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Kadar Sekresi 1L-10 Hepar Mencit Galur BALB/c Setelah Pemberian
Protein Pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae

IL-10 Secretion Levels of Liver in Mice BALB/c Strain After Administration of

65,5 kDa Pili Protein Klebsiella pneumoniae
Enny Suswati'*, Dini Agustina, Muhammad Ali Shodikin!, Diana Chusna Mufida’,
Ika Rahmawati Sutejo?, Tio Wisnu Pradana Putra®
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae belongs to the genus Klebsiella in the family Enterobacteriaceae, which is often found as a
nosocomial disease in hospitals. K. pneumoniae is easily resistant to antibiotics because it has the Extended-Spectrum
-Lactamase enzyme. The death rate from this bacterium reaches 28.3% and continues to increase. This study used
the organelle protein pili K. pneumoniae. This immune reaction can be measured by looking at the increased levels
of Interleukin-10 as a post-infection resolution protein, so the aim of the study was to find a relationship between
increased liver I1L-10 levels and exposure to K. pneumoniae pili protein in mice. The variables in this study were IL-
10 levels in the liver of mice and pili protein concentrations of 65.5 kDa K. pneumoniae in each group. The correlation
analysis test of this study used the One-way Anova correlation test and continued with the Post Hoc test. This study
used 21 liver samples which were divided into 3 groups. The first group is the control group given PBS, the second
group is the treatment group with pili protein, and the third group is the adjuvant group. Liver samples were
processed using Sandwich ELISA. The results showed an increase in IL-10 levels in the treatment group given the
pili protein 65.5 kDa Klebsiella pneumoniae. The data also showed differences in the total mean of each group in IL-
10 levels after administration of K. pneumoniae pili protein (p=0.008). The treatment group had the highest mean
levels of IL-10 so there was an increased relationship between exposure to pili protein and I1L-10 levels in mice based
on crude data. There was a significant increase in IL-10 levels in the treatment group compared to the adjuvant group
and there was an average increase in IL-10 levels in the treatment group compared to the control group, although
statistically the increase was not different and the relationship increased significantly. M.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Interleukin-10, pili protein 65,5 kDa.

ABSTRAK

Klebsiella pneumoniae termasuk genus Klebsiella dalam famili Enterobacteriaceae, sering ditemukan sebagai
penyakit nosokomial di rumah sakit. K. pneumoniae termasuk bakteri mudah resisten terhadap antibiotik
dikarenakan memiliki enzim Extended Spectrum (3- Lactamase. Tingkat kematian akibat bakteri ini mencapai 28,3%
dan terus meningkat. Penelitian ini menggunakan organel protein pili K. pneumoniae. Reaksi imun ini dapat diukur
dengan melihat peningkatan kadar Interleukin-10 sebagai protein resolusi pasca infeksi sehingga tujuan penelitian
menemukan hubungan peningkatan kadar IL-10 hepar terhadap paparan protein pili K. pneumoniae pada mencit.

Variabel penelitian ini adalah kadar 1L-10 pada hepar mencit dan kadar konsentrasi protein pili 65,5 kDa K.
pneumoniae pada setiap kelompok. Uji analisis korelasi penelitian ini menggunakan uji korelasi One-way Anova
dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc. Penelitian ini menggunakan 21 sampel hepar yang dibagi dalam 3 kelompok.
Kelompok pertama adalah kelompok kontrol dengan pemberian PBS, kelompok kedua adalah kelompok perlakuan
dengan pemberian protein pili, dan kelompok ketiga adalah kelompok adjuvan. Sampel hepar diproses dengan
menggunakan Sandwich ELISA.Hasil penelitian menunjukkan peningkatan kadar I1L-10 pada kelompok perlakuan
yang diberikan protein pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae. Data juga menunjukan perbedaan mean total setiap
kelompok pada kadar 1L-10 setelah pemberian protein pili K. pneumoniae (p=0,008). Kelompok perlakuan memiliki
mean kadar IL-10 tertinggi sehingga terdapat hubungan peningkatan antara paparan protein pili dengan kadar IL-
10 pada mencit secara data kasar. Peningkatan kadar 1L-10 signifikan terdapat pada kelompok perlakuan dibanding
kelompok adjuvan dan terdapat peningkatan rata-rata kadar IL-10 pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan
kelompok kontrol meskipun secara statistik peningkatan tidak berbeda dan hubungan peningkatan secara signifikan.

Kata kunci: Klebsiella pneumoniae, Interleukin-10, protein pili 65,5 kDa.
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Pendahuluan

Klebsiella pneumoniae termasuk genus
Klebsiella dalam famili Enterobacteriaceae,
yang menjadi flora normal kulit dan mulut
serta hidup bebas di tanah, air maupun
tanaman. Penyakit yang sering disebabkan K.

pneumoniae  adalah  infeksi  saluran
pernafasan, infeksi saluran kemih hingga
sepsis. K. pneumoniae paling sering

ditemukan sebagai penyakit nosokomial di
rumah sakitl. Sebanyak 477 pasien
terdiagnosis infeksi K. pneumoniae, memiliki
tingkat morbiditas tinggi ditandai masuknya
pasien ke ICU sebanyak 63,3% dan tingkat
kematian sebanyak 28,3%. K. pneumoniae
merupakan penyumbang terbesar angka
penyebab pneumoniae yaitu sebesar 56,25 %
dibandingkan dengan Streptococcus
pneumoniae (18,25 %)2.

Klebsiella pneumoniae termasuk bakteri
mudah  resisten  terhadap  antibiotik
dikarenakan memiliki enzim Extended
Spectrum - Lactamase yang membuat
bakteri ini beradaptasi terhadap antibiotik.
Penelitian oleh Nirwati (2019) menemukan
sebanyak 91 sampel dari 167 sampel (54,5%)
K. pneumoniae merupakan jenis yang resisten
terhadap berbagai jenis antibiotik atau Multi
Drug Resistance (MDR). Infeksi K.
pneumoniae yang resisten antibiotik di
Indonesia relatif tinggi, terlihat dari
penelitian tahun 2019 yang menyimpulkan
sebanyak 112 dari 213 sampel K. pneumoniae
resisten terhadap ampisilin dan 91 sampel
resisten terhadap seftriakson®. Penelitian oleh
Osman (2019) juga menemukan tingkat
kematian akibat sepsis pada 72 sampel oleh
K. pneumoniae yang memproduksi [-
laktamase.

Penelitian sebelumnya membuktikan
perlunya pencegahan yang adekuat, salah
satunya adalah vaksin terhadap K.
pneumoniae*®.

Pili K. pneumoniae berfungsi
memfasilitasi adhesi pada sel eukariotik.
Protein pili K. pneumoniae juga digunakan
dalam  berinteraksi  dengan  makrofag,
pembentukan biofilm, dan agregasi bakteri.
Menggunakan mekanisme tersebut, protein
pili K. pneumoniae dapat memicu
pembentukan imun tubuh inang®. Proses
kontaminasi K. pneumoniae melibatkan
sistem imun seperti sitokin dan kemokin,
mencangkup TNF-a, IL-6, dan IL-10. Vaksin
dari protein pili memiliki beberapa kelebihan
yaitu tidak memiliki banyak subtipe dan
dimiliki oleh seluruh strain K. pneumoniae
sehingga diharapkan vaksin jenis ini memiliki
cangkupan yang luas’.

Vaksin memanfaatkan sitokin sebagai
respon kekebalan tubuh. Proses ini melalui
hubungan timbal balik antara sitokin pro
inflamasi (TNF-a) dan anti inflamasi (IL-10).
K. pneumoniae menginfeksi tubuh dan
memicu 1L-10 (Interleukin-10) melakukan
clearance terhadap bakteri®®. 1L-10 dihasilkan
oleh sel Th2 (T helper 2) yang merupakan
produsen dari sel B memori yang merupakan
hasil akhir yang ingin dicapai dari vaksin. Sel
B memori dapat mengingat antigen yang
masuk pada masa mendatang sehingga dapat
mengurangi penyebaran infeksi. Sel Th2
apabila merespon pengeluaran IL-10, maka
sel Th2 juga merespon pada produksi sel B
memori®. 1L-10 bersirkulasi melalui vaskuler
dan deposit terbesar ditemukan pada lien dan
hepar.

Pemberian intraperitoneal juga memaksa
sirkulasi obat untuk melewati vena porta
hepatika sehingga detoksifikasi dari antigen
dengan IL-10 serta ekskresi antigen dan
antibodi akan berfokus pada hepar. Hepar
menjadi pusat metabolisme dan detoksifikasi
antigen protein  pili K. pneumoniae
menyebabkan pemeriksaan kadar IL-10
melalui ELISA pada hepar menjadi mudah.
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Oleh karena itu, IL-10 pada hepar dipilih
menjadi parameter keberhasilan protein pili
K. pneumoniae memicu pembentukan imun
sebagai promotor vaksin®. Belum ada vaksin
K. pneumoniae yang berlisensi FDA (Food
and Drug Administration) maupun BPOM.
Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan
dari penelitian sebelumnya yang
menggunakan metode sama, namun dengan
penggunaan berat massa protein pili berbeda,
yaitu 38,6 kDa dengan pemeriksaan IL-10
melalui  serum. Pemilihan 65,5 kDa
dikarenakan pemeriksaan berat massa pili
penelitian sebelumnya ditemukan band
tertebal pada 65,5 kDa yang merupakan tanda
berat molekul protein terbanyak, sehingga
diharapkan efek pembentukan antibodi dapat
maksimal. Beberapa pendekatan teraupetik
berfokus pada pembentukan imun terbukti
berhasil, sehingga peneliti  berharap
penelitian ini  membuka jalan dalam
pengembangan vaksin sebagai salah satu
bentuk preventif memerangi infeksi K.
pneumoniae®.

Metode

Penelitian ini merupakan eksperintal
murni dengan model dengan randomized post
test only controlled grup design. Penelitian
menggunakan 3 kelompok mencit dengan
pembagian untuk  kelompok pertama
menggunakan mencit yang diberikan PBS
200 pL secara intraperitoneal. Kelompok
kedua diberikan larutan PBS sebanyak 192
uL ditambah dengan 8 pL larutan protein pili
65,5 kDa Klebsiella pneumoniae. Kelompok
3 menggunakan larutan adjuvan dengan
menggunakan freund’s adjuvant dengan
perbandingan IFA (incomplete freunds’s
adjuvant) sebesar 100 L dan CFA (complete
freunds’s adjuvant) sebesar 100 L.

Penelitian diawali dengan Uji Kelayakan
etik, ldentifikasi Berat molekul protein pili K.
pneumoniae.,

Pemurnian dari protein pili, Uji hemaglutinasi,
Induksi mencit dengan protein pili, dan
diakhiri dengan pengukuran kadar I1L-10 hepar
dengan metode Sandwich ELISA. Penelitian
dilakukan di Laborarium FMIPA (Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan) UNEJ
(Universitas Jember) dan Laboratorium
Biokimia Fakultas Kedokteran UNEJ.

Populasi penelitian ini adalah mencit
jantan putih galur BALB/c yang akan
diekstrasi organ heparnya.

Sampel penelitian adalah 21 buah
hepar dari mencit jantan galur BALB/c
berusia 6-8 minggu dengan berat + 25-gram
yang berada dalam keadaan baik tanpa adanya
kerusakan pada sampel. Kriteria eksklusi
penelitian  ini  adalah  sampel rusak
dikarenakan penyimpanan pada penelitian
sebelumnya. Sampel rusak ditandai dengan
perubahan warna menjadi kekuningan dan
adanya deposit debris berlebih  pada
permukaan sampel*!.

Besar sampel keseluruhan yang
dibutuhkan dalam penelitian ini yaitu 21
buah yang dibagi dalam 3 kelompok, masing-
masing terdiri dari 7 buah. Total sampel
dihitung dengan menggunakan G power®?,
Perlakuan yang pertama adalah identifikasi
berat molekul protein pili K. pneumoniae.
Identifikasi berat protein pili K. pneumoniae
molekul dilakukan dengan SDS PAGE
menurut metode penelitian Laemmli*®. Pada
uji ini ditemukan berat molekul dengan tingkat
protein paling banyak pada 65,5 kDa.
Identifikasi protein pili dilaksanakan pada 20-
29 Oktober 2020.

Langkah yang kedua, pemurnian dan
pengukuran konsentrasi protein pili K.
pneumoniae. Berat protein yang membentuk
band gel hasil elektroforesis dihitung
dan dipotong sesuai berat yang diperlukan.
Hasil potongan band dikumpulkan dan
dimasukkan dalam lembar nitrosellulosa
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untuk  dilakukan  elektroelusi  dalam
elektroforesis horizontal chamber yang telah
terisi buffer. Pemurnian protein pili K.
pneumoniae dilaksanakan pada 18-20
November 2020 dan pengukuran konsentrasi
pada 29 Desember 2020.

Langkah yang ketiga, uji hemaglutinasi
menunjukan hasil titer tertinggi yaitu 1/8. Uji
hemaglutinasi digunakan sebagai sarana
untuk mengukur tingkat patogenitas dari
bakteri K. pneumoniae!!. Uji hemaglutinasi
dilaksanakan pada bulan 11 Januari 2021.

Langkah yang keempat, Induksi Mencit
dengan Protein Pili. Lakukan aklimatisasi
selama 7 hari pada mencit. Setelah 7 hari,
mencit dirandomisasi  sebelum dilakukan
induksi  sesuai  kelompok  perlakuan.
Adapun terdapat tiga kelompok perlakuan
yakni kelompok 1 diberi PBS, kelompok 2
diberi antigen protein pili dan freund’s
adjuvant, kelompok 3 diberi freund’s
adjuvant saja. Induksi dilakukan secara
intraperitoneal sebanyak 3x dengan interval
selama 14 hari!% Dosis antigen yang
digunakan untuk tiap ekor yaitu 50 pg *°,
dengan freund’s adjuvant dalam volume yang
sama dengan antigen yang diencerkan dalam
PBS. Priming digunakan CFA, sementara
untuk booster digunakan IFA. Berikut
merupakan pengukuran dosis induksi untuk
setiap mencit.

Langkah yang terakhir, Pengukuran
Kadar IL-10 Hepar dengan Metode Sandwich
ELISA. Penelitian ini menggunakan produk
dari BT LAB dengan metode yang digunakan
adalah Sandwich ELISA.

Pengukuran menggunakan pipet ukur
mikroliter untuk mengukur jumlah larutan
yang akan diberikan pada mencit. ELISA
reader juga digunakan dalam pengukuran.
Pengukuran kadar menggunakan metode
Sandwich ELISA dan analisa menggunakan
ELISA reader untuk mengukur kadar
absorbansi yang akan dimasukan kedalam
rumus dari kurva standar.

Kurva akan membentuk rumus pada x dan vy,
X untuk konsentrasi IL-10 dan y untuk
absorbansi IL-10.

Peneliti memilih uji normalitas Shapiro
wilk karena data berjumlah <50 dan uji
homogenitas data menggunakan Bartlett Test,
pengujian homogenitas menggunakan Levene
Test. Data variabel independen menggunakan
data kualitatif yaitu pengujian dari kelompok
mencit dibagi dalam 3 kelompok serta variabel
dependen menggunakan data kuantitatif yaitu
kadar IL-10 pada hepar mencit masing-masing
kelompok 1. Setelah dilakukan uji One-way
Anova maka dilakukan uji Post Hoc.

Hasil

Data sampel menggunakan data duplet
atau melakukan pengulangan sebanyak 2 kali
pada setiap sampel. Hal itu juga dilaksanakan
pada larutan standar sehingga absorbansi
dimasukan rumus pada kurva larutan standar.
Pengambilan data absorbansi menggunakan
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).

Pada Gambar 1 dapat dilihat adanya
sumuran yang merupakan tempat uji dari IL-
10 dengan menggunakan metode sandwich
ELISA. Gambar 2 menunjukan total jumlah
sampel ELISA. 12 sumuran pertama
digunakan untuk larutan standar dan 42
sumuran selanjutnya untuk mengukur IL-10
hepar. 42 sumuran selanjutnya digunakan
untuk mengukur IL-10 pada lien mencit
sehingga total 96 sumuran.

Tabel 1, tabel 2, dan tabel 3 menunjukan
data konsentrasi IL-10 setelah data dimasukan
pada rumus y=0,0009x+0,25 (Gambar 3), y
menggambarkan absorbansi IL-10 dan x
menggambarkan konsentrasi 1L-10. Kurva
standar digunakan sebagai dasar penentuan
konsentrasi 1L-10. Kurva standar sangat
berpengaruh pada konsentrasi sampel.

Kelompok kontrol menunjukan
konsentrasi terendah pada 344,44 pg/mL dan
kadar tertinggi adalah 472,22 pg/mL. Mean
pada kelompok kontrol adalah 394,6 +43,9
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pg/mL. Konsentrasi juga hampir merata pada
setiap kelompok sampel. Rata-rata dari nilai
normal digunakan sebagai nilai normal
penelitian (Tabel 1).

Kelompok  perlakuan  menunjukan
konsentrasi terendah pada 365,6 pg/mL dan
kadar tertinggi adalah 598,9 pg/mL. Mean
pada kelompok perlakuan adalah 454,3 £74,1
pg/mL (Tabel 2). Terjadi peningkatan pada
kadar tertinggi dan rata-rata apabila

dibandingkan dengan data pada kelompok
kontrol.

Kelompok adjuvan menunjukan
konsentrasi terendah pada 237,2 pg/mL dan
kadar tertinggi adalah 412,7 pg/mL. Mean
pada kelompok adjuvan adalah 340,5 56,6
pg/mL (Tabel 3). Data pada kelompok
adjuvan cenderung rendah dibandingkan
kelompok kontrol dan perlakuan

Gambar 1. Sumuran ELISA

Gambar 2. Hasil ELISA reader
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Gambar 3. Kurva Larutan Standar
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Tabel 1. Data absorbansi dan konsentrasi 1L-10 pada sampel hepar kelompok kontrol

No Pengulangan Absorbansi Konsentrasi
(hm) (pg/mL)
L T 344,4444444
2y K122 8;213 405,5555556
3 ﬁg; 8222 386,6666667
4 8222 425 5555556
> ﬁg; 0(?;55081 366,6666667
6. ﬁg; 8;% 472,2222222
£ ﬁ;; 8232 361,1111111
Mean 394 +43,9

Tabel 2. Data absorbansi dan konsentrasi IL-10 pada sampel hepar kelompok perlakuan

No. Pengulangan AbS(ch]:E?nsi Konsentrasi (pg/mL)

By 8;2% 365,5555556

A Eiﬁé 82?; 405,5555556

3 Egg; 8:23; 474,4444444

4 Sjié 8:2?2 451,1111111

> Ei?é 8:222 598,8888889

5 oes 8223 418,8888889

" i;;; 8:222 4655555556
Mean 454,3 74,1
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Tabel 3 Data absorbansi dan konsentrasi 1L-10 pada sampel hepar kelompok adjuvan

Absorbansi Konsentrasi
No. Pengulangan
orang (nm) (pg/mL)
K2.1.1 0,625
1. K212 0.618 4127777778
K2.2.1 0,543
2 K2.2.2 0,542 325
K2.3.1 0,619
3 K2.3.2 0,574 385
K2.4.1 0,602
4. K242 0,55 362,2222222
K2.5.1 0,585
5. K252 0,537 345,5555556
K2.6.1 0,445
6. K2 6.2 0,482 237,2222222
K2.7.1 0,438
7. K272 0,63 315,5555556
Mean 340,5 £56,6
Uji perbedaan mean menunjukan hasil
p=0,008 dengan menggunakan uji One-way Pembahasan
Anova. Data menunjukan secara statistik - . | g
Peneliti menyimpulkan terjadi

terdapat peningkatan kadar IL-10 pada
mencit setelah pemberian protein pili K.
pneumoniae. Nilai p dikatakan ada
perbedaan mean signifikan pada setiap
kelompok pada hepar mencit akibat
pemberian protein pili apabila p<0,05.

Hasil uji Post Hoc menggunakan
metode Bonferonni. Perbandingan variabel
kontrol dengan perlakuan menunjukan nilai
p=0,231 yang berarti kadar IL-10 pada
kelompok kontrol tidak memiliki perbedaan
mean yang signifikan dibandingkan dengan
kelompok perlakuan.

Uji selanjutnya membandingkan antara
kelompok perlakuan dan kelompok adjuvan
menunjukan nilai p=0,006 yang berarti arti
adanya perbedaan mean yang signifikan
antara kelompok perlakuan dengan adjuvan.
Uji terakhir adalah kelompok adjuvan
dengan kelompok kontrol menunjukan nilai
p=0,318 berarti nilai mean yang tidak
signifikan berbeda antara adjuvan dan
kontrol.

peningkatan kadar IL-10 dan kadar IL-10
tertinggi pada  kelompok perlakuan.
Kelompok kontrol menjadi nilai normal IL-
10 pada suatu percobaan.

Nilai normal IL-10 kurang dari mean
kelompok perlakuan namun lebih dari
kelompok adjuvan?’. Urutan mean kadar IL-
10 tertinggi seharusnya mulai dari kelompok
perlakuan, kelompok adjuvan, dan diikuti
kelompok kontrol namun pada penelitian ini
urutan mean kadar IL-10 tertinggi dari
kelompok perlakuan, kelompok kontrol dan
kelompok adjuvan.

Uji Post Hoc menunjukan hasil
perbedaan signifikan pada kelompok
perlakuan dibandingkan kelompok adjuvan.
Hasil ini disebabkan karena tingkat
imunogen dari protein pili jauh lebih tinggi
dibandingkan dengan adjuvan. Protein pili
memicu sistem imun secara spesifik dengan
membentuk anti-K. pneumoniae. Adjuvan
menggunakan freund’s adjuvant memicu
sistem imun secara menyeluruh dan tidak
spesifik.
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Hal ini membuat perbedaan mean kadar
IL-10 antara kelompok perlakuan dan
kelompok adjuvan terdapat perbedaan
signifikan®®.

Kelompok  kontrol  dibandingkan
dengan kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol dibanding adjuvan tidak
menunjukan  perbedaan mean  yang
signifikan. Ada dua faktor yang
kemungkinan memengaruhi hasil uji kadar
IL-10 pada mencit. Faktor yang pertama,
mencit merasa stres akibat pemberian
larutan PBS, protein pili, dan adjuvan secara
intraperitoneal. Stres memicu peningkatan
kadar sitokin pada mencit melalui
mekanisme positive feedback. Sitokin
dikeluarkan saat terjadi respon stres untuk
menurunkan permeabilitas triptofan dan
menyebabkan penurunan neurotransmisi
serotonergik yang berakibat pada stres.
Faktor tersebut dapat memengaruhi hasil
yang diberikan terutama pada kelompok
kontrol yang seharusnya memiliki kadar IL-
10 terendah!®%,

Faktor yang kedua terdapat perbedaan
mekanisme pertahanan imun pada masing-
masing mencit. Perbedaan mekanisme
imunitas menimbulkan kadar IL-10 yang
berbeda masing individu. Setiap mencit
memiliki variasi antibodi yang memberikan
respon imun berbeda. Perbedaan imunitas
ini dapat kita lihat pada salah satu individu
pada kelompok adjuvan dengan kadar I1L-10
237,22 pg/mL. Perbedaan ini terpaut jauh
apabila kita bandingkan dengan mean
kelompoknya. Hal ini dapat mengaburkan
hasil penelitian meskipun peneliti sudah
memilih galur mencit BALB/c yang
memiliki variasi paling rendah
dibandingkan dengan galur lain, namun
kemungkinan perbedaan variasi antibodi
masih ada?!,

Penelitian lain yang dilaksanakan oleh
Won-Hee Lee (2015) mendapatkan

peningkatan yang signifikan pada kadar 1L-4
yang merupakan satu keluarga dengan IL-10.
IL-4 Dberfungsi sebagai anti inflamatory
dengan hasil akhir berupa pengeluaran sel B
memori yang akan diedarkan ke seluruh
tubuh. Penelitian Won-Hee Lee
menggunakan vesikel ekstraseluler dari K.
pneumoniae yang disuntikan secara intra
peritoneal ke dalam mencit dengan tujuan
mencari kandidat vaksin terbaik namun pada
penelitian ini tingkat kematian dari mencit
masih terlalu tinggi dengan pemberian lethal
dose K. pneumoniae sebesar (1x108 CFU)
sehingga masih diperlukan penelitian lebih
lanjut??. Penelitian serupa oleh Gaowei Hu
(2022) yang membandingkan efektivitas
antara pemberian K. pneumoniae secara IWB
(inactivated whole bacteria) dengan outer
membrane  phosphoporin  dengan  3x
pemberian secara intraperitoneal. Penelitian
ini  menggunakan strain dengan berat
molekul 38 kDa dan didapatkan peningkatan
IL-4 3x lebih tinggi dari normal dan mencit
yang telah diimunisasi diberikan K.
pneumoniae dengan dosis letal. IL-4 masih
satu keluarga dengan IL-10 dengan efek yang
hampir sama . Mencit yang telah diimunisasi
dengan IWB dan outer membrane
phosphoporin memiliki tingkat survivalitas
tinggi dengan minim Kkerusakan organ
mencit. Penelitian ini membuktikan Outer
membrane protein memiliki kemungkinan
untuk dapat digunakan sebagai kandidat
vaksin?,

Hasil penelitian ini berbeda, seharusnya
terdapat perbedaan mean signifikan antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol
secara statistik. Protein pili K. pneumoniae
sebenarnya berhasil menimbulkan respon
imun inang diperlihatkan dengan
peningkatan mean kadar IL-10 pada
kelompok perlakuan yang melebih nilai
mean kelompok kontrol. Hal ini dapat terjadi
karena protein pili memicu sel T dan sel B
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untuk opsonisasi  protein  pili  dan
menimbulkan peningkatan kadar pada IFN
(Interferon) sebagai pro inflamasi. Respon
humoral  (antibodi)  berperan penting
mengendalikan infeksi K. pneumoniae.
Pada mencit yang telah diinfeksikan K.
pneumoniae, antibodi anti-K. pneumoniae
mencit menyebabkan respons protektif
berupa sel T helper yang akhirnya menjadi
IL-10%,

Infeksi dianggap tidak ada apabila tidak
terjadi  peningkatan kadar IL-10 dan
pemberian protein pili K. pneumoniae
sebagai pemicu pembentukan sistem imun
dianggap gagal %°.

Kelompok adjuvan menunjukan mean
kadar 1L-10 terendah pada penelitian ini.
Secara teori, mean kadar IL-10 kelompok
adjuvan harus lebih tinggi dari mean
kelompok kontrol. Kelompok adjuvan pada
penelitian ini berfungsi untuk melihat dan
membandingkan efektivitas protein pili
sebagai antigen. Adjuvan kedepannya akan
ditambahkan ke antigen untuk membantu
memicu imun. Protein pili dianggap sebagai
pemicu imun lemah dibandingkan dengan
organel lain dari K. pneumoniae sehingga
dibutuhkan booster dari pemicu imun
(immunopotentiator) yaitu  freund’s
adjuvant. Kadar pemberian adjuvan sudah
sesuai yaitu kadar maksimal <0,2 mL pada
pemberian hanya CFA (Complete Freund'’s
Adjuvant). Penelitian ini adjuvan dicampur
antara CFA dan IFA (Incomplete Freund’s
Adjuvant) sebanyak 0,05 ml masing-
masing. IFA diharapkan mampu memicu
Th2 (T helper 2) yang bertugas membentuk
sel B memori. IFA berisi organel dari M.
tubercolosis sehingga tidak seimunopoten
CFA. Hal ini dapat menjadi salah satu faktor
rendahnya peningkatan kadar IL-10 selain
adanya perbedaan variasi imunitas pada
mencit pada kelompok adjuvan?®.

Penelitian ini memperlihatkan protein

pili sebagai kandidat vaksin K. pneumoniae
berhasil  memicu respon imun jika
membandingkan mean dengan kelompok
adjuvan namun tidak memiliki perubahan
mean yang signifikan jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Kelompok
perlakuan tetap memiliki mean paling tinggi.
Alasan tidak signifikannya mean antara
kelompok kontrol dan perlakuan karena
adanya faktor stres pada mencit saat
pemberian PBS (Phosphate Buffer Saline)
secara IP  (Intraperitoneal) sehingga
meningkatkan kadar IL-10 jauh melebihi dari
kelompok adjuvan dan mendekati mean pada
kelompok kontrol dan juga faktor perbedaan
variasi imunitas pada mencit.

Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini adalah
terdapat peningkatan kadar IL-10 pada
mencit jantan galur BALB/c yang diberikan
protein pili 65,5 kDa Klebsiella pneumoniae
secara intraperitoneal. Kelompok perlakuan
atau kelompok dengan pemberian protein pili
65,5 kDa K. pneumoniae menunjukan kadar
IL-10 tertinggi diantara semua kelompok.
Terdapat hubungan antara peningkatan kadar
IL-10 hepar terhadap paparan protein pili K.
pneumoniae pada mencit jantan galur
BALB/c apabila melihat data peningkatan
kadar 1L-10 secara kasar. Data juga
menunjukan perbedaan mean total setiap
kelompok pada kadar interleukin-10 setelah
pemberian protein pili K. pneumoniae pada
One way Anova namun pada uji Post Hoc,
perbedaan mean kurang signifikan pada
kelompok perlakuan dengan kelompok
kontrol yang membuat tidak adanya
pengaruh dan hubungan pemberian protein
pili 65,5 kDa terhadap kadar IL-10 pada
mencit secara statistik.

Ucapan Terima Kasih
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Penelitian ini telah didanai oleh Hibah
Kelompok Riset Universitas Jember.

Saran

Saran pada penelitian selanjutnya

diperlukannya penelitian lebih lanjut tentang
efek samping dan sifat imunogenik protein pili
65,5 kDa Klebsiella pneumoniae pada mencit
galur BALBI/c.
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