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Abstract

Tuberculosis (TB) remains a major global health problem. T-cells mediated immunity contribute to 
protection from Mycobacterium tuberculosis infection. CD4+ and CD8+ T-cells secreted interferon 
gamma (IFN-γ) to stimulate fusion of phagolyzosome and produce free radicals for killing mycobacteria. 
Early secretory antigenic target 6 kD(ESAT-6) and culture filtrate protein 10(CFP-10) are dominant M. 
tuberculosis antigens in inducing IFN-γ. This study compared CD4+ and CD8+T-cells expressing IFN-γ 
with and without ESAT-6- CFP-10 fusion antigen stimulation in active tuberculosis patients. Peripheral 
blood mononuclear cellsfrom active TB patients were cultured with and without ESAT-6-CFP-10 fusion 
antigen. CD4+ and CD8+ T-cells expressing IFN-γ were examined using flow cytometry.CD4+ T-cells 
expressing IFN-γ after antigen stimulation compare to controls(1.51%±1.7 vs 1.23%±0.86; p=0.08),and 
CD8+ T-cells (1.58%±0,99 vs 1.92%±1.13; p=0.86).CD4+ and CD8+T-cells expressing IFN-γ after 
antigen stimulation (1.51%±1.7 vs 1.58%±0,99; p=0.94).There were no significant differences of CD4+ 
and CD8+T-cells expressing IFN-γ after ESAT-6-CFP-10 fusion antigen stimulation in active pulmonary 
tuberculosis patients.
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Abstrak
Tuberkulosis masih menjadi masalah kesehatan di dunia. Imunitas yang diperantarai sel T berperan penting 
dalam perlindungan terhadap infeksi Mycobacterium tuberculosis. SelTCD4+ dan CD8+ mensekresi 
IFN-γ yang menstimulasi fusi fagolisosom dan pembentukan radikal bebas untuk menghancurkan M. 
tuberculosis. ESAT-6 dan CFP-10 merupakan antigen M. tuberculosis yang dominan menginduksi IFN-γ. 
Penelitian membandingkan selT CD4+ dan CD8+ yang mengekspresikan IFN-γ setelah stimulasi antigen 
fusi ESAT-6-CFP-10 pada TB aktif.Sampel PBMC pasien TB aktif dikultur dengan dan tanpa stimulasi 
antigen fusi ESAT-6-CFP-10. Persentase sel TCD4+  dan CD8+ yang mengekspresikan IFN-γ diperiksa 
dengan flow cytometry. Sel TCD4+ yang mengekspresikan IFN-γ setelah stimulasi antigen dibandingkan 
dengan kontrol (1,51%±1,7 vs 1,23%±0,86; p=0,08) dan sel TCD8+ yang mengekspresikan IFN-γ 
(1,58%±0,99 vs 1.92%±1.13; p=0,86). Tidakterdapat perbedaan yang signifikan dalam ekspresi IFN-γ 
antara sel T CD4+ dan sel T CD8+ setelah stimulasi antigen fusi ESAT6-CFP10 pada pasien TB paru 
aktif.

Kata kunci: Sel T, CD4+, CD8+, IFN-γ, antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10
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PENDAHULUAN

 Tuberkulosis (TB) masih menjadi masalah 

kesehatan di dunia. Mycobacterium tuberculosis 

diperkirakan menginfeksi sepertiga populasi dunia 

tetapi hanya sekitar 5-15% yang berkembang menjadi 

penyakit aktif dan mampu menularkan dengan 

alasan yang belum dapat dijelaskan.1 Imunitas yang 

diperantarai sel T memegang peran penting dalam 

pertahanan pejamu terhadap infeksi M. tuberculosis, 

terutama sel T CD4+ tipe T-helper 1 (Th1) yang 

mensekresi interferon gamma (IFN-γ).2,3 Interferon 

gamma (IFN-γ) memperkuat potensi fagosit dari 
makrofag dengan menstimulasi fusi fagolisosom 

dan pembentukan reactive oxygen intermediates/ 

reactive nitrogen intermediates (ROI/RNI) yang dapat 

menghancurkan bakteri M. tuberculosis.4 Sel T-CD8+ 

juga dapat memproduksi IFN-γ untuk membantu 
menghancurkan bakteri M. tuberculosis.5,6 Early 

secretory antigenic target 6 kD (ESAT-6) dan culture 

filtrate protein 10 (CFP-10)  merupakan protein spesifik 
dari strain M. tuberculosis yang tidak terdapat pada 

M. bovis (BCG).7  Fusi dari protein ESAT-6 dan CFP-

10 memiliki parameter termodinamik dan stabilitas 

biologis yang lebih baik dibandingkan masing-

masing protein terpisah.8  Kedua protein antigen ini 

merupakan faktor virulen karena dapat menghambat 

makrofag memproduksi ROI/RNI yang diperlukan 

untuk eliminasi mikobakterium, tetapi pada penelitian 

lain dilaporkan ESAT-6 dan CFP-10 juga merupakan 

antigen yang dominan menginduksi produksi IFN-γ.7 

Pengamatan bagaimana pengaruh antigen ESAT-6 

dan CFP-10 terhadap penderita TB diperlukan umtuk 

mendapatkan informasi yang lebih baik. Stimulasi 

antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10 pada pasien TB 

secara in vitro mungkin dapat meningkatkan produksi 

IFN-γ karena telah terdapat sel T memori. Penelitian ini 
bertujuan untuk menganalisis perbandingan persentase 

selT CD8+ dan CD4+yang mengekspresikan interferon 

gamma (IFN-γ) setelah stimulasi antigen fusi ESAT-6 
dan CFP-10 pada pasien tuberkulosis paru aktif baru.

BAHAN DAN METODE

 Penelitian ini menggunakan desain eksperimen 

semu (quasi experimental design) di laboratorium 

dengan cara in vitro, dan telah mendapatkan kelaikan 

dari komite etik penelitian kesehatan fakultas 

kedokteran universitas airlangga.

 Optimasi dilakukan sebelum penelitian untuk 

menentukan besar dosis antigen yang digunakan, 

dan dosis 5µg/mL antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10 

M. Tuberculosis yang dikultur dengan PBMC orang 
sehat  memberikan indeks proliferasi limfosit tertinggi 

dibandingkan 1 µg/mL, 2 µg/mL dan 10 µg/mL.

 Penelitian dilakukan antara bulan November  

2016 – Maret 2017 di Rumah Sakit Karang Tembok 
dan RSUD dr. Soetomo. Subjek penelitian merupakan 

8 penderita TB aktif kasus baru usia lebih dari 18 tahun 

dan belum mendapat pengobatan TB. Diagnosis TB 

aktif ditegakkan oleh dokter spesialis paru berdasarkan 

anamnesis, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan 
laboratorium bakteri tahan asam (BTA) positif dan 

atau pemeriksaan foto toraks sesuai gambaran TB paru 

aktif. 

 Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 
diisolasi dari darah vena kemudian dibagi menjadi 

dua tabung, tabung pertama sebagai kontrol dan 

tabung kedua sebagai perlakuan yang diberikan 5µg/

mL antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10 M. tuberculosis.

Kedua tabung PBMC dari masing-masing sampel 
subjek penelitian dikultur dengan media RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640) dan 

diinkubasi selama 72 jam dengan incubator pada suhu 

37oC dan CO2 5%.9  Persentase limfosit T CD8+dan 

limfosit T-CD4+yang mengkspresikan IFN-γ diperiksa 
dengan metode  flowcytometry BD FACSCalibur.

Gambar 1. Alur penelitian

 Perbandingan hasil IFN-γ yang diekspresi-
kan sel T CD4+ dan sel T CD8+ dengan dan tanpa 
stimulasi antigen fusi ESAT-6-CFP-10 dianalisis 
dengan paired-t test. Semua analisis statistik diolah 
menggunakan perangkat lunak (software) SPSS 
v.23, bermakna jika nilai p<0,05

HASIL

 Sebanyak delapan sampel PBMC penderita 
TB paru aktif baru masing-masing dikultur dengan 
dan tanpa stimulasi antigen fusi ESAT-6-CFP-10. 
Jumlah subjek penelitian yang berjenis kelamin laki-
laki 6 orang dan perempuan 2 orang, proposi laki-
laki penderita TB paru aktif pada penelitian ini lebih 
besar dibandingkan perempuan, hal ini sesuai dengan 
data WHO 2014 bahwa secara global rasio penderita 
TB aktif laki-laki 1,7 dibanding perempuan. 
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Gambar 2. Grafik hasil sel T CD4+ dan CD8+ yang 
                    mengekspresikan IFN-γ

 Hasil pemeriksaan persentase sel T CD4+  yang 

mengkespresikan IFN-γ dengan stimulasi antigen fusi 
ESAT-6 dan CFP-10 lebih tinggi dibandingkan dengan 

control, tetapi secara statistik tidak bermakna (p=0,08). 

Berbeda dengan sel T CD4+, untuk sel T CD8+ yang 

mengekspresikan IFN-γ setelah stimulasi antigen 
lebih rendah dibandingkan dengan kontrol, tetapi tidak 

berbeda secara statistik (p=0,86).

 Penelitian ini juga mencoba membandingkan 

persentase sel T CD4+ dan sel T CD8+ yang 

mengekspresikan IFN-γ setelah stimulasi antigen fusi 
ESAT-6 dan CFP-10, dan didapatkan hasil yang tidak 

berbeda bermakna (p=0,94).

PEMBAHASAN

 Imunitas yang diperantarai sel T berperan 

penting dalam pertahanan pejamu terhadap infeksi 

TB, terutama sel T CD4+ tipe T-helper 1 (Th1) yang 

mensekresi interferon gamma (IFN-γ).3 Sel T CD8+ 

juga dapat memproduksi IFN-γ untuk membantu 
menghancurkan kuman M. tuberculosis.5 Sel T CD4+ 

saja tidak cukup untuk mengendalikan pertumbuhan 

kuman M. tuberculosis tetapi juga diperlukan sel 

T-CD8+ yang akan meningkatkan produksi IFN-γ.6 

Interferon gamma merupakan sitokin yang paling 

berperan dalam pertahanan pejamu melawan infeksi 

M. tuberculosis intraselular. Peningkatan produksi 

IFN-γ oleh sel T CD4+ dan sel T CD8+ diharapkan 

dapat memberikan perlindungan pada saat pejamu 

terinfeksi oleh basil M. tuberculosis.10

 Hasil dari penelitian ini menunjukkan 

persentase sel T CD4+ dan CD8+  yang   mengekspresikan 

IFN-γ setelah stimulasi antigen fusi ESAT-6 dan CFP-
10 dengan dosis 5 µg/mL tidak berbeda bermakna 

dengan kontrol. Hasil yang sama juga dilaporkan oleh 

Marei et al, dimana tidak terdapat perbedaan sel T 

CD4+ yang mengekspresikan IFN-γ setelah stimulasi 
antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10 dengan menggunakan 

 

0

1

2

3

4

Sel T CD4+ Sel T CD8+

E
k

sp
re

si
 I

F
N

-γ
 (

%
) 

Kontrol Stimulasi Antigen

dosis 10µg/mL, baik yang diinkubasi selama 6 jam 

ataupun 18 jam.11 Wang et al dalam penelitiannya 

juga melaporkan tidak terdapat perbedaan bermakna 

persentase sel T CD8+  yang mengekspresikan IFN-γ 
setelah stimulasi antigen dengan dosis yang sama 

dengan inkubasi selama 24 jam.12  Pollock et al dalam 

penelitiannya melaporkan hasil yang berbeda, yaitu 

terdapat peningkatan bermakna sel T CD4+ dan sel T 

CD8+ yang mengekspresikan IFN-γ setelah diinkubasi 
dengan antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10 menggunakan 

dosis yang sama selama 16 jam.13 Perbedaan hasil ini 

mungkin dipengaruhi oleh dosis antigen, lama inkubasi 

dan asal dari antigen yang berbeda. Dosis antigen 

diduga menentukan antigenitas yang mempengaruhi 

stimulasi terhadap proliferasi sel T dan produksi 

sitokin, bahkan suatu studi melaporkan pada dosis 

tertentu antigen M. tuberculosis dapat menghambat 

proliferasi dan produksi sitokin dari sel T.14

 Penurunan fungsi sel T CD4+ dan sel T 

CD8+ dalam meproduksi IFN-γ dapat menganggu 
proses eleminiasi basil M. tuberculosis.10 Kegagalan 

respon imun pejamu dalam mengeleminasi dan 

menghambat replikasi basil M. tuberculosis yang 

menginfeksi makrofag dan sel dendritik di alveolar 

akan menyebabkan pejamu menjadi penderita TB aktif 

yang beresiko menularkan M. tuberculosis (infeksius) 

ke orang lain melalui droplet. Hal ini sesuai dengan 

hasil penelitian ini yang menunjukan secara in vitro 

tidak terdapat peningkatan bermakna antara persentase 

sel T CD4+ dan CD8+ yang mengekspresi IFN-γ sampel 
PBMC pasien TB aktif setelah stimulasi antigen fusi 
ESAT-6-CFP-10. Penelitian lain yang dilakukan oleh 

Shams et al juga menemukan proporsi sel CD4+ 

dan sel CD8+ yang memproduksi IFN-γ sebagai 
respon terhadap infeksi M. tuberculosis menurun 

pada penderita TB aktif yang berat.15 Studi berbeda 

yang dilakukan Davoudi et al menunjukan hubungan 

tingkat keparahan penyakit TB dengan jumlah CD4+ 

dan CD8+ yang rendah.16

 Tidak terdapat perbedaan bermakna persentase 

ekspresi IFN-γ dari sel T CD4+ dibandingkan sel T 

CD8+ yang mendapat stimulasi antigen fusi ESAT-

6-CFP-10 pada penelitian ini sesuai dengan studi 

yang dilakukan Shams et al yang menemukan bahwa 

proporsi IFN-γ yang dihasilkan antara sel T CD4+ dan 

CD8+ adalah sama. Hal ini menunjukan bahwa sel T 

CD4+ dan sel T CD8+ memiliki kapasitas yang sama 

dalam memproduksi IFN-γ pada penderita TB aktif.10 

Peran Sel T CD8+ dalam perlindungan terhadap infeksi 

M. tuberculosis tidak hanya melalui IFN-γ, tetapi juga 
dengan aktivitas sitotoksik yaitu: apoptosis sel yang 

terinfeksi melalui Fas-FasL pathway dan dengan 

sekresi perforin dan granulysin.17

 Penyebab rendahnya sel T CD4+ dan sel T 
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CD8+ yang mengekspresikan IFN-γ pada penderita 
TB aktif sehingga menimbulkan respon imun yang 

tidak protektif terhadap infeksi M. tuberculosis 

mungkin disebabkan karena exhausted lymphocyte. 

Exhausted lymphocyte merupakan gangguan fungsi 

dari sel limfosit yang umumnya terjadi pada infeksi 

kronis termasuk tuberkulosi. Gangguan fungsi ini 

dapat berupa penurunan kapasitas proliferasi, produksi 

sitokin, kemampuan sitotoksisitas dan metabolically 

deficient dari limfosit yang distimulasi.18 Faktor 

genetik kelainan polimorfisme gen IFN gamma+874 

T/A dan status gizi mungkin juga berperan dalam 

rendahnya produksi IFN-γ, namum pada penelitian ini 
tidak diteliti.4

KESIMPULAN

 Tidak terdapat perbedaan persentase sel 

T-CD4+ dan sel T-CD8+ sebelum dan setelah stimulasi 

antigen fusi ESAT-6 dan CFP-10. Sel T-CD4+ dan sel 

T-CD8+ yang tidak adekuat dalam memproduksi IFN-γ 
sebagai pertahanan terhadap indeksi M. tuberculosis 

dapat menyebabkan pejamu menjadi TB aktif. 
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