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RINGKASAN

Efek Immunomodulator Propolis Pada Fagositosis Intraseluler Salmonella typhi

Dari Makrofag Peritoneal Mencit.
Dwi Krnhariyani

Propolis adalah lem lebah atau bee giue yang mengandung bahan kimia
sangat kompleks, digunakan sebagai obat sejak beberapa tahun vyang laiu,
meskipun literatur yang menyebutkan tentang respons imun masih sedikit.
Propolis dapat disebut sebagai imunomodulator karena di dalam propolis
terdapat caffeid acid phenethyl ester dan cinnamid acid, yang dapat berperan
dalam sistem kekebalan tubuh, menstimulasi proliferasi limfosit dan menginduksi
produksi [L-1 dan IL-2.

Makrofag merupakan salah satu komponen sistem imun untuk melawan
masuknya bakteri kedalam tubuh. Ketika bakteri masuk kedalam tubuh, makrofag
akan melakukan fagositosis yang ditkuti dengan penghancuran bakteri di dalam
sel makrofag. Permukaan makrofag mempunyai beberapa reseptor sebagai
mediator masuknya bakten patogen kedalam sel makrofag, antara lain reseptor
manose dengan struktur mannosylated yang berikatan dengan reseptor yang
terdapat pada permukaan bakteri, reseptor Fc merupakan reseptor opsonik IgG,
reseptor scavenger dan reseptor komplemen. Bakteri berikatan dengan salah satu
reseptor makrofag, kemudian memberikan signal dan terjadi transduksi di dalam
cvtosolic sehingga terbentuk fagosom.

Salmonella typhi adalah bakteri gram negatif dan merupakan bakteri
fakultatif intraseluler. Salmonella dapat menyebabkan demam enterik dan
mempunyai mekanisme virulensi untuk tetap hidup di dalam fagosom. Salmonella
juga memiliki dua pathogenicity island yaitu SP1-1 dan SPI-2, SP-2 mengandung
gen esensial untuk infeksi sistemik, replikasi intraseluler dan TTSS (type JIf
secretion system) yang melindungi bakteri untuk tetap hidup dari proses

degradasi.
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Penelitian ini mempelajari efek imunomodulator propolis pada fagositosis
intraseluler Salmonella typhi oleh makrofag peritoneal mencit.

Makrofag peritoneal diisolasi dari mencit jantan jenis BALB/c, berat
badan rata-rata 30 gram, umur antara 6 sampai 8 minggu vang diinjeksi 10 ml
PBS kedalam rongga peritonium. Abdominal dipijit-pijit selama 1 menit,
kemudian cairan peritonium yang mengandung makrofag diambil dengan kateter
intravena no 23, dimasukkan ketabung polipropilen dan dibagi menjadi dua
kelompok yaitu kelompok propolis dan non propolis. Kelompok propolis diberi
0.7 ul propolis sedangkan kelompok non propolis sebagai kontrol. Masing-masing
kelompok diberi suspensi Sa/monella rvphi vang setara dengan kepadatan bakieri
3 x 10° CFU/ml McFarland, kemudian masing-masing diamati jumlah bakteri
yang terfagosit dan jumlah makrofag vang melakukan fagositosis dalam waktu 30,
60, 90, 120 menit. Rasio makrofag dibanding dengan bakteri pada uji fagositoosis
ivitro adatah 10° - 107,

Untuk mengamati aktivitas fagositosis intaselular digunakan double
staining  microscopy, untuk membedakan bakteri yang sudah tertelan oleh
makrofag (intraseluler) dan bakteri yang hanya menempel pada permukaan
makrofag (ekstraseluler).

Rancang bangun penelitian adalah Faktorial (2x4). Faktor pertama adalah
penambahan propolis, sedangkan faktor kedua adalah waktu pengamatan. Analisis
data menggunakan Multivariate Test dan Univariate Analysis of Variance dengan
uji F pada taraf nyata 5%.

Dari data penelitian dapat ditunjukkan bahwa propolis dapat meningkatkan
secara bermakna aktivitas fagositosis 2,65 lebih besar terhadap infeksi bakteri

fakultatif intraseluler Salmonella typhi.

Xi S
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SUMMARY

Immunomodulator Effects of Propolis on Mice Peritoneal Macrophage
Phagocytosis to Salmonelia typhi.

Dwi Krihariyan

Propolis is honeybee product with a very complex chemical composition,
which has been used in folk medicine since ancient times, although the literature
about its ecffects on the immune response i1s scarce. Propolis called as
immunomodulator, because it contains caffcic acid phenethyl ester and cinnamid
acid, which both of them, act on host defense, stimulating lymphocyte
proliferation and inducing [L-1 and [L-2 production.

Macrophage is one of the most important host-defence mechanisms
against invading bacterium. When a bacterium enters the host, it is usually
engulfed by macrophage. The macrophage surface has receptor molecules which
mediate the engultment of pathogenic bacteria by macrophage. These receptors
include mannose receptors that bind mannosylated structures on the bacterial
surface, F¢ receptors that can internalize IgG-opsonized bacteria, scavenger
receptors and complement receptors. Bacterial binding to one of these receptors
often leads to signal transduction events at the cytosolic side that cause lical
cytoskeletal rearrangements necessary for bacterial engulfment into phagosomes.

Salmonella typhi 1s gram negative bactenia and facuitatively intracellular
bacteria. This enteric fever bactena has evolved virulence mechanisms to survive
in the harsh environment of the phagosome. Salmonella has two pathogenicity
islands SPI-1 and SPI1-2, SP-2 that contain the genes essential for the systemic
infection, intracellular replication and the TTSS (type II secretion system)
involved in the survival from degradation.

This study report about immunomodulator effects of propolis on mice
peritoneal macrophage phagocytosis to Salmonella typhi.

Peritoneal macrophage cells were obtained from male BALB/c mice

weighing approximately 30 gram, aged between 6 and 8 weeks old, which were

XH
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injected with 10 m! PBS in to abdominal cavity. After a soft abdominal massage
for 1 minute, the peritoneal Jiguid was colfected with intravena cateter and put in
plastic tubes, and then were devided into non propolis and propolis group. The
non propolis group was not given propolis acts as control, while the propolis
group was given 0,7 ul propolis. Each group was given Salmonella typhi
suspension equivalent to 3 X 10° CFU/ml Mc Farland. Then the number of
bacteria per macrophage and number of macrophage that contain bacteria in 30,
60, 90, and 120 second time were counted. For in vitro phagocytosts tests ratto
macrophage to bacteria is 10°: 107

The activity of peritoneal macrophage intraceltular phagocytosis was
visualed by using double staining microscopy technique, which give a clear
distinction between extracellular and intracellular bacteria.

Thias study use factonial design (2x4). One factor is adjusting propolis and
the other i1s exposure time. To test the hypothesis, Muiltivariate Test and
Univariate Analysis of Variance was used, followed by F test, at the level of
significance 0.05.

The result showed that the propolis increased significantly the macrophage
phagocytosis capacity 2.65 fold to facultatively by intracellular bacteria such as

Salmonella typhi.

, , xiii o
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ABSTRACT

Immunomodulator Effects of Propolis on Mice Peritoneal Macrophage
Phagocytosis to Salmonella typhi.

Dwi Krihariyam

This study report about immunomodulator effects of propolis on mice
peritoneal macrophage phagocytosis to Salmoncila rphi.

Peritoneal macrophage cells were obtained from male BALB/c mice
weighing approximately 30 gram, aged between 6 and 8 wecks old, which were
injected with 10 mi PBS in to abdominal cavity. After a soft abdominal massage
for 1 minute, the peritoneal liquid was collected with intravena cateter and put in
plastic tubes, and then were devided into non propolis and propolis group. The
non propolis group was not given propolis acts as control, while the propotis
group was given 0,7 pl propohs. Each group was given Salmonella tvphi
suspension equivalent 1o 3 X 10* CFU/ml Mc Farland. Then the number of
bacteria per macrophage and number of macrophage that contain bacteria in 30,
60, 90, and 120 second time were counted. For in vitro phagocytosis tests ratio
macrophage to bacteria is 10° - 107

The activity of peritoneal macrophage intracellular phagocytosis was
visualed by using double staining microscopy technique, which give a clear
distinction between extracellular and intracellular bacteria.

Thias study use factorial design (2x4). One factor is adjusting propolis and
the other is exposure time. To test the hypothesis, Multivariate Test and
Univariate Analysis of Variance was used, followed by F test, at the level of
significance 0.05.

The result showed that the propolis increased significantly the macrophage
phagocytosis capacity 2.65 fold to facultatively by intracellular bacteria such as

Salmonella typhi.

Key words : propolis, macrophage, Sa/monella typhi
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1 MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIYEKSITAS AIRLANOGA

SURABAYA

BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi, khususnya yang disebabkan oleh bakten, masih
merupakan masalah kesehatan yang penting, terutama di negara berkembang
seperti Indonesia. Pembenian antibiotik memang telah banyak memberikan
manfaat dalam pengendalian infeksi bakterial vaitu dengan tertundanya
pertumbuhan kembali bakteri yang telah terpapar dengan antibiotik. Tetapi,
pemakaian antibiotik yang terlalu sering juga menimbulkan masalah yang sulit
penanganannya, diantaranya vyaitu timbulnya resistenst bakteri terhadap
antibiotik, yang dapat menimbuylkan sifat resisten ganda vyaitu resisten
terhadap beberapa obat, disamping biaya pengobatan yang saat ini cukup
mahal (Brooks et ¢f., 2001),

Kebanyakan resistensi terhadap obat pada bakteri enterik berdampak
penyebaran resistensi lewat plasmid diantara berbagai genera yang berbeda.
Sekitar 50% galur spesies Shigella pada berbagai belahan dunia sekarang
bersifat resisten ganda. Resistensi Salmonella yang dibawa oleh binatang,
khususnya terhadap obat (misalnya tetrasiklin) yang dicampur makanan.
Penambahan obat kedalam makanan menyebabkan binatang tumbuh lebih
cepat tapi berdampak pada munculnya organisme enteﬁk yang resisten
terhadap obat dalam flora lokal atau pada para pekerja. Peningkatan resistensi

Salmonella terhadap antimikroba di Inggris membuat pemerintah melakukan

1
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pembatasan  suplemem  antibiotik  dalam makanan hewan. Penggunaan
suplemen tetrasiklin yang terus menerus dalam makanan hewan di Amcrika
Serikat memperluas penycbaran resistens: plasmid dan Salmonella terhadap
obat (Brooks et al.. 2001).

Upava lain vang dapat dilakukan untuk mengendalikan penyakit
infeksi adalah dengan pemngkatan dava tahan tubuh. Peningkatan daya tahan
tubuh dapat dilakukan dengan pengaturan respons imun {imunomodulasi),
khususnva  penmgkatan  respons  ymun (imunopotenstasi).  dengan
menggunakan bahan alam atau sintetik vang merupakan alternatit’ menarik
untuk pencegahan dan pengobatan penyakit infeksi (Roitt et /., 2001). Salah
satu bahan alam yang dapat bersifat sebagai imunomodulator adalah propolis.
Propolis sebagar imunomodulator juga diharapkan dapat digunakan untuk
memperbaiki atau membangun kembali {imunorestorasi) sistem 1mun vang
kurang sempurna atau mengalami disfungsi, baik karena sebab primer ataupun
sekunder (Morahan e al., 1982; Dimov ef al., 1991).

Imunomodulator ada vang bersifat spesifik terhadap antigen tertentu,
dan ada yang bersifat nonspesifik. Contoh imunomodulator non spesifik yang
tclah dimanfaatkan secara klints adalah vaksin BCG dan Corynebacterium
parvim, yang dapat meningkatkan respons makrofag terhadap infeksi dan
kanker karena adanva sekrest sitokin (limfokin) oleh limfosit T vang
teraktivast, misainya IFN-y, TNF (Miller et al., 1991; Abbas et af., 2000).
Kelemahan dari imunomodulator untuk menghasilkan sitokin yang mampu

mengaktifkan makrofag memerlukan pemaparan berulang dengan antigen
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spesifik. Tanpa adanya pemaparan dengan antigen spesifik setelah jangka
waktu tertentu, maka dalam tubuh tidak akan dijumpai limfosit T spesifik
teraktivasi yang mensekresi sitokin yang mengaktifkan makrofag, melainkan
hanya ada sel memon yang tidak aktif mensekresi sitokin. Keadaan ini tentu
saja membatasi nilai kemanfaatannya dalam jangka panjang. Selain itu
imunomodulator tersebut sendin bersifat antigenik dan progenik (Roitt ef al.,
2000).

Dengan pertimbangan di atas, maka imunomodulator yang berasal dari
makanan alam yang telah biasa dikenal masyarakat sehari-han merupakan
alternatif menank untuk dipelajan dan dikembangkan, selain karena tingkat
ketersediaannya yang tinggl, juga pengulangan pemberian mudah sckali
dilakukan dalam diet sehari-hari.

Propolis disebut juga sebagai lem lebah atau prdpolis lebah, adalah
substansi resin, berwarna kecoklatan yang dikumpulkan oleh banyak lebah.
Lebah membuat propolis tersebut dengan mengumpulkan getah resin dan
pohon-pohon dan mencampurnya dengan nectar dan membentuk substansi
wax scbagai sarangnya. Propolis ini digunakan oleh lebah sebagai alat
pertindungan dari kontaminasi luar dan pintu masuk kedalam sarang untuk
mensterilkan mereka saat keluar masuk sarang. Selanjutnya, propolis
digunakan untuk tujuan komersial sebagai obat batuk berbentuk tablet, obat
batuk sirup, pasta gigi, obat kumur, lipstik, kosmetik dan bisa digunakan untuk

pernis alat musik seperti biola. Dari semua itu menunjukkan bahwa di dalam
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propolis mempunyai aktifitas sebagai antimikrobial dan anti-inflamator
{Anonimus, 2000).

Beberapa bahan yang terkandung di dalam propolis bergantung pada
tempat, jenis pohon dan jenis tumbuhan berlainan yang dikoleksi. Sebagai
contoh, beberapa kelompok bahan istimewa ditemukan pada propolis yang
dikumpulkan dari Cuba dan Brazil yaitu antara lain: flavonoids, phenolics dan
terpenes. Flavonoics mengandung quercetin, apegenin, galangin, kaempferol,
luteolin, pinocembrin, pinostrobin dan pinobanksin. Phenolic ester yang
berbentuk caffeic acid phenethyl ester atau CAPE terdapat dalam propolis
mendapatkan perhatian masyarakat sebagai penemuan di bidang kesehatan
karena sangat potensial untuk penyembuhan pada uji coba kerusakan spinal
cord akibat suatu jejas (Anonimus, 2000).

Scheller et a/ (1998), menemukan bahwa ekstrék ethanol propolis
dapat menginduksi produksi antibodi didalam sel limpa tikus. Propolis
mengatur secara in vivo dan in vitro produksi Clq oleh makrofag seperti kerja
sistem komplemen pada reseptor limpa, juga  beraktivitas sebagai
imunostimulan yang berhubungan dengan aktivasi makrofag dan peningkatan
kapasitas fagositik dari makrofag.

Menurut Ivanovska et al (1993) dalam observasinya, cinnamic acid
adalah salah satu komponen dalam propolis yang berperan dalam pertahanan
tubuh, menstimulasi proliferasi limfosit dan memacu produksi II.-1 dan IL-2.

Sedangkan menurut Sforcin (1996) propolis dapat bertindak sebagai natural
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killer dengan meningkatkan jumlah hidrolase lisosom untuk melawan sel
tumor.

Port d’entre Salmonella typhi adalah usus. Seseorang bisa menjadi
sakit bila menelan organisme ini, sebanyak 50% orang dewasa menjadi sakit
bila menelan sebanyak 10’ kuman, Dosis dibawah 10° tidak menimbuikan
penyakit. Organisme yang tertelan tadi masuk ke dalam lambung untuk
mencapai usus halus. Asam lambung tampaknya kurang berpengaruh terhadap
kehidupannya. Organisme secara cepat mencapai usus halus bagian proksimal,
melakukan penetrasi kedalam lapisan epitel mukosa, setelah sampai
kelemjar getah bening regional mesentrium, kemudian tenjadi bakterimia dan
kuman sampat ke hati, limpa, juga sumsum tulang dan ginjal. Salmonella typhi
segera difagosit oleh sel-sel fagosit mononukleus yang ada di organ tersebut.
Di simt kuman berkembang biak memperbanyak diri. Inilah karakteristik dari
Salmonella  typhi  yang akan menentukan perjalanan penyakit  yang
ditimbulkannya (Karsinah dkk, 1994).

Setelah periode muitifikasi intraseluler, organisme akan dilepaskan
lagi kedalam aliran darah, terjadi bakterimia kedua, pada saat ini pendenta
akan mengalami panas tinggi. Bakterimia ini menyebabkan dua kejadian kritis
yaitu masuknya kuman ke dalam kantung empedu dan plague Peyer. Bila
dengan masuknya kuman tadi terjadi reaksi radang yang hebat sekali maka
akan terjadi neksosis jaringan yang secara klinik ditandai dengan kholesistitis
nekrotikans, dan perdarahan perforasi usus. Masuknya kuman di kandung

empedu dan plague Peyer menyebabkan kultur tinja positif, dan invasi ke
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dalam kandung empedu sendiri dapat menyebabkan terjadinya carrier kronik
{Kamisah dkk,1994).

Fagositosis oleh makrofag merupakan bentuk periahanan pertama
tubuh terhadap infeksi bakteri (Betjes, 1994). Peningkatan kedua fungsi
tersebut diharapkan dapat menurunkan insiden penyakit infeksi bakteri, baik
akut maupun Kkronis. Salmonella typhi dipilih sebagai kuman uji pada
penelitian ini, karena kuman tersebut adalah patogen intrasel pada manusia
yvang mampu menghindar atau bertahan dari proses pembunuhan intraseluler
oleh makrofag normal atau istirahat. Hal 1ni disebabkan Salmonella memiliki
dua daerah pertahanan vyaitu SPI-1 dan SPI-2 yang mampu melindungi diri
dari proses penggabungan antara fagosom dan lisosom (Karlsson, 2004).
Salmonella typhi dapat dibunuh secara efektif oleh makrofag teraktivasi,
schingga kuman im dapat dipakai sebagai uji peningkatan kemampuan
fagositosis intraseluler yang merupakan salah satu cirt makrofag teraktivasi
(Roitt et al, 2001). Ada tidaknya peningkatan fagositosis terhadap
Salmonella typhi sebagai salah satu bakteri intraseluler diidentifikasi dengan
menggunakan metode double staining fluorescence (Drevet & Campbel,

1991).

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah pemberian propolis dapat meningkatkan kemampuan fagositosis
intraseluler Salmonella typhi dari makrofag peritoneal mencit jantan jenis

BALB/c secara in vitro?
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Apakah lama waktu pemaparan antara makrofag peritoneal mencit jantan
jenis BALB/e dengan kuman Safmonella typhi sceara in viiro berpengaruh

terhadap aktivitas fagositosis intraseluler?

¥

3. Adakah intersepsi atau interaksi pembertan propolis terhadap aktivitas
fagositosis peritoncal makrofag peritonedl mencit jantan jenis BALB/c
dengan kuman Salmonella typhi secara in vitro dalam interval waktu

tertentu?

1.3 Tujuan

1. Tujuan umum
Mengetahut efektifitas  propolis  dalam meningkatkan kemampuan
fagositosis Intraseluler dam peritoneal makrofag mencit jantan jenis
BALB/c terhadap Salmonella typhi dalam interval waktu tertentu.

2. Tujuan khusus
Menguji dan menganalisis efektifitas propolis dalam meningkatkan
kemampuan fagositosis intraseluler dari peritoneal makrofag mencit jantan
jenis BALB/c terhadap Salmonella typht secara in viire dalam interval

waktu tertentit,
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1.4 Manfaat
1. Manfaat bagi perkembangan iimu Pengetahuan

a. Mengungkap informasi1 tentang efek pemberian propolis sebagai
imunomodulator, khususnya terhadap kemampuan fagositosis bakteri
intraseluler oleh makrofag.

b.  Membenkan landasan bagi penelitian tentang sejauh mana tingkat
aktivasi makrofag dengan penambahan propolis, khususnya untuk
aphkast klinisnya, misalnya respon terhadap mikroba lain seperti
jamur, virus, parasit intraseluler, dan efek ant kanker.

2. Manfaat bagi penggunaan praktis

a. Sebagai dasar untuk mengembangkan kemungkinan menjadikan
propolis dalam diet sebagal upaya untuk meningkatkan daya tahan
tubuh penderita yang mengalami supresi fungsi sistem imunitas atau
penderita infeksi bakterial yang berat khususnya yang dirawat di
rumah sakit.

b. Sebagar dasar untuk mengembangkan kemungkinan menjadikan
propolis sebagai suplemen dalam diet masyarakat sehari-hari untuk

meningkatkan daya tahan tubuh.
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TINJAUAN PUSTAKA
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BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Imunomodulator
2.1.1 Definisi dan penggolongan
Imunomodulator adalah zat yang dapat secara langsung mengubah
aktivitas fungsi sistem imun tertentu baik secara posttif maupun negatif
(Jaffe dan Sherwin, 1991: Baratawidjaja, 2001). Pengubahan aktivitas
sistem imun dapat berupa :
a. Imunopotensiast (up regulation) terdiri dan:

1. Imunostimulasi, yaitu memperbaiki sistem imun dengan bahan
yang merangsang sistem tersebut. Biological Response Modifiers
(BRMSs) adalah bahan-bahan yang dapat merﬁbah Tespons imun,
biasanya untuk meningkatkan respons imun.

2. Imunorestorasi, yaitu mengembalikan sistem imun yang terganggu
dengan mengganti komponen sistem imun yang terganggu, seperti
imunoglobulin dalam bentuk ISG atau HSG (Immune/
Hyperimmune Serum Globulin), plasmaferesis, lekaferesis,
transplantasi sumsum tulang, timus (Baratawmidiaja, 2001).
Imunorestorasi juga dapat dilakukan dengan mengoreksi fungsi
komponen sistem imun yang terganggu dengan pemberian

imunomodulator (Morahan, 1982).
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b. Imunosupresi {Down regulation), penckanan respons imun, baik
respons yvang normal (misainya pada tranplantasi), atau yang
berlebihan (misalnya pada alergi, penyakit autoimun).

Umumnya imunomodulator digolongkan sebagai berikut

(Baratawidjaja, 2001) :

a. Biologik :

1. Limfokin yang juga disebut interleukin atau sitokin dihasiikan oleh
limfosit yang diaktifkan dan diduga memegang peranan penting
dalam respons imun seluler. Contohnya ialah macrophage
activating factor (MAF), macrophage growth factor {(MGF), T-cell
growth factor atau interleukin 2, colony stimulating factor (CSF)
dan interferon gama. Beberapa jenis limfokin seperti interleukin-2
dan tumor necrosis factor (TNF) yang dihasilkan makrofag telah
dapat dibuat dengan rekayasa genetik

2. Hormon timus; sel epitel timus memproduksi beberapa jenis
hormon yang berfungsi dalam pematangan sel T dan modulasi
fungsi sel T yang sudah matang. Ada 4 jenis hormon timus, yaitu
timosin alfa, timolin, timopoietin dan faktor humoral timus. .

3. Antibodi monoklonal, diperoleh dari fusi set T dan sel B yang
hidup dalam kulutr sel, sehingga antibodi tersebut dapat dihasilkan
dalam jumlah besar. Antibodi monoklonal dapat mengikat

komplemen, membunuh sel tumor manusia dan tikus in vivo.
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4. Ekstrak lekosit atau transfer faktor, misalnya dialysed leucocyte
extract dan transfer factor. Adanya imunostimulasi oleh transfer
faktor yang spesifik asal lekosit terlihat pada penyakit-penyakit
sebagai berikut:

candidiasis mukokutan kronik

coccidiodomycosis

lepra lepromatus

tuberculosis

vaksinia gangrenosa {melalu transfusi lekosit)

5. Asal bakteri, misalaya Bacillus Calmette Guerin (BCG) adalah
Mycobacrerium bovis hidup yang diatenuasikan dan dapat
mengaktifkan sel T, memperbaiki produksi limfokin dan
mengaktifkan sel NK. Corynebacterium parvuin adalah bakten C.
parvum mati yang digunakan sebagai imunostimulan mempunyai
sifat mirip BCG digunakan sebagai imunostimulasi non spesifik
pada keganasan. Endotoksin (LPS) adalah komponen dinding
bakteri gram negatif seperti E. coli, Shigella dan Salmonella yang
dapat merangsang proliferasi scl B dan sei T serta mengaktifkan
makrofag,

6. Asal jamur, misalnya lentinan, glukan, krestin. Selain bahan
biologik di atas, banyak peneliti menemukan bahan alam lain yang
mempunyai efek imunomodulator, misalnya derivat arut air dari

propolis atau lem lebah (Dimov ez al., 1992), tanaman atau bahan
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makanan seperti Picrorhiza kurroa {Pun et al., 1992), kedelai, tch,
bawang putih, paku-pakuan, kacang bahkan beras dan jagung juga
memiliki potensi imunomodulator (Koga, 1993).

b. Sintetik

1. Agen farmakologik, misalnya levamisol merupakan derivat
tetramizol, obat cacing vang dapat meningkatkan proliferasi dan
sitotoksisitas sel T - Isoprinosin atau inosipleks {ISQ) adalah bahan
sintells yang mempunyat sifat antivirus dan juga meningkatkan
proliferas: dan toksisitas sel T seperti halnya dengan levamisol.
ISO diduga membantu produksi iimfokin (interleukin-2) vang
berperanan pada diferensiast limfosit, makrofag dan peningkatan
fungsi sel fungsi scl NK. Muramil dipeptida (MDP)} merupakan
komponen aktif terkecil dari dinding sel mycobacterium. Bahan
tersebut telah dapat disintesis dan pada pemberian oral dapat
meningkatkan sekrest enzim dan monokin. Efcknya adalah
langsung dan tidak memertukan limfokin atau pengaruh yang lain.
Bila diberikan bersama minvak dan antigen, MDP dapat
meningkatkan baik respons seluler maupun respons humoral.

2. Molekul sintetik lam, misalnya azimexon dan ciamexon yang
diberikan secara oral dapat meningkatkan respons tmun scluler.
Bestatin yang dibenikan secara oral dapat meningkatkan respons
1mun seiuler dan humoral. 7ufisin yang diberikan secara parenteral

dapat meningkatkan fungsi makrofag, sel NK dan granulosit.

Tesis Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



Tesis

ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

13

Maleic, anhydride, divinil ether copolymer yang diberikan secara
parenteral dapat meningkatkan fungsi makrofag dan sel NK. 6-
phenyl-pyrimidol yang diberikan secara oral dapat meningkatkan

fungsi makrofag dan sel NX.

!
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Gambar 2.1 Ringkasan efek berbagai imunomodulator (Baratawidjaja, 2001)
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2.1.2 Cara kerja

Berdasarkan target kerjanya imunomodulator dibedakan menjadi
(Katz, 1993)

a. Imunomodulator spesifik, yaitu imunomodulator yang mengubah
respons imun terhadap antigen spesifik, misalnya Ab monoklonal,
CSF, faktor transfer.

b. Imunomodulator nonspesifik, yaitu imunomodulator yang mengubah
respons imun terhadap antigen nonspesifik, misalnya BCG, endotoksin
levamisol dan timosin.

Imunostimulasi dapat dilakukan dengan imunomodulator spesifik
maupun  nonspesifik, sedang imunosupresi dilakukan dengan
imunomodulator spesifik (Seaman, 1991).

Mekanisme kerja imunomodulator dapat terjadi melalui
interaksinya dengan antigen, atau interaksi dengan sistem imun hospes.
Imunomodulator yang berinterakst dengan antigen {misalnya alumunium
hidroksida, Freund's complete adjuvans) bekerja dengan memperpanjang
retensi imunogen, meningkatkan uvkuran efektif imunogen dan mengubah
sifat kelarutan, sehingga mengakibatkan pemanjangan waktu dan
peningkatan besar respons imun.

Adapun tittk tangkap imunomodulator yang berinteraksi dengan

sistem imun hospes dapat terjadi pada setiap tempat dalam jaiur
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imunoregulasi, misalnya pada sel B, T, NK. Sel-sel akseson, dengan cara

(Katz, 1993) :

a. Meningkatkan atau menekan perekrutan dan pengaktifan sel
imunokompeten di tempat antigen.

b. Merangsang atau menekan proliferasi, diferensiasi dan aktivasi sel
pengatur imun.

¢. Meningkatkan atau menckan metabolisme sel-sel dalam sistem 1mun,

misalnya pembentukan cAMP, cGMP.

2.1.3 Propolis sebagai imunomedulator

Propolis disebut juga sebagai lem lebah atau propolis lebah, adalah
substansi resin, berwamna kecoklatan yang dikumpulkan oleh banyak
lebah. Lebah membuat propolis tersebut dengan mengumpulkan getah
resin dari pohon-pohon dan mencampurnya dengan nectar dan membentuk
substansi wax sebagai sarangnya. Propolts im1 digunakan oleh lebah
sebagai alat perlindungan dan kontaminasi luar dan pintu masuk kedalam
sarang untuk mensterilkan mereka saat keluar masuk sarang. Pada jaman
dahulu menurut cenita, propolis dipakai oleh rakyat sebagai obat dan
digunakan secara resmi sebagai obat paten pada tahun 1600-an di London.
Selanjutnya, propolis digunakan untuk tujuan komersial sebagai obat
batuk berbentuk tablet, obat_ batuk sirup, pasta gigi, obat kumur, lipstik,
kosmetik dan bisa digunakan untuk pernis alat musik seperti biola.

Susunan kimia didalam propotlis sangat kaya akan bahan-bahan potensial
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yang bermacam-macam, seperti terpenes dan benzoic, caffeic, cinnamic
dan phenolic acids (Challem, 1995).

Beberapa bahan yang terkandung di dalam propolis bergantung
pada tempat, jenis pohon dan jenis tumbuhan bertainan yang dikoleksi.
Sebagai contoh, beberapa kelompok bahan istimewa ditemukan pada
propolis yang dikumpulkan dari Cuba dan Brazil yaitu antara lain:
Sflavonoids, phenolics dan terpenes. Flavonoics mengandung quercetin,
apegenin, galangin, kaempferol, luteolin, pinocembrin, pinostrobin dan
pinobanksin. Phenolic ester dalam bentuk caffeic acid phenethy! ester atau
CAPE yang ada pada propolis mendapatkan perhatian masyarakat sebagai
penemuan di bidang keschatan karena sangat potensial untuk
penyembuhan pada uji coba kerusakan spinal cord akibat suatu jejas
(Anonimus, 2000).

Propolis Gold yang digunakan untuk penelitian ini dalam product
knowladge adalah Bee Glue (liur lebah) merupakan zat pelindung sarang
lebah bagian dalam dan luar yang dapat digunakan sebagai makanan
tambahan yang tidak toksik, dapat digunakan sebagai obat dan tanpa efek
samping. Propolis ini mengandung substansi yaitu: 1) Resin. 2) Wax
(lilin). 3) Minyak esensial. 4) Asam amino. 5) Bio Flavanoid. 6) Vitamin
K. 7) Mineral (Mg, S, Chloor, Zn, P, Ca, Na). 8) Enzym (Diatase, Lepase,
Kataloge). Bio Filavanoid adalah sebagai antibiotik yaitu anti bakteri, anti
jamur dan anti virus dan scbagai antioksidan seperti polusi udara, gas Co,

rokok, sinar infra merah, bahan pengawet dan air limbah. Sedangkan efek
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dari propolis tersebut adalah berpengaruh terhadap sistem kekebalan
tubuh, sebagai sumber energi dan membuat badan lebth sehat.

Isolasi dan identifikasi campuran bahan propolis yang dikoleksi
dan Brazil dapat mempertinggi penyebaran dan pergerakan makrofag.
Propolis yang dikoleksi dari Brazil (Brazilian Propolis) ini diinduksikan
kedalam sel murin sehingga sel efektor murin teraktivasi. Dari propolis ini
kita dapat mengisolasi dan identifikasi 6 campuran bahan yang larut dalam
atr. Dari 6 bahan tersebut semua menunjukkan peningkatan penvebaran
dan gerakan makrotag. Bahan tersebut merupakan derivat dan
caffeoviguinic acid yaitu : S-caffeoyiquinic acid (1), chiorogenic acid (2),
4-caffeaylguinc acid (3), 4,5-dicaffeoylquinic acid (8), 3, 5-dicaffeoylquinic
acid (5) dan 3,4~dicaffeoviguinic acid (6) (Tatefuji et al., 1996).

Propolis yang dikumpulkan dan Amenka digunakan untuk i
aktivitas antimikrobial. Cara yang digunakan yaitu dengan menempatkan
0,2 g propolis ke dalam sumur pada plate agar secara difusi. Kemudian
ditambahkan 1,0% biakan suspensi bakteri di atas media agar, lalu
dievaluasi. Hasil evaluasi menunjukkan adanya zona hambat. (Mundo ef

al, 2002),

2.2 Makrofag
2.2.1 Asal makrofag
Makrofag adalah salah satu komponen sistem imun yang

mempunyai peran unik dan strategik. Makrofag bersama monosit
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merupakan anggota sistem fagosit mononuklear (Mononuclear Phagocyte
Svstem/MPS), vaitu populasi sef berintt tunggal yang mempunyai tungsi
utama fagositosis (fagosit profesional). Makrofag berasal dari sel induk
nonlimfoit (mvelvid progenitor) vang menurunkan antara lain monoblas
dalam sumsum tulang. Pembeclahan satu monoblas menghasilkan dua sel
promonosit yang masing-masing membelah menjadi dua monosit.
Produkst monosit in1 dikontrot oleh sejumlah faktor antara lain Interlekin-
3 {IL-3) dan faktor pertumbuhan seperti GM-CSF (Granulocvie-Monocyvie
Colony Stimulating Factor), M-CSF (Monocyvie Macrophage Colony
Stimulating Factor). Proses perkembangan darn monoblas menjadi monosit
umumnya berlangsung dalam 6 han (Miller er @/., 1991).

Monosit vang baru terbentuk masth berada dalam sumsum tulang
kurang dan 24 jam sebelum akhimya dilepas ke strkulasi sebagai sel yang
belum mengalami maturasi atau diferensiasi sempurmna. Sel-sel tersebut
kemudian bermigrasi dari pembuluh darah ke jaringan dan rongga-rongga
serosa setelah 12 — 102 jam. Sekali mencapai jaringan atau rongga serosa,
monosit menjadi makrofag vang matang dan herdiferensiasi lengkap. Masa
hidup makrofag dapat mencapai beberapa bulan bahkan tahun.

Makrofag terdapat dalam berbagai organ dan jaringan
penyambung, dan diben nama sesuai lokasi spesifiknya. Misalnya histiostt
(dalam jaringan penyambung), sel mikroglia (dalam SSP), sel “Kupffer”
(dalam sinusoid wvaskuler hepar), makrofag alveolar (dalam paru),

makrofag pleural dan peritoneal (dalam rongga serosa), makrofag jaringan
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tetap (fixed tissue macrophage) dan makrofag bebas dalam hmpa,
limfonodi, sumsuin tulang, dan jaringan iain (Abbas ef al., 2000).

Pada waktu peradangan , jumlah makrofag meningkat secara cepat
karena peningkatan kedatangan monostt dan darah, ditambah peningkatan
pembelahan makrofag dalam jaringan. Kadang-kadang ditemukan fagosit
besar dengan inti banyak yang disebut sel datia (giant cell). Sel int berasal
dari fusi beberapa sel makrofag atau dart pembelahan makrofag berulang-

utang tanpa dukuti sitokinesis.

2.2.2 Fungsidan peran
Makrofag mempunyai peran yang penting dalam imunitas alamiah
maupun spesifik. Dalam imunitas spesifik, makrofag terlibat dalam ketiga
fase yaitu fase pengenatan (kognitif), aktivasi, serta efektor (Abbas ar
al. 2000).
a. Dalam imunitas alamigh
1. Makrofag memfagosit partikel asing seperti mikroba,
makromolekul,  jaringan atau sel yang rusak, diikuti dengan
degradasi dalam sel tersebut.
2. Makrofag memproduksi sitokin (G-CFS, GM-CSF) yang merekrut
sel radang lain terutama netrofil.
3. Makrofag berperan dalam biosintesa protein sistem komplemen
(C1, C2, C3, C4, C5, Properdin, Faktor B, Faktor D, inaktivaktor

C3b, akselerator inaktivator C3b). Meski secara kuatitatif produksi
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protein im lebih kecil dari jumlah yang diproduksi hepatosit, tapi
secara kualitatif, sckrest dari makrofag lebih bermakna scbab
terpadi ditempat radang.

Dalam sistem tmun spesifik

1. Makrofag bertindak scbagal sel penyaji  antigen protein
{(antigenpresenting cell/ APC) dipermukaanya agar dikcenal oleh
limfosit  T. Makrofag Juga memproduksi protein yang
meningkatkan aktivasi ltmfosit T (IL-1).

2. Pada beberapa bentuk respons imun seluler, makrofag yang
diaktifkan oleh limfokin berperan sebagai sel efektor yang lebih
efisien dalam fungsi fagositosis, degradasi dan sitosidal.

3. Makrofag mempermudah climinasi antigen yang terliputi oleh
antibodi spesifik dengan fagositosis.

4. Makrofag memproduksi sitokin yang menginduksi proliferasi
hmfosit T dan B (IL-1 dan IL-6)

5. Makrofag memproduksi TNF vang memberikan kemampuan
membunuh sel tumor langsung melalui efek toksik terhadap sel
tumor atau sccara tak langsung dengan mobilisasi berbagai respons
hospes secara in vivo (Abbas et al., 2000).

Dengan banyaknva fungsi makrofag tersebut diatas, maka
makrofag berperan besar dalam mengawali dan mengatur respons
imun (Subowo, 1993). Selain 1tu makrofag juga mempunyai fungsi

peating diluar sistem 1mun yaitu
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¢ Penyembuban luka, termasuk didalamnya pengaturan koagulasi dan
fibrinolisis, pembersihan jarngan yang rusak, sekresi enzim kolagenase,
pengaturan angiogenesis, endotel dan fibroblas, serta resorbsi tulang.
e Metabolisme lipid, yailu pemindahan sisa khilomikron dan lipoprotein,
sckresi apolipoprotein.
e Pengaturan penvediaan granufosit dan entrosit metalur sekrest CSF dan
eritropoetin.
2.2.3  Aktivasi makrofag
Makrofag yang teraktitkan (activated macroghages) memiliki
morfologi, aktivitas metabolisme serta kapasitas fungsi yvang berbeda
dengan makrofag normal atau istirahat (normalresting/resident
macraphage), vaitu
- Perubahan morfolog atau struktur:
Ukuran sel dan jumlah granula sitoplasma memngkat, lipatan atau
kemitan membran lebih banyak, ekspresi MHC, reseptor Fe, dan
reseptor non 1mun latn meningkat,
- Perubahan sitokimia atau biokimia
(Glikolisis, transport nutrien meningkat, reseptor C3b diaktifkan.
produksi radikal bebas NO/O; meningkat .
- Perubahan fungsi :
Kecepatan migrast meningkat, melekat ke kaca lebih cepat,
produksi kolagenase, aktivator plasminogen dan prostagtandin

meningkat, produksi sitokin dan komplemen meningkat,
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fagositosis dan pinositosis meningkat, kemampuan mikrobisidal

meningkat, memiliki aktivitas anti tumor (Werb,1991).

Pengaktifan makrofag dapat terjadi melalui dua cara, yaitu melalui
produk limfosit T (limfokin) yang disebut pengaktifan secara spesifik atau
imunologik, atau melalui senyawa lain yang bekerja langsung pada
membran makrofag seperti endotoksin, mitogen, atau imunomodulator,
yang disebut pengaktifan secara nonspesifik atau non imunologik (Werb,
1991 ; Baratawidjaja, 2001 ; Abbas et al., 2000). Pengaktifan dapat terjadi
dalam beberapa menit sampai 72 jam bahkan lebih (Rocklin, 1982 ; Puri et
al., 1992 ; Greenberg et al., 1993).

Sekali diaktifkan, maka makrofag teraktivasi secara nonspesifik.
Aktivasi makrofag oleh suatu antigen tidak hanya meningkatkan respons
terhadap antigen tersebut saja, tetapi juga terhadap antigen lain yang
dijumpai makrofag dalam tubuh. Namun dengan adanya perbedaan sifat
populasi makrofag di jaringan atau organ yang berbeda, bahkan dalam
subpopulasi makrofag di suatu jaringan yang sama, maka pengaktifan
makrofag tidak berakibat sama pada tiap makrofag dan menjadi suatu
fenomena yang kompieks. Pengaktifan makrofag tidaklah bersifat a// in
one. Beberapa makrofag meningkat aktivitas mikrobisidalnya, tapi tidak
meningkat toksisitasnya terhadap tumor. Bahkan stimulasi IFN-y saja
memungkinkan makrofag membunuh bakteri intraseluler Legionelia,
namun justru meningkatkan pertumbuhan M. tuberculosa (Roitt et al.,

2001). Namun menurut Wing & Remington (1978) dan Greenberg &
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Silverstein (1993), secara umum fungsi makrofag ditingkatkan khususnya

fagositosis yang merupakan fungsi utamanya.

2.2.4 Reseptor makrofag
Menurut Roitt ef /., 2001, makrofag terlibat dalam proses
clearance pada sel yang mengalami apoptosis dan inflamast. Makrofag
juga mengekspresikan reseptor yang bervanasi pada membran plasma,
reseptor tersebut dapat berinteraksi dengan sel lain, matriks ekstraseluler
dan mikroorganisme. Hal in1 berguna untuk membedakan reseptor opsomik

(sebagai contoh, untuk antibodi dan komplemen) dari reseptor non

opsonik. Proses fagositosis diperantarai olch reseptor opsontk yattu:

1. Agen patogen seperti bakteri terikat pada reseptor opsonik termasuk
reseptor Fc, reseptor komplemen dan reseptor untuk karbohidrat (MR —
mannose receptor).

2. Partikel bakteri akan tertelan dan terbentuk fagosom.

3. Proses pengasaman (acidification) pada fagosom vang diikuti dengan
pembentukan molekul  tokstk  (oksigen reaktif dan nitrogen
intermediets) terdorong masuk kedalam fagosom. Marker FA/I1
terletak pada membran fagosom.

4. Lisosom menyatu dengan fagosom dan melepaskan enzim proteolitik

kedalam fagolisosom dan menghancurkan bakteri.
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5. Pada saat membran fagolisosom akan mengalami kerusakan, fragmen
antigen akan berinteraksi dengan MHC klas II dan antigen akan lebih
mudah disajikan.

Proses ini akan merangsang sekresi molekul toksik dan sitokin.

3. phagosome
formation
acidification
cytotaxic molacuies

proteclysis

Hacteriym
[

2. enguifment

1. binding

tmacros:ali m
~ COBRI

4. Iysozome fusion
drgestion

Gambar 2.2 Proses fagositosis diperantarai oleh reseptor opsonik
(Sumber Roitt, 2001, p 153).

a. Reseptor manosa
Makrofag dapat mengekspresikan lectin yang bervariasi, bersifat
spesifik untuk ikatan gula. Reseptor manosa (Mannose Receptor = MR)
memiliki pola untk pada jaringan homeostatis sebagai alat pertahanan
tubuh. Reseptor ini didominasi oleh 8 lectin tipe C yang bertanggung
Jawab untuk endositosis dan phagositosis dari manosa atau glikokonjugat

yang berhubungan. lkatan endogen termasuk lisosomal hidrolase dan
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mieloperoksidase, yang berparan untuk organisme prokariotik dan
eukariotik yang mengekspresikan struktur sebagai ikatan manosa.
Penambahan N-ferminal cystein-rich pada reseptor manosa merupakan
lectin yang berbeda untuk giikokonjugat yang banyak diekspresikan pada
organ limfoid sekunder (marginal methallophils, sucapsular sinus
macrophages dan follicular dendritic cell). Pola transport antigen adalah
sel yang berhubungan atau reseptor manosa terlarut yang dapat
mengantarkan antigen pada limfosit T atau B, sehingga terjadi pengaturan
respons imun. Reseptor manosa yang mengandung cystein-rich memiliki
peranan dalam penetralan hormon seperti lutropin yang mengandung

struktur sulfat yang hampir sama (Roitt ef al.,2001).

b. Reseptor Kompiemen

Monosit dan makrofag mengekspresikan sejumlah reseptor
heterodimer untuk produk pembelahan C3 (CR1, CR3, CR4) dan
berinteraksi dengan komponen lain pada jalur aktivasi komplemen baik
jalur klasik, lectin induced, atau jalur alternatif. CR3 memiliki peranan
dalam perekrutan sel mielomonosit dengan cara adhesi untuk menginduksi
ikatan endotel, termasuk intercellular adhesion molecide-1 (ICAM-I),
seperti pada manusia dan murin yang mengalami kelainan defisiensi
genetik. CR3 adalah reseptor yang dapat berikatan dengan yang lain
sepertt fibrinogen, tetapi C3b tidak dapat berikatan seperti CR3. Dalam

regulasi fagositosis mekanisme ingesti vang diperantarai CR3 sangat
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berbeda dengan pola yang diperantarai oleh reseptor Fc. Proses inflamasi
dan sekresi juga berbeda antara komplemen dan antibod: bebas. Reseptor
komplemen juga berperan dalam menetralisir sel yang mengalami
apoptosis dan pertahanan tubuh terhadap infeksi dan bertindak sebagat
pintua masuk reseptor yang aman untuk organisme seperti mycobacteria

melalul interaks: langsung setelah opsonisasi (Roitt et al., 2001).

¢. Reseptor Fc

Terdapat berbagai reseptor opsonik untuk sub klas imunoglobulin,
terutama I1gG. Reseptor Fc sendini merupakan anggota superfamili
imunoglobulin yang mengandung 2-3 domain, yang mengandung immun
receptor tyrosine-based activation motifs ({TAM) atau inhibitory (ITTM)
motifs. Dapat berinteraksi dengan molekul membran lain seperti v chain
dan sitoplasmik kinase atau phospatase yang mengatur jalur signal
komplek. Terpisah dengan aktivasi respons efektor (fagositosis,
endositosis, antibodi-dependent cytofoxicity). Reseptor Fc juga dapat
mengatur rangkaian proses inflamasi dan mempunyai hubungan antara
imunitas alamiah dan dapatan. Mekanisme ingesti partikel yang telah
terlapisi dengan antibodi berbeda dengan yang dijembatani oleh CR3.
Selama phagositosis, interaksi reseptor ligan menyebabkan pembentukan
pseudopodia yang mengelilingi partikel hingga temjadi fusi membran
plasma pada ujungnya. Mekanisme inmt disebut dengan “zipper

mechanism” (Roitt et al_, 2001).
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diatas dapat disimpulkan bahwa propolis dapat berperan pada host sebagai

kekebalan non spesifik untuk mengaktivast makrofag (Orst ef al., 2000).

2.4 Salmonella typhi
2.4.1 Ciridan sifat
Enterobacteriaceae merupakan kelompok bakteri gram-negatif
berbentuk batang vang habitat alaminya berada pada sistem usus manusia
dan binatang. Keluarga enterobacteriaceae meliputi banyak jenis yaitu
escherichia, shigella, salmonella enterobacter, klebsiclla, serratia,
proteus, dan lainnya. Beberapa organisme, misalnya Fscherichia coli
merupakan flora normal dan dapat menyebabkan penyakit jika keluar dar
habitatnya, sedangkan vang lain seperti salmonella dan shigelia
merupakan patogen yang umum bagi manusia. Salmoneltla adalah
bakten batang  bersifat  motil, mempunyai  kharaktenstik
memfermentasikan glukose dan mannose tanpa memproduksi gas, tetapi
tidak memfermentasikan laktosa atau sukrose. Sebagian besar salmonelia
memproduksi H,S. mereka seringkali patogen untuk manusia atau
binatang bila tertelan. Enterobacteriaceac mempunyai struktur antigenik
yang komplek. Mereka diklasifikasikan oleh lebih dari 150 antigen
somatik O yang tahan panas (lipopolisakarida)} yang berbeda, lebih dan
100 antigen K (kapsular) yang tidak tahan panas, lebih dari 50 antigen H

(flagellar). Pada Salmonella typhi, antigen kapsular disebut antigen Vi.
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Organisme hampir selalu masuk melalui jalan oral, biasanya
dengan mengkontaminasi makanan atau minuman. Diantara faktor tempat
yang mempengaruhi ketahanan terhadap infekst salmonella adalah
keasaman lambung, flora normal dalam usus, dan ketahanan lokal usus.
Saimonella menyebabkan 3 tipe penyakit utama pada manusia, namun
yang paling sering adalah tipe campuran. Tiga tipe penyakit tersebut
adalah demam enterik (Demam tifoid) disebabkan oleh Sa/mornella typhi,
bakterimia dengan luka lokal disebabkan oleh Salmonella cholerasuis dan
enterokolitis disebabkan oleh Salmonella typhimurium dan Salmonella
enteritidis (Brooks et al., 2001).

Kemampuan bakteri salmonella untuk hidup intraseiuler mungkin
disebabkan adanya antigen Vi. Bakteri salmonella di usus melakukan
penetrasi kedalam epitel, baktern terus melalui laﬁisan epitel masuk
kedalam jaringan subepitel sampai di lamina propira. Mekanisme biokimia
pada saat penetrasi tidak diketahui dengan jelas tetapi tampak proses yang
menyerupal fagositosis. Pada saat bakteri mendekati lapisan epitel, brush
border berdegenerasi dan kemudian bakteri masuk kedalam sel. Mereka
dikelilingi membran sitoplasma yang inferved, seperti vakuol fagositik.
Kadang-kadang penetrasi ke dalam epitel terjadi pada intracellular
Junction. Setelah penetrasi organisme difagosit oleh makrofag,
berkembang biak dan dibawa oleh makrofag ke bagian tubuh yang lain

(Brooks et al., 2001),
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Mengenat mekanisme pertahanan tubuh terhadap Salmonella typhi
tampaknya antibodi humoral mengurangt jumlah organisme tetapi tidak
berpengaruh terhadap bakteri yang sedang memperbanyak diri yang ada
didalam jaringan. Populasi bakten sistemik dapat dikurangi dan infeksi
dapat dikontrol hanya bila aktivitas antibakten intraseluler dari makrofag
diaktifkan. Dalam hal ini bila makrofag diaktifkan oleh limfokin yang
berasal dari limfosit spesifik yang telah tersensitisasi yang terjadt pada saat

infekst dim (Sujudi dkk, 1994).

2.4.2 Respons imun terhadap Salmonella typhi

Salmonella typhi merupakan bakteni patogen intraseluler, walaupun
menimbulkan respons antibodi vang mengakibatkan antitoksik langsung
atau dengan perantaraan komplemen, fagositosis dan efek mikrobasid,
namun yang terutama memulai perlawanan tubuh terhadap
mikroorganisme intraseluler tersebut adalah limfosit T teraktivasi.
Limfosit T (reaktif, terhadap antigen spesifik) yang beredar dalam limpa,
kelenjar getah bening, plagque Peyer dan jaringan limfoid lainnya, setelah
berkontak untuk pertama kalinya dengan mikroba akan mengalami mitosis
dan berdeferensiasi menjadi atau merangsang produksi dari sel efektor T
spesifik antigen. Dalam 2 atau 3 hari sel tersebut masuk ke dalam darah
dan kemudian sampai ke jaringan yang mengalami infeksi. Di dalam
jaringan, sel efektor T spesifik antigen mikroba dan terangsang untuk

mengeluarkan berbagai faktor, yaitu :
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a. Monocyte chemotactic facior

b. Macrophage migration inhibition factor (MIF = menank makrofag
dan mempertahankannya tetap di dalam daerah yang mengalamt
infeksi)

¢. Macrophage activating factor (MAF)

d. Specific macrophage arming factor (SMAF)

e. Faktor penghambat multifakasi virus (interferon)

Secara keseluruhan faktor di atas disebut limfokin {(Sujudi dkk.
1994),

Monosit dalam darah dan makrofag yang tidak mendapat
rangsangan mempunyai kemampuan sitolittk vang lemah. Dengan
demikian mikroba patogen intraseluler seperti bakten Salmonella,
mungkin di caplok oleh lekosit polimorf atau makrbfag, tetapi resisten
terhadap efek mikrobasid di dalam sel. Lekostt polimorf umumnya
merupakan sel yang tidak dapat lagi mensintesa protein, sehingga
merupakan bentuk akhir dari selnya. Monosit atau makrofag masih
mempunyai potenst mensintesa RNA dan protein. Melalui berbagai
mekanisme, makrofag dapat diaktifkan untuk sckyesi kolagenase, aktivator
plasminogen dan hidrolise lisosom ke daerah ekstraseluler sehingga dapat
merusak sel sekitarnya. Pengaktifan makrofag demikian, memperbesar
daya gerak makrofag dan aktivitas mikrobasid dengan memperbesar dava

. metabolisme aerob dan produksi peroksida dan induksi sintesa enzim

lisosom dan enzim lainnya. Makrofag yang aktif mempunyai efek
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mikrobasid dan sitolitik yang tinggi baik spesifik dan non spesifik.
Respons tubuh terhadap mikroorganisme intraseluler ditandai oleh
nekrosis jaringan setempat, akumulasi limfosit pada berbagai tingkatan
blastogenesis dan jumlah besar makrofag aktif yang mengandung sisa-sisa
sel dan mikroba yang telah hancur. Kadang-kadang dapat ditemukan sel
besar dengan banyak inti, yang terjadi akibat bersatunya beberapa

makrofag (Sujudi dkk, 1994; Parslow ef ai., 2001).

2.4.3 Mekanisme Salmonella untuk menghindari fagositosis makrofag.

Salmonella merupakan bakteri gram negatif Bakteri ini dapat
termakan karena mengkontaminasi makanan dan minuman, kemudian
masuk Peyer’s patches dengan sel M nya, bakteri siap menyebar keseluruh
tubuh. Kematian dapat disebabkan karena shok sepﬁk. Setelah terjadi
fagositosis oleh makrofag, baktert berada didalam vacuwole(phagose).
Didalam fagosom akan terjadi penggabungan dengan bahan-bahan
lisosomal, dan bakteri akan dihancurkan oleh aktivitas oksigen nitrit, yaitu
reaksi oksigen dari bakteri dan asam hipoklorit. Monosit, netrofil dan
beberapa sel epitel mukosa memiliki peptida antimikroba yang berperan
didalam fagosom. Salmonella penyebab demam enterik (dan atau bakteri
lain) memiliki mekanisme pertahanan untuk hidup didalam lingkungan
fagosom. Selain itu Salmonella yang berada didalam makrofag memiliki
alat pelindung terhadap sistim pertahanan tubuh humoral dan reutrophilis-

mediated killing. Kondisi seperti ini yang menyebabkan Salmonella
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mudah melakukan transportasi dan replikasi. Alat pengatur pada
Salmoneila schingga dapat menghindart aktifitas fagositosis adalah
PhoP/PhoQ. Keduanya adalah komponen sistem sensor terhadap
hngkungan dan akan mengubah ekspres: gen untuk menyesuaikan dengan
lingkungan. PhoQ) adalah integral membran protein vang mengaktifkan
histidin kinase. Setelah PhoQ) teraktivast kemudian mengaktifkan bahan
phosporviates dari PhoP srtoplasmik, vang kemudian dipakai sebagai
pengatur transknpsi. Signal didalam lingkungan fagosom tidak bersth, hal
ini disebabkan karena kemungkinan meningkatnya level dari Ca™* dan
Mg®*, rendahnya pH dan karbon yang tidak cukup untuk pertumbuhan
dasar. PhoP/PhoQ dapat menginduksi atau mengekspresikan lebih dar: 40
gen. Ketika PhoP dalam sirkulasi, terjadi peningkatan modifikasi aktifitas
LPS dan protein didalam dan diluar membran. Peningkatan aktifitas LPS
dan protein ini merupakan awal dan kelangsungan hidup bakteri dan
menekan keadaan iingkungan untuk melindungi bakteri dari peptida
sebagai antimikroba yang dapat menghancurkan membran normal.
Pelepasan TTSS (type Il secretion system) dari Salmonella normal ini
merupakan kebutuhan Saimonella untuk bertahan hidup didalam
makrofag. Fungsi sekresi protein tersebut belum diketahwi dengan jelas,
tetapt kemungkinan protein tersebut dapat menghalang! penggabungan
antara fagosom dan lisosom. Sehingga baktenn dapat menghindari efek
bakterisidal dann makrofag. Vakuola yang mengandung Saimonelia

ukurannya lebith besar dibandingkan dengan ukuran normal, hal ini
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disebabkan karena terdapat suatu campuran bahan toksik dengan air. Pada
umumnya enzim-enzim yang ada tidak akuf sccara langsung beraksi
dengan oksigen dan nitrogen bakteri. Sedangkan kemampuan beradaptasi
dengan lingkungan dan makanan adalah hal yang penting. Metabolit gen
biosintetik untuk sistesis “de novo”, sebagal asam amino aromatik dan
purin juga diinduksikan. Biasanya gen sel eukariotik yang melakukan
nvasi akan mengeluarkan kembali PhoP/PhoQ. Xeduanya akan
mengindukst  pengeluaran gen yang penting untuk kekuatan
mempertahankan kelangsungan hidup bakteri didalam makrofag untuk
beradaptasi dengan lingkungan sekitamya.

Salmonella memiliki dvua pathogenicity islands yaitu SPI-1 dan
SPi-2, SP-2 mengandung gen yang esensial untuk infeksi sistemik,
replikasi intraseluler, dan TTISS (4ype Il secretion system) yang

melindungi bakteri dari proses fagositosis (Karlsson, 2004).

2.5 Fagositosis
Partikel, termasuk mikroorganisme, dan beberapa kompleks molekul
yang dapat larut dalam darah, iimf, dan jaringan sering ditelan oleh sel khusus
dalam suatu proses yang discbut fagositosis. Sel fagosit yang utama adalah
makrofag (fagosit berinti satu) dan granulosit (lekosit polimorfonuklir). Dua
Jenis sel fagosit ini kadang-kadang disebut “fagositosis profesional” untuk
membedakannya dengan sel lain yang terkadang juga menelan partikel

(misalnya fibroblas dan sel epitel). Fagositosis mempakan mekanisme
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pertahanan tubuh yang penting dalam jaringan normal dan dalam reaksi

radang (Brooks et al., 1996).

a. Imunitas berperantara sel

Imunitas berperantara sel pada sebagian besar infeks: bakten yang

memberi resistensi dan membantu penyembuhan meskipun, meskipun
kerjasama antibodi mungkin diperlukan. Selain itu imunitas berperantara sel
penting dalam pertahanan terhadap parasit, tumor, dan sel asing
(cangkokan). Bukti penting dari peranan 1munitas berperantara sel berasai
dari sitwasi klinis dimana penekanan tmunitas ini misalnya AIDS
mengakibatkan infeksi hebat atau tumor.
Sistern 1mun yang berperantara sel mencakup beberapa jenis sel dan hasil-
hasilnya. Makrofag membawa antigen ke limfosit T. Reseptor sel T dan
berbagai hormon mengenal antigen itu, dan klon sel T khusus diaktifkan dan
mulai berkembang biak. Karena besarnya jumlah subpopuasi sel T dan
interaksinya (langsung atau melalui produksi limfokin yang dapat larut)
mengakibatkan sistem respons yang sangat kompleks, beberapa aspek dari
sistem itu dibahas terpisah di bawah ini. Sel pembunuh alami (NK) hanya

dijelaskan secara singkat sebab gambaran dan fungsinya yang jelas.

b. Perkembangan sel T
Dalam timus, sel progemtor sel T mengalami diferensiasi (dibawah
pengaruh hormon timus) menjkadi subpopulasi sel T. Pada tahun-tahun

belakangan telah banyak dipelajan mnegenai proses imi, dan ini masih
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merupakan daerah penelitian aktif. Sel T berdiferensiasi dalam timus
menjadi sel yang terlibat dalam pengekspresian resptor sel T spesifik dan
menjadi positif CD4 atau positif CD8. CD4 dan CD8 adalah protein
permukaan sel yang menentukan subpopulasi utama sel T, sel T penolong
(CD4) dab sel T sitotoksik (CD8). Sesudah diferensiasi di dalam timus, sel
T mengalami proses scleksi yang mengakibatkan retensi hanya sei-sel
tersebut dengan reseptor yang paling berguna, misalnya, yang merupakan
spesifik antigen asing dan restriksi MHC sendiri. Klon ini yang berpotensi
anti-din atau dinonkatifkan fungsinya (dibuat anergi). Akibat dari proses
seleksi adalah terdapat sekitar 95% timosit mati dalam timus. Hanya
sedikit sel T berkembang yang mengekspresikan reseptor sesual.
c. Aktivasisel T

Proliferasi sef T bergantung pada macam-macam pedétiwa. S1 T istirahat
harus menerima dua tanda untuk terjadinya aktivasi. Satu tanda datang dari
reseptor sel T yang berinteraksi dengan kompleks antigen MHC yang
tersaji pada sel lain. Pengenelan antigen memicu serangkaian jalur
biokimiawi pada sel yang menimbulkan peristiwa sintesis dan mitosis
DNA. Bentuk kritis peristiwa penandaan adalah protein kompleks CD3
yang berhubungan dengan rantai reseptor sel T. CD3 mentransduksi tnada
untuk sitoplasma yang mengakibatkan peristiwa biokimia seperti
peningkatan kadar Ca ** sitoplasma, peningkatan aktivitas protein kinase
C, fosforilasi protein untuk mengaktifkan faktor transkripsi, dan peristiwa

transkripsi, sebagai contoh, gen reseptor IL-1 dan IL-2. Pelepasan IL-2
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menimbulkan aktivasi sel T yang berhubungan dengan reseptor IL-2.
Tanda pemisahan yang lain diperlukan untuk aktivasi sel T, dan hal itu
datang dari interaksi antara molekul yang dikenal sebagai B7 yang
ditemukan pada sel B dan makrofag dan pasangan resptornya, CD8, pada
sel T. Tanpa tanda yang kedua ini, pemaparan sel T terhadap antigen
menyebabkan tanaktivasi fungsinya atau kematian.
d. Kategori utama sel T

Sel-sel T dapat dimasukkan dalam dua kategori luas: sel CD4 dan sel
CD8. Sel CD4 banyak terdapat dalam medula timus manusia, tonsil, dan
darah, sementara sel darah CD8 banyak terdapat pada tulang sumsum
manusia dan jaringan limfoid usus. Jumlah sel T yang khuus untuk satu
antigen tunggal hanya sckitar 1 dalam 10° . Untuk mencapai reaktivitas
mun, sedikit se] mi mengeluarkan limfokin yang. dapat larut, yang
mengaktifkan sejumlah besar limfosit lain.
Sel T merupakan 65-80% dari kelompok limfosit kecil yang beredar
kembali. Masa hidupnya relatif panjang — beberapa bulan atau beberapa
tahun.

o Limfosit CD4: Ini mencakup subpopulasi utama sebagai

berikut.
- Sel-sel penolong bagi scl B untuk berubah menjadi sel plasma yang
menghasilkan antibodi.

- Sel-sel penolong bagi T CD8 untuk menjadi matang secara fungsional

dan mampu melakukan sitolitik.
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- Sel-sel mengaktivasi makrofag bensi bakteri intraseluler, dengan cara
demikian memydahkan sel-sel unutk menghancurkan bakteri.

- Sel-sel efektor untuk reaksi hipersensitivitas tipe lambat.

e Limfosit CD8: Imi mencakup subpopulasi utama scbagai
berkut:

- Sel-sel sitotoksik yang dapat membunuh sel yang terinfeksi virus, sel
tumnor, dan sel alograf.

- Sel-sel supresor, yang menghambat produksi antibodi dan reaksi

hipersensitivitas lambat.

. Fungsisel T

Sel T mempunyai fungsi efektor serta fungsi pengaturan.
» Fungsi efektor

Reaksi imunitas berperantara sel dan reai(si hipersensitivitas
tipe lambat terutama ditujukan untuk melawan antigen parasit intrasel,
termasuk jamur, virus, beberapa protozoa, dan bakten. Defisiensi
imunitas berperantara sel menampilkan dirinya terutama sebagai
keadaan yang sangat rentan terhadap infeksi oleh parasit dan terhadap
tumor tertentu.

Dalam respons terhadap alograf atan tumor, sel positif-CD4
mengenali molekul MHC kelas II, selain antigen khusus, dan akan
diaktifkan. Kemudian sel T sitotoksik positif-CD8 memberi respons
terhadap produksi interieukin-2 (dan faktor dapat larut lain) dengan sel

CD4, mengenal molekul MHC kelas 1 pada sel “asing’, dan mulai
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bekerja untuk memusnahkan sel ini. Bila sel terinfeksi virus, limfosit
CDS8 harus mengenal antigen yang ditentukan virus maupun molekul
MHC kelas I pada sel yang terinfeksi.

e Fungsi pengaturan

Sel T memainkan peranan penting dalam mengatur imunitas
humoral (berperantara antibodi) maupun imunitas seluler
{berperantara set). Produksi antibodi oleh sel B biasanya
membutuhkan keikutsertaan sel T penolong (respons yang bergantung
pada sel T), tetapi antibodi terhadap beberapa antigen (misalnya
makromolekul polimer sepert: polisakarida simpai pada bakteri)
adalah hasil respons tidak bergantung sel T. Dalam respons sel B yang
bergantung sel T terhadap antigen, se! T dan B harus mempunyai
kekhususan MHC kelas II yang sama. .

Dalam respons yang berganteng sel T itu, antigen
berinterakasi dengan IgM pada permukaan sel B. Kemudian ini
diinternalisasi dan dimodifikasi. Fragmen antigen dikembalikan
kepermukaan sel B bersama dengan molekul MHC kelas II. Ini
berinteraksi dengan reseptor sel T penolong, yvang memproduksi
limfokin untuk meningkatkan pembetahan sel-sel B dan membuatnya
berdiferensiasi menjadi sel plasma yang menghasilkan antibodi.
Dalam respons berperantara sel, antigen diolah oleh makrofag dan
fragmen dibawa bersama dengan molekul MHC kelas II pada

permukaan makrofag. Ini berinteraksi dengan reseptor sel T pada sel T
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penolong, vang memproduksi limfokin untuk merangsang
pertumbuhan sel CD4 (sel T penolong) atau sel CDS (sel T supresor).
Limfokin yang penting secara ringkas diuraikan dibawah. Bila ada
ketidakseimbangan dalam jumlah aktivitas set CD4 dan CD8, berbagai
mekanisme imun sel nyata sekali tergangggu. Karena itu, pada AIDS,
rasio normal sel CD4 terhadap sel CD8 (>1,5) akan berubah. Beberapa
sel CD4 dimusnahkan oleh HIV, sel CD4 lain bertindak sebagai
penolong sel CD8 (supresor). Ini mengakibatkan peningkatan nyata
dalam sel supresor CD8 dan rasio sel CD4, CD8 menjadi kurang dari
1, menyebabkan kerentanan ekstrem sehingga muncul banyak infeksi

oportunistik dan tumor tertentu.

Reseptor untuk fagositosis
Fagositosis {penelanan partikel berukuran lebih dan 4pum) oleh

makrofag dapat terjadi melalui tiga macam reseptor permukaan, yaitu
(Greenberg & Silverstemn, 1993) :
Reseptor spesifik
e  Reseptor fraksi Fc dari imunoglobulin .

Reseptor ini selalu dalam keadaan aktif, sehingga makrofag istirahat

dapat melakukan fagositosis partikel vang telah terliput:

imunoglobulin spesifik.

Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

4]

e  Reseptor komplemen.
Reseptor ini bersifat tidak aktif pada makrofag istirahat, dan baru
diaktifkan bila ada aktivasi makrofag. Makrofag istirahat dapat
mengikat partikel teropsonisasi komplemen, tapi tidak mampu
memfagositnya, sedang makrofag teraktif dapat mengikat sekaligus

memfagosit partikel teropsonisas: komplemen.

» Reseptor non spesifik
Reseptor tak spesifik yang mengikat partikel seperti lateks, agregat
protein, hemosianin. Reseptor ini memungkinkan niakrofag
memfagosit antigen tanpa kehadiran tmunoglobulin ataupun
komplemen. Di antara reseptor yang memungkinkan fagositosis tak
spestfik i1 adalah reseptor mannose. Reseptor imi selalu dalam
keadaan aktif, namun fagositosis dengan cara ini berjalan lambat dan
kurang efisien pada sel istirahat. Pada makrofag teraktif, fagositosis

melalut reseptor ini meningkat (Greenberg dan Silverstein,1993),

2.5.2 Mekanisme fagositosis
Menurut Sujudi dkk, 1994, fagositosis makrofag berkaitan dengan
fungsi utamanya dalam pertahanan tubuh, dan pelakunya adalah :
1. monosit, yang didalam jaringan menjadi makrofag

2. lekosit pohmorfonuklir (PMN)
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Kedua jenis sel (monosit dan PMN) berasal dari sel primitif
sumsum tulang dimana sel tersebut umumnya sudah dewasa. Mekanisme
fagositosis terdin dari beberapa tahap yaitu :

a. Kemotaksis
b. Perlekatan
c. Pencaplokan dan penghancuran mikroorganisme (ingestt dan

destruksi)

a. Kemotaksis

Peranan utama sistem kekebalan bagi fagositosis 1alah menank
PMN dan monosit ke tempat terjadinya interaksi antara antibodi atau
Iimfosit kebal dengan mikroorgamsme. Daya tarik terjad: oleh faktor
kemotaksis yang dibebaskan limfosit T yang mengalami mitosis
setelah terikat dengan antigen, atau terbentuk akibat kompleks antigen-
antibodi mengikat komponen komplemen yang dapat terjadi baik
melalui jalan klasik, maupun melalui jalan altematif, atau oleh
plasmin, tnpsin, dan protease bakteri atau jaringan. Beberapa faktor ini
dapat pula memperbesar permeabilitas kapiler, sehingga

memungkinkan pasase antibodi dan sel ke daerah radang.

b. Perlekatan
Langkah pertama dalam fagositosis merupakan perlekatan
mikroorganisme pada fagosit. Banyak bakteri patogen yang mampu

menghindar (resisten) terhadap perlekatan ini, sehingga resistensi ini

Tesis Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



Tesis

ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

43

merupakan faktor yang memperbesar virulensinya. Dalam hal im

diperlukan opsonisasi {opsonein berarti slap untuk dimakan).

Perlekatan terjach melalui :

» lkatan Fc

Monosit dan lekosit polimorf mempunyai reseptor untuk

fragmen Fc dari sub klas IgG tertentu yang terikat pada antigen
(pada manusia IgGl dan IgG3), tetapt tidak demikian halnya
dengan subklas lain dar 1gG, IgM atau IgA. Jenis IgG tersebut,
yang spesifik terhadap antigen mikroorgamisme dapat mengikat
mikroorganisme dengan fragmen Fc melekat pada fagosit. Dengan
demikian terjadi perlekatan mikroorganisme pada fagosit.

# lkatan C3

Monosit dan lekosit polimorf mempuhyai reseptor untuk

C3b yang aktif. Sehingga dengan adanya komplemen, kompleks
mikroorganisme dengan antibodi pengikat komplemen
menimbulkan opsonisasi. Opsonisasi demikian ini mungkin
diperlukan terutama pada infeksi dini, dimana IgM terdapat
dominan. Opsonisasi oleh .C3b dapat juga terjadi melalui jalan
alternatif yaitu oleh endotoksin bakteri. Hal ini terjadi pada tubuh
yang belum memperoleh kekebalan spesifik.

Proses immune adherence

Y

Opsomisast melalui pengikatan C3 dapat dihalangi oleh

inaktivator C3b yang terdapat di dalam serum. Inaktivator C3b ini
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melepaskan C3b dari mikroorganisme sebelum terjadi opsonisasi.
Kompleks mikroorganisme antibodi yang terikat dengan C3 yang
aktif dapat juga melekat pada erttrosit. Karena eritrosit terdapat
dalam jumlah besar, maka kesempatan opsonisasi seluruh
kompleks (mikroorganisme, antibodi, komplemen dan eritrosit)
adalah lebih besar sebelum inaktivast C3b terjadi. Ternyata
mekanisme ini penting terhadap bakteri gram negatif dalam
sirkulasi.
> Antibodi sitofilik terhadap makrofag
Berbeda dengan ikatan kompleks antigen-antibodi pada
fagosit, antibodi sitofilik yang tidak terikat dengan antigen dapat
menempel pada monostt atau makrofag (fagosit ini mempunyai
reseptor untuk Fe antibodi tertentu). Bila antibodi bersangkutan
homolog dengan antigen dari mikroorganisme, maka perlekatan
mikroorganisme tersebut akan terjadi.
» Hambatan aktivitas blokade oleh produk bakteri
Komponen tertentu dari bakteri seperti protein M
Salmonella dan proten A stafilokokus dapat menghambat
perlekatan bakteri pada fagosit, walaupun ada opsonin. Aktivitas
protein A berhubungan dengan daya ikatnya yang besar (afinitas)
pada fragmen Fc IgG. Tkatan demikian ini menghambat opsonisasi

(fragmen Fc telah diblokade). Dengan adanya antibodi spesifik
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terhadap protein A stafilekokus, maka baktert bebas dar hambatan

opsomisasi, batk dengan 1gG maupun oleh C3.

c. Pencaplokan dan penghancuran mikroorganisme (ingesti dan
destruksi)

Setelah  mikroorganisme melekat pada fagosit, maka
pseudopodia direntangkan mengurung mikroorganisme  tersebut,
dengan membentuk suatu vesikel didalam sel (fagosom). Fagosom ini
kemudian bergabung dengan vesikel hisosom dalam sitoplasma
menjadi fagolisosom. Dt dalam fagolisosom mikroorganisme mati dan
dthancurkan melalui mekanisme vang tergantung pada oksigen dan
mekanisme yang tidak tergantung pada oksigen. Dalam mekanisme
vang tidak tergantung pada oksigen, termasuk pengaruh pH rendah
dalam vakuola (pH4 di dalam sel polimort), hisosim, protem kationik
granuler, proteosa, lipasa dan glikosidasa. Lisosim sendin bersifat
melisis beberapa jenis mikroorgamsme, tetapi juga dapat memperbesar
efek mikrobasid mekanisme lain. Protein kationik granuler hanya
terdapat pada lekosit polimorf. Pada percobaan in vitro zat ini
mempunyai efek bakterisid yang besar. Mekanisme yang tergantung
oksigen terjadi oleh adanya peroksidase intraseluler. Percksida secara
langsung mempunyai efek mikrobasid atau efek mikrobasid diperoleh
melalui pembentukan gugus-gugus reaktif, seperti hidroksil reaktif

{OH), dan oksigen tunggal reaktif (O"), dan anion superoksida (O;").
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Menurut Roitt, 2002 datam Essential immunologi terjemahan
Alida Harahap et al., sebagai bertkut ;

e Pembunuhan bakteri dengan perantaraan oksigen reaktif.
Kesulitan bagi bakteri penyerbu tejadi sejak saat fagositosis dimulai.
Terjadi peningkatan yang mencolok dalam hal kegiatan Aexose
monophosphate shunt yang membangun NADPH. Elektron-elektron ke
luar dari NADPH menuju flavoprotein membran yang mengandung FAD
dan selanjutnya menuju ke suatu sifokrom membran plasma yang khas
{cythsss). Ini mempunyai midpoint redox potential yang sangat rendah
yakni -245 mV yang memungkinkan elektron untuk mengurangi oksigen
molekuler langsung menjadi anion superoksida. Jadi reaksi kunci yang
dikataliser oleh oksidase NADPH yang memulai terbentuknya reactive
oxygen intermediates (ROl) adalah sebagai berikut :

NADPH + O» _ Oksidase » NADP"+ O (anton supcroksida)

Anion superoksida mengaiami konversi memad:t hidrogen peroksida
dengan pengaruh dismutase superoksida, dan selanjuinya menjadi radikal
hidroksil (-OH). Masing-masing produk ini mempunyar reaktivitas
kimiawi yang luar biasa dengan kisaran yang luas terhadap sasaran-sasaran
molekuler membuat mereka menjadi agen mikrobisidal yang kuat, -OH
secara khusus diketahui sebagai satu-satunya radikal bebas yang paling
reaktif. Lebih jauh, gabungan dari peroksida, myeloperoksidase dan ion-
ion halogen menyusun suatu sistem yang kuat berkemampuan membunuh

bakteri maupun virus. Walaupun H,0; dan komponen-komponen
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halogenasi tidak seaktif seperti radikal bebas, mereka lebih stabil dan
karenanya berdifusi lebih javh, membuat mereka toksik terhadap
mikroorganisme dilingkungan ekstraseluier.

e Pembunuhan bakteri dengan perantaraan nitrogen

reaktif.

Oksida nitrat membuktikan diri secara menonjol sebagai suatu zat
perantara fisiologis saat ditunjukkan serupa dengan relaxing factor yang
berasal dan endotelivm. Hal im1 membuktikan satu peran di antara banyak
peran (termasuk perantara terjadinya ereksi penis), namun yang menjadi
perhatian utama datam hal ini adalah pembentukannya di dalam makrofag
dan mungkin didalam netrofil-netrofil manusia sehingga menghasilkan
sistem antimikrobial yang kuat. Mekamsme kerja mungkin melalui
degradasi kelompok tambahan Fe-S dari enmm-enmm pembawa clekiron
dan mungkin juga oleh pembentukan radikal-radikal (-OH).

* Pembunuhan bakteri dengan bentuk jadi antimikroba.
Moilekul-molekui ini, yang berada di dalam granula-granuia polimorf,
mengadakan kontak dengan mikroorganisme yang telah tercerna saat
terjadi difusi dengan fagosom. Superoksida yang tidak berubah akan
menggunakan hidrogen dan meningkatkan pH vakuola secara perlahan-
lahan sehingga membuka kesempatan kelompok-kelompok protein
kationtk dan peptida berfungsi secara optimal. Yang terakhir, dikenal
sebagai defensin, kira-kira 3,5 — 4 kDa sangat kaya arginin, dan mencapai

konsentrasi yang luar biasa tingginya di dalam fagosom, berkadar 20 — 100
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mg/ml. Seperti kolisin bakteri yang telah diuratkan di atas, mereka
mempunyai suatu struktur amfipatik yang memungkinkan mereka masuk
kedalam membran mikroba untuk membentuk saluran-saluran ion yang
bertegangan kurang stabil. Peptida-peptida antibiotik im bertindak sebagai
desinfektan terhadap suatu spektrum luas dari bakteri Gram positif dan
negatif, berbagai banyak jamur dan sejumlah virus yang berselaput.
Banyak vang menunjukkan selektifitas yang tuar biasa terhadap mikroba-
mokroba prokanotik dan eukariotik yang lebih besar dibandingkan sel-sel
tuan rumah sebagian proses bergantung dar komposisi lemak. Tentu akan
terkesan akan kemampuan istimewa alat sederhana yang mampu
membedakan sel-sel yang bukan milik tuan rumah, misalnya mikroba dari
diri kita sendiri. Apabila 11 tidak cukup, kerusakan lebih lanjut terjadi
pada membran bakteri oleh kerja proteinase netral (cathepsin G) dan
pemindahan protein secara langsung ke permukaan mikroba vyang
meningkatkan permeabilitas bakieri. pH vyang rendah, lsosim dan
laktoferin menyusun faktor-faktor bakterisidal dan bakteriostatik yang
tidak tergantung pada oksigen dan dapat berfungsi di bawah kondisi
anaerobik. Akhirnya organisme yang telah terbunuh dicerna oleh enzim
hdrolitik dan produk-produk yang mengalami degradasi dilepas ke luar.
Namun ada beberapa hambatan yang perlu dipertimbangkan kehebatan
antimikrobial sel-sel fagosit menjadi tidak berfungsi bila fagosit tidak
dapat (1) kembali mengatur posisi terhadap mikroorganisme, (ii) melekat

kepadanya, dan (iii} bereaksi melalui aktivasi membran yang merintis
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proses penelanan. Beberapa bakteri menghasilkan substansi-substansi
kimiawt seperti peptida formyl.met.leu phe yang secara langsung menartk
lekosit-lekosit, suatu proses yang dikenal sebagat kemotaksis, beberapa
organisme melekat pada permukaan fagosit dan yang lainnya melekat
secara spontan mempersiapkan membran terikat sebagal sinyal pertama.
Kemudian mikroba musuh melakukan mutasi secara berkesinambungan
menghastlkan spesies baru yang dapat menipu pertahanan sehingga tidak
terjadi apa-apa. Tubuh menyelesaikan masalah-masatah ini melalui evolusi

beberapa juta tahun dengan dikembangkannya sistem komplemen.

Metode penilaian aktivitas fagositosis secara in vitro.
Beberapa syarat yang menjadi dasar untuk aktivitas fagositosis
secara in vitro yaitu :
a. Terdapatnya populasi sel.
b. Terdapatnya partikel.
¢. Terdapatnya faktor opsonisasi.
d. Dan kondisi ingkungan yang baik dan sesuai.

Untuk memastikan bahwa telah terjadi ingesti pada partikel dapat
diketahul dengan bermacam-macam metode. Metode ini harus memenuhi
beberapa kriteria antara lain :

1. Harus dapat membedakan partikel yang terletak didalam dan diluar sel.
2. Tidak terdapat partikel didalam sel pada waktu ke nol atau sebeium

reaksi dimulai,
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3. Partikel mulai diingesti pada jangkauan derajat kinetik ordo nol,
dengan rasio sel yang mengalami peningkatan.

Metode yang digunakan untuk mempelajart proses fagositosis
harus memenuhi kritria diatas. Metode ini dibagi dalam dua grup yaitu
metode intraseluler dan ekstraseluler. Pada metode intraseluler terjadi
peningkatan jumlah partikel yang diingesti secara teratur, sedangkan
metode ekstraseluler terjadi penurunan jumlah partikel yang diingesti
secara teratur (Letjh et al.,1986).

Jumlah partikel yang diingesti oleh fagosit dapat ditetapkan dengan
menggunakan mikroskop cahaya dan atau elektron, dengan demikian dapat
dibedakan dengan jelas partikel ekstra dan intraseluler. Pada metode
mikroskop cahaya, digunakan xylol untuk melarutkan partikel lateks yang
berada didalam sel. Air atau larutan ammonium chioride digunakan untuk
melisiskan sel darah merah atau lysostaphin yang ditambahkan untuk
melisiskan S. aureus.

Proses fagositosis yang diamati dengan metode mikroskopik
bergantung pada waktu, data yang reliabel, dan kinetika fagositosis.
Penetapan nilai dan kinetika proses fagositosis pada metode ini,
menggunakan rasio fagositosis, interval waktu, dan temperatur. Metode int
menggunakan partikel yang dilabel dengan fluoresen atau radioaktif,
partikel lateks atau o#/ droplets. Penghitungan jumlah partikel yang dilabel
harus dilakukan dengan cepat. Karena metode imi dipengaruhi oleh

aktivitas partikel yang dilabel dan ukuran partikel yang rendah atau tinggi.

Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



Tesis

ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

51
- v awpmwuin waUR pUUCLapall  RFUKE]  [3eKs
ckstraseluler atau oil droplets secara kuatitatif, bahan yang digunakan
harus berasal dan ekstrak sel fagosit. Untuk mendapatkan bahan tersebut
harus diiakukan penghancuran sel lekosit. Opsonisasi dilakukan dengan
menggunakan antibodi atau komplemen yang berguna untuk
mengoptimatkan ingesti mikroorganisme. Hal ini relevan dengan ilmu
kinetika fagositosis yang menggambarkan keadaan pada saat terjadi

infekst, i.e dengan menggunakan mikroorganisme hidup, antibodi spesifik,

dan atau aktivasi dari komplemen.

2.6 Imunoasai Berlabel Fluoresens

Imunoasai adalah suatu cara pemeriksaan untuk mengukur derajat
imunitas atau kadar antibodi ataun antigen dalam cairan tubuh atau serum
seseorang, sedangkan ilmu yang mempelajari reaksi antigen dan antibodi in
vitro disebut serologi. Sedangkan flouresen sendini menyangkut beberapa hal
yang terkait dengannya. Bila suatu molekul menghisap energi dari suatu
radiasi, elektronnya dapat didistribusikan kembali sehingga membangkitkan
keadaan tereksitasi.

Energi ckstra tersebut pada beberapa molekul, tidak dilepaskan ke
molekul sekitarnya, namun dipancarkan sebagai cahaya, bila beberapa
elektron tersebut kembali ke keadaan awal. Radiasi yang dipancarkan dalam
bentuk cahaya ini disebut Fluoresens. Energi cksitasi dapat diabsorbsi dari

foton cahaya dengan panjang gelombang tertentu.
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Cahaya vyang dipancarkan mempunyal energi yang lebih rendah
sehingga memiliki panjang gelombang yang lebih besar daripada sinar yang
diserap oleh karena sebagian energi sebagian hilang sebelum dipancarkan.
Perbedaan antara puncak panjang gelombang sinar eksitasi dan flouresens
disebut pergeseran Stokes (Srokes shiff). Pergeseran Stokes yang luas, akan
membernikan perbedaan yang lebih nyata dan pelacakan yang lebih tepat.
Tolok ukur vang penting dan fluoreses adalah efisiensi kuantum (guanium
efficiency) vairtu bagian dan jumiah kuantum sinar terabsorbsi yang
dipancarkan sebagai sinar fluoresens. Efisiensi kuantum biasanya kurang dari
satu oleh karena sebagian energinya hilang. Bila efisiensi kuantum mendekati
satu menunjukkan bahwa efisiensinya telah maksimal. Molekul atau bahan
vang dapat mengabsorbsi energi dan suatu radiasi disebut fluorofor
(fluorophore)Handojo, 2003).

Dalam penelitan ini yang digunakan sebagai label dalam uji
imunoasai fluoresens adalah Fluorescein isothiocyanate dengan teknik tak
langsung (/FA4), yang secara kimiawi stabil, mempunyai efisiensi kuantum
90%, dengan jarak pergeseran Stokes sepanjang 26 nm dan dengan waktu
hidup fluoresens selama 5 nano detik. Fluoresensinya berwama hijau apel.
Waktu hidup fluoresens dari suatu fluorofor adalah waktu yang dibutuhkan
oleh fluorofor tersebut untuk menghilang dari penglihatan bila tidak ada
energi eksitasi lagi.

Uji imunofluoresens tak langsung, pada uji ini antigen yang telah

diketahui difiksasi pada suatu template lalu ditambabkan beberapa tetes
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serum homolog (antibodi penderita). Setelah diinkubasikan, template dicuci
dan ditambah antihuman globulin berlabel fluorescein (konjugat). Setelah
waktu inkubasi, template dicuci, diambil 10 pl diletakkan diatas s/ide dilihat
dibawah mikroskop Fluoresens. Bila dalam serum terdapat antibodi terhadap

antigen tersebut, akan tampak adanya fluoresensi (Handojo, 2003).
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

~ Makrofag Propolis
- sitokin - Caffeic acid phenethyf
- reseptor Fc 1gG ester{CAPE), cinnamid acid

- reseptor C3
- reseptor mannose

- limfosit T
Makrofag teraktivasi
- pelepasan sitokin
- ekspresi reseptor fraksi Fc IgG meningkat
- reseptor C3 diaktifkan
- aktivitas reseptor manose meningkat
Kemotaksis
Salmonelia typhi Menarik makrofag yang lain ke
- antigen Vi tempat terjadinya infeksi, daya
- protein M tarik terjadi oleh faktor kemotaksis

v

Perlekatan antara makrofag teraktivasi dengan Saimonelfa typhi
Perltekatan terjadi melalui :
- lkatan Fc -> makrofag mempunyai reseptor untuk fragmen Fc dari kelas igG
tertentu yang terikat pada antigen
- Ikatan C3 -> makrofag mempunyai reseptor untuk C3b yang aktif. Sehingga
dengan adanya komplemen, kompleks antigen dengan antibodi pengikat
komplermen menimbulkan opsonisasi

!

Ingesti dan destruksi
Setelah kuman melekat pada makrofag, maka
pseudopodia direntangkan mengurung kuman
membentuk fagosom. Fagosom bergabung
dengan tisosom membentuk fagolisosom. Di
dalam fagolisosom kuman dihancurkan
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Makrofag merupakan salah satu komponen sitem imun yang dapat
melepaskan sitokin dan mempunyai beberapa faktor reseptor antara lain
reseptor frakst F¢ I1gG, reseptor C3, reseptor manosa dan reseptor vang
lain, Makrofag juga dapat bertindak sebagai sel penyaji antigen protein (
antigen-presenting cell’ APC) dipermukaannya agar dikenali oleh limfosit
T. Makrofag juga memproduksi protein yang meningkatkan aktivasi
limfosit T (1L-1) (Abbas er al, 2001). Limfosit T teraktivast ini yang
terutama memuial perlawanan tubuh terhadap mikroorganisme intraseluler
yang beredar dalam limpa, kelenjar getah bening, plaque Peyeri, dan darah
(Swjud1 dkk., 1994). Sedangkan propolis merupakan suatu bahan yang
terdapat dalam jumlah banyak di alam. Menurut Orsi et af., 2000 di dalam
propolis terkandung bahan yang terbukti sebagai imunomodulator sepertl
caffeic acid penethyl esterl CAPE dan cinnamid acid yang berupa unsur
organik dan mineral (semua vitamin dan garam galian yang diperlukan),
bahan 1ni dapat dianalogkan dengan beberapa sifat makrofag vyang
diaktifkan oleh LPS. Jika makrofag dicampur dengan propolis maka akan
terjadi aktivast makrofag. Sebagai tanda bahwa makrofag sudah teraktivasi
terdapat peningkatan ekspresi reseptor fraksi Fc IgG, pengaktifan reseptor
(3, peningkatan aktivitas reseptor mannosa dan pelepasan sitokin, yang
akan meningkatkan aktivitas fagositosis. Dalam kondisi makrofag
teraktivasi bila ditambahkan Salmonella typhi sebagai bakteri intraseluler
yang patogen pada manusia, maka segera akan terjadi proses fagositosis

yang diawali dengan proses kemotaksis. Pada proses kemotaksis i
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makrofag yang teraktivasi akan melepaskan sitokin. Sitokin mi berguna
untuk menank makrofag ke tempat terjadinya infeksi, daya tanik terjadi
oleh faktor kemotaksis yang dibebaskan limfosit T yang mengalami
mitosis setelah terikat dengan antigen, atau terbentuk akibat kompleks
antigen antibodi mengikat komponen komplemen yang dapat terjadi
melalu jalan klasik maupun jalan alternatif {(Sujudr dkk., 1994). Setelah
terfadt proses kemotaksis, maka terjadi perlekatan antara makrofag
teraktivasi dengan bakten: Sulmonella typhi. Sedangkan perlekatan tersebut
terjadi melalu ikatan Fc vaitu ikatan reseptor untuk fragmen Fc dan kelas
IgG tertentu yang terikat pada bakten Salmonella typhi. Perlekatan terjad:
juga pada ikatan C3 vyaitu ikatan komplemen. Sehingga dengan adanya
komplemen, kompleks antigen dengan antibod: pengikat komplemen
menimbulkan opsonisasi. Proses fagositosis diakhiri dengan peristiwa
ingesti dan destruksi oleh makrofag. Setelah bakteri melekat pada
makrofag yang sudah teraktivasi, maka pseudopodia direntangkan
mengurung baktert membentuk fagosom. Fagosom bergabung dengan
hisosom membentuk fagolisosom. Di dalam fagolisosom int bakteri
dihancurkan dengan bantuan enzim proteolitik.

Dengan demikian dapat diharapkan bahwa fungsi makrofag,
khususnya fungsi utama sebagai fagosit profesional juga meningkat.
Meski menurut Wing & Remington (1978) dan Dissel (1987) peningkatan
fungsi makrofag teraktivasi tidak bersifat “all in one”, namun Werb (1982)

serta Greenberg dan Silverstein (1993) menyatakan bahwa pada umumnya
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fungsi makrofag teraktivasi meningkat, khususnya fungsi fagositosis dan
pembunuhan intraseluler {infraceliular killing) yang merupakan fungsi
utama makrofag. Pemngkatan fagositosts dimungkinkan karena
meningkatnya jumiah reseptor fraksi Fc dan 1gG, diaktifkannya reseptor
komplemen, serta meningkatnya aktivitas reseptor fagosit non spesifik
(reseptor mannosa). Sedang peningkatan kemampuan bakterisidal
intraseluler terjadi karena peningkatan produksi oksigen reaktif (pada

makrofag manusia) atau nitrogen reaktif (pada makrofag mencit).

3.2 Hipotesis Penelitian

1. Pemberian propolis dapat meningkatkan kemampuan fagositosis
intraseluler Salmonclia ryphi dari makrofag peritoneal mencit jantan jenis
BALB/c secara in vitro.

2. Lama waktu paparan antara makrofag peritoneal mencit jantan jenis
BALB/c dengan bakteri Salmonella typhi secara in vitro berpengaruh
terhadap aktivitas fagositosis intraseluler.

3. Ada intersepsi atau interaksi pemberian propolis terhadap aktivitas
fagositosis intraseluler dari makrofag peritoneal mencit jantan jenis
BAILB/c dengan bakten Salmonelia typhi secara in vitro dalam interval

waktu tertentu,
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BAB 4

MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental (laboratorik)
sesungguhnya dengan rancangan Faktorial (2x4). Faktor pertama adalah
penambahan propolis, sedang faktor kedua adalah waktu pengamatan.

4.1.1 Uji Fagositosis In Vitro

Sampel
Randomisast
Propolis Non Propolis

< Bakteri >

Data Data

Keterangan : Ol .. ©1.4 Pengamatan pada tabung pertama setiap 30,

60, 90, 120 menit.

%
%

Pengamatan pada tabung keempat setiap 30,

60, 90, 120 menit.
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4.2 Kriteria dan Ukuran Sampel
Untuk uji fagositosis iz vitro sampel yang digunakan adalah makrofag
peritonial dari mencit jantan umur 6 sampai 8 minggu, strain BALB/c, sehat,
berat badan + 30 gram, berjumiah 10 ekor {(Orsi er al., 2000) yang diperoich
dan Laboratorium Biokimia Universitas Airlangga Surabaya. Makrofag
mencit dibagi secara acak menjadi 2 kelompok, vaitu : kelompok makrofag
vang tidak diberi propolis dan kelompok makrofag dengan pemberian

propolis. Jumiah ulangan ditentukan dengan rumus (Sutjihno, 1986):

(p-Dfu-1) =15
(8-I)(u-1) =15
71y =15
Tu-7 =15
Tu > 15+7
] > 22/7
U > 3,14

Keterangan : p = Perlakuan
u = Ulangan

Karena hasil u> 3,14 maka untuk ulangan dibulatkan menjadi 4 ulangan.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Uji fagositosis in vitro
a. Vanabel bebas adalah dosis propolis sebanyak (0 dan 0,7pl).
b. Variabel tergantung terdiri dari jumlah makrofag yang memfagosit
bakten, jumlah rata-rata bakteri yang difagosit oleh makrofag yang

melakukan fagositosis serta indeks fagositosis.
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lebah. Lebah membuat propolis tersebut dengan mengumpulkan getah
resin dari pohon-pohon dan mencampumya dengan nectar dan
membentuk substansi wax sebagai sarangnya. Propolis in1 digunakan
oleh lebah sebagai alat perlindungan dan kontaminasi luar dan pintu
masuk kedalam sarang untuk mensterilkkan mereka saat keluar masuk
sarang.

d. Fagositosis adalah serangkaian proses vang diawali dengan pengenalan
dan perlekatan oleh suaiu reseptor makrofag dan diakhiri dengan
penghancuran  bakteni oleh fagolisosom didalam  makrofag.
Kemampuan fagositosis dinyatakan dengan persentase makrofag yang
memfagosit yang diamati secara sistematik, serta indeks fagosit
{perkalian jumlah makrofag yang mengandung bakteri dengan rata-rata
jumlah baktern1 per makrofag) (Bishayi, 2000), dihitung pada
mikroskop fluoresen dengan pengecatan ganda (double staining) agar
dapat dibedakan bakter: yang benar-benar ditelan dengan bakteri yang
hanya melekat pada permukaan makrofag. Bakteri yang tertelan akan
berwarna hijau sedang bakteri yang hanya menempel pada permukaan
makrofag berwarna oranye.

¢. Efektifitas propolis adalah kemampuan propolis untuk meningkatkan
aktifitas  fagositosis dan peritoneal makrofag, bila propolis
ditambahkan kedalam makrofag, maka makrofag akan meningkatkan
aktivitas fagositosisnya sebesar 265 bila dibandingkan dengan

makrofag yang tidak ditambahkan propolis.
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4.4 Alat Dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat yang digunakan :

4.4.2

1.

2.

10.

11

12

13.

14.

kapas, alkohol, dan betadin untuk desinfekst
spuit 10ce

peralatan operasi

kateter intra vena no 23

tabung sentrifus polipropilen 50cc dan 10ce
sentrifus

bilik hitung Improved Neubauer

pipet lekosit

cawarn petri

tabung reaksi 15ml

0se

water bath

mikropipet

mikroskop fluoresen

Bahan-bahan penelitian

1.

2.

propolis goid 20% dalam bentuk catran siap uji
phosphat buffered saline/ PBS
medium RPMI 1640

serum mencit homolog
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6. larutan tripan biru untuk mengetahui viabilitas sel
7. standar Mc Farland
8. FITC
9. isolat baktenn Salmonella typhi yang didapat dari Balai Laboratortum
Kesehatan Daerah Surabaya
10. NaHCO; 0,1M (pH 9)
11. ethidium bromide 50pg/ml
12. es batu
4.5 Lokasi Dan Waktu Penelitian
4.5.1 Lokasi penelitian
Penclitian dilakukan di Laboratornum Tropical Disease Center
(TDC) Universitas Airlangga, Balai Laboratorium .Kesehatan Daerah

Surabaya dan Poltekkes Jurusan Analis Kesehatan Surabaya.

4.5.2 'Waktu penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2003 sampai dengan

bulan September 2004, dengan jadwal sebagai berikut :

Keglatan
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4.6 Prosedur Pemeriksaan dan Pengumpulan Data
4.6.1 Persiapan propolis
Propolis yang digunakan pada penelitian ini adalah propolis gold
stap uji dengan dosis 20%. Menurut Orsi et al.(2000) dalam
percobaannya, pelepasan H;O; oleh makrofag peritoneal saat berlangsung

proses fagositosis yang pahing efektif adalah propolis dengan dosis 10

ug/ml. Oleh karena ttu propolis gold dengan dosis 20% tersebut dilakukan

pengenceran.
Dengan cara sebagai bertkut:

a. Kita timbang 1 ml propolis 20% (1ml propolis 20% sebanding dengan
berat 0,812 gram. Dosis 1 ml dalam propolis 20% adalah sebanding
dengan 162.400 png/ml).

b. Diencerkan dengan aquadest untuk injeksi sampai 10 ml (schingga
didapat dosis 162.400 pg dalam 10 ml).

¢. Diambil 0,7 pl ditambahkan kedalam suspensi makrofag.

0,7 ul dan persamaan :

VI.NI=V2 N2
10 .000 pl . 162.400 ug=V2 . 10 ug

V2=07nl
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4.6.2 Persiapan makrofag

a. Mencit dalam keadaan sehat, dunjekstkan 10 ml PBS kedalam rongga
peritonium. Pertonium dipijit-pijit selama 1 menit, kemudian
dilakukan anestesi terhadap mencit dengan pemberian eter sebelum
ditakukan pembedahan pada peritonium.

b. Catran pentoneum diambil dengan kateter intra vema no 23 dan
dimasukkan ke tabung polipropilen. Selanjutnya disentrifus 110 x g
selama 4 menit pada suhu 0°C dan supernatannya dibuang.

¢. Sedimen dibern media kultur sel yaitu RPMI 1640 yang mengandung
L-glutamine dan 10 % serum homolog, dihitung jumlahnya dan
ditentukan viabilitasnva dengan tnipan biru pada bilik Improved
Neubauer. Selanjutnya sel disuspensikan kedalam medium dengan
konsentrasi 1 X 10"/ml. Untuk makrofag yang mendapat perlakuan,
kedalam medium RPMI ditambahkan 0,7p1 propolis yang sudah
diencerkan 10 kali dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C dan

CO; 5% sebelum dilakukan fagositosis intraseluler.

4.6.3 Persiapan bakteri untuk uji fagositosis
a. Isolasi bakteri Salmonella typhi
Isolasi bakteri Sa/monella typhi menggunakan sampel darah yang telah

dilakukan tes widal dengan hasti O positif titer diatas 1/320.
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Hari pertama :

1. Darah sebanyak 2 — 3 ml dimasukkan kedalam 10 mi empedu
pepton.

2. Kocok baik-baik, masukkan inkubator 37°C 1 - 7 kali 24 jam.

Hari kedua :

3. Pertumbuhan didalam empedu pepton (Gall cultur) ditanam pada
media isolasi Mac Conkey dan Salmonella Shigella Agar (atau
EMB, ENDQO, BSA, DCA, Hectoen enteric agar, XLD agar. Boleh
digunakan 2 atau 1 macam saja).

4. Masukkan inkubator 37°C 24 jam. Pada media isolasi Mac Conkey
dan Salmonella Shigella Agar akan tampak koloni tidak berwarna,
jernth keping, bulat kecil atau sedang, smooth. Penanaman ini
diulangi pada hari ke 4 danke 7.

Hart ketiga :

5. Koloni yang tersangka dimedia isolasi ditanam pada media TSI
agar, SIM medium dan Simmon’s citrate agar.

6. Masuk inkubator 37°C 24 jam. Untuk Salmonella typhi pada
media TSI agar akan tampak pada lereng : alkalis (merah), dasar :
asam (kuning), gas : . (negatif), HaS : + (positif).

Hari keempat :

7. Pcrtgmbuhan pada media TSI agar, SIM medium dan Simmon’s
citrate agar dilanjutkan dengan uji biokimia dan ditanam pada

Nutrien Agar Slant (NAS).
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8. Dimasukkan inkubator 37°C 24 jam. Hasil uji biokimia pada
media gula-gula : glukosa : +, laktosa : -, manosa : +, maltosa : +,
sukrosa: -, Indol : -~ MR/VP : +, Citrat : -, Urea : -, Motil : +.

9. Pertumbuhan pada NAS dilakukan uji aghutinasi dengan serum
polyvalent, kalau positif dilanjutkan dengan serum monovalent.

10. Pada medium NAS ditambah larutan garam fisiologis steril, untuk
melarutkan koloni bakteri, sehingga didapatkan larutan stok
bakteri. Dari larutan stok bakteri ini dilakukan pengenceran
disesuaikan dengan standar Mc Farland.

Mc Farland nephelometer H,SO, standards

a. BaCl; 1% cair + H,SO, cair.

b. Tambahkan jumlah ke dua cairan tersebut seperti tertulis pada tabel
kedalam tabung tabung bersih dan kering. Diamefer masing —masing
tabung harus sama.

¢. Tutup rapat-rapat dan beri tanda.

d. Simpan dalam lemari es.
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Tabel 4.1 Standar Mc Farland

Perkiraan kepadatan }
bakteri dalam juta §

b. Persiapan bakteri untuk uji fagositosis

1. TIsolat Salmoneila typhi dan medium Nutrien Agar Slant sebagai
stok kuman, dibuat suspensi dengan PBS disesuaikan dengan
standar McFarland 1. Larutan standar McFarland I sesuai dengan
kepadatan bakteri 3 X 10° CFU/ml

2. Bakten yang telah disuspenstkan dalam PBS dengan konsentrasi 3
X 10® CFU/m] dan diinaktifkan dengan pemanasan 56°C selama 60
menit.

3. Bakten diopsonisasi dengan komplemen dan inkubasi dalam PBS
yang mengandung 20 % serum homolog pada 37°C selama 30
menit (Bishayi, 2000). Proses opsonisasi ini terjadi pada saat
bakter1 dilabel fluorescein isothiocyanate (FITC) menggunakan

teknik indirect fluorescent antibody (IFA) (Forbes et al., 2002)
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c¢. Pengujian fagositosis

1. 100 wl sel makrofag (1 X 10%) dicampur dengan 100 pl bakter: (3 X
1073 berlabel fluoresens yang sudah teropsonisasi dalam tabung
polypropylene  dan  ditambah 800 pl medium RPMI vang
mengandung 10 % (konsentrasi akhir) serum mencit (Vray, 1981),
Tabung digovang-goyang pelan dalam shaker pada subu 37°C
selama waktu vang ditentukan (30, 60, 90, 120 menit), kemudian
disentrifus 75 X g sclama 6 menit pada suhu 4°C untuk
menghentikan fagositosis dan memisahkan bakter: vang bebas dari
sel makrofag.

2. Bakten vang bebas (free bacteria) dibuang dengan mencuci sel
sebanyak 2 kali dengan 2 ml PBS bersuhu 4°C. Kemudian sel
makrofag disuspensikan dalam RPMI bersuhu 4’C sehingga

volumenya 1 ml.

5]

Untuk membedakan bakter1 yang terletak di dalam dan diluar sel,
diambil 100 pl  preparat dan ditambahkan 100 pl Ethwdium
Bromide 100 pg/mi.

4. Diambit 10 pl aliquot, diteteskan pada gelas obyek serta ditutup
dengan kaca penutup. Pengamatan dilakukan pada mikroskop
fluoresen menggunakan filter 520 nm dengan pembesaran 400X,
Bakter1 yang difagosit adalah baktern vang terletak intraseluler

(berada datam kontur sel dan nampak berfluoresenst hijau), sedang
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bakteri dengan fluoresensi merah-oranye yang terletak di luar sel,
atau melekat pada membran sel, tapi tidak difagosit.

5. Dilakukan penghitungan jumlah sel makrofag yang memfagosit
bakteri secara sistematik dan rata-rata jumlah baktert dalam
makrofag vyang melakukan fagositosis. Penghitungan harus
dilakukan tidak lebih dari 20 menit sejak penetesan Ethidium

bromide.

4.7 Teknik Analisis Data
Analisis data menggunakan Multivariate Test dan Univariate Analysis

of Variance dengan uji F pada taraf nyata 5% (Sudjana, 1996).
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ANALISIS HASIL PENELITIAN

5.1 Data Penelitian

Data penelitian didapatkan dengan menghitung jumlah makrofag yvang
melakukan fagositosis, jumlah bakten yang terfagosit oleh makrofag dan nilai
indeks fagositosis dalam waktu tertentu vaitu 30, 60, 90, 120 menit vang
menunjukkan lama waktu paparan antara makrofag kelompok propolis dan
non propolis dengan bakten Sa/monella typhi. Kemudian disajikan dalam
bentuk tabel dan dianalisis datanya dengan menggunakan ujr statistik
Mutivariate Tests dan Univariate Analvsis of Variance dengan uji F pada

taraf nyata 3%

a. Persiapan propolis

Propolis gold dengan dosis 20% siap uji, setelah dilakukan
pengenceran 10 kali berwarna seperti susu, dengan dosis 162.400 ug/10
ml. Dharabil 0,7 yl dart pengenceran tersebut untuk mendapatkan dosis 10
pg/ml. Menurut Orsi ef «@/,.(2000) dalam percobaannya, pelepasan H,O»
oleh makrofag peritoneal yang paling efektif adalah propolis dengan dosis
10 ug/ml. Dengan indikator pelepasan H>O, menunjukkan bahwa proses
fagositosts sedang berlangsung. Oleh karcna itu dalam penelitian kal im

digunakan propolis dengan dosis yang sama yaitu dosis 10 pg/ml.
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b. Persiapan bakteri
a. Bakteri dalam biakan Nutrien Agar Slant (NAS) disuspensikan
dengan NaCl 0,9% steri], hasil suspensi kemudian disamakan
dengan standar Mc Farland 1 yang sesuai dengan kepadatan bakten
3 x 10 ® /ml. Sehingga didapatkan suspensi bakteri kepadatan
bakteri 3 x 10 ®/ml. Dari suspensi ini diambil I mi ditambah 2 ml
PBS steri! dan dunaktifkan dengan pemanasan 56°C selama 60
menit. Kemudian dilakukan pelabelan bakteri dengan fluorescein
isothiocyanate (FITC) menggunakan teknik indirect fluorescent
antibody (IFA) yang menghasilkan warna fluoresensi hijau yang

homogen (Forbes er al., 2002).

c. Persiapan makrofag
Dan 10 ekor mencit jantan sehat strain BALB/c berumur 10
minggu dengan berat badan rata-rata 30 gram diperoleh 5 X 10° sel

makrofag. Viabilitas makrofag diuji dengan tripan biru sebesar 95%.

d. Uji fagositosis
Pada pengamatan mikroskopi fluoresen dapat dibedakan bakten
vang telah difagosit (terletak intraseluler) berfluoresensi hijau dan bakteri
yang tidak difagosit (terletak diluar dan menempel pada sel atau

ekstraseluler) berfluoresensi merah-oranye.

Tesis Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

73

Gambar 5.1 Makrofag dengan bakteri intraseluler berwarna hijau. Pembesaran
400 kali pada mikroskop fluoresen.
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Gambar 5.2 Makrofag dengan bakteri ekstraseluler berwarna merah-oranye.
Pembesaran 400 kali pada mikroskop fluoresen

5.2 Analisis dan Hasil Penelitian
a. Persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis.

Persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis terhadap
bakter1 adalah jumiah makrofag yang mengandung bakteri dibagt dengan
Jumlah seluruh makrofag yang ditemukan dalam lapangan pandang kali
100. Schingga didapat rata-rata jumlah makrofag yang melakukan
fagositosis dengan menjumiahkan nilai seluruh jumlah makrofag yang
melakukan fagositosis dan membaginya dengan banyaknya pengulangan

dalam kelompok waktu tertentu, seperti dalam tabel dibawah ini.
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Tabel 5.1 Persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis

Waktu
paparan

30 menit | 43,0%+ 041" 475 %= 0,01°

60 menit | 445 %+ 037° 50.0 %+ 0.01°

90 menit 46.1 %+ 0,39° 53,3% + 0,01°

120 menit | 47,5 %+ 0,01¢

Keterangan :

» a,b,c,d, e, f, g merupakan lambang yang menunjukkan ada perbedaan
persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis antara waktu
paparan 30, 60, 90, 120 menit pada kelompok non propolis dan
kelompok propohis.

» Pada waktu paparan 120 menit pada kelompok non propolis dan waktu
paparan 30 menit pada kelompok propolis persentase jumlah makrofag
yang melakukan fagositosis tidak ada perbedaan, hal ini dapat

ditunjukkan dengan Jambang yang sama yaitu d.
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Rata-rata jumlah makrefag
dalam %

Persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis

60 1

50
401"

301
20

B Non Propolis
O Propolis

101

0

A0 menit 60 menit 90 menit 120 menit

Lama wakiu pemaparan :

Gambar 5.3 Grafik persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis

Dan data dan grafik diatas menunjukkan bahwa :

a.

b.

Persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis bakteri
meningkat sesual dengan lama waktu paparan makrofag dengan
bakteri sampai dengan 120 menit pengamatan,

Pada setiap waktu paparan yang sama, persentase makrofag yang
melakukan fagositosts pada kelompok propolis lebih besar dari pada
kelompok non propolis. Secara keseluruhan selama 120 menit,
persentase makrofag yang melakukan fagositosis pada kelompok
propolis juga iebih besar daripada kelompok non propolis.

Ada intersepsi atau interaksi antara pemberian propolis dengan
persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis dari

kelompok propolis dan kelompok non propolis dalam waktu 30, 60,

- 90, 120 menit. Pada kelompok propolis persentase jumiah makrofag

Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

77

vang melakukan fagositosis lebih banvak daripada jumlah makrofag
yang melakukan fagositosis pada ketompok non propolis.

d. Dan up statistik menggunakan Muwivariate fests dan Univariate
Analysis of Variance dengan uji F pada taraf nyata 5% untuk makrofag
kelompok propolis dan kelompok non propolis terdapat perbedaan
persentase jumlah makrofag vang melakukan fagositosis dalam waktu
tertentu vanu 30, 60, 90, 120 menit menunjukkan hasil yang signifikan
(p < 0.05). Data hasil perhitungan statistik, selengkapnva tercantum

dalam lampiran.

b. Rata-rata jumlah bakteri yang difagosit oleh makrofag.
Rata-rata jumlah bakteri yang difagosit oleh makrofag adalah
jumlah seluruh bakteri yang difagosit oleh makrofag dibagi dengan jumlah
makrofag yang melakukan fagositosis. Sehingga didapat rata-rata jumlah

bakteri yang difagosit per makrofag, seperti dalam tabel dibawah ini.
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Tabel 5.2 Rata-rata jumlah bakteri yang difagosit oleh makrofag

Waktu Rata-rata jumlah baktert yang difagosit oleh makrofag dalam %
paparan | + 8D

Propolis

209 + 0.06°

2354009

235 =000

120 menit 8,8+ 0,05 22,3 £ 0,00¢

Keterangan :

* a,b,c,d,e, f g merupakan lambang yang menunjukkan ada perbedaan
rata-rata jumlah makrofag yang melakukan fagositosis antara waktu
paparau 30, 60, 90, 120 memt pada kelompok non propolis dan
kelompok propolis.

» Pada waktu paparan 60 dan 90 menit pada kclompok propolis rata-rata
Jumlah bakteri yang difagosit oleh makrofag tidak ada perbedaan, hal ini

dapat ditunjukkan dengan lambang yang sama yattu f.
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i

L

Rata-rata jumiah bakteri yang difagosit oleh makrofag
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=
g ® |
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30 menit 60 menit 90 menit 120 menit

Lame wakty pemaparan

Gambar 5.4 Grafik rata-rata jumlah bakteni yang difagosit oleh makrofag.

a.

Dan data dan grafik diatas menunjukkan bahwa :

Rata-rata jumlah bakteri yang terfagosit meningkat sesuai dengan lama
waktu paparan, kecuali pada menit ke 120 rata-rata jumlah bakten yang
terfagosit mengalami penurunan.

Pada waktu paparan yang sama rata-rata jumlah bakteri yang terfagosit
dari kelompok propolis lebth banyak 2,65 kali dibanding dengan
kelompok non propolis.

Ada intersepsi atau interaksi antara pemberian propolis dengan jumlah
bakteri yang difagosit oleh makrofag pada kelompok propolis dan
kelompok non propolis dalam waktu 30, 60, 90 menit, semakin lama
waktu terpapar semakin banyak jumlah bakteri yang terfagosit, kecuali
pada menit ke 120 rata-rata jumlah bakteri yang terfagosit mengalami

penurunan.
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d. Dari uji statistik dengan menggunakan Mutivariate Tests dan Univariate
Analysis of Variance dengan uji F pada taraf nyata 5% untuk jumlah
bakteri yang terfagosit dari makrofag kelompok propolis dan non propolis
dalam waktu tertentu yaitu 30, 60, 90, 120 menit menunjukkan hasil yang

signifikan (p <0,05).

¢. Indeks fagositosis.
Menurut Bishayi (2000) indeks fagositosts adalah perkalian jumiah
makrofag yang mengandung bakteri dengan rata-rata jumlah bakteri per
makrofag. Sehingga didapat rata-rata nilai indeks fagositosis, sepertt

dalam tabel dibawah 1ni :

Tabel 5.3 Nilai indeks fagositosis dengan standart deviasi untuk kelompok non
propolis dan kelompek propolis

Rata-rata indeks fagositosis + SD

Non Propolis Propolis

53,5+ 0,58" 175,5+0,58°

60 menit 68,5 + 0,58° 211,5 £ 0,58"

90 menit | 73,04 0,17° 225,5 + 0,298

120 menit 73,1 % 0,00° 228,1 + 0,50
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Keterangan :
> a, b, ¢, d, e f, g h, merupakan lambang yang menunjukkan ada
perbedaan nilai  indeks fagositosis jumlah makrofag yang melakukan
fagositosis antara waktu paparan 30, 60, 90, 120 menit pada kelompok

non propolis dan kelompok propolis.

Indeks Fagositosis

250 1
200

1501

—

"2K] a Non Pr-opolisJ

50

Nilai indeks
fagosttosis

O Propolis

30 menit &0 menit 90 menit 120 menit

Lama waktu pemaparan

Gambar 5.5 Grafik nilai indeks fagositosis dengan standart deviasi untuk
kelompok non propolis dan kelompok propolis

Dari data dan grafik diatas menunjukkan bahwa :
a. Nilai indeks fagositosis meningkat sesuai dengan lama waktu paparan.
b. Pada waktu paparan yang sama nilai indeks fagositosis dari kelompok
propolis lebih banyak dibanding dengan kelompok non propolis.
c. Ada ntersepsi atau interaksi antara pemberian propolis dengan nilai indeks

fagositosis dalam waktu 30, 60, 90, 120 menit, semakin lama waktu

Tesis Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

82

terpapar semakin tinggi nilai indeks fagositosis dalam inteival waktu
tertentu yang secara keseluruhan selama 120 menit.

d. Dari wji statistik dengan menggunakan Mutivariate Tests dan Univariate
Analysis of Variance dengan uji F pada taraf nyata 5% untuk nilai indeks
fagositosis dari makrofag kelompok propolis dan non propolis dalam
waktu tertentu yaitu 30, 60, 90, 120 menit menunjukkan hasil yang

signifikan (p < 0,05).
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PEMBAHASAN

Penclitian ini bertyjuan untuk mengetahui efektifitas variabel bebas
(propolis) terhadap vanabel tergantung (kemampuan fagositosis intrasetuler) dari
peritoneal makrofag mencit jantan jems BALB/c terhadap Salmonella typhi dalam
interval waktu tertentu. Untuk mencapai tujuan tersebut, maka dilakukan
penelitian eksperimental laboratorik sesungguhnya. Dalam penelitian in1 terdapat
2 kelompok yaitu kelompok yang mendapat perlakuan (pemberian propolis) dan
kelompok yang tidak mendapat perlakvan {non propolis).

Rancangan penelitian yang dipakai adalah Mudtivariate Tests dan
Univariate Analysis of Variance. Pada Multivariate Test untuk mengetahui
stgnifikansi jumlah makrofag yang melakukan fagositosis terhadap bakteri dan
jumiah bakteri yang difagosit oleh makrofag dalam interval waktu tertentu dalam
kelompok non propolis dan propolis serta indeks fagositosisnya. Sedang pada
Univariate Analysis of Variance untuk mengetahui signifikansi jumlah bakteri
yang difagosit oleh makrofag dalam interval waktu pada kelompok non propolis
dan kelompok propolis. Pengukuran terhadap variabel tergantung sebelum
perlakuan tidak dilakukan, karena variabel kontrol (jenis kelamin, strain, umur,
berat badan mencit donor makrofag, langkah persiapan makrofag) telah
diusahakan tidak ada perbedaan, serta pengambilan dan pembagian makrofag

kedalam kelompok kontrol dan perlakuan dilakukan secara acak.
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Pada penchitian im dipilih mencit vang berumur 10 minggu, karena mencit
tclah mencapal kematangan untuk melakukan respons terhadap antigen (immune
maturation) pada umur 6 minggu {Harlow et «f., 1988). Strain mencit dipilih
BAILB/c karcna strain vang berumur 6 — 12 minggu 1n1 telah terbukti memiliki
respons imunitas vang baik (Ralph, 1986). Jenis kclamin mencit dipilih yang
santan karena memulikt iebih banvak makrofag peritoneat dar pada mencit betina
{Foster, 1983

Makrofag mencit diambil dengan lavase peritonium menggunakan bahan
PBS meskipun perolechan sel relatif sedikit bila dibandingkan dengan
menggunakan bahan intan lain seperti FBS, thioglikolat, emulsi minyak air.
Sebab dalam penelitian 1m1 diharapkan adalah makrofag normal atau istirahat,
sedangkan bahan-bahan intan tersebut dapat mempengaruhi beberapa sifat
makrofag. Beberapa perubahan dapat terjadi pada makrofag yang teraktivasi,
salah satu diantaranya adalah perubahan fungsi yang mehiputt : kecepatan migrasi
meningkat, melekat pada kaca lebith cepat, produksi kolagenase, aktivator
plasminogen dan prostaglandin meningkat, produksi sitokin dan komplemen
meningkat, kemampuan mikrobisidal meningkat, fagositosis dan pinositosis
meningkat, memiliki aktivitas antt tumor (Werb,1991).

Untuk menguyt ada tnidaknya peningkatan kemampuan fagositosis,
digunakan metode pengecatan ganda dan mikroskom fluoresens. Secara tcknis
metode int Iebth sulit dibandingkan metode seperti pengecatan tungeal dengan
giemsa. Namun metode 1m dipilih karena dapat membedakan antara bakteri yang

benar-benar ditelan makrofag (terletak intraseluler) dengan bakteri yang hanya
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melekat atau menempel pada permukaan tapi tidak ditelan (terletak ekstrascluler),
sedangkan pengecatan tunggal dengan giemsa tidak dapat benar-benar
membedakan antara kedua kelompok tersebut, hal in1 sesuat dengan salah satu
syarat penilaian aktifitas fagositosis menurut Leijh er. al., (1984).

Adanya bakteri intraseluler dan bakteni ekstraseluler ini disebabkan oleh
adanya reseptor C3 pada permukaan sel, yang pada makrofag normal (tidak
mengalami aktivasi) hanya dapat mengikat saja tanpa dapat memfagositnva
(Greenberg er. «f., 1993). Dengan menggunakan lapangan pandang mikroskop
cahaya yang bersifat dua dimensi, bakteri yang terikat atau menempel pada
permukaan makrofag akan tampak secolah-olah berada didalam sel (sudah
difagosit). Akibatnya pembacaan persentase makrofag vyang melakukan
fagositosis maupun penghitungan jumlah bakten yang difagositosis akan menjadi
bias. Dengan pengecatan ganda dan menggunakan lapangan Ipandang mikroskop
fluoresens, hasil bias dapat dihindari. Bakteri yang akan dihitung menggunakan
mikroskop fluoresens pada tahap pertama dilakukan pelabelan dengan fluoresens
isothiosianat (FITC) sehingga berfluoresensi hijjau. Pada pelabelan ini bakteri
sudah mengalami opsomisasi dengan komplemen serum, karena pada proses
pelabelan dengan fluoresens isothiosianat (FITC) bakteri sudah ditambahkan
serum homolog, sehingga terjadi ikatan antigen antibodi yang berfluoresensi
hijau. Kemudian pada tahap kedua, baktert yang sudah berlabel FITC yang
berwama hijau di paparkan dengan makrofag agar terjadi proses fagositosis selama
30 sampat 120 menit. Kemudian ditambahkan cat ethidium bromida yang

mengubah fluoresens: hijau menjadi merah-oranye pada bakteri yvang terpapar
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oleh fluorokrom terscbut. Bakteri yang sudah difagositosis dan terletak
intraseluler tetap berwarna hijau, karena baktent tersebut terletak didalam
makrofag sehingga terlindingi dari paparan dengan cat ethidium bromida.
Sedangkan bakteri yang masih terletak diluar makrofag akan berubah wama
fluoresensinya menjadi merah-oranye karena terpapar oleh ethidium bromida.
Dengan melihat perbedaan wama tersebut yaitu warna hijau dan merah-oranye
pada mikroskop fluoresens maka dapat dibedakan antara bakten vang sudah
difagosit oleh makroftag (intraseluler) dan bakteri vang berada diluar atau
permukaan makrofag {ekstraseluler).

Menurut Dreved ef.al, (1991), Ethidium bromida memang dapat
mengadakan penetrasi kedalam sel makrofag, namun hal int baru terjadi setetah
20 - 30 menit pemberian ethidium brobida, sehingga pembacaan harus dilakukan
sebelum 20 menit sejak penetesan. Selain itu ﬂuorokrdm ini akan lebih
terkonsentrasi kedalam inti dan hanya sedikit yang terdapat didalam sitoplasma,
sehingga tidak sampail mengubah wama fluoresensi bakteri yang terdapat dalam
sitoplasma sel dan hijau menjadi merah-oranye.

Salmonella typhi dipilih sebagai bakteri uji pada penelitian 1ni, karena
bakten tersebut adalah patogen intrasel pada manusia yang mampu menghindar
atau bertahan darnt proses pembunuhan intraseluler oleh makrofag normal atau
istirahat. Hal ini disebabkan Salmonella memiliki dua daerah pertahanan yaitu
SPi-1 dan SPI-2 yang mampu melindungi din dari proses penggabunggn antara
fagosom dan lisosom (Karlsson, 2004). Salmonella typhi dapat dibunuh secara

efektif oleh makrofag teraktivasi, sehingga bakteri ini dapat dipakai sebagai uji
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peningkatan kemampuan fagositosis intraseluler yang merupakan salah satu cin
makrofag teraktivasi (Roitt et al., 2001). Ada tidaknya peningkatan fagositosis
terhadap Salmonella typhi sebagai salah satu bakteri intraseluler dapat diketahui
dani persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis, rata-rata jumlah
bakter1 yang difagosit oleh makrofag, nilai indeks fagositosis dan diidentifikasi
dengan menggunakan metode double siaining fluorescence (Drevet & Campbel,
1991).

Pada uji fagositosis mi digunakan baktent yang sudah dimnaktif dengan
pemanasan selama 60 menit pada suhu 56"C untuk meniadakan replikasi baktert
selama pengamatan yang akan mempengaruhi hasil pengamatan terutama selang
waktu fagositosis yang lebih lama sampai 120 menit. Selain itu pemanasan selama
60 menit pada suhu 56°C telah dibuktikan oleh Drevet dan Campbell (1991} tidak
mengubah struktur permukaan semua agen infeksi (dalam penelitian ini
menggunakan bakten Salmonella typhi) yang dapat mempengaruhi fagositosis
oleh makrofag.

Rasio makrofag dengan bakteri yang digunakan dalam penelitian ini
adalah 1 : 10, karena bila rasio terlalu kecil misalnya 1 : 1, atau jumlah bakteri
terlalu sedikit maka rangsangan antigen atau bakteri terhadap makrofag akan
kurang sehingga makrofag ada yang tidak terpapar dengan antigen dan aktivitas
fagositosis tidak optimal. Sedang btla rasio terlalu besar misalnya 1 : 100, akan
terjadi penelanan bakteri oleh makrofag vang terlalu banyak, schingga

menyebabkan otolisis atau pecahnya makrofag.
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Dari uji fagositosis secara in vitro pada kelompok non propolis bila
dibandingkan dengan kelompok propolis terdapat peningkatan jumlah bakteri
yang difagosit oleh makrofag sebesar 2,65 kali. Peningkatan aktivitas fagositosis
dapat terjadi karena peningkatan jumlah reseptor komplemen yaitu reseptor C3.
Makrofag mempunyai reseptor C3 yang aktif berbentuk C3b, sehingga dengan
adanya komplemen, kompleks mikroorganisme dengan antibodi pengikat
komplemen menimbulkan opsonisasi. Opsonisasi melalui pengikatan C3 dapat
dihalangt oleh tnaktivator C3b yang terdapat didalam serum. Inaktivator C3b ini
melepaskan C3b dan mikroorganisme sebelum terjadi opsonisasi. Kompleks
mikroorganisme antibodi yang terikat dengan C3 yang aktuf dapat juga melekat
pada ernitrosit. Karena eritrosit terdapat dalam jumlah besar, maka kesempatan
opsonisast selurub kompleks (mikroorganisme, antibodi, komplemen, dan
eritrosit) adalah lebih besar sebelum inaktivasi C3b teljad{, sechingga mampu
mengikat sekaligus menclan bakteri, dan peningkatan aktivitas reseptor fagositosis
non imun yaitu reseptor mannose.

Kenaikan indeks fagositosis pada kelompok propolis dalam 30 menit
pertama bila dibandingkan dengan menit berikutnya yaitu 60 sampai 120 menit
kemudian tidak mencerminkan kenaikan yang stabil, tetapi cenderung mengalami
penurunan. Jika pada kelompok non propolis nilai rata-rata indeks fagositosis 53,5
sedangkan pada kelompok propolis nilai rata-rata indeks fagositosis 175,5, maka
untuk 30 menit berikutnya seharusnya lebih tinggi dari nilai rata-rata indeks
fagositosis yang didapat yaitu 68,5 untuk nilai rata-rata indeks fagositosis pada

kelompok non propolis dan 211,5 untuk nilai rata-rata indeks fagositosis.
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Kenaikan yang tidak stabil ini disebabkan karena sebagian baktert sudah mular
didegradasi sehingga tidak tampak lagi pada pemeriksaan mikroskopr dan

mempengaruhi pembacaan hasil pengamatan.
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PENUTUP
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BAB7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
1. Pemberian propolis dapat meningkatkan kemampuan fagositosis
intraseluler Salmonella typhi dari makrofag peritoneal mencit jantan jenis

BALB/c secara in vitro.

[

Makin lama waktu paparan antara makrofag peritoneal mencit jantan jens
BALB/c dengan baktent Saimonella typhi seccara in vitro makin
meningkatkan jumlah bakten yang difagosit.

3. Ada intersepst atau mteraks antara pemberian propolis dengan jumlah
bakter1 vang difagosit oleh makrofag, jumlah makrofag yang melakukan

fagositosis dan nilai indeks fagositosis dalam waktu 30, 60, 90, 120 menit.

7.2 Saran
1. Perlu dilakukan studi ir vitro apakah propolis juga memiliki efek
imunomodulator terhadap makrofag manusia.
2. Perlu dilakukan studi in vive untuk mengetahui apakah propolis memiliki
efek imunomodulator pada pemberian peroral.
3. Perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui efek pemberian propolis
terhadap kemampuan fagositosis intraseluler makrofag terhadap bakteri

lain.

Tesis Efek imunomodulator.... Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

91

4. Perlu dilakukan peneliian untuk mengetahui efek propohis terhadap
komponen sistem imun lain, misalnya limfosit, baik pada sistem imun

yang normal maupun yang mengalami gangguan.
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Tabel persentase jumlah makrofag yang melakukan fagositosis, rata-rata jumlah
bakteri vang difagosit oleh makrofag dan nilai indeks fagositosis pada kelompok

propolis dan non prepolis dalam waktu 30, 60, 90, 120 menit.

. Waktu | propolis jmakrofag bakteri 1 indekfag E.
1. ] 1 1 4262 2.08 54.0,
2. i 1 1 43.33 2.08; 54.0'
3. 1 11 4282 2.04 53.0
4. 1 11 43.33 2.04 53.0
Cll | 1 2 47.5, 6.03  175.0'
L8 T Wl e 607 176.0
P ARG . B 47.5' 6.03 1750
|8 O e i 47y B O g 176.0
! 9] 1. 4408 252 68.0:
9 2 % 4426 252 680
T oy 0i 1, 44.26 2.56, 890
B NS AW TR LY
. 2 1l 45! 2.56, 69.0!
RN 2 24: 50, 7.03; 211,0%
| 14. 2i 2 50. 707, 2120
L S ™ =2 50 7.03  211.0
16, 2 2] 50, 7071 2120
i 3! 1, 459 26, 728
.18 3 1 458 26 728
| o 3 1 4667 FONNT
| 20 3 1’ 459 261 73.1
2 3 2 53 3] 7271 2254
22" 3 a1 533 7.280 2257
o —_— a e EE
23. If 3,[ 2; 53.3| 728 2257
l 24 3 g 536! 7.26] 2251
e W25 | 4 1 4754 2852 731
. 26 4, 11 47 54, 2.56, 73.1]
{27, 4; 1 47.5, 256 73.1]
2 4! 1 47.5 2 56, 73.1;
29. | 4| 2] 55 7.12] 2278
30. | 4i 2i 55 7.15] _ 2288
s 4 285 712 227.8
32 4 21 55 7120 2278
Keterangan :
Waktu : Propolis :
1 =30 menit 3 =90 menit 1 = kelompok non propolis
2 =60 menit 4 =120 menit 2 = kelompok propolis
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General Linear Model

Warnings

Post hoc tests are not performed for
Pemberian propolis because there
are fewer than three groups.

Between-Subjects Factors
Value Label N
Lama 1 30 menit 8
waktu 2 60 menit 8
terpapar 3 90 menit 8
4 120 menit 8
Pemberian 1 Non 16
propolis propolis
2 Propotis 16
Muttivariate Tests
Effect . Value F Hypothesis df Error df Sig. |
intercept Piltaf's Trace 1.000 8355840 3.000 22.000 000
Wilks' Lambda .000 8355840° 3.000 22.000 000
Hotelling's Trace 1139433 83558407 3.000 22.000 000
Roy's Largest Root 1139433 83558407 3.000 22.000 000
WAKTU Pillai's Trace 2445 35208 9.000 72.000 000
Wilks’ Lambda 000 | 1782814 9.000 53693 800
Hotelling's Trace 74647.057 | 1714118 9.000 62.000 060
Roy's Largest Root {74641.119 | 597129.0° 3.000 24.000 Q00
PROPOLIS Piltai's Trace 1.000 33140397 3.000 22.000 000
Wilks' Lambda 060 33140398 3.000 22000 .000
Huotelling's Trace 451914.5 33140397 3.000 22.000 000
Roy's Largest Root | 4519145 3314039° 3.000 22.000 00D
WAKTU * PROPOLIS Pillai's Trace 1.771 11.525 9.000 72.000 600
Wilks" Larmbda 000 498.924 9.000 53.693 000
Hotelling's Trace 12838811 120481.715 9.000 62.000 000
Roy's Largest Root 112836.110 | 102688.9° 3.000 24.000 000
a. Exact statistic

b. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level.
C. Design. Intercept+WAKTU+PROPOLIS+WAKTU * PROPOLIS
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Tests of Between-Subjects Effects

Type 11l Sum

Source Dependent Variable | of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model Jumfah makrofag a

yang memfagosit 488.379 7 69.768 | 1230235 000

Jumlah bekteri yang b

terfagosit 208727 7 20 818 }66042.330 000

Indeks fagositosis 685894 .425P 7 97984918 | B305716 000
Intercept Jumiah makrofag

yang memfagosit 74819.692 1 74810692 | 1319305 000

Jumiah bekteri yang

terfagosit 869.362 1 8469.362 | 1925496 000

Indeks fagositosis 2207862178 1§ 2207862.178 1.4E+07 000
WAKTU Jumlah makrofag

yang memfagosit 169.915 3 56.638 998.709 .00

omish bekter yang 25.110 3 8370 |18538.096 000

terfagosit

tndeks fagositosis 88950.078 3 33316693 | 214406.1 Q00
PROPOLIS Jumlah makrofag

yang roemfaBbel 306.71% 1 306715 | 5408334 009

Jumlah bekteri yang

terfahosk 181.223 1 181.223  401379.2 .000

Indeks fagositosis 569044 455 t 569044 455 | 3662026 000
WAKTU * PROPOLUIS Jumlah makrofag

{ong Hmiag0sk 11.750 3 3.917 69.061 000

Jumlah bekteri yang

fecin g0t 2384 3 798 | 1767598 .ooo

Indeks fagositosis 16899.891 3 5633297 [36252.491 000
Error Jumlah makrofag

yang memfagosit 1.381 24 5671802

Jumiah beidteri yang

terfagosit 1.084E-02 24 4 515E-04

Indeks fagositosis 729 24 185
Total Jumlah makrofag

yang memfagosit 75309.431 32

Jumtah bekteri yang

terfagosit 1078.099 32

Indeks fagositosis 2893760.332 32
Corrected Taotal Jumlah makrofag

yang memfagosit 489.740 31

Jumlah bekteri yang

terfagosit 208.738 31

Indeks fagositosis 685898154 N

a. R Squared = 997 {Adjusted R Squared = 9386)
b. R Squared = 1.000 {Adjusted R Squared = 1.000}

Tesis

Efek imunomodulator....

Dwi Krihariyani



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga

Post Hoc Tests
Lama waktu terpapar
Muftigte Comparisons
LSD
Mean
Difference 85% Confidence Interval

Dependent Variable (1) Lama waktu terpapar  {}) Lama wakiy terpapar {i-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Jumish makrofag 30 ment 80 menit -1.9850° CHs 000 -2.2308 -1.7282
yang memfagosit 90 menit -4.4588" 1191 000 -4.7045 -4.2130
120 menit -6.0225° 1191 000 -5.2683 -5 7767

G0 et 30 menit 1.9880" M 000 1.7392 2.2308

90 menit -2.4738 1181 free] -2.7185 -2 2280

120 manit -4.0375" 1181 0o -4.2833 -3 707

90 menit 30 memt 4 4588~ 113 [E5,8] 4 2130 4 7045

80 mermt 24738" 1181 Relule] 2.228% 271685

120 mernet -1.5537 S11at OG0 -1.8065 ! -1 31803

d_1'2CI menit 30 menit i 6.0225" a1 000 57767 1[ 6 2683

&0 memt 40375 RELE 000 =2 42833

830 memt 1.5637 114 00G 1.3180 4 1825

Jurnlah bekteri yang 30 menit 60 menit - 7400 | 1.062E-02 000 -7B18 - 711
terfagosit 50 menit -1.5052* 1 1.062E-02 000 -1.5272 -1.4833
120 mentt -2.3837*1 1.062E-(2 000 -2.4057 -2.3618

B0 menit 30 menit 7400 | 1.062E-02 Jias] T8 7619

30 menit -.7852* | 1.062E-02 000 -7872 - 7433

120 menit -1 6437 | 1.0682E-02 000 -1.8657 -1.6218

80 menit 30 menit 1.5052~ | 1.062E-02 T 1.4833 18272

80 menrt 7852 | 1.062E-02 Reoe 7433 7872

120 manit - 8785* | 1.062E-02 D00 - 8004 - 8868

120 menit 30 ment 23837} 1.062E02 000 23818 24057

B0 menit 164371082802 000 16218 1.665T7

20 et 8785 | 1 DBZE-D2 000 B5BE 3004

tndeks fagositosis 30 menit 60 menit -4, 5625 1971 000 -41).9693 -40 1557
40 rnenit -84 2500* 1874 0o -B4 6568 -93.8422

120 memt -148 3687 871 .00 -146.7755 -147.2620

&0 menit 30 rrenit 40 5625 971 Q00 401557 40 8653

80 menit -53 6875 1871 000 -54 0543 -53.2807

120 menit -107 o622 1871 .60a -108.2130 -107.3985

S0 menit 30 menit 84 2500" 1971 00D 938432 84 6568

B0 meanit 53.6875" 1971 000 532807 54 0943

120 menit -54.1188" 1971 D00 -54,5255 53720

120 menit 30 menn 148,3687" 1971 000 1479620 ] 148 7755

60 manit 107.68062* AG71 000 107.3995 1082130

90 menit 54.1188"* 1871 .00 53,7120 56 5255

Based on cbserved means.

*. The mean difference is significant at the .05 laval.
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