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Imunologi tuberkulosis dan aplikasi diagnostiknya 


PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan problem kesehatan masyarakat terutama di negara-negara sedang berkembang, termasuk di Indonesia. Berdasarkan survei Departemen Kesehatan tahun 1992 yaitu Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT), penyakit ini merupakan penyebab kematian nomor dua setelah penyakit kardiovaskuler dan penyebab kematian nomor satu dalam kelompok penyakit infeksi.(3) Pada tahun 1979-1982, prevalensi TB 15 Provinsi di Indonesia didapatkan sebesar 0,2% - 0,4%. Pada tahun 1992 insiden terendah di Jawa Tengah (13,3%) dan tertinggi di Sulawesi Selatan (29,9%).(4)

Respon imun humoral di awali dengan diferensiasi limfosit B menjadi satu populasi sel plasma yang memproduksi dan melepaskan anti bodi spesifik ke dalam darah yang dinamakan imunoglobulin (Ig). Anti bodi yang pertama di bentuk dalam respon imun adalah IgM, oleh karena itu kadar IgM yang tinggi merupakan petunjuk adanya infeksi dini. Pada respon primer, timbulnya IgG di dahului oleh IgM. Tehnik ELISA IgG dapat digunakan untuk membantu diagnosis TB secara cepat.(16)  Dalam penelitian tersebut anti gen yang digunakan adalah purified protein derivative (PPD), yang berupa crude anti gen dan banyak mengandung komponen yang tidak spesifik. Penelitian untuk membandingkan kegunaan ELISA terhadap beberapa kelas imunoglobulin telah dilakukan oleh Viljanen dkk. Dari hasil penelitian tersebut didapatkan bahwa IgG lebih baik membedakan penderita dengan kontrol sehatnya bila dibandingkan dengan IgA dan IgM. Penelitian ini juga menggunakan PPD.(14)   
 Pemeriksaan serologi tuber kulosis telah di mulai puluhan tahun yang lalu, yakni dengan prinsip aglutinasi langsung. Prinsip aglutinasi langsung tersebut kurang spesifik dan sensitif sehingga metode ini ditinggalkan, selanjutnya munculah uji serologis seperti uji fiksasi komplemen, uji hemaglutinasi, uji difusi agar ganda, imunodifusi dan Radio Immuno Assay (RIA), namun sejauh ini belum ada yang memuaskan.(13) Beberapa anti gen komersial yang telah digunakan antara lain Lipoara Bino Mannan (LAM) dan Kp-90 yang dikatakan mempunyai sensitivitas dan spesifisitas tinggi, masing-masing 70% dan 90% untuk LAM serta 70,4% dan 97,7% untuk Kp-90,(12) sedangkan anti gen 38-kD (kilo Dalton) memiliki sensitivitas 92% dan spesifisitas 92% pada pasien-pasien BTA positif.(17)
Dalam makalah ini akan dibicarakan mengenai imunologi tuber kulosis dan aplikasi diagnostiknya.

REAKSI IMUNOLOGIK PADA INFEKSI TUBERKULOSIS



Terdapat dua macam respon imun pertahanan tubuh terhadap infeksi tuberkulosis yaitu respon imun selular  (sel T dan makrofag yang teraktivasi) bersama sejumlah sitokin dan pertahanan secara humoral (anti bodi-mediated). Respon imun seluler lebih banyak memegang peranan dalam pertahan tubuh terhadap infeksi tuberkulosis. Pertahanan secara humoral tidak bersifat protektif tetapi lebih banyak digunakan untuk membantu menegakkan diagnosis.(5) Respon ini di awali dengan diferensiasi limfosit B menjadi satu populasi sel plasma yang memproduksi dan melepaskan anti bodi spesifik ke dalam darah yang dinamakan imunoglobulin. Imunoglobulin (Ig) di bentuk oleh sel plasma yang berasal dari ploriferasi sel B akibat adanya kontak dengan anti gen. Anti bodi yang terbentuk secara spesifik ini akan mengikat anti gen baru lainnya yang sejenis.

Respon imun primer terjadi sewaktu anti gen pertama kali masuk ke dalam tubuh, yang ditandai dengan munculnya IgM beberapa hari setelah pemaparan. Kadar IgM mencapai puncaknya pada hari ke-7. pada 6-7 hari setelah pemaparan, barulah bisa di deteksi IgG pada serum, sedangkan IgM mulai berkurang sebelum kadar IgG mencapai puncaknya yaitu 10-14 hari setelah pemaparan anti gen. Respon imun sekunder terjadi apabila pemaparan anti gen terjadi untuk yang kedua kalinya, yang di sebut juga booster. Puncak kadar IgM pada respon sekunder ini umumnya tidak melebihi puncaknya pada respon primer, sebaliknya kadar IgG meningkat jauh lebih tinggi dan berlangsung lebih lama. Perbedaan dalam respon ini di sebabkan adanya sel B dan sel T  memory akibat pemaparan yang pertama.(11)  


IgG merupakan komponen utama imunoglobulin serum, kadarnya dalam serum sekitar 13 mg/ml, merupakan 75% dari semua imunoglobulin. Kadar IgG meninggi pada infeksi kronis dan penyakit auto imun. Anti bodi yang pertama di bentuk dalam respon imun adalah IgM, oleh karena itu kadar IgM yang tinggi merupakan petunjuk adanya infeksi dini.(11)

M. tuberculosis di inhalasi sehingga masuk ke paru-paru, kemudian di telan oleh makrofag. Makrofag tersebut mempunyai 3 fungsi utama, yakni :
1. Memproduksi enzim proteolitik dan metabolit lainnya yang memperlihatkan efek mycobactericidal. 

2. Memproduksi sitokin sebagai respon terhadap M. tuberculosis  yakni IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-( TGF-(. Sitokin mempunyai efek imunoregulator yang penting.

3. Untuk memproses dan menyajikan anti gen terhadap limfosist T.(2) 
Pada tuberkulosis primer, perkembangan infeksi M. tuberculosis pada target organ tergantung pada derajat aktivitas anti bakteri makrofag dari sistem imun alamiah serta kecepatan dan kualitas perkembangan sistem imun yang di dapat. Oleh sistem imun alamiah, basil akan di eliminasi oleh kerja sama antara alveolar makrofag dan NK sel melalui sitokin yang dihasilkannya yakni TNF-( dan INF-(.  Mekanisme pertahanan tubuh terhadap infeksi ini terutama dilakukan oleh sel-sel pertahanan (sel T dan makrofag yang teraktivasi) bersama sejumlah sitokin. Pada limfonodi regional, terjadi perkembangan respon imun yang di dapat, yang akan mengenali basil tuberkulosis. Tipe respon imun ini sangat tergantung pada sitokin yang dihasilkan oleh sistem imun alamiah. Dominasi produksi sitokin oleh makrofag yang mensekresikan IL-12 akan merangsang respon sel Th 1, sedangkan bila IL-4 yang lebih banyak disekresikan oleh sel-T maka akan timbul respon oleh sel Th 2. Tipe respon imun ini akan menentukan kualitas aktivasi makrofag untuk mempresentasikan anti gen kepada sel-T khususnya melalui jalur MHC kelas-II.(10) 

Selama imunitas yang di dapat berkembang untuk mempercepat aktivasi makrofag/monosit, terjadilah bakteremia. Basil menggunakan makrofag sebagai sarana untuk menyebar dan selanjutnya tumbuh dan menetap pada sel-sel fagosit di berbagai organ tubuh. Peristiwa ini akan terjadi bila sel-T spesifik yang teraktivasi pada limfonodi mengalami resirkulasi dan melewati lesi yang meradang yang selanjutnya akan membentuk granuloma. Pada peristiwa ini TNF memegang peranan yang sangat vital. Bila respon imun yang di dapat berkembang tidak adekuat maka akan timbul manifestasi klinis akibat penyebaran basil yang berupa tuberkulosis milier atau tuberkulosis meningen. Granuloma merupakan mekanisme pertahanan utama dengan cara membatasi replikasi bakteri pada fokus infeksi. Granuloma terutama terdiri atas makrofag dan sel-T. Selama interaksi antara anti gen spesifik dengan sel fagosit yang terinfeksi pada berbagai organ, sel-T spesifik memproduki IFN-( dan mengaktifkan fungsi anti mikroba makrofag. Dalam granuloma terjadi enkapsulasi yang di picu oleh fibrosis dan kalsifikasi serta terjadi nekrosis yang menurunkan pasokan nutrien dan oksigen, sehingga terjadi kematian bakteri. Akan tetapi sering terjadi keadaan di mana basil tidak seluruhnya mati tapi sebagian masih ada yang hidup dan tetap bertahan dalam bentuk dorman. Infeksi yang terlokalisir sering tidak menimbulkan gejala klinis dan bisa bertahan dalam waktu yang lama.(11)
Pada tuberkulosis post primer, pertahanan tubuh di dominasi oleh pembentukan elemen nekrotik yang lebih hebat dari kasus infeksi primer. Elemen-elemen nekrotik ini akan selalu dikelurkan sehingga akhirnya akan terbentuk kavitas. Limfadenitis regional jarang terjadi, M. tuberculosis menetap dalam makrofag dan pertumbuhannya di kontrol dalam fokus-fokus yang terbentuk. Pembentukan dan kelangsungan hidup granuloma di kontrol oleh sel-T, di mana komunikasi antara sel-T dan makrofag di perantarai oleh sitokin. IL-1(, TNF-(, GM-CSF, TGF-(, IL-6, INF-( dan TNF-( merupakan sitokin yang mengontrol kelangsungan granuloma, sebaliknya IL-4, IL-5 dan IL-10 menghambat pembentukan dan perkembangan granuloma.(11) 

Proses aktivasi makrofag oleh sitokin merupakan faktor sentral dalam imunitas terhadap tuberkulosis. Pada sistem ini, INF-( telah di identifikasikan sebagai sitokin utama untuk mengaktivasi makrofag, yang selanjutnya dapat menghambat pertumbuhan patogen ini. Pembentukan granuloma dan kavitas di pengaruhi oleh berbagai macam sitokin sebagai hasil interaksi antara sel-T spesifik, makrofag yang teraktivasi dan berbagai macam komponen bakterial.(11)
ANTI GEN M. TUBERKULOSIS
Secara garis besar protein M. tuberculosis dapat dikelompokkan ke dalam 3 golongan berdasarkan lokasi sub selulernya, yakni : protein yang berada dalam sitoplasma, protein membran sel atau yang berkaitan dengan dinding sel, serta protein yang disekresikan ke dalam medium di sekelilingnya.(2)
Seperti pada organisme lain, masing-masing protein dari M. tuberculosis memiliki fungsi yang berbeda-beda. Salah satu protein yang telah di kenal sejak dahulu adalah tuberkulin. Protein ini pertama kali ditemukan oleh Robert Koch, berupa konsentrat yang ditemukan pada medium pertumbuhan M. tuberculosis dan telah di inaktifkan melalui pemanasan. Protein ini dapat menimbulkan reaksi khas pada kulit dalam 24-48 jam setelah di injeksikan pada manusia atau binatang yang menderita tuberkulosis yang di kenal dengan fenomena Koch, yang serupa dengan gambaran pada reaksi hiper sensitivitas tipe lambat (Delayed-Type Hypersensitivity / DTH). Oleh karena protein ini di isolasi dari medium kultur, maka banyak mengandung komponen-komponen lain yang menurunkan kemurniannya. Untuk mengatasi hal ini maka di produksi tuberkulin dari medium kultur yang tidak mengandung protein sehingga didapatkan tuberkulin yang jauh lebih murni, yang di kenal dengan “tuberculin purified protein derivative” (PPD). PPD sampai saat ini masih merupakan sarana diagnostik dan epidemiologi yang sangat bermanfaat.(2)   


Heat shock protien (Hsp) atau stress protein adalah kelompok protein yang ditemukan secara luas pada sel eukariotik dan prokariotik, termasuk mikobakteria yang merupakan protein sitoplasma. Stress protein ini tampaknya memiliki berbagai macam fungsi, di mana salah satu peran pentingnya adalah untuk membantu mikro organisme untuk beradaptasi terhadap perubahan lingkungannya. Produksi protein ini akan sangat meningkat bila sel terpapar oleh peningkatan temperatur ataupun bermacam-macam faktor yang menimbulkan stress seperti radikal oksigen, ion-ion logam atau etanol. Tiga kelompok Hsp yang telah diteliti pada prokariot dan eukariot adalah Hsp70/DnaK, Hsp 60/GroEL dan GroES. Pada M. tuberculosis, suatu protein 71 kD tampaknya homolog dengan DnaK dari E. coli dan Hsp 70 sel eukariot. Berdasarkan analoginya dengan DnaK dari E. coli, DnaK dari M. bovis memiliki aktivitas ATP-ase dan autofosforilasi. Protein ini memicu respon anti bodi pada mencit dan manusia, menimbulkan respon proliferasi sel-T pada penderita tuberkulosis serta di duga potensial untuk menimbulkan    respon autoreaktivitas. Protein dengan   BM   65   kD   dari  M. tuberculosis tampaknya homolog dengan GroEL dari E. coli, di mana sekuens asam amino GroEL ini 95% homolog dengan M. leprae, BCG dan M. tuberculosis.(2) Menurut  Mehra  dan  Hance  Sekuens dari BCG M. tuberculosis  /  M. bovis  hampir  90% homolog dengan  M. leprae   dan M. fortuitum.(15) Protein ini juga merangsang respon anti bodi pada mencit dan manusia serta memicu respon proliferatif dan sitotoksik sel-T. Peta epitop protein ini telah berhasil di buat dan epitop-epitop ini dapat di kenali oleh sel-T maupun sel-B. Selain itu, protein ini juga di kenali oleh beberapa sel-T(( di samping dapat menimbulkan respon autoreaktivitas pada tikus dan manusia. Suatu homolog GroES juga ditemukan pada M. tuberculosis, berupa protein dengan BM 12 kD yang telah dibuktikan merupakan stimulator utama sel-T pada penelitian menggunakan murin dan manusia.(2.9) 


Mycobacteria mensekresikan sejumlah protein ke medium sekitarnya. Protein ini sangat poten dalam merangsang respon imun sellular pada tikus yang di infeksi dengan M. tuberculosis. Pada hewan coba perlindungan spesifik terhadap tuberkulosis hanya didapatkan dengan pemberian vaksin BCG hidup. Setelah pemberian vaksinasi hidup, sintesis protein oleh bakteri masih berlangsung dan protein secara terus-menerus disekresikan ke sekitarnya. Limfosit T berperanan dalam pengenalan dini terhadap makrofag yang terinfeksi, sehingga terjadi pengontrolan infeksi yang efisien pada tahap yang sangat dini. Sedangkan protein 85B merupakan   salah  satu  protein  penting  yang  disekresikan oleh M. tuberculosis. Kompleks protein ini paling sedikit di susun oleh 3 protein yakni protein 85A atau MP44 (BM 31 kD), protein 85B atau MP59 (BM 30 kD) dan protein 85C atau MP45 (BM 31,5 kD). Ketiga protein ini di kode oleh 3 gen yang homolog tetapi secara struktural berbeda. Komplek protein ini  dapat di kenali dengan menggunakan anti bodi monoklonal dan merangsang respon proliferatif sel T pada manusia dan mencit serta juga dapat di kenali oleh sel T dari cairan sinovial penderita rheumatoid arthritis.(2)

Reaksi silang dapat ditemukan antara protein 85-kompleks dengan protein MPT51 (BM 27 kD) dengan membandingkan sekuens asam amino pada ujung-N dapat di lihat adanya 60% homologi antara keduanya. Hal ini menimbulkan dugaan bahwa kemungkinan terdapat suatu kelompok protein yang secara struktural sangat mirip yang disekresikan oleh mikobakteria.(2)
TES DIAGNOSIS TUBERKULOSIS SECARA IMUNOLOGIK 

1. Uji tuberkulin

Uji Tuberkulin bertujuan untuk mengetahui adanya infeksi tuberkulosis. Pemeriksaan ini berguna di daerah dengan prevalensi tuberkulosis rendah karena kemungkinan kontak dengan penderita tuberkulosis sangat kecil. Di Indonesia prevalensi tuberkulosis tinggi, sehingga pemeriksaan uji tuberkulin tidak bisa digunakan sebagai alat bantu diagnostik. Uji ini akan mempunyai makna bila didapatkan konversi dari tes yang dilakukan atau apabila hasil yang didapatkan positif kuat.(13) 

Koch’old tuberculin ditemukan pada tahun 1882. Tuberkulin ini berasal dari pertumbuhan tuberkel basili pada medium glycerinated meat broth yang dimatikan dengan pemanasan 1000C. Tuberkulin ini di sebut sebagai Old Tuberkulin (OT) yang digunakan untuk melihat adanya reaksi hiper sensitivitas tipe 4. Saat ini OT tidak di pakai lagi karena merupakan crude anti gen yang mengandung campuran protein polipeptida dan polisakarid non lipid, sehingga tidak spesifik.(2)

Munday dan Siebert tahun 1932 menggunakan tuberkulin Purified Protein Derivate (PPD) yang di pakai sampai saat ini karena spesifisitasnya tinggi (95%) dan sensitifitasnya 59%.(2)
Kelemahan uji tuberkulin ini adalah adanya faktor-faktor yang menyebabkan negatif palsu, antara lain pada infeksi tuberkulosis dini, infeksi lain aktif (seperti campak, rubela, varisela), defisiensi imunologis serta kesalahan teknik penyuntikan. Positif palsu disebabkan karena vaksinasi BCG, reaksi silang dengan mikobakteium non tuberkulosis, kesalahan inter prestasi dan sebagainya. (13)
2.
Uji serologis
Upaya serodiagnosis tuberkulosis telah di mulai sejak tahun 1898, yakni dengan penemuan teknik hemaglutinasi oleh Arloing. Pada tahun 1972, Engvall dan Perlmann menemukan metode ELISA yang mudah dan sensitivitas yang tinggi.

Uji serogis untuk tuberkulosis di bagi dalam 2 kelompok :
a. Uji serologis dengan reagensia tak berlabel (uji fiksasi komplemen, uji aglutinasi, uji hemaglutinasi, uji aglutinasi partikel inert yang di lapis anti bodi dan uji presipitasi-difusi gel agar). Pemeriksaan cara ini sudah ditinggalkan karena kurang handal dan reprodusibilitasnya kurang baik.
b. Uji serologis dengan reagensia berlabel (IFA, RIA dan ELISA).(8)
Anti gen yang digunakan pada ELISA  ada beberapa macam, mulai dari yang paling kasar termasuk kompleks anti gen dari M. tuberculosis, yang agak kasar seperti Bacille Calmette-Guerin (BCG) dan purified protein derivate (PPD). Anti gen setengah murni (dengan cara kimiawi / imunologi) contohnya antara lain anti gen 5, anti gen 6, LAM, glicolipid dan membran plasma sampai yang paling murni yaitu anti gen 10 kD - 85 kD.(8) Anti gen komersial yang digunakan untuk tes serologi dewasa ini antara lain : IgG anti TB kompleks (38 kD), IgG Mycobacterium sp. (LPS dan 38 kD), IgA anti TB (kp-90), Mycodot (LAM), Dot-EIA/PAP-TB (polipeptid sitoplasma polimer) dan TB-Dot (polimer dan 38 kD).

Penelitian tentang pemeriksaan serologik dengan menggunakan metode ELISA telah dilaporkan oleh beberapa peneliti.(1,6,7,12) Dari penelitian tersebut di peroleh hasil sensitivitas dan spesifisitas yang cukup tinggi, yakni anti gen 60 IgG (80,77% dan 88,4%), 38 kD IgG (64,21 dan 80,74%), Kp 90 IgA (62,58 dan 66,3%),(6) Anti gen 5 (89% dan 94%-100%),(7)  Anti gen A60 IgG (73,8 dan 96,1%), anti gen A 60 IgA (69 dan 93,6%),(3) anti gen LAM (60%-70% dan 90%-100%).(12)
KESIMPULAN
Kemajuan dalam bidang imunologi telah memberikan ke jelasan tentang mekanisme respon imun dan jenis anti gen tuberkulosis. Berdasarkan inilah telah dikembangkan tes diagnostik imunologik, mulai dari uji tuberkulin sampai tehnik ELISA. Di antara tes imunologi yang banyak di pakai adalah uji tuberkulin. ELISA merupakan teknik diagnostik yang saat ini sedang di evaluasi secara luas aplikasinya sebagai diagnosis tuberkulosis di lapangan.  
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