KEGAGALAN KEHAMILAN AKIBAT INFEKSI Toxoplasma gondii GALUR RH
DIPICU OLEH OVERPRODUKSI INTERFERON GAMMA (IFNy)

PREGNANCY FAILURE IN RH STRAIN OF Toxoplasma gondii INFECTION
IS INDUCED BY OVERPRODUCTION OF INTERFERON GAMMA (IFNYy)
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ABSTRACT

It has been already known that transplacental infiltration of parasites occurred during Toxoplasma infection in pregnancy;
but pregnancy failures may due to some other previous mechanisms. Eighty BALB/c female mice were monogamously
mated than devided into three pairs of study groups and a pair of control group. On Day 9" post mating, three pairs of
study groups were intra-peritoneally infected by 10, 50 and 100 tachyzoites of RH strain Toxoplasma gondii, and the
control groups were injected by PBS. Effect of treatment on the plasma level of IFNy (ELISA) and number of litters were
evaluated on the day 12!and day 15%-16M, represented second and third period of pregnancy. ANOVA and Path Analysis
showed that duration of infection and the increase of plasma IFNy level decreased number of litters with coefficients of
path of (-0,269; p=0,005) and (-0,377; p= 0,002) respectively. Decreasing number of litters was due to IFNy
overproduction, as response against RH strain of Toxoplasma gondii infection. This study showed that pregnancy failure
in Toxoplasma infection is more due to indirect immuno-biochemical aspects rather than direct parasitological aspect.
More studies to explain the basic molecular and immunological mechanisms of pregnancy failure in toxoplasmosis are still
needed.
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PENDAHULUAN

Telah diketahui bahwa pada lebih kurang sepertiga
dari kasus infeksi Toxoplasma gondii pada wanita hamil,
terjadi infiltrasi parasit melalui plasenta dan menyebabkan
berbagai jenis gangguan kehamilan (1,2,3). Namun
demikian kegagalan kehamilan mungkin sudah terjadi
melalui  mekanisme sebelum adanya infiltrasi parasit
tersebut (4).

Kehamilan adalah suatu fenomena fisiologik di mana
janin yang secara imunologik merupakan benda asing,
dapat hidup di dalam kandungan ibu sepanjang masa
kehamilan. Kegagalan kehamilan pada hakekatnya adalah
reaksi penolakan janin yang terjadi lebih dini dari kondisi
normal (2,5,6). Berbagai manifestasi kegagalan kehamilan
pada umumnya terjadi pada fase pasca inplantasi, dan
abortus merupakan manifestasi yang paling sering terjadi,
yaitu sekitar 10% (7,8).

Pada kehamilan normal, peran dan keseimbangan
produksi dan interaksi antara berbagai jenis sitokin, baik
yang bersifat pro-inflamasi (Th1) maupun anti-inflamasi
(Th2), sangat menentukan keberhasilan dan kelangsungan
kehamilan (9,10). Pada fase implantasi, sitokin-sitokin Th1
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seperti IFNy dan IL2 secara dominan mengendalikan
proses angiogenesis dan invasi sel-sel trofoblas. Segera
setelah implantasi selesai, terjadi pergeseran dominasi dari
Th1 ke Th2. Bila proses pergeseran ini tidak terjadi dan
dominasi Th1 tidak terkendali, maka Th1 justru memicu
terjadinya kegagalan kehamilan (3,11,12,13). Infeksi yang

terjadi selama kehamilan, khususnya oleh parasit
intraseluler, merupakan faktor penting yang dapat
mempengaruhi respon kekebalan. Pengamatan yang

dilakukan oleh Krishnan menunjukkan bahwa infeksi
Leishmania major pada mencit bunting menyebabkan
produksi IL-4 dan IL-10 di plasenta menurun, sedang
produksi IFNy dan TNF meningkat (14). Sitokin yang
diproduksi di mana saja, dapat mengalir ke plasenta dan
mempengaruhi rangkaian sitokin lokal (14). Percobaan
pada mencit yang diinfeksi oleh Toxoplasma gondii
menunjukkan bahwa pada infeksi akut, sel-sel dendritik,
neutrofil dan makrofag bereaksi langsung terhadap antigen
parasit dengan memproduksi IL-12, TNFo dan IFNy
(15,16). Sitokin-sitokin Th1 yang diinduksi oleh infeksi dapat
melintasi fetal interface, mempengaruhi trofoblas dan
kehamilan. Terjadinya peningkatan respon Th1 sistemik ini
dapat menimbulkan gangguan terhadap kehamilan
(9,10,14). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
membuktikan bahwa infeksi Toxoplasma gondii galur RH
pada mencit BALB/c bunting menyebabkan penurunan
jumlah janin melalui peningkatan kadar IFN-y.
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METODE

Setelah sinkronisasi oestrus dengan memanfaatkan
fenomena Lee Boot effect, Whitten effect dan Pheromone
effect, delapan puluh ekor mencit betina galur BALB/c, umur
4-6 bulan sehat, berasal dari hasil pembiakan inbred di
Laboratorium Pusvetma Wonocolo Surabaya, berat badan
25-40 gram dan baru melahirkan anak, dikawinkan secara
monogami dan serempak lalu dibagi menjadi menjadi 4
kelompok. Pada hari ke-9 pasca kawin (p.k), 3 kelompok
diantaranya diinfeksi dengan Toxoplasma gondii galur RH
masing-masing dengan dosis 10, 50 dan 100 takhizoit dan 1
kelompok diinjeksi dengan PBS sebagai kontrol. Inokulan
takhizoit Toxoplasma gondii galur RH, diperoleh dari hasil
panen yang dilakukan pada hari ke-4 dari inokulasi pertama
pada mencit dengan stabilat Toxoplasma gondii galur RH
yang diperoleh dari Laboratorium Bioteknologi Pusat Antar
Universitas  (PAU-Biotek UGM). Pengaruh perlakuan
diamati pada hari 12 dan hari 15-16 p.k., masing-masing
mewakili periode 2 dan 3 dari kebuntingan. Jumlah takhizoit
dalam bilasan cairan peritoneum dihitung di bawah
mikroskop pada kamar hitung Neubauer. Kadar I[FNy
plasma diukur dengan metoda ELISA. Hasil kehamilan
diukur dengan menghitung jumlah lobus embrio dan sisa
janin pada kedua cornu uterus. Hubungan antar variabel
dosis dan waktu inokulasi, jumlah takhizoit dalam cairan
peritoneum, kadar IFNy plasma dan jumlah janin dianalisis
menggunakan ANOVA dan analisis jalur (Path Analysis),
dengan perangkat lunak SPSS-10 dan AMOS GRAFIK -4.

HASIL PENELITIAN

Masing-masing variabel yang diamati, yaitu jumlah
janin, jumlah takhizoit dalam cairan peritoneum dan kadar
IFNy plasma ditunjukkan pada tabel dan gambar grafik di
bawah ini.

Pada Tabel 1 tampak bahwa pada periode-2 belum
terdapat perbedaan jumlah janin antara kelompok mencit
yang diinfeksi dibandingkan dengan kelompok kontrol
(p>0,05). Perbedaan jumlah janin antar kelompok baru
terlihat bermakna pada periode-3 (p=0,032 ANOVA), akan
tetapi ternyata perbedaan yang bermakna tersebut hanya
terdapat pada kelompok mencit yang diinfeksi dengan dosis
100 takhizoit dibandingkan dengan kelompok kontrol
(p=0,024, Post Hoc ANOVA).

Pada Tabel 2 tampak bahwa pada periode-2 sudah
terdapat perbedaan jumlah takhizoit dalam cairan
peritoneum yang bermakna antara kelompok mencit yang
diinfeksi dengan 10, 50 dan 100 takhizoit dibandingkan
dengan kontrol (p=0,00). Ada perbedaan bermakna antara
jumlah rata-rata takhizoit bila kelompok dosis 10
dibandingkan dengan kelompok dosis 50 dan 100 (p =
0,00), tetapi antara kelompok dosis 50 dan 100 perbedaan
tersebut tidak bermakna (p=0,098, Post Hoc Test). Pada

periode 3 (Post Hoc Tes) jumlah takhizoit kelompok dosis
10 tetap berbeda bermakna bila dibandingkan kelompok
dosis 50 dan 100 (p = 0,000), tetapi tidak bermakna bila
dibandingkan kelompok kontrol (p= 0,142), sedang
perbedaan jumlah takhizoit antara kelompok dosis 50 dan
100 takhizoit tetap tidak bermakna (p = 0,055).

Pada Tabel 3 tampak bahwa pada periode-2 kadar
IFN-y dalam plasma mencit pada masing-masing kelompok
dosis belum menunjukkan perbedaan yang bermakna, baik
pada analisis ANOVA (p = 0,266), maupun Post HocTest
(p > 0,05). Peningkatan kadar IFN-y di dalam plasma
mencit pada masing-masing kelompok dosis terlihat nyata
setelah periode-3 (p=0,000 Oneway ANOVA). Pada
periode3 (Post Hoc Test), kadar rata-rata IFN-y di dalam
plasma mencit bunting pada kelompok kontrol berbeda
bermakna dibandingkan d engan kelompok dosis 10 (p =
0,046), maupun dengan kelompok dosis 50 dan dosis 100
(p = 0,00). Perbedaan bermakna juga ditemukan pada
perbandingan antara kelompok dosis 10 dengan dosis 50 (p
=0, 008), tetapi tidak dengan dosis 50 dan 100 takhizoit (p
= 0,998). Kadar rata-rata IFN-y plasma pada kelompok
mencit yang diinfeksi Toxo-plasma gondii dengan dosis 50
takhizoit (3,2118%+ 0,1255 ng/ml) justru lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok dosis 100 takhizoit (3,0806
+0,2439 ng/ml).

Selanjutnya analisis jalur hubungan antar varibel
yang diukur dapat dilihat pada Gambar 1.

Tabel 1. Jumlah janin rata-rata tiap kelompok mencit
dan p-value Post Hoc ANOVA test

kelompok Periode 2 (reratax 1SD) Periode 3 (reratat 1SD)

Kontrol 10,33 £ 2,31 10,40 £ 1,52
p = 1,000* p = 1,000*
Dosis 10 12,00 £ 2,31 8,00 £ 1,76
p = 0,865* p=0,592*
Dosis 50 12,50 £ 0,58 7,33 £4,93
p= 0, 75 p=0473"
Dosis 100 9,00 £ 3,90 4321448
p=0,907* p =0,024*
p=0.246** p=0.032*

*) p-value dibandingkan dengan kontrol (Post Hoc)
**) p-value antar kelompok (Oneway ANOVA)

Tabel 2. Jumlah takhizoit rata-rata (x 104um3 pada tiap
kelompok dan p-value F test

Kelompok Periode 2 (rerata £ 1SD) Periode 3 (rerata + 1SD)

Kontrol 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
p = 1,000* p = 1,000*

Dosis 10 0,625 + 0,144 1882,25 + 1859,61
p = 0,00* p=0,142*

Dosis 50 1375+ 0,144 5725,00 + 1246,80
p= 0, 00* p = 0,00*

Dosis 15832 0,129 7975,00 £ 1701,57
100 p = 0,00* p = 0,00*
p = 0.000" p = 0.000"
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Gambar 1. Analisis Jalur Pengaruh Toksoplasmosis terhadap Jumlah Janin

Toksoplasmosis” mengandung dua variabel yaitu dosis dan lama infeksi, yang masing-masing diperlakukan sebagai variabel bebas.
Koefisien path (r), menunjukkan besarnya pengaruh antar variabel; nilai p menunjukkan kemaknaan. Pengaruh antar variabel
bermakna bila p < 0,05. Pada Gambar 1 nampak bahwa jumlah janin lebih dipengaruhi oleh lamanya infeksi (-0,269; p=0,005) dibanding
oleh dosis inokulasi (0,01; p = 0,904). Jumlah takhizoit lebih dipengaruhi lama infeksi dibanding dosis infeksi (0,622; p=0,00 vs 0,544;
p=0,00). Kadar IFN v juga lebih dipengaruhi lama infeksi (0,288;p=0,01 vs 0,023; p=0,824). Tidak ada pengaruh langsung antara jumlah
takhizoit dengan jumlah janin (0,206; p=0,114). Peningkatan kadar IFNy menyebabkan penurunan jumlah janin (-0,377; p=0,002). Eror

dari berbagai faktor yang berpengaruh terhadap jumlah janin = 0,963.

Tabel 3. Kadar IFN-y rata-rata (ng/ml) tiap kelompok dan
p-value Post Hoc ANOVA test

Kelompok  Periode 2 (rerata £ 1SD) Periode 3 (rerata £ 1SD)
Kontrol 0,2357 £ 0,0033 0,3416 + 0,0591
p = 1,000 p = 1,000*
Dosis 10 0,1481 £ 0,0541 1,6489 + 1,4061
p=0,284* p=0,046"
Dosis 50 0,1734 £ 0,0129 3,2118 £0,1255
p= 0, 559* p = 0,000*
Dosis 100 0,1532 £ 0,0886 3,0806 + 0,2439
p=0272* p = 0,000*
p=0,266™ p = 0,000**
DISKUSI

Proses patologik yang terjadi dalam tubuh hospes
pada setiap kejadian infeksi tidak lepas dari kaidah interaksi
antara inang dan parasit (host parasite relationship),
demikian pula halnya pada infeksi Toxoplasma gondii
(17,18).

Telah dikenal berbagai galur Toxoplasma gondii,
yang berdasarkan virulensinya dibagi menjadi 3 tingkat,
yaitu yang tingkat virulensinya rendah atau non virulen,
sedang dan tinggi atau sangat virulen. Selain faktor genetik,
faktor-faktor yang menentukan tingkat virulensi dari
Toxoplasma gondii belum diketahui dengan pasti, tetapi
yang jelas virulensi erat hubungannya dengan daya
multiplikasi parasit di dalam sel tubuh hospes,derajat
parasitemia dan kecepatan terjadinya kematian pada mencit
percobaan (19,20). Keseimbangan antara kecepatan
multiplikasi  Toxoplasma gondii dengan kemampuan
makrofag untuk mengatasi, menentukan derajat dan
manifestasi patologik yang terjadi (21,22).

Pada penelitian ini terjadi penurunan jumlah janin
pada kelompok mencit yang diinfeksi Toxoplasma gondli,
yang baru terlihat pada pengamatan di periode 3, dan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol ternyata tidak
bermakna (p>0,05) (Tabel 1). Juga didapatkan peningkatan
jumlah takhizoit di dalam rongga peritoneum secara
bermakna, baik pada periode 2 maupun periode 3 (Tabel 2),
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dan peningkatan kadar IFNy plasma pada masing-masing
kelompok mencit yang baru terlihat bermakna (p<0,05)
setelah periode 3 (Tabel 3). Analisis jalur pada penelitian ini
(Gambar 1) menunjukkan bahwa peningkatan jumlah
takhizoit di dalam rongga peritonenum kurang berpengaruh
pada kegagalan kehamilan (r=0,206; p=0,114).Terjadinya
kegagalan kehamilan akibat infeksi Toxoplasma gondii lebih
dipengaruhi oleh mekanisme imuno-biokimiawi melalui
peningkatan kadar IFNy plasma, dibanding melalui
mekanisme langsung oleh parasitnya. Hal ini sesuai dengan
hasil beberapa penelitian yang menunjukkan bahwa pada
gangguan kehamilan akibat infeksi Toxoplasma, tidak
mutlak diperlukan keberadaan parasit di plasenta (4,23,24).
Bahwa pada kehamilan normal, setelah tahap
implantasi dominasi sitokin-sitokin Th2 sangat diperlukan
untuk menjamin kelangsungan kehamilan. IFNy adalah
sitokin Th1 yang merupakan mediator utama dalam proses
penanggulangan infeksi, termasuk Toxoplasma (25). Infeksi
Toxoplasma gondii yang terjadi pada kehamilan
menimbulkan masalah yang dilematis bagi penderita. Bila
sistem kekebalan maternal berusaha menanggulangi infeksi
melalui respon Th1, hal ini dapat membahayakan bagi bayi
yang dikandungnya. Sebaliknya, bila respon imun berusaha
mengamankan bayinya melalui dominasi Th2, berarti
seolah-olah tubuh memberi kesempatan kepada parasit
yang menginfeksi untuk tetap hidup dan berkembang (26).
Pada penelitian ini nampak bahwa pada infeksi
Toxoplasma gondii galur RH, kadar IFN-y plasma
meningkat, tetapi pengaruh lama infeksi terlihat lebih besar
dibanding dosis infeksi. Kadar IFNy plasma meningkat
sangat bermakna setelah infeksi berlangsung lebih lama,
yaitu pada periode-3 (Tabel 3). Bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol, kadar IFNy pada kelompok dosis 10
takhizoit hanya meningkat sekitar 4 kali lipat, tetapi pada
kelompok dosis 50 dan 100 takhizoit peningkatan kadar
IFNY tersebut hampir mencapai 10 kali lipat. Pada analisis

DAFTAR KEPUSTAKAAN

jalur (Gambar 1) nampak bahwa kenaikan jumlah takhizoit
meningkatkan kadar IFN-y plasma (0,647, p= 0,00).
Pengaruh lama infeksi terhadap kenaikan kadar IFN-y
plasma cukup bermakna (0,288; p=0,01), tetapi pengaruh
peningkatan dosis infeksi terhadap kadar IFNy plasma tidak
bermakna (0,023; p=0.824). Hal ini sesuai dengan yang
dilaporkan oleh Mordue bahwa pada infeksi akut dari
Toxoplasma gondii galur virulen (RH), terjadi overproduksi
sitokin-sitokin Th1, yang memicu berbagai proses patologik
bahkan menimbulkan kematian hospes (16). Untunglah
bahwa ternyata sekitar 70% Toxoplasma gondii yang
menginfeksi hewan dan manusia pada populasi umum
adalah berasal dari galur type Il atau galur yang non virulen
(2,20). Hal inilah yang mungkin menyebabkan bahwa
walaupun prevalensi toksoplasmosis di masyarakat secara
serologik cukup tinggi, namun hampir tidak ada perbedaan
resiko antara kelompok wanita hamil yang terinfeksi dengan
yang tidak terinfeksi (24,27,28). Hal ini diperkuat dengan
nilai eror yang besar (0,963), yang menunjukkan bahwa
masih sangat banyak faktor atau lain yang tidak dikaji dalam
peneliian ini yang dapat menyebabkan gangguan
kehamilan.

KESIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Kegagalan kehamilan akibat infeksi Toxoplasma gondii
dipengaruhi oleh virulensi parasit yang menginfeksi,
saat dan lama terjadinya infeksi, serta peningkatan
kadar IFNy

2. Kegagalan kehamilan tersebut terjadi melalui
mekanisme imuno-biokimiawi yang mendahului infiltrasi
parasit ke jaringan plasenta.

3. Banyak faktor dan mekanisme lain yang perlu kajian
lebih jauh dan dapat menyebabkan gangguan
kehamilan.
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