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RINGKASAN

Efek Ekstrak Etanol Daun Murbei (Morus alba L.) pada Tikus Wistar Model
Konjungtivitis oleh Staphylococcus aureus; Gama Wisnu Sanjaya,
142010101022; 2018; 82 halaman; Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Konjungtivitis adalah inflamasi di konjungtiva, dengan tanda Klinis
eksudasi, infiltrasi seluler, dan dilatasi vaskular. Penyebab konjungtivitis adalah
bakteri, alergi, virus, toksin, maupun penyakit sistemik. Konjungtivitis bakteri
karena bakteri Gram positif seperti S.aureus umumnya lebih ringan daripada
konjungtivitis karena bakteri Gram negatif. Konjungtivitis ringan biasanya benigna
dan self-limited dan dapat dimonitor tanpa terapi atau mudah diterapi dengan
antibiotik. Pada orang dewasa, Staphylococcus spesies adalah bakteri patogen
tersering mengakibatkan konjungtivitis bakteri. Umumnya, konjungtivitis bakteri
jarang mengalami komplikasi serius. S. aureus saat ini sudah banyak dilaporkan
mengalami resistensi antibiotik. Antibiotik yang dilaporkan resisten adalah
methicillin dan vankomisin. Penelitian sebelumnya secara in vitro, juga
menjelaskan bahwa ekstrak daun murbei dapat menghambat pertumbuhan bakteri
S. aureus. Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui efek ekstrak etanol
daun murbei (Morus alba L.) pada tikus wistar model konjungtivitis oleh S. aureus

Penelitian ini merupakan penelitian true eksperimental laboratories secara
in vivo dengan satu kelompok kontrol negatif (tetes mata air mata artifisial cendo
lyteers), satu kelompok kontrol positif (tetes mata levofloxacin 0,5%) dan empat
kelompok perlakuan (tetes mata ekstrak daun murbei 45%, 55%, 65% dan 75%)
dengan rancangan penelitian pretest-posttest control group design. Penelitian ini
dilakukan di empat tempat, yaitu di Laboratorium Biokimia FK UNEJ,
Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi UNEJ, Laboratorium Kandang Hewan
Coba FKH UNAIR dan Laboratorium Mikrobiologi FMIPA UNESA. Waktu yang
dibutuhkan untuk penelitian ini adalah 6 bulan yaitu pada bulan September 2017 -
Februari 2018. Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus wistar
dengan jumlah sampel 24 ekor terdiri atas 6 kelompok dengan pengulangan setiap
kelompok 4 tikus. Tikus wistar sebanyak 24 ekor dilakukan adaptasi selama 7 hari,
Pada hari ke-8, dilakukan induksi konjungtivitis dengan pemberian S. aureus 1,5 x
108 CFU/ml sebanyak 1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam (dibiarkan 3 hari) sampai
terjadi konjungtivitis. Pada hari ke-12 sampai hari ke-19 (7 hari), diberikan
perlakuan kontrol negatif, kontrol positif dan ekstrak daun murbei 45%, 55%, 65%
dan 75%.

Hasil penelitian didapatkan perbaikan gejala konjungtivitis pada hari ke-17
(posttest) daripada hari ke-11 (pretest), yaitu hilangnya mata merah, radang, sekret
purulen dan hilangnya edema kelopak mata. Hasil logaritma TPC S. aureus dari
swab konjungtiva tikus pada hari ke-11 dari adaptasi tikus (pretest) pada K(-), K(+),
P1, P2, P3 dan P4 berturut-turut adalah sebesar 5,70, 5,78, 5,65, 5,63, 5,84, dan
5,69 (log 10 CFU/mata). Sedangkan TPC S. aureus dari swab konjungtiva tikus
pada pada hari ke-17 dari adaptasi tikus (posttest) pada K(-), K(+), P1, P2, P3 dan
P4 berturut-turut adalah sebesar 4,07, 3,31, 3,78, 3,82, 3,74, dan 3,63 (log 10
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CFU/mata). Waktu kesembuhan tikus setelah pemberian ekstrak daun murbei
mengalami perbedaan hari, yaitu pada kelompok kontrol negatif sembuh pada hari
ke-8, kontrol positif sembuh pada hari ke-4, perlakuan ekstrak daun murbei 45%
sembuh pada hari ke-7, perlakuan ekstrak daun murbei 55% sembuh pada hari ke-
6, perlakuan ekstrak daun murbei 65% sembuh pada hari ke-6 dan perlakuan ekstrak
daun murbei 75% sembuh pada hari ke-5.

Hasil analisis data dari uji normalitas data Shapiro-Wilk dan uji homogenitas
Levene menunjukkan nilai p>0,05 yang artinya data terdistribusi normal dan
memiliki varian yang sama. Karena data yang didapatkan kontinu (hasil logaritma),
terdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji Anova One Way.
Hasil uji Anova One Way didapatkan hasil signifikan pada pretest p=0,002 dan
posttest p=0,046 (p<0,05), yang artinya terdapat perbedaan yang signifikan atau
nyata pada setiap perlakuan yaitu ada pengaruh konsentrasi ekstrak daun murbei
terhadap penurunan jumlah koloni bakteri S. aureus dilanjutkan dengan uji Post-
Hoc LSD untuk membandingkan hasil (beda nyata) dari setiap perlakuan. Hasil uji
Post-Hoc LSD (p<0,05) didapatkan pada kontrol positif berbeda signifikan dengan
kontrol negatif, kelompok P1 dan kelompok P2. Pada kelompok kontrol negatif
didapatkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok P4. Uji paired t-test
dilakukan untuk membandingkan beda nyata dari kelompok pretest dan kelompok
posttest. Hasil uji paired t-test didapatkan hasil signifikan p=0,000 (p<0,05), yang
berarti bahwa terdapat perbedaan nyata antara sebelum dan setelah pemberian
ekstrak daun murbei. Uji statistik terhadap data yang diperoleh dilakukan dengan
menggunakan program SPSS 16.0 for Windows.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun murbei
(Morus alba L.) memiliki efek menurunkan jumlah koloni bakteri S. aureus dan
memperbaiki gejala konjungtivitis pada tikus wistar model konjungtivitis oleh S.
aureus.
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Konjungtivitis adalah inflamasi di konjungtiva, dengan tanda klinis eksudasi,
infiltrasi seluler, dan dilatasi vaskular (Vaughan dan Asbury, 2015). Penyebab
konjungtivitis adalah bakteri, alergi, virus, toksin, maupun penyakit sistemik (Ilyas,
2014). D1 Indonesia, konjungtivitis menduduki peringkat 10 besar penyakit rawat
jalan terbanyak pada tahun 2009. Dari 135.749 pasien yang berkunjung ke poli
mata, 99.195 (73%) adalah kasus konjungtivitis dan gangguan lain pada
konjungtiva, dengan 46.480 kasus adalah laki-laki dan 52.815 kasus adalah
perempuan (Kemenkes RI, 2010). Berdasarkan survey pendahuluan tahun 2012 dari
penelitian Lolowang (2014) di Balai Kesehatan Mata Masyarakat Kota Manado,
didapatkan 356 pasien konjungtivitis (termasuk satu dari 5 penyakit tersering dan
termasuk peringkat satu penyakit infeksi tersering) dari 13.189 pasien yang datang
berobat. Dan berdasarkan penelitian Tampi dan Nugroho (2011) yang dilakukan di
Instalasi Catatan Medik RSUP Dr. Kariadi Semarang tahun 2010, dengan sampel
penelitian 459 pasien dengan diagnosis utama konjungtivitis yang berobat di
Bagian Mata RSUP Dr. Kariadi Semarang, didapatkan 80 pasien yang memenuhi
kriteria inklusi penelitian, dengan 28 pasien (35%) menderita konjungtivitis bakteri
dan perlu pemberian antibiotik.

Konjungtivitis yang disebabkan bakteri dapat diakibatkan oleh infeksi S.
aureus, Gonococcus, Meningococus, Streptococcus pneumonia, Hemophilus
influenza dan Escherichia coli (Ilyas, 2014). S. aureus dapat menyebabkan
konjungtivitis bakteri akut dan konjungtivitis kronik pada pasien yang berasosiasi
dengan blepharitis (Feldman, 2014). Pada orang dewasa, Staphylococcus spesies
adalah bakteri patogen tersering mengakibatkan konjungtivitis bakteri (Epling
2010). Konjungtivitis bakteri karena bakteri Gram positif seperti S. aureus, dan
Streptococcus pneumonia umumnya lebih ringan daripada konjungtivitis karena
bakteri Gram negatif. Konjungtivitis ringan biasanya benigna dan self-/imited dan
dapat dimonitor tanpa terapi atau mudah diterapi dengan antibiotik. Konjungtivitis

Gram negatif disebabkan oleh bakteri Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
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influenza, Moraxella, Pseudomonas, Chlamydia trachomatis, dan Serratia
marcescens. Gram negatif menyebabkan konjungtivitis yang virulen dan
menyebabkan infeksi berat dan kemungkinan perforasi mata dalam 24-48 jam
infeksi. Konjungtivitis berat ini dapat menyebabkan kebutaan dan dapat
menimbulkan penyakit sistemik berat. Respon seluler pada konjungtivitis bakteri
akan menunjukkan predominasi neutrophil (Yeung, 2017). Umumnya,
konjungtivitis bakteri dan virus adalah self limited dan jarang mengalami
komplikasi serius (Crounau et al, 2010).

Staphylococcus merupakan kuman flora normal yang sering ditemukan pada
selaput lendir dan kulit pada manusia. S. aureus dapat menginfeksi setiap alat
ataupun jaringan tubuh dan mengakibatkan timbul penyakit dengan tanda-tanda
khas yaitu peradangan, nekrosis dan pembentukan abses (Warsa, 2011). NRLP3
inflammasome diaktivasi di sel goblet (sistem pertahanan tubuh konjungtiva),
ketika berhadapan dengan toksin S. aureus, dan akan merespon dengan
mengaktivasi caspase 1 pathway, mengakibatkan produksi IL-1p, sebuah induksi
poten inflamasi. NLRP3 adalah anggota dari kompleks multi-protein yang
diterminasikan sebagai NLRP3 inflammasome (McGilligan, 2013). Cara S. aureus
mengakibatkan penyakit adalah dengan membentuk berbagai zat ekstraseluler dan
melalui kemampuan yang dapat tersebar luas dalam jaringan (Pandia, 2017). Ada 3
jenis metabolit yang dihasilkan oleh S. aureus, yaitu metabolit dengan sifat
enterotoksin, eksotoksin dan nontoksin (Warsa, 2011).

S. aureus saat ini sudah banyak dilaporkan mengalami resistensi antibiotik.
Antibiotik yang dilaporkan resisten adalah methicillin dan vankomisin (CDC,
2016). Tingginya kasus resistensi antibiotik sebagai pilihan terapi konjungtivitis
mengakibatkan pengobatan yang tidak adekuat sehingga perlu dilakukan penelitian
untuk menemukan senyawa baru yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri
S. aureus. Indonesia adalah negara tropis dengan posisi geografis 6°LU-11°LS dan
95°BT-141°BT, terletak di khatulistiwa dan merupakan biodiversity country yang
memiliki keanekaragaman hayati yang tinggi. Inilah yang dijadikan landasan
peneliti untuk menggunakan keanekaragaman hayati alami Indonesia yang tinggi

sebagai pusat perhatian penelitian di Indonesia, salah satunya adalah murbei.
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Murbei (Morus alba L.) memiliki kandungan senyawa fitokimia aktif yang
berperan sebagai antibakteri yaitu alkaloida, flavonoida, dan polifenol (Sunanto,
2009). Selain sebagai antikanker secara in vitro, kandungan fitokimia quercetin dan
antosianin ini juga termasuk kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak
daun murbei (Morus alba L.) yang berperan sebagai antibakteri dan termasuk dalam
kelompok glikosida flavonoid. Glikosida flavonoid adalah senyawa fenol dengan
mekanisme kerja yaitu koagulator protein (Kim et al, 2000, Chen et al., 2006,
Dwidjoseputro, 2005). Koagulator protein yaitu gugus fenol berikatan dengan
ikatan hidrogen membran sel bakteri, menyebabkan perubahan pada struktur
protein. Perubahan pada struktur protein membran sel bakteri ini mengakibatkan
gangguan semipermiabilitas pada membran sel bakteri, sehingga mengakibatkan
gangguan pada metabolisme seluler dan berakibat pada kematian sel bakteri
(Pelczar dan Chan, 2005).

Secara in vitro, pertumbuhan bakteri S. aureus, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae Salmonella thyphimurium, Salmonella entertidis, Salmonella pullorum,
Bacillus cereus.dan Bacillus subtitis mampu dihambat oleh ekstrak daun murbei
(Morus alba L.) (Hastuti et al., 2012, Jurian et al., 2016, Musawwir, 2014).
Berdasarkan penelitian Hastuti e al. (2012) secara in vitro, dari konsentrasi ekstrak
etanol daun dan buah murbei (Morus alba L.) 5%, 15%, 25%, 35%, 45%, 55%,
65%, 75%, 85% dan 95%, didapatkan hasil penelitian bahwa konsentrasi ekstrak
daun dan buah yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan S. aureus ialah
85%, dengan diameter zona hambat berturut-turut adalah 4,5125 dan 7,5000,
sedangkan konsentrasi ekstrak daun dan buah murbei (Morus alba L.) yang paling
efektif dalam menghambat pertumbuhan Shigella dysenteriae berturut-turut adalah
95% (diameter zona hambat 2,7250) dan 85% (diameter zona hambat 5,0750).

Pada penelitian ini menggunakan etanol sebagai proses ekstraksi daun murbei
dibandingkan akuades dan menggunakan ekstrak daun murbei dibandingkan
ekstrak batang atau ekstrak buah murbei, karena ekstrak dengan etanol
menunjukkan kandungan senyawa fenol dan flavonoid yang lebih tinggi
dibandingkan ekstrak dengan akuades, dengan urutan kandungan senyawa fenol

yang tertinggi adalah ekstrak daun, diikuti yang lebih rendah adalah ekstrak buah,
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dan yang terendah adalah ekstrak batang dan urutan kandungan flavonoid yang
tertinggi adalah ekstrak daun, diikuti yang lebih rendah adalah ekstrak batang dan
yang terendah adalah ekstrak buah. Aktivitas antioksidan dari ekstrak dengan etanol
juga lebih kuat daripada ekstrak dengan akuades dengan urutan yang tertinggi
adalah ekstrak daun, diikuti yang lebih rendah adalah ekstrak buah, dan yang
terendah adalah ekstrak batang. Selain itu, ekstrak dengan etanol menunjukkan
aktivitas antimikroba sedang, sedangkan ekstrak dengan akuades menunjukkan
aktivitas antimikroba lemah (Wang et al., 2012). Sedangkan pelarut ekstrak etanol
daun murbei adalah akuades (Hastuti et al., 2012). Pada penelitian ini, juga
menggunakan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mI sebagai induksi konjungtivitis secara
topikal pada tikus wistar (Manek, 2017)

Berdasarkan tingginya kasus konjungtivitis, kasus resistensi antibiotik
terhadap S. aureus, dan kandungan ekstrak daun murbei sebagai antibakteri, peneliti
ingin mengetahui tentang efek ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.) pada

tikus wistar model konjungtivitis oleh S. aureus.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka dapat

dirumuskan beberapa masalah, yaitu:

a.  Apakah terdapat efek ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.) terhadap
penurunan jumlah koloni bakteri S. aureus pada tikus wistar model
konjungtivitis oleh S. aureus?

b.  Apakah terdapat efek ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.) terhadap
perbaikan gejala konjungtivitis pada tikus wistar model konjungtivitis oleh S.

aureus?
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1.3

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

a.

Untuk mengetahui efek ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.) pada

tikus wistar model konjungtivitis oleh S. aureus.

1.3.2 Tujuan Khusus

a.

14

Untuk mengetahui adanya penurunan jumlah koloni bakteri S. aureus setelah

pemberian ekstrak daun murbei (Morus alba L) secara topikal.
Untuk mengetahui adanya perbaikan gejala konjungtivitis setelah pemberian

ekstrak daun murbei (Morus alba L.) secara topikal terhadap tikus Wistar.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan beberapa manfaat, yaitu:
Memperoleh tambahan pengetahuan mengenai efek ekstrak etanol daun
murbei (Morus alba L.) pada tikus wistar model konjungtivitis oleh S. aureus,
yang dapat dipergunakan oleh pengguna yang berkepentingan dengan ilmu
ni,

Memberikan alternatif senyawa penghasil antibakteri yang berasal dari
tumbuhan murbei (Morus alba L.) dan dapat membantu para peneliti di
bidang farmakologi untuk mengaplikasikan senyawa metabolit sekunder pada
murbei (Morus alba L.) sebagai antibakteri dan bahan obat alami terutama
dalam menghambat pertumbuhan S. aureus sebagai penyebab konjungtivitis

pada model tikus Wistar.
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Murbei (Morus alba L.)

Daun murbei (Morus alba L.) memiliki kandungan isoquersetin, asam amino,
vitamin (A, B1, C. dan karoten), asam folat, adenin, zinc, choline, copper,
benzaidehide, benzyl alcohol, phytoestrogens, alfa-, beta-hexenal, cis-lamda-
hexenol, beta-sitosterol, cis-betahexenol, asam fumarat, asam klorogenik, asam
formyltetrahydrofolik, ecdysterone, aceto’ne, butylamine, moracetin, eugenol,
inokosterone, scopoletin, linalool, trigonelline, rutin, scopolin, lupeol, dan
mioinositol. (BPOM RI, 2010). Daun murbei bisa dilihat pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Daun murbei (Sumber: BPOM RI, 2010)

Daun murbei (Morus alba L.) selama ini berguna sebagai pakan untuk ulat
sutera, sedangkan kandungan antosianin dalam buah murbei (Morus alba L.) cukup
tinggi yaitu sekitar 147.68 sampai 2725.46 mg/100 g (Liu, 2004). Selain sebagai
antikanker secara in vitro, kandungan fitokimia quercetin dan antosianin ini juga
termasuk kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak daun murbei
(Morus alba L.) yang berperan sebagai antibakteri dan termasuk dalam kelompok
glikosida flavonoid. Glikosida flavonoid adalah senyawa fenol dengan mekanisme
kerja yaitu koagulator protein (Kim et al., 2000, Chen et al., 2006, Dwidjoseputro,
2005). Koagulator protein yaitu gugus fenol berikatan dengan ikatan hidrogen
membran sel bakteri, menyebabkan perubahan pada struktur protein. Perubahan
pada struktur protein membran sel bakteri ini mengakibatkan gangguan

semipermiabilitas pada membran sel bakteri, sehingga mengakibatkan gangguan
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pada metabolisme seluler dan berakibat pada kematian sel bakteri (Pelczar dan
Chan, 2005). Senyawa fitokimia antosianin yang terkandung dalam ekstrak ini akan
mempunyai efek toksisitas rendah, sehingga bisa menurunkan resiko stroke, resiko
penyakit jantung koroner, mempunyai aktivitas antikarsinogen, mempunyai efek
anti-inflammatory, dan dapat memperbaiki ketajaman mata (JEFCA, 2006).
Murbei (Morus alba L.) memiliki kandungan senyawa fitokimia aktif yang
berperan sebagai antibakteri yaitu alkaloida, flavonoida, dan polifenol (Sunanto,
2009). Secara in vitro, pertumbuhan bakteri S. aureus, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae Salmonella thyphimurium, Salmonella entertidis, Salmonella pullorum,
Bacillus cereus.dan Bacillus subtitis mampu dihambat oleh ekstrak daun murbei
(Morus alba L.) (Hastuti et al., 2012, Jurian et al., 2016, Musawwir, 2014).
Berdasarkan penelitian sebelumnya secara in vivo, pengobatan ekstrak daun
murbei (Morus alba L.) dengan dosis 300 dan 2000 mg/kgBB selama 14 hari, tidak
didapatkan kematian tikus, perubahan perilaku tikus, dan tidak membahanyakan
ketika tertelan pada tikus dan menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap S. aureus.
Binatang dengan dosis tertinggi, menurunkan MCV dan MCHC vyaitu
meningkatkan aktivitas serum alkalin fosfatase. Pengobatan ekstrak 300 dan 2000
mg/kgBB ada penurunan angka leukosit, penurunan persentase limfosit dan
peningkatan proporsi sel segmental. Histopatologi organ tikus yang diobati
menggunakan ekstrak murbei 2000 mg/kg memperlihatkan turgiditas tubulus
kontortus ginjal, adanya infltrasi leukosit pada vena sentribuler hati dan tingginya

penyebaran cairan putih limpa (Oliveira, 2015).

2.2 Konjungtivitis

Konjungtivitis termasuk mata merah visus normal dan kotor atau sekret. Jika
terkena kornea, bisa juga diikuti oleh konjungtivitis dan membahayakan
penglihatan (Jawetz et al., 2008). Konjungtivitis adalah radang pada konjungtiva
dengan cara menutupi bola mata dan belakang kelopak mata. Konjungtivitis ini
dapat dibedakan menjadi bentuk akut ataupun kronis. Penyebab konjungtivitis
adalah bakteri, alergi, virus, toksin, maupun penyakit sistemik (Ilyas, 2014).

Konjungtivitis bakteri bisa dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Konjungtivitis bakteri (Sumber: Dahl, 2009)

Konjungtivitis adalah inflamasi di konjungtiva, dengan tanda klinis eksudasi,
infiltrasi seluler, dan dilatasi vaskular (Vaughan dan Asbury, 2015). Di Indonesia,
konjungtivitis menduduki peringkat 10 besar penyakit rawat jalan terbanyak pada
tahun 2009. Dari 135.749 pasien yang berkunjung ke poli mata, 99.195 (73%)
adalah kasus konjungtivitis dan gangguan lain pada konjungtiva, dengan 46.480
kasus adalah laki-laki dan 52.815 kasus adalah perempuan (Kemenkes RI, 2010).
Pada praktik dokter umum, paling tidak ditemukan kasus konjungtivitis setiap
minggunya dan satu dari delapan siswa usia sekolah dasar terkena konjungtivitis
setiap tahunnya (Oliver, 2009).

Gambaran klinis yang ditemukan pada pasien konjungtivitis yaitu hiperemi
pada konjungtiva bulbi (injeksi konjungtiva), adanya eksudat dengan sekret lebih
nyata pada pagi hari, adanya lakrimasi, pada bagian atas kelopak mata tampak
menggelantung (pseudoptosis) terlihat seolah akan tertutup akibat konjungtiva
membengkak dan bagian atas sel-sel konjungtiva radang, flikten pada mata yaitu
perasaan seperti ada benda asing, membran, granulasi, pseudomembran, folikel,
hipertrofi papil, dan adenopati preaurikular. Pada reaksi konjungtivitis karena virus,
biasanya akan terbentuk folikel di konjungtiva. Bentuk pupil dan bilik mata adalah
normal (Ilyas, 2014).

Konjungtivitis termasuk mata merah visus normal dan kotor atau sekret.
Sekret adalah produk kelenjar, dimana di konjungtiva bulbi akan dikeluarkan oleh
sel goblet. Pada konjungtivitis, sekret yang terdapat pada konjungtiva bulbi bisa
bersifat: purulen, oleh bakteri; hiperpurulen, disebabkan gonokok atau
meningokok; air, karena infeksi virus atau alergi; mukoid, oleh alergi atau vernal

serta serous, oleh adenovirus (Ilyas, 2014).
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Pada sekret konjungtiva bulbi, bisa dilakukan pemeriksaan sitologik, yaitu
dengan pulasan Giemsa yang bertujuan untuk menetapkan jenis dan morfologi sel.
dan pulasan Gram yang bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri, Hasil dari
pemeriksaan sitologik ini dapat digunakan untuk mengetahui penyebab yang
terdapat pada kandungan sekret dari konjungtiva bulbi seperti ditemukan: /eukosit,
polimorfonuklear oleh bakteri; limfosit, monosit atau sel yang berisi nukleus dengan
sedikit plasma, maka infeksi ini kemungkinan disebabkan virus; eosinofil, basofil
disebabkan oleh alergi; sel raksasa multinuklear oleh herpes; sel leber — makrofag
raksasa oleh trakoma; Keratinisasi dengan filament oleh pemfigus atau dry eye, dan

Badan Guarneri eosinofilik oleh vaksinia (Ilyas, 2014).

2.2.1 Konjungtivitis Bakteri

Konjungtivitis bakteri adalah infeksi pada konjungtiva, yang meluas dari
bagian belakang kelopak mata (konjungtiva tarsal dan palpebral) ke
fornises/forniks, dan secara global (bulbar konjungtiva) sampai bergabung dengan
kornea di limbus (Feldman, 2014). Konjungtivitis yang disebabkan bakteri dapat
diakibatkan oleh infeksi Gonococus, Meningococus, S. aureus, Streptococcus
pneumonia, Hemophilus influenza dan Escherichia coli (Ilyas, 2014). Penyebab
konjungtivitis bakteri tergantung dari geografi dan usia, tetapi yang paling sering
ditemukan adalah adalah Staphylococcus, Haemophilus, Streptococcus,
Pseudomonas, Corynebacterium, dan Moraxella spesies (Yeung, 2017)

Konjungtivitis bakteri akut terutama disebabkan oleh S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae. Konjungtivitis kronik
terutama disebabkan oleh Chlamydia trachomatis. S. aureus dan Moraxella
lacunata bisa juga menyebabkan konjungtivitis kronik pada pasien yang berasosiasi
dengan blepharitis (Feldman, 2014).

Penyebab konjungtivitis bakteri adalah mikroorganisme Gram positif dan
Gram negatif. Konjungtivitis yang tersering disebabkan oleh bakteri Gram positif
yaitu S. aureus, Staphylococcus epidermidis. Streptococcus pneumonia, dan
Streptococcus viridians. Sedangkan penyebab konjungtivitis oleh bakteri Gram

negatif yaitu Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens,
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Proteus, Enterobacter, dan Pseudomonas spesies (Afjeiee et al., 2013; Oliver et
al., 2009). Bakteri yang paling sering menyebabkan konjungtivitis bakteri di
Amerika Serikat adalah S. aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis (CDC, 2016), dimana S. aureus adalah bakteri
penyebab konjungtivitis yang paling sering di dunia (Mannis dan Plotnik, 2005),
dan Staphylococcus spesies, adalah bakteri yang paling patogen menyebabkan
konjungtivitis bakteri pada orang dewasa, diikuti oleh Streptococcus pneumoniae
dan Haemophilus influenza yang juga patogen pada orang dewasa dan anak-anak.
Selain itu, Moraxella catarrhalis juga sering menyebabkan konjungtivitis pada
anak-anak (Epling, 2010).

Konjungtivitis bakteri karena bakteri Gram positif seperti S. aureus, dan
Streptococcus pneumonia umumnya lebih ringan daripada konjungtivitis karena
bakteri Gram negatif. Konjungtivitis ringan biasanya benigna dan self-limited dan
dapat dimonitor tanpa terapi atau mudah diterapi dengan antibiotik. Konjungtivitis
Gram negatif disebabkan oleh bakteri Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
influenza, Moraxella, Pseudomonas, Chlamydia trachomatis, dan Serratia
marcescens. Gram negatif menyebabkan konjungtivitis yang virulen dan
menyebabkan infeksi berat dan kemungkinan perforasi mata dalam 24-48 jam
infeksi. Konjungtivitis berat ini dapat menyebabkan kebutaan dan dapat
menimbulkan penyakit sistemik berat. Respon seluler pada konjungtivitis bakteri
akan menunjukkan predominasi neutrophil (Yeung, 2017)

Mikroba tersebut dapat memberikan gejala sekret muko-purulen dan purulen,
kemosis konjungtiva, edema kelopak, kadang-kadang disertai keratitis dan
blefaritis. Konjungtivitis bakteri ini mudah menular, pada satu mata ke mata
sebelahnya dan menyebar ke orang lain melalui benda yang dapat menyebarkan
kuman. Terdapat 2 bentuk konjungtivitis akut (dapat sembuh + 14 hari) dan
biasanya sekunder terhadap penyakit palpebra / obstruksi duktus nasolakrimalis
(Ilyas, 2014).

Tanda dan gejala konjungtivitis bakteri, selain injeksi dan edematous (radang)
konjungtiva, meliputi hal berikut: follicles adalah tanda infeksi virus okular, bisa

juga terjadi dengan konjungtivitis alergi atau hipersensitif kronik; papila pada
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injeksi konjungtiva tarsal, juga terlihat pada konjungtivitis virus dan alergi okular;
discharge: lebih purulen daripada konjungtivitis virus, dengan lebih banyak
masalah (umumnya putih, hijau, atau kuning lendir) dari margin kelopak mata dan
kesulitan yang lebih besar untuk membungkam kelopak mata terbuka setelah tidur;
Pasien mungkin akan terbangun dengan mata terpejam “tertutup”’; kelenjar getah
bening preauricular yang membesar: umumnya pada konjungtivitis virus dan tidak
biasa pada konjungtivitis bakteri, walaupun ditemukan pada konjungtivitis bakteri
parah yang disebabkan oleh Neisseria gonorrhoeae; edema kelopak mata: sering
hadir dalam konjungtivitis bakteri, namun ringan dalam banyak kasus, edema
kelopak mata yang parah dengan adanya cairan purulen yang berlebihan
menimbulkan kecurigaan infeksi Neisseria gonorrhoeae (Yeung, 2017).

Permukaan jaringan mata dan adneksa mata dikolonisasi oleh kuman flora
normal seperti Staphylococcus, Streptococcus, dan Corynebacterium. Perubahan
pada sistem pertahanan tubuh host, titer bakteri atau jenis bakteri dapat
menyebabkan infeksi klinik. Perubahan pada flora juga dapat merupakan hasil dari
kontaminasi eksternal (contoh: pemakaian lensa kontak, berenang), penggunaan
antibiotik topikal/sistemik, penyebaran lokasi infeksius yang berdekatan (contoh:
menggosok mata). Sistem pertahanan tubuh utama melawan infeksi adalah lapisan
epitel yang menutupi konjungtiva. Disruption dari barrier dapat menyebabkan
infeksi. Sistem pertahanan tubuh kedua adalah mekanisme hematologi imun yang
dilakukan oleh vaskulatur konjungtiva, tear film immunoglobulins, lisozim dan aksi
pembilasan dari lakrimasi dan blinking (Yeung, 2017).

Konjungtivitis bakteri sangat menular. Sebagian besar bakteri yang
menyebabkan konjungtivitis menyebar melalui kontak langsung dari tangan
terkontaminasi langsung ke tangan yang terkontaminasi. Orang bisa terkena
konjungtivitis hanya dengan menyentuh atau menggunakan sesuatu yang telah
disentuh atau digunakan oleh orang yang terinfeksi. Hal ini juga dapat menyebar
dengan tetesan saluran pernapasan besar. Konjungtivitis bakteri jarang terjadi pada
anak-anak di atas usia 5 tahun (CDC, 2016). Umumnya, konjungtivitis bakteri dan
virus adalah self limited dan jarang mengalami komplikasi serius (Crounau et al,
2010).
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1.3 Staphylococcus aureus

Asal kata Stafilokokus adalah staphyle, artinya adalah sekumpulan buah
anggur dan kokus, artinya adalah benih bulat (Warsa, 2011). Dari Rosenbach
(1884), klasifikasi S. aureus yaitu: Domain : Bacteria, Kerajaan : Eubacteria, Filum
: Firmicutes, Kelas : Bacilli, Ordo : Bacillales, Famili : Staphylococcaceae, Genus
: Staphylococcus, Spesies : aureus. Nama binomialnya adalah S. aureus. Bakteri S.
aureus yang dilihat dengan mikroskop elektron perbesaran 50.000x bisa dilihat
pada Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Staphylococcus aureus dilihat dengan mikroskop elektron perbesaran
50.000x (Sumber: CDC, 2011)

S. aureus adalah bakteri Gram positif dengan bentuk bulat yang memiliki
diameter 0,7-1,2 um, fakultatif anaerob, terdiri dari kelompok-kelompok dengan
susunan tidak teratur menyerupai buah anggur, tidak bergerak dan tidak membentuk
spora. S. aureus tumbuh dengan suhu optimum 37 °C, tetapi pigmen terbaik akan
terbentuk di suhu kamar (20-25 °C). Koloni pada perbenihan padat berwarna abu-
abu sampai kuning keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau.
Kapsul polisakarida maupun selaput tipis yang dimiliki oleh S. aureus dengan
mekanisme kerja untuk virulensi bakteri dihasilkan oleh lebih dari 90% isolat
klinik. S. aureus menyebabkan bermacam derajat hemolisis, ataupun kadang

disebabkan oleh stafilokokus dengan spesies yang lain (Jawetz et al., 2008).

1.3.1 Patogenitas Staphylococcus aureus
S. aureus termasuk satu dari beberapa mikroorganisme patogen berbahaya.

Penyebaran infeksi yang disebabkan S. aureus bisa dengan kontak terhadap pasien
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karier S. aureus, kontak terhadap nanah dari luka pasien yang terinfeksi S. aureus,
kontak dengan kulit orang yang terinfeksi S. aureus, serta kontak dengan barang-
barang, seperti handuk, seprei, pakaian, dan alat pencukur jenggot orang yang
terinfeksi S. aureus (Pandia, 2017).

Staphylococcus merupakan kuman flora normal yang sering ditemukan pada
selaput lendir dan kulit pada manusia. S. aureus dapat menginfeksi setiap alat
ataupun jaringan tubuh dan mengakibatkan timbul penyakit dengan tanda-tanda
khas yaitu peradangan, nekrosis dan pembentukan abses (Warsa, 2011). NRLP3
inflammasome diaktivasi di sel goblet (sistem pertahanan tubuh konjungtiva),
ketika berhadapan dengan toksin S. aureus, dan akan merespon dengan
mengaktivasi caspase 1 pathway, mengakibatkan produksi IL-1p, sebuah induksi
poten inflamasi. NLRP3 adalah anggota dari kompleks multi-protein yang
diterminasikan sebagai NLRP3 inflammasome (McGilligan, 2013). S. aureus yang
patogen bersifat invasif, menyebabkan hemolisis, membentuk koagulase dan
pigmen kuning emas, mencairkan gelatin, dan mampu meragikan manitol (Anonim,
2017). Cara S. aureus mengakibatkan penyakit adalah dengan membentuk
bermacam zat ekstraseluler dan melalui kemampuan yang dapat tersebar luas di
jaringan (Pandia, 2017). Ada 3 jenis metabolit yang dihasilkan oleh S. aureus, yaitu
metabolit dengan sifat enterotoksin, eksotoksin dan nontoksin. Yang termasuk
metabolit nontoksin adalah antigen permukaan, koagulase, hialuronidase,
fibrinolisin, gelatinase, protease, lipase, tributirinase, fosfatase dan katalase.
Metabolit eksotoksin terdiri dari hemolisin (jenis alfa, beta dan delta), toksin

eksfoliatif, sitotoksin dan leukosidin (Warsa, 2011).

1.4 Farmakokinetika Obat Tetes Mata

Farmakokinetika adalah ruang lingkup farmakologi yang menjelaskan
tentang nasib obat dalam tubuh yang terdiri dari absorbsi, distribusi, metabolisme,
dan ekskresinya (ADME). Tetes mata, tetes telinga, salep merupakan obat topikal
yaitu obat yang sifatnya lokal (Sanjoyo, 2017).

Pada penelitian ini digunakan bentuk sediaan obat tetes mata (obat topikal)

adalah karena memiliki kelebihan yaitu adekuatnya konsentrasi obat yang dapat
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dicapai di segmen depan mata dengan tanpa terjadi efek yang tidak diharapkan pada
sistem tubuh yang lain (Liesegang et al., 2001). Formulasi dengan sediaan obat tetes
mata ini adalah kontak dengan mata singkat, bahan aktif terlarut atau tersuspensi
(Dhadhang, 2013).

Kekurangan atau keterbatasan dalam bentuk sediaan obat tetes mata (obat
topikal) ini adalah efektifitas waktu dan volume kontak obat dengan permukaan
bola mata. Dari sejumlah obat topikal yang diteteskan, hanya sekitar 20% saja dapat
tertahan oleh kelopak mata dan setelah mata berkedip akan cul-de-sac. Contohnya
jika dilakukan penetesan dengan dosis 50 pug (volume 1 tetes obat tetes mata pada
umumnya), hanya sekitar 10 g saja yang dapat tertahan di permukaan bola mata.
Setelahnya di dalam air mata pada permukaan mata yang sehat, kurang lebih 16%
per menit secara cepat volume obat akan menurun. Pada obat tetes yang
merangsang refleks air mata, penurunan volume obat akan lebih banyak terjadi.
Pada jenis obat dengan absorbsi lambat, setelah 4 menit penetesan, 50% obat bisa
tertahan di air mata namun setelah 10 menit, hanya 17% saja yang tertahan
penetesan (Liesegang et al., 2001).

Kekurangan lain obat tetes mata dengan bentuk air ini adalah karena gerakan
pelupuk mata bisa menekan keluar dari saluran konjungtiva. Dengan peningkatan
viskositas dari tetes mata, penyebaran bahan aktif dengan lebih baik lagi di dalam
cairan bisa tercapai dan waktu kontak bisa lebih lama (Dhadhang, 2013).

Ciri-ciri obat tetes mata (topikal) yang tidak mengiritasi permukaan bola mata
ini memiliki pH fisiologis (+ 7,4) dan bebas dari iritan dan bersifat isotonis,.
Sebaliknya ciri-ciri obat tetes mata (topikal) yang dapat mengiritasi dan
merangsang refleks air mata adalah obat yang memiliki pH yang tidak fisiologis,
mengandung iritan (seperti bahan pengawet) dan bersifat hiper/hipotonis,

(Liesegang et al., 2001).

2.4.1 Levofloxacin Tetes Mata
Levofloxacin tetes mata adalah antibiotik topikal generasi terbaru dari kelas
fluoroquinolon. Dibandingkan dengan fluoroquinolon topikal generasi terdahulu,

levofloxacin bisa mencapai konsentrasi tertinggi dan bisa dipertahankan pada


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

15

jaringan air mata dan mata dan penetrasi levofloxacin lebih baik dalam bilik
anterior. Levofloxacin dan generasi fluoroquinolon topikal terbaru memiliki
mekanisme ganda dalam aktivitas bakterisidalnya yakni menghambat DNA gyrase
dan topoisomerase 1V, sehingga resistensi bakteri rendah. Levofloxacin topikal
aman dan efektif dalam terapi konjungtivitis bakterial (Tano, 2008).

Levofloxacin efektif untuk bakteri Gram positif dan Gram negatif (termasuk
anaerob) dan bakteri atipikal Chlamydia pneumonia dan Mycoplasma pneumonia.
Mekanisme kerjanya adalah dengan menghambat DNA-gyrase, yaitu suatu
topoisomerase tipe-11 sehingga menghambat replikasi dan transkripsi DNA bakteri
(Tkapharmindo, 2014).

Dalam penelitian ini digunakan Levofloxacin 0,5% tetes mata 5 ml.
Indikasinya adalah untuk pengobatan topikal infeksi mata eksternal seperti
konjungtivitis karena mikroorganisme. Dosisnya 3 kali sehari, 1 tetes.
Kontraindikasinya adalah hipersensitivitas terhadap kuinolon, dengan reaksi efek

samping obat berupa iritasi mata dan kelopak mata gatal (Ferron, 2017).
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Skema kerangka konsep dapat dilihat pada Gambar 2.4.

Ekstrak Daun Murbei (Morus alba L.)
dosis 45%, 55%, 65% dan 75%

Antibiotik:
Levofloxacin
(fluoroquinolon)

kematian sel

__________ 1
|
i Quercetin, antosianin : :_ __________ R . :
| (Glikosida flavonoid) | | Alkaloid | Flavonoida | Polifenol |
L __ iy & 0 LA |
|
i, VW
|
i Menghambat
________________ | = -
! . Y 1 I replikasi dan
i en% ?m a | : Staphylococus aureus i transkripsi DNA
i metabolisme sel, i | bakteri
! I

__________________

\ 4

Konjungtivitis

|

1. Mata merah, radang

2. Sekret purulen putih, hijau atau kuning

3. Edema kelopak mata

Keterangan:

- diteliti

| | - tidak diteliti

—_—

—

l__

Koloni S. aureus pada
MSA

: berpengaruh

: menghambat

Gambar 2.4 Skema kerangka konsep
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Berdasarkan skema kerangka konsep pada Gambar 2.4, yang diteliti dalam
penelitian ini adalah ekstrak daun murbei (Morus alba L.) 45%, 55%, 65% dan
75%, antibiotik levofloxacin (fluoroquinolon), S. aureus, konjungtivitis meliputi
penurunan koloni S. aureus pada MSA dan perbaikan gejala konjungtivitis yaitu
mata merah, radang, sekret purulen putih, hijau atau kuning, dan edema kelopak
mata, sedangkan yang tidak diteliti dalam penelitian ini adalah senyawa antibakteri
ekstrak daun murbei yaitu alkaloid, flavonoid, polifenol, quercetin dan antosianin,
cara kerja senyawa antibakteri ekstrak daun murbei dan antibiotik levofloxacin
sebagai antibakteri.

Pengobatan konjungtivitis dengan ekstrak daun murbei (Morus alba L.) 45%,
55%, 65% dan 75% dan kontrol positif yaitu antibiotik levofloxacin. Ekstrak
murbei memiliki kandungan senyawa antibakteri alkaloid, flavonoid, dan polifenol.
Sedangkan ekstrak daun murbei 45%, 55%, 65% dan 75% memiliki kandungan
senyawa antibakteri quercetin dan antosianin yang termasuk glikosida flavonoid,
dengan cara kerja menghambat metabolisme sel, kematian sel. Sedangkan cara
kerja antibiotik levofloxacin sebagai antibakteri adalah menghambat replikasi dan
transkripsi DNA bakteri. Ekstrak daun murbei (Morus alba L.) 45%, 55%, 65% dan
75% dan antibiotik levofloxacin akan menghambat gejala konjungtivitis dan

menghambat koloni S. aureus pada MSA.

2.6 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah:

a.  Ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L) memiliki efek dapat menurunkan
jumlah koloni bakteri S. aureus setelah pemberian ekstrak daun murbei
(Morus alba L) secara topikal.

b.  Ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L) memiliki efek dapat memperbaiki
gejala konjungtivitis setelah pemberian ekstrak daun murbei (Morus alba L.)

secara topikal terhadap tikus Wistar.
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BAB III. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian true eksperimental dengan adanya
perlakuan, kontrol terhadap variabel, dan pengulangan, dengan rancangan pretest-
posttest control group design yang menggunakan binatang percobaan sebagai objek

penelitian.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah pretest-posttest control group
design yang menggunakan binatang percobaan sebagai objek penelitian. Dalam
desain ini, Sugiyono menyatakan “bahwa terdapat dua kelompok yang masing-
masing dipilih secara random. Kelompok pertama diberi perlakuan (X) dan
kelompok lain tidak. Kelompok yang diberi perlakuan disebut kelompok
eksperimen dan kelompok yang tidak diberi perlakuan disebut kelompok kontrol.
Kemudian diberi pretest untuk mengetahui keadaan awal adakah perbedaan antara
kelompok eksperimen dan kelompok kontrol” (Sugiyono, 2012). Perlakuan adalah
dengan pemberian tetes mata berbagai tingkat konsentrasi ekstrak murbei pada
tikus strain Wistar galur murni. Sedangkan keluarannya berupa jumlah koloni
bakteri S. aureus pada jaringan konjungtiva yang mengalami konjungtivitis bakteri.
Hewan percobaan akan dibagi menjadi 6 kelompok. Secara sistematis, rancangan

penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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—— K() OK (-)e
K (+) OK (+)
P1 OP1
X » R P2 OP2
P3 OP3
P4 OP4
' 1 | s
Adaptasi Induksi Perlakuan
Keterangan:

X —» R = Masa aklimatisasi (adaptasi) selama 1 minggu

R = Randomisasi

K (-) = Kontrol negatif, sebagai pembanding, tikus mendapatkan perlakuan tetes mata air
mata artifisial (Cendo Lyteers 15 ml) +

S. aureus 1,5 x 10® CFU/ml

—» Kelompok Kontrol Negatif (K (-))

K (+) = Kontrol positif, sebagai pembanding, tikus mendapatkan perlakuan tetes mata
antibiotik (Levofloxacin 0,5%) +
S. aureus 1,5 x 108 CFU/ml
—  Kelompok Kontrol Positif (K (+))

P1 = Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 45%+
S. aureus 1,5 x 10 CFU/ml
—  Kelompok Murbei Dosis 1

P2 = Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 55%+
S. aureus 1,5 x 108 CFU/ml
—  Kelompok Murbei Dosis 2

P3 = Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 65%+
S. aureus 1,5 x 108 CFU/ml
—  Kelompok Murbei Dosis 3

P4 = Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 75%+
S. aureus 1,5 x 108 CFU/ml
—  Kelompok Murbei Dosis 4

OK (-) = Pengamatan kelompok kontrol K (-)
OK (+) = Pengamatan kelompok kontrol K (+)
OP1 = Pengamatan kelompok perlakuan P1
OP2 = Pengamatan kelompok perlakuan P2
OP3 = Pengamatan kelompok perlakuan P3
OP4 = Pengamatan kelompok perlakuan P4

Gambar 3.1 Rancangan Penelitian
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3.3 Tempat dan Waktu penelitian

a.  Proses ekstraksi daun murbei dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Jember, Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi
Universitas Jember.

b.  Pemeliharaan tikus wistar, pengujian ekstrak daun murbei (Morus alba L.) ke
tikus strain Wistar galur murni dilakukan di Laboratorium Kandang Hewan Coba
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.

c.  Pembuatan tetes mata ekstrak, rekultur bakteri S. aureus dan menghitung
jumlah bakteri Staphylococus aureus dari swab sekret konjungtiva tikus wistar
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam Universitas Negeri Surabaya.

d.  Waktu yang dibutuhkan untuk penelitian ini adalah 6 bulan dengan rincian 3
bulan untuk persiapan, studi pendahuluan dan pembuatan ekstrak daun murbei pada
bulan September 2017 — November 2017 dan 3 bulan untuk penelitian dan analisis

data pada bulan Desember 2017 — Februari 2018.

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi

Populasi penelitian adalah tikus strain Wistar galur murni.

3.4.2 Sampel
Sampel penelitian adalah 24 tikus strain Wistar galur murni yang diambil
dengan teknik random sederhana (simple random sampling) dari populasi tikus

yang kemudian akan dibagi menjadi 6 kelompok.

3.4.3 Cara Pengambilan Sampel
Kriteria inklusi meliputi:

a.  Tikus jantan

b.  Umur2-3hbulan

c.  Berat badan 200 — 300 gram
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d.  Tikus tampak aktif
e.  Pada pemeriksaan luar tidak tampak adanya kelainan anatomik, khususnya
kelainan bola mata
Sedangkan kriteria eksklusi dalam pengambilan populasi adalah tikus mati
sebelum dilakukan swab konjungtiva (Kurniawan, 2009).

3.4.4 Besar Sampel
Penelitian ini terdiri atas 6 perlakuan dan pengulangan 4 kali sesuai dengan
Rumus Federer (Sugandi, 1993) yaitu.
(t-1) (r-1)> 15
Keterangan: t =jumlah perlakuan =6
r = jumlah pengulangan per kelompok perlakuan
maka: (t-1) (r-1) > 15
(6-1) (r-1) > 15
5r-5 > 15
r > 4
Bedasarkan rumus Federer, jumlah minimum pengulangan tikus yang
digunakan dalam setiap kelompok adalah 4 ekor. Untuk meningkatkan efektifitas

pengujian statistik, pada penelitian ini menggunakan 24 ekor hewan.

3.5 Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak daun murbei
45%,55%, 65% dan 75%.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah koloni bakteri S. aureus

dan perbaikan gejala konjungtivitis.
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3.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah

a.  media pertumbuhan bakteri
b.  waktu inkubasi
c.  tempat inkubasi
d.  suhu inkubator
e.  jenis tikus putih

f.  jenis bakteri S. aureus

3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Konsentrasi Ekstrak Daun Murbei

Konsentrasi ekstrak murbei yaitu besaran volume ekstrak murbei yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus sebagai penyebab
konjungtivitis. Cara ukur konsentrasi ekstrak murbei dari maserasi etanol 70% yang
digunakan adalah 45%, 55%, 65%, dan 75% (gr) dalam pelarut akuades (ml).
Ekstak murbei diperoleh dari bagian daun murni jenis Morus alba L. yang diperoleh
secara komersial. Dosis pemakaian ekstrak murbei adalah 2 tetes (0,15 ml) pada
kedua mata dan dilakukan setiap hari (Manek, 2017) selama 1 minggu dengan
perbaikan gejala konjungtivitis (sampai sembuh dengan gejala konjungtivitis
bakteri sudah kembali normal). Ekstrak daun murbei dimasukkan dalam botol tetes
mata air mata artifisial Cendo Lyteers 15 ml dengan 1 tetesnya sama dengan 0,075
ml. Alat ukurnya menggunakan timbangan digital. Skalanya adalah rasio. Daun
murbei (Morus alba L.) sebanyak 1,5 kg yang digunakan diperoleh dari Fakultas

Pertanian Universitas Jember.

3.6.2 Jumlah koloni bakteri Staphylococcus aureus

Jumlah koloni bakteri S. aureus adalah jumlah bakteri S. aureus yang dihitung
dari hasil swab konjungtiva dengan cotton buds pada sekret konjungtiva mata tikus
putih strain Wistar galur murni yang terkena konjungtivitis setelah diinfeksi dengan
S. aureus. Penghitungan jumlah bakteri menggunakan metode Total Plate Count

(TPC) secara pour plate menggunakan colony counter, dilakukan setelah mata tikus
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menunjukkan gejala konjungtivitis yaitu mata merah, radang, sekret purulen
berwarna putih, hijau atau kuning lendir pada konjungtiva dan edema kelopak mata
(Yeung, 2017). Penghitungan jumlah bakteri di lakukan setiap 48 jam selama 1
minggu (sampai sembuh dengan gejala konjungtivitis bakteri sudah kembali
normal), karena dengan menggunakan antibiotik levofloxacin sembuh dalam
jangka waktu 1 sampai 3 hari. Skalanya adalah rasio. Bakteri S. aureus 1,5 x 10®
CFU/ml yang digunakan diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga.

3.6.3 Kontrol

a.  Tetes mata kontrol negatif memiliki kandungan Sodium Chloride, Kalium
Chloride, bentuknya tetes mata, satuan penjualannya botol, dengan kategori obat
dan golongan obat bebas. Kemasannya adalah Tetes mata 0,01 % x 15 ml, dengan
dosis pemakaian 3-4 kali sehari 1 atau 2 tetes. Indikasi penggunan tetes mata ini
adalah sebagai pengganti air mata pada kekurangan air mata, lubrikan/pelicin untuk
air mata buatan, dan emolien/pelembut & pengganti air mata untuk pemakai lensa
kontak (Medicastore, 2016). Skalanya adalah rasio. Tetes mata yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Cendo Lyteers botol, dan diproduksi oleh Cendo
Pharmaceutical Industries PT, dengan dosis pemakaian 2 tetes (0,15 ml) pada
kedua mata dan dilakukan setiap hari (Manek, 2017).

b.  Tetes mata kontrol positif menggunakan antibiotic levofloxacin 0,5%.
Indikasinya adalah untuk pengobatan topikal infeksi mata eksternal seperti
konjungtivitis karena mikroorganisme. Dosisnya 3 kali sehari, 1 tetes.
Kontraindikasinya adalah hipersensitivitas terhadap kuinolon, dengan reaksi efek
samping obat berupa iritasi mata dan kelopak mata gatal. Skalanya adalah rasio.
Tetes mata yang digunakan dalam penelitian ini adalah Cravit Levofloxacin 0,5%
tetes mata 5 ml, dan diproduksi oleh PT Ferron Par Pharmaceuticals (Ferron, 2017),
dengan dosis pemakaian 2 tetes (0,15 ml) pada kedua mata dan dilakukan setiap
hari (Manek, 2017).
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3.6.4 Perbaikan Gejala Konjungtivitis

Gejala konjungtivitis yaitu mata merah, radang, sekret purulen berwarna
putih, hijau atau kuning lendir pada konjungtiva dan edema kelopak mata (Yeung,
2017). Perbaikan gejala konjungtivitis bakteri yaitu hilangnya mata merah, radang,
sekret purulen berwarna putih, hijau atau kuning lendir pada konjungtiva dan
hilangnya edema kelopak mata selama perlakuan, dan di amati setiap 24 jam selama
1 minggu untuk melihat adanya pengaruh dari ekstrak murbei (sampai sembuh
dengan gejala konjungtivitis bakteri sudah kembali normal), karena dengan
menggunakan antibiotik levofloxacin sembuh dalam jangka waktu 1 sampai 3 hari.
Konjungtivitis bakteri akut umumnya adalah self-limiting dan sembuh dalam 10-14
hari. Jika diobati, kondisinya akan sembuh dalam 1-3 hari (Miller, 2011 dalam
Mahon et al, 2011). Konjungtivitis bakteri akut didefinisikan sebagai
konjungtivitis yang berlangsung kurang dari 3 minggu, (Dart, J., K., G., 1986;
McDonnell, P., J., 1988). Sedangkan konjungtivitis bakteri kronis tanda dan gejala
timbul lebih dari 3 minggu dan sering terjadi kekambuhan (Rubenstein, 1999).
Masa inkubasi konjungtivitis bakteri adalah 24-72 jam (Bighollow, 2017). Masa
inkubasi dan periode infeksi tergantung penyebab dari konjungtivitis dapat berkisar
1-12 hari, tergantung organisme dan pengobatan yang diberikan (Hydepark, 2010).
Cara ukurnya adalah deskriptif. Alat ukurnya adalah kamera digital dan kaca

pembesar. Skala perbaikan gejala konjungtivitis adalah ordinal.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
a. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tabung reaksi,
Erlenmeyer 500 ml dan 1 liter, corong kaca, pipet tetes, spuid volume 1 ml dan 5
ml, timbangan digital, micropipette 1000 ul, blue tip, yellow tip, rak tabung reaksi,
pembakar spirtus, cawan petri, aluminium foil, plastic wrap, autoklaf, kapas, gelas
ukur, cool box, label, tali kasur, plastik pp, ose, LAF, Rotary evaporator, cotton

bud, gelas beker 500 ml, panci, kompor, oven, dan pengaduk, kandang tikus.
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1.5 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri S. aureus, Tikus
putih akuades, alkohol 70%, MSA agar (Mannitol Salt Agar yang terdiri atas Lab-
Lemco’ powder 1.0 Peptone 10.0 Mannitol 10.0 g/l, Sodium chloride 75.0 g/I,
Phenol red 0.025 Agar 15.0 g/l, pH 7.5+ 0.2 @ 25°C), Nutrient agar dan nutrient
Broth, etanol, HCL pekat, kloroform, levofloxacin 0,5%, Cendo Lyteers 15 ml,
tikus putih strain Wistar galur murni, pakan tikus dan akuades.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Uji Kelayakan Etik

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus yang dalam
pelaksanaannya harus mendapat sertifikat kelayakan etik, sehingga perlu diajukan
ke komisi etik kedokteran, prosedur ini diharapkan akan menjamin keamanan bagi
peneliti maupun hewan coba, melindungi hewan coba, serta memperjelas tujuan
dan kewajiban peneliti. Peneliti mengirim berkas permohonan ethical clearance ke
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Penelitian ini sudah dilakukan

sesuai dengan etik nomor: 1148/H25.1.11/KE/2018.

3.8.2 Persiapan (Sterilisasi Alat) dan Perizinan

Semua peralatan yang akan digunakan baik peralatan gelas ataupun peralatan
non glass disterilisasi. Peralatan gelas seperti cawan petri, erlenmeyer, beaker
glass, gelas ukur, tabung reaksi, dilakukan sterilisasi kering menggunakan oven.
Semua peralatan tersebut sebelum disterilisasi dibungkus menggunakan kertas
berwarna putih dan diikat menggunakan tali kasur. Sterilisasi menggunakan oven
dilakukan selama 2 jam dengan suhu 160°C. Peralatan non glass seperti microtip
disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15
menit. Peneliti memohon dibuatkan surat pengantar izin penelitian dari Fakultas
Kedokteran Universitas Jember kepada Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga. Keterangan persetujuan izin penelitian oleh Fakultas Kedokteran Hewan

Universitas Airlangga pada peneliti terdapat pada Lampiran 3.2.
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3.8.3 Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar (NA) (Merck) sebanyak 8 g/l dilarutkan dalam 1000 ml
akuades ditambah 15 g agar. Media NA dilarutkan dengan cara dipanaskan di atas
api kompor sampai media mendidih dan larut sempurna. Media NA dibagi dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan erlenmeyer. Tabung reaksi dan Erlenmeyer
yang berisi media NA ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil dan
dibungkus menggunakan kertas bekas. Media NA disterilisasi menggunakan
autoklaf pada temperatur 121°C, tekanan 1 atm, waktu 15 menit. Tabung reaksi
yang berisi media NA dimiringkan pada bidang datar dengan kemiringan + 45°
untuk membuat media NA miring. Media NA disimpan di dalam kulkas dengan
suhu 4°C.

3.8.4 Pembuatan Media Nutrient Broth

Media Nutrient Broth (NB) (Merck) sebanyak 8 g/l dilarutkan dalam 1000 ml
akuades. Media NB dan akuades dihomogenkan dengan cara dipanaskan diatas api
kompor. Media NB dibagi dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan erlenmeyer
sesuai dengan kebutuhan. Tabung reaksi dan Erlenmeyer yang berisi media NB
ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil dan dibungkus menggunakan kertas
bekas. Media NB disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1
atm selama 15 menit. Media NB disimpan di dalam kulkas dengan suhu 4°C.
a.  Pembuatan Media MSA (Mannitol Salt Agar)

Media MSA (Mannitol Salt Agar)(Merck) sebanyak 105 g/l dilarutkan dalam
1000 ml akuades. Media MSA dan akuades dihomogenkan dengan cara dipanaskan
diatas api kompor. Media MSA dibagi dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
erlenmeyer sesuai dengan kebutuhan. Tabung reaksi dan Erlenmeyer yang berisi
media MSA ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil dan dibungkus
menggunakan kertas bekas. Media MSA disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Media MSA apabila belum digunakan
dapat disimpan di dalam kulkas dengan suhu 4°C. Media ini mengandung kadar
NaCL tinggi, sehingga akan menghambat pertumbuhan bakteri, namun

Staphylococcus tidak di hambat pertumbuhannya. S. aureus akan membentuk zona
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kuning. Sedangakan Staphylococcus epidermis akan membentuk zona merah.
Warna kuning disebabkan oleh fermentasi mannitol disertai pembentukan asam,
sedangkan warna merah disebabkan oleh mannitol yang tidak difermentasikan.

b.  Media Nutrient Broth (NB) (Merck) sebanyak 60 g/l dilarutkan dalam 1000
ml akuades. Media NB dan akuades dihomogenkan dengan cara dipanaskan diatas
api kompor. Media NB dibagi dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
erlenmeyer sesuai dengan kebutuhan. Tabung reaksi dan Erlenmeyer yang berisi
media NB ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil dan dibungkus
menggunakan kertas bekas. Media NB disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Media NB apabila belum digunakan
dapat disimpan di dalam kulkas dengan suhu 4°C.

3.8.5 Rekultur Staphylococus aureus

Kultur murni S. aureus diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi Universitas
Airlangga Surabaya pada medium miring nutrient agar, sehingga dalam
perbanyakannya juga digunakan medium nutrient agar. Isolat murni S. aureus
diperbanyak pada media agar di cawan petri dan tabung reaksi miring denga
menggunakan metode “streak”, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 -48 jam.

Staphylococus aureus dari medium agar diambil dengan menggunakan ose
dan dimasukkan ke dalam medium nutrient broth secara aseptis. Selanjutnya
medium nutrient broth yang telah diinokulasi dengan S. aureus diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Kultur S. aureus dalam medium cair nutrient broth
dilakukan untuk persiapan infeksi pada mata tikus putih strain Wistar sehingga

memunculkan gejala konjungtivitis.
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3.8.6 Pembuatan Ekstrak Daun Murbei (Maserasi) dan Tetes Mata

Daun murbei yang didapatkan dari Fakultas Pertanian Universitas Jember
sebanyak 1,5 kg dikeringkan. Setelah kering, daun murbei diblender menjadi serbuk
simplisia. Serbuk simplisia sebanyak 348,62 gram diekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi ke dalam wadah kaca dengan cara dibasahi sedikit
demi sedikit terlebih dahulu menggunakan penyari etanol 70%. Setelah terbasahi
sempurna dicukupkan dengan sisa penyari etanol lalu wadah di tutup rapat. Metode
maserasi dilakukan selama 3 hari dan dilakukan pengadukan setiap harinya. Cairan
yang diperolah di saring untuk mendapatkan hasil filtratnya, sedangkan ampas
diremaserasi kembali menggunakan penyari etanol 70%. Filtrat yang diperoleh
diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator hingga didapatkan ekstrak pekat
kemudian di uapkan hingga membentuk ekstrak etanol kental. Ekstrak etanol daun
murbei diperoleh 27,77 gram. Konsentrasi ekstrak etanol daun murbei 45%, 55%,
65% dan 75% (gr) dilarutkan dalam akuades (ml) dan dibuat tetes mata.

Pada penelitian ini juga telah dilakukan pengujian sterilisasi ekstrak daun
murbei yaitu dengan menambahkan ekstrak daun murbei pada medium Nutrient
Agar (NA). Hal ini dilakukan untuk membuktikan bahwa ekstrak sudah benar-benar
steril dan tidak adanya pengaruh luar yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri
seperti faktor kontaminasi bakteri. Dari uji sterilisasi menunjukkan bahwa ekstrak
daun murbei yang dimasukkan dalam medium NA tidak memperlihatkan
pertumbuhan bakteri apapun sehingga dapat dikatakan bahwa ekstrak daun murbei
dan medium NA yang digunakan dalam penelitian ini bebas dari kontaminasi

bakteri luar (steril).

3.8.7 Perlakuan Hewan Laboratorium

a.  Hewan laboratorium yang digunakan adalah tikus putih jantan strain Wistar
galur murni dengan jumlah 24 ekor tikus yang dibagi menjadi 6 kelompok secara
randomisasi dengan Kriteria tikus jantan, umur 2 — 3 bulan, berat badan 200 — 300
gram, tikus tampak aktif, dan pada pemeriksaan luar tidak tampak adanya kelainan
anatomik, khususnya kelainan bola mata. Tikus-tikus itu diadaptasikan selama 1

minggu (hari 1-7) dalam kandang dan lingkungan yang sama. Tikus putih jantan
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strain Wistar diperoleh dari Kandang Hewan Coba Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga. Surat keterangan sehat hewan laboratorium terdapat pada
Lampiran 3.3.

b.  Tikus dikelompokkan menjadi 6 kelompok yang berisi 4 tikus pada tiap
kelompok. Pembagian kelompok tikus dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Pembagian kelompok tikus

Nama Kelompok Perlakuan yang Diberikan

Kelompok K(-) Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata air mata artifisial (Cendo
Lyteers 15 ml) sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 10°
CFU/ml sebanyak 1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

Kelompok K(+) Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata antibiotik (Levofloxacin
0,5%) sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mlI
sebanyak 1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

Kelompok P1 Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 45%
sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mI sebanyak
1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

Kelompok P2 Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 55%
sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mI sebanyak
1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

Kelompok P3 Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 65%
sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mI sebanyak
1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

Kelompok P4 Tikus mendapatkan perlakuan tetes mata ekstrak daun Murbei 75%
sebanyak 2 tetes (0,15 ml) dan S. aureus 1,5 x 108 CFU/mI sebanyak
1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam

c.  Pada hari ke-8, tikus mulai diinduksi konjungtivitis dengan diinfeksi S.
aureus 1,5 x 108 CFU/ml sebanyak 1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam pada kedua
mata dengan tetes mata.

d.  Tikus dibiarkan selama 3 hari (hari ke-9, 10 dan 11) untuk mengalami
konjungtivitis dan dilakukan pengamatan gejala konjungtivitis.

e.  Pemberian ekstrak daun murbei (Morus alba L.) yang dilarutkan pada
akuades dengan konsentrasi 45%, 55%, 65% dan 75%, kontrol negatif dengan
menggunakan Cendo Lyteers serta kontrol positif dengan levofloxacin 0,5%, baru
diberikan pada hari ke-12 sampai hari ke-19 setelah mata tikus mengalami
konjungtivitis dengan dosis pemakaian 2 tetes (0,15 ml) pada kedua mata dan
dilakukan setiap hari (Manek, 2017) selama 1 minggu (sampai gejala konjungtivitis

hilang) dengan tetes mata.
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f. Untuk kualitas data penelitian, dilakukan kontrol terhadap perawatan hewan
coba yaitu:

1)  Tikus ditempatkan pada kandang khusus, di mana setiap kandang berisi
maksimal 10 ekor tikus.

2) Kandang hewan coba dibersihkan secara teratur dengan kebersihan dan
frekuensi yang sama.

3) Kandang hewan coba mendapat pencahayaan dan ventilasi yang memadai
dan kualitasnya sama untuk setiap kandang

4)  Pakan standar tikus berupa pelet dan air minum diberikan secara ad libitium.
g. Apabila dijumpai tikus dengan kelainan pada bola mata atau mati sebelum
dilakukan swab konjungtiva, maka tikus dikeluarkan dari penelitian dan diganti
tikus yang baru dengan perlakuan yang sama sesuai kelompok tikus yang
digantikan.

h.  Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba
mengacu pada buku pedoman etik penelitian kesehatan (penggunaan hewan coba
dengan prinsip 3R: Reduced, Reuse, Redefined). Prinsip etik penggunaan hewan
coba yaitu reduction (penggunaan hewan coba dalam jumlah sekecil mungkin,
tetapi memberikan hasil optimal), refinement (mengurangi rasa distress dengan
memakai obat analgesik, sedativa, analgesik atau melakukan prosedur secara benar
oleh tenaga ahli/tehnisi yang terlatih) dan replacement. Tiga pilar prinsip etik
penelitian yaitu respect for animals, beneficence dan justice (Ardana, 2015).

I. Untuk pembuangan limbah mikrobiologi berupa tikus dengan konjungtiva
terinfeksi S. aureus, setelah penelitian selesai, tikus diterminasi menggunakan
kloroform dalam wadah kaca tertutup, lalu dikremasi dengan insenerator
menggunakan bahan bakar solar. Prosedur ini dilakukan di Fakultas Kedokteran

Hewan Universitas Airlangga.
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3.8.8 Pengambilan Sampel

Sampel berupa jumlah bakteri S. aureus yang terdapat pada sekret mata tikus
yang terkena konjungtivitis bakteri dilakukan dengan metode Swab (Asri et al.,
2016) dengan cara sekret yang terdapat pada selaput konjungtiva dari mata
berwarna merah karena konjungtivitis di swab dengan menggunakan cotton bud
steril. Selanjutnya bakteri yang tertangkap pada cotton bud di larutkan pada akuades
steril dan dihitung dengan menggunakan metode pour plate untuk mendapatkan

total plate count nya.

3.8.9 Menghitung Jumlah Bakteri Metode Pour plate dari Swab Sekret

Konjungtiva Tikus

Menurut Asri et al. (2016) prosedur untuk menghitung bakteri dengan

metode pour plate dari swab sekret konjungtiva mata adalah

a.  Sampel uji berupa sekret dari swab (dengan cotton bud steril) pada
konjungtiva mata tikus putih yang mengalami konjungtivitis.
b.  Sekret dari swab dilarutkan pada akuades sebanyak 1 mL kemudian dilakukan
pengenceran secara “dilution” yaitu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9
mL akuades steril. Suspensi tersebut merupakan pengenceran 1071, Setiap langkah
tersebut dilakukan secara aseptis.
c.  Suspensi dari pengenceran 10 diambil 1 mL (sebelum pengambilan terlebih
dahulu dilakukan homogenasi) dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL
akuades steril. Suspensi tersebut merupakan pengenceran 102, Langkah tersebut
diulangi sampai mendapatkan suspensi dengan faktor pengenceran 10 - sampai 10-
7. Banyaknya pengenceran tergantung pada tingkat kepekatan mikroba sample.
d.  Secara aseptis, di ambil 0,1 mL dari pengenceran 10° 10° dan 107,
kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri steril secara terpisah.
e. Media MSA (Mannitol Salt Agar) dituang yang telah dicairkan terlebih dahulu
dan suhu media kurang lebih 45°C ke setiap cawan petri yang telah berisi sampel.
f. Campuran sampel dan media dihomogenkan dengan cara diputar beberapa
kali.

g. Biakan tersebut di inkubasi dengan posisi cawan petri terbalik, pada suhu
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antara 37°C selama 24-48 jam.

h. Jumlah koloni yang muncul (koloni dikelilingi oleh zona bening berwarna
kekuningan) dihitung dengan menggunakan colony counter untuk mendapatkan
Total Plate Count (TPC) S. aureus. Jumlah koloni bakteri yang dapat digunakan
untuk TPC adalah 30 -300.

I Pengitungan jumlah koloni bakteri S. aureus ke-1, dan ke-2, dilakukan pada
waktu H+3 setelah tikus diinfeksi S. aureus (hari ke- 11), dan H+5 setelah

pemberian ekstrak daun murbei (hari ke-17).

3.8.10 Pengamatan Perbaikan Gejala Konjungtivitis Tikus dan Waktu

Kesembuhan Tikus yang Terkena Konjungtivitis Bakteri

Pengamatan perbaikan gejala konjungtivitis tikus yang terkena
konjungtivitis bakteri dilakukan secara deskriptif (dengan menggunakan skala) dan
didokumentasikan dengan menggunakan kamera digital. Pengamatan gejala
konjungtivitis tikus dilakukan selama 3 hari (hari ke-9, 10 dan 11) setelah tikus
diinfeksi dengan S. aureus 1,5 x 102 CFU/ml sebanyak 1 tetes tiap 10 menit selama
1 jam pada kedua mata meliputi kelopak mata terdapat hiperemi (merah),
konjungtiva terdapat hiperemi (merah) dari pinggir bola menuju ke sentral bola
mata, adanya sekret dan apparatus lakrimal tampak keruh terdapat pembengkakan
berwarna merah di bawah kelopak mata (llyas, 2014). Gejala konjungtivitis yaitu
mata merah, radang, sekret purulen berwarna putih, hijau atau kuning lendir pada
konjungtiva dan edema kelopak mata (Yeung, 2017). Pengamatan gejala
konjungtivitis ini dihentikan setelah konjungtiva kembali normal (£ 7 hari).
Pengamatan gejala konjungtivitis pada tikus, meliputi kelopak mata, konjungtiva,

sekret, aparatus lakrimal dapat dilihat pada Tabel 3.2.
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No Tanda Klinis Pengamatan Perbandingan Hasil
‘Ul, U2, U2, U4
1 Kelopak mata Bengkak ++
2. Konjungtiva Lebih merah ++
3. Sekret Ada ++
4.  Aparatus lakrimal Keruh ++

++, +++, ++++ = konjungtivitis; + = mata normal
Ul, U2, U3, U4 = Rata-rata tikus ulangan 1, 2, 3, 4

¢ = Tikus K(-), K(+), P1, P2, P3, P4
Konjungtiva:

+ = tidak merah;
++ = sedikit merah;
+++ = merah;

++++ = sangat merah;

Sekret:
+ = tidak ada;
++ = sedikit;
+++ = banyak;
++++ = sangat banyak;
Kelopak mata:
+ = tidak bengkak;
+yiz = sedikit bengkak;
+++ = bengkak;

++++ = sangat bengkak;
Aparatus lakrimal:

+ = merah;
= = sedikit keruh;
+++ =sangat keruh;

++++ = hitam;

3.9 Metode Pengumpulan Data

Pengumpulan data pada penelitian ini diambil dari hasil penghitungan jumlah

koloni bakteri S. aureus setiap 48 jam sebelum dan setelah pemberian ekstrak daun

murbei dari swab konjungtiva tikus strain Wistar galur murni dengan metode Total

Plate Count (TPC) secara pour plate menggunakan colony counter pada agar cawan

yang berjumlah 30 sampai 300 koloni S. aureus. Pengitungan jumlah koloni bakteri

S. aureus pada kelompok pretest dan posttest, dilakukan pada waktu H+3 setelah

tikus diinfeksi S. aureus (hari ke- 11), dan H+5 setelah pemberian ekstrak daun

murbei (hari ke-17). Data kuantitatif yang diperoleh berupa jumlah koloni bakteri

S. aureus (Total Plate Count/TPC) pada media MSA dari swab konjungtiva tikus

wistar pada hari ke-11 dan hari ke-17 dari adaptasi tikus. Sedangkan data kualitatif
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yaitu pengamatan perbaikan gejala konjungtivitis bakteri dilakukan setiap 24 jam
sebelum dan setelah pemberian ekstrak daun murbei pada tikus wistar yaitu
hilangnya mata merah, radang, sekret purulen berwarna putih, hijau atau kuning
lendir pada konjungtiva dan hilangnya edema kelopak mata (Yeung, 2017), kelopak
mata terdapat hiperemi (merah), konjungtiva terdapat hiperemi (merah) dari pinggir
bola menuju ke sentral bola mata, adanya sekret dan apparatus lakrimal tampak
keruh terdapat pembengkakan berwarna merah di bawah kelopak mata (llyas,
2014). dilakukan secara deskriptif (dengan menggunakan skala) dan
didokumentasikan dengan menggunakan kamera digital.
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3.10 Alur Penelitian
Penelitian ini dilakukan sesuai dengan tahapan penelitian yang terdiri atas
persiapan, perlakuan, pengambilan data, analisis data, pembahasan dan penarikan

kesimpulan.
24 tikus diadaptasi selama 1 minggu
A 4
Randomisasi
Y
| I | |
Induksi bakteri S. aureus 1,5 x 103 CFU/ml,
1 tetes tiap 10 menit selama 1 jam (dibiarkan 3 hari)
[ [ [ [ [ [
Murbei | Murbei | Murbei | Murbei Antibiotik Air
45% 55% 65% 75% Levofloxacin Mata
0,5% Artifisial
|
Perlakuan
2 tetes setiap 24 jam selama 7 hari
[ [ [ |
Pl P2 P3 P4 K(+) K(-)

A 4

Swab konjungtiva tikus strain wistar galur murni

A 4

Jumlah koloni bakteri S. aureus

A 4

Pengolahan dan analisis data

Gambar 3.2 Alur penelitian
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3.11 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa jumlah koloni bakteri S. aureus. Data kuantitatif
(Jumlah bakteri) dianalisis dengan menggunakan statistik parametrik apabila
berdistribusi normal. Sehingga data diuji normalitasnya terlebih dahulu. Data
dianalisis dengan melihat dari distribusi data, diuji dengan uji normalitas Shapiro-
Wilk (p>0,05), karena jumlah sampel <50 dan uji Lavene (p>0,05) untuk
mengetahui homogenitas. Apabila data yang didapatkan terdistribusi normal dan
homogen, maka dilanjutkan dengan uji Anova One Way (p<0.05). Uji dengan
Analisis Varian Satu Arah dilakukan untuk mengetahui pengaruh dari perlakuan
yang diberikan. Apabila data yang didapatkan terdistribusi tidak normal dan tidak
homogen, maka dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis (p>0.05). Jika hasil dari
Analisis Varian Satu Arah didapatkan hasil signifikan (p<0,05), dilanjutkan dengan
uji Post-Hoc LSD (p<0.05) untuk membandingkan hasil (beda nyata) dari setiap
perlakuan. Uji paired t-test (p<0.05) dilakukan karena membandingkan beda nyata
dari 2 kelompok pretest dan kelompok posttest. Uji statistik terhadap data yang
diperoleh dilakukan dengan menggunakan program SPSS 16.0 for Windows. Untuk
data kualitatif yaitu perbaikan gejala konjungtivitis dianalisis secara deskriptif
kuantitatif.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

Ekstrak etanol daun Murbei (Morus alba L.) memiliki efek dapat menurunkan
jumlah koloni bakteri S. aureus pada tikus wistar model konjungtivitis oleh
S. aureus.

Ekstrak etanol daun Murbei (Morus alba L.) memiliki efek dapat
memperbaiki gejala klinis konjungtivitis pada tikus wistar model

konjungtivitis oleh S. aureus.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka saran untuk penelitian ini

adalah sebagai berikut.

a.

Perlu dilakukan isolasi senyawa-senyawa kimia dalam ekstrak daun murbei
dan uji toksisitas atau efek samping penggunaan tetes mata ekstrak daun
murbei sebelum dilakukan penelitian ke manusia.

Untuk penelitian selanjutnya, dengan dosis yang lebih bervariasi diharapkan
dapat menentukan dosis efektif, dosis letal, dosis minimum, dosis maksimum
untuk tetes mata menggunakan ekstrak daun murbei pada tikus konjungtivitis
karena S. aureus.

Untuk penelitian dengan ekstrak daun murbei selanjutnya, diharapkan dapat
menggunakan bakteri lain sebagai penyebab konjungtivitis, pengamatan
indikator adanya inflamasi oleh bakteri seperti jumlah leukosit jenis
neutrophil dan limfosit.

Untuk penelitian selanjutnya, diharapkan dapat dilakukan pada hewan coba
lainnya, seperti kelinci, yang memiliki ukuran konjungtiva yang lebih luas

dibandingkan tikus.
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The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

PENGARUH EKSTRAK DAUN MURBEI (Morus alba L.) TERHADAP TIKUS WISTAR
MODEL KONJUNGTIVITIS KARENA Staphylococcus aureus

Nama Peneliti Utama : Gama Wisnu Sanjaya

Name of the principal investigator

NIM : 142010101022

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

Jember;. 03 £ebruar( 2018
7 KéhiAKomisi Etik Penelitian
AKomisi

)
Ry

\

- dr. Rini'Riyanti, Sp.PK


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

57

Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

1. Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu
pada buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip
3R : Reduced, Reused, Redefined)

Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan ekstrak etanol daun murbei agar
didapatkan kadar yang sesuai.

3. Mohon diperhatikan kontrol kualitas di bidang mikrobiologi.
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4. Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari
lingkungan.

Mohon di perhatikan pada proposal

e Tata cara pembuangan limbah mikrobiologi
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http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Lampiran 3.2 Surat Izin Penelitian

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS AIRLANGGA

FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN
Kampus C Mulyorejo Surabaya 60115 Telp. (031) 5992785, 5993016 Fax (031) 5993015
Website: http://www.fkh unair.ac.id ; e-mail: info@fkh unair.ac.id

Nomor : 5605 /UN3.1.6 /PS/2017. 21 Desember 2017
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menjaga ketertiban dan mentaati ketentuan yang berlaku di FKH Unair.

Atas perhatian saudara, kami sampaikan terima kasih.
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SURAT KETERANGAN
Yang bertanda tangan di bawabh ini:
Nama - dr. Cicih Komariah, Sp. M
Alamat : Fakultas Kedokteran Universitas Jember
Pekerjaan : Dosen Pembimbing Utama Bidang Farmakologi
Menerangkan bahwa
Nama, NIM : Gama Wisnu Sanjaya (142010101022)

Ema Fawziyah Ulfah (142010101029)
Bagus Aditya Ansharullah (142010101081)

Disampaikan kepada : Gama Wisnu Sanjaya
NIM : 142010101022
Perguruan Tinggi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Sehubungan dengan surat dengan Nomor : 6022/UN25.1.3/PS.8/2017, tanggal 20
Nopember 2017 atas nama Ema Fawziyah Ulfah (142010101029) menyatakan bahwa Hasil
Identifikasi Tanaman Murbei (Morus alba L.) adalah sama dengan penelitian Gama Wisnu

Sanjaya  (142010101022)  dan  Bagus  Aditya  Ansharullah (142010101081).

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Jember, 12 Februari 2018
Mengetahui,

Dosen Pembimbing Utama

dr. Cicih Komariah, Sp. M
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

il fea FAKULTAS PERTANIAN
- Kalimantan Kampus Tegalboto, Jember 68121, Telp.: (0331) 334054, 339596
Fax (0331) 338422, e-mail: admin.faperta@unej ac id

20 Nopember 2017

Nomor : 6022/UN25.1.3/PS.8/2017
tampiran  : 2(lembar) lembar
Hal : Hasil Identifikasi Tanaman

yth. : Wakil DEKAN |
Fakultas Kedokteran
Universitas Jember

a Nomor: 2061/UN25.1.11/LT/2017, tanggal 23 Oktober 2017
uk identifikasi tanaman, maka bersama ini kami
(satu) set contoh tanaman lengkap yang terdiri
lampir) dalam rangka penyusunan skripsi, atas

Menindaklanjuti surat saudar.
tentang Permohonan ljin Penelitian unt
sampaian hasil identifikasi morfologis 1
dari daun, batang, bunga dan buah (ter
nama:

Nama : Ema Fawziyah Ulfah
N.L.M. : 142010101029
Atas kepercayaannya disampaikan terimakasih.

Tembusan:
1. Mahasiswa yang bersangkutan
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HASIL IDENTIFIKAS| MORFOLOGIS CONTOH TUMBUHAN

I

1 T MORFOLOGI DAUN e R
T i
a._Bangun Daun Delta (deltoideusus) I
b. Tepi Ealu“ Bergerigi (serratus) i
c._Pangkal Daun Membulat (rotundus) - —

d._Ujung Daun

Meruncing (acuminatus)

e. Tulang Daun

Menyirip (penninervis) dan menonjol pada bagi
permukaan daun

f. Permukaan Atas Agak Kasap

g. Permukaan Bawah Kasap

h. Bentuk Tangkai Daun Bulat

i. Warna Daun Hijau

j. Duduk Daun Berselang-seling

k. Jenis Daun Tunggal (folium simplex)

MORFOLOGI BATANG

a. Bentuk Batang

Bulat (teres)

b. Permukaan Batang

Kasar

ot

jan bawah

c. Arah Tumbuh

Tegak ke atas (erektus)

d. Percabangan

Monopodial (batang pokok tampak jelas)

MORFOLOGI AKAR

Sistem perakaran

Akar tanaman tidak disertakan sehingga tidak
teridentifikasi

Bunga berwarna hijau kekuningan.

MORFOLOGI BUNGA a.
b. Uniseksual berkelamin tunggal.
¢c. Jumlah kelopak 4 (empat).
d. Mahkota berbentuk taji.
MORFOLOGI BUAH a. Merupakan kurung (achene).
b. Bentuk bulat memanjang secara agregat.
¢. Berwarna hijau
d. Pangkal buah tumpul
e. Ujung buah tumpul
MORFOLOGI BUI Biji tanaman tidak disertakan sehingga tidak teridentifikasi
MODIFIKASI ORGAN
a. Jenis Modifikasi Tidak ada
! b. Lain-Lain Tidak ada
Kesimpulan:

Berdasar ciri morfologis yang ada, khususnya pada karakter daun, batang, bunga, dan buah,
tumbuhan tersebut benar tumbuhan Murbei (Morus Alba L.).

Jember, 20 Nopember 2017

Pelaksana Identifikasi

PLP LaboYatorium Agronomi,
[

<<

Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Tanaman yang di Indentifkasi

&

’/
Jae
R

'

dab. ~ 3
Permukaan bagian Bawah (kiri) dan Atas (kanan) Duduk Daun
DAUN TANAMAN

Batang Tanaman Bunga Tanaman Buah Tanaman

Jember, 20 Nopember 2017
Pelaksana Identifikasi
PLP Laboratorium Agronomi,

Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Lampiran 3.4 Surat Keterangan Sehat Hewan Laboratorium

SURAT KETERANGAN

Yang bertanda tangan di bawah ini :

Nama : Supardi

Alamat : Fakultas Kedokteran Hewan Unair, J1. Mulyosari Kampus C
Pekerjaan : Pemelihara Hewan Laboratorium
Menerangkan bahwa

Jenis : Tikus (Rattus Norvegicus)

Strain : Wistar

Umur :2 -3 bulan

Jenis Kelamin : Jantan

Berat Badan 1150 —200 gram

Jumlah : 24 ekor

Disampaikan kepada : Gama Wisnu Sanjaya

NIM : 142010101022

Perguruan Tinggi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Kondisi hewan Laboratorium tersebut : Sehat, tidak cacat dan tidak terjangkit penyakit.
Bisa digunakan dalam penelitiannya mulai tanggal 22 Desember 2017 — 11 Januari 2018. Judul
penelitian  Pengaruh Ekstrak Daun Murbei (Morus Alba L.) Terhadap Tikus Wistar Model
Konjungtivitis karena Staphylococcus aureus.

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Surabaya, 15 Desember 2018
Mengetahui,

Pemeriksa,

Dr. Iwan Sahrial Hamid, MSi., drh.
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Lampiran 3.5 Perhitungan Dosis Ekstrak dan Dosis Hewan Coba

1.  Pemberian ekstrak (tiap kelompok) selama 7 hari ke tikus wistar:
1 kelompok membutuhkan: 4 tikus x 7 hari x 2 tetes: 56 tetes
1 tetes (0,075 ml): 56 x 0,075 ml: 4,2 ml
(dibuat 10 ml (5,8 ml cadangan) dalam botol cendo lyteers 15 ml)

2. Dosis ekstrak daun murbei (Morus alba L.) dalam akuades:
a. Dosis 45%: 45/100 x 10 ml: 4,5 gram ekstrak
(ditambah akuades sampai menjadi 10 ml)

b. Dosis 55%: 55/100 x 10 ml: 5,5 gram ekstrak
(ditambah akuades sampai menjadi 10 ml)

c. Dosis 65%: 65/100 x 10 ml: 6,5 gram ekstrak
(ditambah akuades sampai menjadi 10 ml)

d. Dosis 75%: 75/100 x 100 ml: 7,5 gram ekstrak
(ditambah akuades sampai menjadi 10 ml)

(jumlah total ekstrak yang dibutuhkan: 24 gram)
(jumlah total ekstrak yang dipunya: 27,77 gram)
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Lampiran 4.1 Data TPC Staphylococcus aureus

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI

é ‘ )J UNIVERSITAS NEGERI SURABAYA

= FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

UNESA JURUSAN BIOLOGI

Nomor : J/UN38.3.4.4/DL/2018
Lampiran =
Perihal : Hasil analisis TPC Bakteri S. aureus

Hasil Uji Analisa Total Plate Count Bakteri

Judul Penelitian : Efek Ekstrak Etanol Daun Murbei (Morus alba L.) pada Tikus Wistar
Model Konjungtivitis oleh Staphylococcus aureus

Metode Uji : Total Plate Count

Jumlah Sampel Total : 24x7 =168 sampel

Pemilik Sampel : Gama Wisnu Sanjaya

Instansi “: Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Jenis Sampel :

K (-) Kontrol negatif (Cendo lyteers)

K(+) Kontrol positif

P(1) Pemberian ekstrak daun murbei 45%
P(2) Pemberian ekstrak daun murbei 55%
P(3) Pemberian ekstrak daun murbei 65%
P(4) Pemberian ekstrak daun murbei 75%
Setiap Perlakuan di ulang 4 kali

Hasil Uji

Tabel 1. Total Plate Count Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata tikus
yang diobati dengan Ekstrak daun murbei (adaptasi hari ke 7)

Kampus Ketintang IAS-ANZ
Jalan Ketintang Gedung G Lt.2,

Surabaya 60231 4 G
T:+6231-8298382 e o YKAN
F:+6231- 8298382 o Suseenre

Surabaya, 15 Januari 2018
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Kelompok
Perlakuan | 2 Staphylococcus aurues(Hari-7) (10> CFU/ mata)
Ulangan1 |Ulangan2 |Ulangan3 | Ulangan4 | rata-rata

K() 2,75 4,75 4,75 325 3,88
K{+) 3,50 375 2,75 4,75 3,69
P1 (45%) 3,50 2,75 3,00 6,25 3,88
P2 (55%) 2,05 3,75 4,75 3,50 3,51
P3 (65%) 8,25 10,75 9,50 8,50 9,25
P4 (75%) 8,25 8,00 6,75 2,25 6,31

www.unesaacid | “Growing with character”
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S | FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM T+6231-820838) v, VKAN
F:+6231-8298382 Lol S

UNEsA™ | JURUSAN BIOLOGI

Tabel 2. Total Plate Count Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata tikus
yang diobati dengan Ekstrak daun murbei ( Induksi H+1 (108 CFU/ml))

Kelompok
Perlakuan 3 Staphylococcus aurues (Hari-9) (10° CFU/ mata)
Ulangan 1 Ulangan2 |Ulangan3 |Ulangan4 | rata-rata

K() 26,00 37,50 30,00 37,50 32,75
K(+) 34,25 11,25 85,00 12,50 35,75
P1 (45%) 45,00 34,25 35,00 34,25 3713
P2 (55%) 18,00 30,00 52,50 37.50 34,50
P3 (65%) 5 IY,OO 19,25 62,50 14,50 36,81
P4 (75%) 10,50 15,50 75,00 37,50 34,63

Tabel 3. Total Plate Count Bakteri Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata
tikus yang diobati dengan Ekstrak daun murbei ( Induksi H+3 (108 CFU/ml))

Kelompok
Perlakuan £ Staphylococcus aurues (Hari-11) (10°CFU/ mata)
Ulangan1 | Ulangan2 | Ulangan 3 Ulangan 4 | rata-rata

K () 67,50 70,00 30,00 37,50 51,25
K(+) 46,00 44,00 79,75 71,50 60,31
P1 (45%) 22,25 60,00 27,50 70,00 44,94
P2 (55%) 52,50 50,00 40,00 32,50 43,75
P3 (65%) 57,50 57,50 85,00 77,75 69,44
P4 (75%) 47,00 48,75 65,00 36,00 49,19

www.unesa.acid | “Growing with character”
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UNESA

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS NEGERI SURABAYA
S | FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
JURUSAN BIOLOGI

Kampus Ketintang

Jalan Ketintang Gedung G Lt.2,

Surabaya 60231
T:+6231- 8208382
F:+6231- 8298382
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Tabel 4. Total Plate Count Bakteri Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata
tikus yang diobati dengan Ekstrak daun murbei (Induksi H+1 obat )

Kelompok
Perlakuan I Staphylococcus aurues (Hari-13) (10‘ CFU/ mata)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4 rata-rata

K() 34,00 37,50 38,50 45,00 38,75
K (+) 30,75 15,50 25,00 32,75 26,00
P1 (45%) 30,75 27,50 23,50 45,00 31,69
P2 (55%) 26,25 20,50 33,50 38,00 29,56
P3 (65%) 12,70 17,50 19,25 21,00 17,61
P4 (75%) 14,50 14,00 16,50 15,00 15,00

Tabel 5. Total Plate Count Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata tikus
yang diobati dengan Ekstrak daun murbei ( Induksi H+3 obat ) :

Kelompok ) 3
Perlakuan I Staphylococcus aurues(Hari-15) (10” CFU/ mata)
Ulangan 1 Ulangan2 |Ulangan3 |Ulangan4 | ratarata

K@) 37,75 38,25 32,75 25,03 33,44
K#) 30,00 18,00 28,00 1725 23,31
P1 (45%) 33,50 37,75 35,00 42,50 37,19
P2 (55%) 25;75 30,75 20,75 50,00 31,81
P3 (65%) 12,75 10,25 995 18,00 12,69
P4 (75%) 1275 15,00 8,25 11,50 11,88

www.unesa.ac.id

| “Growing with character”
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS NEGERI SURABAYA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
JURUSAN BIOLOGI

Kampus Ketintang P
Jalan Ketintang Gedung 3 Lt.2,

Surabaya 60231 7 G‘
T:+6231- 8298382 ouny /AN
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Tabel 6. Total Plate Count Bakteri Sampel Ekstrak daun murbei terhadap S, aureus penyebab
konjungtivitis (Induksi H+5 obat )

Kelompok
Perlakuan I Staphylococcus aurues (Hari-17) (1 0> CFU/ mata)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4 rata rata

K() 15,55 13,00 13,00 7,00 12,14
K+ 2,03 2,18 2,33 1,70 2,06
P1 (45%) 4,28 6,75 6,50 7.25 6,19
P2 (55%) 5,80 20,75 3,00 543 8,74
P3 (65%) 3,‘58 21,50 5,00 233 8,10
P4 (75%) 18,25 2,10 2,75 3,00 6,53

Tabel 7. Total Plate Count Bakteri Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata
tikus yang diobati dengan Ekstrak daun murbei ( Induksi H+7 obat )

Kelompok
Perlakuan 5 Staphylococcus aurues (Hari-19) (10° CFU/ mata)
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4 ratarata

K() 1,05 1,38 142 1,50 1,34
K(+) 1,05 153 2,40 1,48 1,61
P1 (45%) 5,88 5,25 4,40 3,75 4,82
P2 (55%) 6,25 5,40 6,86 4,10 5,65
P3 (65%) 1,05 1,26 1,16 1,05 113
P4 (75%) 1,56 2,40 1,40 2,48 1,96

www.unesa.ac.id

| “Growing with character”’
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Tabel 8. Rata-rata Total Plate Count Bakteri S. aureus penyebab konjungtivitis pada Sampel mata
tikus yang diobati dengan Ekstrak daun murbei pada hari ke- 7 sampai 19

Rata- rata jumlah Staphylococcus aurues pada tikus konjungtivitis
pada harike.....
Kelompok [ 7(x10° 9 (x10° 1M(x10* | 13(x10° | 15(x10° | 17(x10° 19 (x10°
Perlakuan | CFU/mata) | CFU/mata) | CFU/mata) | CFU/mata) | CFU/mata) | CFU/mata) | CFU/mata)
K() 3,88 32,75 51,25 38,75 33,44 12,14 1,34
K(+) 3,69 35,75 60,31 26,00 23,31 2,06 1,61
P1 (45%) 3,88 3713 44,94 31,69 37,19 6,19 4,82
P2 (55%) 3,51 34,50 43,75 29,56 | 31,81 8,74 5,65
P3 (65%) 9,25 36,81 69,44 17,61 12,69 8,10 ;13
P4 (75%) 6,31 34,63 49,19 15,00 11,88 6,53 1,96
Keterangan

Satuan TPC adalah CFU (Coloni For Unit)

Media yang digunakan Medium selective differensial - MSA (Manitol Salt Agar)

www.unesa.acid | “Growing with character”

Ketua Laboratorium
Jurusan Biologi FMIPA
Unesa Surabaya

Dr. Mahanani Tri Asri, M.Si
NIP. 196707241992032002
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Lampiran 4.2 Tabel dan Grafik Hasil Logaritma TPC Staphylococcus aureus

Kelo Rata- rata jumlah Staphylococcus aurues pada tikus konjungtivitis
mpok ada hari ke ....
Sebelum Jumlah koloni bakteri S. aureus setelah pemberian
ekstrak daun murbei
Adaptasi | 3 hari pasca induksi | Pemberian ekstrak air daun murbei selama 7 hari
S. aureus
7 (CFU/ | 9(CFU/ | 11 (CFU/ | 13 (CFU/ | 15(CFU/ | 17 (CFU/ | 19 (CFU/
mata) mata) mata) mata) mata) mata) mata)
K(-) 3,58 4,51 5,70 5,59 4,52 4,07 3,12
K () 3,56 4,40 5,78 5,40 4,36 3,31 3,19
P1 3,56 4,57 5,65 5,49 4,57 3,78 3,68
P2 3.53 4,51 5,63 5,46 4,48 3,82 3,75
P3 3,96 4,49 5,84 5,24 4,09 3,74 3,05
P4 3,75 4,42 5,69 5,18 4,07 3,63 3,28
6.00
5.75
I 5.50
£
.2 K (-
E 5.25 (-)
Q 5.00 ==K (+)
S 475 =1 (45%)
3 \\
2 450 P2 (55%)
z \ /A
§ 4.25 / \ P3 (65%)
T 4.00 - —0—P4 (75%)
7 4
< 3.75
g0l d \
£
= 3.50
s \
3.25
3.00
7 9 11 13 15 17 19
Hari



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

71

Lampiran 4.3 Perbaikan Gejala Konjungtivitis setelah Pemberian Ekstrak

Hari | Hari | Hari | Hari | Hari | Hari | Hari | Hari Hari 20
Kelompok |15 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19
*K(-) e B o e o o e ol e ++ +
*K(+) |+ | A | + + + + +
*P1 e I o T el B e o O e o ++ + +
*Pp2 | | e | e | e | + + +
*Pp3 T I e ++ ++ + + +
**P4 | A | A it ++ + + + +
Lampiran 4.4 Uji Normalitas Data Shapiro-Wilk
Pretest-Posttest (Hari 11, 17)
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
pretest K(-) ,266 4 ,852 4 ,232
K(+) 214 4 ,956 4 ,755
P1 1226 4 ,946 4 ,691
P2 257 4 ,916 4 ,516
P3 ,306 4 777 4 ,066
P4 ,250 4 ,944 4 677
posttest K(-) ,369 4 ,829 4 ,164
K(+) 233 4 ,942 4 ,666
P1 ,355 4 ,807 4 ,116
P2 320 4 ,899 4 425
P3 1286 4 ,897 4 416
P4 ,382 4 772 4 ,061

a. Lilliefors Significance Correction
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Lampiran 4.5 Uji Homogenitas Lavene dan Uji Anova One Way

Pretest-Posttest (Hari 11, 17)

Test of Homogeneity of Variances

72

Levene Statistic dfl df2 Sig.
pretest 2,332 18 ,085
posttest 2,153 18 ,105
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
pretest Between Groups , 126 5 ,025 6,146 ,002
Within Groups ,074 18 ,004
Total , 200 23
posttest Between Groups 1,235 5 247 2,849 ,046
Within Groups 1,561 18 ,087
Total 2,795 23
Descriptives
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper Minimu | Maximu
N Mean Deviation Error Bound Bound m m
pretest K(-) 4] 5,7050 ,07594| ,03797 5,5842 5,8258 5,63 5,78
K(+) 4| 5,7775 ,04856| ,02428 5,7002 5,8548 5,73 5,84
P1 4] 5,6525 ,04573| ,02287 5,5797 5,7253 5,60 5,70
P2 41 5,6325 ,09708| ,04854 5,4780 5,7870 5,51 5,72
P3 4] 5,8425 ,04924| ,02462 5,7641 5,9209 5,80 5,89
P4 4] 5,6900 ,05099| ,02550 5,6089 5,7711 5,62 5,74
Total 24| 5,7167 ,09333| ,01905 5,6773 5,7561 5,51 5,89
posttes K(-) 4] 4,0650 ,14821| ,07411 3,8292 4,3008 3,85 4,19
t K(+) 4] 3,3125 ,06021| ,03010 3,2167 3,4083 3,23 3,37
P1 4] 3,7825 ,10372| ,05186 3,6175 3,9475 3,63 3,86
P2 4] 3,8225 ,35462| ,17731 3,2582 4,3868 3,48 4,32
P3 4] 3,7375 ,41740| ,20870 3,0733 4,4017 3,37 4,33
P4 4] 3,6250 ,42876| ,21438 2,9428 4,3072 3,32 4,26
Total 24| 3,7242 ,34862| ,07116 3,5770 3,8714 3,23 4,33
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Lampiran 4.6 Uji Paired T-Test

Paired Samples Statistics

73

Mean N Std. Deviation Std. Error Mean
Pair 1 pretest 5,7000 24 ,15698 ,03204
posttest 3,7242 24 ,34862 ,07116
Paired Samples Correlations
N Correlation Sig.
Pair 1 pretest & posttest 24 -,064 ,766

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence
Std. Std. Interval of the
Deviatio | Error Difference Sig. (2-
Mean n Mean Lower Upper t df tailed)
Pair pretest - 1,975 24,73
,39141 ,07990 | +1,81056 | +2,14111 23 ,000
1 posttest 83 0
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Lampiran 4.7 Uji Post Hoc LSD

Dependent Variable: posttest

Multiple Comparisons

74

Mean 95% Confidence Interval
0] J) Difference Std. Lower Upper
kelompok  kelompok (I-9) Error Sig. Bound Bound
LSD K(-) K(+) ,75250"| ,20820 ,002 ,3151 1,1899
P1 ,28250 ,20820 ,192 -,1549 , 7199
P2 ,24250 ,20820 ,259 -,1949 ,6799
P3 ,32750| ,20820 ,133 -,1099 , 7649
P4 ,44000"| ,20820 ,049 ,0026 ,8774
K(+) K(-) -,75250" | ,20820 ,002 -1,1899 -,3151
P1 -,47000" | ,20820 ,037 -,9074 -,0326
P2 -,51000"| ,20820 ,025 -,9474 -,0726
P3 -,42500( ,20820 ,056 -,8624 ,0124
P4 -,31250( ,20820 ,151 -,7499 ,1249
P1 K(-) -,28250( ,20820 ,192 -,7199 ,1549
K(+) ,47000"| ,20820 ,037 ,0326 ,9074
P2 -,04000( ,20820 ,850 -, 4774 ,3974
P3 ,04500| ,20820 ,831 -,3924 ,4824
P4 ,15750| ,20820 ,459 -,2799 ,5949
P2 K(-) -,24250( ,20820 ,259 -,6799 ,1949
K(+) ,51000"| ,20820 ,025 ,0726 ,9474
P1 ,04000| ,20820 ,850 -,3974 AT74
P3 ,08500| ,20820 ,688 -,3524 ,5224
P4 ,19750| ,20820 ,355 -,2399 ,6349
P3 K(-) -,32750( ,20820 ,133 -,7649 ,1099
K(+) ,42500| ,20820 ,056 -,0124 ,8624
P1 -,04500( ,20820 ,831 -,4824 ,3924
P2 -,08500( ,20820 ,688 -,6224 ,3524
P4 ,11250| ,20820 ,596 -,3249 ,5499
P4 K(-) -,44000" [ ,20820 ,049 -,8774 -,0026
K(+) ,31250| ,20820 ,151 -,1249 , 7499
P1 -,15750( ,20820 ,459 -,56949 ,2799
P2 -,19750( ,20820 ,355 -,6349 ,2399
P3 -,11250( ,20820 ,596 -,56499 ,3249

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 4.8 Dokumentasi Penelitian

Proses pembuatan ekstrak daun murbei:

Mencari daun murbei 1,5 kg, Dicuci dengan akuades dan dikeringkan,
Dikeringkan dengan inkubator suhu 60°C, Diblender sampai jadi bubuk (a)
348,62 gram dengan timbangan digital (b) maserasi dengan etanol (c) penyaringan
(d) rotary evaporator (e) ekstrak daun murbei 27,77 gram(f)
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Proses pembuatan tetes mata ekstrak daun murbei:
uji sterilitas ekstrak dalam media NA (a) sterilisasi botol tetes mata dengan
alkohol dalam laminar air flow dan spiritus (b) penimbangan ekstrak sesuai
konsentrasi 45%, 55%, 65% dan 75% (gr) (c) pengambilan akuades (d)
penambahan akuades (100%-konsentrasi ekstrak dalam ml) (e) botol tetes mata
ekstrak daun murbei steril (f)
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Proses pembuatan S. aureus 1,5 x 108 CFU/ml:

5 ml media MSA miring (a) rekultur S. aureus dengan streak menggunakan ose
dan media NB (lactose brooth) (b) pengenceran dari media NB untuk
mendapatkan S. aureus 108 CFU/ml (pengitungan bakteri dengan
hemositometer/TPC) (c) spuit berisi S. aureus 103 CFU/ml

Tempat penelitian Kandang Hewan Coba FKH UNAIR
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MODE

ADJ

MAXIMIN

Alat penelitian:
autoklaf untuk sterilisasi alat dan media (a) inkubator (b) box berisi dry ice untuk
sampel swab konjungtiva dan bakteri (c) electronic thermo-hygrometer
(mengukur suhu dan kelembapan) (d) colony counter (mengitung TPC S. aureus
(e) insenerator (kremasi tikus konjungtivitis S. aureus (f)
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AQUA PRO INJEC™
oz

Perlakuan hewan laboratorium (tikus wistar) di FKH UNAIR:
botol cendo lyteers 15 ml, levofloxacin 0,5%, 5 ml, ekstrak daun murbei (a) botol
cendo lyteers 15 ml berisi 10 ml konsentrasi ekstrak daun murbei 45%, 55%, 65%
dan 75% (b) sekam dan pelet (c) pemberian tetes mata ekstrak (d) adaptasi tikus
(e) swab konjungtiva tikus wistar (f)l
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Tikus wistar 24 ekor terdiri dari:
4 ekor kelompok kontrol negatif (K(-)) (a) 4 ekor kelompok kontrol positif
(K+) (b) 4 ekor kelompok ekstrak daun murbei berturut-turut adalah 45% (P1)
(c) 55% (P2)(d) 65% (P3)(e) dan 75% (P4)(f)
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Pembuatan TPC S. aureus:

4 ml botol vial sebanyak 25 buah berisi sampel swab konjungtiva tikus wistar (a)
1 ml dari botol vial dimasukkan ke tabung reaksi berisi 9 ml akuades dan
diencerkan, 1 ml dari tabung reaksi diambil dengan spuit (b) sterilisasi ujung
cawan petri dengan pembakar spiritus (c) pemberian 1 ml ke cawan petri (d)
pemberian 9 ml media MSA (e) pengadukan cawan petri agar merata, lalu ujung
cawan petri dilapisi plastic wrap (f)
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Penghitungan TPC §. aureus menggunakan colony counter

Proses kremasi 24 tikus wistar setelah penelitian selesai:
botol berisi klorofom (a) klorofom dimasukkan ke dalam wadah kaca berisi tikus
wistar (b) dibakar di insenerator dengan bahan bakar solar (c)
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