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ABSTRACT

Postpartum infection is an infection that occurs due to bacteria in the genital tract after
delivery, due to injury to the cervical area, vulva, vagina, and perineum during labor.
Studies explain the bacteria that often cause female genital tract infection is
Staphylococcus aureus and there is trauma or injury. Widespread bacterial resistance
to existing drugs, encouraging to extract antibacterial sources from other substances,
such as use probiotics. Probiotics are described as non-pathogenic microorganisms or
bacterial components in food supplementation, including bacterial flora classes, which
have health benefits for disease prevention and treatment, when in sufficient quantities.
This study aims to prove whether there is an effect of giving Lactobacillus reuteri Treg
cells percentage and Th22 cell percentage in the staphylococcus aureus-induced
lymph node spleen. The study uses pure post test-only randomized control-group
experimental design which utilizes 40 mice (Blb/c) and gestasional aged 13 days which
are divided into 8 sample groups. Dosis Lactobacillus reuteri 1x10'® CFU/mice in 250pl
via a oral sonde (a gavaging needle). Dosis Staphyloccus aureus 5x10” CFU/mice in
200yl via spuit without needle per vaginal. Treg cells percentage and Th22 cell
percentage were analysed for Flow cytometry. This study showed that the probiotic
results of Lactobacillus reuteri were not proven to affect Treg cells percentage and
Th22 cell percentage on the first day of postpartum. Provision of probiotics
Lactobacillus reuteri until the third day postpartum proved to affect percentage Treg
cells percentage and Th22 cells percentage.

Keywords: Lactobacillus reuteri, Staphylococcus aureus, Th22 cell percentage, Treg
cells Percentage
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ABSTRAK

Infeksi nifas merupakan infeksi yang terjadi akibat adanya bakteri di traktus genitalia
setelah melahirkan, akibat adanya perlukaan pada daerah serviks, vulva, vagina, dan
perineum pada proses persalinan. Beberapa penelitian menjelaskan bakteri yang
sering menyebabkan infeksi traktus genitalia wanita adalah Staphylococcus aureus
dan terdapat trauma atau luka. Meluasnya resistensi bakteri terhadap obat-obatan
yang ada, mendorong untuk penggalian sumber antibakteri dari bahan lain, seperti
penggunaan probiotik. Probiotik terdiskripsikan sebagai mikroorganisme non patogen
atau komponen bakteri dalam makanan suplementasi, termasuk golongan flora bakteri,
yang mempunyai manfaat bagi kesehatan untuk pencegahan dan pengobatan
penyakit, ketika dalam jumlah yang cukup. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan
apakah ada pengaruh pemberian Lactobacillus reuteri terhadap presentase sel Treg
dan sel Th22 pada limpa mencit nifas yang diinduksi Staphylococcus aureus. Desain
penelitian menggunakan true eksperimental dengan pendekatan post test only control
group design. Sampel yang digunakan mencit (Mus musculus Galur Balb/c) bunting 13
hari dengan replikasi 40 mencit yang terbagi 8 kelompok. Dosis Lactobacillus reuteri
1x10"° CFU/mencit sebanyak 250ul diberikan per oral. Dosis Staphyloccus aureus
5x10" CFU/mencit sebanyak 200ul diberikan per vaginal. Presentase sel Treg dan sel
Th22 dianalisis melalui pemeriksaan flowsitometri. Penelitian ini menunjukkan hasil
pemberian probiotik Lactobacillus reuteri tidak terbukti mempengaruhi presentase sel
Treg dan sel Th22 pada hari pertama postpartum. Pemberian probiotik Lactobacillus
reuteri sampai hari ketiga postpartum terbukti mempengaruhi presentase sel Treg dan
sel Th22.

Kata kunci: Lactobacillus reuteri, Staphylococcus aureus, Presentase sel Th22,
Presentase sel Treg
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PENDAHULUAN

Masa nifas merupakan
penyebab kematian terbesar pada ibu
sebesar 48,17%." Penyebab langsung
kematian ibu antara lain perdarahan
(28%), preeclampsia (24%), partus
lama, komplikasi aborsi, dan infeksi

(11%).>  Salah  satunya, infeksi
nosokomial disebabkan oleh Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus

(MRSA) vyang didapat dari infeksi
Staphylococcus aureus dan sekarang
resisten dianggap endemic di rumah
sakit.® Infeksi Staphylococcus aureus
menjadi masalah yang serius saat ini,
karena meningkatnya resistensi bakteri
terhadap berbagai jenis antibiotik.*

Infeksi nifas merupakan infeksi
yang terjadi akibat adanya bakteri di
traktus genitalia setelah melahirkan,
akibat adanya perlukaan pada daerah
serviks, vulva, vagina, dan perineum
pada proses persalinan.>® Beberapa
penelitian menjelaskan bakteri yang
sering menyebabkan infeksi traktus
genitalia wanita adalah Staphylococcus
aureus, dan terdapat trauma atau luka
maka sebagai media masuknya
Staphylococcus aureus untuk terjadinya
infeksi.>’

Penelitian lain mengemukakan
Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) resisten terhadap
antibiotik  jenis  B-lactam, penisilin,
cephalosporins, dan  carbapenem.*
Meluasnya resistensi bakteri terhadap
obat-obatan yang ada, mendorong untuk
penggalian sumber antibakteri dari
bahan lain, seperti penggunaan
probiotik. Probiotik terdiskripsikan
sebagai mikroorganisme non patogen
atau komponen bakteri dalam makanan
suplementasi, termasuk golongan flora
bakteri, yang mempunyai manfaat bagi
kesehatan untuk pencegahan dan
pengobatan penyakit, ketika dalam
jumlah yang cukup.®?®

Probiotik yang dikonsumsi secara
peroral akan melewati barier yang ada di

saluran cerna yang terdiri dari mucus.
Antigen berikatan dengan APC untuk
dipresentasikan oleh MHC Il yang
berada di Plak Peyer (ileum),
selanjutnya mengaktifasi semua CD4+
sel T menjadi sel Treg dan sel Th22. Sel
Treg dan sel Th22 yang telah teraktivasi
akan menuju sirkulasi darah dan
mengalami proses homing ke jaringan
mukosa di seluruh tubuh, seperti
jaringan mukosa saluran pencernaan,
saluran genitourinaria, saluran nafas
atas dan bawah, dan saluran kelenjar
mamaedan jaringan limfoid (limpa dan
kelenjar getah bening).'®"

Sel Treg menghambat
perkembangan sel efektor produk sitokin
antiinflamasi, seperti IL-10 dan TGF-(,
setelah adanya stimulasi yang dimediasi
TCR (T-cell receptor), CD4+ CD25hi
FoxP3 (Treg) menekan aktivasi dan
proliferasi sel Th1, Th2, dan Th17.2 Sel
Th22 mengeluarkan sitokin  1L22,
sebagai subset sel T yang secara
langsung bisa untuk berperan dalam
proses inflamasi.*> Sitokin IL22 dapat
mendorong respon inflamasi dengan
adanya stimulasi sitokin IL6 tanpa
adanya TGFB (IL6 Independent)®,
selain itu IL-22 mempunyai peran
penting dalam sistem imun alami (innate
imunitas) yang berada pada jaringan
seperti menginduksi defensin.®

Selama ini, penelitian tentang
probiotik sudah dilakukan pada 1500
wanita hamil dengan usia kehamilan 32
dan 36 minggu sampai proses
persalinan.’”> Namun, penelitian yang
membahas tentang probiotik dikaitkan
dengan nifas atau infeksi nifas masih
belum banyak.

Berdasarkan latar belakang tersebut,

penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan adakah pengaruh
pemberian Lactobacillus reuteri

terhadap presentase sel Treg dan Th22
pada limfa mencit nifas yang diinduksi
Staphylocoocus aureus.
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METODE PENELITIAN
Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan
dalam penelitian ini adalah frue
experimental (eksperimental
sesungguhnya) dengan dipilih
pendekatan post test only control group
design.

Subyek Penelitian

Sampel yang digunakan adalah
mencit (Mus musculus Galur Balb/c)
yang berada di Laboratorium Biologi
Teknologi Universitas Negeri Malang.
Kriteria inklusi meliputi berat badan
antara 30-35 gram, Mencit dalam
keadaan sehat yang ditandai dengan
gerak aktif dan bulu tidak rontok, usia
kebuntingan 13 hari. Jumlah sampel
keseluruhan yang digunakan dalam
penelitian ini 40 ekor mencit dalam 8
kelompok.”™ Pemeliharaan mencit di
Laboratorium Parasitologi FKUB
Malang.

Variabel Penelitian

Variabel penelitian yang diamati
meliputi variabel independen yakni
pemberian probiotik Lactobacillus
reuteri, variabel dependen adalah
presentasel sel Treg dan Th22.

Pemberian Probiotik Lactobacillus
reuteri dan Induksi Bakteri
Staphylococcus aureus

Probiotik  Lactobacillus  reuteri
diberikan dengan dosis 1 x 10"
CFU/mencit sebanyak 250ul/mencit,
diberikan secara peroral dengan
menggunakan sonde lambung setiap
hari (sekali sehari) diberikan mulai usia
kehamilan 13 hari sampai dengan post
partum hari pertama dan ketiga.'*'®
Induksi bakteri Staphylococcus aureus
diberikan secara per vaginal dengan
dosis 5 x 10" sebanyak 200ul/mencit,
pada 0 sampai dengan 12 jam post
partum (segera setelah melahirkan).'®

Kultur probiotik dan bakteri dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi FKUB
Malang.

Pembedahan dan Pengambilan Organ
Limpa

Pembedahan dan pengambilan
organ limfa dilakukan di Laboratorium
Parasitologi FKUB Malang.
Pengambilan organ limpa dilakukan
pada postpartum hari | dan Ill.

Pengukuran Presentase Sel Treg dan
Th22

Presentase sel Treg dan Th22
diukur dengan menggunakan
flowsitometri. Sel Treg menggunakan
lebel antibodi PerCP antimouse CD4+,
antibodi PE antimouse CD25+, dan
antibodi FITC  antimouse FoxP3
(eBioscience, USA). Sel Th22
menggunakan antibodi PerCP
antimouse CD4+ dan PerCP/Cy5
antimouse IL22 (R&D Systems, USA).
Pengukuran dilakukan di Laboratorium
Biomedik FKUB Malang.

Analisis Statistik
Semua data dihitung meantSD dan
dianalisis menggunakan software

minitab 17.0. Data diuji normalitas
menggunakan Saphiro-Wilk dan uji
homogenitas dengan Lavene’s test,
dilanjutkan menggunakan uji parametrik

One Way Annova,"’ untuk
membandingkan  kelompok  Kontrol,
Staphylococcus aureus (SA),
Lactobacillus reuteri (LR),
Staphylococcus aureus dan

Lactobacillus reuteri (SA+LR).
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HASIL PENELITIAN
Hasil Pengukuran Presentase Sel Treg
antar kelompok pada H1:
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Gambar 1. Gambar hasil flowsitometri

sel Treg pada berbagai perlakuan H1

Perbandingan persentase sel Treg
pada H1 post  partum dapat
digambarkan dalam histogram berikut :

Gambar 2. Perbedaan Persentase sel
Treg H1 Postpartum antar Kelompok

Perlakuan.
Keterangan: * (p < 0.05), ** (p < 0.001)

Gambar 2 menunjukkan bahwa rata-
rata Persentase sel Treg kelompok

Staphyilococcus aureus dan
Lactobacillus reuteri (SA+LR) lebih
tinggi daripada kelompok lainnya,

namun secara statistik tidak ditunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan. Dari
pengujian ini, terbukti bahwa pemberian
Lactobacillus reuteri pada mencit nifas
yang diinduksi Staphyilococcus aureus
pada H1 belum mampu meningkatkan
persentase sel Treg secara signifikan.

Hasil Pengukuran Presentase Sel
Treg antar kelompok pada H3:
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Gambar 3. Gambar hasil flowsitometri
sel Treg pada berbagai perlakuan
H3
Perbandingan persentase sel Treg
pada H1 post  partum dapat
digambarkan dalam histogram berikut :

Gamﬁér 4, Pérbeda;n Pefé‘éntase sel
Treg H1 Postpartum antar Kelompok

Perlakuan.
Keterangan: * (p < 0.05), ** (p < 0.001)

Berdasarkan pada Gambar 4
menunjukkan bahwa rata-rata
Persentase sel Treg kelompok SA+LR
lebih tinggi daripada kelompok lainnya.
Hal ini membuktikan bahwa pemberian

Lactobacillus  reuteri pada  mencit
postpartum yang diinduksi
Staphyilococcus aureus pada H3

mampu meningkatkan persentase sel
Treg secara signifikan.
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Gambar 5. Gambar hasil flowsitometri
sel Th22 pada berbagai kelompok
perlakuan

Perbedaan persentase sel Th22

dapat digambarkan dalam histogram
berikut :

_,,
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Gambmér 6. Pérbedaan Pefsentase sel
Th22 H1 Postpartum antar Kelompok

Perlakuan.
Keterangan: * (p < 0.05), ** (p < 0.001)

rata-rata
kelompok

Gambar 6 menunjukkan
Persentase sel Th22
Staphyilococcus aureus dan
Lactobacillus reuteri (SA+LR) lebih
rendah daripada kelompok lainnya,
namun secara statistik tidak berbeda
nyata dengan kelompok yang lain.
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Hasil Pengukuran Presentase Sel
Th22 antar kelompok pada H3:
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Gambar 7. Gambar hasil flowsitometri
sel Th22 pada berbagai kelompok
perlakuan (H3)

Berdasarakan histogram Gambar 8.
tentang perbedaan presentase sel Th22
pada H3 menunjukkan rata-rata
persentase sel Th22 kelompok SA+LR)
lebih tinggi daripada kelompok lainnya.
Dari pengujian ini, terbukti bahwa
pemberian Lactobacillus reuteri pada
mencit postpartum yang diinduksi
Staphyilococcus aureus pada H3
mampu meningkatkan persentase sel
Th22 secara signifikan.
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Gambar 8. Perbedaan Persentase sel
Th22 H3 Postpartum antar Kelompok

Perlakuan.
Keterangan: * (p < 0.05), ** (p < 0.001)

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian ini
presentase sel Treg pada H1 kelompok
yang diberikan probiotik Lactobacillus
reuteri dan diinduksi bakteri
Staphylococcus aureus kecenderungan
meningkat, hasil analisisnya tidak
terdapat perbedaan yang signifikan

(p>0,05). Perlakuan pemberian
Lactobacillus  reuteri  dan  induksi
Staphylococcus aureus dapat

menyebabkan terjadinya imun efek. Efek
ini timbul akibat kombinasi dari efek
antiinflamasi dan imunomudulasi.'®
Kemampuan Sel Treg menekan
secara aktif proliferasi limfosit yang
autoreaktif yang lolos dari toleransi
sentral dan dapat menginduksi toleransi
perifer serta mencegah
autoimunitas.’®?® Hasil penelitian Li dan
Xin (2010) menerangkan bahwa sel
Treg dapat mensekresi sitokin
antiinflamasi yang bersifat supresif.
Penelitian  lain menjelaskan
Lactobacillus sp. mempunyai efek
imunomodulator, dapat menginduksi
CD4* Treg.?*#2425 penelitian Mayne, et
al. (2013) membahas tentang sel Treg
yang dikaitkan dengan kasus |IBD
(Inflammatory Bowel Disease)
mempunyai peran sinergis dalam
toleransi mukosa. Perkembangan dan
fungsi sel Treg dipengaruhi oleh
lingkungan, faktor gizi, dan mikroba.

Penelitian Smith, et al. (2005)
menunjukkan efek kombinasi
Lactobacillus reuteri dan Lactobacillus
casei memberikan manfaat yang
menguntungkan dalam pengobatan.
Pengobatan tersebut dikaitkan dengan
sejumlah penyakit inflamasi, seperti
dermatitis atopic dan penyakit Crohn’s.?
Hasil penelitiannya, kombinasi
Lactobacillus tersebut dapat
meningkatkan induksi perkembangan
dari sel Treg. Penelitian lain yang
dilakukan oleh Dwivedi et al. (2016)
menerangkan perkembangan penyakit
autoimun terhadap respon imun yang
berkaitan dengan sel Treg. Sel Treg
pada kasus autoimun mengalami
penurunan aktivasi karena adanya
kondisi peningkatan respon imun
proinflamasi yang berlebihan. Adanya
pemberian probiotik mampu
mengembalikan respon imun dalam
keadaan homeostasis. Jumlah dan
fungsi sel Treg meningkat sehinggan
mampu menekan aktivasi sel CD4'T
yang mengarah ke proinflamasi.®

Pada H3 presentase sel Treg
menunjukkan terdapat perbedaan yang
signifikan rata-rata persentase sel Treg
antara kelompok SA dengan LR. Hal ini

membuktikan bahwa pemberian
Lactobacillus  reuteri pada  mencit
postpartum yang diinduksi
Staphyilococcus  aureus pada H3

mampu meningkatkan persentase sel
Treg secara signifikan. Berdasarkan
histogram presentase sel Treg pada
kelompok Lactobacillus reuteri dan
Staphylococcus aureus (SA+LR) lebih
tinggi daripada kelompok lainnya.
Pemberian probiotik dari trimester
ketiga pada kehamilan sampai dengan
postpartum hari ketiga lebih mampu
meningkatkan presentase sel Treg
daripada diberikan sampai dengan
postpartum hari pertama. Pernyataan
tersebut didukung penelitian Karimi, et
al. (2009) mengemukakan pemberian
probiotik Lactobacillus reuteri diberikan
pada model asma mencit Balb/c selama
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3, 5, dan 9 hari." Hasil penelitian Karimi
probiotik Lactobacillus reuteri dapat
menginduksi presentase sel Treg lebih
tinggi selama 9 hari." Penelitian lain
yang dilakukan oleh Chen, et al. (2010)
menjelaskan pemberian probiotik jenis
Lactobacillus selama 2 bulan pada anak
asma dan rhinitis alergi didapatkan
peningkatan fungsi paru, perbaikan skor
gejala klinis asma dan rhinitis alergi.?’

Penelitian Baroja, et al. (2207)
menggunakan probiotik ~ kombinasi
antara  Lactobacillus  reuteri  dan
Lactobacillus rhamnosus diberikan pada
pasien yang mengalami IBD (penyakit
colitis) selama 30 hari. Efek yang
diperoleh terjadi peningkatan pada
presentase sel Treg vyang tinggi,
sehingga mempunyai manfaat klinik
seperti terjadi penurunan IBD (penyakit
colitis) pada jangka panjang.?®

Pemberian probiotik yang lebih
lama dalam jumlah yang cukup,
mempunyai manfaat bagi kesehatan
untuk pencegahan dan pengobatan
penyakit.*?’

Hasil presentase sel Th22 pada
H1 menunjukkan  tidak  terdapat
perbedaan yang signifikan persentase
sel Th22 pada semua kelompok
(p>0,05) antara kelompok kontrol, SA,
LR, dan SA+LR, namun jika dilihat
berdasarkan histogram kelompok
Lactobacillus reuteri dan
Staphylococcus aureus (SA+LR) lebih
rendah daripada kelompok lainnya.
Pemberian Lactobacillus reuteri sampai
dengan hari pertama postpartum
presentase sel Th22 lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok lainnya.
Hal ini sesuai dengan pernyataan
Walter, et al. (2011) mengemukakan
probiotik Lactobacillus reuteri
mempunyai manfaat dalam
menstimulasi  respon imun  dapat
meningkatkan sementara sitokin
proinflamasi di saluran cerna.?® Adanya
peningkatan sitokin proinflamasi seperti
Th22 yang dapat meningkatkan produksi
IgA dan B defensin yang nantinya

berperan dalam proses pembersihan
bakteri.

Pemberian probiotik Lactobacillus
reuteri dan adanya induksi bakteri
Staphylococcus  aureus  diharapkan
mampu meningkatkan presentase sel
Th22 sehingga produksi IgA dan f3
defensin semakin lebih banyak dan
mampu menekan serangan dari bakteri
Staphylococcus aureus pada hari
pertama postpartum. Hasil penelitian ini
hampir serupa dengan penelitian oleh
Proborini  (2013) bahwa pemberian
probiotik pada mencit yang terpapar
LPS E.coli tidak memberikan pengaruh
terapi.'®

Pemberian  probiotik  selama
masa kehamilan trimester 3 sampai
dengan postpartum hari pertama
diharapkan dapat meningkat presentase
sel Th22, sehingga mampu
mengaktivasi antimikrobial seperti
defensin. Pernyataan tersebut sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh
Mondel, et al. (2009) menggunakan
subyek manusia sehat mengkonsumsi
probiotik mampu menginduksi human
beta-defensin (Hbd)-2, namun hasil dari
penelitian ini tidak mampu meningkatkan
presentase sel Th22 dibandingkan
dengan  kelompok  kontrol  pada
postpartum hari pertama.*®

Pemberian probiotik Lactobacillus
reuteri sampai dengan postpartum hari
ketiga dan diinduksi Staphylococcus
aureus mampu meningkatkan
presentase sel Th22 secara signifikan.
Hal ini menunjukkan bahwa dengan
diberikannya probiotik  Lactobacillus
reuteri sampai dengan hari ketiga
postpartum dapat berperan dalam
pencegahan sehingga mampu
mempersiapkan slgA dan B-defensin
kedalam kondisi yang optimal dalam
persiapan menghadapi paparan suatu
bakteri.

Pernyataan sebelumnya
didukung teori yang menjelaskan
tentang pemberian probiotik
Lactobacillus reuteri mampu
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menginduksi sel-sel imun pada mukosa
usus Yyang nantinya sel-sel imun
tersebut akan mengalami homing ke
jaringan limfoid, genitourinaria sehingga
sel-sel imun yang antigen reaktif di
daerah tersebut juga meningkatkan dan
kemudian sel-sel imun tersebut akan
bereaksi terhadap antigen setempat.”

Penelitian Basu, et al. (2012)
mengemukakan bahwa pada infeksi
bakteri akan terjadi peningkatan sitokin
proinflamasi yang dihasilkan oleh sel
Th22, dimana sel Th22 merupakan sel
yang memproduksi [L-22 yang dapat
meningkatkan produksi B-defensin yang
nantinya berperan dalam  proses
pembersihan bakteri.' Dalam hal ini
dengan pemberian bakteri saja mampu
meningkatkan produksi (3-defensin pada
mencit nifas. Hasil penelitian ini rerata
presentase sel Th22 pada kelompok
Staphylococcus aureus (SA) lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol
dan Lactobacillus reuteri (LR), sehingga
dapat disimpulkan bila terjadi paparan
bakteri Staphylococcus aureus tubuh
akan memberikan respon imun untuk
menghadapi serangan.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini
maka dapat disimpulkan  bahwa
pemberian probiotik Lactobacillus reuteri
pada mencit nifas yang diinduksi
Staphylococcus aureus pada H1 post
partum tidak terbukti mempengaruhi
presentase sel Treg dan sel Th22
secara signifikan. Pemberian probiotik
Lactobacillus reuteri pada mencit nifas
yang diinduksi Staphylococcus aureus
pada H3 post partum terbukti
mempengaruhi presentase sel Treg dan
sel Th22 secara signifikan.
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