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Abstrak 
 

Infeksi S. pneumoniae dapat dicegah dengan pemberian vaksin. Imunisasi dapat 

menstimulus berbagai indikator respon imun. Pada imunisasi secara intranasal terjadi 

diferensiasi naive sel T menjadi Th1, Th2 ,Th17 dan T reg. Th17 menghasilkan berbagai 

macam sitokin yaitu  IL-17, IL-17F, IL-22, IL-26 dan CCL-20. IL-17 dan IL-22 secara bersama-

sama menstimulus ekspresi β-defensin-2. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kemampuan 

protein pili 54 kDa meningkatkan ekspresi β-defensin-2 melalui peningkatan produksi IL-22. 

Untuk mencapai tujuan tersebut protein pili  54 kDa yang telah dipurifikasi digunakan sebagai 

Ag imunisasi intranasal tikus Wistar. Respon imun mukosa diidentifikasi dari bilasan hidung 

tikus Wistar dengan indikator pemeriksaan IL-22,  dan β-defensin-2. Hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa  tikus yang diimunsasi dengan Ag +ajuvan mempunyai kadar IL-22, dan β-

defensin-2 yang tinggi dibanding kelompok lain. Uji statistik menunjukkan terdapat perbedaan 

bermakna antara tikus yang diimunisasi Ag+ajuvan dibanding kelompok yang lain. Sehingga 

dapat disimpulkan bahwa  imunisasi intranasal protein pili 54 kDa  mampu meningkatkan 

ekspresi β-defensin-2 
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Eksekutif Summary 

 

Prevalensi pneumonia pada  balita terjadi peningkatan antara tahun 2000 sampai 2010.  

Jika pada tahun 2000 prevalensi 604.9 juta pada tahun 2010 menjadi 633.5 juta, dan mayoritas 

peningkatan prevalensi terjadi di negara dengan penghasilan rendah dan menengah (low and 

middle income countries/ LMIC) yaitu 523.3 juta menjadi 547.3 juta dan hanya sedikit  di negara 

maju yaitu 81.6 juta  menjadi 86.2 juta. Pneumonia merupakan penyebab kematian balita 

terbanyak di dunia dan penyebab kematian kedua di Indonesia 

  Terapi  utama  pneumonia ditujukan untuk menghilangkan penyebabnya, dengan 

Streptococcus pneumoniae sebagai penyebab terbanyak pneumonia pada balita maupun orang 

dewasa. Namun saat ini  beberapa serotipe S.pneumoniae sudah mulai resisten. Upaya untuk 

mengurangi insidensi maupun mortalitas pneumococcus pneumonia adalah dengan pemberian 

vaksinasi pada balita, orang tua maupun orang dengan faktor resiko.  Namun vaksin yang ada 

saat ini yaitu pneumococcal  polysacarida vaccine ( PPV) dan pneumococcal conjugate vaccine 



(PCV. mempunyai kelemahan karena hanya bisa mencegah pneumococcus pneumonia pada 

serotipe tertentu yang terkandung pada vaksin tersebut.  

 Saat ini telah dikembangkan vaksin  berasal dari  faktor virulensi bakteri  yang berperan 

pada adhesi  ke sel epitel pejamu. Faktor virulensi  tersebut telah digunakan pada vaksin 

Bordeola pertusis yang dikenal dengan pertactin. Vaksin pertusis yang mengandung pertactin 

tersebut terbukti lebih efektif dibanding dengan vaksin yang hanya mengandung toksin pertusis 

dan filamentous haemagglutinin (FHA). Penelitian lain menunjukkan bahwa struktur epitop 

pertactin yang berperan dalam meningkatkan imunitas melalui pembentukan antibody adalah 

struktur  yang berperan pada adhesi bakteri ke sel epitel pejamu ( Olin  et al., 1997., Hijnen et 

al., 2004). Untuk itu perlu dikembangkan vaksin berbasis protein  hemaglutini pili (filament). S. 

pneumoniae mempunyai protein pli dengn berat molekul 54 kDa.  

Untuk mengetahui kemampuan protein pili 54 kDa memacu respon imun mukosa, protein 

pili  54 kDa yang telah dipurifikasi  diimunisasikan ke tikus wistar dengan dosis 20 ug +  2 ug 

CTB sebagai ajuvan. Imunisasi diberikan sebanyak 3 kali dengan interval pemberian 1 minggu. 

Seminggu setelah imunisasi terakhir hewan coba diterminasi dan dilakukan isolasi bilasan 

hidung.  Respon imun mukosa diidentifikasi dari bilasan hidung tikus Wistar dengan indikator 

pemeriksaan IL-22, β-defensin-2 dan  sIgA. 

 Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa  tikus yang diimunsasi dengan Ag (protein pili 

54 kDa) +ajuvan mempunyai kadar IL-22, β-defensin-2 dan sIgA paling tinggi dibanding 

kelompok lain. Uji statistik menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara tikus yang 

diimunisasi Ag+ajuvan dibanding kelompok yang lain (kontrol, ajuvan). Sehingga dapat 

disimpulkan bahwa protein pili 54 kDa bersifat imunogen dan dapat memacu respon imun 

mukosa. 

 

 

 
 
 
1. Pendahuluan 

 
Streptococcus pneumoniae (S.pneumoniae) atau disebut juga Pneumococcus 

merupakan  penyebab infeksi saluran pernapasan,  sinusitis, community-acquired  pneumonia 

(CAP) dan penyakit invasif seperti meningitis (Kim, 2010; Moschioni et al., 2010). 

Pneumococcal pneumonia merupakan infeksi paru  dengan angka morbiditas dan mortalitas 

yang cukup tinggi di negara sedang berkembang (Pletz et al., 2008). 

S. pneumoniae mempunyai berbagai faktor virulensi yaitu  polisakarida kapsul, pili, 

protein permukaan dan toksin.  Faktor virulensi tersebut sangat penting sebagai antifagositik, 



faktor adhesi, invasi, transport besi dan logam berat lainnya, proteksi terhadap stress oksidatif, 

menghasilkan pneumolisin dan pembentukan biofilm  (Van der Poll and Opal, 2009). 

S. pneumoniae memilili 2 tipe pili yang berperan sebagai adhesin.  Selain sebagai 

adhesin, pili tipe 1 berperan memperkuat kolonisasi dan memfasilitasi pembentukan mikrokoloni 

dan biofilm (Basset et al,  2011). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa S. pneumoniae 

mempunyai pili yang berfungsi sebagai hemaglutinin dengan berat molekul 54 kDa.  

Imunisasi secara intranasal, merupakan salah satu imunisasi mukosa, dapat 

memberikan proteksi di paru dan saluran pernapasan bagian atas  terhadap infeksi berbagai 

patogen. Mukosa nasal merupakan tempat yang sesuai untuk pemberian vaksin terhadap 

infeksi saluran pernapasan bukan hanya disebabkan karena cavum nasi merupakan tempat 

masuknya patogen saluran pernapasan, namun juga karena adanya stimulus sistem imun 

mukosa saluran pernapasan oleh nasopharyngeal-assosiated lymphoid tissue (NALT) (Xu et al., 

2014).    

Imunisasi intranasal  meningkatkan ekspresi IL-17 telah diteliti oleh  Zymunt, et al. 

(2009). Pada penelitian tersebut,   menunjukkan bahwa imunisasi intranasal meningkatkan 

ekspresi CCR6 pada permukaan sel T CD4+. CCR6 merupakan penanda untuk Th17  (Jaffar et 

al., 2009).  Th 17 menghasilkan beberapa sitokin,  diantaranya IL-17  dan IL-22 (Korn et al, 

2009). IL-17 dan IL-22  bekerja secara sinergi  menginduksi  sel epitel   saluran pernapasan  untuk 

menghasilkan   antimikroba antara lain  β-defensin-2 (Khader et al, 2009). Berdasar latar belakang 

tersebut, tujuan penelitian ini adalah mengetahui kemampuan imunisasi intranasal protein pili 54 kDa 

menstimulus produksi β-defensin-2. 

 

2. Metode 

2.1. Isolasi Pili  

 Bakteri yang telah dikultur pada media TCG, ditampung di tabung 100 ml, ditambah TCA 

sehingga konsentrasi 3% dan dikocok selama 30 menit dan dibiarkan dalam suhu kamar 



selama 1 jam, kemudian disentrifus pada suhu 4oC 6000 rpm selama 30 menit. Endapan bakteri 

sebanyak 3 g disuspensi dengan 6 ml PBS pH 7.4 kemudian  diletakkan dalam tabung 

pemotong pili. Pili bakteri dipotong menggunakan bacterial pili cutter dengan kecepatan 5000 

rpm suhu 4oC selama 30 detik.  Sampel kemudian disentrifus dengan kecepatan 12000 rpm 

selama 15 menit. Supernatan dipisahkan dan endapan disuspensi dengan PBS pH7.4 

secukupnya, kemudian dilakukan pemotongan pili. Proses ini diulang sebanyak 4-7 kali dan  

diperoleh supernatan yang mengandung protein pili dan endapan yang merupakan bagian sel 

bakteri. Potongan pili tersebut selanjutnya dikonfirmasi menggunakan mikroskop elektron 

(Sumarno et al, 2011). 

2.2 SDS-PAGE Protein Pili S. pneumoniae  

Untuk mengetahui berat molekul protein pili dilakukan SDS-PAGE menggunakan 

Separating Gel 12% (akril/ bis akril 40%, 1,5 M Tris HCl pH 8,8 , 10% SDS, H20 steril, 10% APS 

dan TEMED) (b/v) dan Stacking Gel 4% (akril/ bis akril 40%, 0,5 M Tris HCl pH 6,8 , 10% SDS, 

H20 steril, 10% APS dan TEMED) (b/v). Sampel protein sebelum dimasukkan ke dalam 

sumuran gel, diberi buffer yang mengandung 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, and 

0.001% bromophenol blue with 5% (v/v) mercaptoethanol dipanaskan selama 5 menit.  

Sebanyak 20 µl sampel protein dimasukkan kedalam sumuran gel. Elektroforesis dilakukan 

selama 60 menit, 125 Volt, pada suhu ruang dalam buffer elektroda  pH 8,3. Selanjutnya 

dilakukan pewarnaan gel menggunakan coomassie brilliant blue selama 30 menit dan 

dilanjutkan destaining (Sumarno et al., 2011) 

2.3. Pili protein purification 

Protein pili dilakukan purikasi dengan elektroelusi. Pita gel  hasil elektroforesis  berat 

molekul 54 kDa protein pili dipotong. Potongan pita diletakkan pada membran selulosa dan di 

running dengan buffer elektroforesis. Elektroelusi menggunakan elektroforesis horizontal a 

dengan voltase selama 25 menit. Hasil  elektroelusi selanjutkan dilakukan dialisis menggunakan 

PBS selama 2x 24 jam pada suhu 4oC. Protein hasil purifikasi disimpan dalam suhu -20oC. 



2.4 Imunisasi  

Tikus wistar usia 12-16 mgg, dibagi menjadi 4 kelompok masing masing kelompok terdiri 

dari 7 ekor.  Tikus  kontrol diimunisasi secara intranasal dengan PBS sebanyak 40μL, kelompok 

perlakuan 1 diimunisasi 40 μL PBS yang mengandung  ajuvan saja yaitu 2μg CTB  (cholera 

toxin B), kelompok perlakuan 2 diimunisasi dengan antigen saja (protein pili 54 kDa) dan 

kelompok perlakuan 3 diimunisasi dengan 40 uL PBS yang mengandung Ag + ajuvan. 

Imunisasi diberikan secara intranasal sebanyak 20 μL per lubang hidung. Semua tikus 

diimunisasi pada hari ke -0, 7 dan 14. Satu minggu setelah imunisasi terakhir dilakukan isolasi  

bilasan hidung (Malley et al., 2006; Cai et al., 2013).    

2.5 Isolasi Sampel 

 Satu minggu setelah imunisasi terakhir,  hewan coba di anestesi dengan eter,  setelah 

itu hewan coba dimatikan dengan decapitation. Isolasi bilasan hidung dilakukan secara 

retrograde dengan memasukkan 1-2 ml larutan saline steril melalui trachea dan tetesan larutan 

salin lewat lubang hidung ditampung ke eppendof steril (Oros-Pantoja et al., 2011).  

2.6  Pengukuran Kadar IL-22 dan  Defensin Bilasan Hidung 

 Konsentrasi IL- 22 dan β-defensin-2  bilasan hidung,  diukur dengan menggunakan kit 

ELISA komersial untuk IL- 22 dan β-defensin-2,  sesuai dengan prosedur pabrik (BT-Laboratory  

cat No E1334 Ra dan cat No E. Sampel dimasukkan ke dalam well selanjutnya ditambah 

dengan 10 μL antibody terhadap IL-22 atau β-defensin-2  sesuai dengan tujuan pengukuran. 

Setelah itu ditambah 50 10 μL streptavidin HRP  lalu  dikocok  dan diinkubasi selama 1 jam t 

37oC. Setelah 1 jam plate dicuci dengan  washing solution dan ditambah dengan  50 μL  larutan 

substrat A dan 50 μL  larutan substrat B, diinkubasi selama 10 menit lalu diberi dengan 50 μL 

stop solution. Ekspresi warna yang terlihat diukur OD larutan pada ƛ=450nm menggunakan 

ELISA reader.   

 

 



3. Hasil Penelitian 

 S. pneumoniae yang telah dikultur pada media bifasik BHI yang diperkaya dengan 

5%darah domba- TCG dipanen setelah 2X24 jam dan dilakukan pemotongan pili sampai warna 

supernatant sama dengan PBS. Untuk mengetahui profil protein pili, hasil potongan pili tersebut 

dilakukan SDS-PAGE dengan konsentrasi sumuran 12% pewarnaan commasie blue. Hasil 

SDS-PAGE dapat dilihat  bahwa protein  pili yang dominan mempunyai berat molekul 67, 54, 25 

dan 11 kDa. Protein pili dengan berat molekul 54 kDa dipotong dan dipurifikasi secara 

elektroelusi dan dilanjutkan dialisis. Hasil purifikasi tersebut selanjutnya digunakan sebagai 

antigen untuk mengimunisasi hewan coba (tikus). 

 

  

     A           B               C 

Gambar 1. SDS-PAGE  protein pili S. pneumoniae dengan pewarnaan commasie blue 
Keterangan : A). protein marker, B). whole bakteri, C). potongan pili 

 
 Hewan coba (tikus Wistar) yang telah diimunisasi secara intranasal dengan berbagai 

kandungan vaksin yang berbeda, dilakukan isolasi bilasan hidung satu minggu setelah booster 
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ke-2. Bilasan hidung tersebut, selanjutnya dilakukan penghingan kadar IL-22 dan β defensin-2 

secara ELISA. Hasil ELISA dapat dilihat pada Grafik 1 dan 2. Kadar IL-22 yang tertinggi 

dijumpai pada kelompok hewan coba dengan imunisasi yang mengandung antigen (protein pili 

45 kDa) dengan ajuvan dan hasil uji statistik annova menunjukkan perbedaan yang signifikasi  

antara kelompok yang diimunisasi yang mengandung antigen dan ajuvan dibanding kelompok 

lainnya, dengan nilai p 0.024 ( p< 0.05). 

  

 
 
Gambar 2. Hasil ELISA IL-22 (ng/L) bilasan hidung tikus  kontrol dan perlakuan 
 

Kadar β -defensin-2 yang tertinggi  juga terjadi pada kelompok hewan coba yang 

diimunisasi menggunakan  Ag disertai ajuvan (Gambar 3). Hasil uji statistik menunjukkan 

adanya perbedaan bermakna antara kelompok yang diimunisasi dengan Ag ditambah ajuvan 

dibanding kelompok yang lain, dengan p 0.03 (p< 0.05). Selanjutnya untuk mengetahui ada 

hubungan antara kenaikan kadar IL-22 dan β -defensin-2 bilasan hidung tikus dilakukan uji 

korelasi. Hasil uji korelasi menunjukkan tidak  ada hubungan yang signifikan secara statistik 

antara kadar IL-22 dan β -defensin-2 (p>0.05).  



 

Gambar 3. Konsentrasi β-defensin-2 (ng/L) bilasan hidung tikus setelah imunisasi secara intranasal  

 
4. Pembahasan 

 Keseimbangan antara toleransi dan respon imun baik innate  maupun adaptif diatur 

secara ketat di membran mukosa. Sel epitel  saluran napas  merupakan pertahanan pertama 

terhadap patogen dari luar mempunyai kemampuan bertahan secara mekanik  dan kimia. 

Kemampuan bertahan secara mekanik dengan adanya silia yang ada dipermukaan. Secara 

kimia, sel epitel menghasilkan antimikroba berupa peptida, seperti β-defensin, LL-37, CCL20  

serta protein yang besar yaitu lisozim, laktoferin, secretory  leukocyte proteinase (SLPI) dan 

musin (Parker and Price ,2011).   

 Imunisasi mukosal secara intranasal maupun peroral mampu menginduksi menginduksi 

ekspresi β-defensin-2. Imunisasi secara intranasal protein hemaglutinin pili S. pneumoniae 54 

kDa, memicu ekspresi β-defensin -2. Grafik 2, menggambarkan bahwa immunisasi intranasal  

tikus menggunakan antigen protein pili 54 kDa disertai ajuvan menunjukkan ekspresi  β-

defensin-2 tertinggi dibanding kelompok lain. Grafik tersebut juga menjelaskan bahwa ajuvan 

yang digunakan yaitu CTB tidak menginduksi ekspresi β-defensin-2. Hasil tersebut menjelaskan 

bahwa ajuvan tidak memicu ekpresi β-defensin-2, namun berfungsi sebagai imunostimulator, 

sehingga repon imun mukosa yang dihasilkan terjadi oleh adanya  protein pili 54 kDa. 



 Β-defensin merupakan antimikroba yang penting untuk pertahanan terhadap mikroba 

yang bersifat patogen di saluran pernapasan.  Β-defensin pada manusia ada 6 kelas, namun 

yang diekspresikan di saluran pernapasan hanya β-defensin 1-4.  β-defensin-1 secara konstan 

diekspresikan di epitel, namun β-defensin 2, β-defensin-3, β-defensin-4 diekspresikan dengan 

induksi oleh berbagai macam patogen baik bakteri, virus maupun jamur.  Ekspresi β-defensin-2 

diinduksi oleh proinflamatory sitokin TNF dan IL-1β, serta signal TLR2 (Parker and Price ,2011).  

 Pada manusia β defensin-2 mempunyai aktivitas tinggi sebagai bekterisid bakteri Gram 

negatif antara lain Escheria coli, Pseudomonas aeroginosa (LD90: 10μg/mL ) serta jamur 

Candida albicans (LD90: 25μg/mL). Pada bakteri Gram positif  β defensin-2 bersifat 

bakteriostatik terhadap Staphylococcus aureus dengan dosis >100μg/mL, sehingga dapat 

disimpulkan bahwa β defensin-2 lebih poten terhadap bakteri Gram negatif daripaga Gram 

positif (Soto et al, 2007; Cobo and Chadee, 2013). Mekanisme kerja beta defensin-2 sebagai 

antimikroba melalui beberapa cara yaitu (a) pembentukan lubang di membran mikroorganisme 

sehingga terjadi kebocoran sel.(b) mengaktifkan enzim dan jalur untuk degradasi dinding bakteri 

(c) merusak dinding sel (d) pencegah penempelan bakteri ke sel epitel host (e) depolarisasi 

membran bakteri (Soto et al, 2007). 

 Selain sebagai antimikroba, β defensin-2 mempunyai fungsi kemotaktif selektif bagi sel 

yang mengekspresikan CCR6 yaitu iDCs dan sel memori CD4CD45RO. Disamping itu  β 

defensin-2 menginduksi diferensiasi naïve DC menjadi matur DC serta menginduksi DC  

memproduksi sitokin yaitu IL-1, TNF, IL6 dan IL-12  dan kemokin yaitu IL-8, MDC, IP-10,MIPI-α 

dan meningkatkan regulasi reseptor CCR7 (Oppenheim  et al, 2015). 

 Pada imunisasi secara intranasal terjadi diferensiasi  sel T menjadi Th1, Th2 ,Th17 dan 

T reg ( Lawson et al, 2011). Th17 akan menghasilkan berbagai macam sitokin yaitu  IL-17, IL-

17F, IL-22, IL-26 dan CCL-20. IL-17  menginduksi ekspresi  β-defensin-2,  protein S1000 dan 

berbagai kemokine antara lain CXCL5, CXCL9, CCL3 danCCL-20 di epitel saluran napas. IL-22  

menginduksi berbagai macam antimikroba di saluran pernapasan, temasuk defensin. IL-17 dan 



IL-22 secara sinergis menginduksi  produksi β-defensin-2 dan protein S100 (Khader et al, 

2009).  Ekspresi IL-22 meningkat pada tikus yang diimunisasi dengan protein pili 54 kDa+CTB 

(Gb 2). Peningkatan ekspresi terjadi karena diferensiasi naïve sel T menjadi sel Th17. Namun 

walaupun terjadi peningkatan ekpresi IL-22 maupun ekspresi β-defensin-2, pada tikus yang 

diimunisasi protein pili 54 kDa+CTB secara statistik tidak ada korelasi yang bermakna. Hal 

tersebut kemungkinan disebabkan karena stimulus untuk meningkatkan ekspresi β-defensin-2, 

bukan hanya  oleh IL-22 tetapi juga IL-17 yang pada penelitian ini tidak diukur. Oleh sebab itu 

perlunya diteliti lebih lanjut ekspresi IL-17 pada imunisasi intranasal protein pili 54 kDa. 

Disamping itu juga perlu dilakukan uji tantang dengan menginfeksi tikus yang telah diimunisasi 

dengan S. pneumoniae, yang pada penelitian belum dilakukan, untuk mengetahui efektifitas 

imunisasi tersebut mencegah infeksi S. pneumoniae. 

 Pada penelitian ini menunjukkan bahwa imunisasi intranasal protein pili S. pneumoniae 

54 kDa mampu meningkatkan ekspresi IL-22 dan β-defensin-2. Selanjutnya dapat disimpulkan 

bahwa protein pili S. pneumoniae 54 kDa  bersifat imunogenik dan mampu memacu respon 

imun mukosa saluran pernapasan tikus. Untuk selanjutnya perlu dilakukan penelitian respon 

imun mukosa humoral saluran pernapasan dengan indikator ekspresi sIgA saluran pernapasan. 
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