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ABSTRAK

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) merupakan bakteri Gram-negatif yang dikaitkan dengan
penyakit periodontal. Ekspresi positif CD4*tampak pada keadaan gingivitis (inflamasi gingiva) maupun periodontitis. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek minyak atsiri temu putih (Curcuma zedoaria Rosc.) terhadap ekspresi CD4*
pada gingiva terpapar A.actinomycetemcomitans. Penelitian dilakukan pada tikus Wistar jantan umur 3 bulan yang diberi
paparan bakteri A.actinomycetemcomitans pada gingiva anterior mandibula. Kelompok perlakuan sebanyak 5 ekor tikus
diberikan minum minyak atsiri temu putih dosis 30,6pl/ml selama 14 hari dan kontrol diberikan aquades. Bakteri diaplikasikan
sebanyak 100 pl hari ke-7 sampai ke-14 lalu hari ke-15 dilakukan pengorbanan tikus teranestesi. Gingiva anterior mandibula tikus
diambil untuk pembuatan preparat histologis selanjutnya dilakukan pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) dan imunohistokimia.
Antibodi CD4* (Santa Cruz Biotechnology, USA) digunakan pada pewarnaan imunohistokimia. Pengamatan preparat histologis
menggunakan mikroskop cahaya. Hasil penelitian menunjukkan ekspresi CD4* positif kuat di lamina propria dan stratum basale
pada kelompok kontrol sedangkan ekspresi positif lemah di area lamina propria tampak pada kelompok perlakuan. Disimpulkan
bahwa induksi minyak atsiri temu putih dapat menurunkan inflamasi gingiva ditandai dengan penurunan ekspresi CD4".
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ABSTRACT: Reducing CD4* Expression at Gingiva Exposed A. Actinomycetemcomitans using Curcuma Zedoaria Rosc.,
Zingiberaceae. Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) is a gram-negative bacteria associated with
periodontal disease. Positive expression of CD4* is shown in gingivitis and periodontitis. The aim of this study was to determine the
effect of curcuma zedoaria Rosc., volatile oil against CD4* expression on gingiva exposed A. actinomycetemcomitans. The study was
conducted on male Wistar rats aged 3 months that were exposed bacteria A. Actinomycetemcomitans. Treatment group as many
as 5 rats were administered orally with curcuma zedoaria Rosc. volatile oil at dose of 30.6 ul/ml for 14 days and distilled water in
control. A 100 ul bacteria were applied on the 7% to 14t day on the gingiva anterior mandibular. At the 15% day, rat was anesthetized
then sacrificed. The mandibular gingiva anterior of the rat was taken as histological preparations for HE and immuno-histo chemical
staining. CD4* antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA) was used for immune staining. Histological preparations were observed
under a light microscope.The results showed a strong positive CD4* expression in the lamina propria and stratum basale of control
group while a weak positive expression in lamina propria area of treatment group. From the experiment, it is concluded that the
induction of curcuma zedoaria Rosc. volatile oil may reduce gingivitis, indicated by the decrease in CD4* expression.
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PENDAHULUAN

Temu putih (Curcuma zedoaria Rosc.) secara empiris
Indonesia sebagai
tonikum, penawar

digunakan oleh masya-rakat
stomatikum, karminativum,
gigitan ular, pengobatan luka dan ulcer. Minyak

atsiri temu putih berupa cairan kental kuning
emas mengandung senyawa seskuiterpen berupa
kurkumin dan derivat-derivatnya. Kandungan lain
dalam minyak atsiri rimpang temu putih antara lain
1) monoterpen hidrokarbon (a-pinen, D -kamfen),

monoterpen alkohol (D-borneol), monoterpen
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keton (D-kamfor), monoterpenoksida dan sineol,
dan 2) seskuiterpen golongan: bisabolan, eleman,
germakran, eudesman, guaian dan spirolakton.'?
Efek anti inflamasi temu putih diketahui karena
kandungan furanodiene dan furanodienone.?

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
atau Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa)
diketahui sebagai secondary colonizers yang
berperan pada terbentuknya plak gigi sub gingiva.
Bakteri A. actinomycetemcomitans termasuk Gram-
negatif fakultatif non-motil berbentuk batang
dan sebagai bakteri komensal di rongga mulut.
Bakteri ini sering ditemukan pada plak gigi, poket
gingiva maupun sulkus gingiva pada keadaan
localized aggressive periodontitis (localized juvenile
periodontitis) maupun periodontitis kronis. Faktor
virulensi bakteri A. actinomycetemcomitans antara
lain host tissue invasion, leukotoxin, kolagenase,
endotoxin (LPS), epitheliotoxin, fibroblast inhibiting
factor dan bone resorption-inducing factor.?

Bakteri A. actinomycetemcomitans  dapat
ditemukan pada keadaan periodontitis
(komposisinya sekitar lebih dari 90%) dengan
dikarakterisasi adanya kehilangan tulang alveolar
dan terbentuknya poket gingiva. Kolagenase bakteri
A. Actinomycetem-comitans diketahui juga terlibat
dalam degradasi kolagen pada keadaan gingivitis.*
Leukotoxin A. actinomycetemcomitans mempunyai
efek sitolitik terhadap sejumlah sel antara lain sel
polimorfonuklear (PMN), makrofag dan fibroblas.®
Faktor virulensi leukotoxin tersebut diduga berkaitan
dengan keparahan penyakit periodontal melalui
perusakan mekanisme pertahanan lokal.* Bakteri A.
actinomycetemcomitans juga memproduksi protein
yang mampu menghambat kemotaksis leukosit dan
produksi H,0,.°

Cluster of differentiation4 (CD4) adalah
glikoprotein yang ditemukan pada permukaan sel
imun seperti sel T helper (Th), monosit, makrofag
dan sel dendritik. CD4* sebagai sel darah putih yang
berperan penting pada sistem imunitas manusia.
CD4* juga memiliki peran utama untuk mengirim
sinyal ke sel imun lainnya seperti CD8*. Fujihashi et
al.” telah mengisolasi sel CD4* dari jaringan gingiva
yang mengalami inflamasi dan tampak adanya
2 profil yaitu Thl dan Th2, kedua profil tersebut
positif terhadap IFN-y, IL-6 dan IL-13 mRNA. Sel Thi
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dihubungkan dengan lesi stabil sedangkan respon
Th2 dihubungkan dengan penyakit progresif. Hasil
penelitian tersebut juga mengemukakan bahwa pada
keadaan gingivitis berhubungan dengan respon Thi,
sedangkan pada periodontitis berhubungan dengan
respon Th2. Jumlah sel CD4* hanya sedikit pada
gingiva yang mengalami penyembuhan atau gingiva
tanpa kelainan serta dapat meningkat pada keadaan
gingivitis.®

Permasalahannya adalah bagaimana efek
minyak atsiri temu putih (Curcuma zedoariaRosc.)
terhadap ekspresi CD4* pada gingiva terpapar
A.actinomycetemcomitans?. Diharapkan hasil
penelitian ini dapat memberi informasi mengenai
pemberian minyak atsiri  terhadap
peningkatan respon imun tubuh melalui ekspresi
CD4* pada gingiva yang terpapar bakteri A.
actinomycetemcomitans.

minum

METODE PENELITIAN

Tanaman temu putih telah dideterminasi di
Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi UGM (No.
BF/189/Ident/Det/VI1/2012) dengan hasil Curcuma
zedoaria (Berg.) Roscoe. Destilasi minyak atsiri
temu putih dilakukan di Laboratorium Penelitian
dan Pengujian Terpadu (LPPT) Universitas Gadjah
Mada (UGM). Destilasi dari rimpang temu putih
seberat 2833 gram menghasilkan 3 ml minyak atsiri
konsentrasi 100%. Penelitian eksperimental murni ini
telah mendapat persetujuan dari Tim Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta (No.301/KKEP/FKG-UGM/EC/2012).

Penelitian dilakukan pada 10 ekor tikus Wistar
jenis kelamin jantan usia 3 bulan dibagi menjadi
2 kelompok perlakuan dan kontrol (@ 5 ekor).
Kelompok perlakuan diberi minum minyak atsiri
temu putih dosis 30,6 ul/ml dan kontrol diberi
minum aquabides. Pemberian minum minyak atsiri
dan aquabides sesuai kelompok perlakuan sebanyak 1
ml selama 14 hari. Bakteri A. actinomycetemcomitans
sebanyak 100 ul dalam CMC 2% dioleskan pada
gingiva anterior rahang bawah pada hari ke-7 pada
kelompok perlakuan dan kontrol. Pengolesan bakteri
tersebut dilakukan sehari satu kali selama 7 hari.
Pada hari ke-15 hewan coba dianestesi menggunakan
Ketamin hidroklorida 10% (Ketamil®) dosis 100 mg/
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Gambar 1. Gambaran klinis hari ke-14 tampak gingivitis pada kelompok kontrol (A) sedangkan gingiva
sehat pada kelompok perlakuan setelah pemberian minum minyak atsiri temu putih (B). Keadaan gingiva

ditunjukkan dengan tanda panah.

B

7= A

Gambar 2. Pengamatan histologis tampak gingiva normal pada kelompok perlakuan dengan pewarnaan HE (A).
Ekspresi CD4* positif lemah tampak pada lamina propria kelompok perlakuan (B). Kelompok kontrol (C) menunjukkan
ekspresi CD4+ positif kuat di stratum basale dan lamina propria. Ekspresi CD4* (), gingiva () dan gigi ().

kg berat badan secaraintramuscular lalu dikorbankan.
Jaringan gingiva anterior rahang bawah diambil
histologis.  Fiksasi
jaringan menggunakan larutan buffer formalin 10%
selama 24 jam lalu dekalsifikasi menggunakan EDTA
10%. Pewarnaan imunohistokimia menggunakan
metode Avidin Biotin untuk mendeteksi ekspresi
CD4* (Santa Cruz Biotechnology, USA). Prosedur
pewarnaan imunohistokimia dilakukan menurut
menurut petunjuk pabrik ABC Staining System Kit
(Santa Cruz Biotechnology, California). Pengamatan
hasil pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE) dan
ekspresi CD4* menggunakan mikroskop cahaya

untuk pembuatan preparat

di Laboratorium Histologi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Gadjah Mada.

HASIL

Gambaran klinis gingiva tikus hari ke-14 pada
kelompok perlakuan dan kontrol ditampilkan pada
Gambar 1. Hasil penelitian tampak gingiva kelompok
kontrol masih terlihat terjadi gingivitis sedangkan
pada kelompok perlakuan terlihat gingiva sehat.

Hasil pewarnaan hematoksilin eosin (HE) dan
imunohistokimia ekspresi CD4* ditampilkan pada
Gambar 2.

"
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PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini
bakteri A. actinomycetemcomitans selama 7 hari
pada gingiva tikus mampu menginduksi terjadinya

menunjukkan paparan

inflamasi pada kelompok kontrol, sedangkan pada
kelompok perlakuan yang diberi minum minyak
atsiri temu putih sejak 7 hari sebelum paparan
bakteri
gingivitis. Hasil ini didukung oleh penelitian Mdller
et al. bahwa bakteri A. actinomycetemcomitans

menunjukkan tidak tampak terjadinya

ditemukan pada subjek penderita gingivitis. Pada
penelitian tersebut menyebutkan lebih dari 20% area
plak subgingiva dari subjek gingivitis mengandung
bakteri A. actinomycetemcomitans.

Hasil penelitian ini menunjukkan ekspresi
CD4+ positif di jaringan gingiva kontrol maupun
perlakuan. Hasil ini sesuai hasil penelitian sebelumnya
bahwa antigen CD4* dapat diekspresikan oleh sel
Langerhans epidermal maupun gingiva.'®? Molekul
CD4 juga diketahui sebagai reseptor untuk antigen
non-polymorphic major histocompatibility complex
(MHC) Class 11."” Hal ini memungkinkan molekul
CD4 mempengaruhi fungsi imun dependent MHC
Class 1l dari sel Langerhans.!*®

Sel CD4* diketahui sebagai sel T helper (Th). Sel
Th dapat diklasifikasikan menjadi subpopulasi sesuai
dengan limfokin yang dihasilkan. Secara umum sel
Th1 dapat memproduksi limfokin yang menstimulasi
makrofag dan sel T sitotoksik, sedangkan Th2
menghasilkan limfokin yang menstimulasi sel B
untuk berproliferasi dan memproduksi antibodi.
Sebaliknya Th3 menghasilkan sitokin yang terlibat
pada regulasi atau switching off respon imun.'

Ekspresi sel CD4* positif kuat tampak pada
gingiva kelompok kontrol yang diberi aquabides.
Hasil ini sesuai penelitian Fujihashi et al.” bahwa dari
isolasi sel mononuklear gingiva yang mengalami
inflamasi dan dianalisis dengan flow cytometry
menunjukkan sekitar 20-30% limfosit merupakan
sel T CD4*. Pendapat ini juga diperkuat dari
pemeriksaan klinis pada gingiva kelompok kontrol
yang masih mengalami inflamasi pada hari ke-14.

Pada kelompok perlakuan setelah pemberian
minum minyak atsiri menunjukkan ekspresi CD4*
positif lemah hanya di lamina propria. Hasil ini
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sesuai penelitian Seymour et al.® bahwa adanya
ditemukan sel CD4* dalam jumlah banyak yang
diisolasi dari jaringan periodontal yang mengalami
menggunakan
immunofluorescence dan flow cytometry. Hasil

inflamasi. ~ Penelitian  tersebut
Seymour et al.® tersebut juga mengemukakan bahwa
terdapat penurunan sel CD4* pada jaringan gingiva
yang sudah mengalami penyembuhan (recovery).
Pada gingiva yang tidak mengalami kelainan
dapat ditemukan sel CD4* dalam jumlah sedikit
dengan rata-rata sel CD4*CD29* (56%=4%) dan

CD4*CD45RA" (40+4%).

Ada beberapa yang diduga
menyebabkan ekspresi CD4* positif lemah pada
kelompok perlakuan. Mekanisme pertama bahwa
pemberian minum minyak atsiri temu putih
berkaitan dengan tidak terjadinya inflamasi pada
gingiva. Hal ini kemungkinan disebabkan minyak
atsiri temu putih mempunyai daya antimikroba
terhadap bakteri A. actinomycetemcomitans. Hasil

mekanisme

penelitian ini mendukung penelitian sebelumnya
yang menyebutkan bahwa minyak atsiri temu putih
konsentrasi berkisar 4-28 mg/ml secara in vitro
mempunyai daya antimikroba terhadap beberapa
bakteri antara lain: Bacillus subtilis, Bacillus macerans,
Bacillus licheniformis dan Azotobacter. Dosis minyak
atsiri 28 mg/ml atau setara dengan 30,6 ul/ml yang
digunakan pada penelitian ini."”

Mekanisme kedua bahwa kandungan minyak
atsiri  temu
terjadinya

A.actinomycetemcomitans.

putih  kemungkinan meng-hambat
akibat paparan bakteri
Penelitian sebelumnya

inflamasi
mengemukakan fura-nodiene  dan
furanodienone pada minyak atsiri temu putih dapat
berefek sebagai anti inflamasi.? Seperti dikemukakan
oleh Seymour' bahwa jumlah sel CD4*hanya sedikit
pada gingiva yang mengalami penyembuhan atau
gingiva normal.

kandungan

Selain itu pemberian minum minyak atsiri
temu putih diduga dapat meningkatkan respon
imun tubuh sebagai mekanisme ketiga. Peningkatan
respon imun tubuh dapat mencegah terjadinya
akibat infeksi bakteri induksi
fagositosis makrofag. Makrofag dapat
berperan pada respon imun innate maupun adaptif

inflamasi melalui

aktivitas

dengan fungsi fagositosis maupun antigen presenting



cell. Hasil penelitian secara in vitro menunjukkan
bahwa induksi fraksi
mg/ml mampu meningkatkan aktivitas
fagostosis sel makrofag peritoneal RAW 264.7.1®
Disimpulkan bahwa minyak atsiri temu putih dapat

polisakarida temu putih
dosis 1

berefek menurunkan ekspresi CD4* seiring dengan
penurunan inflamasi gingiva.

KESIMPULAN

Induksi
menurunkan

minyak atsiri
inflamasi gingiva ditandai
penurunan ekspresi CD4+.

temu putih dapat
dengan
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