berbeda dengan ekspresi adhesin yang lain.
Tidak semua adhesin merupakan faktor virulensi yang penting, dan peranan spesifik dari
tiap-tiap adhesin sulit untuk dijelaskan karena keberadaan multiple udherence factors
pada scbagian besar baktenn patogen. Banyak adhesin ditemukan baitk pada strain non
patogenik dan strain yang viruien. Namun demikian, pada sebagian besar kasus, adhesin
berperan dalam terjadinya penyakit karena meningkatkan virulensi bakteri patogen. Jika
lebih dari satu adhesi dihilangkan dan bakteni patogen, maka efek terhadap penurunan
virulensi dari bakter tersebut pada uinumnya lebih jelas dibandingkan dengan jika satu

adhesin yang dihilangkan (Finlay, 2002).
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Hasil penelitian ini membuktikan adanya hemaglutinin bakterial pada bakten
EHEC 0157 yang berasal dari fraksi fimbriae dan dari LPS. Hal ini menunjukkan bahwa
pada bakteri EHEC O157 terdapat muliiple adherence factors yang terdiri dari outer
membrane protein (intimin) yang telah ditemukan lebih dulw, fimbrice, dan LPS.
Penemuan ini sesuai dengan pendapat Paton and Paton, 1998 bahwa faktor periekatan
yang dimiliki oleh bakteri intestinal patogen selain outer membrane protein adalah
fimbriae dan LPS. Diduga ketiga faktor perlekatan tersebut bekerja secara sinergis
sehingga bermanfaat untuk meningkatkan kemampuan bakteri dalam melekat di
permukaan sel enterosit hos.

Berdasarkan analisis statistik pada Bab 5, dapat ditarik kesimpulan bahwa
pengaruh konsentrasi LPS terhadap indeks adhesi bakteri EHEC 0157 hampir sama atau
sedikit lebih besar dibandingkan dengan konsentrasi crude protein fimbriae. Analisis
sementara mengenai hal ini adalah bahwa sejumlah besar adhesin adalah spesifik
terhadap karbohidrat dan dikenal sebagai lektin. Lektin ini akan mengikatkan bakteri ke
unsur karbohidrat dan glikoprotein atau glikolipid yang terdapat pada sel epithel atau sel
lain dari hos. Contoh ikatan lektin-karbohidrat adalah lektin (type [ fimbriae) dengan
reseptor glikoprotein (uroplakin pada sel kandung kemih). Pada umumnya afinitas gula
terhadap adhesin lektin rendah dalam rentang milimolar (Abraham et al., 1999). Sehingga
apabila sel epithel disalut dengan adhesin lektin maka ikatan antara keduanya mudah
lepas dan memungkinkan bakteri untuk menempati reseptor adhesin. Namun demikian
masih diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai ikatan protein fimbriae dan LPS

dengan masing-masing reseptornya.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 KESIMPULAN

Dari analisis hasil penelitian dan pembahasan dapat dibuat kesimpulan yang
berkaitan dengan hipotesis dalam rangka menjawab rumusan masalah, sebagai berikut.
Crude protein fimbriae dan lipopolisakarida (LPS) dart bakteri Escherichia coli (E. coli)
0157 mengandung adhesin. Adhesin pada crude protein fimbrige F. coli 0157 diduga
diperankan oleh protein dengan berat molekul 31 kDa dan 24 kDa. Sedangkan adhesin
pada LPS diduga diperankan oleh O side chain region. Crude protein fimbriae dan LPS
E. coli 0157 yang mengandung adhesin berperan terhadap proses perlekatan bakter
tersebut pada enterosit. Dengan demikian disimpulkan bahwa pada bakteri Escherichia
coli O157 terdapat multiple adherence factors yang terdiri dari intimin (yang telah
ditemukan lebth dahulu), fimbriae, dan LPS. |

Berdasarkan kesimpulan tersebut , maka hipotesis penelitian ini terbukti.

82
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7.2 SARAN
Mengingat segala keterbatasan dalam penelitian ini maka perlu penelitian lebih
lanjut di antaranya :

1. Untuk mempermudah penentuan berat molekul protein adhesin pada fimbriae, maka
untuk penelitian serupa lebih baik apabila dilakukan pemurnian terhadap protein
Sfimbriae,

2. Uniuk menentukan tipe fimbriae Fscherichia coli (E. coli) O157 dilakukan wuji
hambatan hemaglutinasi dengan mannose.

3. Melalui penelitian ini belum dapat dibuktikan adanya adhesin yang non hemaglutinin,
dengan demikian perlu dilakukan penelitian tentang kemungkinan keberadaan
adhesin £. coli 0157 yang non hemaglutinin,

4. Perlu dilakukan penelitian untuk generalisasi E. coli 0157 atas kepemilikannya
terhadap protein adhesin 31 kDa dan 24 kDa dari isolat yang diambil dari berbagai
daerah.

5. Untuk mengetahui lebih dalam tingkat kekuatan ikatan antara adhesin yang
diperankan oleh crude protein fimbrige dibanding dengan lipopolisakanda (LPS)
terhadap reseptornya masing-masing, perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai
substansi yang berperan dalam perlekatan baik dari sudut adhesin maupun dari sisi
reseptornya.

6. Supaya hasil penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai perangkat diagnostik maupun
pencegahan perlu dilakukan uji imunogenisitas dan protektivitas dari adhesin £. cofi

0157 baik intimin, fimbriae, maupun LPS.
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Lampiran 1 Jadwal Kegiatan Penelitian

Kegiatan Jan Peb Mar Apr | Mei | Jun
1. Persiapan X
2. Isolasi crude protein fimbriae, X
OMP, dan LPS

3. Uji hemagiutinasi | X I X

4. Uy adhesi X X

5. Penghitungan indeks adhesi X X

6. SDS-PAGE X

7. Dokumentast l X

8. Analisis data dan pembahasan I ; X X
!
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Lampiran 2. Hasil identifikasi L. coli dengan Microbact system

a1

MICROBACT 12E & 12A (Single Strip)
PATIENT RECORD

__l‘ T i e ‘ 1
I i @ —_ ' '
D i & © o ] @ '
g12|gle = 8 € %|lacle s g &
.; 2I5/Elg . Elal3!5i2]Z2 8 8lalf o
. Reaction Ol=]|]2 4O O\I ® T X|0|lE S0
Dedein ! i e e e R X :
Hestit : ,'l'f!-t'i-f'-— +=1—i+- S I I
|Reactioh i s __ ' B
Index : i4-2|1J4|2:1 4 2 1 4i21
Sl | |
2 Sum of Posiive - : y 8
2| Reactors ; (5 N ? L __(? o ____U o
Paticnt's Nams Code No.
Specimen lype Date |- . CO“
ST Megver Baence Pry. L. A oy Yy
_:.MIFI‘.Q_IQ’aEt Auuite Aust-aig Firal Idertification ‘\'Jbr [’2 /o
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Lampiran 3. Hasil indeks adhesi EHEC 0157 pada enterosit kelinci disalut crude

protein fimbriae
Konsentrasi Slide Ulasan-1 Ulasan -2 Rerata Rerata
per 100 sel per 100 sel per 100 sel per sel
0 1 764 922 843 8,43
_ (kontrol)
P 1206 1162 1184 11,84
3 1264 1700 1482 14,82
4 1502 1519 1510 15,10
5 1279 1319 1299 12,99
6 1187 1172 1179 11,79
7 1322 1371 1346 13,46
8 1259 1242 1250 12,50
9 1366 1312 1339 13,39
10 1236 1229 1232 12,32
11 1233 1203 1218 12,18
12 1349 1450 1399 13,99
Rerata: 12,73
1/16 1 725 669 697 6.97
(0,0625)
2 643 733 688 6,88
3 586 784 685 6,85
4 763 645 704 7,04
5 510 762 636 6,36
6 686 652 669 6,69
7 722 762 742 7,42
8 683 733 708 7,08
2 822 972 897 8,97
10 630 608 619 6,19
11 536 556 546 5,46
i2 674 706 690 6,90
Rerata : 6,90
1/8 1 689 627 658 6,58
(0,1250)
2 635 609 622 6,22
3 596 692 644 6,44
4 462 502 482 4,82
5 521 573 547 547
6 599 615 607 6,07
7 565 577 571 5.71
8 | 475 523 499 4,99
9 491 443 467 4.67
10 4182 524 503 5,03
11 ] 484 498 491 4,91
12 | 456 528 492 4,92
! Rerata : 5,49
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|
|
Konsentrasi Shide Ulasan —1 Ulasan -2 ! Rerata Rerata |
per 100 sel per 100 sel | per 100 sel per sel
1/4 1 288 302 i 290 2,90
(0,2500) | | |
2 296 | 298 | 297 2,97 |
3 433 | 397 _E 415 4.15 |
4 513 | 467 | 490 4,90 |
5 443 | 461 ] 452 4,52 |
6 | 342 | 424 ) 383 | 3.83 |
7 | 267 1 245 | 256 _1 2,56 !
8 | 345 ] 267 ! 306 ] 3,06 |
9 423 _1 395 ] 409 ! 4,09 |
10 433 ] 375 ! 404 | 404 !
11 330 276 ? 303 ! 3,03 !
12 441 369 405 4.05
Rerata : 3,67
1/2 1 ! 263 281 i 272 2,72
(0,5000) ! !
2 [ 169 187 178 1,78
. 3 ! 168 ! 180 ; 174 1,74 |
, 4 ! 253 ‘ 195 | 224 2,24 !
| g 5 .‘ 185 217 ! 20] 2,01
! ; 6 ! 164 146 i 155 1,55 !
' ! 7 ! 92 86 : 89 0,89 !
| 3 } 90 68 ; 79 0,79
l 9 ! 148 112 i 130 1,30
-. 10 ' 279 173 ! 226 2.26
| 11 135 123 i 129 1,29
i 12 233 183 i 208 2,08
f . Rerata: 1,72
5 1 1 211 225 | 218 2,18
' 2 195 183 | 189 1,89
3 142 205 173 1,73
4 135 161 i 148 1,48
5 183 124 | 153 1,53 |
6 223 157 -* 190 1,90 i
7 228 234 ! 231 2,31 i
8 158 173 | 165 1,65 j
9 1 124 102 ! 113 1.13 |
10 112 139 i 125 1,25 |
11 149 96 ! 122 1,22 5
12 i 95 171 | 133 1,33
| | | Rerata: 1,63 i
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Lampiran 4. Hasil indeks adhesi EHEC Q157 pada enterosit kelinci disalut LPS

K onsentrasi Slide Ulasan-1 Ulasan -2 Rerata Rerata
per 100 sel per 100 sel per 100 sel per sel
0 1 1378 1453 1415 14,15
{kontrol)
2 1317 1411 1364 13.64
3 1379 1385 1382 13.82
4 1470 1457 1461 14,61
5 1734 1684 1709 17.09
6 1354 1410 1382 13,82
7 1377 1350 1363 13,63
8 1327 1373 1350 13,50
9 1736 1710 1723 17,23
10 1696 1723 1709 17,09
11 1313 1326 1319 13,19
12 1315 1324 1319 13,19
Rerata: 14,58
1/16 1 586 745 665 6,65
(0,0625)
2 723 669 696 6,96
3 603 525 564 5,64
4 759 763 76] 7.61
5 629 640 634 6,34
6 606 632 619 6,19
7 633 759 696 6,96
8 593 629 611 6,11
9 720 631 675 6,75 |
10 600 672 636 6.36 |
11 693 701 697 6,97
12 640 697 668 6,68
Rerata : 6,60
1/8 1 681 618 649 6,49
(0,1250)
2 522 559 540 5,40
3 423 557 490 4,90
4 573 556 564 5,64
5 561 580 570 5,70
6 614 576 595 5,95
7 586 605 595 5,95
Y 433 489 461 4.61
. 9 599 569 584 5,84
I 10 466 489 477 477
[ 11 599 639 619 6,19
12 659 587 623 6,23
Rerata ;. 5,64
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'r |
'a
| Konsentrasi Slhide Ulasan —1 Ulasan -2 Rerata Rerata
' per 100 sel per 100 sel per 100 sel per sel
1/4 1 493 512 502 5,02
{0,2500)
2 623 599 611 6,11
3 481 561 521 5,2]
4 602 582 592 5,92
5 536 497 516 5,16
6 596 572 584 5,84
7 546 555 l 550 5,50
8 569 601 585 5,85
9 482 499 490 4,90
10 498 446 472 4,72
11 441 49] 466 4,66
12 423 518 470 4,70
Rerata : 5,29
172 1 223 192 207 2,07
(0,5000)
2 205 211 208 2,08
3 196 187 191 1,91 ]
4 220 191 205 2,05 !
5 296 272 284 2,84 i
6 199 204 201 2,01 |
7 126 142 134 1,34 ;
8 205 246 225 2,25 ;
9 187 194 190 £,90 i
10 105 136 120 1,20 "
11 200 176 188 1,88
12 237 225 231 2,31
Rerata : 1,99
1 1 137 149 143 1,43
2 124 162 143 1,43
3 50 85 67 0,67
i 4 77 94 85 0,85
| 5 57 57 57 0,57
1 6 38 19 28 0,28
| 7 76 80 78 0,78
8 51 72 61 0,61
9 113 109 111 1,11
10 22 32 27 0.27
il 72 75 73 0.73
12 39 45 42 0,42 |
| Rerata: 0,76 |
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Lampiran 5. Hasil uji t berpasangan antara indeks adhesi ulasan 1 dan ulasan 2

Kaonsentrasi Crude protein fimbriae Lipopolisakarida ]
ulasan } ulasan 2 | ulasan 1 ulasan 2
0 Rerata 12,4725 - 13,0008 14,4967 14,6675
Simpangan baku 1,7466 1,9820 1,7001 1,5017
|
t-hitung £.349 1,340
p-value 0,204 0,207 —
he Rerata 6.6500 71517 | 6,4875 6,7192
Simpangan baku 0,9074 1,0603 0,5936 0,6770
t-hitung 1,615 1,067
p-value 0,135 0,309
e Rerata 5,3792 55925 | 55967 5,6867
Simpangan baku 0,7960 0,6900 0,8335 0,4503
t-hitung 1,559 0,544
p-value 0,147 0,597
Va Rerata 3,7950 3,5633 5,2417 5,3608
Simpangan baku 0,7764 06,7665 0,6471 0,490%
t-hitung 1,754 0,888
p-value 0107 0,393
Ya Rerata 1,8158 1,6258 1,9992 1,9800
Simpangan baku | 0,6342 1,5929 10,4885 0,3861
t-hitung 1,681 0,281 ]
p-vatue 0,121 0784
1 Rerata 1,6292 1,6417 | 07158 08158
Simpangan baku | 0,4446 0,4426 0.3612 04305
t-hitung 0,095 2,151
p-value 0,926 0,055
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Lampiran 6. Hasil perhitungan uji regresi linier sederhafla antara konsentrasi
P crude protein fimbriae dengan indeks adhesi EHEC 0157 (SPSS

10.0)

Regression

Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation N
INDEKS 5.3583 3.9331 72
DOSIS 322917 .345526 72
Comelations
INDEKS DOSIS

Pearson Corretation INDEKS 1.000 - 728

DOSIS - 728 1.000
Sig. {1-tailed) INDEKS . 000

DOSIS 000 .
N INDEKS 72 72

DOSIS 72 72

Variables Entered/Removed”

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 DOSIS? Enter

a_ All requested variables entered.
b. Dependent Variable: INDEKS

Model Summary®
Adusted R | Std. Emor of
Model R R Square Sguare the Estimate
1 7287 530 523 2.7164

a. Predictors: {Constant), DOSIS
b. Dependent Variable: INDEKS

ANOVAP
Sum of
Modei Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 581.818 1 581.818 78 852 0002
Residual 516.501 70 7379
Total 1098.318 71

a. Predictors: (Constant), DOSIS
b. Dependent Variable: INDEKS
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Residuals Statistics?

Minimum Maximum Mean Std. Deviation N

Predicted Value -2512 80336 5.3583 2.8626 72
Sid. Predicted Value -1.960 935 000 1.000 72
Standard Error of

Predicled Value 3273 7082 4345 1282 72
Adjusted Predicted Value -.4380 8.0230 53335 2.8915 72
Residual -3.4024 7.0664 -8 6OE-16 2.6972 72
Std. Residual -1.253 2.601 | .000 993 72
Stud. Residual -1.262 2636 004 1.007 72
Deleted Residual -3.4526 l 7 2564 ] 2.484E-02 2.7716 72
Stud. Deteted Residual -1.267 2.758 ] 012 1.029 72
Mahal. Distance 045 | 3.840 ] 986 1.311 72
Cook's Distance .000 083 014 019 72
Centered Leverage Value 001 l 054 l 014 018 72

a. Dependent Variable: INDEKS

Charts

Normal P-P Plot of Regression Sta

Dependent Variable: INDEKS
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Lampiran 7. Hasil perhitungan uji regresi linier sederhana antara konsentrasi
lipopolisakarida dengan indcks adhesi EHEC O157 (SPSS 10.0).

Regression

Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation N
INDEKS 58115 4 5293 72
DOSIS 322917 345526 72
Cormrelations
INDEKS DOSIS

Pearson Correlation INDEKS 1.000 - 763

DOSIS - 763 1.000
Sig. {1-tailed) INDEKS ) .000

0OSIS 000 .
N INDEKS 72 72

DOSIS 72 72

Variables Entered/Removed®

Variables ] Variables
Model Entered | Removed Methiod
1 DOSIS? ﬁ .| Enter

a. All requested vanables entered.
b. Dependent Variable: INDEKS

Model Summary®

Adjusted R Std. Error of
Model R R Square Square the Estimate
1 7634 582 576 2.9505

a. Predictors: (Constant), DOSIS
b. Dependent Variable: INDEKS

ANOVAP
Sum of

Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 847 154 1 847 154 97 315 000°

Residual 809.372 70 8705 ]

Total 1456.527 71 |

a. Predictors: {Constant), DOSIS
Peranan Protein Fimbriae ... Dewi Santosaningsih
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Coefficients®
Standardiz
ed
Unstandardized Coefficient
Coefficients s
Modei B Std. Error Beta 1 _Sig.
i (Constant) 9.040 477 18.932 000
DQOSIS -9.997 1.013 - 783 -9.865 000
a. Dependent Variable: INDEKS
Residuals Statistics”
Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Predicted Value -9573 8.0397 58115 3.4542 72
Std. Predicted Value -1.960 835 000 1.000 72
Standard Error of
Predicted Value .3555 7692 4718 1392 72
Adjusted Predicted Value -1.1314 8.9281 5.788B5 34797 72
Residual -3.1801 8.1903 | 1.443E-15 2.9296 72
Std. Residual -1.078 2776 000 893 72
Stud. Residual -1.088 2.813 .004 1.006 72
Deleted Residual -3.2401 8.4105 | 2.304E-02 3.0100 72
Stud. Deleted Residual -1.089 2.965 .013 1.027 72
Mahal. Distance 045 3.840 986 1.311 72
CookK's Distance .000 08 D14 022 72
Centered Leverage Value 001 054 014 018 72

a. Dependent Variable: INDEKS

Charts
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