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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian efek ekstrak etanol herba sambiloto
(Andrographis paniculata Ness) terhadap aktivitas imunoglobulin pada
kelinci (Oryctolagus cuniculus) dengan maksud untuk mengetahui aktivitas
imunoglobulin M {lgM) dan imunoglobulin G (lgG) pada kelinci dengan
menggunakan metode hemaglutinasi. Kelinci yang digunakan sebanyak 6
ekor yaitu tiga ekor untuk kontrol yang hanya diberi Na CMC dan tiga ekor
yang lain diberi perlakuan dengan estrak etanol herba sambiloto dengan
konsentrasi 0,37% b/v. Respon imun di induksi dengan menggunakan sel
darah merah domba (SDMD) 2% viv secara intraperitoneal sebanyak 10
mifekor, Setelah diinduksi, kelinci diberi ekstrak secara oral selama 5 hari
berturut-turut. Pengamatan dilakukan pada hari keenam dan kesebelas
dengan menggunakan metode hemaglutinasi titer antibodi  yaitu
pengenceran fertinggi serum darah kelinci yang masih menunjukkan
aglutinasi. Berdasarkan hasil memperiihatkan bahwa ekstrak etanol herba
sambiloto (Andrographis paniculata) pada konsentrasi 0,37% blv secara
nyata dapat meningkatkan akfivitas imunoglobulin M (lgM) dan
imunoglobilin G (lgG) pada kelinci (Oryclolagus cuniculus).
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ABSTRACT

A research about the effect of ethanol extract of andrographis herb
(Andrographis paniculata Mess) on immunoglobulin M (IgM) and
immunoglobulin G (IgG) activity in male rabbits (Oryctolagus cuniculus)
has been conducted. The research was aimed to determine the effect of
ethanol extract of andrographisherb (Andrographis paniculata Ness) on
activity of immunoglobulin male rabbit using hemaglutination method. Six
male rabbits were used, of which three rabbit as control that was given Na
CMC only and the other three rabbits treated with ethanol extract of
Andrographis herb (Andrographis paniculala Ness) in concentration of
0,37% biv. Respect imun was induced by using Sheep Red Blood Cell
(SRBC) 2% blv intraperitoneally with 10 ml for each. After induced, male
rabbit was given extract for 5 days respectively, with oral administration.
The hemaglutination was conducted at the day 6™ and 11™ using
haemagglutinating anfibody titter (HAT) method. The result of ethanol
extract of andrographisherb (Andrographis paniculata Ness) with
concentration 0,37% b/ significantly increased the imunoglobulin M (Igh)
and imunoglobulin G (lgG) activity of male rabbit (Oryctolagus cuniculus).
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PENDAHULUAN

Berbagai polutan sebagai benda asing setiap saat masuk ke dalam
tubuh sehingga menimbulkan reaksi dan penyakit lainnya, hal ini memicu
terfjadinya interaksi antara antigen dan antibodi yang terdapat dalam
serum darah (1). Proses pertahanan tubuh berkaitan erat dengan antibodi.
Antibodi adalah protein imunoglobin yang disekresi oleh limfosit B ( sel B )
yang terfiksasi oleh antigen. Imunoglobulin merupakan substansi pertama
yang diidentifikasi sebagai molekul dalam serum vyang mampu
menetralkan sejumlah mikroorganisme penyebab infeksi. imonoglobulin M
adalah kelas utama imunogiobulin yang pertama dibentuk atas
rangsangan antigen. Respon IgM umumnya pendek yaitu berkisar 5
sampai 7 hari pertama setelah respon primer. Fenomena ini digunakan
untuk menentukan apakah suatu injeksi yang diderita seseorang akut atau
tidak (1,2,3).

Seiring dengan semakin berkembangnya penggunaan tanaman obat
dalam dunia kesehatan, pengetahuan masyarakat terhadap khasiat dan
Manfaat tanaman obat pun semakin berkembang. Salah satu tanaman
obat tradisional yang biasa digunakan adalah sambiloto (Andrographis
paniculata Nees) dari suku Acanthaceae. Telah dilaporkan bahwa infus
sambiloto dapat menurunkan kadar glukosa darah (4), ekstrak etanol pada
dosis 135 dan 68 mg/kg berat badan mampu meningkatkan respon imun

seluler pada hewan uji (3).




Permasalahannya ialah apakah herba sambiloto dapat me-
ningkatkan aktivitas IgM dan lgG. Berdasarkan permasalahan tersebut,
maka dilakukan penelitian uji efek ekstrak etanol herba sambiloto pada
konsentrasi 0,37% terhadap aktivitas IgM dan IgG dengan metode
hemaglutinasi, Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek ekstrak

etanol herba sambiloto terhadap aktifitas IgM dan 1gG pada kelinci.
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TINJAUAN PUSTAKA

i1 Uraian Tanaman Sambiloto (Andrographis paniculata Ness)

i.1.1 Klasifikasi Tanaman

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Anak divisi . Angiospermae
Kelas : Dicotyledoneas

Anak kelas  : Sympetalae

Bangsa : Scrophulariales

Suku . Acanthaceae

Marga - Andrographis

Jenis - Andrographis paniculata Ness (7)

11.1.2 Penamaan Tanaman

Sumatra : Papaitan
Sunda - Takila
Indonesia : Sambiloto
Bugis : Pai-pai
Enrekang - Cambiroto (8)

11.1.3 Morfologi Tanaman
Sambiloto (Andrographis paniculata Ness) merupakan tumbuhan
semusim., Tinggi tumbuhan sekitar 40-80 cm, dengan batang bersegi

empat dan nodus yang membesar dan banyak bercabang. Daun tunggal
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dengan letak berhadapan bersilang, bentuknya lanset dengan pangkal
runcing dan ujung daun meruncing. Tepi daun merata, permukaan
berwarna hijau tua dan permukaan bawah berwarna hijau muda. Panjang
daun 2-8 cm, lebar 1-3 cm, bertangkai pendek. Bunga berwarna putih
ungu keluar diujung batang atau ketiak daun, tersusun dalam rangkaian
berupa tandan. Buah bentuknya memanjang sampai jorong dengan
panjang sekitar 1,5 cm dan lebar 0,5 cm, menjadi 4 keping. Bijinya
gepeng, kecil, berwama cokelat muda. Mudah diperbanyak dengan bij.
Daun dan batang tumbuhan ini sangat pahit (9).
II.1.4 Tempat Tumbuh

Tanaman sering ditemukan tumbuh liar di tempat terbuka, seperti
tepi jalan, ladang, atau tanah kosong yang terbengkalai, juga di-
pekarangan. Daerah penyebarannya dari dataran rendah sampai
ketinggian 700 meter di atas permukaan laut (10).
II.1.5 Kandungan Kimia

Herba sambiloto mengandung lakton, flavonoid (andrographolid,
neoandrographolid), minyak menguap dan mineralseperti kalium, kalsium,
natrium dan asam kersik (8).
I1.1.6 Kegunaan

Herba sambiloto banyak digunakan sebagai anti radang, anti
infeksi, mencegah penggumpalan darah, anti racun, menurunkan glukosa

dalam darah, menghancurkan inti sel kanker dan sebagainya (5).
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1.2 Uraian Mengenai Ekstraksi Bahan Alami
I1.2.1 Definisi Ekstrak

Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair dibuat dengan
mengekstraksi simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok, di
luar pengaruh cahaya matahari langsung (12).

11.2.2 Definisi Ekstraksi

Ekstraksi adalah penyarian zat-zat berkhasiat atau zat-zat aktif dari
bagian tanaman obat, hewan, dan beberapa jenis ikan termasuk biota
laut.Zat-zat aktif tersebut terdapat didalam sel, namun sel tanaman dan
sel hewan berbeda demikian pula ketebalannya, sehingga diperiukan
metode ekstraksi dan pelarut tertentu dalam mengekstraksinya.

Umumnya zat aktif yang terkandung dalam tanaman maupun hewan
lebih larut dalam pelarut organik. Proses terekstraksinya zat aktif dalam
tanaman adalah pelarut organik akan menembus dinding sel dan masuk
ke dalam rongga sel yang mengandung zat akiif. Zat aktif akan terlarut
sehingga terjadi perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam
sel dan proses ini berulang terus sampai terjadinya keseimbangan antara
konsentrasi zat aktif di dalam dan di luar sel (11).

I1.2.3 Pemilihan Pelarut

Pemilihan cairan penyari harus memenuhi kriteria sebagai berikut :

1. Murah dan mudah diperoleh.
2. Stabil secara fisika dan kimia.

3. Bereaksi netral, yaitu tidak mempengaruhi zat-zat berkhasiat.



4. Tidak mudah menguap dan tidak mudah terbakar.
5. Selektif, yaitu hanya menarik zat berkhasiat .
I1.2.4 Metode Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi
dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari.
Maserasi digunakan untuk penyarian simplisia yang mengandung zat akdif
yang mudah larut dalam cairan penyari dan tidak mengandung zat yang
mudah mengembang dalam cairan penyari.

Keuntungan cara penyarian dengan maserasi adalah cara
pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah
diusahakan. Kerugian cara maserasi adalah pengerjaannya lama dan
penyariannya kurang sempurna.

Ada beberapa modifikasi dari maserasi, yaitu:

1. Digesti

Adalah cara maserasi dengan menggunakan pemanasan lemah,
yaitu pada suhu 40° - 50° C. Cara ini hanya dapat dilakukan untuk
simplisia yang zat aktifnya tahan terhadap pemanasan.

2. Maserasi dengan mesin pengaduk

Penggunaan mesin pengaduk yang berputar terus menerus, maka

wakfu proses maserasi dapat dipersingkat menjadi 6 — 24 jam.
3. Remaserasi
Cairan penyari dibagi menjadi dua. Seluruh serbuk simplisia

dimaserasi dengan cairan penyari pertama, kemudian dienaptuangkan



dan diperas. Ampas dimaserasi lagi dengan cairan penyari yang kedua,
4. Maserasi melingkar

Maserasi dapat diperbaiki dengan mengusahakan agar cairan
penyari selalu bergerak dan menyebar. Dengan cara ini penyar selalu
mengalir kembali secara berkesinambungan melalui serbuk simplisia dan
melarutkan zat aktifnya. Cairan penyari dipompa dari bawah bejana
penyari (12).
Il.3 Uraian Sistem Pertahanan tubuh
I1.3.1 Definisi

Imunitas adalah resistensi terhadap penyakit terutama penyakit
infeksi. Gabungan sel, molekul dan jaringan yang berperan dalam
resistensi terhadap infeksi disebut sistem imun dan reaksi yang
dikoordinasi sel-sel dan molekul-molekul terhadap mikroba dan bahan
lainnya disebut respon imun. Sistem imun diperlukan tubuh untuk
mempertahankan keutuhannya terhadap bahaya yang dapat ditimbulkan
berbagai bahan dalam lingkungan hidup (1).

Respon imun sangat bergantung pada kemampuan sistem imun
untuk mengenali molekul asing (antigen) yang terdapat pada patogen
potensial dan kemudian membangkitkan reaksi yang tepat uniuk

menyingkirkan sumber antigen bersangkutan (3).




11.3.2 Klasifikasi Respon Imun
I1.3.2.1 Respon Imun Nonspesifik (natural/ innate/ native)

Respon imun nonspesifik umumnya merupakan imunitas bawaan
(innate immunity), dalam arti bahwa respon terhadap zat asing dapat
terjadi walaupun tubuh sebelumnya tidak pernah terpapar pada zat
tersebut (3). Disebut nonspesifik karena tidak ditujukan terhadap mikroba
tertentu, telah ada dan siap berfungsi sejak lahir. Sistem tersebut
merupakan pertahanan terdepan dan dapat memberikan respon langsung.

Komponen-komponen sistem imun nonspesifik terdiri atas :

A, Pertahanan fisik/mekanik

Dalam sistemn pertahanan fisik atau mekanik, kulit, selaput lendir, silia
saluran nafas, batuk dan bersin merupakan garis pertahanan terdepan
terhadap infeksi. Keratinosit dan lapisan epidermis kulit sehat dan epitel
mukosa yang utuh tidak dapat ditembus kebanyakan mikroba. Kulit yang
rusak akibat luka bakar dan selaput lendir saluran napas yang rusak oleh
asap rokok akan meningkatkan risiko infeksi.

B. Pertahanan biokimia

Kebanyakan mikroba tidak dapat menembus kulit yang sehat, namun
beberapa dapat masuk tubuh melalui kelenjar sebaseus dan folikel
rambut, pH asam keringat dan sekresi sebaseus, berbagai asam lemak
yang dilepas kulit mempunyai efek denaturasi terhadap protein membran

sel sehingga dapat mencegah infeksi yang terjadi melalui kulit.




Lisozim dalam keringat, ludah, air mata dan air susu ibu melindungi
tubuh dari berbagai bakteri gram positif oleh karena dapat meng-
hancurkan lapisan peptidoglikan dinding bakteri. Air susu ibu juga
mengandung laktooksidase dan asam neuraminik yang mempunyai sifat
antibakterial terhadap eschericia coli dan stafilokokus.

Asam hidroklorida dalam lambung, enzim proteclitik, antibodi dan
empedu dalam usus halus membantu menciptakan lingkungan yang dapat
mencegah infeksi banyak mikroba. pH yang rendah dalam vagina,
spermin dalam semen dan jaringan lain dapat mencegah tumbuhnya
bakteri gram positif. Pembilasan oleh urin dapat mengeliminasi bakteri
patogen.

Bahan yang disekresi mukosa saluran napas (enzim dan antibodi)
dan telinga berperan pula dalam pertahanan tubuh secara biokimiawi.
Mukus yang kental melindungi sel epitel mukosa, dapat menangkap
bakteri dan bahan lainnya yang selanjutnya dikeluarkan oleh gerakan silia.
C. Pertahanan humoral

Berbagai bahan dalam sirkulasi seperti komplemen, interferon, CRP
dan kolektin berperan dalam pertahanan humoral. Serum normal dapat
membunuh dan menghancurkan beberapa bakteri gram negatif. Hal itu
disebabkan oleh adanya kerja sama antara antibodi dan komplemen.

1) Komplamen
Komplemen terdiri atas sejumlah besar protein yang bila diakdifkan

akan memberikan proteksi terhadap infeksi dan berperan dalam respon
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inflamasi. Komplemen dapat diaktifkan secara langsung oleh mikroba atau
produknya atau oleh antibodi. Antibodi dan komplemen dapat meng-
hancurkan membran lapisan lipopolisakarida dinding sel. Komplemen
berperan sebagai opsonin yang meningkatkan fagositosis, sebagai faktor
kemotaktik dan juga menimbulkan destruksillisis bakteri dan parasit.
2) Interferon

Interferon adalah sitokin berupa glikoprotein yang diproduksi
makrofag yang diaktifkansel NK (Natural Killer) dan berbagai sel tubuh
yang mengandung nukleus dan dilepas sebagai respons terhadap infeksi
virus, IFN (interferon) mempunyai sifat antivirus dan dapat menginduksi
sel-sel sekitar sel yang terinfeksi virus menjadi resisten terhadap virus.
3} Protein Fase Akut

Selama terjadi infeksi, produk bakteri seperti LPS (lipopolisakarida)
mengaktifkan makrofag dan sel lain untuk melepas berbagai sitokin
seperti IL-1 {Interleukin) yang merupakan pirogen endogen, TNF (Tumor
MNecrosis Factor) dan IL-6. Sitokin-sitokin tersebut merangsang hati untuk
mensintesis dan melepas sejumlah protein plasma yang disebut protein
fase akut seperti CRP (C-Reactive Protein), MBL (Mannan Binding Lectin).
CRP termasuk golongan protein yang kadamya dalam darah meningkat
pada infeksi akut sebagai respon imunitas nonspesifik. MBL berperan
mengakiifkan komplemen. Protein fase akut lain adalah ai-antitripsin,
amiloid serum A, haptoglobin dan fibrinogen, yang juga berperan pada

peningkatan laju endap darah akibat infeksi. Secara keseluruhan, respon
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fase akut memberikan efek menguntungkan melalui peningkatan
resistensi pejamu, mengurangi cidera jaringan dan meningkatkan resolusi
dan perbaikan cidera inflamasi.
4) Kolektin

Kolektin adalah protein yang berfungsi sebagai opsonin yang dapat
mengikat hidrat arang pada permukaan kuman. Kompleks yang terbentuk
diikat reseptor fagosit uniuk dimakan. Selanjutnya komplemen juga
diaktifican.
D. Pertahanan selular

Fagosit, makrofag, dan sel Nafural Killer (NK) berperan dalam sistem
imun nonspesifik seluler,
1) Fagosit

Fagositosis yang efektif pada kuman dini akan dapat mencegah
timbulnya infeksi. Supaya dapat terjadi fagositosis, sel-sel fagosit harus
berada dalam jarak dekat dengan partikel bakteri, atau lebih tepat lagi
bahwa partikel tersebut harus melekat pada permukaan fagosit. Untuk itu
fagosit harus bergerak menuju sasaran yang dimungkinkan berkat
dilepaskannya zat atau mediator tertentu yang disebut faktor leukotaktik
atau kemotaktik yang berasal dari bakteri maupun yang dilepaskan oleh
neutrofil atau makrofag yang sebelumnya telah berada di lokasi bakteri.
Selanjutnya bakteri perlu mengalami opsonisasi, berarti bakteri terlebih
dahulu dilapisi (opsonisasi) oleh imunoglobulin atau komplemen (C3b)

agar lebih mudah ditangkap oleh fagosit. Selanjutnya bakteri masuk ke
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dalam sel dengan cara endositosis dan terperangkap dalam kantung
fagosom seolah-olah ditelan dan dihancurkan, baik dengan proses
oksidasi-reduksi maupun oleh derajat keasaman yang ada dalam fagosit
atau penghancuran oleh lisozim dan gangguan metabolisme bakteri.
2) Makrofag

Monosit ditemukan dalam sirkulasi, tetapi jumlah yang lebih sedikit
dibanding neutrofil. Monosit bermigrasi ke jaringan dan berdiferensiasi
menjadi makrofag. Makrofag dapat hidup lama, mempunyai beberapa
granul dan melepas berbagai bahan, antara lain lisozim, komplemen,
interferon dan sitokin yang memberikan kontribusi dalam pertahanan
spesifik dan nonspesifik.
3) Sel NK

Limfosit terdiri atas sel B, sel T dan sel NK. Jumlah sel NK sekitar 5-
125% dari limfosit dalam sirkulasi dan 425% dan limfosit jaringan. Sel
tersebut berfungsi dalam imunitas nonspesifik terhadap virus dan tumor.
4) Sel mast

Sel mast berperan dalam reaksi alergi dan juga dalam pertahanan
pejamu, jumiahnya menurun pada sindrom imunodefisiensi. Sel mast juga
berperan pada imunitas terhadap parasit dalam usus dan terhadap invasi
bakteri (1)
11.3.2.2 Respon Imun Spesifik

Respon imun spesifik merupakan respon didapat (acquired) yang

timbul terhadap antigen tertentu, dimana ftubuh pemah terpapar
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sebelumnya. Sistem imun spesifik mempunyai kemampuan mengenal
benda yang dianggap asing bagi dirinya. Benda asing yang pertama kali
muncul dalam tubuh segera dikenal oleh sistem imun spesifik sehingga
terjadi sensitasi sel-sel sistem imun tersebut. Benda asing yang sama, bila
terpajan ulang akan dikenal lebih cepat, kemudian dihancurkan (1).
A. Sistem imun spesifik humoral

Limfosit B atau sel B mempunyai peranan penting dalam sistem imun
spesifik humoral. Bila limfosit B dirangsang oleh antigen, sel tersebut akan
berproliferasi, berdiferensiasi dan berkembang menjadi sel plasma yang
memproduksi antibodi. Antibodi yang dilepas dapat ditemukan dalam
serum. Antibodi ini berikatan dengan antigen membentuk kompleks
antigen-antibodi yang dapat mengaktivasi komplemen dan menyebabkan
hancurnya antigen tersebut.
B. Sistem imun spesifik seluler

Banyak mikroorganisme yang hidup dan berkembang biak intra-
seluler antara lain virus dan mikroba yang hidup dalam makrofag sehingga
sulit dijangkau oleh antibodi. Untuk melawan mikroorganisme tersebut
diperlukan respon imun seluler. Yang berperan dalam sistem imun spesifik
selular adalah limfosit T atau sel T. Limfosit T dibentuk didalam sum-sum

tulang tetapi poliferasi dan diferensiasinya terjadi di dalam kelenjar timus.
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C. Inleraksi amara respon imun humoral dengan selular.

Interaksi ini disebut Antibodi Dependent Cell Madialed Cylotoxicity
(ADCC) karena siteliais baru lerjadi bita dibantu oleh antibedi Datam hal ini
antibodi berfungsi melapisi antigen sasaran, sehingga sel NK (natural
kiless yang mempunyai reseptor lerhadap fragmen Fo antibodi tersebut
dapat melekat erat pada se! atau antigen sasaran, Perlekatan sel NK pada
knmpleks antigen-antihodi mengakibatkan sel NK dapat menghancurkan
sl sasaran (3).

.4 Antigen

Antigen adalah suatu molskul yang terikat pada suatu struktur profein
spesifik yang disebut antibodi. Istilah lain yang berkenaan dengan antigen
adalah imuncgen yakni suatu antigen yang mengaktivasi sal imun untuk
memicy respon imun metawan dirinya sendir (16). Secara sedarhana
antigen didefinisikan sebagai substansi yang ketika dimnasukkan secara
narenteral ke dalam seekor binatang dapat menyebapkan produksi
antibadi dar binatang tersebut dan akan bereaksi secara spesifik dengan
antibodi yang dihasilkan {19).

letilah antigen sekarang digunakan untuk menyshut substans] yang
mampou bereaksi dengan antibedi yang diproduksi atas rangsangan
imunogen, tanpa memperimbangkan apakah antigen itu sendin bersifat
imunogenik. Ini berarti bahwa semua imunogen adalah antigen, tetapi
tidak semua antigen merupakan imunogen. Kita retahui bahwa hampir

semua molekul biologlk, termasuk karbohidrat, lipid, hormon, protein, dan




asam nukleal dapal bertindak sebagai antigen, telapi hanya makromolabul
yang bersifat imunogenik dan mampu merangsang aktivasi limiosit yang
diperiukan untuk mengawai respon imun. Substansi dengan berat molekul
rendah, sepsii berbegal jeniz obat dan antibiotix. umumnya tidak
imunogenik, telapi bila dikat pada prolein yang imunogenik {carrier
protein) ia akan membentuk suatu kompleks yang dapal merangsang
sistem mun untuk memproduksi antibodi terhadap molekul tersebut (3),
il.5 Antibodi

5.1 imunoglobuiin

Bila darah dibiarkan membeku akan meninggalkan serum vang
mengandung berbagal bahan larut tanpa sel. Bahan ieisebul me-
ngandung molekul antibedi yang digolongkan dalam protein yang disebut
sebagai globulin dan sekarang dikenal sehagai imunoglobulin, Dua cirinya
yang penting ialah spesifilas dan aktivitas biclogik {1},

Antibodi atau Imunoglebulin (ig) adalah golongan protain yang
dibantuk sel plasma (proliferasi sel B) akibat kontak dengan antigen.
Antibodi mengikat antigen yang menimbulkannya secara spasifik. Bila
serum protein tersebut dipisahkan secara elekiroforesis, g giemukan
terbanyak dalamfraksi giobulin gama meskipun ada beberapa yang
ditemukan juga dalam fraksi glcbulin a dan & (24,

I}.5.2 Siruktur Imunoglobulin
Siruktur dasar imunoglobulin terdin alas 2 rantai barat (H-chamn)

yang identik dan 2 rantal ringan (L-chain} yang juga identik, Setiap ranta




rngan lenkal pada rantai beral melalui katan disulfida (S-S), demikian
pula rantai berat satu dengan yang lain dilkat dengan ikatan 5-5. Ada 2
jenis ranlai ringan {(kappa dan lambda) yang terdiri atas 230 asam aming
serta 3 jenis rantai berat yang tergantung pada kelima jenis imunaglobulin,
Rantai Geral lerdini atos 450-800 asam amine, sehingga berat dan panjang
rantai berat tersebut adalah dua kali rantai ringan.

Moiekul il oleh enzim proteohtic papain dapat dipacah menjadis
fragmen yailu 2 fragmen yang mempunyai susunan sama lerdin aias
rantal berat (H) dan rantai ringan (L) disebut fragmen Fab yanyg dibentuk
oieh domain terminal-N dan 1 fragmean yang hanya lerdini atas rantai berat
saja dizssbut fragman Fc yang dibenluk oleh domain terminal-C. Fragmen
Fsab dengan antigen binding sie berfungsi mengikat antigen. Karens itu
susunan asam amine dibagian ini berbeda antara molekul immunoglobulin
safu dengan yang lain dan sangal vanabel sesual dengan vanabilitas
antigen vang merangsang pembentukannya. Fragmen Fc  tidak
mempunyai kemampuan mengikat antigen tetapi dapal bersifal sebagai
antigen  (determinan  antigen) dan menentukan  sifal  biolog

imrnuncgiobulin bersangrutan (16).

11.5.3 Fungs! Iimunogicbulin

imunoglobulin merupakan substansi perlama yang diidentiftkasi
sebagai molekul dalam serum yang mampu menetratkan  sejumiab
mikroorganisme  penyebab  infeks:, Antibodi yang disekresikan dapat

herfungsi sebagai adaptor yang mengikat antigen melalui binding-sites-




nya yanyg spesifik, sekaligus merupakan jembalan yang menghubungkan
antigen dengan sel-sel sistam imun atau mengakiivasi komplemen.

Pada beborapa keadaan, antibedi melaksanakan fungsi proteksinya
dengan menstralkan antigen secara langsung dengan interaksi antigen-
antibodi, tetapi yang lebth sering adalah bahwa dalam melaksanakan
fungsinya ia dibanty oleh sistem efektor lain, misalnya komplemen, fagosit
dan sel T-sitotoksik (3),
i1.5.4 Kiasifikasi imunoglobulin

Ada lima kelas dan imunogiobulin manusia yang diketahion yaitu 196G,
ight, IgA, igD dan IgE. 1gG merupakan imunogiobulin utama yang dibantuk
atas rangsangan antigen. GG adalah satu-satunya imunoglcbulin yang
dapat melewsti plasenta, igM sebush makrogiobulin yang memiliki barat
molaky! terbesar dibandingkan kelas imunoglobulin yang lain, IgM
merupakan fipe imurcglobulin yang paling banyak dan senngkali tidak
akslusif. disskresi selama respon primer antibodi. 194 adalah imuno-
globulin yang banyak ditemukan dalam cairan sekret oieh karena itu
sering disebul sabagai imuncglobulin sekretons. lgl adalah imunogiobulin
yang ditemukan dalam jumian sangat sadiki. Peran biclogiknya sebagal
antibodi daiam reaksi hipersensitifitas terhadan peniallin (3).

1.6 imunoglobulin A {lg)

I1.4.1 Sifat Fisikokimis

Konsentrasi normal dari imunoglobulin M {ight) pada manusia

dewasa adalah 0,04 sampal 0,15 g per 100 mi dan ity merupakan 0.5




sampai 1.9 % dan lotal prolen serem. Sennukall dilemukan pada
ekstravaskular. Rata-rata dihasitkan sakitar 0.4 mg per har (untuk berat
badan 70 kg) dan waktu parub (1%) sekilar 5 hatl, Mengandung karbolidral
sekitar 5 sampai 10%. lgM mempunyai berat molekul sekitar 500.000
datton (koefisian sedimentasi 195}, ditemukan dalam jumiah kecil dalam
bentuk dimmer dan (bahkan datam jumiah yang sangat kecil) trimer. Hal
yang penting dari 1gh manusia yaifu kelas dari suglohulinnya yang tidak
jarut pada konsentrasi garam yang rendah pada pH dekat tifik
isoeleklrikaya (pada kasus ini lght pada pH 5,5 sampai 6,0) (7 8.
1i.6.2 Sirukiur dan siia

Molekul Ight merupakan polimer lima sub unit yang masing-masing
terdini dari empat peplids, masing-masing subunit membawa domain Cwu
ekstra, oM merupakan imunoglobulin yang berukuran paling besar.
Karena ukuran yang besar ini, lah lerutama terdapat dalam intravaskular,
Nilinat dan mikroskop elakiron, 1gh harhantuk sepert hintang, tetapi bila
ia melekat pada antigen, bagian Fab akan melekat pada permukaan
antigen sehingga bentuk molekul tampak seperl kepiting {17).
11.6.3 Aktivitas biologi dan imunologi

Imungiobulin b tidak metewati plasenta, mengakiifkan kompiemen
tetapi bukan faklor nenyebab rheumatik berbeda dengan IgG. igM separt
IgG dan imunogiobulin yang mengopsonisash. Igh adalah tipe antibodi
yang sangat efisien dalam mengzglutinasi. 1gM dapat menvebabkan

aglutinasi herbagal parfikel dan fiksast kompiemen dengan efisiens: yang
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sampai 1.8 % dan Ioial prolein serum. Senngkall diemukan pada
ekstravaskular. Rata-raia dihasitkan sekitar 0.4 mg per hari (untuk berat
badan 70 kg) dan wakiu paruh (t%) sekitar 5 har. Mengandung karbobidrat
sekitar 5 sampai 10%. lghd mempunyai berat molekul sekitar $00.000
daiton (koefisizn sedimentasi 188), ditemukan dalam jumlah kecil calam
bentuk dimmer dan (babkan dalam jumiah yang sangat kecil) trimer. Hal
yang penting dari lgh manusia yaitu ketas darl euglobulinnya yang tidak
iarut pada konsentrasi garam yang rendah pada pH dekat fitik
isoelekiriknya (pada kasus ini Ight pada pH 5,5 sampai 6,0) (18).
1,62 Sirukiur dan sitat

Molekul Jghd merupakan polimer lima sub unit yang masing-masing
terdini dari empat pepiida, masing-masing subunit membawa domain Gy
ekstra, oM merupakan imuncgiobulin yang berukuran paling besar,
Karena ukuran yang besar ini, igM lerutama terdapat dalam intravaskular,
[iilinat darn mikroskop elakiron, 1GM barbentuk sepertl bintang, tetapi bila
ia melekat pada anfigen, hagian Fab akan melekai pada permukaan
antigen sehingga bentui motekul tampak seperii kepiting {1/7).
1.6.3 Akxtivitas biologl dan imunaiogi

imunglobulin i tidak melewatl plasenta, mengaktifikan Kompiamen
tatapi bukan fakior nenyebeb rheumati berbeda dengan 1gG. igM sepert
lgG dan imunogiobulin yang mengopsonisasi. IgM adalsh tipe antibodi
yang sangat ehsen dalam mengaglutinast. 1ghl dapat menyebabkan

aglutinasi berbagai partikel dan fiksasi komplemen dengan efisiens! yang
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sangat tinggi yaitu 20 kali lebih efektif dalam aglutinasi dan 1000 kali lebih
efektif dalam aktivitas penghancuran bakteri dibanding IgG. Antibodi IgM
cenderung menunjukkan afinitas rendah terhadap antigen dengan deter-
minan tunggal (hapten) karena molekul IgM multivalen, molekul IgM dapat
menunjukkan afinitas yang tinggi terhadap antigen yang mempunyai
banyak epitop (18).
I.7 imunoglobulin G {IgG)
11.7.1 Sifat Fisikokimia

lgG adalah imunoglobulin utama pada serum manusia yang meliputi
70-725% dari seluruh imunoglobulin. 1gG nommalnya terdapat dalam
serum orang dewasa pada konsentrasi 1,0 sampai 1,4 gram per 100 mi,
dan itu berarti 12 sampai 18 persen dari fotal protein serum. IgG juga
didistribusikan secara ekstravaskular (sekitar 50%). Rata-rata dihasilkan
sekitar 2,3 gram per hari (untuk berat badan sekitar 70 kq) dan waktu
paruh (t%) sekitar 23 hari. Kandungan karbohidrat dari IgG sangat rendah:
2 5%. Berat molekul dari laG sekitar 160.000 dalton dan koefisien
sedimentasinya sekitar 7 S (7 Svedbergs) (18).
I.7.2 Struktur dan sifat

Setiap molekul I9G terdiri dari 2 rantai L dan dua rantai H yang
dihubungkan oleh ikatan disulfida. Karena mempunyai 2 tempat
pengikatan yang identik, imunoglobulin ini bersifat divalen. Berdasarkan
perbedaan antigenik rantai H dan pada jumiah dan lokasi ikatan disulfida,

ada empat sub kelas 1gG, yaitu 1gG1, IgG2, 1gG3, dan IgG4. Sebagian
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besar IgG adalah IgG1 (625%). Antibodi 1gG2 ditujukan pada antigen poli-
sakarida yang merupakan bagian sistem pertahanan penting terhadap
bakteri berkapsul.

laG merupakan antibodi terpenting pada respon imun sekunder dan
juga merupakan antibodi penting untuk pertahanan terhadap bakteri dan
virus. IgG adalah satu-satunya antibodi yang melewati plasenta. Antibodi
ini memberikan imunitas pasif yang tinggi pada bayi baru lahir (17).
11.7.3 Akiivitas biologi dan imunologi

Diantara semua kelas imunoglobulin, 1gG paling mudah berdifusi ke
dalam jaringan ekstravaskular dan melakukan aktivitas antibodi di
jaringan. 1gG pulalah yang umumnya melapisi mikroorganisme sehingga
partikel itu lebih mudah difagositosis, disamping itu lgG juga mampu
menetralisasi toksin dan virus (3). IgG dan komplemen bekerja saling
membantu sebagai opsonin pada pemusnahan antigen. IgG memiliki sifat
opsonin dan efektif karena sel-sel fagosit, monosit, dan makrofag, mem-
punyai reseptor untuk fraksi Fc dari lgG (Fcy-R) sehingga dapat
mempererat hubungan antara fagosit dengan sel sasaran. Opsonin dalam
bahasa Yunani berarti menyiapkan untuk dimakan. Selanjutnya proses
opsonisasi tersebut dibantu cleh reseptor untuk komplemen pada per-
mukaan fagosit (1).

lgG berperan dalam imunitas seluler karena dapat merusak antigen
sel melalui interaksi dengan sistem komplemen atau melalui efek sitolitik

cel NK eosinofil, neutrofil yang semuanya memiliki Foy-R. Sel NK me-
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rupakan efektor dari Antibodi Dependent Cell mediated Cytoloxicity
(ADCC). ADCC tidak hanya merusak sel tunggal, tetapi juga mikro-
organisme multiseluler seperti telur skistosoma. Peranan efektor ADCC
ini juga penting dalam penghancuran kanker, penolakan transplan dan
penyakit autoimun, sedangkan ADCC melalui neutrofil dan eosinofil ber-
peran pada infestasi parasit. Kadar IgG meninggi pada infeksi kronis dan
penyakit autoimun (1).
1.8 Teknik Imunokimia

Antibodi merupakan komponen imunitas didapat yang melindungi
tubuh terhadap infeksi mikroorganisme dan produknya yang toksik. Oleh
karena itu interaksi antara antigen dan antibodi sangat penting dan
banyak digunakan invitro untuk tujuan diagnostik. Interaksi antara antigen
dan antibodi dapat menimbulkan berbagai akibat antara lain presipitasi
(bila antigen merupakan bahan farut dalam garam fisiologik), aglutinasi
(bila antigen merupakan bahan tidak larut/partikel-partikel kecil), neutra-
lisasi toksin dan aktivasi komplemen. Kebanyakan reaksi tersebut di-
sebabkan oleh interaksi antara antigen multivalen dan antibodi yang
sedikitnya memiliki 2 tempat ikatan per molekul (19).
I1.8.1 Imunopresipitasi

Teknik imunopresipitasi merupakan salah satu cara yang banyak
dipakai untuk mengukur kadar antigen atau antibodi. Antibodi yang

direaksikan dengan antigen spesifik membentuk kompleks yang tidak larut
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(presipitat) yang dapat diukur dengan berbagai cara. Reaksi presipitasi
dapat dilangsungkan dalam media cair maupun media semi solid (gel).

Perbandingan antigen dengan anfibodi merupakan faktor terpenting
dalam reaksi presipitasi. Pembentukan presipitat terjadi apabila antara
konsentrasi antigen dengan antbodi terjadi kesetimbangan. Kondisi
antigen berlebihan akan mengakibatkan melarutnya kembali kompleks
yang terbentuk, sedangkan antibodi berlebihan menyebabkan kompleks
antigen-antibodi tetap ada dalam larutan tanpa membentuk presipitat (20).
I1.8.2 Aglutinasi

Reaksi aglutinasi terfadi dalam dua tahap, yaitu pertama-tama
antibodi dengan salah satu reseptor pengikat antigen bereaksi dengan
antigen. Karena pada umumnya antibodi memiliki lebih dari satu reseptor
pengikat antigen maka pada tahap kedua dengan perantaraan resep-
tornya yang lain antibodi bereaksi dengan molekul antigen lain yang
mungkin sudah berikatan dengan salah satu molekul antibodi sehingga
dengan demikian terbentuklah gumpalan antigen-antibodi.

Aglutinasi baru dapat terjadi bila rasio antara antigen dan antibodi
seimbang, disebut zona ekivalen. Pada pengenceran serum yang tinggi
kadar antibodi telah amat rendah, sehingga terdapat kelebihan antigen
dan menimbulkan rasio antigen dan antibodi yang fidak seimbang. Zona
ini disebut zona pasca (post zone) dan fenomenanya disebut fenomena
zona pasca (post zone phenomene). Sebaliknya bila pada pengenceran

serum yang rendah {es memberi hasil negatif, terdapat kelebihan antibodi
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sehingga rasio antigen dan antibodi yang tidak seimbang lagi. Zona ini

disebut zona pra (prozone) dan fenomenanya disebut fenomena zona pra

(prozone phenomene) (20).

11.8.3 Hemaglutinasi pasif

Pada hemaglutinasi pasif, sel darah merah diaglutinasi oleh antibodi
yang menyerang antigen yang telah digabungkan secara kimiawi pada
permukaan sel darah merah. Jadi sel darah merah merupakan indikator
nyata dari interaksi antigen dan antibodi.

Langkah pertama dari cara ini yaitu mensensitasi sel darah merah
yaitu menggabungkan antigen ke dalamnya. Beberapa antigen poli-
sakarida dapat diabsorbsi dengan stabil pada permukaan sel darah
merah. Untuk antigen protein, larutan asam tanat atau krom klorida dapat
digunakan untuk menggabungkan antigen pada sel darah merah.

Langkah terakhir yaitu dengan menambahkan sel darah merah yang

telah disensitasi tadi ke dalam pengenceran bertingkat dari antibodi.




BAB I

PELAKSANAAN PENELITIAN

lll. 1 Alat dan Bahan yang Digunakan

Alat-alat yang digunakan antara lain bejana maserasi, freezer,
gelas kimia 100 ml, labu tentukur 100 ml, kandang Hewan, pipet mikro 50
pl, jarum suntik, jarum oral, lemari pendingin, sentrifus (Hettich), timbang-
an analitik (Dragon 303), timbangan gram {O'hauss), timbangan hewan
(Denver).

Bahan-bahan yang digunakan adalah air suling, herba sambiloto,
etanol 70%, kelinci (Oryctolagus cuniculus), sel darah merah domba 2%
viv, larutan PBS (Phosphate Buffered Saline) steril, kain flanel, kapas,dan

sumur mikrotiter (wheel plate 96 lubang).

II.2 Penyiapan Sampel Penelitian
111.2.1 Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan berupa herba sambiloto (Andrographis
paniculata Ness) yang diambil dari Bumi Tamalanrea Permai (BTF)
Makassar Sulawesi Selatan. Herba sambiloto ditimbang sebanyak 500 g,
lalu dibersihkan, dikeringkan, dan dipotong-potong kecil.
I11.2.2 Pembuatan Ekstrak

Sampel yang telah kering ditimbang sebanyak 300 gram dimasuk-
kan ke dalam wadah maserasi kemudiaan ditambahkan etanol 70%, di-

tutup dan direndam selama 5 hari pada temperatur kamar terlindung dari
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cahaya. Selama proses perendaman larutan sekali-kali diaduk. Setelah 5
hari sampe! disaring ke dalam wadah penampung kemudian ampasnya
diperas dan dipisahkan antara ampas dan cairan penyari. Hal ini dilakukan
sebanyak 3 kali dengan jumiah pelarut yang sama. Ekstrak yang diperoleh
selanjutnya dikumpulkan dan pelarutnya diuapkan dengan rotavapor
sehingga diperoleh ekstrak yang kental.

I11.2.3 Pembuatan Larutan Koloidal Natrium CMC 1%

Sebanyak 1 g Natrium CMC dimasukkan sedikit demi sedikit ke-
dalam 50 ml air suling suhu 70°C, sambil diaduk dengan pengaduk elektrik
hingga terbentuk larutan koloidal dan dicukupkan volumenya hingga 100
ml dengan air suling.

1.2 4 Pembuatan Suspensi Ekstrak Etanol

Ekstrak etanol kental yang diperoleh kemudiaan dibuat konsentrasi
0,37% biv dengan menimbang ekstrak kental sebanyak 0,37 gram
kemudiaan digerus datam lumpang , lalu tambah larutan Na CMC 1% biv,
masukkan ke dalam labu tentukur 100 ml dan cukupkan hingga tanda.

lll.3 Pengujian Aktivitas IgM dan IgG Pada Hewan Uji
lIL.3.1 Pembuatan Phosphat Buffered Saline (FBS)

Phosphat Buffered Saline (PBS) dibuat dengan cara mencampur-
kan larutan | yaitu larutan NaH,PO.Hz0 1,3 g/l dan NaCl 8,3 g/l sebanyak
280 ml dengan larutan Il yaitu larutan MaH.PO, 1,42 g/l dan NaCl 8,5 g/l

sebanyak 720 ml sampai diperaleh PBS dengan pH 7.2 (14).
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I11.3.2 Pembuatan Suspensi Sel Darah Merah Domba (SDMD) 2%

Sebanyak 1 ml darah domba ditampung dalam tabung bersih dan
kering yang berisi dengan 1 mg EDTA yang berfungsi sebagai
antikoagulan. Kemudian disentrifuge dengan kecepatan 1500 rpm untuk
memisahkan sel darah merah domba (SDMD) dari plasmanya. Sel darah
merah domba yang didapatkan dicuci dengan penambahan sejumiah
besar Phosphat Buffered Saline {PBS) dalam tabung, lalu tabung tersebut
dibolak-balik beberapa kali, setelah itu disentrifus kembali. Pencucian
dilakukan paling sedikit 3 kali. Setelah disentrifus, PBS dikeluarkan
sehingga yang terfinggal adalah SDMD 100%, lalu ditambahkan lagi PBS
dengan jumlah yang sama hingga diperoleh suspensi SDMD 50%.
Sebanyak 0,4 ml SOMD 50% diencerkan dengan 96 ml PBS hingga
diperoleh suspensi antigen (SDMD 2% viv) (14).

I11.3.3 Pemilihan dan Penyiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah kelinci (Oryctolagus cuniculus)
jantan yang sehat dengan bobot badan 1,5 = 2 kg, sebanyak 6 ekor yang
masing-masing diberi perlakuan berbeda-beda (13).

I11.3.4 Uji Aktivitas IgM Awal (Hemaglutinasi)

Sebelum diimunisasi, semua kelinci diambil darahnya melalui
telinga sebanyak 1 mi. Kemudian diletakkan dalam suhu kamar selama 1-
2 jam, lalu disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm
sehingga diperoleh serum, lalu diencerkan dengan PBS dengan

pengenceran 2 kali dimulai dari 1/4 sampai dengan 1/512, kemudian
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masing-masing pengenceran dipipet 50 pl, dimasukkan ke dalam plat
mikrotiter lalu ditambahkan 50 pl suspensi SDMD 2%, diinkubasi pada
suhu 37° C selama 60 menit, lalu didiamkan selama 1x24 jam.
3.5 Perlakuan Terhadap Hewan Uji

Pada perlakuan ini, mula-mula kelinci jantan diimunisasi dengan 10
mi/ekor suspensi sel darah merah domba 2% wiv secara intra peritoneal.
Untuk perlakuan kontrol, diberikan Na CMC selanjutnya diberikan Ekstrak
etanol herba sambiloto dengan konsentrasi 0,37% biv dengan voiume 20
mli2,5 kg bobot badan secara oral, pemberian ekstrak dilakukan selama 5
hari berturut-turut Pada hari keenam setelah imunisasi, darah kelinci
diambil melalui vena marginalis untuk mengetahui akfivitas IgM, dan pada
hari ke 11, darah kelinci jantan diambil secara intra vena untuk me-
ngetahui aktivitas 1gG.
111.3.6 Pengambilan Sampel Darah Hewan Uji

Sampel darah hewan uji diambil melalui vena marginalis sebanyak
1 ml pada hari keenam setelah imunisasi, diletakkan pada suhu kamar
selama 1-2 jam hingga membekwmenggumpal lalu diambil serumnya
(supernatan) dengan cara disentrifuge: selama 10 menit dengan
kecepatan 3000 rpm.
111.3.7 Uji Hemaglutinasi

Serum yang diperoleh lalu diencerkan secara pengenceran
bertingkat dengan Phosphat Bufferred Saline dengan perbandingan 1/4,

1/8. 116, 1132, 1/64, 11128, 11256, dan 1/512. Dari masing-masing
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perbandingan ini dipipet sebanyak 50 pl dan diletakkan pada plat
mikrotiter (well plate 96) untuk tiap konsentrasi ekstrak etanol herba
sambiloto, setelah itu ditambahkan 50 pl suspensi sel darah merah domba
2% viv pada setiap sumur dan diaduk rata atau dihomogenkan selama 5
menit. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit dan
didiamkan semalam pada suhu kamar. Setelah itu, dilakukan pengamatan
pengenceran tertinggi dari setiap serum darah kelinci jantan yang masih
dapat mengaglutinasi sel darah merah domba (14).
1.4 Pengumpulan data

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan pengenceran tertinggi
serum darah kelinci yang masih dapat mengaglutinasi sel darah merah

domba dikumpulkan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Penelitian

Data Uji aktivitas imunoglobulin M (IgM) dan imunoglobulin G (1gG)
setelah pemberian ekstrak etanol herba sambiloto dengan konsentrasi
0,37% berdasarkan titer imunoglobulin M (lgM) pada kelinci jantan setelah

diberikan SDMD 2 % dapat di lihat pada tabel 1.

Tabel 1. Milai titer Imuncglobuin M dan G pada pembernan ekstrak etanol herba
gambiloto (Andrographis paniculala Ness)

) Ulangan
Imunoglobulin | Perlakuan
1 2 3
o Kontral 0,806 1,162 0,806
. Ekstrak 3,214 3,214 3,568
G Kontrol 0,204 0,806 0,204
g Ekstrak 2612 2612 3,214

IV.2 Pembahasan
Masuknya suatu benda asing ke dalam tubuh suatu makhluk hidup

akan menimbulkan berbagai reaksi yang bertujuan mempertahankan
keutuhan dirinya. Reaksi yang dikoordinasi selsel, molekul-molekul ter-
hadap mikroba dan bahan lainnya disebut respons imun. Sistem imun ini
diperlukan tubuh untuk mempertahankan keutuhannya terhadap bahaya
yang dapat ditimbulkan berbagai bahan dalam lingkungan hidup. Per-
tahanan tubuh berkaitan dengan antibodi. Antibodi atau imunoglobulin

adalah golongan protein yang dibentuk sel plasma (poliferasi sel B) akibat

29
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kontak dengan antigen. Antibodi yang dibentuk terhadap antigen lain dan
masing-masing hanya dapat berikatan dengan antigen yang relevan,

Pada penelitian ini dilakukan pengujian efek ekstrak etanol herba
sambiloto (Andrograhphis paniculata) terhadap aktivitas imunoglobulin M
(IgM) dan imunoglobulin G (lgG) pada kelinci jantan (Oryctolagus
cuniculus). Tanaman yang digunakan adalah sambiloto, sebagai hewan
coba dipilih kelinci jantan.

Sebelum diberi sediaan uji, ekstrak etanol herba sambiloto, hewan
coba diimunisasi dengan Sel Darah Merah Domba (SDMD) 2% secara
intraperitoneal. Imunisasi ini dimaksudkan untuk memberikan respon imun
terhadap hewan coba dan pemberian sedian uji dimaksudkan untuk lebih
meningkatkan respon imun tersebut.

Antigen yang digunakan untuk diinduksi produksi antibodi adalah
sel darah merah domba (SDMD) yang merupakan imunogen, yaitu
antigen yang berasal dar gen spesies lain. SDMD merupakan antigen
polivalen yang merupakan protein dengan determinan potensial yang lebih
besar dibandingkan dengan antigen monovalen. Lagipula semakin asing
antigen yang digunakan, samakin efektif ia menimbulkan respon imun.
Antigen ini diinjeksikan ke tubuh kelinci secara intraperitoneal. Selang satu
hari, kelinci diberikan ekstrak etanol herba sambiloto dengan konsentrasi
0.37% blv secara oral selama 3 hari berturut-turut.

Hari ke-8, atau 5 hari setelah penginduksian SDMD, darah kelinci

diambil secara intravena untuk mengamati aktivitas IgM dan han ke-11
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untuk 1gG. Pengambilan darah untuk pengukuran IgM dan IgG harus
dilakukan sesuai dengan hari yang ditentukan setelah pemberian SDMD
sebab IgM dan IgG akan segera terbentuk pada selang hari tersebut
setelah pemberian antigen.

Selama kurun waktu tersebut, diharapkan telah terjadi sensitasi sel
B yang akan berproliferasi, berdiferensiasi dan berkembang menjadi sel
plasma yang memproduksi antibodi yaitu imunoglobufin M (lgM) dan
imunoglobulin G (1gG). Pada respon primer, terbentuknya lgG didahului
dengan oleh 1gM. lgM mulai terbentuk mulai hari pertama dan mencapal
puncaknya antara har kelima hingga ketujuh, setelah itu mulailah 1gG
disensitasi. Oleh karena itu, darah kelinci diambil pada hari keenam untuk
pengamatan terhadap IgM dan setelah hari kesepuluh untuk pengamatan
terhadap lgG karena IgG mencapai puncak pada hari 10 sampai 14
setelah pemaparan antigen.

Pengujian terhadap serum darah kelinci dilakukan dengan
menambahkan antigen yang sama yaitu sel darah merah domba. Interaksi
antara antigen dengan antibodi menyebabkan terjadinya reaksi sekunder,
yaitu berupa aglutinasi atau presipitasi sebab antigen merupakan partikel-
partikel kecil yang tidak larut. Reaksi aglutinasi baru dapat terjadi bila rasio
antara antigen dan antibodi seimbang, sehingga terbentuk zona ekuivalen,
dibantu oleh suhu yang tinggi (37-56°C) dan oleh gerakan yang

menambah kontak antigen dan antibodi (misalnya mengocok, mengaduk
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dan memutar) serta berkumpulnya gumpalan memerlukan garam-garam
yang berasal dan PBS yang digunakan.

Pengamatan dilakukan dengan melihat titer antibodi yaitu
pengenceran tertinggi dari larutan yang masih menunjukkan reaksi
aglutinasi. Dari hasil pengamatan titer antibodi, menunjukkan terjadinya
peningkatan aktivitas imunoglobulin M (lgM) dan imunoglobulin G (1gG).
Hal ini dapat dilihat dari nilai titer imunoglobulin M (IgM) yaitu masing-
masing 3,214, 3,214 dan 3,568 jika dibandingkan dengan kontrol 0,806,
1,162 dan 0,806. Sementara aktivitas Imunoglobulin G ditunjukkan
dengan nilai fiter yaitu masing-masing 2,612, 2,612 dan 3,214 jika

dibandingkan dengan kontrol 0,204, 0,806 dan 0,204.



BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian analisis data dan pembahasan maka
disimpulkan bahwa Ekstrak Etanol Herba Sambiloto pada konsentrasi
0,37% dapat meningkatkan aktivitas imunoglobulin M (IgM) dan

imunoglobulin G (IgG) pada kelinci (Oryctolagus cuniculus).

V.2 Saran
Perlu dilakukan identifikasi dan isolasi kandungan kimia dari daun

sambiloto yang dapat meningkatkan respon sistem imun.
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SKEMA KERJA

SKEMA KERJA EFEK EKSTRAK ETANOL HERBA SAMBILOTO (Andrographis paniculata Ness)
TERHADAP AKTIVITAS IgM DAN igG PADA KELINCI (Oryctolagus cuniculus)
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LAMPIRAN Il
GAMBARAN HASIL TITRASI IMUNOGLOBULIN PADA SUMURAN
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| Gambar 1 : Foto data fiter imunoglobulin awal pada sumur mikro fitrasi
sebelum pemberian ekstrak.
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Keterangan :
K1, K2, K3 = Kontrol MNegatif

E1, E2, E3 = Ekstrak Etanol Sambiloto 0,37%
. =Tidak terjadi Aglutinasi
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Gambar 2 : Foto hasil uji

hemaglutinasi

pada plat

pengamatan aktivitas Imunoglobulin M {IgM)
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Gambar 3 : Foto Hasil uji hemaglutinasi pada plat mikrotiter untuk pengamatan
aktivitas Imunoglobulin G (IgG)
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Keterangan :

Ki, K2, K3 =Kontrol Negatif
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LAMPIRAN Il

FOTO-FOTO PELAKSANAAN PENELITIAN

Gambar 4 :  Foto Domba sumber antigen
(Sumber : Laboratorium Keschatan Makasser)

Gambar 5 : Foto Pada Saat Pengambilan Antigen
(Sumber : Laboratorium Keschatan Makassar)
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Gambar 6 : Foto pengisian sumur mikeo titrasi dengan PBS dan serum darah kelingi
(Sumber : Ruang Laboratorium Imunologi Kesehatan Makassar)

I
Gambar 7 : Foto penambahan antigen (SDMD) kedalam sumur yang sehelumnya

linci.
telah diisi dengan PPS dan serum darah Ke
I[Eumb:r : Ruug:;Labnmmrimn fmunologi Kesehatan Makassar)



