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Abstract 

Fungal infection in oral cavity is mainly caused by C.albicans and now the  case is reported 
increased. The increasing number of case is parallel with the increasing number of immunosupressed 
patients. Oleum azadirachty, the active agent of  mimba (Azadirachta indica) which is categorized 
as a herbal medicine that has been used as antifungal drug in agricultural field, and is also found to 
have immunostimulatory effect in animal model. In addition, TNFα has been known to reduce the 
spreading of C. albicans and also important for granulocyte antifungal activity. The aim of this 
research study is to clarify the effect of oleum azadirachty to TNFα level in BALB/c mice cervical lymph 
node that immunosupressed and infected by C.albicans. This study used BALB/c mice that were 
devided in to six groups: which is consisted of three groups as control and  three groups as studied 
groups. Mice were immunosupressed by given 2-3mg/mice subcutan injection of prednisolon one day 
before inoculation. Group 2 until group 6 were given tetracycline hydrochloride in drinking water 
(0,83mg/ml) since one day before inoculation. C.albicans inoculation was given at zero day. At 2nd 
day post infection, mice were  sacrificed and TNFα level was measured by ELISA. Data were analysed 
by One Way Anova test and LSD (p=0.05). Result of this research indicated  that Oleum Azadirachty 
could increse the level of TNFα.  
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 Saat ini terjadi peningkatan jumlah 
pasien yang mengalami penekanan atau 
penurunan sistem pertahanan tubuh atau 
biasa disebut imunosupresi maupun 
imunokompromais .1 Hal ini menyebabkan 
angka kejadian infeksi jamur di rongga mulut 
mengalami peningkatan. Sebagian besar 
kasus infeksi jamur di rongga mulut 
disebabkan oleh jamur Candida albicans, 
penyakitnya disebut kandidiasis mulut, dan 
kasus kandidiasis mulut ini sering ditemukan di 
praktek dokter gigi.2 

 Selama ini kandidiasis mulut diterapi 
dengan obat-obat antijamur, antara lain 
azole ,tetapi pemakaian obat-obat antijamur 
dalam jangka waktu yang lama dapat 
menyebabkan terjadinya resistensi terhadap  
Candida dan berbagai efek samping.Hal ini 
menjadi faktor pendorong bagi masyarakat 
untuk memanfaatkan potensi obat tradisional 
khususnya yang berasal dari tumbuh-
tumbuhan untuk pengobatan penyakit 
khususnya infeksi jamur. 
 Mimba (Azadirachta Indica Juss) 
telah dikenal masyarakat sebagai obat 
tradisional yang bermanfaat sebagai 
antijamur, antimalaria, antibakteri, antipiretik, 
imunomodulator, dan antiinflamasi. Bagian 
tanaman yang paling sering digunakan untuk 
obat tradisional adalah daun dan bijinya.3,4,5 
Secara empiris, masyarakat telah 
memanfaatkan mimba untuk mengatasi 
berbagai macam penyakit, seperti : 
cacingan, kudis, malaria, infeksi jamur, 
mengatasi tumor  dan  alergi dengan cara 
minum rebusan daun atau biji mimba.6,7 Di 
bidang pertanian, biji mimba telah 

dimanfaatkan sebagai insektisida, anti 
patogen dan fungisida alami yang terbukti 
aman bagi manusia dan hewan.8,9,10 Manfaat 
anti fungi tersebut dikarenakan adanya 
kandungan, terutama  azadirachtin, trisulfida 
dan tetrasulfida pada daun dan biji mimba.  

Potensi daun mimba sebagai 
imunostimulator telah dibuktikan oleh 
beberapa peneliti.11 Peningkatan aktivitas 
PMN (Polimorfonuklear), makrofag dan limfosit 
akibat mimba pada tikus yang diinjeksi NIM-76 
telah terbukti.12 sedangkan penelitian tentang 
efek powder dari daun kering mimba 
terhadap respons imun humoral dan seluler 
juga telah terbukti.13 Mimba dapat 
mempengaruhi peningkatan aktivitas 
fagositosis dan ekspresi MHC (Major 
Histocompatibility Complex) klas II, produksi 
IFN ∂, dan proliferasi limfosit.14 Modulasi 
respons imun seluler dan humoral akibat 
mimba pada mencit yang diimunisasi dengan 
ovalbumin meliputi  peningkatan level IgG, 
IgM,dan titer antibody anti-ovalbumin.15 
Potensi imunomodulator ekstrak daun mimba 
terbukti meningkatkan aktivitas  CD4, CD8  sel 
Th 1, dan makrofag pada tikus dan kera.16  

Candida albicans adalah flora normal 
rongga mulut yang menjadi penyebab 
utama terjadinya kandidiasis mulut. 
Kandidiasis mulut merupakan infeksi yang 
paling sering dijumpai di rongga mulut, 
karena hampir semua orang pernah 
mengalaminya. Adapun faktor predisposisi 
kandidiasis mulut meliputi : obat-obatan 
(terutama steroids, antibiotik), iritasi lokal (gigi 
tiruan, alat ortodonsi, rokok), radiasi, usia, 
kehamilan, penyakit sistemik, dan 
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malabsorbsi.17 Infeksi Candida disebut 
oportunistik, karena organisme tersebut dapat 
menjadi patogen pada keadaan sistem 
pertahanan tubuh kita terganggu. Dengan 
demikian faktor pertahanan tubuh sangat 
penting untuk mencegah terjadinya 
kandidiasis.18,19, 20  

Meskipun respons imunologik pada 
kandidiasis mulut belum banyak dipahami, 
namun diduga imunitas seluler lebih banyak 
berperan, meskipun respons humoral dan non 
spesifik juga ikut berperan. Respon imun 
seluler penting untuk proteksi hospes melawan 
semua jamur. Pada hospes yang 
imunokompromais, dapat terjadi transisi C. 
albicans menjadi pathogen oportunistik dan 
penyebarannya yang luas.21 Integrasi yang 
baik antara sistem imun innate dan adaptif 
dibutuhkan untuk mengontrol C. albicans.  

Beberapa penelitian menunjukkan 
kaitan antara rendahnya TNFα di jaringan 
mulut dan saliva manusia dan hewan dengan 
kandidiasis mulut.24 Hal ini menunjukkan 
bahwa penurunan TNFα berperan dalam 
kerentanan terhadap kandidiasis mulut. TNFα 
diketahui protektif terhadap penyebaran 
kandida pada hewan coba dan diketahui 
bahwa secara invivo TNFα penting untuk 
aktivitas antijamur granulosit.25 Telah terbukti 
bahwa mencit dengan gen TNFα yang 
dihilangkan menyebabkan mencit sangat 
rentan terhadap kandidiasis sistemik sebab 
tidak adanya TNFα mengubah pengerahan 
dan fagositosis neutrofil.26  
           Adanya respons imun yang berubah-
ubah pada kandidiasis mulut, membuatnya 
menarik untuk dipelajari.17. 24, 27, 28 Sampai saat 
ini kandidiasis mulut diobati dengan obat-
obatan antijamur yang bekerjanya langsung 
menghambat pertumbuhan jamur. Minyak biji 
mimba diharapkan selain menghambat 
pertumbuhan jamur secara langsung juga 
dapat meningkatkan sistem imun 
penderitanya, yaitu melalui sistem imun innate 
dan adaptif dimana salah satunya melalui 
peningkatan kadar TNFα mengingat bahwa 
pada imunitas terhadap kandidiasis mulut 
diperankan oleh integrasi sistem imun 
tersebut. Dengan demikian diharapkan 
kekambuhan kandidiasis mulut yang sangat 
mengganggu penderita dapat teratasi. 

Berdasarkan latar belakang di atas, 
maka perlu dilakukan penelitian  untuk 
mengetahui apakah pemberian minyak biji 
mimba dapat meningkatkan kadar TNFα 
supernatan kultur makrofag cervical lymph 
node (CLN) mencit BALB/c dengan 
imunosupresi akibat pemakaian obat steroid 
(prednisolon) dan diinfeksi C. albicans.  
 
BAHAN DAN METODE 
Penelitian ini adalah eksperimental murni 
yang dikerjakan di laboratorium secara in vivo 
dan in vitro. Pada penelitian ini akan 
digunakan model mencit BALB/c. 

Rancangan penelitian yang 
digunakan adalah rancangan acak lengkap 
dengan enam kelompok perlakuan, yaitu: 

kelompok 1 (kontrol), kelompok 2 (kontrol 
positif 1: imunospresi), kelompok 3 (kontrol 
positif 2: imunosupresi dan diinfeksi 
C.albicans), kelompok 4 (perlakuan 1: 
imunosupresi, diinfeksi, dan diberi minyak biji 
mimba 75µl), kelompok 5 (perlakuan 2: 
imunosupresi, diinfeksi, dan diberi minyak biji 
mimba 150µl), dan kelompok 6 (perlakuan 3: 
imunosupresi, diinfeksi, dan diberi minyak biji 
mimba 300µl). Digunakan mencit betina, umur 
6-10 minggu, berat 20-30 gram. Sebelumnya 
mencit diadaptasi selama seminggu, dan 
diberi makan dan minum secara ad libitum. 

Prosedur pembuatan  minyak biji 
mimba. Biji mimba yang telah dikeringkan 
dihancurkan kemudian diekstraksi dengan 
menggunakan alat ekstraksi soxhlet dengan 
pelarut hexan selama 3-4 jam. Ekstrak yang 
diperoleh selanjutnya diproses dengan alat 
rotary evaporator untuk memisahkan pelarut 
dengan minyak, sehingga diperoleh minyak 
biji mimba.29  

Prosedur pembuatan model mencit 
dengan infeksi kandidiasis mulut. Mencit 
diimunosupresi dengan cara memberikan 
prednisolon (PDS) dengan dosis 100 mg/kg BB 
(2-3 mg/mencit) secara subkutan sehari 
sebelum diinfeksi C.albicans. Tetrasiklin 
hidroklorid diberikan dalam air minum (0,83 
mg/ml) sejak sehari sebelum diinfeksi. Mencit 
dianaestesi dengan injeksi im 50µl dari 2mg 
klorpromazin klorid/ml pada daerah paha. 
Cotton bud dimasukkan ke dalam suspensi 
C.albicans (2,5x107 sel/ml yang diukur dengan 
haematositometer) dan diulaskan ke seluruh 
permukaan rongga mulut untuk menimbulkan 
infeksi. Minyak biji mimba diberikan secara 
intragastrik sejak sehari sebelum diinfeksi.30  

Prosedur pemberian minyak biji 
mimba. Minyak biji mimba dengan dosis 75µl, 
150µl, dan 300µl untuk kelompok 4,5, dan 6 
diberikan tiap hari dengan menggunakan 
sonde lambung sejak sehari sebelum diinfeksi 
C.albicans. 

Kultur Makrofag. Bahan yang 
digunakan adalah: nodus limfe leher, medium 
RPMI 1640, PBS, methanol absout, dan destiled 
H2O. Sedangkan alat yang digunakan 
adalah: alat bedah, nylon mesh, 
haematocytometer, mikroplate 96, dan 
inkubator. 

 Suspensi sel nodus limfe leher 
dihitung dengan haematocytometer dan 
ditambahkan medium tumbuh sehingga 
didapatkan suspensi yang mengandung 2x105 
sel/ml, kemudian dimasukkan ke dalam 
mikroplate 96 sumuran sebanyak 1ml/sumur. 
Sel makrofag dibiarkan melekat selama 2 jam. 
Sel-sel yang tidak melekat 
dibuang,sedangkan sel-sel yang melekat 
dicuci dengan RPMI tanpa FBS (Fetal Bovine 
Serum) sebanyak 2 kali, kemudian diinkubasi 
dengan medium tumbuh selama 24 jam. 
Kemudian diambil supernatannya (untuk 
diukur kadar TNFα) dicuci 2 kali. 

Penghitungan kadar produksi TNFα 
supernatan kultur makrofag Cervical Lymp 
Node. Bahan yang digunakan adalah: 
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supernatan kultur makrofag cervical lymph 
node mencit yang diambil pada hari ke-2, 
coating buffer, PBS tween, BSA, dan TNFα, 
antibodi sekunder anti IgG-AP, pNPP 
(paranitrophenyl phosphate), dan NaOH. 
Sedangkan alat yang digunakan adalah: 
plate ELISA 96, mikropipet multichannel, 
mikrotip, chamber buffer,  dan ELISA reader. 

Supernatan kultur makrofag cervical 
lymph node yang diperoleh diambil kemudian 
dilakukan pengukuran kadar TNFα dengan 
ELISA manual melalui prosedur kerja sebagai 
berikut: plate ELISA 96 sumuran dilapis dengan 
antigen berupa serum dan standar. Standar 
maupun antigen dilarutkan dalam coating 
buffer (1:50). Antigen di-coating pada plate 
ELISA selama semalam pada suhu 4oC, dicuci 
dalam PBS-tween 3x3menit. Kemudian diblok 
dengan blocking buffer (BSA 1% dalam PBS) 
50µl/well dan diinkubasi selama 2 jam suhu 

ruang. Selanjutnya dicuci dalam PBS-Tween 
3x3 menit. Inkubasi plate dengan antiTNFα 
(1:10.000) selama 2 jam pada suhu ruang 
dilanjutkan dengan pencucian PBS-Tween 3x3 
menit. Kemudian diinkubasi dengan antibodi 
sekunder anti-IgG-AP (berlabel alkalin 
phosphatase) (1:1000) selama  jam. Reaksi 
akhir dilakukan dengan pembentukan warna 
melalui penambahan substrat pNPP dalam 
dietanolamin 10% (50µl/well). Kemudian 
diinkubasi 30 menit pada suhu ruang (tidak 
dicuci, yang dibaca adalah pNPP yang 
terikat antibodi sekunder). Reaksi dihentikan 
dengan penambahan NaOH 3M (50µl/well) 
sebagai stop reaction. Kemudian absorbansi 
diukur pada panjang gelombang 405 nm 
pada ELISA reader. Kurva standar dibuat 
berdasarkan kadar standar dan hasil 
absorbansi. Data yang diperoleh dianalisis 
dengan One Way Anova dilanjutkan uji LSD. 

HASIL 
Hasil pemeriksaan kadar TNFα pada supernatan kultur makrofag dapat dilihat pada tabel 1. 

Tabel 1. Kadar TNFα pada semua kelompok 
Perlakuan Kadar TNFα (x ± 1SD) (pg/ml) 

K1 149,00 ± 8,01 
K2 170,17 ± 4,01 
K3 73,17 ± 6,36 
K4 158,00 ± 24,98 
K5 147,50 ± 10,61 
K6 183,67 ± 14,14 

 
Grafik dari data pada tabel 1 dapat dilihat pada grafik 1 berikut ini. 
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Grafik 1. Kadar TNFα pada semua kelompok 

 
Untuk mengetahui apakah terdapat 

perbedaan pengaruh yang nyata antar 
perlakuan terhadap kadar TNFα, dilakukan 
analisis data menggunakan uji Anova satu 
arah. Dari uji Anova diperoleh p= 0,000 atau 
artinya p< 0,05 berarti ada perbedaan kadar 
TNFα yang bermakna minimal antara 
sepasang kelompok. 
 Untuk mengetahui lebih lanjut 
perbedaan yang ada diantara kelompok 

sampel analisis dilanjutkan dengan 
menggunakan uji Least Significant Difference 
(LSD), yang hasilnya dapat dilihat pada tabel 
2. 
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Tabel 2. Uji LSD kadar TNFα antar kelompok 
Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 K6 
K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
K6 

- 
0,017* 
0.000* 
0,263 
0,848 
0.001* 

0,017* 
- 
0,000* 
0,139 
0,012* 
0,103 

0,000* 
0,000* 
- 
0,000* 
0,000* 
0,000* 

0,263 
0,139 
0,000* 
- 
0,196 
0,006* 

0,848 
0,012* 
0,000* 
0,196 
- 
0,000* 

0,001* 
0,103 
0,000* 
0,006* 
0,000* 
- 

Keterangan: *= berbeda bermakna  
Artinya ada perbedaan bermakna kadar TNFα pada kelompok kontrol negatif (K1) dengan kelompok 
kontrol positif 1(K2), kelompok kontrol positif 2(K3), dan kelompok yang diberi minyak biji mimba dosis 
300µl (K6). Tidak ada perbedaan bermakna kadar TNFα pada kelompok yang diberi minyak biji 
mimba dengan dosis 75µl (K4) dengan 150µl (K5). Terdapat perbedaan bermakna kadar TNFα pada 
kelompok kontrol negatif 2 (K3) dengan semua kelompok. 
 
DISKUSI 

Penelitian ini dilakukan untuk 
mengetahui efek pemberian minyak biji 
mimba (Oleum azadirachti) terhadap kadar 
TNFα pada cervical lymph node mencit 
BALB/c dengan imunosupresi dan diinfeksi 
C.albicans. Pada penelitian ini pembuatan 
model mencit imunosupresi dilakukan dengan 
pemberian obat imunosupresan yaitu 
prednisolon dengan mengacu pada 
penelitian yang dilakukan Takakura pada 
tahun 2004. Dipilih prednisolon sebab kerja 
obat ini melalui penekanan terhadap 
proliferasi sel limfosit T yang sangat berperan 
dalam eliminasi C.albicans. Model mencit 
pada penelitian ini selain diberikan 
prednisolon juga diberikan antibotik dengan 
tujuan mencegah terjadinya infeksi sekunder 
dari bakteri yang tidak diharapkan. Selain itu 
antibiotik menekan bakteri sehingga 
C.albicans lebih berpeluang untuk tumbuh 
dan pemakaian antibiotik merupakan salah 
satu faktor predisposisi terjadinya kandidiasis 
mulut. 
 Pada hasil penelitian dan analisis 
data didapatkan adanya peningkatan kadar 
TNFα (grafik 1), pada kelompok dengan 
perlakuan dengan minyak biji mimba 
dibanding dengan kelompok kontrol positif 2 
(K3). kadar TNFα diamati dalam penelitian ini 
sebab merupakan komponen sistem imun 
innate yang berperan sebagai respon 
terhadap rangsangan dari luar, yang dalam 
penelitian ini dievaluasi melalui imunitas pada 
cervical lymph node, sebab merupakan salah 
satu sistem imunitas di rongga mulut. Sistem 
imunitas rongga mulut yang lain, meliputi: 
selaput mukosa mulut, jaringan limfoit mulut, 
dan sebagainya. Sistem imunitas rongga 
mulut ini selanjutnya akan mempengaruhi 
sistem imunitas sistemik melalui sistem vaskuler. 
 Dalam penelitian ini minyak biji 
mimba diberikan secara oral yaitu melalui 
sonde lambung. Selanjutnya komponen-
komponen di dalamnya dapat diabsorbsi 
dengan cepat dalam mukosa membran usus 
dan dengan cepat diedarkan dalam darah, 
dengan half life dalam plasma lima jam, 
kemudian dengan cepat diabsorbsi ke dalam 
jaringan.31  
 Pada kelompok dengan minyak biji 
mimba (K4, K5, dan K6) kadar TNFα lebih 
tinggi dibanding kelompok K3 (grafik 1). Hal ini 

membuktikan bahwa minyak biji mimba 
dapat meningkatkan kadar TNFα supernatan 
kultur makrofag dengan mekanisme yang 
sama dengan yang terjadi pada peningkatan 
aktivitas fagositosis makrofag, yaitu: Pada tikus 
Wistar yang diberi mimba terjadi peningkatan 
ekspresi CD14, TLR2, dan TLR4.32 Hal inilah yang 
dapat menjelaskan mekanisme peningkatan 
aktivitas fagositosis makrofag akibat mimba. 
TLR2 dan TLR4 merupakan reseptor pada 
permukaan makrofag yang berikatan 
dengan komponen mimba dengan 
perantara CD14 sebagai co-receptor. Akibat 
ikatan ini  terjadi aktivasi protein Rac, ERK, NF-
kB, JNK, p38 melalui jun kinase, mengaktivasi 
IKK, menyebabkan degradasi I-kB, sehingga 
p50 dan p65 translokasi dalam nukleus. 
Aktivasi NF-kB mengaktifkan AP-1 yang 
mempengaruhi transkripsi mRNA dan 
menstimulasi ekspresi gen, antara lain 
fagositosis dan sitokin pro-inflamatori. TNFα 
merupakan sitokin pro-inflamatori yang 
dimaksud dalam hal ini. Selain itu mimba 
dapat meningkatkan kadar TNFα secara tidak 
langsung melalui IFNγ.14,31  
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