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RINGKASAN 

PENINGKATAN IMUNOGLOBULIN G PADA MENCIT (MUS MUSCULUS) 
SETELAH IMUNISASI ANTIGEN PROTEIN SOLUBEL (SPTAg) TOXOPLASMA 

GOND/1 DENGAN ATAU TANPA AJUVAN TOKSIN KOLERA (CT) 
SECARAINTRANASAL 

Moriko Pratiningrum 

Respon imun humoral sistemik terhadap toksoplasmosis yang bertahan 
lama adalah imunoglobulin G. lmunoglobulin ini dapat dideteksi setelah infeksi 
parasit atau imunisasi dengan vaksin hidup maupun subunit antigen parasit. 
Salah satu kandidat dari subunit antigen Toxoplasma gondii adalah Antigen 
Protein Solubel (SPTAg). Penggunaan SPTAg dimaksudkan untuk menginduksi 
respon imun, dengan aplikasi intranasal yang merupakan salah satu rute 
imunisasi yang efektif untuk menginduksi respon imun. Ajuvan Toksin Kolera (CT) 
digunakan untuk memperbaiki dan meningkatkan kemampuan sistem imun 
mukosa untuk merespon SPTAg yang diberikan. 

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh gambaran respon imun lgG 
dengan imunisasi SPTAg T.gondii dengan atau tanpa ajuvan CT secara 
intranasal dari serum hewan coba. Secara khusus, penelitian ini bertujuan untuk : 
(1) membuktikan terdapatnya perbedaan gambaran respon imun lgG setelah 
imunisasi SPTAg T. gondii yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau 
tanpa menggunakan ajuvan CT, (2) membuktikan terdapatnya pengaruh waktu 
terhadap gambaran respon imun JgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii 
yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan 
CT, dan (3) membuktikan terdapatnya interaksi antara waktu imunisasi dan 
perlakuan pada respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang 
diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan 
rancangan Faktorial Sarna Subyek, menggunakan 60 ekor mencit (Mus 
musculus) BALB/c betina, umur 6 -8 minggu dibagi dalam 3 kelompok perlakuan 
yaitu kelompok imunisasi SPTAg, kelompok imunisasi SPTAg dengan ajuvan CT 
serta kelompok kontrol negatif yang diberikan PBS. lmunisasi 1 kali diberikan 
pada minggu pertama. Serum diambil dari pleksus orbitalis hewan coba 1 minggu 
setelah imunisasi dan dilakukan selama 4 minggu berturut-turut. Respon imun 
lgG ditentukan dari nilai Optical Density (00) yang diperoleh dari pemeriksaan 
ELISA indirect. Data hasil penelitian kemudian dianalisis dengan uji Anova 
Faktorial Sarna Subyek menggunakan program SPSS 1 0.0. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa imunisasi intranasal SPTAg tanpa 
ajuvan CT dapat meningkatkan respon imun lgG lebih tinggi daripada imunisasi 
intranasal SPTAg dengan ajuvan CT baik pada minggu I, II, Ill dan IV. Pada 
analisis statistik, pertama, terdapat perbedaan yang bermakna dengan nilai 
p=0,017 (p<O,OS) pada gambaran respon imun lgG antara imunisasi SPTAg 
intranasal baik dengan ajuvan CT maupun tanpa ajuvan CT; kedua, tidak terdapat 
pengaruh waktu yang bermakna dengan nilai p=0,474 (p>O,OS) pada respon imun . 
lgG pada imunisasi SPTAg intranasal baik dengan ajuvan CT ataupun tanpa 
ajuvan CT; ketiga, tidak terdapat efek interaksi waktu dan perlakuan yang 
bermakna dengan nilai p=0,882 (p>O,OS) baik pada imunisasi SPTAg intranasal 
baik dengan ajuvan CT ataupun tanpa ajuvan CT. Dengan demikian sebagai 
kesimpulan pada penelitian ini, imunisasi SPT Ag intranasal dengan atau tanpa 
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ajuvan CT dapat menginduksi peningkatan respon imun lgG. Sedangkan titer lgG 
pada imunisasi SPTAg dan CT tidak meningkat kemungkinan karena waktu 
perlakuan yang pendek. 
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SUMMARY 

THE INCREASE OF IMMUNOGLOBUUNG IN MICE (MUS MUSCULUS) AFTER 
INTRANASAL IMMUNIZATION OF TOXOPLASMA GOND/1 SOLUBLE 

PROTEIN ANTIGEN'S (SPTAg) WITH OR WITHOUT 
CHOLERAE TOXIN (CT) ADJUVANT 

Moriko Pratiningrum 

Immunoglobulin G (lgG) was a sistemic humoral immune respon after 
immunization with live vaccine or subunit antigen of T. gondii. Soluble protein 
SPTAg is a subunit antigen from T. gondii. Immunization SPTAg intranasally was 
aimed to induce immune response in mice. Cholerae Toxin (CT) adjuvant was used 
to restore and improve the capability of mucosal immune system to respond the 
immunization of SPTAg. The purpose of this study is to : (1) investigate the 
difference of lgG immune response after intranasally imunization with SPTAg 
without and with CT adjuvant; (2) find out the effect serum collection of time to the 
lgG immune response immunized with SPTAg alone and SPTAg + CT adjuvant; and 
(3) disclose interaction effect of serum collection times and treatment to the lgG 
immune response after intranasally immunization with SPTAg alone and SPTAg + 
CT. 

This experimental study used factorial design, involving 60 female BALB/c 
mice aged 6 - 8 weeks and devided into 3 groups; first group was immunized with 
SPTAg; second group was immunized with SPTAg + CT; third group, as negative 
control, was treated with PBS only. Immunization was done once at the beginning of 
the course of th is study. Sera from mice were collected from plexus orbitalis every 
once a week up to week 4 post immunization . The immune response of lgG was 
determined by measuring Optical Density (00) of lgG sera using ELISA methode. 
The data were analized using factorial anova test with SPSS computerized 
programe version 10.0. 

The result showed, that application intranasally of SPTAg without adjuvant 
increased immune response of lgG higher than that of SPTAg + CT during four 
sequence weeks of th is study. On the other hand , immunization with SPTAg + CT 
induced low immune response of lgG on the 151

, 2nd, 3rd and 4th week post 
immunization. Based on the statistical analisis showed, that first , the immune 
response of lgG in mice immunized with SPTAg alone and SPTAg + CT was 
different significantly (p<O.OS); second , there was no significant effect (p>O.OS) of 
serum collection time to the immune response of lgG; and three, there was not 
significant interaction effect (p>O.OS) of serum collection time and treatment to the 
lgG immune response after intranasally immunization with SPTAg alone and SPTAg 
+ CT adjuvant. Conclusively, the result suggested that the immunization of SPTAg 
intranasally with or without CT adjuvant could induced the systemic humoral 
immune response. While, the low level of lgG in mice immunized with SPTAg +CT. 
probably because the length of this study was too short, therefore, this immune 
response apparantly was just the beginning of the whole immune response to the 
immunogen . 
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ABSTRACT 

THE INCREASE OF NMUNOGLOBUUN GIN NICE (MUS MUSCULUS) AFTER 
INTRANASAL IMMUNIZATION OF TOXOPLASMA GOND/1 SOLUBLE 

PROTEIN ANTIGEN'S (SPTAg) WITH OR WITHOUT 
CHOLERAE TOXIN (CT) ADJUVANT 

Moriko Pratiningrum 

This research was conducted to; (1) investigate the difference of lgG 
immune response (2) find out the effect serum collection time to the lgG immune 
response (3) disclose interaction effect of serum collection time and treatments to 
the lgG immune response in mice after intranasally imunization with T. gondii 
SPTAg alone and T. gondii SPTAg with cholerae toxin (CT) adjuvant. The design 
used in this study was factorial design, involving 60 female BALB/c mice aged 6 -
8 weeks and devided into 3 treatment groups: first group was immunized with 
SPTAg; second group was immunoized with SPTAg+CT, and third group as 
negative control group treated with PBS only. lmunization was done once at the 
beginning of the course of this study. Serum collected was performed from plexus 
orbitalis punctured every once a week up to week four post immunization. The 
immune response of lgG were determined by measuring the Optical Density (OD) 
of lgG serum using ELISA methode. The data were then analyzed using factorial 
anova test with SPSS computerized programe version 10.0. The result showed , 
that the immune response of lgG in mice immunized intranasally with SPTAg 
without adjuvant higher than that of mice immunized with SPTAg+CT during four 
sequence weeks of the study. On the other hand, immune response of lgG in mice 
immunized with SPTAg+CT was low on 1st, 200

, 3 rd and 4th weeks post 
immunization. Based on the statistical analisis showed that, (1) the immune 
response of lgG between immunization with SPTAg alone and SPTAg+CT was 
significantly different (p<O.OS) and (2}, there was not significant effect (p>O.OS) of 
serum collection time and the immune response of lgG; and (3), there was not 
significant interaction effect (p>O.OS) between serum collection time and treatments 
to the lgG immune response after intranasally imunization with SPTAg alone and 
SPTAg+CT. Conclusively, these result suggested, that the immunization of SPTAg 
i ;:~ranasally with or without CT adjuvant was able to induce the systemic humoral 
immune response in mice. The low level of lgG in mice immunized with 
SPTAg+CT, probably because the length of this study was too short, therefore, this 
immune response apparently was just the beginning of the whole immune 
response to the immunogen. 

Keyword : T. gondii SPTAg- CT Adjuvant -Intranasal Immunization 
Optical Density lgG 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Toxoplasmosis merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh 

protozoa Toxoplasma gondii (T. gondi1) . Penyakit ini ditemukan di seluruh dunia 

dan menginfeksi unggas dan mamalia, termasuk manusia (Levine, 1995). Pada 

manusia, T. gondii dapat menyebabkan infeksi akut maupun kronis dengan 

angka prevalensi antara 15% - 85% (Dachlan, 1996). lnfeksi diawali dari infeksi 

T. gondii p2da permukaan mukosa usus halus kemudian menyebar ke seluruh 

tubuh. Pada hospes dengan status imunitas yang baik tidak akan menimbulkan 

gejala (asimptomatis), tetapi bila status imunitas hospes yang kurang baik maka 

akan menimbulkan gejala (simptomatis) yang ringan sampai dengan berat, 

seperti pada imunosupresi pada penderita AIDS (Remington et a/., 1995). 

Manifestasi yang mengkhawatirkan adalah terjadinya toksoplasmosis kongenital 

yang terjadi pada janin yang ditulari T. gondii dari ibunya. (Darcy and Santoro, 

1994; Robert and Janovy, 2000), sehingga pada masa ini dapat terjadi abortus 

spontan, lahir mati, lahir prematur atau lahir dengan cacat permanen (Levine, 

1995; Holliman, 1996; Smith, 1999; Haumonteta/., 2000). 

Salah satu upaya pre·Jentif terhadap toxoplasmosis adalah dengan 

pemberian imunisasi. lmunisasi sangat bermanfaat dalam langkah 

penanggulangan dampak negatif toxoplasmosis, khususnya pada ibu hamil. Saat 

ini sedang dikembangkan berbagai teknologi pengembangan kandidat vaksin 

yang aman dan efektif (Bonefant, 2001). Prosedur imunisasi parasit saat ini 

belum cukup mampu menginduksi respon imun. Beberapa penelitian yang telah 

dilakukan di bidang veteriner, vaksin hidup yang digunakan kemungkinan dapat 

berubah menjadi virulen, dengan dasar ini maka dicari strategi imunisasi yang 
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aman untuk digunakan pada manusia, karena itu dikembangkan vaksin subunit 

dengan komposisi yang mendekati dengan vaksin hidup (Buxton, 1993). 

Beberapa kandidat vaksin toksoplasmosis yang diberikan secara parenteral 

dapat menstimulasi imunitas sistemik (Brinkmann et a/. , 1993; Darcy et a/., 

1992). 

Beberapa imunogen yang menjadi fokus sebagai kandidat vaksin 

toxoplasmosis adalah antigen permukaan takizoit (surface antigen) yang 

disingkat SAG, antigen dari granula padat (GRA) serta ESA yang merupakan 

kumpulan protein GRA 1-GRA8, antigen dari mikronema (MIC) maupun antigen 

rhoptri (ROP) dari Toxoplasma gondii (Mcleod eta/., 1991; Darcy and Santoro, 

1994; Debard eta/., 1996; Fischer eta/., 1996; Fischer eta/., 1998; Jacobs et 

a/., 1999; Haumont et a/. , 2000; Prigione et a/., 2000; Velge - Roussel et a/., 

2000; Vercammen et a/., 2000). Antigen SAG, ROP, GRA dan MIC T. gondii 

yang diisolasi secara bersama-sama disebut sebagai antigen protein solubel 

(SPTAg) (Cesbron-Delauw, 2000). 

Pada hewan coba, antigen di atas dapat diaplikasikan baik secara oral, 

intramuskular, intraperitoneal maupun secara intranasal. Umumnya pemberian 

antigen diaplikasikan secara oral, intramuskular dan intraperitoneal, sedangkan 

secara intranasal belum pernah dilakukan (Debard et a/., 1996). Beberapa 

penelitian menyimpulkan aplikasi intranasal lebih baik daripada aplikasi oral 

karena sedikit terjadi risiko kerusakan antigen oleh karena degradasi dan dilusi . 

Pemberian Protein Solubel (SPTAg) banyak gagal menstimulasi respon imun 

karena diaplikasikan secara oral (Holmgren et at., 1993). Dilaporkan pemberian 

imunisasi dengan parenteral jarang menginduksi respon imun mukosa, tetapi 

pada beberapa kasus imunisasi langsung pada permukaan mukosa akan tampak 

sangat baik menginduksi imunitas lokal dan secara bersamaan juga menginduksi 
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imunitas sistemik (Hazama eta/., 1993; Hirabayashi eta/. , 1990; Wu and Russel, 

1993). 

Pengaplikasian antigen secara intranasal mempunyai kelemahan yakni 

lemahnya imunogenitas antigen yang dihasilkan (Debard eta/., 1996), sehingga 

diperlukan suatu bahan yang dapat meningkatkan imunogenitas antigen, bahan 

ini dikenal dengan istilah ajuvan (Williams et a/, 1999). Ajuvan mukosa yang 

sering digunakan peneliti adalah CT (Cholerae Toxin= Toksin Kolera ). Toksin 

kolera (CT) terbukti mampu bertindak sebagai ajuvan mukosa dengan 

menstimulasi respon imun humoral pada mencit, dan diketahui dapat 

memperbaiki imunogenitas antigen yang diaplikasikan secara oral dan intranasal 

(Debard et at. , 1996; Douce eta/., 1997; Rappuoli eta/., 1999; Velge- Roussel 

et at. , 2000 dan Bonenfant eta/. , 2001 ). 

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk melihat respon imun humoral 

berupa peningkatan titer imunoglobulin terhadap pemberian antigen-antigen di 

atas yaitu SAG (Surface Antigen) (Debard eta/., 1996), ROP (Rhoptries Antigen) 

dan GRA (Dense Granule Antigen) (Cesbron-Delauw eta/. , 1996; Vercammen et 

a/., 2000), dan ESA yang merupakan kumpulan protein GRA (GRA 1-GRA8) 

(Darcy and Santoro, 1994; Cesbron-Delauw eta/., 1996; Prigione eta/., 2000) , 

namun penggunaan SPTAg terhadap T. gondii secara lengkap masih belum 

banyak dilakukan (Prigione eta/., 2000). 

Salah satu respon imun yang timbul pada tubuh secara humoral adalah 

dengan peningkatan titer lgG (Debard et a/., 1996). Respon imun humoral di 

dalam sirkulasi ditandai oleh peningkatan titer lgG terjadi pada fase awal sampai 

fase lanjut (Darcy and Santoro, 1994; Abbas eta/., 2000). 

Evaluasi peningkatan titer lgG dengan imunisasi SPT Ag sebagai 

imunogen dan CT sebagai ajuvan dengan aplikasi intranasal belum diketahui 

efikasinya. Bertolak dari latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan penelitian 
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untuk mengetahui perbedaan gambaran respon imun humoral berupa 

peningkatan titer lgG yang terlihat dengan Optical Density (00) lgG hewan coba 

terhadap pemberian SPTAg yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau 

tanpa menggunakan ajuvan. 

1.2 Rumusan Masalah 

Mengingat belum ditemukannya vaksin yang efektif dan belum 

diketahuinya penggunaan imunisasi SPTAg dengan ajuvan CT maka penelitian 

ini perlu dilakukan sehingga disusun rumusan permasalahan sebagai berikut : 

1. Apakah terdapat perbedaan respon imun berupa nilai optical density (00) 

lgG hewan coba akibat pemberian SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT 

secara intranasal? 

2. Apakah terdapat pengaruh waktu pengambilan serum terhadap respon imun 

berupa nilai 00 lgG akibat pemberian SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT 

secara intranasal? 

3. Apakah terdapat interaksi antara waktu pengambilan serum dengan 

pemberian SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT secara intranasal? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk memperoleh gambaran 

respon imun dengan pemberian SPTAg T.gondii dengan atau tanpa ajuvan CT 

secara intranasal dari serum hewan coba dengan waktu pengambilan yang 

sam a. 
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1.3.2 Tujuan Khusus 

Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk : 

1. Membuktikan terdapat perbedaan gambaran respon imun lgG mencit setelah 

imunisasi SPTAg T. gondii yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau 

tanpa menggunakan ajuvan CT. 

2. Membuktikan terdapat pengaruh waktu terhadap gambaran respon imun lgG 

mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang diaplikasikan secara 

intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

3. Membuktikan terdapat interaksi antara waktu imunisasi dan perlakuan pada 

respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang 

diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4 .1 Manfaat T eoritis 

Hasil penelitian ini diharapkan bermanfaat untuk pengembangan ilmu 

dalam menjelaskan respon imun lgG dengan SPTAg setelah pemberian subunit 

vaksin T. gondii dan ajuvan CT. 

1.4 .2. Manfaat Aplikatif 

Dari segi penerapan konsep imunoparasitologi, hasil penelitian ini 

diharapkan bermanfaat sebagai model vaksin subunit yang dapat digunakan 

sebagai alternatif pada imunisasi toksoplasmosis. 
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BAB2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Sifat-sifat Biologis T. gondii 

2.1.1 Morfologi dan Siklus Hidup T. gondii 

Toxoplasma gondii mempunyai tiga bentuk perkembangan yaitu: takizoit, 

kista jaringan dan ookista. Takizoit ditemukan pada infeksi akut dan dapat 

memasuki tiap sel yang berinti. Bentuk takizoit menyerupai bulan sabit dengan 

satu ujung yang runcing dan ujung yang lain berbentuk agak bulat. Panjang 

takizoit 4-8 !Jm, motil, membelah dengan cepat dan mempunyai satu inti yang 

letaknya agak di tengah dan takizoit pada manusia adalah parasit obligat 

intraseluler. Organel-organel takizoit terdiri dari conoid, micronemes, granula-

granula terdensasi, nukleus dan roptries. Takizoit terwarnai dengan baik dengan 

pewarnaan Wright dan Giemsa (Dubey, 2003). 

A 

Gam bar 2.1 Bentuk-bentuk T. gondii (A :Takizoit, B: Ookista) 
(Biosci. ohio-state.edu/-parasite. 2003) 

B 

Kista jaringan dibentuk di dalam sel hospes bila takizoit yang membelah 

telah membentuk dinding. Kista jaringan memiliki diamet~r lebih dari 200 IJm, 

yang berisi ratusan bradizoit. Di otak kista berbentuk lonjong atau bulat sedang di 

6 
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otot kista mengikuti bentuk sel otot. Ookista Toxoplasma gondii berukuran 12 x 

10 ~m. bentuk subsperikal (lonjong) dengan dinding tipis, setelah te~adi spora 

bentuk menjadi oval yang menghasilkan 2 sporokista, masing masing 

mengandung sporozoit yang terdapat di feses kucing. Spera muncul di luar tubuh 

kucing dan ookista infeksius dalam 1 hingga 5 hari setelah diekskresikan (Dubey, 

2003). 

A 8 

Gam bar 2.2 Bentuk T. gondii dalam jaringan otak (A) dan dalam otot jantung (B) 
(Biosci.ohio-state.edu/-parasite, 2003} 

Pada Felidae, siklus hidup T. gondii te~adi dalam dua stadium atau 

bentuk. Masing masing yaitu stadium aseksual dan seksual (Darcy and Santoro, 

1994) serta bentuk enteroepitelial dan ekstraintestinal (Dubey eta/., 1998; Robert 

and Janovy, 2000). Pada hospes perantara hanya mengalami stadium aseksual 

maupun ekstraintestinal (Robert and Janovy, 2000). Hospes definitif dari T. 

gondii adalah hewan dalam keluarga Felidae khususnya kucing. Pada sel 

epitelium dari saluran usus hospes definitif tersebut T. gondii mengalami 

perkembangan aseksual (schizogom) maupun seksual (gametogom) yang 

diakhiri dengan terbentuknya ookista (Darcy and Santoro, 1994; Robert and 

Janovy, 2000). Setiap ookista yang dikeluarkan oleh hospes definitif akan 

mengalami sporulasi sehingga terbentuk dua sporokista yang masing masing 

berisi empat sporozoit. Ookista yang telah bersporulasi tersebut merupakan 

salah satu stadium infektif yang dapat menginfeksi hospes antara seperti burung, 
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mamalia dan juga manusia. Bentuk ookista parasit akan mampu bertahan lama 

dalam lingkungan luar (Levine, 1995). 

Dolci>b dengan 
dua sporoblast 

LHIGKUIIGAII UJAR 
Od<ista dtng an 
duasporokistl 

l<ort.Jmin.J>i deng• cara meneliln 
Ookistl at.Ju k ist.J jirin ga n 

Ookiru berspara d111 
duasparokru 

,..., ·. 

~/ ~~ \ .. /~r•C" )'""., \ 
I /: .· \:\{ ~'-~ t I I - .. 

I •..:, · .. ::,_ '•..!; \~ .......__..~ 

Skizogoni 

HATl 
Takizoitdicerna oleh 

Makrofag 

S~luran Cerna 

~ -~~ l:·l· 7~ 
...___-lVI AM ALl A 

MAMALIA 
SIKLUS HIDUP TOXOPLASMA GONDII 

Gambar 2.3 Siklus hidup Toxoplasma gondii (Dubey, 2003) 
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Tertelannya ookista yang telah bersporulasi akan mengakibatkan 

te~adinya ekskistasi. Ekskistasi merupakan proses terlepasnya sporozoit dari 

ookista karena efek mekanik dan enzimatik didalam saluran pencemaan hospes. 

Sporozoit yang keluar dari ookista akan menginfeksi sel epitel usus dan disebut 

takizoit (Robert and Janovy, 2000). Selanjutnya takizoit akan dapat menyebar 

baik dalam organ pencernaan (saluran usus) maupun berbagai organ lain 

diseluruh tubuh melalui pembuluh limfe maupun pembuluh darah (Susanto dkk, 

1999). 

Pada hospes perantara, T. gondii hanya mengalami perkembangan 

aseksual dengan dua bentuk parasit yang berbeda. Masing masing adalah 

bentuk takizoit dan kista bradizoit. Takizoit merupakan bentuk multiplikatif aktif 

dan cepat yang berkaitan dengan manifestasi klinis toksoplasmosis akut. 

Bradizoit merupakan stadium multiplikatif lambat dan non invasif dengan 

membentuk kista yang berkaitan dengan infeksi kronis (Darcy and Santoro, 1994; 

Robert and Janovy, 2000). 

2.2 Patogenesis Toksoplasmosis pada Manusia 

Pada manusia infeksi oleh T. gondii dapat terjadi dengan dua cara . 

Pertama tertelannya ookista infektif melalui makanan yang terkontaminasi 

misalnya sayur atau buah buahan. Ookista infektif tersebut selanjutnya 

mengalami ekskistasi dan takizoit akan difagositosis oleh makrofag di hati, di 

dalam makrofag takizoit mengalami multiplikasi cepat, kemudian bila sudah 

penuh dengan takizoit maka makrofag akan pecah dan takizoit menyebar melalui 

pembuluh darah dan limfe, secara aktif akan menginvansi sel-sel pada jaringan 

atau organ lain (Darcy and Santoro, 1994; Dubey et a/. , 1998; Robert and 

Janovy, 2000). 
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Jalur yang digunakan untuk invasi oleh takizoit setelah melewati set epitel 

usus adalah melalui kelenjar limfe menuju limfonodi mesenterika dan pembuluh 

darah menuju parenkim hepar (Susanto dkk, 1999; Robert and Janovy, 2000). 

Jalur tersebut akan dipergunakan oleh takizoit untuk menyebar lebih jauh ke 

berbagai organ atau jaringan terutama otot jantung, retina mata dan otak. Pada 

ketiga organ tersebut parasit dapat hidup dan berkembang relatif lama sebagai 

bradizoit yang akan mengakibatkan kerusakan atau gangguan fungsi jaringan 

maupun organ (Dubey eta/., 1998; Robert and Janovy, 2000) . 

Bentuk penularan kedua terjadi karena tertelannya kista jaringan yang 

berisi banyak bradizoit dalam daging dan organ hewan. Bradizoit akan 

menginfeksi sel epitel usus dan berubah menjadi takizoit atau tetap dalam bentuk 

bradizoit tergantung status imun hospes. Bentuk bradizoit akan mengalami 

multiplikasi yang sangat lambat dan akan kembali membentuk kista jaringan 

atau organ individu yang terinfeksi. Pada status imun yang lemah bradizoit akan 

berubah menjadi takizoit akan mengalami multiplikasi cepat dan invasi aktif 

(Dubey eta/., 1998). 

Takizoit mampu menginfeksi semua jenis sel yang berinti termasuk 

makrofag (Darcy and Santoro, 1994). Takizoit yang telah menginfeksi sel, akan 

hidup dalam suatu vakuola parasitoforus (parasitophorus vacuole) sehingga tidak 

dapat fusi dengan kompartemen intrasellainnya (Mcleod et a/., 1991; Holliman, 

1996; Robert and Janovy, 2000). Hal ini menyebabkan parasit mampu bertahan 

hidup untuk jangka waktu lama di dalam sel dan sewaktu waktu dapat reaktivasi 

(Robert and Janovy, 2000). 

Bradizoit yang membentuk kista dalam jaringan akan mampu mengalami 

reaktivasi menjadi bentuk takizoit apabila kondisi memungkinkan. Perubahan 

dari takizoit menjadi bradizoit atau sebaliknya dipengaruhi oleh status imun 

individu (Darcy and Santoro, 1994; Denkers and Gazzinelli , 1998). Pada saat 
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respon imun individu optimal maka takizoit akan segera mengalami eliminasi 

ataupun berubah menjadi bradizoit. Reaktivasi dapat terjadi apabila sistem imun 

individu menjadi lemah baik, karena menurunnya titer imunoglobulin yang 

spesifik maupun rendahnya interferon gama (IFNy) atau alta tumor necrosis 

factor (TN Fa) {Darcy and Santoro, 1994; Denkers and Gazzinelli, 1998; Susanto 

dkk, 1999). 

lnfeksi primer, reinfeksi maupun reaktivasi diindikasikan adanya takizoit 

dalam sistem sirkulasi dan menyebar ke sel atau jaringan lain. Kondisi tersebut 

sangat rawan untuk te~adi infeksi fetomatemal pada individu yang sedang hamil. 

Resiko tersebut disebabkan kemampuan takizoit untuk menembus barier 

plasenta dan menginfeksi janin (Darcy and Santoro, 1994; Robert and Janovy, 

2000), infeksi tersebut mengakibatkan beragam manifestasi klinis seperti aborsi 

spontan, still birth, hidrosefalus, kalsifikasi intraserebral, retinakoroiditis maupun 

retardasi mental (Holliman, 1996; Smith, 1999; Haumont eta/., 2000; Robert and 

Janovy., 2000). Sebaliknya manifestasi klinis dari toksoplasmosis pada individu 

dewasa umumnya asimtomatis meskipun dapat pula simtomatis non spesifik 

(Robert and Janovy, 2000). Gejala klinis toksoplasmosis pada individu dewasa 

tersebut berupa nyeri serta pembengkakan limfonodi servikalis dan inguinalis, 

sakit kepala, demam, nyeri otot dan anemia (Holliman, 1996; Robert and Janovy, 

2000). 

2.3 Respon lmun Humoral terhadap Toksoplasmosis 

Pada sistem sirkulasi yang berperanan utama dalam jangka waktu yang 

lama adalah lgG (Darcy and Santoro, 1994). Respon lgG mengalami 

peningkatan setelah dilakukan vaksinasi intranasal pada mencit CBA/J dengan 

menggunakan antigen permukaan T. gondii. Peningkatan titer lgG tersebut 

temyata mampu meningkatkan resistensi mencit terhadap infeksi T. gondii 
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secara in vivo. Pada meneit (Mus musculus) strain BALB/e yang mengalami 

defisiensi limfosit 8 ternyata sangat peka terhadap infeksi T. gondii (Debard et 

al., 1996). 

Respon imun pada toksoplasmosis ditunjukkan dengan takizoit yang 

berikatan dengan antibodi yang membentuk komplek antigen - antibodi, 

kemudian difagositosis dengan perantaraan reseptor Fe (FeR) sehingga vakuola 

parasitoforus akan bergabung (fusi) dengan lisosom, dan mengakibatkan 

destruksi takizoit dalam sel (Mcleod eta/., 1991). Komplemen, sel fagositik 

maupun sel sitotoksik dalam sirkulasi dapat mangadakan destruksi pada takizoit 

(Darcy and Santoro, 1994 ). 

Pada sistem sirkulasi, respon imun humoral dalam jangka waktu yang 

lama diperantarai oleh lgG (Darcy and Santoro, 1994). Respon oleh lgG dapat 

bekerja dengan mengaktivasi komplemen, memperantarai fagositosis yang 

dilakukan oleh sel mononuklear maupun menginduksi sitotoksik yang dilakukan 

oleh sel NK (Abbas eta/., 2000). 

Pada mencit BALB/c, profil imun humoral adaptif (khususnya lgG) yang 

muncul sebagai respon terhadap infeksi T. gondii dipengaruhi oleh fase 

infeksinya. Apabila dievaluasi pada fase akut (21 hari setelah infeksi), respon 

imun lgG sudah tampak (Nguyen eta/., 1998). Sebaliknya pada fase kronis (56 

hari setelah infeksi), respon imun lgG masih dapat dilihatkan dan terus 

dipertahankan sampai 325 hari (Nguyen eta/. , 1998). 

2.4 Respon lmun Seluler pada Toksoplasmosis 

Beberapa peneliti menyatakan bahwa secara umum respon imun seluler 

cukup dominan dalam melindungi hospes dari infeksi maupun reaktivasi T. 

gondi.tlerutama bentuk intraseluler (Darcy and Santoro, 1994; Debard et a/. , 

1996; Denkers and Gazzinelli, 1998; Zhang and Denkers, 1999; Prigione eta/., 
......... -----------· 
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2000). Aktivasi respon imun seluler tidak hanya terbatas pada limfosit T sitotoksik 

(set T/CDB+} tetapi juga sel Th (CD4+), serta terdapat reaktivasi bradizoit menjadi 

takizoit serta peningkatan kerusakan jaringan otak dan retina mata akibat 

pemberian anti COB+ pada mencit yang mengalami infeksi kronis. Fakta tersebut 

menunjukkan efek langsung dari defisiensi sel T/CDB+ dalam proteksi terhadap 

toksoplasmosis (Gazzinelli eta/., 1994). 

Peran sistem imun seluler dapat terjadi baik secara langsung (proses 

sitolitik atau fagositik) ataupun secara tidak langsung diperankan oleh limfosit T 

sitotoksik dan sel fagositik. Peran secara tidak langsung dalam memberikan 

proteksi terhadap toksoplasmosis terjadi melalui sitokin yang dihasilkan oleh sel

sel yang terlibat dalam respon imun seluler (Gazzinelli eta/., 1994). Sitokin yang 

sangat berperan dalam resistensi dan proteksi terhadap toksoplasmosis adalah 

IFNy dan TN Fa (Gazzinelli eta/., 1994; Kasper and Buzoni-Gatel, 2001 ). 

Takizoit secara umum juga akan mengaktivasi sel penyaji antigen (APC) 

profesional seperti sel dendritik, makrofag maupun limfosit 8 , Aktivitassi tersebut 

mengakibatkan teraktivasinya sel Th0 (sel Th1 ataupun sel Th2) serta sel 

pembunuh alamiah atau sel NK. Selanjutnya sel Th1 dan APC bersama-sama 

mengaktivasi sel T/CDB+. Aktivasi Th0, sel T/CDB+ dan sel NK dilakukan oleh 

APC melalui IL 12 (sel dendritik, makrofag). Adapun set NK, set Th1, sel T/CDB+ 

yang teraktivasi oleh IFNy maupun TNFa (Denkers and Gazzinelli , 1998). 

Kedua jenis sitokin tersebut baik secara tunggal maupun bersama-sama 

akan mendapat menghambat multiplikasi dan mengaktivasi bradizoit sehingga 

meningkatkan resistensi terhadap toksoplasmosis (Scarton-Kersten eta/., 1996; 

Ceravolo eta/., 1999). Adapun IFNy memiliki kemampuan dalam induk serta 

terjadi ternyata menginduksi. Disisi lain IFNy juga berperan dalam induksi 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

THESIS PENINGKATAN IMUNOGLOBULIN ... MORIKO PRATININGRUM



14 

terrjadinya swiching dari lgM menjadi lgG yang sangat esensial pada respon 

imun terhapad toksoplasmosis (Abbas eta/. , 2000). 

Peranan berbagai sitokin dalam resistensi atau proteksi terhadap 

toksoplasmosis juga telah dilaporkan. Sitokin lain yang juga dinyatakan memiliki 

peranan tersebut diantaranya adalah interleukin 10 atau IL 10 (Neyer et al., 

1997), IL 4 dan IL 5 (Zhang and Denkers, 1999). Peranan IL 12 dalam proteksi 

terhadap toksoplasmosis juga telah dibuktikan (Zhang and Denkers, 1999). 

Kedua jenis tersebut baik secara tunggal maupun bersamaan akan dapat 

menghambat multiplikasi dan mengaktivasi makrofag untuk melalukan deskruksi 

takizoit serta mencegah reaktivasi brodizoit sehingga meningkatkan resistensi 

terhadap toksoplasmosis (Vercammen, 2000) 

2.5 lmunogen dari T. gondii 

lmunogen merupakan semua antigen yang mampu menstimulasi 

timbulnya respon imun secara aktif dari suatu individu, sedangkan antigen yaitu 

bahan asing yang masuk ke dalam tubuh individu dan tidak selalu menginduksi 

respon imun (Eigert, 1996). Lebih dari seratus macam antigen telah 

dikarakterisasi dari T. gondii. Beberapa antigen tersebut telah diketahui dapat 

bertindak sebagai imunogen dan telah dicoba dalam berbagai percobaan 

vaksinasi (Mcleod et al., 1991). 

lmunogen dari T. gondii sedang intensif dipelajari untuk dapat dijadikan 

sebagai kandidat bahan vaksin yaitu, SAG, GRA, ROP, dan MIC. Setiap 

kelompok masih memiliki beberapa jenis antigen yang lebih lanjut digolongkan 

menjadi subkelompok berdasar berat molekul proteinnya. 
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2.6 Antigen Pennukaan T. gondii 

Antigen ini terdiri dari SAG1-SAG6 yang bermanfaat dalam proses 

perlekatan dengan set hospes yang akan diinfeksi (Tomavo, 1996; Susanto eta/. , 

1999; Black and Boothroyd, 2000). Perlekatan yang terjadi antara takizoit 

dengan set hospes akan memudahkan adaptasi ujung anteriornya terhadap sel 

hospes untuk dapat secara aktif melakukan penetrasi (Black and Boothroyd, 

2000). Penggunaan SAG, terutama SAG1 sebagai kandidat bahan vaksin telah 

dilaporkan oleh beberapa peneliti pada berbagai sistem percobaan yang 

berbeda. Antigen ini merupakan protein yang hanya ditemukan pada bentuk 

takizoit, dan terdistribusi secara homogen di permukaan takizoit yang menyusun 

sekitar lima persen dari total protein takizoit. (McLeod eta/., 1991). Beberapa 

penelitian yang telah dilaporkan antara lain oleh Debard eta/ (1996), Fischer et 

a/. (1996), Velge- Roussel eta/. (2000) dan Bonenfant eta/. (2001 ). 

Munculnya antibodi anti SAG akan mampu mengenali SAG terutama 

SAG1 maka antibodi tersebut akan menghalangi perlekatan takizoit pada sel 

target yang akan diinfeksi baik di mukosa saluran usus maupun dalam sistem 

sirkulasi. Halangan tersebut karena permukaan takizoit yang dikenali akan diikat 

oleh fragmen Fab antibodi sehingga takizoit tidak dapat menempel pada reseptor 

yang dikehendaki di permukaan sel berinti. Sel berinti yang menjadi target 

takizoit dalam sistem sirkulasi adalah monosit, sel dendritik dan netrofil (paling 

dominan), limfosit dan makrofag serta set berinti lainnya pada mukosa dan organ. 

Konsekuensi dari komplek ikatan takizoit-antibodi (lgG) yaitu akan terjadi induksi 

ADCC atau opsonisasi melalui bagian Fe dari antibodi dengan reseptor Fe pada 

set efektor sistem imun maupun aktivasi reaksi komplemen melalui jalur klasik 

oleh lgG (Channon eta/., 2000). 
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2.7 Antigen dari Mikronema (MIC) dan Rhoptri (ROP) 

Protein dari mikronema dan rhoptri disekresikan selama terjadinya proses 

penetrasi kedalam set dan proses awal pembentukan vakuola parasitoforus. 

Fungsi protein mikronema secara pasti dan detil belum seluruhnya diketahui 

(Fourmaux et a/., 1996), meskipun demikian peneliti lain telah melaporkan 

beberapa fungsi yang berkaitan dengan proses penetrasi (Me Lead eta/., 1991 ; 

Fischer eta/., 1996; Fourmaux eta/., 1996; Dubey eta/., 1998; Susanto eta/., 

1999; Black and Boothroyd, 2000). Pada beberapa penelitian antigen MIC dan 

ROP dinyatakan sebagai faktor pemacu penetrasi penetration enhancing factor 

(PEF) yang membantu meningkatkan kemampuan dan kecepatan penetrasi 

takizoit T. gondii ke dalam sel hospes (Me Leod et a/. , 1991 ; Fischer et a/., 

1996; Fourmaux eta/., 1996; Dubey eta/., 1998; Susanto eta/., 1999; Black 

and Boothroyd, 2000). 

Antigen ROP juga diperlukan untuk modifikasi awal proses pembentukan 

vakuola parasitoforus (Cesbron- Delauw eta/., 1996; Susanto eta/., 1999; Black 

dan Boothroyd, 2000). Modifikasi pembentukan vakuola parasitoforus diperlukan 

agar vakuola tersebut tidak mengalami asidifikasi dan fusi dengan kompartemen 

seluler lain seperti lisosom sehingga takizoit dapat terus melakukan penetrasi 

dan vakuola tetap terbentuk tanpa dirusak oleh set hospes (Dubey et a/., 1998; 

Susanto dkk, 1999; Black and Boothroyd, 2000). 

Penggunaan MIC sebagai kandidat vaksin dilaporkan oleh Channen eta/. 

(1999) yang menyatakan bahwa adanya antibodi anti MIC1 atau MIC2 

menyebabkan hambatan penetrasi takizoit pada kultur monosit secara in vitro. 

Menurut Vercammen et a/. (2000) ROP dapat ditemukan pada bentuk takizoit 

maupun bradizoit. Antigen rhoptri yang telah dicoba digunakan sebagai bahan 

vaksin dan mampu menstimulasi peningkatan lgG adalah antigen ROP2 

(Vercammen eta/., 2000). Fischer eta/. (1996) dan Bourguin et al. (1998) juga 
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menyatakan bahwa ROP2 -:- ROP4 dapat menginduksi munculnya respon imun 

adaptif pada mencit. 

2.8 Antigen Beredar dari Granula Padat (GRA) 

Antigen protein GRA dapat ditemukan di bagian bawah membran luar, 

vakuola parasitoforus dan aparatus golgi (Mcleod eta/., 1991). Antigen beredar 

atau antigen sekretori dan ekskretori dari organel granula padat (GRA). Terdapat 

delapan kelompok GRA (GRA1-GRA8) yang telah diketahui sampai saat ini 

(Cesbron- Oelauw eta/. , 1996; Black and Boothroyd, 2000). Kumpulan semua 

antigen GRA (dari GRA 1 sampai GRAS) yang diisolasi dari takizoit T. gondii 

umumnya dikenal dengan nama antigen beredar (ESA) (Cesbron-Delauw, 2001 ). 

Secara umum antigen tersebut dapat ditemukan pada bentuk takizoit, bradizoit 

maupun dinding sel ookista (Mcleod eta/., 1991 ). 

Fungsi GRA secara umum adalah sebagai protein untuk modifikasi akhir 

dan penyempurna vakuola parasitoforus (Black and Boothroyd, 2000). Modiftkasi 

ini diper1ukan agar vakuola parasitoforus dapat menjadi tempat yang sesuai dan 

mendukung perkembangan takizoit maupun bradizoit selama kehidupan 

intraseluler. Protein antigen ini disekresikan setelah vakuola parasitoforus 

terbentuk atau setelah sekresi protein ROP (Black and Boothroyd, 2000). 

Seperti halnya SAG, antigen GRA baik GRA 1, GRA2, GRA4 maupun 

GRA 7 telah dievaluasi dan dilaporkan memiliki potensi sebagai kandidat bah an 

vaksin. Beberapa penelitian yang telah dilaporkan oleh Cesbron-Delauw et a/. 

(1996), Fischer at a/. (1996), Fischer eta/. (1998), Jacobs eta/. (1999); Prigione 

et a/. (2000) dan Vercammen et a/. (2000). Vercammen et a/. (2000) adalah 

tentang kemampuan GRA7 sebagai vaksin untuk menginduksi peningkatan titer 

lgG terhadap T. gondii dengan teknologi vaksin DNA yang mengkode gen 

penyandi GRA7. 
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2.9 Antigen SPTAg dari T. gondii 

Secara keseluruhan , SPTAg merupakan total protein ter1arut yang dapat 

disekresi atau diekskresikan keluar dari takizoit T. gondii yang terdiri atas 

campuran semua antigen GRA, ROP danMIC (Cesbron-Delauw, 2001 1
), 

I .. _.. 
•' . 

sehingga SPTAg mampu menginduksi antibodi spesifik GRA, SAG, MIC dan 

ROP akan memberikan implikasi yang menguntungkan. Keuntungan yang terkait 

dengan proteksi terhadap infeksi takizoit adalah adanya multipathway dalam 

mencegah penyebaran takizoit dan kerusakan jaringan akibat toksoplasmosis. 

Terbentuknya antibodi terhadap keempat protein toksoplasma akan 

menyebabkan terjadinya destruksi takizoit ekstra dan intraseluler oleh lgG. Pada 

sistem sirkulasi yang berperan dominan dalam pertahanan adalah lgG (Cesbron

Delauw, 2001\ 

Penggunaan SPTAg dilaporkan telah digunakan secara subkutan yang 

dapat menginduksi pembentukan imunoglobulin spesifik terhadap infeksi T. 

gondii (Alexander et a/., 1996). lmunisasi melalui rute subkutan dengan SPTAg 

dari takizoit galur RH dengan ajuvan IL 12 juga menginduksi respon imun spesifik 

pada mencit BALB/c (Yap eta/., 1998). 

2.10 Ajuvan Toksin Kolera (CT) 

Ajuvan merupakan substansi yang digunakan atau dikombinasikan 

dengan antigen tertentu dan mampu meningkatkan respon imun individu 

terhadap suatu antigen yang lemah imunogenitasnya menjadi lebih tinggi atau 

kuat dibanding antigen tersebut (Eigert, 1996; Singh and O'Hagan, 1999) 

Pemilihan ajuvan dapat didasarkan pada target sistem imun atau efektor dari 

sistem imun yang dikehendaki. Secara umum ajuvan bekerja melalui beberapa 

mekanisme. Cara kerja ajuvan tersebut diantaranya memperlambat pelepasan 

antigen, menginduksi migrasi sel penyaji antigen seperti makrofag dan sel 
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dendritik, meningkatkan pengambilan dan penyajian antigen oleh sel penyaji 

antigen (Elson and Dertzbaugh, 1994). Ajuvan juga dapat beke~a dengan 

merubah jalur proses antigen pada molekul MHC, menginduksi perubahan 

fisiologi intraseluler, stimulasi produksi sitokin dan diferensiasi serta proliferasi 

limfosrt ataupun menginduksi ekspresi molekul kostimulator tertentu untuk 

transduksi sinyal (Elson and Dertzbaugh, 1994; Giuliani eta/. , 1998 dan Abbas et 

a/., 2000). 

Pada sistem imun mukosa, ajuvan yang dapat digunakan adalah toksin 

kolera (CT). Toksin kolera mampu memperbaiki dan meningkatkan respon imun 

mukosa terutama pada antigen yang memiliki imunogenitas lemah (Elson and 

Dertzbaugh, 1994; Debard eta/., 1996; Rappuoli et a/., 1999; Williams et a/., 

1999; Martin et a/., 2000). Pada beberapa penelitian penggunaan CT dengan 

aplikasi intranasal ternyata mampu memperbaiki dan meningkatkan respon imun 

terhadap antigen spesifik yang diberikan (Hartman et a/., 1999; Martin et a/. , 

2000). Diantara penelitian tersebut adalah pemberian SAG bersama CT dengan 

aplikasi intranasal pada mencit menimbulkan respon imun lgG yang lebih tinggi 

dibanding tanpa ajuvan, puncak lgG dengan pemberian SAG dengan atau tanpa 

CT pad a hari ke-4 7 (De bard eta/. , 1996). 

2.10.1 Respon yang Ditimbulkan Toksin Kolera 

Toksin kolera dihasilkan oleh Vibrio cholera. Toksin kolera terdiri atas 

dua subunit protein, yaitu subunit A dan subunit 8 (Sears and Kaper, 1996). 

Subunit B dari CT (CtB) merupakan protein pentamer yang akan berikatan 

dengan reseptor GM1 (Fukuta eta/., 1988; Sears and Kaper, 1996; Williams et 

a/., 1999; Martinet a/., 2000; Bowman and Clements, 2001 ; Wimer-Mackin eta/. , 

2001). Menurut Fukuta eta/. (1988) dan Williams et al. (1999) CT juga dapat 

berikatan dengan afinitas yang lemah pada reseptor GD1b . Konstanta disosiasi 

antara CT dengan reseptor GM1 sebesar 7,3 x 10-10 M (Williams eta/., 1999). 
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Reseptor GM1 bersifat ubikuitus (ubiquitous) yang artinya ditemukan pada 

semua sel eukaryot (Sears and Kaper, 1996; Williams eta/., 1999). Perlekatan 

antara reseptor GM1 dengan CtB memungkinkan subunit A dari CT (CtA) 

berinteraksi dengan sel target dan menstimulasi berbagai perubahan biokimiawi 

intraseluler yang termanifestasi dengan perubahan fisiologis sel. Secara 

alamiah, pada saluran usus CT akan menyebabkan terjadinya diare yang dipicu 

oleh CtA (Lebens eta/., 1996; Sears and Kaper, 1996; Rappuoli et a/., 1999). 

lnteraksi CT dengan sel epitel menginduksi cAMP yang tinggi oleh sub 

unit A1 dari Ct (CtAa). Hal ini menyebabkan hambatan proliferasi limfosit T secara 

keseluruhan, sehingga terjadi supresi respon imun lgG pada fase awal (Ryan et 

a/.,2001; Lopez eta/., 2000). Kolera Toksin tetap akan berikatan dengan sel Th, 

interaksi limfosit T khususnya sel Th1 menyebabkan terjadinya apoptosis karena 

sel Th1 lebih peka terhadap kenaikan cAMP intraseluler (Yamamoto eta/, 2001). 

Sebaliknya pada sel Th2 tidak terjadi apoptosis, bersama dengan IL 4 

menginduksi polarisasi sel Th0 menjadi sel Th2 (Sallusto et a/, 1998; Kalinski et 

a/, 2001 ). Sel Th~kan mengaktivasi limfosit 8 , IL 4 akan menginduksi limfosit 8 

untuk membentuk lgG, sedangkan IL 13 dan IL 13R yang banyak ditemukan 

pada magrofag yang akan menstimulasi pembentukan lgG (Eigert, 1996). 

Pada bidang imunologi, CT dapat dimanfaatkan sebagai ajuvan mukosa 

yang potensial (Rappuoli eta/., 1999; Williams eta/., 1999; Martin eta/. , 2000; 

Millar eta/., 2001). Respon imun seluler pada penggunaan CT dengan antigen 

ovalbumin pada mencit lebih dominan menstimulasi sel Th2 (Douce eta/., 1997). 

Potensi tersebut didasarkan pada beberapa laporan penggunaan CT sebagai 

ajuvan untuk berbagai jenis antigen. Pada induksi respon imun CT, sitokin yang 

lebih dominan mengalami peningkatan adalah IL 1, IL 3, IL 4, IL 5, IL 6, IL 10, IL 
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13, TGF~ (tumor growth factor beta) serta IL 12 secara parsial (Ryan eta/., 1999; 

Staats and Ennis, 1999). 

Secara umum daya ajuvan holotoksin CT lebih kuat dibanding CtB, 

meskipun efek toksik yang ditimbulkan oleh CT juga lebih besar (Douce et a/ .• 

1997; Rappuoli et a/., 1999). Efek ajuvan dari CtB (terutama dari produk 

komersial) disebabkan oleh adanya kontaminasi dari CtA. Kontaminan yang 

secara kuantitatif sangat kecil, tetapi secara biologis memiliki efek yang nyata 

dalam menginduksi sistem imun (Douce eta/., 1997). 

2.11 Aplikasi lmunisasi Intranasal 

Aplikasi imunisasi intranasal dipandang lebih menguntungkan dibanding 

parenteral maupun oral. Rute intranasal memiliki beberapa keuntungan yaitu 

kecilnya peluang degradasi antigen dan hanya memerlukan jumlah yang sangat 

kecil untuk induksi sistem imun dibanding rute intramuskular ataupun oral. 

Keunggulan lainnya yaitu lebih mudah dan nyaman dalam aplikasi karena tidak 

rumit dan menimbulkan rasa sakit pada individu yang diimunisasi (Debard et a/., 

1996). 

Aplikasi imunisasi melalui intranasal menggunakan antigen hemaglutinin 

virus influenza ternyata mampu menginduksi respon imun yang lebih tinggi 

dibanding melalui rute intramuskular (Barackman et a/., 1999). Pada mukosa 

rongga hidung mencit telah ditemukan komponen sistem imun seperti limfosit T, 

limfosit 8 dan APC (antigen presenting eel{) (Hameleers, 1990; Sminia and Kraal, 

1999). Adanya APC memungkinkan pemrosesan dan penyajian antigen untuk 

dikenali oleh limfosit. Kondisi tersebut memungkinkan timbulnya respon imun 

secara lokal pada mukosa hidung dan saluran respirasi atas maupun dalam 

sirkulasi darah. Pada mukosa hidung terdapat set dendritik subset kedua (DC2), 
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sel ini memiliki kecenderungan untuk menginduksi sel Th2 (Pulendran et at. , 

2001). 

lmunisasi secara intranasal dapat membangkitkan respon imun adaptif 

sistemik. lnduksi respon imun spesifik dalam sistem sirkulasi diawali dengan 

terjadinya migrasi sel dendritik dan limfosit teraktivasi dari mukosa hidung ke 

dalam peredaran darah melalui organ limfoid sekunder. Limfosit T maupun 8 

yang teraktivasi dari mukosa hidung akan bermigrasi ke dalam sistem sirkulasi 

melalui kelenjar limfe servikalis posterior dan limpa (Brandtzaeg et al. , 1999; 

Sminia and Kraal, 1999). Kelemahan aplikasi intranasal kemungkinan berkaitan 

dengan resiko lemahnya imunogenitas antigen yang digunakan sehingga 

diperlukan penggunaan ajuvan mukosa yang dapat diaplikasikan secara 

intranasal (Debard et al., 1996; Bonenfant et al. , 2001). 
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS 

3.1 Kerangka Konseptual Pemikiran 

Toxoplaima gondii 

SPT Ag Intranasal 

Limfosit B 

Set Plasma 

Gambar 3.1 Skema Kerangka Konseptual Penelitian lmunisasi SPTAg 
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Gambar 3.2 Skema Kerangka Konseptual Penelitian lmunisasi SPTAg 
dengan Ajuvan CT 
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Toksoplasmosis pada manusia te~adi karena manusia yang merupakan 

hospes perantara terinfeksi oleh ookista infektif, takizoit ataupun bradizoit T. 

gondii. lnfeksi ini akan menginduksi munculnya respon imun humoral. Respon 

imun tersebut dapat te~adi pada sistem sirkulasi (sistemik) maupun permukaan 

mukosa, khususnya pada permukaan saluran usus (Kasper and Buzoni-Gatel, 

2001) . 
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Munculnya lgM pada awal infeksi baik infeksi primer, reinfeksi maupun 

reaktivasi, merupakan tanda timbulnya respon humoral. Pada fase selanjutnya, 

lgM di dalam sirkulasi akan diswiching oleh lgG dan kadarnya bertahan cukup 

lama. Respon imun yang diperankan oleh lgG memungkinkan terjadinya 

eliminasi dan destruksi takizoit dari sistem sirkulasi, karena lgG memiliki 

kemampuan menginduksi reaksi komplemen melalui jalur klasik, opsonisasi dan 

ADCC (Poudrier et at, 1999). 

Penggunaan vaksin dari antigen T.gondii dimaksudkan untuk 

menginduksi munculnya respon imun baik humora. Respon imun yang muncul 

tersebut diharapkan akan mampu memberikan perlindungan atau proteksi yang 

spesifik terhadap infeksi T. gondii (Cesbron-Delauw, 2001 ). Antigen protein 

solubel yang terdiri dari semua protein GRA, MIC, ROP serta sebagian SAG 

belum pernah dilaporkan pada penggunaan intranasal (Alexander et a/, 1996 dan 

Yap et a/, 1998). Penggunaan protein solubel akan sangat menguntungkan 

karena memiliki potensi untuk menginduksi respon imun yang spesifik terhadap 

semua jenis antigen T. gondii yaitu SAG, GRA, MIC dan ROP. Diharapkan 

potensi proteksinya juga akan lebih baik dibanding penggunaan antigen secara 

parsial dari masing masing komponen protein solubel (Cesbron-Delauw, 2001 ). 

Aplikasi intranasal dipandang lebih menguntungkan karena peluang 

degradasi antigen yang kecil dan memerlukan jumlah antigen yang kecil untuk 

menginduksi respon imun dibanding aplikasi lainnya (Debard eta/. , 1999). Pada 

mukosa ditemukan komponen sistem imun seperti limfosit T, limfosit 8 dan APC 

(Hammalers, 1990; Sminia and Kraal, 1999). Adanya APC memungkinkan 

proses penyajian antigen untuk dikenali oleh limfosit, juga set dendritik subset 

kedua (DC2) sebagai APC yang memiliki kecenderungan untuk menginduksi set 

Th2 (Pulendran eta/. , 2001 ). 
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Proses lainnya APC diperankan oleh limfosit B, dimana limfosit B memiliki 

antigen MHC II yang diperlukan untuk merangsang limfosit T. Limfosit B dapat 

mengikat antigen melalui immunoglobulin pada permukaannya dan 

mempresentasikannya ke limfosit Th dalam hubungannya dengan MHC II. 

Ekspresi MHC II pada APC dapat ditingkatkan, salah satu substansi yang 

dilaporkan dapat menginduksi peningkatan molekul MHC II (Fischer eta/., 1996). 

Ajuvan yang mampu memperbaiki dan meningkatkan respon imun 

mukosa tersebut salah satunya adalah CT. Cara kerja CT memperlambat 

pelepasan antigen dan menginduksi migrasi APC (Elson and Dertzbaugh, 1994). 

Juga dapat bekerja dengan merubah jalur proses antigen pada molekul MHC dan 

diferensiasi limfosit (Giuliani eta/., 1998). Pada penggunaan CT sebagai ajuvan 

yang diberikan bersama SAG1 maupun ovalbumin secara intranasal diketahui 

mampu memperbaiki dan meningkatkan respon imun spesifik yang muncul. 

Berdasarkan bukti tersebut diduga bahwa penggunaan SPTAg sebagai 

kandidat vaksin toksoplasmosis secara intranasal tanpa ajuvan akan kurang 

imunogenik. Oleh sebab itu penggunaan CT sebagai ajuvan mukosa bersama 

dengan SPTAg perlu dilakukan untuk evaluasi perbedaan respon imun yang 

muncul (Abbas eta/, 2000). 

Limfosit T helper (Th1), sel T/CDa•, makrofag maupun sel pembunuh 

alamiah (sel NK) sebagai perantara timbulnya respon imun seluler pada infeksi T. 

gondii sehingga terjadi aktivasi respon imun selluler. Sel Th1 berfungsi untuk 

membantu mengaktivasi sel T/CDa• agar dapat melakukan fungsi sitolitiknya 

pada sel target yang telah terinfeksi. Sel Th2 berfungsi untuk stimulasi limfosit B 

agar berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel plasma untuk menghasil~an 

imunoglobulin. Adapun makrofag dan sel pembunuh alamiah berguna untuk 

fagositosis dan destruksi takizoit baik ekstra maupun intraseluler (Poudrier eta/, 

1999). 
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Perbedaan respon imun adaptif spesifik dapat terjadi karena toksin kolera 

(CT) lebih dominan menstimulasi sekresi sitokin oleh set Th2. Respon imun 

demikian akan menghasilkan lgG pada mencit. lmplikasi yang terjadi adalah 

munculnya pola respon imun yang seimbang, baik respon imun seluler maupun 

respon imun humoral (lgG). Pola respon imun yang berbeda tersebut akan 

memberikan konsekuensi protektifrtas yang berbeda pula (Alexander et a/, 1996 

dan Yap et at, 1998). 

3.2 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan penalaran empiris deduktif yang diperoleh dari fakta-fakta 

yang tercantum di dalam tinjauan pustaka dan dirangkuman dalam landasan teori 

di atas, maka diajukan hipotesis penelitian sebagai berikut : 

1. Terdapat perbedaan respon imun berupa nilai optical density (00) lg G 

hewan coba akibat pemberian SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT secara 

intranasal? 

2. Terdapat pengaruh waktu pengambilan serum terhadap respon imun berupa 

nilai 00 lg G akibat pemberian SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT secara 

intranasal? 

3. Terdapat interaksi antara waktu pengambilan serum dengan pemberian 

SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT secara intranasal? 
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BAB4 

METODA PENELITIAN 

4.1 Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah penelitian eksperimental 

laboratoris dengan menggunakan rancangan penelitian Faktorial Sarna Subyek 

(3 x 5). Rancangan ini dipergunakan dengan tujuan penelitian adalah untuk 

mengetahui efek gabungan atau interaksi antara 2 variabel bebas penelitian 

yakni variabel waktu dan perlakuan terhadap variabel tergantung penelitian yakni 

kadar lgG (Zainuddin, 2001 ). 

p1 

~ 
01 

~ 
02 

~ 
03 

~ 
04 

Keterangan : R 
p1 
p2 
p3 
0 1 
02 
03 
0 1.1 
01 .2 
0 1.3 

R 

p2 p3 

1 minggu ~ 1 minggu ~ 1 minggu 

01 01 
1 minggu ~ 1 minggu ~ 1 minggu 

02 02 

1 minggu + 1 minggu + 1 minggu 

03 03 

1 minggu + 1 minggu + 1 minggu 

04 04 

Randomisasi 
Kelompok Perlakuan 1 (SPTAg) 
Kelompok Perlakuan 2 (SPTAg + CT) 
Kelompok Perlakuan 3 (PBS) 
Pengukuran Variabel Penelitian pada P1 

Pengukuran Variabel Penelitian pada P2 

Pengukuran Variabel Penelitian pada P3 

Pengukuran Variabel Penelitian pada P1 pertama kali 
Pengukuran Variabel Penelitian pada P1 kedua kali 
Pengukuran Variabel Penelitian pada P1 ketiga kali 
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0,4 : Pengukuran Variabel Penelitian pada P1 keempat kali 

4.2 Populasi, Sampel, Besar Sampel, dan Teknik Pengambilan Sampel 

Populasi dan subyek penelitian adalah kelompok mencit (Mus 

musculus) strain BALB/c yang diperoleh dari populasi mencit di tempat 

pembiakan di Laboratorium Pusat Bioteknologi Fakultas Kedokteran Universitas 

Gajah Mada Yogyakarta. Sampel diambil dari populasi infinit, terdiri atas 60 ekor 

mencit yang dibagi menjadi 3 kelompok yaitu ; kelompok 1 adalah kelompok 

yang diimunisasi dengan SPTAg T. gondii tanpa ajuvan CT secara intranasal, 

kelompok 2 adalah kelompok yang diimunisasi SPT Ag T. gondii dengan ajuvan 

CT secara intranasal, dan kelompok 3 adalah kelompok kontrol yang hanya 

diberi PBS tanpa SPTAg T. gondii secara intranasal yaitu Phosphat Buffered 

Saline (PBS). Masing-masing kelompok terdiri atas 20 ekor yang diambil secara 

acak (simple random sampling) dengan cara mengundi dari populasi mencit yang 

terlebih dahulu diberi nomor (Zainuddin, 2001 ). 

Besar sampel untuk masing-masing kelompok replikasi adalah 5 ekor, 

yang ditentukan berdasarkan rumus besar sampel dengan rumus Federer 

sebagai berikut : (lamenschow eta/, 1990) 

I ( n- 1) (R - 1 ):::: 15 

Keterangan : 

Dengan perhitungan 

n 
R 

(p - 1 ) ( u - 1 ) ~ 15 
(15-1 )(u-1) ~ 15 

14(u-1) ~1 5 

14u -14 ~ 15 

= besar sam pel 
= jumlah perlakuan 

u ~ 2,07 --)- u ~ 3, jadi dilakukan 4 kali pengulangan 

Keterangan : 
p = perlakuan (3 x 5) 
u = ulangan 
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4.3 Variabel Penelitian 

4.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah : 

Pemberian SPTAg T. gondii secara intranasal pada hewan coba . 

Waktu pengamatan setiap minggu sebanyak 4 kali 

4.3.2 Variabel Tergantung 

30 

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah lgG pada serum hewan 

coba. 

4.4 Definisi Operasional Variabel 

a. SPTAg T. gondii adalah kumpulan antigen yang terdiri atas antigen SAG, 

ROP, GRA dan MIC yang diisolasi secara bersama-sama dari T. gondii 

(Cesbron-Delauw, 2001 ). 

b. Ajuvan CT adalah subtansi . yang dihasilkan Vibrio cholera yang membantu 

memperbaiki atau meningkatkan respon imun individu terhadap suatu antigen 

yang imunogenitasnya lemah (Eigert, 1996; Sears dan Kaper, 1996). 

c. Respon imun lgG adalah peningkatan kadar lgG akibat pemberian SPTAg. 

Peningkatan kadar lgG ditentukan dengan melihat Optical Density lgG yang 

ditentukan dengan teknik ELISA tidak langsung (indirect ELISA) (Alexander el 

at, 1996). 

4.5 Bahan Penelitian 

4.5.1 Bahan lsolasi SPTAg 

Bahan untuk imunisasi berupa SPT Ag hasil isolasi dari takizoit T. gondii 

galur RH yang diperoleh dari Program Studi Bioteknologi, Universitas Gadjah 

Mada dan ajuvan CT (Sigma Chern., USA). Bahan untuk isolasi SPTAg antara 

lain: 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

THESIS PENINGKATAN IMUNOGLOBULIN ... MORIKO PRATININGRUM



Amonium Klorida (NH4Cl) 

Natrium Klorida (NaCI) 

Phosphat Buffered Saline (PBS) pH 7,4 
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Phenylmethylsulfonyl Fluoride (protease inhibitor PMSF) (Sigma Chern ., 

USA) 

Tosyl Phenylalanine Cholormethyl Ketone {TPCK) (Sigma Chern. , USA) 

4.5.2 Bahan Pemeriksaan 

Diagnosis dengan teknik ELISA tidak langsung (enzyme linked 

immunosorbent assay indirect) dilakukan untuk mendeteksi lgG. Bahan-bahan 

yang diper1ukan mendeteksi imunoglobulin dengan ELISA tidak langsung 

tersebut meliputi semua bahan untuk larutan penyangga (buffer) dan reagensia. 

Larutan penyangga dan sejenisnya meliputi : 

coating buffer incubation buffer 

blocking buffer substrate buffer 

p-nitrophenyl phosphate washing buffer 

sebagai substrat 

Reagensia yang digunakan antara lain : 

goat anti mouse lgG alkaline phospatase conjugated (Sigma Chern. , USA) 

goat anti mouse lgG monoclonal antibody (Sigma Chern., USA) 

mouse lgG (Sigma Chern., USA) 

H2S04 

4.5.3 Hewan coba dan parasit 

Hewan coba yang digunakan untuk penelitian adalah mencit (Mus 

musculus) strain BALB/c betina yang dibeli dari Laboratorium Pusat Bioteknologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Gajah Mada Yogyakarta. Umur yang digunakan 

untuk penelitian berkisar antara 6 sampai 7 minggu dengan berat rata rata 15 -
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20 gram. Parasit T. gondii yang digunakan adalah galur RH yang diperoleh dari 

Program Studi Bioteknologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. 

4.6 lnstrumen Penelitian 

Alat-alat yang diperlukan antara lain : 

Nunc-lmmunoTM maxisorb 96 well microplate untuk ELISA (Nunc Int., 

Denmark) 

ELISA Reader Titertek® Multiskan® MCC/ 340 (Labsystems, Finland) 

Sentrifus Hermie Z 2314 (Hermie AG, Germany) 

lnkubator 

Freezer -20 a C 

4.7 Prosedur Penelitian 

Prosedur pelaksanaan penelitian terdiri atas beberapa tahapan sebagai 

berikut: 

4.7.1 Tahap lsolasi Antigen 

Proses isolasi SPTAg dari takizoit T. gondii galur RH sampai siap 

digunakan untuk vaksinasi terdiri atas tiga tahapan. Pertama yaitu perbanyakan 

takizoit dari stabilat beku dalam nitogen cair atau freezer- 70°C. Tahap kedua 

adalah isolasi SPTAg dari takizoit. Tahap ketiga adalah pengukuran kadar 

SPTAg yang telah diperoleh. Adapun rician tahapan tersebut adalah sebagai 

berikut : 

4.7.1.1 Perbanyakan Takizoit Toxoplasma gondii 

Stabilat beku takizoit T. gondii galur RH yang disimpan dalam nitrogen cair 

atau freezer - 70 °C di Laboratorium Bioteknologi, Universitas Gadjah Mad a, 

Yogyakarta. Stabilat disuntikkan intraperitoneal pada mencit galur Swiss untuk 

perbanyakan takizoit, setelah dilakukan thawing. Dosis infeksi yang digunakan 

-~----
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untuk pasase pertama dari stabilat adalah 1 x 107 per ekor mencit sebanyak tiga 

ekor. 

Pada pasase pertama takizoit dipanen kemudian disuntikkan lagi ke - 40 

ekor mencit atau lebih untuk perbanyakan pasase kedua. Sisanya hasil panen 

pasase pertama dibuat sebagai stabilat. Tujuan perbanyakan pasase kedua 

adalah untuk memperoleh jumlah minimal 1 x 109 takizoit dalam sekali proses 

isolasi, jika jumlah takizoit total dari pan en pasase kedua kurang dari 1 x 1 09 

atau SPTAg yang diisolasi masih belum mencukupi, maka perbanyakan takizoit 

dilanjutkan pada pasase selanjutnya. 

4.7.1.2 Panen Takizoitdan lsolasi SPTAg 

Pemanenan dilakukan dengan membunuh mencit, caranya dilakukan 

dislokasi pada leher, yaitu dengan meletakkan mencit pada tempat yang relatif 

rata, kemudian gunting atau pinset diletakkan dan ditekan pada belakang kepala 

diikuti dengan penarikan ekor secara kuat dan tiba tiba. Setelah mencit mati, 

kemudian dibaringkan dengan posisi tertentang dan rongga abdomen dibuka. 

NaCI fisiologis disuntikkan secara intraperitoneal ke dalam rongga 

peritoneum sebanyak 5 - 1 0 ml, kemudian di maserasi dan homogenisasi. 

Cairan dari rongga peritoneum dihisap kembali dengan syringe dan ditampung 

dalam tabung konikal. Selanjutnya tabung konikal disentrifus menggunakan 

Megafuge 1.0 dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 men it. 

Penambahan amonium klorida dilakukan apabila dalam pelet masih 

terdapat eritrosit maka dilakukan resuspensi. Resuspensi disentrifus kembali 

selama 1 0 me nit dengan kecepatan 3000 rpm yang sebelumnya ditambah NaCI. 

Setelah bersih pelet kembali diresuspensi dalam NaCI dan dilewatkan melalui 

jarum 27G ke dalam tabung konikal bersih lainnya, kemudian diperiksa dalam 

hemositometer Neubeuer dan dihitung jumlahnya. 

- --~--
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Takizoit yang telah dihitungdilakukan resuspensi dalam NaCI ditambah 

protease inhibitor PMSF 1 mM dan TPCK 10 llg/ml. Selanjutnya disonikasi pada 

180 m amplitude selama 1 0 x 1 minute pulse, kemudian disentrifus dengan 

kecepatan 3000 rpm selama 30 menit pada temperatur 4 °C menggunakan 

sentrifus Beckman J - 68. Supernatan yang diperoleh merupakan SPTAg yang 

terdiri dari semua jenis antigen sekretori dan ekskretori (baik MIC, ROP maupun 

GRA). 

Hasil SPT Ag dibagi menjadi tiga kelompok yang masing masing terbagi 

atas beberapa aliquot. Kelompok pertama untuk vaksinasi, kelompok kedua 

untuk pelapisan (coating) pada mikroplate saat dilakukan ELISA, dan kelompok 

ketiga untuk konfinnasi protein antigen secara kuantitatif menggunakan BioRad 

Protein Assay . 

4.7.1.3 Pengukuran Kadar SPTAg 

Hasil SPTAg diukur konsentrasinya menggunakan BioRad Protein Assay. 

Kurva baku standar terlebih dahulu dibuat sebelum dilakukan pengukuran kadar 

SPTAg dari Toxoplasma gondii dengan menggunakan BSA (bovine serum 

albumine). Stok larutan BSA (1 mg BSA/ml H20) masing masing diambil 5 !JI 

(a), 10 !JI (b), 15 !JI (c) dan 20 !JI (d). Selanjutnya setiap mikrovolume stok BSA 

dicampur dengan 795 !JI (a), 790 !JI (b), 785 !JI (c) dan 780 !JI (d) ddH20 (double 

destilated H20) dalam setiap tabung eppendorf. 

Semua tabung eppendorf (a-d) ditambahkan BioRad Protein Assay 

dengan volume masing masing 200 !JI. Larutan BSA - Biorad - ddH20 dibaca 

dengan spektrofotometer Beckman DU® 65 (Smithkline Beckman, USA) pada 

panjang gelombang 595 setelah dihomogenisasi. Penetapan kadar SPT Ag dari 

Toxoplasma gondii galur RH dengan spektrofotometer kemudian dibuat kurva 

baku standar. 
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Pemeriksaan kadar SPT Ag terlebih dahulu disiapkan 2 tabung eppendorf 

yang diisi dengan ddH20 masing masing 798 J..ll dan 796 J..ll , kemudian diisi lagi 

dengan 200 J..ll Biorad. SPTAg yang diperoleh diambil masing masing dengan 

volume 2 J..ll dan 4 J..ll kemudian dihomogenisasi. Setelah homogen masing 

masing eppendorf dibaca dengan spektrofotometer Beckman DU® 65 pada 

panjang gelombang 595 nm, nilai OD diperoleh dari kedua sampel tersebut. 

4.7.2 Cara lmunisasi 

lmunisasi dilakukan secara intranasal terhadap semua sampel dengan 

meneteskan SPTAg (dalam PBS) dan CT dalam nostril mencit BALB/c. 

lmunogen yang digunakan adalah SPTAg. Oasis yang digunakan pada SPTAg 

adalah 1,25 J..lg/J..II (10 J..19 per ekor) (Debard eta/, 1996), sedangkan dosis ajuvan 

CT adalah 1 J..19 per ekor (Douce eta/, 1997). Total volume imunogen adalah 8 ml 

per ekor (untuk 2 nostril). lmunisasi dilakukan 1 kali pada awal penelitian dengan 

meneteskan imunogen pada kedua nostril mencit. 

4.7 .3 Enzyme Linked lmmunosorbent Assay (ELISA) 

Langkah-langkah pemeriksaan ELISA adalah sebagai berikut : 

a. Pengambilan serum 

Pungsi dari pleksus retroorbitalis dilakukan untuk pengambilan sampel 

darah dengan menggunakan mikrokapiler hematokrit yang mengandung 

antikoagulan heparin, kemudian darah ditampung dalam eppendorf 1,5 ml dan 

diinkubasi dalam 4 oc selama satu jam dan selanjutnya disentrifus menggunakan 

sentrifus Hermie Z 2314 untuk memisahkan serum. Sampel serum kemudian 

dipindahkan ke tabung eppendorf yang lain serta dibagi dalam beberapa aliquot 

dan disimpan pada -20 °C sampai saat evaluasi dengan ELISA tidak langsung. 
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Tabel 4.1 Langkah Perlakuan dan Pengambilan Serum pada Penelitian 

Hari Ke- Kegiatan 
1 lmunisasi 
7 Pengambilan serum ke-1 
14 Pengambilan serum ke-2 
21 Pengambilan serum ke-3 
28 Pengambilan serum ke-4 

b. Cara pemeriksaan dengan teknik ELISA tidak langsung 

Secara prinsip pengukuran OD imunoglobulin dilakukan dengan teknik 

ELISA tidak langsung (indirect ELISA). Antigen dilapiskan (coating) pada 

microplate dengan konsentrasi maksimal 10 mg/ml dan diinkubasi pada suhu 

4°C selama 24 jam, kemudian dilakukan pencucian dengan PBS-Triton X-100. 

Selanjutnya pada masing-masing sumuran microplate ditambahkan serum dan 

diinkubasi pada 37°C selama satu jam, kemudian dicuci dengan PBS-Triton 

X 1 00, ditambahkan konjugat goat anti mouse lgG alkaline phospatase yang 

diencerkan 1 : 3000 dan diinkubasi selama 1 jam pada 37°C. Microplate dicuci 3 

kali dengan PBS-Triton X100, kemudian ditambahkan nitrofenilfosfat pada setiap 

sumuran dan diinkubasi pada 37°C selama 10-20 menit. Reaksi yang terjadi 

dihentikan dengan menambahkan H2S04. Hasil pengukuran yang dinyatakan 

dalam nilai kerapatan optik (Optical Density, 00) dibaca dengan ELISA reader 

pada 405 nm. 

4.7 Lokasi dan Waktu Penelitian 

Lokasi penelitian ini di Laboratorium Pusat Bioteknologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dari bulan Juni 2004 sampai 

Agustus 2004. 
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4.8 Tahapan Analisis Data 

Data hasil penelitian ini ditabulasi dan dianalisis dengan program SPSS 

10,0 for windows (SPSS Inc. 1999) dengan taraf kepercayaan 95% (a = 0,05), 

melalui beberapa tahap, yaitu : 

1. Uji Deskriptif 

2. Penentuan nilai ambang 00, sebagai penentu nilai 00 positif dan 

negatif dari titer lgG dengan ketentuan sebagai berikut : (Paul, 1999; 

Aubert et a/., 2000) : 

Nilai ambang 00 = mean 00 kontrol negatif (PBS) + 

(2 x SO 00 kontrol negatif (PBS)) 

Nilai OD dinyatakan positif apabila lebih besar dari nilai ambang 00 

dan negatif bila kurang dari nilai ambang 00. 

3. Uji Normalitas 

4. Uji Anova Satu Arah 

5. Uji LSD 
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ANALISIS HASIL PENELITIAN 

5.1 Hasil Penelitian 

Data yang didapat dari penelitian ini adalah hasil pengukuran variabel 

Optical Density lgG dari serum mencit setiap minggu (minggu I- IV}, hasil data 

tersebut adalah sebagai berikut : 

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Nilai Optical Density lgG dari SP.rum Mencit 

Waktu Penakuan Replikasi 
(minggu) 1 2 3 4 5 

PBS 0,348 0,373 0,325 0,328 0,393 
I SPTAg 0,711 0,546 0,476 0,553 0,426 

SPTAg + CT 0,363 0,309 0,613 0,625 0,314 
PBS 0,348 0,373 0,325 0,328 0,393 

II SPTAg 0,640 0,517 0,546 0,487 0,425 
SPTAg + CT 0,384 0,420 0,514 0,470 0,331 
PBS 0,348 0,373 0,325 0328 0,393 

Ill SPTAg 0,650 0,676 0,616 0,520 0,432 
SPTAg + CT 0,836 0,397 0,359 0,391 0,502 
PBS 0,348 0,373 0,325 0,328 0,393 

IV SPTAg 0,405 0,376 1,672 0,428 0,349 
ISPTAg + CT 0,371 0,417 0,334 0,378 0,321 

5.2 Hasil Uji Deskriptif 

Hasil uji deskriptif diketahui bahwa data kelompok perlakuan untuk 

variabel Optical Density lgG dari serum mencit setiap minggu (minggu I - IV) 

dapat dilihat pada tabel berikut : 
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Tabel5.2 Data rata-rata dan simpangan baku 00 lgG mingguan 

Waktu Perlakuan Mean±SD (minggu) (Kelompok) 
PBS 0,309 ± 0,064 

I SPTAg 0,542 ± 0,060 
SPTAg + CT 0,408 ± 0,137 

PBS 0,309 ± 0,064 
II SPTAg 0,519 ± 0,051 

SPTAg + CT 0,412 ± 0,077 

PBS 0,309 ± 0,064 
Ill SPTAg 0,554 ±"0,098 

SPTAg + CT 0,412 ± 0,062 

PBS 0,309 ± 0,064 
IV SPTAg 0,646 ± 0,034 

SPTAg + CT 0,351 ± 0,027 

Sedangkan penentuan nilai ambang 00 lgG serum mencit pada 

penelitian ini didapat sebagai berikut : 

X : mean 00 lgG kontrol negatif (PBS) = 0,309 

Y : SO 00 lgG kontrol negatif (PBS) = 0,064 

Jadi, nilai ambang 00 lgG = X + (2 x SO) 

= 0,309 + (2 X 0,064) 

= 0,437 
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lgG 

II Ill IV 

Minggu 

j--.-Ag --Ag-CT - OD ambang -M- Psi] 

Gambar 5.1 Grafik rata-rata OD lgG mingguan berdasarkan Tabel 5.2 

Berdasarkan nilai am bang OD lgG (gam bar 5.1) terdapat perbedaan pada 

per1akuan imunisasi SPTAg dengan imunisasi SPTAg ditambah CT. dimana rata-

rata OD lgG pada imunisasi SPTAg {0,565) memiliki nilai positif (!ebih besar dari 

nilai ambang OD lgG), sedangkan rata-rata OD lgG pada imunisasi SPTAg 

dengan CT (0,395) memiliki nilai negatif (kurang dari nilai ambang OD lgG). 

Data yang didapat dari penelitian ini adalah hasil pengukuran variabel 

pengukuran OD lgG minggu I, II, Ill, dan IV. Data tersebut terlebih dahulu diuji 

normalitas dengan uji Kolmogorov-Smimov, selanjutnya variabel OD dianalisis 

dengan uji Faktorial Sarna Subyek, uji Anova Satu Arah dan LSD. 

5.3 Hasil Uji Normalitas Oistribusi Data 

Uji Kolmogorof-Smirnov menunjukkan bahwa variabel OD lgG 

berdistribusi normal, seperti terlihat pada tabel berikut : 
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Tabel5.3 Hasil Uji Kolmogorof-Smirnov Data Variabel OD lgG berdasarkan 
kelompok per1akuan 

No I Kelompok Nilai p Variabel 00 lgG 
I (perlakuan) Minggu I Minggu II Minggu Ill Minggu IV 

1. PBS 0,983* 0,966* 1,000* 0,958* 
2. SPTAg 0,886* 1 ,000* 0,928* 0,268* 
3. SPTAg + CT 0,694* 1 ,000* 0,780* 0,995* 

Ket : * : data berdistribusi normal {p>O,OS) (lihat lampiran 3) 
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Uji norma!itas ini dilakukan terhadap variabel tergantung (00), bertujuan 

untuk mengetahui apakah data yang diperoleh dari sampel berdistribusi normal 

atau tidak (Zainuddin, 2001). Melalui uji Kolmogorov-Smirnov terhadap variabel 

tergantung, didapatkan bahwa semua variabel tersebut berdistribusi normal 

(p>0,05), sehingga dapat dilakukan analisis lanjut dengan uji anova (lihat 

lampiran 3). 

5.4 Hasil Uji Anova Faktorial Sarna Subyek 

5.4.1 Variabel waktu 

Analisis multivariat waktu bertujuan untuk menunjukkan bahwa terdapat 

atau tidak perbedaan signifikan pada variabel waktu pengambilan serum dari 

semua variabel pertakuan yang menyebabkan perubahan nilai OD lgG. 

Tabel5.4 Hasil Nilai Koefisien Hotelling's Trace untuk variabel waktu 
pengambilan serum 

Variabel df Nilai F NilaiJl lnterpretasi 

Waktu 2 0,902 0,474* 
Tidak 

signifikan 
Ket : * : menunjukkan perbedaan yang tldak s1gn1fikan antar waktu kelompok 

perlakuan (p>O,OS) (lihat lampiran 7) 

Pada tabel 5.4 diperoleh hasil uji anova df = 3, nilai F = 0,902, dan p = 

0,474 dengan lnterpretasi tidak terdapat perbedaan signifikan pada semua 

variabel waktu pengambilan serum dari semua variabel per1akuan yang 

menyebabkan perubahan nilai OD lgG, dimana (p>0,05) (lihat lampiran 7). 
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5.4.2 Variabel perlakuan 

Analisis univariat dan test of between-subjects effects bertujuan untuk 

menunjukkan bahwa terdapat atau tidak perbedaan signifikan pada semua 

variabel kelompok perlakuan yang menyebabkan perubahan nilai OD lgG. 

Tabel5.5 Hasil analisis univariat dan test of between-subjects effects untuk 
kelompok perlakuan 

Varia bel df Nilai F 
Perlakuan 2 5,870 

Ket : * : menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan (p<O,OS) 
(lihat lampiran 7 dan 8) 

Pada tabel 5.5 diperoleh hasil uji anova df = 2, nilai F = 5,870, dan p = 
0,017 dengan lnterpretasi terdapat perbedaan signifikan pada semua variabel 

kelompok per1akuan yang menyebabkan perubahan nilai OD lgG, dimana 

(p<0,05) (lihat lampiran 7 dan 8). 

Uji lanjutan dengan LSD (pairwise comparisons) bertujuan untuk 

menunjukkan bahwa terdapat atau tidak berbeda signifikan antar variabel 

kelompok perlakuan yang menyebabkan perubahan nilai OD lgG. 

Tabel5.6 Hasil analisis LSD variabel antar kelompok perlakuan (pairwise 
comparisons) 

Perlakuan Nilaip lnterpretasi 
PBS dengan SPTAg 0,006' sangat signifikan 
PBS dengan SPT Ag 0,286 tidak signifikan 
SPTAgdengan SPTAg + CT 0,044* signifikan 

Ket : * : menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan (p<O,OS) 
(lihat lampiran 8) 

11 
: menujukkan perbedaan yang sangat signifikan antar kelompok perlakuan 
(p<D,01) (lihat lampiran 8) 

Pada tabel 5.6 diperoleh analisis hasil LSD (pairwise comparisons) antar 

variabel kelompok perlakuan, PBS dengan SPTAg nilai p = 0,006 dengan 

lnterpretasi terdapat perbedaan sangat signifikan antar variabel kelompok 
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perlakuan PBS dengan SPTAg yang menyebabkan perubahan nilai 00 lgG, 

dimana (p<0,01 ). Perlakuan PBS dengan SPTAg + CT nilai p = 0,286 dengan 

lnterpretasi tidak terdapat perbedaan signifikan antar variabel kelompok 

perlakuan PBS dengan SPT Ag + CT yang menyebabkan perubahan nilai 00 

lgG, dimana (p>0,05). Perlakuan SPTAg dengan SPTAg + CT nilai p = 0,044 

dengan lnterpretasi terdapat perbedaan signifikan pada antar variabel kelompok 

perlakuan SPTAg dengan SPTAg + CT yang menyebabkan perubahan nilai 00 

lgG, dimana (p<0,05) (lihat lampiran 8). 

5.4.3 Variabel waktu dengan variabel perlakuan 

Analisis multivariat antara variabel waktu dengan variabel kelompok 

perlakuan bertujuan untuk menunjukkan terdapat atau tidak interaksi signifikan 

antar kedua variabel waktu dengan variabel kelompok perlakuan yang 

menyebabkan perubahan nilai 00 lgG. 

Tabel 5.7 Hasil Nilai Koefisien Hotelling's trace antar variabel waktu dengan 
variabelperlakuan 

Variabel df Nilai F Nilaip lnterpretasi 

Waktu dan Perlakuan 18 0,381 0,882* Tidak terdapat 
interaksi signifikan 

Ket : * : menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan antar waktu dan kelompok 
perlakuan (p>O,OS) (lihat lampiran 7) 

Pada tabel 5.7 diperoleh hasil uji anova df = 18, nilai F = 0,381, dan p = 

0,882 dengan lnterpretasi tidak terdapat interaksi signifikan antar variabel waktu 

dengan variabel perlakuan yang menyebabkan perubahan nilai 00 lgG, dimana 

(p>0,05) (lihat lampiran 7). 

5.5 Hasil Deskripsi Uji Anova Satu Arah Sarna Subyek 

Oeskripsi Analisis Anova Satu Arah Sarna Subyek bertujuan untuk 

menunjukkan terdapat atau tidak perbedaan signifikan pada variabel waktu 
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dengan antar ketiga varia bel kelompok perlakuan yang menyebabkan perubahan 

nilai OD lgG. 

Tabel5.8 Hasil analisis pada variabel waktu dengan antar ketiga variabel 
kelompok perlakuan 

Waktu df Nilai F Nilai p lnterpretasi 
Minggu I 2 3,706 0,056 tidak signifikan 
Minggu II 2 7,565 0,007* sangat signifikan 
Minggu Ill 2 3,086 0,083 tidak signifikan 
Minggu IV 2 7,565 0,347 tidak signifikan 

Ket : * : menunjukkan perbedaan yang sangat signifikan antara waktu dan kelompok 
perlakuan (p<0,01) (lihat lampiran 9) 

Pada tabel 5.8 diperoleh hasil uji anova minggu II df = 2, nilai F = 7,565, 

dan p = 0,007 dengan lnterpretasi terdapat perbedaan sangat signifikan pada 

minggu II dengan antar ketiga variabel perlakuan yang menyebabkan perubahan 

nilai OD lgG, dimana (p<0,01 ). Sedangkan pad a minggu I, Ill , dan IV dengan 

antar ketiga variabel perlakuan, tidak terdapat perbedaan signifikan yang 

menyebabkan perubahan nilai OD lgG, dimana (p>0,05) (lihat lampiran 9). 

5.6 Hasil LSD (Post Hoc Tests) 

Analisis LSD ini bertujuan untuk menunjukkan menunjukkan terdapat 

atau tidak perbedaan sigr.flkan variabel waktu tertentu dengan antara dua 

variabel kelompok perlakuan, yang menyebabkan perubahan nilai OD lgG. 

Tabel 5.9 Hasil Least Significant Difference (Post Hoc Tests) 

Variabel Waktu Nilai 
Min ul 0,019* 

I 

Min ull 0,002 
Min ull +CT 0,037* 
Min u Ill 0,030* 

Ket : * : menunjukkan perbedaan yang signifikan antar waktu dan kelompok perlakuan 
(p<O,OS) (Jihat lampiran 10) 

# : menunjukkan perbedaan yang sangat signifikan antar waktu dan kelompok 
perlakuan (P<0,01) (lihat lampiran 10) 
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Pada tabel 5.9 diperoleh hasil uji LSD minggu I dengan antar perlakuan 

PBS dan SPTAg, nilai p = 0,019 dengan lnterpretasi terdapat perbedaan 

signifikan yang menyebabkan perubahan nilai 00 lgG, dimana (p<O,OS). Minggu 

II dengan antar perlakuan PBS dan SPTAg, nilai p = 0,002 dengan lnterpretasi 

terdapat perbedaan sangat signifikan yang menyebabkan perubahan nilai 00 

lgG, dimana (p<0,01). Minggu II dengan antar pertakuan SPTAg dan SPTAg + 

CT, nilai p = 0,037 dengan lnterpretasi terdapat perbedaan signifikan yang 

menyebabkan perubahan nilai 00 lgG, dimana (p<0,05). Minggu Ill dengan antar 

pertakuan PBS dan SPTAg, nilai p = 0,030 dengan lnterpretasi terdapat 

perbedaan signifikan yang menyebabkan perubahan nilai 00 lgG, dimana 

(p<0,05) (lihat lampiran 1 0). 
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PEMBAHASAN 

Kemampuan proteksi atau perlindungan pada hospes atau manusia 

terhadap toksoplasmosis sangat tergantung dari respon imun baik seluler 

maupun humoral. Respon imun humoral berkaitan dengan bentuk takizoit 

ekstraseluler yang aktif dan invasif dalam sistim sirkulasi (Darcy and Santoro, 

1994). Pada sistem sirkulasi imunoglobulin yang berperan utama adalah lgM dan 

lgG, tetapi lgG bertahan lebih lama dibandingkan dengan lgM. 

Respon imun tgG mengalami peningkatan setelah terjadi infeksi atau 

imunisasi. Peningkatan lgG ternyata mampu meningkatkan resistensi mencit 

terhadap infeksi T. gondit secara in vivo (Debard et a/. , 1996). lmunisasi 

intranasal dengan SAG (bagian dari SPTAg) pada mencit dapat meningkatkan 

titer lgG. Protein solubel SPTAg dari takizoit galur RH dengan ajuvan IL 12 telah 

dipakai untuk imunisasi melalui rute subkutan dan dapat menginduksi respon 

imun spesifik pada mencit BALB/c (Yap eta/., 1998). 

Penelitian ini dilakukan pertama untuk mengetahui adanya perbedaan 

gambaran respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang 

diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

Pada uji anova faktorial sama subyek dengan analisis univariat dilakukan untuk 

membuktikan ada perbedaan respon imun lgG pada variabel perlakuan. Pada 

penelitian ini terdapat perbedaan bermakna pada respon imun lgG (p<0,05) 

pada variabel perlakuan (Tabel 5.5). Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan 

dengan imunisasi SPTAg menyebabkan respon imun lgG yang berbeda 

dibanding dengan imunisasi SPTAg +CT. 
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Kelompok perlakuan yang diimunisasi SPTAg tanpa ajuvan ternyata 

dapat menginduksi respon imun lgG sejak minggu pertama dan masih terus 

meningkat sampai akhir pengamatan yaitu minggu keempat. Nilai OD lgG yang 

didapatkan pada minggu pertama adalah 0,542, minggu kedua adalah 0,519, 

dan terus meningkat sampai minggu keempat yaitu 0,646 (Tabel 5.5; Gambar 

5.1 ). Sedangkan kelompok perlakuan yang menggunakan ajuvan CT, 

menimbulkan respon imun lgG yang rendah pada minggu pertama (0,408), kedua 

(0,493) dan ketiga (0,412), sampai minggu keempat (0,351) respon imun lgG terus 

menurun tajam dibanding dengan kelompok tanpa CT yang terus meningkat 

(Gambar 5.1 ). Analisis statistik menunjukkan bahwa imunisasi SPTAg dengan 

imunisasi SPTAg + CT tidak terdapat perbedaan bermakna (p>0,05) pada 

variabel perlakuan (Tabel 5.8). 

Karena adanya perbedaan respon imun pada variabel perlakuan maka 

diperlukan uji lanjut dengan paitwise comparisons. Pada uji ini terdapat 

perbedaan sangat bermakna pada respon imun lgG pada kelompok perlakuan 

PBS dengan SPTAg (p<0,01), dan terdapat perbedaan bermakna pada kelompok 

perlakuan SPTAg dengan SPTAg + CT (p<0,05) (Tabel 5.6). Analisis statistik ini 

menunjukkan bahwa terda9at perbedaan gambaran respon imun lgG akibat 

variabel perlakuan SPTAg dengan SPTAg +CT. 

Tujuan penelitian yang kedua adalah untuk mengetahui pengaruh waktu 

terhadap gambaran respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii 

yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan 

CT. Pada analisis multivariat waktu menunjukkan bahwa tidak terdapat 

perbedaan bermakna pada respon imun lgG antara variabel waktu 

(p>0,05)(Tabel 5.4), hal ini kemungkinan disebabkan adanya selisih nilai rata-rata 

mingguan antara kelompok perlakuan yang tidak banyak (Tabel 5.2). 
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Tujuan penelitian ketiga adalah untuk mengetahui interaksi antara waktu 

imunisasi terhadap perbedaan respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg 

T. gondii yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan 

ajuvan CT. Pada analisis multivariat menunjukkan bahwa tidak terdapat interaksi 

bermakna pada respon imun lgG antar variabel waktu dan variabel perlakuan 

(p>O,OS) (Tabel 5.7). Hal ini juga dapat dilihat dari nilai rata-rata antara variabel 

perlakuan yang tidak berbeda jauh pada antar variabel waktu (mingguan), baik 

setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang diaplikasikan secara intranasal maupun 

yang dengan menggunakan ajuvan CT (Tabel5.2). 

Analisis uji anova satu arah sama subyek merupakan uji lanjut dari 

interaksi respon imun lgG antara variabel waktu dengan variabel perlakuan. Hasil 

analisis uji ini adalah terdapat perbedaan sangat bermakna pada variabel 

perlakuan dengan variabel waktu minggu kedua (p<0,01) (Tabel 5.8). Apabila 

dilihat dari simpangan baku antar variabel perlakuan di minggu kedua terdapat 

simpangan baku yang besar dibandingkan dengan antar variabel perlakuan 

dengan variabel waktu lainnya (Tabel5.2). 

Untuk mengetahui perbedaan respon imun lgG pada variabel waktu 

tertentu antara dua variabel perlakuan dilakukan uji lanjutan dengan LSD. Hasil 

analisis uji ini adalah terdapat perbedaan bermakna pada respon imun lgG pada 

minggu pertama hanya antara PBS dan SPTAg (p<O,OS), terdapat perbedaan 

sangat bermakna pada minggu kedua antara PBS dan SPTAg (p<0,01) juga 

antara SPTAg dan SPTAg + CT terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) , 

terdapat perbedaan bermakna pada minggu ketiga hanya antara PBS dan 

SPTAg (p<O,OS) (Tabel 5.9) . Dilihat dari rata-rata variabel perlakuan setiap 

minggu, pada minggu pertama terdapat perbedaan rata-rata yang jauh antara 

PBS dengan SPTAg, minggu kedua antara PBS dengan SPTAg juga antara 
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SPTAg dengan SPTAg + CT, minggu ketiga hanya antara PBS dengan SPTAg 

(Tabel 5.2). 

Pengaruh tunggal dari masing-masing perlakuan terhadap perbedaan 

nilai lgG hanya dapat dibandingkan apabila nilai ambang 00 lgG telah 

ditetapkan (Paul, 1999; Aubert eta/. , 2000). Berdasarkan nilai ambang 00 lgG 

terdapat perbedaan bahwa nilai rata-rata 00 lgG dengan imunisasi SPTAg 

memiliki nilai positif bila lebih besar dari nilai ambang 00 lgG, sedangk~n nilai 

rata-rata 00 lgG dengan imunisasi SPTAg + CT memiliki nilai negatif karena 

kurang dari nilai ambang 00 lgG (gambar 5.1). Analisis dari nilai ambang OD 

lgG pada penelitian ini terdapat perbedaan titer lgG pada imunisasi SPTAg 

dengan atau tanpa penggunaan ajuvan CT. Pada penelitian ini penambahan 

ajuvan CT tidak meningkatkan nilai 00 lgG dibanding tanpa CT. 

Pada imunisasi intranasal dengan menggunakan SPTAg tanpa ajuvan CT 

ternyata mampu memicu terbentuknya lgG dalam serum. Hasil penelitian 

tersebut secara umum membuktikan bahwa aplikasi imunisasi intranasal mampu 

menginduksi respon imun adaptif dalam sirkulasi darah (sistemik). Pada mukosa 

rongga hidung mencit telah dilaporkan ditemukan komponen sistem imun seperti 

limfosit T, limfosit 8, dan APC (makrofag dan sel dendritik) (Hameleers, 1990; 

Sminia and Kraal, 2001 ). Adanya APC memungkinkan pemrosesan dan 

penyajian antigen untuk dikenali limfosit. Adaya sel asesoris juga memfasilitasi 

masuknya antigen ataupun ajuvan dan berinteraksi secara langsung dengan 

APC maupun limfosit. Kondisi tersebut memungkinkan timbulnya respon imun 

secara lokal pada mukosa hidung dan saluran respirasi atas maupun dalam 

sirkulasi darah. Sel dendritik dalam mukosa hidung merupakan sel DC2, dan 

memiliki kecenderungan untuk menginduksi polarisasi ke arah sel Th2• 
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Munculnya respon imun secara sistemik disebabkan oleh sel dendritik 

dan limfosit yang telah teraktivasi dilokasi induksi (inductive site) dapat 

bermigrasi ke berbagai lokasi yang dikenal dengan lokasi target (effector site). 

Pada penelitian ini lokasi induksi adalah di mukosa rongga hidung, sedangkan 

lokasi target yang dievaluasi adalah dalam sirkulasi darah. Respon imun 

terhadap SPTAg dari T. gondii pada serum darah mencit membuktikan bahwa 

rute intranasal dapat digunakan untuk menginduksi respon lgG terhadap SPT Ag 

dalam peredaran darah. Beberapa penelitian menyatakan bahwa imunisasi 

secara intranasal dapat membangkitkan respon imun adaptif sistemik. lnduksi 

respon imun spesifik dalam sistem sirkulasi diawali dengan terjadinya migrasi set 

dendritik dan limfosit teraktivasi dari mukosa hidung ke dalam peredaran darah 

melalui organ limfoid sekunder (Hameleers, 1990; Brandtzaeg eta/, 2001; Sminia 

and Kraal, 2001). Limfosit T maupun 8 yang teraktivasi dari mukosa hidung akan 

bermigrasi ke dalam sistem sirkulasi melalui kelenjar limfe servikalis posterior 

dan limpa (Brandzaeg eta/, 2001; Sminia and Kraal, 2001 ). 

Protein solubel SPTAg dari T. gondii dapat menginduksi respon imun 

spesifik, yaitu lgG. Kemampuan SPTAg sebagai imunogen tidak terlepas dari 

komponen protein yang terkandung didalamnya, SPTAg terdiri atas protein dari 

GRA, MIC dan ROP, juga SAG (Bourguin eta/, 1998; Cesbron-Delauw, 2001). 

Keempat protein tersebut (GRA, MIC, ROP dan SAG) telah diketahui memiliki 

kemampuan sebagai imunogen baik secara tunggal maupun kombinasi 

(Alexander eta/, 1996; Cesbron-Delauw eta/, 1996; Fischer eta/, 1996; Debard 

et at, 1996; Bourguin et at, 1998; Yap et af, 1998; Haumont et af, 2000; Prigione 

eta/, 2000; Velge-Roussel eta/, 2000; Vercammen eta/, 2000 dan Bonefant et 

a/, 2001). 
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Mekanisme induksi tgG pada imunisasi intranasal terjadi karena SPTAg 

akan berinteraksi dan diproses oleh makrofag maupun sel DC2. Cara 

pemrosesan antigen dalam DC2 diduga sangat tergantung pada reseptor FeR 

yang digunakan oleh SPTAg. Sel DC2 memiliki kemampuan menginduksi aktivasi 

limfosit T pembantu (CD4+!Th0) maupun limfosit T sitotoksik (CDS+), SPTAg yang 

merupakan kumputan dari beberapa jenis protein kemungkinan akan 

menginduksi aktivasi set dendritik (DC2) melalui reseptor yang berbeda satu 

dengan lainnya (Putendran et a/, 2001a). lnduksi reseptor yang berbeda pada 

DC2 juga dapat menyebabkan set dendritik tersebut menginduksi polarisasi set 

Tho menjadi sel Th1 dan sel Th2 pada saat yang sama (Pulendran eta/, 2001b). 

Polarisasi ke arah set Th1 dengan menghasilkan sitokin IFN y dan sel Th2 yang 

menghasilkan sitokin tl 13, kedua sitokin tersebut akan · menstimulasi swiching 

tgM menjadi lgG (Poudrier eta/., 1999; Elgert, 1996). 

Penggunaan ajuvan CT dengan imunogen SPTAg juga dapat 

menginduksi terbentuknya lgG dengan aktivasi limfosit 8 oleh sitokin IL 4, IL 6, 

dan IL 13 yang dihasitkan oleh sel Th2. Penggunaan ajuvan toksin kolera (CT) 

dimaksudkan untuk meningkatkan respon imun terhadap antigen yang rendah 

imunogenitasnya. Dilaporkan pemberian SAG bersama CT dengan aplikasi 

intranasal pada mencit menimbulkan respon imun lgG yang lebih tinggi dibanding 

tanpa ajuvan, puncak tgG dengan pemberian SAG dengan atau tanpa CT 

adalah pada hari ke-47 setelah imunisasi (Debard eta/., 1996). 

Pada penelitian ini, imunogenitas SPTAg cukup baik karena direspon oleh 

sistem imun mukosa pada aplikasi intranasal tanpa ajuvan CT. Sedangkan 

SPTAg + CT ternyata merubah profil dan kecenderungan respon imun yang 

muncul seperti terti hat pada grafik rata-rata nilai OD (Gam bar 5.1 ). Kondisi 

demikian berimplikasi adanya perbedaan yang signifikan antara variabel 
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pertakuan, variabel waktu dan variabel tergantung (lgG) dengan profil imun yang 

muncul. 

Pada imunisasi SPTAg dengan menggunakan ajuvan CT. diduga 

sebagian toksin akan berikatan dengan sel epitel mukosa hidung dan sebagian 

kecil lainnya akan berikatan dengan sel penyaji antigen maupun limfosit T. 

lnteraksi CT, yaitu sub unit A1 dari Ct (CtAa) dengan set epitel akan menginduksi 

cAMP yang tinggi. Hal ini menyebabkan hambatan proliferasi limfosit T secara 

keseluruhan, sehingga terjadi supresi respon imun lgG pada fase awal (Ryan et 

a/., 2001; Lopez eta/., 2000). Sel Th2 akan mengaktivasi limfosit B, IL 4 akan 

menginduksi limfosit B untuk membentuk lgG, sedangkan IL 13 dan IL 13R yang 

banyak ditemukan pada magrofag yang akan menstimulasi pembentukan lgG 

(Eigert, 1996). Pada penelitian ini penurunan respon imun lgG dengan imunisasi 

SPTAg + CT kemungkinan karena te~adi supresi respon imun lgG oleh CT pada 

fase awal, dan dimungkinkan waktu pengamatan selama empat minggu masih 

termasuk dalam fase awal respon imun. Oleh karena itu, besar kemungkinan 

apabila waktu pengamatan diperpanjang sampai minggu ke-6 titer lgG akan 

meningkat. 

Variabel-variabel yang berinteraksi antara imunogen, ajuvan dan waktu 

pengamatan terhadap peningkatan lgG merupakan representasi profit respon 

imun yang muncul. Perbandingan berdasarkan perbedaan antar variabel tidak 

mencerminkan kegunaan nyata dari perbedaan respon imun lgG meskipun 

secara statistik dinyatakan berbeda nyata atau tidak. 

Perbedaan dari variabel-variabel hanya dapat dibandingkan apabila nilai 

ambang 00 yang menunjukkan protektifrtas terhadap tantangan yang telah 

diketahui dan ditetapkan. Berdasar nilai ambang OD antibodi protektif tersebut 

perbandingan menjadi lebih nyata untuk dilakukan. Perbedaan rata-rata titer lgG 
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meskipun sangat kecil dan mungkin tidak bermakna secara statistik tetapi jika 

rata-rata titer lgG satu kelompok di atas nilai ambang protektif sementara yang 

lain di bawah nilai ambang protektif akan memiliki arti yang sangat mendasar 

dalam menentukan perbedaan interaksi variabel perlakuan dan variabel waktu . 

Berdasarkan nilai ambang 00 lgG, kelompok perlakuan SPTAg terdapat 

perbedaan dengan kelompok perlakuan SPTAg + CT, sebab kelompok perlakuan 

SPTAg memiliki nilai ambang 00 lgG yang tinggi (lebih besar dari nilai ambang 

00 lgG) daripada kelompok perlakuan SPTAg +CT. 

.:-' 
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7.1 Kesimpulan 

BAB7 

PENUTUP 

Dari hasil penelitian didapatkan kesimpulan sebagai berikut : 

1. Terdapat perbedaan bermakna pada gambaran respon imun lgG mencit 

setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang diaplikasikan secara intranasal 

dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT, pada kelompok perlakuan PBS 

dengan SPTAg, dan SPTAg dengan SPTAg ditambah ajuvan CT. 

2. Tidak terdapat perbedaan bermakna pada pengaruh waktu terhadap 

gambaran respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang 

diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

3. Tidak terdapat interaksi yang bermakna antara waktu imunisasi terhadap 

perbedaan respon imun lgG mencit setelah imunisasi SPTAg T. gondii yang 

diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT. 

4. Rendahnya respon imun lgG pada imunisasi SPTAg + CT kemungkinan 

karena respon yang timbul masih merupakan fase awal dalam merespon 

imunogen yang masuk. 

7.2 Saran 

1. Waktu pengamatan perlu diperpanjang untuk mengetahui adanya respon 

imun yang timbul karena imunisasi dengan SPTAg +CT. 

2. Perlu dilakukan penambahan besar sampel untuk mengetahui gambaran 

respon imun lg G. 

3. Pertu dilakukan pertakuan tambahan, yaitu pemberian CT tanpa SPTAg 

sehingga diketahui pengaruh CT terhadap respon imun lgG. 
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Lampiran 2 

STATISTIK DESKRIPTIF 

Report 

Optical Optical Optical Optical 
Density Density Density Density 

Perlakuan (Antigen) lgGmg! lgGmg2 lgG mg 3 lgG mg 4 
PBS Mean .35340 .3624 .3754 .3720 

Std. Deviation 2.93E-02 4.641E-02 4.337E-02 4.656E-02 

N 5 5 5 5 

Ag Mean .54240 .5190 .5788 .6460 

Std. Deviation .10783 7.210E-02 .1011 .5743 

N 5 5 5 5 

AgCT Mean .45160 .4238 .4970 .3642 

Std. Deviation .15386 7.066E-02 .1970 3.809E-02 

N 5 5 5 5 

Total Mean .44913 .4351 .4837 .4607 

Std. Deviation .12928 8.930E-02 .1484 .3372 

N 15 15 15 15 
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Lampiran 3 

UJI NORMALITAS DISTRIBUSI DATA 

NPar Tests 
Perlakuan (Antigen)= PBS 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov TeSt 

Optical Optical Optical Optical 
Density Density Density Density 
lgGmg ! lgG mg 2 !_g_G m_g_ 3 _!g_G m_g_ 4 

N 5 5 5 5 
Normal Parameters a,b Mean .35340 .3624 .3754 .3720 

Std. Deviation 2.93E-02 4.641E-02 4.337E-02 4.656E-02 
Most Extreme Absolute .207 .222 .1 42 .228 
Differences Positive .207 .222 .142 .228 

Negative -.166 -.210 -.126 -.172 

Kolmogorov-Smimov Z .463 .496 .319 .509 

Asymp. Sig. (2-tailed) .983 .966 1.000 .958 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Perlakuan (Antigen)= PBS 

Perlakuan (Antigen)= Ag 

One-Sample Kolmogorov-Smimov TeSt 

Optical Optical Optical Optical 
Density Density Density Density 

lg_G m_g_ ! lg_ G r119._ 2 lg_G m_g_3 lg_G m_g_ 4 
N 5 5 5 5 
Normal Parameters a,b Mean .54240 .5190 .5788 .6460 

Std. Deviation .10783 7.210E-02 .1011 .5743 
-

Most Extreme Absolute .261 .154 .244 .448 
Differences Positive .261 .154 .168 .448 

Negative -.141 -. 129 -.244 -.303 

Kolmogorov-5mimov Z .583 .344 .544 1.001 

Asymp. Sig. (2-tailed) .886 1.000 .928 .268 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Perlakuan (Antigen)= Ag 
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Perlakuan (Antigen) = AgCT 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Te~ 

Optical Optical Optical Optical 
Density Density Density Density 

lgGma! lgG mg2 lgG mg 3 lg_G mg4 
N 5 5 5 5 
Nonnal Parameters a,b Mean .45160 .4238 .4970 .3642 

Std. Deviation .15386 7.066E-02 .1970 3.809E-02 
Most Extreme Absolute .318 .143 .294 .186 
Differences Positive .318 .121 .294 .186 

Negative -.253 -.143 -.242 -.171 

Kolmogorov-Smirnov Z .710 .321 .658 .416 

Asymp. Sig. (2-tailed) .694 1.000 .780 .995 

a. Test distribution is Nonnal. 

b. Calculated from data. 

c. Perlakuan (Antigen) = AgCT 

General Linear Model 

Within-Subjects Factors 

Measure· MEASURE 1 

Dependent 
WAKTU Variable 
1 ODIGG1 

2 ODIGG2 

3 ODIGG3 

4 ODIGG4 

Perlakuan (Antigen)= PB~ 
Descriptive StatisticS' 

Mean Std. Deviation N 
Optical Density lgG mg ! .35340 2.9297E-02 5 

Optical Density lgG mg 2 .3624 4.641E-02 5 
Optical Density lgG mg 3 .3754 4.337E-02 5 

Optical Density lgG mg 4 .3720 4.656E-02 5 

a. Per1akuan (Antigen) = PBS 
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Multivariate Test$J·c 

Effect Value F Hypothesis df 
WAKTU Pillai's Trace .199 .165a 3.000 

Wilks' Lambda .801 .165a 3.000 
Hotelling's Trace .248 .165a 3.000 

Roy's Largest Root .248 .165a 3.000 

a. Exact statistic 

b. 

Design: Intercept 
Within Subjects Design: WAKTU 

c. Per1akuan (Antigen) = PBS 

Tests of Wrthin-Subjects Contrast~ 

Measure· MEASURE 

Type Ill Sum 
Source WAKTU of SQuares df Mean SQuare 
WAKTU Linear 1.183E-03 1 1.183E-03 

Quadratic 1.922E-04 1 1.922E-04 

Cubic 1.040E-04 1 1.040E-04 

Error(WAKTU) Linear 6.623E-03 4 1.656E-03 

Quadratic 3.325E-03 4 8.313E-04 

Cubic 1.261 E-02 4 3.153E-03 

a. Per1akuan (Antigen) = PBS 

Tests of Between-Subjects Effects 

Measure: MEASURE_1 

Transformed Variable· Average 

Type Ill Sum 

F 
.715 

.231 

.033 

Error 
df 

2.000 

2.000 

2.000 

2.000 

Sig. 
.445 

.656 

.865 

Source of S_g_uares df Mean Square F Sig. 
Intercept 2.676 1 2.676 1882.753 .000 

Error 5.686E-03 4 1.421 E-03 

a. Per1akuan (Antigen) = PBS 

4 

Sig. 
.911 

.911 

.911 

.911 
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Estimated Marginal Means 
WAKTU 

Estimates" 

Measure· MEASURE 1 

WAKTU Mean Std. Error 
1 .353 .013 

2 .362 .021 

3 .375 .019 

4 .372 .021 

a. Per1akuan (Antigen)= PBS 

Pairwise ComparisonS' 

Measure: MEASURE 1 

Mean 
Difference 

(I) WAKTU (J) WAKTU (1-J) Std. Error Sig.a 
1 2 -9.000E-03 .032 

3 -2.200E-02 .023 

4 -1.860E-02 .030 
2 1 9.000E-03 .032 

3 -1 .300E-02 .032 
4 -9.600E-03 .018 

3 1 2.200E-02 .023 
2 1.300E-02 .032 
4 3.400E-03 .027 

4 1 1.860E-02 .030 
2 9.600E-03 .018 
3 -3.400E-03 .027 

Based on estimated marginal means 

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant 
Difference (equivalent to no adjustments). 

b. Pertakuan (Antigen) = PBS 

Multivariate TestS' 

Value F Hypothesis df 
Pillai's trace .199 .165a 3.000 
Wilks' lambda .801 .1658 3.000 
Hotelfing's trace .248 .1658 3.000 
Roy's largest root .248 .1658 3.000 

.790 

.401 

.570 

.790 

.705 

.621 

.401 

.705 

.905 

.570 

.621 

.905 

Error df 
2.000 

2.000 

2.000 

2.000 

Sig. 
.911 

.911 

.911 

.911 

Each F tests the multivariate effect of WAKTU. These tests are based on the linearly 
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means. 

a. Exact statistic 

b. Per1akuan (Antigen} = PBS 

5 
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Profile Plots 

Means of Optical Density lgG 
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Perlakuan (Antigen) = Ag 

Descriptive Statisticsl 

Mean Std. Deviation N 
Optical Density lgG mg ! .54240 .10783 5 
Optical Density lgG mg 2 .5190 7.210E-02 5 
Optical Density lgG mg 3 .5788 .1011 5 
Optical Density lgG mg 4 .6460 .5743 5 

a. Perlakuan (Antigen) = Ag 

Multivariate TestS'·c 

Effect Value F Hypothesis df 
WAKTU Pillai's Trace 

Wilks' Lambda 

Hotelling's Trace 

Roy's Largest Root 

a. Exact statistic 

b. 

Design: Intercept 

.779 

.221 

3.533 

3.533 

Within Subjects Design: WAKTU 

c. Perlakuan (Antigen)= Ag 

2.3568 

2.3568 

2.3568 

2.3568 

Tests of Within-Subjects Contrastl 

Measure· MEASURE 

Type Ill Sum 

3.000 

3.000 

3.000 

3.000 

Source WAKTU of Sauares df Mean Sauare 
WAKTU Linear 3.434E-02 1 3.434E-02 

Quadratic 1.026E-02 1 1.026E-02 

Cubic 1.436E-03 1 1.436E-03 

Error(WAKTU) Linear .689 4 .172 

Quadratic .259 4 6.473E-02 

Cubic 7.893E-02 4 1.973E-02 

a. Perlakuan (Antigen) = Ag 

Tests of Between-Subjects EffectS 

Measure: MEASURE_1 

Transformed Variable· Average 

Type Ill Sum 
Source of SQuares df Mean Square F 
Intercept 6.533 1 6.533 65.157 

Error .401 4 .100 

a. Perlakuan (Antigen) = Ag 

7 

Error df Sig. 
2.000 .312 

2.000 .312 

2.000 .312 

2.000 .312 

F SiQ. 
.199 .678 

.159 .711 

.073 .801 

Sig. 
.001 
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Estimated Marginal Means 
WAKTU 

Estimate~ 

Measure: MEASURE 1 

WAKTU Mean Std. Error 
1 .542 .048 
2 .519 .032 
3 .579 .045 

4 .646 .257 

a. Perlakuan (Antigen) = Ag 

Pairwise ComparisonS' 

Measure· MEASURE 1 

Mean 
Difference 

(I} WAKTU (J) WAKTU (1-J) Std. Error Sig.
8 

1 2 2.340E-02 .028 

3 -3.640E-02 .042 

4 -.104 .276 
2 3 -5.980E-02 .027 

4 -.127 .251 

3 4 -6.720E-02 .251 

Based on estimated marginal means 

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant 
Difference (equivalent to no adjustments). 

b. Perlakuan (Antigen)= Ag 

Multivariate TestS' 

Value F Hypothesis df 
Pillai's trace .779 2.3568 3.000 

Wilks' lambda .221 2.3568 3.000 

Hotelling's trace 3.533 2.3568 3.000 

Roy's largest root 3.533 2.3568 3.000 

.450 

.432 

.726 

.089 

.640 

.802 

Error df 
2.000 

2.000 

2.000 

2.000 

Sig. 
.312 

.312 

.312 

.312 

Each F tests the multivariate effect of WAKTU. These tests are based on the linearly 
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means. 

a. Exact statistic 

b. Perlakuan (Antigen)= Ag 

8 
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Perlakuan (Antigen) = AgCT 

Descriptive StatisticS! 

Mean Std. Deviation N 
Optical Density lgG mg ! .45160 .15386 5 
Optical Density lgG mg 2 .4238 7.066E-02 5 
Optical Density lgG mg 3 .4970 .1970 5 
Optical Density lgG mg 4 .3642 3.809E-02 5 

a. Perlakuan (Antigen)= AgCT 

Multivariate TestS'·c 

Effect 
WAKTU Pillai's Trace 

Wilks' Lambda 

Hotelling's Trace 

Roy's Largest Root 

a. Exact statistic 

b. 

Design: Intercept 

Value 
.726 

.274 

2.651 

2.651 

Within Subjects Design: WAKTU 

c. Perlakuan (Antigen)= AgCT 

F Hypothesis df 
1.767a 3.000 

1.767a 3.000 

1.767a 3.000 

1.767a 3.000 

Tests of Within-Subjects Contrast~ 

Measure: MEASURE 

Type Ill Sum 
Source WAKTU of Squares df Mean Square 
WAKTU Linear 8.930E-03 1 8.930E-03 

Quadratic 1.378E-02 1 1.378E-02 

Cubic 2.356E-02 1 2.356E-02 

Error(WAKTU) Linear 8.875E-02 4 2.219E-02 

Quadratic 6.285E-02 4 1.571E-02 

Cubic 8.194E-02 4 2.048E-02 

a. Perlakuan (Antigen) = AgCT 

Tests of Between-Subjects Effect~ 

Measure: MEASURE_1 

Transformed Variable: Average 

Type Ill Sum 
Source of Squares df Mean Square F 
Intercept 3.770 1 3.770 357.720 

Error 4.215E-02 4 1.054E-02 

a. Perlakuan (Antigen)= AgCT 

10 

Error 
df Sio. 

2.000 .381 

2.000 .381 

2.000 .381 

2.000 .381 

F Sig. 

.402 .560 

.877 .402 

1.150 .344 

Sig. 
.000 
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Estimated Marginal Means 
WAKTU 

Estimates" 

Measure· MEASURE 1 

WAKTU Mean Std. Error 
1 .452 .069 

2 .424 .032 
3 .497 .088 

4 .364 .017 

a. Perlakuan (Antigen)= AgCT 

Pairwise Comparlsoni 

Measure· MEASURE 1 

Mean 
Difference 

(I) WAKTU (J) WAKTU (1-J) Std. Error Sio .a 
1 2 2.780E-02 .043 

3 -4.540E-02 .136 

4 8.740E-02 .073 

2 3 -7.320E-02 .108 

4 5.960E-02 .034 

3 4 .133 .090 

Based on estimated marginal means 

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant 
Difference (equivalent to no adjustments). 

b. Per1akuan (Antigen) = AgCT 

Multivariate Tes~ 

Value F - Hypothesis df 
Pillai's trace .726 1.767a 3.000 

Wilks' lambda .274 1.767a 3.000 

Hotelling's trace 2.651· 1.767a 3.000 

Roy's largest root 2.651 1.767a 3.000 

.554 

.756 

.297 

.537 

.152 

.214 

Error df 
2.000 

2.000 

2.000 

2.000 

Sig. 
.381 

.381 

.381 

.381 

Each F tests the multivariate effect of WAKTU. These tests are based on the linearly 
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means. 

a. Exact statistic 

b. Per1akuan (Antigen)= AgCT 

11 
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Descriptive Statistics 

Pertakuan(Antigen) Mean Std. Deviation N 
Optical Density lgG mg ! PBS .35340 2.9297E-02 5 

Ag .54240 .10783 5 

AgCT .45160 .15386 5 

Total .44913 .12928 15 

Optical Density lgG mg 2 PBS .3624 4.641E-02 5 
Ag .5190 7.210E-02 5 
AgCT .4238 7.066E-02 5 
Total .4351 8.930E-02 15 

Optical Density lgG mg 3 PBS .3754 4.337E-02 5 

Ag .5788 .1011 5 
AgCT .4970 .1970 5 

Total .4837 .1484 15 
Optical Density lgG mg 4 PBS .3720 4.656E-02 5 

Ag .6460 .5743 5 
AgCT .3642 3.809E-02 5 

Total .4607 .3372 15 

Multivariate Test$ 

Error 
Effect Value F Hypothesis df df 
WAKTU Pillai's Trace .213 .902a 3.000 10.000 

Wilks' Lambda .787 .902a 3.000 10.000 
Hotelling's Trace .271 .902a 3.000 10.000 

Roy's Largest Root .271 .902a 3.000 10.000 

WAKTU • PERLAK Pillai's Trace .204 .416 6.000 22.000 

Wilks' Lambda .805 .381a 6.000 20.000 
Hotelling's Trace .231 .346 6.000 18.000 

Roy's Largest Root .160 .586b 3.000 11.000 

a. Exact statistic 

b. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level. 

C. 

Design: lntercept+PERLAK 
Within Subjects Design: WAKTU 

13 

Sig. 
.474 

.474 

.474 

.474 

.860 

.882 

.903 

.636 
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Tests of Within-Subjects Contrasts 

Measure· MEASURE 1 

Type Ill Sum 
Source WAKTU of Squares df Mean Square 
WAKTU Linear 5.225E-03 1 

Quadratic 2.993E-04 1 

Cubic 1.355E-02 1 
WAKTU * PERLAK Linear 3.922E-02 2 

Quadratic 2.393E-02 2 

Cubic 1.156E-02 2 
Error(WAKTU) Linear .784 12 

Quadratic .325 12 

Cubic .173 12 

Tests of Between-Subjects Effects 

Measure: MEASURE_1 

Transformed Variable· Average 

Type Ill Sum 
Source of Squares df Mean Square 
Intercept 12.540 1 12.540 

PERLAK .439 2 .220 

Error .449 12 3.741E-02 

5.225E-03 

2.993E-04 

1.355E-02 

1.961 E-02 

1.197E-02 

5.778E-03 

6.534E-02 

2.709E-02 

1.446E-02 

F 
335.205 

5.870 

14 

F Sig. 
.080 .782 

.011 .918 

.937 .352 

.300 .746 

.442 .653 

.400 .679 

Sig. 
.000 

.017 
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Estimated Marginal Means 
1.Perlakuan(Antigen) 

Estimates 

Measure: MEASURE 1 

Perlakuan (Antigen) Mean Std. Error 
PBS .366 .043 

Ag .572 .043 

AgCT .434 .043 

Pairwise Comparisons 

Measure· MEASURE 1 

Mean 
Difference 

(I) Per1akuan (Antigen) (J) Per1akuan (AntiQen) (1-J) Std. Error SiQ.a 
PBS Ag -.206 .061 

AgCT -6.835E-02 .061 
Ag AgCT .137 .061 

Based on estimated marginal means 

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to 
no adjustments). 

Univariate Tests 

Measure: MEASURE 1 

Sum of 
Squares df Mean SQuare F Sig. 

Contrast .110 2 5.490E-02 5.870 .017 

Error .112 12 9.353E-03 

The F tests the effect of Per1akuan (Antigen). This test is based on the linearly 
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means. 

.006 

.286 

.044 

15 
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2. WAKTU 

Estimates 

Measure: MEASURE 1 

WAKTU Mean Std. Error 
1 .449 .028 
2 .435 .017 
3 .484 .034 
4 .461 .086 

Pairwise Comparisons 

Measure: MEASURE 1 

Mean 
Difference 

(I) WAKTU (J) WAKTU (1-J) Std. Error Sig.
3 

1 2 1.407E-02 .020 

3 -3.460E-02 .048 

4 -1 .160E-02 .096 
2 3 -4.867E-02 .039 

4 -2.567E-02 .085 

3 4 2.300E-02 .089 

Based on estimated marginal means 

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant 
Difference (equivalent to no adjustments). 

Multivariate Tests 

Value F Hypothesis df 
Pillai's trace .213 .9023 3.000 

Wilks' lambda .787 .9023 3.000 
Hotelling's trace .271 .9023 3.000 
Roy's largest root .271 .9023 3.000 

.498 

.486 

.905 

.233 

.767 

.801 

Error 
df 

10.000 

10.000 

10.000 

10.000 

Sig. 
.474 

.474 

.474 

.474 

Each F tests the multivariate effect of WAKTU. These tests are based on the 
linearly independent pairwise comparisons among the estimated marginal 
means. 

a. Exact statistic 

16 
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3. Perlakuan (Antigen) * WAKTU 

Measure· MEASURE 1 

Perlakuan (Antigen) WAKTU Mean 
PBS 1 .353 

2 .362 

3 .375 

4 .372 
Ag 1 .542 

2 .519 
3 .579 

4 .646 
AgCT 1 .452 

2 .424 
3 .497 

4 .364 

17 

Std. Error 
.049 

.029 

.058 

.149 

.049 

.029 

.058 

.149 

.049 

.029 

.058 

.149 
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Lampiran 4 

ANOVA SATU ARAH SAMA SUBYEK 

Descriptives 

N Mean Std. Deviation Std. Error 
Optical Density lgG mg ! PBS 5 .35340 2.9297E-02 1.31E-02 

Ag 5 .54240 .10783 4.82E-02 
AgCT 5 .45160 .15386 6.88E-02 
Total 15 .44913 .12928 3.34E-02 

Optical Density lgG mg 2 PBS 5 .3624 4.641E-02 2.076E-02 
Ag 5 .5190 7.210E-02 3.224E-02 
AgCT 5 .4238 7.066E-02 3.160E-02 
Total 15 .4351 8.930E-02 2.306E-02 

Optical Density lgG mg 3 PBS 5 .3754 4.337E-02 1.940E-02 
Ag 5 .5788 .1011 4.523E-02 
AgCT 5 .4970 .1970 8.810E-02 
Total 15 .4837 .1484 3.832E-02 

Optical Density lgG mg 4 PBS 5 .3720 4.656E-02 2.082E-02 
Ag 5 .6460 .5743 .2568 
AgCT 5 .3642 3.809E-02 1.703E-02 
Total 15 .4607 .3372 8.705E-02 

ANOVA 

Sum of 
uares df MeanS uare F Sig. 

Optical Density lgG mg ! Between Groups 8.935E-02 2 4.467E-02 3.706 .056 

Within Groups .145 12 1.205E-02 

Total .234 14 

Optical Density lgG mg 2 Between Groups 6.226E-02 2 3.113E-02 7.565 .007 

Within Groups 4.938E-02 12 4.115E-03 

Total .112 14 

Optical Density lgG mg 3 Between Groups .105 2 5.237E-02 3.086 .083 

Within Groups .204 12 1.697E-02 

Total .308 14 

Optical Density lgG mg 4 Between Groups .258 2 .129 1.159 .347 

Within Groups 1.334 12 .111 

Total 1.591 14 
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