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EFFECT ADMINISTRATION OF BCG VACCINE, STRESS, AND COMBINATION OF BCG
VACCINE – STRESS TO PROLIFERATION ABILITY OF LYMPHOCYTE IN BALB/C MICE.

Kristiyaningsih1), Dwi Pudjonarko2)

ABSTRACT
 
Background:  Previous  study  proved  that  mice  with  stress,  lymphocytes  proliferation  was  lower  than  control.
BCG vaccination is known as an immunostimulator, was able to increase of lymphocytes proliferation.  
Objective: This study was emphasized on the effects of stress and the use of BCG vaccination in  lymphocyte
proliferation.
Method:  Laboratory  Experimental  study  was  used  Post-Test  Only  Control  Group  Design.  The  24  female
BALB/c mice (6-8 weeks with weight 21,88 ± 1,75 gram). Were divided into four groups and received standart
lab  diet  daily.  The  first  group (Control  group)  received  no  other  additional  treatment,  while  the  second  group
(BCG group) received intra-peritoneal injection of 0,1 cc BCG at day 1st  and 11th. The third group (EFS group)
received stress with electrical foot shock (EFS) at day 12th until 21st and the fourth group (EFS+BCG group=EB
group)  received  intra-peritoneal  injection  of  BCG at  day  1st   and  11th   and  received  stress  with  electrical  foot
shock  at  day  12th  until  21st.  At  the  day  21st,  all  groups  were  intravenously  injected  with  104  live  L.
monocytogenes (LD50=2x105 bacteria) obtained from Balai Laboratorium Kesehatan Semarang and sacrificed
at day 26th. Number of lymphoblast/ 200 cells and the number of spleen lymphocytes/ cc and spleen weight 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  lymphoblast/  200  cells  and  the  number  of  spleen
lymphocytes/ cc and spleen weight between EFS group and EFS+BCG group. The number of lymphoblast/ 200
cells and the number of spleen lymphocytes/ cc and spleen weight in stress lower than stress vaksin 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   lymphocytes  proliferation  in  female
BALB/c mice.
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ABSTRAK

Latar  Belakang:  Pada  penelitian  sebelumnya  mencit  yang  mendapat  stres,  proliferasi  limfosit  lebih  rendah
dibandingkan  dengan  kontrol.  Disisi  lain  ada  imunostimulator  yaitu  BCG  yang  dapat  meningkatkan  respon
imunitas seluler. 
Tujuan:  Penelitian  ini  untuk  membuktikan  adanya  perbedaan  proliferasi  limfosit  pada  mencit  stres  karena
renjatan listrik yang mendapat vaksinasi BCG dibandingkan dengan yang tidak diberi vaksinasi BCG.
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Metode:  Penelitian  ini  merupakan  penelitian  eksperimental  laboratorik,  dengan  pendekatan  Post-Test  Only
Control  Group  Design  yang  menggunakan  binatang  percobaan  sebagai  objek  penelitian.  Sample  penelitian
adalah 24 ekor mencit betina strain BALB/c (umur 6-8 minggu dengan berat rata-rata 21,88 ± 1,75 gram) dibagi 
menjadi empat kelompok dan masing-masing mendapat makanan standar setiap hari. Pada Kelompok Kontrol ,
mencit  tidak  mendapatkan  perlakuan,  sedangkan  kelompok  BCG   divaksinasi  secara   intra  peritoneal  dengan
0,1cc  BCG  pada  hari  ke-1  dan  ke-11.  Kelompok  EFS  mendapatkan  stres  dengan  electrical  foot  shock(EFS)
mulai  hari  ke-12  sampai  hari  ke-21.  Dan  kelompok  (EFS+BCG)  mendapat  injeksi  0.1cc  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  intravena dengan 105  Listeria  monocyogenes  hidup  (LD50  =
2x105 bacteria) yang diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan Semarang dan pada hari ke-26 semua mencit
dibunuh  untuk  pemeriksaan.  Selanjutnya  berat  lien  mencit  ditimbang  dan  dihitung  jumlah  limfoblas/  200  sel
serta  limfosit  lien/cc.  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: Adanya perbedaan bermakna jumlah limfoblas dan jumlah limfosit lien pada mencit BALB/c yang diberi
stress  sebagai  penurunan  proliferasi  llimfosit  lalu  diberi  vaksinasi  BCG  yang  dapat  meningkatkan  prolifersi
limfosit.  Ternyata  jumlah  limfoblas  dan  jumlah  limfosit  lien  per  cc  lebih  rendah  pada  kelompok  mencit  yang
mendapat stres tanpa vaksinasi BCG dibanding yang kelompok Stress -BCG.
Simpulan:  Pemberian stres menekan proliferasi  limfosit  pada mencit  BALB/c. Upaya penggunaan BCG dapat
meminimalkan efek tersebut dengan meningkatakan proliferasi limfosit yang tertekan akibat stres.

Kata kunci: Limfoblas, limfosit, stress, BCG
1) Mahasiswa Fakultas Kedokteran, Universitas Diponegoro, Semarang
2) Staf, Pengajar Fakultas Kedokteran, Universitas Diponegoro, Semarang

 PENDAHULUAN

Stres  merupakan  keadaan  yang  sering  kita  jumpai  dalam  kehidupan  sehari-hari.  Setiap  orang  pasti  pernah

mengalami  keadaan  yang  disebut  sebagai  stres.  Dalam hubungan  dengan  konteks  kehidupan  kita,  stres  berarti

keadaan  yang  merupakan  akibat  uji  atau  ancaman  terhadap  kapasitas  adaptif  kita,  sesuatu  yang  mengganggu

keseimbangan  dinamik  atau  homeostatik  tubuh  kita.1  Berbagai  hal  yang  dapat  menyebabkan  terjadinya  stres

disebut stresor.2,3,4

Pada  berbagai  studi  hewan  percobaan  didapatkan  bahwa  stresor  yang  diberikan  dapat  menyebabkan  gangguan

fungsi  sistem imun tubuh terutama respon imun seluler.1  Gangguan respon imun seluler  tersebut  dapat  berupa

respon  imun spesifik  proliferasi  limfosit  atas  pengaruh  mitogen,  penurunan  kemampuan  fagositosis  makrofag,

perubahan  keseimbangan  Th1  dan  Th2,  sekresi  sitokin  dan  ekspresi  reseptor  sitokin.1  Pada  penelitian  dengan
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mengunakan  stresor  berupa  kejutan  pada  hewan  percobaan  terjadi  penurunan  aktivitas  limfosit,  meningkatkan

kadar hormon kortikosteroid, dan meningkatkan kerentanan terhadap penyakit infeksi virus.5 Pada penelitian lain

didapatkan bahwa stres dapat mensupresi sirkulasi T cell dalam tubuh.

Pada  manusia  stres  dapat  mempengaruhi  sistem  pertahanan  tubuh  dan  meningkatkan  kerentanan  terhadap

penyakit dan infeksi.1 Dalam penelitian ini digunakan stresor berupa alat electric foot shock karena intensitasnya

dapat  terukur  dengan  tepat,  penjalaran  arus  listrik  dari  kaki  ke  seluruh  tubuh  dan  pemulihan  setelah  renjatan

tidak ada efek ikutan.3 

Listeria  monocytogenes  merupakan  bakteri  intraseluler  yang  banyak  digunakan  sebagai  model  dalam

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

mekanisme bakterisidal oleh makrofag. Pada manusia, bakteri ini menyebabkan meningo-enchephalitis.6

Fungsi  limfosit  secara  umum  adalah  mengatur  dan  bekerja  sama  dengan  sel-sel  lain  dalam  sistem

retikuloendotelial untuk menimbulkan respon imun spesifik. Didalam jaringan limfoid primer (sentral), limfosit

berproliferasi dan berdiferensiasi tanpa ketergantungan pada antigen. Dua organ yang merupakan organ limfoid

primer adalah kelenjar timus dan sumsum tulang disanalah terjadi proses pematangan limfosit-T dan limfosit-B.

Sedangkan  dalam  jaringan  limfoid  sekunder  (perifer),  limfosit  tersensitisasi  berproliferasi  dan  berdiferensiasi

menjadi  sel  efektor  serta  menyusun  sel  yang  memproduksi  antibodi  atas  rangsangan  antigen.  Beberapa  organ

limfoid sekunder yaitu lien, kelenjar limfe dan MALT (Mucosal Associated Lymphoid Tissue) juga SALT (Skin

Associated Lymphoid Tissue).7,8,9 

Disisi  lain  ada  imunopotensiator  yang  telah  banyak  dipelajari  untuk  menambah  reaktivitas  imunologis.

Imunopotensiator tersebut adalah Mycobacterium bovis yang dilemahkan yaitu strain Bacillus Calmette-Guerin

(BCG).10,11,12  BCG  dapat  mengubah  beberapa  komponen  respon  imun,  mengubah  beebrapa  tipe  sel  dan

mendorong efek positif  (stimulasi)  atau efek negatif  (inhibisi)  tergantung pada sistem imunitas  dan bagaimana

menggunakannya.13  Vaksinasi  BCG tidak  hanya  memacu  respon  imun  yang  diperantarai  sel  T  saja  tetapi  juga
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meningkatkan kemampuan sel  T dalam bereaksi  terhadap antigen BCG dengan meningkatkan jumlah limfosit.

Secara 

invitro BCG akan meningkatkan limfosit T CD4+ yang terbukti dengan didapatinya dalam jumlah banyak sel-sel

blast  CD4+  dalam  kultur.i  Puncak  proliferasi  limfosit  terjadi  2  minggu  setelah  vaksinasi.14  Djamiatun  dkk

melaporkan  pemberian  0,1  cc  BCG  produksi  Biofarma  dengan  booster  10  hari  berikutnya  dengan  dosis  sama

pada  mencit  BALB/c  akan  meningkatkan  secara  bermakna  kemampuan  fagositik  dan  daya  bunuh  makrofag

limpa  terhadap  Staphylococcus  aureus,  disamping  itu  juga  terjadi  peningkatan  produksi  TNF-  dari  makrofag

peritoneal.15

Penelitian ini berusaha menjelaskan seberapa jauh vaksinasi BCG dapat mempengaruhi proliferasi limfosit pada

mencit  yang  mendapat  stress  renjatan  listrik.  Pada  penelitian  ini  dilakukan  infeksi  dengan  organisme  Listeria

monocytogenes  yang  telah  banyak  dijadikan  model  dalam  bereksperimen  untuk  mempelajari  infeksi  bakteri

intraseluler. Kunci utama mekanisme ini adalah limfosit T yang tersensitisasi dan makrofag yang teraktivasi.16,17 

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik, dengan pendekatan The Post Test – Only Control

Group Design yang menggunakan binatang percobaan sebagai  objek penelitian.18  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:19  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  (21,88±1,75  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 adlibitum),  faktor  kesehatan (mencit  harus  sehat),  begitu  pula  dengan ventilasi
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dan  pencahayaan  diperlakukan  sama,  semua  mencit  diberi  pakan  standar.  Mencit  kemudian  dibagi  menjadi  4

kelompok  acak.  Pada  kelompok  Kontrol,  mencit  tidak  mendapatkan  perlakuan,  sedangkan  kelompok  BCG  

divaksinasi secara  intra peritoneal dengan 0,1cc BCG pada hari ke-1 dan ke-11. Kelompok EFS mendapatkan

stres dengan electrical foot shock mulai  hari  ke-12 sampai hari  ke-21. Dan kelompok  EFS + BCG  mendapat

injeksi 0.1cc 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  10.5

Listeria  monocyogenes  hidup  (LD50  =  2x105  bacteria)  yang  diperoleh  dari  Balai  Laboratorium  Kesehatan

Semarang. Semua mencit dibunuh dengan pembiusan chloroform yang dilanjutkan dengan dislokasi leher pada

hari ke-26.

Lien  diambil  secara  aseptis  untuk  penghitungan  limfoblas  dan  limfosit  serta  dilakukan  penimbangan  dengan

timbangan  elektronik.  Lien  dihancurkan  menggunakan  pinset.  Kemudian  dengan  menggunakan  pipet  Pasteur,

suspensi  dipindahkan  ke  tabung  pemusing  untuk  dilakukan  isolasi  splenosit.  Sel-sel  dihitung  menggunakan

hemacytometer  (limfosit/cc).  Buat  sediaan  hapus  dan  dilakukan  pengecatan  Giemsa.  Pembacaan  dilakukan

dengan mikroskop cahaya dengan cara menghitung jumlah limfoblas dari 200 sel (limfosit+limfoblas) pada area

homogen.

Analisa  terhadap variabel-variabel  penelitian  ini  distri  businya  normal  maka  memakai  parameter  uji  One-Way

ANOVA.  Dilakukan  tes  homogenitas  hasilnya  homogen  maka  dilanjutkan  Post  Hoc  Test  Bonferroni.  Semua

analisis  statistik  tersebut  dilakukan  dengan  menggunakan  program  komputer  SPSS  13.00  for  Windows.20,21,22

Nilai kemaknaan pada penelitian ini adalah apabila variabel yang dianalisis memiliki nilai p < 0,05.

HASIL PENELITIAN

Cara melihat proliferasi limfosit dilakukan penghitungan jumlah limfoblas per 200 sel (limfosit+limfoblas). Pada

penelitian  ini  didapatkan  jumlah  limfoblas  paling  tinggi  pada  kelompok  mencit  yang  mendapatkan  vaksinasi

BCG yaitu  sebesar  (52,83±4,35)  limfoblas  per  200  sel.  Sedangkan jumlah  limfoblas  paling  rendah  didapatkan

pada  kelompok  EFS  (31,33±15,07)  limfoblas  per  200  sel.  Setelah  dilakukan  analisa  statistik  dengan
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menggunakan parameter uji Anova ternyata terdapat perbedaan yang bermakna (p=0,009) jumlah limfoblas per

200 sel.  Perbedaan jumlah limfoblas per cc antar kelompok percobaan dianalisis  lebih lanjut  dengan Post  Hoc

Test Bonferroni seperti yang tersaji dalam (tabel 2) dan hasil variabilitas pengukurannya terdapat pada (gambar

1.)

Tabel 1. Hasil Perhitungan Parameter Proliferasi Limfosit.

Kelompok Percobaan N Rerata Simpang
Baku F P

Jumlah Limfoblas KONTROL 6 37,00 16,44   
 EFS 6 31,33 15,07   
 BCG 6 52,83 4,35   

 EFS+BCG 6 52,50 6,89 5,088
0,009

*
* Bermakna           one way anova
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Tabel 2. Hasil Post Hoc Test Bonferroni Parameter Proliferasi Limfosit Antar Kelompok Perlakuan.

POST HOC TEST KONTROL BCG EFS EFS + BCG RERATA
BONFERRONI      

Jumlah
Limfoblas KONTROL - p= 0,190 p= 1,000 p= 0,210                -
 BCG p= 0,190 - p= 0,031* p= 1,000 21,500*
 EFS p= 1,000 p= 0,031* - p= 0,035* -21,500*;-21,167*

 EFS+BCG p= 0,210 p= 1,000 p= 0,035* - 21,167*
* Bermakna

Apabila  jumlah  limfoblas  kelompok  EFS  dibandingkan  dengan  Kontrol  maka  tidak  didapatkan  perbedaan

(p=1,000)  tetapi  berbeda  bermakna  bila  dibandingkan  dengan  kelompok  BCG  (p=0,031)  dan  EFS+BCG

(p=0,035). Jumlah limfoblas pada kelompok EFS+BCG didapatkan sebesar (52,50±6,89) limfoblas per 200 sel

yang  berbeda  bermagna  bila  dibandingkan  dengan  kelompok  EFS  (p=0,035)  tetapi  tidak  berbeda  dengan

kelompok KONTROL (p=0,210) dan BCG (p=1,000). Didapatkan jumlah limfoblas lebih rendah pada kelompok

mencit BALB/c yang diberi stres tanpa vaksinasi BCG dibanding yang mendapat vaksinasi BCG dan perbedaan

bermakna.
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Gambar 1. Grafik Variabilitas Hasil penghitungan limfoblas per 200 sel.

PEMBAHASAN

Rendahnya  jumlah  limfoblas  pada  kelompok  EFS  ini  dapat  diterangkan  dari  beberapa  hasil  penelitian  yang

mendapatkan  bahwa  stres  akan  menekan  proliferasi  limfosit  yang  distimulasi  mitogen  untuk  sel  B  dan  T.

Sedangkan  tingginya  proliferasi  limfosit  pada  kelompok  BCG  dapat  diterangkan  dari  penelitian  yang

menyatakan  bahwa  vaksinasi  BCG  tidak  hanya  memacu  respon  imun  yang  diperantarai  sel  T  saja  tetapi  juga

meningkatkan kemampuan sel  T dalam beraksi  terhadap antigen BCG dengan meningkatkan  jumlah  limfosit.  

Secara invitro BCG akan meningkatkan limfosit T CD4+ yang terbukti dengan didapatinya dalam jumlah banyak

sel-sel blas CD4+ dalam kultur.15  Proliferasi limfosit terjadi 2 minggu setelah vaksinasi.14 

Dalam keadaan inflamasi, proliferasi limfosit dapat meningkatkan berat lien. Dalam penelitian ini semua mencit

diinokulasi dengan Listeria monocytogenes sehingga terjadi reaksi inflamasi.

Melihat hal tersebut bahwa pemberian vaksinasi BCG pada kelompok mencit yang 

mendapatkan  stres  akan  menyebabkan  rerata  hasil  penghitungan  proliferasi  limfositnya  lebih  tinggi  bila

dibandingkan  dengan  kelompok  yang  hanya  mendapatkan  stres  saja  sehingga  tampaknya  BCG  dapat
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mempengaruhi proliferasi limfosit yang tertekan akibat stres. 

SIMPULAN

Pengaruh stres menekan proliferasi limfosit pada mencit BALB/c. Upaya penggunaan BCG dapat meminimalkan

efek tersebut dengan meningkatakan proliferasi limfosit yang tertekan akibat stres. 
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