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ABSTRAK 

 

Siska, Ade. 2019. Pengaruh Escalating Dose Immunotherapy (EDI) dengan 

Self Antigen dsDNA terhadap Jumlah Koloni Salmonella 

Typhimurium pada Hati Mencit BALB/C Model Lupus.Tugas Akhir, 

Program Studi Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

Pembimbing: (1) Prof. Dr. dr. Kusworini, M.Kes, Sp.PK (2) Dr. dr. 

Masruroh Rahayu, M.Kes 

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) adalah penyakit autoimun sistemik 
kronis yang ditandai dengan respons imun hiperaktif dan produksi autoantibodi 
abnormal. Terapi imunosupresan dan steroid belum menunjukkan hasil yang 
memuaskan, selain itu dapat meningkatkan kerentanan infeksi. Terapi lain yang 
dikembangkan adalah escalating dose immunotherapy (EDI) dsDNA. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh EDI dsDNA terhadap jumlah koloni 
Salmonella Typhimurium pada hati mencit Balb/C model lupus. Penelitian ini 
menggunakan 24 mencit Balb/C betina yang dibagi menjadi tiga kelompok; 
kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan. 
Kelompok kontrol positif dan perlakuan diinjeksi 0,5 mL pristan intraperitoneal. 
Setelah 12 minggu paska injeksi, kadar serologis dan manifestasi klinis 
dievaluasi. Kelompok perlakuan kemudian diberi EDI dsDNA yang 
dikomplekskan dengan polyethylenimine (PEI), secara bertahap (dosis 0,05μg, 
0,5μg, 5μg) interval 1 minggu. Lalu ketiga kelompok disonde bakteri Salmonella 
Typhimurium 108 CFU/mL. Mencit dibedah dan dikultur hatinya di media BSA 
serta dihitung koloni bakterinya. Hasil analisis didapatkan EDI dengan dsDNA 
secara signifikan meningkatkan jumlah koloni bakteri dibandingkan kontrol positif 
(p=0,021) dan kontrol negatif (p=0,014). Pemberian escalating dose 
immunotherapy (EDI) dengan dsDNA dapat meningkatkan jumlah koloni 
Salmonella Typhimurium pada hati mencit model lupus. 

Kata Kunci: Lupus Eritematosus Sistemik, dsDNA, escalating dose 

immunotherapy, Salmonella Typhimurium 
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ABSTRACT 

 

Siska, Ade. 2019. The Effect of Escalating Dose Immunotherapy (EDI) with 

Self Antigen dsDNA on Number of Salmonella Typhimurium 

Colonies in Liver of BALB/C Mice Model Lupus. Final Assignment, 

Medical program, Faculty of medicine, University of Brawijaya. 

Supervisors: (1) Prof. Dr. dr. Kusworini, M.Kes, Sp.PK (2) Dr. dr. 

Masruroh Rahayu, M.Kes 

Systemic lupus erythematosus (LES) is a chronic systemic autoimmune 
disease characterized by a hyperactive immune response and abnormal 
autoantibody production. Immunosuppressants and steroids therapy have not 
shown satisfactory results, furthermore it increases susceptibility to infections. 
Another developing therapy is escalating dose immunotherapy (EDI) dsDNA. 
This study aims to study the effect of EDI dsDNA on the number of Salmonella 
Typhimurium colonies in liver of Balb/C mice model lupus. This study used 24 
female Balb/C mice divided into three groups; negative control group, positive 
control group, and treatment group. Positive control and treatment groups were 
injected 0.5 mL pristane intraperitoneally. After 12 weeks post injection, 
serological levels and clinical manifestations are evaluated. The treatment group 
was then given EDI dsDNA complexed with polyethylenimine (PEI), gradually 
(doses of 0.05μg, 0.5μg, 5μg) interval of 1 week. Then, all groups were given 108 
CFU/mL Salmonella Typhimurium. Mice were dissected and cultured on BSA 
media and bacterial colonies were counted. The results showed EDI dsDNA 
significantly increased the number of bacterial colonies compared to positive 
control group (p = 0.021) and negative control group (p = 0.014). Escalating dose 
immunotherapy (EDI) dsDNA can increase the number of Salmonella 
Typhimurium colonies in the liver of mice model lupus. 

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus, dsDNA, escalating dose 

immunotherapy, Salmonella Typhimurium 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Lupus Eritematosus Sistemik (LES) merupakan penyakit inflamasi autoimun 

kronis yang belum jelas penyebabnya, dan memiliki sebaran gambaran klinis yang 

luas dan tampilan perjalanan penyakit yang beragam, sehingga disebut juga 

penyakit “seribu wajah” (Infodatin, 2017). Sebagian besar orang yang terkena LES 

berusia 15-44 tahun. LES sering menyerang wanita dengan usia produktif, namun 

laki-laki, anak-anak, dan remaja juga dapat terkena LES. Penyakit ini dapat 

menyerang semua ras dan etnis, namun lebih sering ditemukan pada ras kulit 

berwarna. Penderita Lupus di seluruh dunia diperkirakan berjumlah 5 juta orang 

dengan 16.000 kasus dilaporkan tiap tahun dari berbagai negara (Lupus Foundation 

of America, 2013). Prevalensi LES di masyarakat Indonesia berdasarkan survei 

yang dilakukan oleh Handono Kalim, dkk di Malang memperlihatkan angka sebesar 

0,5% terhadap total populasi (Infodatin, 2017). Angka harapan hidup pasien LES di 

Indonesia masih rendah, yaitu sebesar 70% untuk angka harapan hidup 5 tahun dan 

50% untuk angka harapan hidup 10 tahun.  

Patogenesis dan etiologi LES masih belum jelas, tetapi telah dibuktikan bahwa 

adanya Th17 hiperaktif yang berkaitan dengan terganggunya fungsi sel Treg dan 

kelainan sel dendritik yang menyebabkan aktivasi sel T dan B yang menghasilkan 

jumlah antibodi yang tinggi dan menginduksi mediator inflamasi toksik dalam 

jaringan yang sangat penting dalam progresifitas penyakit pasien LES (Wahono et 

al., 2014). 
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LES melibatkan berbagai organ seperti ginjal, kulit, sistem saraf pusat, dan hati. 

Gangguan pada hati dilaporkan 48,55% pasien LES. Hepatomegali terdapat pada 

30-50% pasien dan peningkatan enzim hati terdapat pada 23,5% pasien (Adiga & 

Nugent, 2017). Pada pasien lupus didapatkan peningkatan aspartate 

aminotransferase (AST) sebesar 8,7% dari batas normal, peningkatan alanine 

aminotransferase (ALT) sebesar 5% dari batas normal, maupun peningkatan 

keduanya yang lebih tinggi 34,7% dari batas normal. Gangguan hati pada lupus bisa 

dari berbagai faktor termasuk hepatitis lupus, pengobatan selama perawatan pasien 

LES (NSAID, Aspirin, immune-suppressors, hydroxyzine, hydroxychloroquine), 

perlemakan hati (biasanya diinduksi oleh kortikosteroid), hepatitis terkait autoimun, 

sirosis bilier primer, kolangitis, dan hepatitis viral (Tahernia et al., 2017). Gangguan 

hati sering terjadi pada lupus dan harus dibedakan penyebabnya, baik dari obat, 

toxin, virus, autoimun, dan penyebab hepatitis lainnya (Adiga & Nugent, 2017). 

Kortikosteroid adalah obat yang umum digunakan pada LES, dan sebagian 

besar pasien LES menggunakannya dalam beberapa waktu selama perjalanan 

penyakit mereka. Namun penggunaan kortikosteroid dapat memberikan efek 

samping yang signifikan, termasuk infeksi, hipertensi, hiperglikemia, osteoporosis, 

nekrosis avaskular, miopati, katarak, dan glaukoma (Kasturi, 2016). Prednison 

adalah steroid yang paling sering diresepkan untuk penderita lupus (Adiga & Nugent, 

2017). Penggunaan jangka panjang steroid dapat meningkatkan risiko infeksi. Infeksi 

merupakan salah satu penyebab utama kematian pada penderita lupus (Lupus 

Foundation of America, 2013). 

Pasien LES sangat rentan terhadap infeksi dengan rata-rata kematian 4,7%, 

berkisar dari 1,2% hingga 36% disebabkan oleh infeksi. Diantara infeksi-infeksi ini, 

Salmonella berpeluang besar menyerang (Gerona & Navarra, 2009). Salmonella 
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enterica serovar Typhimurium yang merupakan salah satu serotip terpenting dari 

Salmonella yang ditransmisikan dari hewan ke manusia di sebagian besar belahan 

dunia. Infeksi Salmonella Typhimurium ini biasanya tidak terjadi komplikasi , namun 

dapat menjadi berat pada orang dengan kelemahan sistem kekebalan tubuh (CDC, 

2019). Infeksi Salmonella Typhimurium dapat menyerang hati, lalu diikuti bakteremia 

dan lesi granulomatous (Umezawa et al., 1995). Pada pasien LES dengan terjadinya 

penurunan sistem kekebalan tubuh, menjadikan penderitanya rentan terhadap 

berbagai infeksi termasuk Salmonella Typhimurium, hal ini dapat semakin berat 

dengan pengobatan steroid yang memiliki efek samping penurunan sistem 

kekebalan tubuh juga.  

Pengembangan metode terapi escalating dose immunotherapy (EDI) dengan 

pemberian self-antigen telah dicoba pada tikus model autoimun multiple sclerosis. 

Penelitian tersebut menggunakan self-antigen sel schwan sendiri yaitu MBP (Myelin 

Basic Protein) dan menghasilkan penurunan sitokin proinflamasi yang bermakna dan 

menunjukkan kembalinya mekanisme toleransi (Lomakin et al, 2016). Pada 

penelitian sebelumnya, dibuktikan bahwa pemberian EDI dengan self antigen 

dsDNA dapat memperbaiki regulasi sistem imun pada LES. Berdasarkan uraian 

diatas maka diperlukan penelitian lebih lanjut tentang keamanan pemberian EDI 

dengan self antigen dsDNA terhadap kerentanan infeksi. Penelitian ini dilakukan 

dengan menghitung jumlah koloni Salmonella Typhimurium pada hati mencit Balb/C 

model lupus yang telah diinjeksi self antigen dsDNA. Penelitian lanjut metode terapi 

ini diharapkan dapat menjadi metode terapi yang aman tanpa meningkatkan 

kerentanan infeksi pada organ. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimanakah pengaruh pemberian escalating dose immunotherapy (EDI) 

dengan dsDNA dosis 5x10-2μg, 5x10-1μg, 5μg terhadap jumlah koloni Salmonella 

Typhimurium pada hati mencit Lupus Eritematosus Sistemik (LES)? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Untuk mengetahui pengaruh pemberian escalating dose immunotherapy (EDI) 

dengan dsDNA dosis 5x10-2μg, 5x10-1μg, 5μg terhadap jumlah koloni Salmonella 

Typhimurium pada hati mencit Balb/C model lupus. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademis 

a. Memberikan informasi tentang pengaruh pemberian escalating dose 

immunotherapy (EDI) dengan dsDNA terhadap jumlah koloni Salmonella 

Typhimurium pada hati mencit Balb/C model lupus. 

b. Memberikan informasi tentang escalating dose immunotherapy (EDI) 

sebagai referensi atau acuan dalam penelitian selanjutnya maupun 

terhadap penyakit autoimun lainnya. 

1.4.2 Manfaat Praktis 

a. Sebagai terapi yang aman untuk pasien Lupus Eritematosus Sistemik 

(LES). 

b. Meningkatkan pemanfaatan escalating dose immunotherapy (EDI) 

sebagai terapi penyakit autoimun. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Lupus Eritematosus Sistemik 

2.1.1 Definisi 

 Lupus Eritematosus Sistemik (LES) adalah penyakit autoimun inflamasi 

sistemik kronis dengan morbiditas dan mortalitas tinggi yang melibatkan kerusakan 

multi organ (Handono et al., 2014). LES lebih sering terjadi pada wanita dewasa 

(perempuan / laki-laki: 9/1) tetapi tidak umum terjadi pada anak-anak dan sekitar 

20% pasien adalah anak di bawah usia 15 tahun. Rasio perempuan banding laki-laki 

pada anak-anak adalah 2-6 banding 1 dan pada populasi lanjut usia adalah 3-8 

banding 1 (Tahernia et al., 2017). Di Indonesia, tingkat harapan hidup pasien LES 

masih rendah, yakni angka harapan hidup 5 tahun sebesar 70% dan 10 tahun 

sebesar 50% (Handono et al., 2014). 

 

2.1.2 Respon Imun pada Pasien LES 

Berbagai faktor penting dalam patogenesis LES dapat dibagi menjadi tiga 

kelompok besar. Faktor-faktor ini adalah faktor lingkungan, imunologi dan genetik. 

Semua faktor ini menyebabkan kerusakan toleransi tubuh dengan merangsang 

respons imunologis terhadap antigen nukleat. Faktor utama penyebab penyakit ini 

adalah hancurnya toleransi tubuh terhadap self-antigen dan selanjutnya, terjadi 

peningkatan antibodi (Ab) terhadap nukleus dan sel (Tahernia et al., 2017). 

Patogenesis dan etiologi LES masih belum jelas, namun bukti menunjukkan bahwa 

hiperaktivitas sel T helper 17 (Th17) terkait dengan perubahan fungsi regulator T 

regulator (Treg) dan abnormalitas sel dendritik (DC) menyebabkan aktivasi sel T dan 
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sel B menghasilkan jumlah antibodi yang tinggi dan menginduksi mediator inflamasi 

toksik pada jaringan yang sangat penting dalam progresi penyakit pasien LES 

(Wahono et al., 2014).  

 

2.1.3 Manifestasi Klinis 

LES dapat mempengaruhi banyak organ tubuh, sehingga manifestasi klinis 

yang terjadi bermacam-macam. Gejala-gejala tersebut dapat hilang timbul, dan 

gejala yang berbeda dapat muncul pada waktu yang berbeda selama perjalanan 

penyakit (Lupus Foundation of America, 2013). 

Manifestasi klinis umum dari lupus (baik laki-laki maupun perempuan) adalah: 

 Kelelahan ekstrim 

 Nyeri kepala 

 Nyeri sendi atau bengkak 

 Bengkak 

 Anemia (jumlah sel darah merah atau hemoglobin rendah, atau volume 

darah total rendah) 

 Pembengkakan (edema) pada kaki, tangan, dan/atau di sekitar mata 

 Nyeri di dada saat bernafas dalam (pleuritis) 

 Ruam berbentuk kupu-kupu di pipi dan hidung. 

 Fotosensitifitas 

 Rambut rontok 

 Pembekuan darah abnormal 

 Jari menjadi putih dan/atau biru saat dingin (fenomena Raynaud) 

 Ulkus pada mulut atau hidung 
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2.1.4 Diagnosis  

Berdasarkan Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) 

tahun 2012 (Gambar 2.1 dan Tabel 2), untuk menegakkan diagnosis LES, harus 

memenuhi 4 atau lebih kriteria (minimal 1 kriteria klinis dan 1 kriteria laboratorium). 

Gambar 2.1. Kriteria Diagnosis Lupus Eritematosus Sistemik  

Tabel 2.1 Kriteria Diagnosis LES berdasarkan SLICC 2012 (Petri et al., 2013) 

KRITERIA KETERANGAN 

Acute Cutaneous 

Lupus 

Lupus malar rash (tidak termasuk jika malar diskoid), lupus 

bulosa, varian toxic epidermal necrolysis LES, ruam lupus 

makulopapular, ruam lupus fotosensitif (tanpa adanya 

dermatomyositis). 

Chronic Cutaneous 

Lupus 

Ruam diskoid klasik terlokalisasi (di atas leher) atau 

digeneralisasi (di atas dan di bawah leher), lupus hipertrofi 

(verukosa), lupus panniculitis (profundus), lupus mukosa, 

lupus erythematosus tumidus, chillblains lupus, discoid 

lupus-lichen planus tumpang tindih. 
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Oral or Nasal Ulcers Ulkus pada langit-langit mulut, bukal, lidah, atau ulkus 

hidung (tidak ada penyebab lain seperti vaskulitis, 

Behcet’s disease, infeksi (herpes), penyakit radang usus, 

arthritis reaktif, dan makanan asam). 

Non-scarring 

alopecia 

Menipisnya atau merapuhnya rambut dan rambut terlihat 

rusak (tidak ada penyebab lain seperti alopecia areata, 

obat-obatan, defisiensi besi dan alopesia androgenik). 

Arthritis or Synovitis 

involving >2 

Joints 

Ditandai dengan pembengkakan atau efusi atau nyeri 

tekan pada 2 sendi atau lebih dan tiga puluh menit atau 

lebih kekakuan di pagi hari (morning stiffness). 

Serositis Pleuritis tipikal selama lebih dari 1 hari atau efusi pleura 

atau pleural rub. Nyeri perikardium tipikal lebih dari satu 

1 hari atau efusi perikardial atau pericardial rub atau 

perikarditis dengan EKG (tidak ada penyebab lain seperti 

infeksi, uremia, dan perikarditis Dressier). 

Renal  Rasio protein urin/kreatinin (atau protein urin 24 jam) 

sebesar 500 mg protein dalam 24 jam atau red blood cell 

casts. 

Neurologic Kejang, psikosis, mononeuritis multipleks (tanpa adanya 

penyebab lain seperti vaskulitis primer), mielitis, neuropati 

perifer atau kranial (tanpa adanya penyebab lain seperti 

vaskulitis primer, infeksi dan diabetes mellitus), keadaan 

konfusional akut (tanpa adanya penyebab lain seperti 

toksik-metabolik, uremia, obat-obatan). 

Hemolytic Anemia Tanpa penyebab lainnya yang diketahui. 

Leukopenia or 

Lymphopenia 

Leukopenia < 4000 mm3 minimal sekali (tanpa adanya 

penyebab lain seperti Felty’s syndrome, obat-obatan, dan 

hipertensi portal). Limfopenia < 1000 mm3 minimal sekali 

(tanpa adanya penyebab lain seperti kortikosteroid, obat-

obatan dan infeksi). 

Thrombocytopenia < 100.000 mm3 minimal sekali (tanpa adanya penyebab 

lain seperti obat-obatan, hipertensi portal, dan TTP). 

ANA Di atas rentang referensi laboratorium. 

Anti-DNA Di atas rentang referensi laboratorium (atau 2 kali lipat 

kisaran referensi jika diuji oleh ELISA). 

Anti-Sm Adanya antibodi terhadap antigen nukleus Sm. 

Antiphospholipid Ab Uji positif antikoagulan lupus, hasil tes positif palsu RPR, 

titer antibodi antikardiolipin sedang atau tinggi (IgA, IgG, 

atau IgM), hasil tes positif untuk anti-2-glikoprotein I (IgA, 

IgG, atau IgM). 

Low Complement C3, C4 atau CH50. 

Direct Coombs’ Test Tanpa adanya anemia hemolitik. 
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2.1.5 Pengaruh LES terhadap Hati 

 Seperti sudah diketahui diatas, bahwa LES bersifat sistemik dan 

mempengaruhi banyak organ didalam tubuh manusia, salah satunya adalah hati. 

Walaupun hati bukanlah organ utama yang menjadi target LES, namun frekuensi 

terjadinya disfungsi hati ataupun abnormalitas kadar enzim hati pada pasien LES 

berkisar antara 19% hingga 60%. Komplikasi LES pada hati contohnya adalah 

Autoimmune Hepatitis (AIH), Primary Biliary Cirrhosis (PBC), dan Primary Sclerosing 

Cirrhosis (PSC). Pada dasarnya, pasien LES mempunyai kemungkinan lebih tinggi 

untuk kejadian kasus thromboembolisme yang berdampak pada sirkulasi hepatik. 

Adanya gangguan dalam peredaran darah yang menuju ke hati akibat LES juga 

dapat mendukung perkembangan dari benign hepatic lesions, seperti focal nodular 

hyperplasia (FNH) dan hemangioma (Shizuma, 2015).  

Bessone (2014) mengklasifikasikan penyebab kerusakan hati terkait LES 

sebagai berikut: (1) komorbilitas imunologis (sindrom tumpang tindih); (2) 

komorbilitas non-imunologis terkait dengan LES; dan (3) kerusakan hati yang diduga 

diinduksi oleh LES sendiri, disebut sebagai "lupus hepatitis". Pada kelompok 

pertama, kerusakan hati bisa berasal dari hepatopati yang tumpang tindih yang 

dipicu oleh mekanisme autoimun selain LES terjadi dengan insiden tinggi dalam 

konteks lupus (misalnya AIH, sirosis bilier primer). Kelompok kedua meliputi penyakit 

hati non-autoimun, seperti steatosis, hepatitis C, hiperkoagulasi terkait lesi hati, lesi 

hiperplasia parenkim dan vaskular, porfiria cutanea tarda, dan hepatotoksisitas 

akibat obat. Kelompok terakhir, berdasarkan data dalam literatur mendukung adanya 

penyakit hati yang dihasilkan oleh LES sendiri, atau terjadinya kondisi rentan terkait 

LES yang meningkatkan kerentanan untuk mendapatkan penyakit hati lainnya.  
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Keterlibatan hati terjadi pada 50-60% pasien di beberapa titik selama 

perjalanan penyakit mereka. Tiga puluh sampai lima puluh persen pasien mengalami 

hepatomegali, dan 23,5% pasien mengalami peningkatan enzim hati. Dalam banyak 

kasus, enzim transaminase yang meningkat ini disebabkan oleh obat hepatotoksik, 

virus hepatitis, atau perlemakan hati (Adiga & Nugent, 2017). 

Disfungsi hati yang disebabkan oleh obat terlihat pada 21-31% kasus dalam 

beberapa penelitian. Suatu studi mengidentifikasi aspirin sebagai obat yang paling 

umum menyebabkan toksisitas. Peningkatan penggunaan obat imunosupresif, 

termasuk azatioprin, metotreksat, dan obat antimalaria, dikaitkan dengan 

peningkatan risiko disfungsi hati. Viral hepatitis ditemukan pada 0,8-14% pasien. 

Dalam 28-42% pasien, tidak ada penyebab disfungsi hati yang jelas, dan 

diperkirakan terjadi karena lupus itu sendiri (Adiga & Nugent, 2017). 

Dari penjelasan diatas, bisa kita simpulkan bahwa sangat sulit untuk 

membedakan penyebab dari komplikasi hati yang terjadi pada pasien LES. Apakah 

komplikasi ini dikarenakan gangguan autoimun LES yang langsung berdampak pada 

sel hati, ataukah komplikasi ini dikarenakan terapi LES yang bersifat imunosupresif 

sehingga melemahkan sistem imun untuk proteksi hati (Shizuma, 2015).  

 

2.2 Pengobatan Umum 

 LES tidak dapat disembuhkan dan pengobatannya hanya bersifat 

simptomatik. Pengobatan LES terdiri dari golongan disease-modifying anti-rheumatic 

drugs (DMARDs) biologis seperti belimumab atau rituximab, golongan DMARDs 

non-biologis seperti siklofosfamid atau metotreksat, golongan NSAID seperti 

acetaminophen, golongan kortikosteroid seperti prednisolon atau golongan anti-

malaria seperti hydroxychloroquine (Nobee et al., 2015). 
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 Steroid adalah salah satu obat yang paling umum diresepkan pada pasien 

lupus. Steroid dapat menurunkan inflamasi dan menurunkan respon sistem imun. 

Steroid yang paling umum digunakan termasuk prednison, prednisolon, 

metilprednisolon dan decadron. Efek samping dari steroid yakni peningkatan berat 

badan, moon-shaped face, perubahan kulit atau jerawat, iritabilitas, depresi, 

osteoporosis, kelemahan otot, gangguan tidur, katarak dan infeksi (Lupus 

Foundation of America, 2018). 

 

2.3 Self-antigen dsDNA  

Penelitian terdahulu yang dilakukan Christensen et al menunjukkan bahwa 

self-antigen dsDNA yang menjadi penyusun kompleks imun dapat memicu aktivasi 

plasmasitoid sel dendritik pada pasien LES sehingga terbentuk autoantibodi dsDNA 

(Christensen et al., 2015). Begitu apoptosis seluler dimulai dengan faktor stimulasi 

seperti mekanisme ultraviolet atau otonom, ekspresi self-antigen dsDNA meningkat 

dan kemudian ini memicu respon kekebalan tubuh. Begitu sel-sel rusak, peptida 

antimikroba, seperti LL37 dan NET, dilepaskan dan berikatan dengan kompleks 

imun. Kompleks imun ini terbuat dari self-antigen dsDNA dan antibodi. Oleh karena 

itu, kompleks imun tersebut tidak dapat dihancurkan oleh sel makrofag dan dendritik. 

Namun, kompleks imun ini dikeluarkan dari permukaan sel B melalui reseptor 

FCYRIIA dan dimasukkan ke dalam sitoplasma melalui endositosis. Selanjutnya, 

mereka mengikat TLR-7/9 di permukaan endosom. Proses ini menyebabkan 

produksi interferon-α oleh sel dendritik plasmasitoid. Selain itu, sejumlah kecil 

autoantibodi diproduksi oleh sel interferon-α mengaktifkan sel dendritik mieloid. 

Setelah aktivasi, toleransi terhadap antigen tubuh rusak, oleh karena itu, sel 
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dendritik ini mengantarkan antigen mereka ke sel T CD4 + dan mengaktifkannya 

(Tahernia et al., 2017).  

Sel T membantu sel B autoreaktif melalui ikatan CD40 / CD40L dan produksi 

IL-21, sehingga sel-sel ini dapat menghasilkan autoantibodi. Selama aktivasi sel 

dendritik, sitokin pro-inflamasi seperti Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, IL-6 dan 

faktor yang mengaktivasi sel B diproduksi. Sitokin-sitokin ini mempengaruhi sel B 

dan menyebabkan produksi antibodi tambahan (Tahernia et al., 2017). 

 

2.4 Toleransi Sistem Imun  

Toleransi imunologis adalah salah satu mekanisme normal yang dimiliki oleh 

sistem imun. Secara normal sistem imun dapat bereaksi terhadap berbagai macam 

jenis mikroba (non self-antigen) namun tidak bereaksi melawan antigen yang berasal 

dari tubuh sendiri (self-antigen). Hal ini dikarenakan sel limfosit memiliki kemampuan 

untuk mengenali self-antigen yang didapatkannya saat proses menuju maturasi. 

Mekanisme ini sangat penting dalam menjaga keseimbangan sistem tubuh. Apabila 

mekanisme ini gagal, maka akan terjadi suatu autoimunitas, yaitu sistem imun dari 

individu dapat menyerang sel dan jaringan dari individu itu sendiri. Penelitian tentang 

induksi toleransi dewasa ini banyak dilakukan untuk menemukan cara yang aman 

untuk mentoleransi pasien autoimun terhadap self-antigen mereka. Hal ini biasanya 

dilakukan dengan memberikan serangkaian panjang suntikan alergen yang di 

formulasi khusus atau self-antigen untuk mengembalikan regulasi imun (Abbas, 

2014). 
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2.5 Pengembangan Metode Escalating Dose Immunotherapy dalam 

Menurunkan Progesivitas Penyakit Autoimun  

Tujuan utama dari terapi penyakit autoimun adalah membatasi respon imun 

terhadap self-antigen tanpa menurunkan kemampuan sel imun untuk mengeleminasi 

antigen asing (non-self). Escalating dose self-antigen immunotherapy dapat 

menginduksi sel regulator pada respon imun yaitu T-Reg untuk mensupresi Sel T 

yang autoreaktif (Sakaguchi, 2000).  

Dalam klinik, allergen-specific immunotherapy biasanya meliputi pemberian 

dosis antigen bertahap di fase awal pengobatan, sebelum akhirnya maintenance 

dose tinggi tercapai, menghasilkan desensitisasi alergi. Hal ini diterima secara luas 

bahwa penggunaan strategi dosis bertahap meminimalkan risiko efek samping 

terkait imunoterapi, yang mungkin berkisar dari gejala ringan sampai anafilaksis. 

Dengan dosis bertahap dapat dilakukan pemberian dosis antigen yang lebih besar 

dan, bila berhasil, terjadi pemulihan toleransi imunologi terhadap pemberian antigen 

(Burton et al., 2014). 

Pemberian escalating dose self-antigen immunotherapy lain yang telah 

dikembangkan adalah terhadap penyakit autoimun Multiple Sclerosis. Injeksi 

subkutan Myelin Basic Protein mampu menurunkan sitokin IL-17 sehingga 

menghambat perkembangan sel B dan T autoreaktif. Selain itu juga, didapatkan 

penurunan kadar sitokin-sitokin proinflamasi (Lomakin et al, 2016). Pada penelitian 

sebelumnya, dibuktikan bahwa pemberian EDI dengan self antigen dsDNA dapat 

memperbaiki regulasi sistem imun pada LES. Didapatkan penurunan kadar 

autoantibodi ANA dan anti-dsDNA, serta peningkatan proliferasi sel Treg sehingga 

mengembalikan regulasi sistem imun. Namun, diperlukan penelitian lebih lanjut 
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mengenai efek samping pemberian EDI dengan self antigen dsDNA terhadap 

kerentanan infeksi pada LES.  

 

2.6 Infeksi pada Lupus Eritematosus Sistemik 

 Pasien LES berisiko tinggi untuk semua jenis infeksi. Pertama, lupus sendiri 

dapat membuat infeksi lebih sering terjadi dikarenakan lupus dapat mempengaruhi 

sistem imun dan membatasi kemampuan tubuh untuk melawan agen infeksi, seperti 

bakteri dan virus. Kedua, pasien lupus sering menggunakan obat-obatan 

imunosupresif untuk mengontrol sistem imun yang terlalu aktif. Obat-obatan ini 

membatasi kemampuan sistem imun tubuh untuk merespons dan membuat 

penderitanya lebih rentan terhadap agen infeksi. 

Infeksi yang paling umum terjadi pada lupus melibatkan sistem pernapasan 

(paru-paru dan jantung), kulit, dan saluran kemih. Selain itu juga pasien lupus juga  

berisiko tinggi untuk terinfeksi Candida dan Herpes zoster (Lupus Foundation of 

America, 2013) 

 

2.7 Salmonella Typhimurium 

2.7.1 Definisi 

 Salmonella adalah  kelompok heterogen besar dari basil Gram-negatif motil 

yang menginfeksi hewan dan manusia. Salmonella memiliki kemampuan untuk  

bertahan hidup meskipun ada antibodi humoral dan seluler. Infeksi akan berat pada 

pasien dengan gangguan fungsi sel-T, khususnya mereka yang mengalami 

penurunan limfosit, berkurang jumlah sel Th, dan penurunan rasio Th:Treg. Saluran 

pencernaan lebih sering menjadi lokasi utama infeksi. Namun, jika infeksi menyebar 

ke saluran lain dapat menyebabkan gejala klinis yang berbeda. Bakteremia dapat 
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terjadi pada penyakit LES, sirosis hati, infeksi HIV dan  kanker organ (Gerona et al., 

2009). Dua puluh persen yang terinfeksi Salmonella non-typhoidal, termasuk 

Salmonella Typhimurium, adalah pasien LES (Lim et al., 2001). 

 

2.7.2 Salmonella Typhimurium pada LES 

LES merupakan faktor predisposisi pasien ke berbagai infeksi, termasuk 

Salmonella non-typhoidal. Risiko infeksi meningkat pada saat fase imunosupresi 

meningkat, terutama saat fase lupus flares (Joshua et al., 2003). 

Pada salmonellosis murine, patogen menyebar dari tempat utama infeksi ke 

organ sistem retikuloendotelial (RES), dimana bakteri Salmonella Typhimurium 

dapat berkembang biak dengan cepat. Hal ini menunjukkan bahwa patogenisitas 

salmonella sangat bergantung pada kemampuan untuk berkembang biak dalam 

makrofag RES (Lin et al., 1987).  

Pada pasien LES terjadi gangguan sistem retikuloendotelial dalam 

membersihkan Salmonella, yang diakibatkan oleh opsonisasi yang tidak memadai, 

gangguan fagositosis mononuklear, hiposplenisme fungsional, dan 

hipokomplementaemia (Lim et al., 2001). 

 

2.7.3 Salmonella Typhimurium pada Hati 

Pada mencit, Salmonella Typhimurium menyebar secara sistemik melalui 

sirkulasi dan karakteristik infeksinya adanya perubahan patologis yang berat dan 

tingginya jumlah bakteri di Payer’s patches, kelenjar getah bening mesenterika, hati, 

dan limpa (Zhang et al., 2003).  
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Di hati, bakteri Salmonella Typhimurium difagosit oleh sel Kupffer dan 

berkembang biak, bakteri kemudian menyerang hepatosit. Secara patologis, abses 

soliter kecil dengan infiltrasi banyak sel polimorfonuklear (PMN) dapat diamati pada 

tahap awal, sedangkan pada tahap selanjutnya, abses menjadi granuloma. 

Perkembangan lesi granulomatosa adalah salah satu dari karakteristik bakteri 

intraseluler seperti Salmonella Typhimurium (Umezawa et al., 1995). 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1 Kerangka Konsep 

Bagan 3.1 Kerangka Konsep 

 

 Lupus Eritematosus Sistemik disebabkan oleh berbagai faktor termasuk 

adanya defek klirens imun kompleks dan lingkungan yang menyebabkan 

kerusakan jaringan dan inflamasi. Faktor-faktor tersebut menyebabkan aktivasi 

sel dendritik yang kemudian mengaktivasi sel-sel limfosit yang reaktif. 

Hipereaktivitas sel T dan sel B juga didorong oleh penurunan sel Treg baik 

secara fungsi maupun jumlah. Sehingga regulasi sel T dan sel B rusak. 
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Meningkatnya sel limfosit B yang reaktif akan memicu produksi antibodi yang 

menyerang self-antigen nukleus dan dsDNA. Sedangkan peningkatan sel T akan 

memicu peningkatan Th 1, Th 2, Th17 beserta sitokin-sitokin yang dihasilkan 

seperti IFN-ɣ, IL-4, IL-17A. Sel-sel reaktif tersebut akan menyebabkan inflamasi 

dan menyebabkan kerusakan pada organ-organ tubuh, dan mengarah ke 

penyakit LES. Escalating dose immunotherapy (EDI) dengan pemberian self-

antigen dsDNA dapat menginduksi kembalinya fungsi maupun jumlah sel Treg 

dan menginduksi toleransi dengan meregulasi kembali sel T dan sel B, sehingga 

terjadi penurunan sel limfosit reaktif. Dalam menginduksi toleransi diharapkan 

terapi  EDI dengan self-antigen dsDNA tidak menekan seluruh sistem imun dan 

tidak menyebabkan kerentanan terhadap infeksi sehingga aman untuk 

digunakan. Untuk menguji kerentanan infeksi maka dilakukan dengan 

penghitungan jumlah koloni bakteri Salmonella Typhimurium yang diberikan 

pada organ mencit model lupus yang sudah diberi terapi EDI dengan self-antigen 

dsDNA. 

 

3.2 Hipotesis Penelitian 

Pemberian escalating dose immunotherapy (EDI) dengan dsDNA dosis 5x10-

2μg, 5x10-1μg, 5μg tidak meningkatkan jumlah koloni Salmonella Typhimurium pada 

hati mencit Lupus Eritematosus Sistemik. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental murni (true experimental 

design) laboratorik dengan menggunakan desain post test only controlled group 

design. Penelitian ini dilakukan secara in vivo dengan menggunakan mencit Balb/C 

sebagai subjek penelitian yang sebelumnya diinjeksikan pristan untuk induksi LES 

dan kemudian diinjeksikan self-antigen dsDNA dalam dosis tertentu secara 

berurutan dan bertahap, lalu disonde Salmonella Typhimurium. 

 

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi Penelitian 

Populasi penelitian ini adalah mencit strain Balb/C betina yang berusia 6-8 

minggu dengan berat badan rata-rata 25-30 gram. Mencit Balb/C diperoleh dari 

LPPT Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang karena telah memiliki 

sertifikasi mengenai keaslian strain. Mencit Balb/C dipilih karena penelitian terdahulu 

yang menunjukkan bahwa mencit Balb/C dapat memberikan gambaran imunologis 

seperti yang terjadi pada manusia (Rottman dan Willis, 2010). 

 

4.2.2 Sampel Penelitian 

4.2.2.1 Kriteria Inklusi 

 Mencit strain Balb/C betina tanpa kelainan anatomis. 

 Mencit hidup yang sudah terinduksi lupus oleh pristan. 
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4.2.2.2 Kriteria Eksklusi 

 Mencit yang selama penelitian tidak mau makan 

 Mencit yang kondisinya menurun atau mati selama penelitian berlangsung 

 

4.2.2.3 Perolehan Sampel 

Teknik yang digunakan untuk memilih sampel dari populasi adalah 

randomisasi, untuk meminimalisir bias. Jumlah sampel mencit yang digunakan 

dalam penelitian ini dihitung menggunakan rumus sebagai berikut: 

n (p – 1) ≥ 15   n : jumlah ulangan   p : jumlah kelompok 

Penelitian ini terdapat tiga kelompok sebagaimana yang telah disebutkan 

sebelumnya. Oleh karena itu didapatkan jumlah sampel sebagai berikut: 

n (3– 1) ≥ 15   |   n ≥ 7.5 dibulatkan menjadi 8 ekor 

Untuk tiga kelompok, diperlukan pengulangan paling sedikit sebanyak 8 ekor 

untuk tiap kelompok sehingga sampel mencit total yang diperlukan dalam penelitian 

ini adalah minimal 24 ekor mencit Balb/C betina. 

 

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Biomedik, dan 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, pada bulan Januari 

sampai Oktober tahun 2018. 
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4.4 Variabel Penelitian 

4.4.1 Variabel Bebas 

Pengelompokan dan perlakuan hewan coba dilakukan secara acak dengan 

metode simple random sampling dan pembagian kelompok didasarkan atas 

pembagian pemberian perlakuan self-antigen dsDNA. Berikut ini merupakan 

pembagian kelompok perlakuan : 

A. Kelompok kontrol negatif: mencit yang tidak diinjeksi pristan maupun dsDNA, 

lalu berikutnya disonde Salmonella Typhimurium. 

B. Kelompok kontrol positif: mencit yang diinjeksi pristan namun tidak diinjeksi 

dsDNA, lalu berikutnya disonde Salmonella Typhimurium. 

C. Kelompok perlakuan: mencit yang diinjeksi pristan dan dsDNA dosis 5x10-

2μg, 5x10-1μg, 5μg secara berurutan lalu berikutnya disonde Salmonella 

Typhimurium. 

4.4.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah kolonisasi bakteri 

Salmonella Typhimurium di hati pada media kultur. 

 

4.5  Definisi Operasional 

a. Hewan coba model Lupus adalah mencit galur Balb/C betina, yang telah 

menunjukkan tanda lupus karena induksi pristan meliputi tanda klinis seperti  

arthritis dan kerontokan bulu pada mencit serta adanya ANA dan anti-dsDNA 

(Li et al., 2018; Lin et al., 2017). 

b. Antinuclear antibodies (ANA) adalah antibodi yang menyerang protein di 

dalam inti sel. Studi sebelumnya telah membuktikan bahwa ANA positif 
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memiliki sensitivitas yang tinggi terhadap LES (Leuchten et al, 2017). Titer 

ANA akan diukur dengan metode ELISA. 

c. Anti-dsDNA adalah antibodi spesifik pada LES. Anti-dsDNA dapat diproduksi 

dari sel B autoreaktif matur yang diaktifkan oleh lingkungan inflamasi. 

Kompleks imun antibodi anti-dsDNA telah dapat mengaktifkan jalur inflamasi 

dalam sel mieloid, sehingga memicu umpan balik sistem imun inat dan 

adaptif (Malkiel et al, 2016). Titer anti-dsDNA akan diukur dengan metode 

ELISA. 

d. Pristan (tetramethylpentadecane) merupakan alkana isoprenoid yang 

digunakan untuk menginduksi lupus pada mencit. Pristan didapatkan dari 

Gamma Scientific Biolab. Pristan 0,5 mL diinjeksikan secara intraperitoneal. 

e. Self-antigen dsDNA merupakan antigen yang digunakan dalam metode 

Escalating Dose Immunotheraphy (EDI) dengan optimasi/penentuan dosis 

antigen ini diisolasi dari darah mencit yang telah diinduksi lupus. 

f. Salmonella Typhimurium adalah bakteri yang disonde kedalam hewan coba 

dengan dosis 108 CFU yang nantinya akan dilakukan pencatatan efek 

Salmonella Typhimurium tujuh hari kemudian untuk menilai kerentanan tubuh 

terhadap infeksi setelah dilakukan pemberian bertahap dosis self-antigen 

dsDNA dengan cara penghitungan kolonisasi bakteri pada organ hati dengan 

menggunakan teknik kultur. 

g. Colonies Forming Units (CFU) counting pada plates adalah metode gold 

standard yang paling banyak digunakan dalam menghitung jumlah bakteri. 

Metode CFU hanya menghitung bakteri yang hidup dan bukan bakteri mati 

atau debris (Hazan et al., 2012). 
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4.6 Alat dan Bahan Penelitian 

4.6.1 Pemeliharaan Mencit 

Untuk pemeliharaan mencit diperlukan kandang pemeliharaan mencit, tutup 

kandang dari anyaman kawat, sekam, botol minum, dan pakan standar mencit. 

 

4.6.2 Isolasi dsDNA 

Alat dan bahan yang digunakan adalah falcon 15cc, proteinase K 20µL, 

RNAse A 20µL, vortex, water bath, genomic lysis/binding buffer, alcohol absolut 

200µL, spin column, elution buffer, alat sentrifus, nanodrop, eppendorf, pipet, 

vacutainer EDTA, dan kit Invitrogen.  

 

4.6.3 Induksi Lupus pada Mencit 

 Bahan yang digunakan adalah pristan 0,5ml dan diinjeksikan ke mencit 

dengan spuit 1cc. 

 

4.6.4 Preparasi dan injeksi dsDNA 

Alat dan bahan yang digunakan adalah Laminar Air Flow, pipet, vortex, 

glukosa 5%, reagen invivo-jetPEI, larutan dsDNA 5x10-2μg, 5x10-1μg, 5μg, dan spuit 

1cc. 

 

4.6.5 Pengukuran kadar antibodi (ANA dan anti-dsDNA) 

 Cawan ELISA, PBS-T 0,2%, BSA 1%, serum antibodi primer, tabung, 

antibodi sekunder (anti mouse IgG), SA-HRP, TMB, HCl 1N, dan ELISA reader 

(λ=450nm). 
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4.6.6 Sonde Salmonella Typhimurium 

 Alat dan bahan yang digunakan adalah bakteri Salmonella Typhimurium 108 

CFU/mL, PBS dan spuit 1cc. 

 

4.6.7 Pembedahan Mencit 

 Alat dan bahan yang digunakan adalah kloroform, kapas, aluminium foil, 

wadah berukuran sedang, wadah berukuran kecil, gunting, pinset, jarum pentul, 

meja bedah, dan formalin. 

 

4.6.8 Kultur Hati Mencit 

Alat dan bahan yang digunakan adalah organ hati mencit, mortir, timbangan, 

9 mL APW, bismuth sulfite agar plate, dan inkubator. 

 

4.6.9 Sanitasi dan Higienisasi  

 Alat dan bahan yang digunakan adalah tempat cuci tangan, antiseptik, jas 

laboratorium, masker, dan handscoon. 

 

4.7 Metode Pengumpulan Data 

4.7.1 Persiapan Hewan Coba 

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit strain Balb/C 

yang dipilih berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi. Mencit Balb/C diperoleh dari 

UIN Malang karena telah memiliki sertifikasi mengenai keaslian strain. Mencit 

diberikan makanan standar dan ditempatkan di dalam kandang. Penelitian ini 

dilakukan setelah mendapat persetujuan etik darikomisi etik Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya. 
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4.7.2 Isolasi dsDNA 

dsDNA diisolasi dari serum mencit menggunakan kit Invitro. Darah yang 

diambil dimasukkan ke dalam falcon 15cc. masing-masing falcon ditambahkan 

proteinase K sebanyak 20µL dan 20µL RNAse A. Falcon kemudian divortex lalu 

inkubasi dalam suhu ruang selama 2 menit. Genomic lysis/binding buffer 

dimasukkan ke tiap falcon dan divortex hingga homogen. Lakukan inkubasi selama 5 

menit dalam water bath 550C, vortex, dan lanjutkan inkubasi kembali selama 5 

menit. Tambahkan alcohol absolut 200µL dalam falcon kemudian vortex 5 detik. 

Sebanyak 640µL lysate dari masing-masing falcon dimasukkan ke dalam 

spin column untuk kemudian mendapatkan DNA setelah proses binding dan washing 

tiap-tiap spin column. Spin column yang telah melalui proses binding dan washing 

ditambahkan elution buffer kemudian diinkubasi suhu ruang selama 1 menit dan 

sentrifus kecepatan maksimal selama 3 menit. Lakukan proses nanodrop setelah 

DNA yang didapat dicampurkan pada eppendorf. 

 

4.7.3 Injeksi Pristan 

Pristan 0,5 mL diinjeksikan secara intraperitoneal pada mencit sehat untuk 

menginduksi LES, lalu ditunggu dan dievaluasi tanda klinisnya selama 8-12 minggu 

(Pawar et al., 2014). 

 

4.7.4 Preparasi dan injeksi dsDNA 

Reagen invivo-jetPEI dilarutkan dalam setengah volume injeksi pada glukosa 

5% dengan pelarut sterile water. Vortex perlahan dan lakukan spin down. 

Diambahkan larutan tersebut seluruhnya ke dalam larutan dsDNA sesuai tabel 4.1. 
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Vortex perlahan dan lakukan spin down. Dilakukan Inkubasi selama 15 menit pada 

suhu ruang hingga larutan menjadi stabil. dsDNA diinjeksikan secara intraperitoneal 

dengan konsentrasi 5x10-2μg, 5x10-1μg, 5μg secara berurutan pada kelompok 

perlakuan dengan interval injeksi setiap dosis 1 minggu.  

 

Tabel 4.1 Dosis Injeksi dsDNA 

Larutan 
DOSIS dsDNA 

(μg) 

Glukosa 

(μg) 

dsDNA 

(μg) 

H2O 

(μg) 

Volume Akhir 

(μg) 

A 

0,05 2750 11 2739 5500 

0,5 2750 110 2640 5500 

5 2750 462 2288 5500 

Larutan 
DOSIS dsDNA 

(μg) 

Glukosa 

(μg) 

PEI 

(μg) 

H2O 

(μg) 

Volume Akhir 

(μg) 

B 

0,05 2618 132 2750 5500 

0,5 1430 1320 2750 5500 

5 2736,8 13,2 2750 5500 

 

4.7.5 Pengukuran kadar antibodi (ANA dan anti-dsDNA) 

Prosedur pengukuran dengan meng-coating antigen 1:20 dalam cawan 

ELISA, inkubasi overnight suhu 40 C, kemudian dicuci dengan PBS-T. Kemudian 

blocking dengan BSA 1%. Dicuci kembali dengan PBS-T. Antibodi primer (serum) 

diencerkan 1:500 dalam PBS,ditambahkan 100 ul dalam tabung di inkubasi selama 

1 jam. Tabung dicuci kembali dengan 300 ul PBS-T 0,2 % selama 3 kali. Antibodi 

sekunder berlabel enzim (anti mouse IgG)1:1000 ditambahkan pada tabung dengan 

inkubasi 1 jam. Cuci dengan PBS-T 0,2 %. Ditambahkan SA-HRP 1:1000 diinkubasi 
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selama 1 jam. Sel dicuci dengan PBS-T 0,2 %. Kemudian dilakukan penambahan 

substrat (sureblue) TMB dan diinkubasi 30 menit. Tanpa membuang sureblue TMB, 

reaksi distop dengan HCl 1N, inkubasi 15 menit. Kemudian dibaca ELISA reader 

(λ=450nm). Kadar  ANA / anti-dsDNA ditunjukkan dalam ul/mL. 

 

4.7.6 Pengukuran Kolonisasi Pada Organ Hati 

Salmonella Typhimurium disonde kedalam hewan coba dengan dosis 108 

CFU/mL pada hari ke-1 dan ke-3 dan diinkubasi selama 7 hari. Kemudian dilakukan 

pembedahan terhadap organ. Organ hati diambil dari mencit lalu disimpan pada 

wadah yang telah disediakan. Organ yang telah diambil digerus dengan mortir, lalu 

ditimbang sama rata. Organ hasil gerusan yang telah ditimbang dibuat seri 

pengenceran dengan APW (sampel organ dicampur dengan 9 mL APW kemudian 

dihomogenkan, dilakukan hingga 4 kali pengulangan). Setelah itu dibiakkan pada 

medium bismuth sulfite agar plate. Pembiakkan dibiarkan di inkubasi selama 48 jam 

dan dilakukan pengamatan serta penghitungan bakteri dengan colony counter. 

 

4.8 Pengolahan Data 

Hasil pengukuran koloni mencit dianalisa secara statistik dengan 

menggunakan program IBM SPSS Statistics versi 24 dengan tingkat signifikansi 

0,05 (p = 0,05) dan taraf kepercayaan 95% (α = 0,05). Langkah-langkah uji hipotesis 

komparatif adalah uji normalitas data, uji homogenitas varian, uji Kruskall-Wallis dan 

uji Mann-Whitney.  
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4.9 Alur Penelitian 

 

Bagan 4.1 Alur Penelitian 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

 

5.1 Hasil Penelitian 

5.1.1 Induksi Lupus pada Mencit 

Setelah 8-12 minggu paska injeksi pristan, mencit memperlihatkan 

manifestasi klinis penyakit seperti arthritis, asites, dan alopesia (Gambar 5.1). 

Selain itu, dari hasil uji serologis, didapatkan hasil tes ANA positif (Li et al., 2018). 

 

 

Gambar 5.1. Manifestasi Klinis Mencit Model Lupus Induksi Pristan 

 Panah hitam menunjukkan: (A) Inflamasi sendi. (B) produksi cairan abdominal 

 atau asites. (C) Alopecia  

 
 
 
 

5.1.2 Kultur dan Penghitungan Koloni Bakteri 

Setelah mencit dibedah dan organ hati mencit diambil, dilakukan kultur 

dan dilakukan pengamatan serta penghitungan koloni bakteri dengan colony 

counter. 
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Gambar 5.2 Koloni Salmonella Typhimurium pada Media BSA  

Panah merah menunjukkan black jet colony yang khas ditemukan pada       

 pertumbuhan bakteri Salmonella (Kumar, 2016). 

 

Hasil colony counter dianalisa secara statistik dengan menggunakan 

program IBM SPSS Statistics versi 24 dengan tingkat signifikansi 0,05 (p = 0,05) 

dan taraf kepercayaan 95% (α = 0,05). Langkah-langkah uji hipotesis komparatif 

adalah uji normalitas data, uji homogenitas varian, uji Kruskall-Wallis dan uji 

Mann-Whitney. 

 

Tabel 5.1 Hasil Perhitungan Rerata Koloni Salmonella Typhimurium 

pada Hati Mencit yang diberikan Escalating Dose Immunotherapy (EDI) 

dengan dsDNA 

Kelompok 

Rerata Koloni  
Salmonella 

Typhimurium 
(r ± SD) 

Negatif 
 

0,00 ± 0,00 

Positif 
  

 311,00 ± 187,236 

Perlakuan 
 

58000,00 ± 3559,026 
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5.2 Analisis Data 

 Data pada penelitian ini dianalisis dengan software SPSS versi 24 dan 

output analisis dapat dilihat pada lampiran. 

5.2.1 Uji Asumsi Data 

 Sebelum data diatas dianalisis dengan menggunakan uji statistik, perlu 

dilakukan pengujian terhadap beberapa asumsi data, yaitu uji normalitas 

distribusi data dan uji homogenitas data. 

5.2.1.1 Uji Normalitas Distribusi Data 

 Pada penelitian ini normalitas distribusi data diuji dengan menggunakan 

uji Shapiro-Wilk, karena jumlah sampel yang digunakan sedikit (kurang dari 50 

sampel). Hasil uji normalitas menggunakan uji one Shapiro-Wilk menunjukan 

distribusi dari data normal atau p > 0,05 (Tabel 5.1).  

5.2.1.2 Uji Homogenitas Ragam Data  

 Untuk mengetahui ada atau tidaknya heterogenitas ragam data, perlu 

dilakukan uji kesamaan ragam, yaitu uji Levene (Levene test homogenicity of 

variances). Berdasarkan uji Levene, nilai signifikansi data penelitian adalah 

kurang dari p (0,05) yang membuktikan bahwa data tidak homogen, sehingga 

metode Kruskall-Wallis yang harus digunakan untuk menganalisis data (Tabel 

5.1). 

Tabel 5.2 Hasil uji Normalitas dan Homogenitas 

Kelompok Uji Normalitas Uji Homogenitas 

Negatif - 

0,028 Positif 0,965 

Perlakuan 0,405 
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5.2.2 Uji Kruskall-Wallis 

Pada hasil analisis Kruskal-Wallis didapatkan nilai signifikansi sebesar 

0,006 (p<0,05), berarti terdapat perbedaan rerata koloni Salmonella Typhimurium 

pada masing-masing kelompok. Untuk mengetahui perbedaan antar kelompok 

perilaku, dilakukan uji lanjutan menggunakan uji Mann-Whitney. 

5.2.3 Uji Mann-Whitney 

Berdasarkan uji Mann-Whitney didapatkan nilai signifikansi p<0,05 (Tabel 

5.2). 

Tabel 5.3 Hasil Uji Mann-Whitney 

Uji Mann-Whitney Hasil Uji 

Kelompok Negatif dan Kelompok Positif 0,014 

Kelompok Negatif dan Kelompok Perlakuan 0,014 

Kelompok  Positif dan Kelompok Perlakuan 0,021 

 

Sehingga dapat disimpulkan bahwa: 

a. Kelompok kontrol negatif berbeda signifikan dengan kelompok kontrol 

positif dan perlakuan. 

b. Kelompok kontrol positif berbeda signifikan dengan kelompok kontrol 

negatif dan perlakuan.  

c. Kelompok perlakuan berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif 

dan kontrol positif. 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini merupakan True Experimental dengan desain penelitian 

Post-test Only Controlled Group Design. Penelitian jenis ini dipilih karena baik 

sampel maupun perlakuan lebih terkendali, terukur, dan pengaruh perlakuan 

lebih dapat dipercaya. Penelitian ini bertujuan bertujuan untuk mengetahui 

pengaruh EDI dengan dsDNA terhadap jumlah koloni Salmonella Typhimurium 

pada hati mencit Balb/C model lupus. 

Mencit dibuat model lupus melalui injeksi pristan atau 

tetramethylpentadecane (TMPD). Injeksi secara intraperitoneal pristan pada 

mencit Balb/C dapat menginduksi produksi autoantibodi dan manifestasi klinis 

LES, seperti arthritis maupun glomerulonefritis (Reeves et al., 2009). 

 

6.1 Pengaruh Lupus Eritematosus Sistemik yang Diinduksi Pristan 

Terhadap Perbedaan Jumlah Koloni Bakteri Salmonella Typhimurium di  

Hati 

Berdasarkan hasil colony counter bakteri yang telah dikultur, didapatkan 

perbedaan yang signifikan antar kelompok, dimana pada kelompok LES (kontrol 

positif dan yang diberi terapi) didapatkan pertumbuhan jumlah koloni yang tinggi 

dibandingkan dengan kelompok sehat (kontrol negatif).  

Pada kelompok kontrol negatif tidak didapatkan koloni bakteri pada kultur 

organ hati. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh status genetik dari mencit. 

Penelitian terkait  infeksi Salmonella umumnya dilakukan pada galur tikus yang 

rentan, seperti mencit BALB/c atau C57BL/6, yang membawa alel Nramp1 

mutan. Namun, beberapa galur tikus yang membawa alel Nramp1 tipe liar bisa 
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lebih tahan hingga 1000 kali lipat terhadap infeksi Salmonella Typhimurium 

daripada galur yang membawa alel Nramp1 mutan (Raupach et al., 2006).  

Selain itu, pada mencit yang sehat terdapat banyak variasi spesies 

bakteri dan mikroorganisme lainnya di saluran pencernaan.  Mikrobiota memiliki 

peran penting dalam proteksi terhadap infeksi, termasuk Salmonella 

Typhimurium. Sebuah studi dilakukan pada mencit sehat yang terdapat bakteri 

Mucispirillum schaedler pada saluran cernanya dibandingkan dengan yang tidak 

terdapat Mucispirillum schaedler. Hasilnya menunjukkan bahwa Mucispirillum 

schaedler sebagai mikrobiota saluran cerna dapat memberikan proteksi terhadap 

infeksi Salmonella Typhimurium, melalui kompetisi mendapatkan nitrat, yakni 

nutrisi esensial untuk faktor virulensi Salmonella Typhimurium  (Herp et al., 

2019). Studi tersebut menunjukkan adanya peran mikrobiota usus pada mencit 

sehat (kontrol negatif) bersifat protektif dan supresif terhadap pertumbuhan koloni 

bakteri.  

Namun, variasi mikrobiota usus dapat berubah seiring muncul dan 

berkembangnya penyakit pada mencit. (Wang et al., 2019). Pada penyakit 

autoimun dapat terjadi disfungsi dari mikrobiota usus. Disfungsi tersebut 

menyebabkan menurunnya barrier usus yang mengakibatkan mudahnya 

penyebaran infeksi bakteri ke hati (Konturek et al., 2018). Hal ini menjelaskan 

terganggunya sifat protektif dan supresif terhadap pertumbuhan koloni bakteri 

oleh mikrobiota usus pada mencit LES. Sehingga sejalan dengan hasil 

didapatkan pertumbuhan jumlah koloni yang tinggi pada mencit LES 

dibandingkan mencit sehat.  

Pertumbuhan koloni bakteri yang tinggi pada mencit LES juga sejalan 

dengan studi yang dilakukan Joshua et al yang menjelaskan bahwa penderita 

LES mengalami gangguan fungsi sistem imun yang disebabkan oleh penyakit 
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LES sendiri maupun obat-obatan imunosupresif, sehingga berisiko tinggi untuk 

semua jenis infeksi, termasuk Salmonella non-typhoidal (Joshua et al., 2003). 

Salah satu gangguan sistem imun pada LES yakni didapatkan 

peningkatan ekspresi TLR-7 dan TLR-9 dibandingkan kelompok sehat dan 

ekspresi tersebut berkolerasi positif dengan kadar sitokin proinflamasi IL-6, TNF-

α, dan IFN-γ (Sanchez et al., 2015). Sitokin-sitokin tersebut berperan dalam 

meningkatkan kerentanan infeksi serta mengganggu clearance bakteri 

(Duvigneau et al., 2016).   

Studi-studi tersebut dapat menjelaskan perbedaan kerentanan infeksi dan 

pertumbuhan koloni bakteri pada mencit sehat dan mencit yang telah diinduksi 

LES.  

 

6.2 Pengaruh Escalating Dose Immunotherapy (EDI) dengan self antigen 

dsDNA terhadap Jumlah Koloni Bakteri Salmonella Typhimurium pada Hati 

Lupus Eritematosus Sistemik  

Pada kelompok LES yang dipaparkan bakteri Salmonella Typhimurium 

dan sudah diterapi EDI dengan self antigen dsDNA didapatkan jumlah koloni 

bakteri dengan perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan kelompok yang 

tidak diterapi, dimana jumlah koloni bakteri pada kelompok terapi jauh lebih 

tinggi.  

Sebuah studi menggunakan metode EDI pada paparan Myelin Basic 

Protein untuk penyakit Multiple Sclerosis menunjukkan terjadinya induksi IL-10 

yang memiliki peran penting dalam mekanisme regulasi yang efektif untuk terapi 

penyakit autoimun dan alergi. Induksi IL-10 ini juga terjadi pada paparan kronis 

infeksi dan berperan dalam membatasi gangguan imunitas pada infeksi kronis 

(Burton et al., 2014). Studi lain menunjukkan pada pemberian DNA dari sel sehat 

didapatkan kadar pro–IL-1β dan pro–IL-18 yang rendah (Imaeda et al., 2009). 
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Substrat caspase-1, yakni IL-1β dan IL-18 (bentuk matur pro–IL-1β dan pro–IL-

18), dapat berperan sebagai imunitas inat melawan infeksi Salmonella 

Typhimurium (Raupach et al., 2006). Jika terapi EDI dengan self antigen dsDNA 

dapat menghasilkan IL-10, IL-1β dan IL-18 yang rendah maka terapi ini dapat 

mengganggu regulasi terhadap infeksi dan meningkatkan kerentanan infeksi, 

seperti infeksi Salmonella Typhimurium pada hati penderita LES.  

Selain itu juga, studi lain menunjukkan pemberian dsDNA pada mencit 

yang diinduksi asites terjadi apoptosis masif dinding sel saluran cerna. Fungsi 

barrier dari dinding sel saluran cerna menurun cepat dan mengakibatkan 

berkembangnya kontaminasi bakteri pada cairan asites hingga sepsis. Hal ini 

terjadi bersamaan dengan apoptosis masif dan nekrosis sekunder dari sel asites, 

yang mempercepat nekrosis di peritoneum dan dinding saluran cerna sehingga 

meningkatkan kerentanan infeksi (Alyamkina et al., 2015). 

Ketiga studi tersebut dapat menjelaskan tingginya pertumbuhan koloni 

bakteri pada mencit yang diterapi dengan pemberian dsDNA, dibandingkan 

dengan mencit yang tidak diterapi. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan 

pemberian escalating dose immunotherapy (EDI) dengan self antigen dsDNA 

dapat meningkatkan kerentanan infeksi pada hati mencit yang diinduksi LES. 
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BAB VII 

PENUTUP 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan bahwa pemberian 

escalating dose immunotherapy (EDI) dengan dsDNA dosis 5x10-2μg, 5x10-1μg, 5μg 

meningkatkan jumlah koloni Salmonella Typhimurium pada hati mencit Lupus Eritematosus 

Sistemik. Hal ini menunjukkan bahwa terapi escalating dose immunotherapy (EDI) dengan 

dsDNA dapat meningkatkan kerentanan infeksi. 

 

7.2 Saran 

Berdasarkan kesimpulan yang telah dikemukakan, maka diberikan saran-saran yang 

dapat diambil untuk menyempurnakan penelitian yang telah dilakukan, yaitu sebagai berikut: 

1) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai dosis efektif escalating dose 

immunotherapy (EDI) dengan dsDNA. 

2) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai regulasi sistem imun terhadap 

berbagai infeksi dalam terapi  escalating dose immunotherapy (EDI) dengan dsDNA. 

3) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut membandingkan terapi konvensional dengan 

terapi metode escalating dose immunotherapy (EDI) dengan dsDNA. 
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