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ABSTRACT

Salmonella typhi is an obligate pathogen that is usually found in clinical specimen from typhoid fever patients. The pathogenic 
mechanism of bacteria are not fully elucidated especially its potential activity of the outer membrane protein (OMP) as hemaglutinin 
and adhesion molecule. After identification, bacterial isolate of outer membrane protein fraction 12,5% SDS-PAGE were used to isolate 
OMP followed by hemaglutinin test and invitro adhesion test. The study showed that the 55 kDa protein of S. typhi is a hemaglutinin 
protein that could agglutinate, Wistar mouse erythrocytes. The 55 kDa OMP is also an adhesion protein showed by its activity to 
adherence to Wistar mice’s enterocyt. The increased dose of 55 kDa OMP will decrease the amount of S. typhi bacteria adherenced to 
Wistar mice’s enterocyt. Outer membrane protein 55 kDa S. typhi as hemagglutinin and also adhesion protein.
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PENGANTAR

Demam tifoid merupakan penyakit infeksi sistemik akut 
yang bersifat endemik, yang disebabkan oleh Salmonella 
typhi ditandai dengan demam yang berkepanjangan (lebih 
dari satu minggu), gangguan saluran cerna dan gangguan 
kesadaran (Wardhani dan Pobohoesodo, 2005). 

Patogenesis bakteri untuk menimbulkan suatu penyakit, 
secara umum ada dua tahap. Pada tahap pertama bakteri 
akan melakukan pelekatan ke sel inang, pada pelekatan 
awal diperankan oleh pili dan sifat pelekatannya adalah 
anchoring, setelah itu dilanjutkan dengan pelekatan 
melalui outer membrane sel, yang pelekatannya bersifat 
doching. Setelah melakukan pelekatan maka bakteri akan 
berkembang biak disertai dengan produksi bahan-bahan 
metabolisme bakteri yang dapat merugikan sel inang (Salyer 
dan Whitt, 2002).

Adhesin bakteri biasanya merupakan suatu lektin, yaitu 
protein yang mempunyai afinitas tinggi untuk berikatan 
secara spesifik dengan karbohidrat pada reseptor sel 
hospes. Pada S. typhi terdapat antigen Outer Membran 
Protein (OMP), selain protein adhesin fimbria tipe-1 (pili), 
yang berperan sebagai faktor virulensi dalam adhesi dan 
kolonisasi pada permukaan epitel usus halus (Santoso, 
2004). Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa 
protein OMP S. typhi isolat Jember berat molekul 55 kDa 
berperan sebagai protein hemaglutinin dan adhesin.

BAHAN DAN CARA KERJA

Subkultur S. typhi

Bakteri S. typhi isolat Jember diperoleh dari penderita 
demam tifoid. Setelah bakteri diidentifikasi selanjutnya 
dibiakkan pada media tuntuk menumbuhkan pili, sesuai 
dengan metode Ehara (Ehara et al., 1986) yaitu media TCG 
yang memperkaya pertumbuhan pili. Media ini mengandung 
0,02% thioproline; 0,3% NaHCO3; 0,l5 bactotrytonr, 0,2% 
yeast extract; 0,5% NaCl; 2% bacto agar dan 1mM EGTA. 
Media agar dibuat dalam botol kapasitas 250 ml secara 
miring sebanyak 50 ml agar. S. typhi yang telah ditanam 
pada media Brain Heart Infusion (BHI) dan diinkubasi pada 
suhu 37° C selama 4 jam dimasukkan dalam setiap botol 
yang mengandung media TCG sebanyak 10 ml. Selanjutnya 
dilakukan inkubasi pada suhu 37° C selama 2×24 jam.

Isolasi Protein Hemaglutinin Outer Membran 
Protein (OMP) S.typhi

Isolasi dilakukan dengan metode modifikasi Evan’s 
(Winarsih et al., 1997). Modifikasinya pada bagian sampel 
yang digunakan yaitu bagian endapan dari perlakukan 
pemotongan pili pada putaran yang terakhir, pelet disuspensi 
dengan PBS pH 7,4 sampai volumenya mencapai 15 kali, 
kemudian ditambahkan n-octyl B-D-glucopyranoside 
(NOG) konsentrasi mencapai 0,5%, lalu dihomogenkan 
menggunakan vortek dengan kecepatan penuh selama 	
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1 menit. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 
12.000 rpm suhu 4�° C selama 30 menit. Cairan supernatan 
diambil, kemudian didialisis. Cairan yang digunakan untuk 
dialisis pada 24 jam pertama, yaitu d H2O dan pada 24 jam 
kedua PBS pH 7,4. 

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel 
Electroforesis (SDS-PAGE)

Monitoring berat molekul dikerjakan menggunakan 
SDS-PAGE. Sampel protein dipanaskan l00�����������  ° ��������� C selama 	
5 menit dalam larutan penyangga yang mengandung 5mM 
Tris HCl pH 6,8, 2- mercapto ethanol 5%, w/v sodium 
dodecyl sulfate 2,5%, v/v gliserol l0% dengan warna 
pelacak bromophenol blue. Dipilih mini slab gel l2,5% 
dengan tracking gel 4%. Voltase yang digunakan l25 mV. 
Bahan yang digunakan adalah coomasive brilliant blue 
dan molekul standart sigma range marker (Smeds et al., 
2001).

Pemurnian Fraksi Protein OMP

Metode yang dilakukan seperti yang telah dikerjakan 
oleh Ehara dengan modifikasi (Sumarno, 2000). Gel hasil 
SDS-PAGE OMP, dipotong lurus pada berat molekul yang 
diinginkan dan potongan pita tersebut dikumpulkan dan 
dimasukkan dalam membran dialisis menggunakan cairan 
penyangga elektroforesis, running buffer. Selanjutnya 
dilakukan elektroelusi menggunakan elektroforesis frontal 
apparatus aliran l25 mv selama 25 menit. Hasil elektroforesis 
dilakukan ��������������������������������������������      dialisis dengan cairan penyangga PBS pH 7,4 
selama 2×24 jam @ l liter dan diganti 2 kali. Cairan hasil 
dialisis tersebut dilakukan uji hemaglutinasi.

Uji Hemaglutinasi

Uji hemaglutinasi dikerjakan menurut cara Li et al. 
(1999). Pengenceran sampel dibuat konsentrasi l/2 pada 
mikroplat V, se������������������������   tiap sumur volumenya 50 ml. Sumuran 
yang berisi cairan protein yang sudah diencerkan secara 
bertingkat, ditambahkan suspensi darah merah konsentrasi 
0,5% dengan volume sama. Kemudian digoyang dengan 
rotator plate selama l menit. Selanjutnya diletakkan 
dalam suhu kamar selama l jam. Besarnya titer ditentukan 
dengan pengamatan adanya agglutinasi darah merah pada 
pengenceran yang terendah. �������������������������   Sampel yang diuji adalah 
OMP S. typhi. 

Isolasi Sel Enterosit Tikus Wistar

 Isolasi sel enterosit dilakukan menurut metode Weisser 
(Nagayama et al., 1995). �������������������������������   Tikus Wistar dianastesi dengan 
menggunakan kloroform, kemudian diambil bagian ususnya 

halusnya untuk dipotong secara longitudinal dengan 
panjang 5 cm�������������������������������������������        . Usus halus dicuci dengan PBS pH 7,4 yang 
mengandung 1 mM dithiothretiol pada suhu 4�����������  ° ��������� C sampai 
tampak bersih. Setelah itu vesica urinaria dimasukkan 
dalam cairan yang mengandung 1,5 mM KCl; 9,6 mMNaCl; 
27 mMNa Citrat; 8 mM KH2SO4; dan 5,6 mM Na2HPO4 
dengan pH 7,4, selanjutnya jaringan diinkubasi pada 
shaking inkubator selama 15 menit, dengan suhu 37����� ° ���C. 
Supernatan dibuang dan jaringan dipindahkan dalam cairan 
yang mengandung 1,5 mM EDTA dan 0,5 mM dithiothretiol. 
Selanjutnya jaringan yang berada dalam cairan yang 
mengandung EDTA dan dithiotretiol digojok kuat selama 
15 menit pada suhu 37����������������������������������    ° ��������������������������������   C, kemudian supernatan dibuang. 
Jaringan dicuci dengan PBS dan disentrifugasi selama 	
5 menit dengan kecepatan 1000 rpm, dan diulang sebanyak 
3 kali. Enterosit diisolasi dengan melakukan suspensi pada 
jaringan dengan menggunakan PBS steril dan selanjutnya 
dihitung dengan spektrofotometer panjang gelombang 560 
nm sampai konsentrasi 106/ml. 

Uji Adhesi

Uji adhesi modifikasi Nagayama, pada uji adhesi 
bakteri S. typhi dibiakkan dalam laktosa broth pada suhu 
37���������������������������������������������������������       ° �������������������������������������������������������      C. Selanjutnya bakteri dipanen dan disentrifugasi 6000 
rpm selama l0 menit pada suhu 4������������������������   ° ����������������������  C. Endapan disuspensi 
dengan PBS dan kandungan bakteri dibuat l08 ml dengan 
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 
600 nm.

Selanjutnya dibuat preparasi dosis protein OMP, masing-
masing sebanyak 0 ml���������������   (kontrol), 25 ml����� , 50 ml������ , 100 ml������  ����, 200 µl, 
400 ml���������   dan 800 ml���������������������������������������    . Selanjutnya setiap dosis ditambahkan 
suspensi enterosit sebanyak 300 µl dan digoyang perlahan 
pada shaking inkubator pada suhu 37�° C selama 30 menit. 
Kemudian ke dalam setiap campuran tersebut ditambah 
suspensi bakteri sebanyak 300 ml����������������������  . Campuran diinkubasi 
dengan shaking inkubator selama 30 menit pada suhu 	
37�° C. Selanjutnya disentrifugasi 1500 rpm pada suhu 	
4���������������������������������������������������         ° �������������������������������������������������        C selama 3 menit, kemudian endapan dicuci 2 kali 
dengan PBS. Setelah itu endapan diambil dan dibuat 
hapusan pada gelas objek dan dicat dengan pewarnaan 
Gram. Preparat diamati dengan mikroskop pembesaran 
1000 kali dan dihitung jumlah bakteri yang menempel pada 
sel epitel. Indeks adhesi adalah jumlah rerata bakteri yang 
menempal pada 100 epitel (Martino et al., 1995).

Analisis Statistik

Data dianalisis menggunakan uji regresi, dengan batas 
signifikan 0,05.
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HASIL 

Setelah dilakukan identifikasi bakteri S. typhi dari urin 
penderita demam typhoid di Rumah Sakit Dr. Soebandi, 
maka selanjutnya bakteri tersebut dikultur pada media 
bifasik, TCG-BHI. Setelah 48 jam bakteri tersebut dipanen 
dan dilakukan isolasi OMP. Selanjutnya dilakukan SDS-
PAGE untuk memprediksi berat molekul protein, dengan 
hasil seperti pada Gambar 1.

Gambar 1.  Hasil SDS-PAGE OMP S. typhi .1. OMP S. typhi 2. 
Protein perunut

Profil protein pada SDS-PAGE dari beberapa isolasi 
OMP S. typhi menunjukkan ada beberapa protein yang 
menonjol, yaitu protein dengan berat molekul 55 kDa. 
Penelitian ini menggunakan hasil isolasi OMP dengan berat 
molekul 55 kDa yang selanjutnya protein tersebut dipotong 
dan dilakukan elektroelusi dan dialisis, sehingga diperoleh 
protein larutan. Hasil elektroelusi dan dialisis protein OMP 
tersebut dilakukan uji hemaglutinasi pada eritrosit tikus 
Wistar dengan hasil seperti pada Tabel 1 dan Gambar 2.

Tabel 1 dan Gambar 2 menunjukkan bahwa pada 
protein dengan berat molekul 55 kDa mampu menghambat 

hemaglutinasi eritrosit tikus Wistar sampai pada pengenceran 
8× dan disebut dengan protein hemaglutinin.

Setelah dilakukan uji hemaglutinasi dilanjutkan dengan 
uji adhesi S. typhi pada enterosit tikus Wistar dan diperoleh 
gambaran adanya bakteri yang menempel pada sel enterosit 
dalam jumlah yang cukup banyak, seperti tampak pada 
Gambar 3.

Gambar 3.  Uji adhesi S. typhi pada sel enterosit tikus Wistar. 
(a) epitel usus; (b) S. typhi. Direkam dengan Menggunakan 
Fotomikroskop Olympus dengan Perbesaran 400 kali

Untuk mengetahui peran protein hemaglutinin 	
55 kDa sebagai protein adhesi, maka dilakukan uji adhesi 
dengan menyalutkan protein hemaglutinin tersebut ke 
sel enterosit, setelah itu baru dipapar dengan S. typhi. 
Hasil dari uji adhesi tersebut, terjadi penurunan jumlah 
bakteri yang menempel pada sel enterosit seperti pada 
Gambar 4.

Keterlibatan protein hemaglutinin OMP dengan berat 
molekul 55 kDa dalam menghambat perlekatan S. typhi 
terlihat pada Gambar 4 (a-e). Berkurangnya jumlah bakteri 
yang menempel pada sel enterosit tikus Wistar setelah disalut 
dengan protein hemaglutinin OMP 55 kDa menunjukkan 
bahwa protein tersebut dapat menghambat bakteri untuk 

Gambar 2. ����������������������������    Hasil uji hemaglutinasi OMP S. typhi 55 kDa pada eritrosit tikus Wistar, ���������������������������������������������    dengan pengenceran protein secara bertingkat 

Tabel 1.	 Hasil uji hemaglutinasi OMP S. typhi 55 kDa pada 
eritrosit tikus Wistar, dengan pengenceran protein secara 
bertingkat

Pengenceran
Sampel 1× 2× 3× 4× 5× 6× 7× 8× 9× 10×
OMP55kDa + + + + + + + – – –
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melakukan perlekatan. Indeks adhesi S. typhi pada sel epitel 
tikus Wistar dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2.	 Rata-rata hasil uji adhesi S. typhi pada enterosit tikus 
Wistar dengan menggunakan protein OMP 55 kDa

Dosis protein Indeks Adhesi
0 6367

25 6333
50 5967

100 5512
200 1233
400 533

Perhitungan indeks adhesi pada Tabel 2 memperlihatkan 
kecenderungan semakin tinggi konsentrasi protein 
hemaglutinin OMP 55 kDa yang diberikan, maka semakin 
sedikit perlekatan bakteri S. typhi pada sel enterosit tikus 

Wistar. �����������������������������������������������������      Hasil dari penelitian ini, selanjutnya dilakukan uji 
statistik regresi linier dengan hasil R2 0,679 dengan p 0,03. 
Hasil uji statistik tersebut menunjukkan bahwa terdapat 
pengaruh dosis OMP 55 kDa terhadap jumlah bakteri 
yang melekat padasel enterosit, serta terdapat perbedaan 
bermakna antara jumlah bakteri yang melekat pada sel 
enterosit yang tidak disalut dengan OMP 55 kDa dengan 
jumlah bakteri yang melekat pada sel enterosit yang telah 
disalut dengan OMP 55 kDa.

PEMBAHASAN

S. typhi termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, yang 
dalam proses awal terjadinya penyakit melalui proses adhesi 
yang diperankan oleh fimbria maupun OMP. Keberhasilan 
terjadinya infeksi sangat terpengaruh oleh kemampuan 
melakukan adhesi. Pada penelitian ini dilakukan uji adhesi 

Gambar 4.  Uji adhesi S. typhi pada sel enterosit tikus Wistar yang disalut OMP 55 kDa. Direkam dengan menggunakan Fotomikroskop 
Olympus dengan perbesaran 400 kali. a: Konsentrasi protein 400 l; b: Konsentrasi protein 200 l; c: Konsentrasi protein 100 l;  
d: konsentrasi protein 50 l; e: konsentrasi protein 25 l
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OMP S. typhi pada sel enterosit tikus Wistar. Langkah awal 
penelitian, yaitu melakukan kultur S. typhi pada media 
bifasik TCG-BHI dengan tujuan untuk menumbuhkan 
fimbria bakteri secara optimal. Setelah itu dilakukan 
pemotongan fimbria secara bertingkat, sampai supernatan 
potongan fimbria mempunyai kekeruhan yang sama dengan 
PBS, kemudian dilakukan isolasi OMP. Hasil isolasi OMP 
dilakukan SDS-PAGE untuk mengetahui berat molekul 
protein OMP dan diperoleh hasil molekul OMP yang 
dominan mempunyai berat molekul 55 kDa (Gambar 1).

Berdasar uji hemaglutinasi subunit OMP diperoleh 
hasil, protein subunit dengan berat molekul 55 kDa mampu 
menghemaglutinasi sel darah merah tikus Wistar sampai 
dengan pengenceran 7×. Maka OMP 55 kDa S. typhi dapat 
disebut sebagai protein hemaglutinin. 

Struktur bakteri yang berperan dalam pelekatan adalah 
pili atau fimbria yang tersusun dari protein yang disebut pilin 
(fimbrial–adhesin) atau afimbrial adhesin yaitu suatu protein 
yang terdapat pada permukaan sel bakteri (OMP) (Sayler 
et al., 2002; Winarsih et al., 1997). Adhesin pada beberapa 
bakteri berupa protein yang dapat mengaglutinasi eritrosit 
yang dikenal sebagai protein hemaglutinin (Nagayama et 
al., 1995).

Langkah lanjut penelitian ini adalah mengidentifikasi 
protein adhesin, maka dilakukan uji adhesi dengan 
menggunakan OMP 55 kDa. Pada Gambar 3 terlihat 
banyak bakteri yang menempel pada entrosit tikus wistar 
jika dibandingkan dengan Gambar 4a-e. Selanjutnya, pada 
Gambar 4a bakteri yang menempel pada entrosit lebih 
sedikit daripada Gambar 4b. Pada tabel 2 tampak bahwa 
semakin besar dosis protein hemaglutinin 55 kDa yang 
disalutkan ke enterosit tikus Wistar, semakin sedikit bakteri 
yang menempel. Hal ini disebabkan karena reseptor S. typhi 
pada enterosit tikus Wistar sudah dijenuhi oleh protein OMP 
dengan berat molekul 55 kDa. Semakin banyak reseptor 
yang dijenuhi oleh protein hemaglutinin maka bakteri 
yang menempel semakin sedikit. Berdasarkan uji adhesi ini 
didapatkan hasil secara empiris bahwa protein OMP dengan 
berat molekul 55 kDa merupakan protein adhesi. Penelitian 
yang dilakukan oleh Sanarto, pada bakteri S. typhi strain 
Malang menunjukkan bahwa bakteri tersebut mempunyai 
molekul hemaglutinin yang juga merupakan adhesin dari 
OMP dengan berat molekul 36 kDa. Berat molekul OMP 
S typhi hasil penelitian Sanarto tersebut berbeda dengan 
hasil penelitian kami dikarenakan perbedaan strain dari 
bakteri S. Typhi (Santoso, 2002). Kesimpulan penelitian 
ini bahwa protein hemaglutinin 55kDa OMP S. typhi 
merupakan protein adhesin sama dengan penelitian yang 

dilakukan Sumarno pada Vibrio cholera O1M09V, bahwa 
protein hemaglutinin pili maupun OMP merupakan protein 
adhesin (Sumarno, 2005). Demikian juga pada Acinobacter 
baumanii protein F 16 merupakan protein hemaglutinin 
yang juga berperan sebagai protein adhesin (Noorhamdani, 
2005). Hasil penelitian protein hemaglutinin yang juga 
merupakan protein adhesin OMP 55kDa S. typhi strain 
Jember dapat dikembangkan sebagai kandidat vaksin 
dalam upaya pencegahan penyakit demam typhoid yang 
disebabkan oleh S. typhi.
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