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ABSTRAK 

Latar Belakang: Flavonoid merupakan  senyawa yang terkandung dalam ekstrak daun sirih 

merah, yang memiliki sifat antikanker, antiseptik, antiinflamasi, dan imunomodulator. 

Sebagai imunomodulator, flavonoid dapat meningkatkan respon TH1 yang merupakan 

komponen sistem imun adaptif yang dimediasi limfosit T CD4
+
, yang berperan pada imunitas 

terhadap bakteri intraseluler, seperti Salmonella Typhimurium. 

  Tujuan: Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun sirih merah terhadap gambaran 

limfosit darah tepi mencit Balb/c yang diinfeksi Salmonella  Typhimurium. 

  Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan post test only control 

group design. Sampel sebanyak 25 ekor mencit Balb/c yang  memenuhi kriteria inklusi dan 

eksklusi, dilakukan randomisasi menjadi 5 kelompok dan kemudian dilakukan adaptasi 

selama 7 hari. Kelompok K1 diberi ekstrak daun sirih merah dengan dosis 10 mg/hari/mencit 

selama 14 hari. Kelompok K2 diinfeksi dengan Salmonella Typhimurium sebanyak 10
5 

CFU  

intraperitoneal pada hari ke-10. Kelompok P1, P2, dan P3 diberi ekstrak daun sirih merah per 

oral dengan dosis masing-masing 10, 30, dan 100 mg/mencit/hari selama 14 hari dan diinfeksi 

dengan Salmonella Typhimurium sebanyak 10
5
 CFU intraperitoneal pada hari ke-10. Pada 

hari ke-22 dilakukan pengambilan sampel.  

Hasil : Rerata presentase limfosit  tertinggi didapatkan pada kelompok P3 

(mean=59.20±6.535). Pada  uji Post Hoc Tukey didapatkan adanya perbedaan signifikan 

gambaran limfosit darah tepi antar kelompok P1 dan P3 (p=0.048). 

 Simpulan: Terdapat peningkatan presentase limfosit darah tepi yang signifikan pada 

kelompok P3 dibanding kelompok P1. 

  Kata Kunci: Piper crocatum, limfosit darah tepi, Salmonella Typhimurium  

 

 

ABSTRACT 

THE EFFECT OF RED BETEL (PIPER CROCATUM) LEAVES EXTRACT  ON 

PERIPHERAL LYMPHOCYTE COUNT IN BALB/C MICE INFECTED BY 

SALMONELLA TYPHIMURIUM 

Background: Flavonoid is a compound contained in red betel leaves extract, which has 

anticancer, antiseptic, antiinflammation, and immunomodulatory effects. As an 

immunomodulator, flavonoid increases TH1 response as a part of adaptive immunity 

mediated by CD4
+ 

T lymphocyte, which is important in immunity against intracelullar 

bacterias, such as Salmonella Typhimurium.  

  Aim: To determine the effect of red betel leaves extract on peripheral lymphocyte count in 

Balb/c mice which were infected by Salmonella Typhimurium.  
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  Methods: This was an experimental laboratoric research with a post test only control group 

design. There were 25 Balb/c mice, which had met the inclusion and exclusion criteria, 

randomized into 5 groups and adapted for 7 days. The K1 group was given 10 mgs/day/mouse 

red betel leaves extract for 14 days. The K2 group was infected by 10
5 

CFU Salmonella 

Typhimurium intraperitoneally on the 10
th

 day. Experimental group 1, 2, and 3 ( P1, P2, and 

P3) were given 10, 30, and 100  mgs/mouse/day red betel leaves extract for 14 days and were 

infected by 10
5 

CFU Salmonella Typhimurium intraperitoneally on the 10
th

 day. On the 22
nd

 

day samples were taken.  

Results : Highest mean of lymphocyte count is found in experimental group 3 

(mean=59.20±6.535). Post Hoc Tukey Test  shows significant difference between 

experimental group 1 and experimental group 3  (p=0.048). 

 Conclusion: There is significant higher lymphocyte count in experimental group 3  compared 

to experimental group 1. 

Keywords : Piper crocatum, peripheral lymphocyte count, Salmonella Typhimurium 

    

 

PENDAHULUAN 

  Salmonellosis merupakan penyakit yang ditularkan melalui makanan dengan angka 

kejadian terbanyak, serta memiliki distribusi yang luas. Diperkirakan setiap tahunnya terdapat 

10 juta kasus salmonellosis. Dari 2500 serotipe bakteri penyebab penyakit ini, Salmonella 

Enteritidis dan Salmonella Typhimurium merupakan dua serotipe yang paling sering 

dilaporkan. Salmonella Typhimurium merupakan kuman batang gram negatif yang bersifat 

anaerob fakultatif. Bakteri ini seringkali bersifat patogen terhadap manusia dan merupakan 

bakteri intraseluler.
1, 2

 Infeksi Salmonella dewasa ini semakin memperoleh perhatian dari 

dunia luas dikarenakan peningkatan resistensi bakteri ini terhadap antibiotik yang biasa 

digunakan, sehingga menyebabkan pilihan terapi menjadi semakin terbatas.
3
  

 Mikroorganisme fakultatif intraseluler seperti Salmonella Typhimurium memiliki 

kemampuan untuk bertahan hidup dan bahkan bereplikasi di dalam sel fagosit yang 

merupakan salah satu bagian dari sistem imun bawaan, sehingga sel T CD4
+ 

dan sel T CD8
+
, 

terutama sel T CD 4
+ 

yang merupakan bagian dari sistem imun adaptif terkhusus imunitas 

seluler,
 
memiliki peran penting dalam respon primer dan sekunder terhadap infeksi bakteri 

ini.
4, 5

  Pada imunitas terhadap bakteri intraseluler, sel T CD4
+ 

akan berdeferensiasi menjadi 

sel efektor TH1 oleh pengaruh IL-2 yang merupakan sitokin proinflamatori dan IL-12 yang 

diproduksi makrofag dan sel dendritik yang terinfeksi. Sel T  kemudian akan 

mengekspresikan CD40 dan mensekresikan IFN-γ, TNF-α , serta IL-2 yang akan 

mengaktifkan makrofag untuk memproduksi substansi mikrobisidal, termasuk ROS, NO, dan 

enzim lizosimal.
5, 6
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  Dua puluh persen dari total jumlah leukosit manusia merupakan limfosit. Bertanggung 

jawab terhadap kontrol sistem imun adaptif, limfosit berdasarkan fungsi dan penanda 

permukaannya dibedakan menjadi dua kelas, yaitu limfosit B yang berperan dalam imunitas 

humoral, dan limfosit T yang berperan dalam imunitas selular.
7
 Adapun kedua kelas limfosit 

ini tidak dapat dibedakan secara morfologis.
1
  Hanya sebesar 5% dari  jumlah limfosit total 

beredar dalam pembuluh darah dan limfe sedangkan sisanya tersimpan di organ limfoid, baik 

primer maupun sekunder.
8
 Limfosit darah tepi yang bersirkulasi merupakan campuran dari 

limfosit B dan Limfosit T yang berasal dari sumsum tulang dan timus yang sedang menuju ke 

organ limfoid,  limfosit yang keluar dari limfonodi melalui sistem limfatik yang terkumpul 

pada duktus thorasikus dan menuju ke vena cava superior, serta limfosit yang dikeluarkan 

langsung melalui sinus vaskular dari organ limpa.
9
  

  Sirih merah merupakan salah satu tanaman obat tradisional yang sejak lama digunakan 

di Indonesia.
10

 Sirih merah terbukti mengandung senyawa fitokimia meliputi alkaloid, 

flavonoid, karvakol, eugenol, saponin, tanin, dan minyak atsiri. Berbagai senyawa yang 

terkandung di dalam ekstrak sirih merah, terutama di bagian daun tumbuhan terbukti memiliki 

banyak manfaat, salah satunya senyawa flavonoid. Flavonoid terbukti memiliki sifat 

antioksidan, antidiabetik, antikanker, antiseptik, dan anti-inflamasi.
11

 Beberapa penelitian 

terdahulu juga menyebutkan bahwa ekstrak sirih merah juga memiliki manfaat sebagai 

imunomodulator.
12, 13

 Sebagai imunomodulator senyawa flavonoid akan meningkatkan respon 

TH1, menstimulasi proliferasi limfosit T serta meningkatan proporsi limosit T CD4
+
/ Limfosit 

T CD8
+
, dan meningkatkan hitung limfosit T pada usus.

14, 15
 

 

METODE 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain post test only control 

group design. Sebelum mencit diberi perlakuan dilakukan randomisasi untuk membagi mencit 

menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok kontrol yang terdiri dari kontrol 1 (K1) dan kontrol 2 

(K2), serta kelompok perlakuan yang terdiri dari perlakuan 1 (P1), perlakuan 2 (P2), dan 

perlakuan 3 (P3). Besar sampel ditentukan berdasarkan pedoman WHO mengenai 

penggunaan hewan coba untuk penelitian eksperimental, yakni jumlah sampel minimal 5 ekor 

tiap kelompok.
16  

Sehingga penelitian ini menggunakan jumlah sampel 5 ekor tiap kelompok. 

Mencit kemudian dilakukan adaptasi selama 7 hari sebelum diberi perlakuan. Pada kelompok 

kontrol 1 mencit diberi ekstrak daun sirih merah per oral dengan dosis 10 mg/mencit/hari  
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selama 14 hari. Pada kelompok kontrol 2 mencit diinfeksi dengan Salmonella Typhimurium  

intraperitoneal sebanyak 10
5 

CFU pada hari ke-10. Pada kelompok perlakuan 1, 2, dan 3, 

mencit diberi ekstrak daun sirih merah per oral dengan dosis  masing-masing 10, 30, dan 100 

mg/mencit/hari selama 14 hari dan pada hari ke-10 diinfeksi dengan Salmonella Typhimurium 

sebanyak 10
5
 CFU

 
intraperitoneal. Pada hari ke-22 dilakukan pengambilan sampel darah tepi 

dengan cara mencit terlebih dahulu dianestesi dengan eter, setelah itu dilakukan pemotongan 

ekor mencit, dan kemudian dilakukan hapusan darah tepi menggunakan object glass dan deck 

glass. Mencit kemudian  diterminasi dengan cara disklokasi servikal. 

Gambaran limfosit darah tepi merupakan presentase limfosit darah tepi yang 

didapatkan dari hitung jenis leukosit darah tepi yang dilakukan pada preparat hapus darah tepi 

yang dilakukan pengecatan Giemsa pada zona ke 4, 5, dan 6 menggunakan mikroskop cahaya 

dengan perbesaran 400x. Kriteria inklusi penelitian ini adalah mencit Balb/c jantan, berusia 8-

12 minggu, memiliki berat badan 20-25 gram, sehat, tidak memiliki kecacatan anatomis, dan 

tidak sakit selama adaptasi.  Kriteria eksklusi dari penelitian ini adalah selama diberi 

perlakuan mencit tampak sakit yang ditunjukkan dengan gerakan mencit yang tidak aktif dan 

mencit yang mati selama adaptasi dan perlakuan. 

 Variabel bebas penelitian ini adalah ekstrak daun sirih merah  (Piper crocatum) dosis 

bertingkat peroral. Variabel tergantung penelitian ini adalah gambaran limfosit darah tepi.  

Pada kelima kelompok penelitian dilakukan pengolahan dan analisis data secara studi 

komparatif mengenai pengaruh pemberian ekstrak daun sirih merah  terhadap gambaran 

limfosit darah tepi pada mencit Balb/c yang diinfeksi Salmonella Typhimurium dengan 

kelompok kontrol. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Analisis sampel 

Penelitian ini menggunakan sampel penelitian 25 ekor mencit Balb/c berusia 8-12 

minggu, dengan berat badan 20-25 gram, sehat, dan tidak memiliki kelainan anatomis, yang 

dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok kontrol 1 (K1), kontrol 2 (K2), perlakuan 1 (P1), 

perlakuan 2 (P2), dan perlakuan 3 (P3). Jumlah sampel masing-masing kelompok terdiri dari 

5 ekor mencit Sampel diperoleh dari Unit Hewan Coba Laboratorium Biokimia Fakultas 

Kedokteran Universitas Airlangga.  Penelitian ini dilakukan selama 21 hari. Pada hari ke-22 

semua mencit diambil sampel darah tepi dengan cara pemotongan ekor, kemudian dilakukan 

terminasi dengan cara dislokasi servikal.  
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Analisis diskriptif 

Tabel 1 Hasil analisis deskriptif presentase limfosit darah tepi 

Kelompok 
Presentase Limfosit Darah Tepi 

Mean Standar deviasi 

Kontrol 1 57.40 10.761 

Kontrol 2 53.20 17.598 

Perlakuan 1 33.20 14.412 

Perlakuan 2 40.20 15.959 

Perlakuan 3 59.20 6.535 

 

 Tabel 1 menunjukkan rerata presentase limfosit terkecil adalah pada perlakuan 1 

(33.20±14.412), sedangkan rerata presentase limfosit terbesar adalah pada perlakuan 3 

(59.20±6.535). 

Analisis inferensial 

 Hasil analisis uji One Way Anova didapatkan p < 0.05 (p=0.026), yang berarti terdapat 

perbedaan gambaran limfosit darah tepi yang bermakna antar kelompok. Untuk mengetahui 

perbedaan antar kelompok penelitian dilakukan uji Post Hoc Tukey. Hasil uji analisis pada 

data rerata presentase limfosit yang didapatkan dari  hitung jenis leukosit darah tepi dapat 

dilihat pada tabel 2. 

Tabel 2. Nilai P pada uji Post Hoc Tukey 

Kelompok K1 K2 P1 P2 P3 

K1 - 0.988 0.073 0.305 1.000 

K2 0.988 - 0.180 0.570 0.955 

P1 0.073 0.180 - 0.924 0.048 

P2 0.305 0.570 0.924 - 0.219 

P3 1.000 0.955 0.048 0.219 - 

 

Tabel 2 menunjukkan adanya perbedaan bermakna pada rerata presentase limfosit 

yang didapatkan dari  hitung jenis leukosit darah tepi antar kelompok perlakuan 1 dan 

kelompok perlakuan 3 dengan nilai p=0.048. Sedangkan antar kelompok – kelompok lain 

tidak didapatkan perbedaan bermakna.  
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Imunitas seluler yang dimediasi oleh limfosit, merupakan salah satu mekanisme 

respon imun host terhadap patogen intraseluler yang menginfeksi tubuh manusia.
17

 Sel T 

CD4
+ 

dan sel T CD8
+
, terutama sel T CD 4

+
,
 
memiliki peran penting dalam respon primer dan 

sekunder terhadap  bakteri intraseluler salah satunya contohnya adalah Salmonella 

Typhimurium yang digunakan dalam penelitian ini.
18

  

Sirih merah (Piper crocatum) berdasarkan berbagai sumber dikatakan memberikan 

pengaruh terhadap respon imun tubuh terutama respon imun adaptif yang dimediasi oleh 

limfosit T oleh karena kandungan beberapa senyawanya, salah satunya flavonoid. Senyawa 

epicatechin, catechin, dan procyanidins yang merupakan beberapa kelas dari flavonoid dapat 

meningkatkan respon TH1 dan meningkatkan hitung limfosit T.
14

 Sel TH1 merupakan hasil 

diferensiasi dari sel T CD4
+ 

yang dipengaruhi oleh salah satunya IL-2 yang merupakan salah 

satu sitokin proinflamatori. Adapun sel TH1 dapat meningkatkan respon imun terhadap 

bakteri intraseluler melalui peningkatan produksi IFN-γ, TNF- α , dan IL-2 yang akan 

mengaktivasi sel dendritik dan makrofag untuk melakukan fungsi bakterisidal.
6
 Lebih lanjut 

flavonoid juga dikatakan dapat meningkatkan ekspresi IL-2.
19

 Sehingga hal ini mendukung 

hipotesis pemberian ekstrak daun sirih merah dapat meningkatkan presentase limfosit yang 

didapatkan dari hitung jenis leukosit darah tepi melalui jalur peningkatan ekspresi IL-2. 

Hasil uji hipotesis One Way Anova penelitian ini menyebutkan bahwa pemberian 

ekstrak daun sirih merah memberikan perbedaan gambaran limfosit darah tepi mencit. Namun 

bertolak belakang dengan hipotesis penelitian, pada analisis perbedaan antar kelompok yang 

dilakukan dengan uji Post Hoc Tukey  didapatkan hasil  perbedaan signifikan hanya 

didapatkan pada uji terhadap kelompok perlakuan 1 yang diberi ekstrak daun sirih merah per 

oral dengan dosis 10 mg/mencit/hari selama 14 hari, dan kemudian pada hari ke-10 diinfeksi 

dengan Salmonella Typhimurium sebanyak 10
5
 CFU

 
intraperitoneal dibanding kelompok 

perlakuan 3 yang diberi ekstrak daun sirih merah per oral dengan dosis 100 mg/mencit/hari 

selama 14 hari, dan pada hari ke-10 diinfeksi dengan Salmonella Typhimurium sebanyak 10
5
 

CFU
 
intraperitoneal.  

Hasil ini sejalan dengan penelitian Hartini, dkk (2014) yang menyatakan bahwa 

pemberian ekstrak daun sirih merah dengan dosis 2,5 mg, 5mg, dan 10 mg/ kg BB mencit 

tidak menyebabkan perubahan proliferasi limfosit signifikan antara kelompok perlakuan 

dengan kontrol.
12

 Sebagai tambahan penelitian Wahjuni,dkk (2016) menyatakan pemberian 

ekstrak dauh sirih merah dengan dosis 150 mg/kg BB mencit memiliki signifikansi terbesar  
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bila dibandingkan dengan pemberian ekstrak dauh sirih merah dengan dosis 50 maupun 100 

mg terhadap aktivitas anti inflamasi yang diukur berdasarkan penurunan sitokin 

proinflamasi.
20

 Penelitian Wahjuni, dkk (2016) memberikan gambaran bahwa efektifitas 

pemberian ekstrak daun sirih merah bergantung pada peningkatan dosis yang diberikan. 

Apabila dibandingkan, hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian ini, yaitu pada presentase 

limfosit dari hitung jenis leukosit darah tepi tertinggi didapatkan pada P3 apabila 

dibandingkan dengan P2 dan P1 (mean p3=59,20±6.535, p2=40.20±15.959, dan 

p1=33.20±14.412 ), yang masing-masing memiliki dosis ekstrak sirih merah yang lebih 

rendah dibandingkan dengan P3.  Sedangkan peningkatan presentase limfosit darah tepi 

sebagai parameter aktivitas sistem imun adaptif pada infeksi Salmonella Typhimurium 

terhadap K2 yang tidak diberi ekstrak daun sirih merah dan diinfeksi Salmonella 

Typhimurium hanya terjadi pada kelompok P3, walaupun secara statistik peningkatan ini 

tidak berbeda secara signifikan. Secara statistik perbedaan signifikan presentase limfosit darah 

tepi hanya didapatkan antar kelompok P1 dan P3 yang ditunjukan pada tabel 2 diatas.   

Gambaran terjadinya penurunan presentase limfosit pada P1 dan P2 yang didapatkan 

dari penghitungan mean dibandingkan dengan K1 dan K2 agaknya kurang sesuai dengan 

sumber dari literatur yang menyatakan bahwa selama infeksi bakteri intraseluler terjadi 

peningkatan respon limfosit terutama sel T CD4
+
.
21

 Selain itu pemberian ekstrak daun sirih 

merah yang juga dikatakan dapat meningkatkan presentase limfosit darah tepi khususnya 

limfosit T  nampaknya tidak sesuai dengan presentase limfosit darah tepi yang terukur pada 

P1, P2, dan P3 dimana terjadi penurunan pada P1 dan P2 yang mendapatkan dosis yang sama 

bahkan lebih tinggi kelompok K1, dan pada P3 yang mengalami peningkatan namun tidak 

bermakna secara statistik.
14

 Terjadinya penurunan presentase limfosit pada mencit menurut 

sumber dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti, manipulasi genetik yang mengubah 

imunomodulasi mencit maupun keadaan stres pada mencit yang berlangsung selama beberapa 

hari sampai beberapa minggu.  Adapun parameter terjadinya stress yang dapat diamati adalah 

penurunan berat badan mencit dan penurunan volume kelenjar timus.
22

 Namun kedua 

parameter ini tidak diamati pada penelitian ini sehingga faktor stress sebagai penyebab 

penurunan limfosit mencit tidak dapat digunakan sebagai alasan pasti dan hanya sebatas 

asumsi semata mengingat pada kelompok P1, P2, dan P3 dilakukan 2 prosedur intervensi 

pada mencit yaitu penyutikan Salmonella Typhimurium secara intraperitoneal dan sondase 

ekstrak sirih merah selama 14 hari. 
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SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Pemberian ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum) dosis 10, 30, dan 100 

mg/hari/mencit tidak memberikan pengaruh terhadap gambaran limfosit darah tepi mencit 

Balb/c yang diinfeksi Salmonella Typhimurium. 

 Pemberian ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum) dosis 100 mg/hari/ mencit 

meningkatkan  presentase limfosit darah tepi dibanding pemberian dosis 10 mg/ hari/mencit 

pada mencit Balb/c yang diinfeksi Salmonella Typhimurium. 

Saran 

Perlu diadakan penelitian lebih lanjut dengan durasi pemberian perlakuan yang lebih 

panjang. Perlu dilakukan penambahan kelompok kontrol 0 yang tidak diberikan ekstrak daun 

sirih merah dan tidak diinfeksi Salmonella Typhimurium. Perlu dipertimbangkan untuk 

melakukan differential count preparat hapus darah tepi dengan metode yang lebih objektif, 

yaitu menggunakan auto analyzer. Perlu dilakukan isolasi senyawa flavonoid dengan kelas 

yang lebih spesifik untuk mengetahui pengaruh yang lebih terfokus pada peningkatan atau 

penurunan presentase limfosit darah tepi sesuai dengan kelas yang diteliti. 
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