
Pelacakan Perlekatan Bakteri Escherichia CoZi Kg9 pada Zona 
Pelusida Embrio Mencit dengan Metode Enzym Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) dan Scanning Electron 

Microscope (SEM) 

(DETECTION OF ESCHERICHIA COLI Kg9 ATTACHMENT ON MOUSE 
EMBRYOS ZONA PELLUCIDA 

BY MEANS ENZYrvl LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) AND 
SCANNING ELECTRON MICROSCOPE (SEM) 

'Sekolah Pascnsarjana Program Studi Sains Veterienr 
Institut Pertanian Bogor J1. Agatis Kampus IPn Dramaga Bogor 16680 

Takultas Kedokteran Hcwan Universitas Udayana, 
Kampus Bukit Jimbaran Kuta Badung Bali 

Takultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor, 
J1. Agatis Kampus IPB Dramaga Bogor 16680 

4Balai Penelitian Veteriner J1. Martadinata No 30, Bogor 161 14 

Tclah dilakukan penelitian laboratoris tentang perlekatan E.coli  K99 pada zona pelusida mencit. 
Sanlpai kini bclurn ada irlforma~i mengcnai pcrlckat a n  antara E.coli Kg9 dengan zona pelusida yang dilacak 
rnengg~li~akilr~ ELTS.4 dnn SEPV1. Kji FT,ISA dipvrsiapkan guns melacnk perlekatan ini. Untuk itu,  zona 
pt!lusid;~ nlcncit dipisal~kan. .~rtul:th rn~br io  I L I L ( C ' ~ ~ I I ~  dan sclnnjutnya ciisonikasi. Zona pelusida Fang 
teliih disonikasi dipandang sabagai antigen dnn digunnkan untuk melnpisi sumuran cawan El ,ISA. Suspcnsi 
6 . ~ 0 1 1  dnlnm PBS. buik bnkt.eri yang mcmiliki K99 m a n  pun yang tidak, dipersiapkan dari scl-sel bakteri 
utuh yang hcrasnl dari isolat yang berbcda, hntigurl pili K99 dipersiapkan dengan pcmanasan suspcnsi 
E.colz Kg9 pada suhu fiOnC selanla satu jam. Pili K99 dipuroleh dengan melakukan sentrifyus. Embrio 
yang ~nemiliki zonn pclusiria utuh diccmari dcngar~ bakteri E.roli Ii99 scbarlyak 10' per ml, diinkubasikan 
sclnmn satu jam pitda suhu  3T°C. Se1nnjutn.a urnbrio Fang lercemar i tu dicuci dengan mPBS dnn 
dipersiapk~rn untuk pcmeriksaan mikroskop electron. Hasil penelitinn ini menunjukkan bnhwa kepadatan 
nptik sanlplc-sampol yang nlcngandung antigen K99, angkanya lebih tinggi dibnndingkan dengan yang 
tidak 1K38 dnn P41). Dalam penelitian ini ditemukan adanya perlukatan antara  antigen K99 dungan zuna  
pclusida pada sumurnn yang dilapisi dengan zona pelusida, dan lidak dengan Kg8 dan F41. Hal iili berarti 
bahwa terjadi perlukatan antara  antigen Kg9 dengan znnn pclusida. Dengan SKM, baktcri E.col? K99 
terlacak mulekat pada pern~ukaan  embrio. Kcsirnpulan yang dapat ditnrikdari  penelitinn ini bahwa t ~ r j a d i  
perlckatan yangspesifik antara E.coli K99 dengan zona pelusida, yang ditunjukkan antara pili K99 dcngan 
ekstrak znna pelusida. 

Knta-kai;~ kunci : ELTSA. SEh1, zuna prlusidn,  Iq:.coli K99. 

ABSTRACT 
-4 Inburator: s tudy nn thc attnchrnvnt of'Esrl~crrchru coli K99 on the zonn pu1lut:iria of'mnu$r: rmbryos 

ir:ls cnrrirrl out bh- cnzyrnt:-link~d inlinunnsurbcrit assay (RLISA) and scanning elcctrnn micrnscopv (SF: hll. 
'I'hc zilna pcluc~ria of ITlOIlSC! embryo was separated from e n ~ b r y o  by embryo hutcl~ing and ~ ~ ) n i t i c a t i o ~ ~ .  The 
.;ep:~rateci Lon3 Ijellucirla w a s  t,hen uscd antiper1 for ET.ISA. Suspcnyinn of'severai diffcrcnt F;sr/lr>ric,hrrt !wli 
i~o1nr.c.s w i t h  or withrlut K9Y antigen w a s  prepared in PRS. K99 villous antigen wa.: prepared by heating of 
r l ~ c :  1,nr.tr.rinI suspcrlsion at 60°C for 1 hour. and f~~lluxved by ccrltrii'ugation. Embryus with ;In intact xana 
~ C ~ C I , I ~ ; I  w're ~ n o ~ ' u l a t ~ d  wit11 E. c01i a t  the  dosc of 10%cclls per rnl and incubated fur I hour at 37'1:. Aitcr 
'7 t i r l~rs  w a s t ~ a s  ~ r l h  i'BS, t h e  embryos were cxamint~d by scanning clertrun mrcruscopu. The result shrjwcd 
i.J..clr thc K1.154 readings \uptical dvnsity, of samplus wit,h K99 antiger1 w a s  significa~ltly higher than those 
t r  1 1  bout KY!j antigen (KR8 and E'41). Ttitb attitchment. of E. Culi to thc plntc coated with zuna pcllcids nras 
nht;un.crl only in thc well containing K99 antigen. bu t  not in the well containing k E X  or F4l antigen. The 
nlt:tchrnr>r~t. of K99 bacterial rulls was iilso i~bscrvetl by SEM. This j t u d ~  provitit: u cleat cvidencc for the 
~pi : ( ,~ t ic :  at tnchmcnt between E. cnli K99 a d  the zona pellucidn uf' ~ n o u s r  cmbryo. 

I i c .  xr.(lrds: F:T,ISA, SEM, Xuna pe1Iuc:id.a. E.co1~ K93 
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