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Abstrak

Percobaan ini dirancang untuk mempelajari pengaruh ekstrak metanol akar E. longifolia, Jack
(MEEL) pada respon imun spesifik dengan penekanan khusus pada jumlah splenoctyes. Desain penelitian
adalah posttest only control group design. Empat puluh delapan tikus betina Balb / ¢ yang digunakan di
seluruh. Empat puluh delapan tikus yang digunakan berpikir studi, dan dibagi menjadi 4 kelompok.
Kelompok pertama sebagai kontrol hanya menerima aquadest. Kelompok Il, Ill, dan IV diberikan 100,
200, dan 400 mg / kgBB per hari, masing-masing yang MEEL diberikan bersama 14 hari. Kemudian,
pada hari-15, diinfeksi Listeria monocytogenes. Observasi dilakukan pada hari 0, 3, dan 10 setelah
infeksi. Jumlah splenocytes layak diukur dengan MTT Assay. Data dianalisis menggunakan Anova satu
jalan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol E. longifolia, Jack pada 200 mg / kg BB per
hari sejauh 14 hari dapat meningkatkan persentase splenocytes, dan puncaknya terdeteksi pada hari-0
infeksi, pada Kii 11.363% yaitu, pada hari-3 setelah infeksi di KllI, yaitu 10.433% dan pada hari-10 di KiIlI
yaitu 8.907%. Uji Anova menunjukkan perbedaan bermakna dengan pengecualian kelompok | dengan
IV, dan Il dengan IIl dan lll dengan IV. Disimpulan ekstrak metanol E. longifolia, Jack. root mampu
meningkatkan persentase splenocytes di Balb / ¢ tikus yang terinfeksi dengan L. monocytogenes.

Kata kunci: Eurycoma longifolia, Jack., splenosit, mencit Balb/C, Listeria monocytogenes
Abstract

This experiment was designed to study the influence of methanol extract of E. longifolia, Jack
(MEEL) root on spesific immune response with special emphasis on amount of splenoctyes. The re-
search experimental was a post test-only control group design. Forty eight female mice Balb/c were
used throughout. Forty eight mice were used throught the studies, and were divided into 4 groups. First
group as control received only aquadest. The group I, lll, and IV were given 100, 200, and 400 mg/
kgBW per day, MEEL respectively which given along 14 days. Then, on day-15, infected with Listeria
monocytogenes. Observation were done on day 0, 3, and 10 after infection. The number of viable
splenocytes was measured by MTT Assay. The data was analysed using one-way of Anova. The results
demonstrated that methanol extract of E. longifolia, Jack at 200 mg/kg BW per days far 14 days could
increase the percentage of splenocytes, and the peak was detected on day-0 infection, at Kll viz 11,363%,
on day-3 after infection at Klll, viz 10,433 % and on day-10 at Klll viz 8,907%. The Anova test indicated
stastitical difference with the exception of groups | with IV, and Il with Il and Il with IV. In conclusion the
methanol extract of E. longifolia, Jack. root is able to increase the percentage of splenocytes in Balb/c
mice infected with L. monocytogenes.

Key words: Eurycoma longifolia, Jack., splenocytes, mice Balb/C, Listeria monocytogenes
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PENDAHULUAN
Indonesia memiliki kekayaan alam yang sa-

ngat melimpah dari berbagai jenis tanaman. Feno-
mena masyarakat back to nature menggunakan
tanaman obat untuk menjaga kesehatannya mau-
pun untuk mengobati penyakit cenderung mening-
kat."? Sejak dahulu kala, tumbuhan telah biasa
dimanfaatkan sebagai obat untuk menyembuhkan
berbagai jenis penyakit, dan kemudian diwariskan
secara turun-temurun.

Khasiat tanaman obat pada tubuh melalui ber-
macam-macam mekanisme. Tanaman obat dapat
bekerja pada sistem endokrin, kardiovaskuler, mau-
pun sistem imun. Tanaman obat yang berperan pa-
da sistem imun, tidak sebagai efektor yang lang-
sung menghadapi penyebab penyakitnya, seperti
antibiotik melainkan melalui pengaturan sistem
imun, sehingga digolongkan sebagai imunomo-
dulator.?

Diantara tanaman yang berkhasiat sebagai
obat adalah akar pasak bumi (E. longifolia, Jack.)
yang secara tradisional digunakan antara lain seba-
gai tonikum pascapartum, anti mikroba, anti hiper-
tensi, anti inflamasi, antipiretik dan mengobati sakit
perut, ulkus, malaria, disentri dan yang paling
dikenal adalah sebagai obat kuat (afrodisiak).

Pasak bumi yang selama ini lebih banyak dike-
nal sebagai salah satu obat kuat, dalam perkem-
bangannya manfaat yang dapat diperoleh dari pa-
sak bumi semakin luas. Penelitian manfaat pasak
bumi sebagai obat kuat seperti yang dilakukan oleh
Nainggolan et al., pada tahun 2005 menemukan
bahwa pemberian oral ekstrak pasak bumi dengan
dosis 28 mm/kg bb/hari selama 15 hari, dapat me-
naikkan kadar hormon testosteron dalam serum

mencit. Penelitian ini membuktikan bahwa akar
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pasak bumi dapat bermanfaat sebagai obat kuat
(afrodisiak).*

Berdasarkan hasil penelitian Qamariah pada
tahun 2002.%, pasak bumi mempunyai potensi yang
besar sebagai anti malaria baik secara in vitro mau-
pun in vivo pada mencit. Tanaman uji ini bersifat
sebagai imunomodulator yang memacu sistem
imun hewan uji sehingga mampu menghambat per-
tumbuhan parasit lebih lanjut. Selain itu, Ueda et
al., pada tahun2002.¢ dan Kuo pada tahun 2004.”
telah membuktikan efektivitas pasak bumi (E.
longifolia, Jack.) sebagai anti tumor dan efektivitas
ini ternyata berhubungan dengan peningkatan res-
pon imun spesifik dan non spesisifik.

Bila sistem imun terpapar oleh zat yang diang-
gap asing, maka ada 2 jenis respon imun yang
mungkin terjadi, yaitu respon imun non spesifik
yang merupakan respon imun bawaan (innate im-
munity) karena respon terjadi walaupun sebelum-
nya tubuh tidak pernah terpapar zat asing dan res-
pon imun spesifik yang merupakan respon imun
didapat (acquired immunity) terhadap antigen
tertentu karena tubuh sudah pernah terpapar
sebelumnya.?

Dalam sistem imun non spesifik, makrofag
memegang peranan yang cukup penting. Induksi
infeksi dengan organisme L. monocytogenes telah
banyak dijadikan model dalam eksperimen untuk
mempelajari infeksi bakteri intraseluler. Bakteri ini
dapat bertahan hidup di dalam makrofag dan dapat
menghindari mekanisme bakterisidal makrofag.®

Penelitian ini dilakukan untuk mengkaiji penga-
ruh pemberian ekstrak metanol akar pasak bumi
(E. longifolia, Jack.) terhadap persentase kenaikan
jumlah splenosit mencit galur Balb/c betina yang

diinfeksi L. monocytogenes secara in vivo setelah



distimulasi ekstrak metanol akar pasak bumi (E.

longifolia, Jack.).

BAHAN DAN CARA
Bahan untuk pembuatan ekstrak metanol akar

pasak bumi (E. longifolia, Jack.) adalah bahan sim-
plisia akar pasak bumi (E. longifolia, Jack.) dan la-
rutan metanol. Bahan untuk uji persentase kenaik-
an jumlah splenosit adalah sel limpa yang telah
dikultur, medium tumbuh. Hewan uji yang diguna-
kan dalam penelitian ini adalah mencit galur Balb/
¢ betina yang berumur 6-8 minggu dengan berat
berkisar 20-30 gram dari laboratorium Mikrobiologi
Program Antar Universitas (PAU) Bioteknologi Uni-
versitas Gadjah Mada Yogyakarta. Mencit dipeliha-
ra dalam kandang plastik berukuran 50x30x20 cm,
dengan tutup strimin, tiap kandang berisi 12 ekor
mencit, diberi makan pellet 529 dan minum se-
cukupnya. Bakteri yang digunakan dalam penelitian
ini adalah bakteri intraseluler L. monocytogenes
yang diperoleh dari Laboratorium Kesehatan
Daerah Yogyakarta.

Alat penelitian adalah timbangan analitik (Sar-
torius), blender (National), saringan kain, rotary
evaporator (Laboratory Equipment Sydney), wa-
ter bath, cawan porselen dan alat maserasi diguna-
kan untuk pembuatan ekstrak metanol akar pasak
bumi (E. longifolia, Jack.). Inkubator CO, (NUAIRE),
sentrifuse, mikroplate (Nalge Nune International,
Denmark), microplate reader, mikroskop cahaya,
kamera, minor set, spuit injeksi 10 cc, laminar air-
flow hood, timbangan analitik (Sartorius), alat gelas,
hemositometer, digunakan untuk melakukan uji
aktivitas proliferasi limfosit, ELISA reader, untuk
membaca data aktivitas proliferasi limfosit limpa;

pipet, objek gelas; alat ekstraksi yang terdiri dari
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seperangkat alat soxhlet, rotaevaporator, waterbath
dan cawan porselin.

Tahapan penelitian yang dilakukan adalah se-
bagai berikut: a) Determinasi akar tanaman pasak
bumi (E longifolia, Jack.). Akar tanaman pasak bumi
yang diperoleh pada bulan Februari 2005 dideter-
minasi di Laboratorium Farmakognosi Bagian
Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. b) Pembuatan Ekstrak
Metanol E. longifolia, Jack. Pembuatan ekstrak
metanol E. longifolia, Jack. dilakukan di laborato-
rium Farmakologi dan Toksikologi Fakultas Farmasi
UGM. c) Penentuan Dosis. Dosis ekstrak metanol
akar pasak bumi (E. longifolia, Jack.) yang diguna-
kan dalam penelitian ini adalah sebesar 100 mg/
kg bb/hari, 200 mg/kg bb/hari, dan 400 mg/kg bb/
hari yang diberikan selama 14 hari secara peroral.
Dosis ini telah diuji toksisitasnya oleh Satayavivad
et al., pada tahun 1998,'° saat diberikan peroral
pada mencit (dosis yang lazim digunakan masya-
rakat Kalimantan Selatan sebagai suplemen). d)
Uji Respon Imun Non Spesifik. Uji respon imun non
spesifik akibat pemberian ekstrak metanol akar
pasak bumi (E. longifolia, Jack.) pada mencit galur
Balb/c betina dilakukan dengan tahapan sebagai
berikut: i. Pengelompokan dan Perlakuan Awal
Hewan Uji. ii. Isolasi dan kultur splenosit. iii. Uji
aktivitas ekstrak metanol akar pasak bumi pada
kultur splenosit dengan menggunakan metode MTT
Assay.

Metode MTT Assay berdasarkan pada per-
ubahan garam tetrazolium (3,4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT)
menjadi formazan dalam mitokondria sel hidup.
Konsentrasi formazan yang berwarna ungu dapat

ditentukan secara spektrofotometri visibel dan

103



Idiani Darmawati, dkk., Pengaruh Ekstrak Metanol Akar Pasak Bumi ...

berbanding lurus dengan jumlah sel hidup (Price
et al., dalam Anggriati, 2008). Kristal formazan
berwarna ungu yang terbentuk terlarut dengan ada-
nya penambahan isopropanol asam (100u 0,04 N
HCL dalam isopropanol) atau SDS 10% dalam HCI
0,01N. Selanjutnya dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang 500 nm. Intensitas warna ungu
yang terbentuk berbanding langsung dengan jum-
lah sel yang aktif melakukan metabolisme."
Pengolahan data hasil penelitian dianalisis
menggunakan rancangan acak lengkap atau com-
plety randomized design (CRD) pola faktorial (per-
lakuan ekstrak pasak bumi x waktu pengamatan/
pengukuran) dengan taraf kepercayaan 95% (p =
0,05). Perbedaan antar kelompok perlakuan dan
waktu pengamatan/pengukuran diuji DMRT (Dun-
can multiple-range test) sehingga didapatkan ke-
lompok perlakuan dan waktu pengamatan/peng-
ukuran terbaik. Data ditampilkan dalam bentuk kur-
va hubungan dosis ekstrak tanaman dengan per-
sentase kenaikan jumlah splenosit mencit. Uji

statistik yang digunakan pada penelitian ini adalah

uji analisa varian satu jalan (One Way Anova). Uji
ANOVA dalam penelitian ini digunakan untuk meng-
uji perbedaan secara keseluruhan rerata persen-
tase kenaikan jumlah splenosit mencit antar ber-
bagai kelompok dalam penelitian tak berpasangan.
Pada penelitian ini analisis statistik dilakukan de-
ngan menggunakan program komputer SPSS versi
17,00.

HASIL
Perbandingan rerata berat badan dan berat

limpa sebelum dan sesudah perlakuan seperti
terlihat pada Tabel 1, menunjukkan bahwa efek
imunostimulansia ekstrak metanol pasak bumi
pada mencit galur Balb/c betina sebelum infeksi,
dimana ekstrak metanol pasak bumi terbukti
mampu meningkatkan berat limpa hewan uji pada
kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan yang
mendapat 100mg/kg BB/hari ekstrak metanol
pasak bumi memiliki berat limpa 2x berat limpa
sebelum perlakuan, kelompok yang mendapat 200

mg/kg BB/hari ekstrak metanol pasak bumi memiliki

Tabel 1. Rerata Berat Badan dan Berat Limpa Sebelum dan Sesudah Perlakuan

Kelompok Sebelum Perlakuan Sesudah Perlakuan
Hewan Uji Berat Badan (g) Berat Limpa(mg) Berat Badan (g) Berat Limpa (mg)
| 24,37 +3,63 0,07 + 0,01 30,72+ 0,649 0,105 + 0,154
Il 23,79+ 1,23 0,06 + 0,02 30,89 + 0,028 0,14 + 0,752
1] 25,07 +4,05 0,15 + 0,31 32,35+ 0,724 0,28 + 0,451
\Y, 24,05+ 2,34 0,06 + 0,02 33,47 + 1,015 0,119 + 0,033
Keterangan: EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi
Kl = kelompok akuades (kontrol negatif )
Kill = kelompok dosis EMPB 100 mg/kg bb/hari
KIll = kelompok dosis EMPB 200 mg/kg bb/hari
KIV = kelompok dosis EMPB 400 mg/kg bb/hari

Tabel 2. Rerata Hasil Pengamatan Absorbansi pada Empat Kelompok Hewan Uji

Kelompok Dosis (mg/kg bb/hari)

Hari ke- Kontrol EMPB 100mg EMPB 200mg EMPB 400mg Blangko
0 0.363 % 0,012 0.3852 0,011 0.376+ 0,019 0.376 + 0,022 0.346
3 0.390 + 0,008 0.407 + 0,009 0.416+ 0,008 0.395 + 0,027 0.377
10 0.375 + 0,008 0.394 + 0,012 0.395 + 0,018 0.382 + 0,020 0.363

Keterangan: EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi
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berat limpa 4x berat limpa sebelum perlakuan.
Sedangkan kelompok yang mendapatkan 400 mg/
kg BB/hari ekstrak metanol pasak bumi memiliki
berat limpa 1,7x berat limpa sebelum perlakuan.
Pengaruh ekstrak metanol akar pasak bumi ter-
hadap jumlah splenosit mencit galur Balb/c betina
yang diinfeksi L. monocytogenes.

Terlihat bahwa rerata absorbansi pada masing-
masing kelompok hewan uiji tertinggi selalu ditemu-
kan pada hari ke-3 setelah infeksi. Hal ini menun-
jukkan bahwa terjadinya infeksi L. monocytogenes
mencapai puncaknya pada hari ke-3 setelah infek-
si. Sebab, tingkat absorbansi sebanding dengan
tingkat infeksi L. monocytogenes.

Hasil perhitungan persentase kenaikan jumlah

splenosit mencit galur Balb/c betina pada empat

Mutiara Medika
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kelompok hewan uji menunjukkan bahwa persen-
tase kenaikan jumlah splenosit tertinggi ditemukan
pada KllI hari ke-3 setelah infeksi. Sedangkan pada
hari ke-0 persentase kenaikan jumlah splenosit
tertinggi ditemukan pada kelompok KII. Ini menun-
jukkan bahwa pemberian ekstrak metanol akar
pasak bumi dengan dosis 200 mg/kg berat badan
mampu menstimulasi persentase kenaikan jumlah
splenosit mencit galur Balb/c bertina tertinggi pada
hari ke-3 setelah infeksi, seperti yang ditunjukkan
oleh Tabel 3.

Persentase kenaikan jumlah splenosit mencit
galur Balb/c betina yang diinfeksi oleh L. monocy-
togenes dapat pula ditunjukkan oleh gambar 1. his-

togram berikut ini:

Tabel 3. Persentase Kenaikan Jumlah Splenosit pada Empat Kelompok Hewan Uji

Kelompok Dosis (mg/kg bb/hari)

Hari ke- Kontrol EMPB 100mg EMPB 200mg EMPB 400mg
0 5.009 + 3,349 11.368 + 3,089 8.767 + 5,425 8.767 + 6,308
3 3.537 + 2,009 8.046+ 2,256 10.433 + 2,026 4775+ 7,122
10 3.397 + 1,954 8.448+ 3,332 8.907 + 4,946 5.326 + 5,567

Keterangan: EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi
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Gambar 1. Histogram Persentase Kenaikan Jumlah Splenosit
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Uji beda persentase kenaikan jumlah splenosit
mencit galur balb/c betina berdasarkan hari peng-
amatan pada masing-masing kelompok pengujian.
Tabel 4 berikut menunjukkan bahwa tidak ditunjuk-
kan adanya beda nyata persentase kenaikan jum-
lah splenosit diantara hari pengujian pada empat
kelompok hewan uji. Hal ini menunjukkan tidak
adanya pengaruh hari pengujian terhadap pening-
katan persentase kenaikan jumlah splenosit pada
empat kelompok hewan uiji.

Uji beda persentase kenaikan jumlah splenosit
pada empat kelompok hewan uji berdasarkan ke-
lompok dosis.

Tabel 5. menunjukkan bahwa secara umum
terdapat perbedaan persentase kenaikan jumlah

splenosit pada empat kelompok hewan uji

berdasarkan kelompok dosis, terkecuali pada
pengujian Kl dan KiI, Kll dan KiIll, serta Klll dan
K1V, tidak ditemukan adanya perbedaan signifikan.
Hal ini menunjukkan bahwa diantara kelompok
kontrol dan kelompok dosis 400 mg/kg bb tidak ada
pengaruh signifikan terhadap persentase kenaikan
jumlah splenosit mencit galur Balb/c betina yang
diinfeksi L. monocytogenes. Hal yang sama juga
ditemukan pada uji beda antara kelompok dosis
100 mg/kk bb/hari dan 200 mg/kg bb/hari, serta
antara kelompok dosis 200 mg /kg bb/hari dan 400
mg /kg bb/hari ekstrak metanol akar pasak bumi.

Analisis deskriptif persentase kenaikan jumlah
splenosit per hari pengamatan pada empat kelom-

pok dosis.

Tabel 4. Uji Beda Persentase Kenaikan Jumlah Splenosit Berdasarkan Hari Pengamatan

Dosis Uji Beda Antar Hari t hitung ta/2, n-1 Signifikansi Keterangan
Ovs3 1,028 4,303 0,412 Tidak signifikan
Kontrol Ovs 10 1,356 4,303 0,308 Tidak signifikan
3vs 10 0,534 4,303 0,647 Tidak signifikan
Tidak Ada Beda Nyata
Ovs3 2,533 4,303 0,127 Tidak signifikan
EMPB Ovs 10 3,116 4,303 0,089 Tidak signifikan
100mg 3vs 10 -0,196 4,303 0,863 Tidak signifikan
Tidak Ada Beda Nyata
Ovs3 -0,391 4,303 0,733 Tidak signifikan
EMPB Ovs 10 -0,041 4,303 0,971 Tidak signifikan
200mg 3vs 10 0,413 4,303 0,719 Tidak signifikan
Tidak Ada Beda Nyata
Ovs3 2,928 4,303 0,100 Tidak signifikan
EMPB Ovs 10 7,826 4,303 0,016 Tidak signifikan
400mg 3vs 10 -0,348 4,303 0,761 Tidak signifikan

Tidak Ada Beda Nyata

Keterangan: signifikan jika t hit > t a/2, n-1 atau sig. < 0,05
EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi

Tabel 5. Uji Beda Persentase Kenaikan Jumlah Splenosit Pada Empat Kelompok Hewan Uji Berdasarkan Kelompok Dosis

No Uji Beda t hitung ta/2, n-1 Signifikansi Keterangan
1 Kl'vs KII -9,664 4,303 0,011 Signifikan

2 Kl vs Kl -5,934 4,303 0,027 Signifikan

3 Kl vs KIV -3.070 4,303 0,092 Tidak Signifikan
4 Kll vs KllI -0,056 4,303 0,960 Tidak Signifikan
5 Kll vs KIV 14,761 4,303 0,005 Signifikan

6 Klll vs KIV 1,864 4,303 0,203 Tidak Signifikan

Keterangan: signifikan jika t hit > t /2, n-1 atau sig. < 0,05.
EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi

Kl = kelompok akuades (kontrol negatif )

Kil = kelompok dosis EMPB 100 mg/kg bb/hari
KIll = kelompok dosis EMPB 200 mg/kg bb/hari
KIV = kelompok dosis EMPB 400 mg/kg bb/hari
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Tabel 6. Hasil Uji Deskriptif pada Empat Kelompok Hewan Uji

Dosis (mg/kg bb/hari)

Hari ke Ki Kil Kill KIV
Rerata SD Rerata SD Hari ke- SD Rerata SD
0 5.009 3,349 11,368 3,089 8,767 5,425 8,767 6,308
3 3,637 2,009 8,046 2,256 10,433 2,026 4,775 7,122
10 3,397 1,954 8,448 3,332 8,907 4,946 5,326 5,567
Keterangan: EMPB = ekstrak metanol akar pasak bumi

Kl = kelompok akuades (kontrol negatif )

Kill = kelompok dosis EMPB 100 mg/kg bb/hari

KIll = kelompok dosis EMPB 200 mg/kg bb/hari

KIV = kelompok dosis EMPB 400 mg/kg bb/hari

Tabel 6 menunjukkan bahwa rerata persentase
kenaikan jumlah splenosit mencit galur Balb/c be-
tina tertinggi pada hari ke-0 setelah infeksi ditemu-
kan pada kelompok hewan uji yang diberi dosis
ekstrak metanol akar pasak bumi 100 mg/kgbb /
hari, yaitu sebesar 11,368%. Selanjutnya, pada hari
ke-3 setelah infeksi rerata persentase kenaikan
jumlah splenosit tertinggi ditemukan pada kelom-
pok dosis 200 mg/kg bb/hari, yaitu sebesar
10,433%. Demikian juga untuk hari ke-10 pengujian
rerata persentase kenaikan jumlah splenosit terting-
gi ditemukan pada kelompok dosis 200 mg/kg bb/
hari, yaitu sebesar 8,907%. Dengan demikian dapat
dikatakan bahwa dosis 200 mg/kgbb/hari merupa-
kan dosis yang paling efektif dalam meningkatkan
persentase kenaikan jumlah splenosit te pada he-
wan uji yang diinfeksi L. monocytogenes karena
cenderung ditemukan pada KiIll, yaitu kelompok
hewan uji yang diberi ekstrak metanol akar pasak
bumi dengan dosis 200 mg/kg bb/hari. Oleh karena
itu, dapat pula dikatakan bahwa efektivitas ekstrak
metanol akar pasak bumi dalam meningkatkan jum-
lah splenosit mencit galur Balb/c betina yang di-
infeksi oleh L. monocytogenes ditemukan pada
dosis 200 mg/kg bb/hari.

DISKUSI
Salah satu cara untuk mengetahui respon

imun dari hospes adalah dengan uji transformasi

blast. Berbeda dengan uji fagositosis makrofag dan
uji sekresi ROI oleh makrofag dimana makrofag
bertindak sebagai efektor maka uji proliferasi lim-
fosit dengan parameter jumlah splenosit merupa-
kan uji untuk mengetahui respon komponen peng-
atur pada sistem imun. Limfosit T apabila distimulasi
oleh antigen akan mengalami aktivasi, kemudian
menghasilkan limfokin dan melakukan proliferasi.
Perbedaan limfokin yang sudah diketahui sebagai
hasil dari aktivasi limfosit adalah IFN-y, IL-1, sampai
IL-13 dan Granulocyte Macrophage Colony Stimu-
lating Factor (GM_CSF)."2'3 Limfokin-limfokin ter-
sebut berperan penting pada tindak lanjut respon
imun berikutnya, baik respon imun seluler maupun
respon imun humoral untuk melindungi hospes.™

Limfosit yang mengalami stimulasi kemudian
mengalami perubahan biokemis maupun morfolo-
gis. Secara biokemis terjadi pertambahan kecepat-
an metabolisme oksidatif dan sintesis protein dan
RNA. Setelah 2-4 jam pasca stimulasi protein spe-
sifik (IFN-g) diduga meregulasi proliferasi mulai ter-
deteksi dalam inti. Secara morfologis terjadi per-
ubahan yang disebut transformasi blast dengan
tanda-tanda diameter sel bertambah, kromatin
menjadi longgar dan terpulas pucat. Dalam waktu
8-12 jam perubahan ini sudah dapat dilihat dengan
mikroskop cahaya sebagai limfoblas.'* Dengan de-

mikian transformasi blast dapat dipakai sebagai pe-
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nanda bahwa limfosit terpacu oleh nitrogen atau
antigen.

Dari hasil penelitian diketahui bahwa besarnya
persentase kenaikan jumlah splenosit pada ma-
sing-masing kelompok hewan uji ternyata sejalan
dengan kadar ekstrak metanol akar pasak bumi
yang diberikan pada kelompok hewan uji. Ini me-
nunjukkan bahwa semakin tinggi EMPB yang dibe-
rikan pada hewan uji, maka stimulasi terhadap per-
sentase kenaikan jumlah splenosit juga semakin
meningkat setelah hewan uji diinfeksi dengan L.
monocytogenes. Namun persentase kenaikan jum-
lah splenosit hanya terbatas pada kadar EMPB
200mg/kg bb/hari, sedangkan pada dosis EMPB
400mg/kg bb/hari, persentase kenaikan jumlah
splenosit kembali mengalami penurunan. Pada pe-
nelitian ini persentase kenaikan jumlah splenosit
tertinggi ditemukan pada kelompok hewan uji yang
diberi EMPB 200 mg/kg bb/hari pada hari ke-3
setelah infeksi. Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian Khasanah pada tahun 2005."® yang me-
nunjukkan bahwa peningkatan aktivitas fagosito-
sis makrofag tertinggi ditemukan pada kelompok
hewan uji KllI (kelompok dosis 200 mg/kg BB/hari)
pada hari ke-3 setelah infeksi.

Hasil penelitian ini semakin memperkuat hasil
penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa
EMPB mampu berfungsi sebagai imunomodulator
terhadap infeksi L. monocytogenes berdasarkan
terjadinya peningkatan persentase jumlah spleno-
sit. Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa pada
tahap awal setelah infeksi L. monocytogenes, se-
mua kelompok menunjukkan persentase jumlah
splenosit yang semakin meningkat dan mencapai
puncak pada hari ke-3 setelah infeksi dan kemu-

dian menurun pada pengamatan hari ke-10 setelah
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infeksi. Hal ini menunjukkan bahwa L. monocyto-
genes merupakan immonugen yang mampu mem-
bangkitkan respon imun seluler alamiah hewan
uji."°

Persentase kenaikan jumlah splenosit pada
semua kelompok perlakuan setelah mengalami pe-
ningkatan sampai puncak tertentu, kemudian akan
mengalami penurunan. Hal ini kemungkinan dise-
babkan umur sel limpa yang semakin tua sehingga
kemampuan proliferasinya berkurang, kemudian
sel limpa menjadi tidak aktif dan akhirnya akan
mengalami apoptosis. Kemungkinan lain adalah
berhubungan dengan infeksi L. monocytogenes
yang dapat merangsang produksi IFN-y sehingga
sangat mungkin jika peningkatan dan penurunan
persentase jumlah splenosit pada penelitian ini
antara lain disebabkan oleh peningkatan dan penu-
runan kadar IFN-y. Hal ini serupa dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Triyono dalam
Akrom pada tahun 2004,'® yang menunjukkan
bahwa aktivitas makrofag sebagai salah satu pa-
rameter lain dari respon imunomodulator untuk
memfagositosis partikel lateks secara in vitro pada
mencit yang diinfeksi dengan P. berghei akan
meningkat sampai pada puncak tertentu yang ke-
mudian mengalami penurunan. Penelitian tersebut
juga memperlihatkan bahwa gambaran aktivitas
makrofag yang terjadi adalah sejalan dengan gam-
baran kadar IFN-y serum, yaitu pada saat tercapai-
nya puncak aktivitas makrofag ternyata juga terjadi
puncak kenaikan kadar IFN-y serum dan pada saat
kadar IFN-y turun maka aktivitas makrofag juga
mengalami penurunan.'® Hasil penelitian ini sema-
kin membuktikan bahwa ekstrak metanol akar pa-
sak bumi mampu berfungsi sebagai imunomodu-

lator pada mencit galur balb/c betina yang diinfeksi



L. monocytogenes dengan parameter persentase
kenaikan jumlah splenosit.

Peningkatan sampai puncak tertentu dan se-
telah itu akan mengalami penurunan kembali. Dari
sini terlihat bahwa persentase kenaikan jumlah
splenosit pada hewan uji hanya bersifat sementara.
Akibat persentase kenaikan jumlah splenosit yang
bersifat sementara tersebut, produksi limfokin tidak
bisa optimal, sehingga pengaruhnya terhadap
aktivitas sel-sel efektor juga bersifat sementara. 8

Hasil penelitian ini juga mendukung penelitian
yang telah dilakukan oleh Akrom pada tahun
2004,'8 yang menemukan bahwa modifikasi respon
imun spesifik seluler akibat pemberian ekstrak eta-
nol P. niruri, diantaranya adalah peningkatan pro-
liferasi limfosit T, sehingga produk limfokin meng-
alami peningkatan dalam mengeliminasi mikroba.
Akrom pada tahun 2004.'¢ didalam penelitiannya
dijelaskan bahwa uji aktivitas proliferasi limfosit
merupakan uji untuk mengetahui respon komponen
pengatur pada sistem imun. Limfosit T apabila disti-
mulasi oleh antigen akan mengalami aktivasi, ke-
mudian menghasilkan limfokin dan melakukan
proliferasi. Berbagai limfokin yang sudah diketahui
sebagai hasil dari aktivasi limfosit adalah IFN vy, IL-
1, sampai IL-13 dan Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor (GM-CSF)."? Limfokin-
limfokin tersebut berperan penting pada tindak lan-
jut respon imun berikutnya, baik respon imun se-
luler maupun respon imun humoral untuk melin-
dungi hospes.' Semakin tinggi aktivitas proliferasi
limfosit semakin banyak produk limfokin yang diha-
silkannya. Berdasarkan hasil pengamatan di atas,
menunjukkan bahwa EMPB memiliki efek stimulasi
pada aktivitas proliferasi limfosit sehingga juga me-

ningkatkan persentase jumlah splenosit. Hasil
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penelitian menunjukkan bahwa dosis 200 mg/kg
bb/hari EMPB memiliki efek stimulasi optimal dalam
meningkatkan persentase jumlah splenosit mencit
galur Balb/c betina pada hari ke-3 setelah infeksi.
Adapun persamaan antara P niruri dan pasak bumi
adalah keduanya sama-sama mempunyai kan-
dungan senyawa kimia alkaloid, yang diduga me-

miliki efek sebagai imunostimulansia.’”

SIMPULAN
Ekstrak metanol akar pasak bumi (E. longifolia,

Jack.) mampu menstimulasi kenaikan persentase
jumlah splenosit mencit galur Balb/c betina yang

diinfeksi L. monocytogenes.
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