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Abstract

The objective of this study was to know the effoct of Toxoplasma gondi; infection to the increase
of macrophages activiy in pregnant mice decidua. Forty-eight pregnant Swiss mice were divided into
6 groups. Group 1, first week gestation non-infected mice. Group 11, fisst week gestation infected mice.
Group [11, second week gestation nen-infecled 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" tachyzoites by intraperitoncal. 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 deterimined by the increase of TNF-a expression
in decidual macrophages by using immunolistochemistry 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-a 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 Toxopiasma gondi

infection effected to the inerease of decidual macrophages activity.
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Pendahuluan

Texoplesms yomdit adalsh mtraseluler
obligat. Infeksi 7. gondin mampu membangkitan baik
imunitas nonspesifih maupun spesitik (Wyler, 1990),
Imamitan nonspesifik lebih banyak diperankan oleh
makrofag dan sel madionl killer (NK). Imunitas spesifik
ditunjuikian dengan kemampuan T. gonds mengin
duksi respons humoral dan seluler yang mana
respons seluler terhadap infeksi T. gondif lebih domi-
nan dibanding dengan respons humoral (Denkers
dan Gazzlnelli, 1998).

Menurut Denkers dan Gazaunelli (1958), pada
infeksi awal, makrofag yang terinfeksi takizoit T.
gondi memproduksi Merleukin (IL)-12, tumor wecrotic
Sactor (TNF)-a, iL-1[) dan IL-15. Sitokin 1L-12 meng-
aktifkan sel NK untuk memproduksi intecferon (IFN)-
¥ Pada infeksi lanjul, yang mana sudah terjadi
imunitas adaptif, takizoit yang menginfekst makrofag
atau sel lain yang berperan schagal antigen persentin
cell (APC), dicernn oleh Jisosom dan antigen takizolt

T. gondii dipresentasikan oleh sajor histocomipatibility

complex (MHC) 11 yang merupakan molekul membean
dan makrofag alaupun APC. Antigen yang dipresen-
tasikan dikenali dan ditangkap olch reseptor (TCR)
yang dimiliki limfosit T helper (se] Th). Ikatan antara
antigen dan reseptor wel Th memicy sel Th mempro-
duksi 1-2. Takizoit 7. gomdii juga memicu APC
menghasilkan [L-12 Interleukin-)2 yang dihasilkan
oleh makrofag dan APC bekerja sinergis dengan 112
mendorong deferensiasi sl Th menjadi Thi. Sel Thl
menghasilkan 1EN-y, T\ gundii  merupakan parasit
intraseluler, schingga apabila menginfeks! makrofag
abwupun APC, antigen juga dipresentasikan oleh
molekul MHC 1 yang juga dimiliki oleh makrofag dan
APC. Antigen yang dipresentasikan oleh MHC 1
dikenalt dan ditangkap oleh reseptor yang dimiliki
oleh sel T sitolitik (sel T CD8*). lkatan antigen dan
reseptor mengaktifkan sel T CDS* dan memicu sel T
CD8* memproduksl IFN-y. Keberadaan 112 yang di-
hasilkan oleh sel Thl juga memperkuat aktivasi sel T
COY» wehingga produkst IFN-y semakin Banyak, 1FN-
¥ baik yang dihasilkan oleh sel NK, Thl dan T CD8*
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memicu terjadinya aktivasi dari makrofag dan men-
dorong fungs: makrofag sebagal mikrobisida,

Makrofag vang teraktivasi oleh IFN-y akan
menghasilkan TNF-a dan NO {Baines, 2002). Makro-
fag merupakan leukosit yang dominan di desidua
(vice and Johnson, 2003}, Semua tipe sel dari berbagai
orggan tubuly kecuali eritrosit dapat terinfeksi oleh
T. gondii (Dubey e al, 1998), maka diasumsgikan
bahwa sel di uteroplasenta juga terinfeksi schingga
makrofag di desldua aktivitasnya mengalami pening-
katan,

Ponclitian ini bertujuan membuktikan  terjad|
peningkatan aktivitas makrofag desidua mencit yang
diinfekst 7. gondid dibandingkan dengan mencit yang
tidak diinfeksi baik pada umur kebuntingan minggu
pertamma,  kedua  dan ketiga  berdasarkan  pada
peningkatan  preseatase jumlah makrofuy desidua
yng mengekspresikan TNF-a,

Metode Penelitian
Hewan coba

Hlewan coba adalah mencit betina umur 2 bulan
galur Swiss. Hewan coba diperoleh darl laboratorism
Hewan Coba Fakultas Farmasl Universitas Sanata
Dharma Yogyakarta,

Isalar I' gondii

Isolat T\ gandii yang digunakan galur REL vang
diperoleh dard Pugat Studl Bioteknologi Universitas
Gadjuh Mada Yogvakarta. lsolat diperbanyak dengan
cara menginjeksikan 1 x 10* takizoit ke cavum peri-
tonewm mencit sehat,

Perdakuan

Untuk mendapatkan wmur kebuntingan yang
sama, 48 ekor mencit Beting umur 2 bulan digertak
berahi dengan kombinast 51U prgnant mare sevem
gonadothropide (PMSG) dan 5 U lweman clrorionic
gonadotfropiiin (HCG). Mencit bunting dibagi secara
acok menjadi & kelompok. K1: mencit bunting 4,5 hari
(minggu pertama) tidak diinfeksi. K2: mencit bunting
9,5 hari (minggo kedwa) tidak diinfeksi, K3: mencit
bunting 14,5 hari (minggu ketiga) tidak diinfeksi. M1
mescit bunting L5 hard (minggu pertama) diinfeksi
P22 mencit bunting 9.5 han (mingeu kedua} diinfeks|
dan I3 mencit bunting 14,5 harl (minggu keliga)
diinfeksi

Empat bari setelah infeksi, mencit dikorbankan
dan plasenta menclt dinmbil untuk dilikukan pewar-
naan imunohistokinia. Plasenta difiksasi dalam bufer
formalin 10 % untuk dilakukan emibbading paraffin.
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Pengecatan imunaohistokimia

Pengecatan  menggunakan  streptavidin dan
biotin {Instruction Dako [SAB + Kit, Peroxidase).
Plasenta dalam embivding paraffin. dipotong setebal
pm. Jaringan dideparafinisnsi dalam xylol 2 kali
masing-masing 5 menit, selanjutnya secara berturut-
turut dimasukkan dalam ethano) absclut 2 kali 3
menit, ethanol 95% 2 kali masing-masing 3 menit dan
cthanol 70% 3 menit. Terakhir dicucl dengan aguabi-
des. Jaringan ditetes: dengan proteinase K selama 5§
menit. Cuck dengan PBS 2 kali, selanjutnya ditetesi
fyavogen pevoxidase (H2O:) 3 % selama 3 menit dan
dicucl dengan PBS 2 kali. Setiap savatan [aringan
diinkubasi dalam antibodi polixlonal kelinc terhadap
TNF-a menat selama 30 menit, Selanjutnya jarsngan
diinkubasi dalam antibodi sekunder vang dilabel
dengan biotin (Link) selama 50 menit, dicsci dengan
PBS 2 Kuli. Kemudinn preparat ditetesi stroptavidin
proxidase selama 13-30 menit, cuci dengan PBS 2 kali
dan terakhir dimasukkan dalam larutan substrat DAB
selama 510 monit. Untuk connlerstain, digunakan
meyer hematoxyling, diinkubast 30 detik pada suhu
Kamar hemudian dicuei 3 kali dengan dH:O, Preparat
selanjutnya dikeringkan dan ditutsp dengan cover
Llass,

Rancangan percobaan dan analisis data

Peaelitian ini merupakan penclittan eksperi-
mental, Randemized postlest only control group design
marupakan rancangan penelition vang dipilih, karena
penpukuran awal tidak mungkxin dilakukan,

Data peningkatan aktivitas makrofag desidua
berdasarkan pengamatan  peningkatan  persentase
jumiah makrofag desidua vang  mengekspresikan
TNF-o dan dlanalisis 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-a pada kelompok mencit diinfekst dan tidak
diinfeksi {p=<0,01} (Takel 1), Presentase jumlah ma-
krofag  desidun vang  mengekspresixan  TNFea
kelompok mencit terinfeksi lebib tinggl dard pada
kelompok mencit tidak terinfeksi. Hal ini menunjuk-
kan  bahwa terjadi peningxatan aktivitas makrofag
desidun pada kelompok mencit terinfekst, Gambar 1
menunjukkan makrofag desidua yang mengekspresi-
kan TNF-a.



Gambar 1. Makrofag Desidua yang Menghasilkan TNF-. Pewamaan imunohistokimia dengan
antibodi poliklonat kelinci anti- TNF-, A, Pembesaran 100x, B, Pembesaran 400 x. Tanda

panahmerab (= ) sel yang positif, Tanda panah kuning {

Jsel yang negatif,

Tabel 1. Rerata dan Simpangan Paku Jumlah Makrofag Desidua yang Mengekspresikan TNF-a pada Mencit yang

Dinfeksi dan Tidak Diinfekst (dalam persen).

Variabel

Kelompok

lidak [nfeksi Inicks)

Persentase Makrofag Desiduna Penghasil TNF-o

16,254 49,03 32,085 £7 30

Tabel 2. Rerata dan Simpangan Baku Jumlah Makrefag Desidua yang Mengekspresikan TNF-o pada umur

Kebuntingan Minggu 1, 1 dan I (dalam persen),

Perlakuan Umnur Kebuntingan
Mingegu | Minggu il Minggu I
Tidak Infeksi 239944548 14,1284 4,30 10,6464 647
Infeksi 3559+ 6,13 304744534 30,184+ 9,34

Superskrip berteda 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-a tertinggi  pada  kebuntingan
minggu pertama dan mulai menurun pada umuy
kebuntingan minggu kedua dan ketiga, presentase
jumlah makrofag desidun yang mengeksprestkan
TNF-a 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
nyvata dengan minggu ketign, Peningkatan berdasar-
kan ratio antara jumlah makrofag desidua yang
mengekspresikan TNF-a pada mencit yang diinfeksi
dan tidak diinfesi baik pada umur kebuntingan
minggu pertama, kedua dan ketiga secara berturut-
turut adalah 1,5 kali {dari 23,95% menjadi 35,59%), 2.3
kali (dari 14,12% menjadi 30,475), dan 2.8 kali (dari
10,64% menjadi 30,18%),

Ada beberapa penjelasan mengapa presentase
jumlah makrofag desidua yang mengekspresikan
TNF-a pada mencit yang diinfeksi  mengalami
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peningkatan dibanding dengan  kelompok mencit
yang tidak ditnfeksi, Makrofag merupakan populasi
leukesit yang dominan di desidua (Vice dan Jolinson,
2000). Menurut Dubey ef ol, (1998), T. gondii meng-
infeksi semua tipe sel dan menyebar luas keberbagai
organ. Dari permyataan  tersebut  berarti bahwa
T. gandx juga menginfeksi sel termasuk makrofag
yang terdapat desidua plasenta. Makrofag yang
terinfeksi 7. gondi teraktivasi dan mengekspresikan
berbagat sitokin termasuk TNF-a (Denkers dan
Gazzinelli, 1998). Menurut Suwanti {2005), infeksi
T, gondii pada mencit bunting meningkatkan ekspress
[EN-y di Deswiva. Peningkatan IFN-y di desidua ing
juga yang diduga sebagai pemicu terjadinya pening-
katan aklivitas makrofag vang  ditandat dengon
peningkatan ckspresi TNF-a. Hal ini didasarkan pada
pendapat Baines {2002} yang mengatakan bahwa [FN-y
memicu makrofag menghasilkan TNE-a dan NO. Jadi
peningkatan TNF-a dari penclitian ini diakibatkan
karena pengaruh langsung  darl makrofag yang
terinfeksi T, gondil atavpun pengarul  peningkatan
kadar [FN-y didesidua akibat infeksi T. gondi.

Peningkatan akivitas Makrofag diperiukan untuk
membunuh T, gondii. Menurut  Denkers  dan
Gazzinetli (1998}, TNF-a bekerja sinergis dengan IFN-y
menginduksi sintesis iINOS, yang akan menghasilkan
NO untuk membubuh T, gondii  dalam sel induk
semanie. NO tidak hanya berssfat toxoplasmasidial
langsung, tetapl juga dapat mempercepat peeubahon
stadium 7. gondd dasi takizoit menjadi bardizoit
{Bohwe ef al, 1954). TNF-a juga merupakan sitokin
penting yang diperlukan untuk pertahanan induk
semang terhadap infeksi T, gondif, utamanya pada
fase infeksi kronis {Dackert-Schluter et al, 1998; Yap e
ai., 1598).

Peningkatan ekspresi TNF-a pada penelitinn ini
juga sama dengan hasil penelitian yang ditumjukkan
pada infeksi malaria  yang  disebabkan  oleh
Plasmodivne falcifarun, P. falcifarum adalah protozoa
Intraseluler obligat yang diklasifikasikan sate ordo
dengan 7. gondii. Menurut Fried o al. (1998), infeksi P,
falcifinem dapat meningkatkan kadar TNF-0, 1FN-y,
dan [L-12 plasenta dan peningkatan ini berhubungan
dengan kegagalan kebuntingan berupa kehilangan
fetus dan berat ;ahir ringan,

Apakah peningkatan cksprest TNF-a di desidua
akibat infeksi T, gondii berhubungan dengan kegaga-
lan kebuntingan perly dikaji lebih lanjut. Hal ini
mengingat banyak laporan yang mengatakan bahiwa
peningkatan kadar TNF-a di plasenta terhubungan
dengan kematian embrio, Menurut Kanellopoulos-
Lengevin e nl (2003), kematian embrio  yang
disebaban oleh infeksi saluran reproduksi dan stre
dihubungkan dengan peningkatan ekspresi TNF-a di
lingkungan mikro plasenta.
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Persentase  Jumlah makrofag desidua yang
mengekspresikan TNF-a pada mencit vang tidak di-
infeksi pada kelompok kebuntingan minggu pertama
lebih tingi dari pada kelompok minggu kedua dan
ketiga, Hasil ini sama dengan peenyataan Gorivadsky
el al. (1998} bahwa ckspresi TNF-a di palsenta sedikit
sekali selama kebuntingan, puncak produksi tegjadi
pada perlengan kebuntingan, kemudian menurun
dan tetap slabil sampal akhir kebuntingan. Pada
kebuntingan awal TNF-a diperlukan untuk plasen-
tasi, diferensiasi blastosit dan trofeblas, serta invasi
trefoblas. Uralan texsebut dipergunakan untuk menje-
laskian mengapa peningkatan berdasrkan o antara
presentase jumbah makrofog ayng mengekpresikan
TNF-u pada mencit dinfeksi dan tidak diinfeksi,
tertinggd pada umur kebuntingan minggu ketiga (2,8
kali} diikuti minggu kedua (22 kali) dan minggu
perlama {14 kol Hal ini kazena jumlah pernbagi
(presentase jumlah makrofag ayng mengekpresikan
TNF-a pada mencit tidak dinfeksi) lebih tinggi pada
minggu  pertama ditanding  minggu  kedua  dan
ketiga,

Cresentase fumlah makrodag yang mengekpresi-
kan TNF-a pada mencit diinfekss pada kelompak
kebuntingan minggu pertama Jebih tinggi dari pada
minggo kedua dan ketiga. Hal ini karena pada saat
kebuntingan hormon estrogen meningkat seajalan
dengan umur  kebuntingan, sedangkan  hormen
estrogen menghambat aktivitas makrofag (Roberts, ef
al, 2001). Dengan demikian, meskipun sama-sama
teraktifasi oleh T, gondii baik secara Jangsung maupun
tidak langsung, aktivitas makrofag pada kebuntingan
minggw kedua dan ketiga Jebih rendah, Tetapi perlu
dilakukan peneltian  lanjut  untek  membuktikan
penuruon aktivitas makrofag akibat infeksi 7. gondii
pada umur kebuntingan minggu kedua dan ketiga
berhubungan dengan hormon estregen,

Kesimpulan

Infeksi T. gondil pada menait balk pada umur
kebuntingan minggu pertama, kedua dan ketiga
mengakibatkan peningkatan aktivitas makrofag desi-
dua yang ditandat dengan peningkatan resentase
jumlab makrofag yang mengekpresixan TNF-a
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