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PENELITIAN

PEMBERIAN PROTEIN ADHESIN 38-KILODALTON MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS PERORAL MENINGKATKAN JUMLAH MAKROFAG DAN
LIMFOSIT USUS MENCIT BALB/c

(Oral Administration of Mycobacterium tuberculosis 38-Kilodalton Adhesin Protein
Increases Macrophages and Lymphocytes in Intestinal BALB/c MICE)

Rahma Trilianal, Ade A Kartosen?, Dianika P Puspitasari2, Sri Murwani3, Sanarto Santoso3, Maimun Z Arthamin?

ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (M.tb), is one of the world health problems. Oral vaccination of M.tb has
a potential to reduce the risk and complication of TB. The 38-kDa adhesin protein as one of oral TB vaccine candidates has not been
proven. This study is aimed to determine M.tb 38-kDa adhesin protein effect on macrophage and lymphocyte numbers in mice intestine
after an oral administration. BALB/c mice (n=20), age 6-8 weeks, and were divided into 4 groups: control (K), adjuvant (A), 38-kDa
100ug adhesin protein (P), and combination of 100ug 38-kDa adhesin protein with adjuvant (PA). An oral administration was given
at the beginning with 2 boosters every 4 weeks. After 3 days of the second booster, the mice were killed and the intestine was taken and
stained with haematoxylin eosin (HE) to measure its macrophages and lymphocytes number. The mean *2SD were 18.4 (3.71) and
6.09 (0.34), 23.0 (7.78) and 8.86 (1.19), 42.2 (13.63) and 23.49 (3.91), 95.4 (30.11), and 53.57 (13.79) respectively for K, A, P
and PA group. The statistical test showed a significant difference among each group revealing the role of M.tb 38-kDa adhesin protein
as immunogenic inducing cellular immunity in intestine. In this study, so far it was found that the oral administration of M. tb 38-kDa
adhesin protein has an ability to increase macrophage and lymphocyte numbers in the mice intestinal BALB/c.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, 38-kDa adhesin protein, mice intestinal macrophages and lymphocytes

ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) yang disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis (M. tb), masih menjadi masalah kesehatan dunia.
Vaksinasi oral M.tb diharapkan mampu mengurangi risiko infeksi dan komplikasi TB. Protein Adesin 38kDa M.tb adalah salah satu
kandidat vaksin oral M.tb yang belum teruji potensinya. Penelitian ini dilakukan untuk menentukan potensi protein tersebut dalam
meningkatkan jumlah makrofag dan limfosit usus mencit pada pemberian per-oral. Mencit BALB/c (n=20), usia 6-8 minggu, dibagi
dalam 4 kelompok: kontrol (K), Ajuvan (A), Protein Adesin 38kDa M.tb 100 pg, (P), dan Protein Adesin 38kDa M.tb 100 ug dengan
Ajuvan (PA). Pemberian oral dilakukan di awal penelitian dengan ulangan 2 kali setiap 4 minggu. Tiga hari setelah pemberian
ulangan ke dua, mencit dibunuh dan usus diambil untuk pengecatan Hematosilin Eosin (HE) dan penghitungan jumlah makrofag
dan limfosit usus. Rerata +2SD adalah 18,4 (3,71) dan 6,09 (0,34), 23,0 (7,78) dan 8,86 (1,19), 42,2 (13,63) dan 23,49 (3,91),
serta 95,4 (30,11), dan 53,57(13,79) secara berurutan untuk kelompok K, A, P dan PA dengan hasil uji statistik yang signifikan. Hal
ini menunjukkan bahwa protein adesin 38kDa M.tb berpotensi sebagai imunogen dalam mengimbas respon imun seluler di usus.
Pemberian peroral protein adesin 38kDa M.tb dapat meningkatkan jumlah makrofag dan limfosit usus mencit BALB/c.

Kata kunci: Mycobacterium tuberculosis, protein adesin 38kDa, makrofag dan limfosit usus mencit

PENDAHULUAN menyerang 1 dari 3 penduduk dunia atau jumlah
keseluruhan sekitar 2 milyar orang, sehingga TB
. : - ! .l menyumbang 2,5% penyakit pembeban dunia
satu infeksi bakteri kronik yang menjadi salah (global burden of disease) dan menduduki posisi
satu sasaran Millenium Development Goal (MDG) ke-7 penyebab kematian utama dunia pada tahun
di bidang kesehatan.! Penyakit akibat satu infeksi 2004.2 Di Indonesia, kematian akibat TB di penduduk
Mycobacterium tuberculosis (M.tb) ini diperkirakan non-HIV dan HIV positif adalah 37 dan 2,4 dengan

Penyakit tuberkulosis (TB) merupakan salah
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jumlah penderita penyakit (prevalensi) dan kejadian
pada tahun 2007 berkisar antara 244 dan 228 per-
100.000 penduduk.! Hal ini meyebabkan jumlah
penderita TB Indonesia berada di peringkat ketiga
terbesar di Dunia setelah India dan Cina.? Laporan
Riset Kesehatan Dasar tahun 2007 oleh Departemen
Kesehatan RI menunjukkan bahwa 17 provinsi di
Indonesia memiliki jumlah penderita penyakit TB
di atas peringkat nasional, dengan usia tertinggi
=65 tahun dan penderita laki-laki 20% lebih banyak
dibandingkan perempuan dengan jumlah penderita
tiga kali lebih banyak di desa dan empat kali lebih
banyak di penduduk berpendidikan rendah.? Hal
ini membuat TB menjadi salah satu isu global dan
nasional yang perlu segera ditangani.

Meningkatnya jumlah penderita HIV/AIDS
juga turut berperan pada peningkatan jumlah
penderita TB di negara yang awalnya sudah berhasil
mengendalikannya.* Upaya penanganan TB tidak
hanya dilakukan di level penyembuhan (kurasi),!-2
tetapi juga pencegahan.” Vaksinasi merupakan siasat
pencegahan pilihan guna menurunkan kejadian,
jumlah penderita berpenyakit dan kematian akibat
TB melalui permulaan (inisiasi) kekebalan, sehingga
mencegah dan memotong rantai pemindahan
(transmisi) M.tb.>

Bacillus Calmette-Guerin (BCG) merupakan
satu-satunya vaksin TB, yang paling sering dipakai
dan memiliki efikasi tinggi untuk TB milier dan
luar paru (ekstrapulmoner) di anak dan orang
dewasa, dengan tingkat keamanan yang tinggi dan
kemampuan mengimbas tatanan kebalan cairan tubuh
(menginduksi sistem imun humoral) maupun sel
yang baik.® Namun, beberapa telitian menunjukkan
bahwa BCG tidak efektif dalam mencegah TB Paru
di daerah endemis” dan geografis tertentu® sehingga
kemanjuran BCG terhadap TB beragam dari 0% di
India sampai 50-80% di Inggris.® Di samping itu
kemanjuran juga berbeda di pasien TB dengan HIV
positif, pasien dengan pajanan Mycobacterium spp dari
lingkungan’, faktor daya tahan inang (terkait genetik,
status imunitas, level nutrisi dan sosial ekonomi) dan
penggunaan jenis sediaan BCG juga turut berperan
dalam efikasi TB.6-8 Variasi efikasi ini meningkatkan
keperluan mendesak ditemukannya bahan vaksin
TB yang mampu memberikan perlindungan dan
imunoterapi yang dapat digunakan di pasien
pengidap HIV-positif atau pernah terpajan M.tb dari
lingkungan atau pernah diberi vaksin dengan BCG
yang aman dipakai dalam jangka pendek maupun
panjang.6-%-10

Penemuan terakhir mengarah pada pengembangan
vaksin yang berasal dari molekul terlekat (adhesi)
bakteri yang digabungkan dengan bahan pembantu
selaput lendir (ajuvan mukosal) atau diberikan lewat
selaput lendir (vaksin mukosal).!! Respon imun
mukosal terhadap antigen protein adesin bakteri

akan menghambat perlekatan bakteri di sel inang
dan mencegah pengkolonian di permukaan selaput
lendir,'2 sehingga adesin protein dapat menjadi calon
vaksin TB yang baru.

Penelitian adesin protein sebagai calon vaksin
TB pernah dilakukan oleh Tandya,!3 yang dilakukan
dalam dua tahap yakni isolasi dan penentuan berat
molekul protein adesin M.tb B665BT (38 kDa) serta
pembuktian kemampuan protein adesin 38 kDa M.tb
tersebut dalam meningkatkan respon imun humoral
(secretory IgA (S-IgA)) di usus dan cabang tenggorok
(bronkiolus) mencit BALB/c setelah pemberian
lewat rongga mulut.!3 Respon imun utama di kuman
dalam sel termasuk M.tb adalah imunitas seluler (cell
mediated immunity) berupa fagositosis oleh makrofag
yang tergiatkan sebagai komponen kekebalan bawaan
(innate immunity) dan penurunan suhu berangsur
(lisis) sel terinfeksi oleh limfosit-T sitotoksik yang
merupakan komponen kekebalan yang didapat
(acquired immunity).'41> Salah satu syarat antigen
berkemungkinan imunogenik untuk pemvaksinan
ialah kemampuannya untuk mengaktivasi sistem
kekebalan, baik kekebalan bawaan maupun bersuai
(adaptif).16 Kemungkinan imunogenik protein adesin
38-kDa M.tb dalam respon imun seluler (peningkatan
jumlah makrofag dan limfosit) di mukosa usus
belum pernah diteliti. Oleh sebab itu, penelitian ini
dilakukan sebagai sebuah penelitian lanjutan untuk
mengamati respon makrofag dan limfosit setelah
pemberian protein adesin 38-kDa lewat rongga mulut
di hewan coba, sehingga diharapkan dapat menjadi
bahan dasar vaksin oral dan sarana diagnosis kebalan
(imunodiagnostik) TB yang baru.

METODE

Rancangan penelitian dan hewan coba

Penelitian dilaksanakan secara eksperimental di
laboratorium menggunakan rancangan penelitian
variabel pascapenelitian dengan pembanding/kontrol
(post-test only design with control) di hewan coba
mencit BALB/c. Duapuluh ekor mencit jantan BALB/c,
berumur 6-8 minggu dibagi menjadi empat (4)
kelompok, yakni mencit tanpa imunisasi (K), mencit
dengan imunisasi ajuvan ISCOMs saja (A), protein
adesin 38-kDa 100 pg saja (P) dan gabungan adesin
38-kDa 100 ug- ajuvan ISCOMs lewat rongga mulut
(PA).

Pemberian imunisasi lewat rongga mulut
protein adhesin 38-kDa M.tb.

Setelah disesuaikan di lingkungan laboratorium
selama satu (1) minggu, mencit kelompok K disonde
dengan PBS, kelompok A dengan ISCOMs 12 ug,
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kelompok P dengan protein adesin 38-kDa 100 ug
dan kelompok PA dengan protein adesin 38-kDa 100
ug gabungan ISCOMs 12 ug. Booster dilakukan 2 kali
dengan selang 4 minggu untuk menimbulkan respon
imun sekunder setelah imunisasi.

Pengambilan contoh usus mencit
dan pemeriksaan penyakit jaringan
(histopatologi) usus

Tiga hari setelah booster ke dua dengan harapan
respon imun seluler telah mencapai kadar terbanyak,
hewan coba dibunuh setelah preanestesi. Perut
kemudian dibuka dan ujung usus halus (ileum
terminalis) sepanjang 10 cm diambil, direkat-ikatkan
(difiksasi) dengan formalin berdapar netral (neutral
buffered formalin) 10% untuk persiapan (preparasi)
pembuatan kaca obyek (slide). Pemeriksaan
histopatologi usus dilakukan dengan pengecatan
hematoxyllin eosin (HE). Pada pengecatan HE,
makrofag tercat sebagai sel besar dengan inti bulat
atau berlekuk dengan inti berwarna ungu kebiruan,
sedangkan limfosit sebagai sel bulat berinti tunggal
(mononukleus) yang besar, membulat (sferis)
dan kadang-kadang sedikit berlekuk, warna gelap
dengan sitoplasma jernih.!” Gambaran mikroskopis
makrofag dan limfosit dinilai dengan mikroskop
cahaya Olympus dengan pembesaran 1000X dan
dihitung sepuluh lapang pandang dengan tiga kali
pengulangan oleh tiga (3) peneliti yang berbeda.

Analisis statistik

Data dianalisis sebagai data kelompok dan disajikan
dalam bentuk rerata simpang baku (standard deviasi)
(x+SD) dan diuji beda dengan uji-t contoh bebas
(independent sample t-test) untuk membandingkan
perbedaan rerata di kelompok K, A, P dan PA dengan
nilai p<0,05 dianggap bermakna.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran makrofag dan limfosit di lapisan
usus setiap kelompok disajikan di gambar 1 dan 2,
sedangkan hasil penghitungan di tabel 1.

Tabel 1. Rerata (SD) penghitungan jumlah makrofag dan
limfosit usus mencit BALB/c

Jumlah Makrofag Jumlah Limfosit
Kelompok . .. 10

usus mencit Ipb usus mencit ipb
K (n=5) 18,4 (3,71) T ** 6,09 (0,34) +* *
A (n=5) 23,0 (7,78) “** 8,86 (1,19) ** *
P (n=5) 42,2 (13,63) "+ * 23,49 (3,91) "+ *
PA (n=5) 95,4 (30,11) “** 53,57 (13,79) *+*

Keterangan

*  Berbeda bermakna dengan kelompok kontrol (K),

+ berbeda bermakna dengan kelompok ajuvan (A),

¢ Berbeda bermakna dengan kelompok protein adesin 38-kDa
®),

&% Berbeda bermakna dengan kelompok protein adesin 38-kDa

dan ajuvan (PA).

Gambar 1A. Makrofag di lapisan mukosa usus kelompok
kontrol (K). Tanda lingkaran menunjukkan
bentukan makrofag (pembesaran 1000X,
mikroskop cahaya).

Gambar 1B. Makrofag di lapisan mukosa usus kelompok
ajuvan (A). Tanda lingkaran menunjukkan
bentukan makrofag (pembesaran 1000X,

mikroskop cahaya).

Gambar 1C. Makrofag di lapisan mukosa usus kelompok
100 pg Protein adesin (P). Tanda lingkaran
menunjukkan bentukan makrofag

(pembesaran 1000, mikroskop cahaya).
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Gambar 1D.

Makrofag di lapisan mukosa usus kelompok
Protein adesin ajuvan (PA). Tanda
lingkaran menunjukkan bentukan makrofag
(pembesaran 1000 X, mikroskop cahaya).

Gambar 2A.

Limfosit di lapisan mukosa usus kelompok
kontrol (K). Tanda lingkaran menunjukkan
bentukan limfosit (pembesaran 1000X,

mikroskop cahaya).

Gambar 2B.

Limfosit di lapisan mukosa usus kelompok
dengan ajuvan (A). Tanda lingkaran
menunjukkan bentukan limfosit (pembesaran
1000 %, mikroskop cahaya).

Gambar 2C. Limfosit di lapisan mukosa usus kelompok
P Tanda lingkaran menunjukkan limfosit
(pembesaran 1000 X, mikroskop cahaya).

Gambar 2D. Limfosit di lapisan mukosa usus kelompok
PA. Tanda lingkaran menunjukkan limfosit
(pembesaran 1000 X, mikroskop cahaya).

Dari hasil telitian didapatkan perbedaan yang
bermakna antara rerata jumlah makrofag dan limfosit
di mukosa usus mencit BALB/c yang diimbas dengan
protein adesin 38-kDa M.tb dosis 100ug lewat rongga
mulut antara kelompok kontrol, ajuvan, protein
adesin saja dan gabungan protein adesin dengan
ajuvan, dengan urutan jumlah berturut-turut dari
jumlah tertinggi ke terendah adalah kelompok PA, B
A, dan K, baik untuk jumlah makrofag maupun bagi
limfosit. Hal ini menunjukkan bahwa telah terjadi
imbasan imunitas seluler di usus dengan penggunaan
ajuvan saja, protein saja dan gabungan protein dan
ajuvan dibandingkan dengan kontrol.

Fungsi primer usus sebagai alat tubuh penyerap
pergizian (organ absorbsi nutrisi) membuat usus
terpajan berbagai antigen makanan, bakteri, maupun
mikroorganisme penyerbu (invasif) lainnya, sehingga
diperlukan sistem kekebalan yang melindungi dan
terpilih. Adanya makrofag dan limfosit di kelompok
kontrol merupakan suatu hal yang normal di hewan
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dan manusia sehat seperti pada penelitian Fergusson
dan Parrot pada tahun 197218 mengingat fungsinya
di sistem imun. Jumlah makrofag dan limfosit di
jaringan usus kelompok kontrol paling rendah
dibandingkan dengan kelompok lain menjadi bukti
penunjang adanya sistem kekebalan seluler dasar di
usus mencit yang dapat diimbas dengan pemajanan
antigen.

Pemberian ajuvan (Immunostimulatory complexes
(ISCOMs)) saja mampu meningkatkan jumlah
makrofag dan limfosit dibandingkan dengan
kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa ISCOMs
memiliki kemungkinan imunogenik walaupun
tidak tinggi. Ajuvan adalah pelengkap vaksin untuk
dapat meningkatkan respon imun tubuh dan dapat
digabungkan dengan butiran (partikel) kuman
seperti protein permukaan.!#1® Penyulit perangsang
kekebalan (Immunostimulatory complexes) adalah
ajuvan dari saponin, kolesterol, fosfolipid, dan
imunogen (protein) yang dapat menembus membran
mukosa dan mengimbas respon imun mukosal karena
dapat berperan sebagai antigen.l%:20 Penelitian
lingkungan percobaan (in vitro) menunjukkan bahwa
ISCOMs dapat diambil (uptake it) dan dipertunjukkan
dengan cepat oleh makrofag yang tergiatkan (APC),
mampu menstimulasi proliferasi limfosit-T, ekspresi
molekul perangsang ikutan (kostimulator) dan
produksi sitokin.2%21 Immunostimulatory complexes
juga dapat meningkatkan ekspresi MHC kelas
II di makrofag dan mengubahnya menjadi APC20
untuk mempertunjukkan antigen ke sel-T CD4+,
pengimbasan hasilan (induksi produksi) antibodi dan
respon sel-T cytotoxic di hewan coba.13:20:21

Perbedaan yang bermakna antara kelompok B K
dan A memberi petunjuk peran pemberian protein
adesin 38 kDa M.tb 100ug pada peningkatan jumlah
makrofag dan limfosit mukosa usus mencit, walau
tidak sebaik penggunaan gabungan di kelompok PA.
Protein adesin dapat menjadi pilihan vaksin untuk
imunisasi mukosall! yang mengimbas perintang
(barrier) kekebalan terhadap adesin bakteri dan
mencegah permulaan jangkitan melalui imunitas
spesifik adesin.?%23 Potensi protein adesin 38-kDa
M.tb di imunitas seluler belum diteliti walau potensi
humoralnya sudah dilakukan.!® Tandya, membuktikan
bahwa protein hemaglutinin 38-kDa yang memiliki
kadar larutan (titer) penggumpalan darah
(hemaglutinasi) tertinggi merupakan protein adesin
membran sel M.tb yang dapat mengimbas rembihan
(secretory)-IgA di lumen usus dan bronkiolus dengan
pemberian lewat rongga mulut.!3 Senol et al.?4
memperkuat kemampuan protein 38-kDa dalam
mengimbas pembentukan antibodi di 57,8% pasien
TB, sehingga selain untuk imunisasi, protein ini juga
dapat menjadi serodiagnostik TB.24

Pemberian protein adesin 38-kDa M.tb
gabungan dengan ajuvan memberikan respon
imunogenik tertinggi dibandingkan dengan semua

kelompok. Hal ini mungkin timbul akibat gabungan
imbasan peningkatan makrofag dan limfosit pada
penggunaan kedua bahan ini secara bersamaan.
Peningkatan makrofag membuktikan hipotesis
imbasan pertunjukkan antigen oleh makrofag
tergiatkan (APC), sedangkan peningkatan limfosit
membuktikan adanya proliferasi limfosit dalam
mukosa yang menunjukkan kemampuan gabungan
bahan ini dalam mengimbas kekebalan bawaan
dan yang didapat. Namun, kemampuan protein ini
dalam menggiatkan kematangan limfosit, pemarakan
(diferensiasi) dan pembentukan sel (sel B, sel-T,
subset Sel-B dan sel T, sel plasma), maupun elemen
seluler lain belum diketahui. Respon imun seluler
terhadap kuman dalam sel dan mycobacterium
lebih dominan dibandingkan dengan cairan tubuh,
sehingga peningkatan makrofag sebagai pemengaruh
(efektor) utama dan limfosit-T sebagai pendukung
kekebalan lebih optimal menghadapi M.tb.26
Pemberian gabungan bahan ini akan meningkatkan
ekspresi MHC kelas II, menggiatkan sel T CD4+,
meningkatkan jumlah makrofag dan limfosit13:20.21
yang akhirnya akan mengaktifkan sistem kekebalan
cairan tubuh melalui pelepasan mediator inflamasi
seperti IL-1, 1L-6, TNF-o. dan TGF-B!4, sehingga
penggunaan gabungan bahan ini akan mengimbas
kekebalan seluler dan cairan tubuh, sehingga cocok
sebagai calon vaksin mukosa.

Penelitian ini merupakan penelitian pertama
dalam menunjukkan respon imun seluler setelah
pemvaksinan lewat rongga mulut. Pemvaksinan
lewat rongga mulut memiliki beberapa keuntungan
dibandingkan dengan lewat penyuntikan. Antara lain
misalnya dengan memberikan cara yang non-invasive,
dapat mengurangi kebahayaan penularan infeksi,
dan relatif mudah dilakukan,-23 sehingga dapat
diberikan kepada anak. Hal ini terbukti berpotensi
imunogenik seluler maupun cairan sistemik yang
baik.13:16 Di samping itu pengebalan penyuntikan
(imunisasi parenteral) dikenal gagal merangsang
jaringan limfatik mukosa untuk menghasilkan IgA
pelindung.®11 Vaksinasi mukosa juga akan mengimbas
sistem imun permukaan mukosa yang lain melalui
“common mucosal immune system” sehingga lebih
menguntungkan,!!-14 mengingat jalan masuk (port
of entry) M.tb adalah saluran nafas. Pemberian
vaksinasi dalam hidung (intranasal) juga dapat
sebagai pilihan.2” Namun, cara memberikan dan dosis
pemberian sulit ditentukan dengan tepat23 serta tidak
dapat mengimbas organ limfoid yang jauh.28

Pengecatan dengan HE saja merupakan
kelemahan penelitian, karena gambaran makrofag
dan limfosit hampir mirip dengan sediaan HE,
sehingga memungkinkan terjadinya penghitungan
ulang dan diperlukan keahlian dalam membedakan
kedua sel tersebut. Oleh sebab itu, pengecatan
khas makrofag dan limfosit perlu dilakukan secara
imunohistokimiawi.
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Simpulan telitian ini adalah, bahwa pemberian
protein adesin 38-kDa M.tb lewat rongga mulut
dapat meningkatkan jumlah makrofag dan limfosit
di usus mencit BALB/c. Hal ini juga membuktikan
kemampuan imunogen protein adesin 38-kDa M.tb
pada pemberian lewat rongga mulut. Imbasan
kekebalan tertinggi didapatkan pada penggunaan
protein adesin 38-kDa M.tb yang digabungkan dengan
ajuvan ISCOMs yang menunjukkan kemampuan
imbas tertinggi. Pewarnaan yang lebih khas dengan
penanda CD di permukaan makrofag dan limfosit
perlu dilakukan untuk menguji peran protein
adesin 38-kDa M.tb ini pada pengembangan vaksin
tuberkulosis dan peran terhadap imbasan respon
imun lebih lanjut, sehingga dapat diperoleh calon
vaksin yang ampuh, aman dan dapat dipergunakan
secara luas.
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