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Introduction: Pili has an adhesin that plays a role in the adhesion process in
order to infect the host cell. Research shown that the 54 kDa S. pneumoniae pili protein
is a hemagglutinin. This study was to examine whether the 54 kDa of S. pneumoniae
pili protein also act as an adhesin. Method: S. pneumoniae was isolated using a pili
cutter. The protein molecular weight was analyzed using SDS-PAGE. Protein with a
molecular weight of 54 kDa was isolated to produce protein solution. Adhesion test was
carried out on a protein solution with multilevel concentrations to determine the
adhesion index. Result: Pearson correlation test obtained p-value of 0.036 and the
correlation coefficient R = -0.840, these results indicate that the two variables have a
significant negative relationship. Regression analysis showed R2 0,997, mean that
99.7% of the concentration of protein S. pneumoniae 54 kDa influenced the adhesion
index. Conclusion: Therefore, it can be concluded that the hemagglutinin protein S.
pneumoniae 54 kDa is an adhesin protein.

ABSTRAK

Latar Belakang: Pili memiliki protein adhesin yang berperan dalam proses
adhesi untuk menginfeksi sel hospes. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
protein pili S. pneumoniae 54 kDa merupakan protein hemaglutinin. Tujuan penelitian
ini adalah menguji peran protein hemaglutinin pili S. pneumoniae 54 kDa sebagai
adhesin. Metode: Pili S. pneumoniae diisolasi menggunakan alat pili cutter. Hasil
potongan pili dilakukan SDS-PAGE untuk mengidentifikasi berat molekul proteinnya.
Protein berat molekul 54 kDa diisolasi sehingga menghasilkan larutan protein. Larutan
protein diuji adhesi dengan konsentrasi bertingkat untuk mengetahui indeks adhesi.
Hasil: Uji korelasi Pearson diperoleh nilai p-value 0,036 (p < 0,05) dan koefisien
korelasi R= -0,840. Hasil ini menunjukkan bahwa kedua variabel memiliki hubungan
yang signifikan, sangat kuat dengan arah hubungan negatif. Analisis regresi didapatkan
R2 0,997, artinya 99,7 % konsentrasi protein pili 54 kDa S. pneumoniae mempengaruhi
indeks adhesi. Kesimpulan: protein hemaglutinin pili 54 kDa S. pneumoniae
merupakan protein adhesin

PENDAHULUAN

Streptococcus pneumoniae merupakan bakteri kokus Gram positif. Bakteri ini sering

ditemukan sebagai flora normal yang menghuni saluran pernapasan manusia khususnya

nasopharing dan sebagai bakteri patogen yang dapat menyebabkan berbagai macam penyakit

seperti pneumonia, meningitis, sinusitis dan otitis media. Keberadaannya dapat dianggap sebagai

faktor risiko untuk berkembangnya penyakit saluran pernapasan dan sebagai sumber penularan

pneumokokus ke orang lain (Angelis dkk., 2011). Selain sebagai patogen, S. pneumoniae secara
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asimptomatik juga berada di saluran pernapasan bagian atas sebagai karier (Brooks dan Mias,
2018).

Data World Health Organization (WHO) tahun 2017 menunjukkan sekitar 808.694 kasus
pneumonia menyebabkan kematian setiap 20 detik pada anak balita. Menurut data United
Nations Children's Fund (UNICEF) (2018), pneumonia membunuh lebih banyak anak daripada
penyakit menular lainnya, merenggut nyawa lebih dari 800.000 anak balita setiap tahun, atau
sekitar 2.200 setiap hari. Secara global, ada lebih dari 1.400 kasus pneumonia per 100.000 anak,
atau 1 kasus per 71 anak setiap tahun, dengan insiden terbesar terjadi di Asia Selatan (2.500
kasus per 100.000 anak) dan Afrika Barat dan Tengah (1.620 kasus per 100.000 anak). Pada
tahun 2010, pneumonia adalah penyebab utama kematian bayi di dunia dan 30-50% disebabkan
oleh S. pneumoniae (Liu dkk., 2012). Infeksi pneumonia di Amerika Serikat yang terjadi setiap
tahun sebanyak 900.000 kasus disebabkan oleh S. pneumoniae (Brooks dan Mias, 2018).
Sebanyak 300.000-600.000 pasien usia lanjut mengalami rawat inap setiap tahun di Amerika
Serikat (Simonetti dkk, 2014). Pneumonia merupakan masalah kesehatan utama yang menjadi
penyebab kejadian morbiditas dan mortalitas paling banyak pada anak usia di bawah 5 tahun
(balita) dan lanjut usia di negara berkembang seperti Indonesia (Mufida dkk, 2018).

Manifestasi infeksi S. pneumoniae diawali dengan adhesi bakteri ke sel inang untuk memulai
infeksi. Adhesi merupakan kemampuan bakteri untuk dapat melekat pada sel inang. Kemampuan
bakteri dalam melakukan adhesi dimediasi oleh berbagai macam protein yang terdapat pada
permukaannya (Thanassi dkk., 2012). Variasi protein tersebut dinamakan adhesin (Parija, 2012).
Setelah bakteri menempel, kemudian terjadi kolonisasi dan replikasi yang mengawali respons sel
inang dalam proses penghancuran sel yang terinfeksi. Kemampuan S. pneumoniae untuk melekat
didukung oleh beberapa protein permukaan, seperti pili, PspC, PsaA, PsrP, NanA, dan PavA.
Namun, adhesi pada sel inang, melalui adhesin yang terlokalisasi pada pili, merupakan peristiwa
pertama dan diikuti oleh perlekatan protein permukaan lainnya (Mufida dkk., 2018). Penelitian
sebelumnya oleh Danne dan Dramsi (2012) juga menyebutkan bahwa pili adalah organel yang
berkontribusi pada langkah-langkah awal infeksi yaitu adhesi dan kolonisasi terhadap sel inang.

Pili merupakan salah satu faktor virulensi yang dimiliki oleh S. pneumoniae. Pili, berupa
filamen panjang yang terbukti memiliki hubungan virulensi dan kemampuan untuk melakukan
adhesi serta kolonisasi (Angelis dkk, 2011, Brooks dan Mias, 2018, Poll dan Opal, 2009).
Terdapat dua jenis pili yaitu pili tipe 1 dan pili tipe 2 (Nelson dkk., 2007; Bagnoli dkk., 2008;
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Basset dkk., 2011). Pili sebagai salah satu faktor adhesi mampu menghindari pembersihan
mukus dan cairan lain pada permukaan sel inang (Parija, 2012).

Faktor adhesi pada bakteri dipengaruhi olen kemampuan hemaglutinasinya (Mufida dkk.,
2018). Kemampuan hemaglutinasi yang tinggi sangat terkait dengan kemampuan kolonisasi yang
tinggi. Penelitian pada Shigella spp. menunjukkan bahwa terdapat korelasi antara hemaglutinasi
dan kolonisasi (Mitra dkk., 2012). Korelasi ini juga terbukti pada protein hemaglutinin fimbrial
dari Bordetella pertussis yang memediasi perlekatan bakteri ke saluran pernapasan tikus (Melvin
dkk., 2015). Pada penelitian sebelumnya telah diidentifikasi bahwa pili S .pneumoniae memiliki
4 berat molekul yang dominan yaitu 67 kDa, 54 kDa, 25 kDa, dan 11 kDa. Uji hemaglutinasi
pada protein pili tersebut menunjukkan bahwa protein dengan berat molekul 54 kDa terbukti
sebagai protein hemaglutinin (Mufida dkk., 2018). Namun demikian, pada penelitian tersebut
tidak dilakukan uji adhesi. Uji adhesi pada protein pili S. pneumoniae perlu dilakukan karena
penelitian terdahulu menunjukkan bahwa protein hemaglutinin bakteri lain, yaitu Proteus
mirabilis, juga berperan sebagai protein adhesin (Mufida dan Suswati, 2007). Oleh sebab itu,
perlu diteliti untuk membuktikan bahwa protein hemaglutinin pili S. pneumoniae 54 kDa

merupakan protein adhesin.

METODE
Bakteri S. pneumoniae yang digunakan pada penelitian ini merupakan isolat dari Balai Besar
Laboratorium Kesehatan, Surabaya. Metode yang digunakan menurut petunjuk Ehara dkk.,
(1987), yaitu media TCG yang memperkaya pertumbuhan pili S. pneumoniae. Media TCG
mengandung 0,02% thioproline, 0,3% NaHCO3, 0,15 bactotrytonr, ekstrak ragi 0,2%, 0,5% NaCl,
agar bacto 2%, dan 1 mM EGTA. Media agar dibuat dalam botol kapasitas 250 ml secara miring
sebanyak 50 ml agar. S. pneumoniae yang dipilih ditanam pada media Brain Heart Infusion (BHI)
yang diinkubasi pada suhu 37 °C selama 4 jam. Kemudian suspensi bakteri sebanyak 10 ml
dimasukkan dalam setiap botol yang mengandung media TCG. Selanjutnya dilakukan inkubasi
pada suhu 37 °C selama 2 x 24 jam. Pili dipanen dari 50 botol biakan bakteri. Hasil koleksi
bakteri ditambahkan tri klor acetit acid (TCA) sampai konsentrasi 3% kemudian dikocok rata.
Suspensi bakteri diletakkan pada suhu kamar selama | jam dan dikocok tiap 15 menit. Selanjutnya
suspensi bakteri disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit pada suhu 4 °C. Pelet
diambil dan diresuspensi dengan cairan PBS pH 7,4 dengan perbandingan 1: 10. Bakteri dicukur
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dengan menggunakan alat pili cutter milik Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Bakteri dicukur dengan kecepatan penuh selama 1 menit pada suhu 4 °C.
Selanjutnya sampel disentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 12000 rpm suhu 4 °C.
Supernatan dipisahkan pada tabung lain, sedangkan pellet / endapan disuspensi dengan larutan
dan cara yang sama seperti di atas dan dikumpulkan dengan cara mencukur ulang sampai
beberapa kali, sampai dihasilkan supernatan dengan kekeruhan menyerupai PBS (phosphate
buffer saline) (Sumarno dkk., 2012).

Identifikasi berat molekul dikerjakan menggunakan SDS-PAGE (Laemli, 1970 dalam Mufida
dkk., 2018). Sampel protein dipanaskan 100 °C selama 5 menit dalam larutan penyangga yang
mengandung 5mM Tris HCI pH 6,8, 2- mercapto ethanol 5%, w/v sodium dodecyl sulfate 2,5%,
v/v gliserol 10% dengan warna pelacak Bromophenol Blue. Gel SDS-PAGE dipilih mini slab gel
12,5% dengan tracking gel 4% dan voltase 125 mV. Bahan pewarna yang digunakan adalah
coomasive brilliant blue.

Selanjutnya protein hasil SDS-PAGE dimurnikan dengan cara memotong gel lurus pada berat
molekul yang diinginkan dan potongan pita tersebut dikumpulkan dan dimasukkan dalam
membrane dialisa menggunakan cairan penyangga elektroforesis, running buffer. Selanjutnya
pada pita dilakukan elektroelusi menggunakan elektroforesis frontal apparatus aliran 125 mV
selama 25 menit. Hasil elektroforesis dilakukan dialisa dengan cairan penyangga PBS pH 7,4
selama 2 x 24. Cairan dialisat tersebut merupakan protein yang siap untuk diuji adhesi.

Metode uji adhesi merujuk pada Nagayama (1995). Tahap pertama dilakukan preparasi biakan
bakteri yang diperoleh dari kultur S. pneumoniae. Pelet yang diperoleh diencerkan dengan PBS.
Pengenceran sampel protein pili hasil elektroelusi dengan pengenceran secara bertingkat pada
tabung eppendof, dengan larutan pengencer adalah PBS steril pH 7,4. Kelompok kontrol adalah
kelompok dengan konsentrasi protein pili 0. Hasil pengenceran protein pili dimasukkan dalam
tabung kapasitas 2 mL yang mengandung sel paru mencit dan diinkubasi pada water bath dengan
suhu 37 °C. Suspensi pili tersebut kemudian disentrifus dengan kecepatan 1000 rpm selama 5
menit. Pada peletnya ditambahkan bakteri sebanyak 300 ul kemudian diinkubasi pada water bath
dengan suhu 37 °C selama 30 menit. Setelah itu, larutan tersebut disentrifugasi dengan kecepatan
1000 rpm selama 5 menit dan pelletnya dicuci dengan PBS 2 kali. Pada pelet yang telah dicuci
ditambahkan PBS 50 pl. Selanjutnya masing-masing diambil 10 pl untuk dibuat hapusan pada
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obyek glass dan dicat Gram. Preparat siap untuk dihitung indeks adhesinya di bawah mikroskop

dengan perbesaran 1000 x.

HASIL

Identifikasi berat molekul menggunakan SDS-PAGE didapatkan beberapa berat molekul pili
yang dominan yaitu 67 kDa, 54 kDa, 25 kDa, dan 11 kDa (Gambar 1). Penelitian ini
menggunakan pili dengan berat molekul 54 kDa karena telah terbukti pada uji hemaglutinasi
penelitian sebelumnya bahwa pili dengan berat molekul 54 kDa merupakan protein

hemaglutinin.

245
180
135
100

75

63

- - -
== =

P L

)

48

35,

:

11

.

Keterangan:
Sumur 1 = Protein marker
Sumur 2 = Sel utuh S. pneumoniae
Sumur 3 = Potongan pili pertama
Sumur 4 = Potongan pili kedua
Sumur 5 = Potongan pili ketiga
Sumur 6 = Potongan pili keempat
Gambar 1. Profil protein pili S. pneumoniae hasil elektroforesis SDS-PAGE

Uji adhesi dilakukan untuk mengetahui kemampuan protein pili 54 kDa S. pneumoniae
berperan sebagai protein adhesin. Konsentrasi protein pili yang digunakan dalam uji adhesi yaitu
0,3 pg/uL, 0,16 pg/pL, 0,08 pg/uL, 0,04 pg/uL, dan 0,02 pg/uL. Pengamatan dilakukan dengan

menggunakan mikroskop perbesaran 1000x (Gambar 2).
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Gambar 2. Hasil uji adhesi protein pili 54 kDa S. pneumoniae yang diamati dengan mikroskop
cahaya perbesaran 1000x, X = bakteri; Y = sel paru mencit (sel inang).

Berdasarkan pengamatan dengan menggunakan mikroskop perbesaran 1000x terhadap uji
adhesi protein hemaglutinin pili 54 kDa S. pneumoniae pada berbagai konsentrasi (Gambar 2)
dan berdasarkan hasil penghitungan indeks adhesi (Tabel 1) dapat diketahui bahwa semakin
rendah konsentrasi protein pili 54 kDa maka semakin banyak bakteri yang menempel pada sel

paru.
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Tabel 1. Hasil perhitungan indeks adhesi S. pneumoniae pada sel paru mencit.

Ulangan KONSENTRASI (g / pL)
Kontrol 0,02 0,04 0,08 0,16 0,3
1 601 625 526 462 431 413
2 677 538 537 498 403 440
3 653 562 540 483 482 420
Rata-rata 643,6 575,6 543,3 481 438,6 424,3

Analisis statistik menggunakan uji korelasi regresi. Hasil uji korelasi Pearson didapatkan nilai
koefisien korelasi R= -0,840 yang menunjukkan kekuatan hubungan antar variabel yakni sangat
kuat dengan koefisien determinasi R? = 0,997 yang artinya 99,7 % konsentrasi protein pili 54 kDa

S. pneumoniae mempengaruhi indeks adhesi.

PEMBAHASAN

Bakteri S. pneumoniae merupakan anggota dari famili Streptoccoceae yang dapat
menimbulkan terjadinya penyakit pneumonia dengan cara menginvasi saluran pernapasan atas
dengan melakukan adhesi yang diperantarai oleh pili (Paterson dan Baker 2011; Munguia dkk.,
2018). Uji adhesi dilakukan untuk membuktikan bahwa protein pili S. pneumoniae dengan berat
molekul 54 kDa berperan sebagai protein adhesin. Protein adhesin yang terdapat pada pili
dianggap sebagai faktor virulensi potensial karena membantu perlekatan bakteri pada sel inang
(Moschioni dkk, 2010).

Berdasarkan hasil pengamatan didapatkan hasil indeks adhesi bakteri yang semakin meningkat
pada konsentrasi protein pili yang semakin rendah (Gambar 2). Sementara pada kelompok kontrol
yang tidak diberi protein pili didapatkan jumlah bakteri yang menempel sangat banyak. Pada
Tabel 1 didapatkan hasil rata-rata indeks adhesi yang cenderung mengalami peningkatan pada
penurunan konsentrasi bertingkat meliputi 0,3 pg/pL, 0,16 pg/uL, 0,08 pg/uL, 0,04 pg/uL, dan
0,02 pg/pL. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi protein pili yang
diberikan maka semakin besar hambatan adhesi sehingga menurunkan indeks adhesi bakteri pada
sel paru mencit. Hal ini disebabkan karena reseptor pada sel paru mencit sudah dipenuhi oleh
protein pili dengan berat molekul 54 kDa. Semakin banyak reseptor yang ditempati oleh protein
pili maka bakteri yang menempel semakin sedikit (Agustina dkk, 2019)

Pada hasil didapatkan: semakin rendah konsentrasi protein pili 54 kDa maka semakin banyak
bakteri yang menempel pada sel paru. Bakteri menempel ke sel host diperantarai oleh pili dan

reseptor yang ada dipermukaan sel host. Pada saat sel host dipapar oleh protein pili, maka reseptor
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akan berikatan dengan protein tersebut, sehingga bakteri tidak bisa menempel. Semakin banyak
reseptor sel host yang berikatan dengan protein pili maka semakin sedikit bakteri yang menempel
ke sel host.

Protein adhesin adalah molekul bakteri yang melakukan kontak fisik pertama untuk melekat
pada sel inang. Interaksi antara protein adhesin dan reseptor sel inang dapat memicu respon
inflamasi pejamu (Kline dkk., 2009). Adhesi bakteri pada sel inang diperantarai oleh protein
adhesin. Potein adhesin yang terdapat pada pili dianggap sebagai faktor virulensi dan kunci utama
dalam proses terjadinya infeksi (Moschioni dkk., 2010). Pili bakteri S. pneumoniae mempunyai
protein adhesin yaitu RrgA yang merupakan adhesin mayor dari bakteri S. pneumoniae serta
berperan dalam memediasi adhesi bakteri ke epitel paru-paru (Basset dkk, 2013). Hasil penelitian
Mufida dkk., 2018 menunjukkan bahwa protein hemagglutinin 54 kDa mempuyai kemiripan
dengan chain A RrgB of pili S. pneumoniae. Hasil uji adhesi penelitian ini menunjukkan bahwa
protein RrgB juga merupakan protein adhesin.

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa protein pili 54 kDa S. pneumoniae merupakan protein
adhesi yang dapat dikembangkan sebagai kandidat vaksin dalam upaya pencegahan penyakit yang
diakibatkan oleh infeksi bakteri S. pneumoniae. Penelitian dengan metode ini telah banyak
dilakukan pada bakteri, antara lain Proteus mirabilis, Kleibsiella pneumoniae, S. typhi,
Porphyromonas gingivalis (Mufida dan Suswati, 2007; Sumarno dkk, 2012; Agustina dkk 2014;
Conolly dkk, 2017). Penelitian sebelumnya terhadap protein hemaglutinin 35,2 kDa pili bakteri
Proteus mirabilis menyatakan bahwa pili tersebut berperan sebagai protein adhesin (Mufida dan
Suswati, 2007). Demikian pula dengan penelitian yang dilakukan oleh Agustina dkk. yang
menyimpulkan bahwa protein hemaglutinin 12,8 kDa pili bakteri Klebsiella pneumoniae juga
berperan sebagai protein adhesin (Agustina dkk., 2014).

KESIMPULAN
Protein hemaglutinin pili S. pneumoniae berat molekul 54 kDa merupakan protein adhesin

yang berperan pada penempelan bakteri S. pneumoniae pada sel paru mencit.
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