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Abstract
Evidence based of Centella asiatica as immunomodulator in tuberculosis diseases are unclear.

Therefore, the further research of Centella asiatica as immunomodulaior are necessary, through
measuring the level of IFN-y and Interleukin-10. Twenty eight male rats infected with Mycobacterium
tuberculosis through intratrachea. After 29 days post infection, rats were divided randomly into four
groups. Groups 1,2, and 3 were groups that obtained the ethanol extract of Centella asiatica at 375
mg / kgBW, 750 mg / kgBW and 1500 mg / kgBW, during 14 days, peroral and fourth group was the
control group that obtained only vehicle. The measurement of IFN-y and Interleukin-10 level were
performed by ELISA on the day 15" . The results have shown that the highest mean level of IFN-y and
The lowest mean level of Interleukin-10 is the group that obtained the ethanol extract of Centella
asiatica at 750 mg / kgBW. In conclusion, the ethanol extract of Centella asiatica improve immune
response of tuberculosis rat models, through increased IFNy level.
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Kadar IFN-y Dan Interleukin-10 Pada Tikus Model Tuberculosis Setelah Pemberian Ekstrak
Centella asiatica

Abstrak

Bukti ilmiah tentang khasiat Centella asiatica sebagai imunomodulator untuk terapi pendamping pada
tuberkulosis masih belum banyak. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian lebii lanjut tentang efek
ekstrak Centella asiatica terhadap respons imun pada tikus model tuberculosis melalui kadar sitokin
IFN-y dan Interleukin-10. Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental pada tikus dengan
rancangan acak lengkap. Dua puluh deiapan tikus jantan diinfeksi dengan Mycobacterium tuberculosis
cecara intratrakeal. Pada hari ke-29 setelah infeksi, dua puluh empat tikus dinagi secara acak menjadi 4
kelompok. Kelompok 1, 2, dan 3 diberi ekstrak etanol Centella asiatica dengan dosis 375mg/kgbb,
750mg/kgbb, 1500mg/kgbb, sekali sehari secara peroral selama 14 hari. Kelompok 4 adalah kelompok
kontrol, diberi vehikulum. Pada hari ke- 15, tikus dikorbankan nyawanya untuk diambil darahnva
secarz intrakardial dan diperiksa kadar IFN-y dan Interleukin-10 dengan menggunakan metode ELISA.
Hasil penelitian menunjukkan, rerata tertinggi kadar IFNy pada kelompok tikuz yang diberi ekstrak
etanol Centella asiatice dengan dosis 750 rag/kgbb tikus. Rerata terendah kadar Interleukin-10 pada
keiompok tikus yang diberi ekstrak etanol Centella asiatica dengan dosis 750 mg/kgbb tikus.
Kesimpulan dari penelitian adalzh ekstrak etanol Centella asiatica memperbaiki respons imun tikus

model tuberkulosis me!zlui peningkatan kadar IFNy

Kata kunci : Centella asiatica, M.tuberculosis, 1FNy, Interleukin-10
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PENDAHULUAN
Tuberkulosis berawal dari inhalasi bakteri Mycobacterium tubercuiosis ke dalam alveoli paru.

Bakteri berikatan dengan reseptor fagosit yang terdapat diberbagai sel seperti alveolar makrofag, sel
dendritik dan monosit yang masuk dari pembuluh darah. Makrofag dan sel dendritik mengkespresikan
reszptor fagosit dan toll like receptors (TLR). lkatan spesifik antara TLR dengan patogen akan
menciptakan sebuah signal transduksi pada host. Sinyal ini akan mengaktifkan Nf-kB, selanjutnya akan
menginduksi sitokin dan kemokin {1). Jadi aktivasi TLR merupakan penghubung yang penting antara
respons imun alami dengan respons imun selular. Oleh karena itu, respons imun terhadap
Mycobacterium tuberculosis memegang peranan penting dalam hasil keluaran infeksi Mycobacterium
tuberculosis. Bila seseorang terpapar bakteri tersebut maka keluaran penyakit tergantung respons imun
individu tersebut. Bila respons imun tinggi, maka bakteri akan mati dan individu sehat. Bila respons
imun sedang, maka individu tersebut akan mengalami infeksi laten, pembawa bakteri dan hanya 10%
menjadi sakit (2).

Makrofag dianggap sebagai sel utama pada terjadinya infeksi tuberkulosis. Makrofag alveolar
mempunyai peranan esensial untuk mengeliminasi organisme yang masuk ke dalam saluran napas.
Makrofag merupakan sel yang pertama yang berinteraksi dengan Mycobacterium tuberculosis. Interaksi
awal antara bakteri dengan makrofag adalah melalui reseptor yang disebut Fc, komplemen, manose,
protein surfaktan, dan CD43. Meskipun belum diketahui secara pasti jika bakteri berinteraksi dengan
salah satu atau lebih reseptor tersebut tetapi secara invitro diketahui bahwa respons makrofag
tergantung pada interaksi antara makrofag dengan salah satu reseptor. Interaksinya dengan Fc reseptor
meningkatkan produksi reactive oxygen species (ROS) dan menyebabkan fusi antara fagosom yang
mengandung bakteri dan lisosom (3). Di sisi lain interaksi antara bakteri dengan reseptor C3 me ncegah
respiratory brust dan memblokir maturasi antara fagosom yang mengandung bakteri dengan mencegah
fusi antara fagosom dengan licosom. Interaksi Mycobacterium tuberculosis dengan TLR-2 dan TLR-4
akan mengaktifkan berbagai komponen Mycobacterium tuberculosis seperti 19-kDa lipoprotein dan
lipoarabinomannan (LAM) yang akan mengaktifkan makiofag melalui TLR-2 dan menginduksi IL-12 dan
sintesis iNOS (1) (4).

Pada infeksi tubekulosis respons imun protektif lebih pada respons imun seluler daripada respon imun
humoral yang memproduksi antibodi. Mycobacterium tuberculosis tinggal di dalam makrofag dan
relatif resisten terhacap mekanisme mikrobisidal yang secara efisien mengeliminasi bakteri lain yang
difagositosis. Hal ini merupakan bagian dari kemampuan bakteri tersebut untuk menghindari aktivasi
makrofag oleh IFN-y dan IL-12 (5, 6) Berbagai studi menunjukkan bahwa sitokin tersebut memegang
peranan kritis pada infeksi Mycobacterium tuberculosis baik pada manusia maupun pada hewan.
Defisiensi dari IFN-y dan IL-12 atau reseptornya menyebabkan individu lebih rentan terhadap infeksi
tersebut. Lebih dari 20 tahun diasumsikan bahwa induksi sel Th1 menghasilkan respons imun yang
protektif terhadap inteks: tuberkulosis (4).

Respons imun yang paling menentukan pertahanan tubuh terhadap bakteri adalah respons imun
seluler yang diperankan oleh makrofag. Secara umum makrofag akan memfagositosis mikroorganisme
yang masuk ke dalam tubuh dan selanjutnya dihambat pertumbuhannya dan dibunuh. macrophages
intracellular ~ killing ~ Mycobacterivm  tuberculosis ini  sangat mempengaruhi  perkembangan
mikroorgaanisme dan manifestasi kliniknya. Bakteri Mycobacterium tuberculosis memiliki kemampuan
untuk menghindar dari kemampuan daya buruh intraseluler makrofag dan tetac hidup dan
berkembang biak di dalam makrofag. Hal ini juga menyebabkan bakteri tersebut mampu menghindar
dari berbagai antibiotik. Kemampuan makrofag untuk memburuh Mycobacterium tuberculosis
tergantung dari aktifasi cieh sel efektor lainnya melalui produksi sitokin. Beibagai penelitian telah
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membuktikan bahwa aktivasi makrofag tergantung oleh interferon gamma (IFN-y), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) dan transforming growth factor beta (TGF-B) (7). IFN-y dan TNF-a merupakan
sitokin activator makrofag dan TGF-P merupakan deaktivasi makrofag untuk membunuh M. tuberculosis
intraseluler. Beberapa penelitian baik secara invitro maupun invivo pada hewan coba menunjukkan
bahwa pemberian tuberculin akan menurunkan produksi IFN-y dan menginduksi TGF-B. Demikian juga
penelitian pada penderita tuberkulosis menunjukkan penurunan IFN-y, IL-2, IL-4 (8) Pada penelitian
lainnya, TNF-a juga mampu meningkatkan produksi nitrit oxide oleh makrofag (4). Ketidakseimbangan
sitokin menyebabkan kemampuan daya bunuh makrofag menurun. Hal ini dapat dilihat dari
menurunnya reactive oxygen intermediate dan nitrit oxide yang dihasilkan oleh makrofag yang diinfeksi
dengan M. tuberculosis (9, 10).

Fenomena ini menunjukkan bahwa eliminasi Mycobacterium tuberculosis ditentukaoleh respon imun
seluler yang diperankan oleh makrcfag dan sitokin yang merangsang atau menghambat aktivitas
makrofag.

Ekstrak metanol Centella asiatica telah dibuktikan sebagai imunomodulator pada tikus dengan cara
meningkatkan eksprei dari CD4, CD8, makrofag, imunoglobulin G, M dan A, Hal ini membuktikan bahwa
ekstrak tersebut dapat mempengaruhi respons imunologi baik humoral maupun seluler. Pada
penelitian ini mengungkapkan bahwa terdapat perbedaan modulasi respons imun antara ekstrak
metanol Centella osiatica (EMCA) dengan tablet yang hanya mengandung asiaticoside, asiatic acid dan
madecaside (FTECA). EMCA memodulasi responss imun melalui presentasi oleh mclekul MHC klas I
sedangkan FTECA memodulasi respons imun melalui MHC klas | (3, 11).

Ekstrak etanol Centella asiatica (pegagan) juga dibuktikan meningkatkan produksi imunoglobulin G
mencit (12). Peneliti lain juga membuktikan hahwa ekstrak tumbuhan tersebut meningkatkan kadar
IFN-y secara bermakna pada makrofag terinfeksi Mycobacterium tuberculosis dan meningkatkan
produksi TNF-a tetapi tidak bermakna secara statistik (13). Peneliti lain juga menunjukkan peningkatan
titer antibod! pada pemberian ekstrak tumbuhan tersebut pada mencit (14). Fkstrak air dan etanol
Centella osiatica mampu meningkatkan kadar TNF-a pada sel kultur makrofag sehat (15). Centella
asiatica juga terbukti tidak bersifat toksik dan memiliki khasiat hepatoprotektif pada hewan coba tikus
yang diinduksi dengan carbon tetrachloride (16).

Sampai saat ini bukti ilmiah tentang khasiat Centella asiatica terutama pada hewan coba yang diinfeksi
dengan Mycobaterium tuberculosis masih belum banyak data yang dikumpulkan. Hal ini tentu saja
menimbulkan keraguan baik oleh masyarakat maupun tenaga medis untuk memanfaatkan tanaman
tersebut sebagai terapi pendamping tuberkulosis. Untuk meningkatkan penggunaan tanaman obat
Centella asiatica menjadi obat fitofarmaka sebagai imunomodulater pada infeksi tuberkulosis, maka
perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh ekstrak Centella asiatica terhadap respons imun seluler
pada tikus yang diinfeksi Mycobaterium tuberculosis. Tuivan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui tentang pengaruh ekstrak Centeila asiatica terhadap respons imun seluler pada tikus yang
diinfeksi Mycobaterium tuberculosis melalui kadar sitokin IFN-y dan 1L-10.

MATERI DAN METODE

MATERI

Centella asiatica

lanaman yang digunakan adalah seluruii tumbuhan Centella aciatica yang diperoleh dari Baiai Materia
Medika Batu.

Hewan coba
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Hewan coba yang digunakan adalah Rattus Norvegicus dengan jenis kelamin jantan dan berat badan

antara 125 - 200 gram.

Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah, tikus ratus norwegicus, simplisia Centella asiatica,

alcohol 70%, aquadestilata, carboxy methyl cellulose natrium (CMC Na), tween 80, bakteri M.
tuberculosis, ketamin HCl. Xalasin, pakan tikus, dan elisa kit untuk IFN y dan Interleukin 10 (no catalog
RIF0O).

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang hewan coba, peralataan bedah minor, sonde,
spuit 1 cc, spuit Sce, spuit 10 cc, vacuum, waterbath, mortar stamper, vacutainer, tabung sntrifuge,
tube 2 cc, mikropipet, Elisa washing, and Elisa reader.

METODE

Ekstraksi Centella asiatica
Metode ekastraksi Centella asiatica adalah maserasi dengan menggunakan pelarut alcohol 70%. Dosis

ekstrak etanol Centello asiatica adalah jumlah ekstrak etanol Centella asiatica yang diberikan pada tikus
sesuai dengan berat badan secara peroral satu kali sehari selama 14 hari. Dosis ekstrak etanol centella
asiatica adalah 375mg/KgBB, 750mg/KgBB dan 1500mg/kgBB

Model infeksi tikus
Pembuatan model infeksi tikus dengan M. tuberculosis sesuai dengan tata cara yang telah dilakukan

oleh Mustika (17)
Pemeriksaan kadar IFN-y dan IL-10 dalam serum darah tikus

Pemeriksaan kadar IFN-y dan IL-10 dalam serum darah tikus dengan menggunakan Metode ELISA.
Darah tikus yang diambil dari jantung, didiamkan dalam suhu kamar sampai terbentuk bekun, kemudian
disentrifus dengan kecepatan 3500 rpm selama 5 menit. Serum yang diperoleh dilakukan pemeriksaan
kadar dengan menggunakan metode ELISA.

Laik Etik
Prosedur penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga dengan No : 129-KE

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil penieriksaan efek ekstrak etanol Centella asiatica terhadap kadar IFNy pda serum darah tikus
yang diinfeksi dengan M.tuberculosis

Pemeriksaan kadar IFNy pada serum darah tikus dilakukan dengan menggunakan metode ELISA.

Hasil pemeriksaan kadar IFNy pada serum darah tikus dapat dilihat pada tabel 1. Rerata tertinggi kadar
IFNy ada pada kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol Centella asiatica dengan dosis 750 mg/kgbb
tikus. Hasil uji statistik menunjukkan bahwa terdapat erbedaan yang bermakna antara kelompok yang
tidak memperoleh ekstrak dengan kelompok yang memperoleh ekstrak dengan dosis 750 mg/kgbb.
Perbedaan yang bermakna juga ditunjukkan antara kelompok yang memperoleh ekstrak etanol dosis
375 mg/kggbb dan 1500 mg/kgbb dengan dosis 750 mg/kgbb
Tabel 1 Kadar IFNy pada serum darah tikus

DOSIS KADAR IFN y

375 mg/kg 1 1542
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2
3
4
5
6
750 mg/kgbb 1
2
3
4
5
6
1500 mg/kgbb 1
2
3
4
5
6
0 mg/kgbb 1
2
3
a
5

&

1239
204,4
1899
193,8
180,6
155,5
678,4
180,6
6943
174,0
146,3
174,0
146,3
172,7
146,3
2189
163,5
168,7
1397
1859
184,6
182,0
158,2

Tabel 2. Rerata dan simpangan baku kadar IFNy pada serum darah tikus

Dosis Rerata Simpangan baku

0 mg/kg 172,9" 12,8 -
375 mg/kg 174,5° 30

750mg/kg  338,18" 270,02

1500 mg/kg  168,30° 27,95

Keterangan : superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna

Peningkatan dosis ekstrak etanol Centella asiatica, tidak diikuti dengan peningkatan kadar IFNy pada
serum darah tikus. Bila dibandingkan antara kelompok yang tidak memperoleh ekstrak dengan yang
memperoleh ekstrak, terdapat peningkatan kadar IFNy dari dosis 375 mg/kgbb ke dosis 750 mg/kgbb.
Pada dosis 1500 mg/kgbb kadar IFNy justru mengalami penurunan. Data ini menunjukkan bahwa dosis
optimum untuk memicu peningkaatan kadar IFNy ada pada dosis 750 mg/kgbb, sedangkan pada dosis
1500 mg/kg terjadi penurunan kemungkinan disebabkan karena efek dari down regulation atau umpan

balik negatif.
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Hasil pemeriksaan efek ekstrak etanol Centella asiatica terhadap kadar IL-10 pda serum darah tikus
yang diinfeksi dengan M.tuberculosis

Pemeriksaan kadar IL-10 pada serum darah tikus dilakukan dengan menggunakan metode ELISA. Hasil
pemeriksaan kadar IL-10 pada serum darah tikus dapat dilihat pada tabel 3. Rerata terendah kadar IL-
10 ada pada kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol Centello asiatico dengan dosis 750 mg/kgbb
tikus. Hasil uji statistik menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok
vang tidak memperoleh ekstrak dengan kelompok yang memperoleh ekstrak. Walaupun demikian,
rerata menunjukkan bahwa ekstrak etanol Centella asiatica menurunkan kadar IL 10 bila dibandingan
dengan rerata pada kelompok yang tidak memperocleh ekstrak. Pada dosis 375 mg/kgbb, rerata yang
didapat sebanding dengan rerata pada kelompok control, sedangkan pada dosis 1500 mg/kgbb justru
terjadi peningkatan kadar IL 10. Data in menunjukkan bahwa pada dosis tertentu ekstrak etanol
Centella asiatica mempunyai kemungkinan untuk menghambat respons imun seluler.

Tabel 3 Kadar IL 10 pada serum darah tikus

DOSIS KADAR IL 10

375 mg/kg 139,7
118,6
193,8
148,9
170,1
182,0
156,9
145,0
135,7
142,3
172,7
1423
162,1
1423
170,1
138,7
133,1
976,8
156,9
147,6
166,1
162,1
163,5
150,3

750 mg/kgbb

1500 mg/kgbb

0 mg/kgbb
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Tabel 4. Rerata dan simpangan baku kadar IL-10 pada serum darah tikus

Dosis Rerata Simpangan baku
0 mg/keg 157.7500 " 7.49607

375 mg/kg 158.8500" 28.17721

750 mg/kg 149.1500" 13.4657

1500 mg/kg  287.3500¢ 338.05606

Keterangan : superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna

KESIMPULAN
Kesimpulan dari penelitian adalah ekstrak etanol Centella asiatica meningkatkan kadar IFNy dan tidak

mempengaruhi kadar !L 10 pada tikus yang diinfeksi dengan M.tuberculosis
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