5

by Masfufatun .

Submission date: 12-May-2020 05:21AM (UTC+0300)
Submission ID: 1322203105

File name: 5._Kadar_IL_6.doc (72.5K)

Word count: 3513

Character count: 21374



Dapat diakses pada: http://jkb.ub.ac.id/index.php/jkb/article/view/2019 Jurnal Kedokteran
Brawijaya Vol. 30, No. 1, Februari 2018, pp. 19-23 Article History: Received 18 April 2017,
Accepted 4 Januari 2018

Artikel Penelitian
Kadar IL-6 dan IL-10 Serum pada Tahapan Inflamasi di Rattus norvegicus yang
terinfeksi Candida albicans

Interleukin-6 and 10 Level on Inflammation's Stage in Rattus norvegicus Infected by Candida
albicans

Masfufatun®, Putu Oky AT, Loo Hariyanto R, Afaf Baktir’ *Bagian Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Wijaya
Kusuma Surabaya *Bagian Biomedik Penelitian Biomolekuler Fakultas Kedokteran Universitas Wijaya Kusuma Surabaya

3Departemen Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga Surabaya

ABSTRAK

Insiden kandidiasis sangat tinggi di dunia yang disebabkan Candida albicans. Agen antifungi telah banyak dikembangkan,
namun resistensi terhadap antifungi masih menjadi suatu permasalahan. Resistensi antifungi ini diakibatkan oleh
kemampuan C. albicans dalam membentuk biofilm. Terbentuknya biofilm dari infeksi C. albicans diawali oleh proses
inflamasi. Proses inflamasi oleh Candida albicans terjadi pada beberapa tahap yang salah satu indikatornya adalah
dilepaskannya sitokin proinflamasi (IL- 6) dan anti inflamasi (IL-10). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar IL-6 dan
IL-10 pada tiap tahapan inflamasi C. albicans pada intestinal pada tikus putih. Penelitian ini menggunakan 32 ekor tikus
wistar (Rattus norvegicus ) yang dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok kontrol dan perlakuan. Kelompok perlakuan
diinokulasi dengan C. albicans. Variabel yang diukur adalah kadar IL-6 dan IL-10 pada hari ke-7, 14, 21, 28 dan 35 setelah
inokulasi C. albicans. pengambilan data sebanyak 5 kali dilakukan untuk mewakili tahapan pembentukan biofilm candida.
Respon imun pada setiap tahap pembentukan biofilm ditunjukkan dengan kadar sitokin IL-6 dan IL-10 serum darah dengan
metode ELISA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar IL-6 dan IL-10 pada hari ke-7 dan 14 sebesar Opg/mL. Pada hari ke
28 telah terjadi proses inflamasi akut pelepasan IL- 6 dan IL-10 dengan kadar tertinggi masing-masing 31,75+9,99pg/mLdan
757,94+576,73pg/mL. Selanjutnya pada hari ke-35, kadar sitokin IL-6 dan IL -10 masing-masing mulai menurun menjadi
28+11,53pg/mL dan 349,5+188 48pg/mL. Respon imun tubuh mulai terjadi pada tahap awal pembentukan biofilm C.
albicans intestinal tikus, sehingga kedepannya dapat dikembangkan terapi imunomodulator terhadap kandidiasis sehingga
dapat menghambat pembentukan biofilm C. albicans.
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ABSTRACT

High incidence of candidiasis in the world is caused by Candida albicans. Antifungal agents have been widely developed, but
resistance to antifungals remains a problem. This resistance is due to the ability of C. albicans to form biofilms. Inflammatory
process and biofilm formation by Candida albicans occur in several stages, one of the indicators is the level of
proinflammatory and anti-inflammatory (IL- 6 and IL-10) cytokines. This study aimed to determine the inflammatory stage of
Candida albicans' biofilm formation in the intestinal of white rats. This study used 32 Wistar rats (Rattus norvegicus) that
were divided into two groups, i.e. control and treatment groups. The treatment group was inoculated with Candida albicans.
The measured variables were IL-6 and IL -10 levels on days 7, 14, 21, 28, and 35 after C. albicans inoculation. Sampling was
done 5 times to represent the stages of biofilm formation. The immune response at each stage of intestinal Candida albicans’
biofilm formation was indicated by levels of IL-6 and IL-10 from blood serum using ELISA method. The results showed that IL -
6 and I-10 levels at day 7 rn 14 were Opg/mL. On day 28, there was an acute inflammation phase of IL-6 and IL-10 release
with the hr‘gnt levels at 31,75+9,99pg/mL and 757,94+576,73pg/mL respectively. Then, on day 35 IL-6 and IL-10 levels
decreased at 28+11,53pg/mL and 349,5+188,48pg/mL. Body immune response begins in the early stage of intestinal biofilm
formation of C. rnf‘mns, so in the future immunomodulatory therapy against candidiasis can be developed that can inhibit
the formation of biofilm C. albicans.
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PENDAHULUAN

Insiden dan prevalensi infeksi candida (kandidiasis)
meningkat sejak tahun 1980an terutama pada pasien
immunocompromised . Sembilan puluh persen infeksi
candida yang invasif berasal dari genus candida yaitu
Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsiosis,
Candida tropicalis dan Candida krusei, yang merupakan
patogen eukariotik oportunistik yang berada pada mukosa
saluran gastrointestinal di mulut, esofagus dan vagina (1).
Infeksi pada bagian superfisial kulit dan membran mukosa
merupakan jenis infeksi paling umum yang disebabkan oleh
Candida albicans (2). Kandidasis vulvovagina karena
Candida albicans, merupakan penyebab ke 4 kejadian
nosokomial dalam 2 dekade ini (3). Infeksi Candida albicans
merupakan infeksi genus Candida yang paling sering
menyebabkan kandidasis pada saluran urogenital (4).
Gastric kandidiasis dengan karakteristik ulserasi (gastric
ulcer) juga sering kali dijumpai (5). Pada pasien yang
menderita kanker, aktivasi sel endotel karena Candida
albicans atau mannoprotein yang dikandungnya dapat
menjadi faktor risiko perkembangan metastasis pada liver
(6). Keberadaan mikroflora seperti Candida albicans yang
merupakan fungi komensal pada intestinal, selain berperan
penting dalam mengembangkan toleransi imun juga
berperan pada perkembangan penyakit inflamasi bowel
(bowel disease) dan obesitas. Terjadinya load spesies
Candida menunjukkan peningkatan pada pasien yang
menderita Crohn's disease (7).

Paparan C. albicans yang dimediasi oleh respon inflamasi
akan  mencetuskan  pembentukan  biofilm.  Biofilm
merupakan komunitas sel terorganisir yang menempel
pada permukaan tempat infeksi, dan terbungkus dalam
substansi matriks ekstraselular. Biofilm menunjukkan sifat
virulensi, yang memungkinkan candida untuk bertahan dari
antifungi dan terhindar dari respon imun host.
Pembentukan biofilm Candida albicans merupakan proses
yang kompleks, yang melibatkan pelekatan sel planktonik
(fase adesi), pertumbuhan dan agregasi sel (fase kolonisasi
awal), produksi matriks ekstraseluler dan perkembangan
matriks biofilm yang matang (fase maturasi). Terdapat tiga
tahapan penting dalam perkembangan biofilm, vyaitu
pelekatan dan kolonisasi pada substrat, pertumbuhan dan
proliferasi  sel yeast, pematangan biofilm serta
pelepasannya (8,9,10). Pembentukan biofilm ditandai
dengan produksi dan perlekatan matriks ektraseluler pada
permukaan biofilm tersebut. Sel pada biofilm memiliki
mekanisme  toleransi terhadap antimikroba vang
membedakannya dengan struktur planktonik, sehingga
menyebabkan resisten terhadap antimikroba termasuk
antifungi (11). Pertahanan imun host memegang peranan
penting pada infeksi Candida patogen. Respon imun
diinisiasi oleh keberadaan molekul asing (Pathogen-
Associated Molecular Patterns/PAMPs) pada C. albicans,
yang selanjutnya mengawali terjadinya respon inflamasi.
Keseimbangan respon antara pro dan anti inflamasi selama
interaksi awal antara Candida dengan sel-sel imun sangat
penting untuk perkembangan infeksi Candida (12).
Patogenitas kandidiasis ditandai dengan peningkatan
respon pro infamasi, diikuti oleh peningkatan sitokin anti
infamasi (13).

Menurut Scheller et al., IL-6 kebanyakan dianggap
sebagai sitokin pro-inflamasi, namun sitokin ini juga
memiiki aktivitas regeneratif dan anti inflamasi (14). IL-
10 merupakan sitokin yang memiliki fungsi utama
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pembatasan dan terminasi respon imun (anti inflamasi)
(15).

Pengobatan pasien kandidiasis lebih sulit jika terjadi pada
fase biofilm. Pada penelitian ini, biofilm dibiarkan tumbuh
dengan pemberian antibiotik yang bertujuan untuk memicu
terjadinya disbiosis (ketidakseimbangan mikroba atau
maladaptasi pada atau di dalam tubuh), dengan cara
mengeliminasi mikroflora normal dalam saluran intestinal.
Selain itu, agar respon imun host ditekan dan tidak terjadi
pengenalan terhadap infeksi Candida albicans, maka
dilakukan pemberian kortison (imunosupresan)
Pertumbuhan biofilm berdampak sistemik dan dampak
tersebut dapat dicegah apabila proses pembentukan biofilm
diketahui sejak awal dengan mengukur biomarker Iamasi
salah satunya dengan sitokin pro inflamasi yaitu IL-6, dan
sitokin anti inflamasi yaitu IL-10. Sehingga tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui kadar IL -6 dan IL-10 pada tiap
tahapan inflamasi C. anans pada intestinal pada tikus
putih yang ditunjukkan pada hari ke-7, 14, 21, 28 dan 35
(16).

METODE

Sebanyak 36 ekor tikus putih jantan Wistar (Rattus
norvegicus) dalam kondisi sehat diaklimatisasi 1 minggu
sebelum perlakuan dengan tujuan agar beradaptasi
dengan lingkungan laboratorium. Tikus dibagi menjadi 2
kelompok, yaitu kelompok kontrol (K1, K2, K3, K4 dan
KS) dan kelompok perlakuan (P1, P2, P3, P4 dan P5).
Masing-masing kelompok dibagi lagi merndi 5 kelompok
berdasarkan waktu terminasinya yaitu pada hari ke-7,
14, 21, 28 dan 35.

Kelompok kontrol hanya diberikan akuades secara per
oral, dan diinjeksi aguabidest pada hari ke 4. Kelompok
perlakuan (P) diberikan antibiotik tetracyclin (25mg/mL),
streptomycin (20 mg/Kg) , dan gentamycin (7,5mg/Kg)
per oral pada hari ke 1, 2, 3, 4, dan 5 (17), pemberian
kortison asetat (225mg/Kg) yang dilarutkan dalam 200
ml PBS yang mengandung 0,5% Tween-20 diinjeksikan
secara subkutan pada hari ke 5 sebelum inokulasi
Candida albicans (18). Pada hari ke-6, hewan coba
diinokulasi secara oral dengan 0,1ml inokulum yang
mengandung 1 x 10® C. albicans. Hari ke-7 sampai hari
terminasi di berikan media pertumbuhan Candida
(spider) dua kali per hari masing-masing 2,5mL (16).
Terminasi dilakukan sebanyak 5 tahap. Tahap 1 pada hari
ke-14 (K1 dan P1), tahap ke 2 pada hari ke-21 (K2 dan
P2), tahap ke 3 pada hari ke-28 (K3 dan P3), tahap ke 4
pada hari ke-35 (K4 danP4) dan tahap ke 5 pada hari ke-
42 (K5 dan P5) setelah inokulasi Candida albicans.
Setelah terminasi pada masing-masing tahap, dilakukan
pengambilan sampel berupa darah untuk dipisahkan
serumnya dan dilanjutkan dengan metode ELISA untuk
menghitung kadar IL-6 (Biolegend) dan IL-10 (Raybio).
Analisis data dilakukan secara deskriptif.

HASIL

Kadar sitokin IL-6 dan IL-10 sebagai respon terhadap
inflamasi. IL-6 memiliki fungsi sebagai sitokin pro -
inflamasi dan anti inflamasi yang disekresikan sel T dan
makrofag untuk merangsang respon kekebalan tubuh
selama infeksi. Pada penelitian ini Kadar IL-6 ditentukan
dengan menggunakan metode ELISA. Hasil rerata kadar
IL-6 dan IL-10 dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kadar IL-6 dan IL-10 serum tikus selama tahap pembentukan biofilm C. albicans.

Kadar Sitokin (pg/mL)

Kelompok Harike-7 Hari ke-14 Hari ke-21 Hari ke-28 Hari ke-35
IL-6 IL-10 IL-6 IL-10 IL-6 1L-10 IL-6 IL-10 1L-6 IL-10
Rerata 0 0 0 o 0 o 0 o o 0
Kontrol
5D 1] 1] 0 ] 0 0 1] 0 0 1]
Rerata 0 0 0 0 20,25 21,65 31,75 757,94 28,10 349,50
Perlakuan
sD 0 0 0 0 4,96 1,02 9,99 576,73 11,53 188,48

Kadar sitokin pada kelompok kontrol dan perlakuan
yang dibagi lagi menjadi 5 kelompok (terminasi hari ke-
7, 14, 21, 28 dan 35). Pada kelompok kontrol yang
hanya diberikan aquades tidak menunjukkan pelepasan
sitokin IL-6 maupun IL-10 dengan kadar sebesar Opg/mL
pada semua kelompok terminasi. Pada kelompok
perlakuan terminasi hari ke 7 dan 14 tidak ditemukan
peepasan sitokin baik IL-6 maupun IL-10. Pelepasan
kadar IL-6 meningkat mulai terminasi hari ke-14 lalu
meningkat lagi pada terminasi hari ke-28 dan menurun
pada terminasi hari ke-35. Kadar IL-10 pada hari ke-21
juga mengalami peningkatan, diikuti peningkatan tajam
pada hari ke-28, dan menurun kembali pada hari ke-35.
Kadar tertinggi (peak ) pada kelompok perlakuan hari
ke-28, baik untuk kadar IL-6 maupun IL-10.

DISKUSI

Pada kelompok kontrol yaitu kelompok yang tidak
diinfeksi dengan C. albicans, pada kelompok ini tidak
ditemukan adanya pelepasan kadar sitokin IL-6. Pada
kelompok perlakuan tikus diinfeksi dengan C. albicans.
Pada tahap awal, infeksi C. albicans dalam bentuk
planktonik (yeast). Saat ini mulai terjadi pengenalan
oleh imunitas tikus. Pengenalan sistem imun melalui
molekul PAMPs yang berasal dari C. albicans, yang
berikatandenganreseptor(PRRs)dipermuka
a n s el Polimorfonuklear (PMN) pada mukosa intestinal.
Pada permukaan sel Candida mengandung gugus gula B-
1,3-glukan yang berperan sebagai PAMPs (17).

Kadar Sitokin Interleukin-6 (IL-6) Serum

Proses pengenalan PAMPs dan PRFﬂyaitu pada fase
awal infeksi candida abicans, terjadi pada hari ke 7 dan
14 setelah inokulasi C. albicans yang ditandai dengan
tidak ditemukannya sekresi sitokin 1L-6 (Opg/ml).
Tahapan selanjutnya terjadi lkatan antara gugus gula
dengan reseptor pada sel PMMN akan mengawali
pelepasan sitokin termasuk IL-6 (17). Pelepasan sitokin
IL-6 sebagai penanda terjadinya inflamasi.

Menurut Shaikh, inflamasi merupakan respon terhadap
perlukaan, dimana terjadi akumulasi leukosit, mediator
inflamasi seperti sitokin. Inflamasi terjadi pada tahap akut
dan subakut/kronis. Pada tahap inflamasi akut terjadi
pelepasan sitokin pro infamasi termasuk IL-6 (19). Tahap
awal inflamasi atau inflamasi akut pada penelitian ini
nampaknya terjadi pada hari ke 21 setelah inokulasi C.
albicans, yang ditunjukkan dengan mulai disekresikan
sitokin IL -6 dengan rata-rata sebesar 20,25pg/mL. Pada
fase ini jumlah koloni candida mulai mengalami
peningkatan dibandingkan fase sebelumnya. Peningkatan
jumlah koloni ini akan mencetuskan respon inflamasi yang
ditandai dengan disekresikannya IL-6 pada fase ini.

Kadar IL-6 serum pada hari ke-28 mengalami peningkatan

dibanding hari ke-21 menjadi 31,75pg/ mL. Pada hari ke-28
ini, tahapan inflamasi memasuki tahap sub akut/ kronis,
ditunjukkan dengan meningkatnya kadar IL-6 pada posisi
puncak. IL-6 akan disekresi pada infeksi fase akut sebagai
mekanisme pertahanan terhadap C. albicans. Hal ini serupa
dengan penelitian yang dilakukan Kovacs yaitu kadar IL-6
akan meningkat tajam pada 72 jam setelah infeksi
dibandingkan 24 jam setelah infeksi pada mencit yang
diinfeksi C. albicans secara sistemik (20).

Menurut penelitian Baktir et al., diketahui bahwa hari ke
35 setelah infeksi C. albicans, pada intestinal tikus mulai
terbentuk massa fibrous biofilm (16). Sejalan dengan
penelitian tersebut pada hari ke35, biofilm telah
terbentuk lebih masif, lalu kadar IL-6 menurun menjadi
28,1pg/mL. Hal ini ditunjukkan dengan hasil yang serupa
pada penelitian yang dilakukan Chandra et al, bahwa
kadar IL-6 pada kultur Biofilm candida menunjukkan
kadar yang menurun/down regulated dibandingkan
kadar IL-6 pada kultur candida planktonik (21).
Pembentukan biofilm akan mengekspresikan beberapa
protein (Pral, Gpd2, Sap) yang memiliki kemampuan
membloking aktivasi komplemen sehingga produksi
protein-protein pro-inflamasi juga menurun. Biofilm ini
akan lebih resisten terhadap sel-sel imun host (17).

Kadar Sitokin Anti-inflamasi (IL-10) Serum

Pada kondisi infeksi candida, sitokin proinflamasi sangat
berperan untuk meningkatkan fagositosis, rekrutmen
netrofil sehingga memediasi inflamasi (22). Sitokin IL-10
merupakan sitokin anti-inflamasi. Selama infeksi, sitokin
ini akan menghambat aktivitas dari sel Th2, sel NK dan
marofag. Ketika patogen masih mampu untuk bertahan
terhadap pemusnahan melalui mekanisme imun yang
normal, IL-10 akan diproduksi untuk mengurangi
inflamasi yang nantinya akan meminimalkan kondisi
patologi akibat inflamasi yang berlebihan (23).

Kadar IL-10 pada fase-fase awal yaitu pada hari ke 7 dan 14
setelah inokulasi menunjukkan nilai Opg/mL. Pada tahap ini
masih dalam fase pengenalan candida oleh respon imun.
Hasil penghitungan jumlah Colony Forming Unit (CFU) sel
Candida pada feces menunjukkan jumlah yang semakin
meningkat, dan mengalami puncak jumlah koloni pada hari
ke-14 yang berarti candida tidak banyak menempel pada
mukosa intestinal, namun sebagian besar dikeluarkan lewat
feces (24). Pada tahap ini belum menuju fase inﬂamn
dibuktikan dengan tidak terdeteksinya kadar sitokin baik IL-
6 dan IL-10 pada hari ke-7 dan 14.

Pada hari ke-21, kadar IL-10 menunjukkan kadar 7,57pg/mL.
Pada fase ini, Candida albicans sudah mulai memasuki fase
inflamasi sub akut, dan condida masih dalam fase
planktonik, dimana kadar IL-6 mulai meningkat, dan kadar
IL-10 juga mulai meningkat. Penelitian ini serupa dengan
hasil penelitian oleh Chandra et al., pada fase
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planktonik 1L-10 akan berada pada level yang sangat
rendah dan akan meningkat secara signifikan pada fase
biofilm (20).

Inflamasi akut terjadi pada hari ke 28, kadar IL-6
mencapai puncaknya vyaitu sebesar 31,75pg/mlL,
sedangkan kadar IL-10 juga mencapai puncaknya
sebesar 757,81pg/mL. Pada saat inflamasi dan terjadi
infeksi sekunder, produksi IL-10 berkorelasi dengan
kontrol patogen yang rendah. tingginya kadar IL-10 pada
tahap ini juga mungkin merupakan akibat dari tingginya
pathogens burden (22). Kadar sitokin |L-10 pada tahap
ini mencapai kadar maksimal, IL-10 menghambat
aktivitas sel TH1, sel NK dan makrofag yang semuanya
dibutuhkan untuk pengeliminasian pathogen secara
optimal. Tahap ini merupakan tahap patogenik
(Pathogenic state) dari kandidiasis karena ditandai
dengan peningkatan respon pro inflamasi dan diikuti
dengan peningkatan sitokin anti-infamasi (13).

Pada hari ke 35, kadar IL-10 mencapai 349,5pg/mL. Sesuai
dengan peneitian Masfufatun et al,, bahwa di hari ke-35
infeksi C. albicans ini telah terbentuk biofilm (24). yang
merupakan kumpulan mikroba yang terorganisasi dengan
baik yang menyebabkan perubahan komposisi karbohidrat
dinding sel dan terdapat peningkatan PB-glucans (18).
Menurut Chandra et al, di dalam biofilm, monosit akan
terlokalisasi sebagian besar pada lapisan basal dan tidak
mampu untuk lolos dari biofilm (21). Pembentukan biofilm
dapat berfungsi sebagai perlindungan candida terhadap
pertahanan host. Biofilm c. albicans akan dikenali dan
dikelilingi oleh netrofil,
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