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RINGKASAN

Peningkatan Titer Imunoglobulin A Mukosa Usus Halus
Meacit (Mus musculus) sesudah Pemberian Protein
Selabel Toxoplasma gondil dengan atan tanpa
Ajuvan Toksin Kolera Seecara Intranasal

Mona Zubaidah

Pada patogenesis toksoplasmosis secara alamiah, mukosa saluran usus
merupakan tempat awal masuknya infeks: parasit ini, oleh karena itu respon imun
humoral terhadap toksoplasmosis yang bersifat fokal terutama terjadi pada
permukaan mukosa saluran usus dan diperankan oleh imunoglobulin A (IgA).
Penggunaan protein solubel {(SPTAg) dimaksudkan untuk menginduksi respon
imun, dengan aplikasi intranasal yang merupakan salah satu rute imunisasi yang
efektif untuk menginduksi respon imun, Ajuvan CT digunakan untuk
memperbaiki dan meningkatkan kemampuan sistern imun mukosa untuk
merespon SPTAg vang diberikan.

Penelittan 1m secara umum bertujuan untuk mengetahui gambaran dan
perbedaan respon imun IgA mukosa usus hewan coba yang diiumunisasi dengan
SPTAg 7. gondii yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa
menggunakan ajuvan CT.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan
rancangan faktonal post fest only, menggunakan 48 ekor mencit, dibagi dalam 3
kelompok perlakuan: kelompok pertama yaitu kelompok perlakuan kontrol yang
diimunisasi dengan PBS; kelompok kedua diimunisasi dengan SPTAg; kelompok
ketiga diimunisasi dengan SPTAg dan ajuvan CT. Imunisasi dilakukan satu kali
pada awal minggu pertama. Sampel dar flushing mukosa usus diambil setiap
minggu sampai dengan minggu keempat setelah imunisasi. Titer Ig A berupa
Optical Density (OD) diukur dengan teknik' ELISA. Data dianalisis dengan uji
anava faktorial dan uji LSD (Least Significant Different).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada pemberian SPTAg intranasal
dengan atau tanpa ajuvan CT terdapat perbedaan gambaran respon imun IgA yang
signifikan (p<0,05), dibandingkan PBS sebagai kelompok kontrol. Penggunaan
SPTAg tanpa ajuvan meningkatkan respon imun yang nyata terutama pada
minggu 1 sebesar 0,669, yang kemudian menurun pada minggu-minggu
selanjutnya. Hal tersebut kemungkinan karena degradasi SPTAg oleh flora normal
usus. Sedangkan penggunaan SPTAg dengan ajuvan CT, menghasilkan respon
imun yang rendah pada minggu [ yaitu 0,386 tetapi diikuti peningkatan yang
signifikan (p<0,05), pada mmggu III (0,632), yang merupakan puncak respon IgA
tertinggi, kemudian menurun secara tidak signifikan (p>0,05) pada minggu
bertkutnya yaitu 0,551, Penggunaan SPTAg dengan ajuvan CT dapat
mempertahankan respon IgA mukosa usus lebih lama karena toksin dalam ajuvan
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CT dapat mengurangi degradasi flora usus dan adanya switching TgA pada
mukosa usus yang relatif’ lebih tinggi dibandingkan dalam serum. Jadi,
penggunaan SPTAg dengan ajuvan CT pada aplikasi intranasal mampu
menginduksi peningkatan dan perubahan profil respon imun yang lebih baik
dibandingkan SPTAg tanpa ajuvan CT.
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SUMMARY

The Increase of Immunoglobulin A Titer in Mice (Mus musculus) after The
Immunization of Soluble Protein of Toxoplasma gondii with
or without Cholera Toxin Adjuvant Intranasatly

Mona Zubaidah

In the natural pathogenesis of toxoplasmosis, the mucosa of intestinal tract
1s the first entry port of this parasitic infcction. Therefore, local humoral immune
respose against this disease occurs at mucosal surface of imtestinal tract,
particularly accomplished by immunoglobulin A (IgA).

The use of Soluble protein (SPTAg) was aimed to induce immune
response, in which the intranasal application is one of the effective immunization
routes. CT adjuvant 1s used to restore and increase the capability of mucosal
immune system to respond the immunization with SPTAg. The general objective
of this study was to disclose the profile and difference of mucosal igA immune
response in expertmental animals after immunization with 7. gondii SPTAg
intranasally with or without CT adjuvant.

This study was an experimental study designed using factorial 3x4 post
test only design. Fourty eight mice were divided into 3 groups: First group, was
the control group, immunized with PBS (Phosphate Buffer Saline), second group
was immunized with SPTAg; third goup was immunized with SPTAg and CT
adjuvant. Immunization was done once at the beginning of the course of this
study. Samples of flushing intestinal mucosa, were collected every week up to
week four post immunization. The titration of IgA was performed using ELISA
method. Data were analyzed using factorial ANOVA test and LSD (Least
Significant Different) test.

Resuit showed, that lgA tmmune respons with SPTAg and SPTAg with
CT adjuvant diffcrent significantly (p<0,05) from that of mice immunized with
PBS as a control group. The use of SPTAg without adjuvant increased Ig A
significantly, particularly during week 1 (0,669), and decreased during the
subsequent week, due to the degradation of SPTAg by tntestinal normal flora. In
mice immunized with SPTAg and CT adjuvant showed, that Ig A response was
low at week 1 (0,386), but then was followed with significant increase (p<0,05)
and reached the peak of IgA response at week 3 (0,632). Subsequently, it reduced
and became insignificant (p>0,05) up to week 4 (0,551). Immumzation with
SPTAg and CT adjuvant was able to maintain IgA response of intestinal mucosa
longer than that of immunization without CT adjuvant, probably CT adjuvant
could reduce the degradation of intestinal flora, and because IgA switching
relative higher in intestinal mucosa than in serum. Conclusively, the immunization
with SPTAg and CT adjuvant infranasaily was able to induce the increase and
change the profile of IgA in mice intestinal mucosa better than SPTAg only.
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ABSTRACT

The Increase of Immunoglobulin A Titer in Mice (Mus musculus) after The
Immunization of Soluble Protein of Texoplasma gondii with
or without Cholera Toxin Adjuvant Intranassally

Mona Zubaidah

This study was conducted to investigate the difference effect of intranasal
immunization of Toxoplasma gondii SPTAg with or without CT adjuvant on IgA
intestinal mucosa level. This experimental study was also to find out the
interaction effect between combined group of treatment and time of flushing
intestinal mucosa collection that influenced TgA intestinal mucosa level. This
study was an experimental study designed using factorial 3x4 post test only
design. Fourty eight mice were divided into 3 groups: First group was the control
group, immunized with PBS (Phosphate Buffer Saline), second group immunized
with SPTAg; third goup was immunized with SPTAg and CT adjuvant.
Immunization was done once at the beginning of the course of this study. Samples
of flushing intestinal mucosa, were collected every week up to week four post
mmmunization. The titration of IgA was performed using ELISA method. Data
were analyzed using factorial ANOVA test and LSD test. The use of SPTAg
without adjuvant increased Ig A significantly, particularly during week 1 (0,669),
and decreased during the subsequent week, because degradation of SPTAg by
intestinal normal flora. In mice immunized with SPTAg and CT adjuvant showed,
that Ig A response was low at week 1 (0,386), but then was followed with
significant increase and reached the peak of IgA response at week 3 (0,632).
Subsequently, it reduced and became insignificant (p>0,05) up to week 4 (0,551).
The result showed that immunization with SPTAg and CT adjuvant was able to
maintain IgA response of intestinal mucosa longer than that of immunization
without CT adjuvant, probably CT adjuvant could reduce the degradation of
intestinal flora, and because IgA switching relative higher in intestinal mucosa
than in serum. Conclusively, the immunization with SPTAg and CT adjuvant
intranasally was able to induce the increase and change of immune response
profile betier than SPTAg only.

Keywords : 7. gondii SPTAg-CT adjuvant — intranasally—IgA
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Toksoplasmosis adalah penyakit yang disebabkan oleh 7oxoplasma
gondii. Penyakit ini merupakan penyskit zoonosis yang dapat ditularkan dari
binatang kepada manusia. Sumber infeksi utama adalah kucing, meskipun
berbagai jenis unggas dan mamalia lainnya termasuk manusia yang berperan
sebagai hospes perantara, dapat pula menjadi sumber infeksi sehingga penyakit ini
dapat tersebar luas di seluruh dumia (Soedarto, 1995, Gandahusada, 2000).
Dampak negatif yang ditimbulkan akibat toksoplasmosis dari segi kesehatan
cukup banyak. Parasit ini menimbulkan masalah yang cukup serius khususnya
bagi ibu hamnil, anak-anak ataupun penderita immunocompromise. Prevalensi
toksoplasmosis kongenital di beberapa negara diperkirakan sebagai berikut -
Belanda 6,5 dari 1000 kelahiran hidup, Amerika 1,3% dan Paris 6-7%. Di
Indoncsia prevalensi zat anti T.gondii yang positif pada manusia berkisar antara
2%-63%. Sedangkan pada binatang di Indonesia, prevalensi zat anti 7. gondi
sebagai berikut ; pada kucing 35%-73%, babi 11-36%, kambing 11-61%, anjing
75% dan pada ternak lain kurang dari 10% (Gandahusada, 2000).

Pada manusia, terutama wanita hamil yang mengalami toksoplasmosis
akan dapat menularkan 7. gondii kepada janin yang dikandungnya. Penularan
terscbut terjadh karena 7. gondii yang berada dalam sistem sirkulasi mampu
menembus barier plasenta dan menyebar ke seluruh jaringan atau organ dari janin

(Darcy and Santoro, 1994; Robert and Janovy, 2000). Toksoplasmosis kongenital
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akibat penularan fetomaternal dapat disebabkan oleh adanya infeksi primer,
reinfeksi maupun reaktivasi kista 7. gondii pada ibu yang sedang hamil
{(Holliman, 1996, Haumont ¢f o/, 2000). Pengaruh pada janin karena transmisi T,
gondii fetomaternal akan mengakibatkan beberapa efek patologis misalnya
keguguran janin, still birth (bayi lahir tetapi telah mati), lahir dengan berbagai
kondisi patologis atau cacat seperti kalsifikasi serebralis, hidroscfalus, retardasi
mental dan retinokhoroiditis (Levine, 1995; Holliman, 1996; Smith, 1999;
Haumont er a/, 2000},

Respon imun yang timbul pada tubuh akibat infeksi 7. gondii berupa
respon imun humoral dan seluler baik sistemik maupun lokal. Respon imun
humoral terhadap toksoplasmosis yang bersifat lokal terutama terjadi pada
permukaan mukosa saluran usus, karena pada patogenesis toksoplasmosis secara
alamiah, mukosa saluran usus sebagai tempat awal masuknya infeksi parasit ini.
Sehingga respon imun humoral yang teratama diperankan oleh Imunogiobulin A
sekretorik (secretory Igd, sIgA) sangat penting peranannya sebagai pertahanan
lokal mukosa usus terhadap 7.gondii (Brandizaeg, 1994; Underdown and
Mestecky, 1994).

Perkembangan penatalaksanaan toksoplasmosis sekarang ini adalah
dengan upaya diagnosis dini dan preventif melalui pengembangan kandidat
vaksin untuk imunisasi yang aman dan efektif. Namun, sampai saat ini masih
belum ditemukan vaksin yang aman dan efektif untuk 7. gondii. Vaksin dianggap
aman bila tidsk terjadi reaktivasi virulensi bahan vaksin dalam tubuh individu
yang divaksin maupun dampak negatif lain. Efektivitas vaksin didasarkan pada

kemampuannya menstimulasi tespon imun adaptif spesifik. Dari beberapa
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imunogen vang menjadi fokus sebagat kandidat vaksin untuk toksoplasmosis
adalah antigen permukaan takizoit (Surface antigen, SAG), antigen dan granula
padat {Dense Granule, GRA), antigen dari mikronema (MIC) dan antigen rhopini
(ROP) dari T. gondii (McLeod ef af, 1991; Darcy and Santoro, 1994; Debard ef
al, 1996; Fischer et al, 1996; Fischer et al, 1998; Jacobs er a/, 1999; Haumont et
al, 2000; Prigione ¢/ af, 2000; Velge - Roussel et al, 2000; Vercammen ef al,
2000). Protein solubel (Soluble Protein Antigen, SPTAg) dari 7. gondii terdin
atas antigen SAG, ROP, GRA dan MIC yang diisolasi secara bersama-sama dari
7. gondii {Cesbron-Delauw, 2001). Protein solubel dapat menginduksi antibodi
anti SAG1 dan anti SAG2 pada mencit CBA/J. Protein solubel banyak
mengandung antigen baitk GRA, ROP, MIC maupun SAG maka penggunaannya
dapat memacu respon imun terhadap 7oxoplasma gondii secara lengkap terhadap
berbagai antigen toksoplasma. Antibodi anti GRA, anti ROP, anti MIC dan anti
SAG secara integratif diharapkan akan menyebabkan hambatan pada proses
penetrasi takizoit pada sel (Bourguin et a/, 1998).

Efektifitas vaksin juga ditentukan oleh aplikasi vaksinasi antigen yang
dilakukan. Sebagian besar vaksin diberikan secara parenteral dengan tujuan
menstimulasi respon imun sisiemik vang terbukti efektif untuk mengendalikan
toksoplasmosis, padahal infeksi 7. gondii secara alamiah adalah melalui saluran
cerna dan pada infeksi tersebut terutama menginduksi respon imun lokal (mukosa
usus). Aplikasi yang efektif untuk membangkitkan respon imun lokal adaiah
melalul oral, namun lingkungan saluran cerna sangat mempengaruhi aplikasi
vaksinast bila dibenikan secara oral. Sazlah satu alternatif aplikast vaksinasi yang

dapat membangkitkan sistem imun mukosa adalah melalui rute intranasal (Debard
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et al, 1996; Roussel ef af, 1999). Aktivasi sistem imun melalui aplikasi intranasal
dapat terjadi karena pada mukosa rongga hidung mencit ditemukan komponen
sistem imun seperti limfosit T, limfosit B, sel M, makrofag dan sel dendrit
(Sminia and Kraal, 1999). Munculnya respon imun secara sistemik ataupun lokal
seperti pada mukosa usus karena sel dendrit maupun limfosit pada lokasi induksi
(mukosa hidung) teraktivasi dan bermigrasi ke dalam sistem sirkulasi melatui
kelenjar limfe servikalis posterior dan limpa. Sebagian limfosit juga bermigrasi ke
jaringan mukosa saluran usus (Bonenfant er al, 2001). Pada lokasi target tersebut,
sel Th (7 helper) akan mengaktivasi limfosit B untuk menghasilkan IgA sebagai
respon terhadap antigen (Sminia and Kraal, 1999).

Peluang terjadinya degradasi antigen dan jumlah vang diperlukan untuk
induksi sistem imun pada aplikasi intranasal relatif lebih kecil dibanding dengan
rute intramuskular ataupun oral (Debard er a/, 1996). Sebagai contoh adalah
penelitian Barackman et a/ (1996) menunjukkan bahwa pada aplikasi  antigen
hemaglutinin virus influenza secara intranasal, mampu menginduksi respon imun
yang lebih tinggi dibanding melalui rute intramuskular. Namun aplikasi dengan
cara ini terdapat resiko lemahnya imunogenitas antigen yang digunakan, sehingga
diperlukan suatu ajuvan. Pada bidang imunologi, salah satu ajuvan mukosa yang
potensial adalah ajuvan taksin kolera (Cholera Toxin, CT) (Debard ef al, 1996;
Douce et al.,1997; Rappuoli er al., 1999; Velge — Roussel ef af, 2000).

Penggunaan SPTAg sebagai antigen untuk dapat menginduksi
pembentukan imunogiobulin spesifik telah dilaporkan oleh Darcy and Santoro
(1994), demikian pula dengan penelitian Subekti dan Amasyid (2002)

menggunakan SPTAg untuk membedakan ajuvan CT dan enterotoksin tidak tahan
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panas (heat labile toksin, 1.T) pada aplikasi intranasal. Aplikasi SPTAg secara
subkutan dapat memberikan proteksi terhadap infeksi 7. gondii (Alexander er af,
1996). Vaksinasi melalui rute subkutan menggunakan SPTAg dari takizoit I.
gondii galur RH dengan ajuvan interleukin (IL) 12 juga menginduksi respon imun
protektif pada mencit BALB/c (Yap er al, 1998). Sebaliknya pada aplikasi
intranasal kemampuan SPTAg dalam menginduksi respon imun spesifik belum
diketahui, baik yang diberikan secara tunggal tanpa ajuvan maupun menggunakan
ajuvan CT. Latar belakang tersebut menjadi dasar perlunya mempelajari
perbedaan respon imun yang dihasilkan setelah imunisasi dengan SPTAg T
gondii dengan atau tanpa penggunaan CT sebagai ajuvan. Di sisi lain evaluasi
SPTAg sebagai bahan vaksin untuk aplikasi intranasal belum diketahui efikasinya
dalarn menginduksi respon imun humoral terutama IgA. Di dalam penelitian ini
dilakukan imunisasi dengan menggunakan SPTAg dengan dan tanpa ajuvan CT
terhadap mencit BALB/c. Tmunisasi dilakukan secara intranasal pada awal
penelitian. Pengambilan flushing intestinal dilakukan setiap satu minggu satu kaii

sampai dengan minggu keempat. Pengukuran titer Ig A dilakukan dengan ELISA.

1.2 Rumusan Masalah
Mengingat bahwa:
— belum ditemukannya vaksin yang efektif untuk 7.gondii
— belum diketahui bagaimana kemampuan SPTAg baik secara tunggal
maupun dengan ajuvan CT dalam menginduksi respon imun IgA
pada aplikasi intranasal

maka rumusan masalzh dalam penelitian ini adalah:
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a.  Apakah terdapat perbedaan respon imun mukosa usus hewan coba berupa
IgA akibat pemberian SPTAg 7. gondi; dengan atau tanpa menggunakan
ajuvan CT yang dtaplikasikan secara intranasal?

b.  Apakah ada perbedaan di antara waktu flushing intestinal yang satu dengan
yang lainnya terhadap titer IgA mukosa usus?

C. Apakah ada mtcraksi/pengaruh antara waktu Tushing intestinal dan
pemberian SPTAg /. gondii dengan atau tanpa menggunakan ajuvan CT

yang diaplikasikan secara intranasal terhadap titer IgA mukosa usus?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Penelittan ini secara umum bertujuan untuk mengetahui gambaran dan
perbedaan respon imun IgA mukosa usus hewan coba terhadap imunisasi SPTAg
1. gondii yang diaplikasikan secara intranasal dengan atau tanpa menggunakan
ajuvan CT.
1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk :

a. Membuktikan ada tidaknya perbedaan pambaran atau profil Ig A
mukosa usus setelah imunisasi SPTAg T gondii dengan atau tanpa
menggunakan ajuvan CT yang diaplikasikan secara intranasal.

b. Membuktikan ada tidaknya perbedaan di antara waktu fushing

intestinal terhadap titer IgA mukosa usus.
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¢. Membukitkan ada tidaknya interaksi atau pengaruh antara waktu
pengamatan dan pemberian SPTAg 7 gondii dengan alau tanpa ajuvan

CT terhadap gambaran [gA mukosa usus.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademik

Hasil penelitian ini dibarapkan dapat memberikan masukan bagi
perkembangan dan khazanah keilmuan pada umumnya dan feori yang
berhubungan dengan toksoplasmosis khususnya gambaran respon imun Ig A

mukosa usus dengan pemberian SPTAg dengan dan tanpa ajuvan CT .

1.4.2 Manfaat Terapan
Dar1 seg: praktisi, hasil penelitian int diharapkan dapat bermanfaat, antara
lain:
a. Sebagai dasar untuk mengembangkan kemungkinan menjadikan SPTAg 7.
gondii dengan atau tanpa ajuvan CT secara intranasal sebagai alternatif vaksin
terhadap 7. gondii .

b. Membantu upaya pencegahan terhadap toksoplasmosis.
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BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Morfologi dan Sikins Hidup 7. gondii

I. gondii adalah svatu coccidic yang mempunyai tiga bentuk
perkembangan, yaitu: takizoit/tropozoit, kista dan ookista yang menghasilkan
sporozoit. Di dalam hospes definitif dan 7. gondii adalah hewan dalam famili
Felidae khususnya kucing 7. gondii mengalami perkembangan aseksual
(schizogoni) maupun seksual (gamefogoni) yang diakhiri dengan terbentuknya
ookista pada sel epitelium dan saluran usus (Darcy and Santoro, 1994; Robert and
Janovy, 2000). Setiap ookista yang dikeluarkan olech 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 mampu bertahan dalam lingkungan luar. Bentuk
ookista in1, dapat menginfeksi hospes perantara seperti burung, mamalia dan juga
manusia. (Levine, 1995). Di tanah yang tercemar, ookista dapat dibawa oleh lalat,
kecoak, semut atau cacing tanah ke berbagat tempat di kebun. Ookista dapat
menempel pada sayuran, buah-buahan atau termakan oleh hewan ternak seperti
ayam, kambing, anjing, sapi, dan menembus epitel usus. Ookista berkembang
biak dengan membelah diri serta menetap dalam bentuk kista pada organ hewan
tersebut, seperti terlihat pada Gambar 2.3 (Bioschi, 2003) .

Di berbagal jaringan tubuh kucing juga diternukan tropozoit dan kista
jaringan. Pada manusia, takizoit ditemukan pada infeksi akut dan dapat memasuki

tiap sel yang berinti. Bentuk takizoit menyerupai bulan sabit dengan satu wung

8
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yang runcing dan ujung yang lain berbentuk agak bulat. Panjang takizoit 4 — 8 um
dan mempunyai satu inti yang letaknya agak ditengah dan takizoit pada manusia
adalah parasit obligat intraseluler. Bila sel penuh dengan takizoit maka sel
menjadi pecah dan takizoit memasuki sel-sel disekitarnya atau difagosit oleh sel

makrofag (Dubey, 1999). Bentuk takizoit 7. gondii tercantum dalam Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Takizoit 7.gondii (Dubey, 1999)

A. Bentuk ekstraseluler, terlepas dari hospes (garis = 20 um)
B. Bentuk intraseluler pada kultur sei, bentuk rosette (seperti

bunga mawar) (garis = 20 um)
C. Gambaran takizoit intraseluler dengan mikroskop clektron
(C=Conoid, m=micronemes, dg=dense granules, n=nucleus
dan r—= rhoptri) (garis = 0.8 pm)
Kista jaringan dibentuk di dalam sel hospes bila takizoit yang membelah
telah membentuk dinding. Kista terbentuk dalam hospes dengan ukuran yang

bervariasi, dari kista yang mengandung hanya beberapa organisme sampai
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berukuran 200 um berisi 3.000 organisme (Bioschi, 2003). Dinding kista akan
dihancurkan oleh tripsin atau pepsin dan parasit yang bebas dari kista dapat
bertahan terhadap asam klorida dan tripsin masing-masing selama 2 — 6 jam. Hal
ini menyebabkan parasit bertahan dalam periode digestif normal di lambung dan
dapat bertahan lama dalam duodenum (Levine, 1995). Kista jaringan ini dapat
ditemukan di dalam hospes seumur hidup terutama di otak, otot jantung dan otot
bergaris. Di otak kista berbentuk lonjong dan bulat sedang di otot kista mengikuti
bentuk sel otot (Bioschi, 2003). Gambaran kista jaringan otak tercantum dalam

Gambar 2.2

Gambar 2.2 Kista jaringan otak (Dubey, 1999)

A. Kista jaringan dari otak tikus (garis = 20 um)
B. Dua kista jaringan dari irisan otak (garis = 20 pum)
C. Gambaran mikroskop elektron dan kista jaringan
yang berisi 6 bradizoit (gans = 1,0 um).
Tertelannya ookista yang telah bersporulasi oleh hospes perantara akan
mengakibatkan terjadinya ekskistasi. Ekskistasi merupakan proses terlepasnya

sporozoit dari ookista karena efek mekanik dan enzimatik di dalam saluran

pencernaan hospes. Di dalam hospes perantara, 7. gondii hanya mengalami
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perkembangan aseksual denpgan dua bentuk parasit yang berbeda. Masing masing
adalah bentuk takizoit (tachyzvite) dan kista bradizoit (bradyzuvite). Sporozoit
vang keluar dari ookista akan menginfeksi sel epitel usus dan disebut takizoit.
Selanjutnya takizoit akan dapat menyebar baik dalam organ pencernaan (saluran
usus) maupun berbagai organ lain di seluruh tubuh melalui pembuluh limfe
maupun pembuluh darah (Robert and Janovy, 2000)

Takizoit merupakan bentuk multiplikatif aktif dan cepat yang berkaitan
dengan manifestasi klinis toksoplasmosis akul. Bradizoit merupakan stadium
multiplikatit' lambat dan non invasif dengan membentuk kista yang berkaitan

dengan infeksi kronis (Darcy and Santoro, 1994 ; Robert and Janovy, 2000).

0 anusi;

tanah

Gambar 2.3 Stklus hidup 7. gondii (Soedarto,1995)

1 Kista 2. Trofozoit 3. Mikrogamctosit 4. Makrogametosit 5. Mikrogamet
6. Makrogaimct 7. Qokista 8. Sporokista 9 Sporozoit 10. Trofozoit

11. Bradizoit
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2. 2 Cara Penularan Toksoplasmosis

Penularan toksoplasmosis dari hospes definitif kepada hospes perantara
dapat terjadi dengan berbagal cara tergantung jenis hospes perantaranya. Pada
manusia infeksi oleh 7. gondii dapat terjadi dengan dua cara. Pertama dengan
tertelannya ookista intektif mclalui makanan yang terkontaminasi misalnya sayur
atau buah buahan. Ookista infektif tersebut selanjutnya mengalami ekskistasi dan
takizoit akan menyebar ke scluruh jaringan atau organ serta mengalami
multiplikasi tipe cepat dan secara aktif akan menginvasi sel pada jaringan atau
organ lainnya (Darcy and Séntoro, 1994, Dubey ef al, 1998; Robert and Janovy,
2000).

Bentuk penularan kedua terjadi karena tertelannya kista vang berisi
bradizoit dalam daging hewan. Bradizoit akan menginfeksi sel epite] usus dan
berubah menjadi takizoit atau tetap dalam bentuk bradizoit tergantung status imun
hospes perantara. Bentuk bradizoit akan mengalami multiplikasi yang sangat
lambat dan akan kembali membentuk kista dalam jaringan atau organ individu
vang terinieksi. Pada status imun yang lemah bradizoit akan berubah menjadi
takizoit dan akan mengalami multiplikasi cepat dan invasi aktif. Takizoit mampu
menginteksi semua jenis sel yang berinti termasuk makrofag (Darcy and Santoro,
1954).

Pada toksoplasmosis kongenital, janin secara transplasental mendapatkan
penularan dari ibu yang menderita toksoplasmosis, vang sering kali scbagai
sumber penufaran tapi tidak menunjukkan gejala-gejala yang jelas (Gambar 2.4).

Bila penularan terjadi pada bulan-bulan awal kehamilan, maka dapat terjadi

i o
| L CAR PR
KSTing 4 #31"% « Mona Zubaidah

Peningkatan Titer Imunoglobulin A Muk& i;

Y ——

RARA v,

T ———



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

keguguran (abortus) atau anak lahir mati. Jika infeksi dengan parasit ini terjadi
pada bulan-bulan akhir kehamilan maka sclama berada dalam kandungan, bavi
tidak menunjukkan kelainan, tetapi 2 sampai 3 bulan sesudah dilahirkan gejala-
gejala klinik pada bayi baru terlihat. Selain melalui plasenta, penularan
toksoplasmosis dari ibu kepada anak dapat terjadi melalui air susu ibu apabila ibu
ketularan toksoplasmosis pada masa nifas (Soedarto, 1995).

Toksoplasmosis dapatan merupakan infeksi toksoplasmosis yang dapat
terjadi baik pada anak-anak maupun orang dewasa. Penularan dengan parasit ini
dapat terjadi melalui berbagai jalan; yaitu melaini makanan, melalui udara atau
melalui kulit. Infeksi dapat terjadi melalui makanan yang tercemar atau
mengandung pseudokista yang infektif, misalnya melalui daging yang kurang
matang memasaknya, melalui susu sapi atan melalul telur unggas. Penderita
toksoplasmosis dapat tertular melalui udara (dropler infection) dari penderita
pneumonitis toxoplasmosis. Selain itu penularan melalui kulit dapat pula terjadi
apabila terjadi kontak manusia dengan janingan atau eksreta binatang yang sedang
menderita toksoplasmosis (Soedarto, 1995). Infeksi juga dapat terjadi melalw
transfusi darah atau transplantasi organ dari donor yang menderita toksoplasmosis

(Gandahusada, 2000).
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Kista jaringan berisi
bradizoit dalam makanan

dim kista jaringan atau darsh
vang mengandung bradizoit

Gambar 2.4 Cara Penularan 7. gondii (Jones et al, 2001)

2.3 Patogenesis Toksoplasmosis pada Manusia

T. gondii merupakan suatu prasit intraselular dan reproduksi terjadi di
dalam sel. Kebanyakan kasus toksoplasmosis pada manusia didapat karena
mengkonsumsi jaringan yang mengandung kista yang ada pada daging yang
proses pemasakannya kurang sempurna atau daging mentah. Selain itu kontak

langsung dengan tanah atau air yang terkontaminasi oleh feses kucing yang
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mengandung ookista yang secara tidak langsung kontak dengan makanan atau
menuman { Dubey, 1999).

Takiroit yang telab menginfeksi sel, hidup dalam suatu vakuola
parasitoforus (parasitophorus vacuele) yang mengalami modifikasi sehingga
tidak dapat fusi dengan kompartemen intrasel lainnya (misalnya lisosom)
menyebabkan parasit mampu bertahan hidup untuk jangka waktu lama didalam
sel dan sewaktu waktu dapat reaktivasi (McLeod et a/, 1991; Holliman, 1996
Robert and Janovy, 2000).

Jalur yang digunakan untuk invasi oleh takizoit setelah melewati sel epitel
usus adalah melalui kelenjar imfe menuju limfonodi mesenterika dan pembuluh
darah menuju parenkim hepar {Susanto et al, 1999; Robert and Janovy, 2000).
Jalur tersebut akan dipergunakan oleh takizoit untuk menyebar lebih jauh ke
berbagal 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 atan gangguan fungsi jaringan
maupun organ (Dubey et al, 1998; Robert and Janovy, 2000). Sebelum organ lain
menjadi rusak, nekrosis akan terjadi lebih dahulu pada usus dan limfonodi
mesenierika, baru kemudian terjadi nekzosis terjadi pada organ lain. Gambaran
klinis akan tampak segera setelah beberapa waktu jaringan mengalami kerusakkan
khususnya organ mata, jantung, dan kelenjar adrenal. Kejadian nekrosis pada
organ—organ tersebut diakibatkan oleh adanya multiplikasi intraselular dan
takizoit (Dubcey, 1999),

Bradizoit yang membentuk kista dalam janngan akan mampu mengaiami

reaktivasi menjadi bentuk takizoit apabila kondisi memungkinkan Perubahan
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dari takizoit menjadi bradizoit atau sebaliknya dipengaruhi oleh status imun
individu (Darcy and Santoro, 1994, Denkers and Gazzinelli, 1998; Susamio ¢/ al,
1999). Pada saat respon imun individu optimal maka takizort akan segera
mengalami eliminasi ataupun berubah menjadi bradizoit. Reaktivasi dapat terjadi
apabila sistem imun individu menjadi lemah yang dapat diakibatkan karena
menurunnya titer imunoglobulin yang spesifik (Darcy and Santero, 1994; Denkers
and Gazzinelli, 1998; Susanto ef al, 1999).

Terjadinya infeksi primer, reinfeksi maupun reaktivasi berimplikasi
adanya takizoit dalam sistem sirkulasi dan menyebar ke sel atau jaringan lain
Keadaan tersebut tersebut disebabkan kemampuan takizoit untuk menembus
barier plasenta dan dapat terjadi infeksi fetomaternal sehingga sangat rawan untuk
ibu hamil (Darcy and Santoro, 1994; Robert and Janovy, 2000). Infeksi
fetomaternal pada janin akan mengakibatkan beragam manifestasi klinis seperti
aborsi spontan, still birth, hidrosefalus, kalsifikasi intraserebral, retinakhoroiditis
maupun retardasi mental (Holliman, 1996, South, 1999, Haumont et alf, 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 kiinis toksopiasmosis 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).
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2.4 Respon Imun Humoral terhadap Toksoplasmosis

Respon imun yang muncu! terhadap infekst 1. gondif pada manusia berupa
respon imun seluler dan humoral, Respon imun tersebut dapat terjadt pada sistem
sirkulasi (sistemik) maupun permuokaan mukosa (mukosal) khususnya pada
permukaan saluran usus (Kasper and Buzoni — Gatel, 2001). Kedua tipe respon
imun tersebut secara sinergis memberikan proteksi atau perlindungan pada setiap
tndividu yang normal.

Keberadaan respon imun humoral sangat esensial dalam membenkan
pertindungan pada hospes. Kepentingan respon imun humoral tersebut berkaitan
dengan bentuk takizoit ekstraseluler yang aktif dan invasif dalam sistem sirkulasi.
Respon imun humoral juga terjadi pada permukaan mukosa sepert: pada saluran
usus. Pada sistem sirkulasi yang berperanan utama adalah lmunoglobulin M
(IgM) dan imonoglubulin G (IgG), sedangkan pada permukaan mukosa yang lebih
dominan berperan yaitu IgA (Darcy and Santoro, 1994). Tanda munculnya respon
imun humoral adalah terbentuknya IgM pada fase awal infeksi dan bertahan
dalam waktu yang relatif’ singkat, selanjutnya terjadi swifching menjadi klas
imunoglobulin yang lain seperti {gG dan IgA (Abbas er al, 2000).

Debard er al (1996) menvatakan bahwa respon IgG maupun [gA
mengalami peningkatan sctelah dilakukan vaksinasi intranasal pada mencit CBA/J
dengan menggunakan antigen permukaan 7. gondii. Peningkatan titer IgG
maupun IgA tersebut ternyata mampu meningkatkan resistensi mencit terhadap
infeksi 7. gondi secara in vive. Laporan yang dikemukakan oleh Sayles er a/

(2000) membuktikan secara tidak langsung akan kepentingan respon imun
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humoral. Pada mencit BALB/c yang mengalami defisiensi Limfosit B ternyata
sangat peka terhadap infeksi 7. gondii.

McLeod ef al (1991) menyatakan, apabila takizoit vang berikatan dengan
antibodi (membentuk komplek antigen-antibodi) kemudian masuk atau
difagositosis melalui perantaraan reseptor F¢ (FcR) maka vakuola parasitoforus
akan mengalami fusi dengan lisosom. Fusi antara vakuola intraseluler tersebut
mengakibatkan destruksi takizoit dalam sel. Destruksi 7. gondii juga dapat terjadi
datam sirkulasi dengan bantuan komplemen, sel fagositik maupun sel sitotoksik
{Darcy and Santoro, 1994). Sebaliknya apabila takizoit dapat masuk ke dalam sel
secara aktif melalui reseptor selain FcR maka vakuola parasitoforus tidak dapat
mengalami fusi dengan hisosom sehingga tetap dapat hidup dalam sel tersebut
{(McLeod et al, 1991). Sel penyaji antigen (Antigen Presenting Cells, APC) seperti
sel dendrit, makrofag maupun limfosit B secara umum juga teraktivasi oleh
takizoit, Aktivasi tersebut mengakibatkan teraktivasinya sel Th, baik Thy maupun
Th; (Denkers and Gazzinetli, 1998), Sel Th, berfungsi menstimulasi limfosit B
untuk berdiferensiasi menjadi sel plasma dan menghasiltkan imunoglobulin

(Abbas er al, 2000).

2.5 Respon Imun Humoral pada Mukosa Usus

Respon imun mukosa terhadap toksoplasmosis terutama terjadi pada
permukaan mukosa saluran usus sebagai tempat awal masuknya parasit. Efektor
pada sistem imun mukosa pada permukaan saluran usus berupa respon imun
humoral maupun seluler (Killian and Russell, 1994; Kasper and Buzom — Gatel,

2001). Respon imun humoral pada permukaan mukosa usus terutama diperankan
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oleh TgA (Brandizaeg, 1994; Underdown and Mestecky, 1994). Walaupun
demikian dalam jumlah sedikit termyata IgG dan IgM yang spesifik juga
ditemukan pada permukaan mukosa usus (Brandtzaeg, 1994; Underdown and
Mestecky, 1994).

Dominansi IgA pada permukaan mukosa, khususnya permukaan mukosa
usus terlihat dari perscntase distribusi dan produksi hariannya.  Distribusi
topologis, pada duodenum sampat jejunum persentase IgA sebesar 79 % dan Ig M
serta IgG masing masing 18 % dan 3 %. Pada ileum perscntase IgA meningkat
menjadi 84 % sedang IgM dan IpG masing masing sebesar 11 % dan 5 %
(Brandtzaeg, 1994).

Secara umum [gA bekerja dengan mekanisme yang berbeda dibanding
jenis imunoglobulin lainnya. lgA bekerja dengan cara eksklusi kompetitif
terhadap organisme asing dan tidak mengaktivasi komplemen melalui jalur klasik
(Killian and Russell, 1994 ), sebaliknya Abbas ¢/ af (2000) menyatakan bahwa
lgA mampu mengakiivasi komplemen melalui jalur alternatif. Menurut Killian
and Russell (1994) serta Mestecky et af (2001) pada permukaan mukosa saluran
usus, 1gA akan menghambat adesi dan penetrasi organisme ke dalam enterosit
sehingga tidak dapat menginvasi lebih lanjut.

Pada permukaan mukosa saluran usus, populasi limfosit T terutama
ditemukan pada limlosit intraepitelial (intraepithelial lymphocyte, 1EL). Fenotip
utama (75 — 90 %) dari limfosit intracpitelial adalah sel T/CD8" (Yun et al,

2000; Kasper and Buzon1 - Gatel, 2001).
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2.6 Antigen dari T, gondii

imunogen merupakan semua antigen yang mampy menstimulasi
timbuinya respon imun secara aktif dari suatu individu (Elgert, 1996). Definisi
lersebut berbeda dengan antigen yaitu behan asing vang masuk ke dalam tubuh
individu dan tidak selalu menginduksi respon imun. Mcleod er af (1991)
menyatakan lebih dari seratus macam antigen telah dikarakiensasi dan 7. gondii.
Beberapa antigen tersebut telah diketahui dapat bertindak sebagai imunogen dan
telah dicoba dalam berbagai percobaan vaksinasi.

Beberapa protein yang intensif dipelajari untuk dapat dijadikan sebagai
kandidat bahan vaksin yaitu antigen permukaan (Surface Antigen, SAG), antigen
sekretorik dari granula padat (Dense Granule Antigen, GRA), antigen yang
disekresikan dari rhoptri (Rhoptries antigen, ROP) dan mikronema (microneme
antigen, MIC). Setiap kelompok masih memiliki beberapa jenis antigen vang
lebih lanjut digolongkan menjadi subkelompok berdasar berat molekul

proteinnya.

2.6.1 Antigen permukaan 7. gondii

Antigen ini merupakan protein yang hanya ditcmukan pada bentuk takizoit
dan terdistribusi secara homogen di permukaan takizoit yang menyusun sekitar
lima persen dari total protein takizoit (Mcleod ef af, 1991). Antigen permukaan
ini telah diidentifikasi terdiri dari SAGI-SAG6 yang bermanfaat dalam proses
perlekatan dengan sel hospes yang akan diinfeksi (Tomavo, 1996; Susanto e/ of,
1999; Black and Boothrovd, 2000). Perlekatan yang terjadi antara takizoit dengan
sel hospes akan memudahkan orientasi ujung anteriornya terhadap sel hospes dan

melakukan penetrasi secara aktii (Black and Boothroyd, 2000). Penggunaan
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melakukan penetrasi secara aktif (Black and Boothroyd, 2000). Penggunaan
SAG, terutama SAG1 sebagai kandidat bahan vaksin telah dilaporkan oleh
beberapa peneliti pada berbagai sistem percobaan yang bherbeda. Beberapa
peneliti tersebut diantaranya adalah Debard er al (1996) menggunakan SAGI
secara intranasal sebagai antigen yang dapat memberikan proteksi pada imunisasi
mukosa dengan ajuvan CT, Velge — Roussel er o/ (2000} juga membuktikan
bahwa SAGI dengan ajuvan CT mampu mengaktivasi beberapa sel komponen
sistem imun mukosa dan penclitian Bonenfant et o/ (2001) menggunakan SAG1
dengan ajuvan enterotoksin tidak tahan panas (Hear Labile Toxin, L.T) termyala

mampu menginduksi sistem imun humoral baik sistemik maupun mukosa.

2.6.2 Antigen dari mikronema (MIC) daa rhoptri (ROP)

Protein dari mikronema dan rhoptri disekresikan selama terjadinya proses
penetrasi ke dalam sel dan proses awal pembentukan vakuola parasitoforus.
Fungsi protein mikronema secara pasti dan detil belum seturuhnya diketahui
{Fourmaux er al, 1996), meskipun demikian peneliti lain telah melaporkan
beberapa fungsi yang berkaitan dengan proses penetrasi . Antigen MIC dan ROP
dinvatakan sebagai faktor pemacu penetrasi (Penetration Enhancing Fuctor, PEF)
yang membantu meningkatkan kemampuan dan kecepatan penetrasi takizoit 7.
gondii kedalam sel hospes (Mc Leod ef af, 1991; Fischer ef al, 1996, Fourmaux
et ul, 1996; Dubey et al, 1998; Susanto ef «l, 1999; Black and Boothroyd, 2000),

Selain sebagai PEF, ROP juga diperlukan untuk modifikasi awal proses
pembentukan vakuola parasitoforus (Cesbron — Delauw er al, 1996, Susanto ef af,

1999;. Black and Boothroyd, 2000). Modifikasi pembentukan vakuola
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parasitoforus dipertukan agar vakuola tersebut tidak mengalami asidifikasi dan
fust dengan kompartemen seluler lain sepertt lisosom schingga takizoit dapat terus
melakukan penetrasi dan vakuola tetap terbentuk tanpa dirusak oleh sel hospes
(Dubey et al, 1998; Susanto ef al, 1999; Black and Boothroyd, 2000).

Penggunaan MIC sebagai kandidat vaksin dilaporkan oleh Channon er /.
(1999) yang menyatakan bahwa adanya antibodi anti MIC1 atau MIC2
menyebabkan bambatan penetrasi takizoit pada kultur monosit secara in vitre.
Menurut Vercammen e af (2000) ROP dapat ditemukan pada bentuk takizoii
maupun bradizoit. Antigen rhoptri yang telah dicoba digunakan sebagai bahan
vaksin dan mampu menstimulasi peningkatan IgG;, adalah antigen ROPZ
(Vercammen et al, 2000). Sedangkan Fischer ef af (1996) dan Bourguin ¢ al
(1998) juga menyatakan bahwa ROP2 — ROP4 dapat menginduksi munculnya

respon imun adaptif pada mencit.

2.6.3 Antigen beredar dari granula padat (GRA)

Antigen lain yang telah dipelajari adalah antigen beredar atau antigen
sekretori dan ekskretori dari organel granula padat (GRA). Sampai saat i telah
diteliti, 1ei‘dapat delapan kelompok GRA (GRA1-GRAS) (Cesbron — Delauw et al,
1996, Black and Boothroyd, 2000). Kumpulan semua antigen GRA (dari GRAL
sampai GRAS) yang diisolasi dari takizoit 7. gondii umumnya dikenal dengan
nama antigen beredar Exreted-Secreted Antigens atau ESA  (Cesbron-Delauw,
1996). Secara umum antigen tersebut dapat ditemukan pada bentuk takizoit,

bradizoit maupun dinding sel ookista (McLeod er al, 1991).
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Fungst GRA secara umum adalah sebagai protein untuk modifikasi akhir
dan penyempurna vakuola parasitoforus (Black and Boothroyd, 2000}
Modifikasi ini diperlukan agar vakuola parasitoforus dapat menjadi tempat yang
sesuai dan mendukung  perkembangan takizoit maupun bradizoit sclama
kehidupan intraseluler. Protein antigen ini disekresikan setelah wvakuola
parasitoforus terbentuk atau setelah sekresi protein ROP (Black and Boothroyd,
2000}

Antigen protein GRA dapat ditemukan di bagian bawah membran luar,
vakuola parasitoforus dan aparatus golgi (McLeod ef al, 1991). Seperti halnya
SAG, antigen GRA baik GRAI, GRA2, GRA4 maupun GRA7 telah dievaluasi
dar ditaporkan memiliki potensi sebagai kandidat bahan vaksin. Vercammen et o/
(2000) telah melakukan pengujian komparatif antigen beredar rckombinan GRA1
dengan rekombinan GRA7 dan ROP2 sebagai kandidat vaksin melalui teknologi

vaksin DNA untuk 7. gondii secara intrammuskular pada mencit BALB/c.

2.7 Protein Solubel (SPTAg) sebagai Imunogen

Antigen beredar atau ESA terdiri atas semua GRA yang terisolasi tanpa
separas{ masing masing tipenya. Antigen ESA tersebut dapat diisolasi dari
takizoit T. gondii bersama-sama dengan protein lain seperti MIC dan ROP (ROP1
sampai ROPS8) sehingga dikenal dengan nama protein solubel. Secara
keseluruhan, protein solubel merupakan total protein terlarut yang dapat disekrest
atau diekskresikan keluar dari takizoit I° gondii yang terdiri atas campuran semua
GRA, ROP dan MIC {Cesbron-Delauw, 1996). Sedangkan bahan vaksin dengan

menggunakan protein solubel sebagai imunogen telah dilaporkan oleh heberapa
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peneliti diantaranya melalui rute aplikast subkutan dengan ajuvan FCA, vesikel
lemak maupun IL 12 (Alexander e al, 1996; Yap et o/, 1998). Darcy and Santoro
(1994) menyebutkan bahwa penggunaan SPTAg dapat menginduksi pembentukan
imunoglobulin spesitik, demikian pula pada penelitian Subekti dan Arrasyid
{2002) yang menggunakan SPTAg dengan ajuvan CT dan LT. Pada penelitian ini,
imunogen yang digunakan adalah SPTAg yang ditsolasi dari takizoit 7. gondii,
gatur RH. Untuk cara isolasi dan dosis yang digunakan, dapat dilihat pada Metoda

Penelitian (BAB 4).

2.8 Ajovan CT

Ajuvan merupakan substansi yang membantu memperbailki  atau
meningkatkan respon imun individu terhadap suatu antigen yang
imunogenisitasnya lemah (Elgert, 1996). Pemilihan ajuvan dapat didasarkan pada
target sistem imun atau efektor dari sistem imun yang dikehendaki. Secara umum
ajuvan bekerja melalui beberapa mekamsme. Cara kerja ajuvan tersebut antara
lain adalah memperiambat pelepasan antigen, menginduksi migrasi sel penyaji
antigen secperti makrofag dan sel dendritik, meningkatkan pengambilan dan
penyajian antigen oleh sel penyaji antigen (Elson and Dertzbaugh, 1994). Ajuvan
juga dapat bekerja dengan merubah jalur proses antigen pada molekul MHC
(Major  Histocompatibility Complex), menginduksi perubahan fisiologi
intraseluler, stimutasi produksi sitokin dan diferensiasi serta proliferasi limfosit
ataupun menginduksi ekspresi molekul kostimulator tertentu untuk transduksi

sinyal (Elson and Dertzbaugh, 1994; Giuliani e al, 1998 ; Abbas et af, 2000).
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Pada sistem imun mukosa ajuvan yvang banyak digunakan adalah ajuvan
CT. Ajuvan i mampu memperbaiki dan meningkatkan respon imun mukosa
terutama pada antigen yang memiliki imunogenitas lemah (Elson and Dertzbaugh,
1994; Debard et al, 1996, Rappuoli et af, 1999, Williams ef al, 1999; Martin et a/,
2000).

Toksin kolera dihasilkan oleh bakteri Vibrio cholera. Toksin kolera terdiri
atas dua subunit protein, yaitu subunit A dan subunit B (Braun et af, 1999).
Subunit B dari CT (CtB} merupakan protein pentamer yang akan berikatan
dengan reseptor GM,. (Fukuta ef af, 1988; Sears and Kaper, 1996; Williams ef a/,
1999; Martin et al, 2000; Bowman and Clements, 2001; Wimer-Mackin er o/,
2001). lkatan antara GM; dengan CtB memudahkan subunit CtA bennteraks:
dengan sel target (Lebens ef al, Rappuoli ef @/, 1999). Ajuvan CT juga dapat
berikatan dengan afinitas vang lemah pada reseptor GD), (Fukuta er af/, 1988,
Williams et af. 1999). Konstanta disosiasi antara CT dengan reseptor GM,
sebesar 7,3 x 107° M (Williams er o/, 1999). Reseptor GM; bersifat ubikuitus
{ubiguitous) yang artinya ditemukan pada semua sel eukaryot (Sears and Kaper,
1996, Wiltliams et al, 1999).

Pada bidang imunologi, CT dapat dimanfaatkan sebagai ajuvan mukosa
vang potensial (Rappuoli ef al, 1999; Williams et al, 1999, Martin et al, 2000,
Millar er al, 2001). Potensi tersebut didasarkan pada beberapa laporan
penggunaan CT sebagai ajuvan untuk berbagai jenis antigen. Potensi CT sebagai
ajuvan berhubungan dengan kemampuannya untuk mengubah transport antigen
melintasi epitel, mengekspresikan molekul kostimulator pada APC dan

meningkatkan diferensiasi sel B ( Braun ef af, 1999).
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Mekanisme CT sebagai ajuvan memang belum diketahui dengan jelas, tapi
diyakini berhubungan dengan adanya ikatan yang kuat antara CtB dengan reseptor
GM;i. lkatan tersebut meningkatkan wupioke antigen melintasi mukosa dan
mempresentasikannya pada sistem imun (Holmgren ef al, 1996; George-Chandy
et al, 2001). Sub unit B dari CT memiliki kemampuan stimulasi sistem imun
dengan cara menginduksi ekspresi MHC 11 pada sel B (George-Chandy ef af,
2001). Terjadinya aktivasi sel limfosit (sel T) tcrhadap antigen dikontrol oich
Antigen-presenting cell (APC) yang mengabsorbsi, memproscs dan

mempresentasikan antigen melalu; MHC 11 (George-Chandy ef al, 2001).
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BAB3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

Penggunaan vaksin dari antigen 7.gondii dimaksudkan untuk menginduksi
munculnya respon imun. Respon imun yang muncul tersebut diharapkan akan
mampu memberikan perlidungan atau proteksi yang spesifik terhadap infeksi 7.
gondii. Antigen protein solubel yang terdiri dan semua protein GRA, MIC, ROP
serta sebagian SAG belum pemmah dilaporkan pada penggunaan intranasal,
Penggunaan protein solubel akan sangat menguntungkan karena memiliki potensi
untuk menginduksi respon imun yang spesifik terhadap semua jenis antigen 7.
gondii yaitu SAG, GRA, MIC dan ROP (Cesbron-Delauw, 1996; Alexander et al,
1996; Yap ef af, 1998). Diharapkan potensi proteksinya juga akan lebih baik
dibanding penggunaan antigen secara parsial dari masing masing komponen
protein solubel.

Aplikasi intranasal merupakan salah satu alternatif rute imunisasi yang
efektif untuk menginduksi respon imun mukosa (Roussel er a/, 1999). Adanya
komponen sistern imun pada permuksan mukosa hidung, akan memfasilitasi
antigen atau ajuvan vang diaplikasikan untuk berinterakst dengan sel penyaji
antigen dan menimbulkan respon imun lokal pada lokasi induks:, selanjutnya sel
dendrit dan limfosit T vyang teraktivasi tersebut bermigrasi ke mukosa usus
sebagai lokasi target dan akan mengaktivasi limfosit B untuk menghasilkan IgA
{Sminia and Kraal, 1999). Aplikasi tersebut dapat disertai dengan penggunaan
ajuvan yang mampu memperbatki dan meningkatkan kemampuan sistem imun

mukosa untuk merespon antigen yang diberikan, salah satunya adalah ajuvan CT

27

Tesis Peningkatan Titer Imunoglobulin A Mukosa ... Mona Zubaidah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 28

(Elson and Dertzbaugh, 1994; Debard et o/, 1996; Rappuoli ef al, 1999; Williams
et al, 1999; Martin et a, 2000). Mekanisme kerja CT sebagai ajuvan mukosa
belum diketahui dengan jelas, tetapi diyakini karcna adanya ikatan yang erat
antara CiB3 dengan reseptor GM; yang terdapat pada scl mukosa. Tkatan tersebut
menyebabkan peningkatan uptake antigen dan menginduksi ekspresi MHC I pada
APC. (George-Chandy, 2001).

Antigen takizoit secara umum mengaktivasi APC seperti sel dendrit,
makrofag maupun limfosit B. Aktivasi tersebut mengakibatkan teraktivasinya sel
Th (sel Thy ataupun sel Th;) (Denkers and Gazzinelli, 1998). Sel Th, berfungsi
untuk stimulas: limfosit B agar berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel
plasma untuk menghasitkan imunoglobulin. Munculnva IgM pada awal infeksi
baik infekst primer, reinfekst maupun reaktivasi, merupakan tanda timbulnya
respon humoral (Abbas et al, 2001). Sel Th, yang teraktivast dan menimbulkan
diferensiasi limfosit B, memungkinkan terjadinya switching 1gM menjadi IgA
pada serum maupun mukosa.

Di permukaan mukosa saluran uvsus, imunoglobulin yang dominan
berperan adalah IgA. Imunoglobulin A bekerja dengan cara mengikat takizoit
schingga tidak dapat menembus sel epitet (Killian and Russell, 1994, Kasper and
Buzoni—Gatel, 2001). Peningkatan titer IgA tersebut mampu meningkatkan
resistensi mencit terhadap infeksi 7. gondii (Darcy and Santoro, 1994; Gazzinelli
et al, 1994; Denkers and Gazzinelli, 1998; Ceravolo et o/, 1999; Vercammen ef al,
2000).

Berdasarkan kajian teoritis tersebut, disusun kerangka konseptual

penelitian seperti vang telihat pada halaman bertkut ini
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Toxoplasma gondii
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Gumbar 3.1 Skema respon IgA pada imunisasi dengan SPTAg tanpa ajuvan CT
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Toxoplasma gondii
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Gambar 3.2 Skema respon IgA pada imunisasi dengan SPTAg dan ajuvan CT
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3.2  Hipotesis Penelitian

1. Terdapat perbedaan respon imun berupa titer IgA mukosa usus akibar
pemberian SPTAg 7. gondii dengan atau tanpa ajuvan CT yang
diaplikasikan intranasal.

2. Terdapat perbedaan di antara waktu intestinal flushing yang satu dengan
vang lain, terbadap titer [gA mukosa usus.

3. Ada pengarulvinteraksi antara waktu pengamatan dengan pemberian
SPTAg dan SPTAg dengan CT yang diaplikasikan intranasal terhadap

titer IgA mukosa usus.
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BAB4

METODA PENELITIAN

4.1 Rancangan penelitian

Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah penelitian ekspertmental
laboratoris dengan menggunakan rancangan penelitian faktorial Posr Test Only (3
x 4). Faktor pertama adalah pemberian SPTAg, faktor kedua adalah waktn
pengukuran titer IgA. Secara skematis rancangan penelitian tersebut dapat
digambarkan sebagai berikut (Torrie and Steel, 1989):

R

o+
-+
P99 o

Gambar 4.1 Skema Rancangan penelitian
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Keterangan :
R : Randomisast
P1 - Kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok kontrol (PBS)
P2 . Kelompok Perlakuan 2 (SPTAg tanpa ajuvan CT)
P3 - Kelompok Perlakuan 3 (SPTAg dengan ajuvan CT)
Oy : Pengukuran titer IgA setelah minggu 1
0O - Pengukuran titer 1gA setelah minggu [1
O : Pengukuran titer IgA setelah minggu 111
Oy - Pengukuran titer IgA setelah minggu IV

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

Subyek penelitian adalah kelompok mencit BALB/c betina, diperoleh
dari populasi mencit di tempat penangkarannya di Pusat Veterineria Farma
(Pusvetma), Yogyakarta. Sampel diambil dari populast infinit, terdirt atas 48 ekor
mencit, vang dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan secara acak (simple random
sampling) dengan cara mengundi dari populasi mencit yang terlebih dahulu diberi
nomor (Zainuddin, 2001), vaitu; kelompok periakuan 1 adalah kelompok kontrol
yang diimunisasi dengan Phospat Buffered Saline (PBS); kelompok perlakuan 2
vang diimunisasi dengan SPTAg 7. gondii tanpa ajuvan CT, dan kelompok
perlakuan 3 adalah kelompok yang diimumisasi dengan SPTAg 7. gondir dengan
ajuvan CT. Semua imunisasi dilakukan secara intranasal.

Jumlah pengulangan atau replikasi ditentukan berdasarkan rumus
Federer (Lemenschow er al., 1990) :

!

A

(p~1}u-1

v

A%

(12-1)(u—1) > 15
1T (u=-1) > 15

lu-11 =

'
-
h

u =236 — uzx3,jadi ditakukan 4 kali penguiangan
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Keterangan :
p = perlakuan (3 x 4)
u = ulangan
Sehingga banyaknya sampel yang diperiukan dalam penclitian ini yaitu
48 ekor mencit yang dibagi dalam 3 kelompok perlakuan, 4 kali pengukuran IgA,

dan 4 kali pengulangan (replikasi).

4.3 Variabel Penelitian

4.3.1 Variabel bebas
Variabel bebas pada penclitian ini adalah pemberian SPTAg T. gondii

secara intranasal pada hewan coba dan waktu pengamatan.

4,3.2 Variabel tergantung
Variabel tergantung pada penclitian ini adalah Ig A pada mukosa saluran

cerna hewan coba.

4.3.3 Definisi operasional variabel

a. Antigen protein solubel 7. gondii adalah kumpulan antigen yang terdiri
atas antigen SAG, ROP, GRA dan MIC yang diisolasi secara bersama-
sama dari 7. gondii (Cesbron-Delauw, 1999),

b. Titer Ig A adalah nilai OD hasil pengukuran kadar lg A dari mukosa
saluran cera (intestinal flushing) hewan coba dengan teknik ELISA

tidak langsung (indirect ELISA) (Alexander ¢/ al, 1996),
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C.  Ajuvan CT adalah subtansi yang dihasilkan bakteri Vibrio cholera yang
berfungsi untuk memperbaiki atau memngkatkan respon imun ndividu
terhadap suatu antigen yang imunogenitasnya lemah (Elgert, 1996; Sears
and Kaper, 1996).

4.4 Bahan Penelitian

Bahan untuk imunisasi adalah SPTAg hasil i1solasi dan takizoit 7. gondii
galur RH yang diperoleh dari Program Studi Bioteknologi, Universitas Gadjah
Mada dan ajuvan yang digunakan adalah ajuvan CT (Sigma Chem., USA).

Bahan-bahan yang digunakan untuk titrasi IgA dengan teknik ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) yaitu, cairan mukosa usus yang diambil
(flushing) Isetiap minggu satu kali sebagai antibodi primer, coating buffer,
blocking huffer, incubation buffer, substrate buffer, washing buffer serta p-
nitropheny! phosphute scbagai substrat, dan goat anti mouse Ig4d (o chain
specific) alkaline phospatase conjugated (Sigma Chem., USA) scbagal antibodi
sekunder, dan juga H,S8Q, scbagai stop solution untuk menghentikan reaksi
ELISA.

Hewan coba yang digunakan untuk penelitian adalah mencit BALB/c
betina yang dibeli dari Pusat Veterineria Farma (Pusvetma), Yogyakarta, berumur
antara 6 sampai 8 minggu denpan berat badan rata rata 15 — 20 gram (Bonentfant

et al, 2001).
4.5 Instrumen Penelitian

Alat-alat yang diperlukan adailah:

—  Untuk imunisasi, digunakan mikropipet (10 pl) dan tips.
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—  Untuk flushing intestinal, digunakan alat berupa gunting, pinset, tabung
eppendort Plastibrand (Brand GmbH, Germany), Sentrifus Ilermle Z
2314 (Hermle AG, Germany) dan freezer-20°C.

—  Untuk ELISA, digunakan peralatar berupa Nunc — Immuno™ maxisorh
96 well microplate untuk ELISA (Nunc Int., Denmark), £7LIS4 Reader
Titertek Multiskan MCC/ 340 (Labsystems, Finland), tabung eppendorf
Plastibrand (Brand GmbH, Gemmany), tips untuk mikropipet (masing
masing 0,1 — 10 ul ; 40 — 200 pl dan 200 — 1000)), Sentrifus Hermle 7

2314 (Hermie AG, Germany), inkubator, refrigerator dan freezer -20"C.

4.6 Lokasi dan Waktu Penclitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pusat Antar Universitas

(PAU) Bioteknologi Fakuitas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta

mulail bulan Meci 2004 sampai Agustus 2004,

4.7 Prosedur Penelitian

Prosedur pelaksanaan penelitian terdiri atas beberapa tahapan sebagai

berikut

4.7.1 Tahap isolasi antigen

Antigen yang digunakan dalam penelitian berupa SPTAg dari takizoit 7.
gondii galur RH. Proses isolasi SPTAg sampai siap digunakan untuk vaksinasi
terdiri atas tiga tahapan. Tahap pertama vyaitu perbanyakan takizoit di dalam

tubuh mencit, kedua adalah isolasi SPTAg dari takizoit, dan ketiga adalah
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pengukuran kadar SPTAg vang telah diperolech. Tahapan tersebut dapat dininct
sebagal benikut berikut
a. Perbanyakan takizoit I, gondii

Takizoit 7. gondii yang diperbanyak berasal dari stabilat beku 77 gondii
galur RH yang disimpan dalam nitogen cair atau freezer — 70 °C di Laboratorium
Bioteknologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Setelah dilakukan thawing,
stabilat disuntikkan intraperitoneal pada mencit galur Swiss untuk perbanyakan
takizoit dengan dosis infeksi sebesar 1 x 107 per ekor mencit sebanyak tiga ekor
untuk pasase pertama dar stabilat. Hasil panen takizoit dari pasase pertama
disuntikkan lagi ke — 40 ekor mencit atau lebih untuk perbanyakan pasase kedua.
Sebagian sisanya {dari hasil pancn perbanyakan pasase pcrtama) dibuat sebagai
stabilat. Tujuan utama perbanyakan pasase kedua adalah memperoleh jumlah
minimal 1 x 10° takizoit untuk sckali proses isolasi. Apabila jumlah takizoit total
dari panen pasase kedua kurang dari 1 x 10° atau jumlah SPTAg yang diisolasi
masih belum mencukupi scsuai vang diharapkan, maka perbanyakan takizoit

dilanjutkan pada pasase selanjutnya.

b. Panen takizoit dan isolasi SPTAg

Takizoit dipancn dari cairan peritoncum mencit yang diinfeksi. Setelah
mencit dibunuh dengan cara dislokasi leher, dibaringkan dengan posisi terlentang
dan rongga abdomen dibuka. NaCl fistologis sebanyak 5 — 10 ml disuntikkan
secara intraperitoneal dalam rongga peritoneum.  Setelah maserasi untuk
homogenisasi, cairan dari rongga peritoneum kembahi dilmsap menggunakan

syringe dan ditampung dalam tabung konikal. Selanjutnya tabung konikal
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disentrifus menggunakan Megafuge 1.0 dengan kecepatan 3000 rpm selama 10
menit.

Apabila dalam pelct masih terdapat eritrosit maka dilakukan penambahan
amonium klorida dan diresuspensi. Hasil resuspensi kembali disentrifus selama
10 menit dengan kecepatan 3000 rpm setelah sebelumnya ditambahkan pula NaCl.
Setelah pelet bersih dari eritrosit, maka pelet kembali diresuspensi dalam NaCl
dan dilewatkan melalui jarum 27 G ke dalam tabung konikal bersih lainnya.
Suspensi takizoit yang telah dilewatkan jarum 27 G diperiksa dalam
hemositometer Neubeuer dan dihitung jumlzhnya.

Takizoit yang telah dipanen dan dihitung tersebut diresuspensi dalam
NaCl yang telah diisi dengan protease inhibitor PMSF | mM dan TPCK 10 ng/
ml. Selanjutnya suspensi takizoit disonikasi pada 180 m amplitudo, selama |
menit, sebanyak 10 kali. Kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm
selama 30 menit pada temperatur 4 °C menggunakan sentrifus Beckman J —
6B. Supernatan yang diperoleh merupakan antigen terlarut yang mengandung
semua jenis antigen sekretori dan ekskretori batk MIC, ROP maupun GRA.

SPTAg yang telah dipurifikasi kemudian diukur konsentrasi proteinnya
secara kuantitatif menggunakan BioRad Protein Assay, digunakan untuk vaksinasi

dan pelapisan (coating) pada mikroplate saat dilakukan ELISA.

¢. Pengukuran konsentrasi SPTAg

Pengkukuran konsentrasi SPTAg yang telah dipcroleh dilakukan dengan
menggunakan BioRad Protein Assay (Sigma Chem, USA). Sebelum dilakukan
pengukuran konsentrasi SP'U'Ag dani 7. gondii, terlebih dahutu dibuat kurva baku

standar menggunakan BSA (bovine serum albumine). Stok larutan BSA (1 mg
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BSA/ml H,0) masing masing diambil 5 pl (&), 10 pd (b), 15 pl (c) dan 20 pl (d).
Selanjutnya setiap mikrovolume stok BSA dicampur dengan 795 ul (a), 790 pl
(b), 785 pul (c) dan 780 pl (d) ddH,O (double destilated H,0) dalam setiap tabung
eppendorf.

Kemudian larutan BioRad Protein Assay ditambahkan pada semua tabung
eppendorf (a—d) dengan volume masing masing 200 pl. Setelah dihomogenisasi,
larutan BSA — Biorad — ddH,0O dibaca dengan spektrofotometer Beckman DU®
65 (Smithkline Beckman, USA) pada panjang gelombang 595. Hasil pembacaan
dengan spektrofotometer kemudian dibuat menjadi kurva baku standar untuk
penetapan kadar SPTAg dari 7. gondii galur RH.

Pada pengukuran kadar SPTAg, disiapkan 2 tabung eppendorf yang
sebelumnya telah diisi dengan ddH,O masing masing 798 ul dan 796 pul
Selanjutnya kedua tabung eppendorf tersebut diisi dengan 200 pl Biorad. SPTAg
dari 7. gondii yang dipcroleh kemudian diambil masing masing dengan volume 2
ul dan 4 pl dan dihomogenisasi. Setelah homogen masing masing eppendorf
dibaca dengan spektrofotometer Beckman DU® 65 pada panjang gelombang 595.
Nilai OD vyang diperoleh dari kedua sampel tersebut kemudian dikonverst
menggunakan kurva baku standar dari BSA. Hasil konvers) tersebut kemudian

dinyatakan scbagai kadar SPTAg dalam satuan pg/ul.

4.7.2 Imaunisasi
Imunisasi dilakukan sccara intranasal terhadap semua sampel dengan
meneteskan SPTAg (dalam PBS) dan ajuvan dalam nostril mencit BALB/c.

Imunogen yang digunakan adalah SPTAg dengan atau tanpa ajuvan CT. Dosis
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SPTAg vyang digunakan adalah 1,25 pg/ul (10 ug per ekor) (Debard et af, 1996).
Sedangkan dosis ajuvan yang diberikan yaitu CT dengan dosis 1ug per ekor
(Douce et al, 1997). Total volume rmunogen adalah 8 mi per ¢kor {(untuk 2
nosteril). Imunisasi dilakukan satu kali pada awal penelitian dengan meneteskan

imunogen pada kedua nostril mencit.

4.7.3 Pengambilan cairan mukosa (flushing).

Cairan mukosa saluran usus mencit diperoleh dengan flushing. Flushing
dilakukan dengan menggunakan 2-3 ml PBS yang mengandung 2nM PMSF, 10
ng TPCK, 0,02% NaN3, 5 mM EDTA, penisilin serta streptomisin (Modifikasi
dari Yun er al, 2000) ke dalam saluran usus halus yang sebelumnya telah
dipotong. Cairan flushing ditampung dalam eppendrof disimpan dalam 4°C
sclama 2 jam dan kemudian disentrifus 10,000 rpm selama 4  menit
Supernatan cairan flushing dipisahkan kemudian ditammpung dalam tabung
eppendorf. Cairan fushing vang tclah diproses tersebut selanjuthya disimpan
dalam freezer -20°C sampai saat evaluasi dilakukan dengan ELISA, Flushing
chlakukan 4 kali dengan interval 7 hari.

Adapun jadwal imunisasi dan pengambilan cairan ffushing dapat dilihat
pada tabel 4.1 berikut ini ;

Tabel 4.1. Jadwal imunisasi dan pengambilan cairan ffushing

Waktu Kegtatan
“Hari | Imunisasi o
_ Minggu | Pengambilan cairan mukosa ke-1 (flushing)
Mingpu H ~ Pengambilan cairan mukosa ke-2 (/ushing)
Minggu I11 | Pengambilan cairan mukosa ke-3 (fushing)
Minggu IV Pengambilan cairan mukosa ke-4 (flushing)
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4.7.4 Prosedur ELISA

Secara prinsip pengukuran titer imunoglobulin dilakukan dengan teknik
ELISA tidak langsung (indirect ELISA).

Antigen dilapiskan {coaring) pada microplate dengan konsentrasi 10 pg/ml
dan diinkubasi pada suhu 4°C selama 24 jam. Setelah 24 jam, dilakukan
pencucian dengan PBS-Triton X-100. Selanjutnya pada masing-masing sumuran
microplate ditambahkan cairan flushing dan diinkubasi pada 37°C selama satu
jam. Kemudian dicuci dengan PBS-Triton X100. Ditambahkan konjugat goat anii
mouse 1gA. alkaline phospatase yang diencerkan 1 : 1500 dan diinkubasi selama 1
jam pada 37°C. Microplate dicuci lagi dengan PBS-Triton X100. Kemudian
ditambahkan nitrofeniffosfat pada sctiap sumuran dan diinkubasi pada 37°C
selama 10-20 menit. Reaksi yang terjadi dihentikan dengan menambahkan H,SO,.
Hasi! pengukuran yang dinyatakan dalam nila1 kerapatan optic (Optical
Density,OD) dibaca dengan ELISA reader pada 405 nm. Pencucian pada setiap

tahapan dilakukan sebanyak 3 kali.

4.8 Cara Pengolahan dan Analisis Data

Data yang terkumpul yang diperoleh darni hasil pengukuran titer Ig A dani
cairan mukosa usus hewan coba masing-masing kelompok perlakuan difabulasi
dan dibuat grafik untuk disajikan secara desknptif. Kemudian dilakukan analisis
statistik dengan anava faktorial dan uji lanjut LSD dengan tingkat kepercayaan

95% (a=0,05).

Tesis Peningkatan Titer Imunoglobulin A Mukosa ... Mona Zubaidah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 42

Isolasi Antigen

3 KELOMPOK PERLAKUAN
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Flushing mukosa intestinal

OD IgA

!

Gambar 4.2 Skema prosedur penelitian
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BAB S

ANALISIS HASHL PENELITIAN

5.1 Hasil Penelitian
Hasil desknptif data penclitian adalah sebagai berikut

Tabel 5.1. Nilai OD pada tiap perlakuan dan tiap ulangan

Wakiu Perlakuan | Ulangan _| Rata-rata SD
1 2 3
PBS 041 | 028 | 0287 | 028 | 0317 | 0,062

Fey

Minggul | SPTAg | 0,706 | 0,660 L0,643 0,670 | 0,669 | 0,026
| | 026 |

1 SPTAgICT | 0322 | 0374 | 0485 | 0363 | 038 | 0,069 |

2

PBS | 0244 | 026 | 0286 | 041 | 0300 | 0075

Minggull | SPTAg | 047 | 0578 | 0502 | 0428 | 0494 | 0,063

SPTAg+CT | 0,621 | 0,539 | 0,541 0,567 0,567 0,038

PBS | 0287 | 0391 | 026 | 028 | 0306 | 0058 |

MingguIIl | SPTAg | 0422 | 0395 | 037 | 0429 | 0404 | 0027

SPTAg+CT | 0427 | 051 | 0747 | 0845 | 0632 | 0,19

0,295 | 0,066

PBS 0,391 | 0,244 0,26 0,287 1

Minggu : ) |
v SPTAg 0,391 | 0457 | 0333 | 0,292 0,368 | 0,072
SPTAg+CT | 0,7 | 042 0,634 0,45 0,551 0,137
Keterangan : PBS = Kelompok perlakuan dengan pemberian PBS
SPTAg - Kelompok perlakuan dengan pemberian SPTAg
SPTAg+CT =Kelompok perlakuan dengan pemberian SPTAg + CT
SD = Standar Deviasi

-

Tesis Peningkatan Titer Imunoglobulin A Mukosa ... Mona Zubaidah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga 44

Nilai OD Ig A positif bila :
OD rata-rata tiap perlakuan > jumlah rata-rata OD PBS + (2xSD PBS)

Dari perhitungan didapatkan OD Ig A positif bila > 0,438

Gambaran respon imun IgA berdasarkan nilai OD pada masing-masing

kelompok perlakuan (Tabel 5.1) adalah sebagai berikut:

Respon IgA

@ pes

W spTaAg
[0 sPTAg+CT

| i ] A"
Waktu Pengamatan (Minggu)

Gambar 5.1 Gambaran respon imun IgA pada tiap waktu pengamatan berdasarkan
rata-rata nilai OD
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Respon lgA

0D igA

PBS SPTAg SPTAg+CT

Perlakuan

A Minggu |

B Minggu il
[J Minggu Il
& Minggu IV

Gambar 5.2 Gambaran respon Imun IgA pada tiap perlakuan berdasarkan rata-

rata nilai OD

Untuk kelompok perlakuan dengan pemberian PBS sebagai kontrol, nilai

rata-rata OD tertinggi pada minggu I adalah 0,317. Perlakuan dengan pemberian

SPTAg menunjukkan nilai rata-rata OD tertinggi pada minggu I adalah 0,669, dan

terus menurun pada minggu-minggu berikutnya. Sedangkan SPTAg+CT, nilai

rata-rata OD terendah pada minggu I adalah 0,386 dan tertinggi pada minggu ITT

adalah 0,632. Untuk analisis statistik deskriptif secara lengkap tercantum pada

Lampiran 2 dan Lampiran 5.

5.2 Analisis Hasil Penelitian

Berdasarkan tingkat kepercayaan sebesar 95%, probabilitas 5%, maka

perbedaan dianggap signifikan jika p<0,05 dan tidak signifikan jika p>0,05.

5.2.1 Analisis statistik One Sample Kolmogorov Smirnov Test

Analisis ini digunakan untuk menguji distribusi normal data.
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Tabel 5.2 Hasil Analisis Kolmogorov Smirnov Test

PBS SPTAg | SPTAg+ Interpretas
o distribusi normal
P{ 0428 0,964 0,812 Tidak signifikan terhadap
distribusi normal
Minggull | Z { 0,647 | 0,406 0,504 Tidak signifikan terhadap |
distribusi normal |
P | 0,79 0,997 0,961 Tidak berbeda nyata terhadap
distribusi normal
Minggulll | Z | 0,757 0,495 0,467 Tidak signifikan terhadap
distribusi normal
P | 0616 | 0,967 0,981 Tidak signifikan terhadap
distnbusi normal
Minggu IV { Z | 0,602 0,377 0,538 Tidak signifikan terhadap
o , _ distribusi pormal
P | 0,861 0,999 0,934 Tidak signifikan terhadap
distribusi normal

Keterangan 3

P= probabilitas

Z= harga kurva normal

Hasil uji Kotmogorov Smirnov Test pada Tabel 5.2 menunjukkan hasil
yang tidak signifikan (p>0,05), dengan demikian data berdistribust normal
schingga data dapat dianalisis statistik paramctrik. Uji Kelmogorov Smirnov

selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran la-10

5.2.2 Analisis Anava faktorial

Analisis ini digunakan untuk mengetahui perbedaan dan interaksi antara

faktor-faktor yang ada.
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Tabel 5.3 Hasil analists Anava faktorial

Faktor Nilai F P Interpretasi |

Waktu 0,937 0,433 Tidak signifikan |

| Perlakuan 30,539 0,000 Signifikan ]

Interaksi Waktu-Perlakuan | 7,191 0,000 Signifikan f
Keterangan :

F = fisher(perbandingan rata-rata kuadrat perlakuan dan kesalahan)
P= probabilitas

Hasil analisis dengan anava faktorial pada Tabel 5.2 tersebut menunjukkan
faktor waktu tidak berbeda nyata (p>0,05). Sehingga dapat disimpulkan bahwa
keempat waktu yang diujicobakan tidak membenkan perbedaan OD yang
signifikan.Sedangkan untuk perlakuan dan interaksi antara waktu dan perlakuan
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05). Jadi perlakuan yang diujicobakan
memberikan perbedaan OD yang signifikan, demikian pula dengan berbagai
interakst terscbut, memberikan hasil OD I1gA yang berbeda nyata (signifikan).
Hasil wji ini sclengkapnva dapat dilihat pada Lampiran 3.

5.2.3 Analisis Uji Lanjut dengan Beda Nyata Terkecil (Least Significant

Different, LSD)

Ujt LSD i dilakukan untuk mengetahui lebth lanjut letak perbedaan dan

ineraksi darl masing-masing faktor yang dianalisis.

5.2.3.1 Waktu pengamatan (minggu)

Analisis ini dilakukan untuk mengetahut lebih lanyut letak perbedaan diantara

waktu pengamatan yang satu dengan yang berikutnya,
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Tabel 5.4 Hasil wii LSD untuk waktu pengamatan

48

Waktu pengamatan yang Signifikansi [nterpretasi i
dibandingkan i
Minggu [ ~ Minggu Il 0916 . Tidak berbeda nyata |
B Minggu H1 0,776  Tidak berbeda nyata
Minggu IV 0,148 Tidak berbeda nyata |
| Minggu Il Minggu IIT 0,858  : Tidak berbeda nyata |
i Minggu [V 0,178 | Tidak berbeda nyata
Minggu 11l Minggu IV 0,241 Tidak berbeda nyata

Uji LSD untuk perbandingan antara waktu pengamatan yang satu dengan waktu

pengamatan berikutnya, semua tidak berbeda nyata (p>0,05). Analisis LSD untuk

waktu pengamatan selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 4a. Namun, pada

hasil uji regresi didapatkan hasil yang signifikan (p<0,05) Hasil wji

selengkapnva dapat dilihat pada Tabel 5.5, tabel 5.6, Gambar 5.5 dan Gambar 5.4

serta lampiran 5.

Perlakuan :SPTAg

oy
Regression 2
Residuais 13
o= 44,15854

Sum of 3quares Mearn Squars
21734252 L14867126
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Signifikansi F = .3ZU00

Tabel 5.3 Hasil uji regrest untuk waktu pada pertakuan SPTAg
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Gambar 5.3 Hasil gambaran kurva uji regresi waktu pengamatan pada perlakuan
dengan mengounakan SPTAg+CT
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Gambar 5.4 Hasil gambaran kurva uji regresi waktu pengamatan pada perlakuan
dengan menggunakan SPTAg

5.2.3.2 Perlakuan

Analisis ini dilakukan untuk mengetahui lebih lanjut letak perbedaan

diantara perlakuan yang diujicobakan terhadap OD IgA.
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Tabel 5.7 Hasil Uji LSD untuk perlakuan

m@man Signif'ikansi [ Interpretasi
PBS |  SPTAg | 0,000 Signifikan -
SPTAg+CT 0000 | Signifikan
SPTAg SPTAg + CT 0,114 " Tidak signifikan

Uji LSD perbandingan antara periakuan dengan perlakuan, menunjukkan
hasil yaitu PBS dengan SPTAg berbeda nvata (p< 0,05), demikian pula PBS
dengan SPTAg ditambah ajuvan CT menghasilkan perbedaan yang nyata
(p<0,05). Sedangkan SPTAg dan SPTAg ditambah ajuvan CT tidak berbeda nyata

(p>>0,05). Hasil analisis ini secara lengkap terdapat pada Lampiran 4b.

5.2.3.3 Interaksi waktu pengamatan dan perlakuan
Analisis ini untuk mengetahui Jebih lanjut letak interaksi antara waktu
pengamatan (pengambilan flushing) dan perlakuan, Hasil analisis ini

selengkapnyva dapat dilihat pada Lampiran 4c-4f.
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Tabel 5.8 Hasil Uji LSD terhadap waktu pengamatan dan perlakuan

(S—

Waktu pengamatan“—_;_)e__r-lﬁkuan Rata-rata + SD
Minggu [-PBS o 0,317 + 0,062
Minggu [I-PBS 0,300°  + 0075
| Minggu 1II-PBS 0,306° & 0058
IMinggu TV-PBS 0,296 + 0,006
Minggu iI-SPTAg 0,670° + 0,027
Minggu II-SPTag 0,495° + 0,063
[Minggu III-SPTAg 0,404+ 0,027
| Minggu IV-SPTAg 0,368  + 0,072
'm‘ggu I-SPTAg+ CT 0,386° + 0,070
Minggu 1I- SPTAg + CT 0,567°  + 0,038
| Minggu I11- SPTAg + CT 0,632° + 0,196
L"M'inggu IV-SPTAg + CT 0,551° + 0,137
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Keterangan: Apabila mengandung koefisien dengan hurut yang sama berarti tidak

stgnilikan.
Contoh :

0,317" berarti interaksi antara Minggu [-PBS tidak berbeda
nyata dengan Minggu [I-PBS (0,300% ), tetapi berbeda nyata
dengan Minggu 1-SPTAg (0,670%),
-~ 0,404 berarti interaksi antara Minggu [I-SPTAg tidak
berbeda nyata dengan Minggu [V-SPTAg (0,368%) dan juga
Minggu 1-SPTAg+CT (0,368%), tetapi berbeda nyata dengan
Minggu TII-SPTAg+CT (0,632°).
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BAB6

PEMBAHASAN

Penentuan titer JgA dalam cairan mukosa usus dapat didasarkan pada nilai
kerapatan optik (Uptical Density, OD) dengan teknik ELISA. Nilai OD pada
ELISA merupakan kuantifikasi yang didasarkan pada perubahan warna dan reaksi
enzim — substrat dan dibaca dengan suatu spektrofotometer vaitu ELISA reader.
Perubahan warna yang dikuantifikasi menjadi nilai OD tersebut berbanding lurus
dengan respon imun yang diukur. Respon IgA dinyatakan positif apabila memiliki
nilai OD lebih besar atay sama dengan jumiah dari rata rata OD kontrol negatif
ditambah dengan dua kali deviasi standar dari nila: O kontrol negatif (Paul,
1999; Aubert er al, 2000).

Berdasarkan uji statistik anava taktorial dan ujt LSD (Tabel 5.3, Tabel 5.4
serta lampiran 4a) ternyata waktu pengambilan cairan mukosa usus (flushing)
tidak berpengaruh terhadap respon imun IgA, tetapi dengan ujt regresi (Tabel 5.5
dan Tabel 5.6) didapatkan hasil yang signifikan (p<0,035). Sedangkan pada
perlakuan serta interaksi antara waktu dan perlakuan didapatkan hasil yang
signifikan (p<0,05) (Tabel 5.3 dan Tabel 5.8 serta Lampiran 4c-4f). Im
menunjukkan bahwa perlakuan dengan pemberian SPTAg dan SPTAg ditambah
CT menyebabkan perbedaan respon imun IgA yang berbeda nyata dibandingkan
PBS sebagai kontrol perfakuan. Hasil pemelitian ini secara umum sesual dengan

laporan sebelumnya yang menyatakan bahwa penggunaan SPTAg intranasal
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menyebabkan perubahan pola atau profil respon imun IgA pada cairan mukosa
usus (Subekti dan Arrasyid, 2002).

Kelompok mencit yang diimunisasi intranasal menggunakan SPTAg tanpa
ajuvan ternyata dapat menginduksi respon IgA sejak minggu pertama dan terus
menurun sampai akhir pengamatan yaitu minggu keempat. Hal ini dapat dilihat
dari milai OD pada minggu 1, yaitu 0,67 dan pada minggu IV, yaitu 0,386 {Tabel
5.1, Gambar 5.1 dan 5.2). Hasil tersebut didukung dengan analisis statistik,
penggunaan SPTAg tanpa ajuvan pada minggu I memperlihatkan perbedaan yang
signifikan dibandingkan penggunaan SPTAg pada minggu I sampat minggu IV
(Tabel 5.8 dan Lampiran 4¢-{).

Akan tetapi, sebaliknya pada kelompok dengan menggunakan ajuvan CT,
menunjukkan respon [gA vang lebih rendah pada minggu pertama (0,386), tetapi
kemudian diitkuti peningkatan yang nyata pada minggu ketiga (0,632} dan
mempertahankan respon IgA sampai minggu keempat (0,551) (Tabel 5.1, Gambar
5.1 dan 52). Analisis statistik menunjukkan bahwa perlakuan menggunakan
SPTAg dengan ajuvan CT juga memperlihatkan adanya hasil vang signifikan pada
respon imun [gA mingguan yang diamati (p<0,05). Perbedaan yang sigmfikan
terjadi antara minggu pertama, yang merupakan titer terendah, dengan minggu
ketiga, yang merupakan puncak respon imun IgA pada permukaan mukosa usus.
Sedangkan pada minggu kedua dan minggu keempat didapatkan perbedaan yang
tidak signifikan dibandingkan dengan minggu ketiga (Tabel 5.8 dan Lampiran 4¢-
4f}. Hal ini mendukung profil respon IgA yang diindukst dengan ajuvan CT yang
cenderung menurun secara perlahan karena milai OD yang tidak signifikan pada

interval tiga minggu tersebut (Gambar 5.1, Gambar 5.2 dan Lampiran 5 }.
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Respon 1gA pada mukosa usus pada imunisasi intranasal menggunakan
SPtAg tanpa ajuvan walaypun dapat mentmbulkan IgA lebih cepat daripada
dengan ajuvan, tetapi tidak dapat bertahan lama. Kondisi demikian juga terjadi
pada penelitian serupa sebelumnya (Debard ef a/, 1996, Subekti dan Armasyid,
2002). Diduga bahwa secara natural, IgA akan berasosiasi dengan lapisan mukus
dipermukaan mukosa usus, sedangkan yang berada dalam {umen saluran usus
akan mudah mengalami degradasi schingga konsentrasi dapat menurun secara
cepat. Pada pengambilan sampel, IgA yang diperoleh pada umumnya adalah IgA
dalam lumen mukosa, sehingga adanya degradasi IgA dalam mukosa usus
kemungkinan discbabkan oleh beberapa flora normal di saluran usus (Kilian and
Russell, 1994). Sedangkan pada imumsasi dengan menggunakan ajuvan, Ig A
tetap bertahan di dalam lumen usus, hal i dapat diasumsikan bahwa bakteri di
dalam ajuvan dapat mengurangi terjadinya degradas: IgA oleh flora normal,
Beberapa hasil penelitian lain sebelumnya telah menunjukkan bahwa penurunan
IgA yang cepat dapat terjadi dalam kurun waktu 1 sampai 2 minggu setelah
imunisasi tanpa menggunakan ajuvan (Debard ¢/ af, 1996; Subekti dan Arrasyid,
2002).

Penggunaan ajuvan CT pada minggu awal akan menyebabkan supresi
temporer yang menyebabkan respon imun imunoglobulin menjadi rendah.
Namun demikian sekitar dua sampai tiga minggu setelah imunisasi terakhir akan
terjadi peningkatan respon imun IgA yang nyata. Hal demikian telab dilaporkan
oleh Subekti dan Arrasyid (2002) yang menyatakan, bahwa puncak titer IgA
mukosa usus terhadap SPTAg dicapal pada minggu keempat sampal kelima

sctelah dilakukan booster pada minggu kedua  Debard ef af (1996) juga
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melaporkan bahwa penggunaan ajuvan CT secara nvata akan menginduksi
peningkatan fgA mukosa usus dan mencapal puncak sekitar tiga minggu
berikutnya (kurang lebih duapuluh lima har).

Rendahnya respon 1gA pada kelompok dengan menggunakan ajuvan pada
fase awal, terjadi karena secara teoritis penggunaan ajuvan CT akan menyebabkan
suprest temporer di fase awal akibat deplesi populasi ltimfosit T (sel T) khususnya
sel Th di lokasi induksi, yaitu di mukosa nasal atau hidung. Supresi tersebut
disebabkan oleh peningkatan aktivitas cAMP intrasehuler pada sel T (Yamamoto
et al, 1999; Bowman and Clements, 2001). Apabila sel T yang teraktivasi
mengalami deplesi maka jumlah populasi sel T teraktivast vang akan bermigras:
juga akan menurun. Menurut Sminia and Kraat (1999) sel T yang teraktivasi di
mukosa nasal akan bermigrasi ke dalam sistem sirkulasi (sistemik) dan
selanjutnya akan menuju mukosa usus. Apabila jumlah sel T teraktivasi yang
bermigrasi menurun maka aktivasi sel B juga mengalami reduksi sehingga respon
vang terjadi suboptimal.

Supresi yang terjadi tidak berlangsung lama dan segera mengalami
pemulihan. Pemulihan tersebut terjadi mengingat bahwa sitokmn yang
menginduksi switching IgA pada mukosa usus dihasilkan dalam jumlah relatif
tinggi dibanding dalam serumn yang berpengarub pada respon igM maupun 1gG.
Sitokin sepertt IL 5, IL 6 dan TGFB merupakan induktor untuk sel plasma dalam
berdeferensiasi mensckresikan IgA (Kim ef al, 1998; Mestecky et aif, 1999;
Abbas ef al, 2000). Lebih lanjut dinyatakan bahwa IL 5 dihasilkan sel Thp
sedangkan IL 6 dan TGFp dihasilkar oleh set T, makrofag maupun sel epitel yang

banyak ditemukan dipermukaan mukosa usus {Mestecky ef al, 1999, Abbas ¢f al,
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2000). Kenyataan tersebut berimplikasi bahwa produksi 1. 6 dan TGFp yang
berperan penting dalam induksi sekresi IgA oleh sel plasma akan tersedia relatif
tinggi di mukosa usus dibanding sistemik sehingga peningkatan respon IgA dalam
mukosa dapat segera terdeteksi dalam waktu satu minggu berikutnya (dua minggu
setelah penggunaan ajuvan CT). Staats and Emis (1999) juga menyatakan bahwa
penggunaan CT sebagai ajuvan akan dapat meningkatkan respon IgA secara nyata
dalam mukosa usus. Hal tersebut terbukti pada hasil peneliian ini yang
menunjukkan pada minggy kedua sampai keempat respon JgA tetap terdeteksi
dengan kecenderungan penorunan yang relatif perlahan (Gambar 5.1 dan 5.2).
Penggunaan ajuvan CT juga akan mempertahankan respon IgA spesifik terhadap
SPTAg vang akan tetap lebih tinggi disbanding dengan perlakuan imunisasi
intranasal tanpa ajuvan pada minggu minggu selanjutnya seperti dilaporkan
Subekti dan Arrasyid (2002),

Hasil penelitian ini secara umum memperlthatkan bahwa penggunaan
ajuvan CT meskipun diaplikasikan sccara intranasal tetap mampu menginduksi
peningkatan dan perubahan profil respon imun IgA yang lebih baik dibanding
imunisasi intranasal menggunakan SPTAg tanpa ajuvan. Penelitian lain yang
dilaporkan oleh Debard ef af (1996) memperlihatkan hasil serupa dalam induksi
respon imun IgA meskipun antigen yang digunakan berbeda. IgA merupakan
imunoglobulin utama yang berperan penting dalam respon imun adaptif pada
mukosa usus. IgA dapat berinteraks: secara sincigis dan aditif dengan lapisan
mukus pada mukesa usus untuk menetralisir mikroorganisme infeksius yang
masuk ke dalam tubub melalui saluran pencernaan. Adanya peningkatan respon

imun IgA dan kemampuan mempertahankannya dalam jangka waktu lebth lama
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diharapkan akan memberikan proteksi awal yang akan mereduksi dan mencegah

serta mengeliminasi kemungkinan masuknya mikroorganisme ke sistem sirkulasi.

Tesis : Peningkatan Titer Imunoglobulin A Mukosa ... Mona Zubaidah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Dari hasil dan analisis penelitian ini, dapat disimpulkan sebagai benkut :

1. Imunisasi menggunakan SPTAg tanpa ajuvan CT dan SPTAg dengan ajuvan
CT yang diaplikasikan intranasal dapat meningkatkan respon imun [gA
dibandingkan dengan kontrol (PBS).

2. Waktu pengamatan berpengaruh terhadap IgA mukosa usus akibat pemberian
SPTAg dan SPTAg dengan ajuvan CT yang diaplikasikan intranasal.

3. Terdapat intcraksi antara waktu pengamatan dengan perlakuan terhadap

peningkatan IgA mukosa usus,

7.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan jenis protein
7. gondii yang berbeda.
2. Perlunya variabel lain yaitu kadar beberapa sitokin seperti 1L 4, ILS, IL6,
1L13, IL 12, IFNy maupun TGF§ untuk menunjang pengungkapan yang
lebih rinci terhadap perbedaan dan perubahan profil respon imun yang

diinduksi oleh ajuvan CT
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Lampiran La

Means
Optical Density igA ~ Waktu Pengamatan {Minggu}
Optical Density 1gA

Waktu Pengamatan Mean Std. Deviation N

Minggu [ 45764 16716 12
Mirggu 1l .45383 13002 12
Minggu 1 44742 17888 12
Minggu vV AD492 14258 12
Totat A4085 15231 48

Optical Density igA * Perfakuan (Antigen)
Optical Density igA

[ﬂmakuan {Antigen) Mean Std. Deviation N
PBS 30469 5.9315E-02 16
Ag 48410 .12893 16
AgCT 53406 14666 16
Total 44095 5231 48

UJi NORMALITAS DISTRIBUS! DATA

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu |, Perlakuan (Antigen) = PBS

One-Sample Kolmogorov-Smimov Tedt

Oplical

Density lgA

N 4
Normal Parameters2b  Mean 31725
Std. Deviation 6.1835E-02

Most Extreme Absolute 438
Differences Positive 438
Negative - 307

Kolmogorov-Smimov Z 875
Asymp. Sig. (2-tailed) A28

4. Test distribution is Normai,

b. Calculated from data.

¢ Wakiu Pengamatan {(Minggu) = Minggu |, Perlakuan
(Antigen} = PBS
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Lampiran 1b

Waktu Pengamatan {Minggu) = Minggu {, Periakuan (Antigen) = Ag

One-Sample Kolmogoroy-Smimov Tedt

Onptical
Density IgA |
N 4
Normal Parametersa?  Mean 86967
Std. Deviation 2.6612E-02
Most Extreme Absolute .250
Differences Positive .250
Megative -.164
Kolmegorov-Smirmov Z 500
Asymp. Sig. (2-tailed) .964

a. Test distnbution is Normal.
b. Calculated from data.

C. Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu {, Perlakuan
(Antigen) = Ag

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu |, Perlakuan
(Antigen) = AgCT

One-Sample Kolmogorov-Smimov Tedt

Optical

Density igA

N 4
Normal Parametersa?  Mean .38600
Std. Deviation 6.9890E-02

Most Extreme Absolute 318
Differences Positive 318
Negative -.179

Kolmogorov-Smimov Z 837
Asymp, Sig. (2-tailed) 812

a. Test distribufion is Normal.
b. Calculated from data.

€. Wakiu Pengamatan (Minggu} = Minggu |, Pedakuan
(Antigen) = AgCT
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Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu li, Perlakuan
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(Antigen) = PBS
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Tedt
Optical
Density IgA |
N 4
Nomal Parameters2t  Mean 30000
Std. Deviation 7.5348E-02
Most Extreme Absolute 324
Differences Positive 324
Negative -229
Keoimogoerov-Smimov Z 6AT7
Asymp. Sig. (2-1ailed) .796

a. Test distribution is Normal,
b. Calculated from data.
€. Waktu Pengamatan {Minggu} = Minggu 1I, Perlakuan

(Antigen) = PBS

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu I, Perlakuan

(Antigen) = Ag

One-Sampie Koimogorov-Smirnov Test

Optical

Density igA

N 4
Normal Parameters22  Mean .48450
Std. Deviation 6.3380E-02

Most Extreme Absolute 203
Differences Positive 203
Negative -.156

Kolmogoroy-Smimov Z 406
Asymp. Sig. {2-tailed) 8997

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
€. Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu ||, Perlakuan

(Antigen) = Ag
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Lampiran 1d

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu I, Perlakuan
(Antigen) = AgCT

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Optical

Density IgA

N 4
Normal Parameters@b  Mean 56700
Std. Deviation 3.8192E-02

Most Extreme Ahsolute 252
Differences Positive .252
Negative =232

Kolmogorov-Smimov 2 504
Asymp. Sig. (2-tailed) 981

a. Test distribution is Normal.
b. Calcuiated from data.
. & Waktu Pengamatan (Minggu} = Minggu If, Perlakuan
(Antigen) = AgCT
Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu Ill, Perlakuan
(Antigen) = PBS

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Optical
Density igA |
N 4
Normal Parametersab  Mean 30600
Std. Deviation 5.8029E-02
Most Extreme Absolute .378
Differences Positive 278
Negative -214
Kolmogoroy-Smitmov Z JI57
Asymp. Sig. (2-tailed) 616

4. Test distibution is Normal.
b. Calculated from data.

C. Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu ill, Perlakuan
(Antigen) = PBS
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Lampiran le

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu I, Perlakuan
{Antigen) = Ag

One-Sampie Kolmogorov-Smimov Test

Opficat

Density IgA

N 4
Normal Parametersat  Mean 40400
Std. Deviation 26994E-02

Most Extreme Absolute 248
Differences Positive A77
Negative -.248

Kolmogorov-Smimov Z 485
Asymp. Sig. (2-tailed) 967

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

€. Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu fl{, Perlakuan
{Antigen) = Ag

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu Wi, Perlakuan
(Antigen) = AgCT

One-Sample Kolmogorov-Smimov Test

Optical
Density IgA |
N 4
Normal Parameters#?  Mean 83225
Std. Deviation 19822
Most Extreme Absolute 233
Differences Positive 233
Negative =221
Kolmogoroy-Smimov Z AB7
Asymp. Sig. {2-tailed) .981

8. Test distnbution is Normmal.
b. Calculated from data.

€. Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu I, Pertakuan
(Antigen) = AgCT
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Lampiran if

'Wakty Pengamatan (Minggu) = Minggu IV, Perlakuan
{Antigen) = PBS
One-Sample Kolmogorov-Smimov Test

Opticel”

Dansity Igé_

N 4
Normal Parameters2?  Mean 29550
Std. Deviation 6.8093E-02

Most Extreme Absolute 301
Differences Positive 301
Negative -.218

Kolmogorov-Smirnov Z 807
Asymp. Sig. (2-tailed) 861

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

€. Waktu Pengamatan {Minggu) = Minggu IV, Pertakuan
{Antigen) = PBS

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu IV, Perlakuan
(Antigen) = Ag

One-Sample Koimogorov-Smimov Tedt

Optical
Density IgA |
N 4
Nomal Parametersat  Mean 36825
Std. Deviation 7.1785E-02
Most Extreme Absolute 188
Differences - Positive 188
Negative -144
Kolmogorov-Smirmov Z 377
Asymp. Sig. (2-tailed) 599

a Test distribution is Normal.
b. Calcuiated from data.

C. Waktu Pengamatan {Minggu) = Mingguy IV, Perakuan
{Antigen) = Ag
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Periakuan

Waktu Pengamatan (Minggu) = Minggu IV,

{Antigen) = AgCT
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Optical

Density 1gA

N 4

Normal Parameters@P  Mean 55100

Std. Deviation 13718

Most Exirems Absolute 269

Differences Positive 269

Negative - 227

Kolmogorov-Smimov Z 538

Asymp. Sig. (2-tailed) 934

a. Test distribution is Normal.
b. Calcutated from data.
¢. Waktu Pengamatan {Minggu) = Minggu IV, Periakuan

(Antigen) = AQCT
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Univariate Analysis of Variance

Between-Subjects Factors

. Value Lahel N
Wakiu Pengamatan 1 Minggu | 12
{(Minggu) 2 Minggu it 12
3 Minggu il 12
4 Minggu IV 12
Perakuan (Antigen) O FBS 16
1 Ag 16
2 AQQT 16
Descriptive Statistics
Dependent Variable: Optical Density IgA
Wakiu Pengamatan _ perlakuan (Antigen) | Mean | Std. Deviation
Minggu | PBS 21725 6.1835E-02 4
Ag 66967 2.6612E-02 4
AgCY .38600 8.9600E-02 4
Total 45764 6716 12
Minggu it PBS .30000 7.5348E-02 4
Ag 49450 6.3380E-02 4
AgCT 56700 1 3.8192E-02 4
Total 45383 13002 12
Minggu Il PBS 30600 5.8029E-02 4
Ag 40400 2.6004E-02 4
AgCT 83225 19622 4
Total A4742 17888 12
Minggu IV PBS .29550 6.6093E-02 4
Ag .38825 7.1765E-02 4
AQCT 55100 13718 4
Total 40492 .14258 12
Total PBS .30469 5.9315&-02 18
Ag 48410 .12893 16
AgCT 53406 .14666 18
Total .44095 15231 48
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Dependent Vanable: Optical Density igA
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Uji Anava faktorial
Tesis of Between-Subjects Effects

Type 1t Sum
Source of Squares df _| Mean Square F Sig. |
Corected Model 816% 11 7.417E-02 9.731 .000
Intercept $.333 1 9.333 | 1224.35 000
TIME 2.142E-02 3 7.139E-03 .837 433
TRIAL 466 2 233 30.538 000
TIME * TRIAL 329 13) 5482E-02 7191 .000
Error 274 38 7.623E-03
Total 10.423 48
Corracted Total 1.090 47

a. R Squared = .748 (Adjusted R Squared = .671)
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Estimated Marginal Means
1. Waktu Pengamatan (Minggu)

Estimates
Dependent Variable: Optical Densily 1gA
Wakiu Pengamatan
{Minggu) Mean Std. Error
Minggu | 458 025
Minggu it 454 D23
Minggu il 447 025
Minggu IV 405 .025
Palrwisa Comparisons
Depsndent Varlable: Optical Density igA
Mean
(I waktu Pengamatan  (J) Waktu Pengamatan | Difference
] (Minggu) (Minggu) (1-J) Std. Error Sig.”
Minggu i Minggu !i 3 806E-03 036 916
Minggu I 1.022E-02 036 T76
Minggu v 8.272E-02 .038 148
Minggu It Minggu Hi 6.417E-03 038 .B58
Minggu IV 4 892E-02 036 .178
Minggu Minggu IV 4 250E-02 {36 241

Based on estimated marginal means
a. Adjustment for multiple comparisons: 1 sast Significant Difference (equivalent to no

adjustments).
Univariate Tests
Dependent Variable: Optical Density IgA
Sum of .
Squares df Mean Square F Sig.
Contrast [2.142E-02 3 7.139E-03 .37 433
Efror 274 36 7.8623E-03

The F tests the effect of Wakiu Pengamatan (Minggu). This test is based on the
linearly independent pairwise comparisons among the estimated marginal

means.
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Lampiran 4b

2. Perlakuan {Antigen)

Estimates
Dependent Vanabte: Oplical Density 1gA
|_Perakuan (Antigen] Mean Std. Eqror
PBS 305 022
Ag 484 022
AgCT 534 022
Pairwise Comparisons

Dependent Variable: Optical Density 1gA

Mean
Difference
| (1) Perfakuan Antigen) (J) Perlakuan (Antigen} | — ¢y) | St Ervor | Sig?
PBS Ag ~ 179 031 | 000
AgCT -229 031§ 000
Ag AGCT 4 G9BE02 a1 | 114

Based on estimated marginal means

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Signifiicant Difference (equivalent

to no adjustments),

Univariate Tests

Dependent Variable: Optical Density igA

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Contrast A55 2 233 30539 000
Error 274 36 7.623E-03

The F tests the effect of Parlakuan (Antigen). This test is based on the linearly
independent pairwise comparisons among the estimated marginal means.
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Pengaruh Kombinasi Waktu* Antigen

Dependent Variable: Optical Densily IgA

Multiple Comparisens

LS
!
Meun e
Difference 935% Confidence Interval
(HLSD (N 1.5D {I-h Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Minggu I*PBS Minggu I*PBS .
Minggu I*Ag -352417* 061737 J08 -47762 -22721
Minggu [*AgCT -.068750 061737 273 -.19396 05646
Minggu II*PBS 017250 061737 L7182 - 10796 14246
Mingguli¥Ag T | 1772504 061737 007 -30246 -05204
Minggu II*AgCT ]| -249750% 0617371 000 -37496 -.12454
Minggu III*PBS 011250 061737 856 -, 11396 13646
Minggu lIi*Ag -086750 061737 .16y -21196 03846
Minggu II*AgCT = 3150004 061737 000 - 44021 - 18979
Minggu IV*PBS 021750 061737 727 -.10346 14696
Minggu IV*Ag - 051000 061737 | 414 -17621 07421
Minggu [V*AgCT ~. 2337504 0681737 001 -.35896 - 10854
Minggu [*Ag Minggu I*PBS 352417% 061737 000 22721 47762
Minggu [*Ag
Minggu I*AgCT .2B36674 061737 | .000 15846 40887
Mingeu II*PBS 3690674 064737 RELT 24446 A9487
Minggu 1I*Ag 1751674 061737 | 007, 04996 30037
Minggu II*AgCT 102667 061737 05 -02254 22787
Minggu [IT*PBS S63667% 061737 Q00 23846 ARBB7
Minggu If[*Ag 265667 061737 000 14046 39087
Minggu [II*AgCT 037417 061737 548 -08779 16262
Minggu IV**BS 3741674 061737 000 24896 49937
Minggu IV*Ap 3014175 2061737 RiHY) 17621 A2662
Minggu TV*AgCT 118667 061737 63 - 00654 24387
Minggu [*AgCT Minggu I*PBS 068730 061737 273 -.03646 19396
Minguu [*Ag - 2836674 . 061737 000 -.40887 -.15846
Minggu [*AgCT
Minggu 17*P13S 086000 D6l737 472 - 053921 2121
Minggu li*Ag - 108300 061737 £87 -23371 01671
Minggu II*AgCT - 1810004 061737 06 -.30621 -05579
Minggu HI*PBS JLB0000 061737 203 -04521 205210
Minggu l*Ag -018000 Do1737 T2 - 1432 0721
Minggu lF*AgCT -.246250% 061737 D00 -37146 - 12104
Minggu IV*PRS 050500 061737 151 -03471 21571
Minggu IV¥Ag 017750 061737 75 -10746 14296
Mingau IV*AgCT - 165000 L6737 N1 -29021 -03979
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Dependent Variahle: Optical Density Igh

Multiple Comparisons

(50
Mean .
Difference 95%, Confidence Interval
(DLSD (J) LSD (-1} Sid. Error jg Lower Bound | Upper Bound
Minggu IFPBS  Minggu FPBS 0172501 061737 182 T 14246 1079

Minggu [*Ay -.369667% 061737 000 - 49487 -.24446
Minggu 1*AgCT -.086000 061737 172 -21121 03921
Minggu [[*PBS
Minggu II*Ag -, 194500 0617371 003 31971 -.06929
Minggu II*AgCT -.267000‘1 061737 000 -.39221 -.14§79
Minggu TH*PBS -.006000 061737 923 - 13121 11921
Minggu HI*Ag -.104000 0617371 101 -22921 02121
Minggu HI*AgCT | - 3322504 061737 | 000 - 45746 -20704
Minggu IV*PBS 004500 061737 942 -.12071 12971
Mingpu IV*Ag -.068250 061737 276 - 19345 05696
Minggu IV*AeCT | -251000 061737 000 37621 12579

Minggu II*Ag Minggu I*PB3S 177250% 061737 007 05204 30246
Minggu I*Ag 1751679 061737 007 -30037 -04996
Minggu I*AgCT 108500 061737 087 -01671 23371
Minggu T1*PBS 1945001 061737 003 06929 31971
Minggu I1*Ag
Minggu [[*AgCT - 072500 D61TIT| 248 19771 05271
Minggu II*PBS 1885004 061737 004 06329 3371
Minggu 1i1*Ag .090500 06t737 [ .151 -.03471 21571
Minggu HI*ACT | - 137750 0617371 032 -.26296 01254
Minggu IV*PBS 1990004 061737 003 07379 32421
Minggu [V*Ag 126250+ 061737] 048 00104 25146
Minggu IV*AsCT | -056500 0617371 366 - 18171 DORTL

Minggu II*AgCT  Minggu I*PHS 249750 061737 000 12454 37496
Minggu I*Ag - 102667 061737 105 -22787 02254
Mingeu [*AgCT 181000 0617371 006 {05579 30621
Minggu H*PBS 2670009 061737 [ 000 14579 39221
Minggu [I*Ag 072500 0617371 248 05271 19774
Minggu II*AgCT
Minggu UI*PBS .26 1000 0617371 000 13579 38621
Minggu HI*Ag 163000% 061737 | 012 03779 28K2L
Minggu HE*ACT | -.065250 061737 | 208 - 19046 05996
Minggu [V*PBS 271500% 061737 000 .14620 39671
Minggu [V*Ag .198750* 061737 003 07354 32396
Minggu [V*AgCT 016000 061737 797 -.10921 4121
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Dependent Variable: Optical Density [gA
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Multiple Comparisons

L.SD
Mean
Ditference 95% Confidence Interval

(1} 15D (J) LSD {I-J} Std. Error Sip. | Lower Bound | Upper Bound

Minggu III*PBS Minggu [*PI3% -M1250 061737 856 - 13646 1396
Minggu [*Ag -.363667% 061737 .000 -A88%7 -23846
Minggu 1*AgCT = OR0000 061737 203 -.20521 JH32
Minggn 11¥PBS 006000 061757 913 - 11921 13121
Mingeu H*Ag - 188500% 061737 004 =31371 -.06329
Minggu [*AgCT - 2610004 61737 000 -.38621 -.13579
Minggu [IHFPRS
Minggu HI*Ag - 098000 061737 121 -22321 12721
Mingeu II*AgCT -326250% 001757 L -A5146 -200104
Minggu IV*PBS 019500 061737 866 - 11471 13371
Minggu IV¥*Ag -062250 061737 320 - 18746 06296
Minggu IV¥ACT - 2450060 061737 000 -.37021 -.11979

Mingou HI*Ag Minggu FPBRS NROTSN 061737 169 =03846 2196
Minggu [* &g - 2636677 061737 Aot -.30087 S ETIET
Minggu PAgCT I E{EY D61737 772 - 14072 RERRS
Minggu 11#PBS D400 061737 ol -02171 2392
Mingeu [1FAg ~B0300 AGIT37 NS -21571 34T
Ainggu FPFACT - 1H3000% NI FRYS 012 - I8R2 S03TT
Mingou HIFPBS ARISOD0 61757 A2 - 42721 22370
Mingou HI"Ax _
Aingou H*ASCT -.228250} H61737 i -33348 SR 1LELLE
Minggu IVEPBS A0E300 061737 087 -01671 TRT]
Mingeu IV¥Ag AI3TE0 61737 269 -804 e rsn
AMinggu IVEALCT = 1470009 ab7i7 023 -2722 ».U_"-'Il

Mingau [[F*AeCT  Mingau [*PBS L5000 061737 ALY 897G 4021
Minggu FFAg -N37417 061737 548 -.16262 18770
Mingou 1%ApCT 2462504 061737 A0H) 2104 3710
AMingou 11*PBS RERRI L 61737 Do J0T7nd A5 4A
AMingga T Ag J377500 G177 4332 REFERDS J2R2YA
Mingau FAgCT BHOS2EY 06YFIT 203 - DIRGYG REET
Mingeu P8BS 3262807 AH1737 Y 2010 A3 14n
Mineou [HT*Ag VIDRIRGE 061737 o1 0504 35340
Vinggu H1FAUT
aMinugu IVEPBS ERUYEL: 1737 it RIVES ETNIN
Minggu VA adinne Dal1737 A JARTY RE S
Minggu NWEALCT KR A Dei737 u - -390 LN
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Suoithiic L swpayisoss

Mean
Difference | 93 Contidence imenal |
18D ihisl (- sed. Ermor wia, [ ower Bound | Upper Bound
Minggu v APBS Minggu PPBY —O11750 61737 327 - 46910 L0396
Aingeu 1% Az 3741678 661737 00 - 40937 - 24896
Minggu [ 42OV RO el 73 AZ -28571 347
Mingeu 17FBS - 004300 N aVEN) G4z -.32971d A2071
Minggu H¥Ag - 1990 Ry AN AR B | VRN LY
Minggu AT - 2ATIR00¥ 61737 00 -a5671 - 14029
Mingou m*eBs — O30 61737 Koo - 13071 1471
Mingsu HI*Ag - 108300 061737 087 23371 01T
Minggu [IFAeCT | 3367509 D61737 000 - 46196 -21154
Minggu FVFBS
Mingeu 1V Ay -072750 R WEY) Sy -.J9796 {5246
Minguu IVEALCY - 2335007 461737 RU T - 38071 - 15029
Minggu IVFAE Minpgu [¥PBS 3000 I AWEY) A4 - 07421 7621
Minggu 1TAL S 34LTH 61737 JAHK) 42662 - 17621
Minggu (=220 t SO17730 261737 75 - 14200 RIS
\fingou 117PBS DRSS ARTAT 276 - AES601 RO
\Minggn %Ay 126250 pe1737 | 048 | L5146 - 00104
Mingeu [1722CT - 19R7 30 LRE737 BT - 32396 -07354
Minggu HFFPES L2l RIS 20 - (2496 AR8746
Minggu 1% AL LDFATED kY 366 . PATS T D8R946
Minggu FE*A2CT - 2RHHNYE Al 737 HELY: o R | - 13879
Mingeu 1V *PTIS TSN IH173T 246 -03246 9766
Mingzo EVIAL
Minggu IV=ACT - 1827307 73T LIS - MT9A -0h5754
Minggu IVEA2CT  Minggu [“PRN 23370 6737 REN g4 33896
Minggu 1"Ag - 18667 061737 063 - 24387 0634
Minggu i*AoCT N SGEHE Jf737 AH L3079 292
Minggu N*PBR R LGETRT HEEY A3V A7021
Mingau H™Ag LRGSR ATRT et - 68T 8T
Aingeu AT ST AW TAT 9T - 41210 a2l
Alinaea [HFPRS ARG RRS R B LT 18T ATOR
Minggu -4z RSN LR173T L 023 0217y | 2722
NMinggn HIE et F SAIR12ED ] Al 73T 150 ‘ - RAA G306
Stingau I\ FPRYS R N L LS I LT Janaa ! 180T
SMimoeu I FA2 ARITAGE e TAT 132 FTAL 0T
Mingguy Vel i :I : ;

* Lt mean Jifference is significant ut the 05 fevel.
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