.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

KONJUGASI MOLEKUL ADHESI PILI Vibrio cholerae BM 37,8 kDa
dengan CHOLERAE TOXIN B (CTB) BEREFEK PROTEKTIF
TERHADAP INFEKSI Shigella flexneri

THESIS

Untuk Memenuhi Persyaratan
Memperoleh Gelar Magister

Oleh :
Elsa Larissa Widyani

166070122011007

PROGRAM STUDI MAGISTER
ILMU BIOMEDIK
FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG

2019

§

UNIVERSITAS




.aC.1

ub

YQPOSHOFY

KATA PENGANTAR
Assalamualaikum wr. wb.

Alhamdulillahirrobbilalamin. Segala puji hanya bagi Allah SWT atas
semua kasih sayang-Nya. Atas semua petunjuk dan hidayah-Nya sehingga
penulis dapat menyelesaikan Thesis yang berjudul “Konjugasi Molekul Adhesi Pili
Vibrio cholerae Berat Molekul 37,8 kDa dengan Cholerae Toxin B (CTB) Berefek
Protektif terhadap Infeksi Shigella flexneri” dengan lancar.

Dalam tesis ini ditunjukkan efek protektif dari Molekul Adhesi Pili Vibrio
cholerae Berat Molekul 37,8 kDa dengan Cholerae Toxin B (CTB) dalam
meningkatkan respon imun B-defensin dan menghambat diare. Tesis ini masih
jauh dari kesempurnaan, sehingga saran dan kritik yang membangun akan
sangat diterima oleh penulis. Selesainya Thesis ini adalah karena adanya
dorongan, bantuan, dan motivasi dari berbagai pihak. Untuk itu, penyusun ingin
mengucapkan banyak terima kasih kepada :

Allah SWT

Papa, Mama, dan Adik

Prof. Dr. dr. Sumarno, DMM, Sp. MK (K)

Dr. dr. Sri Poeranto, M. Kes, Sp. ParK

Prof. Dr. dr. Teguh Wahju Sardjono, DTM&H, M.Sc, Sp.ParK

dr. Happy Kurnia Permatasari, Ph. D

dr. Exgha Dwi Putra Manggala

Tim molekul adhesi : dr. Septha Rully D.P., dr. Merika Soraya, dr. Genitri
Indraswari, dr. Aisyah Amalia, dr. Adrian Prasetya

9. Mas Yayan sebagai admin S2 biomedik

10. Mas Memet dan Mas Slamet

11. Semua teman-teman dan pihak yang tidak sempat saya sebutkan satu
persatu.

O N A WONE

Semoga thesis ini bermanfaat bagi yang ingin melakukan pendalaman
ilmu dan penelitian di bidang serupa

Malang, 5 Februari 2020

Penulis

§

UNIVERSITAS




.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

IDENTITAS KOMITE PEMBIMBING DAN PENGUJI TESIS

Judul Tesis: Konjugasi Molekul Adhesi Pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dengan
cholerae toxin B (CTB) Berefek Protektif Terhadap Infeksi Shigella flexneri

Nama : Elsa Larissa Widyani
NIM : 166070122011007
PS : llImu Biomedik

Komite Pembimbing
Ketua : Dr. dr. Sri Poeranto, M.Kes., Sp.ParK

Anggota : Prof. Dr. dr. Sumarno, DMM, SpMK(K)

Komite Penguiji

Penguiji 1 : Prof. Dr. dr. Teguh Wahju Sardjono, DTM&H, M.Sc, Sp.ParK

Penguiji 2 . dr. Happy Kurnia Permatasari, Ph. D

Komite Monitoring dan Evaluasi

Dr. dr. Endang Sriwahyuni, MS

Tanggal Ujian : 5 Februari 2020

UNIVERSITAS

§




.aC.l

ub

RINGKASAN

repository

Elsa Larissa Widyani, NIM. 166070122011007. Program Studi Magister limu
Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, 9 Januari 2020.
Konjugasi Molekul Adhesi Pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dengan Cholerae
Toxin B (CTB) Berefek Protektif terhadap Infeksi Shigella flexneri. Pembimbing :
(1) Dr. dr. Sri Poeranto, M. Kes, Sp. ParK, (2) Prof. Dr. dr. Sumarno, DMM, Sp.
MK (K).

Diare adalah penyakit endemis di Indonesia yang memiliki angka
prevalensi sebesar 8% pada Rikesdas 2018. Penyebab terbanyak diare adalah
Vibrio cholerae dan Shigella flexneri sehingga dibutuhkan intervensi yang dapat
menurunkan penyakit shigella dan kolera berupa vaksinasi. Vaksinasi yang telah
ada hanya memberikan efek proteksi sebesar 2% pada anak usia <5 tahun
terhadap kolera saja. Vaksin yang ada untuk mengatasi kolera dan shigella
belum ada. Diketahui bahwa vaksin molekul adhesi Vibrio cholerae pada subunit
pili dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan cholerae toxin
subunit B (CTB) dapat menghambat proses attachment dan diare pada kolera.
Molekul adhesi memiliki sifat yaitu saling bereaksi silang. Terdapat informasi
bahwa terjadi reaksi silang antigenik antara molekul adhesi Vibrio cholerae dan
Shigella flexneri. Sehingga dibuatlah penelitian untuk mengevaluasi apakah
vaksinasi konjugasi molekul adhesi pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dengan CTB
dapat memberikan efek protektif terhadap infeksi Shigella flexneri. Penelitian
dilakukan secara in vivo pada mencit balb/c yang diberikan vaksinasi oral dengan
dosis 250ug pada hari ke-7, 14, 21, dan 28. Selanjutnya mencit dibedah dan di-
scrapping mukosa ususnya untuk dilakukan pengukuran kadar protein 3-defensin
menggunakan metode ELISA. Didapatkan hasil kadar B-defensin meningkat
secara signifikan pada mencit yang divaksinasi. Penelitian dilanjutkan dengan
mengevaluasi progresifitas diare menggunakan metode mice ligated ileal loop
(MLIL) secara ex vivo untuk selanjuthnya dilakukan pengukuran massa usus.
Didapatkan hasil bahwa mencit yang tidak divaksinasi namun diinfeksikan oleh
Shigella flexneri atau Vibrio cholerae, terdapat peningkatan massa usus hingga
menit ke-60 tanpa ada penurunan massa usus. Sedangkan mencit yang
divaksinasi lalu diinfeksikan dengan Shigella flexneri atau Vibrio cholerae, massa
usus meningkat namun dengan cepat kembali turun ke massa awal. Hasil ini
menunjukkan adanya hambatan progresifitas diare selama infeksi Vibrio cholerae
dan Shigella flexneri. Kesimpulannya, vaksinasi molekul adhesi Vibrio cholerae
pada subunit pili dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan
CTB memberikan efek protektif terhadap infeksi Vibrio cholerae dan Shigella
flexneri.
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SUMMARY

Elsa Larissa Widyani, NIM. 166070122011007. Magister of Biomedical Science
Faculty of Medicine University of Brawijaya, Malang, Indonesia 9™ January 2020.
Conjugation of Adhesion Molecule of Pili Subunit Vibrio cholerae MW 37,8 kDa
with Cholerae Toxin B (CTB) Has Protective Effect against Shigella flexneri’s
infection. Supervisors : (1) Dr. dr. Sri Poeranto, M. Kes, Sp. ParK, (2) Prof. Dr. dr.
Sumarno, DMM, Sp. MK (K).

Diarrhea is an endemic disease in Indonesia which has prevalence 8% in
Rikesdas 2018. The most common causes of diarrhea is Vibrio cholerae and
Shigella flexneri, which needs intervention in the form of vaccination. Existing
vaccination only provides 2% protective effect against cholerae in children <5
years old. There is no vaccine available to treat both cholerae and shigellae. It is
known that the Vibrio cholerae‘s adhesion molecule in pili subunit with molecular
weight of 37.8 kDa conjugated with cholerae toxin subunit B (CTB) can inhibit the
process of attachment and diarrhea in cholera. Adhesion molecules have the
property of cross-reacting with each other. There is information that antigenic
cross-reactivity occurs between the adhesion molecule of Vibrio cholerae and
Shigella flexneri. So this study was conducted to evaluate whether the
conjugated vaccine of Vibrio cholerae‘s adhesion molecule MW 37.8 kDa with
CTB can have a protective effect against Shigella flexneri’s infection. The study
was conducted in vivo on balb/c mice given vaccination orally 250 ug on day 7,
14, 21, and 28. Furthermore, mice were sacrificed and their intestinal mucosa
was scrapped for measurement of B-defensin protein levels using the ELISA
method. The results showed that -defensin levels increased significantly in
vaccinated mice. The study was continued by evaluating the progression of
diarrhea using the mice ligated ileal loop (MLIL) method ex vivo for subsequent
measurement of intestinal mass. The results showed that mice that were not
vaccinated but were infected with Shigella flexneri or Vibrio cholerae, had an
increase in intestinal mass up to the 60th minute without further decrease in
intestinal mass. Whereas the vaccinated mice that were infected with Shigella
flexneri or Vibrio cholerae, the intestinal mass increased but quickly returned to
the initial mass. These results indicate the inhibition of diarrhea’s progression
during infection of Vibrio cholerae and Shigella flexneri. In conclusion, vaccination
of Vibrio cholerae’s adhesion molecule in pili subunit with molecular weight 37.8
kDa conjugated with CTB has a protective effect against infections of Vibrio
cholerae and Shigella flexneri.
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1.1. Latar Belakang

Diare adalah kondisi saat tinja atau feses menjadi lembek atau cair yang
terjadi setidaknya tiga kali per hari, atau lebih sebagai akibat dari infeksi
gastrointestinal yang disebabkan oleh pathogen berupa bakteri, virus, atau
parasit (UNICEF, 2009). Di dunia, setiap tahunnya diare menyumbang angka
mortalitas sebesar 525.000 jiwa pada populasi anak di bawah lima tahun (WHO,
2017). Diare yang disebabkan oleh Vibrio cholerae menyebabkan 21.000-
143.000 kematian per tahun (WHO, 2019) dan yang disebabkan oleh Shigella

flexneri menyebabkan 600.000 kematian per tahun (CDC, 2019).

Studi surveilans di Indonesia pada tahun 2002 menjelaskan bahwa dari
587 pasien yang terkena diare, 39% disebabkan oleh Shigella flexneri dan 17%
disebabkan oleh Vibrio cholerae, dan sisanya disebabkan oleh patogen lainnya
(Oyofo et al., 2002). Diare merupakan penyakit endemis di Indonesia yang
menyebabkan kematian nomor tiga pada anak dan dewasa dengan prevalensi
sebesar 9% serta merupakan penyebab kematian nomor satu bagi bayi usia 29
hari-11 bulan dan 12-59 bulan (Rikesdas, 2007). Puspandari et al., (2010)
menyatakan bahwa pada periode Mei-Agustus 2008 terdapat kejadian luar biasa
penyakit kolera dan shigella yang menyebabkan 105 orang meninggal di Nabire
dan Paniai. Data terbaru dari Rikesdas (2018) juga menunjukkan bahwa dari
seluruh penyakit infeksi, prevalensi diare di Indonesia mencapai angka 8%,

18,5% terjadi di antaranya terjadi pada bayi.
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Melihat besarnya angka kejadian diare, pemerintah telah melakukan
upaya untuk mengendalikan diare di Indonesia berupa upaya preventif dan
kuratif. Upaya kuratif dikenal dengan LINTAS DIARE (Lima Langkah Tuntaskan
Diare) yang telah tersusun di Bulein Diare tahun 2011. LINTAS DIARE terdiri dari
pemberian oralit, zinc, ASl/makanan, antibiotika selektif (jika dibutuhkan), dan
nasehat (komunikasi informasi edukasi/KIE untuk kembali bila diare semakin
parah). Upaya kuratif ini sudah dilaksanakan dengan baik oleh tenaga kesehatan
di seluruh Indonesia, namun upaya preventif masih belum maksimal. Hal ini
terlihat dari masih buruknya tingkat sanitasi di Indonesia yang mana Indonesia
menempati peringkat ke-3 negara yang memiliki sanitasi terburuk setelah
Tiongkok dan India (WHO & UNICEF, 2015). Tingakat prevalensi diare pada
Rikesdas tahun 2018 juga masih tinggi dengan penurunan prevalensi hanya
sebesar 1% dibandingkan dengan data dari 11 tahun yang lalu pada Rikesdas
tahun 2007. Dari informasi tersebut, diperlukan upaya preventif lain untuk
mencegah terjadinya infeksi yang menyebabkan diare. Mengingat tingginya
angka kejadian yang disebabkan oleh Shigella flexneri dan kejadian luar biasa
yang disebabkan Vibrio cholerae sangat penting untuk di kemudian hari
dikembangkan adanya vaksinasi yang dapat mengeradikasi Shigella flexneri dan

Vibrio cholerae.

Terdapat beberapa vaksinasi berlisensi untuk kolera namun vaksinasi
yang ada mengandung whole cell sehingga dapat menyebabkan demam dan
rewel pada anak. Vaksinasi untuk shigella saat ini belum tersedia. Vaksinasi
untuk penyakit kolera, yang berkembang saat ini di seluruh dunia yang terkenal
adalah Sanchol dan Dukoral. Sanchol merupakan vaksinasi yang berisi

inactivated whole cell bivalen yang mengandung Vibrio cholerae serotipe O1 dan
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0139 (dengan dosis vaksinasi dua kali dengan jarak vaksinasi antara vaksinasi
pertama dan kedua adalah 14 hari (Akter et al., 2019)). Dukoral merupakan
vaksinasi yang berisi inactivated whole cell yang dikonjugasikan dengan cholerae
toxin subunit B rekombinan atau whole cell recombinant B subunit toxin (WC-
rBS) dan merupakan vaksinasi pilihan utama yang digunakan di negara endemis
kolera seperti Bangladesh dan Haiti (Akter et al., 2019). Kedua vaksin tersebut
memiliki efektivitas yang cukup baik bagi anak >2 tahun dan dewasa. Namun
dikarenakan kedua vaksin ini menggunakan whole cell maka kedua vaksin ini
menghasilkan reaksi lokal yang signifikan di tempat injeksi serta dapat
menyebabkan demam tinggi (Akter et al., 2019). Selain itu, dibuat vaksin WC-rBS
yang dikombinasikan dengan CVD 103HgR yang dikenal dengan Vaxchora. CVD
103 HgR yang terkandung dalam vaksin tersebut merupakan Vibrio cholerae
dengan penghapusan gen cholerae toxin subunit A sebesar 93%. Vaksin ini
pernah diterapkan penggunaannya di Jakarta, namun hasilnya masih kurang
memuaskan (Sumarno et al., 2011; Ryan & Calderwood, 2000). Dalam
perkembangan vaksin untuk Shigellosis, meskipun telah dilakukan penelitian
selama 60 tahun, hingga saat ini belum ditemukan vaksin berlisensi untuk
shigellosis (Ashkenazi & Cohen, 2013; Kim et al., 2018). Hal ini dikarenakan
Shigella sp. memiliki struktur dari O-antigen (Oag) yang berbeda-beda sehingga
sulit mengembangkan vaksin dengan LPS (lipopolisakarida) sebagai target
spesifik (Kim et al., 2018).

Selain vaksinasi usaha berupa pemberian CTB, yang imunogenik, telah
diteliti dan telah terbukti secara kuat menginduksi respon imun (Tokuhara et al.,
2010). CTB merupakan protein yang berfungsi untuk mengikat ganglioside GM1

pada sel mamalia dengan afinitas yang tinggi. Ditemukan bahwa dengan
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menggabungkan antigen ke CTB dan diberikan via oral, respons imun yang
terjadi jauh lebih kuat (Guo et al., 2012). Adapun penggunaan CTB yang telah
ada saat ini adalah sebagai adjuvan pada vaksin Dukoral dimana CTB yang
digunakan adalah CTB yang diproduksi secara rekombinan (Akter et al., 2019).
Dari rangkuman perkembangan vaksin kolera dan shigella ini, dapat
dinyatakan bahwa diperlukan pengembangan vaksin baru yang lebih efektiv di
masa mendatang. Untuk mengembangkan vaksin tersebut, diperlukan
pemahaman yang baik dari patogenesis penyakit kolera dan shigella.
Patogenesis diawali dengan proses attachment (perlekatan antara molekul
adhesi pada bakteri dengan reseptor pada enterosit), yang selanjutnya diikuti
dengan proses kolonisasi bakteri, pengeluaran produk metabolik, lalu terjadilah
diare. Dalam hal ini peneliti melihat potensi untuk mengintervensi pada tahap
awal patogenesis yaitu pada proses attachment dengan mengembangkan vaksin
dari molekul adhesi yang merupakan molekul yang penting dalam proses
attachment. Sebelumnya telah dibuktikan bahwa pili Vibrio cholerae dengan
berat molekul 37,8 kDa merupakan molekul adhesi dan terkonfirmasi dengan uiji
hemaglutinin (Sumarno, 2000, 2003). Pada penelitian oleh Rabbi et. al. (2008)
dinyatakan bahwa terdapat reaksi silang antigenik secara serologis pada
komponen permukaan bakteri Vibrio cholera O1, Shigella flexnerii 2a dan
Haemophillus influenzae b. Namun pada penelitian tersebut tidak diketahui
apakah komponen permukaan yang dimaksud adalah outer membrane protein
atau pili. Molekul adhesi pada pili Vibrio cholerae yang dikonjugasikan dengan
CTB telah terbukti berhasil menginduksi s-IgA pada usus mencit dan
menghambat sekresi cairan akibat infeksi Vibrio cholerae (Sumarno et al., 2011).

Dari penelitian Sumarno et. al. (2011) dan Rabbi et. al. (2008). kemudian
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dikembangkan lagi penelitian yang lebih besar dengan tujuan untuk mengetahui
apakah terjadi reaksi silang antara Vibrio cholerae dan Shigella flexneri. Lanjutan
dari penelitian Sumarno et. al. tahun 2011 akan dilakukan pada mencit balb/c
dengan menganalisa sifat hemaglutinin dan anti-hemaglutinin antara molekul
adhesi Vibrio cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa dan Shigella flexneri
dengan berat molekul 49,8 kDa/ Selain itu, dilakukan juga analisa efek dari
kedua molekul adhesi ini dalam kemampuannya untuk menginduksi respon imun.
Adapun parameter yang diukur dalam lanjutan penelitian ini adalah kadar
secretory IgA (s-IgA) pada darah, IL-17 pada darah; Th17; dan Treg pada lien
mencit dan B-defensin pada usus mencit. s-IgA diukur untuk melihat efek respon
imun humoral adaptif terhadap vaksinasi. IL-17, Th-17, dan Treg dianalisa untuk
melihat efek respon imun seluler adaptif terhadap vaksinasi. B-defensin diukur
untuk melihat respon imun innate terhadap vaksinasi. Vaksinasi dilakukan
selama 4 kali yang diberikan setiap minggu selama 28 hari. Selain itu dilakukan
juga analisa efek dari penyilangan pada perlakuan yang mana vaksinasi pili
Vibrio cholerae 37,8 kDa akan diinfeksi dengan Shigella flexneri. Dilakukan juga
analisa efek vaksinasi pili Shigella flexneri 49,8 kDa akan diinfeksi oleh Vibrio
cholerae. Dari penyilangan perlakuan tersebut, dilihat hasilnya dalam
menghambat kolonisasi bakteri dan massa usus. Dari penelitian tersebut, peneliti
tertarik untuk meneliti efek molekul adhesi pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa
dalam membangkitkan respon imun humoral berupa B-defensin dan efek
vaksinasi terhadap massa usus mencit balb/c yang diinfeksi Shigella flexneri
maupun Vibrio cholerae dikarenakan belum ada penelitian mengenai hal

tersebut.
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Parameter (-defensin dipilih karena B-defensin adalah molekul yang
diproduksi selama infeksi natural akut oleh Vibrio cholerae (Borque et. al., 2018)
dan merupakan respon imun host yang dominan diproduksi ketika infeksi Vibrio
cholerae (Destoumieux-Garzon, 2014). Begitu juga dengan massa usus
merupakan parameter yang digunakan untuk merepresentasikan akumulasi
cairan dari hewan coba yang diinfeksikan dengan suatu bakteri sehingga dapat

digunakan untuk mengevaluasi hasil dari pemberian vaksinasi.

1.2. Rumusan Masalah

1.2.1. Apakah vaksinasi dengan molekul adhesi pada pili Vibrio cholerae
dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB dapat
meningkatkan kadar B-defensin mencit?

1.2.2. Apakah vaksinasi dengan molekul adhesi pada pili Vibrio cholerae
dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB dapat
menurunkan massa usus (menghambat progresifitas keluarnya cairan)

pada mencit yang diinfeksi Vibrio cholerae dan Shigella flexneri?

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Membuktikan bahwa vaksinasi dengan molekul adhesi pada pili Vibrio
cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan
CTB dapat meningkatkan kadar 3-defensin mencit

1.3.2. Membuktikan bahwa vaksinasi dengan molekul adhesi pada pili Vibrio
cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan

CTB dapat menurunkan massa usus (menghambat progresifitas
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keluarnya cairan) mencit yang diinfeksi Vibrio cholerae dan Shigella
flexneri

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1. Menambah khasanah tentang molekul adhesi pili Vibrio cholerae dengan
berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB dalam
peranannnya untuk membangkitkan repon imun dan menghambat
progresifitas keluarnya cairan pada mencit.

1.4.2. Menambah sudut pandang baru bahwa molekul adhesi pada pili Vibrio
cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan

CTB dapat dijadikan sebagai vaksin yang homolog di masa mendatang.
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2.1. Diare

2.1.1. Definisi Diare

Diare secara umum didefinisikan sebagai kondisi keluarnya feses
berwujud cair (tidak normal) yang berhubungan dengan peningkatan frekuensi
buang air besar sebanyak tiga kali atau lebih dalam sehari (Navaneethan &
Giannella, 2014). Sebagian besar pasien lebih mendasarkan istilah diare pada
konsistensi tinja yang cair dibandingkan dengan jumlah frekuensi buang air besar
yang meningkat. Pada diet normal berat feses seharusnya 100-200 gram per hari
dan pada vegetarian (atau diet tinggi serat) berat feses 300 gram per hari masih
termasuk normal (Navaneethan & Giannella, 2014). Apabila berat feses melebihi
kriteria tersebut, maka dapat dikatakan diare. Namun kombinasi antara informasi
frekuensi, konsistensi feses, dan berat feses harus diperhitungkan untuk
menentukan diagnosis diare (Navaneethan & Giannella, 2010, Navaneethan &

Giannella ,2014).

Diare dapat diklasifikasikan lebih lanjut secara klinis sebagai diare akut
bila memiliki durasi kurang dari 2 minggu, persisten jika memiliki durasi 2-4
minggu, dan kronis jika memiliki durasi >4 minggu. Perbedaan ini penting karena
etiologi masing-masing diare berbeda dan pendekatan klinis serta intervensi

bervariasi (Navaneethan & Giannella, 2010, 2014).

Diare dapat juga diklasifikasikan sesuai penyebabnya yang terdiri dari

diare osmotik dan diare sekretorik. Diare osmotik adalah diare yang disebabkan
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karena malabsorbsi makanan yang dimakan, contohnya pada intoleransi laktosa
yang menimbulkan malabsorbsi laktosa sehingga menimbulkan gas, nyeri perut,
dan feses yang asam (Marcdante et al., 2014). Diare sekretorik terjadi karena
sekresi cairan dan elektrolit oleh enterosit yang disebabkan oleh inflamasi karena
mikroorganisme (Marcdante et al., 2014). Sejumlah mikroorganisme dapat
menyebabkan diare sekretorik. Salah satu mikroorganisme menyebabkan diare
dengan memproduksi enterotoksin yang memengaruhi proses penyerapan atau
sekresi enterosit tanpa menyebabkan peradangan akut yang hebat atau
kerusakan mukosa. Penyebab mikroba untuk diare yang diinduksi enterotoksin
salah satu contohnya adalah Vibrio cholerae (Navaneethan & Giannella, 2010;

Dowling & Yap, 2014).

2.1.2. Epidemiologi Diare

Jumlah kematian anak-anak diperkirakan oleh WHO sekitar 12 juta per
tahun pada tahun 1990, yang turun menjadi sekitar tujuh juta pada per tahun
tahun 2011 sementara kematian ibu turun dari sekitar 500.000 pada tahun 1990
menjadi di bawah 300.000 pada tahun 2010. Walker et al. melakukan penelitian
pada tahun 2013 tentang kejadian diare di negara-negara berpenghasilan rendah
dan menengah dan memperkirakan bahwa kejadian diare pada anak telah
menurun sangat lambat dari 3,4 episode per tahun pada tahun 1990 menjadi 2,9
episode per tahun pada tahun 2010. Kelompok yang paling rentan adalah bayi
berusia antara 6 hingga 11 bulan yang mana bisa menderita hingga 4,5 episode
per tahun pada 2010 (Walker et al., 2013). Pada tabel 2.1. terlihat bahwa angka
mortalitas akibat diare di Asia Tenggara merupakan yang tertinggi kedua setelah
Afrika. Angka kematian dapat diturunkan terjadi karena berhasilnya penyebaran

informasi tatalaksana berupa rehidrasi oral (Dowling & Yap, 2014). Namun
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meskipun terdapat penurunan kematian pada diare, diare tetap penting untuk

diwaspadai karena dapat terjadi kapan saja.

Tabel 2.1. Tabel Insidens dan Mortalitas akibat diare pada anak usia 0-4 tahun di
daerah yang dinaungi WHO tahun 2010. (Walker et al., 2013)

Incidence* Total deaths ('000)
African region 3:3 3533
American region 32 11.0
Eastern Mediterranean region 29 96.6
European region 28 6.3
Southeast Asian region 24 227.7
Western Pacific region 22 16.9
World 2.7 711.8

Diare tetap menjadi salah satu penyebab utama kematian anak di bawah
usia lima tahun. Namun tidak menutup kemungkinan bahwa usia dewasa juga
terkena diare. Secara global, diperkirakan 1,8 juta jiwa yang meninggal karena
penyakit diare setiap tahunnya (untuk semua umur), dengan lebih dari 80%
adalah anak-anak di bawah usia lima tahun (Dowling & Yap, 2014). Beban
penyakit diare sangat berat pada bayi terutama di negara berk embang, yaitu
pada keluarga yang berpenghasilan rendah dan menengah. Kematian akibat
diare terjadi sebesar 525.000 kematian setiap tahun pada anak di bawah lima

tahun (WHO, 2017)

Di Indonesia, diare merupakan penyebab kematian nomor tiga bagi bayi
dan balita dengan prevalensi diare sebesar 9% (Rikesdas, 2007). Dari data
tersebut, diare merupakan penyebab kematian nomor satu bagi bayi berusia 29
hari-11 bulan dan bayi berusia 1 tahun-5 tahun. Prevalensi diare pada tahun
2018 mencapai angka 8% dari seluruh penyakit infeksi dengan 18,5% terjadi

pada bayi (Rikesdas, 2018).
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2.1.3. Etiologi Diare

Semua agent dapat berkontribusi dalam menyebabkan diare baik itu
bakteri, jamur, virus maupun parasit. Patogen penyebab diare tersering di
seluruh dunia diantaranya adalah : Rotavirus (40%), E. coli (25%),
Campylobacter jejunii (10-18%), dan Shigella sp. serta Salmonella sp. (5%).
Studi surveilans di Indonesia pada tahun 2002, menjelaskan bahwa dari 587
pasien yang terkena diare, 39% disebabkan oleh Shigella flexneri dan 17%
disebabkan oleh Vibrio cholerae, dan sisanya disebabkan oleh patogen lainnya
(Oyofo et al., 2002). Di Indonesia pada periode Mei-Agustus 2008 terdapat
kejadian luar biasa penyakit kolera dan shigella yang menyebabkan 105 orang
meninggal di Nabire dan Paniai (Puspandari et al., 2010). Hal ini membuktikan
bahwa diare yang disebabkan oleh kolera dan shigella sangat perlu diwaspadai

serta perlu dieradikasi.

2.1.4. Patogenesis Diare

Semua bakteri yang menyebabkan diare memulai patogenesisnya
dengan melakukan proses perlekatan (adhesi) yang terjadi antara molekul
adhesi pada permukaan mikroorganisme dan reseptor pada usus. Setelah terjadi
perlekatan, terjadi kolonisasi dari patogen yang dilanjutkan dengan sekresi toksin

atau produksi metabolit dan terjadilah diare (Navaneethan & Giannella, 2014).

Patogenesis penyakit kolera dan shigella diawali dengan proses
patogenesis yang sama, yaitu dengan proses attachment (perlekatan antara
molekul adhesi pada bakteri dengan reseptor pada enterosit), yang selanjutnya
diikuti dengan proses kolonisasi bakteri. Tahap selanjutnya berbeda antara Vibrio

cholerae dan Shigella flexneri. Vibrio cholerae akan mengeluarkan toksin yang
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mengaktivasi adenilat  siklase yang menghasilkan cyclic adenosine
monophosphate (c-AMP). Selanjutnya c-AMP menyebabkan keluarnya natrium,
klorida, dan air ke lumen usus. Hal ini menyebabkan diare disertai air sehingga
feses akan terlihat seperti air cucian beras (watery diarrhea atau water rice
diarrhea) yang apabila terjadi terus menerus akan menyebabkan dehidrasi dan
lebih fatalnya kematian akibat syok hipovolemik (Akingbade, 2018; Zeeshan
Zafar & Gulzar, 2016). Tidak seperti patogen yang menginvasi jaringan mukosa
usus, Vibrio cholerae tidak dominan dalam menimbulkan inflamasi, namun lebih
dominan dalam menimbulkan respon imun innate seperti laktoferin, defensin, dan
oxidase (Bourque et al., 2018). Shigella flexneri dari awal sudah menginvasi
enterosit, lalu memicu inflamasi dengan akumulasi neutrofil yang menyebabkan
kerusakan pada jaringan usus (Perez-Lopez et al., 2016). Dalam hal ini peneliti
melihat potensi untuk mengintervensi pada tahap awal patogenesis yaitu pada
proses attachment dengan mengembangkan vaksin dari molekul adhesi yang
merupakan molekul yang penting dalam proses attachment.

Selain penyebab suatu mikroorganisme, diare dapat disebabkan oleh
intoleransi laktosa, alergi susu sapi atau makanan tertentu, imunodefisiensi, dan
terapi obat. Intoleransi laktosa terjadi karena kurangnya enzim laktase pada
tubuh (Marcdante et al., 2014). Enzim laktase merupakan enzim yang memecah
laktosa menjadi glukosa dan galaktosa. Bila laktosa tidak terpecah, maka laktosa
akan dipecah oleh bakteri pada usus halus melalui proses fermentasi. Proses
fermentasi yang ada menimbulkan gas yang menyebabkan kembung dan rasa
nyeri pada perut (Marcdante et al., 2014). Selain itu penyebab diare lainnya
adalah alergi susu sapi (ASS) yang terjadi dikarenakan terjadinya

hipersensitivitas tipe | yang diperantarai oleh IgE dan hal ini menimbulkan
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manifestasi Klinis berupa diare (50-60%) (Marcdante et al., 2014). Selanjutnya,
diare karena imunodefisiensi terjadi karena tubuh gagal untuk menjaga
keseimbangan antara supresi dan toleransi ketika terdapat benda asing masuk
ke dalam tubuh. Kegagalan ini menyebabkan inflamasi mukosa dan kerusakan
jaringan gastrointestinal yang ditandai dengan manifestasi diare (Marcdante et

al., 2014).

2.1.5. Tanda dan Gejala Diare

Dalam menentukan diagnosis diare, diperlukan anamnesis yang tepat
mengenai tanda dan gejala terjadinya diare. Tanda dan gejala dari diare secara

umum adalah sebagai berikut (ICHRC, 2016).

e Konsistensi tinja lembek atau cair

e sakit perut/ kram perut

o frekuensi BAB >3x dalam sehari

e dapat disertai mual muntah

e dapat disertai dehidrasi

e dapat disertai darah pada feses

e dapat berupa diare berair atau seperti air cucian beras

e pusing, lemas, kulit kering

Pada anak, melakukan anamnesis sangat sulit sehingga perlu diwaspadai
mengenai terjadinya dehidrasi apabila terjadi diare. Berikut adalah tanda dan

gejala dehidrasi pada anak (ICHRC, 2016).

¢ Rewel atau gelisah

e Letargis/ kesadaran berkurang
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e Mata cekung
¢ Cubitan perut kembali lambat atau sangat lambat
e Haus/minum dengan lahap

o Bila dehidrasi berat anak menjadi malas minum

2.1.6. Diagnosis Diare

Diare secara umum dapat terjadi oleh karena berbagai hal mulai dari
karena infeksi hingga non-infeksi. Berikut adalah tabel mengenai kemungkinan

diagnosis diare (ICHRC, 2016).

Tabel. 2.2. Tabel Diagnosis Diare

Tanda dan Gejala Diagnosis
e Diare lebih dari 3 kali sehari berlangsung kurang Diare Cair Akut
dari 14 hari
e Tidak mengandung darah
e Diare air cucian beras yang sering dan banyak Kolera

dan cepat menimbulkan dehidrasi berat, atau

e Diare dengan dehidrasi berat selama terjadi KLB
kolera, atau

e Diare dengan hasil kultur tinja positif untuk V.
cholerae O1 atau 0139

Diare berdarah Disentri

Diare berlangsung > 14 hari Diare persisten
Diare setelah mendapatkan pengobatan antibiotik oral Diare terkait antibiotik
spektrum luas

e Dominan darah dan lendir dalam tinja Invaginasi

e Massa intrabdominal
e Tangisan keras dan kepucatan pada bayi

2.1.7. Tatalaksana Diare secara Umum

Tatalaksana diare secara umum yang digalakkan oleh Kementerian
Kesehatan Indonesia dikenal dengan LINTAS DIARE (Lima langkah tuntaskan

diare). Lima langkah tuntaskan diare terdiri dari (Soepardi, 2011):
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2.1.8.

Pemberian oralit untuk mencegah terjadinya dehidrasi. Pemberian dapat
dilakukan di rumah dengan memberikan oralit osmolaritas rendah.
Pemberian zinc untuk mengurangi lama dan tingkat keparahan diare,
mengurangi frekuensi buang air besar, mengurangi volume tinja, serta
menurunkan kekambuhan kejadian diare pada 3 bulan berikutnya.
Pemberian ASI| (air susu ibu) atau makanan yang bertujuan untuk
memberikan gizi pada pendeita terutama pada anak agar tetap kuat dan
mencegah menurunnya berat badan.

Pemberian antibiotika yang hanya diberikan pada diare berdarah
(shigellosis) dan diare karena Vibrio cholerae.

Pemberian nasehat yaitu berupa kontrol segera diare lebih sering,
terdapat muntah berulang, kondisi sangat haus, makan/minum semakin

malas/sedikit, demam, tinja berdarah, tidak membaik dalam 3 hari.

Tatalaksana Diare yang Berkaitan dengan Dehidrasi

Terjadinya diare sangat erat kaitannya dengan dehidrasi. Semua anak

dengan diare harus diklasifikasikan status dehidrasinya apakah mengalami

dehidrasi berat, dehidrasi ringan-sedang, atau tanpa dehidrasi. Klasifikasi diare

dan tatalaksana diare tersebut terdapat pada tabel 2.3.
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o
[~ B Klasifikasi Tanda dan Gejala Tatalaksana
B
Dehidrasi berat | Terdapat dua atau lebih tanda di | Beri cairan untuk diare
bawah ini : dengan dehidrasi berat
o Letargis/tidak sadar (Rencana Terapi C)

e Mata cekung

e Tidak bisa minum atau
malas minum

e Cubitan kulit perut kembali

sangat lambat (>2 detik)

Dehidrasi Terdapat dua atau lebih tanda di | Beri cairan dan makanan
Ringan-Sedang | bawah ini : untuk dehidrasi ringan
e Rewel/gelisah sedang (Rencana Terapi
¢ Mata cekung B). Kunjungan ulang

e  Minum dengan |ahap’ haus dalam waktu 5 hari bila
e Cubitan  kulit  kembali | tidak membaik.

lambat

Tanpa dehidrasi | Tidak terdapat cukup tanda untuk | Beri cairan dan makanan
diklasifikasikan sebagai dehidrasi | untuk menangani diare di
ringan atau berat rumah (Rencana Terapi
A. Kunjungan ulang
dalam waktu 5 hari bila

tidak membaik.
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‘o Diare dehidrasi Berat
g Bila terdapat dua tanda atau lebih
[~ B Lesu, lunglai / tidak sadar C
- Mata cekung
Malas minum

Cubitan kulit perut / turgor kembali sangat lambat

RENCANA TERAPI C
UNTUK TERAPI DIARE DEHIDRASI BERAT DI SARANA KESEHATAN

IKUTI TANDA PANAH.

Jika jawaban *Beri cairan Intravena segera. . )
“YA". tanjutkan ks KAMAN. Ringer Laktat atau NaCl 0,8% (bila RL tidak tersedia) 100 mi/kg BB,
Jika dibagi ssbagai barikut:

“TIDAK", lanjutkan ks BAWAH.

Dapatian Sawoos | Bayi<ltaun  1jam’  5jam
[AAEDERE Gty S Anak =1tahun = 30 menit 2 112 jam
* Dislangi lagi bila denyut nadi masih lemah atau tidak teraba
* Nilai kembali tiap 15-30 menit. Bila nadi belum teraba,
beri tetasan lebih cepat.
* Juga beri oralit {5 mli/kg/jam) bila penderita bisa minum;
biasanya setslah 3-4 jam (bayi) atau1-2 jam {anak).
* Berikan obat Zinc selama 10 hari berturut-turut

TIDAK

Gambar 2.1. Rencana Terapi C Diare Dehirasi Berat. Pada gambar telah dijelaskan
bahwa apabila menemui dua atau lebih dari empat kriteria diare dehidrasi berat maka
akan dilakukan rencana terapi C berupa pemberian cairan untuk rehidrasi secara IV
sesuai usia serta memberikan oralit dan zinc.

Gelizah, rewel B

Mata cekung
Ingin minum terus, ada rasa haus
Cubitan kulit perut / tungor kembali lambat

RENCANA TERAPI B
UNTUK TERAPI DIARE DEHIDRASI RINGAN/SEDANG

JUMLAH ORALIT YANG DIBERIKAN DALAM 3 JAM PERTAMA DI SARANA KESEHATAN

ORALIT yang diberikan =
75 ml x BERAT BADAN anak

Bila BB tidak diketahui berikan oralit sesuai tabel di bawah ini:
UmurSampai 4bulan 4 -12 bulan 12-24 bulan 2-5 tahun
Berat Badan <Bkg 6-10kg 10-12 kg 12-19 kg
Jumlah cairan  200-400 400-700 700-900 900-1400

Bila anak menginginkan lebih banyak oralit, berikanlah.

Bujuk ibu untuk meneruskan ASIL

Untuk bayi < 6 bulan yang tidak mendapat AS| berikan juga 100-200 ml air masak selama masa ini.
Untuk anak = 6 bulan, tunda pemberian makan selama 3 jam kecuali AS| dan oralit

Beri obat Zinc selama 10 hari berturut-turut

Gambar 2.2. Rencana Terapi B Diare Dehirasi Ringan-Sedang. Pada gambar telah
dijelaskan bahwa apabila menemui dua atau lebih dari empat kriteria diare dehidrasi
ringan maka akan dilakukan rencana terapi B berupa pemberian oralit sesuai dosis di
atas, meneruska ASl/makanan, serta memberikan zinc.
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(%) Diare tanpa dehidrasi
g_ Bila terdapat dua tanda atau lebih
(=B} Keadaan Umum baik, sadar A
- Mata tidak cekung

minum biasa, tidak haus
Cubitan kulit perut / turgor kembali segera

RENCANA TERAPI A
UNTUK TERAPI DIARE TANPA DEHIDRASI

MENERANGKAN 5 LANGKAH TERAPI DIARE DI RUMAH

1. BERI CAIRAN LEBIH BANYAK DARI BIASANYA
= Teruskan ASI lebih sering dan lebih lama
+ Anak yang mendapat AS| eksklusif, beri oralit atau air matang sebagai tambahan
+ Anak yang tidak mendapat AS| eksklusif, beri susu yang biasa diminum dan oralit atau
cairan rumah tangga sebagai tambahan (kuah sayur, air tajin, air matang, dsb)
» Beri Oralit sampai diare berhenti. Bila muntah, tunggu 10 menit dan dilanjutkan sedikit
demi sedikit.
- Umur = 1 tahun diberi 50-100 ml setiap kali berak
- Umur = 1 tahun diberi 100-200 mil setiap kali berak.
= Anak harus diberi 6 bungkus oralit (200 ml} di rumah bila:
- Telah diobati dengan Rencana Terapi B atau C.
- Tidak dapat kembali kepada petugas kesehatan jika diare memburuk.
+ Ajari ibu cara mencampur dan memberikan oralit.

Gambar 2.3. Rencana Terapi A Diare Tanpa Dehirasi. Pada gambar telah dijelaskan
bahwa apabila menemui dua atau lebih dari empat kriteria diare tanpa dehidrasi maka
akan dilakukan rencana terapi A berupa pemberian cairan, pemberian ASI lebih sering,
dan pemberian oralit sesuai usia.

2.1.9. Pencegahan Diare secara Umum

Pencegahan diare secara umum sesuai dengan buletin diare yang dibuat
oleh Kementerian Kesehatan Indonesia pada tahun 2011 dilakukan dengan

(Soepardi, 2011):

e Menghindari makanan dan minuman yang tidak bersih

¢ Mencuci tangan dengan air dan sabun sebelum makan dan sesudah
buang air besar.

e Merebus air minum

e Menggunakan air bersih untuk memasak

e Buang air besar di jamban
Selain itu, untuk mencegah terjadinya penyakit yang dapat ditularkan

melalui air, maka penyediaan air bersih baik secara kualitas maupun kuantitas
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diperlukan untuk memenuhi kebutuhan sehari-hari baik untuk menjaga
kebersihan diri sendiri (hygine) maupun kebersihan lingkungan (sanitation).
Disamping itu, perilaku hidup bersih dan sehat (PHBS) harus tetap dilaksanakan

(Soepardi, 2011).

2.2.  Penyakit Kolera

2.2.1. Definisi dan Epidemiologi Kolera

Definisi dari kolera adalah penyakit yang ditandai dengan diare berair
yang disebabkan oleh Vibrio cholerae. merupakan penyakit yang endemis di
negara berkembang dengan kepadatan penduduk yang tinggi (Penrose et al.,
2010). Kolera endemik di lebih dari 50 negara dan juga dapat bermanifestasi
sebagai epidemi, seperti yang baru-baru ini terjadi di Haiti (2010-sekarang) yang
merupakan sebuah negara yang sebelumnya tidak pernah terkena kolera (Leung
et al.,, 2012; Orata et al., 2014; Piarroux & Faucher, 2012). Epidemi kolera
disebarkan terutama oleh air yang terkontaminasi dalam kondisi sanitasi yang
buruk, terutama di mana tidak terdapat atau rusaknya pengolahan limbah (Orata
et al.,, 2014). Bencana alam (mis., banjir, angin musim, dan gempa bumi) juga
berperan dalam penyebaran epidemi kolera (Orata et al., 2014). Kolera pandemik
di anak benua India dan Afrika dan selama dua abad terakhir penyebarannya ke
luar daerah ke bagian lain di Asia, Indonesia, dan Eropa telah digambarkan
dalam delapan pandemi besar, masing-masing berlangsung selama 5 hingga 25
tahun (Moore et al., 2014). Insiden kolera di dunia dilaporkan meningkat dari
tahun 2007 hingga mencapai puncaknya sekitar 600.000 kasus pada tahun 2011
(Baldauf et al., 2015). Pada tahun 2012, jumlah kasus yang dilaporkan menurun

menjadi sekitar 245.000 dengan 49% dari kasus yang disebabkan oleh wabah
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yang sedang berlangsung di Haiti dan Republik Dominika. Namun, WHO
memperkirakan jumlah kejadian secara global sebenarnya dari kolera yaitu
antara 3-5 juta kasus per tahun dengan angka kematian sekitar 100.000 hingga
130.000 kematian per tahunnya (Baldauf et al., 2015). Meskipun penyakit kolera
yang simtomatik dapat terjadi pada semua umur, namun penyakit ini lebih
banyak mengenai anak-anak (Ashkenazi et al., 2016). Berdasarkan data di
laman WHO, diare yang disebabkan oleh Vibrio cholerae memiliki angka kejadian
sekitar 1,3 juta hingga 4 juta dan angka kematian adalah sebesar 21.000-
143.000 jiwa per tahun (WHO, 2019).

Adapun strain dominan abad ke-20 adalah biotipe El Tor, yang pertama
kali diisolasi dari jemaah haji di perkemahan karantina El Tor pada tahun 1905.
Strain ini bertahan sedikit lebih lama di alam dan menghasilkan kasus kolera
subklinis. Pada tahun 1992, kasus kolera pertama karena serotipe selain O1
terdeteksi di India dan Bangladesh. Serotipe baru (0139 Bengal) sangat virulen
dengan kemampuan untuk menghasilkan penyakit pada orang yang telah
terpapar oleh serotipe lama. Perkembangan ini penting untuk mengetahui
persebaran kolera secara global dan untuk membentuk strategi vaksin yang
dirancang untuk mencegah terjadinya kolera (Moore et al., 2014). WHO
mengingatkan perlunya kesadaran akan penyebaran strain resisten antibiotik
Vibrio cholerae. Hal ini telah ditunjukkan dengan Vibrio cholerae 0139 dan
beberapa isolat dari Vibrio cholerae Ol El Tor, yang telah resisten terhadap
antibiotik ~ kotrimoksazol dan streptomisin (Harris et al., 2012). Hal ini
menunjukkan bahwa kolera merupakan penyakit yang masih muncul dan

memerlukan adanya usaha dalam eradikasi.
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2.2.2. Etiologi Penyakit Kolera

Etiologi dari penyakit kolera adalah Vibrio cholerae. Vibrio cholerae
merupakan pathogen gram negatif akuatik fakultatif yang straight anaerob
berbentuk koma dengan ukuran 2-4 pym. Vibrio cholerae aktif bergerak dengan
menggunakan flagellum polar (Ryan & Ray, 2003). Vibrio adalah salah satu
bakteri paling umum yang terisolasi di perairan laut dan muara seluruh dunia

(Riedel et al., 2019).
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Gambar 2.4. Hasil pewarnaan gram pada Vibrio cholerae. Terlihat bakteri batang
yang sedikit bengkok (berbentuk koma) berwarna merah yang menandakan bakteri gram
negatif (Riedel et al., 2019).

Vibrio cholerae dapat tumbuh dalam kisaran suhu yang luas (14-40°C)
dan semua spesies membutuhkan natrium klorida (NaCl) untuk tumbuh (Riedel
et al., 2019). Vibrio cholerae menghasilkan koloni dengan permukaan cembung,
halus, bulat serta opaque dan granuler. Vibrio cholerae tumbuh dengan baik
pada suhu 37°C pada media agar rutin (misalnya, agar darah dan agar
MacConkey). Agar selektif untuk spesies Vibrio yaitu media agar thiosulfate-
citrate-bile salts-sucrose (TCBS) dan enrichment broth (misalnya alkaline

peptone broth) digunakan terutama apabila spesimen (misalnya tinja) diperoleh
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dari spesimen yang mengandung banyak campuran bakteri. Vibrio cholerae
tumbuh dengan baik pada media TCBS. Vibrio cholerae menghasilkan koloni
berwarna kuning (yang tandanya memfermentasi sukrosa) pada agar TCBS yang
mudah terlihat karena kontras dengan warna hijau-gelap dari agar TCBS. Vibrio
cholerae tumbuh pada pH yang sangat tinggi (pH 8,5-9,5) dan mudah terbunuh
oleh suasana asam. Vibrio cholerae memfermentasi sukrosa dan manosa tetapi
tidak memfermentasi arabinosa dan positif pada test oksidase. (Riedel et al.,

2019).

Gambar. 2.5. Koloni Vibrio cholerae yang terbentuk pada media agar TCBS. Vibrio
cholerae adalah koloni yang berwarna kuning. Koloni memiliki diameter 2-3 mm dan plate
berukuran diameter 10 cm. (Riedel et al., 2019).

Struktur antigenik Vibrio cholerae terdiri dari H antigen dan O antigen. H
antigen terdapat pada flagella, yang labil terhadap suhu panas. Vibrio cholerae
dan spesies Vibrio lainnya saling berbagi H antigen. Vibrio cholerae memiliki O
lipopolysaccharides yang memberikan spesifisitas secara serologis. Antibodi
terhadap antigen O cenderung melindungi hewan coba dari infeksi Vibrio

cholerae. Berdasarkan antigen O, ada lebih dari 200 serogrup Vibrio cholerae.
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Namun, hanya strain Vibrio cholerae dari serogroup O1 dan 0139 yang
menyebabkan epidemi dan pandemi kolera. Strain 0139 sendiri sudah jarang
ditemukan pada kasus penyakit kolera dan O1 lebih banyak dijumpai. Strain O1
terbagi dalam tiga serotipe, yaitu Ogawa, Inaba, dan Hikojima (Riedel et al.,
2019). Strain O1 juga terbagi dalam dua biotipe, yaitu El tor dan klasik. El tor
merupakan biotipe penyebab pandemi kolera ketujuh, menggantikan biotipe
klasik yang merupakan penyebab pandemi ke-enam sejak tahun 1961 (Leung et
al., 2012). Biotipe El tor menghasilkan hemolisin yang memberikan hasil positif
pada tes Voges-Proskauer dan resisten terhadap Polimyxin B. Biotipe El tor ini
mirip dengan Vibrio cholerae strain 0139. Vibrio cholerae strain 0139 tidak
memproduksi lipopolisakarida O1 namun memproduksi kapsul polisakarida.

Vibrio cholerae O1 tidak memproduksi kapsul polisakarida (Riedel et al., 2019).
2.2.3. Patogenesis Kolera

Menelan 5 pg toksin kolera sudah cukup untuk menyebabkan gejala
kolera (Levine et al., 1983; Harris, 2018). Dan menelan 10'° Vibrio cholerae
dapat menyebabkan seseorang dengan asiditas lambung yang normal terinfeksi
kolera (Riedel et al.,, 2019). Kolera lebih mungkin menginfeksi pada makanan
atau minuman yang terkontaminasi dibandingkan dengan kontak langsung dari
orang ke orang (Leung et al., 2012; Riedel et al., 2019). Setelah Vibrio cholerae
masuk ke dalam tubuh, bakteri lalu berikatan (attachment) dengan enterosit.
Proses attachment merupakan tahap awal yang dilakuan oleh pili Vibrio cholerae
(Sumarno et al., 2011). Vibrio cholerae selanjutnya melakukan penetrasi pada
permukaan mukosa usus halus (Millet et al., 2014). Proses selanjutnya adalah
proses kolonisasi oleh bakteri. Vibrio cholerae lalu menghasilkan enterotoksin

yang labil terhadap panas dengan berat molekul (BM) sekitar 84.000 yang terdiri
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dari subunit A (BM 28.000) dan subunit B (CTB). CTB berikatan dengan reseptor
ganglioside GM1 yang terdapat pada permukaan mukosa usus yang
memfasilitasi masuknya toksin - sub-unit A. Akivasi dari sub-unit A akan
mengaktifkan protein regulator Gs (G stimulatory) yang merubah adenilat siklase
yang inaktiv menjadi aktiv. Enzim adenilat siklase menyebabkan adenosine
triphosphate (ATP) menjadi cyclic AMP  (c-AMP). Meningkatnya c-AMP
intraseluler akan menyebabkan hipersekresi dari air dan elektrolit seperti natrium
(Na"), klorida (CI), kalium (K"), dan bikarbonat (HCO3) ke lumen usus (Ryan &
Ray, 2003; Riedel et al., 2019). Proses inilah yang menyebabkan terjadinya diare
berair dengan volume 20-30 L per hari (Sumarno et al., 2011; Gill, 1976; Epstein
et al., 1989; Janicot et al., 1991; Riedel et al., 2019). Selain itu elektrolit yang
telah keluar tidak bisa masuk kembali karena terdapat inhibisi absorbsi natrium
dan klorida, sehingga diare selain mengandung banyak air, juga mengandung
banyak elektrolit yang dapat menyebabkan dehidrasi, syok hipovolemik, asidosis,

dan kematian (Riedel et al., 2019).
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Gambar 2.6. Patogenesis dari infeksi Vibrio cholerae pada enterosit. Dimulai dari
ikatan antara cholerae toxin sub-unit B (CTB) dengan ganglioside respoter GM1 yang
selanjutnya mengaktivkan cholerae toxin subunit A (Al) dan memicu katalisis ADP-
rybosilation dari Gs (protein regulator G stimulatory) yang selanjutnya mengaktivasi
adenilat siklase (AC) sehingga menyebabkan akumulasi cAMP. Akumulasi cAMP
menyebabkan keluarnya air dan elektrolit (Ryan et al., 2004).

Tidak seperti patogen yang menginvasi jaringan mukosa usus, Vibrio
cholerae tidak menyebabkan inflamasi yang dominan, namun menimbulkan
respon imun innate seperti laktoferin, defensin, dan oxidase (Bourque et al.,
2018). Vibrio cholerae menginduksi kekebalan jangka panjang pada sebagian

besar orang yang sembuh dari infeksi (Harris, 2018).
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2.2.4. Tanda dan Gejala Kolera

Vibrio cholerae membentuk kolonisasi pada usus halus dan
menyebabkan diare profus akut yang berair (watery diarrhea) atau diare “air
cucian beras” (water-rice-stool) (Nguyen et al., 2017). Diare yang disebabkan
kolera dapat disertai dengan dehidrasi berat yang dapat mengakibatkan
kematian (Zuckerman, Rombo dan Fisch, 2007). Gejala yang dialami orang
terinfeksi oleh Vibrio cholerae dapat bervariasi mulai dari asimtomatik, diare
berair dalam jumlah banyak, hingga kematian dalam beberapa jam sejak onset
terjadinya diare berair dalam jumlah besar. Kematian yang terjadi merupakan
akibat dari adanya syok hipovolemik karena menurunnya volume cairan tubuh
(Nguyen et al., 2017). Adapun pasien dengan diare yang diinduksi enterotoksin
umumnya memiliki beberapa tanda atau gejala sistemik seperti kram perut, mual,

muntah, dan biasanya tidak demam (Navaneethan & Giannella, 2014).

2.2.5. Diagnosis Kolera

Untuk mendiagnosis penyakit kolera, dibutuhkan pengetahuan yang
memadai mengenai tanda dan gejala kolera serta pemeriksaan fisik yang benar
untuk menyingkirkan differential diagnosis. Kultur feses merupakan gold standard

dalam mendiagnosis kolera (CDC, 2019).

Dalam mendiagnosis kolera dengan kultur sebagai gold standard,
spesimen berupa feses diambil saat tahap awal terjadinya kolera dan harus
diinokulasikan 2-4 jam pasca pengambilan spesimen ke agar yang tepat. Apabila
dalam memproses spesimen tidak bisa sesegera mungkin, spesimen harus
dicampur dengan medium transpor Cary Blair. Selain itu Vibrio cholerae juga

dapat langsung diamati (dari spesimen atau dari enrichment broth) dengan
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menggunakan dark field mikroskop. Pada Vibrio cholerae O1 akan didapatkan
gambaran shooting star setelah diberikan antiserum O1. Apabila tidak terdapat
motilitas setelah pemberian antiserum O21, maka merupakan Vibrio cholerae

selain O1 (Riedel et al., 2019).

Lalu seperti yang sudah dijelaskan sebelumnya, Vibrio cholerae dapat
ditumbuhkan pada media MacConkey, agar darah, TCBS, dan alkaline peptone
broth. Namun beberapa strain Vibrio cholerae juga dapat terinhibisi di media
MacConkey. Pertumbuhan akan cepat pada agar TCBS atau pada alkaline
peptone broth atau di air, yang mengandung 1% NaCl dengan pH 8,5 (Riedel et

al., 2019).

Adapun deteksi cepat pada Vibrio cholerae dapat dilakukan dengan
immunofluorescence, latex agglutination, dan analisis koagulasi. Vibrio cholerae
lalu diidentifikasi dengan menggunakan slide agglutination test menggunakan
antisera anti-O grup 1 atau anti-O grup 139 dan menggunakan pola reaksi
biokimia. Terdapat juga rapid immunochromatographic disptick test yang sensitiv
dan spesifik namun penggunaannya dilaporkan masih kurang akurat (Riedel et

al., 2019; CDC, 2019).

2.2.6. Tatalaksana Kolera

Penanganan pada penyakit kolera adalah dengan mengganti cairan yang
keluar dan mengkoreksi ketidakseimbangan elektrolit dengan cairan yang
mengandung air, garam, gula yang diberikan per oral atau cairan infus isotonis
yang diberikan secara intravena untuk mencegah atau mengatasi Syok
hipovolemik (Sack et al., 2004). Antibiotik penting diberikan pada diare berat

untuk mengurangi masa rawat inap rumah sakit dan mengatasi patogen (Leung
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et al., 2012). Pemilihan antibiotik harus didasarkan pada profil resistensi
antimikroba fasilitas kesehatan setempat. Terapi yang disarankan adalah
Doksisiklin 300 mg dosis tunggal (Guerrant et al., 2001). Tetrasiklin 4x500 mg
telah terbukti sebagai obat yang sangat efektif untuk kolera (Guerrant et al.,
2001), dan umumnya memiliki kemanjuran yang lebih baik dibandingkan dengan
klorampenikol. Eritromisin atau azitromisin adalah pilihan terapi antibiotik yang
tepat untuk digunakan pada anak-anak dan wanita hamil. Adapun agen
antimikroba lain yang juga efektif adalah trimetoprim-sulfametoksazol 2x960mg
(Guerrant et al., 2001), fluorokuinolon, dan doksisiklin (Riedel et al., 2019).
Peningkatan resistensi antimikroba pada Vibrio cholerae telah dilaporkan secara
global secara khusus,di daerah-daerah di mana kolera endemik atau epidemi
terjadi. Resistensi terhadap tetrasiklin telah dilaporkan meningkat. Gen resistansi
terhadap tetrasiklin tersebut dibawa oleh plasmid yang dapat diturunkan (Riedel

et al., 2019).

2.2.7 Perkembangan Vaksin Kolera

Vaksin kolera pertama dibuat oleh Robert Koch. Robert Koch melaporkan
penemuan dan isolasi kolera basil pada tahun 1884. Dalam satu tahun vaksin
kolera pertama, yaitu injeksi Vibrio cholerae yang telah dikultur namun tidak
dilemahkan (cultured unattenuated), diuji selama wabah di Valencia, Spanyol.
Vaksin ini memiliki efek perlindungan 80% (Bornside, 1981). Selajutnya beberapa
vaksin sel utuh yang tidak aktif (whole cell inactivated) dikembangkan, yang
menghasilkan perlindungan jangka pendek serta reaksi lokal yang signifikan di
tempat injeksi. Vaksin ini juga menyebabkan tingginya tingkat demam dan

malaise pada orang yang melakukan vaksinasi (Ryan & Calderwood, 2000).
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Pada tahun 1985 digelar uji coba lapangan besar di Bangladesh
mengenai efek vaksinasi whole cell-cholerae toxin B (WC-CTB) dimana subunit B
diproduksi oleh ekstraksi kimia, bukan dari teknologi rekombinan. Studi ini terdiri
dari 89.596 subjek usia 2-15 tahun dan wanita berusia >15 tahun. Subjek secara
acak menerima tiga dosis, dengan interval 6 minggu. Kelompok dari studi ini
adalah : whole cell-cholerae toxin B (WC-CTB), whole cell (WC) saja dengan
konstituen seluler yang sama dengan WC-CTB tetapi tanpa CTB, dan plasebo E.
coli yang dimatikan. Dalam uji coba ini, perlindungan keseluruhan oleh WC-CTB
adalah 85% selama 4-6 bulan pertama, 62% selama tahun pertama, dan 57%
selama tahun kedua. Vaksinasi melindungi orang dewasa dan anak-anak usia >5
tahun selama 3 tahun dan anak-anak <5 tahun selama kurang lebih 6 bulan.
Efektivitas untuk dosis ganda serupa dengan rejimen tiga dosis. Perlindungan
silang terhadap diare yang disebabkan oleh LT-ETEC (heat-labile toxin (LT)-
enterotoxigenic Escherichia coli) terjadi pada subjek yang diberikan vaksin WC-

CTB (Clemens et al., 2018).

Tabel. 2.4. Tabel efek vaksinasi whole cell-cholerae toxin B (WC-CTB) dan whole
cell (WC). Penelitian dilakukan pada semua umur selama 3 tahun follow up. Tabel
menunjukkan semakin bertambahnya umur, efek perlindungan semakin kecil (Clemens et

al., 2018).
Protective Efficacy by Age Group .
WC-CTB WWC
Follow-up Pericd  All Ages 2 5Yearz &ph5Years  All Ages 2 5Yearz  &gh5 Years
4 to & monthe BA%(E295F  100% Te% 58%a(14%)  35% 71%
First year B2% (50%) 3% T8% 53%a(38%) 31% £7%
Second year 579 42%) 4% 61% 5T%a (42%)  24% T3%
Third year 17%0-15%) 2% 40% 435 (19%) 2% 62%

§

UNIVERSITAS

29




.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

Vaksin kolera yang saat ini tersedia termasuk vaksin kolera oral yang
berasal dari sel utuh Vibrio cholera yang dimatikan (whole cell killed). Namun,
vaksin oral kolera ini cenderung kurang efektif dalam memberi kekebalan
protektif pada anak-anak (<5 tahun), yang mana merupakan usia paling rentan
terhadap diare yang disebabkan kolera (Sit et al., 2019; Qadri et al., 2018).
Vaksin kolera oral memberikan perlindungan sebesar 66% pada studi follow up
selama 3 tahun di Kolkata dan India dengan perlindungan bagi anak usia <5
tahun sebesar 43% (Sur et al.,, 2011). Dua vaksin oral kolera yang berlisensi
diantaranya adalah Dukoral (Crucell, Swedia) dan Sanchol (Shantha Biotechnics,

India).

Dukoral mengandung whole cell killed Vibrio cholerae dari biotipe El tor
dan klasik dari strain Ol dengan adjuvan berupa 1 mg CTB rekombinan (WC-
rBS). Dukoral telah digunakan sebagai vaksinasi yang memberikan perlindungan
sebesar 85% selama 6 bulan pertama setelah vaksinasi. Tetapi perlindungan ini
menurun hingga 50% pada 3 tahun follow up dalam uji coba lapangan besar di
Bangladesh (Akter et al., 2019). Pada anak-anak berusia 2-5 tahun, Dukoral
diberikan dalam tiga dosis secara oral dalam rentang antar pemberian vaksinasi
minimal 1 minggu sekali. Dukoral tidak diperuntukkan bagi anak berusia di bawah
2 tahun dikarenakan efektivitasnya yang rendah (Ryan & Calderwood, 2000;

Harris, 2018).

Sanchol adalah vaksin bivalen whole cell killed yang mengandung kedua
biotipe klasik dan El Tor Vibrio cholerae O1 serta 0139, tanpa adanya CTB (WC
bivalent). Shanchol telah menunjukkan hasil yang baik dalam mencegah penyakit
di daerah endemis dan sebagai agen reaktif untuk membatasi kolera selama

epidemi (Sit et al., 2019). Selain itu, Sanchol juga memiliki harga yang lebih
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terjangkau. Namun berdasarkan penelitian terbaru penggunaan dosis ganda
Sanchol menunjukkan rendahnya efek boosting pada dosis kedua (Akter et al.,
2019). Dalam penelitian lain, telah ditunjukkan bahwa dosis tunggal Shanchol di
Bangladesh memberikan perlindungan sebesar 59% pada anak usia> 15 tahun
dan orang dewasa (setidaknya selama 2 tahun) yang dianggap telah memiliki -
kekebalan alami (natural immunity) yang sebelumnya telah ada untuk kolera
ketika divaksinasi (Capeding et al., 2017; Kanungo et al., 2009). Tetapi tidak ada
bukti ilmiah bahwa vaksinasi dosis tunggal baik untuk perlindungan jangka

panjang dan juga pada anak di bawah 5 tahun.

Terdapat juga vaksin CVD 103 HgR yang merupakan vaksin yang
dibentuk dari Vibrio cholerae strain O1 Inaba dengan penghapusan gen cholerae
toxin sub-unit A sebanyak 94% tetapi CTB tetap utuh, dan dengan kaset tahan
merkuri (mer) dimasukkan ke dalam gen untuk hemolysin (Levine et al., 1988).
Pada penelitian diketahui bahwa respons antibodi serum vibriocidal pada
sukarelawan Amerika yang diimunisasi dengan CVD 103-HgR sekitar dua pertiga
dari sukarelawan yang tidak divaksinasi namun diinfeksi dengan Vibrio cholerae,
yang menunjukkan bahwa respons vaksin tidak sekuat yang dipicu oleh infeksi
alami (Levine et al., 1988). Penerapan dari vaksin ini di Jakarta (Indonesia)

hasilnya masih kurang memuaskan (Simanjuntak et al., 1993).

Selain vaksinasi usaha berupa pemberian CTB saja, yang imunogenik,
dilakukan dalam eradikasi diare. CTB merupakan protein yang non-toksik yang
berfungsi untuk mengikat ganglioside GM1 pada sel mamalia dengan afinitas
yang tinggi. Penggunaan CTB telah terbukti secara kuat menginduksi respon
imun diberikan melalui rute intranasal tetapi kurang kuat ketika diberikan secara

oral. Namun pemberian CTB melalui intranasal berpotensi menimbulkan Bell’'s
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palsy. Lalu ditemukan bahwa dengan menggabungkan antigen ke CTB dan
diberikan via oral, respons imun yang terjadi jauh lebih kuat (Guo et al., 2012).
Adapun penggunaan CTB yang telah ada saat ini adalah sebagai adjuvan pada
vaksin Dukoral dimana CTB yang digunakan adalah CTB yang diproduksi secara

rekombinan (Akter et al., 2019).

2.3.  Shigellosis

2.3.1. Definisi dan Epidemiologi Shigellosis

Shigellosis adalah penyakit yang ditandai dengan diare berlendir dan
berdarah yang disebabkan oleh Shigella sp. Shigellosis adalah penyakit endemik
yang terjadi terutama di negara-negara berkembang. Penyakit ini menyebabkan
120 juta kasus disentri berat setiap tahun dan diperkirakan menyebabkan
700.000 kematian. Sekitar 60% kematian diderita oleh anak-anak di bawah lima
tahun (Ying et al., 2005). Shigella adalah salah satu patogen enterik terbanyak
dan secara global terkait dengan 164.300 kematian akibat diare pada semua
kelompok umur termasuk 54.900 kematian akibat diare pada anak di bawah 5
tahun (Lozano et al., 2012; Liu et al.,, 2016; Hosangadi et al., 2018). Shigella
flexneri adalah spesies yang paling sering diisolasi di seluruh dunia, dikarenakan
untuk sebagian besar kasus di negara-negara yang kurang berkembang,
sedangkan Shigella sonnei lebih umum di negara-negara berpenghasilan rendah
dan menengah (negara maju) (Mani et al., 2016). Adapun negara yang
merupakan endemis Shigella adalah Bangladesh, Pakistan, dan Afrika (Herwana
et al., 2010). Shigella flexneri 2a, 3a, 6, dan Shigella sonnei bersama-sama
mencakup sekitar 80% dari strain yang menyebabkan shigellosis (Mani et al.,

2016).
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Diare yang disebabkan Shigella flexneri menyumbang sekitar 600.000
kematian per tahunnya di seluruh dunia (CDC, 2019). Antibiotik dapat secara
efektif mengobati shigellosis tetapi kemunculan resistensi antibiotik menjadikan
pengembangan vaksin Shigella sebagai prioritas kesehatan masyarakat. Oleh
karena itu, WHO telah menjadikan pengembangan vaksin Shigella yang efektif
merupakan prioritas utama (Von Seidlein et al., 2006; Ouyang-Latimer et al.,

2011; Tribble, 2017)

Ketika menilai kematian terkait Shigella, meskipun ada perbedaan dalam
metodologi dalam penelitian (tinjauan literatur sistematis versus ulasan vital 187
negara), dua penelitian terbaru menghasilkan perkiraan kematian global akibat
shigellosis yang sama untuk anak-anak berusia kurang dari lima tahun, yaitu
28.000 kematian pada 2011 oleh Child Health Epidemiology Reference Group
dan 34.400 kematian pada 2013 oleh Institute for Health Metrics and Evaluation
(IHME) (Vos et al., 2015; Lanata et al., 2013). Mendukung temuan ini, IHME juga
memperkirakan 40.500 kematian pada tahun 2013 dari infeksi Shigella pada

dewasa berusia lebih dari lima tahun (Naghavi et al., 2015).

Di negara endemik berpenghasilan rendah dan menengah dengan akses
yang tidak memadai ke sanitasi yang layak, air bersih, dan pilihan pengobatan
untuk diare berat yang mungkin telah resisten terhadap antibiotik umum, vaksin
Shigella akan menjadi pilihan ideal dalam manajemen penyakit diare. Lalu,
dikarenakan patogen enterik lain juga dapat menyerang anak-anak di awal
kehidupan, tujuan penting lain untuk vaksin Shigella adalah kompatibilitas untuk

kombinasi dengan vaksin enterik lain yang diberikan dengan rute yang sama.
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2.3.2. Etiologi Shigellosis

Shigella sp. merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang yang tidak
membentuk spora, fakultatif anaerob (namun tumbuh paling baik secara aerob),
non-motil yang merupakan penyebab penyakit disentri atau shigellosis (Ryan et
al., 2004). Ada empat spesies, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella
sonnei, Shigella boydii, dan lebih dari 50 serotipe Shigella. Shigella flexneri terdiri
dari 16 serotipe, Shigella sonnei terdiri dari 1 serotipe, Shigella boydii terdiri dari
19 serotipe, dan Shigella dysenteriae terdiri dari 15 serotipe (Barry et al., 2013).
Habitat alami Shigellae terbatas pada saluran usus manusia dan saluran usus
primata lain, di mana Shigella menghasilkan disentri basiler (Riedel et al., 2019).
Spesies patogen Shigella sp. terdiri dari Shigella dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella sonnei dan Shigella boydii. (Drancourt, 2017). Shigella terkait erat
dengan E. coli dan banyak berbagi antigen umum satu sama lain dan dengan

bakteri enterik lainnya (Riedel et al., 2019).

Shigelle spp. berasal dari kingdom Bacteria, filum Proteobacteria, kelas
Gammaproteobacteria, ordo Enterobacterales, famili Enterobacteriaceae.
Enterobacteriaceae adalah bakteri terbesar, yang memiliki ukuran 2 - 4
mikrometer dan lebar 0,4 -0,6 mikrometer, dengan sisi paralel dan ujung
membulat. Dinding sel, membran sel, dan struktur internal untuk semua
Enterobacteriaceae secara morfologis mirip. Komponen dinding dan permukaan
sel, yang bersifat antigenik, telah dipelajari secara luas dalam beberapa genera
dan membentuk dasar sistem yang membagi spesies menjadi serotipe. Membran
luar lipopolisakarida (LPS) disebut antigen O. Spesifisitas antigeniknya
ditentukan oleh komposisi gula yang membentuk rantai samping polisakarida

yang terkait dengan polisakarida inti dan lipid A. Polisakarida permukaan sel
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dapat membentuk kapsul yang disebut antigen K. Dan struktur terluar pada
permukaan bakteri disebut pili, yang merupakan protein antigenik (Ryan & Ray,
2003; Ryan et al., 2004). Pada Shigella spp., pola antigenik sangat kompleks.
Secara serologis, setiap spesies saling tumpang tindih dan bahkan berbagi
antigen O dengan bakteri basil enterik lainnya. Antigen O somatik dari Shigella
adalah lipopolisakarida. Spesifisitas serologis tergantung pada polisakarida, yang
mana memiliki lebih dari 40 serotipe. Klasifikasi Shigella bergantung pada

karakteristik biokimia dan karakteristik antigenik (Riedel et al., 2019).

Lipopolysaccharide
O side chains (0) .

Capsule (K) o \

Flagefia (H)

Y

Cell envelope (cytoplasmic membrane,
peptidoglycan, outer membrane)

Gambar 2.7. Struktur antigenik Enterobacteriaceae secara umum. Struktur antigenik
terdiri dari antigen O (Lipopolisakarida O), antigen K (kapsul), antigen H (flagella), dan
envelope cell (Riedel et al., 2019).

Shigella sp. memiliki kemampuan untuk menginvasi dan merlakukan
replikasi pada sel epitel dan enterosit (Ryan et al., 2004). Semua jenis Shigella
memfermentasikan laktosa, kecuali Shigella sonnei. Ketidakmampuan fermentasi
laktosa membedakan Shigella dengan anggota Enterobacteriaceae yang lain,

yang mana memfermentasi laktosa (misalnya, E. coli). Shigella membentuk asam
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dari karbohidrat tetapi tidak menghasilkan gas. Shigella dapat dibagi menjadi
organisme yang dapat memfermentasi manitol dan organisme yang tidak

memfermentasi manitol sesuai dengan tabel 2.3

Tabel 2.5. Tabel Perbedaan keempat tipe Shigella sp. dalam sifat memfermentasi
manitol dan ornithine decarboxylase. Shigella dysentriae tidak memfermentasi manitol
maupun ornithine decarboxylase, Shigella flexneri dan Shigella boydii hanya
memfermantasi - manitol, Shigella sonnei memfermentasi manitol dan ornithine
decarboxylase (Riedel et al., 2019).

Present Group Omnithine
Designation and Type Mannitol Decarboxylase
Shigella A - =

dysenterige
Shigefla flexneri B . -
Shigella boydii c + =
Shigefla sonnei D . +

2.3.3. Patogenesis Shigellosis

Shigella sp. adalah patogen yang dengan cepat menular dikarenakan
transmisinya yang fekal-oral pada daerah dengan higenisitas rendah. Transmisi
Shigella sp. dikenal dengan 4F, yaitu food (makanan yang terkontaminasi), finger
(kontak langsung dengan bakteri), feces (feses yang mengkontaminasi air), flies
(lalat yang terkontaminasi). Infeksi shigella juga terjadi pada LSL (laki-laki yang

berhubungan seksual dengan laki-laki) (Riedel et al., 2019).

Shigella sp. adalah merupakan patogen yang terbatas pada saluran
gastrointestinal dan jarang menyebabkan bakeremia. Shigella sp. merupakan
patogen yang sangat infeksius yang memiliki dosis infektiv yang rendah, karena
hanya dengan 10 - 100 bakteri saja sudah cukup untuk menyebabkan infeksi
(Sansonetti, 2001; Riedel et al., 2019). Shigella sp. masuk ke saluran

pencernaan melalui makanan atau air yang terkontaminasi. Proses awal
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terjadinya infeksi dimulai dengan tahap attachment, yaitu perlekatan antara
molekul adhesi berupa pili Shigella sp. yang diperkuat dengan outer membrane
protein (OMP) terhadap reseptor pada enterosit (Fitrianingsih et al., 2017).
Selanjutnya, Shigella sp. akan melakukan proses invasi. Proses invasi ke sel
epitel mukosa (misalnya sel M) merupakan proses patologis esensial pada
Shigella sp. yang prosesnya diawali oleh fagositosis. Setelah ditangkap pada
fagositosis, Shigella sp. akan mencoba membebaskan diri dari vakuola fagositik,
lalu melakukan proses multiplikasi dan menyebar dalam sitoplasma sel epitel,
serta menyebar ke sel-sel yang berdekatan (Riedel et al., 2019). Adapun bagian
dari saluran cerna yang diinvasi oleh Shigella sp. adalah enterosit kolon dan
rektum. Invasi Shigella sp. ke dalam enterosit memicu terjadinya inflamasi.
Inflamasi menyebabkan terbentuknya mikroabses pada kolon dan rektum yang
menyebabkan terjadinya nekrosis dari membran mukosa, ulserasi pada
permukaan mukosa, perdarahan, dan pembentukan dari pseudomembran para
daerah yang mengalami ulserasi (Riedel et al., 2019). Proses ini menyebabkan
berkurangnya kemampuan reabsorbsi usus (Perez-Lopez et al., 2016)
Pseudomembran ini mengandung fibrin, leukosit debris sel, membran mukosa
yang nekrosis, dan bakteri. Setelah proses mereda, jaringan granulasi akan
muncul mengisi ulkus dan membentuk jaringan scar (Riedel et al., 2019). Oleh
sebab itu diare yang disebabkan oleh Shigella sp. akan mengandung darah,
lendir, dan nanah yang mengindikasikan adanya inflamasi dan ulserasi pada

kolon dan rektum (Herwana et al., 2010).

Shigella sp. memiliki toksin yang dirilis setelah Shigella sp. mengalami
autolisis yang dinamakan endotoksin. Endotoksin mengandung lipopolisakarida

yang toksik. Endotoksin berperan dalam mengiritasi mukosa dinding usus. Pada
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Shigella dysentriae tipe 1 juga terdapat eksotoksin yang bersifat labil terhadap
suhu panas. Exotoksin ini dapat menyerang saluran cerna dan sistem syaraf
manusia. Eksotoksin merupakan protein antigenik dan bersifat lethal pada hewan
eksperimental. Apabila toksin berperan sebagai enterotoksin (menyerang saliran
cerna), maka akan terjadi diare, seperti efek yang disebabkan oleh Shiga-like
toxin pada E. coli. Pada manusia, eksotoksin juga menghambat penyerapan gula
dan asam amino di usus halus. Apabila toksin berperan sebagai neurotoksin
(menyerang sistem syaraf), maka akan terjadi koma dan meningismus (Riedel et

al., 2019; Ryan et al., 2004).

2.3.4. Tanda dan Gejala Shigellosis

Adapun diare yang disebabkan oleh Shigella ditandai dengan adanya
lendir dan darah disertai dengan nyeri perut terutama sebelah kiri. Diare dapat
disertai mual muntah dan sakit kepala. Diare apabila disebabkan oleh Shigella
dysentriae akan timbul dengan mendadak dan berar, dan dapat meninggal bila
tidak segera dilakukan tatalaksana. Pada pemeriksaan fisik akan dijumpai febris,
nyeri perut pada penekanan di sebelah kiri bawah, terdapat tanda-tanda

dehidrasi, serta tenesmus.

2.3.5. Diagnosis Shigellosis

Dalam mendiagnosis shigellosis dengan menggunakan kultur, diperlukan
spesimen berupa feses yang diperoleh selama tahap awal shigellosis. Spesimen
lalu dikultur pada differential media, seperti agar MacConkey atau eosin
methylene blue (EMB), atau dikultur pada selective media, Hektoen Enteric (HE)
agar atau xylose-lysine-deoxycholate agar yang mensupresi pertumbuhan dari

Enterobacteriaceae lainnya dan bakteri gram positif. Selanjutnya koloni yang
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tidak berwarna (laktosa negatif) diinokulasi ke agar miring triple sugar iron (TSI).
Organisme nonmotil yang gagal menghasilkan H,S, yang menghasilkan asam
tetapi bukan gas dalam bagian paling bawah (bottom) dilanjutkan analisa

aglutinasi oleh antisera Shigella spesifik (Riedel et al., 2019).

Gambar 2.8. Spesies Shigellae pada media kultur. (A). Spesies Shigella pada Hektoen
Enteric (HE) agar. Shigella sp. tidak memfermentasi laktosa, salicin, atau sukrosa
sehingga terlihat transparan/translusen (colorless) pada Hektoen Enteric (HE) agar. (B).
Spesies Shigella pada triple sugar iron (TSI) agar. Shigella sp. memfermentasi glukosa,
namun tidak memfermentasi laktosa dan sukrosa yang terlihat pada agar TSI. Sehingga
Shigella memproduksi reaksi alkaline over acid (K/A) dan tidak memproduksi H,S atau
gas (Riedel et al., 2019).

2.3.6. Tatalaksana Shigellosis

Secara umum, shigellosis adalah penyakit yang self-limiting dan banyak
pasien sembuh tanpa pengobatan dalam 5-7 hari. Kematian umumnya rendah
pada usia, namun tinggi pada anak-anak yang kurang gizi, pada bayi, dan pada
pasien usia lanjut. Dehidrasi berat, kejang demam, septicemia, dan pneumonia

adalah potensi komplikasi dari shigellosis berat. Secara umum, penggantian
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cairan secara oral (oral fluid replacement) dianggap cukup untuk mengobati
shigellosis tanpa komplikasi, tetapi pada populasi pasien berisiko tinggi
penggantian cairan secara intravena (IV fluid replacement) mungkin diperlukan

(Riedel et al., 2019).

Pemberian anti-diare seperti loperamide harus dihindari terutama pada
pengobata shigellosis yang disebabkan oleh Shigella dysentriae karena akan
dapat memperburuk gejala-gejala shigellosis. Pengobatan menggunakan
antibiotik direkomendasikan untuk infeksi berat dan untuk mencegah penyebaran
sekunder pada orang-orang yang tinggal dalam satu lingkungan (misalnya,
anggota keluarga) atau selama terjadinya kejadian luar biasa atau wabah. Di
Amerika, penggunaan trimethoprim — sulfamethoxazole dan ampicillin sudah
tidak direkomendasikan sebagai terapi first line shigellosis dikarenakan adanya
resistensi yang luas (Riedel et al., 2019). Namun penggunaanya di negara yang
belum resisten disarankan dengan dosis 960 mg dengan dosis pada anak-anak
30mg/kgBB dua kali sehari selama 3-5 hari (Guerrant et al., 2001). Ciprofloxacin
2x500mg dan ceftriaxone adalah antibiotik pilihan yang efektif (Guerrant et al.,
2001). Namun, dalam beberapa tahun terakhir, Centers of Disease Control and
Prevention (CDC) telah mengidentifikasi jenis yang muncul dari spesies Shigella
yang berpotensi mengurangi sensitivitas terhadap ciprofloxacin. Ceftriaxone
umumnya digunakan untuk terapi shigellosis pada anak. Terakhir, azitromisin
telah terbukti sebagai antibiotik yang masih sensitiv dan digunakan untuk
pengobatan infeksi Shigella yang resisten terhadap antibiotik pada orang dewasa

dan anak-anak (Riedel et al., 2019).
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2.3.7 Perkembangan Vaksin Shigella

Infeksi oleh Shigella akan menginduksi respons imun berupa antibodi
spesifik. Injeksi dari shigella yang dimatikan dapat merangsang produksi antibodi
dalam serum. Namun antibodi ini masih gagal dalam memproteksi terhadap
infeksi. Secretory IgA (s-lgA) pada mukosa usus kemungkinan memiliki peran
penting dalam menginhibisi berulangnya infeksi. s-IgA ini dapat distimulasi oleh
strain hidup yang dilemahkan yang diberikan secara oral sebagai vaksin (dalam

eksperimental) (Riedel et al., 2019)

Meskipun ada upaya penelitian intensif selama lebih dari 60 tahun,
dengan menggunakan beragam strategi vaksin, namun vaksin yang aman dan
efektiv terhadap shigellosis belum tersedia (Ashkenazi & Cohen, 2013). Saat ini,
Shigella sonnei terdiri dari sekitar 80% isolat Shigella di negara maju, dengan
prevalensi relatif yang meningkat dalam beberapa dekade terakhir. Sebaliknya, di
negara-negara berkembang, Shigella flexneri adalah penyebab paling umum

disentri basiler (CDC, 2013; Von Seidlein et al., 2006; Mani et al., 2016).

Dalam perkembangannya beberapa hambatan menghambat laju
pengembangan vaksin Shigella. Beberapa diantaranya adalah adanya
kurangnya pengetahuan mengenai imunologi, terbatasnya model hewan yang
baik dalam merepresetasikan penyakit yang dapat digunakan untuk menguiji
kandidat vaksin, persepsi bahwa intervensi lain (termasuk air dan sanitasi) lebih
tepat, dan dana yang tidak mencukupi untuk mempercepat pengembangan klinis.
Terlepas dari kendala ini, ada kemajuan besar untuk dilaporkan dari kemajuan
pengembangan vaksin Shigella selama 5 tahun terakhir, namun demikian vaksin
berlisensi belum ditemukan sejauh ini (Barry et al., 2013; Pore & Chakrabatrti,

2016; Mani et al., 2016).
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Ada dua pendekatan dasar untuk mencapai jangkauan yang luas dalam
perlindungan terhadap shigellosis: baik dengan menggabungkan vaksin bertarget
serotipe yang poten dalam vaksin multivalen atau dengan menggunakan antigen
yang dapat Dbereaksi silang yang akan memberikan perlindungan terhadap
berbagai strain Shigella (Ashkenazi & Cohen, 2013). Diharapkan bahwa vaksin
yang ada dapat mencakup Shigella dysenteriae tipe 1, Shigella sonnei, Shigella
flexneri 2a, Shigella flexneri 3, dan Shigella flexneri 6. Maka vaksin tersebut akan
mencakup lebih dari 75% diare yang disebabkan oleh Shigella dalam skala
global (Levine et al., 2007). Hal ini didasarkan pada asumsi (dari analisis antigen
ShigellaO dan studi perlindungan oleh reaksi silang) bahwa dimasukkannya
Shigella flexneri 2a, 3a, dan 6 dalam vaksin akan memberikan perlindungan
silang terhadap 11 serotipe Shigella flexneri yang lainnya karena memiliki

sekelompok antigen yang sama (Levine et al., 2007).

Shigella flexneri 2a strain CVD 1208S, salah satu komponen vaksin, telah
maju ke studi Kklinis manusia dan berfungsi sebagai referensi kandidat vaksin
untuk percobaan saat ini (Kotloff et al., 2007). CVD 1208S terbukti aman, dapat
ditoleransi dengan baik dan sangat imunogenik pada sukarelawan dalam
penelitian Fase | (Kotloff et al., 2007). Penelitian tebaru didapatkan bahwa suatu
vaksin terdiri dari kombinasi serotipe S. flexneri 2a, 3a dan 6 dapat memberikan
cakupan langsung terhadap 41% strain Shigella dan proteksi silang dapat
memperluas cakupan ini menjadi 66% cakupan keseluruhan (Livio et al., 2014).
Beberapa penelitian dari Pore et. al. juga menyatakan bahwa protein membran
luar bakteri A (OmpA) dari S. flexneri 2a adalah kandidat vaksin subunit
pelindung yang imunogenik dan manjur terhadap shigellosis (Pore et al., 2009,

2010, 2011, 2012; Pore & Chakrabarti, 2013; Bhowmick et al., 2014).
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Pada awal 1960-an, di Yugoslavia, David Mel melakukan studi yaitu
meletakkan serotipe Shigella yang berbeda pada media yang mengandung
streptomisin hingga Shigella menjadi resisten streptomisin dan ketergantungan
streptomisin (SmD), serta kehilangan kemampuan invasif mukosa (Sereny,
1955; Ashkenazi & Cohen, 2013). Perlindungan dari vaksin ini bertahan selama
satu tahun setelah imunisasi primer pada anak-anak dan pemberian booster
(dengan dosis tunggal) menambah perlindungan untuk satu tahun (Mel et al.,

1974, 1971).

Lipopolisakarida (LPS) adalah antigen permukaan utama pada bakteri
gram negatif yang telah menjadi target pengembangan vaksin Shigella (Morona
et al.,, 2003; Camacho et al., 2013). LPS terdiri dari tiga domain: lipid A,
hydrophobic anchor (terdiri dari inti oligosakarida, domain oligosakarida yang
tidak berulang, dan rantai O-antigen [Oag]), dan domain berulang oligosakarida
(Jann et al., 1982). Keragaman struktural dari rantai Oag di antara berbagai
serotipe membuat para peneliti sulit untuk memanfaatkan LPS spesifik serotipe

sebagai agen pelindung silang dalam vaksin shigellosis (Kim et al., 2018).

2.4.  Molekul Adhesi
2.4.1. Definisi Molekul Adhesi

Molekul adhesi adalah molekul yang berperan penting dalam tahap awal
patogenesis bakteri (pada tahap perlekatan attachment) yaitu berperan dalam
mengikat reseptor pada enterosit sehingga bakteri dapat menginvasi atau
mengeluarkan toksin pada enterosit. Dalam sistem kekebalan tubuh, adhesi sel
memainkan peran penting dalam memulai dan mempertahankan respon imun
yang efektif terhadap patogen asing (Preedy, 2016). Ada empat famili molekul

adhesi: molekul adhesi imunoglobulin-like, integrin, cadherin, dan selektin
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(Preedy, 2016). Sebagian besar molekul adhesin adalah protein transmembran
khas yang memiliki domain sitoplasma, transmembran, dan ekstraseluler (Ren et
al., 2011). intervensi pada tahap attachmnt dapat menghambat terjadinya infeksi.

Pada tahun 2003, Sumarno melakukan penelitian mengenai karakterisasi
molekuler dari protein adhesi Vibrio cholerae O1 M094V dan protein reseptornya
(molekul reseptor) pada usus halus. Pada penelitian tersebut didapatkan bahwa
molekul adhesi Vibrio cholerae terdapat pada pili dan outer membrane protein
(OMP) (Sumarno, 2003). Pada penelitian tersebut berhasil diidentifikasi bahwa
molekul adhesi pada Vibrio cholerae adalah pili dengan berat molekul 50,3 kDa,
37,8 kDa, 35,6 kDa, dan 21,3 kDa sedangkan pada OMP memiliki berat molekul
37,8 kDa (Sumarno, 2003). Selain itu, molekul reseptor Vibrio cholerae pada
membran epitel usus memiliki berat molekul 62 kDa, 12,7 kDa dan 10 kDa
(Sumarno, 2003).

Penelitian mengenai pili Shigella dysentriae membuktikan bahwa pili
Shigella dysentriae dengan berat molekul 49,8 kDa merupakan molekul adhesi
yang memiliki sifat hemaglutinin. Molekul adhesi pili Shigella dysentriae dengan
berat molekul 49,8 kDa tersebut dapat menghambat proses attachment Shigella
dysentriae pada enterosit mencit (Agustina et al., 2012). Molekul adhesi Shigella
dysentriae juga dilaporkan memiliki efek protektivitas usus dengan menghambat
sekresi cairan pada usus serta menghambat kolonisasi bakteri Shigella
dysentriae (Setyorini et al., 2013).

2.4.2. Peran Molekul Adhesi dalam Menginduksi Respon Imun

Penelitian dari Sumarno et. al. menyatakan bahwa molekul adhesi pada

pili Vibrio cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikombinasikan dengan

CTB telah berhasil menginduksi respon imun innate berupa s-IgA dan
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menghambat sekresi cairan usus (Sumarno et al., 2011). Berdasarkan penelitian
tersebut diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai efek vaksinasi terhadap
komponen imunitas lainnya.

Penelitian lain menyatakan bahwa molekul adhesi subunit pili Shigella
flexneri dengan berat molekul 18 kDa dapat meningkatkan ekspresi protein
antimikroba 3-defensin pada mencit (Fitrianingsih et al., 2018).

2.4.3 Reaksi Silang antar Molekul Adhesi

Beberapa penelitian mengenai reaksi silang telah dilakukan. Penelitian
dari Rabbi et. al. (2008) menyatakan bahwa terdepat reaksi silang antigenik
antara komponen permukaan Vibrio cholera O1, Shigella flexnerii 2a dan
Haemophillus influenzae b (Rabbi et al., 2008). Berdasarkan hal tersebut, diduga
molekul adhesi Vibrio cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa dapat dijadikan
sebagai kandidat vaksin homolog untuk Vibrio cholerae dan Shigella flexneri.

Terjadi juga reaksi silang antara protein pili hemaglutinin dengan berat
molekul 49,8 kDa dan 7,9 kDa pada Shigella sp. (Khoirul et al.,, 2016). Pada
penelitian tersebut, dinyatakan bahwa terdapat reaksi imunologis antara antibodi
poliklonal terhadap pili Shigella dysentriae dengan berat molekul 49,8 kDa
dengan pili Shigella boydii dengan berat molekul 49,8 kDa, serta pili Shigella
dysentriae dengan berat molekul 7,9 kDa dengan pili Shigella boydii dengan
berat molekul 7,9 kDa yang telah terbukti dengan menggunakan uji dot blotting
dan western blotting. Namun pada penelitian tersebut tidak ditemukan reaksi
imunologis yang identik antara molekul 49,8 kDa dan 7,9 kDa milik S.flexneri dan
S.sonnei (Khoirul et al., 2016).

Penelitian dari Milliana et al. (2017) menyatakan bahwa terjadi reaksi

silang antara molekul adhesi pada outer membrane protein (OMP) Shigella
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flexneri dan OMP dari spesies Shigella lainnya. Pada penelitian ini Protein
dengan berat molekul 28 kDa Shigelle flexneri pada OMP diidentifikasi sebagai
protein hemagglutinin yang berfungsi sebagai protein adhesi. Antibodi terhadap
protein ini bereaksi silang dengan OMP dari spesies Shigella lainnya. Namun
penelitian mengenai efek reaksi silang dalam menghambat sekresi cairan pada
mukosa usus belum diteliti lebih lanjut (Milliana et al., 2017). Reaksi silang juga
terjadi antara molekul adhesi pada pili Shigella flexneri dan OMP Shigella flexneri
yang keduanya bersifat hemaglutinin (Fitrianingsih et al., 2017). Pada penelitian
tersebut dinyatakan bahwa terdapat reaksi silang yang terjadi antara pili Shigella
flexneri dengan berat molekul 18 kDa dengan pili Shigella flexneri dengan berat
molekul 23 kDa, 34 kDa, dan 53 kDa serta OMP Shigella flexneri dengan berat
molekul 23 kDa dan 27 kDa. Hal ini menunjukkan bahwa protein adhesin pada
pili dan OMP S. flexneri terdiri dari beberapa epitop yang identik yang ditunjukkan
oleh terjadinya reaksi silang dari antibodi (Fitrianingsih et al., 2017). Selanjutnya,
Miliana et al menemukan bahwa antibodi terhadap OMP Shigella flexneri dengan
berat molekul 28 kDa mampu bereaksi dengan OMP spesies Shigella lainnya
yaitu Shigella dysentriae, Shigella sonnei, dan Shigella boydii yang dibuktikan
dengan menggunakan western blotting. Pada penelitian tersebut juga dilakukan
uji adhesi dimana sel enterosit mencit yang sudah diberikan vaksinasi berupa
OMP Shigella flexneri dengan berat molekul 28 kDa selanjutnya dipaparkan
dengan bakteri Shigella flexneri dan didapatkan bahwa semakin tinggi dosis
OMP yang diberikan maka semakin rendah jumlah bakteri Shigella flexneri yang

melekat pada enterosit (Miliana, 2017).
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2.5. Cholerae Toxin Sub-unit B (CTB)

2.5.1. Definisi CTB

Faktor virulensi utama dari Vibrio cholerae adalah cholera toxin (CT),
yang terdiri dari dua subunit: subunit A (CTA) dan subunit B (CTB). Keberadaan
CT pertama kali dihipotesiskan oleh Robert Koch pada tahun 1886, yang
menyatakan bahwa gejala yang disebabkan oleh Vibrio cholerae dapat
disebabkan oleh racun yang dihasilkan oleh organisme tersebut. Hipotesis ini lalu

dibuktikan oleh Calcutta pada tahun 1959 (De, 1959).

Gambar. 2.9. Struktur crystalography dari cholera toxin (CT). Sebelah kiri adalah
cholerae toxin secara umum yang terdiri dari subunit A (CTA) dan cholerae toxin subunit
B (CTB). Sebalah kanan adalah struktur dari CTB saja.

CTB adalah homopentamerik berukuran 11,6 kDa. CTB merupakan
protein yang non-toksik yang berfungsi untuk mengikat ganglioside GM1 pada
sel mamalia dengan afinitas yang tinggi. Saat ini CTB telah diproduksi secara
rekombinan dan digunakan sebagai komponen dari vaksin kolera oral berlisensi
internasional karena CTB dapat menginduksi kekebalan humoral yang kuat yang
dapat menetralkan toksin kolera di dalam usus. Selain itu, penelitian terbaru telah

mengungkapkan bahwa pemberian CTB mengarah pada induksi mekanisme

§

UNIVERSITAS

47




.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

antiinflamasi secara in vivo. CTB dapat berperan sebagai agen imunomodulator
dan agen anti-inflamasi (Baldauf et al., 2015).
2.5.2. Peran CTB dalam Menginduksi Respon Imun

Subunit CTB sebelumnya ditunjukkan telah menginduksi respons imun
(Holmgren et al., 1994). CTB telah terbukti secara kuat menginduksi respon
imun ketika diberikan melalui rute intranasal tetapi kurang kuat ketika diberikan
secara oral (Sanchez & Holmgren, 2008; Kubota et al., 2005; Blanchard et al.,
1998). Namun, rute pemberian hidung tidak disukai karena potensi risiko untuk
mengembangkan Bell's palsy (Rath et al., 2007; Mutsch et al., 2004; Couch,
2004). Untung saja ditemukan bahwa dengan menggabungkan antigen ke CTB
dan diberikan via oral, respons imun yang terjadi jauh lebih kuat (Guo et al.,

2012).

2.5.3. Peran CTB sebagai Adjuvan

Potensi adjuvan dari CTB juga telah ditunjukkan dalam model hewan
(Baptista et al., 2014; De Geus et al.,, 2011; Boustanshenas et al., 2013).
Pengembangan vaksin terhadap beberapa patogen bakteri telah dicoba baru-
baru ini dengan mengkonjugasikan antigen ke CTB untuk menginduksi respon
imun terhadap bakteri (Baldauf et al., 2015). CTB yang diproduksi secara
rekombinan adalah komponen penting dari vaksin kolera oral untuk penggunaan
manusia. CTB rekombinan ini tidak diberikan sendirian namun dikonjugasikan
dengan whole cell Vibrio cholera yang dikenal dengan Dukoral dan diaplikasikan
di lebih dari 50 negara di seluruh dunia (Sanchez & Holmgren, 1989; Sanchez &
Holmgren, 2008). Ketika diberikan secara oral dalam dua atau tiga dosis, vaksin
telah ditemukan menginduksi anti-toksin IgA usus dan antibodi anti-bakteri

(terutama anti-lipopolysaccharide). Pada anak-anak di bawah usia 5 tahun,
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perlindungan jangka pendek, yang secara signifikan dimediasi oleh antibodi anti-
toksik IgA adalah 100% untuk 6 bulan pertama tetapi berkurang dengan cepat,
dibandingkan anak usia >5 tahun dan dewasa, menjadi hanya 30% di tahun

kedua follow up (Sanchez & Holmgren, 2008).

Selain aktivitas adjuvan pada vaksin untuk mukosa, penelitian terbaru
telah mengungkapkan bahwa CTB juga dapat menginduksi respon anti-inflamasi
dan sel Treg sehingga dapat mensupresi imunopatologi pada alergi dan

autoimun (Sun et al., 2009).

2.6. Defensin
2.6.1. Definisi Defensin

Defensin adalah peptida bersifat antimikroba yang disekresikan oleh
enterosit sebagai komponen respon imun innate humoral (Doss et al., 2010).
Permukaan usus melindungi diri dari mikroorganisme dengan respon imun
bawaan (innate). Imunitas bawaan (innate) merupakan mekanisme perlindungan
yang membentuk garis pertahanan pertama dan mampu merespon dengan cepat
untuk menangkal potensi infeksi oleh patogen (Cobo & Chadee, 2013). Respon
imun ini tidak berdasarkan pada pengenalan antigen spesifik, oleh karena itu
kurang spesifik apabila dibandingkan dengan sistem imun adaptif. Namun,
kekebalan bawaan memberikan perlindungan terhadap berbagai mikroba dalam
cakupan yang luas, bahkan yang belum pernah dikenali sebelumnya oleh sistem

imun (Grishin & Sokolov, 2014).

Sel-sel epitel usus membentuk lapisan fisik yang bertindak sebagai
penghalang antara lingkungan luar dan dalam dari host. Selain itu, sel-sel ini

mengeluarkan beberapa molekul defensif ke dalam cairan mukus, seperti musin,
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peptida antimikroba, dan imunoglobulin (Doss et al., 2010; Pazgier et al., 2006;

Sperandio et al., 2015).

Peptida antimikroba berpartisipasi dalam sistem kekebalan bawaan dan
digunakan oleh semua organisme eukariotik. Peptida antimikroba terdiri dari
defensin, laktoferin, cathelicidin, dan histatin (Grishin & Sokolov, 2014; Wehkamp

et al., 2007).

2.6.2. Struktur Defensin

Secara struktural, defensin adalah peptida pendek yang terdiri dari 30 -
45 asam amino yang kaya akan asam amino kationik, yang memberi molekul
bermuatan positif dengan berat molekul yang kecil yaitu sekitar 2-6 kDa. Ciri
khas defensin adalah susunan 3 ikatan disulfida yang secara fungsional
menstabilkan peptida dari degradasi oleh protease (Underwood & Bevins, 2010;
Grishin & Sokolov, 2014). Pada manusia, gen yang mengkode peptida dari

defensin terutama terletak pada kromosom 8p22-23 (Grishin & Sokolov, 2014).
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Gambar 2.10. Struktur dari defensin. a-defensin (a), B-defensin (b), dan 6-defensin (c)
(Grishin & Sokolov, 2014).
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Berdasarkan perbedaan struktur reptil, unggas, dan manusia, defensin
terdiri dari a, B dan 6 defensin secara khas memiliki sifat mikrobisida terhadap
bakteri, fungi, virus, dan protozoa (Grishin & Sokolov, 2014; Lehrer et al., 2009).
Pada manusia, defensin diekspresikan secara luas, diantaranya pada neutrofil,
kulit, dan epitel mukosa. Sebagian besar defensin adalah antimikroba yang poten
dan beberapa memiliki aktivitas kemotaktik serta penetral toksin (Underwood &
Bevins, 2010). Sel epitel usus manusia menghasilkan human a-defensin (HD),
yang tediri dari HD-5 dan HD-6, human B-defensin (hBD), yang terdiri dari hBD-
1,2,3, dan 4, dan cathelicidin (terdiri dari LL-37 / hCAP-18) (Doss et al., 2010;

Pazgier et al., 2006).
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Gambar 2.11. Ekspresi peptida antimikroba defensin pada tubuh. Human beta
defensin-1 (hBD-1) terdapat pada kantung empedu, lambung (baik saat kondisi normal
maupun saat terjadi inflamasi, dan kolon (pada kondisi hormal). Human beta defensin-2
hBD-2 terdapat pada kantung empedu saat kondisi hepatolithiasis, di lambang saat
gastritis, dan di kolon saat ulcerative colitis. Human alfa defensin-5 (HD-5) ditemukan di
Paneth cell saat kondisi inflamasi (Wehkamp et al., 2007).
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2.6.3. Tempat Diproduksinya Defensin

human a-defensin (HD-5 dan HD-6) diekspresikan oleh sel epitel spesial
pada usus halus yang dinamakan sel Paneth (Mastroianni & Ouellette, 2009;
Rubio & Befrits, 2009) serta diproduksi oleh granula dari neutrofil (Underwood &
Bevins, 2010). Sedangkan [-defensin diproduksi oleh berbagai sel epitel,
diantaranya adalah Kkeratinosit, enterosit kolon, sel epididimal, kornea,
konjungtiva, sinus, paru, sel epitel yang melapisi telinga tengah, genital, dan
saluran kencing (Underwood & Bevins, 2010). Human beta defensin (hBD)
diproduksi di beberapa bagian tertentu (dapat dilihat pada gambar 2.2). hBD-1
diekspresikan dalam epitel esofagus, lambung, usus halus, dan kolon. Human
beta defensin-2 hBD-2 diproduksi oleh kantung empedu saat kondisi
hepatolithiasis, di lambung saat gastritis, dan di kolon saat ulcerative colitis.
Human alfa defensin-5 (HD-5) ditemukan di Paneth cell saat kondisi inflamasi
(Wehkamp et al., 2007) Penelitian mengenai tempat produksi hBD 3 dan 4 belum

banyak penelitian sehingga produksi hBD3 dan hBD4 tidak diketahui.

2.6.4. Saat Diproduksinya Defensin

hBD-1 diekspresikan pada keadaan individu yang sehat dan normal.
Sedangkan hBD-2, hBD-3, hBD-4, dan cathelicidin diekspresikan dalam kondisi
adanya infeksi dan inflamasi atau setelah induksi bakteri secara in vitro (Fahlgren
et al.,, 2003; Ramasundara et al., 2009; Wehkamp et al., 2007; O'Neil et al.,
1999). Beberapa B-defensin juga memiliki aktivitas in-vitro melawan bakteri.
Dibandingkan dengan human B-defensin lainnya, HBD1 menunjukkan aktivitas
antibakteri in vitro yang lebih lemah (Valore et al., 1998). Sebuah studi

menyatakan bahwa ekspresi level mRNA hBD-2 seratus kali lebih tinggi pada

UNIVERSITAS

52

§




.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

tahap akut diare berair (oleh karena Vibrio cholerae O1) dibandingkan dengan
tahap pemulihan (covalescent) dan kontrol. Peningkatan ekspresi hBD-2 yang
selanjutnya diikuti dengan produksi HD-5, HD-6, lisozim, hBD-1, dan LL-37

(Shirin et al., 2011).

2.6.5. Cara Kerja Defensin dalam Membunuh Bakteri

Secara umum defensin (bermuatan positif) membunuh mikroba target
dengan cara berikatan dengan membran terluar sel mikroba yang mengandung
lipid (bermuatan negatif) dan selanjutnya membuat pori sehingga mengganggu
integritas membran mikroba lalu menyebakan kematian dari mikroorganisme
tersebut. Mekanisme ini dikenal sebagai ‘Model Shai-Matsuzaki-Huang’

(Dommett et al., 2005; Grishin & Sokolov, 2014).

a-defensin mampu menghambat toksin bakteri, termasuk yang diproduksi
oleh Bacillus anthracis, Clostridium difficile, Corynebacterium diphtheriae,
Pseudomonas aeruginosa, dan cytolysins (eksotoksin yang diproduksi oleh
bakteri Gram positif yang melisiskan sel darah merah) (Lehrer et al., 2009; Kim et
al., 2005, 2006; Giesemann et al., 2008). hBD2 bersifat mikrobisida terhadap
Pseudomonas aeruginosa, E. coli dan Candida albicans, tetapi juga bersifat
bakteriostatik terhadap S. aureus (Harder et al., 1997, 2000). hBD-2 dapat juga
diinduksi oleh beberapa bakteri lainnya, yaitu Campylobacter jejuni dan H. pylori
(Wada et al., 1999; Zilbauer et al., 2005). HBD4 bersifat bakterisida terhadap

Staphylococcus , P. aeruginosa, dan yeast (Garcia et al., 2001)

Defensin dan agen antimikroba usus lainnya sangat penting dalam
perlindungan lini pertama terhadap banyak patogen diare. Glikoprotein musin

dan peptida antimikroba adalah komponen utama dari sawar mukosa, dan
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terbukti membentuk perlindungan yang efektif terhadap sebagian besar mikroba
(Sperandio et al., 2015). Kebanyakan defensin manusia memiliki aktivitas
bakterisidal spektrum luas dan membunuh pada konsentrasi mikromolar
(Underwood & Bevins, 2010). Aktivitas antimikroba defensin diperkirakan
memiliki 2 fungsi utama, yaitu melindungi host dari mikroba patogen dan
mengatur komposisi mikrobiota komensal yang berkolonisasi di permukaan sel
host sehingga membantu memproteksi pemukaan mukosa dari kemungkinan

terjadinya kolonisasi bakteri patogen (Salzman et al., 2007, 2010)

Defensin juga dapat menjembatani imunitas bawaan (innate) dan adaptif.
Beberapa defensin memiliki aktivitas proinflamasi karena mereka merangsang
ekspresi sitokin (misalnya, interleukin 6 [IL-6]) dan kemokin. Namun, terdapat
juga defensin lain yang bertindak sebagai kemoatraktan untuk sel dendritik,
neutrofil, sel T memori, dan sel mast (Yang et al., 2007). Sebagai bentuk dari
respon imun innate beta defensin dihasilkan oleh sel epitel enterosit yang
diproduksi dalam bentuk cairan mukosa usus berisi petida antimikroba lainnya
seperti laktoferin dan cathelicidin. Sebagai respon imun adaptive, beta defensin

diinduksi oleh IL-17 (Salzman et. al., 2010)

Terlepas dari berbagai karakteristik positif, salah satu kelemahan utama
dari banyak defensin terdiri dari penargetan yang rendah sehingga mencegah
pelekatan bebas peptida ke permukaan yang kaya lipid dari dinding sel bakteri
dan karena itu mengurangi efek antimikroba (Selsted, 2004; Grishin & Sokolov,

2014).
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2.7. Ligated lleal Loop

2.7.1. Definisi Ligated lleal Loop

Metode Ligated lleal Loop adalah metode yang digunakan untuk
mempelajari patofisiologi diare dan untuk mengevaluasi terapi antidiare. Metode
dilakukan dengan cara mengambil segmen usus dari hewan coba lalu diligasi
untuk selanjutnya diinokulasikan supernatan bakteri pada segmen usus tersebut.
Metode ini awalnya ditemukan oleh Hauschild (Hauschild et al., 1967). Pada
penelitian Hauschild ditemukan bahwa segmen usus domba yang telah diligasi
lalu diinjeksikan dengan suspensi Clostridium perfringens dengan air akan terjadi
akumulasi cairan pada usus tersebut yang serupa dengan produksi diare oleh
kelompok domba hidup yang diinfeksikan dengan Clostridium perfringens secara

oral dan intraduodenal (Hauschild et al., 1968).

2.7.2. Metode Ligated lleal Loop dengan Vibrio cholerae

Selanjutnya setelah ditemukan metode ligated ileal loop pada domba
tersebut, studi dikembangkan oleh peneliti lain yaitu dengan menggunakan
metode ini pada usus kelinci yang diligasi lalu diinjeksikan Clostridium
perfringens (Duncan et al., 1968). Pada tahun 1969, studi mengenai ligated ileal
loop dilakukan untuk mengetahui reaksi akumulasi cairan oleh beberapa hewan
coba terhadap inokulasi Vibrio cholerae dan toksin Vibrio cholerae (Basu &
Pickett, 1969). Dari semua hewan coba yang ada, dilakan inokulasi Vibrio
cholerae 569B pada segmen usus sepanjang 10 cm. Hasil dari percobaan
tersebut ditemukan bahwa semua hewan coba menimbulkan akumulasi cairan

bila diinfeksikan dengan Vibrio cholerae utuh seperti terlihat pada tabel ...
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Tabel 2.6. Reaksi lleal Loop Hewan Coba terhadap Vibrio cholerae 569B (Basu & Pickett,
1969).

Fluid (ml/cm)®
Animal Dose PEE: T~ ‘;:?:l‘
meatal | Centrol
Gerbil 1 X 10% | 0.25*| <0.05| 6 X 107
Rat 1 X 10° [ 0,30 | <0.05| 6 X 10¢
Hamster 1 X 10¢ | 0.40 | <0.05| 8 X 10#
Guinea pig |1 X 10® | 0.50 | <0.05| 8 x 10
Chinchilla 1 X 10¢ | 0.70 | <0.05| 8 X 10#
Cat 1 X107 | 1.30 0.05] 7 X 10#
Mouse 5 X 107 | 0.10 | <0.05] 6 X 10

Selain itu, Basu dan Pickett juga melakukan percobaan pemberian crude
toxin Vibrio cholerae pada beberapa hewan seperti gerbil, kelinci, hamster,
marmut, chinchilla, kucing, dan mencit. Dari pemberian crude toxin Vibrio

cholerae didapatkan akumulasi cairan seperti pada tabel 2.7.

Tabel 2.7. Reaksi lleal Loop Hewan Coba terhadap crude toxin Vibrio cholerae (Basu &
Pickett, 1969).

Flukd (ml/cm)
Aniemal (oo eaita) =

-?:‘.‘ Control
Gerbil 0.25 0.20 <0.05
Rat 0.50 0.30 <0.05
Hamster 0.50 0.30 <0.0§
Guinea pig 0.50 0.45 <0,08
Chinchilla 0.50 0.80 «<0.05
Cat 5 1.50 0.05
Mouse 5 0.10 <0.05

Model mencit dewasa telah dikembangkan dalam melakukan penelitian
eksperimental kolera baik pada segmen loop usus yang diligasi maupun usus
utuh tanpa diligasi. Mencit dari turunan strain yang berbeda memiliki variasi
kerentanan usus terhadap toksin yang berbeda juga. Tikus C57B adalah strain
yang paling sentiv ketika diuji dengan toksin kolera (Lange & Holmgren, 1978).
Pada usus mencit C57B yang diligasi lalu diberikan toksin dari Vibrio cholerae,

terjadi akumulasi cairan dimulai dalam 1 jam setelah inokulasi toksin dan
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peningkatan maksimal terjadi pada jam ke-5. Selanjutnya, terjadi pemulihan usus

secara bertahap (Lange & Holmgren, 1978).
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Gambar 2.12. Peningkatan massa usus yang dilakukan induksi toksin Vibrio cholerae
dengan metode MLIL (Lange & Holmgren, 1978) . a. Peningkatan massa usus yang
ditimbulkan oleh crude toxin sebanyak 25 mg (e) dan 3 mg (A). b. Peningkatan massa
usus yang ditimbulkan oleh crude toxin sebanyak 100 mg.

2.7.3. Mice Ligated lleal Loop MLIL oleh Sumarno et. al.

Pada penelitian-penelitian mengenai ligated ileal loop yang telah ada,
segmen usus yang telah diligasi lalu diinfeksikan dengan toksin atau bakteri
dimasukkan kembali ke dalam usus mencit, lalu mencit dibiarkan hidup hingga
menimbulkan manifestasi diare. Hal tersebut tentunya akan menyiksa mencit dan
kurang etis terhadap mencit. Pada tahun 2011, Sumarno et. al. menciptakan
metode mice ligated ileal loop (MLIL) yang berbeda. Pada metode MLIL tersebut
mencit dikorbankan (dimatikan) untuk dibedah dan diambil segmen ususnya.
Selanjutnya mencit diinokulasikan dengan bakteri yang akan diuji cobakan.
Selanjutnya segmen usus yang ada dimasukkan ke media RPMI yang fisiologis
dengan keadaan dalam usus mencit ketika masih hidup dan dinilai efek dari

bakteri dalam menaikkan massa usus mencit (Sumarno et al., 2011).
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2.8. Kerangka Teori dan Deskripsi

2.8.1 Kerangka Teori
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2.8.2. Deskripsi Kerangka Teori

Vibrio cholerae memiliki komponen permukaan, yaitu pili dan OMP yang
berperan dalam proses attachment pada patogenesis Vibrio cholerae. Protein
yang berperan tersebut dinamakan molekul adhesi, yang bertugas untuk
mengikat molekul reseptor. Adapun molekul adhesi yang telah ditemukan adalah
OMP BM 37,8 kDa; pili BM 50,3 kDa; pili BM 37,8 kDa; pili BM 35,6 kDa; dan pili
BM 21,3 kDa. Vibrio cholerae memproduksi cholerae toxin (CT) yang terdiri dari
cholerae toxin A (CTA) dan cholerae toxin B (CTB). CTA merupakan toxin
toxigenic, sedangkan CTB memiliki peran untuk mengikat galnglioside GM1 pada
entrosit yang memfasilitasi masuknya CTA. CTA selanjutnya mengubah protein
regulasi Gs inaktiv menjadi aktiv. Aktivasi ini mengaktivkan enzim adenylat
cyclase (AC). AC mengubah adenosine triphosphat (ATP) menjadi cyclic
adenosine monophosphate (cAMP). Akumulasi cAMP menyebabkan sekresi dari
Na®, CI, HCOgs, dan air (H,O) ke lumen usus sehingga terjadi diare berair
(waterry diarrhea).

Adanya vaksinasi menginduksi respon imun innate berupa (-defensin,
laktoferin, cathelicidin, dll serta respon imun adaptif berupa sel B, plasma, s-IgA
dan IgG meningkat. Respon imun yang meningkat menghambat terjadinya
patogenesis diare yang diakibatkan oleh Vibrio cholerae. Adapun vaksinasi yang
pernah diteliti dan terbukti meningkatkan respon imun yaitu Sanchol (WC),
Dukoral (WC-rBS), whole cell dengan CTB yang bukan hasil rekombinasi (WC-
CTB), dan vaksinasi dari Sumarno et. al. (2011) konjugasi antara molekul adhesi

pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dengan CTB.
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Grand Desain Penelitian
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3.2. Kerangka Konsep Desain Penelitian secara Khusus
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3.3. Deskripsi Kerangka Konsep

Vibrio cholerae dan Shigella flexneri memiliki molekul adhesi yang
berfungsi dalam tahap awal pada proses attachment (perlekatan bakteri pada
enterosit usus halus pada Vibrio cholerae dan kolon pada Shigella flexneri).
Molekul adhesi Vibrio cholerae adalah subuni pili dengan berat molekul (BM)
37,8 kDa (Sumarno et al., 2011) dan molekul adhesi Shigella flexneri adalah
subunit pili dengan berat molekul (BM) 49,8 kDa (Khoirul et al., 2016). Molekul
adhesi merupakan molekul yang berperan pada tahap awal patogenesis yang
berperan dalam proses perlekatan kepada reseptor di enterosit. Diketahui
molekul adhesi pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dan molekul adhesi pili Shigella
flexneri adalah BM 49,8 kDa sama sama merupakan molekul adhesi yang
berperan dalam proses perlekatan (Sumarno et al., 2011; Khoirul et al., 2016)
dan diketahui bahwa terdapat reaksi silang antigenik antara komponen
permukaan Vibrio cholera O1, Shigella flexnerii 2a dan Haemophillus influenzae
b (Rabbi et al., 2008). Molekul adhesi pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa bila
dikonjugasikan dengan CTB maka dapat menginduksi respon imun berupa s-IgA
dan menghambat sekresi cairan (ditandai dengan turunnya massa usus) pada
usus mencit yang diinfeksi Vibrio cholerae dengan metode MLIL (Sumarno et al.,
2011). Sehingga peneliti menduga dengan adanya vaksinasi pili Vibrio cholerae
BM 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB maka kemungkinan selain dapat
menurunkan massa usus mencit yang diinfeksi Vibrio cholerae juga dapat

menurunkan massa usus yang diinfeksi Shigella flexneri.

Setelah proses perlekatan oleh molekul adhesi patogenesis dilanjutkan.
Pada Shigella flexneri patogenesis dilanjutkan dengan invasi mukosa usus, lalu

Shigella flexneri akan membentuk kolonisasi sehingga terjadilah inflamasi yang
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menyebabkan kerusakan jaringan dan terjadilah bloody diarrhea. Sedangkan
pada Vibrio cholerae, patogenesis dilanjutkan dengan sekresi toksin. Toksin
akan menyebabkan peningkatan c-AMP (cyclic adenosine monophosphate)
sehingga menghasilkan sekresi dari cairan dan elektrolit ke Ilumen usus
menyebabkan terjadinya wattery diarrhea (patogenesis lengkap terdapat pada
gambar 2.9. Kerangka Teori). Toksin yang dihasilkan oleh Vibrio cholerae adalah
cholerae toxin yang terdiri dari sub-unit A (CTA) dan sub-unit B (CTB). CTA
merupakan bentuk aktiv dari subunit yang memiliki peran dalam patogenesis
terjadinya penyakit kolera. CTB merupakan subunit yang berperan untuk
mengikat enterosit (dijelaskan lebih lanjut pada Gambar 2.9 Kerangka Teori).
CTB juga dapat berperan sebagai adjuvan bagi molekul adhesi. Molekul adhesi
dan CTB dikonjugasikan untuk dijadikan vaksin. Vaksin akan meningkatkan
respon imun inang yang dapat menginhibisi progresifitas diare yang disebabkan
oleh Vibrio cholerae dan Shigella flexneri dengan cara menghambat proses
perlekatan kedua bakteri tersebut pada enterosit. Respon imun yang diinduksi
yaitu efektor respon imun berupa Th2, Th17, dan Treg. Th2 memiliki peran untuk
menghasilkan s-IgA yang fungsinya untuk mengikat patogen sehingga tidak
dapat berikatan dengan enterosit. Th17 memiliki peran dalam melawan patogen
pada mukosa usus dengan induksi inflamasi. Th17 menghasilkan sitokin IL-17
dan menginduksi produksi B-defensin oleh enterosit. B-defensin merupakan
respon imun innate non-spesifik yang berperan dalam mengeradikasi patogen
apapun yang masuk ke enterosit. Selain itu, tubuh juga memiliki mekanisme
regulator yang mencegah aktivitas berlebihan dari Th17 sehingga tidak muncul
respon imun berlebihan yang dapat merusak jaringan inang. Semua respon imun

ini berperan dalam menghambat proses perlekatan dari bakteri Shigella flexneri
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maupun Vibrio cholerae sehingga kedua bakteri tersebut tidak dapat menginfeksi

enterosit

Harapannya dengan adanya pemberian vaksinasi berupa molekul adhesi
pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB, akan dapat
meningkatkan produksi respon imun innate yang dapat mengeradikasi berbagai
patogen yang masuk ke enterosit sehingga tidak hanya mengeradikasi bakteri
Vibrio cholerae namun juga mengeradikasi Shigella flexneri sehingga diare tidak
terjadi. Parameter yang akan diukur untuk mengetahui efek vaksinasi ini dalam
menghambat diare adalah massa usus dan parameter yang akan diukur untuk
mengetahui respon imun innate adalah B-defensin. Dengan adanya vaksinasi,
maka diharapkan adanya peningkatan respon imun innate (B-defensin) dan
berkurangnya diare yang ditandai dengan adanya reduksi cairan sehingga berat

usus menurun.

3.4. Hipotesis

3.4.1. Vaksinasi oleh molekul adhesi pada pili Vibrio cholera dengan berat
molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB dapat meningkatkan

kadar B-defensin pada mencit

3.4.2. Vaksinasi oleh molekul adhesi pada pili Vibrio cholerae dengan berat
molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB dapat menurunkan
massa usus (menghambat progresifitas keluarnya cairan) pada mencit

yang diinfeksi Vibrio cholerae dan Shigella flexneri.
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METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain eksperimen murni (true experimental
design). Penelitian menggunakan rancangan Randomized Post Test Only Control
Group Design. Penelitian menggunakan mencit balb/c. Dipilihnya mencit balb/c
sebagai hewan coba adalah karena mudah untuk dikembangbiakkan dan
merupakan mencit yang baik untuk produksi antibodi monoklonal (Nguyen et al.,
2015; Sawasvirojwong et al., 2013). Selain itu hewan coba mencit juga relatif
lebih murah dibandingkan dengan hewan coba lainnya. Mencit yang digunakan
pada setiap kelompok dipilih dengan cara randomisasi sederhana.

Penelitian dilakukan secara in vivo untuk parameter B-defensin. Untuk
parameter p-defensin mencit balb/c dikelompokkan ke dalam 2 kelompok yaitu
kelompok kontrol dan kelompok vaksinasi (tabel 4.1). Kelompok kontrol terdiri
dari 15 subjek dan kelompok vaksinasi terdiri dari 10 subjek. Setelah tikus
dibedah, dilakukan scrapping mukosa usus untuk pengukuran kadar -defensin.

Selanjutnya, penelitian dilakukan secara ex vivo untuk parameter massa
usus yang mana usus mencit balb/c dikelompokkan ke dalam 5 kelompok. 5
kelompok tersebut berasal dari kelompok kontrol dan kelompok vaksinasi yang
digunakan pada parameter 3-defensin. Kelompok kontrol dibagi menjadi 3 yang
terdiri dari kelompok kontrol negatif (KN), kelompok kontrol positif shigella (KPS),
dan kelompok kontrol positif vibrio (KPV). Kelompok vaksinasi dibagi menjadi 2
kelompok yaitu kelompok vaksinasi vibrio infeksi shigella (VVS) dan kelompok

vaksinasi vibrio infeksi vibrio (VVV) (tabel 4.1.) Masing-masing kelompok
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berjumlah 5 subjek. Setelah dilakukan MLIL, peningkatan atau penurunnan
massa usus ditimbang.
4.2.  Populasi dan Jumlah Subjek

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit balb/c
dengan usia kurang lebih 6-8 minggu dengan berat 20-30 gram. Mencit yang
dimasukkan dalam penelitian adalah mencit jantan yang sehat, bergerak akiif,

mau makan dengan baik, dan tidak terdapat kelainan anatomis.

Perhitungan pengulangan sampel menggunakan rumus Federer (1963)

dalam (Wahyuni, 2008) adalah sebagai berikut :

P-1)(n—-1)=15

p : jumlah perlakuan, n : jumlah pengulangan
Adapun rumus perhitungan sampel pada penelitian ini dihitung adalah
sebagai berikut:
G-1)(n-1)=15
4n-4=15
4n=19
n=4,75
Untuk setiap perlakuan dilakukan 5 kali pengulangan sehingga total
sampel yang dibutuhkan adalah 25 ekor mencit. Penelitian ini telah mendapat
keterangan kelaikan etik dari Komisi Etik Universitas Brawijaya oleh proposal
yang berjudul “Reaksi Silang Respons Imun antara Molekul adhesin Shigella
dan Vibrio cholerae” No. 44/EC/KEPK-S2/03/2018 tanggal 16 Maret 2018

(Lampiran 1).
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o Tabel 4.1. Jumlah sampel di tiap perlakuan.
D
S Kelompok Kelompok Post Infeksi n Induksi dan Perlakuan
Pre-Infeksi
Kontrol Negatif (KN) 5 Tidak diberi vaksin molekul adhesin
dan tidak diinfeksi Vibrio cholerae
e maupun Shigella flexneri
Sraitas Kontrol  Positif  Infeksi 5 Tidak diberi vaksin molekul adhesin
g ‘g o Shigella flexneri (KPS) dan diinfeksi dengan 10° CFU/mL
g ¥ < Shigella flexneri
Kontrol ~ Positif  Infeksi 5 Tidak diberi vaksin molekul adhesin
Vibrio cholera (KPV) dan diinfeksi dengan 10° CFU/mL
Vibrio cholerae
Vaksinasi Vibrio Infeksi 5 Diberikan vaksin molekul adhesin
Xrpld” Shigella flexneri (VVS) Vibrio cholerae  dan diinfeksi 10°
247 CFU/mL Vibrio cholerae
% % IEI, Vaksinasi Vibrio Infeksi 5 Diberikan vaksin molekul adhesin
X > Vibrio cholerae (VVV) Vibrio cholerae dan diinfeksi 10°
CFU/mL Shigella flexneri

4.3. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Sentral lImu Hayati, Laboratorium
Mikrobiologi FKUB, Laboratorium Biomedik FKUB, dan Laboratorium Parasit
FKUB. Perawatan tikus selama penelitian dilakukan di Laboratorium Parasit
FKUB. Pembedahan tikus dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi FKUB.
Pengukuran B-defensin dilakukan di Laboratorium Biomedik FKUB. Pengukuran
massa usus dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi FKUB Waktu penelitian
dilaksanakan mulai sekitar bulan November sampai dengan Oktober 2018.

Kemudian dilakukan analisis data sesuai dengan parameter yang ditentukan.

4.4, Variabel Penelitian
4.4.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah molekul adhesi Vibrio

cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasi dengan CTB.
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4.4.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar protein (-

defensin mukosa usus dan massa usus mencit.

4.5.  Definisi Operasional

45.1. Mencit Balb/c: Mencit jantan spesies mus musculus galur B albino clone
(Balb/c) jantan berumur kurang lebih 6-8 minggu dengan berat badan
kurang lebih 20-30 gram. Mencit balb/c dirawat pada kandang berukuran
40x30x20 cm dilengkapi dengan alat minum mencit. Setiap harinya
mencit diberi pakan standar untuk mencit. Mencit dirawat di Laboratorium
Parasitologi FKUB. Penelitian ini telah mendapat keterangan kelaikan etik
dari Komisi Etik Universitas Brawijaya.

45.2. Bakteri Vibrio cholerae 01 : diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, kemudian dikultur
pada media TCBS. Bakteri lalu dipanen untuk kemudian diinjeksikan pada
metode MLIL pada kelompok KPV dan VVV. Selain itu, pili bakteri
dipotong lalu pili ditanam pada media TCG untuk memperkaya pili. Pili
yang selanjutnya diambil adalah protein adhesi dengan berat molekul
37,8 kDa.

4.5.3. Bakteri Shigella flexneri: diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, kemudian dikultur
pada media SSA. Bakteri lalu dipanen untuk kemudian diinjeksikan pada
metode MLIL pada kelompok KPS dan VVS.

4.5.4. Vaksin konjugasi : adalah vaksin yang mengandung gabungan antigen

lemah dengan antigen kuat. Antigen lemah berasal dari polisakarida

UNIVERSITAS

68

§




.aC.1

ub

I’QPOSItOI’)’

bakteri. Antigen kuat adalah protein yang berfungsi sebagai carrier yang
dapat meningkatkan respon imun yang kuat dari host. Dengan adanya
penggabungan antigen lemah dan antigen kuat, maka respon imun yang
muncul terhadap antigen lemah jauh lebih kuat. Antigen lemah pada
penelitian ini adalah molekul adhesi pili Vibrio cholerae dengan berat
molekul 37,8 kDa. Antigen kuat pada penelitian ini adalab cholerae toxin
subunit B (CTB). Proses penggabungan kedua protein ini menganut pada
penelitian oleh Sumarno et. al. (2011).

4.5.5. Protein adhesi pili 37,8 kDa: Protein yang diisolasi dari subunit pili
V.cholerae 0O1. V.cholerae O1 dilakukan pemotongan pili dengan
menggunakan pili cutter di laboratorium Biomedik FKUB. Berat molekul
protein adhesi dideteksi melalui SDS-PAGE, lalu dilakukan proses
elektroelusi dan dialisis setelah untuk mendapatkan pili yang siap
dikonjugasikan dengan CTB.

45.6. CTB : adalah cholerae toxin subunit B. CTB berperan dalam mengikat
ganglioside GM1 pada enterosit sehingga memfasilitasi molekul adhesi
agar berikatan kuat dengan enterosit. CTB diperoleh dari Elabscience.
CTB pada penelitian ini digunakan untuk dikonjugasikan dengan molekul
adhesi.

45.7. Vaksinasi konjugasi protein adhesi dengan CTB: Vaksin berasal dari
hasil isolasi protein pili Vibrio cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa
yang ditambahkan dengan adjuvan berupa CTB. Proses konjugasinya
membutuhan 8 mg protein dalam 1,5 ml PBS dan CTB 0,230 mg dalam

1,5 ml PBS. Adapun dosis yang diberikan untuk vaksinasi adalah 250 pg
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sesuai dengan penelitian Sumarno et. al. (2011). Vaksinasi diberikan
secara peroral pada mencit pada hari ke 7, 14, 21, dan 28.

4.5.8. B-defensin: merupakan peptida antimikroba bersifat bakterisidal dan
kemoatraktan yang dihasilkan oleh sel epitel enterosit akibat rekognisi
terhadap molekul patogen. Pengukuran kadar B-defensin dilakukan
dengan metode sandwich ELISA di Laboratorium Biomedik. KIT ELISA
yang digunakan saat penelitian berasal dari MyBioSource. Sampel
berasal dari sampel sekret usus mencit yang diambil pasca pembedahan
pada har ke-35 penelitian. Hasil dari pengukuran kadar B-defensin dicatat
dengan satuan ng/mL.

45.9. Massa Usus : Massa usus adalah massa dari usus mencit balb/c yang
diukur pasca pembedahan di Laboratorium Mikrobiologi FKUB. Usus
diperoleh setelah dilakukan pembedahan mencit pada hari ke-35
penelitian. Setelah pembedahan, usus mencit dipotong 4 cm distal dan
4cm proksimal untuk kemudian diligasi di kedua ujungnya. Masing-
masing kelompok dilakukan injeksi bakteri sesuai dengan metode MLIL
oleh Sumarno et. al. (2011) pada usus sepanjang 4cm. Usus kemudian
ditimbang secara serial dengan menggunakan timbangan digital dan hasil
dicatat dalam satuan gram.

4.5.10. Metode MLIL: Merupakan metode mice ligated ileal loop dari Sumarno
et. al. (2011). Usus mencit yang telah diligasi diinokulasikan dengan
bakteri Vibrio cholerae dan Shigella flexneri sebanyak 10° paska
pembedahan sehingga tidak menyiksa mencit. Selanjutnya usus
diletakkan dalam media RPMI untuk diinkubasi selama 1 jam. Sembari

diinkubasi, massa usus mencit dilakukan penimbangan = serial.
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Meningkatnya massa usus menandakan terjadinya akunulasi cairan pada
lumen usus atau inflamasi pada sel enterosit usus. Menurunnya massa
usus menandakan berkurangnya akumulasi cairan pada lumen usus atau

meredanya inflamasi pada enterosit usus

4.6. Alat dan Bahan Penelitian
4.6.1. Perawatan Hewan Coba
Alat yang diperlukan untuk merawat hewan coba adalah kandang
berukuran 40x30x20 cm, tutup kandang, dan botol minum mencit. Bahan
yang diperlukan adalah pakan standar mencit, air, dan sekam.
4.6.2. Kultur Bakteri Shigella flexneri
Alat yang digunakan adalah plate agar, scrapper, botol,
handscoen, water bath, dan inkubator. Bahan yang digunakan adalah
agar Mac-Conkey agar, Salmonella-shigella agar, phosphate-buffered
saline (PBS) (pH 7.4), dan medium Salmonella-shigella agar (SSA).
Bakteri yang dikultur berasal dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
4.6.3. Kultur Bakteri Vibrio Cholerae
Alat yang digunakan adalah plate agar, scrapper, botol, water
bath, hanscoen, dan inkubator. Bahan yang digunakan adalah Medium
Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agar, PBS, brain heart
infusion broth (BHI), medium TCG yang terdiri atas 0,02% thioproline,
0,3% NaHCO3, 0,1% monosodium I-glutamat, 1% bactotrptone, 0,2%
yeast extract, 0,5% NaCl, 2% bacto agar dan 1mM B-amino ethyl ether —

N,N,N,”’n” -tetra acetic acid (EGTA). Bakteri yang dikultur berasal dari
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Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang.

4.6.4. lIsolasi Protein Pili Vibrio cholerae
Alat yang dibutuhkan untuk isolasi protein pili botol roux, pili cutter,
sentrifugator, tabung wadah pili, vortex, dan refrigerator 4°C. Bahan yang
dibutuhkan untuk isolasi protein pili adalah hasil kultur bakteri Vibrio
cholerae O1, tri chlor acetic acid (TCA), PBS pH 7,4.
4.6.5. SDS PAGE
Alat yang diperlukan adalah electrophoresis chamber and gel
casting kit dan alat untuk scanning berupa Doc EZ Imager. Bahan
sampel yang digunakan supernatant pili bakteri V. Cholerae yang
dicampur dengan Reducing Sample Buffer (RSB). Bahan yang digunakan
untuk membuat separating gel adalah 2,5 ml 1,5 M Tris HCI pH 8,8; 3,4
ml DD H,O; 4,0 ml acrylamide 30%; 0,1 ml 100% w/v SDS; 50 pl
amonium persulfate (APS) 10%; dan 5 pl TEMED. Bahan yang digunakan
untuk membuat stacking gel adalah 1,25 ml 1,5 M Tris HCI pH 8,8; 3,1 ml
DD H,0; 0,65 ml acrylamide 30%; 0,05 ml 100% w/v SDS; 25ul amonium
persulfate (APS) 10%; dan 2,5 ul TEMED. Bahan yang digunakan untuk
running gel adalah 10 pl protein marker/well. Bahan yang digunakan
untuk pewarnaan adalah staining buffer (comassie blue) dan de-staining
buffer.
4.6.6. Elektroelusi dan Dialisis
Alat yang digunakan adalah cawan petri, chamber elektroelusi,

kantong selofan, stirrer, centrifugator, gelas beker, tabung eppendorf,
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nanodrop, jepit, handscoon, dan pendingin. Bahan yang digunakan
adalah ddH,O, EDTA, 5% Na,COj; Akuades steril, PBS steril, ethanol
absolut, comassie blue, destaining, Tris-Cl, dan gel yang sudah dipotong
tepat pada berat molekul 37,8 kDa
4.6.7. Konjugasi Vaksin dan Pemberian Vaksinasi
Alat yang diperlukan adalah mikropipet, lemari asam, lemari es,
tabung eppendorf, stirrer, inkubator. Bahan yang diperlukan adalah
protein adhesi dengan berat molekul 37,8 kDa, cholerae toxin B (CTB),
PBS, glutaraldehid 2%, glycine pH 7,2.
4.6.8. Pembedahan Mencit dan MLIL
Alat dan bahan yang diperlukan adalah gunting bedah, pinset ,
jarum pentul, steroform, penggaris, kertas label, termos es, kapas, wadah
plastik + tutup. Bahan yang diperlukan adalah mencit balb/c, PBS,
kloroform 20 ml, formalin 10% 200 ml, alcohol, shaker, RPMI, bakteri
Vibrio cholerae O1, bakteri Shigella flexneri sebanyak 10° CFU per mL.
4.6.9. Pengukuran B-defensin dengan Metode ELISA
Alat yang digunakan adalah micropipete single channel dan
multichannel, handscoon, vortex mixer, alumunium foil, pre-coated ELISA
plate (96-well), plate sealer, tabung eppendorf, rak tabung eppendorf,
microplate reader, spatel, dan zipper bag. Bahan yang digunakan adalah
sekret hasil scrapping dari usus mencit, standard solution (320ng/mL),
standard diluent, streptavidin-HRP, stop solution, substrate solution A,
substrate solution B, wash buffer concentrate (25x), biotinylated mouse (-

DF antibody, mouse B-defensin ELISA KIT dari MyBioSource.
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4.6.10. Pengukuran Massa Usus
Alat yang digunakan adalah gunting jaringan, pinset, benang,
inkubator, spuit 3 cc, shaker, botol 250 mL, jam, alat untuk mencatat, dan
timbangan digital. Bahan yang digunakan adalah usus mencit post
pembedahan, Vibrio cholerae O1 sebanyak 10° CFU/mL, Shigella flexneri

10° CFU/mL, Roswell Pack Medium Institute (RPMI), dan PBS.

4.7.  Prosedur Penelitian
4.7.1. Perawatan Hewan Coba

Sebelumnya penelitian dilakukan dengan melakukan pengurusan
etik (ethical clearance) yang diajukan kepada Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Selanjutnya
setelah mendapat surat kelayakan etik, penelitian dimulai dengan
memesan mencit balb/c.

Setelah mencit balb/c datang, mencit lalu dilakukan aklimatisasi
selama 1 minggu di Laboratorium Parasit Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang agar mencit siap untuk memasuki proses
penelitian. Setiap hari mencit diberikan pakan berupa pakan mencit
sandard yang diganti setiap harinya. Selain itu sekam pada tempat tinggal
mencit diganti setiap tiga hari sekali. Setelah itu mencit dipilih secara
randomisasi sederhana supaya semuanya memiliki kesempatan yang
sama. Mencit dimasukkan ke dalam kelompok sesuai tabel 4.1. Setelah

pemberian vaksinasi selama 28 hari dilakukan pembedahan dan usus
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mencit diambil. Sebagian usus dilakukan scrapping pada mukosa usus
untuk selanjutnya dilakukan pengukuran kadar B-defensin pada 2
kelompok yaitu kelompok kontrol (n=15) dan kelompok vaksinasi (n=10).
Selanjutnya sebagian usus lainnya dilakukan metode MLIL yang mana
usus diinfeksikan sesuai kelompok pada tabel 4.1. (keterangan lebih

lengkap terdapat pada definisi operasional).

4.7.2. Kultur Shigella flexneri
Shigella flexneri yang digunakan pada penelitian ini didapat dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang. Shigella flexneri ditanam pada agar Salmonella-shigella agar
sebagai media selektif.  Bakteri Shigella flexneri lalu dipanen dari

Salmonella Shigella agar.

4.7.3. Kultur Vibrio Cholerae

Vibrio cholerae yang digunakan pada penelitian ini adalah vibrio
cholerae O1 yang berasal dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Medium Thiosulfate-citrate-bile
salts-sucrose (TCBS) agar digunakan sebagai media selektif pada
pertumbuhan Vibrio cholerae O1. Bakteri Vibrio cholerae O1 lalu dipanen
dan dicampurkan dengan PBS steril dengan pH 7,4 sebanyak 10cc.
Suspensi yang terbentuk lalu dikerok dan dituangkan dalam botol yang
sudah terisi BHI lalu diletakkan dalam waterbath suhu 37°C, dikocok
selama 30 menit lalu dimasukkan dalam media TCG. Medium TCG

digunakan untuk meningkatkan produksi dari pili Vibrio cholerae. Medium
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TCG terdiri dari 0,02% thioproline, 0,3% NaHCO3, 0,1% monosodium I-
glutamat, 1% bactotrptone, 0,2% yeast extract, 0,5% NaCl, 2% bacto agar
dan 1mM B-amino ethyl ether —-N,N,N,”n”,-tetra acetic acid (EGTA). Lama
inkubasi kultur dalam medium TCG adalah selama 2 x 24 jam dalam suhu

SBG

4.7.4. Isolasi Pili Vibrio cholerae

a. Kaultur bakteri dikumpulkan dari medium TCG sebanyak 20 botol
roux.

b. Bakteri yang dikumpulkan dari 20 botol roux medium TCG
diresuspensi dengan TCA hingga mencapai konsentrasi 3%.

c. Suspensi dikocok menggunakan vortex selama 30 detik dan
didiamkan dalam suhu ruang selama 1 jam.

d. Pelet bakteri diambil dari hasil sentrifugasi pada kecepatan 6000
rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.

e. Tiga gram dari pelet diresuspensi menggunakan 6 ml PBS pH 7,4
dan supernatant dibuang.

f. Hasil resuspensi tersebut kemudian ditempatkan pada tabung
hasil potongan pili.

g. Setelah itu dilanjutkan series pemotongan kedua dengan pili cutter
(Sumarno, 2000) pada kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit
dalam suhu 4°C.

h. Isolasi pili bakteri dilanjutkan dengan sentrifugasi suspensi hasil

potongan pili pada kecepatan 12,000 rpm selama 30 menit dalam
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suhu 4°C. Supernatan yang kaya protein pili bakteri dipisahkan
dari pelet dan disimpan pada suhu 4°C.

i. Pengumpulan supernatan hasil potongan kedua dan ketiga
diisolasi dari pellet menggunakan prosedur yang sama dengan
pemotongan pertama.

j. Pengumpulan pili dilanjutkan dari series pemotongan ke empat
hingga supernatant bening dengan indikator perbandingan
menggunakan larutan PBS.

k. Selanjutnya dilakukan uji nanodrop untuk mengetahui konsentrasi

crude pili pada setiap mililiter.

4.7.5. SDS PAGE

a. Membuat larutan separating dengan mencampurkan 3.4 ml DD
H20, 4.0 ml Acrylamide/Bis, 2.5 ml gel buffer (1.5M Tris HCI pH
8.8) dan 0.1 ml 100% w/v SDS, kemudian ditambahkan 50 pl 10%
APS dan 5 pl TEMED, divortex.

b. Menangkan larutan separating ke dalam gel cassette lalu
mendiamkan hingga mengeras.

c. Membuat larutan stacking dengan mencampurkan 3.1 ml DD
H20, 0.65 ml Acrylamide/Bis, 1.25 ml gel buffer (1.5M Tris HCI pH
6.8) dan 0.05 ml 100% w/v SDS, kemudian ditambahkan 25 pl
10% APS dan 2.5 pl TEMED, divortex.

d. Menuangkan larutan stacking ke dalam gel cassette yang telah
berisi larutan separating. Tambahkan DD H20 untuk meng-adjust

volume.
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e. Memasang cetakan (comb) ke dalam gel cassete, tunggu hingga
stacking gel mengeras.

f. Melepaskan gel cassette dari gel casting, dan masukkan ke dalam
chamber.

g. Menuangkan running buffer hingga gel cassette terendam
sempurna. Menambahkan running buffer hinggat gel cassette
terendam sempurna.

h. Menyiapkan sampel yang akan digunakan (pili Vibrio cholerae
dengan berat molekul 37,8 kDa).

i. Menambahkan RSB (Reducing Sample Buffer) ke dalam sampel
dengan perbandingan 1:1 dan memanaskan selama kurang lebih
5 menit untuk mendenaturasi protein.

j- Masukkan 10 pl marker protein ke dalam well. Masukkan sampel
ke dalam masing-masing well yang telah tercetak (£15-20 pl/well).

k. Melakukan running gel selama 35 menit dengan tegangan 200v,
constant voltage. Perhatikan pergerakan marker protein dan
tracking dye (berwarna biru).

I. Jika tracking dye sudah mencapai garis hijau dari gel cassette,
proses running dapat dihentikan.

m. Lepaskan gel dari gel cassette secara perlahan. Masukkan ke
dalam staining box.

n. Menuangkan larutan staining buffer hingga gel terendam
sempurna. Inkubasi selama + 4 jam-overnight dalam shaker

inkubator. Ganti larutan staining buffer dengan larutan de-staining
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buffer. Inkubasi dalam shaker inkubator hingga pita-pita protein
tampak jelas.
0. Setelah berat molekul dari protein pili berhasil teridentifikasi
menggunakan Doc EZ Imager, pili dengan berat molekul 37,8 kDa
Vibrio cholerae dipurifikasi menggunakan elektroelusi.
4.7.6. Elektroelusi dan Dialisis

4.7.6.1. Elektroelusi

a. Memotong selofan sepanjang + 6-8 cm.

b. Mendidihkan bertahap dalam : 5% Na,CO; selama 15 menit ex. 5 gram
dalam 100 mL H,O lalu di-washing di akuades steril dingin; 50mM EDTA
pH 8 selama 15 menit ex. 1,861 gram dalam 100 mL H,O lalu di-washing
dengan akuades steril dingin; akuades steril dingin yang mendidih selama
15 menit.

c. Setalah proses selesai, selovan siap untuk dipakai.

d. Menyediakan cawan petri sejumlah jenis pita yang dipotong yang sudah
diisi running buffer.

e. Memotong band yang diinginkan dari hasil running elektroforesis dan
memasukkan hasil potongan yang dibagi tiga ke satu cawan petri dengan
urutan 3-3-4 ke dalam satu cawan petri.

f. Membilas selofan dengan running buffer sebelum diisi dengan potongan
pita protein.

g. Mengisi selofan yang sudah dijepit salah satu sisinya dengan running
buffer

h. Mengisi dengan pita protein, lalu menjepit sisi lainnya dengan menjaga

agar tidak ada gelembung.
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Me-running dalam chamber elektrophoresis horizontal 120V selama 60
menit.

Mengangkat untuk dilakukan proses dialisa

4.7.6.2. Dialisis

a.

4.7.7.

Sampel pita protein dalam selofan yang sudah dijepit kedua sisinya
dimasukkan ke dalam beaker glass yang telah terisi PBS steril dingin.
Memasukkan dalam stirer selama 24 jam dalam suhu 4°C.

Setiap 8 jam mengganti dengan PBS baru yang dingin sebanyak 1L.
Mengangkat selofan dan mengoleksi supernatannya (cairan akan
berubah menjadi biru).

Memasukkan supernatan ke dalam tabung eppendorf, masing-masing
eppendorf diisi 500 pL (+ 2-3 eppendorf).

Melakukan presipitasi dengan menambahkan etanol absolut dingin
dengan perbandingan 1:1 yaitu sebanyak 500 pyL dan disimpan dalam
4°C overnight.

Melakukan sentrifugasi 12000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C.
Membuang supernatan di dekontasi dan mengeringkannya
Menimbang berat pelet dalam buffer Tris-Cl- 0,5m pH 8

Menyimpan pada suhu -40°C

Konjugasi Vaksin dan Pemberian Vaksinasi

Penggabungan Protein Adhesi Berat molekul 37.8 kDa dengan CTB
dilakukan sesuai prosedur Santoso (2000). Protein 37.8 kDa diambil
sebanyak 8 mg di dalam 1.5 ml PBS, selanjutnya CTB sebanyak 0,230

mg dalam 1,5 ml PBS
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b. Mengaduk protein 37,8 kDa dengan CTB dalam lemari asam dan
ditambahkan 2% Glutaraldehide 3 cc. Inkubasi suhu ruangan selama satu
jam dengan diaduk perlahan. Ditambahkan Glicyne PH 7.2 sebanyak 2.24
ml (BM=75.07) diinkubasi di suhu ruangan selama satu jam diaduk
perlahan, setelah itu didialisa dengan PBS semalam sebanyak 4 Kkali.
Kemudian disimpan -20° C.

c. Kemudian vaksin diberikan secara peroral pada mencit pada hari ke 7,
14, 21, dan 28, dimana proses konjugasinya membutuhan 8 mg protein
dalam 1,5 ml PBS dan CTB 0,230 mg dalam 1,5 ml PBS.

4.7.8. Pembedahan Mencit

a. Semua mencit dibedah setelah seluruh dosis vaksinasi diberikan.

b. Mencit dianastesi terlebih dahulu per inhalasi dengan kloroform diwadah
tertutup.

c. Mencit dibaringkan pada permukaan meja yang keras yang dialasi
dengan streofoam. Kaki dan tangan mencit difiksasi dengan jarum pentul
pada atas streofoam.

d. Toraks dan abdomen mencit dibuka dengan memotong dinding abdomen
(kulit dan peritoneum) pada aksis median. Pembukaan abdomen
diperluas kearah lateral, sehingga organ organ dalam rongga abdomen
terlihat.

e. Dilakukan pengambilan organ usus, lalu Usus yang didapatkan lalu
dipotong menjadi tiga bagian untuk dilakukan metode MLIL, pengukuran
kadar B-defensin, dan pengukuran kadar s-IgA. Adapun pengukuran s-IgA

dilakukan pada penelitian Indraswari (2019).
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f. Usus yang didapatkan lalu dilakukan scrapping dan ditampung dalam
wadah untuk pengukuran kadar 3-defensin dan usus yang lainnya akan
dipapar dengan bakteri Vibrio cholerae dan Shigella flexneri dalam
metode MLIL.

4.7.9. Pengukuran Kadar B-defensin (ELISA)

Usus halus mencit dipotong longitudinal hingga lumen terbuka,
kemudian permukaan usus tersebut di-scrapping dan dicuci dengan 2 ml
PBS yang mengandung 1 mM PMSF. Kemudian, cairan tersebut
disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm dalam suhu 40°C untuk
memisahkan debris. Supernatan diambil dan disimpan untuk diukur 3-
defensin dengan metode ELISA.

a. Dilakukan pengenceran standard solutions : (Kit ini memiliki
standard original concentration yang dapat diencerkan dalam
wadah-wadah kecil secara bebas oleh pemakai dengan mengikuti
instruksi).

b. Jumlah stripes yang dibutuhkan tergantung pada sample yang
akan diteliti dengan standar tersebut. Sangat disarankan bahwa
tiap standard solutions dan tiap blank well harus tersusun dalam 3
atau lebih bila memungkinkan.

c. Injeksi sample :

e Blank well : tidak dimasukkan sampel, antibodi anti B-
defensin dilabel dengan biotin atau streptavidin HRP
ditambahkan sebagai pembanding blank well kecuali
chromogen A dan B dan Stop solution diberikan dalam

step yang sama pada langkah selanjutnya.
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e Standard solution well : dimasukkan 50 pl standard dan
streptavidin HRP 50 pl (antibodi biotin bergabung dalam
standard advance. Jadi tidak ada biotin antibodi yang
ditambahkan).

e Sample well untuk dilakukan pemeriksaan : 40 pl sampel
ditambahkan ke dalam well kemudian 10 pl slgA antibodi,
50 pl streptavidin HRP. Kemudian tutup dengan seal plate
membrane. Divortex untuk mencampurkan kemudian
simpan pada 37° selama 60 menit.

d. Persiapan untuk washing solution: dilarutkan  washing
concentration (30x) dengan distilled water untuk digunakan
nantinya.

e. Dilakukan washing : seal plate membrane dibuka secara hati-hati,
ditiriskan dan kocok liquid yang tersisa. Isi tiap well dengan
washing solution. Tiriskan liquid setelah 30 detik. Ulangi langkah
ini 5x.

f. Color development : ditambahkan 50 pl chromogen solution A
pada tiap well dan juga ditambahkan 50 pl chromogen solution B
pada tiap well. Dikocok secara perlahan agar tercampur. Disimpan
selama 10 menit pada suhu 37° dan dijauhkan dari cara untuk
color development.

g. Stop: menambahkan 50 ul stop solution pada tiap well untuk
menghentikan reaksi (warna biru akan berubah secara cepat

menjadi kuning seketika itu juga).
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h. Assay : diambil blank well sebagai zero, dilakukan pengukuran
nilai absorbansi (OD) di tiap well satu persatu pada 450 nm
wavelength, yang seharusnya dilakukan sekitar 10 menit setelah
melakukan stop solution.

i. Berdasarkan standard concentration dan corresponding jumlah
OD, dihitung regresi linear equation dari kurva standard. Kemudian
berdasarkan nilai OD sampel, dihitung konsentrasi dan
corresponding sampel. Software khusus dapat digunakan untuk
menghitung ini secara tepat.

4.7.10. MLIL dan pengukuran Massa Usus

a. Usus mencit diambil sepanjang usus halus hingga kolon dan
dipotong 4 cm distal dan 4 cm proksimal lalu sebagian digunakan
untuk metode MLIL. Usus yang digunakan untuk metode MLIL
berbeda dengan usus yang digunakan untuk pengukuran kadar (3-
defensin.

b. Usus yang telah dipotong kedua ujungnya diikat dengan benang

c. Usus lalu diinjeksikan sesuai dengan kelompok pada tabel 4.1.
dengan Vibrio cholerae O1 atau Shigella flexneri sebanyak 10°
CFU/ ml.

d. Usus diletakkan pada botol 250 mL yang berisi media RPMI, lalu
diletakkan di atas shaker pada suhu 37°C

e. Usus lalu ditimbang pada menit ke 0, ke-30, dan ke-60.

f. Mencit dengan rasio berat/panjang minimal 0,1 g/cm maka

dinyatakan positif mengalami diare.
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4.8. Alur Penelitian

4.8.1. Alur Penelitian Parameter B-defensin

MWencit balb/c jantan
usia 6-8 minggu

v

Aklimatisasi selama 1 mingagu

v v

Kelompok Kontrol Kelompok Waksinasi
n=15 n=10

!

Yalsinasi Molelkul Adhesi Fili Vibrio
cholaras BMW 37 8 kDa yang
dikonjugasikan dengan CTE (250ua)
hari ke- 7,14, 21, 28

Fembedahan (har ke-35)

W

Serapping mukosa usus dan pengukuran kadar pdefensin (ELISA)

y

Analisis Statistik

Gambar 4.1. Bagan Alur Penelitian Parameter B-defensin
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4.8.2. Alur Penelitian Parameter Massa Usus

MWencit Balb/c jantan
usia B-8 minggu

h

Aklimatisasi selama 1 minggu

| | | |
bl KFS kP WS LEATAN
n=>5 n==5 n==5 n=5 n=5

b W

Yaksinasi Molekul Adhesi Fili
Vibrio choferas BM 37 5 kDa yang
dikonjugasikan dengan CTE
(250ug) har ke- 7, 14, 21, 28

Fembedahan thari ke-35)

y

Fengambilan segmen usus

kN KPS LERTAS P LEATAN)
Disuntikkan Disuntikkan
Shigelia Vibrio
flexneri 108 cholerae 10¢
CFU/mL CFU/mL
N W

Inkubasi pada RFM

v

Fengukuran massa usus mencit menit ke-0, 15, 60

2

Analisis statistik

Gambar 4.2. Bagan Alur Penelitian Paramater Massa Usus
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4.8.3. Deskripsi Alur Penelitian

Pada penelitian ini digunakan mencit balb/c usia 6-8 minggu yang terbagi
pada 5 kelompok. Semua tikus diberi pakan normal. Pada minggu pertama
semua tikus dilakukan aklimatisasi. Kelompok vaksinasi (VVV dan VVS) lalu
diberikan vaksinasi molekul adhesi pili Vibrio cholerae dengan berat molekul 37,8
kDa yang dikojugasikan dengan CTB (sesuai definisi operasional) pada hari ke 7,
14, 21, dan 28. Sedangkan kelompok kontrol (KN, KPV, KPS) tidak diberikan
apapun selain pakan normal. Setelah hari ke-28, 1 minggu setelahnya, mencit
dibedah lalu diinfeksikan sesuai dengan kelompok. Pada pembedahan usus
mencit diambil, lalu sebagian usus dikerok untuk dilakukan analisa ELISA untuk
pengukuran B-defensin dan sebagian usus dilakukan pemaparan infeksi Vibrio
cholerae dan Shigella flexneri dengan metode MLIL. Selanjutnya usus
dimasukkan ke dalam media RPMI dan dilakukan shaker, lalu massa usus diukur
pada menit ke 0, 15, dan 60. Data hasil pengukuran dicatat lalu dianalisis

menggunakan SPSS.
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4.9. Analisis Data

Data kadar B-defensin tiap kelompok perlakuan dianalisis secara statistik
dengan menggunakan software SPSS untuk uji normalitas, homogenitas, dan
independent T-test. Uji normalitas menggunakan metode Kolmogorov-Smirnov,
data dinyatakan terdistribusi normal apabila nilai signifikansi >0,05. Uji normalitas
digunakan untuk menginterpretasikan suatu data apakah data memiliki
persebaran data yang normal atau tidak karena uji hipotesis tergantung pada
normal atau tidaknya distribusi data. Apabila didapatkan sebaran data normal
maka dilajutkan sebagai uji parametrik. Namun apabila sebaran data tidak

normal digunakan uji non parametrik.

Uji homogenitas menggunakan metode Levene, data dinyatakan
homogen apabila nilai signifikansi >0,05. Uji homogenitas digunkan untuk
menentukan apakah distribusi beberapa set data memiliki varians yang
homogen. Apabila didapatkan data memiliki varians homogen maka analisis data
dilanjutkan dengan uji ANOVA untuk variabel massa usus dan uji independent T

test untuk variabel B-defensin.

Selanjutnya dilakukan uji independent T-test antara kelompok kontrol
dengan kelompok vaksin vibrio untuk mengetahui pengaruh vaksin terhadap
kadar B-defensin menggunakan Confidence Interval sebesar 95%. Data

dinyatakan signifikansi apabila p<0,05.

Data massa usus tiap waktu (menit ke-0, ke-5, ke-15, ke-30, ke-45, dan
ke-60) dilakukan uji normalitas dan homogenitas berturut-turut menggunakan
metode Kolmogorov-Smirnov dan Levene. Bila nilai signifikansi >0,05 data

dinyatakan homogen dan terdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji ANOVA,
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data dinyatakan signifikan bila p<0,05. Setelah dilakukan uji ANOVA, dilakukan
Multiple Comparison antar kelompok, yang dinyatakan signifikan bila p<0,05,

untuk mengetahui perlakuan mana yang paling berpengaruh.

H1 : Vaksinasi dengan molekul adhesi pada pili Vibrio cholerae dengan berat
molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan CTB dapat meningkatkan kadar -
defensin mencit dan menghambat pogresifitas keluarnya cairan (yang ditandai

dengan menurunnya massa usus).
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BAB V

HASIL PENELITAN DAN ANALISIS DATA

5.1. Hasil penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek konjugasi molekul adhesi
pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB terhadap
peningkatan kadar B-defensin mukosa usus dan penurunan massa usus mencit

balb/c yang diinfeksi oleh Vibrio cholerae dan Shigella flexneri.

5.1.1. Hasil Identifikasi Pili Vibrio cholerae dengan Menggunakan SDS-

PAGE

102,32 kDa
94,01 kDa  we—

64,21 kDa
54,20 kDa

49,79 kDa
45,75 kDa

18,73 kDa

Gambar 5.1. Hasil SDS PAGE protein pili Vibrio cholerae. Terlihat pada gambar
(kotak merah) protein pili dengan berat molekul 37,8 kDa (Dok. Pribadi)

Penelitian dimulai dengan mengkultur bakteri Vibrio cholerae pada
medium TCBS. Selanjutnya bakteri dipanen dan pili dari bakteri diperoleh

dengan menggunakan pili cutter lalu ditanam di media TCG untuk memperkaya
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pili. Selanjutnya dilakukan identifikasi berat molekul protein dengan
menggunakan SDS PAGE yang dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Dari hasil SDS PAGE didapatkan

hasil sebagai berikut.

5.1.2. Hasil Pengukuran Kadar -defensin pada Mukosa Usus Mencit

Setelah pemberian vaksinasi sebanyak empat kali, yaitu pada hari ke 7,
14, 21, dan 28 dilakukan pembedahan mencit untuk selanjutnya dilakukan
pengukuran kadar B-defensin. Setelah dibedah, scrapping dari mukosa usus
yang diperoleh dianalisa menggunakan ELISA di Laboratorium Biomedik
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Dari hasil pengukuran

menggunakan ELISA diperoleh hasil sebagai berikut.

Rerata Kadar Baela Defensin

p=0.027

ngfmL

4 383 2,07

Haontrol ‘Waksinasi

Gambar 5.2. Diagram kolom rerata kadar p-defensin pada kelompok kontrol dan
kelompok yang divaksinasi. Analisis statistik menggunakan independent T-test
didapatkan signifikansi p<0,05.

Hasil dari pengukuran kadar [(-defensin didapatkan peningkatan pada
kelompok yang divaksinasi oleh molekul adhesi pili BM 37,8kDa yang

dikonjugasikan dengan CTB dibandingkan dengan kontrol. Dari hasil tersebut
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rerata dari kadar B-defensin pada mencit kelompok kontrol adalah 3,92+2,07
ng/mL dan kelompok vaksinasi pili 37,8 kDa yang dikonjugasi CTB memiliki

rerata 5,73+1,92 ng/mL. Dari hasil tersebut lalu dilakukan analisis statistik.

5.1.3. Hasil Pengukuran Berat Usus Mencit menggunakan Metode MLIL

Metode MLIL dilakukan sesuai penelitian dari Sumarno et. al. (2011).
Usus yang telah diligasi lalu diinfeksikan dengan Vibrio cholerae dan Shigella
flexneri dan selanjutnya diletakkan di media RPMI, di-shaker, lalu dilakukan
pengukuran secara serial. Berikut ditampilkan hasil makroskopik dari metode
MLIL, tabel rerata massa usus mencit, grafik rerata massa usus sesuai waktu,

dan diagram kolom rerata massa usus beserta signifikansinya.

D

Gambar 5.3. Temuan makroskopik metode MLIL.A: Kontrol negatif (KN); B: Kontrol
positif Shigella flexneri (KPS); C: Kontrol positif Vibrio cholerae (KPV); D: Vaksinasi Vibrio
cholerae ' infeksi Shigella flexneri (VVS); E: Vaksinasi Vibrio cholerae infeksi Vibrio
cholerae (VVV). Terlihat pada gambar bahwa usus kelompok kontrol positif (B dan C)
lebih besar dibandingkan usus kelompok vaksinasi (D dan E).
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Tabel 5.2. Tabel rerata massa usus mencit

Kelompok Rata-rata Massa Usus (gram) Menit ke-
0 15 60
Kontrol Negatif (KN) 13,76 + 1,27 13,76 + 1,27 13,76 + 1,27
Kontrol Positif Shigella (KPS) 12,87 + 0,37 14,86 + 0,91 14,83 + 0,92
Kontrol Positif Vibrio (KPV) 12,95+ 0,44 15,04 + 0,47 15,24 + 0,72
Vaksinasi Vibrio Infeksi Shigella (VVS) 10,65 + 0,55 14,31 + 0,76 10,57 + 0,53
Vaksinasi Vibrio Infeksi Vibrio (VVV) 11,51 + 0,58 14,23 + 0,50 11,67 + 1,10

Grafik Rerata Massa Usus sesuai Waktu

[Eny
(o)}

1
!

= P

§ 14 KN

oo

2 == KPS

3 13

) = KPV/

©

(;t: 12 —0—\/\/S

/ \ VvV

11

10

0 5 15 45 60
Menit ke-

Gambar 5.4. Grafik rerata keseluruhan hasil penimbangan massa usus. Massa usus
meningkat pada menit ke 15, lalu dari menit 15 turun hingga menit ke-60 pada kelompok
yang divaksinasi.

Pada kelompok kontrol positif shigella (KPS) terdapat peningkatan massa
usus di antara menit ke-0 hingga menit ke-15 yang memiliki rerata massa usus
12,87+0,37 pada menit ke-0 menjadi 14,86+0,91 pada menit ke-15. Pada
kelompok kontrol positif vibrio (KPV) juga terdapat peningkatan massa usus di
antara menit ke-0 hingga menit ke-15 yang memiliki rerata massa usus

12,95+0,44 pada menit ke-0 menjadi 15,04+0,47. Pada kelompok KPS dan KPV
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massa usus dipertahankan hingga menit ke-60, yang memiliki rerata 14,83+0,92
dan 15,24+0,72 gram. Pada kelompok vaksinasi vibrio infeksi shigella (VVS),
massa usus meningkat antara menit ke-O hingga menit ke-15, yang memiliki
rerata 10,65+0,55 pada menit ke-0 menjadi 14,31+0,76 gram pada menit ke-15
dan kemudian turun pada menit ke-60 dengan rerata 10,57+0,53 gram. Hal yang
sama juga terjadi pada kelompok vaksinasi vibrio infeksi vibrio, massa usus
antara pada menit ke-0 (dengan massa usus 11,51+0,58 gram) hingga menit ke-
15 (dengan massa usus 14,23+0,50 gram), kemudian turun pada menit ke-60

dengan rerata 11,67+1,10 gram.

Di bawah ini ditampilkan grafik hasil analisis statistik post hoc Tukey
rerata hasil pengukuran massa usus pada 5 kelompok lanjutan dari uji one way

ANOVA. Deskripsi dari analisis statistik dijelaskan pada poin 5.2.

18 1 Grafik Perbedaan Hasil Analisis Tukey

16 -
14 -
12 4

KN
n kKPS
mHPY
LR

WYY

10 -

gram

0 menit 5 menit 15 menit 45 menit G0 menit
Wifaktl

Gambar 5.5. Grafik perbedaan hasil analisis Tukey. Pada grafik terdapat 5 kelompok
yaitu KN (kontrol negatif), KPS (kontrol positif shigella), KPV (kontrol positif vibrio), VVS

(vaksinasi diinfeksi shigella), dan VVV (vaksinasi infeksi vibrio). Dinyatakan ° pila p<0,05;
°° bila p<0,01; °°° bila p<0,001 vs. KN. Dinyatakan * bila p<0,05; ** bila p<0,01; *** bila
p<0,001 vs. kontrol positifnya.
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5.2. Hasil Analisis Data

5.2.1. Hasil Analisis Data Kadar B-defensin

Untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal, dilakukan uji
Kolmogorov-Smirnov. Dari hasil uji tersebut didapatkan signifikansi (Sig.) >0,05
(p=0,184) untuk semua kelompok yang berarti data terdistribusi normal.
Selanjutnya dilakukan uji homogenitas varians untuk mengetahui apakah data
homogen. Dari uji tersebut diperoleh signifikansi (Sig.) >0,05 (p=0,888) pada
setiap kelompok yang berarti data homogen. Sehingga disimpulkan data
terdistribusi normal dan homogen dan dapat dilakukan uji statistik selanjutnya,
yaitu Independet T-test karena terdiri dari dua kelompok. Independent T-test
dilakukan untuk mengetahui perbedaan kadar -defensin pada kelompok kontrol
(n=15) dan kelompok yang divaksiasi (n=10) molekul adhesi pili Vibrio cholerae
BM 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB. Dari analisa statistik
Independetn T-test diperoleh hasil signifikansi (Sig.) <0,05 (p=0,03) yang berarti
terdapat perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dan kelompok yang
divaksinasi. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan vaksinasi berpengaruh

terhadap peningkatan kadar B-defensin.

5.2.2. Hasil Analisis Data Massa Usus

Data massa usus diperoleh dari 5 kelompok, yaitu kelompok kontrol
negatif (KN), kelompok kontrol positif Shigella (KPS), kelompok kontrol positif
Vibrio (KPV), kelompok vaksinasi Vibrio yang diinfeksi Shigella (VVS), dan
kelompok vaksinasi Vibrio yang diinfeksi Vibrio (VVV). Dari data hasil penelitian,
peneliti melakukan analisis data pada menit ke-0, 15, dan 60 dengan

menggunakan uji statistik ANOVA. Syarat dilakukan uji statistik ANOVA adalah
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data harus terdistribusi normal dan homogen. Untuk itu dilakukan uji Kolmogorov-
Smirnov dan diperoleh hasil signifikansi (Sig.) >0,05 (p=0,20). Dari uji homogen
varians diperoleh hasil signifikansi (Sig.) >0,05 (p=0,240 untuk menit ke-0,
p=0,406 untuk menit ke-15, dan p=0,803 untuk menit ke-60) sehingga syarat
terpenuhi. Dari hasil analisis menggunakan One-way ANOVA didapatkan
signifikansi pada menit ke-0 adalah p=0,000, signifikansi pada menit ke-15
adalah p=0,152, dan pada menit ke-60 (p=0,000). Selanjutnya dilakukan uji post
hoc Tukey HSD untuk mengetahui analisis tiap menit dan perbedaan antar

kelompok perlakuan.

Dari hasil uji tersebut didapatkan hasil bahwa pada menit ke-0 terdapat
massa usus kelompok vaksinasi yang diinfeksi Shigella (VVS) dan vaksinasi
yang diinfeksi Vibrio (VVV) lebih rendah dibandingkan dengan kontrol negatif
(KN) dengan nilai p=0,000 (untuk VVS) dan p=0,000 (untuk VVV). Massa usus
pada VVS juga lebih rendah secara signifikan dibandingkan dengan kelompok
kontrol positif Shigella (KPS) dengan nilai p=0,000. Selain itu, rendahnya massa
usus pada VVV juga berbeda bermakna dibandingkan kelompok kontrol positif

Vibrio (KPV) dengan p=0,005.

Pada menit ke-5, massa usus pada kelompok VVS maupun VVV lebih
rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan KN dengan p=0,000 (untuk
VVS) dan p=0,006 (untuk VVV). Massa usus yang lebih rendah pada kelompok
VVS ini juga berbeda signifikan dengan KPS dengan p=0,000. Massa usus pada
VVV juga lebih rendah secara signifikan dibandingkan kelompok KPV dengan

p=0,041.
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Pada menit ke-15 dari semua perlakuan yang dilakukan analisis statistik
menggunakan Tukey tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna diantara

semua kelompok dengan nilai p>0,05.

Pada menit ke-45, massa usus kelompok VVS dan VVV lebih rendah
dibandingkan KN namun tidak signifikan. Namun apabila VVS dibandingkan
dengan kontrol poitifnya, KPS, VVS lebih rendah signifikan dengan nilai p=0,001.
VVV apabila dibandingkan dengan KPV juga lebih rendah signifikan dengan

p=0,003.

Pada menit ke-60, massa usus pada kelompok VVS maupun VVV lebih
rendah secara signifikan bila dibandingkan dengan KN dengan p=0,000 (untuk
VVS) dan p=0,016 (untuk VVV). Rendahnya massa usus kelompok VVS ini juga
berbeda secaa signifikan dengan KPS dengan p=0,000. Serupa dengan massa
usus pada VVV yang juga lebih rendah secara signifikan dibandingkan kelompok

KPV dengan p=0,000.

Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan di setiap menit (menit ke-0, 5,
15, 45, dan 60) dilakukan uji repeated ANOVA. Uji repeated ANOVA dilakukan
untuk melihat perbedaan antar kelompok pada data berpasangan yang
berjumlah lebih dari dua dan memiliki distribusi data normal. Hasil perbandingan
data rerata massa usus pada menit 0, 5, 15, 45, dan 60 menunjukkan nilai
p<0,05 dengan tingkat kepercayaan 95%. Dengan demikian, pemberian
vaksinasi subunit pili 37,8 kDa Vibrio cholerae dapat menurunkan massa usus

pada kelompok vaksinasi secara signifikan.
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6.1. Pemberian Vaksinasi Meningkatkan Kadar B-defensin

Pada penelitian ini, pemberian vaksinasi molekul adhesi pili Vibrio
cholerae dengan berat molekul 37,8 kDa yang dikonjugasikan dengan CTB telah
terbukti meningkatkan kadar 3-defensin pada kelompok vaksinasi (dengan rerata
5,73ng/mL) terhadap dengan kontrol (dengan rerata 3,92ng/mL) secara

signifikan (p=0,03).

Terdapat penelitian yang menyatakan bahwa Vibrio berhubungan dengan
berbagai host yang menghasilkan peptida antimikroba/ antimicrobial peptide
(AMP) oleh sel epitelnya sebagai barrier pelindung dari host tersebut dalam
menghadapi infeksi mikroba (Destoumieux-Garzon et al., 2014). AMP adalah
peptida kationik kecil dengan aktivitas antivirus, antibakteri, dan antijamur yang
menunjukkan konformasi alfa heliks atau B-sheet (Kosikowska & Lesner, 2016).
Molekul-molekul kecil ini memainkan peran penting dalam kerentanan terhadap
beberapa penyakit menular salah satunya diare (Kosikowska & Lesner, 2016).
Salah satu dari AMP adalah defensin. Defensin merupakan molekul yang
diproduksi selama infeksi natural akut dari Vibrio cholerae sebagai efektor respon
imun innate (Borque et. al., 2018). Sesuai dengan penelitian ini, pemberian
vaksinasi molekul adhesi Vibrio cholerae menghasilkan AMP secara dominan

berupa B-defensin yang diproduksi selama infeksi tahap akut.

Peningkatan B-defensin yang disebabkan oleh molekul adhesi Vibrio

pada penelitian ini serupa dengan penelitian oleh Fitrianingsih et al. (2018).
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Penelitian Fitrianingsih et al. (2018). menyatakan molekul adhesi Shigella flexneri
dengan berat molekul 18 kDa yang mampu meningkatkan protein B-defensin

mencit secara signifikan (Fitrianingsih et al., 2018).

Bakteri yang dideteksi oleh sel tubuh akan memediasi pengikatan TLR
dengan PAMP yang kemudian menginduksi produksi B-defensin. Produksi [3-
defensin selain diinduksi oleh produk metabolik bakteri yang salah satunya
berupa peptidoglikan, juga dapat diinduksi oleh sitokin pro-inflamasi sebagai
respon dari infeksi. Pada tempat terjadinya infeksi, bakteri dikenali oleh fagosit
dan menginduksi sekresi mediator pro-inflamasi berupa IL-1 dan TNF-alfa.
Selanjutnya B-defensin diproduksi oleh sel epithel untuk melakukan proses
pembunuhan bakteri. B-defensin yang bermuatan positif berikatan dengan
membran terluar sel mikroba yang mengandung peptidoglikan (lipid) bermuatan
negatif, kemudian beta defensin akan membuat pori untuk merusak integritas
membran mikroba sehingga membunuh mikroba tersebut (Cobo & Chadee,
2013). Peran [(-defensin saat terjadi infeksi bakteri tidak hanya sebatas
membunuh bakteri saja, namun juga sebagai imunomodulator. Telah dibuktikan
bahwa peningkatan konsentrasi beta defensin dapat meningkatkan ekspresi
sitokin pro-inflamasi dan kemokin dalam keadaan tidak infeksi atau tidak ada
stimulasi oleh produk bakteri. Telah dibuktikan juga bahwa beta defensin adalah
komponen penting untuk memperluas respon sitokin awal dari inflamasi dan
mempunyai peran dalam penyembuhan luka di tempat injury atau infeksi
(Menendez & Brett Finlay, 2007). Dikarenakan respon imun berupa beta defensin
tidak spesifik terhadap suatu antigen tertentu, maka beta defensi dapat
mengatasi seluruh bakteri yang masuk ke enterosit. Salah satu parameter

keberhasilan vaksinasi yakni mampu mencetuskan B-defensin sebagai respons
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innate. Sehingga apabila didapatkan peningkatan kadar B-defensin maka vaksin

yang diberikan dapat dikatakan memiliki immunogenisitas yang cukup baik..

Hal ini_membuktikan bahwa vaksinasi oleh konjugasi antara molekul
adhesi pili Vibrio cholerae BM 37,8 kDa dengan CTB meningkatkan respon imun
mukosa berupa [B-defensin sehingga nantinya apabila subjek terkena infeksi

maka dengan cepat akan dieradikasi oleh B-defensin.

6.2. Pemberian Vaksinasi Menghambat Progresifitas Keluarnya Cairan ke

Lumen Usus Mencit

Pada penelitian ini setelah dilakukan MLIL pada mencit, mencit dilakukan
penimbangan massa usus pada serial waktu, yaitu menit ke-0, 15, dan 60
sembari diinkubasi pada media RPMI. Penimbangan secara serial pada
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya fluktuasi yang terjadi selama
60 menit masa inkubasi. Hasil pada penelitian ini, terlihat bahwa kelompok KPS
dan KPV memiliki massa usus yang meningkat di antara menit ke-0 hingga menit
ke-15. Setelah itu, di antara menit ke-15 hingga menit ke-60, massa usus pada
kelompok KPS dan KPV tetap meningkat namun peningkatan terjadi secara
lambat. Berbeda dengan kelompok yang diberikan vaksinasi, pada kelompok
VVS dan VVV terdapat peningkatan massa usus yang dapat diamati di antara
menit ke-0 hingga menit ke-15. Namun, di antara menit ke-15 hingga menit ke-60
massa usus menurun mendekati massa usus pada menit ke-0 secara signifikan
dengan p<0,05. Peningkatan massa usus pada menit ke-15 yang diikuti oleh
penurunan massa usus hingga menit ke-60 pada kelompok vaksinasi (VVS dan
VVV) kemungkinan bisa terjadi karena vaksinasi menghambat progresifitas

keluarnya cairan pada kelompok vaksinasi yaitu VVS dan VVV dibandingkan
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dengan kelompok kontrol positif yaitu KPS dan KPV. Apabila penelitian
sebelumnya oleh Sumarno et. al. (2011) menunjukkan vaksinasi konjugasi
molekul adhesi Vibrio cholerae dengan BM 37,8 kDa dengan CTB menghambat
akumulasi cairan pada subjek yang diinfeksikan dengan Vibrio cholerae, maka
penelitian ini menunjukkan vaksin konjugasi tersebut menghambat progresifitas
keluarnya cairan pada subjek yang diinfeksi oleh Shigella flexneri. Hal ini
kemungkinan berhubungan dengan peningkatan protein B-defensin pada awal
sebelum mencit diinfeksi. B-defensin yang meningkat akan dengan cepat
mengatasi infeksi yang disebabkan oleh Shigella flexneri dengan merusak

integritas membran dari Shigella flexneri (Grishin & Sokolov, 2014).

Pada penelitian ini, pemberian vaksinasi menunjukkan hasil rata-rata
massa usus mencit yang divaksinasi (kelompok VVS dan VVV) lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (KN) dan kontrol positif (KPS dan
KPV) pada menit ke-O yang signifikan secara statistik. Hal ini tidak diketahui
mengapa pada mencit yang diberikan vaksinasi memiliki massa usus yang lebih
rendah pada awal pengukuran massa usus mencit (menit ke-0). Hal tersebut
merupakan keterbatasan dalam penelitian ini sehingga diperlukan penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui apa yang menyebabkan massa usus kelompok
vaksinasi VVS dan VVV lebih rendah dibandingkan kelompok lainnya. Namun
meskipun massa usus mencit kelompok VVS dan VVV lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok KN, KPS, dan KPV, tidak didapatkan kelainan
atau penurunan berat badan serta tidak ada mencit yang mati pada kelompok

VVS dan VVV.
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BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1.  Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Vaksin konjugasi molekul adhesi pili Vibrio cholerae berat molekul
37,8 kDa dengan CTB dapat meningkatkan respon imun mukosa host
yang ditandai dengan meningkatnya B-defensin.

2. Vaksin konjugasi molekul adhesi pili Vibrio cholerae berat molekul
37,8 kDa dengan CTB dapat menghambat progresifitas keluarnya
cairan ke lumen usus mencit yang diinfeksi Vibrio cholerae dan

Shigella flexneri yang ditandai dengan rendahnya massa usus.

Dari hasil tersebut terbukti bahwa konjugasi molekul adhesi pili Vibrio
cholerae berat molekul 37,8 kDa dengan CTB dapat untuk dijadikan kandidat
vaksin diare dengan menghambat progresifitas keluarnya cairan oleh karena
infeksi Vibrio cholerae dan Shigella flexneri dengan cara meningkatkan produksi

B-defensin.

7.2. Saran

Saran pada penelitian ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
menganalisa mengapa vaksinasi dapat menyebabkan massa usus lebih rendah

pada kelompok vaksinasi.
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Lampiran 3. Hasil Uji Statistik Parameter -defensin

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov®

Statistic df Sig.

Hasil ,145 25 ,184

a. Lilliefors Significance Correction

Group Statistics

Perlakuan N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Kontrol 15| 3,92632385 2,072432110 ,535099670
Hasil
Vaksinasi 10| 5,73176992 1,926672320 ,609267284
Independent Samples Test
Levene's Test t-test for Equality of Means
for Equality of
Variances
F Sig. T df Sig. Mean Std. 95% Confidence
(2- Difference Error Interval of the
tailed) Differe Difference
nce Lower Upper
Equal - - -
,82329
variances ,020| ,888]| -2,193 23| ,039] 1,80544607 4214 3,50855| ,102332
H assumed 1 9911 230
as Equal
il variances ,81088
-2,227| 20,426 | ,037| 1,80544607 3,49466 | ,116225
not 7341
1 6951 190
assumed
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Lampiran 4. Hasil Uji Statistik Parameter Massa Usus

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Hasil_0 | Hasil_5 | Hasi_15 | Hasil_45 | Hasil_80
_manit _manit Manit Mannt _Manit
N 25 25 25 25 25
Normal Paramaters™® 12,3488 | 12,6384 14,4388 138524 13,3192
1.31442 | 1,40675 B6852 1.45885 197162
Most Extrame Differances 125 108 087 0o m
125 1086 059 070 m
-125 - 103 - 087 - 09 -,088
KolmogorowSmirmov Z 627 528 433 A5 554
Asymp, Sig. (2-1alled) 827 943 992 Q8é 018
a. Test distribution is Normal
b Calculated from data
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil_0_menit 1,501 4 20 ,240
Hasil_5_menit 1,034 4 20 414
Hasil_15_Menit 1,051 4 20 ,406
Hasil_45_Menit , 731 4 20 ,581
Hasil 60 Menit ,410 4 20 , 799
ANOVA
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 31,091 4 7,773 14,986 ,000
Hasil_0_menit Within Groups 10,374 20 ,519
Total 41,465 24
Between Groups 31,608 4 7,902 9,948 ,000
Hasil_5_menit Within Groups 15,886 20 , 794
Total 47,495 24
Between Groups 5,316 4 1,329 1,890 ,152
Hasil_15 Menit Within Groups 14,060 20 ,703
Total 19,376 24
Between Groups 28,948 4 7,237 6,541 ,002
Hasil_45 Menit Within Groups 22,130 20 1,106
Total 51,078 24
Between Groups 75,154 4 18,789 | 20,682 ,000
Hasil_60_Menit Within Groups 18,169 20 ,908
Total 93,323 24
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(%)
g_ Multiple Comparisons
2 Dependent () J) Mean Std. Sig. 95% Confidence
Variable Perlakua Perlak | Difference Error Interval
n uan (I-J) Lower Upper
Bound Bound
Hasil_0_menit KN KPS ,89200| ,45549 ,064 -,0581 1,8421
KPV ,81600| ,45549 ,088 -,1341 1,7661
VVS 3,11000° | ,45549 ,000 2,1599 4,0601
VW 2,25800° | ,45549 ,000 1,3079 3,2081
KPS KN -,89200| ,45549 ,064 | -1,8421 ,0581
KPV -,07600| ,45549 ,869 | -1,0261 8741
VVS 2,21800°| ,45549 ,000 1,2679 3,1681
VW 1,36600 | ,45549 ,007 ,4159 2,3161
KPV KN -,81600| ,45549 ,088| -1,7661 , 1341
KPS ,07600| ,45549 ,869 -,8741 1,0261
VVS 2,29400°| ,45549| ,000| 1,3439| 3,2441
VWV 1,44200°| ,45549 ,005 ,4919 2,3921
VVS KN -3,11000 | ,45549| ,000| -4,0601| -2,1599
KPS -2,21800 | ,45549| ,000| -3,1681| -1,2679
KPV -2,29400" [ ,45549 ,000| -3,2441( -1,3439
VW -,85200| ,45549| ,076| -1,8021 ,0981
VW KN -2,25800 | ,45549| ,000| -3,2081| -1,3079
KPS -1,36600 | ,45549| ,007| -2,3161 -,4159
KPV -1,44200" | 45549 ,005| -2,3921 -,4919
VS ,85200| ,45549| ,076 -,0981 | 1,8021
Hasil_5_menit KN KPS ,31400| ,56368 ,584 -,8618 1,4898
KPV ,51600| ,56368| ,371 -,6598 | 11,6918
VS 3,03400°| ,56368| ,000| 1,8582| 4,2098
VW 1,74400° | ,56368 ,006 ,5682 2,9198
KPS KN -,31400| ,56368| ,584| -1,4898 ,8618
KPV ,20200| ,56368| ,724 -,9738 | 11,3778
< VVS 2,72000 | ,56368 ,000 1,5442 3,8958
>" VWV 1,43000 | ,56368| ,020 ,2542 | 2,6058
2 g\ KPV KN -51600| ,56368| ,371| -1,6918 ,6598
= KPS -,20200| ,56368 724 -1,3778 ,9738
= § VVS 2,51800° | ,56368| ,000| 1,3422| 3,6938
=
7
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Hasil_15_Menit

Hasil_45_Menit

VVS

VW

KN

KPS

KPV

VVS

VWV

KN

KPS

KPV

VVV
KN

KPS
KPV
VVV
KN

KPS
KPV
VVS
KPS
KPV
VVS
VVV
KN

KPV
VVS
VVV
KN

KPS
VVS
VVV
KN

KPS
KPV
VVV
KN

KPS
KPV
VVS
KPS
KPV
VVS
VWV
KN

KPV
VVS
VVV
KN

KPS
VVS

1,22800°
-3,03400°
-2,72000°
-2,51800°
-1,29000"
-1,74400°
-1,43000°
-1,22800°
1,29000"
-1,09600
-1,28400"
-,54600
-,46800
1,09600
-,18800
,55000
,62800
1,28400°
,18800
,73800
,81600
,54600
-,55000
-,73800
,07800
,46800
-,62800
-,81600
-,07800
-1,08800
-1,49000"
1,36600
,75000
1,08800
-,40200
2,45400°
1,83800°
1,49000"
,40200
2,85600"
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,56368
,56368
,56368
,56368
,56368
,56368
,56368
,56368
,56368
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,53029
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528
,66528

,041
,000
,000
,000
,033
,006
,020
,041
,033
,052
,025
,315
,388
,052
727
,312
,250
,025
727
,179
,140
,315
,312
,179
,885
,388
,250
,140
,885
,118
,037
,053
273
,118
,552
,001
,012
,037
,552
,000

,0522
-4,2098
-3,8958
-3,6938
-2,4658
-2,9198
-2,6058
-2,4038

,1142
-2,2022
-2,3902
-1,6522
-1,5742

-,0102
-1,2942
-,5562
-, 4782

1778
-,9182
-,3682
-,2902
-,5602
-1,6562
-1,8442
-1,0282
-,6382
-1,7342
-1,9222
-1,1842
-2,4757
-2,8777
-,0217
-,6377
-,2997
-1,7897
1,0663

,4503

,1023
-,9857
1,4683

2,4038
-1,8582
-1,5442
-1,3422

-,1142
-,5682
-,2542
-,0522
2,4658
,0102
-,1778
,5602
,6382
2,2022
,9182

1,6562

1,7342

2,3902

1,2942

1,8442

1,9222

1,6522

,5562
,3682
1,1842
1,5742
4782
,2902
1,0282
,2997
-,1023

2,7537

2,1377

2,4757

,9857

3,8417

3,2257

2,8777

1,7897

4,2437
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= VWV 2,24000°| ,66528| 003 8523 13,6277

g_ VS KN -1,36600| ,66528| ,053| -2,7537 ,0217

- KPS -2,45400°| ,66528| ,001| -3,8417| -1,0663

KPV -2,85600 | ,66528| ,000| -4,2437| -1,4683

VWV -,61600| ,66528| ,366| -2,0037 7717

VWV KN -,75000| ,66528| ,273| -2,1377 6377

KPS -1,83800°| ,66528| ,012| -3,2257| -,4503

KPV -2,24000°| ,66528| ,003| -3,6277| -,8523

VS ,61600| ,66528| ,366| -7717| 2,0037

Hasil_60_Menit KN KPS -1,08000| ,60281| ,088| -2,3374 1774

KPV -1,48600 | ,60281| ,023| -2,7434| -2286

VS 3,17600 | ,60281| ,000| 1,9186| 4,4334

VWV 1,59400 | ,60281| ,016 3366 | 2,8514

KPS KN 1,08000| ,60281| ,088| -1774| 2,3374

KPV -,40600| ,60281| ,508| -1,6634 8514

VS 4,25600 | ,60281| ,000| 2,9986| 5,5134

VWV 2,67400 | ,60281| ,000| 1,4166| 3,9314

KPV KN 1,48600 | ,60281| ,023 2286 | 12,7434

KPS ,40600| ,60281| ,508| -,8514| 1,6634

VVS 4,66200 | ,60281| ,000| 3,4046| 5,9194

VWV 3,08000°| ,60281| ,000| 1,8226| 4,3374

WS KN -3,17600 | ,60281| ,000| -4,4334| -1,9186

KPS -4,25600 | ,60281| ,000| -5,5134| -2,9986

KPV -4,66200 | ,60281| ,000| -5,9194| -3,4046

VWV -1,58200 | ,60281| ,016| -2,8394| -,3246

VWV KN -1,59400° [ ,60281| ,016| -2,8514| -3366

KPS -2,67400 | ,60281| ,000| -3,9314| -1,4166

KPV -3,08000 | ,60281| ,000| -4,3374| -1,8226

VVS 1,58200 | ,60281| ,016 ,3246 | 2,8394

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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— Hasil_0_menit
[ = TN
2 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2
VVS 5 10,6540
\VAYAY 5 11,5060
Tukey B®* KPS 5 12,8720
KPV 5 12,9480
KN 5 13,7640

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Hasil_5 menit

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
VVS 5 10,7260
\AYAY) 5 12,0160 12,0160
Tukey B* KPV 5 13,2440 | 13,2440
KPS 5 13,4460 13,4460
KN 5 13,7600

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Hasil_15 Menit

Perlakuan N Subset for
alpha = 0.05
1

KN 5 13,7600

VW 5 14,2280
Tukey B*  VVS 5 14,3060

KPS 5 14,8560

KPV 5 15,0440

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.
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— Hasil_45 Menit
[ = TN
2 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2
VVS 5 12,3940
\A'AY) 5 13,0100
Tukey B® KN 5 13,7600 13,7600
KPS 5 14,8480
KPV 5 15,2500

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Hasil_60_ Menit

Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
VVS 5 10,5840
\A'AY) 5 12,1660
Tukey B® KN 5 13,7600
KPS 5 14,8400
KPV 5 15,2460

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Tests of Within-Subjects Effects
Measure: MEASURE_1

Source Type llI df Mean F Sig. | Partial Eta
Sum of Square Squared
Squares
Sphericity Assumed 73,574 4 18,394 | 25,550| ,000 ,516
) Greenhouse-Geisser 73,574 2,383 30,881 25,550| ,000 ,516
Fas Huynh-Feldt 73,574 2,663 27,630 25,550| ,000 ,516
Lower-bound 73,574 1,000 73,574 25,550 ,000 ,516
Sphericity Assumed 69,111 96 , 720
§ Error(Ha Greenhouse-Geisser 69,111| 657,181 1,209
< sil) Huynh-Feldt 69,111 | 63,908 1,081
|
§ Lower-bound 69,111| 24,000 2,880
=
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(53
o Estimates
[ = T
(=B Measure: MEASURE 1
—
Hasil Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound | Upper Bound
1 12,349 ,263 11,806 12,891
2 12,638 ,281 12,058 13,219
3 14,439 ,180 14,068 14,810
4 13,852 ,292 13,250 14,455
5 13,319 ,394 12,505 14,133

Pairwise Comparisons
Measure: MEASURE_1

() Hasil ~ (J) Hasil Mean Std. Sig.” | 95% Confidence
Difference | Error Interval for
((EN)) Difference”
Lower Upper
Bound Bound
1 2 -290| ,109| ,135| -625 ,046
3 2,000 ,271| ,000| -2,926| -1,254
4 -1,504"| ,230| ,000| -2,214 -,793
5 -970| ,241| ,005| -1,714 -,226
2 1 290 ,109| ,135| -046 ,625
3 -1,800°| ,269| ,000| -2,631 -,969
4 -1,214"| ,238| ,000| -1,949 -, 479
5 -681| ,245| ,103| -1,437 ,075
3 1 2,000| ,271| ,000| 1,254| 2,926
2 1,800 [ ,269| ,000 969| 2,631
4 586 ,213| 112 -073| 1,246
5 1,120 ,338]| ,029 074 2,165
4 1 1,504 [ ,230| ,000 793 2,214
2 1,214 ,238| ,000 479 1,949
3 -586| ,213| 112 -1,246 ,073
5 533| ,177| ,060| -013| 1,079
< 5 1 970" 241 ,005 226 1,714
5 2 2 681| ,245| ,103| -075| 1,437
& _ 3 -1,120°| ,338| ,029| -2,165 -,074
5 § 4 -533| ,177| ,060| -1,079 ,013
=
Z
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E Lampiran 6. Hasil Uji Nanodrop dan rerata kadar beta-defensin

o

o

2 Sampel Tanggal Waktu mg/mL

Vibrio cholerae 9/21/2018 10.47 2,47

Kelompok Rata-rata (ng/mL) + SD Signifikansi (p)
Kontrol 3,92 + 2,07 003
Vaksinasi 5,73 +1,93 J
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