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Profil Gr-1 dan CD34 Mencit yang Diinfeksi Staphylococcus aureus Pacsa
Pemberian Ekstrak Buah Mengkudu (Morinda citrifolia)
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Progam Magister Biologi, Fakultas Matematika dan liImu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya

Abstrak

Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai penyakit infeksi sistemik, seperti endokarditis, osteomielitis, sindrom
kulit melepuh, pneumonia dan penyakit Toxic Shock Syndrom (TSS). Faktor virulen S. aureus dapat menginduksi
peningkatan neutrofil, inflamasi, serta menstimulasi sel T sehingga terjadi sekresi sitokin proinflamasi secara besar-
besaran. Staphylococcus aureus resisten terhadap antibiotik sehingga mendorong masyarakat untuk mencari tanaman
obat tradisional. Tanaman obat lebih efektif, efek samping lebih kecil, dan harga lebih murah dibandingkan obat
sintetik. Morinda citrifolia dijadikan bahan alternatif pengobatan karena memiliki potensi sebagai anti mikroba, anti
kanker, anti inflamasi dan antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil Gr-1 dan CD34 mencit yang
diinfeksi S. aureus pacsa pemberian ekstrak air buah mengkudu (M. citrifolia). Penelitian menggunakan RAL faktorial.
Terdapat 2 kelompok yaitu kelompok non infeksi dan infeksi. Kedua kelompok diberi ekstrak air buah M. citrifolia
dengan dosis berturut-turut 25 mgkgBB'l, 100 mgkgBB'l, dan 300 mgkgBB'1 selama 20 hari kemudian diinfeksi S. aureus
sebanyak 1 x 10° sel. Deteksi jumlah relatif Gr-1 dan CD34 menggunakan Flow cytometry, dianalisis dengan progam
CellQuest dan dilakukan uji statistik ANOVA dan uji BNJ menggunakan progam SPSS 16. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa, pada kelompok non infeksi terjadi peningkatan Gr-1 pada dosis 100 mgkgBB'l, dosis 25 mgkgBB'1 dan 100
mgkgBB’1 serta terjadi peningkatan dan penurunan CD34 secara signifikan (P<0.05). Pada kelompok infeksi terjadi
penuruan Gr-1 pada dosis 300 mgkgBB’l, dan peningkatan CD34 pada dosis 100 mgkgBB’l. Penurunan Gr-1
dimungkinkan karena senyawa M. citrifolia berperan sebagai anti inflamasi.
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Profile of Gr-1 and CD34 of Mice Which Infected by Staphylococcus aureus:
Post-treated of Noni (Morinda Citrifolia) Extract
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Abstract

Staphylococcus aureus Rosenbach causes varies systemic infections, such as endocarditis, osteomyelitis, skin blister
syndrome, pneumonia and Toxic Shock Syndrome (TSS). Virulent factors of S. aureus induce increases in neutrophils,
inflammation and stimulate T cells resulted the massive secretion of proinflammatory cytokines. Bacteria S. aureus is
resistant to antibiotic, encourages people to search traditional medicine plants. Medicinal plants play an important role
in developing of new drugs because of their effectiveness, less side effects and relatively low cost compared to synthetic
drugs. Morinda citrifolia L. is used as an alternative treatment because its potential as an anti-microbial, anti-cancer,
anti-inflammatory and antioxidant. The purpose of this research is to determine the profile of Gr-1 and CD34 of mice
which infected with S. aureus post-treated with noni fruit extract. Two groups of treatment are: non-infected and
infected. Both groups were given extract of M. citrifolia fruit with doses of 25 mgkgBW'l, 100 mgkgBW‘l, and 300
mgkgBW1 for 20 days and then infected with S. aureus by 1 x 10° cells. Detection of the relative amount of Gr-1 and
CD34 using Flow cytometry, analyzed with the Cell Quest program and we perform ANOVA and HSD test using SPSS 16
program. The results showed that, the non-infection group increased Gr-1 at doses of 100 mgkgBWl, doses of 25
mgkgBWl and 100 mgkgBW’l respectively, along the increase and decrease in CD34 significantly (P<0.05). Infection
occurs on the decline of Gr-1 at dose of 300 mgkgBWl, and increased of CD34 at doses 100 mgkgBW’l. Gr-1 decline is
assumed cause by the compound in M. citrifolia anti-inflammatory role.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus mengakibatkan
berbagai macam infeksi sistemik seperti
endokarditis, osteomielitis, sindrom  kulit
melepuh, pneumonia dan penyakit Toxic Shock
Syndrom (TSS) [1,2]. Superantigen S. aureus
dapat menstimulasi sel T melalui bagian VB dari T
cell  reseptor  (TCR) [3,4,5], sehingga
menyebabkan sekresi secara besar-besaran
sitokin proinflamasi seperti, Tumor necrosis
factor-a  (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) dan
Interferon-y (IFN-y) [6]. Faktor virulen S. aurus
berupa Panton valentine leukocidin (PVL) dapat
menginduksi  Polymorphonuclear  leukocytes
(PMN) dan menstimulasi mediator inflamasi [7].
Sedangkan a-toxin dapat menstimulasi kemokin
CXC, yang menginduksi pergerakan neutrofil
menuju daerah inflamasi di paru-paru [8].

Aktivasi neutrofil dan makrofag merupakan
respon kuat imunitas innate dalam melawan
infeksi S. aureus [9]. Neutrofil direkrut pada
daerah inflamasi, untuk memfagosit dan
menghancurkan mikroba [10]. Sel neutrofil
perifer dapat dideteksi melalui mesin Flow
cytometry dengan anti-Gr-1 [11]. Neutrofil
merupakan diferensiasi akhir dari Hematopoietic
stem cell (HSC) melalui perkembangan progenitor
myeloid, yang merupakan prekursor dari
granulosit [12]. Penanda dari sel hematopoietic
tersebut adalah CD34.

Meningkatnya resistensi S. aureus terhadap
antibiotik seperti penicillin, methisilin, quinolone
dan vancomysin, mendorong masyarakat untuk
mencari tanaman obat. Tanaman obat berperan
penting terhadap perkembangan obat baru,
karena lebih efektif, efek samping lebih kecil, dan
harga lebih murah dibandingkan obat sintetik
[13].

Salah satu tanaman obat vyang dapat
digunakan untuk menjaga kesehatan adalah buah
mengkudu. Buah mengkudu dijadikan bahan
alternatif pengobatan karena memiliki potensi
sebagai anti mikroba, anti kanker, anti inflamasi
dan antioksidan [14]. Senyawa kimia yang
terkandung dalam buah mengkudu yaitu asam
amino, antraquinon, glikosida, flavonoid,
alkaloid, tannin, komponen fenol dan asam sitrat
[15]. Senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan
steroid pada buah mengkudu dengan tingkat
kematangan vyang berbeda, dapat beperan
sebagai anti bakteri [16]. Scopoletin buah
mengkudu juga berfungsi sebagai antibakteri
[17]. Buah mengkudu dapat meningkatkan
imunitas sel dan meningkatkan aktivitas
makrofag untuk melawan pertumbuhan tumor
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[18]. Sedangkan jus dari buah mengkudu dapat
bersifat sebagai anti inflamasi [19]. Oleh karena
itu penilitian ini bertujuan mengetahui ekspresi
dari jumlah relatif CD34 dan Gr-1 mencit yang
diinfeksi S. aureus pacsa pemberian ekstrak buah
mengkudu.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan hewan coba
mencit yang mendapat sertifikat kelaikan etik no.
112-KEP-UB. Rancangan percobaan berupa
Rancangan Acak Lengkap Faktorial (RAL). Kriteria
mencit yaitu betina, strain DDY, berumur 6
minggu, sebanyak 32 ekor. Mencit diaklimasi
selama satu minggu sebelum perlakuan.
Terdapat dua kelompok perlakuan, vyaitu
kelompok infeksi dan kelompok non infeksi,
keduanya diberi ekstrak air buah mengkudu
selama 20 hari, kemudian diinfeksi S. aureus. Tiap
kelompok terdiri dari empat perlakuan, dengan 3
ulangan. Kontrol normal kelompok non-infeksi
diberi aquades tanpa diinfeksi S. aureus,
sedangkan kontrol positif kelompok infeksi diberi
aquades dan diinfeksi dengan S. aureus.

Pembuatan Ekstrak Buah Mengkudu

Daging buah dioven pada suhu 50°C, selama
lima hari, diblender menjadi serbuk halus, diayak
sehingga diperoleh simplisia. Simplisia sebanyak
5 gram dilarutkan dalam 50 ml akuades,
dipanaskan hingga mencapai 80°C, kemudian
dibiarkan 15 menit [20]. Selanjutnya, disaring
menggunakan kertas saring. Dosis ekstrak buah
mengkudu yang aman untuk manusia adalah
500-1000 mg per hari [21], dikonversikan pada
mencit dengan mengalikan 0.0026 (berat mencit
20 mg). Dosis yang digunakan antara lain 25
mgkgBB"l, 100 mgkgBB'l, 300 mgkgBB'l. Formula
ini dicekokkan sekali setiap hari secara oral
menggunakan sonde selama 20 hari.

Injeksi S.aureus

Stok kultur bakteri S. aureus diinokulasikan
sebanyak 4 ml, kemudian ditambahkan media
Nutrient broth (NB) sampai 40 ml dan kultur
dishaker. Pada jam ke-8, 1 ml dari stok kultur
dimasukkan ke dalam tabung dan disentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit
dengan suhu 25°C. Pellet hasil sentrifugasi
ditambahkan 100 upl PBS. Larutan tersebut
kemudian diinjeksikan sebanyak 100 pl pada
mencit. Jumlah bakteri S. aureus yang
diinjeksikan sebesar 1x10° sel. Injeksi dilakukan
pada hari ke-21 secara Intraperitoneal
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menggunakan syringe dengan ukuran 21 %G.
Pembedahan mencit dilakukan setelah 5 hari
infeksi. Proses imunitas adaptif pada umumnya
bekerja 4-7 hari setelah terjadinya infeksi [12].

Isolasi Sel dan Deteksi Flow cytometry

Organ Bone marrow digunakan untuk
mengisolasi CD34, sedangkan isolasi Gr-1
dilakukan pada paru-paru. Sebelum dilakukan
isolasi, Bone marrow dibersihkan dari sisa
jaringan otot yang menempel, kemudian di-flush
dengan PBS 1 ml menggunakan jarum ukuran 21
%G. Organ paru-paru ditekan dengan pangkal
spuit kemudian difilter menggunakan wire. Sel-
sel limfosit dari bone marrow dan paru-paru
dilarutkan dalam PBS sampai 6 ml, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm pada
suhu 4°C selama 5 menit. Pellet diresuspensi
dengan PBS 1 ml, dipipetting, diambil 100 pl
homogenat, dilarutkan dalam 500 pl PBS.
Selanjutnya larutan disentrifusgasi dengan
kecepatan 2500 rpm, suhu 4°C selama 5 menit.
Pelet ditambahkan rat anti-mouse anti-CD34 PE
conjugated, dan rat anti-mouse anti-Gr-1 FITC
conjugated, sebanyak 50 ul, diinkubasi selama 30
menit pada suhu 4°C dalam kondisi gelap. Pelet
yang sudah diberi antibodi ditambahkan 300 pl
PBS, dipipetting dan dideteksi dengan mesin Flow
cytometry.

Analisis Data Hasil Flow cytometry

Data hasil deteksi Flow cytometry dianalisis
menggunakan progam CellQuest. Data yang
dihasilkan berupa jumlah relatif CD34" dan Gr-1,
dianalisis secara statistik menggunakan ANOVA
dan uji lanjut BNJ dengan menggunakan progam
SPSS 16.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Jumlah Relatif Gr-1 di dalam Paru-Paru

Neutrofil yang bekerja dalam imunitas innate
memiliki peranan penting untuk melawan jamur
dan infeksi bakteri [22]. Berdasarkan hasil analisis
program CellQuest, pada kontrol normal
kelompok non infeksi jumlah relatif Gr-1 sebesar
1.95%, sedangkan dosis 100 mgkgBB'1
menyebabkan peningkatan CD34 sebesar 3.37%.
Pada kontrol positif kelompok infeksi, jumlah
relative Gr-1 sebesar 2.7%, sedangkan pemberian
mengkudu 300 mgkgBB"1 menurunkan jumlah
relative Gr-1 sebesar 1.63% (Gambar 1).
Berdasarkan hasil analisis statistik uji Anova dan
uji lanjut BNJ, pada kelompok non infeksi terjadi
peningkatan jumlah relative Gr-1 pada dosis 100
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mgkgBB™ sebesar 3.37% dibandingkan dengan
kontrol normal (p>0.05), pada kelompok infeksi
peningkatan dan penurunan tidak signifikan
(p>0.05) (Gambar 2).
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Gambar 1. Persentase jumlah relative Gr-1 pada setiap
perlakuan dideteksi melalui Flow cytometry dan
dianalisis dengan program CellQuest (Analisis pada
organ paru-paru memakai antibodi anti-TER119 yang
dilabel dengan FITC, I=ekspresi dari sel granulosit, Il =
Granulosit yang mengekspresikan Gr-1, A= Non
Infeksi, B= Infeksi, K= Kontrol, D1= Dosis 25 mgkgBB'l,
D2= Dosis 100 mgkgBB™, D3= Dosis 300 mgkgBB™).
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Gambar 2. Rerata jumlah relatif Gr-1 pada setiap
perlakuan hasil analisis statistik uji ANOVA RAL
faktorial dan uji lanjut BNJ pada Organ spleen (K=
Kontrol, D1= Dosis 25 mgkgBB™, D2= Dosis 100
mgkgBB™, D3= Dosis 300 mgkgBB™).

Sekresi neutrofil dalam proses sirkulasi secara
normal 1-2% dari total populasi neutrofil pada
bone marrow [23]. Aktivitas neutrofil secara
berlebihan dalam proses inflamasi dapat
menginduksi kerusakan jaringan dan disfungsi
organ [24]. Peningkatan jumlah relatif Gr-1
dimungkinkan disebabkan oleh ekstrak kasar dari
buah mengkudu. Menurut penelitian
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sebelumnya, senyawa kimia dari ekstrak air buah
mengkudu adalah karbohidrat, protein, Tannin,
flavonoid, saponin, Steroid, alkaloid dan Glikosida
[16]. Flavonoid dapat mempengaruhi sistem
imun dan proses inflamasi [25]. Flavonoid dan
Tannin merupakan komponen dari senyawa fenol
yang bersifat sebagai antioksidan, antibakteri,
anti-inflamasi, anti alergi, anti kanker [26].

Peningkatan neutrofil pada kontrol infeksi
kemungkinan disebabkan adanya Lipoteichoic
acids (LTA) dan peptidoglican (PepG). Faktor
virulen dari S. aureus memiliki kemampuan untuk
membunuh  neutrofil secara efektif [25].
Sedangkan protein A dapat mempengaruhi
proses imunologi [28]. LTA dan PepG
menyebabkan inflamasi akut pada paru-paru,
melalui peningkatan PMN [29]. Infeksi S. aureus
selama 48 jam dapat meningkatkan jumlah PMN
di jaringan infeksi dan menurunkan 80% PMN
didalam bone marrow [30]. Migrasi neutrofil saat
terjadi infeksi, inflamasi maupun non infeksi
dipengaruhi adanya sinyal kemotaktik berupa KC,
MIP-2 dan receptor CXCR2 [31]. a-toxin dapat
menstimulasi kemokin CXC, sehingga neutrofil
menuju daerah inflamasi [8].

Pada kelompok infeksi, pemberian mengkudu
dosis 300 mgkgBB™" menyebabkan penurunan
jumlah neutrofil sebesar 1.63% dibandingkan
dengan kontrol positif kelompok infeksi sebesar
2.7%. Hal ini disebabkan oleh senyawa dari
mengkudu  bersifat  sebagai  antiinflamasi
sehingga kemungkinan dapat menurunkan
jumlah relatif Gr-1. Penelitian sebelumnya
menjelaskan bahwa scopoletin dari M. citrifolia
bersifat sebagi antiinflamasi dan antibakteri [30].
Senyawa flavonoid berupa polifenol dapat
menghambat ekspresi gen proinflamasi melalui
penghambatan Nuclear Factor Kappa B (NF-Kb)
[33]. Ekstrak air buah mengkudu, secara
signifikan pada dosis 200 mg/kg dapat bersifat
sebagai anti inflamasi [34].

Jumlah relatif CD34 pada Bone marrow

Hasil analisis program CellQuest menunjukkan
bahwa, pada perlakuan non infeksi dosis 25
mgkgBB'1 terjadi peningkatan CD34 sebesar
5.34% dibandingkan dengan kontrol normal
sebesar 4.52%. Pada kontrol positif kelompok
Infeksi, jumlah relatif CD34 sebesar 3.06%, dan
meningkat pada dosis 100 mgkgBB'1 sebesar
4.02% (Gambar 3.) Berdasarkan hasil analisis
statistik uji Anova dan uji lanjut BNJ, pemberian
dosis 25 mgkgBB™ pada kelompok non infeksi,
menyebabkan peningkatan CD34 sebesar 5.34%,
peningkatan tersebut tidak berbeda nyata
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dengan kontrol normal sebesar 4.92%.
Sedangkan pemberian dosis 100 mgkgBB™ terjadi
penurunan CD34 secara signifikan (P<0.05)
sebesar 4.09%. Pada kelompok infeksi
peningkatan dan penurunan jumlah relatif CD34
tidak signifikan (Gambar 4).
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Gambar 3. Persentase jumlah relatif sel CD34 pada setiap
perlakuan melalui Flow cytometry dan dianalisis
dengan program CellQuest (Analisis pada organ paru-
paru memakai antibodi anti-CD34 yang dilabel dengan
PE, I=ekspresi dari CD34, A = Non Infeksi, B = Infeksi,
K= Kontrol, D1= Dosis 25 mgkgBB'l, D2= Dosis 100
mgkgBB ™, D3= Dosis 300 mgkgBB™).

Rerata jumlah relatif CD34 pada Bone Marrow
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Gambar 4. Rerata jumlah relatif sel CD34 pada setiap
perlakuan hasil analisis uji ANOVA RAL faktorial dan
uji lanjut BNJ pada organ spleen (K= Kontrol, D1=
Dosis 25 mgkgBB”, D2= Dosis 100 mgkgBB™, D3=
Dosis 300 mgkgBB™Y).

CD34 merupakan penanda dari sel-sel
hematopoietik, sel-sel hematopoietik akan
berdiferensiasi menjadi limfosit, granulosit
maupun megakariosit [10]. Meningkatnya CD34"
diakibatkan adanya mitogen dan senyawa aktif
dari ekstrak kasar mengkudu yang dapat
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meningkatkan CD34". Senyawa yang terdapat
pada buah mengkudu yaitu karbohidrat, protein,
asam amino, lemak, minyak, antraquinon,
glycoside, flavonoid, alkaloid, tannin, fenol, asam
sitrat [15]. Mitogen dari tumbuhan dapat
menginduksi sistem imun vyaitu proliferasi dan
diferensiasi sel T dan B [35].

Penurunan CD34 dapat dimungkinkan adanya
homing dari CD34 dan apoptosis dari CD34.
Penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa
reduksi dari ekspresi CXCR4 berkontribusi
terhadap mobilisasi sel CD34" pada jaringan
periferal [36]. Proses terjadinya apoptosis CD34
disebabkan peningkatan sel CD40" pada kontrol
sehat dibandingkan CD40 [37]. Dalam proses
apoptosis, kerja dari CD40 dimediasi oleh Tumor
necrosis factor (TNFR) dan Fas [38]. Interaksi
antara CD40 dengan Fas dapat menyebabkan
proses apoptosis sel hepatosit manusia [39].
Faktor inhibitor seperti TNFa dan IFNy dapat
memediasi penghambatan sel hematopoietic
[40,41,42,43,44,45]). Caspase-3/CPP32, Caspase-
3/CPP32 merupakan famili dari IL-1 converting
enzyme (ICE), yang berperan terhadap proses
apoptosis pada sel mamalia [46].

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Pada kelompok non infeksi terjadi
peningkatan Gr-1 pada dosis 100 mgkgBB"l, dosis
25 mgkgBB'1 dan 100 mgkgBB'1 dapat
meningkatkan dan menurunkan CD34 (P<0.05).
Pada kelompok Infeksi terjadi penuruan Gr-1
pada dosis 300 mgkgBB'l, dan peningkatan CD34
pada dosis 100 mgkgBB™. Penurunan Gr-1
dimungkinkan karena senyawa M. citrifolia yang
berperan anti inflamasi.

Saran

Saran yang perlu dilakukan adalah
perhitungan jumlah absolut dari parameter sel-
sel hemtopoietik untuk melengkapi data jumlah
relatif pada penelitian ini.
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