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INTISARI

Salmonella typhi merupakan bakteri intraseluler Gramnegatif dan penyebab demam tifoid pada
manusia. Tingkat keberhasilan Vaksin Ty21a Vivotif Berna di Indonesia hanya 33-66% sedangkan di
negara lain keberhasilannya dapat mencapai 100%. Penelitian dilakukan untuk mengetahui potensi
bakteri isolat lokal dalam merangsang respon imun dan pengaruh perbedaan frekuensi penyinaran
terhadap respon imun serta perbedaan waktu terbentuknya respon imun pada pemberian vaksin oral
yang dilemahkan dengan sinar ultraviolet. Hasil penelitian menunjukkan bahwa titer antibodi dari isolat
lokal yang disinari dengan sinar UV 10x yaitu 88,76 + 33,06 IU/mL pada minggu ke 4 dengan nilai titer
antibodi terendah yaitu 11,15 £ 9,18 IU/mL pada kontrol negatif.

Kata kunci : Salmonella typhi, Ultraviolet, Waktu terbentuknya respon imun, Titer antobodi

ABSTRACT

Salmonella typhi is a Gram-negative intracellular bacterium and causes typhoid fever in humans.
The success rate of Berma Vivotif Ty21a vaccine in Indonesia is only 33-66%, while in other countries
have been reached up to 100%. The research was conducted in order to determine the potency of local
isolate bacteria to stimulate the immune response and the impact of different exposure frequencies on
the immune response and the different immune response time when administered by UV-inactivated
vaccine.. The results showed that the antibody titer of local isolates irradiated by UV light 10x was
88.76 £ 33.06 IU/mL at week 4 with the lowest antibody titer values about 11.15 + 9.18 IU/mL was
found in the negative control.

Keywords: Salmonella typhi, Ultraviolet, Immune ResponseTime , antibody titers

PENDAHULUAN

Salmonella typhi merupakan bakteri
intraseluler Gram-negatif yang menyebabkan
demam tifoid pada manusia (Shandya et al.,
2012). Demam tifoid di dunia diperkirakan
mencapai 22 juta kasus dengan jumlah angka

kematian sekitar 216.000 orang. Di beberapa
negara demam tifoid merupakan penyakit
endemik dan bersifat fatal akibat peningkatan
perforasi usus (Neil et al., 2012). Demam tifoid
menjadi perhatian terutama pada wilayah negara
berkembang khususnya pada daerah wisata,
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karena dengan merebaknya kasus demam tifoid
wisatawan akan takut untuk datang sehingga
lambat laun akan berdampak pada penurunan
jumlah wisatawan (Johnson et al., 2011).

Jenis vaksin demam tifoid yang beradar di
Indonesia ada tiga macam vyaitu vaksin oral
Ty21a Vivotif Berma (bakteri yang dilemahkan),
vaksin Typa Bio Farma (bakteri yang dimatikan)
dan vaksin Polisakarida. Tingkat keberhasilan
ketiga vaksin tersebut berbeda vyaitu vaksin
Polisakarida mencapai 60 - 70%, vaksin Typa
Bio Farma tingkat mencapai 79 - 89%, vaksin
oral Ty2la Vivotif Berma mencapai 36 - 66% di
Indonesia sedangkan di negara lain mencapai
100%). Perbedaan tingkat keberhasilan ini
akibat  bakteri ~ Salmonella  typhi  yang
digunakan sebagai vaksin merupakan bakteri
yang tidak spesifik di daerah tersebut sehingga

infeksi terus berlanjut (Keputusan Menteri
Kesehatan RI, 2006).

Pembuatan  vaksin dengan cara
melemahkan  bakteri dilakukan  dengan

berbagai cara diantaranya penggunaan bahan
kimia yaitu penggunaan fenol, alkohol, aseton
dan formalin. Selain penggunaan bahan kimia
pelemahan bakteri juga dapat dilakukan dengan
cara penyinaran bakteri dengan sinar gamma, dan
sinar ultra violet (Kawuri, 1986). Astuti
(2011) melaporkan intensitas terbaik untuk
pembuatan vaksin dengan sinar ultra violet
adalah 75 mW/cm?. Pembuatan vaksin dengan
penyinaran ultraviolet dapat menghasilkan titer
antisera terbaik pada penyinaran 320 nm selama
8 X penyinaran setiap penyinaran 5 menit
(Kawuri, 1986). Namun, frekuensi penyinaran
sinar ultraviolet tersebut yang dikombinasikan
dengan waktu munculnya respon imun belum
pernah  diungkapkan. Dengan  demikian
diharapkan didapatkan vaksin yang berasal dari
isolat lokal yang mampu memberikan kekebalan
tubuh yang lebih baik.

BAHAN DAN METODE

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan
merupakan Rancangan Acak Kelompok
dengan pola 5 perlakuan sinar UV pada tikus
(Rattus sp.) yaitu kontrol negatif Pepton Buffer
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Saline (PBS), penyinaran 6x, penyinaran 8x,
penyinaran 10x dengan panjang gelombang 75
mW/cm? dan kontrol positif dengan pemberian
vaksin Ty2la yang diamati pada 0 hari, minggu I,
I, 1l dan IV. Masing- masing perlakuan
dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali.

Vaksinasi pada tikus wistar

Vaksinasi tikus dilakukan hanya sekali
tanpa pengulangan. Masing-masing kelompok
tikus perlakuan diberikan vaksin secara oral
dengan dosis 2 mL. Selanjutnya sampel darah
diambil pada minggu pertama, minggu kedua,
minggu ketiga dan minggu keempat.

Pembacaan titer antisera
Plate dicoat selama 18 jam pada suhu

4°C dengan carbonate-bicarbonate buffer pH
9,2. Setiap sumur plate Enzyme Link Immuno
Sorbant Assay (ELISA) diblok 200 puL dengan 3
% skim milk dan Phosphate Buffer Saline (PBS)
selama 1 jam pada suhu kamar dan , plate dicuci
2x dengan PBS-T (- 0,1 % Tween 200
Sebanyak 100 pL serum dengan pengenceran
1:400 ditambahkan ke setiap sumuran plate mikro
ELISA dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu
kamar. Selanjutnya plate dicuci 3x dengan PBS-T
dan kedalam setiap sumuran ditambahkan anti-rat
IgG peroxidase (KPL) dengan pengenceran
1:1000 dalam PBS-T yang mengandung 10%
total bovine serum dan diinkubasi pada suhu
kamar selama 1 jam, kemudian plate dicuci
dengan PBS-T 3x dan ditambahkan substrat

Thiamethyl Benzidimed (TMB) (KPL-USA)
dan  dibiarkan pada suhu  kamar, dan
ditambahkan stop solution. Nilai absorbansi
setiap sumuran dibaca dengan multiscan

spectrophotometer dengan filter 45 nm. Titer
antibodi anti-salmonella dihitung menggunakan
rasio ELISA yaitu: Nilai rasio

nilai absorban sampel —nilai ab=sorban 100

nilai absorban positif—nilai absorban negatif

Analisis Data

Data yang diperoleh berupa titer antibodi
S. typhi dianalisis secara deskriptif untuk
melihat adanya perbedaan masing-masing
frekuensi dengan waktu pengambilan dan di uji
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dengan one-way ANOVA vyang dilanjutkan
dengan uji post hoc.

HASIL

Identifikasi Salmonella typhi

Bakteri yang digunakan pada penelitian
ini merupakan bakteri yang didapatkan dari
biakan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
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dilakukan penelitian, bakteri diidentifikasi ulang
untuk memastikan species yang akan digunakan
yaitu Salmonella typhi. Identifikasi ulang
dilakukan dengan menggunakan pemeriksaan
mikrogen TM. GnA +B-ID.

Hasil identifikasi  pada Tabel 1
menunjukkan bakteri uji mempunyai
kesamaan 94% dengan S. typhi sehingga dapat
dipastikan bakteri yang dipakai adalah S. typhi.

Kedokteran Universitas Udayana. Sebelum
Tabel 1. Hasil Identifikasi ulang bakteri uji

No Uji Hasil No Uji Hasil
1 Lysin Positif 14 Malonate Positif
2 Ornithine Negatif 15 Inositol Positif
3 H2S Negatif 16 Sarbitol Positif
4 Glukosa Positif 17 Rhamnosa Positif
5 Mannitol Positif 18 Sukrosa Positif
6 Xylose Positif 19 Laktosa Negatif
7 O.N.P.G Positif 20 Arabinosa Positif
8 Indol Negatif 21 Adonitol Positif
9 Urease Positif 22 Raffinosa Positif

10 V.P. Negatif 23 Salicin Positif

11 Sitrat Negatif 24 Arginin Positif

12 T.D.A Negatif

13 Gelatin Negatif

Hasil pengukuran antibodi dengan metode ELISA

Pengukuran antibodi dilakukan dengan menggunakan uji ELISA dengan hasil tertera yaitu:

Tabel 2. Hasil Analis Varian Titer Antibodi Terhadap Salmonella tyhi Frekuensi Penyinaran Dengan
Waktu Terbentuknya Respon Imun

Rerata Titer Antibodi (IU/mL)

No Frekuensi

Hari 0 Minggu 1 Minggu 2 Minggu 3 Minggu 4
1 Frekuensi10x  26.88+7,14%  52,30+18,86°0 62,69+18,30¢  68,83+28,33¢ 26,88+7,142
2 Kontrol positif  100+7,49%  39,35+13,91%  46,01+11,12°  72,19+16,47¢ 21,00+7,492
3 Frekuensi 6x 19,04+6,80%  34,58+6,36° 44,76+5,24° 38,67+12,14° 19,94+6,802
4 Frekuensi 8x 18,38+6,06%  32.23+9,00" 33,93+4,58% 52,44+10,76 18,38+6,062
5  Kontrol negatif 11154918  29,15+11,00°  33,75+6,052  32,52+4,428C 11,15+9,18°
Total 19,47+8,51 37,49+14,22 44,23+14,40 52,93+22,07 19,47+8,51
Keterangan:

Nilai-nilai pada tabel £ standar eror merupakan rata-rata dari lima kali ulangan. Nilai-nilai
yang diikuti notasi huruf yang sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata berdasarkan

uji post hoc LSD (P>0,05), setelah dilakukan analisis sidik ragam (Anova).
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Hasil pemeriksaan menunjukkan
peningkatan titer antibodi tertinggi  pada
minggu ke 4 dengan frekuensi penyinaran
sinar UV 10x vyaitu 88,76+33,06 IU/mL dan

nilai titer antibodi terendah pada kontrol
negative 11,15+9,18 IU/mL. Berdasar titer
antibodi tersebut menunjukkan bahwa
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terjadi peningkatan disetiap minggunya,
namun peningkatan yang terbaik dalam
penelitian ini diperoleh pada frekuensi 10x,
sedangkan yang terendah pada frekuensi 6x
dengan pembanding kontrol positif dan kontrol
negatif.

Kurva Peningkatan Titer Antibodi
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w= 1320 + 5 0dx
v= 607 +11 45%
v= 1785 +14,02x

Kontrol negatif

— Kontrol positif
Frekuensi 6x

—— Frekuensi 8x

——Frekuensi 10x

Gambar 1. Hasil regresi linier peningkatan titer antibodi

Gambar 1 diatas menunjukkan bahwa
hasil regresi linier peningkatan titer antibodi
tertinggi dalam penelitian ini diperoleh pada
frekuensi 10x dengan persamaan y = 17,85 +
14,02x dan nilai r =69%, sedangkan pada
kontrol positif diperoleh persamaan y = 5,14 +
15,71x dengan nilai r = 83% dan pada kontrol
negatif y = 12,58 + 5,31x dengan nilai r = 66%.

PEMBAHASAN

Pengukuran Antibodi dengan metoda ELISA

Penelitian ini  menunjukkan bahwa
peningkatan titer antibodi tertinggi diperoleh
pada tikus yang disinari UV dengan frekuensi
penyinaran 10x pada minggu ke 4. Penelitian

sebelumnya oleh Besung et al., (2013)
menunjukkan bahwa pemberian pegagan
(Centella asiatica) pada mencit dapat

meningkatkan titer antibodi pada minggu ke 4
sebesar 94,0370 + 1,69 IU Hal tersebut

menunjukkan bahwa perlakuan penyinaran
terhadap titer antibodi pada minggu ke 4 lebih
rendah  dibandingkan dengan  pemberian
pegagan (Centella asiatica). Radji (2010)
menyatakan bahwa antibodi dibentuk oleh sel
plasma yang berasal dari proliferasi sel B akibat
ransangan antigen. Antibodi yang terbentuk
secara spesifik akan mengikat antigen sejenis
yang masuk ke dalam tubuh. Sifat pengikat
antibodi dengan antigen dapat berubah sesuai
waktu karena afinitas antibodi terhadap antigen
makin lama makin besar sehingga kompleks
antigen antibodi yang terjadi akan semakin
stabil.

Titer antibodi tertinggi dalam penelitian
ini didapatkan pada frekuensi penyinaran sinar
UV 10x. Hal ini berbeda dengan penelitian

Kawuri (1986) yang menunjukkan bahwa
frekuensi  penyinaran UV 8x merupakan
frekuensi terbaik untuk meningkatkan titer

antiserum dari itik yang di vasinasi dengan
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vaksin hidup S. typhimurium Z;,.. Penggunaan
sinar UV untuk mengingkatkan titer antibodi
juga ditunjukkan oleh Priyanti (2010) yang
menyebutkan bahwa penyinaran UV dengan
penambahan bahan-bahan Kimia
(Dragendoff, vanillin H,S0,;, FeCl; dan
Liberman Burchard) dapat mempercepat mutasi
gen pada DNA bakteri.

Penggunaan sinar uv dapat
mendorong terbentuknya antibodi. seperti
yang diungkapkan Lorenz et al., (2009)
yang menyatakan bahwa penggunaan
UV-C dapat mendorong perubahan monoklonal
antibodi difluensi rendah dan dapat digunakan
untuk inaktivasi  virus dalam  aplikasi
bioteknologi. Pelemahan S. typhi dengan sinar
UV mendorong terbentuknya respon imun. Hal
ini di dukung penelitian yang dilakukan oleh
Kang dan Courtis, (2003) bahwa Salmonella
yang dilemahkan dan direkombinan dengan
Staphylococcus dapat meningkatkan sistem
imun.

Peningkatan titer antibodi pada kontrol
negatif terjadi karena penggunaan tikus yang
tidak Spesific Pathogen Free (SPF). Menurut
Wahyu, (2011) Salmonella yang keluar bersama
kotoran dapat mengkontaminasi dan jika
dikonsumsi dapat bersifat antigenik. ontrol
positif, menunjukkan bahwa pemberian Ty21la
yang biasa digunakan sebagai vaksinasi deman
tifoid, mampu meningkatkan titer antibodi
setiap minggunya hingga minggu ke 4., Hasil

penyinaran sinar UV dengan frekuensi
10x yang setara  dengan  kontrol
positifmenunjukkan bahwa penyinaran

frekuensi 10x dapat digunakan sebagai vaksin
alternatif.

Peningkatan titer berdasar  waktu
terbentuknya respon imun ini didukung oleh
penelitian pada bakteri Escherichia coli dalam
proses pembentukan antibodi yang
menunjukkan  peningkatan  titer  hingga
pemeriksaan minggu ke 7 (Supar et al.,1998).
Penelitian Kang dan Roy (2003) juga
menunjukkan peningkatan titer yang optimal
dalam pembuatan vaksin S. typhimurium pada
minggu ke 6. Selanjutnya penelitian Wang et
al., (2014) menunjukkan peningkatan IgG

Johnson,
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mencapai puncak pada minggu ke 8. Sedangkan
pada penelitian Hui et al., (2007) menunjukkan
titer antibodi meningkat pada minggu ke 4
hingga minggu ke 8 dan tidak ditemukan
peningkatan setelah minggu ke 8. Hal yang
sama didapatkan juga oleh Aidan et al., (2009)
yang menyebutkan bahwa konsentrasi IgA
meningkat pada minggu ke 4 dan menurun
pada minggu ke 8.

KESIMPULAN

Vaksin yang berasal dari bakteri
Salmonella  typhi  menunjukkan peningkatan
titer antibodi tertinggi pada minggu ke 4 dengan
frekuensi penyinaran sinar UV 10x yaitu 88,76
+ 33,06 IU/mL dan nilai titer antibodi terendah
pada kontrol negatif 11,15 + 9,18 IU/mL. S.
typhi yang disinari dengan frekuensi penyinaran
10x menghasilkan titer antibodi terbaik
dibandingkan frekuensi penyinaran 8x dan 6x.
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