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Abstrak

Latar Belakang: Vaksinasi Bacillus Calmette-Guérin (BCG) belum dapat memberikan perlindungan terhadap infeksi tuberculosis (TB)
pada orang dewasa. Protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 Mycobacterium tuberculosis (Mtb) sebagai kandidat vaksin dapat
merangsang respon imun tubuh. Interleukin-17 (IL-17), tumor necrosis factor-a (TNF-a) dan cluster of differentiation 4* (CD4*) berperan
melawan TB. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan bahwa protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 Mtb mampu merangsang
ekspresi TNF-a, IL-17 dan sel T CD4* pada kultur peripheral blood mononuclear cells (PBMC).

Metode: Desain penelitian ini adalah studi eksperimental dengan jumlah sampel penelitian tiap kelompok sebanyak 8 subjek. Masing
subjek adalah sehat, kontak TB dan pasien TB diambil sampel darah tepi dan diberikan rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 Mtbh. Kadar TNF-
a sel T CD4" diukur dengan metode enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Flow cytometry digunakan untuk mengukur
konsentrasi IL-17 dan sel T CD4*. Masing-masing subjek juga diberi perlakuan tanpa antigen dan dengan antigen purified protein
derivative (PPD).

Hasil: Tidak didapatkan peningkatan bermakna pada pemberian protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 Mtb dibandingkan tanpa antigen
pada ekspresi TNF-a CD4*(P=0,202), ekspresi IL-17 CD4* (P=0,994) dan presentase sel T CD4+ (P=0,183). Protein rekombinan fusi
ESAT-6/CFP-10 Mtb mampu merangsang ekspresi TNF-a CD4* pada kelompok subjek sehat (29,91+1,23pg/ml), kontak TB (32,21+4,02
pg/ml) dan pasien TB (33,35+8,41 pg/ml). Ekspresi IL-17 CD4" pada subjek sehat 33,24+39,01%, kontak TB 23,88+21% dan pasien TB
51,93+36%. Ekspresi sel T CD4* pada subjek sehat sebesar 30,64+7,63%, kontak TB 24,58+5,24% dan pasien TB 40,73+2,63%.
Kesimpulan: Protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 Mtb dapat merangsang produksi TNF-a, /L-17 dan Sel T CD4* pada semua subjek.
Ekspresi TNF-a, IL-17 dan Sel T CD4* pada subjek sehat, menunjukkan bahwa protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 berpotensi
sebagai kandidat vaksin TB. (J Respir Indo. 2019; 39(3): 160-8)

Kata kunci: Fusi ESAT-6/CFP-10, IL-17, sel T CD4*, TNF-a, Mycobacterium tuberculosis

Immunogenicity Test of ESAT-6/CFP-10 Mycobacterium
tuberculosis (Indonesian Strain) Recombinant Protein Fusion:
TNF-a, IL-17 and CD4" T Cells Expression in PBMC Culture

Abstract

Background: Bascillus Calmette Gueérin vaccination has not provided protection against TB in adults. ESAT-6/CFP-10 Mtb recombinant
protein fusion as a vaccine candidate can stimulate the body's immune response. Interleukin-17, TNF-a and CD4* play a major role
against TB. This study aims to determine that the recombinant protein fusion ESAT-6/CFP-10 Mtb can stimulate TNF-a, /L-17 and CD4* T
cells expression in PBMC culture.

Methods: Design of this study is experimental study. Number of research sample per group of 8 subjects. The subjects were healthy, TB
contact and TB patients taken their peripheral blood sample and treated with ESAT-6/CFP-10 Mtb recombinant protein fusion. TNF-a CD4*
T cells were measured by ELISA. Flow cytometry is used to measure IL-17 and CD4* Tcells. As standard protocol research on
tuberculosis vaccine, each subject also treated without antigen and with PPD.

Results: There was no significant increase in the administration of ESAT-6/CFP-10 Mtb fusion compared without antigen on TNF-a
expression of CD4" (P=0.202), expression of IL-17 CD4" (P=0.994) and percentage of CD4" T cells (P=0.183). ESAT-6/CFP-10 Mtb
Fusion was able to stimulate expression of TNF-a CD4" in healthy subjects (29.91+1.23pg/ml), TB contact (32.21+4.02pg/ml) and TB
patients (33.35+£8.41 pg/ml). Expression IL-17 CD4+ in healthy subjects (33.24 £ 39.01%), TB contact (23.88 + 21%) and TB patients
(51.93 + 36%). CD4" T cell expression in healthy subjects 30.64 + 7.63%, TB contact 24.58 + 5.24% and TB patients (40.73+2.63%).
Conclusions: ESAT-6/CFP-10 Mtb recombinant proteins fusion may stimulate the production of TNF-a, IL-17 CD4* and CD4" T cells in all
subject. Expression of TNF-a, IL-17 CD4* and CD4" T cells in the healthy group, indicated that the ESAT-6/CFP-10 recombinant protein
fusion has the potential as vaccine candidate. (J Respir Indo. 2019; 39(3): 160-8)

Key word: ESAT-6/CFP-10 Fusion, IL-17, CD4* TCells, TNF-a, Mycobacterium tuberculosis
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PENDAHULUAN

Pada tahun 2015 tuberkulosis (TB) menjadi
penyebab global utama kematian yang diakibatkan
penyakit menular. Terdapat 9,6 juta kasus TB baru
dan 1,5 juta kematian akibat TB diperkirakan yang
terjadi di seluruh dunia. Berdasarkan global
tuberculosis report oleh World Health Organization
(WHO) didapatkan bahwa peringkat Indonesia naik
ke peringkat ke-2 setelah India yang sebelumnya
peringkat ke-4 dunia dengan 1 juta kasus TB baru
pada tahun 2015.

pengobatan yang lebih singkat dan tidak memiliki

Intervensi baru termasuk

efek samping, diagnosis yang lebih baik serta vaksin
yang lebih efektif diperlukan untuk mencapai target
global mengenai pengurangan 90% insiden TB pada
tahun 2035.1

Vaksinasi adalah intervensi yang paling efektif
untuk mengendalikan penyakit menular.
Keberhasilan eradikasi cacar, pest dan polio
dimungkinkan karena tersedianya vaksin yang
sangat efektif. Vaksin bacillus Calmette-Guerin
(BCG) yang pertama kali diperkenalkan pada tahun
1921, menunjukkan efektivitas yang terbatas dalam
mencegah TB paru dan penularan Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) orang dewasa. Target eradikasi
TB tahun 2035 akan berhasil jika vaksin yang lebih
efektif tersedia pada tahun 2025.2

Komponen antigen yang tidak didapatkan
pada vaksin BCG menjadi perhatian terhadap
penelitian vaksin TB. Vaksin BCG adalah galur
Mycobacterium bovis yang dilemahkan. Mabhairas
dkk pada tahun 1996 berhasil mengidentifikasi
genomic region yang membedakan Mtb dan BCG
serta melaporkan hilangnya genome region of
difference 1 (RD) 1 dan RD3 pada BCG.?

RD1 mengekspresikan sistem Esx-1 dan
mengkodekan 2 protein, yaitu culture filtrate protein
of 10 kDa (CFP-10) dari gen Esx-B dan early
secreted antigenic target protein 6 (ESAT-6) dari gen
Esx-A yang merupakan immunogenic protein. Protein
ESAT-6 dan CFP-10 pada Mtb diidentifikasi pada
tahun 1991. Maue dkk tahun 2007 dengan dasar
tersebut telah menggunakan kombinasi (fusi) protein
keduanya dalam penelitian uji hewan dan telah
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membuktikan bahwa kombinasi kedua protein
tersebut akan saling menguatkan dalam menghindari
proses eliminasi awal oleh sistem imun tubuh dan
hasil akhirnya akan merangsang respon imun
terutama respons imun seluler.34

Respons imun terhadap Mtb lebih banyak
diperankan oleh sel T dibandingkan dengan sel B.
Pada manusia, peran sel T cluster of differentiation 4
(CD4") menjadi perhatian pada pasien HIV karena
terdapat penurunan jumlah sel T CD4* namun risiko
infeksi Mtb meningkatkan. Fungsi utama sel T CD4*
adalah menghasilkan sitokin tipe 1.°

Sel T helper tipe 1 (Thl1) polifungsional yang
secara simultan menghasilkan interferon gamma
(IFEN-v), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) dan
interleukin-2 (IL-2) bermanfaat dalam mengendalikan
infeksi Mth. Sel CD4* Thl mengaktitfkan fungsi
efektor pada makrofag yang mengendalikan Mtb
intraselular sebagai perlindungan terhadap Mtb.
Sitokin  TNF-a memiliki peran awal dalam proses
pengendalian infeksi TB yang bekerja pada berbagai
sel. Sitokin ini bekerja bersinergi dengan IFN-y yang
merangsang produksi reactive nitrogen intermediates
(RNIs) yang memediasi fungsi tuberkulostatik dari
makrofag. Sitokin TNF-a juga merangsang migrasi
sel imun ke tempat infeksi dan berkontribusi terhadap
pembentukan granuloma, yang mampu
mengendalikan perkembangan penyakit.®

Beberapa penelitian melaporkan peranan sel T
helper 17 (Th17) pada respon imun terhadap infeksi
Mtb.  Sel
interleukin-17 (IL-17), terlibat dalam perlindungan

Thl7 yang mampu menghasilkan
kekebalan terhadap Mtb terutama karena efek sitokin
ini dalam menarik dan mengaktifkan neutrofil.®> Sel
Th17 telah terlibat dalam perlindungan terhadap TB
pada tahap awal karena kapasitas mereka untuk
merekrut limfosit, monosit dan Thl ke lokasi
pembentukan granuloma.®

Penelitian sebelumnya oleh Setyobudi dkk
tahun 2014 dengan antigen protein 38 kd Mtb galur
Indonesia sebagai kandidat vaksin menunjukkan hasil
peningkatan ekspresi sitokin proinlamasi IL-2 dan
penurunan anti inlamasi IL-4. Sebagai kelanjutan
untuk membandingkan dengan protein Ag Mtb yang
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sudah ada kami menguji protein rekombinan fusi
ESAT6/CFP10 Mtb yang dihasilkan oleh Pusat
Biomedis Litbangkes Kemenkes Rl dalam
menginduksi respons imun seluler berdasarkan
produksi sitokin TNF-a dan IL-17 CD4* dan sel T
CD4*. Penelitian ini juga akan menjadi dasar uiji
vaksin tahap berikutnya berupa uji klinis dengan

hewan coba.

METODE

Penelitian ini menggunakan desain true
experimental laboratory yang akan menguiji protein
ESAT-6/CFP-10 Mtb galur
Indonesia pada kultur peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) pasien TB, kontak TB, dan sehat
untuk kemudian diukur ekspresi TNF-a, IL-17 CD4*
dan sel T CD4*. Pengukuran TNF-a dilakukan
dengan

rekombinan fusi

metode ezyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) sedangkan pengukuran IL-17 CD4*
dan sel T CD4* dilakukan dengan flow cytometry.
Penelitian dilakukan di Rumah Sakit (RS)
Syaiful Anwar Malang dan Laboratorium Biomedik
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang,
mulai 1 Juli — 31 Agustus 2017. Subjek penelitian
dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu orang sehat,
pasien TB dan kontak TB (keluarga pasien TB serta
dokter dan paramedis) di lingkungan RS Syaiful
Anwar Malang yang memenuhi kriteria inklusi.
Jumlah subjek penelitian untuk setiap
kelompok sebesar 8 subjek. Masing-masing
kelompok diberi 3 perlakuan, yaitu pemberian
antigen protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10
Mtb2 pg/ml, antigen purified protein derivative
(PPD) 2 pg/mldan tanpa pemberian antigen sebagai
prosedur pada penelitian vaksin TB. Kultur PBMC
diinkubasi selama 2 hari setelah diberi perlakuan
dan kemudian diukur konsentrasi TNF-a CD4+,
presentase IL-17 CD4* dan sel T CD4*. Hasilnya
akan dianalisis dengan one-way analysis of

variance (ANOVA).

HASIL

Karakteristik subjek penelitian dapat dilihat
pada tabel 1 pada penelitian ini didapatkan jumlah

162

laki-laki lebih banyak pada kelompok pasien TB
dengan jumlah laki-laki 6 subjek dan perempuan 2
subjek. Jumlah subjek laki-laki pada kelompok
kontak TB sama dengan perempuan sedangkan
jenis kelamin perempuan lebih banyak daripada
laki-laki pada kelompok pasien sehat dengan jumlah
laki-laki 2 subjek dan perempuan 6 subjek.
Berdasarkan usia didapatkan subjek penelitian pada
usia 21-50 tahun baik pada semua kelompok
subjek.

Indek masa tubuh (IMT) paling banyak pada
subjek kelompok pasien TB adalah IMT <18,5 yaitu
5 subjek sedangkan 2 subjek lainnya memiliki IMT
antara 18,5-23. Pada kelompok kontak TB dan
kelompok sehat hampir semua subjek memiliki IMT
>18,5. Sebagian besar subjek penelitian memiliki
skar BCG kecuali pada 2 subjek penelitian pada
kelompok pasien TB tidak memiliki skar BCG.
Pemeriksaan Mantoux didapatkan pada seluruh
subjek kelompok pasien TB dan kontak TB.

Tabel 1 Karakteristik subjek penelitian

Pasien TB Kontak  Sehat

Karakteristik (n=8) TB (n=8) (n=8)

Usia (tahun) <20 1 0 0
21-30 2 3 4
31-40 1 4 4
41 - 50 4 1 0
IMT (kg/m?) <185 5 1 0
18.5-23 2 2 6
> 23 1 5 2
Riwayat Merokok 6 0 0
merokok Tidak 2 8 8
Jenis kelamin  Laki-laki 6 4 2
Perempuan 2 4 6
Skar BCG (+) 6 8 8
Mantoux 8 8 0
Gejala klinis Batuk 8 -
Batuk darah 2
Sesak 1
Nyeri Dada 1
Demam 7
Keringat Malam 6
Penurunan BB 5
Foto toraks Minimal 0 N N
Moderate 2
Far advanced 6
BTA +1 3 ) )
+2 3
+3 2
TCM Detected Low 3
Detected Med 3

N

Detected High

Ket: IMT=indeks massa tubuh; BCG=Bacillus Calmette—Guérin;
BB=berat bada; BTA=basil tahan asam; TCM=tes cepat molekuler.

J Respir Indo Vol. 39 No. 3 Juli 2019
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Gejala klinis hanya didapatkan pada

kelompok pasien TB yang merupakan gejala
pernapasan dan sistemik yang sering terjadi pada
penderita TB. Batuk merupakan gejala yang paling
banyak menyertai penyakit TB dan pada penelitian ini
didapatkan pada seluruh subjek kelompok pasien TB.

Keluhan demam terdapat pada 7 subjek, keringat

malam 6 subjek dan penurunan berat badan 5 subjek.

Beberapa pasien juga mengeluhkan batuk darah
yaitu sebanyak 2 subjek, sesak napas dan nyeri dada
masing-masing 1 subjek.

Pada gambaran foto toraks paling banyak
didapatkan gambaran paru far advanced lesion yaitu
sebanyak 6 dari 8 subjek pasien TB dan tidak
didapatkan minimal lesion pada subjek pasien TB.
Hasil pemeriksaan sputum basil tahan asam (BTA)
pada seluruh subjek kelompok pasien TB didapatkan
hasil positif (+) sesuai dengan syarat dalam kelompok
pasien TB. BTA +1 dan +2 didapatkan pada masing

masing 3 subjek, BTA +3 didapatkan pada 2 orang
pasien.

Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa
parameter TNF-qa, IL-17 dan Sel T CD4* kelompok
fusi ESAT6/CFP10 yang diberikan kepada kelompok
sehat, kontak TB maupun pasien TB memiliki hasil
yang lebih besar dibandingkan tanpa pemberian
antigen atau dengan pemberian PPD.

Pada Gambar 2 hasil
pemeriksaan ekspresi TNF-a, IL-17 dan sel T CD4*
akibat respons terhadap antigen rekombinan fusi
ESAT-6/CFP-10. Protein rekombinan fusi
ESAT6/CFP10 dapat memberikan ekspresi sel T
CD4* pada kelompok sehat, kontak TB dan pasien TB.

menunjukkan

Nilai ekspresi tertinggi pada kelompok pasien TB
yaitu 40,73. Selain ekspresi terhadap sel T CD4",
pemberian protein rekombinan fusi ESAT6/CFP10
juga menghasilkan ekspresi sitokin TNF-a dan IL-17
CDA4+.

A Parameter B Parameter
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874 2gg1 2900 - 23.88 .00
20,00 L bean L | 23.88| [re88 B2
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| —
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Gambar 1. Perbandingan hasil ekspresi TNF-a, IL-17 dan sel T CD4* dengan perlakuan tanpa antigen, dengan pemberian antigen PPD dan
antigen fusi ESAT6/CFP10 pada kelompok sehat (A), pada kelompok kontak TB (B), pada kelompok pasien TB (C).
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Parameter
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Gambar 2. Hasil ekspresi TNF-a, IL-17 CD4+ dan sel T CD4+
pada pemberian antigen protein rekombinan fusi
ESAT6/ CFP10.

PEMBAHASAN

Karakteristik jenis kelamin laki-laki (n=6)
lebih banyak daripada perempuan (n=2) pada
kelompok pasien TB. Hal ini sesuai dengan data
terbaru dari global tuberculosis report 2016 WHO dan
Data Profil Kesehatan Indonesia tahun 20167. Data
tersebut menunjukkan laki-laki lebih rentan menderita
TB dibandingkan dengan wanita terutama pada saat
dewasa. Salah satu faktor risikonya adalah kebiasan
laki-laki
mengakibatkan peningkatan kerentanan terhadap
infeksi TB. Peranan hormon testoteron pada laki-laki

merokok dan minum alkohol pada

dan estrogen pada wanita yang mempengaruhi
respons imun seluler antara lain sel B, sel T, neutrofil,
sel dendrit dan makrofag terhadap antigen.®

Sebanyak 6 subjek pada kelompok pasien
TB memiliki IMT <18 rendah sedangkan pada
kelompok sehat dan kontak TB tidak ada yang
memiliki IMT <18. Keadaan IMT rendah menunjukkan
prognosis yang buruk dan dapat meningkat risiko
kematian. Hilangnya massa tubuh merupakan
indikasi malnutrisi yang dapat memperberat tingkat
keparahan penyakit TB dan mempengaruhi proses
respons imun terhadap TB.°

Skar BCG pada pasien TB menunjukkan
pasien sudah pernah diimunisasi BCG. Pada
kelompok pasien TB yang memilik skar BCG
sebanyak 6 subjek. Hal ini menunjukkan vaksinasi
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BCG tidak menyebabkan kekebalan terhadap infeksi
TB. Bebebapa literatur menyebutkan beberapa
penyebab kegagalan BCG dalam memberikan
perlindungan pada dewasa terhadap pajanan kuman
Mtb terutama pada daerah endemis, antara lain
karema hilangnya lokus Esx-1 pada genome RD1
yang bersifat imunodominan, pajanan ultraviolet,
infeksi cacing, reaksi silang dengan Mycobacterium
other than tuberculosis (MOTT) dan perubahan
genetik dari BCG.210:11

Kelompok subjek sehat didapatkan hasil
ekspresi yang lebih tinggi pada pemberian antigen
protein fusi ESAT-6/CFP-10 dibandingkan dengan
tanpa antigen dan PPD. Hal ini menunjukkan bahwa
protein fusi ESAT-6/CFP-10 mampu menginduksi
sistem imun seluler pada subjek yang belum pernah
terpajan antigen Mtb sebelumnya. Protein fusi ESAT-
6/CFP-10 berasal dari ekspresi lokus Esx-1 (Esx-B
dan Esx-A) yang ditranskripsikan sebagai operon
tunggal berupa
membentuk kompleks heterodimerik 1:1. CFP-
10/ESAT-6 disekresikan pada tahap awal infeksi Mth
dan menyebabkan respons imun seluler dan humoral

protein yang masing-masing

yang kuat.12131415

Pada kelompok subjek sehat pada penelitian
kami didapatkan peningkatan ekspresi baik pada
TNF-q, IL-17 CD4" atau pada sel T CD4* sendiri oleh
ESAT-6/CFP-10.
meskipun  tidak

rangsangan rekombinan fusi

Peningkatan ini bermakna
menunjukkan hasil yang sama pada rangsangan oleh
pajanan Mtb. Pada tahap awal infeksi TB terjadi
respons alamiah tubuh pada 2-3 minggu pertama
terpajanan kuman Mtb.1213.14.15

Pada kontak TB berarti subjek pernah terpapar
tehadap kuman Mtb dan telah memiliki memori sel T
spesifik Mtb. Pada penelitian kami menunjukkan hasil
ekspresi TNF-a, IL-17 CD4* dan Sel T CD4* yang
meningkat pada paparan antigen protein fusi ESAT-
6/CFP-10 dibandingkan tanpa antigen dan PPD.
Adanya cross reaction antara sel T CD4* spesifik Mth
ESAT-6/CFP-10

menyebabkan peningkatan ekspresi berbagai sitokin

dan antigen  protein  fusi

proinflamasi. Induksi sel memori seperti sel T memori
yang memiliki jumlah dan durasi yang cukup dengan
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pemberian vaksin terhadap patogen intraselular
telah terbukti merupakan tantangan besar bagi
pengembangan vaksin ajuvan subunit baru. Karena
belum adanya vaksin yang disetujui untuk
penggunaan pada manusia yang mampu
mempromosikan respon imunitas seluler yang
dimediasi Thl, pengembangan vaksin subunit
modern telah menjadi tantangan yang sangat
penting sampai saat ini dalam upaya pemberantasan
penyakit TB.16:17

Pada subjek kontak TB memiliki hasil yang
sama dengan subjek sehat berupa peningkatan
ekspresi TNF-q, IL-17 CD4* dan sel T CD4*. Subjek
kontak menunjukkan pajanan Mtb di masa lalu dan
menunjukkan imunitas yang baik. Pemberian
ESAT-6 dan CFP-10

mempertahankan jumlah dan kualias sel T memori

rekombinan fusi

melalui perangsangan ulang antigen spesifik sel
T.3’17

Antigen Mtb dan ESAT-6 memiliki sel T
spesifik yang sama. Respons imunitas yang
adekuat pada imunitas bawaan dan adaptif
memberikan hasil berupa infeksi TB laten akibat
rangsangan awal oleh kuman Mtb. Proteksi yang
baik jika dapat menginduksi memori sel T spesifik
ditunjukkan melalu ekspresi multipel sitokin dalam
hal ini yang bersifat proinflamasi seperti TNF-a dan
IL-17.3%7

Rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 selain
sebagai kandidat vaksin baru baik primer dengan
mengembalikan imunogenitas pada BCG (rBCG)
atau sebagai vaksin subunit serta dapat booster
pada subjek yang telah divaksinasi sebelumnya.
Kandidat vaksin yang baru diharapkan dapat
mempertahankan jumlah sel T memori dalam waktu
yang lama dan kualitas yang baik dalam arti mampu
mengekspresikan sel T multifungsional pada
pajanan Mtb.3%"

Peningkatan ekspresi TNF-a, IL-17 CD4* dan
sel T CD4" juga didapatkan pada pasien TB setelah
diberikan dengan antigen ESAT-6/CFP-10. Salah
satu penelitan memberikan analisis rinci tentang
fenotip dan frekuensi sel penghasil sitokin pada
penyakit TB. Penelitian oleh Sutherland dkk
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menunjukkan bahwa jumlah sel limfosit T spesifik
MTb yang menghasilkan beberapa sitokin atau TNF-
a saja secara signifikan lebih tinggi pada subjek
dengan penyakit TB aktif, dibandingkan dengan
subjek kontak TB. Profil seluler ini dikaitkan dengan
sekresi respons sitokin sel Thl yang dominan dan
produksi IL-17 pada kasus TB dibandingkan dengan
kontak TB. Peningkatan ini menunjukkan proses dari
progresifitas dari penyakit TB yang masih
berlangsung. Pada penelitian yang lain menunjukkan
penurunan respon sitokin setelah pemberian obat
anti TB dan perbaikan dari gejala Kklinis TB.*8
Meskipun Vaksin TB berbasis ESAT-6 masih
jauh dari implementasi dalam program vaksin,
namun dalam pengembangannya ESAT-6 dan CFP-
10 telah dieksplorasi secara luas perannya sebagai
antigen dalam merangsang terbentuknya imunitas
seluler. Salah satu imunitas yang telah terbukti
adalah pelepasan sitokin IFN-y yang telah digunakan
diseluruh  dunia dalam mendiagnosis infeksi
Mycobacterium tuberculosis. ESAT-6 dan protein
pendampingnya CFP10 adalah antigen utama dalam
terbentuknya IFN-y (IGRA). Protein dengan berat
molekul rendah ini adalah faktor virulensi penting
untuk Mtb, dan antigen yang paling imunodominan
sejauh ini telah diidentifikasi.*®
dikaitkan
dengan lokalisasi mereka pada Region of Difference
1 (RD1) dari genom Mtb, yang pada BCG telah
dihilangkan untuk menurunkan virulensi. Selain IFN-y
peran ESAT-6 dan CFP-10 sebagai kandidat vaksin
perlu dibuktikan dalam pelepasan sitokin lain yang

Spesifisitas  diagnostik mereka

tidak kalah pentingnya dalam imunitas terhadap TB
yaitu TNF-a dan IL-17.%°

TNFa pada pemeriksaan ELISA penelitian
kami tidak dapat dibedakan apakah dihasilkan oleh
sel T CD4*, makrofag atau sel dendrit. Untuk sitokin
IL-17 pada penelitian kami adalah yang dihasilkan
oleh sel T CD4* yang merupakan produsen utama IL-
17 melalui Th-17. 202

Hasil ekspresi oleh rekombinan fusi ESAT-6
dan CFP-10 menunjukan peningkatan selain
berperan terhadap imunitas seluler pada respon
adaptif, berperan juga sebagai penghubung antara
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respon alamiah dan adaptif. TNF-a dihasilkan
terutama oleh sel T CD4* dan CD8* berperan utama
dalam aktifasi makrofag. Sebagian besar sel tubuh
memliki respon terhadap TNF-a, hal ini yang
TNF-a

proinflamasi yang utama.?02!

menyebabkan merupakan mediator

Selain dihasilkan oleh sel T, TNF-a juga
dihasilkan oleh makrofag pada mekanisme respon
alamiah melalui aktifasi jalur NFkB, JNK dan p38
dan menginduksi apoptosis. Meher dkk, pemberian
CFP-10

permukaan makrofag menyebabkan pelepasan agen

menyebabkan ekspresi B7.1 pada
antimicrobial NO dan TNF-a dan membantu
membunuh mikroba yang telah difagosit.?%2
Penelitian dengan menganalisa respon imun
beberapa antigen Mycrobacterium tuberculosis pada
pasien aktf TB yang dilakukan oleh Kassa dkk
mendukung penelitian sebelumnya oleh Mattos dkk
bahwa peningkatan level sitokin IL-17 dan TNFa
secara bersama sama dengan IgG merupakan
penanda hayati yang berguna untuk mengidentifikasi
TB aktif. Respon peningkatan ini menunjang
imunogenitas dari fusi ESAT-6 dan CFP-10 yang
dapat menjadi acuan sebagai kandidat vaksin baru.??
Penelitian lainnya oleh Maue dkk, Uvanova
dkk, Olsen dkk, Pym dan Gao dkk menunjukkan fusi
ESAT-6 dan CFP-10 merupakan kandidat yang kuat
vaksin baru karena menginduksi imunitas sel T
secara kuat pada model hewan coba. Tetapi hal ini
tidak kalah pentingnya bahwa ESAT-6 dan CFP-10
sebagai faktor virulensi pada proses infeksi TB.
ESAT-6 diketahui dapat menghambat APC dengan
mengurangi produksi IL-12 oleh makrofag dengan
melisiskan sel epithelial dan makrofag dan

menyebabkan ketidakstabilan fagolisom
menyebabkan bakteri menghindari proses fagosom.
Diketahui juga bahwa ESAT-6 produksi IL-10, IL-17
dan TNF-a oleh sel T dari hasil penelitian Samten
dkk dan Peng dkk.??

Sutherland dkk dan

menunjukkan triple positif sel T CD4" dalam artian

Coccano dkk
menghasilkan ekspresi 3 sitokin secara bersamaan
antara lain IL-2, TNF-a dan IFN-y secara bersamaan

pada pemberian fusi ESAT-6 dan CFP-10 pada
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pasien aktif TB yang merupakan tanda replikasi aktif
TB dibandingkan pada subjek kontak TB dan sehat.
RD1 spesifik bifungsional sel T CD4+ yang
menghasilkan TNF-a dan IFN-y sel T CD4* lebih
tinggi dibandingkan pada kontak TB, hasil yang sama
ditunjukkan oleh Day dkk yang jumlahnya akan
menurun setelah proses terapi anti Tuberkulsosis.?324

KESIMPULAN

Protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10
galur Indonesia dapat menstimulasi ekspresi TNF-q,
IL-17 CD4* dan sel T CD4* pada subjek sehat,
terdapat kontak TB dan penderita TB. Ekspresi
sitokin pada subjek sehat menunjukkan bahwa
protein rekombinan fusi ESAT-6/CFP-10 berpotensi
sebagai kandidat vaksinasi penganti BCG.
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