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ABSTRACT

Background: Indonesia is an endemic area for typhoid fever. Gynura procumbens which is usually called as
god leaves’ is known to have an immunomodulator effect. The component inside can increase I1L-2 activities
which eventually increase macrophage activities in eliminating bacteries. This research purpose is to examine the
bacteria colonies sum in spleen which is infected by Salmonella typhimurium and has been given Gynura
procumbens diet.

Method: This laboratory observational research use 20 BALB/C mice which is divided into 4 groups. K was
control group which only infected by S. typhimurium without treatment, and experiment groups (P1,P2,P3) were
treated with Gynura procumbens (Lour) Merr’s root extract with different doses (0,1mg; 0,2mg; 0,4mg) for 14
days which infected by 10° Salmonella typhimurium on the 9™ day. Each groups has 5 mice. In the 15" day all
groups are terminated and bacteria culture on SS Agar is made. Data formed as bacteria colonies sum (Cfu/gram)
is analyzed and presented as table.

Result: In control group the mean bacteria colonies sum is 94067059,28. While in the P1 group the mean
bacteria colonies sum is 39420130,13. P2 and P3 group each has 213761658,42 and 163264237,59 mean
bacteria colonies sum.

Conclusion: the analyzed data doesn’t show significantly differences in bacteria colonies sum between the
control group and the three research group. It can be conclude that the given of Gynura procumbens tuber extract
can’t decrease the sum of spleen’s bacteria colonies.
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Pengaruh Pemberian Ekstrak umbi Gynura procumbens Terhadap Jumlah Koloni Kuman
Organ Limpa Mencit BALB/C Yang Diinfeksi Salmonella typhimurium

Lisa Silvani*, Purnomo Hadi** ,Helmia farida**

ABSTRAK

Latar Belakang: Indonesia merupakan daerah endemis untuk demam tifoid. Gynura procumbens atau yang
dikenal sebagai daun dewa diketahui memiliki efek immunomodulator. Senyawa yang dikandungnya dapat
meningkatkan aktivitas IL-2 yang selannjutnya akan memacu aktivitas makrofag dalam mengeliminir bakteri.
Penelitian ini bertujuan untuk menilai jumlah koloni kuman pada organ limpa yang diinfeksi Salmonella
typhimurium dan diberi diet ekstrak umbi Gynura procumbens.

Metode: Penelitian observasional laboratorik ini menggunakan 20 ekor mancit Balb/c yang dibagi menjadi 4
kelompok. K merupakan kelompok kontrol yang diinfeksi Salmonella typhimurium, dan kelompok perlakuan
(P1, P2, P3) yang diberi ekstrak umbi Gynura procumbens dengan dosis bertingkat (0,1mg; 0,2mg; 0,4mg)
selama 14 hari yang diinfeksi dengan Salmonella typhimurium pada hari ke 9 sebanyak 10°. Masing — masing
kelompok terdiri dari 5 ekor mencit. Pada hari ke — 15 dilakukan terminasi dan dilakukan penanaman kuman
pada SS agar. Data berupa jumlah kuman (cfu/gram) dianalisa secara analitik dan disajikan dalam bentuk tabel.

Hasil: Pada kelompok kontrol rata — rata jumlah koloni kuman sebesar 94067059,28. Rata — rata kelompok P1
sebesar 39420130,13. Sedang untuk kelompok P2 dan P3 masing — masing sebesar 213761658,42 dan
163264237,59.

Kesimpulan: Dari hasil analisa secara statistika menggunakan uji Kruskal Wallis tidak didapatkan perbedaan
bermakna pada jumlah koloni kuman antara kelompok kontrol dan ketiga kelompok perlakuan. Dapat
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak umbi Gynura procumbens dengan dosis 0,1 mg/ml;0,2mg/ml;0,4mg/ml
tidak dapat menurunkan jumlah koloni kuman pada organ limpa.

Kata Kunci: Gynura procumbens, Salmonella typhimurium, Hitung Kuman
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PENDAHULUAN

Indonesia adalah salah satu daerah endemis untuk demam tifoid. Dengan angka kejadian setiap tahunnya

berkisar antar 600.000 — 1.500.000 kasus, penyakit saluran pencernaan ini dapat menyebabkan hingga 50.000



kematian per tahun.' Hal ini berkaitan dengan kecepatan perkembangan penduduk, meningkatnya urbanisasi,
penyediaan air bersih yang terbatas, penanganan limbah yang kurang memenuhi standar, dan beban kesehatan

yang terlalu berat.’

Demam tifoid disebabkan oleh Salmonella typhii. S. typhii adalah kuman bentuk batang, bersifat anaerob

fakultatif atau aerob, tidak berspora, dan intraseluler fakultatif. * Salah satu strain Salmonella yang dapat
menginfeksi mencit dan bermanifestasi seperti demam tifoid pada manusia adalah Salmonella typhimurium.*
Mikroorganisme ini dapat ditemukan dalam hati dan limpa mencit 3 — 8 jam setelah infeksi.* Bakteri ini dapat

mencegah pembunuhan intraseluler dengan cara menghambat penggabungan antara lisosom dan vakuola.’

Respon imun terhadap bakteri intraseluler adalah imunitas seluler. Reaksi yang terjadi antara lain: (1)
Penghancuran bakteri yang difagosit oleh makrofag yang diaktivasi oleh sitokin — sitokin yang diproduksi
limfosit T dan (2) Lisis terhadap sel yang terinfeksi oleh sel T CD8+ (CTLS) dan sel NK.’

Perubahan yang terjadi pada lien yang terinfeksi S. typhimurium diantaranya adalah pembesaran,
pelunakan, dan penggembungan jaringan lien, sedangkan pada pemeriksaan histopatologik lien juga tampak
splenitis, nekrosis multifokal, dan sering disertai dengan koloni bakteri. Maka dari itu penurunan hitung kuman
organ limpa dapat digunakan sebagai indikator peningkatan system imun melawan infeksi.®

Gynura procumbens telah diteliti sebagai obat tradisional yang terbukti dapat meningkatkan aktivitas
IL-2."IL-2 ini selanjutnya akan membantu proliferasi dan diferensiasi sel T menjadi sel T CD8+ dan mensekresi
IFN- yang memacu aktivitas makrofag dalam mengeliminir bakteri.” Winarto (2003), kandungan minyak atsiri
pada daun G. procumbens bersifat antimikroba dengan jalan memacu makrofag dalam memproduksi NO, tidak
dengan memacu aktivitas fagositosis®.

Berdasarkan latar belakang tersebut maka penelitian ini berusaha untuk menganalisa pengaruh ekstrak G.
procumbens dalam menurunkan jumlah koloni kuman pada limpa mencit Balb/c yang diinfeksi S. typhimurium.

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai bahan informasi dalam penggunaan ekstrak G.
procumbens yang berkaitan dengan penyakit infeksi terutama pada bakteri intraseluler. Juga dimaksudkan
sebagai data dasar bagi penelitian selanjutnya.

METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian ini meliputi lingkup keilmuan mikrobiologi, imunologi, dan farmakologi. Lokasi penelitian ini



bertempat di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Parasitologi. Pengumpulan data dilakukan selama
kurang lebih 1 bulan. Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorik dengan pendekatan The Post test Only
Group Design yang menggunakan binatang percobaan sebagai subjek penelitian. Pada penelitian ini digunakan
mencit yang diperoleh dari UPHP UNNES Semarang. Sampel penelitian diambil dari populasi yang ada secara
random dengan kriteria inklusi mencit jantan sehat, strain Balb/c, umur 8 — 12 minggu, berat badan 20 — 25 gram
dan kriteria eksklusi gerakan mencit tidak aktif, dan tikus mati dalam penelitian. Besar sampel ditentukan
berdasarkan panduan penelitian dari WHO yaitu minimal 5 mencit setiap kelompok.

Penelitian ini menggunakan S. typhimurium yang diperoleh dari unit Mikrobiologi RS Kariadi semarang
dengan dosis yang digunakan sebanyak 10°, ekstrak umbi G. procumbens didapat dari toko Jamu Dami dalam
bentuk umbi kering yang kemudian diproses dengan blender sehingga menjadi serbuk halus. G. procumbens
yang telah berbentuk serbuk tersebut kemudian di ekstraksi di MIPA UNDIP dengan prosedur ekstraksi
terlampir. Ekstrak umbi G. procumbens lalu diencerkan.

Mencit tersebut dikelompokkan menjadi 4 kelompok, masing-masing terdiri dari 5 ekor mencit yang
ditentukan secara acak, lalu dikandangkan per kelompok. Setiap kelompok diberi pakan standar yang sama dan
dilakukan penimbangan berat badan sebelum dan sesudah perlakuan.

Kelompok kontrol (K): mencit hanya mendapat diet standar selama 14 hari. Kelompok P1: mencit
mendapat diet standar dan ekstrak umbi G. procumbens dengan dosis 0,4 mg per oral selama 14 hari. Kelompok
P2: mencit mendapat diet standar dan ekstrak umbi G. procumbens dengan dosis 0,8 mg peroral setiap hari
selama 14 hari. Kelompok P3: mencit mendapat diet standar dan ekstrak umbi G. procumbens dengan dosis 1,6

mg peroral selama 14 hari. Pada hari ke-9 semua mencit tersebut diinfeksi 10° kuman/ml S. typhimurium

intraperitoneal. Hari ke-15 semua mencit diterminasi dengan cara dekapitasi dan diambil organ limpanya.
Pemeriksaan hitung kuman dilakukan dengan cara menghitung jumlah koloni kuman pada plate SS Agar
yang telah ditanami kuman dengan pengenceran 107, 10, dan 10°. Data yang didapat dikonversikan menjadi

Cfu/gram dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Jumlah Kuman = Cfu x Pengenceran x 10  Cfu/gram

Berat Limpa



Data yang telah terkumpul diolah dengan program komputer SPPS 13 for Windows. Tiap variabel

dianalisa secara analitik dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik.

HASIL

Pada hari ke 15 masa penelitian terdapat 3 mencit yang mati dengan sebab yang tidak jelas dan tidak

dapat dilakukan otopsi karena waktu kematiannya tidak diketahui secara pasti.

Jumlah koloni kuman secara analitik dapat dilihat pada tabel dan grafik berikut.

Tabel 1. Rerata Jumlah Koloni Kuman

Kelompok N

Kontrol 3

Perlakuan 3

1

Perlakuan 5

2

Perlakuan 5

3

Rerata (Standar Median

Deviasi)

9,4x107 (6,9x10 8,5x10’
b

3,9x107 3,1x107
(4,7x10")

21,3x10’ 24,3x107
(21,5x107)

16,3x10’ 2,9x10’

(25,1x10")

Minimum

2,9x10’

0,00

7,07x10’

1,3x107

Maksimum

16,7x10’

9,5x10’

52,4x10’

59,9x10’

Dari data di atas dapat dilihat rerata tertinggi terdapat pada kelompok Perlakuan 2. Rerata terendah

terdapat pada kelompok perlakuan 1. Nilai median tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan 2 dan terendah

pada kelompok perlakuan 3. Jumlah koloni kuman terendah terdapat pada kelompok perlakuan 1, sedangkan



jumlah koloni kuman tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan 3.
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Gambar 1. Grafik Boxplot Jumlah Koloni Kuman

Berdasarkan jumlah sampel yang tidak merata antar kelompok penelitian maka tidak dilakukan uji
normalitas.

Setelah dilakukan analisa menggunakan uji Kruskal wallis didapatkan p=0,516. Karena p>0,05, maka
dapat diambil kesimpulan bahwa tidak didapatkan perbedaan bermakna antar kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan.

PEMBAHASAN

S. typhimurium merupakan bakteri intraseluler yang dapat hidup dan berkembangbiak dalam fagosit.
Untuk mengeliminasinya diperlukan mekanisme sistem imun seluler. Variabel respon imun seluler yang dinilai
dalam penelitian ini adalah jumlah koloni kuman pada organ limpa.

Tanaman G. procumbens dapat dimanfaatkan baik daun dan umbinya sebagai obat tradisional. Senyawa
yang terdapat di dalamnya antara lain alkaloid, flavonoid, minyak atsiri, dan etanolik.® Dosis penggunaan umbi
G. procumbens yang dianjurkan yaitu sebanyak 6-9 gram.’

Tingginya jumlah koloni kuman pada penelitian ini disebabkan oleh karakteristik organ limpa itu sendiri.

Pada jaringan limpa yang terinfeksi S. Typhii terjadi proliferasi mononukleus fagosit di pulpa merah karena



kuman S. Typhii bersarang dan mengakibatkan pembesaran limpa (splenomegali). Berdasarkan penelitian

sebelumnya splenomegali ini tampak jelas pada minggu kedua setelah infeksi.'” Splenomegali juga merupakan

penemuan klinis yang penting pada sepsis dan mencerminkan penambahan fungsi fagositik.""

Berdasarkan hasil statistika pemberian ekstrak umbi G. procumbens pada penelitian ini ternyata tidak
memberikan perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan. Hal ini berarti pemberian ekstrak G. procumbens
dengan dosis 0,4 mg/hari, 0,8 mg/hari, dan 1,6 mg/hari selama 14 hari tidak dapat menurunkan jumlah koloni
kuman pada limpa.10

Pada kelompok perlakuan 1 didapatkan jumlah koloni kuman yang lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok Kontrol. Hal ini sebagai gambaran adanya interaksi antara komponen sistem imun dalam
mengeliminasi S. typhimurium ditunjang oleh pemberian G. procumbens sebagai imunomodulator.

Sedangkan jumlah koloni kuman pada kelompok perlakuan 2 dan 3 lebih tinggi jika dibandingkan
dengan kelompok Kontrol. Hal ini tidak sesuai dengan referensi dimana seharusnya terjadi penurunan hitung
kuman. Tetapi dari referensi lain yang kami dapatkan dikatakan bahwa flavonoid selain mempunyai efek
imunostimulan juga mempunyai efek imunosupresan'', hal ini merupakan salah satu sebab terjadinya
peningkatan jumlah koloni kuman pada perlakuan 2 dan 3. Tetapi bagaimana hal ini bisa terjadi belum dapat
dijelaskan secara memuaskan oleh karena tidak ada referensi yang menjelaskan tentang hal tersebut.

Penelitian ini hanya menggunakan pengenceran 1000, 10000, dan 100000 sehingga kurang
menggambarkan dengan jelas jumlah koloni kuman sebenarnya. Akibatnya jumlah koloni kuman yang kurang
dari 30 dan lebih dari 300 akhirnya tidak dapat dimasukkan ke dalam data penelitian. Durasi penelitian yang
kurang juga dapat menyebabkan rendahnya respon imun ditandai dengan tidak adanya penampakan splenomegali
yang jelas. Jumlah sampel yang kurang dari jumlah sampel minimal tiap kelompok dapat menyebabkan tidak
normalnya distribusi data pada penelitian ini. Diharapkan adanya peningkatan pengawasan mencit sehingga pada
akhir penelitian jumlah minimal sampel untuk tiap kelompok terpenuhi.

KESIMPULAN

Penelitian ini tidak dapat membuktikan adanya penurunan jumlah koloni kuman S. #yphimurium oleh G.
procumbens. Hal ini dapat disebabkan adanya efek imunosupresan pada G. procumbens.
SARAN

Perlunya penelitian lebih lanjut dengan :



1. Sampel yang lebih banyak
2. Hitung kuman pada jumlah pengenceran yang lebih bervariasi
3. Pengawasan mencit yang lebih ketat selama proses adaptasi
4. Variasi pemberian dosis
5. Waktu penelitian yang lebih lama
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Lampiran 1. Tabel Jumlah Koloni Kuman Pada Hitung Kuman Limpa Mencit

Balb/c

Kode Tikus Berat Limpa Jumlah Koloni Kuman

(® 107 10* 10°
K1 0,08 199 42 34
K2 0,24 227 71 52
K3 0,24 114 41 16
P1(1) 0,116 153 128 23
P1(2) 0,07 0 0 0
P1(3) 0,09 300 19 83
P1(4) 1,23 44 28 0
P2(1) 0,55 401 248 185
P2(2) 0,16 12 35 90
P2(3) 0,10 32 32 30

P2(4) 0,13 92 24 19



P2(5) 0,14 196 94 91

P3(1) 0,23 300 305 400
P3(2) 0,218 326 342 432
P3(3) 0,11 80 33 25

P3(4) 0,16 318 217 170
P3(5) 0,20 117 106 347

Lampiran 2. Hasil Analisa Menggunakan Uji Statistika Kruskal Wallis dan
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Lampiran 3. Konversi Perhitungan Dosis untuk Berbagai Jenis Hewan dan

Manusia (Laurence & Bacharach, 1964)



Mej[nc1 Tikus Mai‘mo Ke?nc Kugcm Kera | Anjing | Manusia
20 o 200 g 400¢ | 15ke | 2ke 4kg | 12kg 70 kg
l\geon;“ 1,0 70 | 1225 | 27.8 | 297 | 64.1 | 1242 | 3879
Tikus 1 4 1,0 1,74 3.9 42 92 | 17.8 56,0
200 g
Marmot | oo | 57 1,0 225 2.4 52 | 102 31,5
400 g
Kelinci
004 | 025 | 044 1,0 1,08 | 24 | 45 14,2
1,5 kg
Ruemg | 03 | 023 | 041 | 092 | 10 | 22 | 41 13,0
2 kg
Kera 1 o016 | 011 | 019 | 042 | 045 | 1.0 1,9 6,1
4 kg
Aming | o008 | 006 | 000 | 022 | 024 | 052 1.0 3,1
12 kg
Manusi
a 0,0026 | 0,018 | 0,031 | 007 | 0,076 | 0,16 | 032 1,0
70 kg

Lampiran 4. Dosis Konversi Ekstrak Umbi Daun Dewa

Konversi dosis pada manusia yang berat badannya 70 kg ke mencit yang berat badannya 20 gram adalah 0,0026
Besarnya dosis umbi Gynura procumbens ditentukan berdasarkan dosis yang dianjurkan pada manusia adalah
6-9 gram/hari''.

Penghitungan

Umbi tanaman Gynura procumbens 6-9 gram

Faktor konversi = 0,0026

Dosis umbi Gynura procumbens untuk mencit 20 gram adalah

=0,0026 x 6000 mg



=15,6 mg~ 16 mg /20 gram BB
Umbi Gynura procumbens disiapkan dalam 3 besaran dosis kelipatan 2 untuk tiap kelompok, yaitu
mg, dan 40 mg
Hasil Ekstrak 1 kg umbi Gynura procumbens sebesar 10 gram, maka

10
Prosentase = 1000 x 100% = 1 %

Jadi, pemberian dosis ekstrak umbi Gynura procumbens adalah :
Kelompok Perlakuan 1 (P;) diberi dosis = 10 mg x 1 % = 0,1 mg /20 gram BB
Kelompok Perlakuan 2 (P;) diberi dosis =20 mg x 1 % = 0,2 mg /20 gram BB
Kelompok Perlakuan 3 (P;) diberi dosis =40 mg x 1 % = 0,4 mg /20 gram
Lampiran 5. Prosedur Pembuatan ekstrak umbi Gynura procumbens

Alat

1. Soklet Ekstraktor

2. Rotary evaporator

3. Gelas Beaker

4. Gelas ukur

5. Pengaduk

6. Penyaring

7. Timbangan mikro

Bahan

1. Umbi Gynura procumbens

2. Aquadest

3. Etanol teknis

Cara pembuatan

: 10 mg, 20

1.  Umbi Gynura procumbens yang sudah kering dihancurkan., sehingga berbentuk serbuk simplisia kering.

2. Serbuk simplisia kering tersebut dilarutkan dalam etanol teknis dalam gelas beaker.

3. Campuran serbuk simplisia dan etanol tersebut diekstraksi dengan soklet ekstraktor. Sirkulasi

pengambilan bahan aktif dilakukan hingga pelarut tidak berwarna lagi (kira-kira 15 kali ekstraksi).



4. Hasil ekstraksi kemudian dievaporasi dengan rotary evaporator pada suhu 50 °C dalam tekanan 15 mmHg

dalam wadah vacuum, hingga diperoleh gel pekat yang disebut crude

5. Crude ini kemudian diencerkan dengan aquadest sesuai konsentrasi 0,1 mg/cc ; 0,2 mg/cc ; dan 0,4 mg/cc



