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Abstract

Background : Medicinal herbs contained in Tolak Angin Cair (TAC), a Standardized Herbal
Medicine has immunostimulant and antimicrobial effect. This research is aimed to examine the
effectiviness of TAC, a herbal product and chloramphenicol,an antibiotic combination against
S.typhimurium which is represented by bacterial colony count in Balb/c mice’s liver. Methods :
The experimental study with post test only control group design used 20 Balb/c female
mice,randomly divided into 4 groups:control (aquades group), P1 (chloramphenicol group), P2
(Tolak Angin Cair group), and P3 (combination of Tolak Angin Cair-chloramphenicol group).
All groups were infected by 10° CFU of S. thypimurium at 1st day and given the treatment until
5™ day. Data were analyzed by Mann-Whitney test (CI 95% and significance value p<0,05).
Results: The number of bacterial colony was P2 (50.927.000+72.446.458,2 cfu/gram),
K (10.583.000+14.623.899,8 cfu/gram),P1 and P3 (0 cfu/gram). There was significantly
decreasing of bacterial colony between P3 to K (p=0,005). There was no significantly
difference between P1 and P3 (p=1). Conclusions: Herbal product and antibiotic combination
can decrease the bacterial colony in Balb/c mice’s liver which infected by S. thypimurium.
These combination is as effective as a single administration of chloramphenicol. Single
administration of herbal product fail to eliminate bacteria.

Keywords: herbal product, antibiotic, Tolak Angin Cair, chloramphenicol, Salmonella
typhimurium

1. PENDAHULUAN

Penyakit infeksi yang disebabkan
oleh Dbakteri Salmonella sp dan masih
menjadi masalah kesehatan di Indonesia
adalah demam  tifoid. Angka kejadian

koloni kuman di hepar dapat dijadikan sarana
diagnosa, khususnya pada hewan coba.
Salmonella adalah bakteri
intraseluler bentuk batang gram negatif
dengan struktur antigen yang imunogenik.
Antigen O yang dilepas saat bakteri lisis,

demam tifoid di Indonesia pertahun sebesar
810 per 100.000 penduduk di perkotaan,
dengan angka kematian rerata nasional
sekitar 2-3,5 %." Infeksi Salmonella typhi ini
menyebabkan bakteremia, sehingga semua
alat tubuh dapat terkena tak terkecuali hepar,
terlebih hepar merupakan organ
retikuloendotelial yang berperan dalam
mengeliminasi kuman. Di hepar, Salmonella
selain dapat hidup dalam sel fagosit (sel
Kupffer), juga dapat bermultiplikasi dalam
sel parenkimal nonfagosit seperti pada
hepatosit. Oleh karena itu penghitungan

bersama R-core dan Lipid -A akan
membentuk Lipo Polisakarida (LPS) atau
endotoksin yang mampu merangsang reaksi
imunologi.”* Salmonella mampu
mengaktifkan sistem imun seluler host yang
diperankan oleh makrofag dan sel NK
sebagai eksekutor imun non spesifik dan sel
T sebagai mediator imun spesifik. Makrofag
yang diaktivasi oleh produk mikrobial seperti
LPS berperan sebagai fagosit profesional dan
Antigen Presenting Cell (APC). Makrofag
juga mampu mensekresi 1L-12 yang
membantu differensiasi sel T CD4+ menjadi
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Thl. Sel Thl dan sel NK akan mensekresi
IFN v sebagai faktor pengaktivasi makrofag
sekaligus dapat meningkatkan ekspresi MHC
Il pada permukaan APC.*’ Th2 lebih
berperan dalam imunitas humoral melalui
antibodi dalam proses opsonisasi. Jadi dalam
upaya menyingkirkan infeksi  bakteri
intraseluler seperti Salmonella, peran sel T
sangatlah besar disamping makrofag dengan
sitokin yang dihasilkannya seperti IFN vy.
Dalam pengobatan terhadap infeksi
Salmonella, kloramfenikol masih merupakan
terapi pilihan. Kloramfenikol bekerja dengan
cara menghambat proses sintesis protein
bakteri dengan dosis pemakaian 4 x 500 mg
sehari selama 2-3 minggu. ® Adanya laporan
kejadian resistensi terhadap kloramfenikol
dan efek samping obat ini yang berupa reaksi
alergi kulit, gangguan saluran cerna berupa
mual, muntah, diare, reaksi hematologik
berbahaya seperti supresi sumsum tulang
menyebabkan  pemakaian  kloramfenikol
perlu dibatasi. **° Produk herbal sebagai
imunostimulan tampaknya mulai mendapat
tempat dalam kombinasi bersama dengan
terapi utama dalam mempercepat proses
penyembuhan terhadap suatu infeksi bakteri.
Salah satu produk Obat Herbal Terstandar
yang beredar di pasaran adalah Tolak Angin
Cair (TAC) Sidomuncul. TAC mengandung
multikomponen tanaman obat berkhasiat,
seperti Amomi fructus (kapulogo),Foeniculli
fructus (minyak adas), Isorae fructus (kayu
ulet), Myristicae semen (pala), Burmani
cortex (manis jangan), Centelale herba
(pegagan), Parkiae semen (kedawung),
Oryza sativa (beras), Caryophilli folium
(daun cengkeh), Zingiberis rhizoma (Jahe),
Menthae arvensis herba (daum mint), Usnae
Thallus (kayu angin) dan Mel depuratum
(madu) yang awalnya ditujukan untuk
pengobatan flu ringan (common cold ).
Kandungan Tolak Angin Cair tersebut
diyakini memiliki sifat imunomodulator dan
antimikroba.  Penelitian  kerjasama oleh
Fakultas Kedokteran UNDIP dengan PT.
Sidomuncul pada manusia sehat terbukti
bahwa Tolak Angin Cair dapat meningkatkan
jumlah sel T darah tepi sebanyak 10 %."
Peningkatan tersebut sudah sangat berarti
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karena prosentase normal limfosit T pada
darah tepi berkisar antara 70 — 75 %. Selain
itu didapatkan peningkatan rasio IFNy/ IL4,
kenaikan produksi sitokintipe 1 (IFN vy,IL-2,
IL-12, TNF) pada pemakaian selama 7 hari
dengan dosis 2 Kkali sehari, @15 ml.
Zingiberis rhizoma (Jahe) dan madu dalam
TAC terbukti memiliki efek antimikroba baik
terhadap bakteri gram positif atau gram
negatif, misalnya terhadap Staphylococcus
aures,S.pyogenes and Pseudomonas
aeruginosa®*® Oleh karena itu, Tolak Angin
Cair diharapkan dapat berperan sebagai
imunostimulan  dan antimikroba dalam
kombinasi pengobatan demam tifoid bersama
dengan  kloramfenikol, sehingga dapat
memperpendek masa sakit, dan pemakaian
kloramfenikol dapat dipersingkat, sehingga
nantinya efek samping penggunaan obat dan
kejadian resistensi dapat ditekan.
Berdasarkan fakta tersebut, maka
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efektivitas pemberian kombinasi produk
herbal TAC dan antibiotik kloramfenikol
terhadap infeksi S. thypimurium yang dilihat
dengan hitung koloni kuman pada hepar
mencit Balb/c. Penelitian ini menggunakan
mencit Balb/c (terpilih bagi penelitian
imunologi dan sensitif terhadap infeksi
Salmonella) yang diinfeksi S. typhimurium
dimana memberikan gambaran yang sama
pada manusia yang terinfeksi oleh S. typhi.
Hal ini mengingat bahwa tidak etis untuk
melakukan percobaan pada manusia.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dengan rancangan The Post
test-Only Control Group menggunakan
hewan coba mencit strain Balb/c. Duapuluh
ekor mencit Balb/c yang memenuhi kriteria
inklusi berupa mencit betina, berat badan 20-
40 gr, berumur 6 minggu dan tidak terdapat
kelainan anatomis diadaptasikan selama 7
hari dengan pemberian pakan dan minum
secara ad libithum. Mencit dibagi secara acak
menjadi 4  kelompok,  masing-masing
kelompok terdiri atas 5 ekor mencit, yaitu
kelompok K (kontrol), kelompok P1 diberi
perlakuan pemberian Kloramfenikol tunggal,



The 2™ University Research Coloquium 2015

kelompok P2 (pemberian Tolak Angin Cair
tunggal) dan kelompok P3 (pemberian

kombinasi  Tolak  Angin  Cair dan
kloramfenikol). Pada hari pertama seluruh
kelompok diinfeksikan Salmonella

typhimurium 10° CFU intraperitoneal. Pada
hari pertama sampai hari ke-5 kelompok K
diberi air 0,2 ml, kelompok P1 diberi
suspensi  kloramfenikol 0,21 ml satu kali
sehari, kelompok P2 diberi Tolak Angin Cair
0,08 ml satu kali sehari dan kelompok P3
diberi kombinasi suspensi Tolak Angin Cair
0,08 ml -kloramfenikol 0,21 ml satu kali
sehari. Pada hari ke-6 seluruh mencit dalam
kondisi hidup, kemudian diterminasi dan
diambil organ hepar secara asepsis. Setiap
organ dari masing-masing mencit tersebut
ditimbang dahulu dengan timbangan digital.
Kemudian organ hepar dihancurkan dengan
mortir setelah penambahan 1 ml NaCl
fisiologis steril dan dilakukan pengenceran
bertingkat dari 10" sampai 10°. Dari setiap
pengenceran  diinokulasi pada media
Salmonella-Shigella (SS) agar sebanyak 0,1
ml. Perhitungan koloni kuman dilakukan
setelah diinkubasi dengan suhu 37° C selama
24 jam.

Data yang diperoleh adalah jumlah koloni
kuman yang tumbuh dalam media SS agar.
Perhitungan dinyatakan dalam CFU/gram
jaringan, sebagai jumlah koloni
S. typhimurium setiap satu gram jaringan
hepar. Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah pemberian Tolak Angin Cair,
kloramfenikol dan kombinasi Tolak Angin
Cair dan kloramfenikol yang merupakan
skala nominal. Variabel tergantung dalam
penelitian ini adalah hasil hitung jumlah
koloni kuman pada hepar yang berskala
rasio. Data diuji normalitasnya dengan
Saphiro-Wilk, karena distribusi data yang
didapat tidak normal maka dilakukan uji
nonparametrik Kruskal Wallis dilanjutkan
dengan uji Mann-Whitney. Pengolahan data
dilakukan  dengan  bantuan  komputer
menggunakan program komputer SPSS
dengan batasan signifikasi p < 0,05 dan
Cl 95 %.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

Pertumbuhan kuman pada kultur
organ hepar adalah penghitungan jumlah
koloni kuman hepar yang dinyatakan dalam
cfu/gram jaringan. Data hitung kuman
terlihat pada lampiran dan hasil analisis
statistik terlihat pada tabel dan gambar:

Tabel 1. Hasil Analisis Hitung Kuman pada
Tiap Kelompok (dalam Cfu/ Gram Jaringan)

Kelompok N Mean + SD Median Minimum  Maksimu
m
K 5 10.583.000+  1.600.000 115.000 33.900.0
14.623.899,8 00
P1 5 0 0 0 0
P2 5 50.927.000+ 517.000 158.000 200.000.
72.446.458,2 000
P3 5 0 0 0 0

2.0E8+

1.5684

.0E8—

Jumlah kuman

5.0E7-

0.0E0- &] — —_ —

Kelompok

Gambar 1. Grafik Boxplot hitung kuman

Pada tabel 1 terlihat bahwa rerata
hitung kuman organ hepar tertinggi terdapat
pada kelompok P2, yaitu
50.927.000+72.446.458,2 cfu/gram, diikuti
oleh kelompok K (10.583.000+14.623.899,8
cfu/gram), sedangkan pada kelompok P1 dan
P3 tidak didapatkan pertumbuhan koloni.
Pada grafik bloxplot menunjukkan sebaran
data hitung koloni kuman tiap kelompok
tidak normal. Terlihat penurunan hitung
kuman bila kita bandingkan antara kontrol
dan P1, kontrol dan P3, namun terjadi
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kenaikan jumlah kuman antara K dan P2.
Hitung jumlah koloni kuman S. typhimurium
pada media Salmonella Shigella agar dari
setiap perlakuan terlihat pada gambar di
bawah ipi:

b.Kloramfenikol (P1)

e

c. Tolak Angin Cair (P2)

d. Kombinasi (P3)

Gambar 2. Hasil kultur kuman pada
pengenceran 10°tiap kelompok
Berdasarkan  uji  hipotesis  non
parametrik Kruskal Wallis didapatkan hasil
p=0,001, memperlihatkan adanya perbedaan
yang bermakna antar kelompok. Selanjutnya
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dengan uji Mann Whitney didapatkan
perbedaan bermakna antara kelompok P1
(kloramfenikol) dengan kelompok kontrol
(p=0,005), kelompok P3 (Tolak Angin Cair-
kloramfenikol) dengan K
(P=0,005),kelompok P1 dengan kelompok P2
(Tolak Angin Cair) serta antara kelompok P3
dengan P2 (tabel 2). Tidak ada perbedaan
yang bermakna bila membandingkan
kelompok kontrol dengan P2 (p=0,917), dan
antara kelompok P1 dengan P3 (p=1).

Tabel 2 . Hasil p Uji Mann Whitney antar

Kelompok
Kelompok K P1 p2 P3
K - 0,005 0,917 0,005
P1 0,005 - 0,005 1
P2 0,917 0,005 - 0,005
P3 0,005 1 0,005
Pembahasan

Pada penelitian ini, kloramfenikol
yang bekerja sebagai antibiotik utama dengan
cara menghambat kerja enzim peptidil
transferase yang berperan sebagai katalisator
dalam proses sintesis protein bakteri,® dan
Tolak Angin Cair sebagai imunostimulan
dalam meningkatkan imunitas seluler dan
antimikroba  dalam  melawan infeksi
Salmonella  efektif dalam  menurunkan
jumlah koloni kuman pada mencit Balb/c
yang diinfeksi S.typhimurium. Tanaman
tradisional telah banyak diteliti memiliki efek
imunomodulator baik yang bersifat sebagai
imunostimulan yang memacu respon imun

misalnya Echinacea sp atau sebagai
imunosupressan yang mensupresi respon
imun misalnya Curcuma sp."**  Sebagai

imunomodulator, ekstrak tanaman tradisional
mempengaruhi lebih dari satu jenis sitokin.
Sitokin yang paling banyak diteliti dalam
kaitannya dalam efek imunomodulator
adalah IL 1, IL 6, TNF dan IFN." Tolak
Angin Cair mengandung multikomponen
tanaman obat yang memiliki  sifat
imunomodulator dan antimikroba. Zingiberis
rhizoma (Jahe) dan madu dalam TAC
terbukti menstimulasi produksi IL-1 dan IL 6
dan keduanya memiliki efek antimikroba
baik terhadap bakteri gram positif atau gram
negatif. '™ Jahe memiliki kandungan
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saponin, alkanoid dan flavonoid yang bersifat
antimikroba dan antifungi, pemakaian
bersama dengan madu menunjukkan khasiat
yang lebih dibanding dengan pemberian
tunggal.”® Penelitian oleh Besung, 2011
membuktikan bahwa Centella (pegagan)
dapat meningkatkan  kapasitas  fagosit
makrofag peritoneum mencit yang diinfeksi
S.typhi.?® Kandungan lain dalam TAC seperti
Amomi fructus (kapulogo) juga terbukti
memiliki aktivitas antibakteri seperti yang
dilaporkan oleh Utami, 2013.2* Penurunan
jumlah rata-rata koloni kuman pada
kelompok kombinasi produk herbal dan
atibiotik ini membuktikan adanya efek
sinergi dari keduanya. Hal ini sejalan dengan
penelitian oleh Kamatou et al,2006 yang
menyebutkan bahwa suatu tanaman obat
yang memiliki khasiat sebagai antimikroba
jika dikombinasikan dengan obat standar
tertentu akan meningkatkan efek obat
tersebut.?>?® Penelitian oleh Sebiomo et al,
2011 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
jahe (Zingiber officinale) efektif dalam
melawan  Staphilocaccous aureus dan
S.pyogenes, begitu juga dengan pemberian
kloramfenikol, ampisilin dan tetrasiklin
sehingga ekstrak jahe dapat diberikan secara
kombinasi dengan antibiotik tersebut karena
akan memberikan efek sinergis dalam
mengeliminasi bakteri.* TAC mengandung
bermacam macam tanaman obat, sehingga
belum dapat dipastikan komponen mana
yang berperan dominan dalam memberikan
efek sinergis tersebut. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian lanjutan yang meneliti
kandungan senyawa TAC yang dominan
berperan dalam proses dan dapat dilakukan
penelitian kombinasi TAC ini dengan obat
antibiotik standar lainnya.

Efektifitas kombinasi Tolak Angin
Cair — kloramfenikol kemungkinan lebih
diperankan oleh kloramfenikol sebagai
antibiotik utama yang membunuh bakteri, hal
ini terbukti dari penurunan jumlah kuman
yang bermakna antara kelompok kontrol
dengan kloramfenikol tapi tidak demikian
antara kelompok kontrol dengan Tolak
Angin Cair tunggal. Hal ini mungkin dapat
disebabkan karena efek ganda dari (NO)
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yang dihasilkan oleh makrofag sebagai
respon imun terhadap infeksi Salmonella.
Salmonella memiliki kemampuan mencegah
fusi fagosom-lisosom makrofag, mampu
menetralisasi enzim proteolitik, H,O, dan
memiliki dinding sel yang tahan terhadap
lisosim serta dapat keluar dari fagosom.'®**
Dengan kemampuan Salmonella
menghindarkan diri dari proses eliminasi
makrofag, peran Tolak Angin Cair
diharapkan dapat membantu meningkatkan
aktifitas makrofag melalui peningkatan
produksi IFN y yang berperan sebagai faktor
pengaktivasi.®*’ IFN y juga mampu
meningkatkan produksi respiratory burst
seperti Reactive Oxygen Intermediate (ROI)
dan Nitric Oxide (NO) yang dihasilkan oleh
makrofag dan berperan dalam mengeliminasi
bakteri intraseluler seperti Salmonella.’
Selain makrofag, sel NK juga mampu
menghasilkan IFN y yang merangsang
makrofag dalam memproduksi NO. Dalam
mengeliminasi infeksi Salmonella, NO tidak
dapat bekerja sendiri dan memerlukan reaksi
dengan superoksida membentuk peroksinitrit
(ONOO™ ) ataupun dengan unsur thiol.”®
Penelitian oleh Budhysulistyarini, 2010 pada
hewan coba yang menunjukkan bahwa
pemberian Tolak Angin Anak Cair (TAAC)
yang mengandung komponen yang sama
dengan Tolak Angin Cair tetapi dengan kadar
yang lebih rendah, menyebabkan
peningkatan kadar NO pada dosis tertentu.?
Penelitian pada tikus yang diinfeksi
Salmonella menunjukkan bahwa produksi
NO memiliki efek biologi ganda, yakni
membantu dalam pertahanan terhadap infeksi
namun sebaliknya memiliki efek
imunosupresi. Hal ini menjelaskan bahwa
selain memiliki efek protektif, NO juga
mampu mensupresi proliferasi limfosit. Efek
imunosupresi dari NO ini disinyalir menjadi
side effect dari aktivasi makrofag. Kenaikan
produksi NO oleh makrofag terjadi antara
periode hari ke-3 sampai hari ke-7 dengan
produksi maksimal pada hari ke-5 pasca
infeksi.'® Penelitian oleh Eisenstein et al,1998
menemukan bahwa pada hari ke 5 pasca
injeksi bakteri Samonella pada percobaan
didapatkan penurunan fungsi limfosit.*
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Penelitian lain oleh menunjukkan bahwa efek
imunosupresi ini  bersifat sementara dan
bertahan sampai 3 minggu post infeksi.*
Pada percobaan ini, mencit diterminasi pada
hari ke-6 pasca infeksi dimana terjadi
peningkatan produksi NO dan penurunan
fungsi limfosit. Kondisi imunosupresi inilah
yang dapat menjadi kemungkinan penyebab
tingginya jumlah koloni pada kelompok
Tolak Angin Cair disaat terjadi serangan
infeksi bakteri Salmonella. Untuk
membuktikan penyebab pasti diperlukan
penelitian lanjut yang menghitung laju
produksi NO dan perubahan fungsi limfosit
tiap satuan waktu.

4. Simpulan

Pemberian kombinasi produk herbal
TAC-antibiotik kloramfenikol dapat
menurunkan jumlah koloni kuman pada

mencit Balb/c yang diinfeksi S. thypimurium.
Kombinasi tersebut sama efektifnya dengan
pemberian kloramfenikol tunggal. Pemberian
tunggal produk herbal ini gagal dalam
mengeliminasi bakteri.
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