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method of making a TB granuloma model similar to humans. The aim of this
study is to detect the severity of tuberculosis. The results showed that on day
Keyword: 1 the granuloma had not yet been formed because the granuloma structure had
not yet been formed because the blood immune cells in PBMC media
containing lymphocytes and monocytes had not yet responded to Mtb
: . infection. On the second day, the granuloma structures surrounding the Mtb
Mycobacterium Tuberculosis bacteria have started to form to form aggregations. Day 3, many other cell
types also occupy the granuloma, such as neutrophils, dendritic cells, B and T
cells, natural killer cells, fibroblasts and cells that secrete extracellular matrix
components. On the 4th day the granuloma experiences granulation and the
granuloma structure breaks and the maximum damaged aggregation occurs on
the 5th day. When the host's immune system weakens, the granuloma will
burst and the Mtb bacteria will infect and reactivate. The results of this study
show that the severity of tuberculosis sufferers can be detected early by the in
vitro granuloma observation method by looking at the morphology of
tuberculosis granuloma formation so that in order to provide the right drug
therapy, this research can even be used as an initial stage of vaccine perfection
in Mycobacterium tuberculosis bacterial infection.
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ABSTRAK

Bakteri Mycobacterium tuberculosis (Mtb) merupakan penyebab penyakit Tuberculosis (TB) pada manusia,
menyebabkan kematian dan salah satu agen infeksius pada manusia di. Tb tetap menjadi salah satu penyakit menular
paling mematikan di dunia dan dianggap sebagai masalah kesehatan global utama, diperkirakan 8,6 juta orang penderita
Tb, dan 1,3 juta meninggal. Jenis penelitian ini adalah eksperimen murni dengan metode in vitro pembuatan model Tb
granuloma yang mirip dengan manusia. Tujuan dari penelitian ini sebagai deteksi dini tingkat keparahan penyakit
tuberculosis. Hasil penelitian bahwasanya pada hari ke-1 granuloma belum terbentuk dikarenakan struktur granuloma
belum terbentuk terjadi karena sel imun darah pada media PBMC berisi sel limfosit dan monosit merupakan belum
merespon terhadap infeksi Mtb. Pada hari ke-2 struktur granuloma mengelilingi bakteri Mtb sudah memulai terbentuk
membentuk agregrasi. Hari ke-3, banyak jenis sel lainnya juga menempati granuloma, seperti neutrofil, sel dendritik, Sel
B dan T, natural killer cells, fibroblas dan sel yang mengeluarkan komponen matriks ekstraselular. Hari ke-4 granuloma
mengalami granulasi dan struktur granuloma pecah dan agregrasi rusak maksimal terjadi pada hari ke-5. ketika sistem
kekebalan inang melemah, maka granuloma akan pecah dan bakteri Mtb akan menginfeksi dan rekativasi. Hasil penelitian
ini bahwasanya tingkat keparahan penderita tuberkulosis dapat dideteksi sejak dini dengan metode pengamatan in vitro
granuloma dengan melihat morfologi terbentuknya granuloma tb sehingga agar memberikan terapi obat yang tepat,
bahkan penelitian ini bisa digunakan sebagai tahap awal penyempurnaan vaksin pada infeksi bakteri Mycobacterium
tuberculosis.
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Pendahuluan

Bakteri Mycobacterium tuberculosis (Mtb) merupakan penyebab penyakit Tuberculosis (TB) pada
manusia, menyebabkan kematian dan salah satu agen infeksius pada manusia di dunia (Fitzgerald et al., 2014).
Tb adalah penyakit menular yang masih ada dan menjadi ancaman utama dalam hal mortalitas dan morbiditas,
sedangkan hampir seperempat global populasi terinfeksi secara laten oleh Mtb (1,7 miliar individu), hanya 5—
10% dari orang yang terinfeksi berkembang menjadi tuberkulosis aktif (Mezouar et al., 2019). Mtb merupakan
bakteri yang mempunyai kemampuan survive (bertahan hidup) yang sangat bagus terhadap fagositosis dari sel
makrofag di dalam sel inang. Mtb memiliki kemampuan phenotypic switching yang berfungsi sebagai sistem
mereplikasi ganda saat tubuh sel inang imunitas sistemnya turun, sehingga mempermudah bakteri Mtb untuk
bereplikasi dan membunuh sel inang akibat infeksi bakteri tersebut (Parasa et al., 2014). Bakteri Mtb dalam
keadaan non-replikasi mempunyai kemampuan berevolusi dan bertahan di dalam host cell dalam bentuk
dormancy (non aktif) yang teriolasi di dalam granuloma (infeksi Tb laten) dalam waktu tertentu (Pai et al.,
2016). Hanya Tb paru aktif yang dapat menular dan menyebabkan penyakit. Penyakit Tb terus menjadi masalah
dunia mulai dari negara maju sampai berkembang.

Tuberkulosis (TB) tetap menjadi salah satu penyakit menular paling mematikan di dunia dan dianggap
sebagai masalah kesehatan global utama, diperkirakan 8,6 juta orang penderita TB, dan 1,3 juta meninggal.
Diperkirakan 9,0 juta penderita TB, dan 1,5 juta meninggal karena penyakit tersebut, 360.000 di antaranya
adalah human immunodefciency virus (HIV) —positif. Di seluruh dunia, 9,6 juta orang diperkirakan jatuh
sakitakibat TB sebanyak 5,4 juta laki-laki, 3,2 juta perempuan, dan 1,0 juta anak. Secara global, 12% dari 9,6
juta kasus TB baru akibat HIV-positif. Mengingat kebanyakan kematian akibat TB dapat dicegah, angka
kematian akibat penyakit ini sangat tinggi (Suzuki, 2019). Tingkat perkembangan penyakit Tb aktif sangat
tinggi pada bayi yang terpajan, tapi jauh lebih rendah pada anak usia 2-10 tahun; resiko meningkat selama
masa remaja dan usia produktif sekitar usia 25 tahun. Sedangkan Kejadian penyakit Tb aktif sekitar dua kali
lipat lebih tinggi pada pria daripada wanita, dan sekitar 10% dari semua kasus baru di seluruh dunia terjadi
pada anak-anak (Faizal et al., 2018).

Penelitian kita yang membedakan dengan yang lain dan recent yaitu masih belum ada pengamatan
pembentukan granuloma Tb secara in vitro pada tahap laten. Ketika patogen menginfeksi paru-paru, baik faktor
bakteri dan menginduksi remodeling jaringan sel inang (host), maka menciptakan lesi inflamasi kronik yang
dikenal sebagai granuloma. Struktur-struktur pembentukan granuloma ini berhubungan dengan pengendalian
dan perkembangan penyakit (Marakalala et al. 2016). Kebanyakan penelitian Tb lebih tertarik pada Tb pada
tahap kronis setelah bakteri menginfeksi sehingga kedepannya penelitian ini sebagai langkap awal diagnosa
pengobatan, diagnosa pada aspek dan peran sel imunologi sehingga kedepan sebagai pengembangan vaksin
baru pada early phase untuk mengimplementasikan program dan pembiayaan yang lebih baik diperlukan untuk

mengakhiri epidemi Tb global pada tahun 2035.
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Metode Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimen murni dengan metode in vitro pembuatan model TB granuloma
yang mirip dengan manusia. Penelitian ini menggunakan isolat bakteri Mycobacterium tuberculosis H37Rv
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Institut Penyakit Tropis Universitas Airlangga, Surabaya.
Kemudian membuat model granuloma menggunakan media Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC).
Pembuatan media PBMC menggunakan sel darah sebanyak 10 cc kemudian disentifugasi pada 2000 rpm
selama 10 menit, kemudian plasma darah dipindahkan ke tabung 1,5 ml (simpan pada suhu -80° C). Sebanyak
3 ml Phospahte Buffer Saline (PBS) ditambahkan ke dalam tabung conikel yang berisi sampel. Kemudian
menambahkan sebanyak 5 ml Zistopague ke tabung conikel (dilakukan pengulangan sebanyak 3x dengan
prosedur yang sama, dan tiap pengulangan diganti dengan conikel baru). Saat pengulangan ke-4 maka
dipindahkan ke conikel yang baru lalu sentrifugasi pada 1700 rpm selama 30 menit. Setelah itu dibuang cairan
atas (plasma) dan pindahkan cairan tengah (buffy coat) ke dalam tabung conikel baru. PBS ditambahkan 1x
hingga 15 ml ke dalam tabung conikel yang mengandung cairan tengah (buffy coat) dan kemudian
disentrifugasi selama 5 menit pada 1500 rpm. Kemudian cairan atas (plasma) dikeluarkan dan ditambahkan
PBS 1x ke 15 ml kemudian disentrifugasi 1.300 rpm selama 5 menit. Kemudian cairan dikeluarkan dan
ditambahkan 600 ul PBS 1x dan dicampur menggunakan mikro pipet. Kemudian pindahkan ke tabung 1,5 ml
dan simpan pada suhu -30° C.

Setelah itu media PBMC yang telah dikultur ditambahkan dengan Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) dan kemudian isolat bakteri strain Mycobacterium tuberculosis H37Rv diinokulasi sebanyak 1x 10°
CFU (hari ke-1) ke dalam 1 well. Setelah itu, diambil sebanyak 10 pl untuk dipanen dan ditempatkan di objek
gelas polielisin dan diamati di bawah mikroskop untuk mengamati bentuk morfologi granuloma TB (pada
pengamatan hari ke-1), dan tahap selanjutnya diamati pada hari ke-2, hari ke-3, hari ke-4 dan hari ke-5 dengan

prosedur yang sama.

Hasil Penelitian dan Pembahasan
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Gambar 1. Granuloma Tb hari ke-1
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Gambar 4. Granuloma Tb hari ke-4.
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Gambar 5. Granuloma Tb hari ke-5

Hasil penelitian bahwasanya pada hari ke-1 granuloma belum terbentuk dikarenakan pada gambar 1
struktur granuloma belum terbentuk terjadi karena sel imun darah pada media PBMC berisi sel limfosit dan
monosit merupakan belum merespon terhadap infeksi Mtb (Panda & Ravindran, 2013). Granuloma adalah ciri
khas infeksi Mycobacterium tuberculosis dan secara imunopatogenesis Tb pada tahap early phase pada
penderita terinfeksi secara laten. Struktur granuloma berbentuk bergerombol, terorganisir agregat sel kekebalan
yang terdiri dari berbagai sel imun innate maupun sel imun adaptive diantaranya sel makrofag, foamy
macrophage (turunan dari sel makrofag yang berproliferasi karena respon adanya infeksi bakteri M.tb)
(Genoula et al., 2018) sel epitel, sel raksasa multinukleat (sel Langerhans) dikelilingi oleh cincin limfosit
(Guirado & Schlesinger, 2013). Pada hari ke-2 struktur granuloma mengelilingi bakteri Mtb sudah memulai
terbentuk membentuk agregrasi yang dominan yaitu sel makrofag yang bisa dilihat pada gambar ke-2. Banyak
jenis sel lainnya komposisi membentuk granuloma, seperti neutrofil, sel dendritik, Sel B dan T, natural killer
cells, fibroblas dan sel yang mengeluarkan komponen matriks ekstraselular yang pada akhirnya membentuk
formasi granuloma tb yang melindungi organ paru agar bakteri Mtb tidak bisa reaktifasi (Ramakrishnan, 2012).
pada gambar ke-3.

Puncak pembentukan granuloma yang sempurna terjadi pada hari ke-4 dapat dilihat pada gambar
gambar 4. Setelah hari ke-4 granuloma mengalami granulasi (pecah). Fungsi utama granuloma adalah lokalisasi
dan menahan Mtb dan memusatkan proteksi respon imun terhadap area terbatas yang terinfeksi Tb (Peddireddy
et al., 2017). Dilihat pada gambar 5 struktur granuloma pecah dan agregrasi rusak maksimal terjadi pada hari
ke-5. Jika sel host imunitasnya kuat maka granuloma akan tetap melindungi dari infeksi Mtb jika melemah
maka Mtb akan bisa menembus perlindungan granuloma.

Sedangkan ketika sistem kekebalan inang melemah, diketahui bahwasanya granuloma tb bisa menjadi
indikator tingkat keparahan penderita tuberkulosis dan mencegah terjadinya bakteri mtb re-aktivasi. Bukti
eksperimental telah mengungkapkan bahwa faktor TNF-a memainkan peran utama dalam pertahanan inang
melawan Mtb baik pada fase infeksi aktif maupun kronis. Data menunjukkan bahwa beberapa aktivitas TNF-

a diperlukan untuk menjaga integritas granuloma dan untuk membatasi patogen Tb (Birkness et al., 2007).
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Kesimpulan

Penelitian dapat disimpulkan bahwasanya tingkat keparahan penderita tuberkulosis dapat dideteksi
sejak dini dengan metode pengamatan in vitro granuloma dengan melihat morfologi terbentuknya granuloma
tb sehingga agar memberikan terapi obat yang tepat, bahkan penelitian ini bisa digunakan sebagai tahap awal

penyempurnaan vaksin pada infeksi bakteri Mycobacterium tuberculosis.
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