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Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman di antara kamu dan 

orang-orang yang diberi ilmu pengetahuan beberapa derajat. 

(terjemahan Surat Al-Mujadalah ayat 11)*)1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERNYATAAN 

                                                   
*) Departemen Agama Republik Indonesia. 1998. Al Qur’an dan Terjemahannya. 

Semarang: PT. Kumudasmoro Grafindo. 
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Efek Imunisasi Intranasal Epitope Protein RrgB 214-236 Streptococcus pneumoniae 

terhadap Konsentrasi IL-4; Niken Larasati, 162010101037; 2020; 48 halaman; Fakultas 

Kedokteran Universitas Jember. 

 
       Streptococcus pneumoniae adalah bakteri diplokokus Gram positif yang dapat 

menjadi patogen bagi manusia dan menyebabkan invasive pneumococcal disease. Infeksi 

S. pneumoniae menular melalui droplet udara dan salah satu pencegahannya adalah 

menggunakan vaksin. Vaksin S. pneumoniae yang sedang dikembangkan saat ini berasal 

dari faktor virulensi bakteri, seperti epitope. Epitope yang digunakan sebagai kandidat 

vaksin dalam penelitian ini adalah epitope protein RrgB S. pneumoniae. Epitope tersebut 

akan merangsang sistem imun untuk mensekresi antibodi yang diperantarai oeh IL-4. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek imunisasi intranasal epitope protein 

RrgB 214-236 S. pneumoniae terhadap kadar IL-4. .  

       Penelitian ini merupakan penelitian true eksperimental dengan menggunakan 27 ekor 

tikus Wistar (Rattus norvegicus) jantan, dengan usia 12-16 minggu. Sampel dibagi 

menjadi 3 kelompok, yaitu kelompk kontrol, kelompok adjuvan dan kelompok 

epitope1+adjuvan. Kelompok kontrol diberikan 20 μL PBS secara intranasal, kelompok 

adjuvan diberikan 2 μL CTB yang dilarutkan dalam 40 μL PBS, dan kelompok 

epitope1+adjuvan diberikan 2 μL CTB, 20 μL epitope protein RrgB 255-270 S. 

pneumoniae yang dilarutkan dalam 40 μL PBS. Pengukuran kadar IL-4 menggunakan 

metode ELISA dan dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitar 

Jember.  

       Nilai rerata kadar IL-4 pada kelompok kontrol adalah 36.843 ± 25ng/L, rerata kadar 

IL-4 pada kelompok adjuvan adalah 27.702 ± 11 ng/L dan rerata pada kelompok 

epitope1+adjuvan adalah 30.554 ± 15 ng/L. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan nilai p 

sebesar 0,919. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian imunisasi intranasal epitope 

protein RrgB 255-270 S. pneumoniae tidak memberikan perbedaan yang signifikan 

terhadap kadar IL-4 (dengan p > 0,05). Hal ini dapat disebabkan sistem imun 

menghasikan antibodi mukosa seperti IgA. Produksi antibodi IgA diperantarai oleh IL-4. 

Tingginya kadar IgA mempengaruhi adar IL-4 dalam tubuh. Sehingga tubuh akan 

melakukan down regulation dalam produksi atau sekresi IL-4 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Streptococcusopneumoniae (S. pneumoniae) atauoPneumococcus”adalah 

bakteri diplokokus Gram positif yang merupakan flora normal pada nasofaring 

dan mempunyai lebih dari 90 serotipe. S. pneumoniae dapat menjadi patogen bagi 

manusia dan menyebabkan invasive pneumococcal disease, yaitu sekelompok 

penyakit seperti pneumonia, sinusitis akut, otitis media akut, konjungtivitis, 

meningitis, osteomyelitis, septic arthritis, endocarditis, peritonitis, selulitis, dan 

abses otak. Pneumonia memiliki angka mortalitas dan morbiditas tinggi di negara 

berkembang. WorldOHealthOOrganizationO(WHO) melaporkan bahwa  

S. pneumoniae setiap tahunnya menyebabkanOkematianO1.612.000 anakOdi 

dunia danP716.000 anakOdiantaranya berusiaOdi bawahOlima tahun. Dua puluh 

enam persen kematianOtersebut diperkirakan terjadi diPnegara AsiaOPasifik dan 

AsiaOTenggara. (Kadioglu et al., 2008; Pletz et al., 2008; Khoeri, et al., 2016).   

Infeksi S. pneumoniae menular  melalui droplet di udara. Keadaan kering 

dan dingin mempercepat penularan infeksi S. pneumoniae. Tahap awal infeksi S. 

pneumoniae adalah dengan menempelnya bakteri ke sel inang yang diperantarai 

oleh protein adhesi dan reseptor. Pili memegang peran penting dalam penempelan 

bakteri pada sel inang dan didukung oleh protein-protein yang ada pada bakteri. 

Pili S. pneumoniae terdiri atas tiga protein, yaitu RrgA, RrgB, RrgC yang 

dipolimerisasi oleh tiga enzim sortase (SrtC1, SrtC2, dan SrtC3) melalui 

pembentukan antarmolekul kovalen ikatan isopeptida. Masing-masing protein 

tersebut memiliki fungsi yang berbeda. RrgA berfungsi sebagai jangkar atau dasar 

pili, RrgB sebagai badan pili, dan RrgC sebagai ujung pili. RrgB memiliki 

komponen antigen yang lebih tinggi daripada RrgA dan RrgC. Struktur RrgB 

terdiri dari D1, D2, D3, D4 (Gentile et al., 2011; Mufida et al., 2018; Weiser et 

al., 2018). 

Pada penelitian terdahulu menyebutkan bahwa protein 54 kDa merupakan  

protein hemaglutinin. Protein tersebut dapat meningkatkan imunitas mukosa 

saluran pernafasan melalui peningkatan kadar sIgA. Secara in silico protein  
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54OkDa identik dengan chainOαOstructureOof pilusOfrom S. pneumoniae 

(RrgB). Protein RrgB S. pneumoniaeOmemiliki 5 epitope dengan panjang asam 

amino 13, 14, 19, 16, 23. Susunan rantai peptida dan 5 asam amino yang terdapat 

pada pili tersebut yaitu DRAVAAYNALTAQ, PKVVTYGKKFVKVN, 

TFDLVNAQAGKVVQTVTLT, TVKVTVDDVALEAGDY, dan 

VNHQVGDVVEYEIVTKIPALANY. Epitop protein RrgB memiliki kemampuan 

antigenik yang tinggi sehingga berpotensi besar untuk  digunakan sebagai vaksin 

(Mufida et al., 2018). 

Vaksin yang telah digunakan untuk melawan bakteri S. pneumoniae  saat ini 

adalah PneumococcalOPolysaccharideOVaccineO(PPV)O23OvalenOdan 

Pneumococcal Conjugates Vaccine (PCV). Vaksin PPVO23 merupakan subunit 

vaksin yangOmenginduksi responOimun melaluiOT independent, sehingga tidak 

bisaOdigunakan padaOusia anak kurang dari 2 tahun karenaOrespon imunOT 

independent pada anak usia tersebut belum matur. Kelemahan vaksin ini dapat 

diatasi dengan menggunakan PneumococcalOPolysaccharide Conjugate Vaccine 

(PCV). PneumococcalOPolysaccharide ConjugateOVaccine memiiki potensi 

yang tinggi (88,4%) dalam mencegah IPD. Namun, PCV hanya melindungi dari 

beberapa serotipe S. pneumoniae. Sehingga perlu dikembangkan vaksin 

menggunakan salah satu faktor virulensi bakteri yaitu epitope protein 

hemaglutinin pili (epitope-based vaccine). Epitope protein hemaglutinin pili 

diharapkan lebih efektif sebagai kandidat antigen vaksin karena epitope 

merupakan bagian dari protein yang berinteraksi dengan antibodi. Epitope protein 

hemaglutinin pili juga lebih efektif melindungi terhadap semua serotipe bakteri. 

(Hicks., 2007; Mufida et al., 2018). 

Mekanisme pertahanan tubuh melawan infeksi bakteri S. pneumoniae 

adalah dengan meningkatkan respon imun. Respon imun dapat diperantarai oleh 

antibodi (humoral), sel (selular), atau keduanya. Ketika manusia diinfeksi oleh 

suatu patogen, maka tubuh akan mensekresikan sitokin proinflamasi. Sitokin ini 

yang akan mengaktifkan sel T-Helper menjadi Th2 yang kemudian 

mengakibatkan produksi sitokin proinflamasi lain seperti IL-4 semakin tinggi. 

Peningkatan kadar IL-4 pada penderita pneumonia lebih dominan daripada sitokin 
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antiinflamasi lain seperti, IL-17 atau IL-13 (Douglas et al., 2003; Song et al., 

2015; Junttila., 2018) 

Berdasarkan latar belakang di atas, didapatkan bahwa protein RrgB 

memiliki sususan asam amino dengan panjang yang berbeda dan memiliki 

komponen antigenik tinggi sehingga dapat digunakan sebagai kandidat vaksin. 

Salah satu asam amino yang dimiliki oleh S. pneumoniae adalah asam amino 

dengan panjang 23, daerah sususan asam amino nomor 214-236 dengan susunan 

VNHQVGDVVEYEIVTKIPALANY.  Oleh karena itu peneliti ingin melakukan 

penelitian untuk mengetahui “Efek Imunisasi Intranasal Epitope Protein RrgB 

214-236 S. pneumoniae terhadap konsentrasi IL-4. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah dari penelitian ini yaitu 

apakah ada efek pemberian imunisasi intranasal epitope protein RrgB 214-236 S. 

pneumoniae terhadap  konsentrasi IL-4? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek pemberian imunisasi 

intranasal epitope protein RrgB 214-236 S. pneumoniae terhadap konsentrasi     

IL-4. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Beberapa manfaat penelitian ini, yaitu: 

a. Dapat memberikan pengetahuan umum kepada masyarakat mengenai 

penyakit pneumonia. 

b. Dapat memberikan pengetahuan mengenai peran pili dan protein penyusun 

pili S. pneumoniae.  

c. Dapat memberikan pengetahuan tentang vaksin dan pentingnya vaksin untuk 

pencegahan terhadap infeksi S. pneumoniae. 

d. Hasil dari penelitian ini dapat dijadikan acuan untuk mengembangan vaksin 

S. pneumoniae. 
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BAB 2.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Streptococcus pneumonia 

2.1.1 Klasifikasi Bakteri 

Klasifikasi bakteri Streptococcus pneumoniae adalah sebagai berikut  

(Klein dan Chester, 1980): 

Domain” : BacteriaO 

Filum”  : FirmicutesO 

Kelas”  : CocciO 

Ordo”  : LactobacillalesO 

Famili” : StreptococcaceaeO 

Genus “ : StreptococcusO 

Spesies” : S. pneumoniaeO 

 

2.1.2 Morfologi Bakteri   

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) adalahObakteriOdiplokokus 

Gram-positifOyangOmerupakan flora normal pada nasofaring dan mempunyai 

lebih dari 90 serotipe. S. pneumoniae berbentuk bulat hingga lanset, pada nanah 

atau dahak terlihat sebagai kokus tunggal atau rantai. Bakteri ini mempunyai 

simpaiO polisakarida yangO mempermudah penentuanO tipe dengan Oantiserum 

spesifik.O  Panjang rantai bervariasi Odan sebagian Obesar ditentukan oleh faktor 

lingkungan. Rantai panjangO akan muncul bila Oditanam dalamOperbenihan 

yang hanya sedikitOmengandung magnesium. S. pneumoniae mudahOdilisiskan 

oleh zatOaktif permukaan,Oseperti garam-garam empedu. Zat aktifOpermukaan 

mungkin menonaktifkanOpenghambat autolisisOdinding sel (Ernest et al., 1996). 

Streptococcus pneumoniae membuat koloni bulatOkecil, awalnya berbentuk 

kubahOkemudian timbulOlekukan di tengahOdengan pinggiran yang meninggi 

dan α-hemolisis padaOagar darah. Karbon dioksida (CO2) dengan kadar 5-10% 

dapat meningkatkan pertumbuhan bakteri. S. pneumoniae tumbuh paling baik 

pada suhu 37ºC. Energi utama diperoleh dari penggunaan glukosa. Pembentukan 

asam lakat yang cepat dapat menghambat atau membatasiOpertumbuhan. Apabila 
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padaOselang waktu tertentu dilakukanOnetralisasi denganObasa maka akan 

terjadi pertumbuhanOyang masif (Ernest et al., 1996). 

Streptococcus pneumoniae dapat menjadi patogen bagi manusia dan 

menyebabkan invasive pneumococcal disease, yaitu sekelompok penyakit seperti 

pneumonia, sinusitis akut, otitis media akut, konjungtivitis, meningitis, 

osteomyelitis, septic arthritis, endocarditis, peritonitis, selulitis, dan abses otak.  

S. pneumoniae dengan serotipe 1Osampai 8 menyebabkanOpneumonia pada 75% 

orang dewasaOsedangkan tipe 1, 14, 6, danO9 banyak ditemukanOpada anak-

anak (KadiogluOet al., 2008; Khoeri etOal., 2016).  Morfologi S. pneumoniae 

dapatOdilihat padaOGambar 2.1. 

 

 
 
Gambar 2.1 Morfologi S. pneumoniae pada cairan perikardium (Donald et al., 2016) 

 

2.1.3 Epidemiologi Bakteri 

Streptococcus pneumoniae merupakaan bagian dari. flora normal .saluran 

napas atas. manusia sehat, khususnya  pada .anak. Bakteri ini disebarkan .dari 

manusia .ke .manusia lain melalui udara. Diperkirakan laju pertumbuhan bakteri 

ini di .nasofaring dewasa .berkisar antara .5%-30%, pada anak .sehat 20%-50%, 

dan  25%-75% pada bayi. Faktor risiko untuk kolonisasi adalah: bayi tanpa ASI, 

infeksi .saluran .napas .atas, perokok pasif, dan manusia yang .tinggal di negara 4 

musim Ipada musim Idingin. Beberapa faktor yang Imeningkatkan Irisiko 
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penularan Ibakteri di lingkungan keluarga, Iyaitu kepadatan hunian, .cuaca, 

adanya pasien infeksiI saluran napas atas, Ipneumonia, dan otitisI media (Ranuh 

et al., 2011). 

 

2.1.4  Faktor Virulensi Bakteri 

Streptococcus pneumoniae memproduksi beberapa toxin dan protein 

permukaan yang berbahaya untuk manusia dan berkoloni di nasofaring manusia 

selama beberapa bulan pertama kehidupannya. Efektifitas dari infeksi bakteri ini 

bergantung pada sistem imun pejamu. Prinsip kerja faktor virulensi pada S. 

pneumoniae adalah dengan menghindari sistem imun pejamu, sedangkan jalan 

nafas pejamu mempunyai  banyak mekanisme untuk melindungi dari kolonisasi 

dan infeksi S. pneumoniae. Kemampuan bakteri untuk memperoleh materi genetik 

baru melalui transformasi dan rekombinasi membuat faktor virulensi dari S. 

pneumoniae berkembang. Beberapa faktor virulensi S. pneumoniae  adalah 

sebagai berikut: 

a. Kapsul Polisakarida 

Kapsul polisakarida S. pneumoniae merupakan salah Isatu faktor Ivirulensi 

yang berperan Ipenting yang letaknya di ekstraseluler. Kapsul polisakarida 

berfungsi sebagai perantara bakteri menempel pada sel inang dan sebagai 

perlindungan dari sistem kekebalan inang. Kapsul polisakarida juga akan 

menghambat fagositosis dari sel imun, mencegah penangkapan bakteri oleh 

reseptor inang dan komplemen, serta menghindari neutrofil. Kapsul juga berperan 

dalam memberikan perlindungan dengan interaksi antar jaringan dan sel sekitar 

seperti manipulasi dari immunoglobulin untuk pengenalan bakteri serta 

penghambatan mekanisme pertahanan sel inang. Beberapa serotipe kapsul S. 

pneumoniae memiliki kemampuan patogen yang berbeda, misalnya serotipe 1 

ditemukan infeksi invasif dengan angka kematian lebih rendah sedangkan serotipe 

3 dikaitkan dengan kolonisasi nasofaring dan infeksi serius yang dapat 

menyebabkan kematian (Brooks et al., 2018). 

b. Komponen Dinding Sel Bakteri 

Dinding sel bakteri S. pneumoniae memiliki peran penting dalam 
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perlindungan dan pembentukan sel. Komponen dinding sel terdiri atasi 

peptidoglikan, wall teichoic acid (WTA), dan lipotechoic acids (LTAs). 

Modifikasi rantai glikan pada peptidoglikan membantu virulensi S. pneumoniae 

dengan membuat sel tahan terhadap lisozim. WTA, LTAs, dan peptidoglikan 

berhubungan dengan Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) yang 

berperan dalam peradangan pada sel inang (Brooks et al., 2018). 

c. Pneumolysin 

Pneumolisin merupakan toksin yang dikeluarkan oleh S. pneumoniae 

sebagai hasil lisis dari sel yang dapat memberikan efek toksik pada sel inang. 

Pneumolisin juga berperan dalam pembentukan biofilm yang dapat mengganggu 

sistem kekebalan tubuh inang. Penelitian sebelumnya juga menjelaskan bahwa 

pneumolisin dapat menyebabkan kerusakan DNA dengan menginduksi pemisahan 

DNA untai ganda (Rai et al., 2016; Brooks et al., 2018). 

d. Autolysin  

Enzim autolisin terlibat dalam autolisis bakteri dengan melepaskan 

pneumolisin, asam teikoat, dan komponen lain dari intraseluler. Misalnya, lytic 

amidase (choline-binding amidase) dapat mendegradasi peptidoglikan sehingga 

menyebabkan sel lisis. Autolisin juga menyebabkan peningkatan kolonisasi pada 

sel nasofaring dikarenakan oleh pelepasan toksin (pneumolisin) selama degradasi 

dinding sel (Brooks et al., 2018). 

e. Protein Permukaan  

Streptococcus pneumoniae memiliki beragam protein permukaan yang 

membantu patogenesis pneumonia dengan bertindak sebagai adhesin dan 

menghambat sistem kekebalan inang, khususnya komplemen. Protein permukaan 

S. pneumoniae dikategorikan ke dalam empat kelompok, yaitu; CBPs, lipoprotein, 

non-classical protein, dan protein yang memiliki motif LPXTG (X mewakili asam 

amino apa saja) dan dapat berikatan secara kovalen melalui motif pembelahan 

sortase (Brooks et al., 2018). Keempat kelompok tersebut adalah:   

1) CBPs 

Dinding sel pneumokokus mengandung berbagai protein permukaan yang 

berbeda, salah satunya adalah choline-binding proteins (CBPs). Protein  ini 
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ditemukan di semua jenis pneumokokus dan jumlahnya bervariasi dari 13 hingga 

16. CBPs berperan dalam memengaruhi sistem komplemen manusia dan 

mengurangi kemampuan imunoglobulin untuk menghilangkan patogen. Beberapa 

protein CBPs juga dapat memodifikasi permukaan sel inang untuk memungkinkan 

pneumokokus berikatan dengan reseptor sel inang. Beberapa jenis protein yang 

termasuk kedalam kelompok CBPs, yaitu Pneumococcal ISurface IProtein A 

(PspA), Pneumococcal ISurface Protein IC (PspC), dan LytAI (Brooks et al., 

2018). 

2) Lipoprotein 

Protein ini diperlukan sebagai pengangkut substrat. Ada sekitar 50 

lipoprotein yang sudah teridentifikasi. Empat lipoprotein utama adalah  

PneumococcalI surfaceI IAdhesin A (PsaA), Pneumococcal Iiron acquisition  

A I(PiaA), Pneumococcal. iron .uptake A .(PiuA), dan  Pneumococcal .iron 

transporter. A (PitA).  Keempat protein ini adalah protein pengikat logam  yang 

bergabung dengan kompleks transporter ATP-binding cassete (ABC). Transporter 

ABC mengangkut substrat melintasi membran dengan memanfaatkan energi yang 

dihasilkan dari ikatan ATP dan hidrolisis. PsaA terlibat dalam pengangkutan 

magnesium dan seng ke dalam sel. PiaA, PiuA, dan PitA terlibat dalam mengatur 

penyerapan zat besi (Brooks et al., 2018). 

3) Non-Classical Protein 

Non-Classical Surface Proteins (NCSPs) ditemukan pada permukaaan 

bakteri S. pneumoniae. Protein ini juga dikenal senbagai protein penerang cahaya 

karena memiliki banyak fungsi. NCSPs berfungsi sebagai adhesin yang mampu 

mengikat molekul inang dan mendorong invasi sel inang pada S. pneumoniae. 

Terdapat dua NCSP utama, yaitu: faktor virulensi pneumokokus A (PavA) dan 

enzim glikolitik  (enolase dan GAPDH) (Brooks et al., 2018). 

4) LPXTG 

Protein LPXTG akan menempel pada dinding sel inang setelah dikenali dan 

di modifikasi oleh sortase. Salah satu contoh protein LPXTG yang diekskresikan 

oleh pneumokokus adalah neuroaminidase. Protein tersebut berperan dalam 

menghambat bakterisida laktoferin dengan cara penghilangan asam sialat dari 
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laktoferin. Selain itu, protein ini juga terlibat dalam kolonisasi dan penempelan 

bakteri pada sel inang. 

f. Pili Bakteri 

Streptococcus pneumoniae merupakan bakteri Gram positif yang biasa 

berkolonisasi di permukaan mukosa saluran pernapasan atas manusia. Salah satu 

faktor virulensi pada S. pneumoniae membentuk suatu komponen pada permukaan 

membran dengan bentuk filamen panjang yang disebut pili. Terdapat perbedaan 

antara pili .yang diekspresikan. oleh bakteri .Gram positif .dan bakteri .Gram 

negatif. Pili .bakteri .Gram positif .disusun oleh .polimer yang .berikatan secara 

kovalen, .panjang dan tipis, .dengan .panjang 1-5 μm .dan lebar .antara 30-60 nm. 

Meskipun tipis, ,pili ini .sangat kuat .dan integritasnya dijaga oleh .rangkaian yang 

berikatan .silang secara .kovalen dan membentuk .ikatan isopeptida. (Paterson. 

and .Baker, 2011). 

PiliI S. pneumoniae memiliki fungsi untuk memberikan dan meningkatkan 

kemampuan bakteri dalam menempel pada epitel saluran napas manusia. Pili S. 

pneumoniae merupakan struktur multimerik yang terdiri dari tiga Iprotein, yaitu 

RrgA, IRrgB, RrgCI yang dipolimerisasi oleh tiga enzim sortase (SrtC1, SrtC2, 

dan SrtC3) melalui pembentukan antarmolekul kovalen ikatan isopeptida. 

Masing-masing protein tersebut memiliki fungsi yang berbeda. RrgA berfungsi 

sebagai jangkar atau dasar pili yang kontak langsung dengan epitel saluran napas 

manusia, RrgB sebagai badan atau penyangga utama pada pili, sedangkan RrgC 

sebagai ujung atau jangkar yang digunakan sebagai pengait pili pada permukaan 

membran bakteri. RrgB memiliki komponen antigen yang lebih tinggi daripada 

RrgA dan RrgC. Struktur RrgB terdiri dari D1, D2, D3, D4 seperti Itampak pada 

GambarI 2.3 dan IGambar 2.4. RrgB D1 merupakan kandidat vaksin yang paling 

baik diantara ketiga lainnya karena memberikan perlindungan paling ampuh 

terhadap resiko infeksi pneumokokus. Protein RrgB juga memiliki 5 epitope 

dengan panjang susunan asam amino yang berbeda. Susunan 5 epitope tersebut 

menjadi komponen antigen pada protein RrgB pili bakteri S. pneumoniae. Dari 

penjelasan di atas menjadikan pili bakteri pneumokokus sebagai kandidat protein-

based vaccine untuk mencegah infeksi S. pneumoniae (Gentile et al., 2011; 
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Mufida et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Gambar 2.2 Struktur pili bakteri S.  pneumoniae (Sumber: Becke et al. 2019) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

g. Biofilm 

Biofilm adalah komunitas terstruktur yang terdiri dari agregat sel mikroba 

dan dikelilingi oleh matriks ekstraseluler polisakarida yang menempel pada 

permukaan. Matriks ekstraseluler memberikan perlindungan dan meningkatkan 

virulensi dari bakteri S. pneumoniae. Biofilm sendiri dibentuk sebagai respon 

terhadap stres dan kondisi yang keras untuk meningkatkan kelangsungan hidup 

bakteri. Dalam beberapa literatur menyebutkan bahwa biofilm dari S. pneumoniae 

tidak efektif dihilangkan selama perawatan antimikroba karena meningkatkan 

resistensi. Selain itu, biofilm S. pneumoniae mampu melarikan diri dari respon 

imun inang seperti mucociliary clearance (Brooks et al., 2018).  

Gambar 2.3 Ilustrasi pili-1 yang terdiri dari protein RrgA, RrgB, RrgC  

(Sumber: Becke et al., 2019) 
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2.2 Patogenesis PneumoniaO 

Pneumonia Iadalah peradangan Iyang mengenai Iparenkim Iparu, distal dari 

bronkiolus Iterminalis Iyang Imencakup bronkiolus Irespiratorius, dan alveoli, 

serta Imenimbulkan Ikonsolidasi jaringan paru Idan gangguan Ipertukaran gas 

setempat. IPenyebab pneumonia Iadalah Ibakteri, virus, Ijamur, pajanan Ibahan 

kimia Iatau Ikerusakan Ifisik dari Iparu-paru, maupun Ipengaruh dari Ipenyakit 

lain. Bakteri Iyang Ibiasa Imenyebabkan pneumonia Iadalah Streptococcus Idan 

Mycoplasma Ipneumonia (Anwar et al., 2014; Dahlan, 2014). 

Proses patogenesis pneumonia dikaitkan dengan tiga faktor, Iyaitu keaadan 

(imunitas) .host, mikroorganismeI yang Imenyerang host dan Ilingkungan Iyang 

berinteraksiI satu sama lain. Cara Ipenularan Iberkaitan Idengan Ijenis kuman, 

misalnya Iinfeksi Imelalui Idroplet sering Idisebabkan S. pneumoniae, Imelalui 

selang Iinfus oleh IStaphylococcus aureus Isedangkan Iinfeksi pada pemakainan 

ventilatorI oleh P.aeruginous danI Enterobacter. Kolonisasi S. pneumoniae pada 

nasofaringI merupakanI faktor Iutama dalamI patogenesis Ipenyakit invasive 

pneumococcal disease. Kolonii S.pneumoniae Ididapatkan Ipada 5%-10% Iorang 

dewasa Isehat, sedangkan Ipada anak-anak Iyang Isehat prevalensinya Ilebih 

tinggi Iyaitu 20%-40% (Musher, 2005; Dahlan, 2009; Dahlan, 2014 ). 

Infeksi S. pneumoniae diawali dengan masukkan bakteri pneumokokus 

kedalam sistem pernapasan atas manusia. Kemudian, bakteri patogen akan masuk 

ke Isaluran Inapas Ibagian Ibawah dan mengalamiI Ikolonisasi Isetelah Idapat 

melewatiI Ihambatan Imekanisme Ipertahanan inangI Iberupa Idaya Itahan 

mekanikI (epitel silia dan Imukus), Ihumoral (antibodiI dan Ikomplemen), dan 

selular (leukosit Ipolinuklir, Imakrofag, Ilimfosit dan Isitokinnya). Bakteri akan 

berkolonisasi pada lapisan sel epitel mukosa saluran napas bawah dan membentuk 

lapisan biofilm yang berfungsi dalam mempertahankan bakteri dari mekanisme 

pertahanan sistem inum host dan memperpanjang masa hidup patogen. Bakteri 

patogen kemudian akan menyebar dan mekakukan invasi pada organ-organ 

pernapasan host. Infeksi S. pneumoniae ini menimbulkan gejala seperti demam, 

batuk kering maupun basah dengan dahak berwarna kuning kehijauan, lemas, 

mual, muntah, nyeri ketika menarik napas atau batuk, dan sesak napas (Setiati et 
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al., 2014; Dahlan, 2014). 

2.3  Vaksin Streptococcus pneumoniae 

Pengobatan infeksi S. pneumoniae melibatkan penggunaan antibiotik. 

Permasalahan saat ini adalah meningkatnya resistensi bakteri pada antibiotik, 

yang membuat pencegahan infeksi S. pneumoniae menjadi penting. Salah satu 

cara pencegahan yang paling efektif adalah dengan vaksinasi. Pengembangan 

vaksin untuk bakteri S. pneumoniae terus mengalami pengembangan hingga kini. 

Prinsip kerja vaksin dalam mengurangi infeksi S. pneumoniae  menggunakan 

reaksi antigen-antibodi sehingga memberikan proteksi pada infeksi yang akan 

datang (Ranuh et al., 2011; Choi et al., 2017). 

Vaksin yang telah digunakan untuk melawan bakteri S. pneumoniae  saat ini 

adalah Pneumococcal IPolysaccharide IVaccine (PPV) 23 valen dan 

Pneumococcal Conjugates IVaccine (PCV). Pneumococcal IPolysaccharide 

VaccineI (PPV) 23 valen memberikan proteksi terhadap 23 serotipe bakteri S. 

pneumoniae yaitu serotipe 21, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 

15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, S23F, dan 33F. Vaksin ini Ibertanggung jawab 

terhadapI 85%-95%I IPD pada Ianak dan Idewasa di IAmerika. Vaksin PPV 23 

yang tersedia di IIndonesia adalah IPneumo-23®. Pneumococcal Polysaccharide 

Vaccine (PPV) 23 valen Itermasuk Isubunit Ivaksin Iyang menginduksi Irespon 

imun melalui IT independent, sehingga tidak bisa digunakan pada anak usia 

kurang dari 2 tahun, karena respon imun T independent pada anak usia kurang 

dari 2 tahun belum matur. Vaksin PPV 23 ini tidak dapat merangsang respon 

imunologik pada anak usia kurang Idari 2 tahun sehingga tidak mampu 

menghasilkan respon booster. Kelemahan vaksin ini dapat diatasi dengan 

menggunakan Pneumococcal Polysaccharide Conjugate Vaccine (PCV) (Ranuh 

et al., 2011). 

Vaksin PCV pertama berisi 7-valen dan hanya melindungi dari infeksi 

bakteri S. pneumoniae pada serotipe 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, dan 23F. Ketujuh 

tipe PCV menyebabkan IPD pada 90% anak usia muda di Amerika ISerikat dan 

Canada serta 75% anak di Eropa. Vaksin PCV7 Iyang tersedia Idi Indonesia 

adalah Prevenar®. Vaksin ini dapat Idiberikan Imulai usia I2 bulan ke atas. Hasil 
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penelitian Pvia dkk Imenunjukkan Ibahwa IPCV7 sangat efektif Iuntuk mencegah 

serotipeI IPD yang tercakup dalam vaksin (89%) dan untuk semua serotipe 

sebesar 63%-74%. Hal ini karena serotipe yang beredar cocok dengan yang ada 

dalam vaksin dan adanya cross reactions dari antibodi yang terbentuk dengan 

serotipe lain. Vaksin PCV yang baru dipasarkan di Eropa sejak tahun 2008 

dengan nama PhiD-CV sedangkan di Indonesia baru beredar tahun 2010 yaitu 

Synflorix berisi 10 serotipe yaitu: 4, 6B, 9V, 124, 18C, 19F, 23F, 1, 5, dan 7F. 

Vaksin ini dapat diberikan pada bayi 2 bulan-2 tahun. Pada tahun 2011 PCV7 

telah digantikan oleh PCV-13 yang mengandung serotipe 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 

23F, 1, 5, 7F,3 6A, dan 19A. Terdapat beberapa perbedaan antara Pneumococcal 

Polysaccharide Vaccine (PPV) 23 dengan Pneumococcal Polysaccharide 

Conjugate Vaccine (PCV) seperti yang dijelaskan dalam Tabel 2.1. (Ranuh et al., 

2011). 

 

Tabel 2.1. Perbedaan antara PPV dan PCV 

Kandungan 

Vaksin 
PPV-23 PCV 

Polisakarida 

 

  Polisakarida bakteri 

 

Pemberian paparan protein RrgB 

214-236 bakteri Streptococcus 

pneumoniae 

Antigen T-independent antigen T dependent 

Immunogenicity Tidak imunogenik pada anak < 2 
tahun 

Imunogenik pada anak > 2 tahun 

Serotipe  PPV-23 mengandung 23 serotipe PCV-7 mengandung 7 serotipe 

PCV-10 mengandung 10 serotipe 
PCV-13 mengandung 13 serotipe 

 

Pili bakteri S. pneumoniae juga dapat digunakan sebagai vaksin seperti pada 

vaksin DPT yang menggunakan protein hemaglutinasi dari fimbrae bakteri 

Bordatella pertussis. Pili S. pneumoniae yang tersusun dari 3 protein, yaitu RrgA, 

RrgB, dan RrgC menjadi kandidat yang berpotensi untuk dijadikan vaksin 

antipneumokokus. Protein RrgB yang merupakan kerangka utama penyusun pili 

bakteri S. pneumoniae memiliki komponen antigenik yang tinggi. Hasil yang 
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ditunjukkan dari reaksi antara protein hemaglutinasi bakteri S. pneumoniae dan 

IgG yang diambil dari antibodi poliklonal sama dengan reaksi antara pili bakteri 

S. pneumoniae dan IgG tersebut.  Protein hemaglutinasi yang ada pada pili bakteri 

S. pneumoniae dijadikan sebagai kandidat vaksin yang dapat mencegah infeksi 

pneumokokus (Mufida et al., 2018). 

Epitope-based vaccine saat ini banyak dikembangkan karena dinilai 

memiliki banyak kelebihan. Vaksin berbasis epitope memiliki spesifisitas tinggi 

dalam menginduksi sistem imun, memiliki kapasitas yang tinggi dalam hal 

produksi, dan lebih efektif serta murah dalam biaya produksi. Peptida yang 

mengandung epitope lebih mudah disintesis, dimurnikan, disimpan, dan 

dikendalikan. Vaksin berbasis epitope memiliki sifat patogenisitas yang lebih 

rendah sehingga lebih aman bagi peneliti dan subjek penelitian. Selain itu vaksin 

berbasis epitope juga memiliki jangkauan yang luas dalam hal memberikan 

perlindungan terhadap infeksi strain bakteri S. pneumoniae. Vaksin berbasis 

epitope juga dianggap lebih aman daripada vaksin pneumokokus lama dan saat ini 

sudah mulai untuk dilakukan uji klinik (Zahroh et al., 2016). 

 

2.4 Sistem Imun Manusia 

Sistem imun manusia merupakan gabungan atau kumpulan dari sel, 

jaringan, dan organ yang bekerja sama untuk melawan benda asing yang 

menyerang tubuh. Benda asing asing tersebut adalah mikroorganisme primer 

seperti virus, bakteri, jamur, dan parasit. Manusia menyediakan lingkungan yang 

ideal sehingga membuat mikroba mencoba masuk dan berkembang biak di 

dalamnya. Sistem imun bertugas untuk mencari dan menghancurkan mereka. 

Sistem imun terdiri atas sistem imun non spesifik (innate) dan spesifik (adaptive). 

Baik sistem imun non spesifik maupun spesifik memiliki peran masing-masing, 

keduanya memiliki kelebihan dan kekurangan namun sebenarnya ke dua sistem 

tersebut memiliki kerja sama yang erat. Mekanisme sistem imun non spesifik atau 

innate selalu ada pada setiap manusia dengan memberikan perlindungan segera 

terhadap mikroorganisme penyebab infeksi. Imunitas non spesifik menghambat 

invasi mikroba melalui pertahanan epitel dengan menghancurkan berbagai 
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mikroba yang masuk ke dalam tubuh. Resistensi pada imunitas non spesifik tidak 

diperoleh melalui kontak dengan suatu antigen. Imunitas ini dapat berubah-ubah 

sesuai umur dan aktivitas hormonal atau metabolik. Imunitas spesifik atau adaptif 

berkembang lebih lambat namun perlindungannya lebih khusus terhadap infeksi. 

Imunitas ini terjadi setelah pemaparan terhadap agen infeksius dan diperantarai 

oleh antibodi atau sel limfoid. Terdapat dua jenis imunitas adaptif, yaitu imunitas 

seluler dan imunitas humoral yang diperantarai oleh sel dan molekul yang berbeda 

dengan fungsi untuk memberikan pertahanan terhadap mikroba ekstraseluler dan 

intraseluler. Imunitas seluler adalah imunitas terhadap mikrba intraseluler karena 

dalam prosesnya diperantarai oleh sel limfosit T. Limfosit T mengaktifasi fagosit 

untuk menghancurkan mikroba yang telah dimakannya. Limfosit T juga 

membunuh sel inang yang terinfeksi mikroba  di dalam sitoplasmanya. Imunitas 

humoral  diperantarai oleh antibodi yang diproduksi oleh limfosit B. Fungsi 

antibodi adalah  menghentikan mikroba yang berada dalam permukaan mukosa 

dan darah tidak dapat menuju sel inang dan membentuk koloni di dalamnya. 

Melalui cara ini antibodi mencegah infeksi berkembang. Antibodi merupakan 

protein terlarut yang termasuk kelas protein globulin karena struktur globularnya 

akan berinteraksi spesifik dengan antigen. Sekitar 20% protein plasma terdiri dari 

antibodi. Antibodi  dengan molekul yang heterogen dan besar disebut 

imunoglobulin. Lima jenis imunoglobulin memiliki fungsi yang berbeda karena 

perbedaan struktur masing-masing, seperti: 

a. Ig M merupakan antibodi paling efisien dalam mengaglutinasi bakteri dan 

mengaktifkan komplemen karena memiliki 10 potential antigen-binding site. 

Naiknya kadar Ig M berkaitan dengan adanya infeksi baru. 

b. Ig D dijumpai di permukaan sel B  limfosit sebagai molekul reseptor. 

c. Ig G merupakan penyusun antibodi terbanyak dalam serum (75%) dan antibodi 

yang paling lama berada dalam serum. 

d. IgA merupakan imunoglobulin yang paling banyak dijumpai dalam cairan 

sekret, seperti saliva, air mata, intestinal mucus, bronchial secretoris, susu, dan 

prostatic fluid. 
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e. IgE berperan sangat penting dalam proses terjadinya alergi meskipun dalam 

keadaan normal dijumpai sangat sedikit dalam serum, sekitar 0,004%. 

 

 

2.4.1 Sistem Imun Mukosa Saluran Pernapasan 

Membran mukosa dalam saluran pernapasan dilapisi oleh mukus yang 

secara konstan bergerak ke atas membawa bakteri yang menempel dan dibantu 

oleh sel-sel bersilia. Dimana mukus dan air mata mengandung lisozim dan 

beberapa zat lain yang bersifat antimikroba. Langkah awal infeksi pada beberapa 

mikroba pelekatannya pada sel-sel epitel permukaan melalui protein permukaan 

bakteri yang bersifat adhesif. Pelekatan tersenbut dapat dicegah apabila diatas 

permukaannya terdapat antibodi Ig A. Apabila mikroba masuk ke dalam tubuh 

melalui membran mukosa maka akan ditangkap oleh fagosit dan diangkut ke 

dalam saluran limfatik regional yang membawanya ke kelenjar getah bening. 

Organ mukosiliar yang digunakan untuk mengeradikasi bakteri dalam saluran 

napas dibantu oleh makofag paru. Sedangkan mekanisme perlindungan khusus 

dalam sistem saluran napas mencakup rambut pada lubang hidung dan refleks 

batuk yang mencegah aspirasi (Wiradharma et al., 2016). 

Protein occludin dan claudin mengikat beberapa lapisan epitel yang 

berikatan satu sama lain untuk melindungi lumen saluran pernapasan manusia. Sel 

epitel saluran pernapasan manusia juga mempunyai silia yang menghasilkan 

mukus. Mukus tersebut terusun atas polisakarida seperti mucin (MUC) yaitu 

MUC2, MUC5AC, MUC5B, dan MUC19. Protein MUC5AC dan MUC5B yang 

disekresi berlebihan dapat menyebabkan penyakit asma dan penyakit paru 

obstruksi kronis. Pergerakan silia dapat membantu mengeluarkan benda asing 

yang sampai ke saluran pernapasan bawah dan biasanya dibantu dengan 

mekanisme batuk. Benda asing atau mikroorganisme pada saluran pernapasan 

bawah akan merespon pengeluaran sel B limfosit dan sel T limfosit yang berusaha 

mengeliminasi patogen tersebut. Sitokin-sitkoin proinflamasi seperti IL-2 akan 

dihasilkan di dalam tubuh untuk merangsang sistem imun sehingga memproduksi 

sel T limfosit (Sato dan Kiyono, 2012; Hermawati et al., 2016; Abbas et al., 
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2014).  

Sistem imun mukosa berdasarkan susunan anatomi dan fungsinya terbagi 

menjadi dua, yaitu inductive dan effector site. Kunci respon imun pada saluran 

pernapasan, pencernaan, dan reproduksi terdapat pada pergerakan sel imun dari 

mucosal inductive menuju ke daerah efektor. Produksi IgA, sel T, dan sel B dari 

sel plasma merupakan sel yang sensitif dan spesifik terhadap suatu antigen pada 

efektor mukosa saluran pernapasan, pencernaan, dan reproduksi. Respon imun 

adaptif pada mukosa dimulai ketika CD4+ membantu perkembangan dan 

persebaran sel plasma. Reseptor yang akan berikatan dengan immunoglobulin 

pada sel epitel disebut Polymeric Immunoglobulin Receptor (pIgR).  PIgR berada 

pada daerah basal atau dasar dari sel epitel. Produksi Polymeric Immunoglobulin 

A (pIgA) pada sel plasma dirangsang oleh antigen dan akan berikatan dengan 

pIgR pada sel epitel. Ikatan pIgA dengan pIgR menyebabkan dikeluarkannya 

antibodi Secretory Immunoglobulin A (sIgA) yang memiliki berbagai spesifisitas 

terhadap antigen yang ada pada daearah induktif di mukosa (McGhee et al., 

2012). 

 

2.5 Epitope 

Epitope adalah Ideretan/sekuens Ipeptida (asam amino) Iyang Ikhusus 

terdapat Idi Ipermukaan Iantigen Itertentu, yang Iberikatan dengan Iantibodi atau 

penerima Isel T. Epitope yang Iberikatan Idengan antibodi Idisebut epitope sel B, 

sedangkan Iyang Iberikatan Idengan penerima sel IT disebut epitope sel IT. 

Epitope sel B akan berfungsi dalam memfasilitasi produksi antibodi spesifik 

terhadap antigenI yang masuk Ike dalam Itubuh. Epitope sel B dibagi menjadi 2 

kelompok yaitu Linear B-Cell Epitope dan Conformational B-Cell Epitope seperti 

tampak pada Gambar 2.4. Linear B-Cell Epitope terdiri dari susunan peptida yang 

tersusun secara berurutan, sedangkan Conformational B-Cell Epitope tersusun 

tidak berurutan. Sel B akan mengenali antigen yang masuk melalui reseptor yang 

dimilikinya yaitu B-Cell Receptor (BCR). Ketika reseptor tersebut aktif, sel B 

akan berdiferensiasi dan mensekresikan antibodi (Nugraha, 2011; Sanchez-

Trincado et al., 2017). 
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Epitop Isel IT adalah Ipecahan Ipeptida Idari Iprotein yangI telah Idiolah 

dalam Iantigen Ipresenting Icell (APC) dan Ibersama-sama Idengan Imolekul 

protein Idari major histocompatibility Icomplex (MHC) yang dikenal oleh 

penerima sel T. Epitope sel T berfungsi dalam mengidentifikasi peptida terpendek 

yang dimiliki antigen yang mampu menstimulasi CD4 atau CD8. Reseptor sel T 

terdiri dari 2 macam yaitu reseptor MHC 1 dan reseptor MHC 2 dimana ketika 

reseptor tersebut berikatan dengan antigen akan mengaktivasi dari sel T ICD8 dan 

sel T CD4 menjadi sel IT sitotoksik dan sel T-helper (Nugraha, 2011; Sanchez-

Trincado et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

Gambar 2.4 Epitope sel B limfosit (Deng et al., 2017) 
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2.6 Kerangka Konsep 

Kerangka Ikonsep Idalam Ipenelitian ini Idijelaskan dalam Gambar I2.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diteliti  : 

Tidak diteliti : 

 
Gambar 2.5 Kerangka konsep penelitian 

 

     Streptococcus pneumoniae merupakan Ibakteri IGram Ipositif yang Imemiliki 

dinding Isel, Iprotein, pili, biofilm, kapsul polisakarida, dan pathogenicity island  

sebagai faktor-faktor yang membantu dalam mekanisme virulensi. Diantara 

keenam  faktor diatas, salah satu faktor yang penting ialah pili. Pili memegang 

peran penting dalam penempelan bakteri pada sel inang dan didukung oleh 

protein-protein yang ada pada bakteri. Pili S. pneumoniae terdiri atas tiga protein, 

yaitu RrgA, RrgB, RrgC. RrgB memiliki komponen antigen yang lebih tinggi 

daripada RrgA dan RrgC. Protein RrgB S. pneumoniae mempunyai 5 epitope 

dengan panjang asam amino yang berbeda. Untuk mengetahui peran dari epitope 

protein RrgB tersebut, dilakukan imunisasi intranasal pada tikus Wistar. Dari 

imunisasi tersebut diharapkan terjadi peningkatan kadar IL-4.  
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2.7 Hipotesis 

Hipotesis dalam penelitian ini adalah pemberian imunisasi intranasal 

epitope RrgB 214-236 bakteri S. pneumoniae dapat meningkatkan kadar IL-4. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis Ipenelitian yang digunakan ialah Ipenelitian true eksperimental. 

Penelitian Iini dilakukan dengan cara memberikan imunisasi intranasal epitope 

protein RrgB 214-236 S. pneumoniae, kemudian mengukur kadar IL-4.  Tahapan 

penelitian Iini Iterdiri Idari: 

a. Tahap Imunisasi Hewan Coba 

TahapI ini dilakukan untuk menstimulasi respon imun mukosa hewan coba 

terhadap pemberian epitope protein RrgB 214-236 S. pneumoniae  yang 

dilakukan secara intranasal. 

b. Tahap Isolasi Sampel 

        Tujuh hari setelah imunisasi terakhir hewan coba diterminasi untuk diambil 

bilasan hidung yang akan digunakan sebagai sampel. 

c. Tahap Pengukuran Kadar IL-4 secara ELISA 

        Tahap ini dilakukan untuk mengetahui kadar IL-4 dari bilasan hidung 

hewan coba dengan menggunakan ELISA reader. 

 

3.2 Tempat Idan IWaktu IPenelitian 

Penelitian Iini Idilaksanakan Idi  Laboratorium Farmakologi, Laboratorium 

Biokimia dan Irumah perawatan hewan coba IFakultas Kedokteran IUniversitas 

Jember. PenelitianI dilakukanI selamaI tiga Ibulan, yaitu pada bulan Oktober 

2019 sampai Idengan Desember 2019. 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Uji Kelayakan Etik 

Subjek yangI digunakan Idalam Ipenelitian Iini Iadalah tikus Iyang dalam 

pelaksanaannyaI harus Imendapat sertifikasi kelayakan etikI sehinggaI perlu 

diajukanI kepada Komisi IEtik Fakultas IKedokteran Universitas Jember. 

Prosedur Iini Ibertujuan Iuntuk menjamin keamanan bagi Ipeneliti dan hewan 

coba selama melakukan penelitian Iserta Imemperjelas Itujuan dan Ikewajiban 
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peneliti. 

3.3.2 Populasi Penelitian 

Populasi Ipada Ipenelitian Iini Iadalah Itikus IWistar Iyang berusia 12-16 

minggu. 

 

3.3.2 Sampel Penelitian 

Sampel Iyang Idiambil merupakan bilasan hidung tikus Wistar yang sudah 

diberikan imunisasi intranasal epitope protein RrgB 214-236 Pneumococcus 

dengan panjang peptida 23. Besar Isampel Iyang Idigunakan Ipada Ipenelitian 

Iini dihitung dengan menggunakanI Irumus Federer, dengan rumusI dan 

penghitungan sebagai berikut: 

(t-1) (n-1) ≥ 15 

t  : jumlah pengulangan 

n : jumlah perlakuan 

(t-1) (3-1) ≥ 15 

(t-1) (2) ≥ 15 

t-1 ≥ 7,5 

t ≥ 8,5 

Hewan coba yang digunakan  berdasarkan penghitungan diatas lebih besar 

sama dengan dari 9 ekor. Jadi besar sampelI yangI digunakanI padaI tiap 

kelompokI berjumlah 9 ekor tikus Wistar.  

 

3.4 Istrumen Penelitian 

3.4.1 Alat Penelitian 

Alat-alatI yangI digunakanI padaI penelitianI ini yaitu pipet tetes, 

stelirisator, object glass, cover glass, tabung elenmeyer, spuit I3 cc, Ispuit 5 cc, 

spuit I10 cc, gelas ukur, gunting, inkubator, tabung Eppendorf mikropipet, dan 

ELISA kit. 

 

3.4.2 Bahan IPenelitian 

Bahan Iyang Idigunakan Idalam Ipenelitian Iini, yaitu: 
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a. Protein: epitope protein RrgB 214-236 S. pneumoniae. 

b. Hewan coba: tikus strain wistar usia 12-16 minggu. 

c. Reagen kimia: Phosphate Buffered Saline (PBS), Cholera Toxin B(CTB), eter, 

natrium chloride (NaCl),  HRP-streptavidin, Coated plates, Sample diluents, 

Controls, Wash Concentrate, Conjugate, Substrate, dan Stop solution. 

 

3.5 Batasan Operasional 

3.5.1 Variabel Penelitian 

Variabel pada penelitian ini, yaitu:  

a. Variabel independen : paparan epitope protein RrgB 214-236 S. pneumoniae 

dengan  panjang peptida 23. 

b. Variabel dependen     : kadar IL-4. 

 

3.5.2 Definisi Operasional 

Tabel 3.1 Definisi Operasinal 

No Nama Variabel Definisi Operasional 
Alat 

Ukur 
Cara Ukur 

Hasil Ukur Jenis 

Data 

1 Paparan epitope 

protein RrgB 214-

236 bakteri S. 

pneumoniae 

Pemberian paparan 

protein RrgB 214-

236 bakteri 

Streptococcus 

pneumoniae 

Mikrop

ipet 

Diteteskan a. Epitope – 

b. Epitope – dan adjuvan 

c. Epitope + dan adjuvan  

Ordinal 

2 Kadar IL-4 Jumlah IL-4 dalam 

satuan pg/ml 

ELISA 

reader 

Membaca 

absorbansi 

pada 

ELISA 

reader 

        pg/ml Rasio  

 

3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Imunisasi Hewan Coba 

Tikus Wistar usia 12-16 minggu dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu  

kelompok kontrol, kelompok adjuvan dan kelompok epitope1+adjuvan. 

Kelompok tikus kontrol diberikan imunisasi PBS sebanyak 40 µL secara 

intranasal. Pada kelompok adjuvan diberikan imunisasi PBS sebanyak 40 µL yang 

mengandung ajuvan saja yaitu 2 µg CTB (Cholera Toxin B), kelompok 
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epitope1+adjuvan diberikan imunisasi dengan 40 µL PBS, 2 µg CTB dan 20 µg 

epitope protein pili RrgB 214-236 Streptococcus pneumoniae. Vaksin diberikan 

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

diimunisasi seminggu sekali sebanyak 3 kali dan 1 minggu setelah imunisasi 

terakhir dilakukan isolasi bilasan cairan lubang hidung. 

 

3.6.2 Isolasi Sampel 

Satu Iminggu Isetelah imunisasi Iterakhir, tikus diterminasi dengan 

menggunakan klorofom dan dilakukan isolasi bilasan hidung dengan memasukkan 

1-2 ml Ilarutan Isaline Isteril Imelalui Itrakea Idan tetesan larutan saline Ilewat 

hidung Iditampung dengan Eppendorf Isteril.  

 

3.6.3 Pengukuran Kadar IL-4 

Kadar IL-4 dari bilasan Ihidung Idiukur Imenggunakan kit ELISA 

komersialI untuk IL-4 sesuaiI Idengan Iprosedur. SampelI Idimasukkan kedalam 

wellI dan diinkubasi Iselama 2 jam. Setelah Iantigen Idiadsorbsi, plate Idicuci 

dengan Iwashing solution, Iselanjutnya Iditambah Idengan 100 µL Iantibodi 

terhadap IL-4, lalu diinkubasi Iselama I1 jam Ipada Isuhu Iruang. Setelah I1 jam, 

plate Idicuci dengan Iwashing solution Idan Iditambah Idengan I100 µL Ilarutan 

HRP-Streptavidin. Inkubasi plate selamaI 45 menit kemudian cuciI dengan 

washingI solution kembali. Tambahkan I100 µL subtrat TMB, Iinkubasi selama 

30 menit kemudian ditambah denganI I50 µL stop solution. WarnaIIIyang muncul 

diukur pada Ipanjang Igelombang 405 Inm Imenggunakan IELISA reader.  

 

3.7 Analisis Data 

Analisis statistik dilakukan untuk membandingkan kadar IL-4 bilasan 

hidung diantara 3 kelompok. Apabila distribusi data normal dapat  menggunakan 

uji statistik One-Way ANOVA, namun apabila distribusi data yang didapatkan 

tidak normal maka uji statistik dilakukan dengan menggunakan uji Kruskal-

Wallis. Batas signifikansi yang digunakan adalah 0,05 (p<0,05). 
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3.8 Alur Penelitian 

 Penelitian ini dimulai dari  mempersiapkan tikus Wistar dengan usia 12-

16 minggu. Kemudian dibagi menjadi tiga kelompok. Satu kelompok kontrol dan 

dua kelompok perlakuan. Lalu tikus wistar tersebut diberikan imunisasi 

intranasal sebanyak tiga kali dalam selang waktu masing-masing pemberian 

adalah tujuh hari. Satu minggu setelah imunisasi terakhir tikus Wistar diterminasi 

dan dilakukan isolasi bilasan lubang hidung. Kadar IL-4 dari bilasan hidung 

diukur menggunakan kit ELISA. Data yang diperoleh kemudian dilakukan 

analisis data dan penarikan kesimpulan. Alur penelitian dapat dilihat pada 

Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Alur penelitian 

 

Tikus Wistar Usia 12-16 Minggu 

Kelompok Kontrol 
Kelompok Adjuvan Kelompok Epitope1+Adjuvan 

Imunisasi intranasal 

PBS 40 µL Imunisasi 

intranasal PBS 40 

µL+ CTB 

(Cholera Toxin B) 

2 µg, 

Imunisasi intranasal  

40 µL PBS+ 2 µg CTB 

(Cholera Toxin B) dan 

20 µg epitope protein 

pili RrgB 214-236 

Streptococcus 

pneumoniae 

 

Terminasi tikus Wistar 

Isolasi bilasan lubang hidung  

Pengukuran kadar IL-4 menggunakan ELISA reader 
 

Pengolahan dan analisis data 

Kesimpulan 

3 Kali 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

  

5.1 Kesimpulan  

 Berdasarkan Ihasil penelitianI tentang efek imunisasi intranasal epitope 

protein RrgB 214-236 S. pneumoniae terhadap konsentrasi IL-4 pada hewan coba 

tikus Wistar yang telahI Idilakukan, makaI dapatI ditarikI kesimpulanI bahwa: 

tidakI adaI efek pemberian imunisasi intranasal epitope protein RrgB 214-236 

terhadap konsentrasi IL-4 bilasan hidung. 

 

5.2 Saran 

 Saran yangI dapatI diberikanI oleh penelitiI dari hasilI penelitianI ini 

aialah Isebagai Iberikut: 

a. Sebaiknya sampel yang digunakan untuk pengukuran kadar IL-4 diambil 

melalui serum atau plasma sehingga diharapkan hasilnya akan lebih valid. 

b. Peneliti Iselanjutnya Idapat Imemanfaatkan Ipenelitian Iini Isebagai Idasar 

penelitianI lebih lanjut untuk pembuatan epitope-based vaccine. 
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Lampiran 2 Surat Ijin Penelitian 
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Lampiran 3 Hasil Uji Statistik 

 

UJI NORMALITAS 

 

Tests of Normality 

 

Faktor 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

IL-4 asli Kontrol .320 9 .008 .730 9 .003 

Ajuvan .206 9 .200* .897 9 .234 

Epitope1 .206 9 .200* .831 9 .045 

a. Lilliefors Significance Correction     

*. This is a lower bound of the true significance.    

 

UJI NORMALITAS DATA TRANSFORMASI 

 

Tests of Normality 

 

Faktor 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic Df Sig. Statistic df Sig. 

IL-4 transform Kontrol .336 9 .004 .756 9 .006 

Ajuvan .193 9 .200* .909 9 .307 

Epitope1 .158 9 .200* .917 9 .367 

a. Lilliefors Significance Correction     

*. This is a lower bound of the true significance.    

 

UJI ANALISIS KRUSKAL-WALLIS 

 

Test Statisticsa,b 

 IL-4 asli 

Chi-Square .169 

df 2 

Asymp. Sig. .919 

a. Kruskal Wallis Test 
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Lampiran 4 Lembar Bebas Plagiasi 
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Lampiran 5 Dokumentasi Penelitian 
 
 

 
 

Proses imunisasi intranasal 
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Proses imunisasi intranasal bersama analis 
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Proses terminasi hewan coba 
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Proses terminasi hewan coba bersama analis 
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Proses pengambilan bilasan hidung 
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Sampel bilasan hidung hewan coba 
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Pengukuran Kadar IL-4 secara ELISA 
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