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Abstract

Typhoid/paratyphoid disease is a major problem in Indonesia. Management of therapy
including the use of immunomodulator must be developed continuously. In this case
Phyllanthus niruri L is immunomodulator that has been useful to increase the animal and
human immunity. The purpose of this study was to know the influence of Phyllanthus niruri L
on the Salmonella infection focusing on spleen bacterial colonies. The experiment was
designed with post test-only control group to 18 Bab/C Mice infected by Salmonella
typhimurium divided into one control group and two experimental groups which have given
Phyllianthus niruri L of 3x 0.125 mg/day (P1) and 3x 0.25 mg/day (P2) orally. Statistical
analysis was used Oneway ANOVA test. The research result showed that treatmen Pl had

significant influence to decrease spleen bacterial colonies compared to control group.
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Pendahuluan

Salah satu penyakit infeksi yang ma-
sih menjadi masalah utama di Indonesia
adaah demam typhoid/paratyphoid, ter-
bukti dalam dekade terakhir insiden penya-
kit typhoid mencapai 350 — 810 per
100.000 penduduk per tahun.'” Selain itu
penyakit ini merupakan penyebab ter-
banyak dari seluruh kasus demam yang
dirawat di rumah sakit.’ Bahkan hasil
Riskesdas 2007 menunjukkan prevalensi
penyakit typhoid yang terdiagnosa tenaga
kesehatan saja mencapai 300 — 1600 per
100.000 penduduk per tahun.*

Penyakit  typhoid/paratyphoid di-
sebabkan oleh bakteri Salmonella typhi
atau paratyphi. Salmonella merupakan
bakteri gram negatif berbentuk batang,
bersifat motil dan patogenik dengan karak-
teristik pertumbuhan menghasilkan fer-
mentasi glukosa, mereduksi nitrat menjadi
nitrit, oksidase (-), katalase (+), tidak
membentuk spora, dan fakultatif aerobik.’
Membran sel tersusun atas komplek gliko-
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lipid yang disebut lipopolisakarida (LPS)
atau endotoksin, terdiri dari 3 lapisan yaitu
O-spesific polysaccaride di bagian luar,
core-polysaccaride di bagian tengah dan
lipid A di bagian dalam. Dengan struktur
LPS yang demikian lengkap menjadi-
kannya lebih resisten terhadap komplemen
jalur membrane attack complex (MAC) dan
dapat merintangi aktivasi sel T, khususnya
CD4 yang lebih mengenali epitop peptida
daripada polisakarida.’ Salmonella juga
mampu bertahan hidup dan bermultiplikasi
dalam makrofag yang memfagositnya.®

Penatalaksanaan penyakit typhoid
harus dilakukan dengan cepat dan tepat.
Keterlambatan penanganan bisa meng-
akibatkan terjadinya komplikasi berat be-
rupa perforasi usus, peritonitis, penurunan
kesadaran sampai dengan kematian.? Oleh
karena itu metode pengobatan yang efektif
perlu terus diupayakan, termasuk di antara-
nya penggunaan imunomodulator. Dalam
hal ini Phyllanthus niruri L (Meniran) me-
rupakan salah satu imunomodulator yang
telah teruji dalam meningkatkan imunitas
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pada binatang percobaan dan manusia serta
bermanfaat untuk pengobatan infeksi virus
maupun bakteri. Pada infeksi bakteri
biasanya digunakan sebagai adjuvan: (te-
rapi pendamping) antibiotik.’”

Sejalan dengan hal tersebut peneliti
ingin  menguji efek imunomodulator
Phyllanthus  niruri I pada patogenesis
infeksi Salmonella. Sebagaimana telah
diketahui bahwa untuk mengatasi penyakit
ini dibutuhkan sistem imun yang kuat yang
dapat ditingkatkan dengan efek imuno-
modulator Phyllanthus niruri L. Penelitian
bertujuan untuk mengetahui pengaruh
pemberian Phyllanmthus niruri L terhadap
patogenesis infeksi Salmorella sehingga
hasilnya diharapkan dapat menjadi bahan
pertimbangan dalam terapi typhoid.

Metode

Rancangan penelitian ini menggu-
nakan model mencit Balb/C yang diinfeksi
Salmonella typhimurium secara intraperi-
toneal. Hal ini menyebabkan penyakit
sistemik yang serupa dengan typhoid pada
manusia. Pemilihan model penelitian
dengan menggunakan hewan coba (mencit)
karena dalam penelitian ini dilakukan
- pengambilan organ limpa sehingga tidak
dapat dilakukan pada manusia. Sedangkan
alasan penggunaan serotype typhimurium
karena serotype typhi dan paratyphi se-
ringkali tidak dapat menyebabkan penyakit
pada hewan kelas rendah seperti mencit.?

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Biokimia dan Mikrobiologi FK Undip
pada bulan April — Mei 2007. Metode yang
digunakan adalah eksperimen laboratorium
dengan rancangan the post test-only con-
trol group. Perlakuan berupa pemberian
larutan ekstrak Phyllanthus niruri L yang
berasal dari Laboratorum Pengujian Mutu
Bahan Baku Obat Alam dan Agro Industri
Universitas Diponegoro dengan dosis ber-
tingkat pada mencit Balb/C yang diinfeksi
dengan bakteri Salmornella typhimurium
10° CFU (dari Bagian Mikrobiologi Fakui-
tas Kedokteran Universitas Diponegoro).
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Dosis pemberian larutan ekstrak Phyllan-
thus niruri L didasarkan pada konversi
dosis menurut Laurence & Bacharach
(1964) yaitu dosis manusia dikali 0,0026
sehingga didapatkan dosis untuk mencit 3
x 130 pg/hr. Untuk memudahkan pengen-
ceran maka dibuat rentang dosis yaitu 3 x
125 ug/hr dan 3 x 250 pg/hr.

Sampe! berjumlah 18 ekor. Setelah
diadaptasi selama Iminggu, dibagi dalam 2
kelompok perlakuan dan | kelompok kon-
trol. Pengelompokan menggunakan metode
acak sederhana dengan jumlah sampel
masing-masing kelompok 6 ekor. Kriteria
inklusi sampe! meliputi: galur murni, jenis
kelamin jantan, umur 8-10 minggu, berat
badan 20-30 gram, sebelum diinfeksi Sal-
monella typhimurium dalam kondisi sehat.
Sedangkan kriteria eksklusi dalam pe-
ngambilan sampel adalah mencit mati
sebelum tiba waktu observasi. Parameter
pengukuran variabel berupa jumlah koloni
bakteri organ limpa yang dikultur dalam
media Salmonella-Shigela Agar. Data
dicatat menggunakan lembar observasi dan
dianalisis secara statistik menggunakan uji
One way ANOVA dengan bantuan program
SPSS.

Hasil dan Pembahasan

Gambaran umum hasil penelitian dan
hasil analisis statistik menggunakan uji
Oneway ANOVA dapat dilihat pada Tabel
1. Dari Tabel 1. terlihat bahwa selisih rata-
rata antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan-1 adalah 116, antara
kelompok kontrol dengan kelompok per-
lakuan-2 adalah 54,83, dan antara kelom-
pok perlakuan-1 dengan -2 adalah 61,17.

Uji statistik dengan Oneway ANOVA
test menunjukkan nilai p < 0,05. Ini berarti
hipotesis nol ditolak sehingga diambil
kesimpulan bahwa ada perbedaan rata-rata
jumlah  koloni bakteri limpa antar
kelompok. Oleh karena itu dilanjutkan
dengan analisis Post Hoc test (LSD) untuk
mengetahui  perbedaan  masing-masing
kelompok. Hasil multiple comparisons
dengan Post Hoc test (LSD) dapat dilihat
pada Tabel 2.
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Tabel 1. Gambaran dan Analisis Perbedaan Jumlah Koloni Bakteri Limpa

Variabel Kontrol Perlakuan-1 Perlakuan-2  p. value*)
L (CFU/gry  (CFUjgn) {CFU/gr)
Koloni Bakteri 0,002
- Minimum 65 5 76
- Maksimum 229 85 119
- Mean 152,5 36,5 97,67
SD 58,2 28.56 21,5
Keterangan:
Kontrol :tanpa pemberian Phylianthus niruri L
Perlakuan-1 : pemberian Phyllanthus niruri L dosis 3 x 125 pg/hari
Perfakuan-2 : pemberian Phylianthus niruri L dosis 3 x 250 ug/hari
*) Uji Oneway ANOVA; CFU = Colony Forming Unit
Tabel 2. Hasil Post Hoc test (LSD) Jumlah Koloni Bakteri Limpa
N=17 Kontrol Perlakuan-1 Perlakuan-2
ontrol - 0,001 0,095
Perlakuan | 0,001 - 0,066
Perlakuan 2 0,095 0,066 -

Keterangan: sama dengan Table 1.

Tabel 2 memperlihatkan bahwa anta-
ra kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan-t  terdapat perbedaan yang
signifikan dengan nilai p < 0,05. Semen-
tara itu antara kelompok kontro! dengan
kelompok perlakuan-2 secara statistik tidak

terdapat perbedaan yang signifikan dengan
' nilai p > 0,05. Meskipun demikian secara
substansi terdapat perbedaan rata-rata yang
cukup besar, yaitu 54,83, Bepgitu juga
antara kelompok perlakuan-t dengan -2,
tidak terdapat perbedaan yang signifikan
dengan nilai p > 0,05.

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa Phyllanthus niruri L berperan
dalam menghambat patogenesis infeksi
Salmonella. Sebagaimana tampak pada
Tabel 2, antara kelompok kontrol dengan
kelompok yang mendapatkan Phyllanthus
niruri L dengan dosis 3 x 0,125 mg ter-
dapat perbedaan yang signifikan pada
hitung koloni bakteri limpa, di mana nilai
pada kelompok yang diberi Phyllanthus
niruri L lebih rendah daripada yang tidak.
Hal ini karena adanya efek imunomo-
dulator dari Phyllanthus niruri L yang da-
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pat meningkatkan fungsi sistem imun’

untuk mengeliminasi bakteri Salmonelia
sehingga meminimalisasi jumlah bakteri
yang menginvasi limpa.

Sementara itu pada kelompok per-
lakuan-2 dengan dosis 3 x 0,25 mg tidak
berbeda bermakna dibandingkan kelompok
kontrol. Hal ini dapat terjadi karena
sedikitnya jumlah sampel. Pernyataan ini
didukung adanya bukti bahwa meskipun
secara statistik tidak ada perbedaan, tetapi
secara substansi terdapat selisih rata-rata
yang cukup besar, yaitu 54,83. Selain itu
secara statistik perlakuan-2 juga tidak
berbeda dengan kelompok perlakuan-1
{yang berbeda dari kelompok kontrol).
Kenyataan lain adalah adanya perbedaan
pada gambaran histopatologi hepar antar 2
kelompok dengan perlakuan yang sama.

Semakin kuat sistem pertahanan/
imunitas tubuh maka akan semakin kecil
kesempatan bateri untuk lolos dan men-
capail organ limpa. Sekitar 1 jam setelah
diinfeksi secara intravena atau intraperi-
toneal (Fase 1), lebih dari 90% kuman di-
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tangkap dan dirusak oleh fagosit residen.
Pada Fase Il yang disebut dengan tahap
pertumbuhan eksponensial, kuman masuk
ke dalam sirkulasi melalui pembuluh limfe,
kemudian melakukan invasi dan bermulti-
flikasi di hepar dan limpa. Neutrofil sangat
penting pada fase ini sebagai pertahanan
host dalam menghambat pertumbuhan bak-
teri. Pada Fase III yang terjadi setelah 3-7
hari, bakteri tumbuh pesat dan menetap di
hati dan limpa. Makrofag yang teraktivasi
memproduksi sitokin proinflamasi untuk
meningkatkan killing sel NK. Fase pem-
bersihan terjadi setelah minggu ketiga
infeksi dengan melibatkan imun adaptif.

Infeksi Salmonella menyebabkan
limpa mengalami hiperplasia dan hiper-
tropi akibat proliferasi limfosit di pulpa
merah serta infiltrasi neutrofil dan makro-
fag ke dalam limpa. Aktivasi limfosit lim-
pa disebabkan oleh respon imun dan peran
makrofag serta sel NK dengan dikeluar-
kannya sitokin seperti IFNy dan TNFa.
Pada gambaran histopatologi mungkin
tampak splenitis, nekrosis multifokal dan
sering disertai dengan koloni bakteri.'
Sedangkan pada pemeriksaan fisik akan
teraba splenomegali.®

Respon imun terhadap salmonella
meliputi sistem imun natural (innate} dan
sistem imun adaptif (acquired). Sistem
imun natural berfungsi untuk mengiden-
tifikasi dan melawan mikroba serta pe-
nanda imun adaptif.'"'? Respon imun
natural dimulai dengan pengenalan kom-
ponen bakteri seperti LPS dan DNA,
diikuti penangkapan dan penghancuran
bakteri oleh sel fagosit yang memfasilitasi
proteksi host terhadap infeksi. Peran ini
dilakukan oleh makrofag, sel NK, dan
neutrofil.'> Makrofag akan bekerjasama
dengan sel NK dan neutrofil untuk meng-
eliminasi bakteri dengan bantuan mediator
inflamasi seperti TNFa, [FNy, IL-1, -6, -8,
-12, -15, dan -18. Makrofag dan neutrofil
mampu melakukan fagositosis dan men-
cerna serta merusak bakteri secara en-
zimatik dan respiratory burst. Sementara
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itu sel NK berperan untuk melisis sel yang
terinfeksi sehingga bakteri yang hidup
didalamnya (intrasel) dapat dieliminasi.”

Selain imunitas alami, sistem per-
tahanan host terhadap Salmonella juga
melibatkan imunitas didapat/adaptif. Pada
respon imun adaptif sel yang berperan
adalah APC, sel T dan sel B. Sel T
diperlukan untuk ekspresi penuh imunitas
terhadap Salmonella. Cluster designation 4
(CD4) berperan dalam membantu aktivasi
dan diferensiasi sel B dalam membentuk
anti bodi, membantu pembentukan CD8
spesifik salmonella dan pengaturan pem-
bentukan granuloma untuk membatasi
penyebaran bakteri. Cluster designation 8
(CDS8) ini dapat melisis sel yang terinfeksi
dan memproduksi sitokin yang dibutuhkan
untuk pengerahan dan aktivasi fagosit. '“'?

Dalam hal ini Phyllanthus niruri L
berfungsi untuk mengoptimalkan fungsi
sistern imun. Kandungan kimia Phylian-
thus niruri L berupa Lignan (phyllanthine,
hypophyllantine, phyltetraline, lintetralin,
niranthin, nirtetralin, nirurin, niruside,
niephyline); Terpen (cymene, limonene,
lupeol, lupeol acetate); Flavonoid (quer-
cetin, quercitrin, isoquercitrin, astragalin,
rutine, physetinglucoside); Lipid (ricino-
leic acid, dotriancontanoic acid, linoleic
acid, linolenic acid); Benzenoid (methil-
salisilate); Alkaloid (norsecurinine, 4-
metoxinor securinine, entnor securining,
nirurine); Steroid (bera sitosterol); Alca-
nes (triacontanal, triacontanol); dan zat
lain (vitamin C, tannin, saponin). 16

Ekstrak Phyllanthus wniruri L telah
melalui uji klinis dan pre-klinis di bebe-
rapa rumah sakit besar. Uji klinis acak buta
ganda mengenai efek pemberian imuno-
stimulan ekstrak Phyllanthus niruri L pada
pasien infeksi saluran nafas akut oleh
berbagai etiologi pada anak yang di-
lakukan di Bagian [lmu Kesehatan Anak
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
Jakarta, menunjukkan hasil yang baik ter-
utama dalam mempercepat turunnya suhu
badan. Lebih lanjut penggunaan ekstrak
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Phyllanthus  wmiruri [ sebagai  ajuvan
dengan obat antituberkulosis juga me-
nunjukkan perbaikan yang bermakna di-
bandingkan dengan plasebo. Demikian
juga penelitian pemberian ekstrak Phyllan-
thus niruri sebagai ajuvan pada terapi
varisela di Bagian Kulit RSU Tangerang
menunjukkan penyembuhan yang lebih
cepat dibandingkan dengan penggunaan
placebo.”

Phyllanthus  niruri  juga terbukti
mampu meningkatkan kemotaksis dan
fagositosis makrofag.'” Ini penting mengi-
ngat Salmonella mampu menghambat fusi
fago-lisosom sehingga dapat bertahan
hidup dalam makrofag vang memfagosit-
nya dan bahkan mampu melakukan mul-
tiplikasi di dalam fagosom yang tidak
berfusi.® Selain itu Phyllanthus niruri L
juga mampu meningkatkan kemotaksis
neutrofil dan meningkatkan sitotoksis sel
NK." Peran neutrofil ini terutama di-
perlukan pada fase ke-2, yaitu mulai hari I
sampai III,Ig di mana LPS dari Salmonella
typhimurium akan mengaktivasi neutrofil,
baik secara ]angsung maupun melalui
aktifitas komplemen.> Interaksi antara
Salmonelia typhimurium dan sel host akan
memprovokasi dikeluarkannya 1L-8 dan

" molekul proinflamasi lainnya. Sekresi IL-8
diinduksi NF-xB yang diperantarai oleh
penarikan dan peningkatan Ca’" intrasel.
Sedangkan peningkatan Ca" intrasel sen-
diri dipengaruhi oleh invasi Salmonella ke
dalam sel. IL-8 inilah yang berperan utama
dalam aktifitas marginasi dan migrasi
neutrofil. 2

Di sisi lain, peran sel NK juga sangat
dibutuhkan kerena Sal/monella typhimur-
ium merupakan bakteri intrasel yang
mampu hidup dan berkembang biak di
dalam sel dalam jangka waktu yang sangat
lama.”' Sel NK akan menghancurkan sel
yang terinfeksi seperti halnya CD-8 se-
hingga bakteri yang ada didalamnya dapat
dieliminasi.’ Tidak sebatas itu, Phyllanthus
niruri L terbukti mampu meningkatkan
sekresi TNFa, IFNy, dan [L-4. Phyllanthus
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niruri L juga dapat meningkatkan
proliferasi sel T dan produkst imuno-
globulin M-.(IgM) serta imunoglobulin G
(1gG).”

Pada hasil penelitian ini yang me-
narik adalah bahwa dosis yang lebih kecil
(3x 0,125 mg/hr) memberikan hasil lebih
baik daripada dosis yang lebih besar (3x
0,25 mg/hr). Akan tetapi hal ini bukanlah
sesuatu vyang luar biasa karena hasil
penelitian serupa juga terjadi pada pene-
litian tentang pengaruh ekstrak bawang
putih terhadap respon imun seluler mencit
Balb/C yang diinfeksi Salmonella typ-
himurium. Disebutkan bahwa kelompok
dengan dosis ekstrak bawang putih 2
mg/hari mempunyai swrvival rate lebih
besar dan jumlah koloni lebih rendah
daripada kelompok dengan dosis yang
lebih besar (4 mg/hari).'® Dengan demikian
semakin tinggi dosis tidak selalu berarti
semakin tinggi efek obat. Bahkan bisa
muncul efek sebaliknya, seperti yang
terjadi pada Aspirin sebagat obat penurun
panas yang justru akan menyebabkan pe-
ningkatan panas tubuh pada dosis berlebih
dan alkohol 70% sebagai antiseptik yang
akan kehilangan efek antiseptiknya bila
konsentrasi ditingkatkan.?

Kesimpulan

Phyllanthus  niruri L bermanfaat
untuk menghambat patogenesis infeksi
Salmonella. Hal ini dibuktikan dengan
adanya perbedaan jumlah koloni bakteri
limpa, di mana jumlah koloni bakteri lebih
rendah pada kelompok yang mendapatkan
Phyllanthus wniruri L dibandingkan dengan
kelompok kontrol yang tidak mendapatkan
Phyilanthus niruri L.
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