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INTISARI 

 

Asma adalah peradangan kronis dan obstruksi saluran pernapasan bawah, 

jenis pengobatan standar memiliki efek samping, sehingga perlu terapi alternatif 

dengan probiotik. Lactobacillus brevis merupakan bakteri gram positif yang dapat 

mengurangi keparahan hipersensitivitas tipe-I. Interleukin-17 berperan 

menentukan derajat keparahan asma. Interleukin-17 juga berperan dalam airway 

remodelling serta kontraksi otot polos. Tujuan penelitian mengetahui pengaruh 

pemberian Lactobacillus brevis pada ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma 

kronik.  

Penelitian eksperimental dengan post test only control group design. Subjek 

penelitian berjumlah 18 tikus Sprague Dawley betina dirandomisasi dan dibagi 

menjadi tiga kelompok (K): (K-) tikus kontrol, (K+) tikus model asma kronik, 

(Kp) tikus model asma kronik + Lactobacillus brevis. Sensitasi asma dengan 10µg 

OVA + 1mg Al(OH)3 melalui injeksi intraperitoneal di hari ke-0 dan hari ke-14 

dilanjut dengan inhalasi OVA 3x/minggu dari hari ke 21-63. Lactobacillus brevis 

dengan dosis 2×10
8
 cfu/ml diberikan setiap hari dari hari ke 21-63. Ekspresi IL-17 

diperiksa dari jaringan bronkus dengan pewarnaan imunohistokimia dan dinilai 

menggunakan metode hotspot score. Data di analisis dengan uji One-way 

ANOVA.  

Hasil rerata ekspresi IL-17 yaitu (K-) 1,83 ± 2,56; (K+) 60,33 ± 43,98; 

(Kp) 16,17 ± 12,76. Hasil uji One-way ANOVA (p<0,05) menunjukkan perbedaan 

dengan nilai signifikansi 0,001. Hasil uji Post Hoc LSD (p<0,05) menunjukkan 

perbedaan bermakna antar semua kelompok yaitu nilai signifikansi (K-) dengan 

(K+) 0,001; (K-) dengan (Kp) 0,030; dan (K+) dengan (Kp) 0,004. 

Kesimpulan penelitian ini Lactobacillus brevis berpengaruh secara 

signifikan terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma kronik.  

 

Kata kunci : Lactobacillus brevis, Ovalbumin (OVA), Alumunium Hidroksida 

(Al(OH)3), Interleukin-17 (IL-17), Asma 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Asma adalah penyakit peradangan kronis pada saluran pernapasan 

bawah yang diakibatkan oleh obstruksi dan inflamasi pada saluran napas 

sehingga mengganggu proses pernapasan. Pada individu yang terkena asma, 

biasanya menyebabkan suara napas mengi, sesak napas, dada sesak, dan 

batuk. Asma juga meningkatkan respons bronkus terhadap stimulan (Mims 

et al, 2015). Penyakit asma dapat menyerang semua kelompok usia mulai 

dari anak-anak hingga lansia (Tuomisto et al., 2015). Berdasarkan hasil 

beberapa penelitian yang telah dilakukan, terdapat peran IL-17 dalam 

menentukan derajat keparahan asma. Tingginya ekspresi IL-17 dalam 

sputum serta mukosa saluran napas, menunjukkan tingkat derajat asma yang 

parah. Selain itu, IL-17 juga memiliki peran dalam airway remodelling serta 

kontraksi otot polos (Chesné et al, 2020). Tatalaksana asma yang sering 

diberikan masih berupa tatalaksana farmakologis. Obat-obat yang sering 

diberikan sebagai tatalaksana asma antara lain adalah agonis β2, 

kortikosteroid, teofilin, dan antileukotrien. Obat-obatan tersebut memiliki 

efek samping yang buruk apabila digunakan dalam pengobatan jangka 

panjang. Efek samping yang timbul dari penggunaan agonis β2 yaitu, 

tremor, kram otot, palpitasi, ketegangan, sakit kepala, dan efek samping dari 

penggunaan kortikosteroid antara lain yaitu, moon face, buffalo hump, 

obesitas, kandidiasis, hipokalemia, dan hipertensi, sehingga diperlukan 
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tatalaksana alternatif asma kronik salah satunya menggunakan probiotik, 

yaitu mikrobiota hidup yang bila diberikan dalam jumlah memadai dapat 

memberikan manfaat kesehatan bagi host atau inang (Lestari & Helmyati, 

2018). Lactobacillus brevis merupakan bakteri gram positif dan termasuk 

jenis bakteri asam laktat yang menunjukkan kemampuan dalam memodulasi 

sistem imun, sehingga dapat mengurangi tingkat keparahan reaksi 

hipersensitivitas alergi tipe I dan menunjukkan adanya penurunan kadar IgE 

serta menghambat sitokin Th2 dan Th17, juga menginduksi produksi sitokin 

Th1 pada tikus yang diinduksi ovalbumin (Segawa et al., 2008). 

Asma menjadi salah satu masalah kesehatan yang serius dan sering 

kali mendapatkan perhatian di dunia. Prevalensi terjadinya asma di dunia, 

berdasarkan data dari Global Initiative for Asthma pada tahun 2020, berkisar 

dari 1-22% dari populasi di seluruh negara di dunia. Tercatat ada sekitar 358 

juta penderita asma di seluruh dunia. Sebanyak 15-20% kematian orang 

dewasa disebabkan oleh asma. Setiap tahunnya asma mengakibatkan 495 

ribu kematian di dunia. Hasil survei yang di lakukan The Internasional 

Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) di Jakarta, Indonesia 

menunjukkan bahwa prevalensi anak usia 6-7 tahun adalah 4,1%, sedangkan 

untuk kelompok usia 13-14 tahun yang diambil di Jakarta Timur pada tahun 

2001 menunjukkan prevalensinya 8,9% dan meningkat menjadi 13,4% pada 

tahun 2008. Data yang dikeluarkan oleh Central for Disease Control and 

Prevention (CDC) di tahun 2020 menyebutkan  bahwa prevalensi asma di 

Amerika Serikat sekitar 25 juta orang penderita asma, dengan prevalensi 
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anak-anak (<18 tahun) sebanyak 4 juta orang dan kelompok usia sekolah (5-

17 tahun) merupakan yang terbesar sebanyak 3 juta. Central for Disease 

Control and Prevention juga menyebutkan bahwa terdapat 4.145 kematian 

akibat asma di Amerika Serikat pada tahun 2020 dan sebanyak 204 

kematian terjadi pada anak-anak dengan kelompok usia 12-17 tahun 

merupakan kelompok dengan kematian asma terbesar sebanyak 97 

kematian. Asma juga merupakan penyakit yang sering ditemui di Indonesia. 

Hasil dari Riskesdas 2018 yang diselenggarakan oleh Kementerian 

Kesehatan Republik Indonesia, prevalensi asma di Indonesia berada di 

angka 2,4 % dari semua umur penduduk. Terdapat enam provinsi yang 

mengalami peningkatan prevalensi asma, yaitu provinsi Kepulauan Riau, 

Bengkulu, Banten, DI Yogyakarta, Jawa Timur, dan Sulawesi Selatan 

(Kementerian Kesehatan RI, 2018). Laporan dari Survei Kesehatan Rumah 

Tangga (SKRT), asma menjadi penyebab kematian terbanyak keempat atau 

sekitar 5,6% di Indonesia (Harsismanto et al., 2020). 

Proses inflamasi yang menyebabkan terjadinya asma biasanya 

disebabkan oleh mekanisme hipersensitivitas tipe I yaitu immunoglobulin E 

(IgE) dan aktivasi sel T helper (Th) seperti Th1, Th2, dan Th17. Alergen 

yang masuk nantinya akan dikenali oleh antigen-presenting cell (APC) 

seperti dendritic cell (DC) dan macrophage, kemudian alergen tersebut 

diproses dan dipresentasikan kepada sel T yang nantinya akan memicu sel 

Th untuk sekresi sitokin atau interleukin (IL) dan sel plasma untuk produksi 

IgE serta mengaktivasi beberapa sel seperti sel mast, eosinofil, neutrofil, 
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basofil, limfosit untuk memproduksi mediator inflamasi (Mims et al, 2015). 

Penelitian yang dilakukan oleh Ciprandi et al (2022), menyatakan bahwa 

beberapa jenis probiotik seperti Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., dan 

Streptococcus thermopilus dapat menghambat proses inflamasi asma. 

Probiotik adalah mikrobiota yang memiliki efek menguntungkan untuk 

kesehatan inangnya jika diberikan dalam dosis yang tepat, baik dalam 

jangka pendek atau panjang. Penelitian yang dilakukan oleh Abrahamsson 

et al (2014), menyatakan bahwa ada hubungan yang kuat antara jumlah 

mikrobiota usus yang rendah dengan kejadian asma di masa kanak-kanak. 

Konsep Gut-Lung Axis menunjukkan bahwa mikrobiota komensal pada usus 

dapat memiliki efek yang jauh pada paru-paru dan sistem organ lainnya 

(Skalski et al., 2018). Penelitian yang dilakukan oleh Lee et al (2013), 

pemberian probiotik Lactobacillus brevis secara oral menunjukkan adanya 

penurunan kadar IgE serta menghambat produksi Th2 dan Th17 serta 

menginduksi produksi Th1.  

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, hingga saat ini 

masih sedikit penelitian yang menunjukkan peran serta manfaat probotik 

khususnya Lactobacillus brevis dalam pengobatan penyakit asma. Dengan 

demikian, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian pengaruh probiotik 

Lactobacillus brevis terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-

Dawley yang menderita asma kronik. 
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1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian pada latar belakang maka dapat dirumuskan suatu 

permasalahan sebagai berikut “Bagaimana pengaruh pemberian probiotik 

Lactobacillus brevis terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus (Sprague-

Dawley) asma kronik?” 

 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Mengetahui pengaruh pemberian probiotik Lactobacillus 

brevis  terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma kronik. 

 

1.3.2. Tujuan Khusus 

1.3.2.1. Mengetahui ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma kronik 

kontrol negatif yaitu kelompok yang tidak diinduksi OVA 

dan tidak diberikan probiotik Lactobacillus brevis. 

1.3.2.2. Mengetahui ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma kronik 

kontrol positif yaitu kelompok yang diinduksi OVA tetapi 

tidak diberikan probiotik Lactobacillus brevis. 

1.3.2.3. Mengetahui ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma kronik 

kelompok perlakuan yaitu kelompok yang diinduksi OVA 

dan diberikan probiotik Lactobacillus brevis. 
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1.4. Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

1.4.1.1. Sebagai dasar pengetahuan mengenai pemberian probiotik 

Lactobacillus brevis sebagai terapi komplementer pada 

penyakit asma 

1.4.1.2. Sebagai dasar acuan dalam penelitian mengenai pemberian 

probiotik yang akan datang sebagai terapi komplementer 

penyakit asma jangka panjang. 

 

1.4.2. Manfaat Praktis 

1.4.2.1. Bagi klinisi 

Memberikan informasi terapi asma kronik 

menggunakan pemberian probiotik Lactobacillus brevis 

sebagai terapi komplementer jangka panjang. 

1.4.2.2. Bagi masyarakat 

Membantu penderita asma mencegah dan mengurangi 

kekambuhan penyakit asma menggunakan probiotik 

Lactobacillus brevis. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

  

2.1. Interleukin-17 

Interleukin-17 (IL-17) merupakan sitokin yang berperan dalam sistem 

kekebalan tubuh untuk melindungi tubuh dari penyakit mikroorganisme 

seperti jamur, protozoa, dan bakteri. Sitokin ini melindungi dengan cara 

menginduksi produk-produk gen seperti sitokin (TNF-α & IL-6), anti 

mikroba, zat radang, serta kemokin. Saat ini diketahui sel Th17 dan IL-17 

terlibat dalam proses patogenesis beberapa penyakit imunologi  dan 

inflamasi kronis.  Selain itu, IL-17 juga memiliki peran memberi 

perlindungan terhadap beberapa penyakit keganasan seperti kanker (Onishi 

et al, 2010). Sel Th17 banyak ditemukan pada kelenjar timus, lapisan 

lamina propria pada mukosa, synovial cavity, dan epithelial barrier (Wu et 

al., 2018). 

Interleukin-17 merupakan sitokin yang disekresikan sel Th17 dan 

termasuk dalam glikoprotein disulfida-linked homodimeric yang terdiri 155 

asam amino dengan berat molekul 35 kilo Dalton (Park et al, 2010). Selain 

diproduksi oleh sel Th17, IL-17 juga diproduksi oleh sel T CD8
+
, sel Th2, 

sel NK, neutrofil, eosinofil, makrofag, dan sel T γδ (Mason et al., 2015). 

Interleukin-17 memiliki enam varian, yaitu: IL-17A (IL-17), IL-17B, IL-

17C, IL-17D, IL-17E (dikenal juga sebagai IL-25), dan IL-17F. Interleukin-

17 termasuk dalam sitokin pro-inflamasi karena berperan dalam 

menginduksi ekspresi mediator inflamasi yang terlibat dalam maturasi, 
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proliferasi, dan kemotaksis neutrofil (Witowski et al., 2004). Peran IL-17 

yang lain adalah mengaktivasi TNF-α, IL-1β, IL-6, fibroblas, dan makrofag 

untuk mensekresikan GM-CSF. Sitokin-sitokin inilah yang terlibat dalam 

perubahan struktur saluran pernapasan (airway remodelling) pada paru-paru 

individu penderita asma (Molet et al., 2001). 

2.1.1. Hubungan IL-17 dengan Asma 

Asma merupakan penyakit yang diakibatkan oleh proses 

peradangan yang dipengaruhi oleh peran sel limfosit T, eosinofil, 

neutrofil, makrofag, sel mast, dan sel epitel. Pada pasien asma, IL-17 

meningkat pada jaringan paru, sputum, darah tepi, dan cairan cairan 

bilas bronkoalveolar (Kudo et al., 2013). Ketika benda asing 

memasuki saluran pernapasan terjadi polarisasi respon sel limfosit T 

terhadap sel T helper-2 (Th2) yang akan mengekskresikan beberapa 

sitokin seperti Interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-14 dan juga beberapa sel 

seperti sel mast, eosinofil, neutrofil, basofil, serta IgE (Mims et al, 

2015). Sitokin yang dilepaskan oleh Th2 penting untuk sintesis IgE, 

produksi kemokin, eosinofilia saluran napas, hiperplasia otot polos, 

produksi lendir, dan hiperresponsif saluran napas. Adanya inflamasi 

dan faktor lingkungan mengakibatkan aktivasi sel epitel pernapasan 

untuk melepaskan Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) yang 

menarik mediator inflamasi yang lain. Sel dendritik menginduksi 

diferensiasi sel T menjadi sel Th1, Th2 serta sel Th17 dan 

diferensiasi ini diperantarai oleh Signal Transducer and Activator of 
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Transcription-3 (STAT3) dan NF-κB yang diinduksi oleh IL-23 

merupakan salah satu molekul yang memberi sinyal untuk 

diferensiasi sel Th17 dan kunci faktor untuk transkripsi adalah 

RORγt (Kudo et al., 2013). Sel Th2 menginduksi IgE dari sel B 

dengan menstimulasi IL-4 dan IL-13. IgE berikatan dengan sel mast 

dan sel basofil kemudian mengseksresikan mediator inflamasi yang 

meningkatkan respon inflamasi dan menyebabkan bronkokonstriksi. 

IL-5 yang dihasilkan oleh sel Th2 menyebabkan eosinofilia. 

Makrofag, eosinofil, sel T dan neutrofil memproduksi mediator 

inflamasi yang menyebabkan airway remodelling, bronkokonstriksi, 

kerusakan pada saluran pernapasan, dan stimulasi sel epitel akibat 

inflamasi. Sel Th17 memproduksi IL-17 yang menginduksi sel epitel 

untuk memproduksi Chemokine Ligand 2 (CCL2), CCL5, CCL11, 

IL-6, IL-8, Tumor Necrosis Factor (TNF), Granulocyte and 

Macrophage Colony Stimulating Factor (GMCSF) yang merupakan 

agen kemotaktik dan mengaktifkan makrofag, neutrofil dan 

eosinofil. 

Sel Th17 juga berperan pada airway remodeling dan 

menyebabkan hiperresponsivitas pada saluran napas dan terjadinya 

hiperplasi pada sel goblet. Interleukin-17 yang disekresikan oleh sel 

Th17 menstimulasi sel epitel dan sel otot polos pada bronkus untuk 

menghasilkan IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF-α, serta GRO-α. IL-17 

memiliki peran penting untuk migrasi neutrofil ke dalam saluran 
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napas. Neutrofil memproduksi sitokin seperti TNF-α, IL-9, TGF-α, 

TGF-β. Tumor Growth Factor-α dan TGF-β memiliki peran dalam 

airway remodeling karena TGF-α merangsang terjadinya proliferasi 

pada sel epitel, sedangkan TGF-β berperan dalam terjadinya proses 

diferensiasi, proliferasi, serta proses produksi kolagen fibroblas. 

Neutrofil menghasilkan ROS, nitrogen monoxide, HNE,  dan MMP-

9 yang berperan dalam kerusakan terhadap jaringan serta 

ketidaknormalan mekanisme perbaikan. Neutrofil juga mensekresi 

neutrofil elastase, catepsin-G, proteinase-3, serta mediator yang 

menyebabkan degranulasi pada sel goblet dan sel glandula 

submukosa (Setyowati et al, 2016). Penelitian yang dilakukan oleh 

(Agache et al., 2010) menyebutkan bahwa pasien dengan asma 

kronik dan persisten memiliki respon yang rendah terhadap 

kortikosteroid serta neutrofil yang meningkat. Hal tersebut 

diakibatkan oleh peningkatan IL-17 yang merangsang kemotaksis 

neutrofil dalam sputum dan cairan bilas bronkoalveolar pasien asma 

jika dibandingkan dengan pasien yang sehat. 
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Gambar 2.1. Peran IL-17 dalam Patogenesis Asma 

(Silva et al., 2019). 

 

2.2. Asma 

Asma merupakan gangguan inflamasi kronik pada saluran nafas yang 

melibatkan banyak sel-sel inflamasi seperti eosinofil, sel mast, leukotrien 

dan lain-lain. Inflamasi kronik ini berhubungan dengan hiperresponsif jalan 

nafas yang menimbulkan episode berulang dari mengi (wheezing), sesak 

nafas, dada terasa berat dan batuk yang dapat berubah-ubah dalam hal 

kejadian, frekuensi maupun intensitasnya yang umumnya muncul dan sering 

menjadi parah/berat terutama pada malam dan pagi dini hari. Kejadian ini 

biasanya ditandai dengan obstruksi jalan napas yang bersifat reversibel baik 

secara spontan atau dengan pengobatan. Penyakit asma bersifat fluktuatif 

(hilang timbul) artinya dapat tenang tanpa gejala tidak mengganggu aktifitas 

tetapi dapat eksaserbasi dengan gejala ringan sampai berat bahkan dapat 

menimbulkan kematian. 
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Hal-hal yang terkait dengan asma seperti serangan, kejadian, derajat 

keparahan dan mortalitas akibat asma dipengaruhi oleh berbagai faktor, 

yaitu (Askar, 2020):  

1. Faktor pejamu (host), terdiri atas, genetik, jenis kelamin, ras, 

hiperresponsifitas saluran nafas, dan status gizi. 

2. Faktor lingkungan, yang meliputi: paparan alergen (tungau debu, hewan 

peliharaan, kecoak, serbuk sari, jamur, asbes, logam berat), asap (rokok, 

polutan udara), infeksi saluran napas baik yang disebabkan oleh virus, 

bakteri ataupun parasit, serta status sosial ekonomi rendah, dan juga 

obat-obatan. 

 

2.3. Konsep Gut-Lung Axis 

Konsep Gut-Lung Axis mengindikasikan adanya hubungan antara 

efek mikrobiota usus dengan penyakit pada paru-paru (Skalski et al., 2018). 

Sistem pencernaan manusia merupakan kumpulan dari berbagai organ yang 

berperan dalam proses pencernaan makanan. Tubuh manusia dihuni oleh 

triliunan mikrobiota seperti bakteri, fungi, protozoa, dan virus yang tersebar 

di kulit, usus, mulut, hidung, vagina, saluran pernapasan. Usus adalah 

bagian tubuh mausia dengan koloni mikrobiota terbanyak (Marsland et al., 

2015). Mikrobiota dapat mempertahankan kondisi homeostasis suatu 

jaringan, hasil ligan dari bakteri komensal serta produk sampingannya dapat 

mempengaruhi dan meningkat sistem kekebalan imun mukosal sehingga 

melindungi dari infeksi bakteri dan virus. Hasil studi epidemiologi 

menyatakan bahwa adanya hubungan yang kuat antara perubahan koloni 
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mikrobiota dengan tingkat kerentanan terhadap penyakit alergi saluran 

pernapasan seperti asma (Dang et al, 2019). Mikrobiota bekerja dengan baik 

jika dalam kondisi seimbang (eubiosis), namun jika dalam kondisi tidak 

seimbang (dysbiosis) maka dapat mengganggu sistem imun tubuh (Elizabeth 

et al., 2015). Efek yang jauh ini dapat dicapai dengan sistem limfatik 

mesenterika yang berperan penting sebagai jalur pembawa mikrobiota dan 

hasil metabolismenya melewati intestinal mucosal barrier menuju ke 

peredaran darah sistemik, kemudian ke paru-paru, sehingga bisa 

memodulasi respons imun di paru-paru (Enaud et al., 2020). 

Hasil akhir dari metabolisme mikroba usus yang memfermentasi 

karbohidrat yang tidak tercerna seperti serat dan pati resistan akan 

menghasilkan asam lemak rantai pendek / short-chain fatty acids (SCFA). 

Asam lemak rantai pendek (SCFA) tersusun atas asetat, propionat, dan 

butirat dengan perbandingan 3:1:1, yang mana asetat merupakan komponen 

penyusun yang dominan dan diikuti propionat, serta butirat. Jenis bakteri 

seperti Lactobacillus sp. dan  Bifidobacterium sp. menggunakan laktat yang 

bereaksi dengan asetat untuk membentuk butirat yang kemudian menyusun 

SCFA, yang memberikan efek anti inflamasi pada sel imun melalui 

mekanisme epigenetik seperti inhibisi deasetilase histon terkait butirat / 

butyrate-associated histone deacetylase (HDAC) inhibition. Short-Chain 

Fatty Acids (SCFA) memainkan peranan penting dalam meregulasi 

diferensiasi sel Treg sehingga SCFA muncul sebagai mekanisme yang 

menghubungkan mikrobiota usus, nutrisi, dan patogenesis asma. Kerusakan 
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pada fungsi Treg dapat menyebabkan kegagalan kemampuannya mensupresi 

respon sel Th2 yang berlebih sehingga mengganggu keseimbangan dan 

menyebabkan asma. Inhibisi HDAC oleh butirat dapat meningkatkan 

diferensiasi sel Treg dan sel dendritik (DC) melalui mekanisme aktivasi G-

protein coupled receptors (GPCRs) dan reseptor free fatty acid 2 & 3(FFA2, 

FFA3). Butirat mampu memperbaiki peradangan pada usus dengan 

menginhibisi aktivasi Nuclear factor- κB (NF-κB) di limfosit-B dan 

menginduksi regulasi dari ekspresi peroxisome proliferator-actiovated 

receptor γ (PPARγ). Faktor transkripsi dari NF-κB berikatan dengan inbitor 

protein kappa B (IκB) yang di fosforilisasi oleh kappa B kinase (IKK), 

seperti IKK-β / IKK-2, yang mempengaruhi potensi transaktivasi mediator 

inflamasi sel epitel paru sehingga menyebabkan asma. Butirat juga 

mensupresi sekresi sitokin pro-inflamasi dan ekspresi GATA3 pada type-2 

innate lymphoid cell (ILC2) di paru-paru. Type-2 Innate Lymphoid Cell 

(ILC2) berfungsi memproduksi sitokin pro-inflamasi dan hiperekspresi dari 

faktor transkripsi GATA3 meningkatkan ekspresi ST2 dan reseptor TSLP di 

ILC2 paru-paru sehingga mengarah ke kejadian asma (Alsharairi et al, 

2020; McKenzie et al, 2014; Stier et al, 2017). 
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Gambar 2.2. Figur Gut-Lung Axis  

(Samuelson et al., 2015). 

 

2.4. Probiotik Lactobacillus brevis 

Taksonomi bakteri Lactobacillus brevis sebagai berikut : 

Kingdom : Bacteria 

Divisi  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Lactobacillaceae 

Genus  : Lactobacillus 

Species  : Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis adalah bakteri gram positif, termasuk golongan 

Bakteri Asam Laktat (BAL) heterofermentatif yang tumbuh optimal pada 

suhu 30
0
C dan pH 4-6 (Feyereisen et al., 2019). Pertumbuhan bakteri asam 

laktat dapat menghasilkan suatu zat yang disebut bakteriosin yang 
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mengganggu perkembangbiakan dari bakteri patogen dengan (Aliya et al., 

2016). Lactobacillus sp. merupakan flora normal yang sering ditemui pada 

sistem pencernaan (Kusumo, 2012). 

Lactobacillus brevis memiliki  panjang sekitar 2,0 – 3,0 m dengan 

lebar 0,7– 0,1 m. Bakteri ini berbentuk batang pendek dan lurus. 

Lactobillus brevis tumbuh secara tunggal maupun membentuk rantai 

pendek. Lactobacillus brevis memproduksi asam laktat-DL dan 

karbondioksida dari fruktosa dan glukosa. Lactobacillus sp. mampu 

mendegradasi selulosa dan mengubahnya menjadi glukosa dengan 

menggunakan enzim selulase. (Utama et al, 2018). 

Interaksi antara inang dengan C-type Lectin Receptor (CLR) dengan 

mikrobiota usus dalam sistem pencernaan memainkan peranan penting 

dalam homeostasis sistem imun bawaan. Lactobacillus brevis memiliki 

lapisan permukaan atau S-layer yang dapat memodulasi sel T dan Dendritic 

Cells (DC) serta modulasi sitokin anti-inflamasi dan pro-inflamasi. S-layer 

dapat berikatan dengan Macrophage-inducible C-type lectin receptor 

(Mincle) yang merupakan jenis Syk-coupled CLR yang berkontribusi pada 

komensalisme di mukosa. C-type Lectin Receptor (CLR) adalah reseptor 

pattern recognition yang berperan penting dalam respon imun bawaan. S-

layer yang berikatan dengan reseptor Mincle dapat memodulasi GM-CSF 

dan Bone Marrow-derived Cell (BMDC) yang dapat menghasilkan 

Dendritic Cells serta menginduksi produksi sitokin anti-inflamasi seperti IL-

10. Interaksi antara S-layer dan reseptor Mincle dapat memelihara 
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keseimbangan sitokin dengan cara memicu sitokin pro-inflamasi dan sitokin 

anti-inflamasi (Prado Acosta et al., 2021) 

 

Gambar 2.3. Lactobacillus brevis dengan pewarnaan Gram dan perbesaran kuat 

(Teixeira et al, 2014). 

 

2.5. Pengaruh Probiotik Terhadap Mekanisme Asma 

Sistem pencernaan memiliki kontribusi penting dalam homeostasis 

sistem imun bawaan. Probiotik memiliki kemampuan untuk memodulasi 

sistem imun inangnya dengan cara merangsang respon imun spesifik dan 

nonspesifik melalui aktivasi makrofag dan peningkatan sitokin, sel NK, IgA 

dan limfosit-T. Mikrobiota usus berperan dalam sistem kekebalan tubuh 

untuk memastikan homeostasis dan simbiosis. Koloni mikrobiota di usus 

sangat dibutuhkan untuk perkembangan sistem imun bawaan dan sistem 

imun adapif, serta penting untuk maturasi dari Th1 dan Treg selama masa 
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kanak-kanak. Ketika bakteri komensal dan patogen seimbang, sel epitel usus 

mensekresikan mediator REGIIIγ, TSLP, IL-33, IL-25 dan TGF-β, yang 

bertanggung jawab terhadap toleransi pada makrofag dan sel dendritik. Sel 

dendritik menstimulasi produksi TGF-β dan asam retinoat oleh Treg, yang 

terkait dengan makrofag dan sel dendritik yang memicu diferensiasi Treg, 

yang akan menghasilkan zat anti inflamasi di lumen usus. Selain itu, TGF-β 

memproduksi IgA untuk mengaktivasi sel. (Crovesy et al., 2017) 

Dalam keadaan dysbiosis, ada ketidakseimbangan antara bakteri 

komensal dan patogen. Komposisi mikrobiota usus berbeda antara anak 

dengan penyakit atopik dan anak yang sehat. Anak dengan penyakit atopik  

memiliki jumlah Lactobacillus, Bifidobacterium, dan Bacteroides sp yang 

lebih rendah (Shen & Wong, 2016). Hal ini akan menciptakan lingkungan 

inflamasi, peningkatan mikroba patogen, dan menstimulasi sel epitel usus, 

sel dendritik, makrofag, dan sitokin inflamasi. Hal ini akan meningkatkan 

diferensiasi sel Th17 sehingga menyebabkan inflamasi kronis. Sel Th17 

bersama dengan sel sistem imun tubuh menghasilkan IL-22, yang 

mempromosikan ekspresi REGIIIγ dan REGIIIβ, sehingga mengganggu 

mikrobiota usus. (Crovesy et al., 2017) 

Lactobacillus brevis memiliki kecenderungan untuk menginduksi 

sitokin Th1 dan menghambat sitokin Th2 serta Th17 sehingga dapat 

menurunkan IL-17 (Owaga et al., 2015). Hasil tersebut mengungkapkan 

bahwa Lactobacillus brevis berguna untuk merepresentasikan proses anti-

alergi melalui pemberian oral. Pemberian Lactobacillus sp secara oral 
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efektif sebagai imunomodulator pada tikus yang disensitasi oleh ovalbumin 

(OVA) yang ditunjukkan dengan adanya penurunan kadar IgE spesifik 

ovalbumin dan IgE serta menghambat sitokin Th2 dan Th17 serta 

menginduksi produksi sitokin Th1 (Lee et al., 2013). 

 

2.6. Tikus Model Asma 

Tikus digunakan dalam penelitian karena imunoglobulin E (IgE) 

merupakan antibodi utama terhadap alergi pada tikus. Tikus yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah tikus Sprague-Dawley karena lebih tenang dan 

lebih mudah dalam penanganannya dibandingkan tikus galur lain (Delwatta 

et al, 2018). Tikus Sprague-Dawley betina dipilih karena tikus dengan 

kelamin betina lebih sensitif terhadap inflamasi alergi di saluran pernapasan 

dan lebih mudah mengalami airway remodelling. Tikus ini akan diinduksi 

dengan ovalbumin (OVA) sehingga menjadi tikus galur Sprague-Dawley 

model asma (Takeda et al., 2013). Ovalbumin merupakan zat yang 

menyusun 60-65% putih telur dan memiliki 365 asam amino dengan berat 

molekul 45kDa. Ovalbumin dapat menginduksi sel Th17 yang dapat 

meningkatkan sekresi dari IL-17 (Toda & Yoshino, 2016). Pemberian 

ovalbumin secara oral, inhalasi, dan intraperitoneal dapat menciptakan 

rekasi hipersenstivitas tipe I dan meningkatkan produksi Th2 serta IgE 

(Cahiadewi et al., 2016). Untuk meningkatkan proses terjadinya reaksi 

hipersensitivitas, maka perlu pemberian adjuvan seperti alumunium 

hydroxide (Al(OH)3).pemberian ovalbumin dan Al(OH)3 dapat menginduksi 

reaksi alergi pada bronkus sehingga menimbulkan hiperkontraksi dari otot 
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polos yang menyebabkan bronkokonstriksi akut (Fixman et al., 2007). 

Pemberian Al(OH)3 dapat meningkatkan produksi IL-1β, IL-17, NLRP3, 

serta dapat memperpanjang dan menurunkan tingkat penyembuhan mukosa 

(Vignal et al., 2016). Menurut (Florida, 2022), nilai normal IgE pada 

manusia usia <1 tahun adalah 0-15 IU/mL, usia 1-5 tahun adalah 0-60 

IU/mL, usia 6-9 tahun adalah 0-90 IU/mL, usia 10-15 tahun adalah 0-200 

IU/mL, dan pada orang dewasa adalah 0-100 IU/mL.  

Tikus Sprague-Dawley akan disensitasi terlebih dahulu dengan 

ovalbumin(OVA) dan Al(OH)3 melalui injeksi intraperitoneal yang dapat 

memproduksi peningkatan IgE dan perubahan ciri histologi pada jalan 

napas(Kucharewicz et al., 2008). Antibodi IgE bertanggung jawab terhadap 

sensitisasi sel mast dan pengenalan antigen reaksi hipersensitivitas secara 

langsung (Iswanti et al., 2018). Untuk membuat tikus menjadi asma kronik, 

dilakukan pemaparan inhalasi  terus-menerus dan mengembangkan 

beberapa ciri asma manusia termasuk sensitasi alergen, peradangan alergi 

yang bergantung pada Th2 ditandai dengan masuknya eosinofilik ke dalam 

mukosa saluran napas dan hiperresponsivitas saluran pernapasan (Kianmehr 

et al., 2016). Ovalbumin juga dapat menyebabkan terjadinya 

ketidakseimbangan flora normal pada usus (gut dysbiosis)(Yao et al., 2021). 
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Gambar 2.4. Tikus Sprague-Dawley 

(Taconic Biosciences, 2017) 
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2.7. Kerangka Teori  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:  

 = berpengaruh 

 = menghambat 

 

Gambar 2.5. Kerangka Teori 

 

2.8. Kerangka Konsep 

 

 

 

Gambar 2.6. Kerangka Konsep 

 

2.9. Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat pengaruh dalam 

pemberian Lactobacillus brevis terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus 

asma kronik. 

Probiotik  Lactobacillus 

brevis 

Ekspresi IL-17 pada 

bronkus 

Gut Dysbiosis 

Ekspresi 

Th17 

Ekspresi Dendritic Cells / APC 

Dosis probiotik 

Lactobacillus brevis 

Ekspresi T naive 

Asma Kronik 

Ekspresi Il-17 di bronkus 

Faktor: 

 Genetik 

 Ras 

 Jenis 

kelamin 

 Status gizi 

 Paparan 

alergen 

 Rokok 

 Sosial 

ekonomi 

Dosis Ovalbumin + Al(OH)3 

Ekspresi

Th1 
Ekspresi

Th2 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian 

3.1.1. Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan bersifat eksperimental dengan 

menggunakan hewan uji coba berupa tikus Sprague-Dawley. 

 

3.1.2. Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan adalah post test only 

control group design yaitu rancangan penelitian yang dibagi dalam 

tiga kelompok yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol 

positif serta kelompok perlakuan yang diberikan perlakuan 

pemberian probiotik. Penelitian ini diujicobakan kepada 18 ekor 

tikus Sprague-Dawley yang  dibagi secara acak dalam tiga kelompok 

dan tiap-tiap kelompok terdiri dari enam ekor tikus, yaitu: 

K-  : (X-)  O- 

K+  : (X+)  O+ 

Kp   : (Xp)  Op 

Keterangan : 

K- : Kelompok kontrol negatif 

K+ : Kelompok kontrol positif 

Kp : Kelompok perlakuan 

X-  : Tanpa perlakuan 

X+ : Perlakuan dengan induksi ovalbumin + Al(OH)3  

Xp : Perlakuan dengan induksi ovalbumin + Al(OH)3 dan 

pemberian probiotik Lactobacillus brevis. 

O-  : Pengamatan hasil kelompok kontrol negatif 

O+  : Pengamatan hasil pada kelompok kontrol positif 

Op  : Pengamatan hasil pada kelompok perlakuan 
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3.2. Variabel dan Definisi Operasional 

3.2.1. Variabel 

3.2.1.1. Variabel Bebas 

Lactobacillus brevis 

3.2.1.2. Variabel Terikat 

Ekspresi IL-17 

 

3.2.2. Definisi Operasional 

3.2.2.1. Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis adalah golongan bakteri Gram 

positif, yang termasuk dalam kelompok bakteri asam laktat 

yang menghasilkan asam laktat sebagai produk utama dari 

metabolisme glukosa. Bakteri ini berbentuk batang (basil), 

tidak membentuk spora, katalase negatif, bersifat anaerob, 

dan non motil. Probiotik Lactobacillus brevis diberikan ke 

tikus dengan dosis sebesar 2×10
8
 cfu/ml (Fang et al., 2009). 

Untuk mendapatkan dosis bakteri sebesar 2×10
8
 cfu/ml 

maka dilakukan isolasi dengan menggunakan campuran 

medium De Man, Rogosa, Sharpe Agar (MRSA) dan 1% 

kalsium karbonat (CaCO3) pada cawan petri. Larutan yang 

berisi Lactobacillus brevis diencerkan dengan faktor 10
5
 

atau 10
6
 kemudian diambil dengan pipet dan diinokulasikan 

kedalam cawan petri berisi medium, kemudian diinkubasi 

selama 48 jam pada suhu 37°C lalu dilakukan penghitungan 
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jumlah koloni bakteri per mL (Kautsar et al., 2015). Dosis 

pemberian probiotik pada tikus adalah 1mL peroral tiap 

pemberian dan diberikan mulai hari ke-21 s.d. hari ke-63. 

Skala data : nominal 

3.2.2.2. Ekspresi IL-17 

Ekspresi IL-17 yang didapat dengan antibodi merk 

Abclonal pada sitoplasma mukosa bronkus diamati 

menggunakan mikroskop cahaya merk Olympus CX21 

dengan perbesaran 400x (lensa ocular 10x, lensa objective 

40x) yang terhubung dengan kamera OptiLab dan 

perangkat lunak OptiLab imaging viewer. Pengecatan 

ekspresi IL-17 di bronkus menggunakan metode 

imunohistokimia. Metode scoring yang digunakan adalah 

Hotspot score yaitu jumlah proporsi sel yang menunjukkan 

tanda-tanda immunoreaktivitas sel yang ditandai dengan 

warna kecoklatan dibagian sitoplasma sel radang di 

bronkus yang diamati pada lima lapang pandang 

(Robertson et al., 2020). Ekspresi IL-17 pada preparat 

diukur pada hari ke-69. 

Skala data: rasio. 
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3.3. Populasi dan Sampel 

3.3.1. Populasi 

Populasi dalam penelitian ini adalah tikus Sprague-Dawley 

betina yang diperoleh dari Laboratorium Gizi Penelitian Antar 

Universitas (PAU) Pusat Studi Pangan dan Gizi Universitas Gadjah 

Mada (UGM) Yogyakarta. 

3.2.1.1. Kritera inklusi sebagai berikut :  

1. Galur tikus : Tikus Sprague-Dawley. Tikus yang sehat 

adalah tikus dengan kondisi mata jernih serta bersih, 

tidak ada cacat pada tubuh dan anggota gerak, tidak ada 

bekas luka, bulu tikus tidak mudah rontok dan kusam, 

aktif bergerak, dan nafsu makan yang baik. 

2. Jenis kelamin : betina 

3. Berat badan : ±300 gram 

4. Usia : 1,5-2 bulan  

3.2.1.2. Kriteria eksklusi sebagai berikut :  

1. Tikus yang sakit sebelum penelitian.  

2. Tikus yang terlihat cacat.  

3. Tikus yang sebelumnya pernah digunakan untuk 

eksperimen lain.  

3.2.1.3. Kriteria drop out sebagai berikut : 

1. Tikus yang mati selama masa penelitian.  

2. Tikus yang sakit selama masa penelitian. 
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3.3.2. Sampel 

Besar sampel dalam penelitian ini sebanyak 18 ekor tikus 

Sprague-Dawley yang dibagi menjadi 3 kelompok tikus yaitu 1 

kelompok kontrol tanpa perlakuan dan 2 kelompok perlakuan 

dengan tikus model asma tanpa pemberian probiotik dan perlakuan 

tikus model asma dengan pemberian probiotik. Sampel tiap 

kelompok diambil secara acak dengan masing-masing kelompok 

sebanyak 6 ekor tikus. Pertama, tikus diberikan label angka nomor 1 

sampai 18, kemudian tikus dibagi dalam tiga kelompok secara acak 

tanpa sesuai urutan angka. Jumlah sampel hewan coba menurut 

WHO pada penelitian eksperimental yaitu minimal jumlah sampel 

pada tiap kelompok adalah 5 ekor tikus. Untuk mengantisipasi 

terjadinya lost of follow maka ditambahkan 1 ekor tikus untuk setiap 

kelompok (WHO, 2000). 

 

3.4. Instrumen dan Bahan Penelitian 

3.4.1. Instrumen 

1. Compressor Nebulizer 

2. Spuit 1cc dengan jarum ukuran 27G 

3. Jarum sonde tikus 

4. Instrumen bedah hewan (pisau bistoury, scalpel, pinset chirurgis, 

pinset anatomis, gunting) 

5. Instrumen untuk pembuatan preparat bronkus 

6. Mikroskop Olympus CX21 
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7. Kamera OptiLab 

8. Kandang paparan tertutup (27cm × 20cm × 9cm) 

 

3.4.2. Bahan Penelitian 

1. Tikus Sprague-Dawley 

2. Ovalbumin 

3. Alumunium Hidroksida (Al(OH)3) 

4. Ketamin 100mg 

5. NaCl 0,9% 

6. Bahan pembutaan preparat bronkus 

7. Larutan penyangga formaldehida 10% 

8. Larutan hidrogen peroksida (H2O2) 3% 

9. Larutan phosphate buffered saline (PBS) pH 7,2 - 7,4 

10. Blocking serum  

11. Pengecatan immunohistochemistry (IHC) 

12. Antibodi IL-17 merk Abclonal 

13. Streptavidin 

14. Larutan substrat peroksida diaminobenzidin (DAB) 

15. Probiotik Lactobacillus brevis 

 

3.5. Cara Penelitian 

Tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama satu minggu di 

laboratorium dan diberikan pakan diet standar serta air minum. Semua tikus 

ditempatkan dalam satu kandang. Setelah dilakukan adaptasi di kandang 
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selama satu minggu, tikus dibagi dalam tiga kelompok secara acak yaitu 

kelompok kontrol negatif (K-) yang tidak mendapat perlakuan; kelompok 

kontrol positif (K+) yang mendapatkan paparan ovalbumin dan kelompok 

perlakuan (Kp) yang mendapatkan paparan ovalbumin serta diberikan L. 

brevis peroral. 

Tikus betina yang berumur 1,5-2 bulan pada umumnya berat badan 

sudah diketahui berkisar 200-300 gram, namun penimbangan berat badan 

tikus tetap dilakukan. Hal ini bertujuan untuk lebih memastikan bahwa tikus 

yang digunakan pada penelitian ini memang mempunyai berat badan 

berkisar 200-300 gram atau mempunyai berat badan yang seragam. 

Penimbangan berat badan ini juga bertujuan agar dosis pemberian 

ovalbumin lebih tepat. Setelah dilakukan penimbangan berat badan, tikus 

mulai diberi perlakuan. Untuk membuat tikus mengalami asma maka tikus 

disensitisasi dengan 10µg ovalbumin (OVA) dan 1mg Al(OH)3 dalam 0,5cc 

NaCl 0,9% secara intraperitoneal (i.p) pada hari ke-0 dan diulangi lagi 

dengan cara yang sama di hari ke-14. Pemaparan dengan ovalbumin aerosol 

(secara inhalasi menggunakan nebulizer) dilakukan pada hari ke-21 sampai 

ke-63, tikus disensitasi inhalasi 1% OVA dalam normal saline (NaCl 

0,9%). Aerosol diberikan selama 30 menit setiap 3 kali tiap minggunya 

selama 6 minggu dalam kandang paparan tertutup. Perlakuan untuk 

membuat tikus model asma juga dilakukan pada kelompok K+ dan Kp.  

Kemudian, kelompok perlakuan (Kp), selain diberi perlakuan 

OVA&Al(OH)3  pada hari ke-0 dan hari ke-14 secara intraperitoneal, serta 
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diberi perlakuan inhalasi OVA aerosol 3 kali tiap minggu dari hari ke-21 

s.d. hari ke-63, tikus kelompok perlakuan juga diberi 1ml probiotik 

Lactobacillus brevis secara peroral yang diberikan setiap hari dari hari ke-

21 s.d. hari ke-63. Hari ke-64 tikus diterminasi dengan injeksi 

intraperitoneal ketamine 200 µg/g (Locke et al., 2007).  

Setelah tikus dikorbankan, selanjutnya dilakukan pengumpulan 

sampel  untuk pembuatan preparat. Untuk memastikan bahwa tikus sudah 

dalam keadaan asma kronik dapat dilihat dengan adanya indikator yang 

dapat diamati seperti penebalan otot polos di saluran napas, deposisi 

kolagen subepitel, dan fibrosis jaringan subepitel saluran napas (Ren Yuan 

et al., 2017). Jaringan bronkus yang diberikan pewarnaan 

immunohistochemistry (IHC) digunakan untuk mengukur ekspresi IL-17.  

3.5.1. Teknik Pembuatan Preparat 

Teknik pembuatan preparat histopatologis bronkus 

(Muthmainah, 2011). 

a. Jaringan bronkus diambil. 

b. Fiksasi  

Jaringan bronkus direndam dalam larutan fiksasi 

formaldehida (CH2O) selama kurang lebih 3 jam. 

c. Dehidrasi 

Jaringan bronkus direndam dalam alkohol 70% selama 24 

jam, kemudian dalam alkohol 80% sebanyak 3 kali masing – 

masing 30 menit, alkohol 90% sebanyak 3 kali masing – masing 
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30 menit dan alkohol 96% sebanyak 2 kali masing – masing 

selama 15 menit. 

d. Clearing 

Jaringan bronkus direndam dalam xylol selama 15 menit. 

e. Embedding 

Jaringan bronkus direndam dalam xylol selama 24 jam 

pada suhu kamar kemudian direndam dalam parafin cair 

sebanyak empat kali dengan tiap perendaman selama 15 menit. 

Tahap akhir embedding adalah pembuatan jaringan bronkus 

dalam bentuk blok, yaitu dengan memasukkan jaringan bronkus 

dalam parafin cair dan dibiarkan sampai parafin membeku 

sehingga terbentuk blok yang keras dan mudah untuk diiris 

dengan mikrotom. 

f. Pemotongan  

Blok parafin dipotong menggunakan mikrotom dengan 

ketebalan 3-4µm kemudian diletakkan pada object glass yang 

dilapisi poly-L-lysine, dan selanjutnya dinkubasi pada suhu 37
o
C 

selama 24 jam supaya jaringan melekat dengan baik. 

g. Deparafinisasi : 

1) Direndam dalam xylol I selama 5 menit 

2) Direndam dalam xylol II selama 5 menit 

3) Direndam dalam xylol III selama 5 menit 

4) Direndam dalam xylol IV selama 5 menit 
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5) Direndam dalam alkohol 96% selama 5 menit 

6) Direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit 

7) Direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit 

8) Direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit 

9) Dicuci dengan aquadest selama 5 menit 

h. Tetesi dengan hidrogen peroksida (H2O2) 3% selama 20 menit. 

i. Cuci dengan air mengalir selama 5 menit. 

j. Cuci lagi dengan aquadest selama 5 menit. 

k. Cuci dengan PBS selama 2×5 menit. 

l. Retrival antigen dilakukan pada microwave oven dengan Tris-

EDTA pH 9 pada suhu tinggi sampai mendidih kemudian 

dilanjutkan pada suhu rendah hingga menit ke-10. 

m. Setelah dingin cuci dengan PBS selama 2×5 menit  

n. Tetesi dengan blocking serum selama 10 menit. 

o. Tiriskan, kemudian tetesi dengan antibodi yang telah disiapkan. 

Inkubasi pada suhu 4
o
C selama 18 jam. 

p. Cuci dengan PBS selama 2×5 menit 

q. Tetesi dengan biotin selama 15 menit. 

r. Cuci dengan PBS selama 2×5 menit 

s. Tetesi dengan streptavidin selama 10 menit. 

t. Cuci dengan PBS selama 2×5 menit 

u. Pemberian substrat enzim peroksidase diaminobenzidin selama 

3-5 menit 
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v. Cuci dengan air bersih yang mengalir selama 10 menit. 

w. Tetesi dengan IHC selama 4 menit . 

x. Cuci dengan air mengalir selama 10 menit. 

y. Keringkan dengan diangin-anginkan kemudian ditutup dengan 

deckglass. 

z. Dilakukan pembacaan slide preparat dengan menggunakan 

mikroskop. 

 

3.5.2. Teknik Pembacaan Slide 

Slide atau preparat dilihat dengan mikroskop cahaya Olympus 

CX21. Seluruh bagian preparat dilihat dengan pembesaran 100× 

(lensa objective 10×, lensa ocular 10×) untuk menentukan letak 

bronkus yang nantinya akan dibaca. Pengamatan dengan mikroskop 

dengan pembesaran 400× (lensa objective 40×, lensa ocular 10×). 

Pengamatan ini dibantu dengan kamera OptiLab dan perangkat 

lunak  OptiLab Viewer. 

 

3.6. Tempat dan Waktu 

3.6.1. Tempat 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Gizi Penelitian Antar 

Universitas (PAU) Pusat Studi Pangan dan Gizi Universitas Gadjah 

Mada (UGM) Yogyakarta. 
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3.6.2. Waktu  

Penelitian ini dilakukan selama 2 bulan (September 2022 – 

Oktober 2022) 

 

3.7. Analisis Hasil 

Pengolahan analisis data dilakukan menggunakan Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS) 26.0 for Windows dan p<0,05 dipilih sebagai 

tingkat signifikansinya. Data yang didapat diinput, ditabulasi, dan diedit. 

Data ekspresi IL-17 dalam bronkus tikus, kemudian dianalisis menggunakan 

uji deskriptif nilai mean, median, dan standar deviasi. Setelah itu, data diuji 

kembali dengan uji normalitas menggunakan Saphiro-Wilk Test (p>0,05) 

dan uji homogenitas menggunakan Levenne Test (p>0,05). Didapatkan 

hasilnya tidak normal dan tidak homogen maka dilanjutkan dengan 

transformasi data menggukan Log10 dan kembali diuji normalitas dan 

homogenitas sehingga didapatkan hasilnya data berdistribusi normal dan 

homogen, kemudian data dilakukan uji parametrik One Way ANOVA 

(Analysis of variance) (p<0,05) dilanjutkan dengan uji Post Hoc Test LSD 

(Least Significant Difference)(p<0,05). 
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3.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Gambar 3.1. Alur Penelitian 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil Penelitian 

Penelitian mengenai pengaruh Lactobacillus brevis terhadap ekspresi 

IL-17 pada bronkus tikus dilaksanakan di Laboratorium Gizi Pusat Studi 

Pangan dan Gizi (PSPG) PAU Universitas Gadjah Mada (UGM) 

Yogyakarta yang berlangsung selama 64 hari. Jenis penelitian yang 

dilakukan adalah penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian post 

test only control group design menggunakan tikus Sprague-Dawley betina 

sebagai hewan coba. Penelitian ini menggunakan 18 ekor tikus berumur 6-8 

minggu dengan berat ±300 gram yang dibagi dan dirandomisasi menjadi 3 

kelompok dan tiap kelompoknya berisi 6 ekor tikus. Kelompok pertama 

adalah kelompok kontrol negatif (K-) yang tidak diberi perlakuan, 

kelompok kedua yaitu kelompok kontrol positif (K+) yang diberi perlakuan 

dengan OVA inhalasi 1% pada hari ke-21 s.d. hari ke-63 sebanyak 3 kali 

tiap minggu selama 6 minggu agar menghasilkan tikus model asma kronik, 

dan kelompok ketiga yaitu kelompok perlakuan (Kp) yang diberi perlakuan 

dengan OVA inhalasi 1% pada hari ke-21 s.d. hari ke-63 sebanyak 3 kali 

tiap minggu selama 6 minggu dan ditambah dengan probiotik Lactobacillus 

brevis peroral setiap hari selama 6 minggu dengan dosis sebesar 2×10
8
 

cfu/ml. Pada tikus ini telah dilakukan pemeriksaan validasi asma dengan 

menggunakan tolok ukur IgE. Pembacaan rerata kadar IgE serum pada 

kelompok kontrol negatif (K-) tanpa sensitasi OVA didapatkan hasil 61,1 
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ng/mL, pada kelompok kontrol positif (K+) dan kelompok perlakuan (Kp) 

dengan sensitasi OVA didapatkan hasil 74,9 ng/mL, sehingga terbukti 

bahwa sensitasi OVA pada tikus dalam penelitian ini dapat membuat tikus 

mengalami asma dan peningkatan kadar IgE serum. Pada hari ke-64 tikus 

diterminasi dan dilakukan pengambilan jaringan bronkus untuk proses 

pembuatan preparat.  

 
Gambar 4.1. Preparat Ekspresi IL-17 pada Bronkus Tikus 

 

Preparat bronkus kemudian diamati dengan menggunakan mikroskop 

cahaya Olympus CX-21 yang dilengkapi dengan kamera OptiLab dan 

dihubungkan dengan komputer yang sudah terpasang perangkat lunak 

OptiLab Viewer. Pengamatan dilakukan dengan perbesaran lensa okuler 

10×, dan perbesaran lensa objektif 4×, 10×, dan 40×. Ekspresi IL-17 diukur 

dengan menghitung jumlah sel yang sitoplasmanya berwarna kecoklatan 

Keterangan : 

Kelompok kontrol negatif (A) 

Kelompok kontrol positif (B) 

Kelompok pelakuan (C) 

 

A B 
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yang sudah dilakukan pengecatan imunohistokimia dan dilakukan skoring 

dengan metode hotspot score.  

Tabel 4.1. Hasil perhitungan Hotspot Score ekspresi IL-17 pada 

bronkus 

Kelompok (n) 
Tikus 

Total 
I II III IV V VI 

K- 6 6 4 0 0 1 0 11 

K+ 6 49 51 135 74 53 0 362 

Kp 6 3 5 12 38 20 19 97 

Keterangan: (n) = jumlah tikus 

 

Tabel 4.1 menunjukkan ekspresi IL-17 pada sampel preparat 

histopatologis jaringan bronkus dengan menggunakan hotspot score di 

ketiga kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif (K-), kelompok kontrol 

positif (K+) dan kelompok perlakuan (Kp). Metode skoring hotspot 

merupakan skoring pada sampel preparat dengan mengitung jumlah proporsi 

sel yang mengalami tanda-tanda imunoreaktivitas yaitu sel yang memiliki 

sitoplasma berwarna kecoklatan pada sel-sel radang pada bronkus. Hasil 

perhitungan hotspot score, kemudian dilakukan analisis deskriptif. 

Tabel 4.2. Hasil uji deskriptif dan parametrik ekspresi IL-17 pada 

bronkus 

Kelompok (n) Mean SD Min Maks 
ANOVA  

(p<0,05) 

K- 6 1,83 2,563 0 6 

0,001* K+ 6 60,33 43,980 0 135 

Kp 6 16,17 12,766 3 38 

Keterangan: * = signifikan (p<0,05); (n) = jumlah tikus 

 

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa mean ekspresi IL-17 pada bronkus 

kelompok kontrol positif (K+) adalah yang paling tinggi dengan mean nilai 

proporsi sebesar 60,33; kemudian diikuti oleh kelompok perlakuan (Kp) 
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dengan mean nilai proporsi sebesar 16,83; dan terakhir adalah kelompok 

kontrol negatif (K-) dengan mean nilai proporsi sebesar 1,83. Kelompok 

kontrol negatif (K-) yang tidak mendapatkan perlakuan memiliki nilai 

standar deviasi sebesar 2,56; kelompok kontrol positif (K+) yang 

mendapatkan perlakuan OVA memiliki nilai standar deviasi sebesar 43,98; 

kemudian kelompok perlakuan (Kp) yang mendapatkan perlakuan OVA dan 

pemberian probiotik memiliki nilai standar deviasi sebesar 12,76. Data 

hotspot score IL-17 kemudian dilakukan uji normalitas menggunakan 

Shapiro-Wilk (p>0,05) karena jumlah sampel ≤30 dan uji homogenitas 

Levenne Test (p>0,05), serta dilakukan uji parametrik One-Way ANOVA. 

Data penelitian yang diperoleh merupakan data yang berdistribusi 

secara normal dan homogen dengan nilai uji normalitas Shapiro-Wilk 

kelompok kontrol negatif (K-) adalah 0,415; kelompok kontrol Positif (K+) 

adalah 0,082; kelompok perlakuan (Kp) adalah 0,724; serta nilai dari uji 

homogenitas Levenne Test adalah 0,224; selanjutnya dari data tersebut 

dilakukan uji hipotesis menggunakan uji parametrik one-way ANOVA dan 

didapatkan hasil 0,001 (p<0,05). Sehingga dapat disimpulkan bahwa 

pengaruh Lactobacillus brevis terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus 

memiliki hubungan yang signifikan. Data penelitian kemudian diuji dengan 

Post Hoc Test LSD (Least Significant Difference) untuk mencari nilai beda 

nyata terkecil antar kelompok penelitian.  
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Gambar 4.2. Diagram batang ekspresi IL-17 pada bronkus 

 

Keterangan Gambar 4.2 : 

*  = Uji Post Hoc LSD (p<0,05) kelompok kontrol negatif (K-) dengan 

kelompok kontrol positif (K+) signifikan dengan nilai p= 0,001. Hasil 

uji ANOVA (p<0,05) signifikan dengan nilai p=0,001. 

**  = Uji Post Hoc LSD(p<0,05) kelompok kontrol negatif (K-) dengan 

kelompok perlakuan (Kp) signifikan dengan nilai p= 0,030. Hasil uji 

ANOVA (p<0,05) signifikan dengan nilai p=0,001. 

***  = Uji Post Hoc LSD(p<0,05) kelompok kontrol positif (K+) dengan 

kelompok perlakuan (Kp) signifikan dengan nilai p= 0,004. Hasil uji 

ANOVA (p<0,05) signifikan dengan nilai p=0,001. 

 

Gambar 4.2 memperlihatkan bahwa kelompok kontrol negatif (K-) 

memiliki nilai mean dan standar deviasi sebesar 1,83±2,56; sedangkan 

kelompok kontrol positif (K+) memiliki nilai mean dan standar deviasi 

proporsi sebesar 60,33±43,98; kemudian kelompok perlakuan memiliki nilai 

mean dan standar deviasi proporsi sebesar 16,17±12,76. 
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4.2 Pembahasan  

Penelitian eksperimental mengenai pengaruh pemberian probiotik 

Lactobacillus brevis terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus asma 

kronik telah selesai dilaksanakan menggunakan metode post-test only 

control group design dengan menggunakan 18 ekor tikus Sprague-Dawley 

betina yang terbagi secara random dalam 3 kelompok dan tiap kelompoknya 

berjumlah 6 ekor. Terdapat kelompok kontrol negatif (K-) sebagai 

kelompok kontrol yang tidak diberi perlakuan dan hanya diberikan pakan 

diet standar. Kelompok kontrol positif (K+) diberikan perlakuan dengan 

ovalbumin (OVA) agar tikus menjadi asma dan tidak diberikan perlakuan 

probiotik. Kelompok perlakuan (Kp) diberikan perlakuan OVA agar tikus 

menjadi asma dan dilakukan pemberian probiotik Lactobacillus brevis.  

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian untuk mencari dan 

mengidentifikasi kegunaan probiotik Lactobacillus brevis sebagai terapi 

komplementer pada penyakit asma kronik. Penelitian ini mengidentifikasi 

manfaat probiotik Lactobacillus brevis dalam memodulasi sistem imun 

khususnya pada ekspresi sitokin pro-inflamasi IL-17 yang berada pada 

bronkus tikus model asma. Ekspresi IL-17 pada bronkus akan menghasilkan 

sel radang yang berwarna kecoklatan pada bagian sitoplasma di bronkus. 

Berdasarkan hasil analisis data, diketahui bahwa kelompok kontrol 

positif (K+) yang diinduksi dengan OVA memiliki nilai mean ekpresi IL-17 

yang tertinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan 

kelompok perlakuan. Ovalbumin (OVA) merupakan protein yang terdapat 
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dalam putih telur memiliki kemampuan untuk memodulasi sistem imun 

sehingga dapat menginduksi dan meningkatkan IL-17. Hasil ini sesuai 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Toda & Yoshino (2016) yang 

menyatakan bahwa tikus yang diinduksi oleh ovalbumin memiliki kadar 

ekspresi IL-17 yang yang signifikan dikarenakan ovalbumin menginduksi 

sel Th17 yang dapat meningkatkan sekresi IL17. Penelitian (Toda & 

Yoshino, 2016) dilakukan selama 21 hari dengan dosis 100µg ovalbumin 

dan 500µL Al(OH)3. Induksi ovalbumin juga mempengaruhi peningkatan 

neutrofil akibat migrasi neutrofil yang dimediasi oleh IL-17 (Zenobia & 

Hajishengallis, 2016). 

Ekspresi IL-17 kelompok perlakuan (Kp) yang diberikan probiotik 

Lactobacillus brevis memiliki nilai yang lebih rendah apabila dibandingkan 

dengan kelompok kontrol positif (K+) dikarenakan pemberian Lactobacillus 

brevis yang dapat menurunkan ekspresi IL-17. Hal tersebut dikarenakan 

Lactobacillus brevis mampu untuk menginduksi sitokin Th1, menghambat 

sitokin Th2, serta Th17 sehingga dapat menyebabkan penurunan ekspresi 

IL-17 (Owaga et al., 2015). Hasil tersebut sejalan dengan penelitian (Lee et 

al., 2013) yang menyebutkan bahwa pemberian Lactobacillus sp secara oral 

efektif sebagai imunomodulator pada tikus yang disensitasi oleh ovalbumin 

(OVA) yang ditunjukkan dengan adanya penurunan kadar IgE spesifik 

ovalbumin dan IgE serta menghambat sitokin Th2 dan Th17 serta 

menginduksi produksi sitokin Th1. Penelitian yang dilakukan (Lee et al., 

2013) menunjukkan hasil yang sejalan dengan penelitian ini, dengan 
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pemberian 20µg + 20mg Al(OH)3 secara intraperitoneal pada hari ke-0 dan 

ke-14, serta pemberian 2mg ovalbumin peroral setiap 2 hari selama 3 

minggu. Penelitian yang dilakukan oleh (Chen et al., 2015) yang 

menyebutkan bahwa pemberian probiotik Lactobacillus sp dapat 

menurunkan hiperresponsivitas imun akibat IL-17 & IL-23 yang diproduksi 

oleh Th17 serta menghambat sekresi sitokin proinflamasi IL-17 dengan 

menurunkan regulasi IL-23 dan TGF-β1 yang diperlukan untuk diferensiasi 

dan stabilisasi sel Th17. Penelitian yang dilakukan oleh (Lim et al., 2016) 

menyebutkan bahwa pemberian Lactobacillus brevis dapat menghambat 

aktivasi makrofag dan mengembalikan keseimbagan Th17 dan Treg. 

Penelitian ini juga menyebutkan bahwa pemberian Lactobacillus brevis 

menghambat diferensiasi sel splenosit menjadi sel Th17 (Lim et al., 2016). 

Hasil ini sejalan dengan dengan penelitian (Jang et al., 2013) yang 

menyatakan bahwa pemberian probiotik Lactobacillus brevis G-101 mampu 

menghambat aktivasi NF-κB dan hambat polarisasi makrofag dengan cara 

menginhibisi jalur IRAK1/NF-κB, MAPK, serta AKT dengan 

mempolarisasi makrofag M1 menjadi mirip makrofag M2. Penelitian yang 

dilakukan oleh (Sredkova et al., 2021) mengatakan bahwa perlakuan terapi 

dengan probiotik Lactobacillus brevis dan Xylooligosaccharides(XOS) pada 

tikus yang diinduksi 100µg Collagen type-II (CII) dari Bovinae, dapat 

menurunkan IL-17, IL-6, TNF-α, dan IFN-γ, serta dapat meningkatkan 

sitokin anti-inflamasi seperti IL-10, dan TGF-β, sehingga dapat disimpulkan 

dari penelitian yang dilakukan oleh (Sredkova et al., 2021), bahwa probiotik 
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dapat memodulasi sistem imun, dan kemampuan tersebut bergantung pada 

strain probiotik dan substrat tembat probiotik tumbuh sehingga dapat 

menghasilkan imunomodulasi yang berbeda. Kemampuan imunomodulasi 

probiotik juga didukung oleh asupan nutrisi serta pola makan inangnya 

(Sredkova et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh (Susilorini et al., 

2020) dengan metode Tahniq menggunakan kurma Ajwa pada tikus galur 

Wistar, menyebutkan bahwa metode Tahniq mengarah kepada kekebalan 

imun pada bayi dengan mentransfer kolonisasi mikrobioma pada saliva 

orang dewasa ke dalam usus bayi untuk menghasilkan kolonisasi bakteri 

komensal yang baik seperti Lactobacillus sp dan Bacteroides sp yang sangat 

penting untuk menstimulasi efektor dan regulator sel T, dan mempengaruhi 

diferensiasi sel T, terutama Treg yang diinduksi / induced Treg (i-Treg), 

serta menstimulasi maturasi dendritic cell (DC) sehingga dapat menginduksi 

proliferasi dan diferensiasi dari limfosit sel CD8
+
T sistemik dan 

peningkatan regulasi ekspresi IL-12 sebagai sitokin anti-inflamasi. 

Berdasarkan hasil analisis data lanjutan, terdapat perbedaan bermakna 

antar tiap kelompok penelitian. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian 

Lactobacillus brevis dapat menurunkan ekspresi IL-17 pada bronkus tikus 

asma kronik akan tetapi pemberian Lactobacillus brevis sebagai probiotik 

belum mampu menurunkan ekspresi IL-17 menjadi normal seperti 

kelompok kontrol negatif (K-). Hal tersebut dikuatkan dengan nilai mean 

kelompok kontrol negatif yang lebih rendah apabila dibandingkan dengan 

kelompok perlakuan (Kp).  
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Keterbatasan dalam penelitian ini adalah tidak dilakukannya 

pemberian dosis yang bervariasi sehingga tidak dapat mengetahui tingkat 

efektivitas dari tiap dosis yang diberikan serta variasi durasi waktu 

pemberian, dan tidak dilakukannya penelitian pada tikus jantan.  
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BAB V  

SIMPULAN DAN SARAN  

 

5.1. Simpulan   

5.1.1. Terdapat pengaruh pemberian probiotik Lactobacillus brevis yang 

signifikan terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-

Dawley asma kronik. 

5.1.2. Ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-Dawley kelompok 

kontrol negatif (K-) yang tidak diinduksi ovalbumin (OVA) 

memiliki nilai mean sebesar 1,83 ± 2,563. 

5.1.3. Ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-Dawley kelompok 

kontrol positif (K+) yang diinduksi ovalbumin (OVA) dan tidak 

diberikan probiotik memiliki nilai mean sebesar 60,33 ± 43,980. 

5.1.4. Ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-Dawley kelompok 

perlakuan (Kp) yang diinduksi ovalbumin (OVA) dan diberikan 

probiotik Lactobacillus brevis memiliki nilai mean sebesar 16,17 ± 

12,766. 

5.1.5. Perbandingan ekspresi IL-17 pada bronkus tikus Sprague-Dawley 

antara tikus kelompok kontrol negatif (K-), tikus kelompok kontrol 

positif (K+), dan tikus kelompok perlakuan (Kp) adalah signifikan. 
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5.2. Saran   

Sesuai dengan keterbatasan dalam penelitian ini, maka saran untuk 

penelitian berikutnya di masa yang akan datang adalah: 

5.2.1. Meneliti perbedaan pengaruh pemberian Lactobacillus brevis 

dalam dosis yang bervariasi terhadap ekspresi IL-17 pada bronkus 

tikus Sprague-Dawley asma kronik. 

5.2.2. Melakukan penelitian pada tikus jantan. 
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