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RINGK.ASAN 

Toksoplasmosis adalah penyakit yang bersifat zoonosis, disebabkan oleh 

Toxoplasma gondii. Infeksi T. gondii pada induk semang menimbulkan manifestasi 

termasuk kecacatan pada anak yang dilahirkan. Salah satu kecacatan yang yang 

timbul pada anak dengan kongenital toksoplasmosis adalah tidak mempunyai batok 

kepala atau kepala kecil. Manifestasi yang terjadi pada induk semang yang terinfeksi 

melibatkan respons imun baik respons seluler maupun humoral. Toxoplasma gondii 

adalah parasit intraseluler sehingga respons imun seluler merupakan respons yang 

dominan. TNF-a adalah sitokin yang dilepaskan makrofag ketika tubuh terinfeksi T. 

gondii yang berfungsi untuk mengelimir parasit. Di lain pihak sitokin tersebut juga 

berpengaruh terhadap sel lain yang tidak terinfeksi, antara lain apoptosis termasuk 

pada tulang. 

Tujuan penelitian ini untuk membuktikan peranan TNF-a. pada mekanisme 

apoptosis tulang pada individu yang terinfeksi T. gondii. Diharapkan dengan 

dibuktikan mekanisme apoptosis pada tulang pada individu yang terinfeksi T. gondii 

dapat digunakan untuk penanganan lebih lanjut toksoplasmosis. 

Penelitian dilaksanakan 2 tahun. Tahun 1 meliputi kultivasi parasit, 

perlakuan infeksi pada mencit dewasa, uji apoptosis dan imunohistokimia. Tiga 

puluh dua ekor mencit jantan dewasa dibagi menjadi dua kelompok. Kelompok 

pertama merupakan kelompok kontrol, mencit tidak diinfeksi. Kelompok kedua, 

kelompok rnencit yang diinfeksi dengan 10 takizoit T. gondii. Enam hari setelah 

infeksi semua rnencit dikurbaankan dan diambil tulang femur untuk dilakukan 

pernbuatan preparat histologi dengan pengecatan IHC dan TUNEL. Pada tahun 

kedua, perlakuan infeksi pada mencit bunting, anak rnencit yang dilahirkan diambil 

tulang batok kepala dan diuji apoptosis serta irnunohistokirnia. Variabel yang 

diamati persentase jumlah sel yang mengekspresikan TNF-a dan Indeks apoptosis 

tulang. Data dinalisis dengan uji t dan regresi linear. 

Hasil pada tahun pertama menunjukkan bahwa persentase jumlah sel tulang 

femur yang mengkespresikan TNF-a pada kelompok mencit yang diinfeksi T. gondii 

berbeda sangat nyata (p<0,005) dibandingkan dengan kelornpok kontrol (tidak 

diinfeksi), yaitu masing-masing 27,04 ± 6,92% berbanding dengan 11,42 ± 3,92 %. 

Indeks apoptosis tulang femur pada kelornpok mencit yang diinfeksi sangat berbeda 
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nyata dibanding kelompok kontrol, yaitu 16,28 ± 3,37 (perlakuan) dan 9,17 ± 3,04 

(kontrol). Setelah dilakukan dengan uji Regresi ternyata peningkatan TNF-a 

berpengaruh terhadap terjadinya apoptosis. 

Kesimpulan penelitian ini yaitu bahwa diinfeksi T. gondii meningkatkan 

jumlah sel yang mengekspresikan TNF-a dan indeks apoptosis tulang. Peningkatan 

apoptosis tulang femur akibat infeksi T. gondii melalui penngkatan TNF-a. 
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SUMMARY 

Toxoplasmosis is a zoonotic disease, caused by Toxoplasma gondii. it cause 

congenital toxoplasmosis. One of disability arising in children with congenital 

toxoplasmosis is microcephaly. Toxoplasma gondii is an intracellular parasite that 

cellular immune is the dominant response. TNF - a is a cytokine that is released when 

the macrophages infected with T. gondii which serves to eliminate parasite. On the 

other hand these cytokines also affect apoptosis the other cells that are not infected, 

including the bones cells. 

The purpose of this study to prove the role ofTNF-a on apoptosis mechanisms 

of bone in individuals infected with T. gondii. Expected with proven mechanisms of 

apoptosis in the bone in individuals infected with T. gondii can be used for further 

treatment of congenital toxoplasmosis. 

The experiment was conducted 2 years. The first year, was treated the adult 

mice. The activities were includes the cultivation of parasites , treatment of infection 

in adult mice, apoptosis and immunohistochemistry test. Thirty-two adult male mice 

were divided into two groups. The first group was the control group, the mice were 

not infected. The second group. Mice inthis group were infected with IO tachizoites 

T. gondii. Six days after infection, all mice were sacrificed and the femur bone was 

removed to make histology slides with IHC and TUNEL staining. In the second year, 

was treated pregnant mice. Pregnant mice will be infected with T. gondii and skull 

bones puppies which born from T.gondii-infected pregnant mice were taken and 

assayed apoptosis and immunohistochemistry. The variables were the percentage of 

cells expressing TNF-a and apoptotic index of bone. Data were analyzed by t test and 

linear regression. 

Results in the first year showed that the percentage of the femur bone cells 

which expresses TNF-a in the group of mice infected T. gondii increased significantly 

(p < 0.005) compared with the control group (not infected), respectively 27.04 ± 

6.92% versus 11.42 ± 3.92 %. Apoptotic index femur bone cell in mice infected group 

were significantly different than the control group, ie 16.28 ± 3.37 (treatment) and 

9.17 ± 3.04 (control). Once done with the regression test apparently increased of 

TNF-a effect on bone cell apoptosis. 
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The conclusion of this study is that infected T. gondii increased the number of 

cells expressing TNF-a and apoptosis indices of bone. Increased apoptosis on femur 

bone cells due to infection T. gondii through TNF-a. 
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BAB I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tok~oplasmosis adalah penyakit yang bersifat zoonosis, disebabkan oleh 

Toxoplasma gondii menyerang manusia dan mamalia berdarah panas termasuk unggas. 

Maharana et al. (2010) melaporkan bahwa sepertiga populasi manusia sudah terinfeksi 

T. gondii. Food Safety (2011) melaporkan kerugian ekonomi akibat penyakit infeksi 

termasuk toksoplasmosis dilaporkan sebesar 1,5 billion dollar USA. Kerugian 

sosioekonomi akibat toksoplasmosis meliputi biaya yang besar untuk perawatan penderita, 

gangguan mental dan kebutaan pada anak. Pada manusia, toksoplasmosis dapat 

menyebabkan kerugian antara gejala penurunan berat badan (Paspalaki et al., 2001) dan 

berat lahir rendah (BLR) (Rorman et al., 2006; Mufasirin, 2011). Pengaruh infeksi 

T. gondii terhadap perubahan molekuler tulang pada sampai sekarang belum banyak 

diteliti. 

Infeksi T. gondii pada induk semang menimbulkan manifestasi termasuk kecacatan 

pada anak yang dilahirkan. Salah satu kecacatan yang yang timbul pada anak dengan 

kongenital toksoplasmosis adalah tidak mempunyai batok kepala atau kepala kecil. 

Manifestasi yang terjadi pada induk semang yang terinfeksi melibatkan respons imun baik 

respons seluler maupun humoral. Toxoplasma gondii adalah parasit intraseluler sehingga 

respons imun seluler merupakan respons yang dominan. lNF-a adalah sitokin yang 

dilepaskan makrofag ketika tubuh terinfeksi T. gondii yang berfungsi untuk mengelimir 

parasit. Di lain pihak sitokin tersebut juga berpengaruh terhadap sel Jain yang tidak 

terinfeksi, antara lain apoptosis termasuk pada tulang. 

Infeksi T. gondii membangkitkan respons imun individu terinfeksi baik respons 

imun humoral maupun selulef (Ghaffar, 2001). Kemampuan T. gondii membangkitkan 

respons imun seluler ditandai dengan respon Thi dengan dilepaskannya inte,feron-r(IFN-

1 



y) (Denkers and Gazzinelli, 1998; Lee et al., 1999). Pada awal infeksi, IFN-y diproduksi 

oleh sel natural killer (NK). Pada fase ini melibatkan sistem imun alami, sel NK dan 

makrofag. Se! NK merupakan sel utama penghasil IFN-y dan akan mengaktifkan 

makrofag untulc menghasilkan INF-a sebagai mikrobisid. Pada fase kronis, limfosit T 

memproduksi IFN-y dalamjumlah banyak (Sher et al., 1995). 

Prinsip apoptosis pada jaringan tulang secara umum sama dengan apoptosis yang 

terjadi di sel lain. Beberapa peneliti melaporkan bahwa peran glucocorticoid menginduksi 

hilangnya tulang (apoptosis) pada manusia dan tikus berhubungan dengan peningkatan sel 

osteosit yang mengalami apoptosis (Weinstein et al., 2000). Apopto~is pada sel tulang 

secara khusus akibat infeksi belum pemah dilaporkan. 

Mekanisme pengaruh toksoplasmosis pada individu dan ibu hamil atau hewan 

bunting khususnya peran TNF-a pada apoptosis tulang perlu dibuktikan. Penelitian ini 

mencoba mencari pengaruh TNF-a yang diekspresikan makrofag pada jaringan tulang 

akibat infeksi T. gondii. Hasil penelitian tersebut diharapkan dapat menjelaskan 

mekanisme apoptosis pada individu dengan toksoplasmosis dan anak yang lahir dengan 

kecacatan tulang dari induk dengan toksoplasmosis. 

1.2 Rumusan Masalah 

I) Apakah terdapat peningkatan jumlah makrofag jaringan tulang yang 

mengekspresikan INF-a pada mencit yang diinfeksi T. gondii? 

· 2) Apakah terdapat peningkatan indeks apoptosis sel tulang pada mencit yang 

diinfeksi T. gondii ? 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Penelitian epidemioiogik toksoplasmosis 

Kejadian toksoplasmosis pada manusia sudah banyak dilaporkan. Di Victoria, 

Canada lebih dari 110 orang termasuk bayi telah terinfeksi T. gondii (Mullens, 1996). Di 

Norwegia, Jenum et al. (1998) melapokan kejadian toksoplasmosis pada ibu hamil antara 

tahun 1992-1994 yang mencapai 35.940 orang. Di Amerika Serikat 30-60% orang 

dewasa menunjukkan seropositif terhadap T. gondii (Frenkel, 1990). Di Thailand dan 

Austria, kejadian toksoplasmosis pada ibu hamil masing-masing sebesar 21,7% dan 36,3% 

(Sukthana, 1999). Di Singapura, kasus toksoplasmosis pada ibu hamil antara tahun 1997-

1998 sebesar 17,2% (Wong et al., 2000). Di Indonesia, kejadian toksoplasmosis pada ibu 

hamil dilaporkan oleh Karkata dan Suwardewa (2006) yang meneliti i!m hamil yang 

berkunjung di poliklinik RSP Sanglah Denpasar didapatkan 21 % ibu hamil positif 

toksoplasmosis dan 5% diantaranya toksoplasmosis aktif (IgM positif). Sanjaya (2006) 

melaporkan kejadian toksoplasmosis di Kota Surabaya sebanyak 37% (dari 100 sampel 

serum ibu hamil) positiflgG terhadap toksoplasmosis. 

Kasus toksoplasmosis pada temak dan hewan lain telah banyak dilaporkan oleh 

beberapa peneliti. Di Amerika Serikat, kambing yang terinfeksi T. gondii sebesar 23-

60%, domba 8-74% dan pada sapi bervariasi di beberapa negara bagian (Dubey, 1990). 

Zimmerman et al. (1990) melaporkan 50,96% babi di Iowa menunjukkan seropositif 

terhadap T. gondii. Di Panama, 32, 1 % babi seropositif terhadap T. gondii (Correa et al., 

2008). Di daerah timur laut Amerika Serikat, domba memmjukkan seropositif terhadap T. 

gondii sebesar 61 % (Malik et al., 1990). Di Hungaria, dari 62 kasus abortus pada kambing 

dan domba, dengan uji imunohistokimia 8% positif toksoplasmosis (Szeredi and Bacsadi, 

2002) sedang di Italia dari 9639 serum darah dan 815 hasil abortus dari domba dan 
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kambing, dengan IFAT sebanyak 28,4% pada domba dan 5,6% pada kambing positiflgG 

sedang lgM sebesar 9,5% pada domba dan 5,6% pada kambing, dengan PCR didapatkan 

11 % pada domba dan 6,4% pada kambing positif toksoplasmosis (Masala et al., 2003). Di 

Turki, kambing yang positiftoksoplasmosis sebesar 80,16% (Karaca et al., 2007). Sasmita 

dan Suprihati (1993a) melaporkan kasus toksoplasmosis pada kambing di daerah Tuban 

dan Kediri, Jawa Timur berturut-turut sebesar 20,6% dan 20%. Inoue et al. (2001) 

melaporkan toksoplasmosis pada babi di Bandar Lampung dan Ujung Pandang berturut­

turut sebesar 3,6% dan 9,2%. Kasus toksoplasmosis juga terjadi di China pada ayam yang 

dipelihara secara ekstensif sebesar 34% dan intensif sebesar 2,8% (Zhu et al., 2008). 

2.2 Pengaruh toksoplasmosis terhadap berat lahir anak 

Stuebe (2005) menyatakan bahwa berat lahir rendah adalah bayi yang lahirkan 

mempunyai berat di bawah 2,50 kg. Pada kehamilan umur 37 minggu, berat bayi adalah 

2,50 kg. Pembatasan pe1tumbuhan di dalam uterus menyebabkan anak lahir dengan berat 

lahir rendah. Beberapa faktor penyebab gangguan pertumbuhan fetus adalah: kelainan 

kongenital atau kromosom dan gangguan pada plasenta yang menyebabkan gangguan 

aliran oksigen dan makanan. Disamping itu, infeksi seperti rubella, sitomegalovirus, 

toksoplasmosis dan sifilis dapat berpengaruh terbadap berat lahir. Faktor dari ibu yang 

mempengaruhi berat lahir rendah adalah nilai gizi makanan dikonsurnsi rendah, gangguan 

jantung atau tekanan darah, merokok, memakai obat, peminum alkohol, paparan logam 

berat dan pemcliharaan prenatal yang tidak baik. Berat lahir rendah lebih sering terjadi 

pada ibu dengan kehamilan pertama, umur di bawah umur 17 tahun dan di atas 35 tah1L'l. 

Rorman et al. (2006) melaporkan hasil penelitian multisenter dan didapatkan ada 

hubungan toksoplasmosis kongenital dengan kelahiran sebelum waktunya, berat lahir 

rendah dan fetus berukuran kecil. Banyaknya anak tidak normal yang dilahirkan dapat 
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terlihat apabila infeksi terjadi pada minggu ke-10 sampai 24 umur kehamilan. Gejala klinis 

toksoplasmosis menurun apabila infeksi pada akhir kehamilan. 

Davitaia et al. (2002) meneliti 32 ibu hamil yang terinfeksi agen infeksi yang 

ditularkan dari ibu ke anak dan selama kehamilan tidak dilakukan pengobatan. Dari 32 

ibu hamil, empat orang terinfeksi T. gondii. Setelah lahir, dengan mengacu pada 

Apgar score, bayi menunjukkan kemunduran perkembangan dengan berat lahir 

2,10-2,32 kg dengan gejala hipotermi, miokarditis, pneumonitis dan sindroma nefritis. 

Morgan et al. (2006) meneliti 483 kelahiran dan didapatkan 8,6% lahir premature dan 

5,8% lahir dengan berat badan rendah. Anak yang baru lahir 9,3% seropositiflgG dan 1% 

seropositiflgM terhadap T.gondii. 

Penularan kongenital pada anak yang dilahirkan dari ibu yang terinfeksi akut pada 

trimester pertama sebesar I 0-25% dan trimester ketiga sebesar 60-90% dengan rata-rata 

penularan selama kehamilan 20-50%. Salah satu manifestasi anak yang dikandung dengan 

toksoplasmosis kongenital adalah gangguan pertumbuhan selarna kehamilan (Jones et al., 

2003). 

2.3 Set Tulang 

Se! tulang terdiri dari osteoblas, osteosit dan osteoklas. Proses pembentukan tulang 

merupakan kaskade yang kompleks, dimulai dari proliferasi primitive mesenchymal cell 

yang kemudian berdiferensiasi menjadi sel prekursor osteoblas atau osteoprogenitor. 

Osteoprogenitor adalah mesensimal multipoten sel stem yang juga membentuk sel stroma 

sumsum tulang, kondrosit, sel otot dan adiposa. Fase awal pembentukan tulang adalah 

pengerahan prekursor osteoblas ke tempat resopsi tulang yang dimediasi oleh TGF-P, yang 

diikuti fase kedua yaitu prekursor osteoblas yang dimediasi PGF dan PDGF. Fase ketiga 

dari pembentukan tulang adalah diferensiasi prekursor osteoblas menjadi sel matur. 
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TRAPase yang dilepas de dalam lakuna tempat resorpsi tulang pada saat pembongkaran 

tulang (Siebel, 2005). 

Setelah resopsi tulang maksimum selesai, osteoklas mengalami apoptosis (kurang 

lebih 9 hari) merupakan fase reversal. Pada fase ini, osteoklas digantikan dengan 

makrofag yang melepaskan faktor inhibisi osteoklas dan menstimulasi osteoblas. Masa 

hidup osteoklas kurang lebih 2 minggu sedangkan osteoblas 3 bulan dan osteoblas 

mengalami apoptosis yang ditandai dengan kondensasi kromatin, degradasi DNA dan 

pembentukan bleb pada membran plasma dan nukleus. Mekanisme apoptosis pada 

osteoklas masih belum diketahui dengan jelas, tetapi pada umumnya faktor yang 

menghambat resopsi tulang menginduksi apoptosis (Manolagas, 2000) 

2.4 Respons imun terhadap infeksi T. gondii 

Infeksi T. gondii dapat membangkitkan respons imun induk semang terinfeksi baik 

respons imun humoral maupun seluler (Ghaffar, 2001). Respons imun humoral 

ditunjukkan dengan pembentukan beberapa kelas antibodi spesifik terhadap T. gondii 

dalam serum. Pada manusia dan marnalia yang terinfeksi T. gondii terjadi peningkatan IgA 

dan IgM spesifik pada awal infeksi dan lgG pada keadaan kronis (Dupouy-Carnet, 1997). 

Seperti parasit intraseluler yang lain, respons imun seluler lebih dominan dibandingkan 

dengan respons imun humoral (Denkers and Gazzinelli, 1998). Kemampuan T. gondii 

membangkitkan respons imun seluler ditandai dengan respons ke arah sel Thi dengan 

dilepaskan IFN-y (Denkers and Gazzinelli, 1998; Lee et al., 1999). Peranan IFN-y sangat 

penting dalam pertahanan terhadap infeksi, hal ini dibuktikan mencit yang diberi antibodi 

terhadap IFN-y atau mencit defisien terhadap gen IFN-y akan mati bila diinfeksi T. gondii 

(Dupouy-Carnet, 1997). Menurut Denkers and Gazzinelli (1998), induk semang mampu 

bertahan terhadap infeksi T. gondii melalui dua fase. Pertama adalah fase akut, 
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pertumbuhan stadium takizoit dihambat IFN-y. Parasit mengiduksi IFN-y dalam jumlah 

yang tinggi pada awal infeksi. Sitokin tersebut diproduksi oleh sel natural killer (NK ) 

dan se! T yang teraktivasi. Pada fase ini melibatkan sistem imun alami, sel NK dan 

makrofag. Se! NK merupakan sel utama penghasil IFN-y. Makrofag memproduksi 

interleukin-12 (IL-12) yang akan mendorong sel NK untuk mensintesis IFN-y. Kemudian 

IFN-y mengaktivasi makrofag mengbasilkan TNF-a. dan nitric oxide (NO) sebagai 

mikrobisid. Kedua adalah fase kronis, limfosit T memproduksi kadar IFN-y dalamjumlah 

banyak, yang ditujukan untuk mencegah reaktivasi kista dan membersihkan takizoit 

jaringan. lnterleukin-12 yang dihasilkan makrofag mendoror:g diferensiasi sel Th dan 

reaksi ke arah sel Thi untuk memproduksi IFN-y. Menurut Dupouy-Carnet (1997), sel 

yang pertama teraktivasi akibat infeksi T. gondii adalah sel NK dan monosit yang 

menghasilkan IFN-y dan 11-12. lnierleukin-12 akan menginduksi populasi limfosit ke 

Thl yang akan mengbambat perkembangan T. gondii. Pada individu yang terinfeksi 

kronis, limfosit T akan memproduksi IFN-y dalam jumlah tinggi apabila terpapar dengan 

antigen T. gondii. Hal ini dibuktikan oleh Fatoohi et al. (2002) yang mengkultur 

limfosit T ibu hamil dengan toksoplasmosis kronis yang dipaparkan dengan soluble 

toxoplasma antigen (ST-Ag), dan di dalam supematan kultur didapatkan IFN-y dalam 

kadar yang tinggi. 

2.5 Tumor necrosisfactor-a(TNF-a) 

Tumor necrosis factor-a (TNF-a.) adalah sitokin yang dihasilkan oleh makrofag, 

monosit, limfosit T, mastosit dan basofil. Fungsi TNF-a. digunakan pada proteksi awal 

dengan meningkatkan kapasitas mikrobisid makrofag dan menstimulasi sel NK untuk 

mensekresikan IFN-y. Tumor necrosis factor-a juga dapat menginduksi sekresi protein 
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inflamasi fase akut lewat produksi IL-6. Pada toksoplasmosis, TNF-a mengaktivasi 

makrofag dan menghambat replikasi parasit, tetapi kerja ini hanya digunakan bersama­

sama dengan IFN-y (Filiseti and Canc!olfi, 2004). Bhopale (2003) menyatakan bahwa 

lNF-a dan IFN-y bekerja sinergis dengan cara mengaktifkan makrofag dan menghasilkan 

radikal bebas dan NO untuk mengelirninir T. gondii. 

Tumor necrosis factor-a digunakan pada pertahanan pada fase akut dan kronis dan 

seperti IL-12, TNF-a rnenstimulasi produksi IFN-y oleh sel NK yang berperan pada 

respons tidak spesifik terhadap infeksi toksoplasrnosis, tetapi peranan lNF-a rnasih 

diperdebatkan. Beberapa peneliti rnenghubungkan antara TNF-a dan infeksi yang fatal 

dan gangguan kerja hati dan otak. Tumor necrosis factor-a dapat membantu penyebaran 

intraserebral dan rneningkatkan khorioretinitis pada infeksi primer dengan T. gondii 

(Filiseti and Candolfi, 2004). 

Tumor necrosis factor-a adalah salah satu sitokin yang banyak ditemukan pada 

cachexia akibat kanker. Peningkatan TNF-a terjadi pada cachexia yang disebabkan 

kanker seperti kehilangan berat badan, anoreksia, peningkatan termogenesis, perubahan 

metabolisme lemak, resistensi terhadap insulin dan kehilangan otot. Was ting syndrome 

dan gejala sistemik yang berhubungan dengan ha! tersebut diduga disebabkan oleh 

produksi yang berlebih dari TNF-a. Pernberian antibodi terhadap TNF-a pada hewan 

dapat rnengembalikan sebagian gejala anoreksia, kehilangan berat badan dan pengurangan 

lernak serta protein tubuh (Berger, 1999). 

Aktivitas dan profit sitokin rnencit yang terinfeksi T. gondii telah diteliti pada fase 

akut dan kronis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa: 1) Selama 1-7 hari setelah infeksi 

(fase akut), terjadi pengeluaran energi sebesar 30% dan peningkatan ekspresi TNF-a, IL­

i, IL-5 dan IFN-y; 2) Fase akut akhir, terjadi keadaan hipermetabolik dengan keadaan 
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anoreksia dan mengarah terjadinya cachexia (peningkatan ekspresi mRNA TNF-a, 11-1, 

11-4, 11-5, 11-6, 11-10 dan IFN-y; dan 3) Pada fase kronis, sebagian kembali ke normal 

dan sebagian tidak. Pada mencit yang kembali ke normal, mRNI. sitokin tersebut di atas 

mengalami penurunan kecuali TNF-a dan 11-10 yang tetap tinggi (Arsenijevic et al., 

1998). 

Pada beberapa kejadian, TNF-a mempunyai peran pada keadaan perkembangan otot 

yang abnormal dengan hasil kehilangan masa dan kegagalan fungsi otot skelet (Li and 

Reid, 2001). Peningkatan TNF-a terjadi pada atropi otot sklelet dapat menyebabkan 

cachexia yang diinduksi oleh infeksi bakteri, HIV, gangguan jantung dan kanker (Spate 

and Schulze, 2004). Terjadinya kompleks ligan-reseptor TNF-a menyebabkan pengerahan 

protein spesifik reseptor dan menyebabkan peningkatan faktor transkripsi seperti nuclear 

factor-KB (NF-KB) dan activator protein-I (AP-1) melalui aktivasi jalur kinase termasuk 

1KB kinase (IKK), MAPKs dan Akt (Aggarwal, 2003; Chen and Goedde!, 2002). 

2.6 Apoptosis 

Apoptosis adalah kondisi kematian sel yang penting pada perkembangan normal dan 

homeostasis jaringan. Gambaran sel yang mengalami apoptosis adalah membran plasma 

menggelembung, inti pecah, fragmentasi kromosom dan adanya vesikel atau badan 

apoptotik sebagai penanda untuk proses fagositosis. Apoptosis dipicu oleh keadaan 

eksternal dan internal. Jalur eksternal melalui ligan yang memediasi aktivasi reseptor 

kematian plasma membran spesifik sedangkan jalur internal berasal dari mitokondria 

(Adhihetty and Hood, 2003). 

Apoptosis dapat diinduksi melalui interaksi ligan pada satu atau lebih reseptor 

superfamili 1NFR (Baker and Reddy, 1998). Reseptor dari famili TNFR yang penting 

adalah TNF-a dan Fas ligand (FasL) yang didapatkan pada limfosit T sitotoksik dan sel 
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imun yang lain. Interaksi ligan pada reseptor selanjutnya mengaktivasi protease spesifik. 

Protease tersebut dikenal dengan caspase yang diaktivasi dengan pemecahan proteolitik. 

Caspase mempunyai kemampuan memecah dan mengaktifkan caspase lain dalam bentuk 

cascade-like dan merupakan mekanisme yang efisien dan penting untuk terjadinya sinyal 

kematian sel (Kumar, 1999). Aktivasi caspase selanjutnya menimbulkan kerusakan sitosol 

secara biokimia dan inti sel sehingga tampak gambaran apoptosis (Nicholson, 1999). 

Interaksi FasL-reseptor Fas selanjutnya mengaktifkan procaspase-8 pada membran sel 

dengan sebuah protein adaptor fas associated death domain (FADD) yang berhubungan 

dengan reseptor Fas (Baker and Reddy, 1998). Pengerahan procaspase-8 ke membran 

plasma menghasilkan pengerahan susulan procaspase yang lebih banyak (Salvesen 

and Dixit, 1999). Akumulasi caspase membentuk sebuah death inducing signaling 

compfox (DISC) di membran plasma menghasilkan caspase yang aktif (Salvesen and 

Dixit, 1999). Caspase-8 yang aktif selanjutnya mengaktifkan caspase-3 sehingga terjadi 

proses apoptosis dengan cara memecah struktur protein membran plasma dan selubung inti 

yang menyebabkan pecahnya struktur sel (Nicholson, 1999). Enzim ini memediasi peran 

utama dalam inti sel. Caspase-3 yang aktif pindah dari sitosol ke inti sel dan memecah inti 

sel serta tidak mengaktifkan inhibitor of caspase activated DNase (ICAD)( Lechardeur et 

al., 2000). Caspase activated DNase (CAD) yang lepas yang merupakan endonuklease, 

kemudian memecah DNA genom. Fragmentasi DNA merupakan gambaran apoptosis. 

Caspase 3 menginaktivasi poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) dan DNA dependent 

protein kinase yang keduanya merupakan kunci enzim perbaikan DNA (Nicholson, 1999). 

Kombinasi aktivasi CAD dan hambatan perbaikan DNA menyebabkan degradasi DNA 

(Nicholson, 1999; Lechardeur et al., 2000). 

Caspase-3 juga menyebabkan kematian sel melalui jalur lain dengan cara memecah 

protein kelompok Bcl-2, yaitu Bid menjadi protein yang lebih kecil 15 kDa yang dikenal 
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dengan truncated Bid (tBid). Truncated Bid kemudian pindah dari sitosol ke mitokondria 

dan melekat dengan Bax dan selanjutnya menginduksi sitokrom c (Desagher et al., 1999), 

sehingga jalur Iigan memediasi kematian sel melalui jalur yang tergantung atau tidak 

tergantung mitokondria (Adhihetty and Hood, 2003). Mitokondria berhubungan erat 

dengan apoptosis karena mempunyai dua karakteristik. Pertarna, bagian intermebran 

mitokondria mengandung protein proapoptotik yang dapat dilepas ke sitosol. Kedua, 

mitokondria merupakan produsen reactive oxygen species (ROS) yang secara langsung 

dan tidak langsung berpengaruh terhadap apoptosis (Adhihetty and Hood, 2003). 

Mitokondria disusun dari membran luar dan membran dalam yang dipisahkan sebuah 

ruang intermebran (intermembrane space). Membran dalam bersifat tidak permeabel 

terhadap molekul besar dan bentuk ini merupakan pertahanan pada matrik mitokondria 

bagian dalam. Membran mito:Condria mempunyai tempat untuk komunikasi yang disusun 

voltage dependent anion channel (VDAC) di membran luar dan adenine nucleotide 

translocase (ANT) di membran bagian dalam. Gabtmgan ANT, VDAC, Bax dan 

cyclophilin D membentuk celah pada membrari yang dikenal dengan mitochondrial 

permeability transition pore (mtPTP). Mitochondrial permeability transition pore ini akan 

menfasilitasi pelepasan faktor proapototik selama proses apoptosis. Pelepasan molekul 

dari intermembran terjadi hilangnya potensial membran. Perubahan permeabilitas 

membran digunakan sebagai indikasi pembentukan mtPTP. Kelompok protein Bcl-2 

· mengatur keadaan mtPTP. Sebagai proapoptotik adalah Bax, Bak dan Bok dan sebagai 

antiapoptotik adalah Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W;cf (Adams and Cory, 1998). 

Proporsis protein proapoptotik dan antiapoptotik sangat penting dalam 

kontribusinya merespon stimulus apoptosis. Bcl-2 adalah protein antiapoptotik yang 

terletak di membran luar, dan ekspresi yang berlebih mencegah pembentukan mtPTP dan 

menghambat pelepasan sitokrom c sehingga jalur apoptosis tidak berlanjut. Bax dan Bak 
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kemudian bergabung dengan VDAC, adalah komponen utama mtPTP, untuk menginduksi 

pelepasan sitokrom c (Murphy et al., 2000). Bcl-2 dan Baxjuga berinteraksi dengan ANT, 

sebuah komponen membran dalam yang mengatur pelepasan sitokrom c (Brenner et al., 

2000). Gabungan kelompok Bcl-2 dengan membran dalam (mtPTP) terjadi untuk 

mengatur pembentukan channel. Setelah sitokrom c lepas dari mitokondria kemudian 

berikatan dengan apoptotic activating factor-I (APAF-1) (Li et al., 1997). Apoptotic 

activating factor-] selanjutnya berubah konformasi untuk mengekspos caspase 

recruitment domain (CARD), menghasilkan pengerahan procaspase-9. Kompleks tersebut 

disebut dengan apoptosom dan memicu caspase cascade. Hasil akhir dari pemecahan 

proteolitik adalah aktivasi caspase-3 yang menyebabkan fragmentasi DNA genom dan 

kematian sel. Pelepasan sitokrom c tidak segera menimbulkan apoptosis karena sel 

mempunyai inhibitor endogenous terhadap caspase yang mampu menghentikan jalur 

signaling kematian sel. Inhibitor tersebut diekspresikan lebih tinggi pada sel otot skeletal 

dan otot jantung sehingga jaringan tersebut lebih resisten terhadap apoptosis (Deveraux et 

al., 1998; Koseki et al., 1998) ). Sebagai contoh FLICE/caspase-8 inhibitory protein 

(FLIP) adalah enzim yang homolog dengan caspase-8 yang berkompetisi dengan caspase-

8 endogenous untuk melekat pada FADD, sehingga terjadi hambatan pembentukan DISC 

(lrmler et al., 1997). Inhibitor caspase lain yang dikenal dengan apoptosis repressor 

caspase (ARC) (Neuss et al., 2001). Apoptosis repressor caspase menghambat kematian 

sel dengan cara menginduksi jalur Fas dengan berikatan dengan caspase-8 (Koseki et al., 

1998). Kelompok protein lain sebagai penghambat apoptosis adalah dikenal dengan 

inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) yang menghambat caspase-9 dan caspase-3. Pada 

manusia protein yang mirip IAP adalah human /AP like protein (hlLP), mampu 

menghambat apoptosis secara langsung dengan berikatan pada caspase-9 dan caspase-3 
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(Deveraux et al., 1998). Human !AP like protein terutama diekspresikan oleh sarcolema 

sel otot skelet yang mampu menghambatjalur apoptosis padajaringan ini. 

Apoptosis 'juga diinduksi oleh inhibitor IAPs sehingga protein tersebut tidak aktif 

seperti Smac/Diablo dan Htr2/Omi (Faccio et al., 2000; Srinivasula et al., 2000). 

Apoptosis juga terjadi karena dilepaskan faktor dari mitokondria baik yang tergantung 

caspase (cytokrom c, Smac/Diablo, HtrA2/Omi) atau yang tidak tergantung caspase (AIF, 

Endonuclease G). Caspase tidak hanya didapatkan di sitosol tetapi juga di dalam 

rnitokondria (Qin et al., 2001). 

Proses respirasi di mitokondria meliputi pernindahan elektron melalui reaksi oksidasi 

reduksi (redok) yang melibatkan protein membran bagian dalam mitokondria. Gangguan 

tra.'lsfer elektron dapat menghasilkan ketidakstabilan dan potensial terjadi kerusakan yaitu 

reactive oxygen species (ROS). Mitokondria menghasilkan ROS 5-10 kali lcbih besar 

dibandingkan di sitosol (Cadenas and Davies, 2000). Reactive oxygen species memulai 

induksi jalur apoptosis dengan jalan melepaskan sitokrom c dari membran dalam 

rnitokondria. Akurnulasi ROS dengan matrik dikurangi dengan enzim antioksidan seperti 

phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx), glutathione peroxidase 

(GPx) dan Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD) (Nomura et al., 2000). Reactive oxigen 

species juga berpengaruh tidak langsung pada apoptosis dengan cara mengaktivasi 

mitogen activated protein kinases (MAPKs) dan berbagai macam faktor transkripsi yang 

sensitifterhadap redok (Bogoyevitch et al., 2000). 

2.7. Apoptosis pada sel Tulang 

Prinsip apoptosis pada jaringan tu!ang secara umum sama dengan apoptosis yang 

terjadi di sel lain. Hasil penelitian melaporkan bahwa glucocorticoid menginduksi 

hilangnya tulang pada manusia dan tikus yang berhubungan dengan peningkatan sel 
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osteosit yang mengalami apoptosis (Weinstein et al., 2000). Terdapat co-localisation 

osteosit yang apoptosis clan resorpsi osteoklas. Pada tikus tulang yang dibebani, proporsi 

osteosit yang apoptosis terdapat pada tulang yang dekat dengan tempat resapan (Nobel et 

al., 2003). Osteocyte apoptosis dan resapan dalam tulang terdapat pada daerah tulang yang 

sama. Apoptosis melibatkan remodelling dan khususnya resapan dalam. Osteosit yang 

mengalami apoptosis berperanan dalam proses pergantian tulang normal. Estrogen 

merupakan faktor penentu apoptosis osteosit disamping tekanan ( Lozupone et al., 1996). 

Apoptosis melibatkan produksi molekul sitokin yang memulai terjadinya fagositosis. 

Mekanisme inisiasi apoptosis melalui microdamage yang mengarah pada kerusakan fisik 

pada baik sel maupun lakuna suatu sistem yang menyediakan gizi dan oksigen. Se! epitel 

dan sel cardio-myocyte bereaksi terhadap peregangan dengan mengalami 

apoptosis,menyebabkan induksi P53, ANGIOTENSIN II clan FAS-LIGAND 

(Wang et al., 1999). Pada sisi lain, tegangan membran plasma dapat mendorong ke arah 

kematian sel. Se! yang mati ditandai dengan sel yang memajang clan peleburan gelembung 

lisosom. Mata rantai molekuler selanjutnya adalah aktivitas osteoklas untuk mengeliminir 

sel yang mati (Mcneill, 2002; Mcneill dan Steinhardt, 1997). 
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- Biologi Parasit T. gondii 
- Respons induk semang terhadap T. gondii 
- Isolasi dan identifikasi Strain RH dan 

Lokal 
- Karakter DNA dan Protein 
- Pengembangan rekombinan DNA/Protein 
- Uji antigenitas/imunogenitas 
- Uji Sensitifitas dan Spesifisitas 
- Uji reaksi silang dengan Protozoa sejenis 
- Uji Protektivitas pada Hewan dan Manusia 
- Pengembangan rekombinan DNA/Protein 
- Teknik pembuatan dan pemberian/dosis 

- Pengembangan obat generik 
- Pengembangan herbal 
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kasus 
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- Pengembangan 

diagnosis (aglutinasi, 
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- Pengembangan 
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(imunostimulan/imunomodulator) 
- Imunoterapi (lgG, IgY) 
- Bioterapi/mikroorganisme 

Gambar 2.1 Road Map Penelitian Toksoplasmosis 

Keterangan: Respons induk semang terhadap T. gondii (pada aras Vaksin) merupakan 
bagian yang akan dilaksanakan dalam penelitian unggulan Perguruan Tinggi Tahun 
Anggaran 2013. 
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BAB III TUJUAN DAN MANFAT PENELITIAN 

3.1 Tujuan Penelitian 

3.1.l Tujuan umum 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peran 1NF-a pada mekanisme apoptosis 

jaringan tulang pada mencit yang diinfeksi T. gondii. 

3.1.2 Tujuan khusus 

l) Membuktikan peningkatan jumlah makrofag jaringan tulang yang mengekspresikan 

TNF-a pada mencit yang diinfeksi T. gondii. 

2) Membuktikan peningkatan indeks apoptosis sel osteosit pada mencit yang diinfeksi 

T. gondii. 

3.2 Manfaat Penelitian 

Penelitian diharapkan dapat memberikan manfaat bagi perkembangan ilmu, 

peningkatan publikasi nasional, dan pencegahan infeksi toxoplasmosis. 
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BAB IV. METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Lab. Protozoologi dan Patologi Anatorni Veteriner, 

Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga. Waktu penelitian dirnulai Mei sarnpai 

dengan 0ktober. 

3.2 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini rnerupakan penelitian true experimental (pastiest only control groups 

design) dan skerna rancangan penelitian dapat dilihat pada Garnbar 4.1. 

X----

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian. X= Perlakuan, infeksi T.gondii, 01 dan 
02= Pengarnatan rneliputi Persentase sel rnesenkirnal jaringan tulang 
yang rnengekpresikan TNF-a, indeks apoptosis sel tulang 

3.3 Prosedur Penelitian 

a) Perbanyakan isolat T. gondii 

Isolat yang digunakan dalarn penelitian ini adalah strain RH yang didapatkan dari 

Pusat Studi Bioteknologi, Universitas Gadjah Mada. Perbanyakan isolat dilakukan pada 

rnencit. Isolat diinjeksikan secara intraperitoneal sebanyak 1 x 106 takizoit, kernudian 

rnencit dipelihara selarna 3-4 hari. Mencit yang sudah rnenunjukkan gejala sakit kernudian 

dikorbankan dengan cara dilakukan dislokasi kapitis. Cairan intraperitoneal diarnbil 

dengan cara rnemasukkan 3 ml NaCl fisiologis ke dalarn rongga peritoneum dan cairan 

diarnbil kembali. Keberadaan stadium takizoit dilihat di bawah mikroskop dan jumlah 

takizoit dihitung dengan hemositometer improve Neubauer. 
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b) Perlakuan 

Sebanyak 32 ekor mencit Balb/c, jantan, umur 8 minggu digunakan untuk 

penelitian ini. Mencit kemudian dibagi menjadi 2 kelompok yaitu kelompok perlakuan (P) 

adalah kelompok yang diinfeksi dengan T. gondii dan kelompok kontrol (K) adalah 

mencit yang tidak diinfeksi T. gondii. Dosis infeksi adalah 10 takizoit setiap mencit secara 

intraperitoneal yang dilarutkan dalam 100 µI NaCl fisiologis. Kelompok kontrol hanya 

diinjeksi 100 µl NaCl fisiologis. Mencit dipelihara sampai hari ke-6 setelah infeksi. 

Mencit kemudian dikorbankan, jaringan tulang (femur) diambil dan digunakan untuk 

pemeriksaan. Jaringan tulang disimpan dalam bufer formalin 10% dan selanjutnya 

dilakukan proses untuk uji apoptosis (Uji TUNEL) dan uji imunohistokimia untuk melihat 

ekspresi 1NFa 

c) Penentuan apoptosis menggunakan uji TUNEL 

Penentuan apoptosis dilakukan menggunakan metode terminal deoxynucleotidyl 

transferase deoxy-UTP-nick end labeling (TUNEL) yang diadopsi dari Runic et al. (1998) 

dengan ApopTag®Flus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon® 

International, S7101). Jaringan dalam embedding paraffin dipotong dengan ketebalan 4-5 

mikron. Sayatan jaringan diletakkan pada gelas obyek yang sudah diberikan poly-L-lysine, 

kemudian dideparafinisasi selama 2 jam pada suhu 58°C, selanjutnya dilakukan dehidrasi 

dengan xylene dan rehidrasi dengan ethanol. Sayatan jaringan kemudian ditambahkan 20 

µg/ml proteinase K selama 25 menit pada temperatur kamar, dicuci dengan dH20, 

aktivitas peroksidase internal diblok dengan cara diinkubasi dengan 3% H202 dalam 

methanol absolut selama 5 menit. Sayatan jaringan kemudian dicuci dengan PBS dan 

diinkubasi dalam larutan yang mengandung digoxigenin yang dilabel deoJ.y-UTP dan 

terminal deoxynucleotidyl trans/erase selama 1 jam pada suhu 37°C. Jaringan kemudian 
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dicuci dengan PBS dan diinkubasi dalam larutan yang mengandung antidigoxigenin 

antibody-peroxidase conjugated selama 30 menit pada temperatur kamar, kemudian dicuci 

dengan PBS dan selanjutnya diinkubasi pada Jarutan diaminobenzidine, kemudian 

dilakukan counterstain dengan methyl green (Sigma). 

d) Pengecatan imunohistokimia 

Pengecatan imunohistokirnia menggunakan mctode streptavidin dan biotin yang 

diadopsi dari Burnett and Hunt (2000). Jaringan dalam embedding paraffin dipotong 

dengan ketebalan 4-5 mikron Slide dideparafinisasi dalam xylol 2 kali masing-masing 5 

menit dan selanjutnya dimasukkan dalam ethanol absolut 2 kali selama 3 menit, ethanol 

95% 2 kali selama 3 menit dan ethanol 70% selama 3 menit dan terakhir dicuci dengan 

aquabides. Slide ditetesi dengan proteinase K selama 5 menit dan dicuci dengan PBS 2 

kali, kemudian ditambahkan H2O2 3% selama 5 menit dan dicuci dengan PBS 2 kali dan 

setiap sayatan diinkubasi dengan antibodi monoklonal terhadap TNF-a (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, 1NF-a (52883: sc-52746) selama 30 menit, kemudian diinkubasi 

dengan antibodi sekunder yang dilabel biotin selama 30 menit dan dicuci 2 kali dengan 

PBS. Preparat ditetesi dengan streptavidin peroxidase selama 15-30 menit dan dicuci 2 

kali dengan PBS dan kemudian dimasukkan ke dalam larutan substrat selama 5-10 menit. 

Pewarnaan counterstain, slide dimasukkan dalam hematoxylin 30 detik pada suhu kamar 

dan dicuci 3 kali dengan dH2O. Preparat dikeringkan, diberikan perekat dan ditutup 

dengan gelas penutup dan dilihat dibawah mikroskop dengan perbesaran I 000X. 

e) Analisis Data 

Pengaruh infeksi terhadap jumlah persentase sel mesenkimal jaringan tulang yang 

mengekspresikan TNF-a daa sel tulang yang mengalarni apoptotik dianalisis dengan uji t 

(dengan tingkat kemaknaan a= 0,05). 
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Kerangka operasional penelitian tahun ke-1 dapat dilihat pada Gambar 3.2. 

Kelompok Kontrol 
(NaCl fisiologis) 

Mencit Jantan 
(Balb/C) 

Kelompok Perlakuan 
(Diinfeksi dengan IO Takizoit 

T. gondii secara i.p.) 

Dipelihara, 6 hari setelah infeksi 
dikurbankan, tulang femur diambil 

+ 
Dilakukan Pemeriksaan Jaringan tulang: 
- Uji TUNEL untuk Uji Apoptosis 
- Imunohistokimia untuk Mendeteksi 

Makrofag yang mengekspresikan TNF-a. 

Analisis Data 
(Uji I) 

Gambar 3.2. Kerangka operasional penelitian tahun ke-1. 
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BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 Jumlah Sel Tulang Femur yang Mengekspresikan TNF-a 

Basil perhitungan persentase jumlah sel mesenkimal yang mengkespresikan 1NF-u 

temyata infeksi T. gondii meningkatkanjumlah sel yang mengekspresikan TNF-u. Hal ini 

tercermin dari hasil perhitungan jumlah sel tulang femur mencit yang diinfeksi T. gondii 

lebih tinggi lebih dari 2 kali lipat dibandingkan dengan kelompok mencit yang tidak 

diinfeksi yaitu 27,04% berbanding dengan 11,42%. Setelah dianalisis statistik 

mengunakan Uji t, kedua kelompok berbeda sangat nyata (Lihat Tabel 5.1 dan Gambar 

5.1.). 

Tabel 5.1. Rerata dan Simpangan baku Persentase Jumlah Se! Mesenkimal Tulang Femur 
yang mengekspresikan TNF-u 

Perlakuan Jumlah Se! Mesenkimal Tulang Femur yang 
mengekspresikan TNF-u 

(dalam %) 

Tidak diinfeksi 11,42 ± 3,92 • 

Diinfeksi 27,04 ± 6,92 D 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan ada perbedaan 
yang nyata 

Basil ini sesuai dengan hasil penelitian sebelurnnya yaitu infeksi T. gondii 

meningkatkan jumlah makrofag desidua (jaringan plasenta) (Suwanti, 2008) dan sel otot 

(Mufasirin, 2010) yang mengekspresikan TNF-u. Peningkatan TNF-u pada infeksi T. 

gondii merupakan cascade respons imun tubuh penderita yang dimaksudkan untuk 

mengeliminasi parasit. 
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B 
Gambar 5.1 Gambaran Hiatologi Tulang Femur dengan pengecatan IHC. Perbesaran 

400x . A. Kelompok Kontrol. B Kelompok yang dinfeksi T. gondii. Anak 
Panah Hijau: Se! yang ekspresikan TNF-u, Anak Panah Merah: Sel yang 
negatif 

Menurut Kitaura et al. (2002), peningkatan TNF-u pada jaringan tulang dapat 

menginduksi aktivitas osteoklas. Peningkatan TNF-u pada penelitian ini kemungkinan 

juga menginduksi peningkatan osteoklas ha! ini terlihat basil penegecatan IHC tulang 

diketemuka osteoklas yang berdekatan dengan sel yang mengekspresikan TNF-u (Gambar 

5.2) dan pada hasil pengecatan HE terdapat peningkatan osteoklas pada tulang femur yang 
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diinfeksi T. gondii (Gambar 5.3), sementara pada kelompok control osteoklas jarang 

diketemukan. Untuk memastikan apakah infeksi T. gondii meningkatkan osteoklas perlu 

dilakukan penelitian lebih lanjut. 

Gambar 5.2 . Osteoklas (anak panah kuning) teraktivasi oleh TNF-a yang dikeluarkan oleh 
sel mesenkimal (anak panah merah) 
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Garn bar 5 .3 Osteoklas dengan Pengecatan HE. Perbesaran 1 OOOx. Peningkatan J umlah 
Osteoklas pada Tulang femur yang terinfeksi (Anak Panah merah) 

5.2 Apoptosis Pada Tulang akibat infensi T. gondii 

Dari hasil perhitungan statistik menunjukkan bahwa infeksi T. gondii 

meningkatkan jumlah sel yang mengalami apoptosis. Peningkatan hampir 2 kali lipat, 

pada tulang femur mencit yang diinfeksi indeks apoptosis 16,28 sedangkan pada kontrol 

9,17. (lihat Tabet 5.2 dan Gambar 5.4). 

Hasil penelitian ini melengkapi penelitian sebelurnnya di mana infeksi T. gondii 

meningkatkan indeks apoptosis trofoblas (Suwanti, 2005), sel otot (Mufasirin, 2011 ), sel 
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hati (Basuki, 2013; Mordue et al. 2001). Se! yang mengalami apoptosis sebagian besar sel 

mesenkimal, hanya sedikit osteosit yang mengalami apoptosis akibat infeksi T. gondii. 

Tabel 5.2. Rerata dan Simpangan Baku Indeks Apoptosis Tuiang Femur Mencit 

Perlakuan Indeks Apoptosis 
Tidak diinfeksi 9,17 ± 3,04 a 

Diinfeksi 16,28 ± 3,37 D 

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunJukkan ada perbedaan 
yang nyata 

Setelah analisis diteruskan dengan uji regresi linear temyata peningkatan apoptosis 

sel tuiang pada penelitian ini karena pengaruh peningkatan TNF-a. Pada uji regresi 

terclapat korelasi positif (R 0,651) antara peningkatan TNFa dengan Indeks Apoptosis. 

didapatkan persamaan garis Y = 0,323X + 6,513 (lihat Lampiran 4). Penelitian ini perbeda 

dengan penelitian Mordue et al. (2001) dan Suwanti (2005) yang mengatakan bahwa 

meskipun pada infeksi T. gondii terjadi peningkatan TNF-a tetapi tidak mempengaruhi 

secara terjadinya apoptosis langsung. Pada Mordue et al (2001) peningkatan apoptosis 

merupakan reaksi keradangan dan menyebabkan terjadinya nekrosis sel hati, sedangkan 

basil Suwati (2005) peningkatan TNF-a bersamaan dengan peningkatan IFN-y di plasenta 

menginduksi trofoblas mengekspresikan Fas dan menstimuli Fas lebih sensitive terhadap 

apoptosis. 
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Gambar 5.4 Gambaran Sel Tulang Femur dengan pengecatan TUNEL. Perbesaran 400x 
. A. Kelompok Kontrol. B Kelompok yang dinfeksi T. gondii. Anak Panah 
Kuning : Sel yang normal (hidup ), Anak Panah Merah: Sel yang mengalami 
Apoptosis 
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BAB VI. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA 

Pcnelitian akan dilanjutkan di tahun kedua. Pada tahap kedua bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh infeksi T. gondii terhadap perkembangan tulang pada anak mencit 

yang dilahirkan oleh induk yang terinfeksi. Hal ini dilakukan karena pengaruh infeksi pada 

perkembangan embrio menurunkan jumlah somite dan memperpendek panjang embrio 

(Suwanti dkk, 2010). Somite adalah calon tulang rangka. 

Langkah yang akan dilakukan pada tahap kedua adalah: 

a) Perbanyakan isolat T. gondii 

Isolat yang digunakan dalam penelitian ini adalah strain RH yang didapatkan dari 

Pusat Studi Bioteknologi, Universitas Gadjah Mada. Perbanyakan isolat dilakukan pada 

mencit. Isolat diinjeksikan secara intraperitoneal sebanyak 1 x 106 takizoit, kemudian 

mencit dipelihara selama 3-4 hari. Mencit yang sudah menunjukkan gejala sakit kemudian 

dikorbankan dengan cara dilakukan dislokasi kapitis. Cairan intraperitoneal diambil 

dengan cara memasukkan 3 ml NaCl fisiologis ke dalam rongga peritoneum dan cairan 

diambil kembali. Keberadaan stadium takizoit dilihat di bawah mikroskop dan jumlah 

takizoit dihitung dengan hemositometer improve Neubauer. 

b) Perkawinan mencit 

Sebanyak IO ekor mencit bunting digunakan dalam penelitian ini. Setiap mencit 

biasanya mengandung lebih dari 4 ekor fetus. Mencit bunting yang digunakan dalam 

penelitian mempunyai umur kebuntingan yang sama, didapatkan dengan cara mencit 

betina yang digunakan dilakukan penyerentakan birahi dengan kombinasi 5 IU PMSG 

(Folligon, Batch No. 2563304, Intervet International B.V. Boxmeer Holland) dan 5 IU 

HCG (Chorulon, Batch. No. 2563304, Intervet International B.V. Boxmeer Holland). 
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Mencit betina diinjeksi secara intraperitoneal dengan PMSG dalam 100 µl NaCl fisiologis 

dan setelah 48 jam, diinjeksi dengan HCG dalam 100 µl NaCl fisiologis dengan cara yang 

sama. Kemudian mencit dikawinkan dengan pejantan dengan perbandingan satu ekor 

betina dengan satu ekor pejantan. Keesokan hari, mencit diperiksa terhadap keberadaan 

vaginal plug dan apabila positif ditemukan berarti mencit bunting 0,5 hari (Suwanti, 

2005). Mencit dipelihara sampai kebuntingan umur 9,5 hari. 

c) Perlakuan 

Mencit bunting umur 9,5 hari dibagi menjadi 2 kelompok yaitu kelompok perlakuan 

(P) adalah mencit bunting 9,5 hari diinfeksi dengan T. gondii dan kelompok kontrol (K) 

adalah mencit bunting 9,5 hari yang tidak diinfeksi T. gondii. Dosis infeksi adalah I 0 

takizoit setiap mencit secara intraperitoneal yang dilarutkan dalam 100 µl NaCl fisiologis. 

Kelompok kontrol hanya diinjeksi 100 µI NaCl fisiologis. lnduk dipclihara sampai umur 

kebuntingan 18 hari. Mencit dikurbankan dan 16 jaringan tulang pada batok kepala anak 

mencit pada masing-masing perlakuan digunakan sebagai sampel penelitian. Jaringan 

tulang batok kepala disimpan dalam bufer formalin IO% dan selanjutnya dilakukan proses 

untuk uji apoptosis (Uji TUNEL) dan uji imunohistokimia untuk melihat ekspresi TNFa. 

d) Penentuan apoptosis menggunakan uji TUNEL 

Penentuan apoptosis dilakukan menggunakan metode terminal deoxynucleotidyl 

trans/erase deoxy-UTP-nick end labeling (TUNEL) yang diadopsi dari Runic et al. (1998) 

dengan ApopTag®l'lus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon® 

International, S7101). Jaringan dalam embedding paraffin dipotong dengan ketebalan 4-5 

mikron. Sayatanjaringan diletakkan pada gelas obyek yang sudah diberikanpoly-L-lysine, 

kemudian dideparafinisasi selama 2 jam pada suhu 58°C, selanjutnya dilakukan dehidrasi 
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dengan xylene dan rehidrasi dengan ethanol. Sayatan jaringan kemudian ditambahkan 20 

µg/ml proteinase K selama 25 menit pada temperatur kamar, dicuci dengan dH20, 

aktivitas peroksidase internal diblok dengan cara diinkubasi dengan 3 % H20 2 dalam 

methanol absolut selama 5 menit. Sayatan jaringan kemudian dicuci dengan PBS dan 

diinkubasi dalam Jarutan yang mengandung digoxigenin yang dilabel deoxy-UTP dan 

terminal deoxynucleotidyl trans/erase selama I jam pada suhu 37°C. Jaringan kemudian 

dicuci dengan PBS dan diinkubasi dalam larutan yang mengandung antidigoxigenin 

antibody-peroxidase conjugated selama 30 menit pada temperatur kamar, kemudian dicuci 

dengan PBS dan selanjutnya diinkubasi pada Jarutan diaminobenzidine, kemudian 

dilakukan counterstain dengan methyl green (Sigma). 

e) Pengecatan imunohistokimia 

Pengecatan imunohistokimia menggunakan metode streptavidin dan biotin yang 

diadopsi dari Burnett and Hunt (2000). Jaringan dalam embedding paraffin dipotong 

dengan ketebalan 4-5 mikron sebanyak 3 sayatan untuk pemeriksaan TNF-a, MyoD dan 

MMPs. Slide dideparafinisasi dalam xylol 2 kali masing-masing 5 menit dan selanjutnya 

dimasukkan dalam ethanol absolut 2 kali selama 3 menit, ethanol 95% 2 kali selama 3 

menit dan ethanol 70% selama 3 menit dan terakhir dicuci dengan aquabides. Slide ditetesi 

dengan proteinase K selama 5 menit dan dicuci dengan PBS 2 kali, kemudian 

ditambahkan H20 2 3% selama 5 menit dan dicuci dengan PBS 2 kali dan setiap sayatan 

diinkubasi dengan antibodi monoklonal terhadap TNF-a (Santa Cruz Biotechnology, Inc, 

TNF-a (52B83: sc-52746) selama 30 menit, kemudian diinkubasi dengan antibodi 

sekunder yang dilabel biotin selama 30 menit dan dicuci 2 kali dengan PBS. Preparat 

ditete:si dengan streptavidin peroxidase selama 15-30 menit dan dicuci 2 kali dengan PBS 

dan kemudian dimasukkan ke dalam larutan substrat selama 5-10 menit. Pewamaan 

30 



counterstain, slide dimasukkan dalam hematoxylin 30 detik pada suhu kamar dan dicuci 3 

kali dengan dH2O. Preparat dikeringkan, diberikan perekat dan ditutup dengan gelas 

penutup dan diperiksa di bawah mikroskop dengan perbesaran I 000X. 

t) Analisis Data 

Pengaruh infeksi terhadap jumlah persentase makrofag jaringan tulang yang 

mengekspresikan TNF-u dan sel tulang yang mengalami apoptotik dianalisis dengan uji t 

(dengan tingkat kemaknaan a= 0,05). 

Kerangka operasional penelitian tahun ke-2 dapat dilihat pada Gambar 6.1. 
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Mencit Betina 
(Balb/C) 

Penyerentakan Birahi: 

' 
-5 IUPMSG 

Dikawinkan dengan 
-SIUHCG 

Pejantan (I:!) 

i 
Mencit Bunting 

i Umur 9,5 Hari i 
Kelompok Kontrol 
(NaCl fisiologis) 

Kelompok Perlakuan 
(Diinfeksi dengan 10 Takizoit 

T. gondii secara i.p.) 

Induk Dipelihara sampai umur 
kebuntinganl8 hari dan 

dikurbankan, kepala fetus diambil 

Batok kepala fetus Dilakukan Pemeriksaan 
Jaringan tulang: 
- Uji TIJNEL untuk Uji Apoptosis 
- Imunohistokimia untuk Mendeteksi 

Makrofag yang mengekspresikan lNF-a. 

Analisis Data 
(Uji t) 

Gambar 6.1 Kerangka operasional penelitian tabun ke-2. 
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BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

a) Infeksi T. gondii pada mencit dapat meningkatkanjumlah sel padajaringan tulang yang 

mengekspresikan TNF-a. 

b) Infeksi T. gondii pada mencit dapat meningkatkan jumlah sel jaringan tulang yang 

mengalami apoptosis 

c) Peningkatan TNF-a. Pada tulang akibat infeksi T. gondii berpengaruh langsung 

terhadap peningkatan ideks apoptosis tulang. 

6.2. Saran 

a). Perlu penelitian lanjut pengaruh infeksi T. gondii terhadap gambaran patologi pada 

tulang anak yang lahir dari induk terinfeksi. 

b) Perlu penelitian lanjut terhadap kemungkinan pengaruh infeksi T. gondii terhadap 

resiko osteoporosis. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Data 

Nomor Per.ientase Sel yang lndeks Apoptosis 
mengekspresikanTNF 

alfa 
Tidak Diinfeksi Tidak Diinfeksi 

Diinfeksi Diinfeksi 
1 20.00 20.00 10.00 16,11 

2 10.00 18.00 11,11 21,67 

3 10.00 23.33 11,11 13,89 

4 20.00 26.67 9,44 15,56 

5 10.67 33.33 11,11 21,11 

6 9.33 33.33 7,77 14,44 

7 8.00 25.33 10,00 15,56 

8 13.33 38.67 3,33 14,44 

9 10.00 20.00 10,56 13,89 

10 11.33 26.67 6,67 17,78 

11 12.00 36.67 10.00 16,67 

12 12.67 38.67 9,44 17,78 

13 6.67 20.00 7,77 13,86 

14 8.00 24.67 6,11 8,33 

15 7.33 23.33 5,56 18,89 

16 13.33 24.00 16,67 20,56 
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Lampiran 2. Perhitungan Statistik Peningkatan TNF-a 

T-Test 

G Stltl roup ta s cs 

lnfeksi 

Toxoplasma 

aondii N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

Jumlah Sel yang Tidak infeksi 16 11,41625 3,916622 ,979156 

mengekspresikan TNF-alfa infeksi 16 27,04188 6,920356 1,730089 

n eoen en Id d tSa mp1es T t es 

Levene's Test 

for Equality of 

Variances I-test for EQualitv of Means 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Sig. (2- Mean Std. Error 

F Sia. I df tailed) Difference Difference Lower Um,er 

TNF-alfa Equal 6,369 ,017 -7,860 30 ,000 -15,625625 1,987952 - -
variances 19,68556 11,56568 

assumed 5 5 

Equal -7,860 23,715 ,000 -15,625625 1,987952 - -
variances 19,73116 11,52008 

not 7 3 

assumed 
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Lampiran 3. Perhitungan Statistik lndeks Apoptosis 

T-Test 

Output Created 

Comments 

Input 

Missing Value Handling 

Syntax 

Resources 

lndeks Apoptosis 

lnfeksi 

Notes 

22-Okt-2013 06:59:47 

Data D:\UPT 2013 Apoptosis Tulang\TNF Tulang Data.sav 

Active Dataset DataSet1 

Filter <none> 

Weight <none> 

Split File <none> 

N of Rows in Working Data File 32 

Definition of Missing 

Cases Used 

Processor nme 

Elaosed Time 

G 

User defined missing values are treated as missing. 

Statistics for each analysis are based on the cases 

with no missing or out-of-range data for any variable in 

the analysis. 

T-TEST GROUPS=Perlakuan(1 2) 

IMISSING=ANAL YSIS 

NARIABLES=Apoptosis 

/CRITERIA=Cl(.95). 

s ti ti roup ta s cs 

0:00:00.032 

0:00:00.046 

Toxoplasma 

aondii N Mean std. Deviation Std. Eli"or Mean 

Tidak infeksi 16 9,1656 3,03706 ,75927 

infeksi 16 16.2838 3,37128 84282 
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lndenandent Samoles Test 

Levene's 

Test for 

Equality of 

Vartances I-test for Eoualitv of Means 

95% Confidence Interval 

of the Difference 

Sig. (2- Mean Std. Error 

F Sia. I df tailed) Difference Difference Lower Unner 

ndeks Equal vartances ,217 ,645 -6,275 30 ,000 -7, 11813 1,13439 -9,43485 -4,80140 i 

~poptosis assumed ! 
Equalvartances -6,275 29, ,000 -7, 11813 1,13439 -9,43590 -4,80035 i 

! 

not assumed 679 
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Lampiran 4. Perhitungan StatistikRegresi Peningkatan TNF-a 
terhadap Indeks Apoptosis 

Regression 

Output Created 

Comments 

Input 

Missing Value Handling 

Syntax 

Resources 

Notes 

22-Okt-2013 08:46:48 

Data D:IUPT 2013 Apoptosis Tulang\TNF Tulang Data.sav 

Active Dataset DataSet1 

Filter <none> 

Weight <none> 

Spl~ File <none> 

N of Rows in Working Data 32 

File 

Definition of Missing 

Cases Used 

Processor Time 

Elapsed Time 

Memory Required 

Additional Memory Required 

for Residual Plots 

User-defined missing values are treated as missing. 

Statistics are based on cases with no missing values for any 

variable used. 

REGRESSION 

/MISSING LISlWISE 

ts·.-ATISTICS COEFF OUTS R ANOVA 

/CRITERIA=PIN(.05) POUT(.10) 

/NOORIGIN 

/DEPENDENT Apoptosis 

/METHOD=ENTER TNFalfa. 

0:00:00.031 

0:00:00.032 

1380 bytes 

0 bytes 

Varlablos Entered/Removed• 

Variables Variables 

Model Entered Removed Method 
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1 Jumlah Sel . Enter 

yang 

mengekspresika 

n TNF-alfa8 

a. All requested variables entered. 

b. Dependent Variable: lndeks Apoptosis 

Model Summarv 

Adjusted R Std. Error of the 

Model R R Sauare Snuare Estimate 

1 ,ss1• ,424 ,405 3,70302 

a. Predictors: (Constant), Jumlah Sel yang mengekspresikan TNF-alfa 

ANOVA" 

Model Sum of Souares df Mean Souare F Sia. 

1 Regression 302,812 1 302,812 22,083 ,ooo• 

Residual 411,370 30 13,712 

Total 714,181 31 

a. Predictors: (Constant), Jumlah Sel yang mengekspresikan TNF-alfa 

b. Dependent Variable: lndeks Apoptosis 

Coefficients• 

Standardized 

Unstandardized Coefficients Coefficients 

Model B Std. Error Beta t Sin. 

1 (Constant) 6,513 1,475 4,415 ,000 

Jumlah Sel yang ,323 ,069 ,651 4,699 ,000 

menaeksoresikan TNF-alfa 

a. Dependent Variable: lndeks Apoptusls 
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25, 

0 

20, 

0 

15, 

10, 

0 

0 

lndeks Apoptosls 

0 

0 

0 

8 
0 

0 

0 

0 

0 0 

o,oo-f------,---------.-----.-------,----' 
0,000 10.000 20,000 30,000 40,000 

Jul?llah Sel yang mengekspresikan TNF-alfa 

o Observed 
-Lhear 
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