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ABSTRACT



Background: Previous study proved that stress mice, macrophage phagocytosis ability was lower than control.
BCG vaccination is known as an immune stimulator., and may increased it. To highlight stress effect and effort
to deminish the cellular immunity impairment, this particular study is designed using mice as a model.

Objective: The objective of this study is to prove the effect of BCG vaccine, stress, and combination of BCG
vaccine-stress to the macrophage phagocytes ability in BALB/c mice.

Methode: Laboratory Experimental study was used Post-Test Only Control Group Design. The 24 female
BALB/c mice ( 6-8 weeks with weight 21,52 + 1,71 gram) obtained from PUSVETMA (Pusat Veterinaria Farma)
Surabaya. Were divided into four groups and received standart laboratoris diet daily. The first group (control
group=K group) received no other additional treatment, while the second group (BCG group) received
intra-peritoneal injection of 0,1 cc BCG at day 1" and 11™. The third group Stress/Electrical Foot Shock
group=EFS group) received stress with electrical foot shock at day 12" until 21*' and the fourth group
(Stress+BCG group=EFS+BCG group) received intra-peritoneal injection of 0,1 cc BCG at day 1" and 11"

and received stress with electrical foot shock at day 12" until 21°*. At the day 21° ,all groups were intravenously
injected with 107 live L. monocytogenes (LDsy=2x10" bacteria) obtained from Balai Laboratorium Kesehatan

Semarang and sacrificed at day 26"™ Number of procentace macrophage phagocytosis /200 cells were measured.
Within group difference of data were analyzed by One-Way ANOVA. Difference between groups was analyzed
by Post Hoc Test Bonferroni.

Result: There were significant differences in the number of procentace macrophage phagocytosis /200 cells
between EFS group and EFS+BCG group. The number of procentace macrophage phagocytosis /200 cells in
EF'S group lower than EFS+BCG group.

Conclusion: It could be concluded that stress an immunosuppressive effect, while additional treatment with

BCG was able to restore immune response indicated by the increased of macrophage phagocytosis ability in
female BALB/c mice.
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ABSTRAK

Latar Belakang: Pada mencit yang mendapat stres, fagositosis makrofag lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol. Disisi lain ada imunostimulator yaitu BCG yang sudah biasa digunakan dan terbukti dapat
meningkatkan respon imunitas seluler melalui respon tipe tersebut. Untuk melihat efek stres dan pengaruhnya
pada penurunan respon imunitas seluler maka penelitian ini menggunakan mencit sebagai model penelitian.
Tujuan: Penelitian ini untuk membuktikan adanya perbedaan kemampuan fagositosis makrofag pada mencit
yang diberi stres dan mendapat vaksinasi BCG dengan yang tidak mendapat vaksinasi BCG.

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan pendekatan the post-test only
control group design. 24 ekor mencit betina BALB/c (umur 6-8 minggu dengan berat badan rerata 21,52 +
1,71gram) diperoleh dari PUSVETMA (Pusat Veterinaria Farma) Surabaya. Mencit tersebut dibagi menjadi
empat kelompok dan masing-masing mendapat makanan standar setiap hari. Pada Kelompok Kontrol (kelompok



K), mencit tidak mendapatkan perlakuan, sedangkan kelompok BCG (kelompok BCG) divaksinasi secara intra
peritoneal dengan 0,1cc BCG pada hari ke-1 dan ke-11. Kelompok Stres/Electrical Foot Shock ( kelompok EFS)
mendapatkan stres dengan electrical foot shock mulai hari ke-12 sampai hari ke-21. Dan kelompok Stres+tBCG
(Kelompok EFS+BCG) mendapat injeksi 0.1 cc BCG secara intraperitoneal pada hari ke-1 dan ke-11 dan stres
dengan electrical foot shock mulai hari ke-12 sampai hari ke-21. Pada hari ke-21 semua kelompok diinjeksi
0.1cc secara intravena dengan 10° Listeria monocyogenes hidup (LDs, = 2x10° bacteria) yang diperoleh dari
Balai Laboratorium Kesehatan Semarang dan pada hari ke-26 semua mencit dibunuh untuk pemeriksaan.
Selanjutnya dihitung prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks dalam 200 sel. Dilakukan uji
One-Way ANOVA untuk melihat adanya perbedaaan pada keempat kelompok perlakuan. Besarnya perbedaan
masing-masing kelompok perlakuan dianalisis lebih lanjut dengan Post Hoc Test Bonferroni.
Hasil: Penelitian mendapatkan adanya perbedaan bermakna kemampuan fagositosis makrofag pada mencit
BALB/c dengan diberi stres yang divaksinasi BCG dibandingkan dengan tanpa vaksinasi BCG. Ternyata
prosentase makrofag yang melakukan fagositosis partikel lateks dalam 200 makrofag lebih rendah pada
kelompok mencit yang mendapat stres tanpa vaksinasi BCG dibanding yang mendapat vaksinasi BCG.
Simpulan: Didapatkan bahwa stres dapat menurunkan sistem imun, upaya penggunaan BCG dapat memperbaiki
respon imunitas tersebut melalui peningkatan kemampuan fagositosis makrofag pada mencit BALB/c.
Kata Kunci: Makrofag, Fagositosis, Stres, BCG

" Mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, Semarang

2) Staf Pengajar Bagian Fisika Medik Universitas Diponegoro, Semarang
PENDAHULUAN

Stres merupakan keadaan yang sering kita jumpai dalam kehidupan sehari-hari. Stres berarti keadaan yang
merupakan akibat uji atau ancaman terhadap kapasitas adaptif kita, sesuatu yang mengganggu keseimbangan
dinamik atau homeostatik tubuh kita.' Berbagai hal yang dapat menyebabkan terjadinya stres disebut sebagai

stresor. Pada berbagai studi pada hewan percobaan didapatkan bahwa stresor yang diberikan dapat

menyebabkan gangguan fungsi sistem imun tubuh terutama respon imun seluler.' Gangguan respon imun seluler
tersebut dapat berupa penurunan kemampuan fagositosis makrofag.'Pada manusia stres dapat mempengaruhi

sistem pertahanan tubuh dan meningkatkan kerentanan terhadap penyakit dan infeksi."

Listeria Monocytogenes merupakan bakteri intraseluler yang banyak digunakan model dalam mempelajari
infeksi bakteri intra seluler. Bakteri ini dapat bertahan hidup didalam makrofag dan menghindari mekanisme
bakterisidal oleh makrofag. Pada manusia, bakteri ini menyebabkan meningo-enchepalitis.”

Berdasarkan latar belakang mengenai fagositosis makrofag, vaksin BCG diketahui dapat mengubah beberapa
komponen respon imun, mengubah beberapa tipe sel dan mendorong efek positif (stimulasi) atau efek negatif

(inhibisi) tergantung pada sistem imunitas dan bagaimana menggunakannya."BCG termasuk jenis vaksin hidup



vii,viii,ix

yang dilemahkan.
BCG adalah suatu bentuk mutan dari Mycobacterium bovis, sebagai bakteri intrasel yang dilemahkan, di

makrofag BCG digunakan untuk memacu respon imunitas seluler dan bukan humoral.*

Penelitian ini berusaha menjawab apakah kemampuan fagositosis makrofag pada mencit yang mendapat stres
dan diberi vaksinasi BCG lebih tinggi daripada yang tidak mendapat vaksinasi BCG. Dalam penelitian ini
dipilih binatang coba mencit BALB/c . Tujuan penelitian ini untuk menganalisis perbedaan kemampuan
fagositosis makrofag pada mencit BALB/c stres karena renjatan listrik yang mendapat vaksinasi BCG dibanding
dengan yang tidak mendapat vaksinasi BCG. Menurunnya kemampuan fagositosis makrofag tersebut
kemungkinan dapat diatasi dengan pemberian BCG yang mudah didapat dengan harga murah. Oleh karena
penelitian ini dilakukan pada hewan coba maka hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi landasan penelitian

lebih lanjut pada manusia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik, dengan pendekatan The Post Test — Only
Control Group Design yang menggunakan binatang percobaan sebagai objek penelitian.*Percobaan dilakukan
dengan rancangan acak lengkap (Completely Randomized Design), randomsasi sederhana dilakukan mengunakan
komputer. Perlakuan adalah pemberian stres mengunakan electric foot shock pada mencit dan pemberian
vaksinasi BCG dengan keluaran (outcome) adalah perubahan imunitas seluler yang dinilai dari kemampuan
fagositosis makrofag.

Sampel penelitian ini adalah 24 ekor mencit yang didapat dari PUSVETMA (=Pusat Veterinaria Farma)
Surabaya. Untuk menghindari bias dalam penelitian dilakukan kontrol hal-hal berikut:*"faktor keturunan mencit
(diambil mencit yang secara genetis sifatnya sama, yaitu mencit jenis BALB/c), umur mencit (6-8 minggu), jenis
kelamin (betina), berat badan sebelum percobaan (rerata 21,52 + 1,71 gram), penempatan kandang (ditempatkan

pada tempat yang sama dan dikandangkan secara individual), kebersihan (frekuensi dan kualitas pembersihan



dilakukan sama untuk tiap mencit), cara pemberian makanan (pada jam-jam yang sama dengan berat yang sama
secara ad libitum), faktor kesehatan (mencit harus sehat), begitu pula dengan ventilasi dan pencahayaan
diperlakukan sama.

Sebelum digunakan dalam penelitian, 24 ekor mencit diadaptasikan terlebih dahulu selama 1 minggu. Selama
dalam pemeliharaan mencit diberi makan dan minum secara ad libitum. Untuk menghindari bias terhadap berat
badan dilakukan penimbangan mencit sebelum mendapatkan perlakuan. Berat badan rerata mencit yang
digunakan adalah 21,52 £ 1,71 gram. Langkah selanjutnya adalah menganalisis homogenitas sampel. Dari uji
Levene Statistic didapatkan 0,091 (p value=0,964) sehingga disimpulkan bahwa berat badan sampel adalah
homogen sehingga sampel dapat mengikuti langkah selanjutnya berupa perlakuan. Setelah menjalani masa
adaptasi, mencit kemudian dibagi menjadi 4 kelompok acak, masing-masing terdiri dari 6 ekor. Semua mencit
mendapatkan makanan standar laboratoris. Pada Kelompok Kontrol (K), mencit tidak mendapatkan perlakuan,
sedangkan kelompok BCG (BCG) divaksinasi secara intra peritoneal dengan 0,1cc BCG pada hari ke-1 dan
ke-11. Kelompok Stres/Electrical Foot Shock (EFS) mendapatkan stres dengan electrical foot shock mulai hari
ke-12 sampai hari ke-21. Dan kelompok StrestBCG (EFS+BCG) mendapat injeksi 0.1 cc BCG secara
intraperitoneal pada hari ke-1 dan ke-11 dan stres dengan electrical foot shock mulai hari ke-12 sampai hari

ke-21. Pada hari ke-21 semua kelompok diinjeksi 0.lcc secara intravena dengan 10° Listeria monocyogenes
hidup (LDs, = 2x10° bacteria) yang diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan Semarang dan pada hari ke-26

semua mencit dibunuh untuk pemeriksaan sebagaimana dilakukan oleh Fritsche dkk. Semua mencit dibunuh
dengan pembiusan chloroform yang dilanjutkan dengan dislokasi leher. Stres yang diberikan berupa renjatan
listrik yang dilakukan dengan cara mengalirkan arus listrik pada lempeng tembaga di dasar kandang perlakuan
tempat kaki mencit berpijak / electrical foot shock. Aliran listrik akan mengejutkan mencit. Besar arus listrik
antara 1 —3mA. Vaksin BCG buatan Bio Farma. Vaksin diberikan dengan dosis 0,1 cc secara i.p yang diberikan
pada hari ke-1 dan diberikan booster 10 hari berikutnya (hari ke-11) dengan dosis sama. Pemilihan kuman
Listeria monocytogenes disebabkan karena dalam eksperimen kuman ini telah banyak dijadikan model untuk

mempelajari infeksi bakteri intaseluler. Bakteri ini dapat bertahan hidup di dalam makrofag dan menghindari



bakterisidal makrofag. Karena hidupnya yang intraseluler maka antibodi, komplemen dan sel granulosit tidak
dapat mencapai mereka. Walaupun antibodi mungkin memainkan peranan dalam pencegahan infeksi, jelas

bahwa makrofaglah yang merupakan pertahanan utama terhadap kuman ini. Mekanisme imun yang berperan

melawan Listeria monocytogenes adalah T cell-mediated immunity. Sehingga 10* organisme Listeria
monocytogenes hidup (LDs;=2x10’) dapat menginduksi respon imun seluler yang akan dipelajari dalam

penelitian ini. Kunci utama mekanisme ini adalah limfosit T yang tersensitisasi dan makrofag yang teraktifasi. Di
sini terlibat fungsi makrofag sebagai APC yang mengikutsertakan MHC kelas I

Cairan peritoneum diambil untuk mengisolasi makrofag kemudian dikultur dalam mikroplate dengan coverslip,
24 jam kemudian ditambahkan latex beads. Coverslip dikeringkan, difiksasi dengan metanol absolut dan dipulas
dengan Giemsa 20% selama 30 menit kemudian dicuci. Setelah kering,coverslip dimounting pada objek glass,
kemudian dilakukan pemeriksaan kemampuan fagositosis makrofag. Pemeriksaan kemampuan fagositosis

makrofag dilakukan secara mikroskopis menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali dengan

cara menghitung jumlah makrofag yang memfagositosis partikel lateks dalam 200 makrofag .

HASIL PENELITIAN

Jumlah prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks paling rendah pada kelompok mencit yang
mendapat stres yaitu sebesar (30,58 £ 16,87) / 200 makrofag (tabel 1). Analisis statistik menggunakan uji
One-Way ANOVA, ternyata terdapat perbedaan yang bermakna (p value=0,000) pada prosentase makrofag yang
memfagositosis partikel lateks antar kelompok percobaan yang terdiri dati 4 kelompok. Perbedaan lebih lanjut

untuk tiap kelompok percobaan dianalisis dengan uji Bonferroni (tabel 2)*"-*vixviixviiixix

Tabel 1. Hasil penghitungan prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks

Kelompok N Minimum Maksimum Rerata Simpang
Percobaan Baku
Kontrol 6 67 89,5 77,83 9,24
BCG 6 62,5 83,5 74,08 8,39
EFS 6 11,5 56,5 30,58 16,87




| EFS+BCG | 6 [ 71 | 92 [ 79,42 | 9,06 |
Apabila jumlah prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks kelompok Stres (EFS) dibandingkan

dengan Kontrol (K) maka didapatkan perbedaan yang bermakna (p value=0,000) demikian juga apabila
dibandingkan dengan kelompok BCG (BCG)  (p value=0,000) dan kelompok Stres + BCG (EFS+BCQG) (p

value=0,000) (tabel 2).

Tabel 2. Uji Bonferroni untuk masing-masing kelompok percobaan

Post Hoc Test

Bonferroni  Rerata Kontrol BCG EFS EFS+BCG
Kontrol 77,83 - p= p=0,000* p=

BCG 74,08 p= - p=0,000* p=

EFS 30,58 p=0,000* p=0,000* - p=0,000*
EFS+BCG 79,42 p= p= p=0,000* -

* Bermakna One-way ANOVA  F=25,085 (p value=0,000)

Jumlah prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks pada kelompok Stres + BCG (EFS+BCQG)
didapatkan sebesar (79,42 = 9,06) / 200 makrofag yang tidak berbeda secara bermakna apabila dibandingkan
dengan kelompok BCG (p value=1,000) maupun dengan kelompok Kontrol (p value=1,000). Disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antara prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks pada
mencit BALB/c yang diberi stres dan mendapat vaksinasi BCG dibanding yang tidak mendapat vaksinasi BCG.
Prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks lebih rendah pada kelompok mencit BALB/c yang

diberi stres tanpa vaksinasi BCG dibanding yang mendapat vaksinasi BCG.
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PEMBAHASAN



Mekanisme pertahanan tubuh terhadap infeksi Listeria monocytogenes yang pertama kali bekerja adalah respon
imun alami, dimana sel-sel fagosit dalam hal ini makrofag sangat berperan dalam merespon kondisi ini dengan
sistem fagositosis. Secara garis besar makrofag memfagosit benda-benda asing infeksius dibagi menjadi 3 tahap

1.Pengenalan dan pengikatan benda asing.

2.Penelanan (ingestion) benda asing

3.Pencernaan (digestion)benda asing.

Setelah proses fagositosis, diikuti dengan proses pembunuhan kuman (killing). Tetapi bakteri intraseluler
ini dapat luput dari pencernaan makrofag karena ia resisten terhadap enzim-enzim lisosom fagosit pada
makrofag. Selain itu ia juga dapat menghindari mekanisme penghancuran ini dengan cara melubangi dan
kemudian keluar dari endosom. Pada kondisi ini hanya makrofag yang teraktifasi yang dapat membunuh bakteri
ini atau dapat pula dilakukan oleh limfosit yang teraktifasi lewat presentasi antigen oleh makrofag™'® Pada
pemberian stres berupa renjatan listrik pada mencit betina BALB/c ternyata terbukti secara bermakna dapat

menurunkan kemampuan fagositosis makrofagnya. (gambar 2).

-

Gambar 2. Makrofag yang tidak memfagositosis partikel 71ate1-<s—

Pada penelitian ini didapatkan adanya perbedaan yang bermakna antara prosentase makrofag yang
memfagositosis partikel lateks pada mencit BALB/c yang diberi stres dan mendapat vaksinasi BCG dibanding
yang tidak mendapat vaksinasi BCG. Prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks lebih rendah

pada kelompok mencit BALB/c yang diberi stres tanpa vaksinasi BCG dibanding yang mendapat vaksinasi BCG.

Rendahnya prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks pada kelompok stres kemungkinan



disebabkan oleh beberapa faktor yang mempengaruhi aktivitas fagositosis makrofag. Hasil penelitian ini
didukung oleh penelitian sebelumnya yaitu stres melalui hormon katekolamin dapat menekan sintesis IL-12 dan

meningkatkan produksi IL-10. Ini dapat menyebabkan pergeseran fenotip T helper CD," dari Th, yang berfungsi

+XX1

dalam imunitas seluler ke Th, yang melibatkan produksi antibodi™. Penelitian manusia yang dilakukan Marshall
terhadap mahasiswa yang stres karena ujian (stres akademik) menunjukkan bahwa stres psikologis akan
menyebabkan pergeseran keseimbangan sistem imun ke Th,. Data menunjukkan penurunan sintesis sitokin Th;,

termasuk interferon-y (IFN-y), dan peningkatan sitokin Th, termasuk IL-10. Sehingga dipercaya bahwa stres

xXXii

akan menyebabkan penurunan sitokin Thl yang akhirnya mengacaukan respon imunitas seluler.

Lebih tingginya prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks pada kelompok Stres+BCG bila
dibandingkan dengan kelompok Stres kemungkinan disebabkan karena pemberian BCG dapat memacu fungsi
makrofag, sel T, sel B dan sel NK untuk memproduksi IL-1"" Penggunan dosis BCG yang tepat akan
menginduksi respon imunitas seluler melalui respon Typel. Dalam penelitian Power dkk dibuktikan bahwa BCG
dalam dosis rendah akan memacu respon Typel, sementara semakin tinggi dosisnya akan menghasilkan
campuran respon Typel dan Type2. ™" BCG dapat memacu proliferasi limfosit dan akan mengaktivasi respon
imun tipe 1 yaitu dengan meningkatkan IL-12, IFN-y dan TNF.™" Pemberian BCG secara invitro, seperti yang
dilakukan Demangel dkk, akan memacu maturasi sel-sel dendritik yang ditunjukkan dengan peningkatan

ekspresi antigen MHC kelas II, molekul kostimulator CD 80 dan CD 86. Sintesis mRNA untuk IL-1, IL-6, IL-12,

XXVi

IL-10 dan antagonis reseptor IL-1 juga meningkat.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa BCG dapat memperbaiki fungsi kemampuan fagositosis makrofag yang
kemungkinan dengan mengaktivasi respon imun tipe 1 yaitu dengan meningkatkan IL-12, IFN-y dan TNF.
Pacuan-pacuan yang dilakukan BCG dapat diamati dari prosentase makrofag yang memfagositosis partikel lateks

pada kelompok EFS+BCG. (gambar 3).



Gambar 3. Makrofag yang sedang memfagositosis partikel lateks

Hasil yang diharapkan pada kelompok BCG tidak terbukti dan tidak sesuai penelitian-penelitian
sebelumnya, kemungkinan disebabkan faktor pertama, terdapat keterbatasan pada pemeriksaan dengan
menggunakan mikroskop cahaya yang sangat subjektif, faktor kedua, pada pemeriksaan prosentase makrofag
yang memfagositosis partikel lateks tidak memperhitungkan jumlah partikel lateks yang difagositosis oleh
makrofag.

SIMPULAN

Pengaruh stres akan menekan aktivitas makrofag, dan upaya penggunaan BCG dapat meminimalkan efek
tersebut dengan meningkatkan kemampuan fagositosis makrofag, yang diukur dengan prosentase makrofag yang

memfagositosis partikel lateks.
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