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Abstract

Macrophage plays an essential role in innate immune system by phagocytosing bacteria. However, the phagocytosis
process may activate macrophage to release inflammatory mediators which may cause tissue destructions in strong
reaction. Kaempheria galanga L. is one of medical plants which is believed having potency as an immunomodulator
agent. The aim of this study was to examine macrophage cells phagocytic activity of Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans after stimulated with Kaempheria galanga’s essential oil in vitro. Mouse peritoneal macrophages were
incubated with 5%, 10%, and 20% of Kaempheria galanga’s essential oil at 37°C in an atmosphere containing 5% COs,.
After 15 minutes, A. actinomycetemcomitans was added to the suspension and incubated for 30 minutes. At the end of the
incubation period, the cells were assayed for the phagocytic activity. The result of this study showed that Kaempheria
galanga’s essential oil significantly reduced the percentage of mouse macrophage cells phagocytosing A. actinomy-
cetemcomitans and the number of phagocytosed A. actinomycetemcomitans per 1 macrophage cell in vitro (p<0,05). In
conclusion, Kaempheria galanga’s essential oil may reduce mouse macrophage cells phagocytic activity of A.

actinomycetemcomitans.
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PENDAHULUAN

Makrofag adalah sel yang berperan penting dalam
sistem imunitas tubuh melawan patogen.' Salah satu
peran utama makrofag dalam sistem imunitas alami
adalah fungsi fagositosis, yang bertujuan untuk me-
ngeliminasi partikel ekstraseluler, sel yang rusak
atau mati, dan juga bakteri patogen.>

Actinobacillus - actinomycetemcomitans merupa-
kan bakteri Gram negatif patogen, yang terlibat
dalam patogenesis penyakit periodontal.* A. Actino-
mycetemcomitans ditemukan dalam jaringan gin-
giva penderita juvenile periodontitis, adult perio-
dontitis, dan prepubertal periodontitis.”® Bakteri ini
diketahui mampu menstimulasi sel zost untuk mem-
produksi mediator inflamasi yang dapat menimbul-
kan destruksi jaringan ikat dan resorpsi tulang
alveolar.”®

Aktivasi makrofag merupakan bagian integral
dari reaksi inflamasi yang terjadi selama infeksi
bakteri berlangsung.’ Fagositosis A. Actinomycetem-
comitans oleh sel makrofag memicu aktivasi makro-
fag untuk mensintesis berbagai mediator inflamasi,
antara lain interleukin 1 (IL-1) dan tumor nekrosis
faktor o (TNF-o0)'®", yang apabila diproduksi da-
lam jumlah yang berlebihan dapat menyebabkan
kerusakan jari-ngan.'>"

Selama infeksi berlangsung, inflamasi berperan
dalam membunuh bakteri patogen penyebab infeksi,
akan tetapi secara klinis juga dapat menimbulkan
kerusakan jaringan. Untuk itu diperlukan regulasi
yang bertujuan untuk memungkinkan proses pe-
nyembuhan yang sempurna, antara lain dengan
bahan yang bersifat imunomodulator. Pada saat ini
semakin dikembangkan penelitian yang bertujuan
untuk mencari bahan obat yang berasal dari alam.
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Menurut Wagner dan Jurcic, tanaman obat yang
mempunyai potensi sebagai imunomodulator dapat
dipilih tanaman yang secara tradisional dipakai
untuk penyakit yang berhubungan dengan sistem
imunitas, seperti penyakit inflamasi, infeksi, ataupun
alergi."

Kencur (Kaempferia galanga linneus) merupakan
salah satu tanaman obat yang banyak tumbuh di
Indonesia. Minyak atsiri rimpang kencur terdiri atas
monoterpenoid, sesqueterpenoid dengan komponen
utama ethylesthercinnamic acid dan ethylesther
p-methoxycinnamic acid, borneol, camphene, p-me-
thoxystirene, /1—43-carene, n-pentadekane, dan
p-methoxystyrene."” Menurut Riyanto, turunan sina-
mat yang terdapat pada minyak atsiri kencur mem-
punyai aktivitas antara lain sebagai antipiretik dan
analgetik."® Sejak zaman dulu, rimpang kencur se-
ring digunakan oleh masyarakat luas sebagai bahan
obat tradisional untuk mengobati keluhan-keluhan
yang berhubungan dengan inflamasi, misalnya seba-
gai obat sakit kepala, sakit perut, sakit gigi, dan
reumatik.” Namun, sampai saat ini belum ada data
empiris yang mendukung bahwa kencur mempu-
nyai efek imunomodulator.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
efek imunomodulator minyak atsiri kencur dengan
meneliti aktivitas fagositosis sel makrofag mencit
terhadap bakteri A. actinomycetemcomitans setelah
distimulasi dengan minyak atsiri kencur in vitro.

BAHAN DAN METODE

Rancangan penelitian ini adalah eksperimental
laboratoris. Sel makrofag yang dipergunakan dalam
penelitian ini diperoleh dari hasil isolasi sel makro-
fag peritoneal mencit Balb/C berumur 6-8 minggu.
Suspensi sel makrofag dikultur dengan media RPMI
1640 dengan diberi suplemen fetal calf serum 10%,
penicillin G (100 pg/ml) dan streptomycin (100
pg/mli).

Bakteri A. actinomycetemcomitans strain Y4
(serotipe b) ditumbuhkan secara anaerob dengan
menggunakan media Todd-Hewitt yang diberi su-
plemen 1% ekstrak yeast. Minyak atsiri kencur
diperoleh dengan cara destilasi dan dibuat konsen-
trasi 5%, 10%, dan 20% dalam solusi poly ethylene
glycol (PEG) 5%.

Sel makrofag dengan konsentrasi 5X10° sel/
sumuran dikultur dalam petri 24 sumuran yang
sudah diberi coverslip bulat. Sel diinkubasi selama
24 jam dalam inkubator dengan suhu 37°C yang
mengandung 5% CO,. Selanjutnya, minyak atsiri
kencur konsentrasi 5%, 10%, dan 20% sebanyak
50l ditambahkan pada suspensi makrofag dan
diinkubasi selama 15 menit dalam inkubator dengan
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suhu 37°C yang mengandung 5% CO,. Pada kelom-
pok kontrol digunakan PEG 5%, karena substansi
ini digunakan sebagai bahan pengencer minyak
atsiri kencur. Masing-masing kelompok dibuat repli-
kasi sebanyak 3 kali. Setelah dicuci dengan RPMI,
ditambahkan bakteri A. actinomycetemcomitans
strain Y4 (serotipe b) sebanyak 10° sel dan diinku-
basi lagi selama 30 menit di inkubator dengan suhu
37°C yang mengandung 5% CO,. Sel selanjutnya
difiksasi dengan metanol, dan diwarnai dengan
Giemsa 20%. Pengamatan dilakukan di bawah
mikroskop cahaya, dan dilakukan perhitungan uji
fagositosis'”” yang meliputi: 1) jumlah makrofag
yang memfagosit bakteri dari 100 sel makrofag; 2)
jumlah bakteri yang difagosit oleh tiap sel makrofag
yang memfagosit bakteri.

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan terjadi penurunan
persentase sel makrofag yang memfagosit bakteri A.
Actinomycetemcomitans dengan bertambahnya kon-
sentrasi minyak atsiri kencur (Tabel 1). Hasil uji
Anova menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05), membuktikan bahwa konsentrasi minyak
atsiri kencur berpengaruh terhadap persentase ma-
krofag yang memfagosit bakteri A. Actinomycetem-
comitans.

Tabel 1. Rerata dan simpangan baku jumlah sel makro-
fag yang memfagosit bakteri A. Actinomycetem-
comitans per 100 sel makrofag

Konsentrasi Jumiah sel ma'krofag yang
. L memfagosit bakteri
minyak atsiri (%) Rerata + SD
0 54.89 +21.04
5 40.33 + 1.86
10 1522 +2.87
20 15.89 +6.26

Hasil analisis dengan Least Significance Diffe-
rence (LSD) menunjukkan bahwa terjadi penurunan
yang signifikan (p<0,05) persentase makrofag yang
memfagosit bakteri A. Actinomycetemcomitans an-
tara kontrol bila dibandingkan dengan kelompok
yang mendapat perlakuan minyak atsiri kencur
konsentrasi 10% dan 20%. Penurunan yang signi-
fikan (p<0,05) juga terdapat antara kelompok yang
mendapat perlakuan dengan minyak atsiri kencur
konsentrasi 5% bila dibandingkan dengan kelompok
yang mendapat perlakuan minyak atsiri kencur kon-
sentrasi 10% dan 20%. Tidak terdapat perbedaan
yang signifikan (p>0,05) persentase makrofag yang
memfagosit bakteri A. Actinomycetemcomitans an-
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tara kontrol dengan kelompok yang mendapat per-
lakuan dengan minyak atsiri kencur konsentrasi 5%,
serta antara kelompok yang mendapat perlakuan
dengan minyak atsiri kencur konsentrasi 10% bila
dibandingkan dengan 20%.

Tabel 2 juga menunjukkan penurunan jumlah
bakteri yang difagosit oleh tiap sel makrofag yang
memfagosit bakteri. Hasil uji Anova menunjukkan
perbedaan yang signifikan (p<0,05), membuktikan
bahwa konsentrasi minyak atsiri kencur berpenga-
ruh terhadap jumlah bakteri yang difagosit oleh tiap
sel makrofag yang memfagosit bakteri. Hasil ana-
lisis dengan LSD menunjukkan penurunan yang
signifikan (p<0,05) jumlah bakteri yang difagosit
oleh tiap sel makrofag yang memfagosit bakteri
antara kelompok yang mendapat perlakuan dengan
minyak atsiri kencur konsentrasi 5%, 10%, dan 20%
bila dibandingkan kontrol, namun tidak terdapat
perbedaan yang bermakna (p>0,05) jumlah bakteri
yang difagosit oleh tiap sel makrofag yang mem-
fagosit bakteri antara kelompok yang mendapat
perlakuan dengan minyak atsiri kencur konsentrasi
5% bila dibandingkan dengan 10% dan 20%, serta
antara kelompok yang mendapat perlakuan dengan
minyak atsiri kencur konsentrasi 10% bila diban-
dingkan dengan 20%.

Tabel 2. Rerata dan simpangan baku jumlah bakteri yang
difagosit oleh tiap sel makrofag yang memfa-

gosit bakteri
Konsentrasi Jy Zr;l;agi?ag:;
minyak atsiri (%) Remta 1 8D
0 3.54+0.44
5 2.71+036
10 278 +0.01
20 252 +0.30

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa minyak
atsiri kencur mempunyai efek imunomodulator
dengan menyebabkan menurunnya aktivitas fagosi-
tosis sel makrofag mencit, dalam hal ini terjadi
penurunan jumlah makrofag yang memfagositosis
bakteri dan jumlah bakteri yang difagosit oleh tiap
sel makrofag yang memfagosit bakteri.

Fagositosis merupakan salah satu cara pertahanan
tubuh melawan invasi bakteri, dengan menelan
bakteri-bakteri patogen dan menghancurkannya.'®"
Pengenalan bakteri oleh sel fagosit berperan penting
dalam proses fagositosis.”**'

Mekanisme terjadinya penurunan aktivitas fago-
sitosis sel makrofag tersebut belum dapat diketahui

dari penelitian ini, akan tetapi kemungkinan dise-
babkan karena zat aktif yang terkandung di dalam
minyak atsiri kencur mampu mengganggu stabilitas
protein permukaan membran sel makrofag. Ter-
ganggunya reseptor-reseptor yang terdapat pada
permukaan sel makrofag, menyebabkan makrofag
tidak mampu mengenali bakteri A. Actinomycetem-
comitans.”

Makrofag mengenali bakteri target melalui resep-
tor permukaan, yang spesifik terhadap komponen
bakteri. Molekul CD14 yang terdapat pada per-
mukaan sel makrofag mampu mengenali kompleks
lipopolisakarida (LPS) dan LPS-binding protein
(LBP) dan berperan penting dalam fagositosis bak-
teri A. Actinomycetemcomitans yang hidup.*> Pengi-
katan bakteri oleh reseptor yang terdapat pada
membran makrofag merupakan langkah awal terja-
dinya fagositosis®, sehingga apabila terjadi gang-
guan dalam pengenalan dan pengikatan bakteri A.
actinomycetemcomitans oleh reseptor sel makrofag,
akan menyebabkan penurunan aktifitas fagositosis.

Fagositosis merupakan suatu proses yang kom-
pleks. Selain terjadi internalisasi bakteri atau benda-
benda asing, juga memicu aktivasi sel makrofag
untuk mensintesis berbagai enzim (reactive oxygen
intermediate, inducible nitric oxide synthase dan
lysosomal protease) dan sitokin (IL-1 dan TNF-o)
yang bersifat toksik terhadap bakteri yang difagosit.
Namun, apabila terjadi reaksi fagositosis yang
berlebihan sehingga enzim dan sitokin tersebut
disintesis dalam jumlah yang berlebihan, dan dile-
paskan ke jaringan ekstraseluler dapat berakibat
destruksi jaringan. '

Semakin tinggi konsentrasi minyak atsiri kencur
semakin menurun aktivitas fagositosis. Hal ini dise-
babkan semakin tinggi konsentrasi minyak atsiri
kencur, semakin banyak zat aktif yang terkandung
dalam minyak atsiri tersebut. Semakin banyak kan-
dungan zat aktif, akan semakin mengganggu resep-
tor pada permukaan sel makrofag, dengan demikian
aktivitas fagositosis juga akan semakin menurun.”
Data hasil penelitian ini diketahui bahwa minyak
atsiri kencur konsentrasi 10% sudah mampu me-
nurunkan secara signifikan jumlah makrofag yang
memfagosit bakteri A. actinomycetemcomitans mau-
pun jumlah bakteri A. actinomycetemcomitans yang
difagosit oleh tiap sel makrofag.

Kesimpulan penelitian ini adalah minyak atsiri
kencur mampu menurunkan aktivitas fagositosis sel
makrofag mencit terthadap A. actinomycetemcomi-
tans in vitro. Penggunaan konsentrasi 10% merupa-
kan konsentrasi yang efektif dalam menurunkan
aktivitas fagositosis sel makrofag terhadap A. Acti-
nomycetemcomitans.
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