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THE EFFECT OF ADMINISTERED ECHINACEA ON THE MACROPHAGE
PHAGOCYTOSIS ABILITY OF BALB/c MICE WITH OMEGA-3 DIETARY AND
Listeria monocytogenes INFECTION
YBambang Sulistyo, ¥ Dwi Pudjonarko

ABSTRACT

Background : Previous research proved that mice with Omega-3 dietary had worse cellular
immunity response than control. One of immune stimulator, Echinacea perhaps increases
cellular immunity response at phagocytosis. This research was aimed to know effect of
omega-3 dietary suppressing immune response and influence of echinacea to diminish
impairment of cellular immunity at macrophage’s phagocytosis ability.

Objective :  The purpose of this research is to observe effect of echinacea as a trigger
macrophage’s phagocytosis ability in BALB/c mice with omega-3 dietary compared with
BALB/c mice with omega-3 dietary without administered echinacea.

Method : An experiment using The Post Test Only Control Group Design was implemented
to BALB/c mice. 24 male BALB/c mice were divided into four groups. K group were received
no additional treatment, O group were given dietary omega-3 in their food, E group were
given echinacea supplementation, and OF group were given dietary omega-3 and echinacea
supplementation. At the 28" day, all groups were intravenously injected with live Listeria
monocytogenes. Phagocytosis ability was measured with phagicytosis index. Data were
analyzed using One Way ANOVA and Post Hoc Test Bonferroni on 0,05 of significant
degree.

Result :  There was significant difference in macrophage phagocytosis ability between OFE
group and O3 group (p<0,05). Phagocytosis ability in O3 group is lower than O3E group.
Conclussion : There was significant difference, that omega-3 dietary can suppress cellular
immune response at phagocytosis ability and administered echinacea is useful to repair this
immune response.

Keywords : Macrophage, Phagocytosis, Omega-3, Echinacea.
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PENGARUH PEMBERIAN ECHINACEA TERHADAP KEMAMPUAN
FAGOSITOSIS MAKROFAG MENCIT BALB/C YANG DIBERI DIET
OMEGA-3 DAN DIIBFEKSI Listeria monocytogenes
Bambang Sulistyo ", Dwi Pudjonarko®

ABSTRAK

Latar Belakang : Penelitian sebelumnya membuktikan pada mencit yang diberi diet
minyak ikan tinggi Omega-3 terjadi penurunan immunitas seluler. Salah satu
immunostimulator yaitu Echinacea yang pada penelitian sebelumnya mampu memacu respon
immunitas seluler, namun penelitian yang dilakukan masih terbatas.

Tujuan : Penelitian ini bertujuan untuk melihat efek Echinacea dalam meningkatkan
kemampuan fagositosis makrofag pada mencit yang diberi diet Omega-3 dibanding dengan
mencit yang diberi diet Omega-3 tanpa suplemen Echinacea.

Metode : Suatu penelitian eksperimental yang menggunakan desain The Post Test Only
Control Group Design dilakukan terhadap mencit BALB/c. Sebanyak 24 ekor mencit
BALB/c jantan dibagi dalam 4 kelompok. Kelompok K tidak diberi perlakuan, kelompok O
diberi diet Omega-3, kelompok E diberi suplemen Echinacea, kelompok OE mendapatkan
diet Omega-3 dan Echinacea. Pada hari ke-28 semua kelompok diinjeksi intravena dengan
Listeria monocytogenes hidup. Kemampuan fagositosis dihitung menggunakan index
fagositosis. Data dianalisis dengan uji One-Way ANOVA untuk melihat perbedaan pada
keempat kelompok. Perbedaan pada masing-masing kelompok dianalisis dengan uji Post Hoc
Test Bonferroni pada derajat kemaknaan 0,05.

Hasil : Didapatkan perbedaan bermakna pada kemampuan fagositosis makrofag mencit
BALB/c yang diberi diet Omega-3 dan suplemen Echinacea dibanding yang tidak mendapat
suplemen Echinacea (p<0,05). Kemampuan fagositosis makrofag mencit pada kelompok O
lebih rendah dibanding pada kelompok OE

Kesimpulan : Adanya perbedaan bermakna dimana pemberian diet Omega-3 dapat membuat
respon immunitas seluler lebih rendah serta pemberian suplemen echinacea dapat
memperbaiki respon tersebut dilihat dari tingginya kemampuan fagositosis makrofag.

Kata Kunci : Makrofag, Fagositosis, Omega-3, Echinacea.
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PENDAHULUAN

Omega-3 adalah asam lemak tak jenuh rantai panjang. Asam lemak ini banyak
terdapat pada berbagai sumber makanan, terutama minyak ikan.'? Minyak ikan banyak
dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai sumber makanan karena dipercaya dapat
meningkatkan kesehatan tubuh, namun beberapa penelitian pada hewan coba membuktikan
bahwa terjadi penurunan respons imunitas seluler, sehingga dapat meningkatkan risiko
terpapar penyakit atau infeksi.'->*4>678

Listeria monocytogenes adalah bakteri intraseluler yang banyak digunakan dalam
penelitian mengenai infeksi bakteri intrasel karena kemampuannya bertahan dan menghindari
mekanisme bakterisidal dalam makrofag. Bakteri ini mampu menginduksi sistim imunitas
seluler yang dilakukan oleh makrofag dengan proses T-cell mediated immunity.>'®!"

Salah satu herbal yang berfungsi sebagai immunomodulator adalah ekstrak tanaman
Echinacea sp.'*" Polisakarida dari Echinacea memiliki efek stimulasi aktivitas makrofag dan
meningkatkan fagositosis.”> Penelitian secara in vivo pada mencit menunjukkan adanya
peningkatan aktivitas makrofag dengan pemberian Echinacea.' Reaksi immunomodulasi juga
terlihat pada percobaan terhadap darah manusia secara invitro."

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan fagositosis makrofag pada
mencit yang diinokulasi Listeria monocytogenes, diberi diet omega-3 dan diberi suplemen
echinacea dibanding yang tidak diberi echinacea. Binatang coba yang digunakan dalam
penelitian ini adalah mencit BALB/c. Kemampuan fagositosis makrofag mencit BALB/c
yang menurun karena diet omega-3 mungkin dapat diatasi dengan pemberian suplemen

Echinacea. Karena penelitian ini menggunakan hewan coba, diharapkan penelitian ini dapat

menjadi landasan penelitian lebih lanjut pada manusia.



METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratorik dengan pendekatan The
Post Test Only Control Group Design dengan menggunakan hewan coba yaitu mencit
BALB/C sebagai objek penelitian.'>'®

Sampel untuk penelitian ini adalah 24 ekor mencit jantan strain BALB/c yang
diperoleh dari PUSVETMA (Pusat Veterinaria Farma) Surabaya. Dalam pemilihan mencit
untuk percobaan harus diperhatikan dalam hal keturunan (strain BALB/c), umur mencit ( 10
minggu), jenis kelamin (jantan), berat badan 20-30 gram, tidak ada cacat fisik dan mencit
bergerak aktif.'"'*"

Mencit diadaptasi dalam laboratorium dengan dikandangkan secara individual selama
1 minggu dan diberi pakan standar pada waktu yang sama dan takaran yang sama pula.
Kebersihan kandang, ventilasi dan pencahayaan harus selalu diperhatikan. Sebelum
perlakuan berat badan mencit ditimbang untuk memastikan agar sesuai dengan kriteria yang
telah disebutkan. Setelah adaptasi, 24 ekor mencit dibagi secara acak menjadi 4 kelompok
yang terdiri dari 6 ekor mencit per kelompok.

Kelompok Kontrol (K) hanya memperoleh makanan standar. Kelompok Omega-3 (O)
selain mendapat makanan standar juga mendapat suplemen minyak ikan kaya omega-3
produksi Sigma Menhaden dengan kode produksi F8020 yang dicampur dalam makanan
sebanyak 5% (w/w) selama 33 hari. Kelompok Echinacea (E) selain makanan standar juga
diberi suplemen Echinacea produksi Natural Health sebanyak 2 mg yang dilarutkan dalam
aquadest sampai 0,4 ml (dosis maksimal mencit 20 g = 2,34 mg, berdasarkan tabel konversi
perhitungan dosis Laurence and Bacharach) melalui sonde lambung. Kelompok Omega-3-
echinacea (OE) mendapat gabungan suplemen minyak ikan dan Echinacea selain pakan
standar dengan cara pemberian seperti kelompok sebelumnya. Pada hari ke-28 semua

kelompok perlakuan diinjeksi dengan 10* Listeria monocytogenes hidup dalam 0,5 ml
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aquadest yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Diponegoro secara intra vena. Pada hari ke-33, semua mencit dibunuh dengan dislokasi leher.
Pemilihan kuman Listeria monocytogenes karena kuman ini telah banyak digunakan dalam
mempelajari sistim immunitas seluler. Hal ini disebabkan karena bakteri ini dapat bertahan
hidup dalam makrofag dan terhindar dari mekanisme bakterisid makrofag. Antibodi,
komplemen dan netrofil sulit membunuh mereka karena hidupnya yang berada di dalam sel.
Makrofag adalah pertahanan pertahanan utama terhadap kuman ini, meskipun antibodi
berperan dalam pencegahan infeksi. *'' Mekanisme imun yang berperan dalam melawan
infeksi Listeria monocytogenes adalah T-cell mediated immunity. Dosis Listeria
monocygenes sebanyak 10* (LDs, = 2x10°) dapat menginduksi sistim immunitas seluler
dalam penelitian ini. Mekanisme yang diperhatikan dalam penelitian ini adalah stimulasi
limfosit T dan aktivasi makrofag dimana fungsi makrofag sebagai APC yang melibatkan
MHC kelas I1.%'"2°

Cairan peritoneal mencit yang diambil untuk mengisolasi makrofag dibuat suspensi
dengan kepadatan sel 10% ml. Suspensi tersebut dikultur dalam microplate berisi coverslip.
Setelah inkubasi selama 30 menit ditambah medium komplit, lalu diinkubasi selama 24 jam.
Setelah kultur sehari ditambahkan suspensi lateks 2,5x107 /ml sebanyak 200ul per sumuran.
Kemudian diinkubasi lagi selama 60 menit. Setelah itu dicuci dengan PBS, difiksasi dengan
methanol absolute (96%). Setelah fiksasi cukup baik dan methanol sudah mengering dicat
dengan giemsa 20% selama 30 menit. Setelah kering dimounting pada object glass.

Pemeriksaan kemampuan fagositosis makrofag dilakukan menggunakan mikroskop

cahaya dengan pembesaran 1000 kali dengan rumus indeks fagositosis.

5 alrrafs T > @1 . ~
T makrotag yang memfagosit X “}0(} x = partikel latex dalam 111a1k1'ot'ag}

200 makrotag T makrofag yang memfagosit
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Data diolah dengan menggunakan SPSS for Windows Release 15.0. Dari data yang
diperoleh didapatkan sebaran distribusi yang normal, sehingga data dianalisis dengan uji
One-Way ANOVA untuk melihat perbedaan pada keempat kelompok dilanjutkan dengan uji
Post Hoc Test Bonferroni untuk melihat perbedaan masing-masing kelompok pada derajat

kemaknaan 0,05.

HASIL PENELITIAN

Hasil dari pemeriksaan indeks fagositosis dapat dilihat dalam tabel berikut

Tabel 1. Indeks fagositosis makrofag mencit Balb/C

Kelompok N Maksimum Minimum Mean SD
K 6 537,24 418,86 473,13 49,40
03 6 331,24 240,98 283,17 31,39
E 6 709,74 603,68 667,26 37,57
O3E 6 754,59 606,06 674,20 53,02

One-Way ANOVA,; p=0,001. signifikan (p<0,05).

Analisis statistik menggunakan uji One Way ANOVA didapatkan perbedaan yang
bermakna ( p = 0,001 ) pada prosentase makrofag yang memfagosit partikel lateks antar
kelompok percobaan dimana terdapat 4 kelompok. %%

Perbedaan lebih lanjut untuk masing-masing kelompok percobaan dianalisis dengan

uji Post Hoc Test Bonferroni.*

Tabel 2. Uji Bonferroni Kemampuan Fagositosis Makrofag

Kelompok Mean Difference 95% Confidence 95% Confidence p
Lower Upper
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K O 189,96 116,06 263,86 0,001
E -194,13 -268,02 -120,23 0,001
OE -201,07 -274,97 -127,17 0,001
0] K -189,96 -263,86 -116,06 0,001
E -384,09 -457,98 -310,19 0,001
OE -391,03 -464,92 -317,13 0,001
E K 194,13 120,23 268,02 0,001
O 384,09 310,19 457,98 0,001
OE -6,94 -80,84 66,95 1,000
OE K 201,07 127,17 274,97 0,001
O 391,03 317,13 464,92 0,001
E 6,941 -66,95 80,84 1,000

Indeks fagositosis makrofag yang memfagosit partikel lateks pada kelompok O3E
tidak berbeda secara bermakna bila dibandingkan dengan kelompok E (p value =1,000) .
Namun terdapat perbedaan bermakna bila dibandingkan dengan kontrol ( p value =0,001)
dan O3 (p value=0,001). Dapat dilihat adanya perbedaan bermakna antara indeks fagositosis
makrofag yang memfagosit partikel lateks pada mencit BALB/C kelompok O3E dibanding
kelompok O3 dimana terdapat indeks fagositosis yang lebih rendah pada kelompok mencit
yang mendapat diet omega-3 tanpa suplemen echinacea dibanding dengan yang diberi

suplemen Echinacea (p=0,000).
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Gambar 1. Error Barr Empat Kelompok Perlakuan

PEMBAHASAN

Pertahanan tubuh pertama terhadap infeksi kuman Listeria monocytogenes adalah
respon fagositosis dari makrofag sebagai pertahanan alami tubuh. Hanya makrofag yang
teraktivasi saja yang bisa menjalankan fungsinya dalam membunuh bakteri ini dan
mempresentasikannya pada limfosit. Hal ini dikarenakan bakteri ini dapat lolos dari
mekanisme pencernaan makrofag.”'* Pada pemberian diet omega-3 pada mencit BALB/c
jantan terbukti secara bermakna menurunkan kemampuan fagositosis makrofag sehingga
kemampuan pertahanan terhadap kuman Listeria monocytogenes menurun.

Pada kelompok percobaan lain dimana pada mencit BALB/c jantan diberikan
suplementasi echinacea disamping pemberian diet omega- 3 ternyata didapatkan perbedaan
yang bermakna antara yang diberi suplemen Echinacea dan omega-3 dengan yang hanya
diberi diet omega-3 saja. Indeks fagositosis makrofag yang memakan partikel lateks lebih

tinggi pada kelompok yang diberi echinacea dan omega-3 dibanding yang diberi omega-3

saja.



Penurunan kemampuan fagositosis makrofag pada mencit BALB/c yang mendapat
diet omega-3 mungkin dipengaruhi oleh beberapa faktor. Penelitian yang dilakukan oleh
Frietsche yang memberikan diet minyak ikan selama 4 minggu pada mencit dan
menyuntikkan kuman Listeria monocytogenes menunjukkan penurunan aktivasi makrofag
terhadap kuman tersebut dan didapatkan penurunan kadar IFN-y dan IL-12 dimana keduanya
berpengaruh terhadap pengaturan aktivasi makrofag.®*** Calder menyatakan diet omega-3 1,5
gram pada mencit dan ayam menunjukkan penurunan adhesi molekul pada permukaan
monosit dan makrofag. Hal ini disebabkan karena penurunan level ekspresi antigen pada
permukaan sel yang distimulir oleh IFN-y yang levelnya juga menurun.® Penelitian lain juga
menunjukkan penurunan kemampuan sitolisis sel pada makrofag tikus yang diberi diet
minyak ikan dan juga terlihat penurunan produksi NO dan TNFo.> Sijben dalam
penelitiannya menunjukkan adanya pergeseran keseimbangan limfosit TH1/TH2 ke arah TH2
yang melemahkan imunitas seluler. Hal ini disebabkan karena siklus dari sel TH1 tergantung
dari metabolisme lemak dimana kadar omega-3 yang tinggi memacu kematian sel itu,
sehingga terjadi penurunan sitokin yang dihasilkan oleh THI1 yang dapat menurunkan
kemampuan imunitas seluler."*

Lebih besarnya kemampuan makrofag memakan partikel lateks pada kelompok O3E
dibanding kelompok O3, begitu pula pada kelompok E bila dibandingkan dengan K mungkin
disebabkan oleh meningkatnya kemampuan sistim imunitas seluler mencit BALB/c yang
dipengaruhi beberapa hal. Penelitian Wagner pada ekstrak tanaman FE.purpurea dan
E.anguistifolia menemukan 2 polisakarida yaitu heteroxylan dan acidic arabinogalactan yang
dapat menstimulasi fagositosis makrofag dan menginduksi produksi monokin yaitu IL-1.
Selain itu, kedua polisakarida tersebut juga menstimulir produksi TNF-a, [FN-f2 dan oksigen
radikal.”® Sehingga kemampuan memakan partikel asing oleh makrofag meningkat. (Gambar

2)
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Rinniger yang meneliti Echinacea dilihat dari kemampuan fagositosis makrofag
murine dan monosit darah perifer manusia secara in vitro menyatakan Echinacea dapat
digunakan sebagai aktivator innate immunity. Dari data yang diperoleh, Echinacea
menginduksi transient stimulasi sel imun non spesifik yakni makrofag memproduksi TNF-a,
IL-1, IL-6 dan NO yang dapat digunakan untuk melawan invasi patogen. Sitokin yang
dihasilkan makrofag berfungsi untuk memperlancar jalur imunitas seluler seperti sel limfosit
T untuk meningkatkan regulasi ekspresi major histocompatibility complex (MHC) dan
memproduksi IFN-y."” Hal yang sama juga dikemukakan oleh Stimpell yang meneliti
kemampuan fagositosis makrofag mencit C57BI/10 dan mencit C3H nu/nu." Parker juga
menambahkan bahwa makrofag yang teraktivasi dapat mengaktifkan sel NK sehingga sistim
immunitas seluler bisa berjalan dengan baik.”’

Pada grafik Error Barr dapat dilihat bahwa kemampuan fagositosis makrofag
kelompok OE lebih tinggi sedikit dari kelompok E, namun tidak ada perbedaan yang
signifikan karena adanya kemampuan fagosistosis makrofag kelompok OE yang lebih rendah
dari kelompok E. Hal ini mungkin disebabkan oleh adanya interaksi antara omega-3 dan
Echinacea dimana pengaruh negatif dari omega-3 dapat dinetralkan oleh echinacea. Namun
mekanisme interaksi antara echinacea dan omega-3 masih dipertanyakan. Lebih tingginya
kemampuan fagositosis makrofag mencit pada beberapa anggota kelompok OE dibanding
kelompok E mungkin disebabkan karena omega-3 mempengaruhi regulasi membran sel baik
pembuluh darah, sel lemak peritoneum, serta sel makrofag sehingga makrofag sebagai
pertahanan awal dapat bergerak lebih bebas dalam memfagosit benda asing.

Penelitian ini masih cukup terbatas mengingat dosis yang digunakan tidak bertingkat
dan sampel percobaan yang digunakan kurang beragam. Diharapkan adanya penelitian

lanjutan mengenai echinacea dan omega-3 dengan dosis bertingkat serta penggunaan sampel
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percobaan yang lebih beragam. Diharapkan pula adanya penelitian observasional mengenai

pemakaian echinacea dan omega-3 pada manusia.

Gambar 2. Makrofag yang sedang memfagosit partikel latex (panah putih)
Panah merah = partikel lateks.

KESIMPULAN

Adanya perbedaan bermakna dimana pemberian diet omega-3 membuat lebih rendah
kemampuan fagositosis makrofag serta pemberian suplemen Echinacea meminimalkan efek
negatif tersebut dilihat dari tingginya kemampuan fagositosis makrofag yang diukur dari

indeks fagositosis makrofag yang memakan partikel lateks.

SARAN
Diharapkan adanya penelitian lanjutan mengenai echinacea dan omega-3 dengan

dosis bertingkat serta penggunaan sampel percobaan yang lebih beragam. Bila mungkin dapat
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diadakan penelitian observasional mengenai pemakaian echinacea dan omega-3 pada
manusia serta dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai interaksi antara echinacea dan

omega-3 secara molekuler.
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