- RESPON FAGOSITOSIS LEUKOSIT POLIMORF BABI (IN
VITRO) TERHADAP Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

PHAGOCYTIC RESPONSE OF SWINE POLYMORPH LEUCOCYTES
(IN VITRO) TO Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

Iwan Harjono Utama’, Aisjah Girindra? Fachriyan Hasmi Pasaribu®, I Wayan Teguh
Wibawan?, Endhie D. Setiawan®, Gatut Ashadi® dan Aida Louise Tenden Rompis!

1. Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Udayana, Bali; E-
mail : iwanhu@eudoramail.com
2. Jurusan Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Alam Institut Pertanian Bogor

- 3. Laboratorium Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor

4. Balai Penelitian Veteriner, Bogor

ABSTRAK

Penelitian mengenai respon fagositosis lekosit polimorfbabi (in vitro)
dilakukan untuk melihat daya pertahanan hewan tersebut terhadap infeksi
oleh Streptococcus equi subsp. zooepidemicus yang termasuk streptokokus
grup C (SGC) menurut Lancefield. Percobaan dilakukan menggunakan
bakteri berkapsul dan tidak berkapsul, dengan membandingkan antara
bakteri yang tidak diopsonisasi dengan yang diopsonisasi menggunakan
serum babi yang sehat secara klinis.

Data yang dihasilkan menunjukkan proses opsonisasi kedua jenis
bakteri tidak berpengaruh terhadap aktivitas fagositosis leukosit
babi(P>0,05). Sedangkan kapasitas fagositosis bakteri tidak berkapsul
.yang teropsonisasi meningkat jika dibandingkan dengan bakteri yang sama
tetapi tidak diopsonisasi (P<0,05). Dapat disimpulkan bahwa proses
opsonisasi menyebabkan peningkatan kapasitas fagositosis bakteri tidak
berkapsul.
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ABSTRACT

This research was conducted to observe the phagocytic response of
swine polymorph leucocytes (in vitro) to Streptococcus equi subsp.
zoovepidemicus (Lancefield’s group C streptococci). This experiment used
encapsulated and nonencapsulated bacteria which were nonopsonized and
opsonized with serum from clinically normal pigs. Results showed phago-
cytic activity was not influenced by opsonization (P>0,05), but opsonization
caused phagocytic capacity of nonencapsulated bacteria higher compared
with non opsonized ones (P<0,05). In conclusion, opsonization could in-
crease phagocytic capacity of nonencapsulated bacteria.
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PENDAHULUAN

Strategi infeksi oleh bakteri
dan respon pertahanan inang yang
“ diinfeksinya nya merupakan
fenomena menarik yang banyak
dikaji pada akhir abad 20 ini.
Berbagai kajian menunjukkan
bahwa permukaan sel bakteri
masih memiliki andil besar dalam
mekanisme infeksinya (Mims,
1962).

Infeksi oleh Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus pada
babi dan kera pertama kali terjadi
di pulau Bali, bahkan di Indonesia
pada tahun 1994 (Dharma, 1994;
Dibia et al., 1994; Utama et al.,
1999). Bakteri ini termasuk
streptokokus grup C (SGC)
berdasarkan  klasifikasinya
menurut Lancefield (Barnham,
Thornton and Lange, 1983; Farrow
dan Collins, 1984) dan merupakan
bakteri Gram positif dengan
komponen permukaan selnya
sebagai salah satu komponen yang
bertanggung jawab terhadap
patogenesis infeksi di samping
produk-produk ekstraseluler yang
dihasilkannya (Utama, 1998).

Karena babi merupakan
hewan yang peka, maka penelitian
ini dilakukan untuk melihat
seberapa besar pengaruh S. equi
subsp. zooepidemicus terhadap
populasi leukosit babi yang dalam
hal ini adalah respon fagositosis-
nya. Hal ini disebabkan fenomena
tersebut merupakan salah satu
cerminan daya tahan sistim
pertahanannya. Diharapkan data
yang dihasilkan dapat memberi
informasi mengenal tingkat
keganasannya pada babi.

Do

METODE PENELITIAN

Uji ini menggunakan isolat
bakteri yang diambil dari kasus
klinik dan subklinik di lapangan.
Sebagai sumber sel polimorf/ PMN
diambil darah babi (dengan
antikoagulan dinatrium sitrat
3,8% dalam akuades dengan
keperluan sebanyak 1 ml untuk 9
ml darah) dari Rumah Potong
Hewan Kotamadya Bogor.
Prosedur isolasi PMN sebagai
berikut (Wibawan dan Laemmler,
1994). :

Ke dalam tabung reaksi
steril diisi 5 ml larutan ficoll
(Pharmacia, Sweden) dingin,
kemudian secara perlahan-lahan
ke dalam tabung tersebut diisi 5
ml darah babi sehingga terbentuk
2 lapisan. Campuran disentrifus
(1500 g, 15 menit), kemudian
supernatan dibuang. Endapan
yang terdiri dari eritrosit dan PMN
ditambahkan larutan NH4Cl
0,87% (pH 7,2) dingin sambil
dikocok kuat hingga terjadi
hemolisis sempurna. Suspensi
disentrifus dan dicuci beberapa
kali hingga endapan PMN
terbebas dari eritrosit. Endapan
PMN disuspensikan dalam 1 ml
larutan Minimal Essential Me-
dium (MEM). Uji viabilitas (daya
hidup) sel PMN menggunakan
larutan biru tripan 0,4% dalam
larutan NaCl 0,81% dan 0,06 %
Na2HPO4 steril (Sigma-USA),
sedangkan perhitungan lekosit
menggunakan hemositometer.
Suspensi lekosit disimpan pada
suhu dingin untuk percobaan
selanjutnya.
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Penentuan jumlah sel
bakteri untuk uji fagositosis
dilakukan secara spektrofoto-
metrik (( = 620 nm, transmisi 10%),
1 setara dengan 109 sel per ml.
Suspensi bakteri dicampur dengan
suspensi lekosit dengan
perbandingan 1000 : 1 (Wibawan
dan Laemmler, 1994), kemudian
campuran diinkubasi pada suhu
37°C selama 30 menit. Penentuan
parameter fagositosis ialah
aktivitas dan kapasitas fagositosis
dan dilakukan di bawah mikroskop
setelah sediaan diwarnai dengan
Giemsa. Definisi ke dua
paramater tersebut ialah:

. . Aktivitas fagositosis :ialah
Jjumlah sel PMN yang menelan
bakteri per 100 PMN.

Kapasitas fagositosis :1alah
Jjumlah bakteri yang ditelan oleh
lekosit per 50 PMN vyang
menunjukkan aktivitas fagositosis
( Wibawan dan Laemmler, 1994).

Dalam percobaan ini
diamati pula pengaruh opsonisasi
sel bakteri terhadap aktivitas dan

kapasitas fagositosis. ' Opsonisasi « °

dilakukan menggunakan serum
babi sehat secara klinis yang
didapat dari Rumah Potong
Hewan Kotamadya Bogor.
Sebanyak 5 ml suspensi bakteri
berkapsul dan tidak berkapsul
(masing-masing mengandung 109
sel / ml PBS 0,14 M) disentrifus
(10000 G , 10 menit). Pelet
dicampur dengan 0,1 ml serum dan
dihomogenkan, kemudian
diinkubasikan selama 30 menit
pada suhu 37°C. Setelah inkubasi,
suspensi sel dicuel menggunakan
larutan PBS 0,14 M untuk
membuang kelebihan serum. Pelet
kemudian disuspensikan kembali
seperti semula (109 sel / ml PBS),
suspensi bakteri teropsonisasi siap
digunakan untuk assay fagositosis
dengan prosedur seperti di atas.

¥ed VLI '"ferhadap bakteri
berkapsul maupun tidak berkapsul
menunjukkan nilai yang tidak
b;efbed&.\- HPs0,05). Proses

5; PASA

Tabel 1.Aktivitas dan Kapasitas Fago—bi-tosm Bakten Berkapsul dan Tidak
Berkapsul oleh PMN Babi In vitro

" Fagositosis bakteri j esd

. . Perlakuan | 7. =5 ) _ Berkapsul (5.60) o Tldak berkapsul (18)
& . ;. 6 ba ,AkthltaH 5] Kapaﬂtaé - Al;tlw_t@s Kapasitas
Tanpa opsonisasi: B30,6caicr 1408 bAszslA LB & ahl 82,1 bA
Teropqomsacﬂ 41,2 aA 181,1 bA ' 39 4 aA 153,6 bB
Keterangan :  Nilai rata-rata dari 5 ulangan

Adanya hurufyang sama menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05); huruf
kecil menunjukkan perbedaan ke arah baris, huruf besar ke arah kolom.
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opsonisasi bertujuan melapisi
permukaan sel bakteri dengan
antibodi dan komplemen agar
bakteri mudah difagositosis
(Tizard, 1982). Proses opsonisasi
pada bakteri berkapsul tidak
mempengaruhi proses fagositosis
.PMN, baik aktivitas maupun
kapasitasnya. Berbeda dengan
isolat tidak -berkapsul, opsonisasi
berpengaruh terutama terhadap
kapasitas fagositosis (P<0,05). Hal
ini memperlihatkan bahwa kapsul
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Kapasitas fagositosit

181.,1

absennya antibodi spesifik pada
serum terhadap bakteri tersebut,
dan ketidak mampuan komponen
aglutinogenik lain pada serum
seperti fibronektin (Myhre dan
Kuusela, 1983; Valentin-Wiegand
et al., 1988a), wvitronektin
(Chhatwall, Pressner, Muller-
Berghaus dan Blobel, 1987;
Valentin-Wiegand et al., 1988b),
fibrinogen (Kronvall et al., 1979),
dan lain-lain untuk mengopsoni-
sasi bakteri berkapsul vitronektin

ergapsu.
Il TEaps

Tanpa opsenisasi

Perlakuan

Teropsonisasi

Gambar 1 Grafik Kapasitas Fagositosis Bakteri Berkapsul dan Tidak
Berkapsul oleh PMN Babi In vitro

mampu menghambat proses
opsonisasi dan menurunkan
kegiatan fagositosis. Fenomena
yang sama pernah pula dilaporkan
oleh Chanter, Jones and Alexander
(1993) yang mendukung hal ini.

Data pada Tabel 1 dan Gambar 1
menunjukkan bahwa fagositosis
tetap berlangsung meskipun tidak
diawali oleh proses opsonisasi.
Pada bakteri berkapsul, hal ini
bisa disebabkan oleh kapsul
bakteri yang memang tidak
imunogenik (Durack, 1989),

juga mampu melekatkan bakteri
pada sel inang termasuk makrofag
(Parker, Frame dan Elstad, 1988).
Pada bakteri tidak berkapsul,
komponen di atas umumnya
mudah melekat pada permukaan
sel bakteri. Selain itu vitronektin
juga mampu melekatkan bakteri
pada sel inang termasuk makrofag
dan lekosit polimorf (Valentin-
Wiegend et al., 1988b). Gambar 1
memperlihatkan pengaruh
opsonisasi menyebabkan kapasitas
fagositosis bakteri tidak berkapsul
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meningkat secara nyata (P<0,05).
Peningkatan ini pun nampak pada
bakteri berkapsul meskipun secara
statistik tidak berbeda nyata
(P>0,05).
S Dari data pada Tabel 1
tampak jelas peranan biologi
kapsul S. equi subsp. zoopidemcius
yvaitu tidak dipengaruhi proses
opsonisasi. Durack (1989)
mengatakan  kapsul juga
mempertahankan daya hidup
bakteri dalam makrofag dan lebih
cepat membunuh hewan yang
‘terinfeksi. Secara teoritis kapsul
juga membantu penyebaran
bakteri seperti yang diperlihatkan
pada pneumokokus (William dan
Blackmore, 1990) dan inilah yang
menarik untuk diteliti lebih lanjut
sehubungan dengan mekanisme
penyebarannya.
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