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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK JAHE MERAH TERHADAP KADAR
TNF-a DAN SERUM MALONDIALDEHIDA
(Studi Eksperimental Pada Tikus Jantan Galur Wistar yang Diinfeksi Bakteri
Pseudomomonas aeruginosa)

ABSTRAK

Latar Belakang : Pseudomonas aeruginosa adalah patogen utama penyebab infeksi
nosokomial di Rumah Sakit, serta dapat menginfeksi luka terbuka, luka bakar hingga
pneumonia nekrosis. Beberapa studi tanaman menunjukkan adanya zat antioksidan
salah satunya jahe merah. Penelitian menunjukkan ekstrak jahe merah mengandung
komponen bioaktif gingerol dan shogaol bersifat antioksidan dan antimikroba. Tujuan
penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jahe merah terhadap
kadar TNF-o dan serum malondialdehida pada tikus yang diinfeksi bakteri
Pseudomonas aeruginosa.

Metode : Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental dengan
rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design. Subyek penelitian
berjumlah 30 ekor tikus wistar yang dibagi acak menjadi 5 kelompok. K (-) kelompok
tikus tanpa diinfeksi P.aeruginosa. K(+) kelompok tikus yang diinfeksi P.aeruginosa
10® CFU per ekor tanpa diberi ekstrak jahe merah. P1, P2 dan P3 di infeksi
P.aeruginosa dan diberi ekstrak jahe merah dengan dosis 20mg, 40mg dan
80mg/KgBB/hari selama 7 hari. Hari ke 8 pemeriksaan kadar TNF-o. dan MDA.

Hasil Penelitian : Hasil uji One Way Anova menunjukkan perbedaan yang bermakna
pada kadar TNF-a dan kadar MDA dengan nilai p=0,000. Rerata kadar TNF-a pada
kelompok K(-), K(+), P1, P2, P3 adalah 5.76, 17.89, 12.29, 9.03, 7.07 pg/mL dan
rerata kadar MDA adalah 1.33, 11.10, 5.09, 3.87, 3.00 mmol/mL. Hasil uji Tukey
menunjukkan kadar TNF-o antar kelompok memiliki perbedaan yang signifikan pada
semua kelompoknya (p=0.000) dan perbedaan yang signifikan juga pada kadar MDA
(P=0,000).

Kesimpulan : Ekstrak jahe merah berpengaruh terhadap penurunan kadar TNF-a dan
serum MDA pada tikus yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa.

Kata Kunci : Jahe merah, Pseudomonas aeruginosa, TNF-a, MDA
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THE EFFECT OF RED GINGER EXTRACT ON TNF-a AND SERUM
MALONDIALDEHYDE LEVELS

(Experimental Study on Wistar Strain Male Rats Infected with Pseudomonas
aeruginosa Bacteria)

ABSTRACT

Background: Pseudomonas aeruginosa is the main pathogen causing nosocomial
infections in hospitals, also can infect open wounds, combustio and necrotizing
pneumonia. Several plant studies show the presence of antioxidants, one of them is
red ginger. Research shows that red ginger extract contains the bioactive components
gingerol and shogaol which have antioxidant and antimicrobial properties. The
purpose of this research is determine the effect of red ginger extract on TNF-a and
serum malondialdehyde levels in rats infected with Pseudomonas aeruginosa
bacteria.

Methods: This study uses an experimental research design with Post Test Only
Control Group Design. The research subjects were 30 wistar rats which were
randomly divided into 5 groups. K (-) group of mice without P. aeruginosa infection.
K(+) group of rats infected with P. aeruginosa 108 CFU per head without red ginger
extract. P1, P2 and P3 were infected with P. aeruginosa and were given red ginger
extract at a dose of 20mg, 40mg and 80mg/KgBB/day for 7 days. Day 8 examination
of TNF-a and MDA levels.

Results :The results of the One Way Anova test showed a significant difference in
TNF- levels and MDA levels with p value = 0.000. The mean levels of TNF- in
groups K(-), K(+), P1, P2, P3 were 5.76, 17.89, 12.29, 9.03, 7.07 and the mean MDA
levels were 1.33, 11.10, 5.09, 3.87, 3.00. Tukey's test results showed TNF-a levels
between groups had a significant difference in all groups (p=0.000) and a significant
difference also in MDA levels (P=0.000)

Conclusion : Red ginger extract had an effect on decreasing TNF-a and serum MDA
levels in rats infected with Pseudomonas aeruginosa bacteria.

Keywords : Red ginger, Pseudomonas aeruginosa, TNF-a, MDA



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Pseudomonas aeruginosa merupakan patogen utama penyebab infeksi
nosokomial di Rumah Sakit.! Pseudomonas aeruginosa dapat menginfeksi luka
terbuka, luka bakar hingga menyebabkan pneumonia nekrosis.> Peningkatan
insiden infeksi nosokomial oleh Pseudomonas aeruginosa pada pasien di Rumah
Sakit diikuti peningkatan kejadian resistensi terhadap berbagai antibiotik seperti
B-lactam, ciprofloxacin, tobramycin dan colistin.® Resistensi terhadap antibiotik
dapat menyebabkan lamanya waktu penyembuhan, meningkatkan resiko
kematian, memperbanyak carrier di masyarakat, memperbanyak bakteri yang
resisten dan memperpanjang masa rawat inap di Rumah Sakit.* Tubuh memulai
fase inflamasi saat terjadi luka, neutrofil dan makrofag akan masuk ke dalam
jaringan yang mengalami luka dan sel-sel tersebut akan memproduksi Reactive
Oxygen Spesies (ROS). Tingginya ROS akan menyebabkan kondisi stress
oksidatif yang berlebihan ditandai dengan adanya Malondialdehida (MDA) yang
terbentuk dari proses peroksidasi lipid.” Tumor Necrosis Factor (TNF-a)
merupakan sitokin utama pada respon inflamasi akut.® Infeksi yang berat dapat
memicu produksi TNF-o dalam jumlah yang besar dan menimbulkan reaksi

sistemik.” Jahe merupakan tanaman yang mudah didapatkan di Indonesia. Jahe



merah banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku obat karena memiliki
kandungan oleoresin dan minyak atsiri yang lebih tinggi dibandingkan dengan
jahe lainnya.® Ekstrak jahe merah mengandung komponen bioaktif gingerol dan
shogaol bersifat antioksidan serta antimikroba.” Oleh karena itu perlu dibuktikan
pengaruh antioksidan dari ekstrak jahe merah terhadap penyembuhan infeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan melihat kadar serum MDA dan TNFa.
Survei prevalensi yang dilakukan WHO di 55 rumah sakit dari 14 negara
yang mewakili 4 Kawasan WHO (Eropa, Timur Tengah, Asia Tenggara dan
Pasifik Barat) menunjukkan rata-rata 8,7% dan Asia Tenggara sebanyak 10,0%
pasien rumah sakit mengalami infeksi nosokomial.! Data prevalensi dari 10
Rumah Sakit Umum (RSU) pendidikan di Indonesia melaporkan bahwa angka
kejadian infeksi nosokomial yaitu 6-16% dengan rata-rata 9,8%." Di Surakarta
dilakukan penelitian mengenai angka dan pola kuman pada dinding, lantai, dan
udara ruang ICU (Intensive Care Unit) RSUD Dr. Moerwadi. Hasil yang
didapatkan bahwa pertumbuhan kuman dinding sebesar 4,33%, lantai 15,18%
dan udara 80,48%. Pola kuman yang ditemukan pada dinding dan lantai adalah
Acinetobacter baumanii, Staphylococcus sp. dan Bacillus sp. Sedangkan pola
kuman yang ditemukan pada sampel udara adalah Morexella lacunata,
Staphylococcus sp., Bacillus sp., Klebsiella pneumonia, Pseudomonas

aeruginosa dan Escherisia coli.*



Terdapat beberapa penelitian sebelumnya yang telah memaparkan
kandungan dan khasiat jahe merah. Ekstrak jahe merah terbukti pada penelitian
yang dilakukan oleh Dewi (2019) dapat berpengaruh signifikan terhadap zona
hambat bakteri dan ekstrak jahe merah memiliki daerah hambat tertinggi
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.’’ Penelitian yang dilakukan oleh
Arinta pada tahun 2019 menyebutkan bahwa pemberian kombinasi jahe merah
dan alang-alang mampu menurunkan kadar TNF-o serum tikus OA, begitupula
penelitian yang dilakukan oleh Dedian (2019) kombinasi dekokta rimpang jahe
dan alang-alang mampu meningkatkan kadar Superoxide Dismutase (SOD) dan
menurunkan MDA serum.*? Berdasarkan penelitian Fadhila (2019), melaporkan
bahwa dosis jahe merah 200 mg/KgBB per oral terbukti memiliki efek anti
inflamasi yang dibuktikan dengan penurunan kadar TNF-a.’

Kandungan bioaktif gingerol dan shogaol pada jahe merah mampu
memberikan aktivitas farmakologi, seperti antiinflamasi dan antioksidan.'®
Shogaol dan gingerol merupakan senyawa fenolik yang mampu menekan
aktivitas anti-inflamasi dengan cara menekan sitokin proinflamasi yaitu TNF-a
dan IL-1B." Senyawa gingerol menghambat sitokin dalam meningkatkan sel
radang melalui penekanan ekspresi mediator proinflamasi COX2 secara langsung
di mana mediator ini bertanggungjawab dalam peradangan persisten. Gingerol
juga menghambat peningkatan NF-kB yaitu salah satu komponen inflamasi.™®

NF-kB merupakan faktor transkripsi yang mengontrol pengeluaran sejumlah gen



penting dalam proses imunitas dan inflamasi diantaranya adalah GM-CSF, IL-6,
IL-2 dan TNF-a.® Selain itu gingerol mampu menghambat ROS dengan
mekanisme penghambatan xantin oxidase sehingga radikal bebas tidak terbentuk.
Penurunan radikal bebas menghambat peroksidasi lemak sehingga menurunkan

kadar MDA serum.*?
1.2. Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak jahe merah terhadap kadar TNF-

a dan serum MDA pada tikus yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa ?

1.3. Tujuan Umum

Penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jahe merah
terhadap kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus jantan galur wistar yang

diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa.

1.4. Tujuan Khusus

1.4.1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis
20mg/KgBB/hari terhadap kadar TNF-a dan MDA pada tikus yang diinfeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa.

1.4.2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis
40mg/KgBB/hari terhadap adar TNF-o. dan MDA pada tikus yang diinfeksi

bakteri Pseudomonas aeruginosa.



1.4.3.

1.44.

1.4.5.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis 80
mg/KgBB/hari terhadap kadar TNF-o dan MDA pada tikus yang diinfeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa.

Untuk mengetahui kadar TNF-a. dan serum MDA pada tikus yang diinfeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa (kelompok kontrol).

Untuk menganalisis perbedaan kadar TNF-o dan serum MDA pada tikus yang
diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa (kelompok kontrol dan kelompok

perlakuan).

1.5. Manfaat Penelitian

1.5.1.

1.5.2.

Manfaat Teoritis

Dapat menjawab pengaruh pemberian ekstrak jahe merah terhadap kadar
TNF-o dan MDA pada tikus jantan galur wistar yang diinfeksi bakteri

Pseudomonas aeruginosa sebagai pengembangan ilmu ilmiah.

Manfaat Praktis

Mengembangkan pemanfaatan ekstrak jahe merah sebagai antibakteri untuk

terapi infeksi Pseudomonas aeruginosa.

1.6. Originalitas penelitian

Originalitas penelitian ini menyajikan perbedaan penelitian yang akan

dilakukan dengan penelitian sebelumnya. Dedian pada penelitian sebelumnya

menggunakan kombinasi ekstrak jahe merah dan alang-alang sebagai variabel



bebasnya sedangkan pada penelitian ini menggunakan ekstrak jahe merah saja,
variabel tergantungnya adalah kadar serum SOD dan kadar MDA tikus
osteoartritis, sedangkan penelitian ini menggunakan TNF-a dan serum MDA
yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa. Penelitian Arinta dengan
variabel bebas yaitu kombinasi ekstrak jahe merah dan alang-alang sedangkan
pada penelitian ini hanya menggunakan ekstrak jahe merah, variabel
tergantungnya adalah TNF-a serum tikus OA, pada penelitian ini TNF-a dan
serum MDA pada tikus yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa.
Penelitian fajar menggunakan variabel bebas ekstrak etanol dan fraksi rimpang
jahe merah dengan variabel tergantung adalah uji aktivitas antibakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus, pada penelitian ini hanya
menggunakan ekstrak jahe merah sebagai variabel bebas dan kadar TNF-a dan

serum MDA sebagai variabel tergantung.



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Penelitian
Arinta Maipa Pengaruh Kombinasi Penelitian Pemberian kombinasi
Diapati , Dekokta Zingiber eksperimental dekokta RJMA pada
Merlita officinale var rubrum dengan desain dosis 9+40
Herbani, Doti dan Imperata control group mg/ekor/hari (P1),
Wahyuningsih ~ cylindrica Terhadap posttestonly  18+40  mg/ekor/hari
2019 Kadar TNF-a Serum (P2) dan  36+40
Tikus Osteoartritis mg/ekor/hari (P3)
mampu  menurunkan
kadar TNF-a serum
tikus OA.
Dedian Fajar Efek Kombinasi Penelitian Kombinasi ekstrak
Rachman, Dekokta Rimpang eksperimental jahe merah dan alang-
Merlita Zingiber  officinale dengan alang pada  dosis
Herbani, Doti var  rubrum  dan rancangan 18+40 mg dan 36+40
Wahyuningsih  Rimpang Imperta Control Group mg dapat menurunkan
2019 clindrica  Terhadap Post TestOnly kadar MDA serum
Kadar Superoxide tikus OA
Dismutase (SOD)
Serum dan
Malondialdehyde
(MDA) serum Tikus
Osteoartritis
Fajar Uji Aktivitas Penelitian Ekstrak etanol dan
Jamaluddin Antibakteri Terhadap eksperimental fraksi rimpang jahe
Sandhori Pseudomonas dengan merah (Zingiber
2018 aeruginosa dan rancangan The officinale var.Rubrum)
Staphylococcus Post Test Only memiliki aktivitas
aureus Dari Ekstrak Control Group antibakteri  terhadap

Etanol dan Fraksi

Design

bakteri Staphylococcus

Rimpang Jahe Merah aureus dan
(Zingiber  officinale Pseudomonas
var.Rubrum) aeruginosa




BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tumor Necrosis Factor (TNF-a)

TNF-o adalah protein 17kDa yang pada awalnya ditemukan sebagai
molekul yang terkait dengan nekrosis tumor tikus. TNF-a merupakan faktor
proinflamasi penting yang memberikan kontribusi berbagai patologi. Pemberian
sistemik TNF-a menghasilkan manifestasi yang sangat mirip dengan sepsis
termasuk hipotensi, asidosis metabolik, infiltrasi paru difus, perdarahan paru
dan gastrointestinal, nekrosis tubular dan kematian.™

TNF-a berperan dalam pertahanan pejamu untuk melawan infeksi bakteri,
virus dan parasit. TNF-o diproduksi makrofag dan diaktifkan oleh sel T
limfosit, antigen, sel NK, dan sel mast. TNF-a sering tidak terdeteksi pada
individu sehat namun ditemukan dalam kondisi inflamasi serta infeksi dalam
serum. TNF-a bekerja terhadap leukosit dan endotel, menginduksi inflamasi
akut pada kadar yang rendah karena TNF-a merupakan pirogen yang kuat.
TNF-o berperan pada inflamasi sistemik pada kadar yang sedang. TNF-a
menimbulkan kelainan patologis berupa syok septik pada kadar tinggi, sebab

TNF-a memiliki sifat sitotoksik. *°



2.2. Malondialdehida (MDA)

Malondialdehida (MDA) adalah senyawa kristal higroskopi yang bewarna
putih dan terbentuk dari hidrolisis asam 1,1,3,3- tetraethoxypropane. MDA
merupakan produk akhir peroksida lipid dalam tubuh dan produk dekomposisi
dari asam amino, karbohidrat kompleks, pentose dan heksosa. Selain itu
malondialdehida adalah produk yang dihasilkan oleh radikal bebas melalui
reaksi ionisasi didalam tubuh dan produk samping biosintesis prostaglandin
yang merupakan produk akhir dari oksidasi lipid membran, sehingga kadar
malondialdehida menjadi salah satu penanda atau biomarker yang sering

digunakan untuk mengetahui level peroksidasi lipid total.*

Tingginya ROS menyebabkan kondisi stress oksidatif dalam tubuh yang
akan ditandai dengan adanya Malondialdehida (MDA) yang terbentuk melalui
proses peroksidasi lipid.> Sebagaimana pada gambar dibawah ini, kerusakan sel
pertama dimulai dengan adanya pembentukan ROS, vyaitu dilepaskannya
superoksida sehingga mengakibatkan kerusakan pada membrane lipid, DNA
dan protein. Dari hasil kerusakan tersebut akan dihasilkan lipid peroksida yang
akan dimetabolisme oleh [B-oksidasi ke jalur MDA. Produksi dari MDA ini

menjadi indikator kerusakan dari sel maupun jaringan.'’
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Gambar 2.1. Proses pembentukan MDA

2.3. Jahe Merah (Zingiber officinale Rosc. Var Rubrum)

2.3.1. Taksonomi Jahe Merah

Jahe merah merupakan tanaman jenis rimpang-rimpangan yang dapat
tumbuh pada dataran rendah hingga daerah pegunungan dengan ketinggian O
hingga 1500 meter dari permukaan air laut.’ Menurut Tjitrosoepomo (1991)

Klasifikasi tanaman jahe merah sebagai berikut: *°

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi . Angispermae
Kelas : Monocotyledonae
Ordo : Zingiberales
Famili : Zingiberaceae
Genus - Zingiber

Spesies - Zingiber officinale Rosc.Var.Rubrum
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Gambar 2.2 Jhe Merah *°

Jahe tumbuh didaerah tropis pada ketinggian antara 0-1.700 meter di atas
permukaan laut. Jahe membutuhkan suhu tinggi dan curah hujan yang cukup
pada masa pertumbuhan. Suhu tanah ideal untuk penanaman jahe adalah 25-
30°C. Agar mendapatkan hasil rimpang yang bagus, tanah dikondisikan dalam
keadaan gembur sehingga memberikan kesempatan pada akar untuk
berkembang dengan normal. Tanaman jahe ini tidak tahan dengan genangan air

sehingga irigasinya harus sering diperhatikan.?*

2.3.2. Morfologi

Jahe merah memiliki struktur kecil beruas rata, bewarna kecoklatan dan
berkulit kemerahan. Rimpangnya berlapis dengan serat yang agak kasar,
batangnya agak keras, serta bentuknya bulat kecil bewarna hijau kemerahan dan
diselubungi oleh pelepah daun. Panjang akar jahe merah 17,03-24,06 cm,
diameter akarnya 5,36-5,46 mm, panjang rimpang jahe 12,33-12,60 cm, tinggi
rimpang 5,86-7,03 cm, berat rimpang 0,29-1,17 kg, dan tinggi tanaman 14,05-
48,23 cm.?? Daun jahe merah berselang-seling teratur, warna daun lebih hijau

(gelap) dibandingkan dengan jahe gajah. Luas daunnya 32,55-51,18 mm,
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panjang daun 24,30-24,79 cm, lebar daun 2,79-31,18 cm, dan lebar tajuk 7,97-

44,9 cm.®2

Jahe Merah dan Kandungannya

Jahe merah lebih banyak digunakan sebagai obat sebab kandungan
minyak atsiri dan oleoresinnya paling tinggi dibandingkan jahe lainnya,
sehingga lebih ampuh menyembuhkan berbagai penyakit. Kandungan atsiri jahe
merah bekisar 2,58-3,72% (bobot kering), jahe emprit 1,5-3,3% sedangkan jahe
gajah 0,82-1,68%. Kandungan oleoresin jahe merah juga lebih tinggi
dibandingkan lainnya, yaitu 3% dari bobot kering."? Jahe merah mengandung
campuran minyak atsiri dan resin yaitu oleoresin dan flavonoid. Minyak atsiri
mempunyai  efek  antimikrobial ~dalam  menghambat  pertumbuhan
mikroorganisme patogen.** Fenol yang terdapat pada oleoresin dan flavonoid
memiliki efek sebagai antiinflamasi untuk menghambat keluarnya enzim
siklooksigenase dan lipoksigenase.?* Kandungan dari nilai gizi jahe merah

disajikan pada tabel berikut :

Tabel 2.1. Kandungan Nilai Gizi Jahe Merah®

Jenis Zat Gizi Nilai Gizi oer 100 g
Energi 99 kkal
Karbohidrat 17,86 g
Serat 3,609
Protein 3,57¢g
Sodium 14 mg
Zat besi 1,15¢
Potassium 33 mg

Vitamin C 7,7mg
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Tabel 2.2. Kadar Senyawa Gingerol dan Shogaol Ekstrak Jahe Merah?®

Kandungan Ppm Kadar (mg/g)
Jahe Merah dengan  6-gingerol 11,83 1,68
pelarut etanol 30% 8-gingerol 0,79 0,12
metode maserasi 6-shogaol 0,63 0,09
10-gingerol 0,50 0,07
Jahe Merah dengan  6-gingerol 54,63 5,85
pelarut etanol 70% 8-gingerol 11,18 1,19
metode maserasi 6-shogaol 4,32 0,46
10-gingerol 12,46 1,33
Jahe Merah dengan  6-gingerol 174,51 35,36
pelarut etanol 96% 8-gingerol 39,65 8,03
metode maserasi 6-shogaol 15,15 3,07
10-gingerol 56,13 11,37

2.4. Pseudomonas aeruginosa

2.4.1. Klasifikasi

Klasifikasi dari bakteri Pseudomonas aeruginosa sebagai berikut: %/

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Order : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

2.4.2. Deskripsi

Pseudomonas merupakan kelompok bakteri yang tersebar luas dalam
tanah dan air. Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu kelompok
pseudomonas dan tergolong kelompok patogen besar yang meneyerang

manusia dapat membentuk koloni dalam tubuh manusia. Bakteri ini merupakan
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patogen nosokomial yang paling penting. Pasien dengan daya tahan tubuh yang
rendah dapat terinfeksi olen Pseudomonas aeruginosa bersifat invasif dan

toksigenik.?®

2.4.3. Patogenesis

Pseudomonas aeruginosa bersifat opportunistik, invasif dan
toksigenik. Beberapa kasus kejadian penyakit yang disebabkan oleh bakteri
Pseudomonas aeruginosa seperti infeksi saluran kemih, infeksi saluran
pernapasan, peradangan pada kulit, infeksi saluran pencernaan dan beberapa
kasus kejadian luka bakar.” Bakteri ini menjulurkan pilinya untuk melekat
pada sel epitel inang ketika akan menginvasi luka terbuka. Setelah itu bakteri
ini mengeluarkan protein leukosidin yang dapat menghancurkan leukosit dari
beberapa spesies, termasuk manusia sehingga akan memperlambat proses
penyembuhan luka ketika terjadi inflamasi.®® Ketika bakteri Pseudomonas
aeruginosa diinokulasikan pada peritoneal tikus, maka bakteri tersebut
memiliki kemampuan untuk bertahan hidup dari serangan imun tubuh
manusia karena memiliki  kandungan protease dan rhamnolipids.
Rhamnolipids akan melindungi Pseudomonas aeruginosa dari sistem imun

tubuh manusia.*

2.4.4. Infeksi Pseudomonas aeruginosa Terhadap Mediator Inflamasi

Pseudomonas aeruginosa dalam proses perlekatannya dengan sel host

membutuhkan reseptor pilus-associated protein PilYl yang terjadi pada
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permukaan basolateral.> Kemampuan P.aeruginosa untuk masuk ke dalam
jaringan bergantung pada produksi enzim ekstraselular dan toksin yang
menyebabkan pertahanan physical barriers bisa ditembus, merusak sel host,
Exotoxin A (ETA), dan empat type Il (T3), secreted effectors exoenzyme S
(ExoS), exoenzyme T (ExoT), exoenzyme U (ExoU), dan exoenzyme Y adalah
beberapa faktor virulensi yang disekresi P. Aeruginosa (ExoY)].*

Pada kasus luka bakar dimana diinokulasikan P.aeruginosa ke daerah
luka, menyebabkan patogenesis bakteri ini melalui kontribusi dari ETA dan
sistem T3. Pasien dengan imunosupresan khususnya pada penderita neutropenia
akan menyebabkan bakteri ini menginfeksi dan menyebabkan sepsis. ETA
merupakan sitotoksik terhadap neutrofil dan makrofag, toksis ini akan
menghambat presentasi antigen, produksi sitokin dan fagositosis sehingga
toksis ini dapat bekerja pada sistem imun innate dan adaptive. Sehingga bakteri
ini dapat menyebabkan kerusakan organ (khususnya kerusakan hati). ETA
disekresi di dalam ekstraselular dan ditransport ke seluruh host dengan target
jaringan dan organ. ETA berikatan dengan sel mammalian melalui reseptor
alpha 2-macroglobulin receptor/ LRP protein, dimana internalisasi ETA
melalui reseptor yang diperantarai oleh endositosis.’

ETA memfasilitasi P. aeruginosa untuk masuk ke dalam sel host.
Produksi ETA sebagai pro-enzim yang diaktifkan pada permukaan sel oleh

furin memfasilitasi mekanisme untuk memberikan toksin selama proses
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transport ke seluruh sel. Toksik ETA menyebabkan kerusakan hati yang berat
dan menyebabkan kematian. Selain itu, toksin ETA dapat menghambat sintesis
protein aktivasi sel T sehingga menghasilkan produksi TNF-a.

Infeksi ExoU secara khusus berkontribusi dalam luka pada epitel paru-
paru, menyebarkan infeksi sehingga menyebabkan kematian pada neonatal dan
hewan coba dewasa yang menderita pneumonia. ExoS berkontribusi dalam
kolonisasi bakteri pada paru-paru dan menyebar luaskan infeksi ke daerah limfa
pada hewan coba dengan promonia akut. Sedangkan ExoT memiliki efek yang
kurang jika dibandingkan ExoS dan ExoU pada penderita pneumonia dan ExoY
tidak memberikan efek jika dibandingkan ExoU, ExoS, dan ExoT pada hewan
coba dengan pneumonia dan hewan yang memiliki imunitas rendah. Namun
ExoY mencegah pembentukkan endotel paru-paru setelah infeksi pada
pneumonia akut. Hasil penelitian menunjukkan ExoS dan ExoU menghambat
produksi interleukin-1 melalui in vivo, yaitu komponen utama pda respon
inflamasi dan dapat berkontribusi dalam pemusnahan bakteri. Sel-sel sistem
imun seperti neutrofil, monosit, dan makrofag adalah target utama pada toksin
T3SS untuk mengawali infeksi.*

P.aeruginosa juga memproduksi berbagai molekul kecil yang secara
langsung dapat menghambat sel-sel imun. Pyocyanin adalah sebuah redox-
active phenazine memicu apoptosis neutrofil secara in vitro dan in vivo. Cara

kerjanya ialah siklus redok ini melibatkan pyocyanin dan NADPH pada sel host
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sehingga menghasilkan oksidatif yang tinggi (ROS dan H202), sehingga terjadi
nekrosis. lkatan ini menyebakan aktivasi Rac yang merupakan keluarga dari
GTPase. Fungsi dari Rac adalah meningkatkan perpindahan komponen sitosolik
ke membran, sehingga mengaktifkan oksidasi NADPH. Reaksi oksidasi
NADPH dapat menyebabkan peningkatan kebutuhan oksigen oleh sel dimana
dikenal dengan respiratory burst. Sehingga akan menghasilkan anion
superokside yang terdapat di dalam lumen fagolisosom dan dibentuk oleh
superoxide dismutase (SOD) menjadi H202. Melalui proses kimia dan reaksi
enzimatik H202 akan memproduksi ROS (reactive oxygen species), the

hydroxyl radical (*OH), hypochlorite (OCL-) dan hypobromite (OBR-).*

Epidemiologi Infeksi Nosokomial Akibat Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa merupakan patogen nosokomial, dan metode
pengendalian infeksi bakteri ini menyerupai metode pengendalian infeksi
nosokomial lainnya. Perhatian khusus harus ditujukan pada bak cuci, bak air,
pancuran air, bak mandi air panas (hot tub), dan tempat — tempat basah lainnya
karena bakteri ini akan tumbuh baik di lingkungan yang lembab. Untuk tujuan
epidemiologis, tipe galur dapat ditentukan dengan menggunakan teknik
molekuler.*

Beberapa rumah sakit melakukan penelitian deskriptif mengenai bakteri
penyebab infeksi nosokomial. Penelitian yang dilakukan di RSUP Dr. R. D.

Kandou Manado pada ruang perawatan intensif anak untuk melihat infeksi
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nosokomial. Hasil yang didapatkan terdapat 2 bakteri utama penyebab infeksi
nosokomial, yaitu Staphylococcus sp. dan Pseudomonas sp. Pada bakteri
Pseudomonas sp. didapatkan 25% dari hasil identifikasi peralatan medis dan
3,33% dari hasil identifikasi dalam ruangan perawatan intensif anak.* Di RSUD
Dr. Moewardi Surakarta juga dilakukan penelitian mengenai angka dan pola
kuman pada dinding, lantai, dan udara ruang ICU (Intensive Care Unit). Hasil
yang didapatkan berupa pertumbuhan kuman dinding sebesar 4,33%, lantai
15,18% dan udara 80,48%. Pola kuman yang ditemukan pada dinding dan
lantai adalah Acinetobacter baumanii, Staphylococcus sp. dan Bacillus sp.
Sedangkan pola kuman yang ditemukan pada sampel udara adalah Morexella
lacunata, Staphylococcus sp., Bacillus sp., Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa dan Escherisia coli.*
Pengobatan Pseudomonas aeruginosa

Infeksi Pseudomonas aeruginosa yang telah terbentuk sulit untuk diobati.
Infeksi Pseudomonas aeruginosa tidak diobati dengan terapi tunggal, karena
keberhasilan terapi tunggal cukup rendah sehingga bakteri dapat dengan cepat
menjadi resisten. Penisilin yang bekerja aktif terhadap Pseudomonas
aeruginosa seperti tirasiklin, mezlosilis, dan piperasilim dikombinasikan
dengan aminoglikosida, biasanya gentamisin, tobramisin atau amikasin. Obat
lain yang aktif terhadap Pseudomonas aeruginosa antara lain aztreonam,

imipenem, kuinolon baru, seftazidim dan siprofloksasin. Sefalosporin generasi
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baru, seftazidim yang digunakan secara primer untuk infeksi Pseudomonas

aeruginosa dan sefoperakson aktif melawan Pseudomonas aeruginosa.®
2.5. Pengaruh Ekstrak Jahe Merah Terhadap Kadar TNF-a dan MDA

Terdapat beberapa penelitian sebelumnya yang telah memaparkan
kandungan dan khasiat jahe merah. Penelitian yang dilakukan oleh Dewi (2019)
menyimpulkan bahwa ekstrak jahe merah dapat berpengaruh signifikan
terhadap zona hambat bakteri dan ekstrak jahe merah memiliki daerah hambat
tertinggi terhadap Pseudomonas aeruginosa.™ Jahe merah (Zingiber officinale
var rubrum) mengandung senyawa fenolik yaitu shogaol dan 6- gingerol, Zat
ini dapat menghambat TNF-o secara langsung maupun menghambat
peningkatan nuclear factor kappa B (NF-KB) yang berhubungan dengan
pembentukan sitokin proinflamasi.**

Infeksi Pseudomonas aeruginosa secara langsung maupun tidak langsung
akan merangsang makrofag melepaskan IL-12. Interleukin-12 berperan dalam
pembentukan sel Thl. Selanjutnya bekerjasama dengan IL-1 dan TNF-a
merangsang sel T dan sel NK menghasilkan IFN-y. Interferon-y tersebut akan
mengaktifkan makrofag alveolar untuk memproduksi berbagai macam
substansi, diantaranya adalah Reactive Oxygen Species (ROS) dan memicu
terjadinya peroksidasi lipid pada membran sel yang akan menghasilkan
Malondialdehyde (MDA). Stress oksidatif ditandai dengan adanya peningkatan

kadar MDA.® Senyawa shogaol dan gingerol merupakan senyawa yang
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memiliki cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksil yang berfungsi
sebagai antioksidan, kemampunannya dalam menstabilkan radikal bebas yaitu
dengan memberikan atom hidrogen secara cepat kepada radikal bebas.*®

Ekstrak jahe merah memiliki kandungan aktif yaitu shogaol dan gingerol.
Kedua jenis zat ini dapat menginhibisi TNF-a lewat dua mekanisme yang
berbeda. Shogaol akan bertindak sebagai zat yang dapat menginhibisi TNF-a
karena memiliki fungsi sebagai agonis dari Peroxisome Proliferator Activator
Receptor (PPARYy agonist). Aktivasi PPAR y akan menyebabkan rekrutment
nuclear corepressor (NCoR) sehingga akan terjadi inhibisi NF-kB dan inhibisi
produksi sitokin pro inflamasi.®*® Penurunan sitokin pro inflamasi ini
menyebabkan penurunan respon inflamasi sehingga terjadi pula penurunan
produksi sitokin anti inflamasi dalam hal ini adalah TNF-a. Sedangkan pada zat
gingerol mempunyai efek inhibisi terhadap TNF-o lewat mekanisme inhibisi
pada jalur c-Jun NH,-terminal kinase (JNK). Gingerol akan menghambat jalur
INK saat terjadi aktivasi dari SEK1/MKK4.%’

Ekstrak jahe merah memiliki efek antioksidan dan mengurangi produksi
ROS dan peroksidasi lipid. Shogaol akan bertindak sebagai zat antioksidan
lewat jalur nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway.
Shogaol akan menginduksi ekspresi dari beberapa sel pada jalur Nrf2 seperti
MT1, HO-1 dan GCLC sehingga dapat menekan peroksidasi lipid sehingga

dapat menekan peroksidasi lipid dan menurunkan kadar MDA.*®
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Infeksi Pseudomonas Aeruginosa dapat menyebabkan timbulnya
reaksi inflamasi pada tubuh. Inflamasi tersebut akan mengaktifkan beberapa
mekanisme jalur yang akan meningkatkan kadar TNF-o seperti jalur C Jun
NH2 terminal kinase (JNK), Kappa B Phosphorilation, dan PPAR Gamma.
Selain itu inflamasi juga akan meningkatkan stress oksidatif sehingga
merusak membran sel dan mengakibatkan terjadi peroksidasi lipid dan
meningkatkan kadar MDA.

Jahe merah merupakan tanaman jenis rimpang-rimpangan yang dapat
tumbuh pada dataran rendah hingga daerah pegunungan. Kandungan zat yang
terdapat pada Jahe Merah seperti shogaol dan gingerol dapat menurunkan
kadar TNF-a dan MDA pada proses inflamasi.

Shogaol dapat mengaktivasi PPAR-y yang akan menyebabkan
rekrutment nuclear corepressor (NCoR) sehingga akan terjadi inhibisi NF-xB
dan inhibisi produksi sitokin pro inflamasi menginhibisi jalur C jun NH2
Kinase (JNK) dan akan merekruitmen Ncor yang akan berakibat turunnya NF
Kappa B sehingga proses pembentukan TNF-a akan terganggu sehingga

kadar TNF-a akan berkurang.
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Gingerol merupakan zat yang memiliki efek menurunkan kadar MDA.
Gingerol akan bekerja lewat jalur nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2) signaling pathway. Gingerol akan menginduksi ekspresi dari beberapa
sel pada jalur Nrf2 seperti MT1, HO-1 dan GCLC sehingga dapat menekan

peroksidasi lipid dan menurunkan kadar MDA
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Infeksi Pseudomonas Aeruginosa
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Terdapat pengaruh pemberian ekstrak jahe merah terhadap kadar TNF-a

dan serum MDA pada tikus wistar jantan yang diinfeksi bakteri Pseudomonas

aeruginosa.
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BAB IV

METODE PENELITIAN
Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental dengan

rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design.

Populasi Penelitian

Populasi pada penelitian ini menggunakan tikus putih jantan (Rattus
novergicus) strain Wistar berumur 8-12 minggu, dengan berat badan tikus antara
150-200 gram, yang diperoleh dari Laboratorium PSPG Fakultas Kedokteran

Universitas Gadjah Mada.

Sampel Penelitian

Sampel penelitian yang digunakan adalah tikus putih jantan (Rattus
novergicus) strain Wistar yang memenuhi Kkriteria inklusi, dan eksklusi. Teknik
pengambilan yaitu simple random sampling. Besar sampel menurut WHO
minimal 5 ekor perkelompok dengan cadangan 10% (1 ekor). Sehingga jumlah
keseluruhan sampel yang digunakan sebanyak 25 ekor dan 5 ekor cadangan,

yaitu 30 ekor sampel.

4.3.1. Kriteria Inklusi

a. Tikus dalam keadaan aktif, sehat, tingkah laku dan aktivitas normal
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4.3.2. Kriteria Eksklusi

a. Kelainan anatomi

4.3.3. Drop Out

a. Tikus yang mati pada saat penelitian

4.4. VVariabel Penelitian

4.4.1. Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis ekstrak jahe merah 20

mg/KgBB, 40 mg/KgBB, 80 mg/KgBB per hari

4.4.2. Variabel Tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar TNF-a dan serum MDA.

4.4.3. Variabel Prakondisi

Tikus putih jantan strain wistar yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa

secara intraperitoneal sebanyak 10° cfu dengan volume 0,2 mL.

4.5. Definisi Operasional

45.1. Ekstrak Jahe Merah

Ekstrak jahe merah yang digunakan dalam penelitian ini adalah jahe merah
yang diambil dari petani jahe merah yang berlokasi di Desa Banteran,
Kabupaten Banyumas. Diekstrak dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 96%. Dosis ekstrak adalah 20mg/KgBB/hari, 40mg/KgBB/hari

dan 80mg/KgBB/hari. Skala data ordinal (kategorik).
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45.2. TNF-a

TNF-o merupakan salah satu sitokin pro inflamasi yang berperan dalam
regulasi sistem imun. Pengambilan sampel darah dari jantung tikus. Diukur
pada hari ke-8. Pengukuran menggunakan alat ukur Human TNF-a
Immunoassay Quantikine Elisa kit dengan hasil ukur berupa penurunan kadar

TNF-a dalam satuan pg/ml. Skala data rasio (numerik).

4.5.3. Serum MDA

MDA merupakan penanda terjadinya kondisi stress oksidatif yang terbentuk
dari proses peroksidasi lipid. Pengambilan sampel darah dari jantung tikus.
Diukur pada hari ke-8. Pengukurannya menggunakan metode TBARS (Test
Thiobarbituric Acid-reactive Substance) dengan spektofotometer dalam satuan

nmol/mg. Skala data rasio (numerik).

4.6. Instrumen dan Bahan Penelitian

4.6.1. Instrumen Penelitian

a. Alat perlakuan tikus : kandang tikus berukuran 25 X 25 X 25 cm, botol
air, timbangan electrical scale, spuit 3 cc, handscoon

b. Alat pembuatan ekstrak jahe merah : oven, inkubator, rotary evaporator,
kertas saring Whatman nomor 2, blender, pisau, dan pengaduk

c. Alat pembuatan suspensi bakteri : beaker glass, tabung reaksi, bunsen,

mikropipet, inkubator, jarum ose, cawan petri, dan pengaduk.
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d. Pengukuran kadar TNF-o dan MDA : kuvet, spektofotometri, mortar,
tabung eppendorf, pipet tetes, mikropipet, microtube, lemari pendingin,
seperangkat alat sentrifugasi (tabung sentrifugasi, alat sentrifugasi),

inkubator, vortex, tissue, ELISA Kit.

4.6.2. Bahan Penelitian

a. Bahan perlakuan tikus : Tikus putih jantan galur Wistar usia 2-3 bulan
dengan berat badan 150-200 gr, pakan standar (pakan BR-594 Pokhpand),
aquades, suspensi Pseudomonas aeruginosa, ekstrak jahe.

b. Bahan pembuatan ekstrak jahe merah : etanol 96%, aquades dan jahe
merah.

c. Bahan suspensi bakteri : bakteri murni Pseudomonas aeruginosa, Nutrien
Agar, Nutrien Broth, BaCl, 1%, H,SO, 1%, sabun cuci tangan, dan spiritus.

d. Bahan pengukuran MDA : PBS-azida 1%, larutan stok MDA
(malondyaldehyde tetrabutylammonium salt) dan 8 pum/ml, 100 pum/ml

TCA 10%, 250 pl HCL 1 N, Na-Thio 1%.

4.7. Prosedur Penelitian
4.7.1. Proses adaptasi

Tikus diadaptasikan selama 7 hari, kemudian dilakukan pengelompokan
secara random menjadi 5 kelompok. Adaptasi bertujuan agar tikus

menyesuaikan terlebih dahulu dengan lingkungan baru.
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Dipilih 30 ekor tikus berumur 8-12 minggu dengan berat 150-200 gram dan

dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok kontrol negatif, kontrol positif, dan

tiga kelompok perlakuan, dimana masing-masing kelompok terdiri atas 6

ekor tikus. Kelompok kontrol negatif digunakan untuk mengetahui kadar

normal TNF-o dan MDA.

Kelompok Tikus Perlakuan Keterangan
Kontrol Negatif  Tikus kontrol Kelompok tikus tanpa diberikan
K () negatif (sehat) perlakuan infeksi P.aeruginosa
dan ekstrak jahe merah
Kontrol Positif ~ Tikus kontrol Perlakuan tikus yang diinfeksi
K (+) positif (sakit) P.aeruginosa 10° CFU/ml per
ekor
Perlakuan 1 Pemberian ekstrak Perlakuan tikus yang diinfeksi
P (1) jane  merah 20 P.aeruginosa 10° CFU/ml per
mg/KgBB/hari ekor dan diberikan ekstrak jahe
pada tikus. merah selama 7 hari secara
peroral  menggunakan  sonde
lambung.
Perlakuan 1 Pemberian ekstrak Perlakuan tikus yang diinfeksi
P(2) jahe merah 40 P.aeruginosa 10° CFU/ml per
mg/KgBB/hari pada ekor dan diberikan ekstrak jahe
tikus merah selama 7 hari secara
peroral  menggunakan  sonde
lambung.
Perlakuan 1 Pemberian ekstrak Perlakuan tikus yang diinfeksi
P(@3) jahe merah 80 P.aeruginosa 10° CFU/ml per

mg/KgBB/hari pada
tikus

ekor dan diberikan ekstrak jahe
merah selama 7 hari secara
peroral  menggunakan  sonde
lambung.
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Pembuatan ekstrak jahe merah

Ekstrak jahe merah didapatkan dengan metode maserasi. Rimpang
jahe merah ditimbang sebanyak 1 kg lalu dibersihkan kemudian dipotong
setebal 1-2 mm lalu dikeringkan. Rimpang jahe yang sudah kering dihaluskan
dengan cara ditumbuk untuk memperoleh serbuk (simplisia) sebesar 300 g.
Serbuk jahe merah dimasukkan ke dalam toples kaca, ditambahkan pelarut
etanol 96% sebesar 1,5 liter. Diamkan selama 24 jam dengan temperatur
kamar dan diaduk setiap 2 jam. Kemudian ekstrak jahe merah disaring hingga
diperoleh filtrat jahe merah. Semua maserat dikumpul dan diuapkan

menggunakan vacum rotatory evaporator pada suhu 50-60°C.

Penentuan dosis ektrak jahe

Berdasarkan penelitian Fadhila melaporkan bahwa dosis jahe merah
200 mg/KgBB per oral pada tikus terbukti memiliki efek anti inflamasi yang
dibuktikan dengan penurunan kadar TNF-a. Pemilihan dosis menggunakan
dosis dari 200 mg/kgBB, setengahnya dan dua kali lipatnya dengan alasan
untuk mengetahui apakah dosis jahe merah tersebut tetap memiliki efek.
Sehingga dosis yang digunakan dalam penelitian ini adalah 20 mg/KgBB/hari,

40 mg/KgBB/hari, dan 80 mg/KgBB/hari.
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Pembuatan suspensi bakteri Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa dibiakkan pada media Phenol Red Mannitol
Broth (PRMB). Dari larutan stok satu ose kultur P.aeruginosa diinokulasikan
ke dalam media PRMB, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
di dalam inkubator. Pseudomonas aeruginosa yang tumbuh pada media
PRMB dipindahkan ke dalam Blood Agar (BA), diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Dari media BA diambil 1-2 koloni secara aseptis,
dimasukkan ke dalam tabung yang berisi larutan NaCl 0,9% sebanyak 2 mL,
diaduk dengan kapas lidi steril, sehingga diperoleh kekeruhan yang sama

dengan standar kekeruhan larutan 0,5 Mc Farland.

Infeksi Pseudomonas aeruginosa

Infeksi  Pseudomonas aeruginosa dilakukan dengan cara
menyuntikkan bakteri secara intraperitoneal pada tikus, diinjeksikan sebanyak
1 kali. Dosis bakteri yang diberikan pada tikus adalah 10® cfu sebanyak 0,2 ml

berdasarkan penelitian pendahuluan kemudian ditunggu dalam 24 jam.

Pengambilan sediaan darah tikus

Pengambilann sediaan darah tikus dilakukan dengan cara cardiac
puncture (tusuk jantung) untuk mendapatkan darah dalam volume besar.
Ukuran jarum yang dipakai untuk cardiac puncture adalah 20-21 G pada

jantung bagian ventrikel. Tikus dianastesi secara inhalasi dengan kloroform
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terlebih dahulu. Jarum disisipkan dibawah tulang rawan xyphoid sedikit ke
kiri dari garis tengah. Jarum maju dengan sudut 20°-30° dari sumbu horizontal
sternum masuk ke jantung. Aspirasi ringan saat bergerak maju dan darah

ditarik secara perlahan-lahan.

4.7.8. Prosedur pengukuran kadar TNF-o menggunakan ELISA kit

Untuk mengukur kadar TNF-o dilakukan metode Enzim Linked

Immunosorbent Assay (ELISA). Prosedurnya sebagai berikut:

1. Darah tikus dimasukan didalam tabung tanpa
Ethylenediaminetetraacetic (EDTA) untuk dimasukkan kedalam
centrifuge dengan putaran 3000 rpm selama 10 menit untuk
memperoleh serum darah

2. Selanjutnya serum yang telah didapat dilakukan pemeriksaan
dengan ELISA yang bertujuan menentukan tingkat TNF-a
menggunakan Human TNF-a Immunoassay Quantikine ELISA kit
dan dibaca menggunakan microplate reader pada panjang

gelombang 450 nm.

4.7.9. Prosedur pengukuran kadar MDA menggunakan spektofotometer

Pemeriksaan kadar MDA dilakukan dengan cara:

1. Sampel serum darah diambil sebanyak 2 — 3 ml dalam eppendorf

tube,
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2. Ditambahkan 1 ml asam trikloroasetat (TCA) 20%, 0,25 HCI 0,25
N, serta 2 ml asam tiobarbiturat (TBA) 10%.

3. Larutan di homogenkan dengan vortex dan dipanaskan dengan
water bath pada suhu 100° C selama 10 detik kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit

4. Supernatan hasil sentrifugasi diambil dan kadar MDA dibaca
dengan mengukur serapan supernatan pada A 530 nm

menggunakan spektrofotometer UV-Vis

4.8. Penelitian Pendahuluan

Dikarenakan model penelitian tikus wistar yang diinfeksi P.aeruginosa
secara intraperitoneal belum pernah dilakukan sebelumnya, maka harus
dilakukan penelitian pendahuluan dengan tujuan mengetahui jumlah kadar
bakteri P.aeruginosa yang mampu benar-benar menginfeksi tikus secara

intraperitoneal.

4.8.1. Pembuatan suspensi bakteri Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa dibiakkan pada media Phenol Red Mannitol
Broth (PRMB). Dari larutan stok satu ose kultur P.aeruginosa diinokulasi ke

dalam media PRMB,selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam di
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dalam inkubator. Pseudomonas aeruginosa yang tumbuh pada media PRMB
dipindahkan ke dalam Blood Agar (BA), diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C.
Dari media BA diambil 1-2 koloni secara aseptis, dimasukkan ke dalam
tabung yang berisi larutan NaCl 0,9% 2 mL, diaduk dengan kapas lidi steril,
sehingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan larutan
0,5 Mc Farland.
Infeksi Pseudomonas aeruginosa

Infeksi  Pseudomonas aeruginosa dilakukan dengan cara
menyuntikkan bakteri secara intraperitoneal pada tikus, diinjeksikan sebanyak
1 kali. Berdasarkan penelitian terdahulu yang dilakukan Tjahjani (2015)
injeksi intraperitoneal bakteri Staphylococcus aureus sebanya 10° cfu dapat
menginfeksi mencit. Pada penelitian pendahuluan ini dosis bakteri yang
diberikan pada tikus adalah 10° cfu dibagi menjadi 5 kelompok, dimana 1
kelompok terdiri dari 2 ekor tikus,
kelompok 1: diinjeksikan P.aeruginosa sebanyak 0,1 ml,
kelompok 2: diinjeksikan P.aeruginosa sebanyak 0,2 ml,
kelompok 3: diinjeksikan P.aeruginosa sebanyak 0,4 ml,
kelompok 4: diinjeksikan P.aeruginosa sebanyak 0,5 ml,

kelompok 5: diinjeksikan P.aeruginosa sebanyak 1 ml.
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4.8.3. Uji bakterimia

Uji bakterimia dilakukan 24 jam setelah tikus diinokulasikan
P.aeruginosa. Preparat berupa darah diambil melalui sinus orbita tikus
sebanyak + 50 pL dan ditampung dalam tabung eppendorf steril, kemudian
ditambah dengan 450 puL NaCl 0,9%. Darah yang tercampur NaCl 0,9%
kemudian ditanam pada media Blood Agar Plate (BAP), diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Koloni yang tumbuh pada media BAP ditanam dalam
media Heart Infusion Broth (HIB) dalam tabung reaksi dan diinkubasi pada
shaker incubator dengan suhu 37°C, 120 rpm, selama 36 jam. Setelah
dilakukan inkubasi, maka dilakukan penanaman pada media Kligler Iron Agar
(KIA) dengan cara ditusukkan menggunakan ose steril. Selanjutnya dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Bakteri P.aeruginosa dapat
mengubah warna media dari merah menjadi kuning pada daerah tusukan.*
Kelompok 1: didapatkan hasil, 1 ekor tikus positif terinfeksi, 1 ekor negatif
Kelompok 2: didapatkan hasil, 2 ekor tikus terinfeksi
Kelompok 3: didapatkan hasil, 2 ekor tikus terinfeksi
Kelompok 4: didapatkan hasil, 2 ekor tikus terinfeksi

Kelompok 5: didapatkan hasil, 2 ekor tikus terinfeksi



4.9. Alur Penelitian

Sampel 30 Tikus jantan Wistar memenuhi kriteria

inklusi dan eksklusi. Adaptasi selama 7 hari

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
kontrol kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 2
negatif positif diinfeksi diinfeksi diinfeksi

pemberian diinfeksi P.aeruginosa P.aeruginosa P.aeruginosa
pakan P.aerugino 108 CFU 0,2 108 CFU 0,2 108 CFU 0,2
standar sa 10° CFU ml per ekor ml per ekor ml per ekor

selama 7 0,2 ml per
hari ekor
Pemberian Pemberian Pemberian
ekstrak jahe ekstrak jahe ekstrak jahe
merah dosis merah dosis merah dosis
20 mg 40 mg 80 mg
7 hari 7 hari 7 hari
\ J
|

Tikus dianastesi dan diambil sediaan darahnya secara bergantian

Pengukuran kadar TNF-a menggunakan ELISA

Pengukuran Kadar MDA dengan Spektofotometer

Analisis Data

36
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4.9. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2022. Pembuatan ekstrak
jahe merah dilakukan di Laboratorium PSPG Fakultas Kedokteran Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. Pemeliharaan hewan coba dilaksanakan di
Laboratorium PSPG Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Suspensi bakteri
Pseudomonas aeruginosa didapatkan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Pemeriksaan kadar TNF-a
dan MDA dilakukan di Laboratorium PSPG Universitas Gadjah Mada

Yogyakarta.

4.10. Analisis Data

Data rerata kadar TNF-o dan MDA disajikan secara deskriptif dalam
bentuk tabel dan grafik. Kemudian data dilakukan uji normalitas dengan uji
Shapiro Wilk dan uji homogenitas dengan uji Lavene test. Distribusi data kadar
TNF-o dan MDA didapatkan hasil normal dan homogen, sehingga dilanjutkan
uji One Way Annova (p<0,05) kemudian dilanjut dengan uji post hoc dengan uji

Tukey.
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1. Hasil Penelitian

Penelitian pemberian ekstrak jahe merah terhadap kadar TNF-o dan serum
MDA pada tikus jantan galur wistar yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa

yang telah dilakukan selama 7 hari. Hasil penelitian tersebut tertera pada tabel 5.1.

Hasil analisis rerata kadar TNF-o. dan serum MDA setelah perlakuan tertera

pada tabel 5.1.

Table 5.1. Hasil analisis rerata kadar TNF-a dan serum MDA

Kelompok

Variabel K- K(#) P1 P2 P3 |
N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 Sig.(p)
Mean Mean Mean Mean Mean

Kadar TNF-a, 5.7650 17.8983 12.2950 9.0300 7.0700
Std. deviasi 28290 39398  .31628 .73640 .39870
Shapiro Wilk 506  .883* 570*  .349*  .849*
Levene Test 070**
One Way Anova 000***
Kadar MDA 1.3333 11.1017 5.0983 3.8733 3.0000
Std. deviasi 17224 45159 24244 33476 .23983
Shapiro Wilk 954*  561* 534*  577*  667*
Levene Test 147%*
One Way Anova 000%**

Keterangan: *Normal P>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05

Rerata kadar TNF



39

5.1.1. Kadar TNF-a.

Gambar 5.1. menunjukkan bahwa rerata kadar TNF- a terendah yaitu pada
kelompok kontrol K(-), kemudian berturut-turut diikuti oleh kelompok perlakuan
ketiga (P3), kelompok perlakuan kedua (P2), kelompok perlakuan satu (P1), dan
kelompok kontrol K (+). Kelompok perlakuan (P3) mendapatkan rerata kadar TNF- o
terendah. Berdasarkan uji Shaphiro Wilk selurun kelompok kadar TNF- o
menunjukkan data berdistribusi normal (P >0,05) dan uji homogenitas menggunakan
Levene Test hasilnya homogen (p>0,05) maka analisis data menggunakan uji One
Way Anova. Hasil uji One Way Anova menunjukkan perbedaan bermakna antar
kelompok (p= 0.000). Untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda bermakna

dilakukan uji post Hoc dengan uji Tukey seperti yang disajikan pada table 5.2.

Hasil uji Tukey pada tabel 5.2. menunjukkan kadar TNF-o antar kelompok
memiliki perbedaan yang signifikan pada semua kelompoknya (p=0.000).
berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak jahe merah
dengan dosis 20mg/KgBB/Hari, 40mg/KgBB/Hari, 80mg/KgBB/Hari berpengaruh
secara signifikan terhadap penurunan kadar TNF-o pada tikus wistar jantan yang
diinjeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa sehingga pernyataan hipostesis dapat

diterima.
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Gambar 5.1. Rerata Kadar Tnf-a (pg/ml)

Tabel 5.2. Perbedaan Kadar TNF-a antar 2 kelompok menggunakan uji Tukey

Kelompok Sig.
K(+) .000*
K(-) P1 .000*
P2 .000*
[ .000*
K(-) .000*
K(+) P1 .000*
P2 .000*
P3 .000*
K(-) .000*
P1 K(+) .000*
P2 .000*
P3 .000*
K(-) .000*
p2 K(+) .000*
P1 .000*
P3 .000*
K() .000*
P3 K(+) .000*
P1 .000*

P2 .000*
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5.1.2. Kadar MDA

Gambar 5.2. menunjukkan bahwa rerata kadar MDA terendah yaitu pada
kelompok kontrol K(-), kemudian berturut-turut diikuti oleh kelompok perlakuan
ketiga (P3), kelompok perlakuan kedua (P2), kelompok perlakuan satu (P1), dan
kelompok kontrol K (+). Kelompok perlakuan (P3) mendapatkan rerata kadar TNF- a
terendah. Berdasarkan uji Shaphiro Wilk seluruh kelompok kadar TNF-a
menunjukkan data berdistribusi normal (P >0,05) dan uji homogenitas menggunakan
Levene Test hasilnya homogen (p=0.147) maka analisis data menggunakan OneWay
Anova dan menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p= 0.000). Untuk
mengetahui kelompok mana yang bermakna dilakukan uji post Hoc dengan uji Tukey

seperti yang disajikan pada table 5.2.

é / b
s €00
:
= ol .‘l "\.\\‘

'Y /. m\\_
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.)3_1
¥ ¥ ‘v: P
Kelompok

Gambar 5.2. Rerata Kadar MDA (nmol/ml)
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Tabel 5.3. Perbedaan Kadar MDA antar 2 kelompok menggunakan uji Tukey

Kelompok Sig.
K(+) .000*
K(-) P1 .000*
P2 .000*
P3 .000*
K() .000*
K(+) P1 .000*
P2 .000*
P3 .000*
K(-) .000*
P1 K(+) .000*
P2 .000*
P3 .000*
K() .000*
P2 K(+) .000*
P1 .000*
P3 .000*
K@) .000*
P3 K(+) .000*
P1 .000*
P2 .000*

Hasil uji Tukey pada tabel 5.3. menunjukkan kadar MDA antar kelompok
memiliki perbedaan yang signifikan disemua kelompoknya (p=0.000). Berdasarkan
data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis
20mg/ekor/hari, 40mg/ekor/hari, 80mg/ekor/hari berpengaruh secara signifikan
terhadap penurunan kadar MDA pada tikus wistar jantan yang diinjeksi bakteri

Pseudomonas aeruginosa sehingga pernyataan hipostesis dapat diterima.

5.2. Pembahasan

Hasil yang diperoleh dari penelitian dapat dilihat pada tabel 5.1. yang
menunjukkan kadar TNF-a dan MDA tikus pada kelompok kontrol negatif adalah

5.7650 pada kadar TNF-a serta 1.333 pada kadar MDA. Sedangkan terlihat adanya
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peningkatan kadar TNF-a dan MDA tikus pada kelompok kontrol positif (setelah
tikus diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa) yaitu 17.8983 pada kadar TNF-a.
dan 11.1017 pada kadar MDA. Perbedaan kadar TNF-a dan MDA pada kelompok
kontrol negatif dan kelompok kontrol positif diduga karena adanya perlakuan pada
tikus yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan Tjahjani (2015), namun pada mencit yang diinfeksi bakteri
Staphylococcus aureus, 24 jam kemudian terjadi peningkatan kadar TNF-a
dibandingkan tikus yang tidak diinfeksi Staphylococcus aureus.™ Al-Husseini et al
(2020) pada penelitian tikus yang diinfeksi oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa
memberikan hasil berupa peningkatan kadar TNF-a dan MCP-1 yang signifikan pada

plasma dan jaringan organ dibandingkan kelompok tikus kontrol negatif*.

Infeksi Pseudomonas aeruginosa akan mengsekresi toksin ETA (exotoxin A)
yang dapat menghambat sintesi protein aktivasi sel T sehingga menghasilkan TNF- a,
sejalan dengan penelitian ini bahwa dengan adanya inokulasi bakteri P.aeruginosa
kepada tikus maka terjadi peningkatan kadar TNF-a.> Peningkatan TNF-o dikaitkan
juga dengan aktivitas transkripsi faktor nuklir-kappaB (NF-kB) serta penghambatan
ekspresi PPAR-y.*" Infeksi Pseudomonas aeruginosa akan merangsang makrofag
melepaskan IL-12 baik secara langsung maupun tidak langsung. Interleukin-12
berperan dalam pembentukan sel Thl. Selanjutnya bekerjasama dengan IL-1 dan
TNF-a merangsang sel T dan sel NK menghasilkan I[FN-y. Interferon-y tersebut akan

mengaktifkan makrofag alveolar untuk memproduksi berbagai macam substansi,



44

diantaranya adalah Reactive Oxygen Species (ROS) dan memicu terjadinya kerusakan
membran sel kemudian mengganggu peroksidasi lipid pada membran sel yang akan
menghasilkan Malondialdehyde (MDA). Peningkatan MDA dijadikan sebagai

penanda terjadinya stress oksidatif.®

Hasil pengamatan uji pada tabel 5.1. menunjukkan bahwa kadar TNF-a
kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 yang diinfeksi P.aeruginosa lebih rendah
dibanding kelompok kontrol positif. Penelitian sebelumnya tentang ekstrak jahe
merah terbukti dapat menurunkan sel-sel radang termasuk TNF-o pada gambaran
histopatologi pankreas tikus putih yang diinduksi aloksan.™® Hal ini sesuai dengan
teori bahwa ekstrak jahe merah memiliki kandungan aktif yaitu shogaol dan gingerol.
Shogaol menginhibisi TNF-a karena memiliki fungsi sebagai agonis dari Peroxisome
Proliferator Activator Receptor (PPARy agonist, sedangkan gingerol menginhibisi
TNF-a lewat mekanisme inhibisi jalur c-Jun NH,-terminal kinase (JNK).3" Shogaol
dan gingerol dapat menurunkan kadar TNF-a pada kelompok perlakuan P1, P2, dan
P3. Kelompok P3 dengan dosis 80mg/KgBB/hari bahkan dapat menurunkan kadar
TNF-a mendekati kadar kelompok K (-). Jahe merah (Zingiber officinale var rubrum)
mengandung senyawa fenolik yaitu shogaol dan 6- gingerol, Zat ini dapat
menghambat TNF-a secara langsung maupun menghambat peningkatan nuclear
factor kappa B (NF-KB) yang berhubungan dengan pembentukan sitokin

proinflamasi.**
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Ekstrak jahe merah terbukti pada penelitian yang dilakukan oleh Dewi (2019)
dapat berpengaruh signifikan terhadap zona hambat bakteri dan ekstrak jahe merah
memiliki daerah hambat tertinggi terhadap Pseudomonas aeruginosa.*! Penelitian ini
selaras dengan penelitian terdahulu yang menggunakan kombinasi ekstrak jahe merah
dan alang-alang pada dosis 18+40 mg dan 36+40 mg dapat menurunkan kadar MDA
serum tikus OA'. Sesuai dengan teori bahwa shogaol akan bertindak sebagai zat
antioksidan lewat jalur nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling
pathway, menginduksi ekspresi dari beberapa sel pada jalur Nrf2 seperti MT1, HO-1
dan GCLC sehingga dapat menekan peroksidasi lipid dan menurunkan kadar
MDA .**Hasil pemeriksaan MDA yang peneliti lakukan menunjukkan adanya
penurunan kadar MDA pada tikus yang diinfeksi P.aeruginosa dan diberi ekstrak
jahe merah selama 7 hari. Data hasil uji menunjukkan bahwa kadar MDA kelompok
perlakuan P1, P2 dan P3 yang diinfeksi P.aeruginosa dan diberi ekstrak jahe merah
lebih rendah dibanding kelompok kontrol positif. Ekstrak jahe merah memiliki efek
antioksidan dan mengurangi produksi ROS dan peroksidasi lipid. Peroksidase lipid

sendiri akan mengahasilkan zat yang dinamakan Malondialdehide (MDA).*®

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dan kajian teoritik yang telah
peneliti uraikan diatas, maka hipotesis pemberian ekstrak jahe merah dapat
menurunkan kadar MDA dan TNF-o pada tikus yang diinfeksi bakteri P.aeruginosa

telah terbukti.
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5.3. Keterbatasan Penelitian

o Pada penelitian yang peneliti lakukan hanya berfokus pada MDA dan ekspresi
TNF-0, sedangkan kandungan flavonoid pada jahe merah memiliki sifat
imunomodulator yang dapat mengeliminasi pathogen dan dapat diperiksa

sebagai variabel tambahan.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN
6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan mengenai pengaruh pemberian
ekstrak jahe merah terhadap kadar TNF-o dan serum MDA pada tikus yang diinfeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa selama 7 hari, dapat disimpulkan bahwa pemberian
ekstrak jahe merah mampu menurunkan kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus

jantan galur wistar yang diinfeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa.

6.1.1. Pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis 20 mg/KgBB/hari, berpengaruh
terhadap kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus wistar jantan yang
diinfeksi Pseudomonas aeruginosa.

6.1.2. Pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis 40 mg/KgBB/hari, berpengaruh
terhadap kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus wistar jantan yang
diinfeksi Pseudomonas aeruginosa.

6.1.3. Pemberian ekstrak jahe merah dengan dosis 80 mg/KgBB/hari, berpengaruh
terhadap kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus wistar jantan yang
diinfeksi Pseudomonas aeruginosa.

6.1.4. Terjadi peningkatan kadar TNF-a dan serum MDA pada tikus yang diinfeksi
bakteri Pseudomonas aeruginosa.

6.1.5. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa kadar TNF-o kelompok perlakuan P1,

P2 dan P3 yang diinfeksi P.aeruginosa lebih rendah dibanding kelompok
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kontrol positif. Begitupula dengan kadar MDA, kelompok perlakuan P1, P2

dan P3 lebih rendah dibanding kelompok kontrol positif.

6.2. Saran

= Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut yang mendalami efek imunomodulator

yang dihasilkan oleh kandungan flavonoid jahe merah.
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