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Abstract

Lactat acid bacteria which act as a probiotic was a bacteria who can survive to low pH (gastric acid)
and bile. Indigenous lactat acid bacteria have a potency as a Immunostimulator for Immunoglobulin
(IgA,l1gG) lactat acid bacteria used in this research were isolated from breastmilk (ASI). The purpose
of this studi were to understand the immunostimulan effect in wistar rat after affected by the pathogen
bacteria, and to get the Lactobacillus plantarum suplementation from breastmilk isolate with Elisa
methode. The result of study showed that Lactobacillus plantarum from breastmilk could increase the
immunoglobulin (IgA,lgG) in wistar rat and have a potency as a Immunostimulan
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PENDAHULUAN

Bakteri asam laktat/probiotik
mempunyai afinitas pengikatan yang tinggi
terhadap membran sel epitel mukosa dan dapat
bertindak sebagai pembawa antigen, serta
mengikatkan ke jaringan target sehingga dapat
mengaktivasi makrofag untuk membangkitkan
respon imun mukosa yang dapat diketahui
dengan munculnya IgA.

Imunoglobulin A (IgA) adalah
imunoglobulin utama yang ditemukan pada
mukosa sehingga IgA disebut juga sebagai
secretory imunoglobulin A (slgA) karena IgA
yang terbentuk akan keluar masuk dalam
lumen atau sistem peredaran darah yang
selanjutnya akan memacu pembentukan 19gG
dan IgM. Bakteri probiotik memproduksi IgA
sekitar 80% yang ada dalam mukosa usus/
lamina propia usus (Galdeano et al, 2007).
Bakteri probiotik akan memacu aktivasi sel
imunokompeten baik makrofag maupun sel
dendrit sehingga jaringan limfoid yang ada
dalam lamina propia akan memicu sel plasma
untuk memproduksi IgA yang berperan dalam
sistem imun mukosa. Sehingga bakteri

probiotik  dapat dimanfaatkan  sebagai
imunomodulator dengan menghasilkan 1gA
dalam mukosa. Masuknya antigen peroral akan
merangsang terbentuknya IgA, yang dapat
keluar masuk dalam lumen usus atau peredaran
darah. Lipopolisakarida (LPS) yang dihasilkan
oleh bakteri gram negatip yang merupakan
bagian luar dinding sel yang berupa toksin/
endotoksin, yang dapat menginduksi terjadinya
sepsis. Patofisiologis sepsis dapat
menyebabkan  ketidakseimbangan  antara
sitokin roinflamasi dan antiinflamasi. Produksi
sitokin ~ proinflamasi akan  menyebabkan
peningkatan  apoptosis  epitel  saluran
pencernaan Vvaitu sel efektor imunologis
termasuk sel limfosit dan sel dendrit yang akan
menurunkan produksi imunoglobin Presetyo
(2010).

Lactobacillus plantarum isolat asi hasil
penelitian tahun pertama yang tahan terhadap
asam dan garam empedu merupakan bakteri
indigeneus yang dapat mengendalikan mikroba
pencernaan sehngga dapat mempengaruhi
sistem kekebalan pada saluran pencernaan.
Tujuan dari penelitian ini untuk menguji
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aktivitas  imunoglobulin ~ (IgA,1gG)  dari
Lactobacillus plantarum isolat asi yang dapat
dikembangkan sebagai imunostimulan.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan antara lain inkubator,
sentrifuge, mikroplate, mikropipet, ELISA
reader,

Bahan yang digunakan antara lain isolat
Lactobacillus plantarum, media MRS cair dan
MRS agar

Persiapan Isolat Lactobacillus plantarum
Isolat Lactobacillus plantarum diremajakan
terlebih dahulu, kemudian diperbanyak dalam
medium MRS cair pada suhu 37°C selama 12
jam dan dilakukan perhitungan jumlah sel
bakteri dengan melakukan pengenceran hingga
10%. Hasil pengenceran diinokulasikan pada
medium MRS agar yang mengandung
CaC031% dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 2x 24 jam pada inkubator CO, 5%
kepadatan sel untuk mengetahui jumlah sel
kultur yang akan disoundekan.

Persiapan bakteri Vibrio parahaemoliticus
Bakteri Vibrio parahaemoliticus diremajakan
pada medium Brain Heart Infusion diinkubasi
pada suhu 37C selama 12 jam dan dilakukan
perhitungan jumlah sel bakteri dengan
melakukan pengenceran hingga 10°%. Hasil
pengenceran diinokulasikan pada medium
TCBS agar dan diinkubasi pada inkubator
suhu 37C selama 2x24 jam kepadatan sel untuk
mengetahui jumlah sel kultur yang akan
disoundekan

Perlakuan hewan coba

Hewan coba diadaptasikan selama satu minggu
kemudian dibagi menjadi 6 kelompok
perlakuan masing masing 5 ekor tikus.
Kelompok I/K+, tikus diberi bakteri patogen
Vibrio parahaemoliticus sebanyak 10° sel/ml
selama 3 hari ( tikus sakit /kontrol positip)
Kelompok II/K-tikus  tanpa diberi bakteri
patogen ( tikus sehat / kontrol negatip )
Kelompok HI/LO, tikus diberi bakteri probiotik
10° sel/ml 1 kali sehari tanpa diberi bakteri
patogen
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Kelompok IV/LI, tikus diberi probiotik 1 kali
sehari dan diberi bakteri patogen

Kelompok V/LII, tikus diberi probiotik 2 kali
sehari dan diberi bakteri patogen

Kelompok VI/LIII, tikus diberi probiotik 3 kali
sehari dan diberi bakteri patogen. Pemberian
probiotik selama 1 minggu, pada hari ke 7
seluruh tikus dibius dengan klorofom untuk
diambil darah dari retroorbitalis untuk analisis
IgA dan IgG.

Uji Imunoglobulin ( IgA,l1gG) metode
ELISA

Pengenceran diluent ( 1:4) yaitu 10 mL diluent
ditambah 40 mL buffer atau aquabides. Diluent
yang sudah diencerkan dimasukkan kedalam
mikrotube sebanyak 495 pl dan 380 pl. Sampel
divortex kemudian diambil 5 pl dan
dimasukkan kedalam mikrotube 495ul diluent (
didapatkan pengenceran 1/100). Dari sampel
1/100 diambil 20 pl dimasukkan kedalam
mikrotube 380 ul diluent  didapatkan
pengenceran 1/2000. Kemudian divortex dan
dipipet 100 pl sampel dimasukkan dalam
well/sumuran  dilakukan  secara  duplo
diinkubasi dalam suhu ruang selama 30 menit
dan cuci dengan wash solution pengenceran 20
kali yaitu melakukan pengenceran 1 ml wash
solution dengan 19 ml aquabides. Pencucian
dilakukan sebanyak 3 — 4 kali dan diisap tisue.
Masukkan enzym Antibodi Conjugate yang
telah diencerkan yaitu 10 pl antibodi ditambah
990 ul diluent, kemudian diambil 100 pl pada
masing-masing sumuran dan diinkubasi pada
suhu ruang semala 30 menit. Cuci dengan wash
solution seperti diatas sebanyak 3-4 kali diisap
tisue. Tambah chromogen substrat solution
(ready use) sebanyak 100 pl dan diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang tempat gelap,
ditambah stop solution H,SO,4 2 N 100 pl pada
tiap sumuran kemudian dibaca dengan Elisa
reader panjang gelombang 450 nm

Analisis Data

Data yang berupa kadar IgA dan IgG dianalisis
secara statistik dengan bantuan program SPSS
versi 15. Uji statistik yang digunakan adalah
Independen T tes kemudian dilanjutkan uji
Mann-Whitney untuk membandingkan antar
kelompok perlakuan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pembacaan imunoglobulin  dengan
metode Elisa didapatkan nilai rata-rata
imunoglobulin yaitu pada imunoglobulin A
menunjukkan peningkatan aktivitas
imunoglobulin pada tikus sakit yang diberi
Lactobacullis  plantarum 2 kali  sehari
kelompok V (gambar 1).

Mean of IgA

kelompok perlakuan

Gambar 1. Grafik rata-rata Imunoglobulin
A pada kelompok perlakuan

Hasil nilai rata-rata  imunoglobulinG
menunjukkan peningkatan pada kelompok V
yaitu kelompok vyang diberi Lactobacillus
plantarum 2 kali sehari (gambar 2)

Mean of IgG

kelompok perlakuan

Gambar 2. Grafik rata-rata Imunoglobulin
G pada kelompok perlakuan

Berdasarkan nilai rata-rata kelompok perlakuan
terdapat peningkatan kadar imunoglobulin
pada tikus sakit dan diberi suplementasi
Lactobacillus plantarum 2 kali sehari.

Berdasarkan uji Mann-Whitney  dari
imunoglobulin A didapatkan hasil significancy
0,46. Karena nilai p>0,05 maka kadar
imunoglobulin A tidak terdapat perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan.

Sedangkan pada imunoglobulin G didapatkan
hasil significancy 0,047. Karena nilai p<0,05
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maka kadar imunoglobulin G berbeda
bermakna antar kelompok perlakuan.

Pengaruh antigen/ benda asing melalui sel T
maupun sel B berproliferasi dan
berdeferensiasi menjadi sel plasma yang
mampu  membentuk dan melepas Ig(
Imunoglobulin ) dengan spesifitas yang sama
seperti reseptor yang ada pada permukaan sel
precursor. Imunoglobulin G banyak ditemukan
pada darah/serum. Bakteri  probiotik
memproduksi IgA sekitar 80% yang ada dalam
mukosa usus/ lamina propia usus. Bakteri
probiotik akan memacu  aktivasi  sel
imunokompeten baik makrofag maupun sel
dendrit sehingga jaringan limfoid yang ada
dalam lamina propia akan memicu sel plasma
untuk memproduksi IgA yang berperan dalam
sistem imun mukosa. Sehingga dengan
demikian Lactobacillus plantarum dapat
dimanfaatkan sebagai imunostimulan dengan
menghasilkan IgA dalam mukosa. Masuknya
antigen peroral akan merangsang terbentuknya
IgA, yang dapat keluar masuk dalam lumen
usus atau peredaran darah. Suplementasi
Lactobacillus plantarum dengan dosis yang
lebih tinggi dimungkinkan dapat meningkatkan
kadar imunoglobulin A.

KESIMPULAN

Lactobacillus plantarum isolat ASI mampu
meningkatkan aktivitas imunoglobulin (IgA,
IgG) pada tikus wistar model sepsis.
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