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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh pemberian probiotik lokal Lactobacillus fermentum (L. fermentum) dan Lactobacillus
plantarum (L. plantarum) terhadap profil kandungan IgA usus halus tikus yang diinfeksi enteropatogenik E. coli (EPEC) menggunakan teknik
imunohistokimia. Sebanyak 90 ekor tikus jantan galur Sprague Dawley digunakan dan dibagi menjadi enam kelompok perlakuan, yakni
kelompok kontrol negatif (A), kelompok perlakuan L. plantarum (B), kelompok perlakuan L. fermentum (C), kelompok perlakuan L. plantarum
dan EPEC (D), kelompok perlakuan L. fermentum dan EPEC (E), dan kelompok perlakuan EPEC (F). Perlakuan dilaksanakan selama 21 hari.
Deteksi IgA dilakukan dengan teknik imunohistokimia pada jaringan usus halus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan probiotik lokal
L. fermentum selama 2-3 minggu, dan perlakuan L. plantarum selama 2 minggu mampu meningkatkan kandungan IgA di usus halus tikus. Pada
tikus yang dipapar EPEC, L. fermentum lebih baik dalam meningkatkan kandungan IgA dibandingkan L. plantarum.

Kata kunci: EPEC, IgA, probiotik, imunohistokimia, usus halus

ABSTRACT

The study was conducted to analyse the influence of indigenous probiotic Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum on the
profile of 1gA in small intestine of Enteropathogenic E. coli (EPEC) treated rats using immunohistochemical technique. A total of 90 male rats
(Sprague Dawley) were used in this study. They were devided into 6 groups; negative control group (A), Lactobacillus plantarum treated group
(B), Lactobacillus fermentum treated group (C), Lactobacillus plantarum and EPEC treated group (D), Lactobacillus fermentum and EPEC
treated group (E), and EPEC infected group (F). The treatments were done for 21 days. IgA was detected in the small intestine using
immunohistochemical technique. The results showed that treatment of indigenous probiotic L. fermentum for 2 to 3 weeks, and L. plantarum for
2 weeks increased IgA content in rats smal intestine. In EPEC infected rats treatment of L. fermentum showed better effect in term of the IgA
level in small intestine of rats, when compared to that of L. plantarum.

Key words: EPEC, IgA, probiotic, immunchistochemistry, small intestine

PENDAHULUAN

Pintu masuk mikroorganisme patogen antara lain
adalah saluran pernafasan, saluran pencernaan, dan
saluran urogenital. Mikroorganisme patogen dapat
masuk melalui saluran pencernaan bersamaan dengan
makanan yang dikonsumsi. Mikroorganisme patogen
pada usus dapat merusak mukosa saluran pencernaan
(Sarkovic et al., 2005), serta dapat mengakibatkan diare
(Schille dan Sellin, 2006). Menurut Departemen
Kesehatan Republik Indonesia, pada tahun 2006
penyakit diare menempati urutan ketiga penyebab
kematian di Indonesia.

Kang et al. (2006) melaporkan bahwa di negara
berkembang, sebagian besar diare akut pada manusia
disebabkan oleh Eschericia coli (E. coli) yang bersifat
patogen. Enteropatogenik E. coli (EPEC) merupakan
mikroorganisme patogen yang melekat pada permukaan
sel epitel usus dan dapat menyebabkan diare (Michail
dan Abernathy, 2002).

Upaya mempertahankan kesehatan saluran pencernaan
harus selalu dilakukan. Pada umumnya masyarakat
mengonsumsi probiotik untuk meningkatkan imunitas

dan mengurangi gangguan pada saluran pencernaan.
Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang dapat
memberikan efek yang menguntungkan bagi saluran
pencernaan inang (Parassol et al., 2005). Commane et
al. (2005) melaporkan bahwa probiotik dapat menjaga
keseimbangan mikroflora usus dan meningkatkan
sistem imun. Scharek et al. (2007) juga melaporkan
bahwa probiotik efektif dalam meningkatkan imunitas
usus pada anak babi.

Probiotik yang biasa digunakan pada produk
pangan adalah bakteri asam laktat (BAL), terutama
galur Lactobacillus, Bifidobacterium, dan beberapa dari
Propionibacterium (Collado et al., 2007). Belakangan
ini telah mulai dikembangkan pakan hewan yang
mengandung probiotik untuk meningkatkan kesehatan
saluran pencernaan. Bakteri asam laktat mampu
mengurangi gangguan saluran pencernaan dan mampu
menghambat mikroorganisme patogen sehingga dapat
mencegah terjadinya diare dan infeksi (Gill dan
Guarner, 2004).

Arief et al. (2010) telah menemukan 10 BAL isolat
lokal yang diambil dari daging sapi lokal peranakan
Ongole yang dijual di berbagai pasar tradisional di
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daerah Bogor, Jawa Barat. Dua dari 10 jenis BAL
tersebut, yaitu Lactobacillus fermentum (L. fermentum)
dan Lactobacillus plantarum (L. plantarum), mempunyai
potensi probiotik, dan selanjutnya dipakai pada
penelitian ini.

Imunoglobulin A (IgA) merupakan protein yang
dihasilkan oleh sel limfosit B dan merupakan
imunoglobulin utama yang ditemukan sekitar 80% pada
mukosa saluran pencernaan, sisanya terdapat di sirkulasi
darah. Kandungan IgA usus halus dapat dijadikan salah
satu indikator kesehatan saluran percernaan. Produksi
IgA pada saluran pencernaan berperan mencegah
perlekatan mikroorganisme patogen pada sel epitel usus
(Wilson, 2005) sehingga dapat melindungi usus dari
serangan patogen. Tujuan penelitian ini adalah
menganalisis kandungan IgA pada usus halus tikus
percobaan yang diberi perlakuan probiotik lokal, L.
Plantarum dan L. fermentum, dan dipapar bakteri
EPEC.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan tikus jantan galur
Sprague Dawley berumur 5-6 minggu, yang diperoleh
dari Badan Pengawas Obat dan Makanan Republik
Indonesia. Materi utama penelitian ini adalah probiotik
lokal L. plantarum dan L. fermentum, yang diisolasi
dari daging sapi peranakan Ongole yang dijual di pasar
tradisional di kota Bogor (Arief et al., 2010). Analisis
kandungan IgA jaringan usus halus (duodenum,
yeyunum, dan ileum) dilakukan dengan teknik
imunohistokimia, antara lain menggunakan larutan
fiksatif Bouin, alkohol, xylol, embedding dengan
parafin, antibodi IgA (Sigma R9630), antibodi
sekunder terkonjugasi (Biocare STUHRP700 H, L10),
kromogen diaminobenzidine (DAB) serta seperangkat
bahan pewarnaan imunohistokimia lainnya.

Prosedur Penelitian

Tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama 3 hari,
kemudian dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan seperti
yang disajikan pada Tabel 1. Semua tikus perlakuan
diberi ransum standar dan air minum adlibitum.

Komposisi  ransum standar (Tabel 2) disusun
berdasarkan standar Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC, 1995), vyaitu mengandung

karbohidrat, protein, lemak, mineral, vitamin, dan air.

Pemrosesan dan pewarnaan jaringan

Setelah  dilakukan ~ penyampelan,  jaringan
duodenum, yeyunum, dan ileum difiksasi dalam larutan
Bouin selama 24 jam. Kemudian jaringan tersebut
didehidrasi dengan alkohol bertingkat, dan penjernihan
menggunakan xylol, sebelum dilakukan embedding
dalam parafin. Potongan jaringan (4 pum) selanjutnya
diproses  dengan  pewarnaan  imunohistokimia
(Wresdiyati et al., 2008; Wresdiyati et al., 2011)
menggunakan antibodi IgA. Hal ini bertujuan melihat
profil kandungan IgA pada jaringan duodenum,
yeyunum, dan ileum tikus kelompok perlakuan
tersebut, dan mengetahui pengaruh pemberian probiotik
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indigenus terhadap Kkesehatan usus halus pada tikus
yang dipapar EPEC, terutama dalam hal pertahanan
seluler melalui produksi antibodi yaitu IgA.

Tabel 1. Kelompok tikus perlakuan

Kelom-

Perlakuan
pok

A Tikus kontrol negatif, yaitu tikus yang dicekok
akuades mulai hari ke-1 sampai hari ke-21

B  Tikus yang dicekok L. plantarum mulai hari ke-1
sampai hari ke-21

C  Tikus yang dicekok L. fermentum mulai hari ke-1
sampai hari ke-21

D  Tikus yang dicekok L. plantarum mulai hari ke-1
sampai hari ke- 21, kemudian dicekok EPEC pada
hari ke-8 sampai hari ke-14,

E  Tikus yang dicekok L. fermentum mulai hari ke-1
sampai hari ke-21, kemudian dicekok EPEC pada
hari ke-8 sampai hari ke-14

F Kontrol positif, yaitu tikus yang dicekok akuades
pada hari ke-1 sampai hari ke-7, kemudian dicekok
EPEC pada hari ke-8 sampai hari ke-14, setelah itu
dicekok akuades lagi hari ke-15 sampai hari ke-21

Kultur L. plantarumdan L. fermentum diberikan sebanyak 1 ml
dengan populasi 10° cfu/ml, sedangkan kultur EPEC yang digunakan
sebanyak 1 ml dengan populasi 10° cfu/ml untuk satu kali cekok. L.
plantarum, L. fermentum, dan EPEC diberikan pada tikus percobaan
secara per oral menggunakan sonde lambung. Proses terminasi dan
sampling organ usus halus dilakukan tiga kali, yaitu pada hari ke-8
(T1), hari ke-15 (T2), dan hari ke-22 (T3).

Tabel 2. Komposisi campuran ransum basal tikus

Komposisi (g)

Kompo- Jumlah
nen Sumber (% bib) dalam 100 g
ransum

Protein Kasein 10 11,87
Lemak Minyak jagung 8 7,87
Mineral Campuran mineral 5 4,79
Vitamin Campuran vitamin 1 1
Serat Carboxymethylcellulose

(CMC) 1 1
Air Air 5 3,62
Pati Maizena (pati jagung) 70 69,85

Komposisi atau data proksimat kasein untuk pembuatan ransum tikus
percobaan berdasarkan sertifikat analisis terdiri atas 97,4% protein
(basis kering) atau 86,0% protein (basis basah); 1,8% abu; 11,6% air;
1,1% lemak; dan < 0,1% laktosa.

Analisis Data

Pengamatan dilakukan terhadap kandungan IgA
pada jaringan usus halus (duodenum, yeyunum, dan
ileum) tikus. Analisis kandungan IgA tersebut dilakukan
secara kualitatif berdasarkan pada intensitas dan
distribusi warna coklat hasil pewarnaan imunohistokimia.
Reaksi positif (+) terhadap keberadaan IgA ditunjukkan
dengan endapan warna coklat. Semakin banyak dan
semakin tua warna coklatnya menunjukkan semakin
banyak nilai positif (+), yang berarti semakin tinggi
kandungan IgA. Warna biru menunjukkan reaksi
negatif (-) terhadap keberadaan IgA.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Teknik imunohistokimia merupakan suatu metode
untuk mendeteksi bahan bioaktif atau molekul di
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jaringan dengan prinsip ikatan antigen dan antibodi.
Teknik ini sudah banyak digunakan secara luas di
bidang histologi maupun histopatologi. Penggunaan
kromogen DAB menghasilkan reaksi positif yang
ditunjukkan dengan endapan warna coklat (Wresdiyati
et al., 2006; Wresdiyati et al., 2007; Wresdiyati et al.,
2008; Wresdiyati et al., 2010; Wresdiyati et al., 2011).

Pada terminasi hari ke-8, menunjukkan bahwa
kandungan IgA secara kualitatif pada ketiga bagian
usus halus (duodenum, yeyunum, dan ileum) tikus
tidak berbeda antar kelompok perlakuan (Tabel 3). Hal
ini menunjukkan bahwa perlakuan probiotik lokal
L. plantarum maupun L. fermentum selama satu
minggu belum mampu memberikan efek nyata pada
kandungan IgA pada mukosa usus halus tikus.

Pada terminasi hari ke-15, kandungan IgA pada
duodenum, yeyunum, dan ileum tikus pada kelompok
perlakuan L. fermentum maupun L. fermentum + EPEC
paling tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan
lainnya seperti yang disajikan pada Tabel 3 dan
Gambar 1, 2, dan 3. Hal ini menunjukkan bahwa
perlakuan L. fermentum selama dua minggu mampu
memberikan efek paling baik dalam meningkatkan
kandungan IgA pada duodenum, yeyunum, dan ileum
baik pada tikus yang dipapar EPEC maupun yang tidak
dipapar EPEC.

Zoumpopoulou et al. (2008) melaporkan bahwa
L. fermentum ACA-DC 179 secara in vitro memiliki
sifat probiotik seperti aktivitas antimikroba dan
imunomodulasi, dan secara in vivo berhasil diaplikasikan
pada model tikus yang terinfeksi Salmonella dan secara
signifikan mampu mengurangi kolitis pada model tikus
TNBS-kolitis. Macias-Rodriguez et al. (2009) juga
melaporkan bahwa L. fermentum mampu menstimulasi
sistem imun dan menghambat perlekatan mikroorganisme
patogen pada saluran pencernaan tikus.

Respons imun lokal pada usus disebabkan oleh
adanya interaksi antara probiotik dengan sel-sel epitel.
Setelah terjadi interaksi dengan sel epitel, probiotik
diinternalisasi. Sel-sel pertama yang akan berinteraksi
dengan probiotik adalah antigen presenting cell (APC),
makrofag, dan sel-sel dendritik yang berhubungan
dengan lamina propria usus, serta menginduksi
pelepasan interleukin-6 (IL-6) dan IL-10. Interleukin-6
merangsang pertumbuhan dan diferensiasi sel B
menjadi sel plasma yang memproduksi I1gA, sedangkan
IL-10 berperan dalam mengontrol reaksi imun non-
spesifik dan imun seluler (Galdeano et al., 2007).

Pada terminasi hari ke-15, perlakuan L. plantarum
selama dua minggu mampu meningkatkan kandungan
IgA pada duodenum dan yeyunum tikus percobaan.
Kandungan IgA tersebut lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok perlakuan kontrol negatif (Tabel 3;
Gambar 1 dan 2). Zago et al. (2011) melaporkan,
L. plantarum yang diisolasi dari keju dan diuji secara in
vivo pada tikus percobaan memiliki kemampuan
menstimulasi  sistem imun dengan meningkatkan
jumlah produksi IgA.

Pada terminasi hari ke-15, kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum kelompok perlakuan
L. plantarum + EPEC sama banyak dengan kelompok
kontrol negatif (Tabel 3, Gambar 1, 2, dan 3). Hal ini

menunjukkan  bahwa L. plantarum  mampu
menghambat perkembangan EPEC pada mukosa
duodenum dan yeyunum tikus serta mampu
mempertahankan kandungan IgA seperti kondisi
kelompok kontrol negatif. Kandungan IgA pada

kelompok perlakuan L. plantarum + EPEC tersebut
lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif. Hal ini juga menunjukkan efek L. plantarum
dalam meningkatkan kandungan IgA pada tikus yang
diinfeksi EPEC.

Tabel 3. Kandungan imunoglobulin A (IgA) pada mukosa duodenum, yeyunum, dan ileum tikus percobaan

Kandungan IgA

Kelompok Perlakuan

Duodenum Yeyunum lleum
Terminasi hari ke-8 (sebelum dipapar EPEC)
A (Kontrol negatif) ++ T+ T
B (L. plantarum) ++ ++ +
C (L. fermentum) ++ ++ +
D (L. plantarum + EPEC) ++ ++ +
E (L. fermentum + EPEC) ++ ++ +
F (Kontrol positif) ++ ++ +
Terminasi hari ke-15 (setelah dipapar EPEC selama 7 hari)
A (Kontrol negatif) ++ T+ T
B (L. plantarum) +4+ F+ +
C (L. fermentum) +H++ 4+ it
D (L. plantarum + EPEC) ++ ++ +
E (L. fermentum + EPEC) 4+ T, T4+
F (Kontrol positif) + + +
Terminasi hari ke- 22 (7 hari setelah paparan EPEC dihentikan)
A (Kontrol negatif) ++ —+ T
B (L. plantarum) ++ ++ +
C (L. fermentum) +++ 4+ +
D (L. plantarum + EPEC) ++ T+ +
E (L. fermentum + EPEC) ++ T+ +
F (Kontrol positif) +/- +/- +

Tanda (+) menunjukkan adanya kandungan IgA. Semakin banyak tanda (+) berarti semakin tinggi kandungan IgA.
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Pada terminasi hari ke-15, kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum kelompok perlakuan kontrol
positif paling rendah dibandingkan dengan kelompok
perlakuan lainnya (Gambar 1 dan 2). Rendahnya
kandungan IgA tersebut disebabkan tikus percobaan
telah dipapar EPEC selama satu minggu tanpa
perlakuan probiotik lokal. Penempelan EPEC pada sel
epitel usus menyebabkan penurunan jumlah leukosit
karena leukosit terpakai untuk sistem pertahanan tubuh
(Astawan et al., 2011). Infeksi enteropatogen pada

saluran pencernaan juga menyebabkan penurunan
jumlah intraepitelial limfosit (IELS) yang terasosiasi
pada usus (Scharek et al., 2007). Berkurangnya jumlah
leukosit dan IELs kemungkinan penyebab menurunnya
produksi IgA karena terjadi penurunan jumlah limfosit
B sebagai penghasil IgA (Cerutti dan Rescigno, 2008).
Pada terminasi hari ke-15, perlakuan L. plantarum
selama dua minggu belum mampu meningkatkan
kandungan IgA pada ileum tikus yang dipapar EPEC
maupun tidak.

Gambar 1. Foto mikrograf jaringan duodenum tikus dengan pewarnaan imunohistokimia terhadap 1gA pada terminasi hari ke-15.
Keberadaan IgA ditunjukkan dengan warna coklat. Perlakuan L. fermentum selama dua minggu memberikan efek yang paling baik dalam
meningkatkan kandungan IgA pada duodenum baik pada kelompok tikus yang dipapar EPEC (E) maupun yang tidak dipapar EPEC (C).
Perlakuan L. plantarum selama dua minggu (B) mampu meningkatkan kandungan IgA pada duodenum. A= kelompok kontrol negatif, D=
kelompok perlakuan L. plantarum + EPEC, F= kelompok kontrol positif (EPEC). Skala — : 200 um).
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Pada terminasi hari ke-22, kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum pada kelompok perlakuan
L. fermentum paling tinggi dibandingkan dengan

kelompok perlakuan lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian L. fermentum selama tiga minggu memberikan
efek meningkatkan kandungan IgA pada duodenum dan
yeyunum tikus percobaan (Tabel 3). Medici et al. (2004)
melaporkan bahwa pemberian BAL secara oral dapat
mengaktivasi sistem imun spesifik maupun nonspesifik.

Pada terminasi hari ke-22, kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum kelompok perlakuan
L. plantarum sama dengan kelompok perlakuan kontrol
negatif. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
L. plantarum selama tiga minggu sudah tidak mampu
lagi meningkatkan kandungan IgA pada duodenum dan
yeyunum tikus. Kandungan IgA pada duodenum dan
yeyunum kelompok perlakuan L. fermentum + EPEC
serta L. plantarum + EPEC sama dengan kelompok

Gambar 2. Foto mikrograf jaringan yeyunum tikus dengan pewarnaan imunohistokimia terhadap kandungan IgA pada terminasi hari
ke-15. Keberadaan IgA ditunjukkan dengan warna coklat. Perlakuan L. fermentum selama dua minggu baik pada kelompok tikus yang dipapar EPEC
(E) maupun yang tidak dipapar EPEC (C) juga memberikan efek yang paling baik dalam meningkatkan kandungan IgA di yeyunum. Perlakuan
L. plantarum selama dua minggu pada kelompok tikus yang dipapar EPEC (D) mampu mempertahankan kandungan IgA di yeyunum seperti kondisi
kelompok kontrol negatif (A). B= kelompok perlakuan L. plantarum, F= kelompok kontrol positif (EPEC). Skala —: 200 pm).

113



Jurnal Kedokteran Hewan

Vol. 7 No. 2, September 2013

perlakuan kontrol negatif dan lebih tinggi dari
kelompok kontrol positif. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian L. fermentum maupun L. plantarum selama
tiga minggu pada kelompok tikus yang pernah dipapar
EPEC mampu mempertahankan kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum tikus.

Pada terminasi hari ke-22, kandungan IgA pada
duodenum dan yeyunum tikus kelompok perlakuan
kontrol positif paling rendah dibandingkan dengan

kelompok perlakuan lain. Rendahnya kandungan IgA
tersebut disebabkan kelompok kontrol positif pernah
dipapar EPEC satu minggu sebelumnya. Hal ini
menunjukkan bahwa efek dari paparan EPEC masih
terlihat seminggu setelah paparan dihentikan. Hal ini

disebabkan karena masa inkubasi EPEC di dalam saluran
pencernaan berkisar antara 1-3 hari, dengan durasi infeksi
selama 1-2 minggu (Percival, 2004), sehingga eliminasi
EPEC selama satu minggu setelah paparan belum tuntas.

Gambar 3. Foto mikrograf jaringan ileum tikus dengan pewarnaan imunohistokimia terhadap kandungan IgA pada terminasi
hari ke-15. Keberadaan IgA ditunjukkan dengan warna coklat. Pada tikus kelompok yang dipapar EPEC (E) maupun tidak (C), perlakuan
L. fermentum selama dua minggu mampu memberikan efek paling baik dalam meningkatkan kandungan IgA pada ileum. A= kelompok kontrol
negatif, B= kelompok perlakuan L. plantarum, C= kelompok perlakuan L. fermentum, D= kelompok perlakuan L. plantarum + EPEC,
E= kelompok perlakuan L. fermentum + EPEC, F= kelompok kontrol positif (EPEC). Skala — : 200 pum).
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Pada terminasi hari ke-22, kandungan IgA pada
ileum tidak ada perbedaan yang nyata antar kelompok
perlakuan (Tabel 3). Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian EPEC serta pemberian L. plantarum
maupun L. fermentum baik pada kelompok tikus yang
pernah dipapar EPEC pada minggu sebelumnya
maupun yang tidak dipapar EPEC tidak berefek pada
kandungan IgA pada ileum.

KESIMPULAN

Perlakuan L. fermentum selama dua minggu baik
pada tikus yang dipapar EPEC maupun tidak dipapar
EPEC mampu meningkatkan kandungan IgA pada
mukosa usus halus tikus. Perlakuan tunggal L. plantarum
selama dua minggu mampu meningkatkan kandungan
IgA, sedangkan pada tikus yang dipapar EPEC,
perlakuan L. plantarum selama dua minggu mampu
mempertahankan kandungan IgA pada mukosa usus
halus tikus. Perlakuan L. fermentum menunjukkan hasil
yang lebih baik dibandingkan dengan perlakuan
L. plantarum dalam meningkatkan kandungan IgA
pada mukosa usus halus pada tikus yang dipapar EPEC.
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