PENGARUH JUS Aloe vera TERHADAP
PROLIFERASI LIMFOSIT, PRODUKSY REACTIVE OXYGEN
INTERMEDIATE DAN KOLONI KUMAN ORGAN HEPAR
MENCIT Balb/e YANG DIINFEXSI Salmonella typhinurinm

The Eifects of 4loe vera Juice on Lymphocyte Proliferation,
Reactive Oxygen Intermediate Production and Bacterial Colonies in the Liver
of Salmonella typhimurium Infected Balb/e Mice

TESIS

untuk memenuhi sebagian persyaratan
mencapai derajat Sarjana S-2

Magister Ilmu Biomedik

IKE IRMAWATI PURBO ASTUTI
G4A0602032

PROGRAM PASCASARJANA
UNIVERSITAS DIPONEGORO
SEMARANG
DESEMBER 2004




TESIS

PENGARUH JUS Aloe vera TERHADAP
PROLIFERASI LIMFOSIT, PRODUKSI REACTIVE OXYGEN
INTERMEDIATE DAN KOLONI KUMAN ORGAN HEPAR
MENCIT Balb/c YANG DIINFEKSI Salmonella typhimurium

QOleh

Ike Irmawati Purbo Astuti
G4A002032

Telah dipertahankan di depan Tim Penguji
pada tanggal 24 Desember 2004
dan dinyatakan telah memenuhi syarat untuk diterima

Menyetujui,
Kormisi Pembimbing

Pembimbing Utama : Pembimbing Kedua :

s

Prof. Dr. dr. H. Tjahjone,SpPA(KLFIAC dr. E
NIP, 130 368 076

NIP. 130 529 451

// “ :j:‘\\ Mengetahui :
/__e.--_:K’e‘;Eug fograg "““Studl Magister [Imu Biomedik
A pidpr n &SQaSaI]ana Universitas Diponegoro

o prof dr M, Soe eborro, SpPA (K)
TTTTTTUNIP. 130 352 549

UPT-PUSTAK-UNDIP |

i [ te. Dafte, BSTE/T/1ies 6 f

TQI. L{/.b(f}




PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa dalam tesis ini tidak terdapat karya yang pemnah
diajukan untuk memperoleh gelar kesarjanaan di svatu Perguruan Tinggi dan sepanjang
pengetahuan saya juga tidak terdapat karya atau pendapat yang pernah ditulis atau
ditérbitkan oleh orang lain, kecuali yang secara tertulis diacu dalam naskah ini dan

disebutkan dalam daftar pustaka.
Semarang, Desember 2004

Tke Irmawati P.A

il




RIWAYAT HIDUP

Nama . Tke Irmawati Purbo Astuti, S.Si
Tempat/tanggal lahir : Cilacap, 21 Oktober 1977

Jenis kelamin . Perempuan

RIWAYAT PENDIDIKAN

1. SD Negeri Tambakreja II Cilacap

2. SMP Negeri [ Cilacap

3. SMA Negen I Cilacap

4. Fakultas Biologi Universitas Jenderal Soedirman

5. Magister lmu Biomedik Program Pascasarjana UNDIP

v

1983 - 1989

1989 - 1992
1992 - 1995
1995 - 2000

2002 - 2004




KATA PENGANTAR

Puji syukur penulis panjatkan ke hadirat Allah SWT karena hanya dengan

berkah, rahmat dan anugerah-Nya sehingga tesis dengan judul “ Pengaruh Jus Aloe vera

terhadap Proliferasi Limfosit, Produksi Reactive Oxygen Intermediate dan Koloni Kuman

Organ Hepar Mencit Balb/c Yang Diinfeksi Safmonella typhimurium™ im dapat selesai

tepat pada waktunya.

Pada kesempatan ini pula penulis mengucapkan terima kasih dan penghargaan

yang sebesar-besarnya kepada :

1.

Direktur Program Pascasarjana Untversitas Diponegoro yang memberikan
kesempatan kepada penulis untuk meningkatkan ilmu pengetahuan.

Prof. dr. H. Soebowo, Sp.PA (K) sebagai Ketua Program Studi Magister Ilmu
Biomedik Pascasarjana UNDIP beserta seluruh staf yang telah mangajarkan
keilmuannya,

Prof. Dr. dr. H. Tjahjono, Sp.PA (K), FIAC dan dr. Edi Dharmana, MSe, PhD,
Sp.ParK selaka pembimbing yang telah banyak meluangkan waktu, tenaga dan
pikirannya serta memberikan pengarahan cakrawala baru untuk maju.

dr. Neni Susilaningsih, MSi sebagai konsultan penelitian dibidang imunclogi
yang dengan penuh kesabaran selalu memberikan bimbingan dan pengarahan
selama pelaksanaan penelitian laboratoris.

Para nara sumber dan tim penguji yang telah berkenan memberikan petunjuk,
saran dan arahan dalam pelaksanaan penelitian hingga penulisan tesis untuk

mencapai hasil yang baik.




6. Pimpinan dan staf laboratorium Bioteknologi, laboratorium Mikrobiologi
Kedokteran dan laboratorium Biokimia FK UNDIP yang telah membantu
pelaksanaan teknis laboratoris dan memberi kesempatan memanfaatkan fasilitas
laboratorium untuk penelitian tesis.

7. Ayah dan ibu serta adik-adik atas doa restu, dorongan semangat dan materinya.

8. Rekan-rekan seperjuangan ( Suharni, Bahrudin, mb: Tatik, Emma, Isti, Arina),
mb Nata, mas Dul dan semua pihak yang telah memberikan dukungan dan
bantuan selama pendidikan dan penelitian hingga selesai penulisan tesis ini.

Akhir kata dengan segala kerendahan hati penulis mohon maaf bila terdapat
kata-kata yang kurang berkenan dalam penulisan tesis ini dan semoga Allah SWT
memberikan balasan dan karunia-Nya pada kita semua. Semoga tesis ini bermanfaat dan

dapat menambah pengetahuan bagi yang membutuhkan.

Semarang, Desember 2004

Penulis

Vi




DAFTAR IS1

halaman
Halaman JUGUL ..ot i
Halaman Pengesahan .......c.ocooeimiiieeece e e s i
Halaman Permiyataan .........cccoovvevieveiisececeeeiecees sttt e 1ii
Riwayat HIdUP ..ccoooovriicceec ettt e iv
Kata PENGANIAT ..ottt e v
DAftar 18I oot et et s e vii
Daftar Tabel ...t ix
Daftar GamDAr ......cooooioirieeceeecet ettt e st X
Daftar LAMPITAN ....oocooiiiii et st st el
ADSITAK .t et s nen e Xii
ADSITACE 1ottt ettt et st s et ra e s rneesrenes e rne et nen Xiii
BAB 1. PENDAHULUAN ...t rm e eees 1
Latar Belakang ....ccooccooeoeeeceecerecec et 1
Perumusan Masalah ..ot 5
Tujuan Penelitian ...........cocooveveeiiiiinn e 5
Manfaat Penelitian ..o 6
BAB 2. TINJAUANPUSTAKA ...ttt 7
Respon Imun Tubuht ... 7
Organ Limfoid .....ccoooiiee e g
Pemrosesan dan Presentast ADHZEN ..ooooeeevevvccevevccneece e 10
Aktivast Makrofag ..o 10
SAMONElla PHI ........oov et e 12
Aspek Bakteriologi ......oooovooeie e 12
Patogenesis pada Manusia ......... reeteesreseereetaraeereeatrsereenresrerarreerean 13
Patogenesis oleh Saimonella typhimurium .........c.coovvevriiennee 15
Imunitas terhadap Safmonella typhi ...........oceocemeeeeeeeeeeeeene 17
Reactive Oxygen Intermediate .............ccoveveivaecvicirenennn, 21
Sel TAan Sel B ......cooveeeeeeeeeecrre e 25
AlOE VEFA ... sesae s eva s e e a e en e enan 31
Sinonim dan TaKSONOMI ....covervevveeieriree oo s s 31
Morfologi Tumbuhan .........ooooomieviicneiieeeee e 31
Kandungan Kimia ..ot 31
Sediaan A0 Vera ..ot 34
Efek Farmakologi Aloe vera .........cocoocecviivcvervceecrceene e 35
Efek Aloe vera terbadap Sistem Imum ........oocoovvveeieviee e 36
BAB 3. KERANGKA TEORIL, KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS ........... 38
Kerangka TEOTT ...t 38
Kerangka KONSED ....ovvcveei v et sresee et enesae e sevae s 40
HIPOLESIS ..viiiiiiieeiiieieccte ettt st as et a s enssan e s e s s sne s an e ean s 41

vii




~ BAB 4. METODE PENELITIAN s
Rancangan Penelitian ............ccvvmnniinnnnissicnce s
Populasi dan Sampel ...
Variabel Penelitian ..o
Bahan dan Reagen Penelitian ...
Alat/Instrumen Penelitian ... s .
Tempat dan Waktu Penelitian ..o
Prosedur Pengumpulan Data ... ceeeerenrr e
Alur Kerja Penelitian ...t
Prosedur pemMEITKSAAN .....cooevmecreiieniestsre e en s
Prosedur Pengambilan Sampel dari Hewan Percobaan ..................
Pemeriksaan Proliferasi Hmfosit ...,
Pemeriksaan ROI dengan Cara Reduksi NBT ..o,
Pemeriksaan Koloni Kuman Organ Hepar ...
ANalisis Data ..o.ooocvicree et ereererennnes

BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN e

Hasil

.................................................................................................

PEIMDABASATL .oovioveieeeiiieee e eeeeeeettteseesesersreenenraeeeseinesn e ssnrrrraennnrtbbraan

BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN ..o,

...................................................................................................

viii

42
42
43
45
46
47
47
47
50
51
51
52
53
55
56

57
57
67
73
75
79

87




Tabel 1.
‘Tabel 2.
Tabel 3.
Tabel 4.
Tabel 5.
Tabel 6.
Tabel 7.
Tabel 8.

Tabel 9.

DAFTAR TABEL

halaman
Hasil analisis berat Hmpa .......ccooooveieiiieeeeeccccce e, 57
Hasil analisis jumlah Hmfosit ..o 58
Hasil Uji Mann Whitney U jumlah limfosit ..............ccooovvvnennee. 60
Hasil analisis jumlah relatif limfoblas ...........c.oooveeeiiicceriinen, 60
Hasil Post Hoc Test (Uji Bonferroni) jumlah relatif limfoblas ........ T62
Hasil analisis produksi ROI makrofag ............vveeoeeveeoeeereersnern, 63
Hasil Uji Mann Whitney U produksi ROI makrofag ...................... 64
Hasil analisis hittng kuman ... 65
Hasil Uji Mann Whitney Uhitung kuman ............cooeoveeiironeceeennnn, 66

1X




Gambar 1.
Gambar 2.
Gambar 3.
Gambar 4.
Gambar 5.
Gambar 6.

Gambar 7.

DAFTAR GAMBAR

halaman
Tahap-tahap pematangan Bmfosit ..., 9
Interaksi antara ROIdan NO ... 23
Grafik boxplot berat impa ..o 57
Grafik hoxplot jumlah HmFOSIt -...coorveereccrccccnievcieeceeniees 39
Grafik boxplof jumlah relatif hmfoblas ... T61
Grafik boxplot produksi ROI makrofag ....cooovvveceicin 63
Grafik boxplot hitung kuman ... 65




DAFTAR LAMPIRAN

halaman
Lampiran 1. Foto respon proliferasi limfosit di impa ... 87
Lampiran 2. Foto produksi ROI makrofag (superoksid) ... 88
Lampiran 3. Data hasil pemeriksaan 1aboratoris ........coooiiimonnieneiinns %0
Lampiran 4. Hasil analisis Statistik ..o 91




PENGARUH JUS Aloe vera TERHADAP
PROLIFERASI LIMFOSIT, PRODUKSI REACTIVE OXYGEN
INTERMEDIATE DAN KOLONI KUMAN ORGAN HEPAR
MENCIT Balb/c YANG DHNFEKSI Salmonella typhimurium

ABSTRAK

Latar Belakang : Demam tifoid merupakan penyakit paling serius yang
disebabkan oleh serovar Salmonella, terjadi di seluruh bagian dunia, termasuk di
Indonesia. Bakteri intraseluler ini mampu menstimulasi respon imun tubuh,
terutama respon imun seluler. Aloe vera merupakan tanaman obat tradisional
yang mengandung banyak komponen aktif diantaranya acemannan, mampu
berperan sebagai imunomodulator.

Tujuan : Penelitian ditujukan untuk mengetahui pengaruh jus 4. vera terhadap
respon proliferasi limfosit, produksi ROI makrofag dan koloni kumnan organ hepar
mencit Balb/c yang diinfeksi Salmonella typhimurium.

Metoda : Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan the post test
only control group design menggunakan mencit Balb/c betina bemsia 8-10
minggu dan diadaptasikan selama 1 minggu. Jumlah mencit yang dipergunakan
sebanyak 24 ekor yang secara acak dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu . kelompok
kontrol dan 3 kelompok perlakuan (P) yang diberi jus A. vera yaita P1 (0,1
ml/hari), P2 (0,3 ml/hari) dan P3 (0,5 ml/hari) selama 9 hari peroral. Pada hari ke-
6 semua mencit diinfeksi 10° CFU S, fyphimurium intraperitoneal. Hari ke-10
mencit dibunuh dan dilakukan pemeriksaan respon proliferasi limfosit (berat
limpa, jumlah limfosit dan jumlah relatif limfoblas), produksi ROl makrofag dan
jumlah koloni kuman kultur organ hepar. Hasil pemeriksaan dianalisis dengan uji
ANOVA dan wji Kruskal Wallis dengan batas signifikansi (o) = 0,05.

Hasil ; Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian jus 4. vera tidak dapat
meningkatkan berat limpa (p= 0,705) tetapi dapat meningkatkan jumiah limfosit
pada P2 dan P3 (p= 0,004) secara bermakna, sedangkan pada P1 (p= 0,337)
cenderung meningkat tetapi tidak berbeda bermakna dibanding kontrol.
Pemberian jus A.vera juga meningkatkan jumiah relatif limfoblas pada P2 (p=
0,011) dan P3 (p= 0,002) secara bermakna, sedang pada P1 (p= 1,000) meningkat
tapi tidak berbeda bermakna. Produksi Reactive Oxygen Intermediate (ROI)
makrofag meningkat secara bermakna dibanding kontrol pada semua kelompok
yang di beri jus A.vera yaitu P1 ( p= 0,003), P2 (p= 0,004) dan P3 (p= 0,003).
Hitung kuman menurun secara bermakna pada semua kelompok yang diberi jus 4.
vera dibanding kontrol yaitu P1 (p= 0,037), P2 (p= 0,004) dan P3 (p= 0,004).
Kesimpulan : Pemberian jus 4. vera pada mencit Balb/c yang diinfeksi
S typhimurium tidak meningkatkan berat limpa secara bermakna tetapi mampu
meningkatkan jumlah limfosit, jumlah relatif limfoblas dan produksi ROI
makrofag secara bermakna, serta mampu menurunkan hitung kuman organ hepar
secara bermakna.

Kata kunci 1 Jus A. vera, respon proliferasi limfosit, ROI, hitung kuman,
Salmonella typhimurium.
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The Effects of Aloe vera Juice on Lymphocyte Proliferation,
Reactive Oxygen Intermediate Production and Bacterial Colonies in the Liver
of Salmonella typhimurium Infected Balb/c Mice

ABSTRACT

Backeround : Thypoid fever is serious illness caused by Salmonelia thypimurium
spread in the world such as Indonesia. This intracellular bacteria can stimulate
immunity respon in the body such as cellular mediated immunity. Aloe vera is one
of traditional herbal medicine which contains various active compounds like
acemannan with immunomodulatory effect.

Objective : This research was aimed to examine the effect of Aloe vera juice on
lymphocyte proliferation, reactive oxygen intermediate production and bacterial
colony in liver of Balb/c mice infected with Salmonella typhimurium.

Method : This study was experimental study, using the post fest only control
group design in Balb/c female mice, 8-10 weeks and adapted for 1 week. Twenty
four mice randomly divided into 4 groups : control group (K) and the 3 group was
given A. vera juice, 0,1mi/day (P1), 0,3 ml/day (P2} and 0,5 mi/day (P3) for 9 days.
All groups were infected with dosage 10° cfu of S. typhimurium at 6" days.
Samples were executed on 10™ days for laboratory test : lymphocyte proliferation,
ROI production and bacterial growth of the liver. Collected data were analyzed by
using ANOVA and Kruskal Wallis test with significance p <0,05.

Result : The result showed that A. vera juice did not increase spleen weight (p=
p= 0,705), but increased the count of ymphocyte significantly for P2 and P3 (p=
0,004), whereas P1 (p= 0,337) increased but not significant with control. The
relative count of lymphoblast increased significantly in P2 (p= 0,011) and P3 (p=
0,002), but in P1 (p= 1,000) increased but not significant. ROl production of
macrophage increased significantly in 3 group treatment with A.vera juice: P1
( p= 0,003), P2 (p= 0,004) dan P3 (p=0,003). A. vera juice decreased bacterial
count of liver significantly compared with control group : P1 (p= 0,037), P2 (p=
0,004) dan P3 (p=0,004).

Conclusion : A. vera juice administration in Balb/c mice infected with
S. typhimurium can not increases spleen weight but is able to increase lymphocyte
number, the relative count of lymphoblast, ROI production and could reduced the
bacterial count in the liver significantly.

Key word : A. vera juice, lymphocyte proliferation, ROIL, bactenal count,
Saimonella typhimurium.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG

Demam tifoid merupakan penyakit paling serius yang disebabkan oleh
serovar Salmonella, terjadi di seluruh bagian dunia, diperkirakan 16,6 juta kasus
terjadi per tahun di negara-negara berkembang termasuk di Indonesia.'
S. typhimurium merupakan agen yang _bertanggung jawab terhadap salmonellosis
pada mencit, penyakit yang anélog dengan demam tifoid yang disebabkan oleh
S. typhi pada manusia.”

Infeksi Salmonella pada hewan juga umum terjadi dan diyakini menjadi
faktor utama dalam pemindahan Salmonella ke manusia lewat rantai makanan ®
Setelah masuk lewat oral, S. fyphimurium melewati epitel intestin dan masuk
Peyer's Paiches (PP). Dar sini, bakteri menyebar lewat nodus limfatikus
mesentrik ke limpa dan hepar, di mana mereka mampu bereplikasi dan
menyebabkan penyakit serius. Bakteri ini dapat menginfeksi dan survival pada tipe
sel berbeda, yakni makrofag dan hepatosit.4

S. iyphimurium merupakan bakteri gram negatif yang mempunyai faktor
virulensi utama berupa lipopolisakarida (LPS) yang dapat menstimulasi respon
imun pada inang’ Dalam menghadapi bakteri intraseluler ini, sistem imun
teratama menanganinya dengan respon imun seluler (cell mediated immunity :
CMI). Makrofag merupakan eksekutor non-spesifik dan sel T merupakan mediator

spesifik untuk menghancurkan mikroba intraseluler yaitu melalui 2 jenis reaksi
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yang terjadi : (1). Fagositosis oleh makrofag yang teraktivasi melalui sitokin
terutama IFN-y yang diproduksi sel T, (2). Lisis sel yang terinfeksi oleh T CD8* ©7

Antigen mikroba intraseluler ini akan diproses oleh makrofag sebagai
anltigen presenting cell (APC) menjadi peptida-peptida kecil yang imunogenik
sebelum dipresentasikan dan dapat dikenal oleh sel T melalui molekul Mayor
Histoéompatibiiity Complex (MHC). Selanjutnya sel T akan memproduksi
imfokin yaitu IFN-y yang dapat meningkatkan aktivasi makrofag dalam
melakukan mekanisme killing tethadap Salmonella.®

Makrofag mampu menghancurkan bakteri yang terfagosit d‘engan
membentuk fagolisosom. Bersamaan dengan itu, adanya ikatan antara mikroba
dengan reseptor fagosit, maka reseptor akan mengirim sinyal yang mengaktivasi
beberapa enzim dalam fagolisosom yang penting untuk terjadinya respiratory
burst’ Respiratory burst ini antara lain terdiri dari reactive oxygen (ROI) dan
reactive nitrogen intermediate (RNI) yang bersifat toksik bagi mikroba. Akan
tetapi Salmonella mampu bertahan hidup dalam makrofag Kemampuan ini
merupakan strategi pertahanan mikroba dan penting untuk virulensi."”

Untuk melawan bakteri intraseluler yang mampu bertahan di dalam sel
makrofag, diperfukan imunostimulan untuk meningkatkan kemampuan makrofag
dalam mengeliminasi bakteri tersebut. Salah satu tanaman yang dapat berperan
sebagai imunomodulator terutama sebagai imunostimulan yaitu Aloe vera 'atau
yang di Indonesia dikenal sebagai tanaman lidah buaya. A. vera ini biasanya diolah
dalam bentuk aloe gel, aloe gel konsentrat, aloe gel bubuk maupun dalam bentuk

jus.




Pengobatan rakyat dengan menggunakan jus 4. vera sebagal penyembuh
yang unik telah dipergunakan lebih dari ribuan tahun. Jus Aloe dibuat dari bagian
dalam daun, sedangkan ekstrak 4. vera dibuat dengan menjadikan bubuk seluruh
daunnya. Jus 4. vera antara lain mengandung enzim, asam amino dan vitamin.
Jus ini dapat membantu sistem pencernaan dan mengurangi resiko kanker paru-
paru serta dapat menstimulasi sistem imun dengan menurunkan gejala alergi dan
signifikan menurunkan infeksi saluran pernapasan.’’ Pemakaian sediaan 4. vera
dalam bentuk jus ini diharapkan dapat mendapatkan sebagian besar substansi
biologik aktif pada A. vera yang dibutuhkan untuk mencapai manfaat akhif yang
maksimal.

A. vera memiliki aktivitas imunomodulator diantaranya : 1. .menghambat
aktivitas komplemen melalui jalur alternatif, 2. menghambat opsonisasi zymosan ,
3. sebagai adjuvant dalam produksi antibodi spesifik, dan 4. menginduksi reaksi
DTH pada mencit."

Komponen A. vera antara lain vitamin, enzim, mineral, polisakarida,
anthragquinones, lignin, saponin, asam lemak, asam salisilat dan asam amino.”
Berbagai hasil penelitian menunjukkan A. vera ini mempunyai aktivitas anti-
inflamasi, anti-viral, anti-bakteri, anti-jamur, anti-kanker, anti-diabetik, peningkat
imunitas dan penting dalam penyembuhan luka."*"> 4. vera diketahui mampu pula
untuk menghambat reproduksi virus HIV dan herpes.”*  A. vera memodulasi
beberapa aspek sistem imun, memicu aktivitas monosit dan makrofag dan
memblokir produksi leukotrin dan prostaglandin. Salah satu komponen A. vera
yaitn polisakarida acemannan, mempunyai efek anti-neoplastik dan modulasi

sistem imun. Pada studi manusia, acemannan mampu meningkatkan respon




limfosit terhadap allogen dengan meningkatkan pelepasan IL-1 oleh monosit.”
Sehingga dalam penelitian ini akan diteliti mengenai pengaruh A. vera terhadap
respon proliferasi limfosit. Penelitian lain pada sel makrofag tikus, acemannan
dapat menstimulasi produksi sitokin makrofag (IL-6, TNF~cx), produksi NO,
ekspresi molekul permukaan dan perubahan morfologi sel.'? Studi pada kanker, 4.
vera ciapat mengaktifkan sistem imun dengan cara mengaktivasi makrofag untuk
melepas interferon, interlenkin dan TNF.!® Stimulasi acemanman terhadap
makrofag dilakukan melalui reseptor mannosa pada permukaan sel makrofag. Pada
sel target Candida albicans, dapat meningkatkan respiratory burst, fagositos;s dan
aktivitas kill:‘ng.12 Hasil dari respiratory burst diantaranya yaitu ROI, oleh karena
itu pengaruh pemberian jus A. vera ini terhadap pembentukan ROI pada infeksi
oleh Salmonelia typhimurium akan ditehti. Respon-respon imun yang terjadi
tersebut diharapkan dapat untuk melihat bagaimana efeknya pada perturnbuhan
bakteri tersebut di organ seperti hepar setelah perlakuan dengan A. vera.

Penelitian dengan menggunakan A. vera sebagal antimikroba secara in
vitro dan untuk pemakaian topikal telah banyak dilakukan, tetapi aktivitasnya
sebagai stimulator sistem imun terhadap infeksi oleh S. fyphimurium secara in vivo
belum pernah dilaporkan. Berdasarkan pada beberapa fakta tersebut diatas,
penglitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jus 4. vera terhadap respon
proliferasi limfosit, produksi reactive oxygen intermediate (ROI) makrofag dan
jumlah koloni kuman kultur organ hepar pada mencit Balb/c yang diinfeksi

S. typhimurium.




1.2. PERUMUSAN MASALAH

Apakah pemberian jus 4. vera mampu meningkatkan respon proliferasi
limfosit, produksi ROI makrofag dan jumlah koloni kuman organ hepar mencit
Balb/c yang diinfekst S. typhimurium dibandingkan dengan yang tidak diberi jus

tersebut ?

1.3. TUJUAN PENELITIAN
1.3.1. Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan mengetahui respon proliferasi limfosit, produksi
RO makrofag dan jumlah koloni kuman kultur hepar pada mencit Balb/c yang
diinfeksi S. typhimurium pada pemberian berbagai dosis jus A. vera dibandingkan

dengan yang tidak diberi jus tersebut.

1.3.2, Tujuan Khusus

1. Mengetahui respon proliferasi limfosit yang meliputi berat limpa, jumlah
limfosit dan jumlah relatif limfoblas pada kelompok mencit Balb/c yang
diinfeksi  S. #yphimurium dan diberi berbagai dosis jus 4. vera
dibandingkan dengan yang tidak diberi jus tersebut.

2. Mengetahui respon produksi ROI makrofag pada kelompok mencit Balb/c
yang diinfeksi S typhimurium dan diberi berbagai dosis jus A. vera

dibandingkan dengan yang tidak diberi jus tersebut.




3. Mengetahui jumlah koloni kuman pada kultur hepar pada kelompok mencit
Balb/c yang diinfeksi S. typhimurium dan diberi berbagai dosis jus A. vera

dibandingkan dengan yang tidak diberi jus tersebut.

1.4, MANFAAT PENELITIAN

Hasil penelitian ini dibarapkan dapat menjadi bahan ruukan untuk
mengetahui peranan 4. vera sebagai tanaman yang mempunyai  efek
imunomodulator terhadap sistem imun tubuh dalam mengeliminasi patogen
intraseluler terutama Salmonella, Karena penelitian ini bersifat eksperimental pada
hewan coba, diharapkan hasilnya dapat memberikan informasi dan landasan bagi

penelitian selanjutnya, terutama untuk uji preklnik.




BAB2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Respon Imun Tubuh

_Tubuh memuliki suatu sistem yang disebut sistem imun yang memberikan
respon dan melindungi tubuh terhadap ubnsur-unsur patogen yang ada di
lingkungan®  Pertahanan imun terdiri dari sistem imun alamiah atan non-spesifik
finnate/natural) dan s_istem imun didapat atau spestfik (adaptive/acquired). Antara
ke dua sistem tersebut ada kexjé sama yang érat, yang satu tidak dapat dipisahkan
dari yang lain.”

Respon imun natural (innate) memberikan sinyal yang hubungannya
dengan antigen berfungsi untuk menstinulasi proliferasi dan diferensiasi dari
limfosit T yang spesifik antigen. lmunitas natural berperan sebagai inisiasi sinyal
peringatan bagi sistem imun adaptif untuk memberikan respon protektif terhadap
inang. Molekul yang diproduksi selama reaksi imun natural yang berfungsi
sebagai sinyal kedua untuk aktivasi limfosit yaitu kostimulator, sitokin dan produk
pecahan dari komplemen.’

Kostimulator merupakan protein membran yang diekspresikan pada APC
yang berfungsi bersama-sama dengan antigen untuk menstimulasi limfosit T
spesifik, seperti protein B7 yang dikenal oleh reseptor CD28 pada sel T. Ketika
APC menjumpai produk mikrobial seperti LPS dan IFN-y yang diproduksi sel NK,
APC merespon dengan mengekspresikan protein B7 pada level tinggi dan
kemudian mampu untuk menstimulasi respon sel T. Dalam respon terhadap

mikroba , makrofag dan sel dendritik juga memproduksi sitokin misalnya IL-12




yang memicu pertumbuhan dan diferensiasi limfosit T. IL-12 menstimulasi
lmfosit T naif berkembang menjadi sel efektor Thl yang memproduksi IFN-y.
Pada infeksi oleh mikroba intraseluler, makrofag memfagositosis atau mengenal
miicroba dan merespon dengan mengekspresikan kostimulator dan produksi sitokin
yang menstimulasi T cell-mediated immunity. Fungsi utama respon CMI ini

adalah untuk mengaktivasi makrofag untuk membunuh mikroba intraseluler.’

2.1.1. Organ Limfoid

Di dalam organ limfoid; terjadi interaksi antara limfosit dengan sél non
limfoid yang penting untuk berkembangan limfosit, untuk inisiasi respon imun
adaptif manpun untuk pemeliharaan limfosit. Organ limfoid dapat dibagi menjadi
dua yaita organ limfoid primer terdiri dari sumsum tulang (bore marrow) dan
timus, dimana limfosit dibentuk dan organ limfoid perifer/ sekunder, di mana
respon imun adaptif diinisiasi dan limfosit dipelihara. Limfosit B dan T berasal
dari sumsum fulang tetapi hanya sel B yang matur di sana sedangkan sel T
bermigrasi dan matur di timus. Setelah maturasi, kedua limfosit tersebut masuk ke
dalam aliran darah bermigrasi ke organ limfoid perifer seperti limpa, nodus
limfatikus dan jaringan limfoid mukosal. Di dalam organ limfoid perifer, sel
khusus seperti sel dendritik mempresentasikan antigen pada limfosit. Sel T naif
yang berjumpa dengan antigen akan berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel
efektor spesifik antigen, sedangkan sel B berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi
sel pensekresi antibodi."”

Saat pengenalan terhadap antigen spesifik, limfosit yang berada dalam fase
GO siklus sel berhenti bermigrasi, membesar dan masuk fase G1. Kromatin di

dalam nukleusnya menjadi kurang padat, nukleoli terlihat, volume nukleus dan




sitoplasma meningkat dan RNA serta protein baru disintests. Dalam beberapa jam,
sel telah lengkap berdiferensiasi dan dikenal sebagai limfoblas. Limfoblas
selanjutnya mulai membelah, sehingga sam limfosit naif menghasilkan klon
sekitar 1000 sel anak dengan spesifitas yang identik dan kemudian berdiferensiasi

7 Limfosit juga mengekspresikan reseptor baru yang

menjadi sel efektor.®
memungkinkan mereka merespon sitokin dari sel lain, yang merupakan sinyal
proliferasi. Limfosit juga mulai mensekresi sitokin sendiri.'® Se] T efektor mampu
menghancurkan sel terinfeksi atau mengaktivasi sel-sel lain dari sistem imun.
Setelah limfosit naif diaktivasi, memerlukan 4 sampai 5 hari sebelum ek;pansi
Kklonal dan Limfosit telah berdiferensiasi menjadi sel efektor. Limfosit ini dapat
membentuk sel memori yang dapat memberikan respon yang efektif terhadap

infeksi sekunder dari antigen yang sama'’ Perkembangan scl limfosit seperti

terlibat pada gambar 1.°
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Gambar 1. Tahap-Tahap Pematangan Limfosit

( Diambil dari Abbas AK, Lichmant AH. Celiular and Molecular Immunology.
Fifth edition. Philadelphia; Saunders, 2003 : 130
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2.1.2. Pemrosesan dan Presentast Antigen

Respon Imun spesifik dimulai dengan aktivitas antigen-presenting cell
(APC) yang memproses antigen demikian rupa sehingga dapat menimbulkan
mteraksi dengan sel-sel sistem imun spesiﬁk. Dengan rangsangan antigen yang
telah diproses tadi, sel-sel sistem imun berproliferasi dan berdiferensiasi sehingga
menjadi sel-sel yang memiliki kompetensi imunologik dan mampu bereaksi dengan
antigen. Dalam mengenali antigen secara spesifik, ada 3 macam molekul pengikat
antigen (antigen binding molecules) yang terlibat, yaitu reseptor antigen pada
permukaan sel B (slg), reseptor antigen pada sel T (TCR) dan molekut MHC kelas
Idan IL°

Sel T mengenal antigen hanya jika bersama-sama dengan molekul MHC
yang berada pada permukaan sel lain. Tahap awal dalam respon imun mengikuti
masuknya antigen meliputi penangkapan dan pemrosesan antigen oleh APC dan
presentasi hasil prosesing antigen yang berhubungan dengan molekul MHC kelas 11
ke subset sel T yang disebut sel T helper (Th). Meskipun semua sel somatik
mengekspresikan protein MHC kelas 1, relatif kecil tipe sel yang mengekspresikan
protein kelas Ii, yaitu meliputi makrofag, sel dendritik pada jaringan limfoid, sel
Langerhans pada kulit, sel Kupffer's pada hepar dan sel mikroglial pada jaringan
sistem saraf pusat. Sel B, prekursor sel pensekresi antibodi juga mengekspresikan
molekul MHC kelas II. Makrofag memainkan peran dominan sebagai APC dalam

inisiasi respon imun primer, sedangkan sel B dominan pada respon sekunder.'

2.1.3. Aktivasi Makrofag

Sel monosit setelah 24 jam akan bermigrasi dari peredaran darah ke terpat

tujuan di berbagai jaringan dan disana berdiferensiasi sebagai makrofag. Sel
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tersebut disebut fixed macrophage dan berbentuk khusus yang tergantung darni
jaringan yang ditempati. Sel Kupffer di hepar berupa sel yang besar dengan banyak
proyeksi sitoplasma.  Makrofag peritoneal bebas dalam cairan peritoneum.
Kehadirannya sepanjang kapiler meﬁmngkinkan untuk menangkap patogen ‘dan
antigen yang masuk tubuh. Pencernaan dan adheren oleh makrofag dipermudah
melalui reseptor pada permukaan sel untuk fraksi Fc dari 1gG dan komplemen
seperti C3b. Makrofag juga mempunyai reseptor untuk interferon, Migration
Inhibition Factor (MIF), Macrophage Activating Factor (MAF) sexta reseptor yang
mengenal non-self seperti reseptor manosa, scavenger receptor dan toll J‘ec;eptor.
Menurut fungsinya, makrofag dapat dibagi menjadi 2 golongan yaitu sebagai
fagosit profesional dan sebagai APC.*7

Makrofag diaktivasi oleb produk mikrobial seperti LPS dan oleh IFN-y
yang dihasilkan sel NK. Proses aktivasi makrofag memicu aktivasi faktor
transkripsi, transkripsi berbagai gen dan sintesis protein yang memperantarai fungsi
sel ini. Pada imunitas CMI adaptif, makrofag sebagai efektor diaktivasi oleh
stimuli dari limfosit T (ligand CD40 dan IFN-y).?

Fagosit profesional berkembang sebagai sel khusus dalam pertahanan
menghadapi mikroba penginvasi. Ada 2 tipe utama fagosit profesional yaitu
gramulosit dan makrofag. Elemen kunci yang memungkinkan proses fagositosis
adalah actin sitoskeleton, sedangkan proses fagositosis itu sendiri meliputi proses
kemotaksis yang menarik fagosit mendatangi mikroba penginfeksi, adherens
(penempelan) membran plasma fagosit ke permukaan mikroba, ingesti (penelanan)
mikroba dengan membentuk pseudopod dan fagosom, dan proses digesti

(pencernaan) mikroba dalam fagolisosom oleh enzim pencernaan dan substansi
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bakterisidal. Mekanisme killing dani fagosit dibagi secara klasik dalam mekanisme
yang tergantung oksigen dilakukan oleh NADPH oksidase fagosit dengan produk
reaksinya sebagai spesies oksigen reaktif dan yang tidak bergantung oksigen
dengan pelepasan eksositosis protein mikrobisidal ke lumen fagosom. Disamping
membentuk produk toksik, fagosit profesional mempunyai mekanisme kuat uﬁtuk
mengubah lingkungan ionik dalam fagosom unfuk mencegah survivalnya

mikroba. 2%

2.2. Salmonella typhi

2.2.1. Aspek Bakteriologi

Salmonella merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang yang
termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, genus Salmonellae ini terdiri lebih dari
2300 serovar. Saimonella bersifat sangat motil dan patogenik, dengan karakteristik
pertumbuhan yaitu menghasilkan asam pada fermentasi glukosa, mereduksi nitrat
menjadi nitrit, negatif oksidase, positif katalase, tidak membentuk spora dan
fakultatif anaerobik. 2> Semua Salmonella tumbuh pada media sederhana, akan
tetapi umumnya dikuitur pada medium selektif seperti Salmonella-Shigella agar,
untuk memisahkan pertumbuban Salmonella dengan bakteri enterik lain.*

Salmonella dibagi menjadi serovar berdasarkan pada deteksi 3 antigen
utama yaitu antigen O somatik , antigen Vi permukaan dan antigen H flagellar.
Pada urnumnya, laboratorium klinik membagi Salmonella dalam serogrup (A, B,
Cl, C2, D dan E) berdasarkan pada reaktivitas antisera antigen O somatik.2
Diantara Salmonella, hanya S .typhi dan S. paratyphi C yang mempunyai antigen K
(polisakarida) yang disebut antigen Vi, disamping antigen O (oligosakarida),

antigen H (protein), dan komplek makromolekul LPS yang discbut endotoksin
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yang membentuk bagian Inar dinding sel. Endotoksin ini tersusun atas tiga lapisan:
bagian luar (O-oligosakarida), bagian tengah (R-pusat) dan bagian dasar {(lapisan

lipid A).
2.2.2. Patogenesis pada Manusia

" Salmonella ini mampu beradaptasi dan tumbuh pada inang manusia dan
hewan dan menyebabkan penyakit dengan spektrum yang luas. Serotipe
Salmonella yang meliputi S. typhi dan S. paratyphi menyebabkan demam tifoid dan
menginfeksi hanya pada manusia. Sedangkan serotip Salmonella yangg lain
merupakan Salmonella mnon tifoid yang banyak terdapat pada saluran
gastrointestinal pada banyak hewan, meliputi mamalia, reptil, burung dan
insekta,

Di Indonesia, umumnya demam tifoid yang discbabkan oleh S. typhi dan S.
typhimurium banyak terjadi pada musim penghujan terutama di daerah dengan
tingkat sanitasi rendah dan dacrah banjir. Penularan umumnya melalui makanan
ataupun minuman yang tercemar oleh agen penyakit tersebut, penanganan yang
kurang higienis ataupun dari sumber air yang digunékan untuk mencuci. Gejala
yang timbul yaitu berupa demam tinggi berfluktuasi, mual, ﬁluntah, nyeri kepala
hebat, nyeri perut yang diawali sembelit dan kadang diikuti diare bercampur darah.
10,2425

Salmonella yang masuk lewat oral, kemudian melewati  saluran
gastrointestinal. Setelah mencapai usus halus, bakteri ini melawan berbagai faktor
jmun natural sebelum berpenetrasi ke lapisan mukus. Saat masuk ke inang yang
potensial, berbagai interaksi diinisiasi. Spesies Salmonella patogenik mempunyai

urutan gen invasi yang menghasilkan protein yang disekresi oleh bagian sckresi
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khusus tipe [1I. Protein ini digunakan oleh bakteri untuk penetrasi ke mukosa
intestinal dengan invasi dan menghancurkan epitel khusus pada sel M dari Peyer’s
patches. Respon inang terhadap aksi ini dengan sel-sel fagosit nonspesifik dan
respon inflamasi sebaik seperti aktivasi respon imun sefular spesifik dan humoral**

Pada demam tifoid, Saimonella mampu melewati pertahanan intestinal,
dimana fagositosis oleh makrofag dihasilkan dalam penyebarannya ke dalam
sistem retikuloendotelial. Setelah terfagosit, Salmonella tersebar dalam tubuh pada
makrofag Jewat limfatik dan membentuk kolonisasi pada jaringan
retikuloendotelial (hepar, limpa, nodus limfatikus dan sumsum tulang), selaingga
bakteri ini terlindung dari sel polymorphonuclear leucocytes (PMN), sistem
komplemen dan respon imun adaptif yang berupa antibodi ?

Salah satu faktor virulen utama dari Sa/monefla adalah lipopolisakarida
(LPS), merupakan komponen membran luar dari bakteri gram negatif. Struktur
LPS terdiri dari tiga daerah : O-spesific polysaccharide, core polysaccharide, dan
lipid 4. Rantai samping O menambah virulensi bakteri. Daerah lipid A
memprasaranai paling banyak efek biologi LPS, meliputi induksi sitokin (IL-1, TL-
6, 1L-12, TNF-a. dari sel mononuklear).”’

Dengan struktur LPS yang lengkap, mungkin lebih resistan terhadap enzim
yang memproses antigen dan mungkin memperlambat pemrosesan atan merintangi
fungsi dari epitop tertentu. Hal ini mungkin merintangi aktivasi sel-sel T dan ini
merupakan bagian virulensi dari Salmonella. Sel T CD4" kurang responsif
terhadap wild-type Salmonella dibanding terhadap strain avirulen in vitro, karena
sel-sel T tidak merespon secara langsung terhadap LPS dan karena sel-sel T CD4"

umumnya mengenali epitop peptida, ini memungkinkan bahwa LPS mempengaruhi
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pembentukkan epitop peptida pada tingkat makvofag. Salmonella terikat pada
protein pengikat LPS, yang mengikat pada reseptor CD14 pada makrofag. "’
Polisakarida diperlihatkan ikut serta dalam presentasi antigen yang terbatas pada
MHC II. Epitop protein terlindungi dari proteolisis dalam endosom oleh LPS,
karena protein membran luar berhubungan dengan LPS dan terikat erat pada LPS.
Strain yang mempunyai struktur LPS yang lengkap resisten terhadap lisis jalur
komplemen membrane attack complex (MAC) karena berkumpulnya komplek
tersebut pada permukaan membran dicegah oleh LPS. Hal ini menggambarkan
bahwa LPS dapat mengganggu atau ikut campur tangan dalam pemrosesa;l dan
presentasi antigen bakterial terutama antigen yang hadir pada bagian luar membran.
Jadi tidak efisiennya pemrosesan dan presentasi antigen berkaitan dengan
viralensi.?

LPS juga dibutuhkan untuk invasi. Fagositosis yang merupakan proses
aktif dari makrofag diinisiasi ketika bakteri berikatan dengan salah satu reseptor
pada makrofag antara lain Fc, C3b atau resepior mannitol. Ikatan ini kemmudian
menstimulasi invaginasi dan penelanan bakteri oleh makrofag. Jadi kemampuan
Salmonella untuk survive pada makrofag dapat diperoleh dari mekanisme invasi

bakteri.”®
2.2.3. Patogenesis oleh Salmonella typhimurium

S. typhimurium dapat menghambat fusi fagosom-lisosom diluar pengaruh
adanya LPS dan opsonisasi. Inhibisi fusi fagosom-lisosom berhubungan dengan
meningkamya survival intraseluler dan virulensi. Salmonella merespon terhadap

lingkungan intraseluler dengan meningkatkan lebih dari 30 macam protein.
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Beberapa dari protein yang diinduksi ini mungkin terlibat dalam modifikast
membran fagosom untuk mencegah fusi dengan lisosom. S. fyphimurium ni juga
dapat bereplikasi di dalam fagosom yang tidak berfusi.”

Salmonella dapat bersifat toksik terhadap murin makrofag. Sitotoksitas
ditandai dengan pemghambatan pengerutan membran dan makropinositosis pada
makrofag yang terinfeksi dan diikuti dengan kematian sel. Makrofag yang dibunuh
oleh Salmonelia spp menunjukkan gambaran apoptosis seperti kondensasi dan
fragmentasi kromatin, pembengkakan membran dan munculnya nukleosom
sitoplasmik dan badan apoptotik. Efek sitotoksik sangat bergantung pada elgspresi
sistem sekresi protein tipe I yang berhubungan dengan invasi. Serotipe dari
Salmonella yang menyesuaikan dengan inang seperti S. typhi, S. gallinarum dan S.
dublin juga toksik untuk murin makrofag, mengindikasikan bahwa kemampuan
virulensi hadir pada banyak Salmonella spp.”

S. typhimurium juga mampu bermultiplikasi dalam sel parenkimal
nonfagosit, seperti hepatosit dan sel epithelial pada intestin dengan proses yang
disebut endositosis yang diperantarai bakteri. Tidak seperti makrofag, sel
nonfagosit ini tidek mampu membunuh dan mencerna bakteri penyusup. Ini
memungkinkan Salmonella tetlindung dar makrofag yang teraktivasi dan respon
humoral inang, Akan tetapi, jika antigen bakteri intraseluler mencapat sitoplasma
maka akan dapat didegradasi dan menghasilkan fragmen peptida yang dapat
berasosiasi dengan molekul MHC I untuk menstimulasi respon CTL yang dapat
melisis sel terinfeksi. 5. typhimurium yang survival intraseluler berada dalam
vakuola yang terikat membran yang dibentuk dari sel inang. Pada sel nonfagosit,

ini mungkin bentuk pertahanan untuk bakteri. 2
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S. typhimurium salah satu bakteri intraseluler fakultatif dengan kemampuan
untuk menginvasi dan tumbuh di dalam sel nonfagositik in vivo, seperti di dalam
hepar, patogen ini terlihat menginvasi dan bermultiplikasi secara luas di dalam
hepatosit. Fagosit inflamasi dengan cepat menyusun foci infeksi dimana mereka
tampil untuk menyebabkan destruksi hepatosit terinfeksi, dengan cara demikian
melepaskan bakteri ke dalam ruang ekstraseluler, dimana kiranya mereka dapat
ditangkap dan dihancurkan oleh fagosit. Jika sel fagosit dicegah dari akumulasi
pada foci infeksi di hepar oleh terapi dengan antibodi monoklonal, pada tikus
langsung melawan reseptor komplemen tipe 3 sel mielomonositik, sehingg‘a lisis
hepatosit gagal terjadi dan proliferasi bakteri tidak dapat dibatasi di dalam hepar.
Di bawah keadaan ini, sebaliknya infeksi subletal dengan cepat menjadi letal.
Penemuan ini meyakinkan dengan kuat bahwa lisis hepatosit terinfeksi oleh sel
fagositik merupakan strategi pertahanan diri yang umum melawan mfeksi hepar

dengan bakteri intraseluler seperti Salmonella. *!
2.2.4. Imunitas terhadap Salmenella typhi

Sistem imun natural mempunyai fimgsi dasar mengidentifikasi dan
membasmi mikroba penyusup dan penanda bagi sistem imun adaptif untuk hadir.
Respon imun natural terhadap bakteri meliputi pengenalan komponen bakterial
seperti LPS dan DNA."” Pelepasan mediator inflamasi menimbulkan infiltrasi dari
berbagai tipe sel ke tempat infeksi dan memperkuat respon. Pengambilan dan
penghancuran bakteri oleh sel fagosit juga memfasilitasi proteksi inang. Proses
imun natura! dilakukan oleh sel-sel yang relatif tidak terbatas pada patogen

spesifik, meliputi sel NK, sel NKT, neutrofil dan makrofag. Neutrofil dan
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makrofag penting bagi survivalnya inang selama respon primer terhadap infeksi
Salmonella, terutama dalam mengontro} replikasi bakteri tersebut. Makrofag
berfungsi dalam kapasitas protektif daripada beraksi sebagai APC. 3z

Studi eksperimental pada survival inang dari mencit dengan defisiensi
genetik untuk sitokin spesifik atau reseptornya seperti juga studi netralisasi sitokin
dengan antibodi telah memperlihatkan bahwa TNF,*3° JFN-y %7 1112 %
dan 1L-18 * penting pada awal respon primer terhadap Salmonelia.

Netralisasi TNF in vivo dapat mencegah inang berhubungan dengan respon
protektif dan memperparah infeksi. Melimpahnya neutrofil dan makrofag ‘dalam
memproduksi TNF menggarisbawahi pentingnya mereka sebagai sumber utama
sitokin ini pada awal infeksi? Sel-sel T, IFN-y dan TNF-o. semuanya penting
dalam memanggil kembali imunitas spesifik terhadap Salmoneila virulen yang
diberikan dengan imupisasi vaksin hidup, dengan efek penghilangan sel T dan IFN-
vy (ditandai dengan infiltrasi makrofag) secara kualitatif berbeda dari netralisasi
TNF-o. (tidak ada infiltrasi mononuklear atau pembentukkan granuloma).”> TNF
berperan dalam proteksi tehadap salmonellosis pada imunitas non-spesifik yang
diperantarai makrofag dan pada imunitas spesifik yang diperantarai sel-sel T.*

IFN-y endogenus maupun eksogenus meningkatkan resistensi terhadap S.
typhimurium, begitu juga dengan TNF-o eksogenus dan endogenus yaitu dengan
menstimulasi  aktivitas bakterisidal makrofag. - Amtara IFN-y dan TNF-o
mempunyai interaksi sinergik. IFN-y meningkatkan sejumlah reseptor TNF-. dan
transkripsi mRNA TNF-o pada makrofag. TNF-a juga dibutubkan untuk produksi
IFN-y oleh sel NK* Berdasarkan penelitian Kagaya dkk, IFN-y rekombinan

(+IFN-y) mampu mengaktivasi makrofag peritoneal untuk menginduksi aktivitas
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killing terhadap Salmonella dan diyakini bahwa peningkatan fusi fagosom-lisosom
ditkuti oleh mekanisme killing yan;g tidak bergantung pada oksigen terutama
memungkinkan untuk peningkatan aktivitas killing Salmonella pada makrofag yang
diaktivasi dengan r/FN~y.’® Mencit yang diperlakukan dengan anti IFN-y tidak
mampu membersihkan dosis subletal dari bakteri virulen. Mencit memproduksi
JFN-y selama fase awal infeksi Sa/monella dan hal ini menyebabkan reduksi
kecepatan pertumbuhan dari bakteri virulen, tetapi tidak mempengaruhi produksi
antibodi.”’

Lesi granuioma berkembang pada limpa dan hepar mencit kontrol,
berlawanan dengan penyebaran luas dar infiltrasi sel mononukiear terlihat pada
organ mencit yang diperlakukan dengan anti IL-12. Pada infeksi yang berat,
Salmonella terlihat di dalam sel mononuklear, mengindikasikan kegagalan
kemampuan bakterisidal atau bakteriostatik dari fagosit dengan tidak hadirnya
aktivasi biologik IL-12. Level IFN-y berkurang pada mencit dengan anti IL-12.
Nitric oxide synthase indusibel dan produksi mRNA. TFN-y berkurang pada mencit
dengan anti 1L-12, yang juga memperlihatkan peningkatan produksi mRNA IL-10
dan penurunan aktivitas nitric oxide synthase di jaringan. Pemberian r/FN-y pada
mencit dengan anti IL-12 mampu memperbaiki resistensi inang, pembentukan
granuloma, dan ekspresi MHC 11.°°

TNF-a. diperlukan untuk pembentukan granuloma, IL-12 diperlukan untuk
produksi IFN-y oleh sel NK, dan IFN-y merupakan faktor kunci dalam peningkatan
killing oleh makrofag. Sedangkan IL-18 merupakan sitokin yang diproduksi oleh
berbagai tipe sel meliputi sel mononuklear yang teraktivasi dan sel epidermal

dalam respon terhadap bakteri dan stimuli inflamasi. IL-18 memiliki beberapa
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aktivitas biologik yaitu menginduksi IFN-y dari sel NK dan sel Thl, regulasi I[L-2R
pada sel T, meningkatkan sitotoksitas se! Th murin yang diperantarai Fas ligand,
peningkatan sitotoksitas sel NK. [L-18 dan 1L-12 mempunyai efek sinergik pada
induksi IFN-y dari sel T, kemungkinan karena regulasi reseptor IL-18 oleh IL-12.
IL-18 juga menginduksi TNF-c. dari sel T dan NK pada manusia. Makrofag limpa
dan peritoneal melepaskan IL-18 selama infeksi Salmonella. IL-18 positif
memodulasi produksi IFN-y dari splenosit mencit dan meningkatkan produksi IFN-
¥ in vivo. IFN-y ternyata juga positif memodulasi produksi IL-18 dari makrofag.®
Neutrofil, makrofag, sel NK déﬂ sél TNK mampu memproduksi berbagai
sitokin yang terlibat selama awal infeksi Salmonella. IFN-y diproduksi oleh
limfoid dan sel myeloid selama awal infeksi. Sel NK yang aktif memproduksi
sitokin seperti IFN-y, TNF-a. dan granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF). Dengan memproduksi IFN-y, sel NK dapat meningkatkan
respon CMI dengan mengaktifasi makrofag dan mengarahkan diferensiasi sel Th ke
arah Thl. Sitokin yang dihasilkan sei NK juga memodulasi hematopoiesis dan
meningkatkan produksi granulosit dan makrofag. Sel NK berfungsi sebagai
jembatan antara sistem imun innate dan adaptif, beraksi sebagai dasar pertahanan
seraya memproduksi sitokin untuk memico perkembangan respon imun spesiﬁk.40
Seperti sel NK, makrofag juga dapat mensekresi IFN-y mengikuti stimulasi
dengan 1L-12 dan IL-18. Kapasitas makrofag untuk memproduksi IFN-y secara
cepat selama infeksi Salmonella dan kelimpahannya pada limpa dari mencit yang
terinfeksi diyakini sebagai peran tambahan dari fagosit ini pada respon innate dan
adaptif terhadap infeksi primer. IFN-y yang dihasilkan makrofag mungkin

berperan untuk meningkatkan kapasitas bakterisidal dari fagosit, memfasilitasi
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presentasi antigen, dan atan mempengaruhi polarisasi Th dari respon imun.*’
Neutrofil juga mengandung simpanan intraseluler IFN-y yang dapat dilepaskan saat
infeksi Salmonella®

Makrofag yang teraktivasi oleh Salmonella juga mensekresi sitokin-sitokin
seperti JL-1, IL-6, IL-8, IL-12 dan TNF-o. TNF-o merupakan induser respon
inflamasi lokal terhadap infeksi. IL-8 juga terlibat dalam respon inflamasi,
membantu menarik netrofil ke tempat infeksi. IL-1, IL-6 dan TNF-a penting
dalam menginduksi respon fase akut pada hepar dan menginduksi demam. ‘IL-12
mengaktifasi sel NK dan memicu deferensiasi sel T CD4” menjadi sel Th1 selama
imunitas adaptif, '™ Interlukin lain yang disekresi oleh makrofag dalam respon
terhadap LPS dari Salmonella yaitu IL-15 yang penting dalam mengaktivasi
inflamasi dan fungsi antimikrobial pada sel PMN . berperan dalam perkembangan,

survival dan fungsi sel NK, ** serta mampu menstimulasi sel TCD8" in vivo.”
2.2.4.1. Reactive Oxygen Intermediate

Selain sitokin, makrofag yang teraktivasi juga akan melepaskan berbagai
metabolit reactive oxygen intermediate (ROI) dan reactive nitrogen intermediate
(RNI) yang dapat meningkatkan mekanisme killing dari makrofag® Makrofag
dapat dipicu oleh substansi seperti partikel opsonin dan aktivator dari protein
kinase C untuk mensekresi ROL  Substansi ini merupakan mediator kunci
inflamasi, mikrobisidal dan aktivitas tumorisidal dari makrofag. Makrofag yang
teraktivasi dikarakteristikkan dengan peningkatan sekresi ROL IFN-y dan growth
hormone (GH) merupakan faktor pengaktivasi makrofag yang baik yang

meningkatkan respiratory burst dari makrofag dan meningkatkan resistensi inang
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terhadap S. fyphimurium. IFN-y meningkatkan kecepatan transkripsi 91 kDa
subunit dari sitokrom b558, yang ditemukan pada granul spesifik dari sel fagosit
dan ditranstokasi ke membran fagosomal selama aktivasi seluler.*

Oksidase fagosit merupakan multisubunit enzim yang terhixﬁpun dalam
fagosit teraktivasi teratama dalam membran fagolisosomal. Fungsi dari enzim ini
yaitu untuk mereduksi oksigen molekular menjadi ROI seperti radikal superoksida,
dengan bentuk reduksi dari nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) yang beraksi sebagai kofaktor. Pada saat kuman mulai mengalami
fagositosis terjadi peningkatan mencolok dalam bal kegiatan i;exose
monophosphate shunt yang membangun NADPH. Elektron-ejektron kehar dari
NADPH menuju ke flavoprotein membran yang mengandung FAD dan selanjutnya
menuju ke suatu sitokrom membran plasma yang khas (cyt bsss ). Ini
menimbulkan midpoint redox potential yang sangat rendab yakni —245 mV yang
memungkinkan elektron untuk mengurangi oksigen molekular langsung menjadi
anion superoksida. Proses pembentukan ROI ini disebut sebagai respiratory
burst™ ®  Reaksi kunci vang dikatalisa oleh oksidase NADPH yang memulai
terbentukhya ROI adalah sebagai berikut :

NADPH +Q, -y NADP" + O, (anion superoksida)

Makrofag mampu menghancurkan bakteri dengan respiratory burst yang
menghasilkan level tinggi reactive oxygen species seperti superoxide, hidrogen
peroksida dan nitric oxide (NO), sebaik dalam penggunaan faktor antimikroba yang
berhubungan dengan lisosom.”” Neutrofil juga mampu menghasitkan oxidative

burst seperti makrofag vang berkontribusi dalam killing bakteri.*
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Pada sel mamalia, NO diproduksi bersama dengan L-citrulline melalui
oksidasi enzimatik dari L-arginine. Produksi NO oleh NO sintase distimulasi oleh
sitokin proinflamasi seperti TFN-y, TNF-o, IL-1 dan IL-2 sebaik oleh produk
mikrobial seperti LPS. Produksi NO merapakan implikasi dari respon inang yang
efektif terhadap infeksi. NO telah dﬁmplikasikan pada pertahanan inang melawan
bakteri infraseluler seperti Salmonella, yaitu tercermin dengan melimpahnya NO
dibagian luar fagosom.”® Antara ROI dan NO dapat membentuk suatu interaksi
dengan membentuk spesies antimikroba yang lebih toksik seperti peroksinitrit
(ONOO" ) yang dapat meningkatkan daya bunuh makrofag terhadap Salmonella,

interaksi tersebut seperti terlihat pada gambar 2.°
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Gambar 2. Interaksi antara ROI dan NO
(Diambil dari Nathan C, Shiloh MU. Reactive oxygen and nitrogen intermediates
in the relationship between mammalian hosts and microbial pathogens. PNAS.
2000 ; 97 (16) : 8841-48)*

Stres oksidatif diketahui dapat merusak sel bakteri pada semua tingkat

makromolekuler dan S. fyphimurium telah memperiihatkan respon terhadap stres
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tersebut dengan derepresi sistem pertahanan multigenik. Hidrogen peroksida
diketahui untuk menginduksi respon multigenik pada sel S. typhimurium.”' Respon
terhadap stres oleh hidrogen peroksida merupakan hasil induksi kira-kira 30 protein
dan sebagian kecil gen yang mengkode protein ini diregulasi oleh protein yang
disebut OxyR. Gen dari OxyR regulon meliputi katG (katalase), ahpCF (alkyl
hydroperoxide reductase) dan dps (DNA binding protein) dari sel-sel mati,
membantu mengurangi efek merugikan dari hidrogen peroksida.®>  Protein stres
yang diinduksi H,Q,, meliputi katalase II adalah antigen dominan untuk respon
CMI terhadap S. fyphimurium dan burst protein stres pada fagosit bertan‘ggung
jawab untuk induksi CMI yang terlibat dalam proteksi mencit melawan infeksi
Salmonelia?

Perbaikkan DNA yang rusak oleh Salmorella diperlukan untuk virulensi
penuh in vivo dan bahwa oxidative burst dari fagosit merupakan salah satu sumber
kerusakan DNA>®> Gen-gen yang mengkode protein yang terlibat dalam proteksi
melawan kerusakan oleh hidrogen peroksida mungkin penting untuk survival
S. typhimurium selama infeksi dan terutama selama berinteraksi dengan makrofag
atau sel-sel PMN. Penemuan terbaru bahwa sly4 penting untuk virulensi,
diekspresikan oleh Salmonella di dalam makrofag dan dibutubkan untuk resistansi
terhadap stres oksidatif Telah dilaporkan bahwa ahp, salah satu loki yang
diregulasi OxyR, terinduksi selama interaksi makrofag. Respon CMI dan humoral
terhadap ahpC ditemukan untuk perkembangan sclama infeksi, kemungkinan
dalam aktivasi sel 7" helper 1. Jadi meski tidak penting dalam virulensi, aApC
diekspresikan oleh S. typhimurium selama infeksi pada mencit BALB/c dan

merupakan target bagi sistem imun.*?
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2.2.4.2, Sel T dan Sel B

Demam tifoid menginduksi respon imun humoral dan selular baik sistemik
maupun lokal® Pasien tifoid dan manusia yang diberi vaksin hidup lewat oral
mempunyai sirkulasi antibodi 1gG, IgM dan IgA dan imunitas seluler sebaik sIgA
pada permukaan mukosal dalam melawan S. fyphi.>*

Meskipun pembentukan antibodi merupakan fungsi sentral dari sel B,
mereka dapat menjalankan fungsi alternatif seperti sebagai presentasi antigen,
inisiasi respon sel T dan produksi sitokin. Sel B penting untuk proteksi terhadap
infeksi oral dari -S. (yphfmurium virulen. Pada usus, IgA spesifik S. yyphimurium
dapat mencegah adhesi bakteri ke sel epithelial dan mengaglutinasi bakteri.
Opsonisasi dengan antibodi memicu pengambilan dan penghancuran bakteri lebih
efektif oleh fagosit pada gut-associated lymphoid tissue (GALT). Dengan produksi
sitokin seperti IFN-y, sel B pada GALT dapat mengaktivasi fagosit dan
menginduksi mekanisme bakterisidal dari sel ini. Dengan kehadiran sel B sebagai
sebuah perangkap yang menyebabkan lebih sedikitnya Salmonella yang mencapai
limpa dan hepar,*

Mencit yang defisien sel B mampn mengontrol infeksi primer dan
membersihkan bakteri dari sistem retikuloendotelial, tetapi gagal menimbulkan
resistensi adaptif terhadap S. fyphimurium. Splenosit total dan sel-sel T CD4" yang
diperoleh dari mencit defisiensi sel B, 4 bulan setelah vaksinasi memperlihatkan
reduksi kemampuan untuk melepas sitokin tipe Th1 (IL-2 dan IFN-y). Pada model
mencit, imunisasi dengan vaksin Salmonella menimbulkan respon antibodi yang
baik terhadap protein dan lipopolisakarida, respon sel T memori tipe Thi dansel T

sitotoksik CD8" serta IFN-y, TNF-c, IL-12 dan pembentukkan granulom&56

P T-PUSTAK-URDIP)
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Subset sel T - diperlukan untuk ekspresi penuh imumitas terhadap
S. typhimurium. Pada infeksi Salmonella primer pada mencit model, pembersihan
bakteri tersebut dari jaringan memerlukan sel-sel T CD4 fungsional dan
perkembangan imunitas sel T tipe Thl. Sel-sel T CD4" berfungsi penting dalam
membantu aktivasi dan diferensiasi sel B.*  Fungsi sel T CD4" ini selain
membantu sel B untuk memproduksi antibodi, juga membantu pembentukan sel T
CD8" spesifik Salmonella dan pengaturan pembentukan granuloma untuk
membatasi penyebaran bakteri. Sel T CD8" sitotoksik dapat melisis sel terinfeksi
dan dapat memproduksi sitokin yang dibutuhkan untuk pengerahan dan al;tivasi
fagosit.”’

Sel-sel T CD4" naif ketika distimulasi memproduksi IL-2 sebagai limfokin
utamanya. Pada saat awal, sel-sel ini berkembang menjadi sel-sel yang
memproduksi IFN-y, TNF-B dan JL-2 atau IL-4. IL-2 dibutuhkan oleh sel-sel naif
untuk berkembang menjadi sel-sel seperti Thl atau Th2 tetapi tidak menentukan
diferensiasinya. Jika IL-4 juga muncul selama awal periode, sel-sel T CD4" yang
dihasilkan memproduksi 1L-4 saat restimulasi. Perkembangan sel-sel yang
memproduksi IFN-y dihambat oleh IL-4. Dengan tidak munculnya IL-4, awal
untuk produksi IFN-y terjadi, tetapi ini ditandai dengan peningkatan oleh 1L-12.
Pada beberapa sistem in vitro, IFN-y beraksi bersama-sama dengan IL-12 untuk
meningkatkan produksinya. Anti IFN-y menghambat awal untuk produksi IFN-y in
vivo. Limfokin juga menggunakan regulator silang atau efek inhibitor. 1L~4
menghambat awal produksi IFN-y, meskipun efek inhibitor ini berkurang dengan

kehadiran IL-12. IFN-y sama menghambat awal produksi 1L-4. Faktor-faktor lain
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yang yang berperan penting dalam menentukan fenotip limfokin yang diproduksi
yaitu dosis antigen, tipe APC dan ekspresi molekul asesoris dan hormon.*®

Pada mencit yang defisien sel T terutama sel T CD4", menimbulkan infeksi

S. typhirmriwn kronis. Berbeda dan mencit defisiensi sel T CD4', mencit -

defisiensi sel B mampu mengontrol dan mengeliminasi Salmonelia,
mengindikasikan bahwa fungsi utama sel T CD4" pada model infeksi ini tidak
memberi bantuan untuk sel B tetapi untuk mengaktivast makrofag > |

Infeksi Salmonella tidak hanya mempengaruhi sel-sel sistem imun natural
selama infeksi awal, tetapi juga sel T limpa, tetapi tidak limfosit B. Reduks£ sel T
limpa setama infeksi Salmonella primer dapat disebabkan oleh karena kematian sel
atau rekruitmen ke sirkulasi dan perifer. Induksi pelepasan sel T limpa ke perifer
sebagai hasil inflamasi di tempat lain juga berkontribusi pada hilanngya sel T
selama infeksi primer. Akan tetapi, sel-sel T limpa diaktifasi pada akhir infeksi
Salmonella dan sel T yang memproduksi IFN-y meningkat 5 hari setelah infeksi
primer. Respon set T CD4" yang spesifik Salmonella mulai terdeteksi 7 hari
postinfeksi, meskipun kinetika dari respon adaptif mungkin bervariasi pada strain
Salmonella yang dijumpai.’*

Antibodi dan sel-sel T keduanya dibutuhkan untuk memanggil imunitas
terhadap Salmonelia viralen dan diyakini bahwa kemampuan untuk menimbulkan
opsonisasi antibodi dalam respon CMI adalah penting untuk proteksi yang optimat

terhadap bakteri tersebut.>

infeksi Salmonella menginduksi sel T CD4" dan CD8", dan sel T CD4”

ternyata penting terutama untuk proteksi melawan S. typhimurium. Pengenalan

antigen oleh TCR menginduksi aktivasi limfosit T. Tetapi, sinyal yang diperantarai
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TCR tidak mencukupi untuk aktivasi sel T yang efisien dan sinyal kostimulasi
dibutuhkan.  Salesh satu molekul permukaan yang paling penting yang
mengirimkam sinyal kostimulator untuk sel T adalah CD28. CD28 diekspresikan
pada sel T dan sel NK, dan ligan untuk CD28 serta struktur yang berhubungari
dengan CTLA4 adalah molekul CD80 dan CD86. Kedua molekul tersebut
diekspresikan pada APC profesional. Stimulasi sel T tanpa hadirmya CD28
menimbulkan kegagalan proliferasi, reduksi produksi sitokin, dan perubahan
pembentukan subset sel Th CD4". CD28 juga penting dalam kooperasi sel T-B.
Pada respon terhadap S.typhimurium, IgM dan 1gG3 spesifik berkurang dan‘ 1sG1
dan 1gG2a tidak hadir pada mencit defisien CD28. Berbeda dan IgM dan 1gG3,
IgG1 dan IgG2a adalah bergantung pada sel T, mengindikasikan bahwa hilangnya
ekspresi CD28 menggagalkan kooperasi sel T-B selama infeksi. %

Meski antibodi penting untuk proteksi melawan infeksi oral S. fyphimurium,
perannya dalam infeksi sistemik masih kontroversial. S. typhimurium menginfeksi
makrofag dan hepatosit dan oleh karena lokalisasi intraselulernya, patogen
terlindung dar antibodi, sehingga antibodi tidak berperan atau hanya sedikit
berperan pada proteksi melawan infeksi sistemik Salmonella.®

Pembentukkan respon Thl beroperasi dalam keseimbangan dengan
pembentukkan respon Th2. Pembentukkan sel Th2 tidak bergantung pada
kostimulasi CD28 in vitro dan ternyata pembentukkan sel Thl pensekrest IFN-y
kurang bergantung pada kostimulasi CD28. Akan tetapi hilangnya kostimulasi
CD28 mereduksi produksi IL-2 yang menimbulkan kegagalan proliferasi dan

ekspansi sel-sel Thi. Mekanisme lain yang mungkin dalam melawan sel terinfeksi
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adalah sitotoksitas oleh sel T CD8’, tetapi ini bukan mekanisme penting unfuk
pembersihan Salmonella.®®

Sel dendritik dan sel-sel T diaktivasi mengikuti infeksi Salmonella. Ini
diperlihatkan dengan peﬁngkatan ekspresi permukaan dari CD86 dan CD40 pada
sel CD11¢" MHC-If* dan peningkatan ekspresi CD44 dan CD69 pada sel T CD4”
dan CD8". Sel-sel dendritik adalah APC penting yang terlibat dalam inisiasi dan
modulasi respon imun yang diprasarani sel T. Sel dendritik progenitor meningkat

di sumsum tulang dan ditransport lewat darah, mereka masuk jaringan. Sel

. dendritik murin dari berbagai jaringan dan organ berhubungan dengan ekspresi

permukaan seperti CD11c¢p150/90 integrin dan ekspresi molekul MHC II dan
molekut kostimulator. Pada umumnya sel dendritik ditemukan di perifer seperti
kulit dan permukaan mukosal dalam bentuk immatur. Mereka diharapkan dapat
menangkap dan memproses antigen tetapi relatif sedikit untuk stimulator sel-sel T
naif. Paparan terhadap antigen dan stimuli inflamasi menginisiasi proses maturasi
dimana sel dendritik immatur menjadi aktivator sel T yang efektif dan langsung
menuju tempat berkembangnya limfosit. Makrofag dan sel dendritik dapat
mempresentasikan antigen yang diproses dari bakteri gram negatif intraseluler S,
typhimurium dan menginduksi maturasi sel dendritik invitro, S. typhimurium dapat
tinggal dan bereplikasi dalam fagosom sel fagosit. Bakteri ini telah ditemukan
pada sel yang mengekspresikan CD18, yang meliputi berbagai populasi APC. 6l
Infeksi dengan bakteri tersebut menimbulkan aktivasi sel-se! T CD4" dan
CD8" dan pembentukkan sel-sel T yang memproduksi IFN-y dari kedua subset sel
T tersebut. Frekuensi IFN-y spesifik Salmonella yang diproduksi sel T CD4"

secara signifikan lebih besar dibanding sel T CD8', ini mendukung pendapat
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bahwa sumber utama IFN-y pada respon imun spesifik adalah sel T CD4".

Pentingnya sel T CD8" yang terbentuk mungkin untuk fungsi sitolitiknya dalam

pemusnahan strain virulen dibanding untuk produksi JFN-7.%

Infeksi sistemik pada mencit oleh S. typhimurium se:caré eksperimental
meliputi:**

1. Fase pertama:beberapa jam setelah infeksi secara intraperitoneal atau intravena,
mikroorganisme ini mampu berdistribusi ke berbagai tempat dimana setelah 3 —
8 jam infeksi mikroorganisme ini ditemukan di hati dan limpa.

2. Fase kedua : selama hari pertama infeksi disebut tahap pertumbuban
eksponensial dan terjadi sebelum imunitas natural. Faktor genetik hospes
berperan penting dalam fase ini. Neutrofil sangat penting pada fase ini sebagai
pertahanan hospes yang efektif melawan infeksi Salmonella  dengan
menghambat pertumbuhan bakteri tersebut.

3. TFase ketiga (plateau phase): setelah 3-7 hari, pertumbuhan pesat selama infeksi
Salmonella dalam hati dan limpa menjadi pertumbuhan yang menetap (plateat)
dibawah pengaruh  makrofag  teraktivasi yang memproduksi  sitokin
proinflamasi. Pada fase ini limfosit T tidak berperan penting. Makrofag
diaktivasi bukan untuk membunuh lebih baik tapi untuk meningkatkan killing
oleh sel 1ain ( sel NK atau granulosit) dengan memproduksi sitokin.

4. Fase pembersihan : terjadi selama minggn ketiga infeksi yang melibatkan
aktivitas limfosit T. Pada fase ini limfosit T CD4" memprasarani pembersihan

dan ekspresi mRNA TFN-y terlihat pada sel T CD4" dan sel NK.
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2.3. Aloe vera

2.3.1. Sinonim dan Taksonomi

'Aloe vera mempunyai banyak sinonim antara lain 4. barbadensis (Mill),
Curacao aloes, Barbados aloes, first-aid plant; tanaman obét, burn plant, wand of
heaven, dan plant of life. Suku bangsa Mesir kuno menyebutnya sebagai plant of
immortality. Nama A. vera berasal dari kata Arabik “Alloeh” yang berarti cairan

636455 4 verag ini termasuk dalam ordo

pahit yang ditemukan pada daunnya.
Liliaceae % dan famili Aloe ® dengan lebih dari 500 spesies Aloe tumbuh di

seluruh dunia.

2.3.2. Morfologi Tumbuhan

A. vera tumbuh dengan ukuran berbeda, antara 10 inchi sampai 30 kaki.
Aloe turnbuh dalam bentuk roset yang menolongnya menangkap air hujan sebanyak
yang mercka mampu. Tumbuhan ini mempunyai serabut akar yang kuat, 4. vera
mempunyai warna daun yang bervariasi dari hijau rauda sampai hijau tua, biasanya
lebih tua dari kaktus umumnya. Daunnya datar dan panjang, tepinya mempunyai
ujung-ujung tetapi tidak tajam, serta dilapisi 1ilin untuk menjaga kelembaban di
datam dann.%” Aloe berasal dari Afrika timur dan selatan dan telah dikultivasi di

Hindia Barat dan daerah tropik lain.*’

2.3.3. Kandungan Kimia
Kandungan kimia dari 4. vera ini yaitu metiputi : 13
1. Vitamin: aloe kaya akan vitamin seperti Vitamin D, terutama antioksidan
vitamin A (beta karoten), C dan E, serta vitamin B-1,2,6,12. Ini biasanya

penting untuk para vegetarian.
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2. Epzim: beberapa tipe yang berbeda dari katalis biokimia ini ketika

diberikan secara oral dapat membantu pencernaan dengan memecah lemak
dan karbohidrat. Bradikinase membantu mengurangi inflamasi yang
berlebihan ketika diaplikasi untuk kulit secara tépical dan mengurangi rasa
sakit, serta mendigesti jaringan mati pada luka. Lipase, protease , amilase
carboxypeptidase, catalase, cellulase dan peroxidase mampu memecah
makanan, membantu dalam pencernaan serta mampn meningkatkan

absorpsi nutrien.

. Mineral: kalsinm, sodium potassium, mangan, magnesium, COOper, seng,

kromium dan antioksidan selenium. Meskipun mineral dan frace elemen
hanya sedikit dibutahkan, mereka penting untuk fungsi berbagai sistem

enzim pada jalur metabolik yang berbeda.

. Karbohidrat: dibentuk dari lapisan musilago dari tanaman aloe yang

mengelilingi gel bagian dalam dan diketahui sebagai mukopolisakarida,
yang meningkatkan sistem imun dan membantu detoksifikasi. A. vera
mengandung mono dan polisakarida, tetapi yang paling penting adalah gula
rantai panjang yang terdiri glukosa dan mannosa atau gluko-mannan serta
acemannan, Karbohidrat ini dicerna keseluruhan pada usus, tidak dipecah
seperti gula lain dan ternyata hadir dalam aliran darah dengan bentuk yang
sama. Proses ini diketahui sebagai pinositosis. Saat di dalam aliran darah
mereka mampu  menimbulkan efek imunoregulasi.  Beberapa dari
polisakarida ini tidak diabsorpsi tetapi melekat pada lapisan sel tertentu
pada usus dan membentuk pertahanan yang mencegah absorpsi materi

asing schingga membantu mencegah sindrom kebocoran usus. Lignin
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merupakan substansi inert tetapi ketika dipakai secara topikal mereka
mempunyai efek penetratif sehingga komponen 4 vera yang lain dapat

diabsorpsi kulit.

. Antraguinon: ada dua belas senyawa fenolik ini yang ditemukan pada

cairan tumbuhan (aloe emodin, aloectic acid, aloin, anthracine, antranol,
barbaloin, chrysophanic acid, emodin, ethereal oil, ester cinnamonic acid,
isobarbaloin dan resistannol). Pada jumlah sedikit, mereka membantu
absorpsi dari saluran gastrointestinal dan mempunyai efek anti-mikrobial
dan efek membunuh rasa sakit. Pada beberapa minuman kese‘hatan,
antraquinon dihilangkan karena dapat menimbulkan diare. Aloin dan
Emodin beraksi sebagai pembunuh rasa sakit. Mereka juga berfungsi

sebagai anti-bakteri dan anti-virus.

. Saponin: substansi ini adalah 3% dari A. vera gel dan mampu

membersitkan dengan kemampuan antiseptik. Substansi ini beraksi kuat

sebagai anti-mikroba melawan bakteri, virus, jamur dan yeast.

. Sterol: kolesterol, kampesterol, b. sisosterol dan lupeol. Keempat steroid

ini penting sebagai agen anti-inflamasi.

_ Asam salisilat: senyawa menyerupai aspirin dengan efek anti-inflamasi dan

anti bakterial.

 Asam amine: A. vera mengandung 22 asam amino (arginin, asparagin,

asam aspartik, analin, serin, valin, glutamat, threonin, glisin, lisin, prolin,
histidin, leusin, isoleusin). Yang lebih penting bahwa dalam gel tersebut
terkandung 7 dari 8 asam amino esensial yang tubuh tidak dapat

mensintesisnya.
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2.3.4. Sediaan Aloe vera

Bentuk sediaan dari A. vera ini biasanya dalam bentuk Aloe gel, Aloe gel
konsentrat, Aloe ge] bubuk maupun dalam bentuk jus. Produk A. vera ini
diproduksi dengan menggunakan cold extraction (ekstraksi dingin)." A. w;ra
harus diproses dalam beberapa jam setelah dipanen untuk mencegah oksidasi.
A. vera harus diproses dingin, tanpa pemanasan atau diperlakukan dengan bahan
kimia. Proses dingin meyakinkan bahwa produk gel adalah sama pentingnya
seperti daun yang masih segar® A. vera gel mengandung 99,3% air dan sisanya
berupa- bahan padat mengandung sejumlah besar polisakarida tipe glukosa dan
mannosa.’ Proses dengan menggunakan panas tinggi seperti pasteurisasi dan
" metode autoclave akan merusak kandungan Aloe yang penting untuk penyembuhan
seperti enzim, polisakarida dan mukopq}isakarida.7°

Pengobatan rakyat dengan menggunakan jus A. vera sebagai penyembuh
yang unik telah dipergunakan lebih dari ribuan tabun. Jus Aloe dibuat dari bagian
dalam daun, sedangkan ekstrak A. vera dibuat dengan menjadikan bubuk seluruh
daunnya. Jus A. vera dibuat dengan mengupas kulit luar daunnya dengan
menggunakan tangan (hand filleting) untuk menghindari kontaminasi bagian gel
dengan getah yang berwarna kuning, dipotong menjadi bagian yang kecil dan
dihancurkan dengan alat jus, selanjutnya cairan jus tersebut dimasukkan dalam
berbagai filtering colums yang dapat memisahkan dari bahan laxative.” Jus Aloe
secara komersial umumnya diproduksi dengan mengencerkan gel A. vera dengan

air agar rasanya lebih baik.”* Jus A. vera antara lain mengandung enzim, asam

amino dan vitamin. Jus ini dapat membantu sistem pencernaan dan mengurangi




35

resiko kanker paru-paru serta dapat menstimulasi sistem imun dengan menurunkan

gejala alergi dan signifikan menurunkan infeksi saluran pc:mapasml.66
2.3.5. Efek Farmakologi Aloevera

Sejumlah spesies aloe terdiri dari dua bagian yang berkhasiat obat yaitu gel
musilago yang terdapat ditengah daun (digunakan terutama pada kulit dan
membran mukus) dan getah yang merupakan bagian daun yang pahit digunakan
sebagai stimulan laxative. Lapisan daun mengandung anthraguinones ( aloin,
aloe-emodin, barbaloin) yang dapat menyebabkan diare dan kram intestin,
dehidrasi, kehilangan potassium. Oleh karena itu penggunaan Aloe harus dihindari
oleh wanita hamil dan menyusui, anak kecil dan orang-orang dengan gangguan
intestin. Aloe gel aman untuk pemakaian fuar seperti untuk luka bakar minor,
abrasi, gigitan serangga, dan iritasi kulit. Aloe gel ini mengandung polisakarida
(acemannar), karboksipeptidase , sterol yang mempunyai aktivitas anti-inflamasi,
asam amino seperti tryptophan dan phenilalanin yang mereduksi inflamasi, vitamin
C dan B komplek yang dapat memelihara hewan setelah adrenalectomi dan mineral
seperti seng yang sangat penting dalam penyembuhan luka.”"273

A. verq mempunyai banyak efek biologik antara lain sebagai anti virus
melawan virus influenza, virus campak dan herpes simplex type 1 (HSV-1) dengan
menghambat replikasi dan dapat merusak pembungkus (envelope) dari virus.™
Aloe juga penting dalam terapi AIDS yaitu dapat meningkatkan level CD8 dan
mengatur level CD4, meningkatkan monosit/makrofag dan aktivitas fagosit.”>"°

Aloe berguna bagi penderita diabetes tipe 2 dengan menstimulasi sintesis dan

pelepasan insulin, serta menurunkan glukosa darah 40% pada mencit diabetik,”’
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A.vera juga telah dikenal sebagai agen anti inflamasi, yaitu dengan
memblok integrin tertentu. Intregin merupakan protein yang memperantarai cell
adherence. Pada jaringan yang mengalami inflamasi, sel-sel pertabanan seperti
neutrofil harus terikat ke sel endotel pada dinding pembuluh darah sebelum masuk
ke jaringan. Karbohidrat yang berasal dari Aloe mereduksi inflamasi dengan
memblok emigrasi neutrofil yang diperantarai oleh infegrin 2.7

Komponen polisakarida utama yang terdapat pada A. vera yaitu
acemannan. Polisakarida ini banyak ditemukan pada 4. barbadensis.®® Toksisitas
-oral akut dari acemannan pada tikus dan mencit adalah >5 g/kg. \Studi
farmakokinetik dengan pemberian 20 mg/kg acemannan pada beagle dog
memperlihatkan polisakarida diabsorbsi dari usus dan level pada darah memuncak

dalam 4-6 jam dengan half life >48 jam.”‘1
Semua substansi biologik aktif pada A. vera dibutuhkan wntuk mencapai
manfaat akhir yang maksimal, hal ini diibaratkan seperti sebuah orkestra dari

substansi-substansi aktif dengan konduktor berupa polisakarida yang bekerja secara

sinergisme.*
2.3.6. Efek Aloe vera terhadap Sistem Imun

A. vera dapat beraksi sebagai adjuvant untuk meningkatkan respon imun
terhadap antigen. Ada dua senyawa modulator pada gel A. vera yang dibedakan
secara fungsional dan kimiawi. Fraksi yang pertama dapat meningkatkan
pembentukkan antibodi dan fraksi yang lain dapat menghambat pembentukkan
antibodi sehingga A. vera disebut sebagai imunomodulator. A.vera juga dapat

menghambat dan menstimulasi fagositosis. 4. vera beraksi sebagai stimulator
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imun pada penyembuban luka dan inhibitor imun pada inflamasi, dan kedua
peristiwa tersebut dapat terjadi bersamaan. Schingga A. vera disebut sebagai
modulator yang membawa sistem biologik ke dalam lces«aimbangan.82

Komponen polisakarida utama yang dapat berperan sebagai
imunomodulator yaitu aceménnan. Acemannan mempunyai efek langsung pada
sel-sel sistem imun, mengaktivasi dan menstimulasi makrofag, monosit, antibodi
dan sel-sel T.8 Acemannan dapat menstimulasi produksi sitokin seperti IFN, TNF
dan interlevkin terutama oleh makrofag.'* Penelitian Jain pada sel makrofag tikus,
acemannan dapat menstimulasi produksi sitokin makrofag (IL-6, TNF-a), prc;duksi
NO, ekspresi molekul permukasn dan perubshan morfologi sel.¥  Studi pada
manusia , acemannan ini mampu meningkatkan respon Jimfosit terhadap allogen
dengan meningkatkan pelepasan IL-1 oleh monosit.'2  Aloe juga meningkatkan
sejumlah antibodi oleh sel B dengan bantuan sel T dan meningkatkan aktivitas
killing dari sel T, disamping itu juga melindungi sumsum tulang dari kerusakan
bahan kirmia ioksik.

Sistem komplemen, normalnya distimulasi dengan kehadiran polisakarida
permukaan dari organisme penginvasi. Sebuah studi telah memperlihatkan bahwa
polisakarida glukomannan dan A. vera dapat melakukan fungsi tersebut.®’
Acemanman dai A.vera juga dapat menginduksi maturasi dari sel dendritik.®
Komponen lain dari aloe yaitu glikoprotein {lectin) mempunyai aktivitas mitogenik

untuk limfosit.5
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KERANGKA TEORIL, KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
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Infeksi oleh bakteri intraseluler seperti S. fyphimurium akan menginisiasi
respon imun tubuh. Pada awal infeksi, stimulasi oleh antigen bakteri seperti LPS
akan menimbulkan respon imun natural yang melibatkan berbagai sel imun
diantéranya makrofag, netrofil dan sel NK.

Dengan memproduksi IFN-y, sel NK dapat meningkatkan respon CMI
dengan mengaktifasi makrofag dan mengarahkan diferensiasi sel Th ke arah Thl.
Sel NK berfungsi sebagai jembatan antara sistem imun natural dan adaptif, beraksi
scbagai dasar pertahanan seraya memproduksi sitokin untuk memicu
perkembangan respon imum spesifik. ‘

Makrofag dapat berfungsi sebagai fagosit profesional dan sebagai APC.
Selama proses fagositosis makrofag membentuk fagolisosom yang mengandung
berbagai enzim pencernaan dan substansi bakterisidal. Makrofag teraktivasi selain
akan memproduksi berbagai sitokin juga akan melepaskan berbagai produk
respiratory burst seperti ROI dan NO yang dapat meningkatkan mekanisme killing
terhadap mikroba. Sebagai APC, makrofag berperan dalam memproses dan
mermpresentasikan antigen kepada limfosit T melalui molekal MHC 1I. Hal ini
merupakan awal dari respon imun adaptif dengan menstimulasi proliferasi dan
diferensiasi dari limfosit T. Proliferasi dan diferensiasi limfosit ini juga distimulasi
oleh berbagai sitokin yang dihasilkan makrofag seperti IL-12, IL.-18 dan TNF-c.

Respon terhadap Salmonella ini melibatkan respon imun adaptif yang
bersifat seluler maupun humoral. Limfosit T ini akan berdiferensiasi menjadi sel
Thl yang menghasilkan sitokin seperti IFN-y yang akan ikut serta dalam
mengaktivasi makrofag.  Sitokin lain seperti JL-2 dapat membantu dalam

perkembangan sel T CD8". Diketahui bahwa Salmonella ini dapat hidup dan
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tumbuh dalam sel nonfagosit seperti hepatosit dan splenosit, maka untuk itwsel T -

CD8" berperan dalam melisis sel terinfeksi sehingga dapat meningkatkan killing
terhadap bakteri tersebut salah satunya killing bakteri pada organ hepar.

Sel limfosit T juga akan berdiferensiasi menjadi sel Th2 yang menghasiikan
sitokin yang berperan dalam perkembangan sel B menjadi sel plasma yang
memproduksi antibodi. Antibodi berperan terutama untuk opsonisasi bakteri yang
akan memicu pengambilan dan penghancuran bakieri lebih efektif oleh fagosit
seperti makrofag. Jadi antara sistem imun natural dan adaptif membentuk suatu
kerja sama dalam mengeliminasi bakteri patogen. ‘

A. vera diharapkan mampu meningkatkan aktivitas makrofag diantaranya
dalam memproduksi metabolit ROI dan dapat memicu respon proliferasi limfosit
yang pada akhirnya diharapkan mampu menurunkan jumiah kuman di organ seperti

hepar.

3.2. KERANGKA KONSEP

Jus A. vera Proliferasi limfosit (berat limpa,
jumlah limfosit dan jumlah relatif
limfoblas)

Sistem Imun Mencit Balb/c “"_T Produksi ROI makrofag
Hitung koloni kuman pada kultur
hepar

S. typhimurium
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Mencit Balb/c diberi jus A.verag selama 9 hari kemudian diiﬁfeksi dengan
S. typhimurim pada hari ke-6, setelah 4 hari post infeksi mencit dibunuh untuk
dilihat respon proliferasi limfosit yang meliputi berat limpa, jumlah limfosit dan
jumlah relatif limfoblas, produksi ROI makrofag serta hitung koloni kuman pada

kultur hepar.

3.3. HIPOTESIS

1. Respon proliferasi limfosit lebih tinggi pada kelompok mencit Balb/c
yang diinfeksi S. fyphimurium yang diberi jus 4. vera dibandingkan
dengan kelompok kontrol.

2. Produksi ROI makrofag lebih tinggi pada kelompok mencit Balb/c yang
diinfeksi S. fyphimurium yang diberi jus A. vera dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

3. Hitung kuman pada kultar hepar lebih rendah pada kelompok mencit
Balb/c yang diinfeksi S. fyphimurium yang diberi jus A. vera

dibandingkan dengan kelompok kontrol.




BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. RANCANGAN PENELITIAN

Penclitian ini merupakan penelitian cksperimental laboratorik murni
dengan rancangan The Post Test-Only Control Group yang menggunakan hewan

coba sebagai objek penelitian.®’

Percobaan dilakukan dengan rancangan acak
lengkap. Perlakuan adalah pemberian ekstrak Aloe vera dengan keluaran adalah

pefubahan respon proliferasi limfosit, produksi ROI makrofag dan hitung koloni

kurpan pada organ hepar.
K OK
Pl o1
X R
P2 02
P3 03
Keterangan :
X -» R :masaadaptasi 1 minggu
R : randomisasi
K - kontrol, sebagai pembanding, mencit hanya mendapat pakan standar

selama 9 hari dan diinfeksi dengan S. typhimurium intra peritoneal pada
hari ke-6.
Pl - mencit diberi jus 4. vera dosis 0,1 mi per oral setiap hari selama 9 hari

dan diinfeksi S. typhimurium intra peritoneal pada hari ke-6.

42
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P2 . mencit diberi jus 4. vera dosis 0,3 ml per oral setiap hari selama 9
han dan diinfeksi S. typhimuriuwm intra peritoneal pada hari ke-6.
P3 © mencit diberi jus 4. vere dosis 0,5 ml per oral setiap hari selama 9

hari dan diinfeksi S. typhimurium intra peritoneal pada hari ke-6.

OK . pengamatan pada mencit kelompok kontrol

Ol : pengamatan pada kelompok mencit dengan perlakuan P1
02 - pengamatan pada kelompok mencit dengan perlakuan P2
03 : pengamatan pada kelompok mencit dengan perlakuan P3

4.2. POPULASI DAN SAMPEL

4.2.1. Populasi

Populasi target penelitian ini adalah mencit strain Balb/c. Populasi
terjangkau adalah mencit betina Balb/c berusia 8-10 minggu. ®8 Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa strain ini semsitive terhadap infeksi S. typhimurium dan
beberapa jam setelah infeksi akan menimbulkan respon imunitas seluler melawan
bakteri tersebut.

Kuman S. typhimurium virolen (phage type 510) dipilih dalam penelitian
ini karena patogen ini merupakan organisme ideal dan banyak dijadikan model
untuk mempelajari respon imun non spesifik maupun spesifik terhadap infeksi

bakteri intraseluler.




4,2.2. Sampel

4.2.2.1. Cara Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit dengan

kriteria inklusi untuk menghindari bias dalam perlakuan, yaitu *;

1. Faktor keturunan mencit, diambil dari populasi mencit yang secara genetis
adalah homogen yaitu strain Balb/c.

2. Jenis kelamin betina.

3. Umur, 8-10 minggu.

4. Berat badan sebelum perlakuan 20-30 gram.

5. Penampilan fisik, dipillh mencit yang sehat, lincah dan tidak mempunyai
kelainan anatomis yang nampak.

Faktor eksklusi yaitu :

1. Jenis kelamin jantan.

2. Umur lebih atau kurang dari 8-10 minggu.

3. Berat badan sebelum perlakuan lebih atau kurang dari 20-30 gram.

4. Mencit terlihat sakit dan mempunyai kelainan anatomis yang nampak.

4.2.2.2. Jumlah Sampel

Perthitungan jumlah sampel minimal menggunakan rumus besar sampel
eksperimental dari Ferderer, yaitu (t-1) (r-1) 2 15 dimana t = jumlah perlakuan dan
r = jumlah ulangan atan sampel perkelompok.® Dalam penelitian ini jumlah
perlakuan adalah 4, sehingga jumlah sampel perkelompok perlakuan harus lebth

dari 5. Pada penelitian ini menggunakan 6 ekor mencit perkelompok, sehingga
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jumlah yang dibutuhkan untuk penelitian eksperimental laboratorik sebanyak 24

ekor mencit.

4.3. VARIABEL PENELITIAN?Y

4.3.1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian jus A. vera dengan
dosis bervariasi ( 0,1 mi/hari, 0,3 ml/hari dan 0,5 mlV/hari ). Dosis yang digunakan
berdasarkan dosis yang telah dikonversi dari kisaran dosis jus A. verg untuk tikus

(0,5-3 m1).”*

4.3.2, Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah respon proliferasi
limfosit, produksi ROI makrofag dan pertumbuhan kuman pada kultur organ hepar.
a. Respon proliferasi limfosit yang berupa berat limpa dalam mg, jumlah

limfosit dihitung dari jumlah limfosit dalam larutan limpa /cc dan jumiah
relatif limfoblas pada sediaan apus limpa dihitung per 200 sel.”

b. Produksi ROI makrofag diperiksa dengan menggunakan Nitroblue
Tetrazolium (NBT} Reduction Assay. Dengan adanya anion superoksid/ Oy
pada kultur makrofag yang diinduksi PMA, akan menyebabkan NBT
tereduksi membentuk presipitat formazan yang hasilnya dibaca dibawah
mikroskop cabaya dengan diukur prosentase dan derajatnya/ 50 makrofag.”*

¢.  Pertumbuhan kuman pada kultur organ hepar adalah penghitungan jurlah

koloni kuman yang dinyatakan dalam CFU/gram jarimc,xan.g51
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4.3.3. Variabel Kendali

Variabel kendali dalam penelitian ini adalah S. fyphimurium sebagai

imunogen. Dosis S. typhimurium yang digunakan adalah 10° CFU ( LDso = 10%).°

4.4. BAHAN DAN REAGEN PENELITIAN

B S typhimurium (phage type 510) dalam media HIB, diperoleh dari Unit
Mikrobiologi RS Telogorejo Semarang.

% % Jus A. vera ( daun A. vera dikupas kulit Juamya, dicuci lalu gel bagian‘dalam
diblender tanpa penambahan air dan disaring)

4 Peritoneal Exudate Cells (PEC) dari mencit strain Balb/c.

% Organ hepar dan limpa dari mencit di atas.

H Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640

¥ Phorbol 12-Myristate 13- Acetate (PMA)

%% Nitro Blue Tetrazolium (NBT) dilarutkan dengan aquabides 1mg/mt

3% Phosphate Buffered Saline (PBS) ¥ Glutamin

% Fetal Bovine Serum (FBS) % Metanol

% Larutan Giemsa 20 % - Larutan NaCl fisiologis steril
3% Penicillin- Streptomycin 34 Aquadest steril

# Alkohol 70 % ¥ NH4Cl

3% Salmonella- Shigella agar | % Pakan standar

¥ Netral Red Sol 2% ¥ Canada balsam
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4.5. ALAT/ INSTRUMEN PENELITIAN

% Spuit disposable 1 cc dan 10 cc steril dengan jarum ukuran 18 atau 20 gavge

¥ Tabung sentrifuse 15 ml dan 50 ml steril

% Pipet ukur 25 mi dan 50 m! % Gelas ukur

# Gunting, pinset dan klem % Kaca benda, coverslip
¥ Pipet Pasteur steril % Refrigerated centrifuge
% Tabung reaksi biasa W Pipet ependorf

¥ Hemocytometer W Microplate 24 well

2 Laminar flow hood % Timbangan elektrik

# Inkubator % Sonde lambung

3% Mikroskop cahaya, kamera foto % Colony counter

% Alluminium foil, mortir H Cawan petri

¥ Vortex Genie 2 % Xandang hewan coba

4,6. TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di : Laboratorium Biokimia, Laboratorium
Bioteknologi, dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Diponegoro Semarang pada bulan Juli — Agustus 2004.

4,7. PROSEDUR PENGUMPULAN DATA

1. Dua puluh empat ekor mencit betina strain Balb/c berumur 8-10 minggu
diadaptasikan selama seminggn di laboratorium dengan dikandangkan

secara memadai dan diberi pakan standar serta minum secara ad libifum.
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2. Dua puluh empat ekor mencit dibagi menjadi 4 kelompok kecil dimana

masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor mencit yang ditentukan dengan

cara acak sederhana lalu dikandangkan perkelompok.

. Setiap kelompok diberi pakan standar sama dan dilakukan penimbangan

berat badan sebelum perlakuan

Kelompok kontrot (K) : mencit hanya mendapat diet standar selama 9 hari,
pada hari ke-6 diinfeksi 10° CFU S. typhimurium intra peritoneal. Hari ke-
10 mencit dibunuh untuk dilakukan pemeriksaan respon proliferasi limfosit,
produksi ROI makrofag dan kultur organ hepar. Pada hari ke-11 diilitung
koloni kuman pada kultur organ hepar.

Kelompok P1 : mencit mendapat diet standar dan jus 4. vera dengan dosis
0,1 ml peroral setiap hari selama 9 hari, pada hari ke-6 diinfeksi 10° CFU
S. typhimurium intraperitoneal. Hari ke-10 mencit dibunuh untuk dilakukan
pemeriksaan respon proliferasi limfosit, produksi ROI makrofag dan kultur
organ hepar. Pada hari ke-11, hitung koloni kuman pada kultur organ
hepar.

Kelompok P2 : mencit mendapat diet standar dan jus A. vera dengan dosis
0,3 ml peroral sctiap hari selama 9 hari, pada hari ke-6 diinfeksi 10° CFU
S. typhimurium intraperitoneal. Hari ke-10 mencit dibunuh untuk ditakukan
pemeriksaan respon proliferasi limfosit, produksi ROI makrofag dan kultur
organ hepar. Pada hari ke-11, hitung koloni kuman pada kultur organ

hepar.
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¢ Kelompok P3 : mencit mendapat diet standar dan jus 4. vera dengan dosis
0,5 ml peroral setiap hari selama 9 hari, pada hari ke-6 diinfeksi 10° CFU
S. typhimurium intraperitoneal. Hari ke-10 mencit dibunuh untuk dilakukan
pemeriksaan respon proliferasi limfosit, produksi ROl makrofag dan kultur
organ hepar. Pada hari ke-11, hitung koloni kuman pada kultur organ

hepar.




4.8. ALURKERJA PENELITIAN

24 ekor mencit diadaptasikan selama 1 minggu

Randomisasi
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Hari ke-10

> Semua mencit dibunuh

> Makrofag intraperitoneal diambil dan dikultur.

> Hepar diambil secara aseptis dan dikultur

> Limpa diambil ditimbang dan dihitung jumlah
limfosit serta jumlah relatif limfoblas

Hari ke-11

> Pemeriksaan produksi ROI makrofag
> Hitung koloni kuman pada kultur organ hepar
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4.9. PROSEDUR PEMERIKSAAN

4.9.1, Prosedur Pengambilan Sampel dari Hewan Percobaan

1. Mencit dibunuh dengan dislokasi leher setelah dinarkose dengan
khloroform. Mencit diletakkan dalam posisi terlentang dan seluruh
permukaan ventral disemprot alkohol 70 %. |

2. Buat irisan kecil pada kulit menggunakan gunting pada medial
abdomen. Robek kulit menggunakan 2 pinset ke arah kepala dan ekor
mencit, sehingga kulit terkelupas dan tampak peritoneum. Basahi
peritoneum dengan alkohol 70 % untuk menyingkirkan bulu-bulu yang
rontok.

3. Sepuluh ml medium RPMI yang mengandung 2% FBS disuntikkan
dalam rongga peritoneum, ditunggu 2 menit sambil dipijat perlahan.

4. Cairan peritoneal diaspirasi dari rongga peritoneum dengan cara
menekan organ dalam dengan 2 jari, cairan diaspirasi dengan spuit
injeksi, dipilih bagian yang tidak berlemak dan jauh dari usus. Aspirat
yang didapat ditampung dalam tabung sentrifuse.

a. Aspirat yang didapat kemudian disentrifuse pada kecepatan 1200
rpm, suhu 4°C selama 10 menit. Bila cairan terkontaminasi darah,
sel dicuci dengan NH4C1 2 ml disentrifus pada 1200 rpm, 4°C
selama 2 menit, supernatan dibuang. Dicuci kembali dengan RPMI
2% FBS disentrifus pada 1200 1pm, 4°C selama 10 menit, lalu
supematan dibuang. Pencucian dinlang sampai 2 kali

b. Supernatan dibuang, kemudian ditambahkan 2 ml medium RPMI

komplit (RPMI 1640 yang mengandung L-glutamin (1mM), Foetal
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Bovine Serum (FBS ) 10% dan ditambah antibiotika (Penicillin 50
unit dan Streptomycin 50 ng/ml).

c. Sel-sel dihitung dengan hemositometer dengan cara meneteskan
setetes larutan (10 ul) pada bilik hitung danA dihitung jumlah sel
makrofagnya. Resuspensikan lagi dengan medium komplit RPMI
schingga di dapat suspensi sel dengan kepadatan 5 x 10° sel/ml.

d. Sel yang didapat merupakan PEC yang dipergunakan untuk
pemeriksaan produksi ROI makrofag.

5. Peritoneurn dibuka, hepar diambil secara aseptis untuk dilakukan kultur
hitung kuman. Limpa diambil untuk pengukuran berat ﬁmpa dan

penghitungan proliferasi limfosit.
4.9.2. Pemeriksaan Proliferasi Limfosit

Respon proliferasi limfosit dapat dinilai berdasarkan parameter

makroskopis dan mikroskopis. Respon secara makroskopis dilihat dari

penambahan berat limpa, sedangkan parameter mikroskopis berupa jumlah

limfosit di limpa dan jumlah relatif sel limfosit muda (112mfobl:as).93

1. Setelah limpa diangkat dari rongga peritoneum, kemudian dibersihkan
dari jaringan ikat maupun pembuluh darah yang masih melekat. Berat
limpa diukur menggunakan timbangan elekirik dalam satuan milligram.

2. Penghitungan jumlah limfosit dilakukan dengan cara: limpa diletakkan
di atas cawan kemudian dihancurkan dan menjadi cair. Kotoran pada
substrat dibersihkan, selanjutnya dilakukan pencucian dengan PBS 5 mi

disentrifuse pada 1200 rpm, 4°C selama 10 menit lale supernatan
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dibuang. Eritrosit dilisiskan dengan NH4Cl 2 ml disentrifus pada 1200
rpm, 4°C selama 2 menit dan supematan dibuang, kemudian dicuci
dengan PBS 1 kali lagi. Setelah pencucian dengan PBS yang kedua kali
dan supematan dibuang lalu ditambah PBS 2 mi. Jumlah limfosit
dihitung dengan bilik hitung Neuebauer Improve, dengan cara
meneteskan cairan limpa tersebut pada bilik hitung.
3. Untuk penghitungan jumlah relatif limfoblas yaitu dengan cara :
> Setetes substrat limpa diambi} dan dibuat preparat apus di atas gelas
sediaan. ‘

» Dilakukan fiksasi dengan methano? dan dikeringkan.

» Dicat dengan pewarna Giemsa.

% Jumlah sel limfoblas dihitung dari 200 sel (limfoblas + limfosit) di
area homogen menggunakan mikroskop cahaya dengan objective
400X, Limfoblas diidentifikasi sebagai sel besar dengan inti yang
bemukleolus, kromatin belum padat (warna lebih muda) dan masih
terlihat adanya sitoplasma. Sedangkan limfosit ukuran selnya lebih
kecil dengan inti bulat berkromatin padat (warna lebih tua) tidak ada

nucleolus dan hampir tidak terlihat sitoplasma.

4.9.3. Pemeriksaan Produksi ROI (O2) dengan Cara Reduksi NBT™

Prinsip: Makrofag distimulasi dengan PMA schingga mensekresi anion
superoksid (O7’) yang akan mengoksidasi NBT menjadi presipitat formazan
(tidak larut) yang tampak berwarna biru dengan pewarnaan Neufral Red jika

dilihat dengan mikroskop cahaya. Terbentuknya presipitat yang berwarna
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biru tersebut dihitung prosentasenya pada tiap sel makrofag sebanyak 50 sel

kemudian ditentukan derajatnya.

Cara pemeriksaan sebagai berikut .

1. Suspensi makrofag (PEC) yang telah dihitung dikultur pada microplate
24 well yang telah diberi coverslip bulat, setiap sumuran 200 pl (5x 10°
sel), diinkubasi dalam incubator CO2 5% 37°C selama 30 menit.

2. Ditambahkan medium komplit 1 ml/ sumuran, diinkubasi selama 2 jam.

3. Sel dicuci dengan RPMI 2x, kemudian ditambahkan mediam komplit
1m¥/sumuran diinkubasi 24 jam. ‘

4. Setelah itu ditambahkan 500 pl larutan NBT yang mengandung 125
ng/ml PMA. Pada sumuran kontrol hanya diberi NBT saja.

5. Diinkubasi dalam incubator CO; 5% 37°C selama 60 menit.

6. Sel dicuci dengan PBS 3x, dikeringkan pada suhu kamar.

7. Fiksasi dengan methanol absolut selama 2-3 menit.

8. Setelah kering diwarnai dengan 2% Neutral Red Sol. selama 15 menit,
dicuci dengan aquades dan dikeringkan pada suhu kamar.

9. Coverslip dimounting pada kaca obyek dengan canada balsam.

10. Se! dengan reduksi NBT (biru) dihitung presentasi dan derajamya.

Derajat presipitat didasarkan pada persentase terbentuknya presipitat,

dengan kriteria sebagai berikut :
Derajat 1 : presipitat <25% Derajat 3 : presipitat 50-75%
Derajat 2 : presipitat 25-50% Derajat 4 - presipitat > 75%

Masing-masing sediaan dibaca pada 50 sel makrofag kemudian dibuat

rata-ratanya.
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4,9.4. Pemeriksaan Koloni Kuman pada Kultor Organ Hepar’®

. Diambil organ hepar secara aseptis dari setiap individu mencit dan

dilakukan penimbangan.

. Jaringan hepar dihancurkan dengan mortir setelah menambahkan 1 mi

NaCl fisiologis steril di dalam tabung.

. Disiapkan 6 buah tabung untuk pengenceran bertingkat yang masing-

masing berisi 4,5 ml NaCl fisiologis steril.

. Dimasukkan 0,5 ml larutan dari mortir ke tabung I dan dilakukan

homogenisasi menggunakan vortex.

. Diambil 0,5 ml larutan dan tabung I kemudian masukkan ke tabung II

dan seterusnya dilakukan prosedur yang sama sampai tabung VI
sehingga telah dilakukan pengenceran 1 : 10 untuk tiap tingkat
pengenceran. Pada tabung terakhir diambil 0,5 ml untuk dibvang.

Semua proses dilakukan dalam laminar flow.

. Sampel dari masing-masing tabung pengenceran sebanyak 0,1 ml

diinokulasikan pada Salmonella-Shigella Agar, dengan cara surface
spreading kemudian diinkubasi dalam inkubator 37°C seclama 24 jam.

Sernwa prosedur diatas dilakukan secara aseptis.

. Dihitung jumlah koloni pada masing-masing plate pengenceran yang

berisi 30-300 CFUL

. Hitmg Colony Forming Unit/gram jaringan dengan rumus sebagai

berikut :

Jumlah CFU x Pengenceran x 10 (karena inokulasinye hanya 0,1 mi per plate)

Berat jaringan (gramj
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4.10. ANALISIS DATAY%

Sebelum dilakukan uji hipotesis, data yang terkumpul terlebih dahulu
diedit, dikoding, di-entry dalam file komputer dan di-clganing. Setelah itu
dilakukan analisis statistik deskriptif dan analitik;

Dalam analisis deskriptif, dihitung nilai kecenderungan sentral (mean dan
median) dan sebaran (SD) dari variabel tergantung (proliferasi limfosit, produksi
ROI makrofag dan hitung koloni pada organ hepar). Hasilnya disajikan dalam
bentuk tabel silang. Dibuat grafik box-plot menurut kelompok perlakuan. Untuk
menilai normalitas dari variabel tergantung dilakukan uji dengan Shapiro-Wilk.

Kemampuan proliferasi. limfosit yang meliputi berat limpa dan jumlah
relatif limfoblas berdistribusi data normal sehingga dalam analisis digunakan uwji
hipotesis menggunakan One way ANOVA dilanjutkan dengan uji Bonferroni.
Sedangkan untuk jumlah limfosit dan hitung koloni kuman organ hepar didapatkan
distribusi data yang tidak normal sehingga dilakukan wji Kruskal Wallis dan
dilanjutkan dengan uji beda Mann-Whitney U. Untuk hasil pemeriksaan produksi
RO! yang berupa data berskala ordinal dilakukan analisis non parametrik
mengg\makml vji Kruskal Wallis dilanjutkan uji Marm-Whitney U.  Analisis
statistik dibantu dengan program SPSS /1.0 for windows. Nilai signifikansi dalam

penelitian ini apabila variabel yang dianalisis memiliki p <0,05.
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Pada tabel 1 terlihat bahwa rerata berat limpa pada kelompok perlaknan
{P1, P2, dan P3) lebih rendah dibanding kelompok kontrol. Rerata berat limpa
paling tinggi terdapat pada kelompok kontrol, yaitu sebesar 290,12 £ 105,91 mg,
sedangkan rerata paling rendah terdapaf pada kelompok P3, yaitu 243,18 = 51,28
mg. Pada grafik boxplot terlihat bahwa nilai median antara kelompok kontrol
dengan ke tiga kelompok perlakuan terlihat tidak berbeda nyata.

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa distribusi data berat limpa
adalah normal sehingga uji beda dilakukan dengan One Way ANOVA. Berda§arkan
uji beda tersebut ternyata antara kelompok kontrol dengan semua kelompok

perlakuan tidak didapatkan perbedaan yang bermakna dengan p > 0,05 (p=0,7 05).
5.1.1.2. Jumlah Limfosit

Jumlah limfosit dihitung dari jumlah limfosit dalam larutan limpa /cc
dengan menggunakan bilik hitung Neuebauer Improve. Data hasil penghitungan
disajikan pada lampiran 3 dan hasil analisisnya pada tabel 2 dan gambar 4 :

Tabel 2. Hasil Analisis Jumlah Limfosit

Jumiah Limnfosit (x 10%)
e

K 6 1.420,83 + 1.168,38 | 1.312,5 | 467,99 194,70 2.646,97 250 2.950
Pl 6 2.179,17 £ 145,27 2.150 59,31 2.026,71 2.331,62 2.000 2375
P2 6 4.866,67 + 960,55 4.600 | 392,14 3.858,63 5.874,71 4.000 6.400
3 6 11.866,67 + 5.025,80 | 11.400 | 2.051.8 6.592,41 | 1.7140,92 4.860 19.200
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Gambar 4. Grafik Boxplot Jumlah Limfosit

Rerata jumlah limfosit tertinggi terlihat pada kelompok periakuan P3, yaitu
(11866,67 x 10°) + (5025,80 x 10°) sedangkan terendah pada kelompok konirol (K}
yaitu (1420,83 x 10°) £ (1168,38 x 10°). Pada grafik boxplot diatas terlihat bahwa
kecenderungan nilai median yang makin meningkat pada kelompok perlakuan di
banding kontrol, hal ini memperlihatkan adanya dose response relationship.

Berdasarkan wji Kruskal Wallis terlihat adanya perbedaan bermakna antar
kelompok perlakuan (p < 0,0001), dimana kelompok yang diberi jus A. vera jumlah
limfositnya lebih tinggi dari kelompok kontrol.

Selanjutnya dengan menggunakan uji beda terkecil Mann Whitney U
( tabel 3) terlihat bahwa kelompok yang mempunyai jumiah limfosit yang berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol adalah kelompok P2 ( p= 0,004) dan
kelompok P3 ( p= 0,004), sedangkan kelompok P1 tidak berbeda bermakna (p=
0,337) dengan kontrol. Kelompok P1 berbeda bermakna dengan kelompok P2 dan

P3 (p = 0,004). Kelompok P3 berbeda bermakna dengan P1 dan P2 (p= 0,013).
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Berdasarkan hasil tersebut maka disimpulkan bahwa semakin meningkat dosis jus
A. vera yang diberikan semakin tinggi jumlah hmfositnya.

Tabel 3. Hasil Uji Mann Whitney U Jumlah limfosit

5.1.1.3. Jumlah Relatif Limfoblas

Jumlah relatif sel limfoblas dihitung dari preparat apus limpa yang telah
diwarnai dengan pewarna Giemsa dan dibitung dari 200 sel (limfoblas + limfosit)
dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 X. Data hasil
penghitungan tersaji pada lampiran 3 dan hasil analisisnya pada tabel 4 dan gambar
5:

Tabel 4. Hasil Analisis Jumlah Relatif Limfoblas

Jumish Relatif Limfoblas

83+21,89 | 63,5] 894 46,36 92,81 50 108
P1 6 | 7050+ 1465 690 592 5512 8588 51 95
P2 6| 9917962 1025] 393 8907 | 10926 85 109

P3 6 | 10550 4,09 104.0 1,67 101,21 109,79 102 112
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Gambar 5. Grafik Boxplot Jumlah Relatif Limfoblas

Dari tabel di atas tampak bahwa rerata jumiah relatif limfoblas dari
kelompok perlakuan (P1, P2, P3) lebih tinggi dari kelompok kontrol. Rerata pada
kelompok kontrol yaitu 69,83 + 21,89 sel, sedangkan rerata tertinggi terdapat pada
kelompok P3 yaitu 105,50 + 4,09. Grafik boxplot di atas menunjukan nilai median
jurlah relatif limfoblas yang semakin meningkat dengan meningkatmya dosis A.
vera, terutama antara dosis P1 ke P2 terlihat peningkatan jumlah relatif limfoblas
yang menyolok.

Data dari jumlah relatif limfoblas ini berdistribusi normal sehingga uji
lanjutnya menggunakan One Way ANOVA dan didapatkan hasil analisis berbeda
bermakna antar kelompok percobaan dengan p< 0,05 (p< 0,0001). Perbedaan lebih
Janjut antar kelompok percobaan dianalisis menggunakan Post Hoc Test (i

Bonferroni) seperti terlihat pada tabel 5.
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Tabel 5. Hasil Post Hoc Test (Uji Bownferroni) Jumlah Relatif Limfoblas

Pada tabel tersebut terlihat bahwa perbedaan bermakna terjadi antara

kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan P2 (p= 0,011) dan (‘iengan
kelompok P3 (p= 0,002), sedangkan dengan kelompok P1 tidak berbeda bermakna
(p= 1,000). Kelompok P1 berbeda bermakna dengan P2 (p= 0,013) dan P3 (p=
0,002). Kelompok P3 tidak berbeda bermakna dengan P2 (p=1,000). Berdasarkan
hasil tersebut maka disimpulkan bahwa pemberian jus A. vera yang mampu
meningkatkan jumlah relatif limfoblas secara bermakna yaitu pada dosis 0,3 ml dan
0,5 ml, jadi dengan meningkatnya dosis mampu meningkatkan jumlah relatif

limfoblas.
512. Produlksi ROI Makrofag

Produksi ROI makrofag diperiksa dengan menggunakan Nitroblue
Tetrazolium (NBI) Reduction Assay. Dengan adanya anion superoksid/ Oy'pada
kultur makrofag yang diinduksi PMA, akan menyebabkan NBT tereduksi
membentuk presipitat formazan. Hasilnya dibaca dibawah mikroskop cahaya
dengan diukur prosentase dan derajatnya per 50 makrofag kemudian dibuat rata-
rata dan dinyatakan dalam derajat 1 — 4. Data hasil pemeriksaan terlihat pada

lampiran 3 dan hasil analisisnya tampak dalam tabel 6 dan gambar 6



Tabel 6. Hasil Analisis Produksi ROI Makrofag

Produksi ROI (superoksida)
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K 1,53+ 0,17 1,55 0,07 1,35 1,72 1,3 18
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Gambar 6. Grafik Boxplot Produksi ROI

Pada grafik boxplot di atas terlihat bahwa nilai median produksi ROI

makrofag pada kelompok perlakuan (P1, P2, P3) tampak berbeda nyata dibanding

kontrol, namun antar kelompok perlakuan tidak berbeda nyata. Hal ini

memperlihatkan tidak adanya perbedaan pengaruh dosis yang berbeda.

Data penghitungan ROI merupakan data dalam skala ordinal, schingga

digunakan uji nonparametrik Kruskal Wallis yang dilanjutkan dengan uji beda

nyata terkecil dengan vji Mann Whitney U. Berdasarkan wji Kruskal Wallis (p=

0,002) terlihat bahwa pemberian jus 4. vera meningkatkan produksi ROI dilibat

dari reratanya yang lebih tinggi dari rerata kelompok kontrol (1,53 % 0,17).




Kelompok P3 mempunyai rerata produksi ROI tertinggi yaitu 2,25 + 0,08 diikuti
oleh kelompok P2 (2,13 0,15) dan P1 (2,17 £ 0,12).

Selanjutnya dengan menggunakan uji beda terkecil Mawnn Whitney U
( ‘.tabel 7) terlihat bahwa semua produksi ROI kelompok perlakuan berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol yaitu kelompok P1 ( p= 0,003), kelompok P2
(p=0,004) dan kelompok P3 ( p=90,003). Terdapat perbedaan bermakna produksi
ROI pada mencit yang mendapat jus A. vera dibandingkan dengan mencit yang
tidak diberikan jus tersebut, tetapi antar perlakuan dosis yang berbeda tidfik ada
berbedaan pengaruh yang nyata. Berdasarkan hasil tersebut maka disimpulkan
bahwa pemberian dosis jus A. vera terkecil (0,1 mb/hari) sudah mampu

meningkatkan produksi ROI secara maksimal.

Tabel 7. Hasil Uji Mann Whitney U Produksi ROI Makrofag

5.1.3, Hitung Kuman Organ Hepar

Pertumbuhan kuman pada kultur organ hepar adalah penghitungan jumnlah
koloni kuman yang dinyatakan dalam CFU/gram jaringan. Data hitmg kuman
terlihat pada lampiran 3 dan hasil analisis statistik terlihat pada tabel 8 dan gambar

7
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Tabel 8. Hasil Analisis Himng Kuman

1.534.000 & 173.023,65 1.484.500 70636,63 1.352.422,76 1.715.577,24 1.362.000 1.799.000

Bl 6 666.683,33% 624.114,52 345650 2547939 11.714,89 1321.651,78 153.600 1.541.000
P2 [3 319.355,00 & 172.718,60 255225 70512,07 138.097,94 500.612,06 173000 653.600
P3 [ 314.466,67 + 174.055,59 320.600 710579 131.806,52 497,126,81 42,700 560,300
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Gambar 7. Grafik Boxplot Hitung Kuman

Pada tabel di atas terlihat bahwa rerata hitung kuman organ hepar tertinggi
terdapat pada kelompok kontrol yang tidak mendapat jus A. vera yaitu 1534000 +
173023,7 cfu/gram, berturut-turut diikuti oleh kelompok P1 (666683,33 £624114,9
cfu/gram), kelompok P2 (319355,00 £ 172718,6 cfi/gram) dan rerata yang paling
rendah pada kelompok P3 yaitu 314466,67 + 174055,6 cfu/gram. Grafik boxplot di
atas memperlihatkan nilai median yang tampak berbeda nyata semakin menurun
pada semua kelompok perlakuan (P1, P2, P3) dibanding kontrol, tetapi antar
kelompok perlakuan dengan dosis yang berbeda tidak menunjukkan penurunan

hitung kuman yang berbeda secara nyata.
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Data hitung kwinan berdistribusi tidak nomnmal, maka uji hipotesis untuk
melihat perbedaan pada keempat kelompok percobaan menggunakan uji Kruskal
Wallis. Hasil uji tersebut memperlihatkan adanya perbedaan bermakna antar
kelompok percobaan p< 0,05 (p= 0,011). Untuk melihat besarnya perbedaan yang
nyata antar kelompok percobaan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney U. Hasil
analisis terlihat pada tabel 9. Perbedaan yang bermakna terlihat pada semua
kelompok perlakuan (P1, P2, P3) dibandingkan dengan kelompok kontrol, yaitu
dengan kelompok P1 (p= 0,037), dengan kelompok P2 (p= 0,004) dan dengan
kelompok P3 (p= 0,004). Antar kelompok P1, P2 dan P3 tidak ada perbedaan
bermakna. Pemberian jus A. vera dapat menurunkan hitung kuman organ hepar
dengan perbedasn yang bermakna dibanding kelompok yang tidak diberi jus
tersebut, akan tetapi antar kelompok perlaknan denganl semakin meningkatmya
dosis tidek menunjukkan perbedaan bermakna pada jumlah kuman. Berdasarkan
hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa pemberian dosis jus 4. vera terkecil (0,1

ml/hari) sudah mampu menurunkan hitung kuman secara maksimal.

Tabel 9. Hasil Uji Mann Whitney U Hitung Kuman
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5.2. PEMBAHASAN
5.2.1. Proliferasi Limfosit

Respon imun seluler akan teraktifasi untuk mengeliminasi infeksi oleh
bakteri intraseluler seperti S. fyphimurium, diantaranya dengan adanya respon
proliferasi imfosit. Respon proliferasi limfosit sécara makroskopis dilibat dengan
adanya penambahan ukuran (besar dan berat) limpa (splenomegaly). Pembesaran
limpa merupakan penemuan klinis penting pada sepsis dan mencerminkan
penambahan fungsi fagositik.”’ Pada penelitian ini ternyata tidak ada penan;bahan
berat limpa yang berbeda bermakna terhadap kontrol pada semua kelompok yang
diberi A. vera, berat limpa justru menurun dengan semakin meningkatnya dosis 4.
vera. Hal ini kemungkinan karena lamanya infeksi yang hanya 4 hari belum
mencukupi untuk terjadinya pembesaran limpa. Menurut Manson dan Guerrant
dalam Gasem (2001), pada infeksi oleh S. typhimurium, hepatomegaly lebih sering
terjadi daripada splenomegaly, keduanya terjadi pada akhir minggu pertama atau
awal minggu ke dua.'®

Berat limpa yang cenderung menurun pada kelompok yang diberi 4. vera
meski tidak berbeda bermakna dengan kontrol kemungkinan disebabkan oleh efek
anti-inflamasi dari A. vera schingga pembesaran organ karena pengaruh inflamasi
dapat ditekan. Diketahui bahwa pada infeksi oleh S #Hphimurium akan
menginisiasi respon inflamasi pada tempat penyebaran bakteri ini, diantaranya
akan mencapai limpa dan dapat menyebabkan pembesaran pada limpa tersebut.”’
Efek anti-inflamasi dari 4. vera ini seperti ditunjukan oleh beberapa penelitian,

yaita penelitian oleh Davis dan Maro (1989), A. vera mempunyai aktivitas anti-
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inflamasi pada mencit diabetik dengan memblok respon leukosit Polimorfonuklear

(PMN) ke tempat inflamasi.'® Penelitian lain oleh Vasques dkk (1996), efek anti-

inflamasi A. vera yaitu dengan aksi inhibisi pada jalur asam arachidonic via

® Sedang penclitian oleh Tizard (1996) menyatakan bahwa

cyc!ooxygendse.
ekstrak Aloe membrasaranai mekanisme anti-inflamasi dengan memblok emigrasi
neutropil yang diprasarani oleh integrin (2 tertentu (LFA-01 dan Mac-1 ).
Imunitas terhadap Salmoneila melibatkan komponen cell mediated imunity
{CM) seperti limfosit. Limfosit secara genetis diprogram agar mampu mengenal
antigen tertentu saja. Organ limfoid sekunder seperti limpa berfungsi untuk
menangkap dan mengumpulkan antigen dengan efektif, untuk proliferasi dan
diferensasi limfosit yang sudah disentisasi ( antigen commited lymphocyte).
Limfosit mengalami resirkulasi dari organ limfoid satu ke lainnya, ke saluran Limfe
dan darah sehingga sewaktu terjadi infeksi akan bamyak limfosit terpajan dengan
antigen kuman penginfeksi. Kemampuan mengenal antigen tersebut disebabkan
oleh adanya .r&septor pada permukaan sel limfosit tersebut. Limfosit yang telah
distimulasi oleh anfigen spesifik akan segera membelah dan akan mengekspresikan
reseptor baru yang memungkinkan mereka untuk merespon terhadap sitokin dan
sel lain yang merupakan sinyal proliferasi. Limfosit juga akan mulai mensekresi
sitokin sendiri dan dibawah pengaruh sitokin tersebut mercka akan mengalami
sejumlah siklus pembelahan sebelum berdiferensiasi menjadi sel efektor yang
mafang. Prbﬁfcrasi akan menurunkan sel-sel yang secara genetis identik (clonal
selection).” ®
Pengaruh pemberian jus A. vera pada penelitian ini dapat meningkatkan

jumlah limfosit pada limpa dibandingkan kontrol, dengan perbedaan yang
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bermakna dengan kelompok yang diberi dosis 0,3 ml (P2) dan 0,5 ml (P3) jus
A. vera. Meski dengan dosis 0,1 ml (P1) tidak berbeda bermakna tetapi kelompok
yang diberi jus 4, vera ini jumiah limfositnya cenderung lebih tinggi dari kontrol.
Hal ini kemungkinan disebabkan karena adanya rangsaﬁgan dari komponen
A. vera yang bersifat mitogen terbadap himfosit. Mitogen dan lectin merupakan
bahan alamiah yang mempunyai kemampuan mengikat dan merangsang banyak
klon limfoid untuk proliferasi dan diferensiasi.” Berdasarkan penelitian Imanishi
(1993) dan Koike dkk (1995), Aloctin A (lectin) merupakan substansi aktif pada
tanaman Aloe yang mempunyai aktivitas mitogenik bagi limfosit tikus.;m’ 103
Stimulasi limfosit dengan mitogen mengakibatkan berbagai reaksi biokimia di
dalam sel, diantaranya fosforolasi nukleoprotein, pembentukan DNA dan RNA dan
scbagainya. Secara morfologik perubahan-perubahan tersebut tampak sebagai sel
yang menyerupai blast.®

Perlakuan dengan A. vera pada penclitian ini dapat meningkatkan jumlah
relatif limfoblas limpa. Berdasarkan jumlah relatif limfoblas yang tinggi maka
diasumsikan jumlah limfositnya juga akan tinggi. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa jumlah relatif limfoblas yang berbeda bermakna dengan kontrol adalah
kelompok P2 dan P3, sedangkan P1 cenderung lebih tinggi dari kontrol tetapi tidak
berbeda bermakna. Hal ini sejalan dengan hasil yang diperoleh pada jumlah
limfosit, dengan demikian pemberian A. vera mampu meningkatkan proliferasi

limfosit meskipun tidak disertai dengan peningkata berat limpa.
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5.2.2. Produksi ROI Makrofag

Imunitas terhadap Salmonella melibatkan proses fagositosis oleh makrofag
teraktivasi, di mana aktivasi terjadi mela]ui salah satu sitokin yang dihasilkan sel T.
Sitokin yang dihasitkan oleh sel T 1m yaitu IFN-y yang merangsang dan
mengaktifkan makrofag untuk memproduksi sitokin, metabolit asam arachidonic‘
dan berbagai substansi pembunuh kuman, termasuk ROI, NO serta enzim lisosim
yang disekresikan ke dalam fagosom.* > '

Makrofag teraktivasi mengubah oksigen menjadi reactive oxygen
intermediates (ROI) yang merupakan agen pengoksidasi reaktif  yang
menghancurkan mikroba. Pada penelitian ini pemberian jus A.vera pada semua
dosis mampu meningkatkan produksi ROI makrofag yang berbeda bermakna
dengan kontrol. Berdasarkan penelitian t'Hart dkk (1990), senyawa yang
terkandung pada 4. vera dengan berat molekul (Mr) rendah mampu menghambat
pelepasan reactive oxygen spesies (ROS) oleh PMN pada manusia yang distimulasi
PMA  tetapi efek menghambat ini  merupakan hasil tak langsung dari
berkurangnya penggunaan ion Ca bebas intraseluler, dimana senyawa dengan Mr
rendah bersifat antagonis terhadap Ca-ionophore A23187.1% Kemungkinan dosis
jus A. vera yang diberikan pada penelitian ini mengandung senyawa dengan Mr
rendah yang masih bisa ditolerir oleh makrofag sehingga belum mampu

menghambat pembentukan ROI sehingga produksi ROI makrofag masih mampu

ditingkatkan,
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5.2.3. Hitung Kuman Organ Hepar

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan bermakna pada penurunan

jumlah kuman pada semua kelompok yang diberi A. vera dibanding dengan

kelompok konirol. Hal ini sebagai gambaran adanya interaksi antara komponen
sistem imun dalam mengeliminasi Salmonella ditunjang oleh pemberian A. vera
yang berfungsi sebagai imunomodulator.

Sistemm imun natural mempunyai fungsi dasar mengidentifikasi dan
membasmi mikroba penyusup dan penanda bagi sistem imun adaptif untuk hadir."’
Pelepasan médiatér inflamasi menimbulkan infiltrasi dari berbagai tipe sel ke

tempat infeksi dan memperkuat respon. Pengambilan dan penghancuran bakteri

oleh sel fagosit juga memfasilitasi proteksi inang. Proses imun natural dilakukan

oleh sel-sel yang relatif tidak terbatas pada patogen spesifik, meliputi sel NK, sel
NKT, neutrofil dan makrofag. Neutrofil dan makrofag penting bagi survivalnya
inang selama respon primer te:rhadap infeksi Salmonella, teruatama dalam
mengontrol replikasi bakteri tersebut. 2

Neutrofil, makrofag, sel NK dan sel TNK mampu memproduksi berbagai
sitokin yang terlibat selama awal infeksi Salmonella. Studi eksperimental pada
survival inang dari mencit dengan defisiensi genetik untuk sitokin spesifik atan
reseptornya telah memperlibatkan bahwa TNF, 3335 TFN-y, 37 1L-12 *® dan IL-
18 * penting pada awal respon primer terhadap Salmonella. IFN-y diproduksi oleh
limfoid dan sel myeloid selama awal infeksi. Sel NK yang aktif memproduksi
sitokin seperti IFN-y, TNF-a. dan granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF). Dengan memproduksi IFN-y, set NK dapat meningkatkan

respon CMI dengan mengaktifasi makrofag dan mengarahkan diferensiasi sel Th ke
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arah Thl. Sitokin yang dibasilkan sel NK juga memodulasi hematopoiesis dan
meningkatkan produksi granulosit dan makrofag. Sel NK berfungsi sebagai
jembatan antara sistem imun innate dan adaptif, beraksi sebagai dasar pertahanan
seraya memproduksi sitokin untuk memicu perkembangan respon imun spesifik,*

Subset sel T diperlukan untuk ekspresi penuh imunitas terhadap S.
typhimurium. Pada infeksi Salmonella primer pada mencit model, pembersihan
bakieri tersebut dari jaringan memerlukan sel-sel T CD4" fungsional dan
perkembangan imunitas sel T tipe Th1.® Fungsi sel T CD4" ini juga membantu
pembentukan sel T CD8" spesifik Salmonella dan pengaturan pembeﬁtukan
granuloma untuk membatasi penyebaran bakteri. Sel T CDS8" sitotoksik dapat
melisis sel terinfeksi dan dapat memproduksi sitokin yang dibutuhkan untuk
pengerahan dan aktivasi fagosit.”’

Dari meningkatnya respon proliferasi limfosit dapat menggambarkan awal
dari perkembangan respon imun spesifik untuk mengatasi infeksi oleh bakteri
tersebut. Begitu juga dari peningkatan produksi ROL makrofag dapat mendukung
proses killing terhadap Salmonella tersebut. Dalam penelitian ini terbukti
pemberian 4. vera dapat menurunkan jumlah kuman di hepar.

Dari hasil penelitian diatas perlu diperiksa sitokin yang berperan dalam
aktivasi sel-sel yang berperan dalam imunitas terhadap Salmonella yaitn IFN-y dan
[L-12. Karena kemampuan Salmonella typhimurium dalam menginvasi berbagai
organ seperti hepar dan limpa, serta untuk mengetahui akibat pemberian A. vera
pada ginjal maka perlu dilakukan pemeriksaan histopatologi pada organ-organ

tersebut.




BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. KESIMPULAN

1. Meskipun tidak memberikan perbedaan bermakna pada berat limpa,
pemberian jus 4. vera dapat meningkatkan respon proliferasi limfosit :
a  Dengan meningkamya dosis akan meningkatkan jumlah limfosit.
b. Dengan meningkatnya dosis akan meningkatkan jumlah relatif
limfoblas.
2. Pemberian dosis jus A. vera terkecil (0,1 mblhari) sudah mampu
meningkatkan produksi ROl secara optimal.
3. Pemberian dosis jus A vera terkecil (0,1 mbhari) sudah mampu
menurunkan hitung kuman secara optimal.
Jadi pemberian jus 4. vera mampu meningkatkan respon proliferasi
limfosit, respon produksi ROI makrofag dan mampu menurunkan hitung kuman

organ hepar mencit Balb/c yang diinfeksi S. typhimurium.
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6.2. SARAN
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1. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk melengkapi konsep pemikiran

penelitian ini yaitu :

a.

Pemeriksaan sitokin-sitokin yang berperan dalam respon immm
terhadap S. fyphimurium terutama IL-12, TNF-a dan IFN-y, karena
IL-12 dan TNF-c¢t berperan dalam menstimulasi sel-sel imun seperti
sel NK dan sel T untuk memproduksi IFN-y yang penting untuk
mengaktivasi makrofag sehingga mampu meningkatkan i)roses
killing terhadap bakteri tersebut.

Pemeriksaan histopatologi pada berbagai organ seperti hepar, limpa,
dan intestin selain karena Salmonefla mampu hidup dalam organ-
organ tersebut juga dilihat efek 4. vera terhadap organ-organ
tersebut.

Dilakukan penelitian survival terhadap mencit yang diinfeksi

S. typhimurium dan diberi jus A. vera.

2. Perlu dilakukan penelitian prekiinik untuk mengetahui efek jus A. vera

sebagai terapi pendamping untuk memodulasi sistern imun dalam mengatasi

infeksi S. typhimurium.




BAB 7

RINGKASAN

Demam tifoid merupakan penyakit paling serius yang disebabkan oleh
serovar Salmonella, terjadi di seluruh bagian dunia, diperkirakan 16,6 juta kasus
terjadi per tahun di negara-negara berkembang termasuk di Indomesia. S.
typhimurium merupakan agen yang bertanggung jawab terhadap salmonellosis
pada mencit, penyakit yang analog dengan demam tifoid yang disebabkan oleh S.
typhi pada manusia. Dalam menghadapi bakteri intraseluler ini, sistem‘ imun
terutama menanganinya dengan respon imun seluler (cell mediated immunity/
CMI). ‘Makrofag merupakan eksekutor non-spesifik dan sel T merupakan mediator
spesifik untuk menghancurkan mikroba intraseluler. Untuk melawan bakteri
intraseluler yang mampu bertahan di dalam sel makrofag, diperlukan
imunostimulan untuk meningkatkan kemampuan makrofag dalam mengeliminasi
bakteri tersebut. Salah satu tanaman yang dapat berperan sebagai imunomodulator
terutama sebagai imunostimulan yaitn 4/oe vera.

Permasalahan dalam penelitian ini yaitu apakah pemberian jus 4. vera
mampu meningkatkan respon proliferasi limfosit, produksi ROI makrofag dan
jumiah koloni kuman organ hepar pada mencit Balb/c yang diinfeksi S
typhimurium bila dibandingkan dengan yang tidak diberi jus tersebut ?

Tujuan penelitian ini adalah mengetahui respon proliferasi limfosit yang
meliputi berat limpa, jumlah limfosit dan jumlah relatif limfoblas, respon produksi

ROI makrofag dan jumlah koloni kuman pada kultur hepar pada kelompok mencit

75 mm-w@m_um‘}
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Balb/c yang diinfeksi S. fyphimurium dan diberi berbagai dosis jus A. vera
dibandingkan dengan yang tidak diber: jus tersebut.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik mumi depgan
rancangan The Post Test-Only Control Group yang menggunakan hewan coba
mencit betina Balb/c berusia 8-10 minggu, schat, berat badan 20-30 gram.

Sebanyak 24 ekor mencit yang telah diadaptasikan selama 1 minggn dan
diberi pakan standar serta minum secara ad libitum, dibagl secara acak menjadi 4
kelompok perlakuan yaitu : kelompok kontrol (K) hanya mendapat diet standar
selama 9 hari dan 3 kelompok perlakuan (P) yang dibeti jus A. vera yaitu I;l (0,1
mb/hari), P2 (0,3 mV/hari) dan P3 (0,5 ml/hari) selama 9 hari peroral. Pada hari ke-
6, mencit pada semua kelompok diinfeksi 10° CFU S. typhimurium intraperitoneal.
Hari ke-10 mencit dibunuh dan dilakukan pemeriksaan respon proliferasi limfosit
(berat limpa, jumlah limfosit dan jumiah relatif limfoblas), produksi ROI makrofag
dan jumlah koloni kuman kultur organ hepar.

Data berat limpa dan jumlah relatif limfoblas dianalisis menggunakan One
way ANOVA dilanjutkan dengan wji Bonferroni, sedangkan data jumlah limfosit,
produksi ROI makrofag dan hitung koloni kuman organ hepar dianalisis dengan nji
Kruskal Wallis dilanjutkan dengan uji beda Mann-Whitney U.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian jus A. vera tidak dapat
meningkatkan berat limpa (p=0,705). Hal ini kemungkinan karena lamanya infeksi
yang hanya 4 hari belum mencukupi wntuk terjadinya pembesaran limpa.
Kemungkinan lain disebabkan oleh efek anti-inflamasi dari 4. vera sehingga
pembesaran organ karena pengaruh inflamasi dapat diiekan. Pemberian jus,EA.

vera dapat meningkatkan jumlah limfosit pada P2 dan P3 (p= 0,004) secara
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bermakna, sedangkan pada Pl (p= 0,337) cenderung meningkat tetapi tidak
berbeda bermakna dibanding kontrol. Hal mi kemungkinan disebabkan karena
adanya rangsangan dari komponen A. vera yang bersifat mitogen terhadap limfosit
yang mempunyai kemampuan mengikat dan merangsang banyak klon limfoid
untuk proliferasi dan diferensiasi. Pemberian jus A.vera juga meningkatkan jumlah
relatif limfoblas pada P2 (p= 0,011) dan P3 (p= 0,002) secara bermakna, sedang
pada P1 (p= 1,000) meningkat tapi tidak berbeda bermakna. Berdasarkan jumlah
relatif limfoblas yang tinggi maka diasumsikan jumlah limfosimya juga akan

tinggi. Peningkatan jumlah limfosit dan jumlah relatif limfoblas dalam penelitian

ini berhubungan dengan bertambahnya dosis jus A. vera yang diberikan. Produksi

Raective Oxygen Intermediate (ROI) makrofag meningkat secara bermakna
dibanding kontrol pada semua kelompok yang di beri jus 4.vera yaitu P} (P~
0,003), P2 (p= 0,004) dan P3 (p=0,003). Hitung kuman menurun secara bermakna
pada semua kelompok yang diberi jus A. vera dibanding kontrol yaitu P1 (p=
0,037), P2 (p= 0,004) dan P3 (p=0,004). Pada produksi ROI makrofag dan hitung
kuman antar perlakuan jus A. vera tidak terdapat perbedaan bermakna jadi pada
dosis terendah sudah bisa meningkatkan produksi ROl maupun menurunkan hitung
kuman secara optimal dibanding dengan kontrol. Hal ini merupakan gambaran
adanya interaksi antara komponen sistem imun dalam mengeliminasi Salmonella
ditunjang oleh pemberian 4. vera yang berfungsi sebagai imunomodulator. Dari
meningkatnya respon proliferasi limfosit dapat menggambarkan awal dari
perkembangan respon imun spesifik untuk mengatasi infeksi oleh bakteri tersebut.

Begitu juga dari peningkatan produksi ROI makrofag, memperlihatkan salah satu
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gambaran fagosit teraktivasi yang dapat mendukung proses killing terhadap
Salmonella tersebut.

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian jus A. vera dapat
meningkatkan respon proliferasi limfosit dilihat dari peningkatan jumlah limfosit
dan jumlah relatif limfoblas yang berhubungan dengén meningkamya dosis tetapi
tidak meningkatkan berat limpa, serta dapat meningkatkan produksi ROI makrofag
dan menurunkan hitung kuman di hepar secara optimal pada dosis jus A. vera

terendah (0,1 ml/hari).
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