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ABSTRAK

Latar Belakang:Penyakit infeksi adalah suatu penyakit yang disebabkan oleh
mikroorganisme yang menyerang pejamu, salah satunya infeksi kulit oleh bakteri
Staphylococcus aureus.Beberapa jenis penyakit yang bisa ditimbulkan akibat dari
infeksi Staphylococcus aureus adalah pioderma, infeksi nosokomial, infeksi pada
luka, keracunan makanan, dan sindroma syok toksik. Masyarakat Indonesia telah
lama menerapkan pengobatan secara tradisional, dengan menggunakan tanaman
sekitar yang dipercaya berkhasiat untuk mengobati penyakit. Tumbuhan yang
dapat dijadikan obat tradisional yaitu daun belimbing wuluh dan habatussauda.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, tumbuhan ini mengandung senyawa yang
bersifat sebagai antibakteri. Tujuan:Untuk mengetahuiefektivitas
antibiotikekstrakdaunbelimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dengan ekstrak
habatussauda (Nigella sativa L) terhadap jumlah leukosit pada mencit jantan (Mus
musculus L) yang terinfeksi Staphylococcus aureus.Metode: Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental dengan metode rancangan Post test with
Control Group Design. Mencit dibagi menjadi 6 kelompok yaitu K(-), K(+),
P1,P2,P3 dan P4 dengan jumlah sampel 6 ekor perkelompok. Semua mencit
dibuat luka sayat pada punggung dan diinfeksi dengan bakteri Staphylococcus
aureus. Diberi perlakuan secara oral dengan cara dicekok.Hasil:Berdasarkan hasil
uji hipotesis dengan uji Kruskal Walisdidapatkan nilai p=0,007 (p<0,05), terdapat
perbedaan  jumlah  leukosit yang bermakna pada 6  kelompok
penelitian.Kesimpulan: Terdapat perbedaan efektivitas dalam menurunkan
jumlah leukosit mencit jantan yang terinfeksi Staphylococcus aureus pada
kelompok perlakuan. Kelompok K(+) merupakan kelompok yang paling efektif
menurunkan jumlah leukosit. Kemudian diikuti kelompok P4,P3,P2 dan P1.

Kata Kunci:Leukosit,Staphylococcus aureus,Daun Belimbing Wuluh (Averrhoa
bilimbi L), Habatussauda (Nigella sativa L).
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ABSTRACT

Background: Infectious disease is a disease caused by microorganisms that
attack host, one of which is skin infection by Staphylococcus aureus. Some types
of diseases that can be caused by Staphylococcus aureus infections are pyoderma,
nosocomial infections, infections of wounds, food poisoning, and toxic shock
syndrome. Indonesian people have long been applying traditional medicine, using
plants that are believed to be efficacious to treat diseases. Plants that can be used
as traditional medicine are leaves of starfruit and habatussauda starfruit. Based
on previous research, this plant contains compounds that are as antibacterial.
Objective: To determine the effectiveness of antibiotic extract of starfruit leaf
extract (Averrhoa bilimbi L) with habatussauda extract (Nigella sativa L) on the
number of leukocytes in male mice (Mus musculus L) infected with
Staphylococcus aureus. Method: This study is an experimental study with a Post
test with Control Group Design method. Mice were divided into 6 groups namely
K (-), K(+), P1, P2, P3 and P4 with a total sample of 6 groups. All mice were cut
on the back and infected with Staphylococcus aureus. Administered orally by
force-feeding. Results: Based on the results of hypothesis testing with the Kruskal
Walis test p value = 0.007 (p <0.05), there were significant differences in the
number of leukocytes in the 6 study groups. Conclusion: There was a difference
in effectiveness in reducing the number of leukocytes in male mice infected with
Staphylococcus aureus in the treatment group. Group K (+) is the most effective
group to reduce the number of leukocytes. Then followed by groups P4, P3, P2
and P1.

Keywords: Leukocytes, Staphylococcus aureus, Starfruit Leaves (Averrhoa
bilimbi L), Habatussauda (Nigella sativa L).
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi adalah suatu penyakit yang disebabkan oleh
mikroorganisme yang menyerang pejamu, mikroorganisme ini disebut sebagai
mikroorganisme patogen.! Penyakit infeksi banyak terdapat di daerah yang
beriklim tropis seperti Indonesia, bahkan ada yang bersifat endemik menetap
berada dalam masyarakat pada suatu tempat atau daerah tertentu.?

Pada tubuh manusia memiliki berbagai macam sistem pertahanan untuk
melindungi tubuh dari berbagai macam gangguan, baik sistem pertahanan internal
yang berkaitan dengan imunitas maupun sistem pertahanan eksternal seperti kulit.
Kulit merupakan perlindungan pertama pada tubuh manusia. Fungsi kulit yaitu
melindungi tubuh dari gangguan cuaca, zat-zat kimia dan berbagai
mikroorganisme seperti bakteri, jamur, virus.®

Hampir setiap orang akan mengalami beberapa jenis infeksi, salah satunya
infeksi kulit yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus, karena bakteri
ini merupakan patogen utama untuk manusia.* Infeksi Staphylococcus aureus
ditandai dengan kerusakan jaringan yang disertai abses. Beberapa jenis penyakit
yang bisa ditimbulkan akibat dari infeksi Staphylococcus aureus adalah pioderma
dan infeksi pada luka, sedangkan Infeksi yang lebih berat yaitu pneumonia,
mastitis, phlebitis, meningitis, infeksi saluran kemih, osteomielitis, dan
endokarditis. Staphylococcus aureus juga dapat menyebabkan infeksi

nosokomial, keracunan makanan, dan sindroma syok toksik.> *
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Genus Staphylococcus mempunyai paling sedikit 40 spesies. Tiga spesies
yang paling sering ditemukan dan juga mempunyai kepentingan klinis adalah
staphylococcus aureus, staphylococcus epidermis dan staphylococcus
saprophyticus. Staphylococcus aureus bersifat koagulase positif, hal ini yang
membedakannya dari spesies yang lain.*

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang berbentuk
oval atau bulat dengan ukuran berdiameter 0,7 — 1,2 um, tersusun dalam bentuk
berkelompok yang tidak teratur seperti buah anggur, bersifat fakultatif anaerob,
tidak membentuk spora dan tidak bergerak serta mempunyai kapsul polisakarida
atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi bakteri.. Bakteri ini tumbuh pada
suhu optimum 37°C, dan paling baik dalam membentuk pigmen pada suhu kamar
(20-25°C). 4

Pada bayi dan anak, infeksi kulit yang paling sering terjadi adalah
pioderma.® Pioderma merupakan penyakit kulit yang disebabkan oleh bakteri
Staphylococcus aureus, Streptococcus sp atau keduanya.” Penyakit pioderma
terdiri atas beberapa bentuk klinis, yaitu impetigo, ektima, folikulitis, furunkel dan
karbunkel, abses, erisepelas, selulitis, serta infeksi sekunder pada kelainan kulit
yang sudah ada.Terjadinya pioderma umumnya dipengaruhi oleh gizi, hygieni,
iklim, keadaan atau penyakit yang mendasari.®

Prevalensi pioderma dibeberapa negara, seperti di Brazil, Ethiopia,
Taiwan, dan lain-lain adalah 0,2-35 %. Infeksi bakteri pada kulit umumnya

ditemukan pada anak-anak. Dalam sebuah survei, dari 24% kasus dermatologi di
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klinik anak di Amerika Serikat, didapati infeksi bakteri kulit mencapai persentase
paling tinggi (17,5%).°

Berdasarkan jenis kelamin yang mengalami pioderma, menunjukkan
pasien laki—laki sebesar 48.3% dan perempuan sebesar 51.7%. Sedangkan
berdasarkan usia menunjukkan umur dibawah 1 tahun berjumlah sebesar 3.3%
dan usia 1-5 tahun berjumlah sebesar 46.7%. Berdasarkan laporan morbiditas 10
penyakit terbanyak divisi dermatologi pediatrik di Indonesia dari RS Cipto
Mangunkusumo Jakarta, RS Hasan Sadikin Bandung, RSUP Dr. Kariadi
Semarang dan RSU Dr. Soetomo Surabaya pasien pioderma superfisialis pada
bayi dan anak tahun 2010 menunjukkan prevalensi yang berbeda-beda untuk
setiap bentuk Klinisnya. Pioderma superfisialis terbanyak secara berturut-turut
adalah impetigo krustosa (45.7%), impetigo bulosa (19.7%), folikulitis (15.1%),
ektima (7.2%), furunkel (1.2%) dan karbunkel (1.2%).1°

Penelitian yang dilakukan di RSUP H. Adam Malik Medan menyatakan
bahwa penderita pioderma superfisialis yang di data pada periode tahun 2010-
2012 berjumlah 87 orang, dengan frekuensi tertinggi pada tahun 2010 sebanyak
42 orang. Selama kurun waktu 3 tahun distribusi frekuensi berdasarkan jenis
kelamin ditemukan penderita bayi dan anak laki-laki sebanyak 46 orang (52.9%)
dan perempuan sebanyak 41 orang (47.1%) dengan frekuensi terbanyak pada
kelompok umur 1-5 tahun sebanyak 41 orang (47.1%). Bentuk klinis terbanyak
adalah impetigo bulosa sebanyak 38 orang (43.7%). Sedangkan untuk lokasi lesi
terbanyak pada wajah berjumlah 22 orang (25.3%). Dalam hal terapi pengobatan

terhadap pioderma superfisialis bervariasi tergantung dari bentuk klinis, namun
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secara umum menggunakan kombinasi dari antibiotika oral, krim antibiotika dan
kompres NaCl.8

Terjadinya infeksi ditubuh dapat menyebabkan peningkatan kadar leukosit
(sel darah putih) yang disebut sebagai leukositosis. Hal ini disebabkan karena
leukosit merupakan sel darah yang berfungsi sebagai pertahanan tubuh dari
serangan infeksi dan berperan sebagai imunitas tubuh.

Indonesia merupakan salah satu negara yang kaya akan tumbuh-tumbuhan.
Dalam hutan tropis Indonesia diperkirakan terdapat sekitar 30.000 jenis
tumbuhan. Diduga dari jumlah tersebut sekitar 9.600 jenis diketahui berkhasiat
sebagai obat dan 200 jenis diantaranya merupakan tumbuhan obat penting bagi
industri obat tradisional. 12

Dalam melakukan pengobatan, masyarakat Indonesia telah  lama
mengenal dan menerapkan pengobatan secara tradisional, berdasarkan
pengalaman dan keterampilan secara turun temurun diwariskan dari satu generasi
ke generasi berikutnya dengan menggunakan tanaman-tanaman sekitar yang
dipercaya berkhasiat untuk mengobati suatu penyakit. Pengobatan dengan cara
tradisional ini atau yang disebut dengan obat herbal masih digunakan sampai
sekarang. Hal ini dikarenakan obat herbal lebih diterima dalam hal kebudayaan,
lebih terjangkau, lebih sesuai didalam tubuh dan memiliki efek samping yang
ringan.”> Adapun beberapa tumbuhan yang dapat dijadikan obat tradisional
sebagai antibakteri yaitu daun belimbing wuluh dan habatussauda.* ** Selain itu,
daun belimbing wuluh juga digunakan sebagai pengobatan penyakit seperti

diabetes melitus, rematik, gondongan, sariawan, sakit gigi, batuk, jerawat, dan
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diare. ® Begitu juga dengan habatussauda, juga banyak digunakan sebagai
pengobatan penyakit seperti diabetes melitus, sebagai antioksidan, antikolesterol,
antihistamin, analgetik, dan imunodulator.t’ 18 19

Daun belimbing wuluh sebagai antibakteri karena mengandung komponen
kimia aktif yang memiliki aktivitas antimikroba yaitu senyawa flavonoid, fenol
dan steroid. Golongan senyawa flavonoid bekerja dengan cara membentuk
senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu keutuhan
membran sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki
kembali.Fenol bekerja dengan cara mengalami penguraian diikuti penetrasi fenol
kedalam sel dan menyebabkan denaturasi protein sehingga akan mengganggu
pembentukan dinding sel bakteri dan pada saat kadarnya tinggi menyebabkan
koagulasi protein sel dan membran sitoplasma mengalami lisis. Steroid dapat
berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat permeabel terhadap
senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan integritas membran menurun
serta morfologi membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh dan lisis.**

Pada penelitian sebelumnya menyatakan bahwa ekstrak daun belimbing
wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus secara in
vitro pada konsentrasi 2,5%, 5% dan 10% dengan luas efek 7 mm, 9,67 mm dan
14,67 mm, semakin tinggi konsentrasi semakin besar juga efek antibakterinya. 2°

Sedangakan habatussauda sebagai antibakteri karena mengandung zat
aktif yaitu thymoquinone, tannin dan thymohidroquinone yang berfungsi sebagai
antibakteri. Thymoquinone dan thymohidroquinone diduga dapat membentuk

komplek yang irreversible dengan asam amino nukleofilik pada protein bakteri
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sehingga menyebabkan inaktivasi protein. Sementara tannin bekerja dengan
mengadakan komplek hidrofobik dengan protein, menginaktivasi adhesi, enzim
dan protein transport dinding sel sehingga menggangu pertumbuhan bakteri.®

Pada penelitian yang telah dilakukan sebelumnya menujukkan bahwa
ekstrak habatussauda dengan dosis 9 mg/mL, 7 mg/mL, 5 mg/mL, 3 mg/mL dan
1  mg/mL  memiliki efek antibiotik terhadap pertumbuhan  bakteri
Staphylococcus aureus, dengan efek tidak berbeda nyata. *°

Berdasarkan referensi diatas maka peneliti tertarik untuk mengetahui
perbandingan efektivitas ekstrak daun belimbing wuluh dan ekstrak habatussauda
secara in vivo dalam menurunkan kadar leukosit pada mencit jantan (Mus
musculus L)
1.2 Rumusan Masalah

Bagaimanakah efektivitas antibiotik ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) terhadap jumlah
leukosit pada mencit jantan (Mus musculus L) yang diinduksi Staphylococcus
aureus.
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum

Untuk mengetahui efektivitas antibiotik ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) dengan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) terhadap
jumlah leukosit pada mencit jantan (Mus musculus L) yang terinfeksi

Staphylococcus aureus.
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1.3.2 Tujuan khusus
1. Untuk mengetahui efektivitas dosis antibiotik ekstrak daun belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L) dengan besar dosis 200 mg/kgBB/hari, 400
mg/kgBB/hari dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) dengan dosis
250 mg/kgBB/hari, 500 mg/kgBB/hari terhadap jumlah leukosit pada
mencit jantan (Mus musculus L) yang terinfeksi Staphylococcus aureus.
2. Untuk mengetahui perbandingan paling efektif ekstrak daun belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L) dengan ekstrak habatussauda (Nigella sativa
L) sebagai antibiotik.
1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi instansi pendidikan
Sebagai sumber bahan bacaan guna membuka wawasan dan menambah
pengetahuan bagi mahasiswa dan mahasiswi untuk melakukan penelitian
selanjutnya.
1.4.2 Bagi masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat tentang manfaat tanaman-
tanaman yang hidup disekitar sebagai obat untuk kesehatan. Sehingga masyarakat
bisa menerapkannya dalam kehidupan sehari-hari dengan dosis yang benar, tanpa
harus mengkonsumsi obat yang terbuat dari bahan kimia dan bisa terhindar dari

efek samping yang timbul setelah mengkonsumsi obat berbahan kimia tersebut.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



1.4.3 Bagi pembaca

Menambah informasi tentang obat-obatan yang memiliki efek sebagai
antibakteri berbahan alami.
1.5 Hipotesis

Ada perbedaan efektivitas ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa

bilimbi L) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L).
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Gambar 2.1 Daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbiL.)#

2.1.1 Taksonomi tanaman daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyleonenae

Ordo : Geraniales

Famili : Oxalidaceae

Genus : Averrhoa

Spesies - Averrhoa bilimbi L. 2
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2.1.2 Morfologi daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Tumbuhan belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) merupakan tumbuhan
yang berasal dari kepulauan Maluku dan menyebar keseluruh bagian negara
Indonesia. Tumbuhan ini memiliki ciri-ciri morfologi yaitu batang yang tidak
terlalu besar dengan permukaan kasar dan berbenjol-benjol, percabangannya
sedikit, arahnya condong keatas dan tinggi pohon mencapai 10 meter serta
memiliki garis tengah hanya sekitar 30 cm. Daun belimbing wuluh berupa daun
majemuk menyirip ganjil dengan 21-45 pasang anak daun. Anak daun bertangkai
pendek, bentuknya bulat telur dengan ujung yang runcing, pangkal membundar,
tepi rata, panjang daun 2-10 cm, lebar 1- 3 cm, warnanya hijau dan permukaan

bawah berwarna hijau muda.?? 16
2.1.3 Kandungan daun Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Hasil skrining fitokimia dari ekstrak daun belimbing wuluh menunjukkan
adanya beberapa kandungan senyawa kimia yaitu flavonoid, tanin, alkaloid,
saponin, triterpenoid, fenolik, steroid dan glikosida. Berdasarkan penelitian
sebelumnya senyawa yang berperan sebagai antibakteri terhadap bakteri
staphylococcus aureus yaitu senyawa flavonoid, fenol dan steroid. Belimbing
wuluh juga mengandung vitamin dan mineral lain, yaitu ribovlavin, vitamin B1,
vitamin C, niacin, asam askorbat, carotene, vitamin A, phosphor, kalsium dan

besi.*
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2.1.4 Manfaat daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Daun belimbing wuluh banyak digunakan sebagai pengobatan tradisional
yaitu sebagai obat batuk, diabetes melitus, rematik, gondongan, sariawan, sakit
gigi, diare, tekanan darah tinggi dan penyembuhan luka.®
2.1.5 Antioksidan pada daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

Flavonoid yang terkandung didalam daun belimbing wuluh memiliki efek
sebagai antioksidan, karena mampu mencegah radikal bebas yang berada didalam
tubuh. Pencegahan radikal bebas oleh flavonoid dilakukan dengan cara
memperlambat pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) dan memecah ROS
yang sudah terbentuk.? Selain itu, flavonoid juga akan menstimulasi enzim
antioksidan internal, supresi enzim terkait pembentukan radikan bebas, dan
mengikat logam.?*

2.1.6 Farmakokinetik daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L)

Daun belimbing wuluh sebagai antibakteri karena mengandung komponen
kimia aktif yang memiliki aktivitas antimikroba yaitu senyawa flavonoid, fenol
dan steroid. Golongan senyawa flavonoid bekerja dengan cara membentuk
senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu keutuhan
membran sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki kembali.
Fenol bekerja dengan cara mengalami penguraian diikuti penetrasi fenol kedalam
sel dan menyebabkan denaturasi protein sehingga akan mengganggu pembentukan
dinding sel bakteri dan pada saat kadarnya tinggi menyebabkan koagulasi protein
sel dan membran sitoplasma mengalami lisis. Steroid dapat berinteraksi dengan

membran fosfolipid sel yang bersifat permeabel terhadap senyawa-senyawa
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lipofilik sehingga menyebabkan integritas membrane sel menurun serta morfologi

membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh dan lisis. Hasil dari kerja

semua kandungan diatas menyebabkan bakteri akan mati.'*

2.2 Habatussauda (Nigella sativa L.)

Gambar 2.2 Habatussauda (Nigella sativa L.) 2% 2°

2.2.1 Taksonomi tanaman Haabatussauda (Nigella sativa L.)

Taksonomi tanaman belimbing wuluh sebagai berikut :

Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Famili
Subfamily
Genus

Spesies

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Ranunculales

: Ranunculaceae
: Ranunculoideae
: Nigella

- Nigella satival %
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2.2.2 Morfologi Habatussauda (Nigella sativa L.)

Habatussauda atau yang dikenal dengan jintan hitam merupakan tanaman
semak yang mempunyai ketinggian £ 30 cm.memiliki kelopak bunga yang kecil,
berjumlah lima kelopak, berbentuk bulat telur, ujungnya agak meruncing sampai
agak tumpul, pangkal mengecil membentuk sudut yang pendek dan besar. Bunga
jintan hitam merupakan bunga majemuk dan berbentuk karang.Mahkota bunga
pada umumnya berjumlah delapan, berwarna putih kekuningan, agak memanjang,
lebih kecil dari pada kelopak bunga, berbulu jarang dan pendek. Tanaman ini
berdaun lonjong dengan panjang 1,5-2 cm, berdaun tunggal dengan ujung dan
pangkalnya runcing dan berwarna hijau. Buah jintan hitam seperti polong, bulat
panjang, dan coklat kehitaman. Bijinya kecil, bulat, hitam, jorong bersusut tiga
tidak beraturan dan sedikit berbentuk kerucut, panjang 3 mm.?’

2.2.3 Kandungan Habatussauda (Nigella sativa L)

Komponen jintan hitam terdiri atas asam amino, protein, karbohidrat,
volatile oil (minyak atsiri), alkaloid, vitamin C, vitamin A, vitamin E, dan
saponin. Buah jintan hitam murni mengandung 35-75 minyak atsiri, minyak
lemak sekitar 10%, serta zat putih telur sekitar 20%. Kandungan aktifnya yang
paling penting adalah thymoquinone (TQ), dityhmouinone (DTQ), thymol (THY),
tannin, dan thymohydroquimone (THQ). Dimana thymoquinone, tanin dan

thymohydroquimone berfungsi sebagai antibakteri.
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2.2.4 Manfaat Habatussauda (Nigella sativa L)

Nigella sativa telah digunakan dibanyak negara Timur Tengah untuk
pengobatan alami selama lebih dari 2000 tahun. Tanaman ini telah dibuktikan
secara empiris maupun secara medis oleh para peneliti Timur Tengah, Afrika,
Eropa, bahkan Amerika Serikat. Berdasarkan penelitian, jintan hitam bermanfaat
sebagai antioksidan, antikanker, antikolesterol, antihistamin, analgesik, antibiotik,
imunomodulator dan efek hipoglikemi. Parai Imuwan di Eropa baru-baru ini
menyatakan bahwa jintan hitam (The Black Seed) bekerja sebagai antimikroba dan
antimikotik,2 29 30 31 17
2.2.5 Antioksidan pada Habatussauda (Nigella sativa L)

Kandungan Tymoquinone, vitamin C, dan vitamin E pada habatussauda
berperan penting sebagai antioksidan. 32 Kandungan Tymoquinone terbukti dapat
menekan stress oksidatif. * Sedangkan vitamin C berperan sebagai antioksidan
dengan cara mendonorkan hidrogen dari gugus hidroksilnya, vitamin C dan
vitamin E bekerja sama sebagai antioksidan dengan cara menghambat reaksi
oksidasi. **

2.2.6 Farmakokinetik Habatussauda (Nigella sativa L)

Sedangakan habatussauda sebagai antibakteri karena mengandung zat
aktif yaitu thymoquinone, tannin dan thymohidroquinone yang berfungsi sebagai
antibakteri. Thymoquinone dan thymohidroquinone diduga dapat membentuk
komplek yang irreversible dengan asam amino nukleofilik pada protein bakteri

sehingga menyebabkan inaktivasi protein. Sementara tannin bekerja dengan
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mengadakan komplek hidrofobik dengan protein, menginaktivasi adhesi, enzim

dan protein transport dinding sel sehingga menggangu pertumbuhan bakteri.®

2.3 Staphylococcus aureus

Gambar 2.3 Staphylococcus aureus *°

2.3.1 Taksonomi Staphylococcus aureus

Kingdom : Eubacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus . Staphylococcus

Species : Staphylococcus aureus
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2.3.2 Morfologi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang berbentuk
oval atau bulat dengan ukuran berdiameter 0,7 — 1,2 um, tersusun dalam bentuk
berkelompok yang tidak teratur seperti buah anggur, bersifat fakultatif anaerob,
tidak membentuk spora dan tidak bergerak serta mempunyai kapsul polisakarida
atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi bakteri. Bakteri ini tumbuh pada
suhu optimum 37°C, dan paling baik dalam membentuk pigmen pada suhu kamar
(20-25 °C). 3
2.3.3 Patogenesis Staphylococcus aureus

Masa inkubasi dari bakteri Staphylococcus aureus yaitu 4 -10 hari. ¥
Infeksi sering terjadi sebagai akibat masuknya Staphylococcus aureus ke dalam
luka terbuka. Paparan awal Staphylococcus aureus pada jaringan inang
permukaan mukosa atau kulit diperkirakan memicu peningkatan regulasi gen
virulensi. sehingga tubuh memberi respon terhadap produk bakteri atau cedera
jaringan dengan aktivasi sistem kekebalan tubuh. Peptidoglikan dan lipoprotein
pada Staphylococcus aureus mengakibatkan keluarnya produk pecahan
hialuronan yang akan berikatan dengan Toll Like Receptor sehingga
menyebabkan pengeluaran sinyal pro inflamasi untuk mengaktifkan sel imun dan
merekrut neutrofil dan makrofag.

Untuk bertahan dari ancaman tersebut, Staphylococcus aureus akan
melakukan perlawanan dengan mengeluarkan dua molekul yaitu, CHIP
(Chemotaxis Inhibitory Protein) dan EAP (Extracellular Adherence Protein) yang

berfungsi untuk memblokir neutrofil mengenali kemotaktik dan menghalangi
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pengikatan neutrofil ke Intracelluler Cell Adherence Molecule-1 (ICAM-1) untuk
mencegah terjadinya adhesi leukosit, diapadesis dan ekstravasasi dari aliran darah
ketempat infeksi. Hal ini menyebabkan bakteri Staphylococcus aureus tidak bisa
di fagosit oleh neutrofil sehingga akan timbul kelainan pada kulit yang
terinfeksi.®

2.3.4 Struktur Antigen

Golongan Staphylococcus mengandung protein dan polisakarida antigenik
serta zat lain yang terdapat di struktur dinding sel. Peptidoglikan, polimer
polisakarida tebal yang mengandung subunit-subunit yang terhubung, membentuk
eksoskeleton dinding sel yang kaku.

Protein A merupakankomponen pada dinding sel bakteri Staphylococcus
aureus yang terdapat di permukaan dinding bakteri, digolongkan dalam suatu
kelompok adhesin yang disebut microbialsurface components recognizing
adhesive matrix molecules (MSCRAMM). MSCRAMM berfungsi sebagai
perantara untuk perlekatan bakteri ke sel inang, dan menjadi faktor virulensi yang
penting.

Sebagian besar galur Staphylococcus aureus mempunyai kapsul
polisakarida yang menghambat fagositosis oleh leukosit PMN kecuali jika

terdapat antibodi yang spesifik, hal ini penting dalam kondisi klinis.
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2.3.5 Enzim dan Toksin
1. Katalase
Golongan Staphylococcus menghasilkan katalase yang mengubah
hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Hasil uji katalase yang positif
akan membedakan Staphylococcus dengan Streptococcus.
2. Koagulase dan Faktor Penggumpal
Staphylococcus aureus menghasilkan koagulase ekstraseluler, yang
berikatan dengan protrombin dan secara enzimatis akan aktif dan memulai
polimerisasi fibrin. Faktor penggumpal berada didinding sel yang
merupakan contoh dari MSCRAMM yang menyebabkan perlekatan
organisme pada fibrinogen dan fibrin, sehingga pada saat Staphylococcus
aureus bercampur dengan plasma akan membentuk gumpalan.
3. Hemolisin
Staphylococcus aureus mempunyai 4 hemolisin yaitu a-Hemolisin,
Toksin-B, Toksin-6, dan Hemolisin-y. o-Hemolisin adalah protein
heterogen yang bekerja pada membran sel eukariot spektrum luas. Toksin-
B berfungsi untuk menguraikan sfingomielin sehingga bersifat toksik untuk
berbagai sel, termasuk sel darah merah, manusia. Toksin-6 bersifat
heterogen dan terurai menjadi subunit-subunit dalam detergen nonionik,
toksin ini merusak membran biologi dan mempunyai peran dalam penyakit
diare staphylococcus aureus. Hemolisin-y merupakan suatu leukosidin
yang melisiskan sel darah putih dengan membentuk pori pada membran

seluler. Hal ini menyebabkan pelepasan masif mediator inflamasi seperti
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IL-8, leukotrien, dan histamin yang menyebabkan nekrosis dan inflamasi
berat.
4. Leukosidin Panton-Valentine
Toksin ini bekerja dengan membunuh sel darah putih manusia
sama seperti Hemolisin-y, dan merupakan faktor virulensi penting dalam
infeksi CA-MRSA.
5. Enterotoksin
Sekitar 50% galur Staphylococcus aureus menghasilkan satu atau
lebih jenis enterotoksin. Enterotoksin merupakan penyebab keracunan
makanan yang dihasilkan saat bakteri Staphylococcus aureus berada pada

makanan yang mengandung karbohidrat dan protein.®

2.4 Mencit (Mus musculus L.)
2.4.1 Taksonomi Mencit (Mus musculus L)

Taksonomi dari hewan mencit yaitu :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mamalia

Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae

Genus : Mus

Spesies : Mus musculus L.*°
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Mencit (Mus musculus L) merupakan hewan yang memiliki sifat sebagai
pengerat, dengan bulu yang berwarna putih atau keabu-abuan dan memiliki usia
hidup mencapai 1- 3 tahun.

Melihat postur tubuh mencit yang tidak terlalu besar sehingga mencit tidak
memerlukan tempat yang luas sebagai kandangnya, makanan dan minumannya
juga tidak terlalu banyak serta harga mencit dipasaran yang lebih terjangkau dari
hewan coba lainnya, sehingga mencit sering digunakan sebagai hewan percobaan
dalam suatu penilitian dengan alasan karena sangat praktis.®® Pada data biologis,
Mencit mempunyai jumlah eritrosit normal yaitu 7,7 — 12,5 x 10%mm?3, Hb 13-16
gr/100 mL, leukosit normal yaitu 6000 — 12.600/ul, serta trombosit 150-400 x

10%/mm3, 68

2.5 Luka

Luka merupakan suatu keadaan terjadinya kerusakan atau hilangnya
kontinuitas jaringan tubuh, baik itu hanya sebatas epitel maupun bagian lebih
dalam yaitu subkutan bahkan sampai ke otot, syaraf, pembuluh darah dan tulang.
Beberapa keadaan yang bisa menyebabkan luka yaitu kontak dengan sumber
panas (listrik, air panas, api, radiasi dan bahan kimia),kontak dengan benda tajam

maupun tumpul serta terkena gigitan hewan.*
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2.5.1 Penyembuhan Luka % 4
Penyembuhan luka dibagi menjadi 4 tahap yaitu :
1. Haemostasis (Langsung)
Terjadinya respon vaskular yaitu trombosit menuju lokasi terjadinya
luka, kemudian akan berkumpul,berdegranulasi diikuti dengan kontraksi

kapiler.

2. Inflamasi (0-3 atau 5 Hari)

Pada fase inflamasi ini akan terjadi peningkatan permeabilitas
kapiler, sel-sel inflamasi akan masuk kedalam luka dan akan melepaskan
mediator inflamasi sehingga akan timbul tanda-tanda inflamasi (tumor,
kalor, rubor, dolor, dan fungsinya terganggu). Kemudian sel darah putih
(Leukosit) juga akan berperan sebagai bentuk perlindungan tubuh
terhadap mikroba yang masuk kedalam luka dengan proses fagositosis.

3. Proliferasi (2 - 24 Hari)

Pada fase ini terjadi beberapa proses yaitu proses destruksi (fase
pembersihan), proses proliferasi atau granulasi (pelepasan sel-sel baru)
dan epitelisasi atau (migrasi sel atau penutupan). Pada proses destruksi, sel
makrofag akan membunuh bakteri pada luka sehingga luka akan
mengalami pembersihan. Selain itu, sel makrofag akan menstimulasi
fibroblast untuk menghasilkan kolagen dan elastin dan terjadinya proses

angiogenesis. Kolagen dan elastin yang telah dihasilkan akan menutupi
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luka dengan membentuk jaringan baru, inilah yang disebut proses
granulasi. Setelah jaringan granulasi tumbuh, selanjutnya terjadi proses
epitelisasi dari bagian tepi luka membentuk lapisan tipis berwarna merah
muda menutupi luka.

4. Remodeling (Hari 21 — 2 Tahun)

Pada fase ini akan terjadinya penguatan kulit bekas luka melaui
aktivitas remodeling kolagen dan elastin. Sehingga akan menimbulkan rasa
gatal dan penonjolan epitel (keloid) pada bekas luka.

2.6 Antioksidan

Radikal bebas adalah molekul, atom atau gugus yang mempunyai 1 atau
lebih elektron yang tidak berpasangan di kulit terluarnya sehingga sangat reaktif
dan radikal. Di dalam tubuh, radikal bebas merupakan hasil samping dari proses
oksidasi dan pembakaran sel yang berlangsung pada saat bernafas, metabolisme
sel, olahraga yang berlebihan,terjadinya peradangan, dan terpapar polusi seperti
(asap kendaraan, asap rokok, logam berat, dan radiasi dari cahaya matahari).
Radikal bebas akan bereaksi dengan molekul sel yang ada disekitarnya untuk
memperoleh pasangan elektron agar menjadi lebih stabil, dan menyebabkan
molekul sel tubuh yang diambil elektronnya tersebut akan berubah menjadi
radikal bebas. Reaksi ini berlangsung terus menerus di dalam tubuh dan bila tidak
dihentikan akan menyebabkan terjadinya stress oksidatif sehingga menimbulkan
suatu peradangan, kerusakan DNA atau sel dan berbagai penyakit lain seperti
kanker,serangan jantung, katarak, penuaan dini, serta penyakit degeneratif

lainnya.
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Akibat begitu banyaknya pengaruh radikal bebas terhadap kesehatan tubuh
manusia, sehinggatubuh memerlukan asupan yang mengandung suatu senyawa
yaitu antioksidan. Antioksidan adalah suatu senyawa yang berfungsi untuk
menyerap atau menetralisir radikal bebas yang terdapat di tubuh manusia sehingga
reaksi dari radikal bebas yang menyebabkan terjadinya stres oksidatif bisa
dihentikan dan kerusakan sel yang menimbulkan suatu penyakit dapat dihindari.
Karena Senyawa ini mempunyai struktur molekul yang bisa memberikan
elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa fungsinya terganggu dan dapat
memutus reaksi berantai.

2.6.1 Golongan Antioksidan

Dalam kerjanya untuk melawan bahaya radikal bebas, tubuh manusia telah
mempersiapkan penangkal atau perlindungan berupa sistem antioksidan yang
terdiri dari 3 golongan yaitu :

1. Antioksidan Primer yaitu antioksidan yang berfungsi untuk mencegah
terjadinya pembentukan radikal bebas selanjutnya (propagasi), contoh
dari antioksidan ini adalah transferin, feritin, albumin.

2. Antioksidan Sekunder vyaitu antioksidan yang berfungsi untuk
menangkap radikal bebas dan menghentikan pembentukan radikal
bebas, contoh antioksidan tersebut adalah Superoxide Dismutase
(SOD), Glutathion Peroxidase (GPx) dan katalase.

3. Antioksidan Tersier atau repair enzyme Yyaitu antioksidan yang
berfungsi untuk memperbaiki jaringan tubuh yang telah rusak

disebabkan oleh radikal bebas, contoh antioksidan tersebut adalah
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Metionin sulfosida reduktase, Metionin sulfosida reduktase, DNA

repair enzymes, protease, transferase dan lipase.*2

2.7 Cefadroxil

Cefadroxil merupakan antibiotik golongan sefalosporin generasi pertama
yang memiliki spektrum sebagai antimikroba terhadap bakteri gram positif.
Antibiotik ini efektif terhadap infeksi Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, streptococcus viridans dan streptococcus pneumoniae.*® 44
2.7.1 Mekanisme Kerja

Cefadroxil bersifat bekterisida dengan menghambat sintesis dinding sel
mikroba. Dihambatnya proses transpeptidasi yang menyebabkan terganggunya
penggabungan peptidoglikan sehingga terjadi autolisis pada bakteri. 44
2.7.2 Sediaan

Cefadroxil tersedia dalam bentuk kapsul 500 mg, tablet 1 g dengan

suspensi 125, 250, dan 500 mg serta sediaan dalam bentuk sirup dengan dosis

125,250 dan 500 mg/5ml. 4

2.8 Leukosit

Leukosit atau yang dikenal dengan sel darah putih merupakan sel yang
berfungsi sebagai pertahanan tubuh dari suatu infeksi dan berpartisipasi dalam
respons imunitas tubuh.*! Leukosit dibagi menjadi dua kelompok yaitu granulosit

polimorfonuklear dan agranulosit mononuklear. Kelompok granulosit
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polimorfonuklear terdiri dari sel neutrofil, basofil dan eosinofil. Sedangkan
kelompok agranulosit mononuklear terdiri dari limfosit dan monosit. 4°
Untuk kepentingan diagnostik suatu penyakit, akan ada dilakukan
pemeriksaan darah yaitu pemriksaan hitung leukosit total, dimana pada
pemeriksaan hitung leukosit total yang tinggi (leukositosis) sering menunjukkan
adanya infeksi seperti suatu abses,meningitis,apendisitis atau tonsilitis. Pada
keadaan lain bisa juga disebabkan oleh leukemia dan nekrosis jaringan pada luka
bakar, infark miokard dan ganggren. Sebaliknya, apabila hitung leukosit total
rendah (leukopenia) menandakan adanya depresi sumsum tulang yang mungkin
disebabkan oleh infeksi virus atau reaksi toksik.*® Adapun kadar leukosit normal
pada orang dewasa adalah 4000 — 11.000/pl. 4’
2.8.1 Jenis-jenis Leukosit %8
a. Granulosit Polimorfonuklear
1. Neutrofil
Merupakan jenis leukosit yang paling banyak diantara leukosit
yang lainnya. Neutrofil dibagi menjadi neutrofil batang dan neutrofil
segmen. Neutrofil batang merupakan bentuk muda dari neutrofil
segmen, dan mempunyai inti berbentuk tapal kuda. Sedangkan
neutrofil segmen mempunyai inti sel yang terdiri dari beberapa segmen
(3-6) dengan bentuk bermacam-macam dan dihubungkan oleh benang
kromatin. Jumlah neutrofil segmen berkisar 50-70% dari keseluruhan

jumlah total leukosit.
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Neutrofil merupakan pertahanan tubuh yang utama dalam
melawan infeksi dengan fungsi utama sebagai fagositosis, pada
umumnya terhadap bakteri.

2. Eosinofil

Mengandung inti yang bersegmen, pada umumnya 2 lobus dan
mengandung granula yang kasar berwarna merah-oranye. Memiliki
fungsi sebagai fagisitosis dan menghasilkan antibodi terutama pada
antigen parasit. Berjumlah 2-4% dari jumlah total keseluruhan
leukosit, dan akan meningkat jika terjadi reaksi alergi dan infeksi
parasit.

3. Basofil

Mengandung inti bersegmen dan granulanya kasar berwarana
unggu atau biru tua dan sering menutupi inti sel. Berjumlah berkisar
<2% dari jumlah keseluruhan dan merupakan jumlah yang paling
sedikit dari jenis lainnya.

Granula sel mengandung heparin,histamin dan substansi
anafilaksis. Sel basofil berperan dalam reaksi hipersensitivitas yang
berhubungan dengan imunoglobulin E.

b. Agranulosit mononuklear
1. Limfosit
Merupakan jumlah terbanyak kedua setelah neutrofil dengan

kisaran jumlah (20-40%) dari total leukosit. Jumlah pada anak-anak
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lebih banyak daripada orang dewasa. Limfosit akan meningkat jika
terjadinya infeksi virus.
2. Monosit
Merupakan jenis leukosit yang memiliki ukuran paling besar,
dengan inti sel yang bergranul kromatin halus dan menekuk
menyerupai bentuk ginjal. Berjumlah kira-kira 3-8% dari total
keseluruhan leukosit. Setelah 8-14 jam berada didalam darah, monosit
akan menuju ke jaringan dan akan berubah menjadi makrofag.
Monosit berfungsi sebagai fagosit jamur,bakteri dan benda
asing lainnya, serta berperan dalam reaksi imunitas.
2.8.2 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Jumlah Leukosit
a. Faktor leukosit meningkat

1. Obesitas

IMT yang tinggi dapat menyebabkan peningkatan leukosit.*° %
2. Infeksi dan Inflamasi

Infeksi dan inflamasi dapat meningkatkan kadar leukosit dalam
tubuh, sebagai bentuk upaya dari pertahanan tubuh atau imunitas
tubuh, >
3. Aktivitas fisik yang berlebihan

Aktivitas fisik yang berlebihan dapat menyebabkan penambahan
stress oksidatif dan akan meningkatkan jumlah leukosit dalam tubuh. 2

4. Diare 8
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b. Faktor leukosit menurun

1.

Infeksi dengue (DBD)

28

Terjadinya leukopenia disebabkan adanya penekanan pada sumsum

tulang akibat proses infeksi virus secara langsung. >*

2.

3.

Efek samping kemoterapi >
Masa kehamilan °°
Kanker °’

Anemia aplastik dan radiasi >
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Infeksi Staphylococus aureus

L

Kerusakan Jarir]qan disertai Abses

Obat
[ ]

}

| |
| |
Cefadroxil

Menghambat proses
transpeptidasi menyebabakan
terganggunya penggabungan

peptidoglikan sehingga terjadinya
autolisis dinding bakteri

Ekstrak daun Belimbing

Ekstrak

Ekstrak Habatussauda

wuluh
|
Mengandung : Mengandung :
e Flavonoid e  Thymoquinone
e Fenol e  Thymohidroquinone
e  Steroid e Tannin
| |

Membentuk senyawa kompleks yang
menganggu keutuhan membran sel,
denaturasi protein, integritas sel menurun
menyebabkan sel rapuh dan lisis

Inaktivasi protein,
Menghambat aktivitas
transport enzim dan protein
dinding sel bakteri.

Bakteri Mati

Penurunan kadar
leukosit total

Gambar 2.4 Kerangka Teori
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2.10 Kerangka Konsep

Variabel Independen

1. Ekstrak daun belimbing wuluh dengan

dosis 200 mg/kgBB/hari dan 400 Variabel Dependen

. Jumlah leukosit total mencit
mg/kgBB/hari. jantan (Mus musculus L)

2. Ekstrak habatussauda dengan dosis 250

mg/kgBB/hari dan 500 mg / kg BB /hari.
3. Cefadroxil 1,3 mg/20gBB/hari

Gambar 2.5 Kerangka Konsep
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan metode
rancangan Post test with Control Group Design, untuk mengetahui efektivitas
antibiotik ekstrak daun Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan ekstrak
Habatussauda (Nigella sativa L) terhadap jumlah leukosit total pada mencit jantan

(Mus musculus L) yang terinfeksi Staphylococcus aureus.

3.2 Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional

Skala
Variabel Definisi Alat ukur Hasil Ukur
ukur
Ekstrak Daun Zat berkhasiat dari daun Timbangan Nominal  Jumlah leukosit
Belimbing belimbing wuluh yang digital
Wuluh didapatkan melalui proses
(Averrhoa maserasi sehingga menjadi
bilimbi L) ekstrak.
31
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Ekstrak
Habatussauda

(Nigella sativa L)

Cefadroxil

Leukosit

Zat berkhasiat dari
habatussauda yang
didapatkan melalui proses
maserasi sehingga menjadi

ekstrak.

Obat antibiotik khususnya
bakteri gram positif, yang
diberikan bagi pasien
penderita infeksi bakteri

Staphylococcus aureus.

Jumlah leukosit total
dalam darah  mencit
jantan

Timbangan ~ Nominal

digital

Timbangan  Nominal

digital

Kamar Nominal
hitung
(Improved

Neubaure)

32

Jumlah leukosit

Jumlah leukosit

Normal pada
mencit : 6000 —

12.600/p1 8
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3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

3.3.1 Waktu Penelitian

Tabel 3.2 Waktu Penelitian

No Kegiatan Bulan
(7] S S
=] — [<5] a5} —_ S—
o =
D = L S gou e} so |8
S o o oo — Ea Sd |2
D Eq O Lo DO col|s
< 38 §8 c>>N NN gN )
o o p a L
n

2020

1 Persiapan
Proposal

2 Sidang
Seminar
Proposal

3 Penelitian

4 | Analisis data
dan evaluasi
5 Sidang
seminar
Hasil

3.3.2 Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara. Pembuatan suspensi bakteri
Staphylococcus aureus dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara. Pembuatan ekstrak daun
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa
L) dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara. Pengambilan sampel darah hewan coba

dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
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Muhammadiyah Sumatera Utara. Kemudian pemeriksaan sampel dilakukan di
Laboratorium Patologi klinik Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah

Sumatera Utara.

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi Penelitian
Populasi pada penelitian ini adalah hewan percobaan mencit jantan (Mus
musculus L) yang diperoleh dari Unit Pengelola Hewan Laboratorium (UPHL)
Departemen Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara.
3.4.2 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah mencit jantan (Mus
musculus L) dengan kriteria inklusi dan ekslusi sebagai berikut:
1. Kriteria inklusi
a. Mencit jantan (Mus musculus L)
b. Mencit dalam keadaan aktif dan sehat
c. Usia mencit 2 — 3 bulan
d. Bobot mencit 20 — 35 g sebelum perlakuan
2. Kiriteria eksklusi
a. Mencit memiliki kelainan anatomis
b. Mencit pernah digunakan sebagai hewan coba pada penelitian

sebelumnya
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3.4.3 Besar Sampel
Besar sampel penelitian ditentukan dengan menggunakan rumus federer

dengan penjelasan sebagai berikut:

(n-1) (t-1) >15

Keterangan:
n= jumlah sampel
t= kelompok sampel
Penelitian menggunakan 6 kelompok, maka jumlah sampel yang diperoleh
dari perhitungan sebagai berikut :
Rumus :
(n-1) (t-1) >15
(n-1) (6-1) >15
(n-1) (5) 215
5n—-5>15
5n >20
n>20/5
n>=4

Maka jumlah sampel tiap kelompok berjumlah 4 ekor mencit.
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Berdasarkan perhitungan diatas, diperolen bahwa masing-masing
kelompok sampel menggunakan 4 ekor mencit jantan (Mus musculus L). Jadi,
jumlah sampel secara keseluruhan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 24
ekor mencit jantan (Mus musculus L). Kemudian disiapkan 2 ekor mencit jantan
di masing-masing kelompok sebagai cadangan apabila selama proses penelitian
ada mencit yang tiba-tiba mati. Jadi total mencit yang digunakan dalam penelitian
ini berjumlah 36 ekor mencit jantan (Mus musculuc L) ini artinya setiap
kelompok terdiri dari 6 ekor mencit.

3.5 Teknik Pengumpulan Data

Pengumpulan data pada penelitian ini menggunakan data primer, yaitu
data penelitian yang didapatkan dari hasil pengukuran kadar leukosit total pada
pemeriksaan sampel darah mencit jantan (Mus musculus L).

3.5.1 Instrument Penelitian
A. Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah, kandang hewan,
tampah, blender, timbangan digital, pengaduk, sonde lambung, ayakan, toples,
masker, sarung tangan, kertas label, mikropipet, pipet tetes, pipet otomatik, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, rotary evaporator, spuit, tabung minum mencit, tempat

makan mencit, gunting, scalpel, mikroskop, haemocytometer dan pisau cukur.
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B. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mencit jantan
(Mus musculus L) dan pakan beserta minum, ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L), ekstrak habatussauda (Nigella sativa L), bakteri

Staphylococcus aureus, cefadroxil, aquabidest dan etanol 70%.

3.5.2 Cara Kerja
3.5.2.1 Persiapan dan Etik Penelitian Hewan Coba

Penggunaan dan penanganan hewan di laboratorium penelitian
dilakukan sesuai dengan aturan etika penelitian pada hewan penelitian untuk
memperoleh “Ethical clearance” dari komisi etik penelitian hewan Kementrian
Riset, Teknologi, dan Pendidikan Tinggi Universitas Muhammadiyah Sumatera
Utara. (Lampiran 1)
3.5.2.2 Identifikasi daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L)

Identifikasi daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dilakukan dengan
mengirim daun belimbing wuluh ke Herbarium Medanense (MEDA) Universitas
Sumatera Utara. Daun belimbing wuluh yang digunakan pada penelitian ini
didapatkan dari lokasi yang beralamat di jalan dalu 10, Tanjung Morawa. Setalah
itu peneliti mendapatkan hasil identifikasi dalam bentuk data.
3.5.2.3 Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Bakteri Staphylococcucs aureus yang digunakan dalam penelitian ini
didapatkan dan diidentifikasi di Laboratorium Mikrobiologi Universitas

Muhammadiyah Sumatera Utara, dengan cara sebagai berikut :
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A. Pewarnaan gram

1. Mengambil biakan bakteri Staphylococcucs aureus dan
diletakkan diatas objek glass dengan menggunakan ose.

2. Kemudian fiksasi diatas api bunsen sampai kering.

3. Menggenangi larutan gentian violet di atas objek glass,
biarkan selama 5 menit kemudian dibuang.

4. Mengenangi dengan larutan lugol selama 1 menit kemudian
di buang

5. Mengenangi dengan alkohol 70% selama 30 detik.

6. Setelah itu basahi dengan larutan safranin dan diamkan
selama 1 — 2 menit.

7. Selanjutnya dibilas dengan menggunakan cairan agquadest
lalu keringkan dan lihat di bawah mikroskop.

8. Bakteri Staphylococcucs aureus merupakan bakteri gram
positif, sehingga akan mempertahankan zat warna gentian
violet. Jika dilihat dibawah mikroskop, Staphylococcus
aureus akan berwarna unggu dengan bentuk kokus dan
tersusun mirip seperti buah anggur.*®

B. Uji katalase

Uji ini bertujuan untuk membedakan bakteri Staphylococcus

dan Streptococcus. Dilakukan dengan cara :

1. Mengambil biakan bakteri Staphylococcucs aureus dan

diletakkan diatas objek glass dengan menggunakan ose.
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Menggenangi dengan larutan H202 3%
Tunggu beberapa detik
Jika hasil positif akan muncul gelembung-gelembung

digenangan tersebut.

C. Uji koagulasi

Uji ini bertujuan untuk membedakan bakteri Staphylococcus

aureus dengan species lainnya. Dilakukan dengan cara :

1.

2.

Menyiapkan serum darah dan Nacl 0,9%

Menyiapkan objek glass yang sudah steril

Mengambil sedikit serum dan Nacl 0,9% menggunakan
pipet otomatik masing-masing sebanyak 30 pl, kemudian
letakkan diatas object glass yang sama secara terpisah.
Mengambil biakan bakteri Staphylococcucs aureus dan
diletakkan diatas objek glass pada genangan Nacl 0,9 %
dengan menggunakan ose, kemudian difiksasi agar
tercampur rata.

Setelah tercampur rata, fiksasi Nacl 0,9 % yang sudar
bercampur bakteri tersebut dengan genangan serum,
kemudian lanjutkan difiksasi agar tercampur rata.

Diamkan selama 5 menit dan lihat hasilnya, hasil positif
jika terjadinya penggumpalan bakteri pada suspensi

tersebut.
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3.5.2.4 Ekstraksi daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L)

Pembuatan ekstrak daun belimbing wuluh menggunakan metode
maserasi, dengan etanol 70% sebagai pelarut. Daun belimbing wuluh diambil
sebanyak 549,11 g, kemudian dipotong kecil-kecil setelah itu dijemur diudara
terbuka hingga kering. Setelah kering, daun dihaluskan dengan cara diblender.
194,43 g daun belimbing wuluh yang sudah dihaluskan, direndam dengan pelarut
etanol 70% sebanyak 2 liter sampai terendam seluruhnya. Selanjutnya campuran
dimasukkan ke dalam toples kaca selama 2 hari dan dilakukan pengadukan setiap
hari. Hasilnya disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtrat dari

ampas. Filtrat yang diperoleh dari hasil saringan dipekatkan dengan proses

penguapan pada suhu 50°C menggunankan rotary evaporator sampai
didapatkan ekstrak kental yang bebas dari pelarut. Ekstrak yang dihasilkan
selanjutnya diencerkan menggunakan aquadest sesuai dengan keperluan yang
dibutuhkan. Ekstrak daun belimbing wuluh diberikan dengan dosis 200
mg/kgBB/hari dan 400 mg/kgBB/hari.?®
3.5.25 Uji Kandungan Kimia Sampel Ekstrak daun Belimbing Wuluh
(Averrhoa bilimbi L)
Uji fitokimia daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) © 62
1. Uji Flavonoid
Menambahkan ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)
dengan serbuk Mg dan beberapa tetes HCI pekat. Hasil uji positif
jika terbentuk larutan berwarna merah,kuning atau jingga pada

sampel.
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2. Uji Fenol
Menambahkan ekstrak belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)
dengan FeCls Hasil uji positif jika terbentuk larutan hitam pada
sampel.
3. Uji Steroid
Menambahkan ekstrak belimbing wuluh 0,5 ml (Averrhoa bilimbi
L) dengan 0,5 ml asam asetat glasial dan 0,5 ml H>SO4 pekat. Hasil
uji positif apabila ditemukan larutan berwarna hijau atau biru pada
sampel.
3.5.2.6 Perhitungan dosis ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)
1. Dosis 200 mg/kgBB =200 mg x 29 g (BB mencit) / 1000 g
= 5,8 mg/ekor = 0,0058 g/ekor x 7 = 0,0406

g/hari + 7 ml aquabidest.

2. Dosis 400 mg/kgBB =400 mg x 33 g (BB mencit) / 1000 g
= 13,2 mg/ekor = 0,0132 g/ekor x 7 = 0,0924
g/hari + 7 ml aquabidest.
3.5.2.7 Ekstrak Habatussauda (Nigella sativa L)
Habatussauda dalam penelitian dibeli di apotik X dengan merek Y dalam
sediaan kapsul yang komposisinya 100% murni habatussauda dalam bentuk
serbuk, tidak ada campuran zat lain serta memiliki nomor registrasi POM.

Diberikan dengan besar dosis 250 mg/kgBB/hari dan 500 mg/kgBB/hari.
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3.5.2.8 Perhitungan dosis ekstrak habatussauda (Nigella sativa L)
1. Dosis 250 mg/kgBB = 250 mg x 35 g (BB mencit) / 1000 g
= 8,75 mg/ekor = 0,00875 g/ekor x 7
= 0,06125 g/hari + 7 ml aquabidest.
2. Dosis 500 mg/kgBB =500 mg x 35 g (BB mencit) / 1000 g
= 17,5 mg/ekor = 0,0175 g/ekor x 7
=0,1225 g /hari + 7 ml aguabidest.
3.5.2.9 Pemberian Cefadroxil
Konversi dosis manusia (70 kg) ke mencit (20 g) adalah 0,0026, dengan
demikian penghitungannya yaitu :
Dosis Cefadroxil manusia ~ : 500 mg
Dosis Cefadroxil mencit :0,0026 x 500
: 1,3 mg/20g BB.
Kapsul cefadroxil diencerkan menggunakan aquadest. Besar dosis yang
diberikan setelah dikonversi yaitu 1,3 mg/20g BB.®3
3.5.2.10 Pembuatan Luka Pada Mencit
Proses pembuatan luka pada mencit sebagai berikut :
1. Mencit di anestesi terlebih dahulu menggunakan lidocain dosis 0,2 ml.
2. Bulu bagian punggung mencit dicukur
3. Bagian yang sudah dicukur, dibersikan dengan alkohol 70%
4. Lakukan penyayatan dengan menggunakan mata pisau bedah dengan
ukuran panjang 1 cm dan kedalaman sampai subkutan.

5. Bersihkan darah yang keluar dari luka menggunakan NaCl 0,9%.5
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3.5.2.11 Pemberian Bakteri

Membuat larutan McFarland no. 0,5 dengan cara sebagai berikut : %

1. Melarutkan 0,05 ml BaCl, 1% dengan 9,95 ml H2SO4 1%.

2. Menginokulasikan bakteri yang telah dibiakkan di Nutrien Agar ke
Nutrien Broth kemudian diinkubasi selama beberapa jam dalam
inkubator dengan suhu 35-37 °C.

3. Membandingkan kekeruhannya dengan larutan McFarland no.0,5.

4. Meneteskan suspensi bakteri pada luka dengan menggunakan
mikropipet sebnayak 5 pl.

3.5.2.12 Pemeriksaan Jumlah Leukosit Total
Diawali dengan pengambilan darah mencit melalui jantug, kemudian
darah dibawa ke Laboratorium Patologi Klinik Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara untuk dilakukan pemeriksaan jumlah leukosit total.
Pemeriksaan dilakukan dengan cara : %’
1. Pengisian pipet thoma leukosit
Darah diisap sampai garis tanda 0,5 tepat, dihapus kelebihan darah
yang melekat pada ujung pipet. Dimasukkan ujung pipet didalam larutan
turk sambil menahan darah pada garis tanda tadi. Pipet dipegang dengan
sudut 45° dan larutan turk diisap perlahan-lahan sampai garis tanda 11.
Mengangkat pipet dari cairan, ditutup ujung pipet dengan ujung jari lalu

melepaskan karet pengisap. Mengocok pipet selama 15- 30 detik.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



44

2. Pengisisan kamar hitung (Improved Neubauer)

Menyiapkan kamar hitung yang bersih dengan kaca penutup
terpasang mendatar diatasnya. Dikocok pipet yang diisi tadi selama 3
menit terus menerus. Dibuang semua cairan yang ada di dalam batang
kapiler pipet (3 atau 4 tetes) dan segera disentuhkan ujung pipet itu
dengan sudut 30° pada permukaan kamar hitung dengan menyinggung
pinggir kaca penutup. Dibiarkan kamar hitung terisi cairan perlahan-lahan
dengan daya kapilaritasnya sendiri. Dibiarkan kamar hitung 2 atau 3
menit supaya leukosit-leukosit dapat mengendap.

3. Menghitung jumlah sel

Memakai lensa objektif kecil, yaitu dengan pembesaran 10X, lensa
kondensor diturunkan dan diafragma dikecilkan. Kamar hitung dengan
bidang bergarisnya diletakkan di bawah objektif dan fokus mikroskop
diarahkan kepada garis-garis bagi itu. Dengan sendirinya leukositleukosit
jelas terlihat. Dihitung semua leukosit yang terdapat dalam keempat
bidang besar pada sudut-sudut seluruh permukaan yang dibagi.
Menghitung dimulai dari sudut kiri atas, terus ke kanan, kemudian turun
ke bawah dan dari kanan ke kiri, lalu turun lagi ke bawah dan dimulai lagi
dari Kiri ke kanan. Cara seperti ini dilakukan pada keempat bidang besar.
4. Perhitungan

Pengenceran dalam pipet yaitu 20 kali. Jumlah semua sel yang
dihitung dalam keempat bidang itu dibagi 4 menunjukkan jumlah leukosit

dalam 0,1 pl. Angka itu dikalikan dengan 10 (untuk tinggi) dan 20 (untuk

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



45

pengenceran) untuk mendapat jumlah leukosit dalam 1 pl darah. Atau
Jumlah sel yang dihitung X 50 = jumlah leukosit per ul darah.
3.6 Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Independen
1. Ekstrak daun belimbing wuluh yang diberikan pada mencit satu Kkali
sehari selama 7 hari dengan dosis yang telah ditetapkan.
2. Ekstrak habatussauda yang diberikan kepada mencit satu kali sehari
selama 7 hari dengan dosis yang telah ditetapkan.
3. Cefadroxil yang diberikan kepada mencit dengan dosis yang telah
ditetapkan, satu kali sehari selama 7 hari.
3.6.2 Variabel Dependen
1. Jumlah leukosit total dalam sampel darah mencit yang diambil melalui
jantung, kemudian diperiksa di Laboratorium Patologi Klinik Universitas

Muhammadiyah Sumatera Utara.
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3.7 Metode Analisis Data
3.7.1 Cara Pengolahan Data
Tahap-tahap pengolahan data dalam penelitian ini sebagai berikut : %667
1. Pemeriksaan data (Editing)

Pemeriksaan data (Editing) dilakukan dengan tujuan untuk
memeriksa ketepatan dan kelengkapan data yang telah didapatkan dari
hasil penelitian, apabila data belum lengkap ataupun ada kesalahan pada
data.

2. Pemberian kode (Coding)

Pemberian kode (Coding) data dilakukan jika data sudah terkumpul
kemudian dikoreksi ketepatan dan kelengkapanya. Selanjutnya data
diberikan kode oleh peneliti secara manual sebelum diolah ke dalam
komputer.

3. Memasukan data (Entry)

Data yang telah diperbaiki kemudian dimasukan ke dalam program
komputer.

4. Pembersihan data (Cleaning)

Pemeriksaan semua data yang telah dimasukkan ke dalam
komputer dengan tujuan unuk menghindari terjadinya kesalahan dalam
pemasukan data.

5. Menyimpan data (Saving)

Penyimpanan data untuk dianalisis.
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3.7.2 Analisa Data
Dalam menganalisa data penelitian dilakukan beberapa tahap yaitu:
1. Uji Normalitas dan Uji Homogenitas
Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui sebaran distribusi suatu
data, apakah berdistribusi normal atau tidak. Uji normalitas data yang
digunakan yaitu uji shapiro wilk, dimana besar sampel <50. Jika dari hasil
uji normalitas didapatkan p>0,05 maka data berdistribusi normal, dan jika
p<0,05 maka data berdistribusi tidak normal. Untuk uji homogenitas
digunakan levene test dengan nilai p>0,05 yang menunjukkan bahwa data
mempunyai varian yang sama.
2. Uji ANOVA
Uji ANOVA dilakukan setelah uji normalitas dan homogenitas.
Jika pada uji normalitas dan homogenitas didapatkan nilai p>0,05 yang
artinya data homogen dan berdistribusi normal, maka akan dilanjutkan
dengan uji one way ANOVA untuk data dengan pengamatan lebih dari 2
kelompok. Namun, jika pada saat uji normalitas dan homogenitas
didapatkan nilai p<0,05 yang artinya data tidak homogen dan tidak
berdistribusi normal, maka akan digunakan uji kruskal wallis.
3. Post Hoc Test
Uji ini dilakukan setelah uji ANOVA, untuk mengetahui lebih
lanjut kelompok mana saja yang berbeda mean-nya. Uji analisis yang
digunakan adalah uji Post Hoc-benferoni. Apabila menggunakan uji

Kruskal wallis, uji post hoc yang digunakan yaitu Mann-Whitney.
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3.8 Alur Penelitian

36 ekor mencit jantan diadaptasi selama 7

hari, diberi pakan standar

\ 4
Dibagi menjadi 6 kelompok, setiap kelompok terdiri dari

A ekor mencit iantan

v

Pada hari ke 8 mencit diluka sayat dan diberi bakteri

Staphylococcus aureus
|

v

Dibiarkan selama 9 hari agar mengalami infeksi

v

Pada hari ke 17-23 mencit diberi perlakuan

¥
v v v v v '

Kelompok | Kelompok I1 Kelompok I11 Kelompok IV Kelompok V Kelompok VI
(kontrol (kontrol positif) (perlakuan P1) (perlakuan P2) (perlakuan P3) (perlakuan P4)
negatif) Diberi Diberi ekstrak daun | | Diberi ekstrak daun Diberi Ekstrak Diberi Ekstrak

Tidak diberikan belimbing wuluh belimbing wuluh habatussauda 250 | habatussauda 500

Cefadroxil 1,3
mg/20g BB/hari

perlakuan 200 mg/kgBB/hari 400 mg/kgBB/hari mg/kgBB/hari mg/kgBB/hari

A 4
Pengambilan darah mencit pada hari ke 24

v

Penghitungan jumlah leukosit total pada darah mencit jantan (Mus

musculus L) setelah dilakukan perlakuan

v

Analisa Hasil

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Pada BAB 4 ini ditunjukan beberapa tabel, gambar dan grafik histogram
rata-rata data hasil analisis dari penelitian yang dilakukan selama 23 hari. Urutan
tampilan hasil dan pembahasan dari penelitian ini adalah : (1) Skrining fitokimia
daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L); (2) Identifikasi bakteri
Staphylococcus aureus; (3) Hasil pemeriksaan jumlah leukosit mencit jantan yang
terinfeksi bakteri Staphylococcus aureus; (4) Efektivitas dosis ekstrak daun
belimbing wuluh dan ekstrak habatussauda terhadap jumlah leukosit; (5)
Perbandingan efektivitas ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)
dengan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L).
4.1.1 Uji Fitokimia daun Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)

Tabel 4.1 Hasil uji fitokimia daun Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)

No Uji Hasil
1 Flavonoid +
2 Fenol +
3 Steroid +

Dari hasil pemerikssan fitokima, daun belimbing wuluh yang digunakan
positif mengandung senyawa yang berperan sebagai antibiotik yaitu senyawa

flavonoid, fenol dan steroid. Beradsarkan penelitian sebelumnya, senyawa
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tersebut mempunyai efek sebagai antibakteri dengan cara menghambat protein
pada dinding sel bakteri sehingga bakteri tersebut akan lisis dan kemudian mati. 4
4.1.2 ldentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Tabel 4.2 Hasil identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

No Uji Hasil

1 Pewarnaan gram Gram Positif
2 Katalase +

3 Koagulase +

Dilakukan identifikasi untuk memastikan bahwa bakteri yang digunakan
adalah bakteri Staphylococcus aureus. Uji pewarnaan gram dilakukan untuk
menentukan gram negatif atau gram positif, bakteri Staphylococcus aureus
merupakan bakteri gram positif. Uji katalse bertujuan untuk membedakan antara
bakteri Staphylococcus dan Streptococcus, uji katalase positif pada bakteri
Staphylococcus. Uji  koagulase bertujuan untuk membedakan bakteri
Staphylococcus aureus dengan Staphylococcus lainnya, uji koagulase positif pada

Staphylococcus aureus.
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4.1.3 Hasil Pemeriksaan Jumlah Leukosit

Tabel 4.3 Hasil pemeriksaan jumlah leukosit darah mencit jantan

51

Kontrol Kontrol
) . BW 1 BW 2 HS 1 HS 2
No Negatif Positif
P1 (/ul) P2 (/ul) P3 (/ul) P4 (/ul)
(/ul) (ul)
1 7.850 1.250 2.250 1.100 1.600 1.200
2 10.400 1.200 5.050 4.050 1.450 850
3 7.250 1.000 2.050 1.600 2.100 1.550
4 8.500 1.100 6.600 4.050 2.300 2.800
Reratats.d 8.500+ 1.137,5+  3.987,5+ 2.700+ 1862,5+ 1.600+
1365,650 110,868  2215,617 1572,154 402,854 849,510

12000
= 10000 -
=
= i
-g 8000
X M Mencit 1
8 6000 -+
- ® Mencit 2
< .
< 4000 - H Mencit 3
£ )
% 2000 - Mencit 4

0 -
K- K+ P1 P2 P3 P4
Perlakuan

Gambar 4.1 Grafik Histogram Jumlah Leukosit Darah Mencit Jantan
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Perlakuan pada K- hanya dilukai dan diinfeksi, pada K+ dilukai dan
diinfeksi serta diberi antibiotik cefadroxil 1,3 mg/20g BB, P1 dilukai dan diinfeksi
serta diberi ekstrak daun belimbing wuluh 200 mg/kgBB/hari, P2 dilukai dan
diinfeksi serta diberi ekstrak daun belimbing wuluh 400 mg/kgBB/hari, P3 dilukai
dan diinfeksi serta diberi ekstrak habatussauda 250 mg/kgBB/hari, dan pada P4
dilukai serta diinfeksi kemudian diberi ekstrak habatussauda 500 mg/kgBB/hari.

Dari tabel 4.3 dan gambar 4.1 terlihat bahwa pada semua kelompok
kecuali kelompok kontrol negatif didapatkan jumlah leukosit yang dibawah nilai
normal (leukopenia). Jumlah leukosit yang tinggi tetapi masih dalam batas normal
pada kelompok kontrol negatif yang  hanya diberikan pakan standart,
dibandingkan kelompok kontrol positif dan 4 kelompok perlakuan P1, P2, P3 dan
P4. Pada 4 kelompok perlakuan memiliki jumlah leukosit yang tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Pemberian perlakuan pada
kelompok P1, P2, P3 dan P4 berpengaruh terhadap jumlah leukosit walaupun
hasilnya dibawah nilai normal jumlah leukosit pada darah mencit.

4.1.4 Efektivitas dosis ekstrak daun belimbing wuluh dan ekstrak
habatussauda terhadap jumlah leukosit.

Dari tabel 4.3 dan gambar 4.1 terlihat bahwa dosis tertinggi ekstrak daun
belimbing wuluh dan ekstrak habatussauda lebih mampu menurunkan jumlah
leukosit jika dibandingkan dengan dosis rendah. Artinya, dosis tertinggi
merupakan dosis yang efektif dalam menurunkan jumlah leukosit. Dosis tertinggi
pada ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) yaitu 400 mg/kgBB/hari

dan pada ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) yaitu 500 mg/kgBB/hari.
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415 Perbandingan efektivitas ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) dengan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L).

Kelompok P3 dan P4 yang diberi ekstrak habatussauda memiliki jumlah
leukosit yang lebih rendah jika dibandingkan dengan kelompok P1 dan P2 yang
diberi ekstrak belimbing wuluh. Artinya, ekstrak habatussauda (Nigella sativa L)
lebih efektif sebagai antibiotik jika dibandingkan dengan ekstrak belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L), walaupun penurunan jumlah leukosit dibawah rentang
jumlah normal (leukopenia).

4.2 Hasil Analisis Data

Pada hasil analisis uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan
hasil (p>0,05) yang berarti data berdistribusi normal. Selanjutnya uji homogenitas
menggunakan Levene Test didapatkan hasil p = 0,001 (p<0,05) yang berarti data
tidak homogen. Karena data tidak homogen, maka dilanjutkan dengan uji kruskal-
wallis. Hasil uji Kruskal Wallis didapatkan hasil p=0,007 (p<0,05), yang berarti
bahwa terdapat perbedaan jumlah leukosit yang bermakna pada 6 kelompok
hewan coba tersebut. Untuk mengetahui kelompok mana saja yang memiliki
perbedaan, maka dilakukan uji Post Hoc Mann-Whithney.

Uji Mann-Whithney dilakukan dengan membandingkan antar kelompok.
Apabila nilai (p<0,05) berarti terdapat perbedaan yang signifikan, jika nilai

(p>0,05) maka tidak terdapat perbedaan yang signifikan.
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Tabel 4.4 Hasil Uji Mann-Whitney

Kelompok P Keterangan
Kontrol Negatif  Kontrol Positif 0,021 Signifikan
P1 0,021 Signifikan
P2 0,020 Signifikan
P3 0,021 Signifikan
P4 0,021 Signifikan
Kontrol Positif P1 0,021 Signifikan
P2 0,108 Tidak Signifikan
P3 0,021 Signifikan
P4 0,468 Tidak Signifikan
P1 P2 0,245 Tidak Signifikan
P3 0,149 Tidak Signifikan
P4 0,083 Signifikan
P2 P3 0,661 Tidak Signifikan
P4 0,245 Tidak Signifikan
P3 P4 0,386 Tidak Signifikan

Dari hasill uji Mann-Whitney didapatkan hasil perbandingan antara
kelompok kontrol negatif dengan lima kelompok lain, perbandingan kontrol
positif dengan P1 dan P3, perbandingan P1 dengan P4 menghasilkan nilai p<0,05
yang berarti memiliki perbedaan yang signifikan. Sedangkan perbandingan
kelompok selebihnya menghasilkan nilai p>0,05, yang berarti tidak memiliki

perbedaan yang signifikan.

4.3 Pembahasan

Dari penelitian uji efektivitas antibiotik ekstrak daun belimbimg wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L.) terhadap
jumlah leukosit mencit jantan (Mus musculus L.) yang terinfeksi Staphylococcus

aureus,dari pemeriksaan jumlah leukosit didapatkan hasil bahwa kelompok
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kontrol negatif yang hanya diinfeksi Staphylococcus aureus dan tidak diberi
perlakuan mengalami peningkatan jumlah leukosit dibandingkan kelompok lain
yang juga diinfeksi Staphylococcus aureus dan diberi perlakuan,walaupun
peningkatan tersebut masih dalam rentang batas normal jumlah leukosit pada
darah mencit. Hal ini diperkirakan karena pemberian suspensi kuman yang terlalu
sedikit, sehingga masih bisa dilawan oleh respon imunitas dari tubuh mencit itu
sendiri. Terjadinya peningkatan leukosit sesuai dengan penelitian sebelumnya
mengenai infeksi mencit dengan bakteri Staphylococcus aureus melalui
intravaginal yang menyebabkan peningkatan jumlah leukosit yang signifikan pada
kelompok yang hanya diinfeksi tanpa diberi perlakuan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rata-rata
jumlah leukosit dengan nilai p=0,007 (p<0,05), yang berarti terdapat perbedaan
jumlah leukosit yang bermakna pada keenam kelompok penelitian. Kemudian
adanya efek antibiotik pada ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.)
dosis 200 mg/kgBB/hari dan 400 mg/kgBB/hari serta ekstrak habatussauda
(Nigella sativa L.) dosis 250 mg/kgBB/hari dan 500 mg/kgBB /hari, dengan dosis
yang paling efektif yaitu dosis yang tertinggi. Namun, efek tersebut lebih kecil
jika dibandingkan dengan efek yang ditimbulkan oleh cefadroxil. Efek yang
ditimbulkan oleh cefadroxil sangat signifikan,sehingga menyebabkan leukopenia.

Leukopenia dapat terjadi akibat turunnya jumlah salah satu ataupun
keduanya dari sel neutrofil dan limfosit. Terjadinya leukopenia pada penelitian ini
diperkirakan karena adanya reaksi idiosinkrasi terhadap obat, kerja autoantibodi,

respon terhadap stres ataupun timbulnya efek samping dari obat cefadroxil.!t

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



56

Adapun efek samping dari cefadroxil pada gangguan darah yaitu trombositopenia,
leukopenia, agranulositosis, anemia aplastik dan anemia hemolitik.5°
Daun belimbing wuluh pada penelitian ini juga mampu menurunkan
jumlah leukosit. Tetapi, ekstrak daun belimbing wuluh dosis 200 dan 400
mg/kgBB/hari pada penelitian ini, menyebabkan penurunan dibawah batas normal
(leukopenia). Hal ini diperkirakan karena dosis yang diberikan terlalu tinggi
ataupun karena waktu pemberian yang terlalu lama serta bisa juga disebabkan
oleh keduanya. Ekstrak daun belimbing berperan sebagai antibiotik, sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa ekstrak daun belimbing wuluh
memiliki efek sebagai antibiotik terhadap bakteri Staphylococcus aureus secara in
vitro konsentrasi 2,5%, 5%, dan 10% dengan hasil semakin tinggi konsentrasi
semakin besar efek antibiotiknya.?’ Kemudian penelitian yang lain menyatakan
bahwa ekstrak daun belimbing wuluh memiliki efek sebagai antibiotik terhadap
bakteri Staphylococcus aureus pada mencit infeksi nifas yang diinfeksi melalui
intravaginal, kemudian 24 jam setelah pemberian bakteri dan pemberian ekstrak
daun belimbing wuluh, dilakukan pengambilan darah melalui vena orbital untuk
diperiksa jumlah leukosit. Dosis tertinggi pada penelitian tersebut merupakan
dosis efektif yaitu 400 mg/kgBB/hari.®°
Efek antibiotik pada ekstrak daun belimbing wuluh disebabkan oleh
senyawa Yyang terkandung dalam daun belimbing wuluh sesuai dengan penelitian
sebelumnya yaitu senyawa flavonoid, fenol dan steroid. Senyawa tersebut
berperan sebagai antibiotik dengan cara kerja tersendiri. senyawa flavonoid

bekerja dengan cara membentuk senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler
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yang mengganggu keutuhan membran sel bakteri dan merusak membran sel tanpa
dapat diperbaiki kembali. Fenol bekerja dengan cara mengalami penguraian
diikuti penetrasi fenol kedalam sel dan menyebabkan denaturasi protein sehingga
akan mengganggu pembentukan dinding sel bakteri dan pada saat kadarnya tinggi
menyebabkan koagulasi protein sel dan membran sitoplasma mengalami lisis.
Steroid dapat berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat permeabel
terhadap senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan integritas membrane
sel menurun serta morfologi membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh
dan lisis. Hasil dari kerja semua kandungan diatas menyebabkan bakteri akan
mati. 4

Hasil uji ekstrak habatussauda pada penelitian ini, didapatkan hasil
sangat efektif dalam menurunkan jumlah leukosit dibandingkan ekstrak belimbing
wuluh,walaupun penurunannya dibawah batas normal (leukopenia). Hal ini
diperkirakan karena dosis habatussauda 250 dan 500 mg/kgBB/hari terlalu tinggi
ataupun waktu pemberian yang terlalu lama serta bisa juga disebabkan oleh
keduanya sehingga menyebabkan terjadinya leukopenia. Ekstrak habatussauda
memiliki efek antibiotik sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan
bahwa ekstrak habatussauda memiliki efek antibiotik terhadap bakteri
Staphylococcus aureus secara in vitro konsentrasi 9 mg/mL, 7 mg/mL, 5 mg/mL,
3 mg/mL dan 1 mg/mL dengan hasil semua konsentrasi tidak berbeda nyata.™
Penelitian yang lain juga menyatakan bahwa ekstrak habatussauda memiliki efek
imunomodulator terhadap mencit dengan pemberian ekstrak habatussauda selama

14 hari berturut-turut kemudian dilakukan pemeriksaan jumlah leukosit pada hari
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ke 1, ke 7 dan ke 14 pemberian, didapatkan hasil leukosit mengalami peningkatan
dalam batas normal. Dosis tertinggi yang merupakan dosis efektif yaitu
500mg/kgBB/hari.*°

Berdasarkan penelitian sebelumnya menyatakan bahwa, habatussauda
sebagai antibakteri karena mengandung zat aktif yaitu thymoquinone, tannin dan
thymohidroquinone yang berfungsi sebagai antibakteri. Thymoquinone dan
thymohidroquinone diduga dapat membentuk komplek yang irreversible dengan
asam amino nukleofilik pada protein bakteri sehingga menyebabkan inaktivasi
protein. Sementara tannin bekerja dengan mengadakan komplek hidrofobik
dengan protein, menginaktivasi adhesi, enzim dan protein transport dinding sel

sehingga menggangu pertumbuhan bakteri.8
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BAB 5

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa :

1.

Infeksi bakteri Staphylococcus aureus pada mencit dengan cara
meneteskan pada luka sayat sebanyak 5 pl dapat meningkatkan jumlah
leukosit dengan peningkatan yang masih dalam batas normal.

Ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dosis 200
mg/kgBB/hari dan 400 mg/kgBB/hari serta ekstrak habatussauda
(Nigella sativa L) dosis 250 mg/kgBB/hari dan 500 mg/kgBB
/hari,memiliki efek antibiotik dengan menurunkan jumlah leukosit
mencit jantan (Mus musculus L) yang diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus, walaupun menyebabkan leukopenia.

Dosis efektif ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.)
dalam menurunkan jumlah leukosit yang diinfeksi bakteri
Staphylococcus aureus yaitu 400 mg/kgBB/hari.

Dosis efektif ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) dalam
menurunkan jumlah leukosit yang diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus yaitu 500 mg/kgBB/hari.

Ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) lebih efektif dalam
menurunkan jumlah leukosit yang diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus, dibandingkan dengan ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.)
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5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lanjut mengenai efek antibiotik ekstrak daun
belimbing wuluh dan habatussauda dengan menggunakan bakteri gram
positif yang berbeda.
2. Penelitian perlu dilanjutkan dengan membandingkan uji antibiotik

ekstrak daun belimbing wuluh dan habatussauda dengan ekstrak lainnya.
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Nama : Sigit Kurniawan
NPM : 1608260025
Judul Skripsi : Uji Efektivitas Antibiotik Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (4verhoa bilimbi L.) dan

Ekstrak Habbatussauda (Nigella sativa L.) terhadap Jumlah Leukosit Mencit
Jantan (Mus musculus L.) yang Terinfeksi Staphylococcus aureus

maka kami memberikan izin kepada saudara, untuk melaksanakan penelitian di Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara, selama proses penelitian agar mengikuti peraturan
yang berlaku di Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara.

Demikian kami sampaikan, atas perhatian Saudara kami ucapkan terima kasih.

Wassalamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh

Tembusan Yth :

. Wakil Dekan I, Il FK UMSU

Ketua Program Studi Pendidikan Kedokteran FK UMSU
Ketua Bagian Skripsi FK UMSU

. Kepala UPHL FK UMSU

Kepala Bagian Biokimia FK UMSU

Kepala Bagian Mikrobiologi FK UMSU

Kepala Bagian Patologi Klinik FK UMSU

Pertinggal

PN YA W~
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Lampiran 3. Hasil Uji Fitokimia

MAJELIS PENDIDIKAN TINGGI PENELITIAN & PENGEMBANGAN
UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA
FAKULTAS KEDOKTERAN

Biro Administrasi : JI. Gedung Arca No. 53 Medan 20238 Telp. 061 — 7350163 Ext. 11 Fax. 061-7363488
Email : fk.umsu@yahoo.com

Perihal : Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (4verrhoa bilimbi L.)

Penelitian : Sigit Kurniawan (1608260025)

Judul Penelitian  : Uji Efektivitas Antibiotik Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (4verrhoa bilimbi
L.) dan Ekstrak Habatussauda (Nige/la Sativa L.) Terhadap Jumlah Leukosit
Mencit Jantan (Mus muscullus L.) Yang Terinfeksi Staphylococcus aureus

Tempat Penehtlan Laboratorlum BlOkm’lla FK UMSU »

SampeT Penelltlan Ekstrak Daun Behmbmg Wuluh (Averrhoa biIzmbi L )

Hasil Penehtmn ‘

Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi 1..)

No. | Parameter Uji | Pengamatan Hasil Metode
Pegujian | Pengujian
1. | Uji Flavonoid Merah 5
2. | Uji Fenol Hitam it
: . Kualitatif
3. | Uji Steroid Hijau +
Kehitaman
Medan, 20 Januari 2020
- Mengetahui,
Kepala Bagian Biokimia, Pelaksana,
(Za
(dr. Isra Thristy, M.Biomed) (Putri Jumairah, S.Si)
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Lampiran 4. Hasil Ekstraksi Daun Belimbing Wuluh

MAJELIS PENDIDIKAN TINGGI PENELITIAN & PENGEMBANGAN
UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA
FAKULTAS KEDOKTERAN

Biro Administrasi : JI. Gedung Arca No. 53 Medan 20238 Telp. 061 — 7350163 Ext. 11 Fax. 061-7363488
Email : fk.umsu@yahoo.com

Perihal - Hasil Ekstraksi dengan Proses Maserasi dan Evaporator
Penelitian : Sigit Kurniawan (1608260025)
Judul Penelitian - Uji Efektivitas Antibiotik Ekstrak Daun Belimbing Wuluh (4verrhoa

bilimbi L.) dan Ekstrak Habatussauda (Nige/la Sativa L.) Terhadap
Jumlah Leukosit Mencit Jantan (Mus muscullus L.) Yang Terinfeksi
Staphylococcus aureus

Tempat Penelitian  : Laboratorium Biokimia FK UMSU

Sampel Penelitian  : 549,11 gram Daun Belimbing Wuluh

Hasil Penelitian

Persiapan Simplisia

549,11 gram daun belimbing wuluh dibersihkan, kemudian dikeringkan dan dihaluskan diperoleh
194,43 gram berat kering (simplisia).

% Kadar Air Daun Belimbing Wuluh = = Basa’;éf::z:s:::;::;;m‘g e s X 100°/

549,11 gram—194,43 gram
- - gTam  100%
1000 gram

3547 %

Proses Maserasi

* Maserasi pada simplisia daun belimbing wuluh diperoleh 1,7 Liter Ekstrak yang masih
bercampur dengan etanol dan di evaporator diperoleh hasil ekstrak 29,65 gram dari 194,43 gram
simplisia daun belimbing wuluh dan 2 liter Etanol. .

Bobot sampel ekstrak (gram) 100%
Bobot sampel (gram) ?

% Rendemen Daun Belimbing Wuluh =

29,65 gram
= e IU%
194,43 gram

= 15,25%
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(Lanjutan)

Ekstraksi Daun Belimbing Wuluh dengan Metode Maserasi dan Evaporator

Hasil Preparasi

Ditimbang 194,43 gram
-Di rendam dengan pelarut etanol 70%
2 L selama 3 hari
i pada suhu ruang dan wadah tertutup
- Diaduk / di goyangkan sesekah«kah

Campuran Daun Belimbing Wuluh
dengan Pelarut etanol

-Dievaporator pada putaran 250 rpm dan pada suhu
maksimal 78°C ( sampai pelarut yang masih tercampur
habis teruapkan ) dan dikentalkan dengan hot plate

Hasil Ekstraksi

- Ditimbang
v

29,65 gram

Diagram Alir Ekstraksi Daun Belimbing Wuluh

dengan Metode Maserasi dan Evaporator

Medan, 21 Desember 2019

Mengetahui,
Kepala Bagian Biokimia, Pelaksana,
e
(728
(dr. Isra Thristy, M.Biomed) (Putri Jumairah, S.Si)
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Lampiran 5. Identifikasi Tumbuhan

HERBARIUM MEDANENSE
(MEDA)
UNIVERSITAS SUMATERA UTARA

J1. Bioteknologi No.1 Kampus USU, Medan -20155
Telp. 061-8223564 Fax. 061-8214290 E-mail. nursaharapasaribu@yahoo.com

Medan, 23 Desember 2019

NO : 378/MEDA/2019

Lamp -

Hal ; Hasil Identifikasi

Kepada Yth,

Sdr/i : Sigit Kurniawan

NPM : 1608260025

Instansi : Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Dengan hormat,

Bersama ini disampaikan hasil identifikasi tumbuhan yang saudara kirimkan ke Herbarium
Medanense, Universitas Sumatera Utara, sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonenae
Ordo : Geraniales
Family : Oxalidaceace
Genus : Averrhoa

Spesies : Averrhoa bilimmbi. L
Nama Lokal : Daun Belimbing Wuluh

Demikian, semoga berguna bagi saudara

Kcpala Herbarium Medanense.

asaribu, M.Sc
1990 03 2001
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Lampiran 6. Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
hasil kontrol negatif ,250 4 ,923 4 ,556

kontrol positif 214 4 ,963 4 , 798

P1 ,284 4 ,877 4 324

P2 ,305 4 ,800 4 ,101

P3 ,243 4 ,915 4 ,508

P4 273 4 ,903 4 447

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
7,531 5 18 ,001

Test Statistics®P

hasil
Chi-Square 16,050
df 5
Asymp. Sig. ,007

a. Kruskal Walllis Test

b. Grouping Variable:

kelompok
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Lampiran 7. Hasil Uji Kruskal Wallis

Ranks
kelompok N Mean Rank
hasil kontrol negatif 4 2250
kontrol positif 4 4,50
P1 4 16,25
P2 4 12,25
P3 4 11,63
P4 4 7,88
Total 24
Test Statisticsa®?
hasil
Chi-Square
16,050
df
5

a. Kruskal Walllis Test

10.

b. Grouping Variable: kelompok
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Asymp. Sig.

,007
Test Statistics?
hasil
Lampiran 8. Hasil Uji Post Hoc Mann-Whitney
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
kelompok | Asymp. Sig. (2-tailed) ,021 Sum of Ranks
hasil kontrol neq Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029° 26,00
kontrol positif 4 2,50 10,00
Total 8
a. Grouping Variable: kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol negatif 4 6,50 26,00
P1 4 2,50 10,00
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Total | 8 |

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
4 -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0290

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

(Lanjutan)
Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol negatif 4 6,50 26,00
P2 4 2,50 10,00
Total 8
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a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol negatif 4 6,50 26,00
P3 4 2,50 10,00
Total 8
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] [,029b
Test Statistics?
hasil
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
Zz -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029p
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(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol negatif 4 6,50 26,00
P4 4 2,50 10,00
Total 8
Test Statistics®
hasil
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b
a. Grouping Variable: kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol positif 4 2,50 10,00
P1 4 6,50 26,00
Total 8
Test Statistics?
hasil
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029
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(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
hasil kontrol positif 4 3,13 12,50
P2 4 5,88 23,50
Total 8

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U 2,500
Wilcoxon W 12,500
Zz -1,607
Asymp. Sig. (2-tailed) ,108
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,114b

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil kontrol positif 4 2,50 10,00
P3 4 6,50 26,00
Total 8

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b

81

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
hasil kontrol positif 4 3,88 15,50
P4 4 5,13 20,50
Total 8
Test Statistics?
hasil

Mann-Whitney U 5,500

Wilcoxon W 15,500

z -, 726

Asymp. Sig. (2-tailed) ,468

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,486P

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil P1 4 5,50 22,00
P2 4 3,50 14,00
Total 8
Test Statistics?
hasil

Mann-Whitney U 4,000

Wilcoxon W 14,000

VA -1,162

Asymp. Sig. (2-tailed) ,245

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,343b
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(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil P1 4 5,75 23,00
P3 4 3,25 13,00
Total 8

Test Statistics®

hasil
Mann-Whitney U 3,000
Wilcoxon W 13,000
VA -1,443
Asymp. Sig. (2-tailed) ,149
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,200P

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil P1 4 6,00 24,00
P4 4 3,00 12,00
Total 8

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U 2,000
Wilcoxon W 12,000
z -1,732
Asymp. Sig. (2-tailed) ,083
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,114b
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(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil P2 4 4,88 19,50
P3 4 4,13 16,50
Total 8

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U 6,500
Wilcoxon W 16,500
VA -,438
Asymp. Sig. (2-tailed) ,661
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,686P
a. Grouping Variable: kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
hasil P2 4 5,50 22,00
P4 4 3,50 14,00
Total 8
Test Statistics?
hasil
Mann-Whitney U 4,000
Wilcoxon W 14,000
z -1,162
Asymp. Sig. (2-tailed) ,245
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] | ,343b|

(Lanjutan)

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
hasil P3 4 5,25 21,00
P4 4 3,75 15,00
Total 8

Test Statistics?

hasil
Mann-Whitney U 5,000
Wilcoxon W 15,000
z -,866
Asymp. Sig. (2-tailed) ,386
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,486b

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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Lampiran 9. Dokumentasi

Gambar 1. Pengambilan daun Gambar 2. Menimbang Gambar 3. Pengeringan
Belimbing Wuluh daun Belimbing wuluh daun Belimbing wuluh

Gambar 4. Penghalusan Gambar 5. Perendaman Gambar 6. Penyaringan
daun Belimbing wuluh Etanol 70% daun Belimbing wuluh

—

Gambar 7. Hasil saringan Gambar 8. Pemanasan Gambar 9. Mencit yang
di evaporator hasil evaporator. digunakan
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Gambar 10.
Persiapan kandang
mencit

Gambar 11. Mencit
dimasukkan kedalam
kandana

kandang dan memberi

Gambar 13. Kandang
disusun di rak kandang

makan serta minum

Gambar 12. Pembersihan

Gambar 14. Mencukur bulu
mencit

Gambar 15. Anestesi
Mencit

Gambar 16.Membuat
luka sayat

Gambar 17. Induksi
bakteri pada luka
sayat

Gambar 18. Induksi
bakteri pada luka
sayat
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Gambar 13. Pewarnaan
gram

Gambar 13. Hasil
pewarnaan gram

Gambar 13. Uji
katalase

Gambar 13. Penanaman
kuman

Gambar 13. Hasil
penanaman

Gambar 13. Perbandingan
dengan McFarland

Gambar 13. Hasil uji
katalase

Gambar 13.
Menimbang bahan
uji

Gambar 13.
Memasukkan bahan
uji ke spuit
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Gambar 13. Proses
pencekokkan

Gambar 13.
Pengambilan darah
mencit dari jantung

Gambar 13. Sampel
darah yang akan
diperiksa

Gambar 13.
Haemocytometer

Gambar 13. Pembuatan
larutan pemeriksaan
leukosit

Gambar 13.
Pemeriksaan
leukosit

Gambar 13.
Pemeriksaan
fitokimia flavonoid

Gambar 13.
Pemeriksaan
fitokimia steroid

Gambar 13.
Pemeriksaan
fitokimia fenol
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Lampiran 11. Artikel Publikasi

UJI EFEKTIVITAS ANTIBIOTIK EKSTRAK DAUN BELIMBIMG WULUH

(Averrhoa bilimbi L) DAN EKSTRAKHABATUSSAUDA (Nigella sativa L)
TERHADAP JUMLAH LEUKOSIT MENCIT JANTAN (Mus musculus L) YANG
TERINFEKSI STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Sigit Kurniawan?, Yenita?
! Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Email: sigitkurniawan553@gmail.com

2 Departemen Farmakologi, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Email: yenita@umsu.ac.id

ABSTRAK

Latar Belakang: Penyakit infeksi adalah suatu penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme
yang menyerang pejamu, salah satunya infeksi kulit oleh bakteri Staphylococcus aureus. Beberapa
jenis penyakit yang bisa ditimbulkan akibat dari infeksi Staphylococcus aureus adalah pioderma,
infeksi nosokomial, infeksi pada luka, keracunan makanan, dan sindroma syok toksik. Masyarakat
Indonesia telah lama menerapkan pengobatan secara tradisional, dengan menggunakan tanaman
sekitar yang dipercaya berkhasiat untuk mengobati penyakit. Tumbuhan yang dapat dijadikan obat
tradisional yaitu daun belimbing wuluh dan habatussauda. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
tumbuhan ini mengandung senyawa yang bersifat sebagai antibakteri. Tujuan: Untuk mengetahui
efektivitas antibiotik ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dengan ekstrak
habatussauda (Nigella sativa L) terhadap jumlah leukosit pada mencit jantan (Mus musculus L) yang
terinfeksi Staphylococcus aureus. Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
dengan metode rancangan Post test with Control Group Design. Mencit dibagi menjadi 6 kelompok
yaitu K(-), K(+), P1,P2,P3 dan P4 dengan jumlah sampel 6 ekor perkelompok. Semua mencit dibuat
luka sayat pada punggung dan diinfeksi dengan bakteri Staphylococcus aureus. Diberi perlakuan
secara oral dengan cara dicekok. Hasil: Berdasarkan hasil uji hipotesis dengan uji Kruskal Walis
didapatkan nilai p=0,007 (p<0,05), terdapat perbedaan jumlah leukosit yang bermakna pada 6
kelompok penelitian. Kesimpulan: Terdapat perbedaan efektivitas dalam menurunkan jumlah
leukosit mencit jantan yang terinfeksi Staphylococcus aureus pada kelompok perlakuan. Kelompok
K(+) merupakan kelompok yang paling efektif menurunkan jumlah leukosit. Kemudian diikuti
kelompok P4,P3,P2 dan P1.

Kata Kunci: Leukosit, Staphylococcus aureus, Daun Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L),

Habatussauda (Nigella sativa L).
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ABSTRACT

Background: Infectious disease is a disease caused by microorganisms that attack host, one of
which is skin infection by Staphylococcus aureus. Some types of diseases that can be caused by
Staphylococcus aureus infections are pyoderma, nosocomial infections, infections of wounds, food
poisoning, and toxic shock syndrome. Indonesian people have long been applying traditional
medicine, using plants that are believed to be efficacious to treat diseases. Plants that can be used
as traditional medicine are leaves of starfruit and habatussauda starfruit. Based on previous
research, this plant contains compounds that are as antibacterial. Objective: To determine the
effectiveness of antibiotic extract of starfruit leaf extract (Averrhoa bilimbi L) with habatussauda
extract (Nigella sativa L) on the number of leukocytes in male mice (Mus musculus L) infected with
Staphylococcus aureus. Method: This study is an experimental study with a Post test with Control
Group Design method. Mice were divided into 6 groups namely K (-), K (+), P1, P2, P3 and P4 with
a total sample of 6 groups. All mice were cut on the back and infected with Staphylococcus aureus.
Administered orally by force-feeding. Results: Based on the results of hypothesis testing with the
Kruskal Walis test p value = 0.007 (p <0.05), there were significant differences in the number of
leukocytes in the 6 study groups. Conclusion: There was a difference in effectiveness in reducing
the number of leukocytes in male mice infected with Staphylococcus aureus in the treatment group.
Group K (+) is the most effective group to reduce the number of leukocytes. Then followed by
groups P4, P3, P2 and P1.

Keywords: Leukocytes, Staphylococcus aureus, Starfruit Leaves (Averrhoa bilimbi L),
Habatussauda (Nigella sativa L).

PENDAHULUAN

Penyakit infeksi adalah suatu penyakit
yang disebabkan oleh mikroorganisme yang [ ! ) _me
menyerang pejamu, mikroorganisme ini infeksi saluran kemih, osteomielitis,
disebut sebagai mikroorganisme patogen.!
Penyakit infeksi banyak terdapat di daerah
yang beriklim tropis seperti Indonesia, bahkan
ada yang bersifat endemik menetap berada

makanan, dan sindroma syok toksik.> 4
Genus  Staphylococcus

adalah pioderma dan infeksi pada Iluka,
sedangkan Infeksi yang lebih berat vyaitu
pneumonia, mastitis, phlebitis, meningitis,

endokarditis. Staphylococcus aureus juga dapat
menyebabkan infeksi nosokomial, keracunan

mempunyai

dalam masyarakat pada suatu tempat atau
daerah tertentu.? Pada tubuh manusia memiliki
berbagai macam sistem pertahanan untuk
melindungi tubuh dari berbagai macam
gangguan, baik sistem pertahanan internal
yang berkaitan dengan imunitas maupun
sistem pertahanan eksternal seperti kulit. Kulit
merupakan perlindungan pertama pada tubuh
manusia. Fungsi kulit yaitu melindungi tubuh
dari gangguan cuaca, zat-zat Kkimia dan
berbagai mikroorganisme seperti bakteri,
jamur, virus.®

Hampir setiap orang akan mengalami
beberapa jenis infeksi, salah satunya infeksi
kulit yang disebabkan oleh  bakteri
Staphylococcus aureus, karena bakteri ini
merupakan patogen utama untuk manusia.*
Infeksi Staphylococcus aureus ditandai dengan
kerusakan jaringan yang disertai abses.
Beberapa jenis penyakit yang bisa ditimbulkan
akibat dari infeksi  Staphylococcus aureus

paling sedikit 40 spesies. Tiga spesies yang
paling sering ditemukan dan juga mempunyai
kepentingan  Kklinis adalah  staphylococcus
aureus,  staphylococcus  epidermis  dan
staphylococcus saprophyticus. Staphylococcus
aureus bersifat koagulase positif, hal ini yang
membedakannya dari spesies yang lain.*

Staphylococcus  aureus  merupakan
bakteri gram positif yang berbentuk oval atau
bulat dengan ukuran berdiameter 0,7 — 1,2 pm,
tersusun dalam bentuk berkelompok yang tidak
teratur seperti buah anggur, bersifat fakultatif
anaerob, tidak membentuk spora dan tidak
bergerak serta mempunyai kapsul polisakarida
atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi
bakter. Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum
37°C, dan paling baik dalam membentuk pigmen
pada suhu kamar (20-25°C). 4

Pada bayi dan anak, infeksi kulit yang
paling sering terjadi adalah pioderma.® Pioderma
merupakan penyakit kulit yang disebabkan oleh



bakteri Staphylococcus aureus, Streptococcus
sp atau keduanya.” Penyakit pioderma terdiri
atas beberapa bentuk Klinis, yaitu impetigo,
ektima, folikulitis, furunkel dan karbunkel,
abses, erisepelas, selulitis, serta infeksi
sekunder pada kelainan kulit yang sudah
ada.Terjadinya pioderma umumnya dipengaruhi
oleh gizi, hygieni, iklim, keadaan atau penyakit
yang mendasari.®

Prevalensi pioderma dibeberapa negara,
seperti di Brazil, Ethiopia, Taiwan, dan lain-lain
adalah 0,2-35 %. Infeksi bakteri pada kulit
umumnya ditemukan pada anak-anak. Dalam
sebuah survei, dari 24% kasus dermatologi di
klinik anak di Amerika Serikat, didapati infeksi
bakteri kulit mencapai persentase paling tinggi
(17,5%).°

Berdasarkan  jenis  kelamin yang
mengalami pioderma, menunjukkan pasien
laki—laki sebesar 48.3% dan perempuan sebesar
51.7%. Sedangkan berdasarkan usia
menunjukkan umur dibawah 1 tahun berjumlah
sebesar 3.3% dan usia 1-5 tahun berjumlah
sebesar 46.7%. Berdasarkan laporan morbiditas
10 penyakit terbanyak divisi dermatologi
pediatrik di Indonesia dari RS Cipto
Mangunkusumo Jakarta, RS Hasan Sadikin
Bandung, RSUP Dr. Kariadi Semarang dan
RSU Dr. Soetomo Surabaya pasien pioderma
superfisialis pada bayi dan anak tahun 2010
menunjukkan prevalensi yang berbeda-beda
untuk setiap bentuk Kklinisnya. Pioderma
superfisialis terbanyak secara berturut-turut
adalah impetigo krustosa (45.7%), impetigo
bulosa (19.7%), folikulitis (15.1%), ektima
(7.2%), furunkel (1.2%) dan Kkarbunkel
(1.2%).10

Penelitian yang dilakukan di RSUP H.
Adam Malik Medan menyatakan bahwa
penderita pioderma superfisialis yang di data
pada periode tahun 2010-2012 berjumlah 87
orang, dengan frekuensi tertinggi pada tahun
2010 sebanyak 42 orang. Selama kurun waktu 3
tahun distribusi frekuensi berdasarkan jenis
kelamin ditemukan penderita bayi dan anak
laki-laki sebanyak 46 orang (52.9%) dan
perempuan sebanyak 41 orang (47.1%) dengan
frekuensi terbanyak pada kelompok umur 1-5
tahun sebanyak 41 orang (47.1%). Bentuk
klinis terbanyak adalah impetigo bulosa
sebanyak 38 orang (43.7%). Sedangkan untuk
lokasi lesi terbanyak pada wajah berjumlah 22
orang (25.3%). Dalam hal terapi pengobatan
terhadap pioderma superfisialis bervariasi
tergantung dari bentuk klinis, namun
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secara umum menggunakan kombinasi dari
antibiotika oral, krim antibiotika dan kompres
NaCl.®

Terjadinya infeksi  ditubuh  dapat
menyebabkan peningkatan kadar leukosit (sel
darah putih) yang disebut sebagai leukositosis.
Hal ini disebabkan karena leukosit merupakan
sel darah yang berfungsi sebagai pertahanan
tubuh dari serangan infeksi dan berperan sebagai
imunitas tubuh. !

Dalam melakukan pengobatan,
masyarakat Indonesia telah lama mengenal
dan menerapkan pengobatan secara tradisional,
berdasarkan pengalaman dan keterampilan
secara turun temurun diwariskan dari satu
generasi ke generasi berikutnya dengan
menggunakan tanaman-tanaman sekitar yang
dipercaya berkhasiat untuk mengobati suatu
penyakit. Pengobatan dengan cara tradisional
ini atau yang disebut dengan obat herbal masih
digunakan sampai sekarang. Hal ini dikarenakan
obat herbal lebih diterima dalam hal
kebudayaan, lebih terjangkau, lebih sesuai
didalam tubuh dan memiliki efek samping yang
ringan.’? ¥  Adapun beberapa tumbuhan yang
dapat dijadikan obat tradisional sebagai
antibakteri yaitu daun belimbing wuluh dan
habatussauda.'* > Selain itu, daun belimbing
wuluh juga digunakan sebagai pengobatan
penyakit seperti diabetes melitus, rematik,
gondongan, sariawan, sakit gigi, batuk, jerawat,
dan diare. ' Begitu juga dengan habatussauda,
juga banyak digunakan sebagai pengobatan
penyakit seperti diabetes melitus, sebagai
antioksidan, antikolesterol, antihistamin,
analgetik, dan imunodulator.1” 18 19

Daun  belimbing  wuluh  sebagai
antibakteri karena mengandung komponen kimia
aktif yang memiliki aktivitas antimikroba yaitu
senyawa flavonoid, fenol dan steroid. Golongan
senyawa flavonoid bekerja dengan cara
membentuk senyawa kompleks terhadap protein
ekstraseluler yang mengganggu keutuhan
membran sel bakteri dan merusak membran sel
tanpa dapat diperbaiki kembali.Fenol bekerja
dengan cara mengalami penguraian diikuti
penetrasi fenol kedalam sel dan menyebabkan
denaturasi protein sehingga akan mengganggu
pembentukan dinding sel bakteri dan pada saat
kadarnya tinggi menyebabkan koagulasi protein
sel dan membran sitoplasma mengalami lisis.
Steroid dapat berinteraksi dengan membran
fosfolipid sel yang bersifat permeabel terhadap
senyawa-senyawa lipofilik sehingga
menyebabkan integritas membran menurun serta



morfologi membran sel berubah vyang
menyebabkan sel rapuh dan lisis.*

Pada penelitian sebelumnya
menyatakan bahwa ekstrak daun belimbing
wuluh memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus secara in vitro pada
konsentrasi 2,5%, 5% dan 10% dengan luas
efek 7 mm, 9,67 mm dan 14,67 mm, semakin
tinggi konsentrasi semakin besar juga efek
antibakterinya. 2

Sedangakan  habatussauda  sebagai
antibakteri karena mengandung zat aktif yaitu
thymoquinone, tannin dan thymohidroquinone
yang berfungsi sebagai antibakteri.
Thymoquinone dan thymohidroquinone diduga
dapat membentuk komplek yang irreversible
dengan asam amino nukleofilik pada protein
bakteri sehingga menyebabkan inaktivasi
protein. Sementara tannin bekerja  dengan
mengadakan  komplek hidrofobik dengan
protein, menginaktivasi adhesi, enzim dan
protein  transport dinding sel sehingga
menggangu pertumbuhan bakteri.8

Pada penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya menujukkan bahwa  ekstrak
habatussauda dengan dosis 9 mg/mL, 7 mg/mL,
5 mg/mL, 3 mg/mL dan 1 mg/mL memiliki
efek antibiotik terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus, dengan efek tidak
berbeda nyata. 1°

Berdasarkan referensi diatas maka
peneliti tertarik untuk mengetahui perbandingan
efektivitas ekstrak daun belimbing wuluh dan
ekstrak habatussauda secara in vivo dalam
menurunkan kadar leukosit pada mencit jantan
(Mus musculus L)

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dengan metode rancangan Post
test with Control Group Design, untuk
mengetahui efektivitas antibiotik ekstrak daun
Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan
ekstrak Habatussauda (Nigella sativa L)
terhadap jumlah leukosit total pada mencit
jantan (Mus musculus L) yang terinfeksi
Staphylococcus aureus.
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Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara. Pembuatan
suspensi  bakteri  Staphylococcus  aureus
dilakukan di  Laboratorium  Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara. Pembuatan
ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi
L) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L)
dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara. Pengambilan sampel darah
hewan coba dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara. Kemudian
pemeriksaan sampel dilakukan di Laboratorium
Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah  Sumatera  Utara.  Proses
penelitian ini dilakukan dari bulan Agustus 2019
- Februari 2020.

Populasi Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah
hewan percobaan mencit jantan (Mus musculus
L) yang diperoleh dari Unit Pengelola Hewan
Laboratorium (UPHL) Departemen Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara.

Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian
ini adalah mencit jantan (Mus musculus L)
dengan kriteria inklusi berupa mencit jantan
(Mus musculus L), mencit dalam keadaan aktif
dan sehat, usia mencit 2 — 3 bulan, bobot mencit
20 — 35 g sebelum perlakuan dan Kkriteria
eksklusi  berupa mencit memiliki kelainan
anatomis dan mencit pernah digunakan sebagai
hewan coba pada penelitian sebelumnya. Besar
sampel dihitung dengan menggunakan rumus
federer, didapatkan hasil tiap kelompok
berjumlah 4 ekor ditambah 2 ekor sebagai
cadangan. Penelitian ini terdiri dari 6 kelompok.
Kelompok  kontrol  negatif (diinfeksi
Staphylococcus aureus tanpa perlakuan), kontrol
positif  (diinfeksi Staphylococcus aureus +
cefadroxil dosis 1,3 mg/20 gBB/hari), P1
(diinfeksi Staphylococcus aureus + ekstrak daun
belimbing wuluh 200 mg/kgBB/hari), P2
(diinfeksi Staphylococcus aureus + ekstrak daun
belimbing wuluh 400 mg/kgBB/hari), P3
(diinfeksi  Staphylococcus aureus + ekstrak
habatussauda 250 mg/kgBB/hari), P4 (diinfeksi
Staphylococcus aureus + ekstrak habatussauda
500 mg/kgBB/hari). Sebelum diberi perlakuan,
semua mencit di adaptasi selama 7 hari
kemudian diinfeksi dan dibiarkan selama 9 hari



untuk masa inkubasi setelah itu diberi
perlakuan selama 7 hari.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu kandang hewan, tampah, blender,
timbangan digital, pengaduk, sonde lambung,
ayakan, toples, masker, sarung tangan, kertas
label, mikropipet, tabung reaksi, rak tabung
reaksi, rotary evaporator, spuit, tabung sampel
darah, mikroskop, haemocytometer,tabung
minum mencit, tempat makan mencit, gunting,
scalpel, pisau cukur.

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini  yaitu mencit jantan (Mus
musculus L) dan pakan beserta minum, ekstrak
daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L),
ekstrak habatussauda (Nigella sativa L), bakteri
Staphylococcus aureus, cefadroxil, aquabidest
dan etanol 70%.

Pembuatan Luka Pada Mencit

Proses pembuatan luka pada mencit
yaitu bulu bagian punggung mencit dicukur,
kemudian mencit di anestesi menggunakan
lidocain dosis 0,2 ml, bagian yang sudah
dicukur dibersikan dengan alkohol 70%,
setelah itu lakukan penyayatan dengan
menggunakan mata pisau bedah dengan ukuran
panjang 1 cm dan kedalaman sampai subkutan,
bersihkan darah yang keluar dari luka
menggunakan NaCl 0,9%.%

Pemberian Bakteri Staphylococcus aureus
Bakteri terlebih dahulu diidentifikasi
untuk memastikan bahwa bakteri yang
digunakan adalah Staphylococcus aureus
dengan cara pewarnaan gram,uji katalase dan
uji koagulase. Setelah dipastikan bahwa bakteri
tersebut  adalah  Staphylococcus  aureu,
dilanjutkan dengan membuat suspensi bakteri
larutan McFarland 0,5 dengan cara melarutkan
0,05 ml BaCl; 1% dengan 9,95 ml H,SO4 1%,
kemudian menginokulasikan bakteri yang telah
dibiakkan di Nutrien Agar ke Nutrien Broth
kemudian diinkubasi selama beberapa jam
dalam inkubator dengan suhu 35-37 °C, setelah
itu membandingkan kekeruhannya dengan
larutan McFarland no.0,5, setelah
kekeruhannya sama dilanjutkan dengan
meneteskan  suspensi  bakteri pada luka
menggunakan mikropipet sebnayak 5 pl. %2
Pembuatan Ekstrak daun Belimbing wuluh

Pembuatan ekstrak daun belimbing
wuluh menggunakan metode maserasi, dengan
etanol 70% sebagai pelarut. Daun belimbing
wuluh diambil sebanyak 549,11 g, kemudian
dipotong kecil-kecil setelah itu dijemur
diudara terbuka hingga kering. Setelah kering,
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daun dihaluskan dengan cara diblender. 194,43
g daun Dbelimbing wuluh yang sudah
dihaluskan, direndam dengan pelarut etanol
70% sebanyak 2 liter sampai terendam
seluruhnya. Selanjutnya campuran dimasukkan
ke dalam toples kaca selama 2 hari dan
dilakukan pengadukan setiap hari. Hasilnya
disaring menggunakan Kkertas saring untuk
memisahkan filtrat dari ampas. Filtrat yang
diperoleh dari hasil saringan dipekatkan dengan

proses penguapan pada suhu 50°C
menggunankan rotary evaporator sampai
didapatkan ekstrak kental yang bebas dari
pelarut. Ekstrak yang dihasilkan selanjutnya
diencerkan menggunakan aquadest sesuai
dengan keperluan yang dibutuhkan.? 23
Ekstrak Habatussauda

Habatussauda dalam penelitian dibeli di
apotik X dengan merek Y dalam sediaan kapsul
yang komposisinya 100% murni habatussauda
dalam bentuk serbuk, tidak ada campuran zat
lain serta memiliki nomor registrasi POM.
Pemeriksaan Jumlah Leukosit

Pemeriksaan jumlah leukosit dilakukan
dengan diawali pengambilan darah mencit
melalui jantug, kemudian Darah diisap sampai
garis tanda 0,5 tepat, dihapus kelebihan darah
yang melekat pada ujung pipet. Dimasukkan
ujung pipet didalam larutan turk sambil
menahan darah pada garis tanda tadi. Pipet
dipegang dengan sudut 45° dan larutan turk
diisap perlahan-lahan sampai garis tanda 11.
Mengangkat pipet dari cairan, ditutup ujung
pipet dengan ujung jari lalu melepaskan karet
pengisap. Mengocok pipet selama 15- 30 detik.

Kemudian menyiapkan kamar hitung yang
bersih dengan kaca penutup terpasang mendatar
diatasnya. Dikocok pipet yang diisi tadi selama
3 menit terus menerus. Dibuang semua cairan
yang ada di dalam batang kapiler pipet (3 atau 4
tetes) dan segera disentuhkan ujung pipet itu
dengan sudut 30° pada permukaan kamar hitung
dengan menyinggung pinggir kaca penutup.
Dibiarkan kamar hitung terisi cairan perlahan-
lahan dengan daya Kkapilaritasnya sendiri.
Dibiarkan kamar hitung 2 atau 3 menit supaya
leukosit-leukosit dapat mengendap. Menghitung
semua leukosit yang terdapat dalam keempat
bidang besar pada sudut-sudut seluruh
permukaan yang dibagi. Jumlah sel yang
dihitung X 50 = jumlah leukosit per pl darah. 24



HASIL DAN PEMBAHSAN

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Daun Belimbing
Wauluh (Averrrhoa bilimbi L.)
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Tabel 4. Hasil Analisis Uji Normalitas
Shapiro-Wilk dan Uji Homogenitas.

Uji

No Uji Hasil
1 Flavonoid +
2 Fenol +
3 Steroid +

Dari hasil pemerikssan fitokima, daun
belimbing wuluh yang digunakan positif
mengandung senyawa Yyang berperan sebagai
antibiotik yaitu flavonoid, fenol dan steroid.

Normalitas Ui
No  Kelompok . Homogenitas
Shapiro- ) o ene Test
Wilk
1 Kontrol 0,556
Negatif
2 Kontrol 0,798
Positif
3 P1 0,324 0,001
4 P2 0,101
5 P3 0,508
6 P4 0,447

Tabel 2. Hasil identifikasi Bakteri
Staphylococcus aureus
No Uji Hasil
1 Pewarnaan gram Gram Positif
2 Katalase +
3 Koagulase +

Tabel 3. Hasil pemeriksaan jumlah leukosit
darah mencit jantan

Pada hasil analisis uji normalitas
menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan data
pada kontrol negatif p=0,556, kontrol positif
p=0,798, perlakuan P1 p=0,324, P2 p=0,101,
P3 p=0,508, P4 p=0,447 memiliki nilai

signifikansi  (p>0,05) vyang berarti data
berdistribusi  normal.  Selanjutnya uji
homogenitas menggunakan Levene  Test

didapatkan hasil p = 0,001 (p<0,05) yang berarti
data tidak homogen. Karena data tidak
homogen, maka dilanjutkan dengan uji Kruskal
Wallis.

Tabel 5. Hasil Uji Kruskal-Wallis disertai
dengan rata-rata dan standart deviasi.

Kontrol  Kontrol BW B;N HS1 HS2
Negatif  Positif p1 p? P3 P4
ful /ul /ul /ul
(/ul) W guy gy WD Gl

7.850 1.250 2.250 1.100 1.600 1.200
10.400 1.200 5.050 4.050 1.450 850

7.250 1.000 2.050 1.600 2.100 1.550
8.500 1.100 6.600 4.050 2.300 2.800

Dari tabel 3 terlihat bahwa jumlah leukosit
meningkat drastis pada kelompok kontrol negatif
yang hanya diberikan pakan standart,
dibandingkan kelompok kontrol positif dan 4
kelompok perlakuan P1, P2, P3 dan P4. Pada 4
kelompok perlakuan memiliki jumlah leukosit
yang tinggi dibandingkan dengan kelompok
kontrol positif. Pemberian perlakuan pada 4
kelompok perlakuan P1, P2, P3 dan P4
berpengaruh terhadap jumlah leukosit.

Rata-
No  Kelompok n rataxs.deviasi
1 Kontrol 4 8500 +
Negatif 1365,650
2 Kontrol 4 1137,50 +
Positif 110,868
3 P1 4 3987,50 £
2215,617
4 P2 4 2700 + 0,007
1572,154
5 P3 4 1862,50 +
402,854
6 P4 4 1600 +
849,510

Hasil uji Kruskal Wallis didapatkan
hasil p=0,007 (p<0,05), yang berarti bahwa
terdapat perbedaan jumlah leukosit yang
bermakna pada 6 kelompok hewan coba
tersebut. Untuk mengetahui kelompok mana
saja yang memiliki perbedaan, maka dilakukan
uji Post Hoc Mann-Whithney.



Tabel 6. Hasil Uji Mann-Whitney

Kelompok P Keterangan
Kontrol  Kontrol 0,021 Signifikan
Negatif  Positif

P1 0,021 Signifikan

p2 0,020 Signifikan

P3 0,021 Signifikan

P4 0,021 Signifikan

Kontrol P1 0,021 Signifikan

Positif

P2 0,108  Tidak Signifikan

P3 0,021 Signifikan
P4 0,468  Tidak Signifikan
P1 P2 0,245  Tidak Signifikan
P3 0,149  Tidak Signifikan

P4 0,083 Signifikan
P2 P3 0,661  Tidak Signifikan
P4 0,245  Tidak Signifikan
P3 P4 0,386  Tidak Signifikan
Dari  hasill  uji Mann-Whitney

didapatkan hasil perbandingan antara kelompok
kontrol negatif dengan lima kelompok lain,
perbandingan kontrol positif dengan P1 dan P3,
perbandingan P1 dengan P4 menghasilkan nilai
p<0,05 yang berarti memiliki perbedaan yang
signifikan. Sedangkan perbandingan kelompok
selebihnya menghasilkan nilai p>0,05, yang berarti
tidak memiliki perbedaan yang signifikan.

Dari penelitian uji efektivitas antibiotik
ekstrak daun belimbimg wuluh (Averrhoa bilimbi
L.) dan ekstrak habatussauda (Nigella sativa L.)
terhadap jumlah leukosit mencit jantan (Mus
musculus L.) yang terinfeksi Staphylococcus
aureus,dari  pemeriksaan  jumlah  leukosit
didapatkan hasil bahwa kelompok kontrol negatif
yang hanya diinfeksi Staphylococcus aureus dan
tidak diberi perlakuan mengalami peningkatan
jumlah leukosit dibandingkan kelompok lain yang
juga diinfeksi Staphylococcus aureus dan diberi
perlakuan,walaupun peningkatan tersebut masih
dalam rentang batas normal jumlah leukosit pada
darah mencit. Hal ini diperkirakan karena
pemberian suspensi kuman yang terlalu sedikit,
sehingga masih bisa dilawan oleh respon imunitas
dari tubuh mencit itu sendiri. Terjadinya
peningkatan leukosit sesuai dengan penelitian
sebelumnya mengenai infeksi mencit dengan
bakteri Staphylococcus aureus melalui intravaginal
yang menyebabkan peningkatan jumlah leukosit
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yang signifikan pada kelompok yang hanya
diinfeksi tanpa diberi perlakuan. 2

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan rata-rata jumlah leukosit dengan
nilai p=0,007 (p<0,05), yang berarti terdapat
perbedaan jumlah leukosit yang bermakna pada
keenam kelompok penelitian. Kemudian adanya
efek antibiotik pada ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) dosis 200 mg/kgBB/hari dan
400 mg/kgBB/hari serta ekstrak habatussauda
(Nigella sativa L.) dosis 250 mg/kgBB/hari dan 500
mg/kgBB /hari, dengan dosis yang paling efektif
yaitu dosis yang tertinggi. Namun, efek tersebut
lebih kecil jika dibandingkan dengan efek yang
ditimbulkan oleh cefadroxil. Efek yang ditimbulkan

olen cefadroxil sangat signifikan, sehingga
menyebabkan leukopenia.
Leukopenia dapat terjadi  akibat

turunnya jumlah salah satu ataupun keduanya dari
sel neutrofil dan limfosit. Terjadinya leukopenia
pada penelitian ini diperkirakan karena adanya
reaksi  idiosinkrasi  terhadap  obat, kerja
autoantibodi, respon terhadap stres ataupun
timbulnya efek samping dari obat cefadroxil.*
Adapun efek samping dari cefadroxil pada
gangguan darah yaitu trombositopenia, leukopenia,
agranulositosis, anemia aplastik dan anemia
hemolitik.?

Daun belimbing wuluh pada penelitian
ini juga mampu menurunkan jumlah leukosit.
Tetapi, ekstrak daun belimbing wuluh dosis 200
dan 400 mg/kgBB/hari pada penelitian ini,
menyebabkan penurunan dibawah batas normal
(leukopenia). Hal ini diperkirakan karena dosis
yang diberikan terlalu tinggi ataupun karena waktu
pemberian yang terlalu lama serta bisa juga
disebabkan oleh keduanya. Ekstrak daun belimbing
berperan sebagai antibiotik, sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa
ekstrak daun Dbelimbing wuluh memiliki efek
sebagai antibiotik terhadap bakteri Staphylococcus
aureus secara in vitro konsentrasi 2,5%, 5%, dan
10% dengan hasil semakin tinggi konsentrasi
semakin besar efek antibiotiknya.? Kemudian
penelitian yang lain menyatakan bahwa ekstrak
daun belimbing wuluh memiliki efek sebagai
antibiotik terhadap bakteri Staphylococcus aureus
pada mencit infeksi nifas yang diinfeksi melalui
intravaginal, kemudian 24 jam setelah pemberian
bakteri dan pemberian ekstrak daun belimbing
wuluh, dilakukan pengambilan darah melalui vena
orbital untuk diperiksa jumlah leukosit. Dosis
tertinggi pada penelitian tersebut merupakan dosis
efektif yaitu 400 mg/kgBB/hari..?



Efek antibiotik pada ekstrak daun
belimbing wuluh disebabkan oleh senyawa yang
terkandung dalam daun belimbing wuluh sesuai
dengan penelitian sebelumnya vyaitu senyawa
flavonoid, fenol dan steroid. Senyawa tersebut
berperan sebagai antibiotik dengan cara Kkerja
tersendiri. senyawa flavonoid bekerja dengan cara
membentuk senyawa kompleks terhadap protein
ekstraseluler ~ yang  mengganggu  keutuhan
membran sel bakteri dan merusak membran sel
tanpa dapat diperbaiki kembali. Fenol bekerja
dengan cara mengalami penguraian diikuti
penetrasi fenol kedalam sel dan menyebabkan
denaturasi protein sehingga akan mengganggu
pembentukan dinding sel bakteri dan pada saat
kadarnya tinggi menyebabkan koagulasi protein
sel dan membran sitoplasma mengalami lisis.
Steroid dapat berinteraksi dengan membran
fosfolipid sel yang bersifat permeabel terhadap
senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan
integritas membrane sel menurun serta morfologi
membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh
dan lisis. Hasil dari kerja semua kandungan diatas
menyebabkan bakteri akan mati .14

Hasil uji ekstrak habatussauda pada
penelitian ini, didapatkan hasil sangat efektif
dalam menurunkan jumlah leukosit dibandingkan
ekstrak belimbing wuluh,walaupun penurunannya
dibawah batas normal (leukopenia). Hal ini
diperkirakan karena dosis habatussauda 250 dan
500 mg/kgBB/hari terlalu tinggi ataupun waktu
pemberian yang terlalu lama serta bisa juga
disebabkan oleh keduanya sehingga menyebabkan
terjadinya leukopenia. Ekstrak habatussauda
memiliki efek antibiotik sejalan dengan penelitian
sebelumnya yang menyatakan  bahwa ekstrak
habatussauda memiliki efek antibiotik terhadap
bakteri Staphylococcus aureus secara in vitro
konsentrasi 9 mg/mL, 7 mg/mL, 5 mg/mL].3
mg/mL dan 1 mg/mL dengan hasil semua
konsentrasi tidak berbeda nyata.'® Penelitian yang
lain juga menyatakan bahwa ekstrak habatussauda
memiliki efek imunomodulator terhadap mencit
dengan pemberian ekstrak habatussauda selama 14
hari berturut-turut kemudian dilakukan
pemeriksaan jumlah leukosit pada hari ke 1, ke 7
dan ke 14 pemberian, didapatkan hasil leukosit
mengalami peningkatan dalam batas normal.
Dosis tertinggi yang merupakan dosis efektif yaitu
500mg/kgBB/hari.®

Berdasarkan  penelitian  sebelumnya
menyatakan ~ bahwa, habatussauda  sebagai
antibakteri karena mengandung zat aktif yaitu
thymoquinone, tannin dan thymohidroguinone
yang berfungsi sebagai antibakteri. Thymoquinone
dan thymohidroquinone diduga dapat membentuk
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komplek yang irreversible dengan asam amino
nukleofilik pada protein bakteri  sehingga
menyebabkan inaktivasi protein. Sementara tannin
bekerja dengan mengadakan komplek hidrofobik
dengan protein, menginaktivasi adhesi, enzim dan
protein transport dinding sel sehingga menggangu
pertumbuhan bakteri.?®

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  yang
dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa Induksi
bakteri Staphylococcus aureus pada mencit dengan
cara meneteskan pada luka sayat sebanyak 5 pl
dapat meningkatkan jumlah leukosit dengan
peningkatan yang masih dalam batas normal.

Ekstrak daun belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dosis 200 mg/kgBB/hari dan 400
mg/kgBB/hari serta ekstrak habatussauda (Nigella
sativa L) dosis 250 mg/kgBB/hari dan 500
mg/kgBB /hari,memiliki efek antibiotik dengan
menurunkan jumlah leukosit mencit jantan (Mus
musculus L) yang diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus, walaupun menyebabkan leukopenia.

Dosis efektif ekstrak daun belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) dalam menurunkan jumlah
leukosit yang diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus yaitu 400 mg/kgBB/hari.

Dosis efektif ekstrak habatussauda (Nigella
sativa L) dalam menurunkan jumlah leukosit yang
diinfeksi bakteri Staphylococcus aureus yaitu 500
mg/kgBB/hari.

Ekstrak habatussauda (Nigella sativa L) lebih
efektif dalam menurunkan jumlah leukosit yang
diinfeksi bakteri Staphylococcus  aureus,
dibandingkan dengan ekstrak daun belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L.)
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