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Abstract

The objective of this study was to know the effect of Toxoplasma gondii  infection to the increase
of macrophages activiy in pregnant mice decidua. Forty-eight pregnant Swiss mice were divided into
6 groups. Group I, first week gestation non -infected mice. Group II, first week gestation infected mice.
Group III, second week gestation non-infected mice. Group IV, second week gestation infected mice.
Group V, third week gestation non -infected mice and group VI, third week gestation infected mice.
Mice were infected with 1 x 10 3 tachyzoites by intraperitoneal. Four  days post infection, mice were
sacrificed and placenta was removed to observe the macrophages activity. The increase of
macrophages activity in pregnant mice deciduas was determined by the increase of TNF -α expression
in decidual macrophages by using immu nohistochemistry method. The data were analysed by
ANOVA. In comparison with uninfected mice, macrophages activity significantly increased in infected
mice decidua (p<0,01). By LSD post hoc test, all groups were significantly difference. In infected mice,
TNF-α expression in first, second, and  the third week gestation were 35.59%, 30.47% and 30.18% and
in uninfected mice were 23.99%, 14.12%, and 10.64%. This study concluded that Toxoplasma gondii
infection effected to the increase of decidual macrophages activ ity.
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Pendahuluan
Toxoplasma gondii adalah protozoa intraseluler

obligat. Infeksi T. gondii mampu membangkitan baik
imunitas nonspesifik maupun spesifik (Wyler, 1990).
Imunitas nonspesifik lebih banyak diperankan oleh
makrofag dan sel natural killer (NK). Imunitas spesifik
ditunjukkan dengan kemampuan T. gondii mengin-
duksi respons humoral dan seluler yang mana
respons seluler terhadap infeksi T. gondii lebih domi-
nan dibanding dengan respons humoral (Denkers
dan Gazzinelli, 1998).

Menurut Denkers dan Gazzinelli (1998), pada
infeksi awal, makrofag yang terinfeksi takizoit T.
gondii memproduksi iterleukin (IL)-12, tumor necrotic
factor (TNF)-α,  IL-1β dan IL-15. Sitokin IL-12 meng-
aktifkan sel NK untuk memproduksi interferon (IFN)-
. Pada infeksi lanjut, yang mana sudah terjadi
imunitas adaptif, takizoit yang menginfeksi makrofag
atau sel lain yang berperan sebagai antigen persentin
cell (APC), dicerna oleh lisosom dan antigen takizoit
T. gondii dipresentasikan oleh major histocompatibility

complex (MHC) II yang merupakan molekul memb ran
dari makrofag ataupun APC. Antigen yang dipresen-
tasikan dikenali dan ditangkap oleh reseptor (TCR)
yang dimiliki limfosit T helper (sel Th). Ikatan antara
antigen dan reseptor sel Th memicu sel Th mempro -
duksi Il-2. Takizoit T. gondii juga memicu APC
menghasilkan IL-12. Interleukin-12 yang dihasilkan
oleh makrofag dan APC bekerja sinergis dengan Il -2
mendorong deferensiasi sel Th menjadi Th1. Sel Th1
menghasilkan IFN-. T. gondii  merupakan parasit
intraseluler, sehingga apabila menginfeksi makrofag
ataupun APC, antigen juga dipresentasikan oleh
molekul MHC I yang juga dimiliki oleh makrofag dan
APC. Antigen yang dipresentasikan oleh MHC I
dikenali dan ditangkap oleh reseptor yang dimiliki
oleh sel T sitolitik (sel T CD8 +). Ikatan antigen dan
reseptor mengaktifkan sel T CD8 +  dan memicu sel T
CD8+ memproduksi IFN-. Keberadaan Il-2 yang di-
hasilkan oleh sel Th1 juga memperkuat aktivasi sel T
CD8+ sehingga produksi IFN- semakin banyak. IFN-
 baik yang dihasilkan oleh sel NK, Th1 dan  T CD8 +
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memicu terjadinya aktivasi dari makrofag dan men -
dorong fungsi makrofag sebagai mikrobisida.

Makrofag yang teraktivasi ole h IFN- akan
menghasilkan TNF-α dan NO (Baines, 2002). Makro -
fag merupakan leukosit yang dominan di desidua
(vice and Johnson, 2000). Semua tipe sel dari berbagai
organ tubuh kecuali eritrosit dapat terinfeksi oleh
T._gondii (Dubey et al., 1998), maka diasumsikan
bahwa sel di uteroplasenta juga terinfeksi  sehingga
makrofag di desidua aktivitasnya mengalami pening-
katan.

Penelitian ini bertujuan membuktikan terjadi
peningkatan aktivitas makrofag desidua mencit yang
diinfeksi T. gondii dibandingkan dengan mencit yang
tidak diinfeksi baik pada umur kebuntingan minggu
pertama, kedua dan ketiga berdasarkan pada
peningkatan presentase jumlah makrofag desidua
yng mengekspresikan TNF-α.

Metode Penelitian
Hewan coba

Hewan coba adalah mencit betina umur 2 bulan
galur Swiss. Hewan coba diperoleh dari laboratorium
Hewan Coba Fakultas Farmasi Universitas Sanata
Dharma Yogyakarta.

Isolat T gondii
Isolat T. gondii yang digunakan galur RH yang

diperoleh dari Pusat Studi Bioteknologi Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. Isolat diperbanyak dengan
cara menginjeksikan 1 x 10 3 takizoit ke cavum peri-
toneum mencit sehat.

Perlakuan
Untuk mendapatkan umur kebuntingan yang

sama, 48 ekor mencit bet ina umur 2 bulan digertak
berahi dengan kombinasi 5 IU pregnant mare serum
gonadothrophin (PMSG) dan 5 IU human chorionic
gonadothrophin (HCG).  Mencit bunting dibagi secara
acak menjadi 6 kelompok. K1: mencit bunting 4,5 hari
(minggu pertama) tidak diinfeksi. K2: mencit bunting
9,5 hari (minggu kedua) tidak diinfeksi. K3: mencit
bunting 14,5 hari (minggu ketiga) tidak diinfeksi. P1:
mencit bunting 4,5 hari (minggu pertama) diinfeksi
.P2: mencit bunting 9,5 hari (minggu kedua) diinfeksi
dan P3: mencit bunting 14,5 hari (minggu ketiga)
diinfeksi

Empat hari setelah infeksi, mencit dikorbankan
dan plasenta mencit diambil untuk dilakukan pewar-
naan imunohistokimia. Plasenta difiksasi dalam bufer
formalin 10 % untuk dilakukan embbeding paraffin.

Pengecatan imunohistokimia
Pengecatan menggunakan streptavidin dan

biotin (Instruction Dako LSAB + Kit, Peroxidase).
Plasenta dalam embbeding paraffin. dipotong setebal
µm. Jaringan dideparafinisasi dalam xylol 2 kali
masing-masing 5 menit, selanjutnya secara berturut -
turut dimasukkan dalam ethanol absolut 2 kali 3
menit, ethanol 95% 2 kali masing -masing 3 menit dan
ethanol 70% 3 menit. Terakhir dicuci dengan aquabi -
des. Jaringan ditetesi dengan proteinase K selama 5
menit. Cuci dengan PBS 2 kali, selanjutnya ditetesi
hydrogen peroxidase (H2O2) 3 % selama 5 menit dan
dicuci dengan PBS 2 kali. Setiap sayatan jaringan
diinkubasi dalam antibodi poliklonal kelinci terhadap
TNF-α mencit selama 30 menit. Selanjutnya jaringan
diinkubasi dalam antibodi sekunder yang dilabel
dengan biotin (Link) selama 30 menit, dicuci dengan
PBS 2 kali. Kemudian preparat ditetesi streptavidin
proxidase selama 15-30 menit, cuci dengan PBS 2 kali
dan terakhir dimasukkan dalam larutan substrat DAB
selama 5-10 menit. Untuk counterstain, digunakan
meyer hematoxylin, diinkubasi 30 detik pada suhu
kamar kemudian dicuci 3 kali dengan dH 2O. Preparat
selanjutnya dikeringkan dan ditutup dengan cover
glass.

Rancangan percobaan dan analisis data
Penelitian ini merupakan penelitian eksperi -

mental. Randomized posttest only control group design
merupakan rancangan penelitian yang dipilih, karena
pengukuran awal tidak mungkin dilakukan.

Data peningkatan aktivitas makrofag desidua
berdasarkan pengamatan peningkatan persentase
jumlah makrofag desidua yang mengek spresikan
TNF-α dan dianalisis dengan Anava serta dilanjutkan
dengan uji beda LSD.

Hasil dan Pembahasan
Hasil ANOVA menunjukkan bahwa terdapat

perbedaan yang sangat signifikan antara presentase
jumlah makrofag desidua yang mengekspresikan
TNF-α pada kelompok mencit dii nfeksi dan tidak
diinfeksi (p<0,01) (Tabel 1). Presentase jumlah ma -
krofag desidua yang mengekspresikan TNF-α
kelompok mencit terinfeksi lebih tinggi dari pada
kelompok mencit tidak terinfeksi. Hal ini menunjuk -
kan  bahwa terjadi peningkatan aktivitas makr ofag
desidua pada kelompok mencit terinfeksi. Gambar 1
menunjukkan makrofag desidua yang mengekspresi -
kan TNF-α.
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Gambar 1. Makrofag Desidua yang Menghasilkan TNF -. Pewarnaan imunohistokimia dengan antibodi
poliklonal kelinci anti- TNF-. A. Pembesaran 100x, B. Pembesaran 400 x. Tanda panah
merah (▬►): sel yang positif. Tanda panah kuning ( ▬►) sel yang negatif.

Tabel 1. Rerata dan Simpangan Baku Jumlah Makrofag Desidua yang Mengekspresikan TNF - pada Mencit yang
Dinfeksi dan Tidak Diinfeksi (dalam persen).

Kelompok
Variabel

Tidak Infeksi Infeksi

Persentase Makrofag Desidua Penghasil TNF - 16,25 a 9,03 32,08 b 7,30

Tabel 2. Rerata dan Simpangan Baku Jumlah Makrofag Desidua yang Mengekspresikan TNF- pada umur
Kebuntingan Minggu I, II dan III (dalam persen).

Umur KebuntinganPerlakuan
Minggu I Minggu II Minggu III

Tidak Infeksi 23,99 a  5,48 14,12 b  9,30 10,64 b  6,47
Infeksi 35,59 c 6,13 30,47 d  5,38 30,18 d  9,34
Superskrip berbeda pada nilai rerata tiap variabel menunjukkan perbedaan yang sangat bermakna (p < 0,01)

Hasil Uji LSD menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan pada tiap kelompok pengamatan  (Tabel 2).
Berdasarkan umur kebuntingan mencit, baik pada
mencit yang tidak diinfeksi maupun yang diinfeksi,
presentase jumlah makrofag desidua yang meng -
ekspresikan TNF-α tertinggi pada kebuntingan
minggu pertama dan mulai menurun pada umur
kebuntingan minggu kedua dan ketiga. presentase
jumlah makrofag desidua yang mengekspresikan
TNF-α pada umur kebuntingan minggu pertama
berbeda nyata dengan pada kelompok mencit umur
kebuntingan minggu kedua dan ketiga tetapi pada

umur kebuntingan minggu kedua tidak berbeda
nyata dengan minggu ketiga. Peningkatan berdasar -
kan ratio antara jumlah makrofag desidua yang
mengekspresikan TNF-α pada mencit yang diinfeksi
dan tidak diinfesi baik pada umur kebuntingan
minggu pertama, kedua dan ketiga secara berturut -
turut adalah 1,5 kali (dari 23,99% menjadi 35,59%), 2,3
kali (dari 14,12% menjadi 30,47%), dan 2,8 kali (dari
10,64% menjadi 30,18%).

Ada beberapa penjelasan mengapa presentase
jumlah makrofag desidua yang mengekspresikan
TNF-α pada mencit yang diinfeksi mengalami
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peningkatan dibanding dengan kelompok mencit
yang tidak diinfeksi. Makrofag merupakan populasi
leukosit yang dominan di desidua (Vice dan Johnson,
2000). Menurut Dubey et al. (1998), T. gondii meng-
infeksi semua tipe sel dan menyebar luas keberbagai
organ. Dari pernyataan tersebut berarti bahwa
T._gondii juga menginfeksi sel termasuk makrofag
yang terdapat desidua plasenta. Makrofag yang
terinfeksi T. gondii teraktivasi dan mengekspresikan
berbagai sitokin termasuk TNF-α (Denkers dan
Gazzinelli, 1998). Menurut Suwanti (2005), infeksi
T._gondii pada mencit bunting meningkatkan ekspresi
IFN-  di Desidua. Peningkatan IFN-  di desidua ini
juga yang diduga sebagai pemicu terjadinya pening -
katan aktivitas makrofag yang dit andai dengan
peningkatan ekspresi TNF-α. Hal ini didasarkan pada
pendapat Baines (2002) yang mengatakan bahwa IFN -
memicu makrofag menghasilkan TNF-α dan NO. Jadi
peningkatan TNF-α dari penelitian ini diakibatkan
karena pengaruh langsung dari makrofag y ang
terinfeksi T. gondii ataupun pengaruh  peningkatan
kadar IFN- didesidua akibat infeksi T. gondii.

Peningkatan akivitas Makrofag diperlukan untuk
membunuh T. gondii. Menurut Denkers dan
Gazzinelli (1998), TNF-α bekerja sinergis dengan IFN-
menginduksi sintesis iNOS, yang akan menghasilkan
NO untuk membubuh T. gondii  dalam sel induk
semang. NO tidak hanya bersifat toxoplasmasidial
langsung, tetapi juga dapat mempercepat perubahan
stadium T. gondii dari takizoit menjadi bardizoit
(Bohne et al., 1994). TNF-α juga merupakan sitokin
penting yang diperlukan untuk pertahanan induk
semang terhadap infeksi T. gondii, utamanya pada
fase infeksi kronis (Deckert -Schluter et al., 1998; Yap et
al., 1998).

Peningkatan ekspresi TNF-α pada penelitian ini
juga sama dengan hasil penelitian yang ditunjukkan
pada infeksi malaria yang disebabkan oleh
Plasmodium falcifarum . P. falcifarum  adalah protozoa
intraseluler obligat yang diklasifikasikan satu ordo
dengan T. gondii. Menurut Fried et al. (1998), infeksi P.
falcifarum dapat meningkatkan kadar TNF-α, IFN-,
dan IL-12 plasenta dan peningkatan ini berhubungan
dengan kegagalan kebuntingan berupa kehilangan
fetus dan berat ;ahir ringan.

Apakah peningkatan ekspresi TNF-α di desidua
akibat infeksi T. gondii berhubungan dengan kegaga-
lan kebuntingan perlu dikaji lebih lanjut. Hal ini
mengingat banyak laporan yang mengatakan bahwa
peningkatan kadar TNF-α di plasenta berhubungan
dengan kematian embrio. Menurut Kanellopoulos -
Lengevin et al. (2003), kematian embrio yang
disebaban oleh infeksi saluran reproduksi dan stre
dihubungkan dengan peningkatan ekspresi TNF-α di
lingkungan mikro plasenta.

Persentase Jumlah makrofag desidua yang
mengekspresikan TNF-α pada mencit yang tidak di -
infeksi pada kelompok kebuntingan minggu pertama
lebih tinggi dari pada kelompok minggu kedua dan
ketiga. Hasil ini sama dengan pernyataan Gorivodsky
et al. (1998) bahwa ekspresi TNF-α di palsenta sedikit
sekali selama kebuntingan, puncak produksi terjadi
pada pertengan kebuntingan, kemudian menurun
dan tetap stabil sampai akhir kebuntingan. Pada
kebuntingan awal TNF-α diperlukan untuk plasen-
tasi, diferensiasi blastosit dan trofoblas, serta invasi
trofoblas. Uraian tersebut dipergunakan untuk menje -
laskan mengapa peningkatan berdasrkan ratio antara
presentase jumlah makrofag ayng mengekpresikan
TNF-α pada mencit diinfeksi dan tidak diinfeksi,
tertinggi pada umur kebuntingan minggu ketiga (2,8
kali) diikuti minggu kedua (2,2 kali) dan minggu
pertama (1,4 kali). Hal ini karena jumlah pembagi
(presentase jumlah makrofag ayng mengekpresikan
TNF-α pada mencit tidak diinfeksi) lebih tinggi pada
minggu pertama dibanding minggu kedua dan
ketiga.

Presentase jumlah makrofag yang mengekpresi -
kan TNF-α pada mencit diinfeksi pada kelompok
kebuntingan minggu pertama lebih t inggi dari pada
minggu kedua dan ketiga. Hal ini karena pada saat
kebuntingan hormon estrogen meningkat seajalan
dengan umur kebuntingan, sedangkan hormon
estrogen menghambat aktivitas makrofag (Roberts, et
al., 2001). Dengan demikian, meskipun sama -sama
teraktifasi oleh T. gondii baik secara langsung maupun
tidak langsung, aktivitas makrofag pada kebuntingan
minggu kedua  dan ketiga lebih rendah. Tetapi perlu
dilakukan peneltian lanjut untuk membuktikan
penuruan aktivitas makrofag akibat infeksi T. gondii
pada umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga
berhubungan dengan hormon estrogen.

Kesimpulan
Infeksi T. gondii pada mencit baik pada umur

kebuntingan minggu pertama, kedua dan ketiga
mengakibatkan peningkatan aktivitas makrofag desi -
dua yang ditandai dengan peningkatan resentase
jumlah makrofag yang mengekpresikan TNF-α
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