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Perkembangan sel T CD4" dan CD62L pada Organ Spleen Mencit
Balb/c bunting yang diinfeksi Salmonella typhimurium setelah
pemberian ekstrak Etanol daun Policias obtuse dan Elephantopus
scaber

NidaAsfi dan Moch.Sasmito Djati
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan I[lmu Pengetahuan Alam,
Universitas Brawijaya

ABSTRAK

Policias obtuse dan Elephantopus scaber merupakan tanaman yang
memiliki kemampuan Immunomodulator. Penelitian menggunakan dua
tanaman obat ini secara bersama diharapkan dapat diketahui manfaat
sinergis antara kedua tanaman obatini. Penelitian ini dilakukan
menggunakan hewan coba mencit Balb/C Musmusculus yang diinfeksi
dengan bakteri Salmonella typhi (dosis 10*). Treatment diberikansecara
oral dari ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong laut dengan
perbandingan dosis antara kedua yaitu (0%:100%; dan50%:50%)
dengan dosis awal Elephantopus scaber dan Polyscias obtuse sebesar
50mg/KgBB. Pembedahan dilakukan pada hari ke-14 dan ke-18 setelah
dilakukan injeksi. Sel limfosit diisolasi dari organ spleen, dianalisa
dengan flowcitometry dan dianalisa hasil dengan one way ANOVA
menggunakan SPSS 16.0 dan dilanjutkan uji Tukey. Berdasarkan hasil
yang didapatkan bahwa perlakuan pemberian ekstrak etanol daun
Kedondong laut dan Tapak liman menurunkan jumlah relative sel
TCD4" secara signifikan yaitu sebesar 6,29% dibandingkan kontrol
positif 18,9%, dan dibandingkan dengan pemberian ekstrak daun tapak
liman saja tidak menurun secara signifikan yaitu sebesar 9.22% hal
tersebut menunjukkan adanya efek imunosupresan dari Tapak liman dan
Kedondong laut yang diberikan bersamaan. Jumlah relative sel T
CD62L" menunjukkan peningkatan yang cukup signifikan pada
perlakuan pemberian ekstrak etanol daun Kedondong laut dan Tapak
liman yaitu sebesar 14,19% dibandingkan kontrol yaitu 5,35%, dan
menurun pada perlakuan pemberian tapak liman saja, hal ini
menunjukan bahwa pemberian ekstrak etanoldaun Kedondong laut dan
Tapak liman mempengaruhi proliferasi sel naive

Kata kunci: Elephantopusscaber, Polysciasobtusa,Spleen
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The development of CD4 + T cells and CD62L on Spleen of BALB /
¢ Pregnant mice infected with Salmonella typhimurium after
administration Policias obtusa and Elephantopus scaber leaves
ethanol extract

NidaAsfi and Moch.Sasmito Djati
Biology Department, Faculty of Mathematic and Natural Science
Brawijaya University

ABSTRAC

Polyscias obtusa and Elephantopus scaber is a plant that has
immunomodulators effect. This research using these two herbs are
expected to know the benefits of synergy between these two medicinal
plants. This research was conducted using experimental animals Balb /
C mice Mus musculus infected with the bacterium Salmonella typhi
(108 doses). Treatment was administered orally from the ethanol extract
of the leaves Polyscias obtuse and Elephantopus scaber with dose (0%:
100% and 50%: 50%) with an initial dose of Elephantopus scaber and
Polyscias obtusa by 50mg/KgBB. Surgery performed on the 14" day
and 18™ after injection. Lymphocytes isolated from the spleen organ,
analyzed with flowcytometry and analyzed the results with one way
ANOVA using SPSS 16.0 and Tukey test continued. Based on the
results obtained that the treatment of ethanol extract of leaves Polyscias
obtuse and Elephantopus scabers showen the relative number of cells
was lower significantly TCD4 " is equal to 6.29% compared to positive
controls 18.9%, and compared with Elephantopus scaber leaf extract
alone did not decrease significantly ie at 9,22% it showed immune
suppressive effects of Polyscias obtusa and Elephantopus scaber given
simultaneously. Relative number of CD62L" T cells showed a
significant increase in treatment of ethanol extract of leaves Kedondong
laut and Tapak liman is equal to 14.19% compared to controls 5.35%,
and decreased in treatment just Elephantopusscaber, this shows that the
ethanol extract of leaves Plysciasobtusa and Elephantopus scaber
makes cell proliferation naive affect.

Kata kunci: Elephantopus scaber, Polyscias obtusa, Spleen,
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara iklim tropis dimana hal tersebut
menjadikan Indonesia sebagai media yang baik bagi makhluk
hidup.Sebagian besar makhluk hidup dapat berkembang baik di
Indonesia tidak terkecuali bakteri.Beberapa bakteri memberikan
beberapa kotribusi yang bersifat patogen.Berbagai macam penyakit
yang disebabkan oleh bakteri, baik penyakit kulit hingga penyakit
dalam.

Salah satu bakteri di daerah tropis yang bersifat pathogen bagi
manusia yaitu Salmonella thypimurium, yang menyebabkan bermacam
penyakit seperti demam thypoid, typhus, disentri dsb.(Arisman,
2009).Kasus yang sering terjadi yang disebabkan oleh penyakit ini
adalah thypus.Penyakit ini bisa menyerang siapa saja anak kecil hingga
orang dewasa.Sebagian besar para ahli klinis memberi antibiotik dan
obat sintetik untuk mengobati penyakit yang disebabkan oleh bakteri
ini.Namun tanpa disadari ternyata antibiotk dan obat sintetik memberi
banyak efek samping yang berbahaya. Berdasarkan Murtidjo (1992)
penggunaan antibiotik dapat memperburuk keadaan karena antibiotik
akan meningkatkan mutasi kromosom bakteri sehingga membuat bakteri
menjadi resisten.

Bagi ibu hamil  penggunaan antibiotik dapat menghambat
perkembangan janin dan hingga dapat memnyebab kelahiran cacat.
Sehingga dibutuhkan alternatif yang dapat meminimalisir penggunaan
antibiotik.Salah satu alternative yang dapat digunakan yaitu penggunaan
tanaman obat yang mampu memberikan immnustimulan yang dapat
menstimuli sistem imun sehingga mengurangi resiko terinfeksi bakteri
dan juga mengurangi resiko penggunaan antibiotik (Hollman, 1996).

Beberapa tanaman yang dapat dijadikan alternatif sebagai tanaman
obat yaitu tanaman kedondong laut.Kedondong laut (Polyscias obtusa)
memiliki kandungan senyawa dari kelompok asam oleonic
saponin.Berdasarkan Francis et al. (2002) saponin merupakan senyawa
yang penting untuk nutrisi pada hewan dan manusia.Saponin juga dapat
berperan pada permeabilitas membrane, sebagai imunostimulan, agen
antikarsinogenik, dan hypocholestrolaemic.Nilani (2006) menyebutkan
bahwa di dalam daun kelompok Polyscias mengandung senyawa



panaxidol.Senyawa tersebut merupakan derivat senyawa saponin yang
mampu memberi efek perlindungan pada sel otak, melalui sistem
peningkatan pertahanan tubuh.Selain Kedondong laut tumbuhan
Elephantopus scaber juga merupakan tumbuhan yang mengandung zat
besi besi (Fe) sebanyak 45,4% dan 30,2% (Junirianto, 1987).
Berdasarkan Hoffbrand (2005) zat besi ini penting dalam pembentukan
hemoglobin.Kurangnya zat besi dapat menyebabkan terjadinya anemis
dimana sel eritrosit tampak kecil dan pucat.Menurut Guyton (1998) Fe
dikenal sebagai agen eritropoietic.Sehingga dengan dilakukannya
penelitian menggunakan dua tanaman ini sekaligus diharapkan
formulasi kedua tanaman ini mampu memberikan peningkatan sistem
imun sekaligus memberikan peningkatan kesehatan.

Sistem imun memiliki kemampuanmengenali dan menyerang
antigen asing yang masuk dan menginfeksi tubuh.Sistem imun menjaga
kondisi tubuh dari antigen melalui sistem limfatik dan peredaran darah
sebagai lalulintas ke seluruh tubuh (Gurr, 1992).Salah satu organ
lomfoid sekuder yang mampu menangkap antigen lebih banyak dari
pada organ limfoid sekunder lainnya adalah spleen.Respon imun
terhadap antigen diawali dengan diaktifkannya beberapa sel limfosit T
dan B. Aktivasi sel limfosit ditandai diekspresikannya beberapa subset
sel limfosit seperti sel T CD4 dan CD62L.Sehingga dengan dilakukan
pengamatan pada organ spleen diharapkan akanterlihat peningkatan
sistem imun mencit Mus musculus BALB/C bunting setelah diberikan
suplemen imunomodulator.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang dilatarbelakangi oleh uraian di atas yaitu;

a. Bagaimana perubahan jumlah Sel T CD4 dan CD62Lpada
spleen (Mus muscullus) bunting yang diinfeksi Salmonella
thypimurium setelah pemberian ekstrak etanol Polyscias obtusa
dan Elephantopin scaber secara bersamaan?

b. Berapakah dosis formulasi antara ekstrak daun Polyscias obtusa
dan Elephantopin scaber yang tepat sebagai immunomodulator?

1.3 Tujuan
Penelitian ini dilaksanakan dengan tujuan sebagai berikut;
a. Untuk mengetahui perubahan jumlah Sel T CD4 dan CD62L
pada spleen (Mus muscullus) bunting yang diinfeksi Salmonella
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thypimurium setelah pemberian ekstrak etanol Polyscias obtusa
dan Elephantopin scaber secara bersamaan

b. Untuk mengetahui dosis formulasi antara ekstrak daun
Polyscias obtusa dan Elephantopin scaber yang tepat sebagai
immunomodulator

1.4 Manfaat

1. Kajian awal dosis formulasi Polyscias obtusa dan Elephantopus
scaber sebagai pertimbangan untuk pengujian klinis lebih lanjut

2. Eksplorasi tanaman obat Indonesia sebagai alternatif obat untuk
immunomodulator

3. Meningkatkan nilai ekonomis tanaman obat Polyscias obtusa

dan Elephantopus



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1Polyscias obtusa
2.1.1 Sistematika dan Morfologi Polyscias obtusa

Polyscias obtusa dikenal dengan nama kedondong laut di
Indonesia. Polyscias obtusa merupakan tanaman asli Asia Tenggara dan
dapat dengan mudah tumbuh di daerah tropis basah.Tanaman ini
merupakan jenis tanaman semak tegak, dengan tinggi 1 sampai 2,5
meter, memiliki daun kelipatan 3 yang berbentuk seperti bulu burung,
dengan bagian atas yang memendek dengan panjang 5 sampai 10 cm.
Bagian bawah daun tumbuhan ini lebih besar dari bagian atasnya, dan
memiliki bentuk yang tajam serta bergerigi. Daun tumbuhan kedondong
laut juga memiliki aroma yang khas (Luz, 1995).

Dalam sistematika (taksonomi), tumbuhan kedondong laut
dapat diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledoneae
Bangsa : Apiales

Suku : Araliaceae
Marga :Polyscias
Spesies :Polyscias obtusa

Gambar 2.1.1.1. Morfologi Kedondong laut (Dok. penelitian)



2.1.2 Kandungan senyawa Kimia Polyscias obtusa

Berdasarkan telaah fitokima dari beberapa spesies polyscias
mengandung saponin dalam bentuk triterpenoid.Francis et al (2002)
menyebutkan bahwa senyawa saponin merupakan steroid atau glikosa
triterpenoid yang penting untuk nutrisi manusia dan hewan.Saponin juga
diketahui dapat berperan pada perubahan permeabilitas membrane,
sebagai imunostimulan, agen antikarsinogen, dan sypocholesterolaemic.
Berdasarkan Zhang (1999) Saponin dapat digunakan sebagai bahan
tambahan pada pecan ternak untuk menggantikan pemberian
antibiotik.Karena ~ berdasarkan hasil penelitian Zhang (2009)
menunjukkan bahwa saponin dapat meningkatkan fungsi imun pada
ayam dengan mekanisme sebagai antibakteri dan anti viral, serta aman
dikonsumsi oleh hewan pada kondisi tertentu yang akhirnya dapat
meningkat sistem imun hewan ternak.

Polyscias obtusa mengandung beberapa senyawa kimia lain selain
saponin, diantaranya yaitu flavonoid. Flavonoid merupakan suatu
senyawa antioksidan yang penting, sehingga dapat menangkal radiasi
bebas.Flavonoid juga berperan penting pada reaksi anti inflamasi ketika
terjadi infeksi (Lee, et al., 2010). Senyawa lain yang terkandung dalam
Polyscias obtusa yaitu polifenol dan tannin yang terletak pada bagian
kulit batang dan daun. Daun Polyscias mengandung senyawa golongan
saponin, steroid, tritepenoid, flavonoid, asam fenolat, dan tannin
(Istiyawati, 1994).Nilani (2006) menemukan adanya panaxidol di dalam
daun Polyscias fructicosa.Senyawa ini juga merupakan derivate
saponin. Hyun et al. (2004) menyebutkan bahwa panaxidol dapat
memberi efek perlindungan pada sel otak.

Pemeriksaan fitokimia daun kedondong laut menyebutkan adanya
senyawa flavonoida, steroida dan triterpenoida, saponin serta tanin. Dari
ekstrak etanol telah diisolasi suatu senyawa yang diduga sebagai
saponin triterpenoida. Fraksi n-heksana yang telah diisolasi yang diduga
termasuk senyawa golongan steroida atau triterpenoida. Dari fraksi etil
asetat ditemukan adanya golongan senyawa asam fenolat yang diduga
sebagai asam p-hidroksi benzoat dan asam vanilat, serta satu senyawa
yang belum diidentifikasi.Flavonoida ditemukan pada ekstrak etanol,
fraksi diklormetana, fraksi etil asetat dan fraksi air. Dari fraksi air telah
diisolasi suatu senyawa flavonoida yang mirip kelompok auron
(Istyawati. 1994).



2.2 Elephantopus scaber L
2.2.1 Sistematika dan Morfologi Elephantopus scaberL.

Tapak liman atau Elephantopus scaber L. merupakan tumbuhan
liar yang masuk dalam famili Ateraceae. Tanaman ini dalam bahas
melayu sering disebut tutup bumi, dalam bahasa Madura dikenal dengan
tapak tangan atau talpak lana.tapak liman memiliki klasifikasi sebagai
berikut:

Kingdom :Plantae

Divisi :Magnoliophyta

Kelas :Magnoliopsida
Subbkelas :Asteridae

Ordo :Asterales

Famili :Asteraceae

Genus :Elephantopus scaber L.

W ey
R i 1 r
Gambar 2.2.1.1 Tapak liman Elephantopus scaber L.

Tapak liman tumbuh liar kadang ditemukan dalam jumlah
banyak di lading, ditepi jalan, di tepi parit, dan pematang.Tapak liman
dapat tumbuh di daerah dataran rendah sampai pada daerah dengan
ketinggian 1.200 mdpl Syukur (2001).Tumbuhan ini termasuk dalam
tumbuhan terna tegak berumur panjang, memiliki batang yang pendek
dan kaku, dapat tumbuh sampai mencapai 30-60cm dan berambut
kasar.Tapak liman memiliki daun berbentuk jorong tepi melengkuk,
bergerigi tumpul, ujung tumpul, permukaan berambut kasar, tulang
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munyirip dengan warna hijau tua. Tangkai bunga keluar dari tengah-
tengah roset degan tinggi 60-75 cm. Batang tangkai bunga kecil,
letaknya jarang, panjang 3-9 c¢m, lebar 1-3 cm. Tumbuhan ini memiliki
bunga majemuk berbentuk bongkol letakknya di ujung batang, berwarna
ungu, mekar pada siang hari dan menutup kembal pada sore hari. Buah
dari tumbuhan ini berupa bongkah yang keras, berambut, berwarna
hitam.Akarnya tunggang yang besar berwarna putih (Steenis et. al.,
2003).

2.2.2 Kandungan senyawa Kimia Elephantopus scaber L.

Tapak liman mengandung elephantopin, deoxyelephantopin,
isodeoxyelephantopin, 11,1 dihydroeoxyelephantopin, elephantin,
efriedelinol, stigmasterol, triacontan-1-ol, lupeol, lepueol acetate.
Stigmasterol turunan steroid, yang dapat memacu gairah seksal.Bunga
dari tumbuhan ini mengandung flavonoid luteolin-7-glicosoida.Flavonid
mempunyai bermacam-macam efek, yait efek anti tumor,
imunostimulan, anti oksidan, analgesic, antiradang, anti virs, anti bakteri
dan anti fngi.Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Erniati (2007)
membuktikan bahwa senyawa flavonoid dapat meningkatkan aktivitas
IL-2 dan proliferasi limfosit. Proliferasi limfosit akan mempengarhi sel
CD4+, kemudian menyebabkan sel Thl teraktivasi. Flavonoid diduga
dapat memicu proliferasi dan diferensiai sel T dan sel B, yang didga
melalui produksi sitokin yakni IL-2, IL-4, dan IL-1.

Akar dari tanaman Tapak liman mengandung epiprirlinol, lupeol
dan stigmasterol.Stigmasterol dalam fraksi air daun tapak limansecara
tidak langsung dapat menstimulus eritropoiesis.Stigmasterol dapat
menstimulus produksi hormone testosterone.Stigmasterol merupakan
golongan fitosterol yang dapat mengalami berbagi trnasformasi struktur
dalam tumbuhan, terutama pada rantai sampingnya.Senyawa hasil
tranformasi tersebut diantaranya adalah saponin steroid.Stigmasterol
merupakan prekursor testosterone yang dapat dikonservasi menjadi
testosterone oleh jaringan perifer (Taufiqurrahman, 1999). Hormon
testosterone ini dapat menstimulus eritropoiesis secara langsung pada
Hematopoietic stem cell (HSC) di sumsum tulang, efek eritropoietik
melibatkan induksi IGF-I melalui mekanisme mediasi reseptor
androgen. Androgen merangsang erytroid colony-forming unit di sum-
sum tulang dan mempromosikan direferensiasi mereka ke sel eritrosit
(TER-119”). Testosteron dapat meningkatkan absorbs besi pada usus,
penggabungan zat besi pada sel darah dan sistesis hemoglobin
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(Coviello, 2008). Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Moriyama (1975) efek testosterone dan eritropoietin pada koloni
eritrosit dalam kultur bone marrow hormone androgen tidak hanya
menstimulasi produksi hormon EPO tetapi juga menstimulasi HSC
untuk berproliferasi dan berdiferensiai membentk eritrosit (TER-199+).

Berdasarkan telaah lebih lanjut tentang kandung senyawa fitokimia
pada akar dan daun tumbuhan Tapak liman didapatkan zat besi
sebanyak 45,4% dan 30,2% (Junirianto, 1987). Sedangkan berdasarkan
Hoffbrand (2005) =zat besi ini penting dalam pembentukan
hemoglobin.Besi organik dari makanan sebagaian diabsorbsi sebagai
heme dan sebagian dipecah dalam usus menjadi Dbesi
anorganik.Kurangnya zat besi dapat menyebabkan terjadinya anemis
dimana sel eritrosit tampak kecil dan pucat.Menurut Guyton (1998) Fe
dikenal sebagai agen eritropoietic.Keberadaan Fe dalam tubuh dapat
menstimulus produksi hormone EPO pada ginjal. Menurut Hoffbrand
(2005) Eritropoietic merangsang eritropoiesis dengan meningkatkan
jumlah sel progenitor yang terikat untuk proses eritropoiesis. BFUE dan
CFUE lanjut yang yang mempunyai reseptor eritropoietin terangsang
untuk  berproliferasi  berdiferensiasi  menghasilkan hemoglobin.
Eritropoiesis merupakan proses pembentkan eritrosit yang dapat
dikenali pertama kali di sumsum tulang, vyaitu pronormoblas.
Pronomorblas ini menyebabkan terbentknya suatu rangkaian normoblas
yang makin kecil melali pembelahan sel. Normoblas mengandung
pembelahan sel yang semakin banyak dalam sitoplasma sejalan dengan
menghilangnya RNA dan aparatus yang mensintesis protein, sedangkan
kromatin inti menjadi semakin padat. Inti akhornya dikeluarkan dari
normoblas dalam sumsum tulang dan menghasilkan stadium retikulosit
(TER-119+VLA-4+) yang masih mengandung sedikit RNA ribosom
dan masih mamp mensisntesis hemoglobin. TER-119+VLA-4+ berada
selama 1-2 hari dalam sumsum tlang dan beredar di daerah tepi sebelum
menjadi sel eritrosit matur TER-199+), terutama di spleen saat RNA
hilang seluruhnya.

Tapak Liman memiliki rasa agak pahit, pedas, dan sejuk.Tapak
liman ini berkhasiat sebagai pereda demam, antibiotik, antiradang,
peluruh dahak, peluruh haid, afrodisiak, menghilakan bengkak, penawar
racun, mempercepat pengelaran nanah, dan pelembut kulit Kusuma
(2005). Selain itu menurut Harina (2006) Tapak liman memiliki efek
melincinkan, Tapak liman juga dapat digunakan sebagai peluruh
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kencing, penurun panas, antioksidan dan penambah darah. Sebagai obat
penambah darah, Tapak liman dapat diminum dengan cara merebus 15-
30 g herba kering dan kemudian diminum airnya.

2.3 Salmonella thypimurium

Salmonella thypimurium merupakan salah satu kelompok bakteri
gram negative yang berbentuk batang yang termasuk dalam family
Enterobacteriaceae, genus Salmonella.Bakteri ini bersifat motil dan
patogenik dengan karkteristik pertumbuhan yang mampu mereduksi
nitrat menjadi nitrit (Sunarno, 2007).Bakteri dapat berkembang baik
dalam makrofag dan bertahan dari enzim-enzim lisozom (Lestarini,
2008).Salmonellathypimurium bersifat toksik terhadap makrofag yang
ditandai dengan makropinositosis pada makrofag yang terinfeksi diikuti
dengan kematian sel. Salmonella juga mempunyai kemampuan
bermultiplikasi dalam sel non fagosit seperti hepatosit dan epitel
intestinal.Mikroba ini di dalam sel tinggal adalam vakuola.Hal ini
memungkinkan bakteri tersebut terlindungi dari makrofag dan respon
humoral. Namun antigen bakteri yang mencapai sitplasma akan
didegradasi dan menghasilkan fragmen peptide yang berikatan dengan
MHC I untuk dipresentasikan ke CDS.

Salmonellathypimurium dibagi menjadi 3 serovar berdasarkan
antigen utama yang dimiliki yaitu O (somatic), Vi (capsular/surface),
dan H (Flagellar). Membean sel tersusun atas molekul kompleks
glikolipid yang dikenal dengan nama lipopolisakarida (LPS) atau
endotoksin. Endotoksin dibagi menjadi 3 lapisan yaitu, O-spesific
polysaccharide dibagian dalam. Struktur LPS yang demikian lengkap
menjdikan bakteri ini lenih resisten terhadp enzim yang akan
memproses antigen. Struktur LPS bakteri tersebut akan memperlambat
pemrosesan dan menghambat aktivasi epitop tertentu. Hal ini juga adapt
menghambat aktivitas sel T, khususnya CD4 karena pada umumya sell
tersebut lebih mengenali epitop peptide daripada polisakarida (Sunarno
2007).

Salmonella thyipimurium sebagai agen penyebab typhoid yang
dikarenakan antigen Vi yang dimilikinya mampu mereduksi
pengeluaran IL-8 yang berperan untuk menginduksi PMN (neutrofil)
(Sunarno 2007). Pada respon imun seluler makrofag yang berperan pada
proses fagositosis teraktivasi oleh adanya sitokin [FN-y yang diproduksi
oleh sel T. IFN-y akan memacu makrofag untk membunuh angen infeksi
melalui respiratory burst, dengan proses oksidatif yang memproduksi
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radikal bebas dan nitrit oksida sert aktivasi sel T CDS8 yang akan melisis
sel yang terinfeksi (Lestarini, 2008).

Secara singkat mekanisme infeksi sistemik Salmonella
thypimurium dapat digambarkan dalam beberapa fase.Fase I terjadi
sekitar 1 jam setelah infeksi secara intravena atau intraperitoneal.Fase 11
dimulai sejak setelah fase I terlewati dmana fase ini disebut fase
pertumbuhan eksponensial Salmonella thypimurium di dalam tubuh
host. Bak teri ini masuk ke dalam sirkulasi darah melalui pembuluh
limfe, melakukan invasi ke hepar dan spleen untuk selanjutnya
melakukan multiplikasi. Neutrofil sangat penting pada fase ini sebagai
pertahanan host dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Fase III
terjadi setelah 3-7 hari, pertumbuhan bakteri pesat di hepar dan
spleen.Makrofag yang teraktivasi bukan untuk membunuh tetapi untuk
meningkatkan killing sel, NK dengan produksi sitokinnya.Fase
pembersihan terjadi setelah minggu ketiga infeksi yang melibatkan
imun adaptif khususnya sel T (Sunarno 2007).

NK sel mampu menghasilkan TNFa yang dibutuhkan untuk
produksi IFNy.IJFNy mampu meningkatkan CMI (cell mediated
immunity) dengan mengaktivasi makrofag ~dan  mengiduksi
diferensiasisel Th menjadi Thl. Sel T CD4 berfungsi dalam membantu
aktivasi dan diferensiasi sel B. Selain membantu sel B membentuk
antibodi, sel T CD4 juga terlibat dalam pembentukan sel T CD8 spesifik
Salmonella thypimurium dan mengatur pembetukan granuloma untuk
membatasi penyebaran bakteri. Sel T CDS8 akan melisis sel yang
terinfeksi dan memproduksi sitokin yang dibutuhkan untuk pengerahan
dan aktivasi sel-sel fagosit. Sel T CD4 yang teraktivasi akan
memprodksi IL-2 yang dibutuhkan oleh sel T untuk berkembang
menjadi Th. Diferensiasi sel T CD4 akan menyebabkan tejadinya
infeksi kronis, sedangkan ketika terjadi defisiensi sel B, tubuh masih
mampu mengrontrol dan mengeliminasi infeksi Salmonella thipimurium
(Sunarno, 2007).

2.4 Sistem Imun dalam tubuh

Imunitas merupakan pertahanan tubuh, sedangkan sistem imunitas
atau sistem kekebalan merupakan suatu sistem yang berfungsi sebagai
pertahanan dalam tubuh dari substansi asing dari luar tubuh seperti
bakteri, virus, fungi dan makromolekul seperti protein dan polisarida
yang bersifat parasitik yang dapat menyebabkan penyakit (Abbas dan
Lichtmann, 2005). Berdasarkan Paul (2008), sistem kekebalan adalah
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sistem perlindungan tubuh terhadap pengaruh luar biologis yang
dilakukan oleh sel dan organ khusus pada suatu organism. Hal tersebut
sesuai dengan Weissman (1978), yang menyatakan bahwa define sistem
imun ialah sistem peratahananyang dimiliki vertebrata yang bertugas
untuk melindungitubuh mikroorganisme penyebab penyait.Keberadaan
Sel imun akan akan senantiasa menjaga sel, jaringan, ataupun organ
tubuh agar dapat berfungsi secara normal.

Limfosit adalah sel yang berfungsi dalam respon yang terbentuk
melalui jalur limfoid. Sel limfosit memiliki peranan penting dalam
proses respon imun spesifik karena sel-sel Imfosit dapat mengenal setiap
jenis antigen, baik antigen intraseluler maupun ekstraselluler, seperti
antigendi dalam darah atau didlam cairan tubuh lainnya. Fungsi utama
limfosit ada memberikan respon terhadap antigen dalam bentuk antibodi
yang bersikulasididalam darah atau dalam pengembagan imunitas
seluler (Paul, 2008).Guyton dan Hall (2006) mengatakan bahwa limfosit
manusia berjumlah sekitar 30% dari umlah normal sel darah
putih.Limfosit dapat membentuk ratusan juta antibodi dan limfosit
sensitif yang berbeda.Masing-masing jenis sifatnya speisifik untuk
antigen yang khusus. Limfosit dibentuk didalam sumsum tulang
belakang dan berdiferensiasi menjadi sel T dna sel Linfosit B.

Sel imun merupakan sel-sel yang bekerja dalam sistem imun, sel
tersebut bekerja secara kompleks dan saling berkesinambungan dalam
sistem imun .Sel-sel imunokompeten banyak ditemukan dalam jaringan
dan organ yang disebut sistem limfoid.Organ limfoid dapat dibedakan
menjadi dua yaitu organ limfoid primer dan organ limfoid sekunder.
Organ limfoid primer yaitu timus dan Sumsum tulang, sedangkan organ
limfoid sekunder meliputi limpa, kelenjar getah bening, peyer patch,
Appendix, adenod, dan tonsil (Rifa’i, 2004).
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Gambar 2.4.1.0rgan-organ limfoid (Betz, 2002)

Sel-sellimfosit dihasilkan oleh organ limfoid primer yang pada
gilirannyaakan menuju ke organ limfoid sekunder. Baik limfosit B
maupun limfosit T berasal dari sumsum tulang, namun hanya limfosit B
yang mengalami pemasakan pada sumsum tulang.Limfosit T melakukan
migrasi dari sumsum tulang menuju organ timus sebelum masak dan
mengalami pemasakan pada organ ini. Limfosit tersebut disebut
limposit B dan T, karena berturut-turut mengalami proses pemasakan
pada bone marrow (sumsum tulang) dan thymus (timus).Limfosit yang
telah mengalami pemasakan pada organ limfoid primer segera
memasuki peredaran darah untuk menuju organ limfoid sekunder.Organ
limfoid sekunder merupakan organ limfoid periferal tempat terjadinya
penangkapan antigen oleh sel-sel imunokompeten. (Murphy dkk.,
2008).
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Gambar 2.4.2. Penampang melintang dan membujur organ spleen
(Murphy dkk., 2008).

Spleen adalah kelenjar tanpa saluran yang berhungan erat
dengan sistem sirkulasi dan berfungsi menghancurkan sel darah merah
tua.Spleen teemasuk salah satu organ sistem limfoid.Sistem limfoid
berfungsi untuk melindungi tubuh dari kerusakan akibat zat asing.Sel —
sel pada sistem imun dikenal dengan sel imunokompeten yaitu sel yang
mampu membedakan sel tubuh dengan zat asing yang meyelenggarakn
inaktivasi atau perusakan benda-benda asing.Sel imunokompeten terdiri
atas sel limfosit, makrofag, retikuloendotel, dan sel plasma. Spleen
merupakan organ limfoid terbesar yang terletak dibagian depan dan
dekat dengan punggung rongga perut diantara diafragma dan lambung
Krall, 1992).

Secara anatomi spleen normal berbentuk pipih.Fungsi spleen
yaitu mengakumulasi limfosit dan makrofag, degradasi eritrosit, tempat
cadangan darah, dan sebagaiorgan pertahanan terhadap infeksi partikel
asing yang masuk ke dalam darah.Spleen dibungkus oleh kapsula, yang
terdiri dari dua lapisan, yaitu satu lapisan jaringan penyokong yang tebal
dan satu lapisan otot halus.Perpanjangan kapsula ke dalam parenkim
spleen disebut trabekula.Trabekula mengandung arteri, vena, saraf dan
pembuluh limfe.Parenkim spleen disebut pulpa yang terdiri dari pulpa
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merah dan pulpa putih.Pulpa merah berwarna merah gelap pada
potongan spleen segar. Pulpa merah terdiri dari sinusoid spleen, yang
merupakan tempat penghancuran darah merah yang telah tua.Pulpa
putih tersebar dalam pulpa merah, berbentuk oval dan berwarna putih
kelabu.Pulpa putih terdiri atas peritonial lymphoid shaets (PALS) folikel
limfoid, dan zona marginal. Folikel limfoid umumnya tersusun atas sel
limfosit B, makrofag, dan sel debri (Murphy dkk., 2008)

Zona marginalis spleen banyak mengandung antibodi dalam
darah sehingga memiliki peran utama dalam aktivasi imunologis
spleen.Banyak arteriol pulpa yang berasal dari arteri sentralis meluas
keluar dan menjauhi pulpa putih tetapi kemudian membalik dan
mencurahkan isinya ke kedalam sinus-sinus dari zona marginalis yang
mengelilingi nodulus.Akibatnya daerah ini berperan penting dalam
menyaring sel darah dan melancarkan sel imun.Zona marginals tidak
hanya memidahkan antigen tetapi juha tapi juga limfosit T dan B yang
dikeluarkan dari darah. Pada saat limfosit keluar dari sirkulasi sistemtik
dan menerobos pulpa putih limfosit melewati sel dendritik dalam zona
marginalis.Jika terdapat sel T sel B dan antigen yang sesuai maka
timbul suatu respon imun.Sel B aktif bermigrasi ke pusat nodulus pulpa
putih, kemudian menghasilkan sel plasma.Proliferasi limfosit
merupakan penanda adanya fase aktivasi dari respon imun tubuh
(Burmester, 2003).

Mekanisme proliferasi diawali dengan aktivasi sistem imunitas
selluler yang dimulai dari pengenalan APC oleh sel T. APC merupakan
sel yang mampu mengekpresikan MHC kelas dan MHC kelas II
Antigen yang dipresentasikan melaui MHC kelas 1 nantinya akan
dikenali oleh sel T CD8 dan mengaktifkan sel T CD8" tersebut
berproliferasi dan menginduksi apoptosis sel APC (Murphy, 2008).

MHC kelas II pada permukaan sel APC akan dikenal oleh sel T
CD4" yang telahteraktivasi akan mensintesis sitokin yaitu, IL-2, IL-2
yang dihasilkan ini dapat berfungsi sebagai growth factor bagi sel T
CD4'itu sendiri agar dapat berproliferasi dan berdiferensias. Sel T
CD4'akan berdiferensiasi menjadi sel Thl dan Th2. Sel Thl akan
mengaktifkan sel T CD8". Disamping itu, sel T CD8'juga diaktifkan
oleh IL-2. Masing-masing sel teraktivasi baik sel CD4 maupun
CD8"akan membentuk sel memori (Campbell, dkk, 2012).

2.5 Respon imun terhadap Bakteri
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Sistem kekebalan tubuh meliputi sistem kekebalan non spesifik
(alami) dan sistem kekebalan spesifik (adaptif).Sistem kekebalan tubuh
berperan melawan antigen asing yang masuk dan menginfeksi tubuh
(Carpenter, 2004). Mekanisme kedua sistem kekebalan tersebut tidak
dapat dipisahkan satu sama lainnya, keduanya saling meningkatkan
efektifitasnya dan terjadi interaksi sehingga menghasilkan suatu
aktivitas biologik yang seirama dan serasi (Fenner dan Fransk, 1995).
Sistem imun non spesifik merupakan sistem kekebalan secara alami
diperoleh tubuh dan proteksi yang diberikan tidak terlalu kuat. Semua
agen penyakit yang masuk ke dalam tubuh akan dihancurkan oleh
sistem kekebalan tersebut sehingga proteksi yang diberikannya tidak
spesifik terhadap penyakit tertentu. Sedangkan sistem imun spesifik
terdiri dari sistem berperantara sel (Cell Mediated Immunity) dan sistem
kekebalan berperantara antibodi (Antibody Mediated Immunity) atau
yang lebih dikenal dengan sistem kekebalan humoral (Butcher dan
Miles, 2003).

Antigen yang mampu melewati sistem pertahanan non spesifik
akan bertemu dengan makrofag yang akan berfungsi sebagai Antigen
Presenting  Cells  (APC).  Antigen ~ Presenting Cells akan
mempresentasikan antigen kepada limfosit T melalui molekul Major
Histocompatibility Complex (MHC). Sel T helper (Th) mengenali
antigen yang berikatan dengan MHC 1II. Sel T cyrotoxic atau sel T
penghambat mengenali antigen yang berikatan dengan MHC 1. Interaksi
sel Th dengan APC akan berperan dalam kekebalan humoral dengan
menginduksi keluarnya sitokin yang merupakan alat komunikasi antar
sel. Kemampuan interaksi ini akan menginduksi pematangan sel limfosit
B menjadi sel plasma yang akan menghasilkan antibodi (Weir, 1990).

Ketika limfosit menemukan agen penginfeksi pada jaringan
limphoid maka sel-sel tersebut akan tetap tinggal pada jaringan
limphoid dan mengadakan proliferasi dan deferensiasi menjadi sel yang
disebut sel efektor. Sel-sel efektor mempunyai kemampuan untuk
melawan antigen. Ketika terjadi infeksi di daerah peripheral, maka sel
dendritik akan segera menangkap antigen tersebut dan segera
membawanya dari tempat infeksi ke lymph node melalui pembuluh
lymphatic afferent. Pada lymph node sel dendritik akan menampilkan
antigen yang ditangkap dalam bentuk peptida ke sel T yang bersirkulasi
di daerah tersebut. Peptida ditampilkan pada permukaan APC dalam
keadaan terikat oleh MHC. Limposit mengenali antigen yang terikat
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oleh MHC itu. Sel dendritik juga memproduksi sitokine untuk
membantu aktivasi sel T. Sehingga sel T akan membunuh antigen
tersebut (Burmester, 2003).Berikut ini merupakan gambar mekanisme
respon imun;
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Gambar 2.6.1 Mekanisme respon imun (Burmester, 2003).

Respon imun non spesifik (alami) dimulai dengan pengenalan
komponen bakteri seperti LPS dan DNA, diikuti pengambilan dan
pengahancuran bakteri oleh sel fagosit yang menfasilitasi proteksi host
terhadap infeksi.Peran ini dilakukan oleh makrofag, sel NK, dan
neutrofil. Adapun pengeluaran mediator inflamasi berfungsi untuk
meningkatkan respon imun.Makrofag mensekresikan IL-2, 11-6, IL-8,
IL-12, IL-15, IL-18, TNF alfa bekerja sinergis untuk meningkatkan
aktivasi sel T dan responradang akut.IL-12 mengaktivasi sel NK dan
memicu CD4 menjadi Thl (Hardy, et al. 2007). IL-15 penting untuk
respon inflamasi fungsi antimikrobial neutrofil, stimulasi CDS, serta
perkembangan, survival dan fungsi sel NK. IL-18 menginduksi [FNy,
ko-aktivasi Thl dan perkembangan sel NK. Makrofag mampu
menghancurkan bakteri dengan respiratory burst yang menghasilkan
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reactive oxygen sepsies (ROS) seperti superoksida, hydrogen peroksida
dan nitrogen oksida (NO) (Bellanti, 1993).

Nitrit oksida (NO) diproduksi bersama dengan L-sitrulin
melalui oksidasi enzimatikdari L-arginin.Produksi NO distimulasi oleh
IFNy, TNFa, IL-1 dan IL-2. NO merpakan implikasi respons terhadap
bakteri intraselluler seperti Salmonellathypimurium, yang tercermin
dengan melimpahnya NO di bagian luar fagosom. Antara ROI dan NO
dapat berinteraksi dengan membentuk spesies antimikroba yang lebih
toksik seperti peroksi-nitrit yang dapat meningkatkan daya bunuh
makrofag terhadap Salmonellathypimurium. Sedangkan pada imun
spesifik (adaptif) sel yang berperan adalah APC, sel T dan sel B. Sel
dendritik merupakan APC yang penting dalam inisiasi respon imun
yang diperantarai sel T dan bersama dengan makrofag
mempresentasikan antigen yang yang diproses dari bakteri intrasel gram
negative seperti Salmonella thypimurium (Sujudi, 2006).

Sel T diperlukan untuk ekspresi penuh imunitas terhadap
Salmonella thipimurium. Sel T dengan Cluster of diferetiation 4 (CD4)
berfungsi dalam membantu aktivasi dan diferensiasi sel B. Selain
membantu sel B membentuk antibodi juga membantu pembentukan
Cluster of diferetiation CD8 spesifik Salmonella thypimurium dan
pengaturan pembentkan granuloma untuk membatasi penyebaran
bakteri. CD8 ini dapat melisis sel yang terinfeksi dan memproduksi
sitokin yang dibutuhkan untuk pengerah dan aktivasi fagosit. Ketika
distimulasi CD4 akan memproduksi IL-2 yang dibutuhkan sel T untuk
berkembang menjadi Th. Defisiensi CD4 menyebabakn terjadinya
infeksi krinos sedangkan pada defisiensi sel B masih mampu
mengontrol dan mengeliminasi infeksi Sa/monella sp. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa CD4 bukan sekedar memberi bantuan sel B saja
namun juga berperan untuk mengaktivasi fagosit (Brooks, 2001).Selain
mengiduksi aktivasi sel T CDS8, sel T CD4 yang mengekspresikan
molekul CD25 merupakan sel yang secara alami dapat berfungsi sebagai
sel regulator (Rifa’i, 2010).

Berdasarkan Tedder (1995), CD62L "atau L selektin merupakan
molekul adhesi yang memiliki fungsi perlekatan dan rolling pada sel
endotel pembuluh darah. Molekul tersebut mampu diekspresikan oleh
sel T naive CD4'CD62L". Sel T naive ini akan mengalami sirkulasi di
dalam darah, naive, dan lymphnode hinga suatu saat bertemu dengan
antigen. Jika sudah bertemu dengan antigen maka sel T naive akan
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teraktivasi dan kehilangan molekul CD62L" mampu diekspresikan oleh
sel T naive dalam individu normal orang sehat lebih dari 80%.
Sedangkan pada individu tdak sehat sel T naive akan mengalami
penurunan ekspresi CD62L" pada organ lymphnode peripheral dan dan
sel T akan teraktivasi. Selanjutnya molekul CD62L ‘melakukan down
regulated pada sel T yang akan menghalangi masuk ke lymphnode
dalam sel endotel. Hal ini untuk mencegah killing terhadap APC sel
dendritik karena adanya aktivasi sel T CD8" danpeningkatan sel T untuk
melawan antigen yang masuk.

2.6 Flowcytometry

Flowcytometry adalah suatu metode yang digunakan untuk
menghitug dan menyeleksi sel. Secara umum, flowcytometri berfungsi
untuk mengukur, mengamati dan menganalisa sel.Pengukuran dengan
metode flow  cytometry menggunakan label fluoresensi, selain
mengukur jumlah, ukuran sel, juga dapat mendeteksi petanda dinding
sel, granula intraselular, struktur intra sitoplasmik, dan inti sel
(Ormerod, 2000).

Sinar laser dari panjang gelombang tunggal yang ditembakkan
langsungdengan prinsip focus aliran hidrodinamik dari sampel yang
berupa cairan. Sejumlah detector ditujukan pada titik yang dilalui
cahaya yaitu yang sejalan dengan sinar FSC (forward scatter), tegak
lurus dengan sinar SSC (Side scatter) dan melalui detector flouresensi
(SFL). Sampel dimasukkan hingga pada pusat aliran. Sel akan
masukdalam tabung yang dikombinasikan dengan aliran. Sel-sel akan
mengalir pada pusat liran sehingga sel akan tersinari oleh laser dan
dipresentasikan dalam bentuk diagram tertentu (Ormerod, 2000).
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Watu dan Tempat

Percobaan ini dilaksanakan mulai dari Bulan Agustus 2013
hingga Juli 2014.Penelitian dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan
dan Mikrobiologi Jurusan Biologi, Fakultas Ilmu Matematika dan
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penetian ini yaitu beaker glass,
Erlenmeyer, tabung reaksi, inkubator, autoklav, jarum ose, kaca benda,
dan kata penutup, mikroskop cahaya, mikropipet, blue tip, yellow tip,
spuid ukuran 1 ml dan 3 ml, blender kering, neraca syringe vortex,
tabung, mikrosentrifuse, sentrifus, flow cytometry, cawan petri, papan

seksi, gunting bedah, jarum ukuran 21 % G dan 26 % G, tabung propilen,

saringan/wire, dan botol selai. Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian yaitu Mencit Balb/C, daun kedongong laut Policias obtusa,
Daun Tapak liman Elephantopus scaber Salmonella thypii, aquades,
PBS, Na CMC, alkohol 70%, penanda sel CD4 FITC, dan CD62L PE-
Cy.5.

3.3 Cara Kerja
3.3.1 Persiapan rancangan percobaan

Jenis  penelitian  yang  dilakukan  yaitu  penelitian
eksperimental. Menggunakan 7 kelompok percobaan, yaitu 2 kelompok
kontrol dan 2  kelompokperlakuan, = dengan  randomisasi
sederhana.Penilaian dilakukan setiap hari ke-14 dan hari ke-18 setelah
hewan coba diasumsikan bunting dengan membandingkan hasil
observasi padakelompok perlakuan dan kontrol, serta antarkelompok
perlakuan. Sampel penelitian diambil secara acak (random) dari
populasi terjangkau dengan kriteria inklusi sebagai berikut: mencit
strain BALB/C, umur 6 minggu, dan sehat. Berdasarkan ketentuan WHO
jumlah sampel 3 ekor perkelompok. Sehingga jumlah total sampel
sebanyak 24 ekor. Mencit Balb/C sebanyak 24 ekor dibagi menjadi 4
kelompok, masing-masing kelompokterdiri atas 3 ekor.Tiap kelompok
mencit mendapatkan pakan standar dan minum yangsama secara ad
libitum. Dua kelompok kontrol tersebut adalah :
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Kontrol (K-) : Tidak diberi ekstrak daun Tapak liman dan tidak diberi
kedondong laut dan tidak diinjeksi Salmonella Thypimurium

Kontrol (K+): Tidak diberi ekstrak daun Tapak liman dan tidak diberi
kedondong laut tapi diinjeksi Salmonella Thypimurium

Dua kelompok perlakuan tersebut adalah :

Perlakuan 1 (P1): Mencit Balb/C bunting, diberi ekstrak daun Tapak
liman sebanyak 50% dan diberi ekstrak daun Kedondong laut sebanyak
50% dan diinjeksi Salmonella thypimurium.

Perlakuan 2 (P2): Mencit Balb/C bunting, diberi ekstrak daun Tapak
liman sebanyak 100% dan tanpa diberi ekstrak daun Kedondong laut
dan diinjeksi Salmonella thypimurium.

3.3.2 Proses perkawinan mencit

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian itu yaitu mencit
galur galur Balb/C. Sebelum dilakukan proses pembuntingan mencit
betina, mencit jantan dan menit betina aklimatisasi terlebih dahulu
selama satu minggu. Selama aklimatisasi mencit jantan dan mencit
betina dipisah dalam kandang yang berbeda.Pemisahan mencit jantan
dan betina bertujuan untuk sinkronisasi masa estrus. Pembuntingan
mencit dilakukan secara simultan setelah dipersiapkan sinkronisasi
dengan pemanfaatan fenomena biologis yaitu Leeboot effect,
Pheromone effect dan Whiten effect (Sardjono, 2005). Mencit berada
dalam kondisi Leebooteffect setelah mencit diklimatissi dalam kandang
yang terpisah antara jantan dan betina. Mencit betina yang telah
dipisahkan dengan mencit antan akan memulai siklus birahinya bila
dipapar dengan bau-bauan yang berasal dari pejantan (Pheromon effect),
misalnya urin yang tertinggal dalam sekam. Degan cara tersebut betina
akan mengalami birahi pada malam ketiga setelah pemaran kondisi ini
disebut Whiten effect. Selain memanfaatkan fenomena biologis,
sinkronisasi estrus juga dilakukan cara konfirmasi siklus estrus pada
mencit betina degan cara smear vagina pada mencit betina yang secara
anatomi sudah menunjukkan fase estrus. Setelah terlihat mencit betina
terbukti masuk dalam fase estrus maka selanjutnya mencit betina
dikawinkan dengan mencit jantan dengan cara dimasukkan dalam satu
kandang rasio antara mencot jantan dan mencit betina yaitu 1:1. Mencit
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dimasukkan dalam kandang yang sama dmulai dari pukul 5 sore dan
dipisah keesokan paginya pada pukul 6 pagi. Bila ditemukan sumbat
vagina/ vaginal plug, maka mencit telah melakukan kopulasi dan
diasumsikan hari itu sebagai hari ke-0 masa kebuntingan.

3.3.3 Ekstraksi daun Kedondong laut (Polyscias obtusa)

Daun Kedondong laut dipetik dari daun pertama hingga ke lima
dari pucuk tanaman, dipilih yang segar, tidak rusak dan utuh.
Kemudian daun dicuci sampai bersih, dan dikering anginkan. Setelah
itu daun dimasukan ke dalam oven pada suhu 50°C sampai daunnya
kering, yaitu selama 3 hari. Daun Kedondong laut yang sudah kering
diekstraksi dengan menggunakan pelarut ethanol steril sesuai dengan
metode Widodo, at al., 2007.sebagai berikut : Daun Kedondong laut
yang telah kering tersebut ditimbang beratnya (13,8 gr),
digerus/dihaluskan dengan menggunakan mortal sampai terbentuk
serbuk halus. Kemudian dilarutkan dengan akuades steril 100 ml, dan
diaduk dengan stirer pada suhu 50°C selama semalam. Selanjutnya
disaring dengan kertas saring. Hasil ekstraksnya kemudian dicari
kosentarsi akhir, dan larutan ekstrak siap diujikan.

3.3.4 Ekstraksi daun Tapak Liman (Elephantopus scaber)

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini selain Daun
Kedandong laut adalah ~ Daun Tapak Liman. Daun dipetik dari daun
pertama hingga ke lima dari pucuk tanaman, dipilih yang segar, tidak
rusak dan utuh. Kemudian daun dicuci sampai bersih, dan dikering
anginkan. Setelah itu daun dimasukan ke dalam oven pada suhu 50°C
sampai daunnya kering, yaitu selama 3 hari. Daun Tapak Liman yang
sudah kering diekstraksi dengan menggunakan pelarut akuades steril
sesuai dengan metode Widodo, at al., 2007 .sebagai berikut : Daun tapak
liman yang telah kering tersebut ditimbang beratnya (13,8 gr),
digerus/dihaluskan dengan menggunakan mortal sampai terbentuk
serbuk halus. Kemudian dilarutkan dengan akuades steril 100 ml, dan
diaduk dengan stirer pada suhu 50°C selama semalam. Selanjutnya
disaring dengan kertas saring. Hasil ekstraksnya kemudian dicari
kosentarsi akhir, dan larutan ekstrak siap diujikan.

3.3.5 Pemberian secara oral ekstrak daun Kedondong laut dan
ekstrak daun Tapak liman
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Mencit diberi ekstrak daun Kedondong laut dan ekstrak daun
Tapak liman, yang diberikan secara oral menggunakan sonde pada
mencit sesuai rancangan percobaan. Mencit disonde dengan campuran
Kedondong dan Tapak liman dengan volume total setiap kali sonde
yaitu 100 pl. Sende dilakukan setiap hari pada waktu pagi hari sebelum
diberi makan.Pemberian ekstrak daun tapak liman dan kedondong laut
selama 14 dan 18hari berturut-turut sesuai rancangan percobaan dengan
pemberian makan dan minum secara ad libitum.

3.3.6 Injeksi Salmonella thypii pada mencit

Biakan Salmonella thypimuriumyang telah dikonfirmasi dan
disimpan dalam medium NA miring ditumbuhkan pada mediumcair NB
dan diinkubasi selama 1x 24 jam. Kemdian diambil 1 ml dari medium
cair NB yang telah diinkubasi selama 24 jam dan ditambahkan 9ml
medium NB baru. Pada medium NB baru tersebut dilakukan
perhitungan jumlah sel bakteri tiap 1 jam untuk mendaptkan jumlah sel
bakteri 10°sel/ml. Perhitungan sel dilakukan dengan Haemocytometer.
Biakan yang telah difikasasi dengan formalin 4% dihitung dengan
menggunakan haemocytimeter . Setelah diperoleh jam dengan jumlah
sel 10°sel/ml maka dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000rpm
selama 10 menit pada suhu 25°C. Pelet yang diperoleh diresuspensi
dengan larutan garam fisiologis NaCl 90%.Suspensi tersebut kemudian
diinjeksikan pada Mencit yang telah diberi perlakuan selama tujuh
hari.Mencit di injeksi dengan Salmonella  thypisecara intera
peritoneal.Injeksi dilakukan pada mencit sesuai rancangan percobaan.
Injeksi dilakukan dengan cara mencit dipegang bagian tengkuk dengan
ibu jari dan telunjuk kiri. Kemudian tubuh mencit dibalik yaitu bagian
ventral menghadap atas (tangan kiri tetap memegang tengkuk mencit)
dan kaki belakang mencit dipegang dengan tangan kanan.Bagian ventral
diusap dengan kapas yang dibasahi alkohol 70%. Kulit bagian perut
mencit dicubit, lalu spuit yang telah diisi dengan  Salmonella
thypimurium disuntikkan pelan-pelan pada bagian area kulit yang
terangkat.

3.3.7 Isolasi Sel dari organ Spleen
Sel Limfosit yang akan dihitung populasinya diisolasi dari
spleen yang diambil dari mencit yang telah dibedah, kemudian dipencet
dengan ujung spuid dan digerus searah jarum jam dan disuspensi
dengan PBS. Selnjutnya sel-sel yang diperoleh difilter menggunakan
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wore. Kemudian hasil yang diperoleh disentrifus dengan kecepetan
3200 rpm dengan suhu 20°C, selama 5 menit.Supernatan dibuang dan
pelet diresuspensikan dengan PBS 1 ml. Selanjutnya dilakukan
pipetinguntuk mendapatkan homogenat.Homogenat sebanyak 100 pl
dipindahkan pada tabung mikrosentrifus baru dan ditambahkan 500 pl
PBS.Selanjutnya disentrifus pada 3200 rpm dengan suhu 20°C selama 5
menit. Supernatan dibuang dan pelet diresuspensi dengan 1 ml PBS dan
sel hasil isolasi siap untuk proses analisa selanjutnya.

3.3.8 Analisa Flowcytometry

Analisa flow cytometry dilakukan untuk mendeteksi populasi
sel yang mengekspresikan CD4 dan CD62L. Pada penelitian ini, sel-sel
yang diisolasi dari spleen diinkubasi dengan anti mouse anti CD4 dan
CD62L. Selanjutnya dilakukan koneksi dengan computer dan
flwocytometry disetting pada keadaan acquiring serta dilakukan setting
parameter yang akan dianalisa. Setelah diinkubasi sampel ditambah
dengan 500 ml PBS dan dipindahkan pada kuvet flow cytometry.
Selanjutnya dipilih acquire dan flowcytometer akan menghitung jumlah
sel total serta jumlah sel yang terdeteksi oleh label antibodi. Hasil yang
diperoleh kemudian diolah dengan BD cellquest Pro™™.

3.3.9 Analisa Data

Setelah didapatkan data dari semua perlakuan yang dilakukan,
maka hasil yang didapat diuji normalitasnya.Setiap kelompok perlakuan
diulang 3 kali, rancangan percobaan yang dilakukan yaitu Rancangan
Acak Lengkap.Selanjutnya data yang didapatkan di uji dengan ANOVA
dengan SPSS 16.0 for windows, kemudian jika diperoleh hasil yang
signifikan maka dilanjutkan dengan uji Tukey.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1.Analisis Jumlah Sel T CD4"

Berdasarkan hasil analisa flowcytometry pada organ spleen
(Gambar 4.1.1) setelah dilakukan infeksi Salmomnella thypii secara
intraperitoneal pada hari ke-7 umur kebuntingan dengan diperlakuan
pemberian formula ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong
laut sesuai perlakukan menunjukkan hasil yang berbeda signifikan
(P>0,05) terhadap aktivitas sel Limfosit T CD4". Perlakuan kontrol
negatif menunjukkan jumlah relatif sel CD4" sebanyak 4,16% pada
pembedahan hari ke-14 dan tidak berbeda nyata pada perlakuan yang
sama pada pembedahan hari ke-18 yaitu 10,44 %. Jumlah sel relatif ini
berbeda jauh dengan perlakuan kontrol yang diinfeksi dengan
Salmonella thypimurium, pada kontrol positif jumlah relatif sel CD4"
pada pembedahan hari ke-14 yaitu 18,94% namun pada pembedahan
hari ke-18 jumlah relatif sel CD4" turun hingga 6.16% hal ini diduga
karena adanya antigen yang masuk dalam tubuh mencit.
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Gambar 4.1.1 Jumlah relative sel CD4  setelah perlakuan infeksi
Salmonella thipii dan pemberian ekstrak etanol Tapak liman dan
Kedongong laut.

Keterangan: Huruf yang berbeda pada batang diagram
menunjukkan beda nyata berdasarkan uji Tukey HSD
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Infeksi sistemik Salmonella thipii menyebabkan teraktivasinya
makrofag yang meningkatkan killing sel (NK) yang memproduksi
sitokin (Sunarno, 2007). Sitokin yang disekresikan antara lain TNFa
yang dibutuhkan untuk produksi IFNy, dimana IFNy mampu
meningkatkan CMI dan menginduksi diferensiasi Th menjadi Thl dan
pada akhirnya menginduksi proliferasi sel T CD4. Setelah pemberian
ekstrak etanol daun Tapak liman dan kedongdong laut terjadi penurunan
jumlah sel T CD4".

Jumlah relatif sel CD4" pada perlakuan pemberian formula
50%:50% Tapak liman dan Kedondong laut turun secara signifikan jika
dibandingkan dengan kontrol positif, jumlah relatif sel CD4" menjadi
6,29% pada pembedahan hari ke-14,dan pada perlakuan sama yang
dibedah pada hari ke-18 naik tidak signifikan hingga 10,12%. Hal ini
diduga karena senyawa aktif pada Tapak liman dan Kedondong laut
memiliki kemampuan imunosupresan, sehingga mampu menurunkan
jumlah sel T CD4".Selain itu diduga senyawa aktif pada Tapak liman
dan kedondong laut tidak dapat bekerja secara sinergis untuk menjadi
imunostimulan. Demikian juga pada perlakuan pemberian ekstrak etanol
daun Tapak liman saja menunjukkan penurunan meskipun tidak berbeda
signifikan yaitu jumlah sel limfosit T CD" menjadi 9.22% pada
pembedahan hari ke-14 dan menurun hingga 7.38% pada pembedahan
hari ke-18 pada perlakuan yang sama.

Pembedahan yang dilakukan secara bertahap pada penelitian ini
bertujuan untuk melihat peningkatan jumlah sel T CD4". Jumlah sel T
CD4" tidak bisa terlihat peningkatannya hanya dalam sekali isolasi sel.
Peningkatan jumlah sel limfosit akan terlihat jika isolasi sel dilakukan
pada dua waktu berbeda dan bertahap. Hal itu dikarenakan sel
progenitor T yang akan teraktivasi menjadi sel T CD4" berkembang
dalam beberapa tahapan. Permulaannya progenitor sel T dalam tymus
mengekspresikan CD4 yang kemudian megalami pematangan menjadi
CD4 Namun pada penelitian ini tidak tampak berubah secara
signifikan. Hal tersebut diduga karena adanya proses antagonis oleh
senyawa aktif dari Tapak liman dan Kedondong laut. Hal itu ditunjang
dengan penelitian sebelumya bahwa jika Kedondong laut digunakan
secara terpisah oleh Tapak liman mampu memberikan peningkatan sel
limfosit yang signifikan (Pinca dkk., 2013).

Jumlah relatif sel T CD4" yang menurun pada perlakuan yang
diberi ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong laut
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menunjukkan bahwa kedua tanaman tersebut memiliki efek
imnosupresan terhadap sel T CD4".Efek tersebut dapat diperoleh dari
flavonoid dalam ekstrak etanol pada kedua tanaman tersebut.Aksi dari
flavonoid sangat kompleks, terkadang sinergis dan terkadang antagonis
tergantung pada komponen spesifik yang digunakan, tipe sel,
konsentrasi, dan desain eksperimental.Berdasarkan hal tersebut dapat
diketahui bahwa desain eksperimental yang dilakukan pada penelitian
ini menunjukkan aksi antagonis.Cara kerja imunosupresan berkebalikan
dengan imunostimulan. Imunosupresan cenderung menghambat proses
transkripsi dari sitokin sehingga sitokin-sitokin yag berperan dalam
aktivasi sel semakin sedikit kadarnya. Imunosupressan menyebabkan
penurunan julah IL-2 dn IFNy sehingga dalam kondisi tersebut jumlah
sel yang teraktivasi akan semakin sedikit (Rifa’i, 2004).
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Gambar 4.1.2Presentase jumlah relatif Sel T CD4 CD62L" pada masing-
masing perlakuan setelah injeksi Salmonella thipimurium dan
pemberian ekstrak etanol Tapak liman dan Kedongong laut.
Mekanisme kerja CD4" sebagai modulasi sistem imun jangka

panjang antara lain melalui aktivasi dai beberapa sitokin yang mampu

memfasilitasi perkembangan dan pematangan sel T CDS8'. Sitokin

tersebat antara lain [I-1, IL-2, dan IFNy. Penigkatan Sel T
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CD4 berpengaruh terhadap aktivitas sel T CD8". Respon CD8" ini akan
semakin atif dan fungsinya lebih optimal dengan adanya berbagai
sitokin yang diepaskan oleh sel TCD4 (Linda, 2012).

4.2.Analisa Jumlah Total Sel T CD4"CD62L"

Berdasarkan hasil analisa Flow Cytometri sel T CD4 CD62L"
menunjukkan bahwa adanya peningkatan sel T CD4" naive pada mencit
yang diinfeksi Salmonella thypimurium dan diberi ektrak etanol daun
Kedondong laut dan tapak liman secara signifkan (P>0,05)yaitu sebesar
3,86% dibanding kontrol negative dan kontrol positif yang hanya 0,23%
dan 0,12% pada pembedahan hari ke-14. Peningkatan juga terlihat
signifikan pada pembedahan hari ke-18 yaitu pada mencit yang diberi
ekstrak etanol daun Tapak liman dan kedondong laut yaitu sebesar
14,19%, dibandingkan kontrol negative dan kontrol positif yang hanya
0,81% dan 5,35%. Hal ini menunjukkan bahwa komponen aktif dalam
ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong laut dapat
meningkatan jumlah relatif sel T CD4" pada mencit yang terinfeksi

Salmonella thypimurium.
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Gambar 4.2.1 Jumlah relative sel CD4 CD62L" setelah perlakuan infeksi
Salmonella thipii dan pemberian ekstrak etanol Tapak liman
dan Kedongong laut.

Keterangan: Huruf yang berbeda pada batang diagram
menunjukkan beda nyata berdasarkan uji Tukey HSD
Pemberian ekstrak daun Tapak liman dan Kedondong laut
memiliki jumlah relative sel T CD4 naive lebih tinggi jika dibandingkan
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dengan mencit yang diinfeksi Salmonella thypimurium kemudian diberi
ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong laut dibandinkan
mencit yang diinfeksi Salmonella thypimurium dan hanya diberi ekstrak
etanol daun Tapak liman saja yaitu 5,583% pada pembedahan hari ke-14
dan 5,59% pada pembedahan hari ke-18. Hal ini menunjukkan bahwa
senyawa aktif pada Tapak liman tidak dapat menstiuli proliferasi sel
TCD4 naive, hal itu ditunjang oleh Taufiqurrahman (1999) bahwa
senyawa aktif stigmasterol pada Tapak liman memiliki kemampuan
untuk menstimulus eritropoiesis.

K(-) K(+)
cD62L* 27
. 0,23 % ! 0,12%
s o
P1
3,86% 5,83 %
2
E gy
i
18! N 109 !
P
» CDA4*

Gambar 4.2.2 presentase jumlah relatif Sel T CD4 CD62L" pada
masing-masing perlakuan setelah injeksi Salmonella thipimurium
dan pemberian ekstrak etanol Tapak liman dan Kedongong laut
pada hari ke-14 masa kebuntingan .

Berdasarkan Tedder (1995), CD62L" atau L selektin
merupakan molekul adhesi yang memiliki fungsi perlekatan dan rolling
pada sel endotel pembuluh darah. Molekul tersebut mampu
diekspresikan oleh sel T naive CD4'CD62L". Sel T naive ini akan
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mengalami sirkulasi di dalam darah, naive, dan lymphnode hinga suatu
saat bertemu dengan antigen. Jika sudah bertemu dengan antigen maka
sel T naive akan teraktivasi dan kehilangan molekul CD62L" mampu
diekspresikan oleh sel T naive dalam individu normal orang sehat lebih
dari 80%. Sedangkan pada individu tdak sehat sel T naive akan
mengalami penurunan ekspresi CD62L" pada organ lymphnode
peripheral dan dan sel T akan teraktivasi. Selanjutnya molekul CD62L"
melakukan down regulated pada sel T yang akan menghalangi masuk ke
lymphnode dalam sel endotel. Hal ini untuk mencegah killing terhadap
APC sel dendritik karena adanya aktivasi sel T CD8" dan peningkatan
sel T untuk melawan antigen yang masuk.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan
bahwa :
1. Pemberian ekstrak etanol daun Tapak liman dan Kedondong
laut pada mencit yang diinfeksi Salmonella thypimurium
mampu memberikan efek imunosupresan dengan formula
50%:50% dari dosis awal 50mg/KgBB
2. Formula 50%:50% dari dosis awal 50mg/KgBB ekstrak etanol
daun Tapak liman dan Kedondong laut yang diberikan mampu
meningkatkan proliferasi sel T CD4 " naive
5.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan penelitian di atas, disarankan untuk
penelitian selanjutnya agar menggunakan rasio antara Tapak liman dan
Kedondong lebih bervarasi lagi, sehingga dapat diketahui efek sinergis
antara Tapak liman dan Kedondong laut.
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LAMPIRAN - LAMPIRAN

Uji normalitas jumlah relatif sel T CD4 " (LR)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Transform_
] 22
Marmal Parameters? Mean 2914
Std. Deviation 0aaa93
Maost Extreme Differences  Absolute 140
Positive 140
Megative -.081
kaolmogorow-Smirnoy £ B5E
Asvimp. Sig. (2-tailed) 782
a. Test distribution is Maormal.
Uji homogenitas jumlah relatif sel T CD4 (LR)
Test of Homogeneity of Variances
Transform LE
Levene
Statistic dfl dr2 Sig.
5BE 7 14 72
ANOVA
Transform LR
Sum of
Sguares df Mean Square F Sig.
Between Groups 123 7 01a 2.818 047
Within Groups .oar 14 006
Total 210 21
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Uji signifikansi jumlah relatif sel T CD4"(LR)

Transform_LR

Tubkey HS0

Subset for alpha=0.05
perlakian M 1 2
rmencit non bunting
pembedahan 1 3 1943
mencit bunting infeksi
nembedahan 2 3 2460 2460
mencit bunting infeksi
0% pembedahan 1 3 2438 2438
rmencit bunting infeksi
100% pambedahan 2 3 2602 2602
mencit bunting infeksi
100% pambedahan 1 2 3058 4058
mencit bunting infeksi
a0% pembedahan 2 z 3160 3160
rmencit non bunting
nembedahan 2 K] 3239 3239
mencit bunting infeksi
pemhbedahan 1 3 4485
Sig. AT3 128

Means for groups in homogeneous subsets are displaved.
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Uji normalitas jumlah relatif sel T CD4 CD62L" (UR)
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Transfarm_

I 22
HMormal Parameters® Mean AT1T
Std. Deviation 13086

Most Extreme Differences  Absolute 123
FPositive 22

Megative -123

kaolmogorow-Smirnoy £ AT
Asymp. Sig. (2-tailed) Bg2

a. Test distribution is Mormal.
Uji Homogenitas normalitas jumlah relatif sel T CD4 CD62L" (UR)

Test of Homogeneity of Variances

Transform LR

Levene
Statistic g df2 Sing.
11.402 7 14 .00n
ANOVA
Transform R
Sum of
Sguares df Mean Square F Sig.
Between Groups 264 7 038 5433 ooz
Within Groups .0as 14 .0or
Total 360 21
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Uji signifikansi jumlah relatif sel T CD4 CD62L" (UR)

Transform_UR

perlatalan

Subszetfor alpha=10.05

2

3

Tukey
H5DA

mencit bunting infeksi
pemhbedahan 1

mencit nan bunting
pemhbedahan 1

mencit non hunting
pemhbedahan 2

mencit bunting infeksi
0% pembedahan 1

mencit bunting infeksi
100% pembedahan 1

mencit bunting infeksi
pemhbedahan 2

mencit bunting infeksi
100% pembedahan 2

mencit bunting infeksi
0% pembedahan 2

Sig.

0330

0438 0433

0808 .0s08

1963 1963

2186 2186

2270 2270

1487 .0F4

2864

1963

2186

2270

2864

3689

306

Means for graups in homogeneous subsets are displayed.

Gambar hasil pengamatan fase estrus
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Gambar pengamatan vaginal plaque

Gambar mencit setelah dilakukan section
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Gambar bone marrow yang berhasil diisolasi dari tubuh mencit
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