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ABSTRAK

Felistiani, Victy. 2017. Uji Aktivitas Ekstrak Etanol Biji Alpukat (Persea americana
Mill.) Terhadap Gambaran Histopatologi Hepar dan Limpa pada Mencit
(Mus musculus) Yang Diinfeksi Staphylococcus aureus. Skripsi. Jurusan
Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing: (I) Dr. Hj. Retno Susilowati,
M.Si, (I1) Umaiyatus Syarifah, M.A.

Kata Kunci: Antibakteri, antioksidan, biji alpukat, histopatologi hepar, histopatologi
limpa, Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang bersifat invasif dan
mampu menyebabkan berbagai penyakit termasuk sepsis. Setelah terjadi bakteremia, S.
aureus dalam makrofag masuk ke dalam sirkulasi darah kemudian menyebar ke organ
Reticulo Endothelial System terutama hepar dan limpa. Infeksi S. aureus menjadi serius
karena meningkatnya resistensi terhadap antibiotik, sehingga penggunaannya menjadi
tidak efektif dan mendorong pengobatan alternatif tanpa efek samping dari bahan alam
salah satunya ialah biji alpukat yang mengandung flavonoid, saponin, dan alkoloid yang
berpotensi sebagai antibakteri dan antioksidan pada bakteri gram positif. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol biji alpukat terhadap gambaran
histopatologi hepar dan limpa pada mencit yang diinfeksi S. aureus.

Penelitian ini bersifat eksperimental, menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 5 perlakuan dan 5 ulangan yang terdiri dari normal (tanpa infeksi S.
aureus, tanpa terapi), kontrol positif (infeksi S. aureus, terapi helixim dosis 200 mg/kg
BB), PO (infeksi S. aureus, tanpa terapi), P1 (infeksi S. aureus, terapi ekstrak etanol biji
alpukat dosis 600 mg/kg BB), P2 (infeksi S. aureus, terapi ekstrak etanol biji alpukat
dosis 1200 mg/kg BB). Analisis data menggunakan ANOVA dengan a=1% untuk hepar
dan 0=5% untuk limpa. Hasil yang signifikan dilanjutkan ke uji Duncan.

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji alpukat berpengaruh
terhadap histopatologi hepar (p=0,001). Adapun signifikansi dari uji Duncan
menunjukkan bahwa PO berbeda nyata dengan keempat perlakuan lain serta P1ldan P2
tidak berbeda nyata dengan perlakuan normal dan dengan kontrol positif. Adapun hasil
uji ANOVA pada limpa menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji alpukat tidak
berpengaruh terhadap histopatologi limpa (p=0,263).
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ABSTRACT

Felistiani, Victy. 2017. Activity Test Ethanol Extract of Avocado (Persea americana
Mill.) Seed On Histopathology Representative of Mice’s (Mus musculus) Liver
and Spleen infected by Staphylococcus aureus. Theses. Department of Biology,
Faculty of Science and Technology, The State Islamic University (UIN) of
Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor: (i) Dr. Hj. Retno Susilowati, M.Si,
(1) Umaiyatus Syarifah, MA

Keywords: Antibacterial, antioxidant, avocado seeds, liver histopathology, spleen
histopathology, Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus is a gram-positive bacterium that is invasive and be able to
cause various diseases, including sepsis. After bacteremia, S. aureus inside macrophages
enter to the blood circulation then spread to other organs, especially the liver and spleen
of Reticulo Endothelial System. S. aureus infection becomes serious because of
increasing resistance to antibiotics, so its application becomes ineffective and increase
alternative treatment from natural substances without the side effects, one of them is the
avocado seed which contains flavonoids, saponins, and alkoloids that potential as an
antibacterial and antioxidant on gram-positive bacteria. This study was conducted to
determine the activity of the ethanolic extract of avocado seed on histopathology
representative of mice’s (Mus musculus) liver and spleen infected by S. aureus.

This study is experimental, using a completely randomized design (CRD) with 5
treatments and 5 replications consist of normal (without S. aureus infections, without
therapy), positive control (S. aureus infection, helixim therapy), PO (S. aureus infection,
without therapy), P1 (S. aureus infections, extract therapy at dose of 600 mg/kg), P2 (S.
aureus infection, extract therapy at dose 1200 mg/kg ). Data analysis using ANOVA with
o = 1% for liver and a = 5% for spleen. A significant result is continued to Duncan test.

ANOVA test results showed that the ethanolic extract of avocado seed effect on
liver histopathology (p = 0.001). The significance of the Duncan test showed that PO
significantly different from other treatments, P2 and P1 not significantly different from
the normal treatment and positive control. The results of the ANOVA on the spleen
showed that the ethanolic extract of avocado seed had no effect on spleen histopathology
(p = 0.263).
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PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sepsis merupakan penyebab penting morbiditas dan mortalitas pada
manusia (Nielsen dkk., 2009) yang merupakan suatu kondisi klinis akut dan serius
yang muncul sebagai akibat adanya infeksi mikroorganisme patogen atau
toksinnya dalam aliran darah (bakteremia) (Irawan dkk., 2012). Sepsis tidak hanya
terbatas pada darah, tapi dapat mempengaruhi seluruh tubuh, termasuk organ-
organ yang ditandai dengan disfungsi organ. Angka kematian akibat sepsis
berkisar antara 12-90% di seluruh dunia (Lokeshwar dkk., 2005) sedangkan di
Indonesia kejadian sepsis berkisar antara 1,5-3,72%, dengan angka kematiannya
berkisar antara 37,09-80% (Aulia dkk., 2003).

Penyebab utama sepsis menurut Nielsen dkk. (2009) adalah bakteri
golongan Staphylococcus, termasuk Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) yang menimbulkan 50% kasus. Angka kejadian infeksi Staphylococcus
aureus pada komunitas Asia berkisar pada angka 5-35% (Chen dan Huang, 2014).
Sedangkan angka kejadiannya di Indonesia yakni 23,5% (Afifurrahman dkk.,
2014).

Staphylococcus aureus sering ditemukan berkolonisasi sebagai flora normal
pada kulit rongga hidung manusia (Brooks dkk., 2007). Diperkirakan 50%
individu dewasa merupakan carrier S. aureus. Bersifat patogen oportunistik

ketika sistem imun melemah yang disebabkan oleh perubahan hormon, penyakit



luka, penggunakan steroid atau obat lain yang mempengaruhi immunitas
(Syahrurachman dkk., 1993). Karlina dkk. (2013) menjelaskan bahwa S. aureus
dalam jumlah 10° cfu/ml berpotensi menghasilkan toksin.

Patogenitas S. aureus merupakan multifaktorial dari banyaknya faktor
virulensi yang dimiliki S. aureus. Faktor virulensi meliputi struktur sel maupun
produk toksin yang dikeluarkan oleh bakteri (Plata dkk., 2009) diantaranya yaitu
tipe antigen permukaan, enzim degradasi, enterotoksin, leukosidin, dan hemolisin
(eksotoksin) (Peacock dkk., 2002), serta koagulase (Sutra dan Poutrel, 1994).
Karakter pigmen juga merupakan faktor virulensi pada S. aureus (Liu dkk., 2005).

Sepsis dimulai dari proses penempelan bakteri di dalam jaringan oleh faktor
virulensi permukaan sel S. aureus seperti polisakarida kapsuler (capsular
polysaccharides, CPs), staphyloxanthin (pigmen karotenoid) dan protein A yang
berperan penting dalam penempelan bakteri pada jaringan (Ote dkk., 2011),
mempromosikan kolonisasi dalam jaringan, dan ketahanan pada permukaan
mukosa (Todar, 2005), serta mencegah fagositosis dari antigen presenting cells
(APC) (Brooks dkk., 2007). Proses adhesi bakteri diperankan oleh beberapa
komponen diantaranya protein A, protein fibronektin (fnbA dan fnbB) serta
clumping factor (clf) (Sabat dkk., 2006).

Setelah bakteri berkolonisasi di dalam jaringan, S. aureus menghasilkan
leukosidin yang membunuh sel darah putih sehingga bakteri dapat menyebar
dalam jaringan dan eksotoksin yang menyebabkan kerusakan dengan cara

mengganggu membran biologik sel inang (Todar, 1998).



Infeksi S. aureus dapat berupa radang supuratif (bernanah) pada jaringan
lokal dan cenderung abses. Bila terjadi bakteremia, infeksi dapat bermetastasis ke
berbagai organ (DeLeo dkk., 2009) dan mampu menimbulkan berbagai penyakit
mulai dari infeksi superfisial hingga sepsis (Hu dkk., 2008). Dalam patogenesis
infeksi, setelah terjadi bakteremia primer bakteri dalam makrofag masuk ke dalam
sirkulasi darah selanjutnya menyebar ke organ retikuloendotelial terutama hepar
dan limpa (Kusumaningrum, 2006). Menurut Anthony dan Kolthoff (1971),
sistem retikuloendotelial merupakan jaringan pengikat retikular yang tersebar luas
menyelubungi sinusoid-sinusoid darah di hepar, limpa, sumsum tulang, dan juga
menyelubungi saluran-saluran limfe di jaringan limfatik, yang berkemampuan
memfagositosis bakteria, virus, dan benda-benda asing, dan berkemampuan
membuat zat-zat imun terhadap antigen.

Penelitian Nielsen dkk. (2009) membuktikan bahwa infeksi S. aureus dapat
menyebar melalui aliran darah (bakteremia) dan menimbulkan mikroabses di
berbagai organ (sepsis) seperti paru-paru, limpa, dan hepar. Terjadinya
mikroabses di hepar disebabkan adanya sel-sel kupffer sedangkan di paru-paru
disebabkan adanya pulmonary intravascular macrophages (PIM). Sedangkan
kehadiran mikroabses di zona marginalis limpa dikaitkan dengan terjadinya sepsis
bakteri S. aureus di organ ini.

Bagian hepar yang sering mengalami kerusakan akibat bahan toksik
menurut Syahrizal (2008) adalah vena sentralis, sinusoid, dan hepatosit.
Kerusakan hepatosit secara histologis meliputi terjadinya degenerasi, nekrosis,

karioreksis, dan Kkariolisis. Panjaitan (2008) menjelaskan bahwa kerusakan



hepatosit secara histologis diawali dengan perubahan permeabilitas membran
yang diikuti dengan kematian sel (nekrosis). Sedangkan perubahan histopatologi
limpa akibat sepsis dapat diketahui dengan adanya peningkatan jumlah
megakaryosit. Hal ini menandakan bahwa lesio yang terjadi adalah sistemik
karena melalui peredaran darah (Dewi, 2008). Megakaryosit berfungsi sebagai
prekursor eritroid dan prekursor semua granulosit besar (Ward dkk., 1999). Ketika
terjadi perdarahan atau infeksi akut, jumlah platelet dalam darah akan meningkat.
Hal ini memicu terbentuknya megakaryosit sebagai prekursor pembentukan
platelet yang selanjutnya akan membentuk eritrosit sebagai respon adanya
hemoragi. Platelet atau keping-keping darah berfungsi dalam proses pembentukan
darah.

Infeksi S. aureus dalam penelitian ini dilakukan secara intraperitoneal agar
lebih efektif dalam menginfeksi organ bagian dalam. Menurut Berata (1996),
kemampuan invasi bakteri melalui rute intraperitoneal lebih cepat menimbulkan
penyakit karena di daerah peritoneal banyak mengandung sel-sel PMN dan
makrofag yang berperan sebagai pembawa bakteri untuk masuk di dalam sirkulasi
darah umum. Sedangkan distribusi infeksi intravena ke semua tempat sangat cepat
tetapi antigen mungkin lebih cepat didegradasi dalam aliran darah. Menurut
Spector (1993), penyuntikan bakteri secara subkutan lebih lama dihilangkan dari
daerah yang dipengaruhi.

Infeksi S. aureus menjadi masalah serius karena peningkatan resistensi
bakteri ini terhadap berbagai jenis antibiotik. Hal ini disebabkan karena S. aureus

memiliki kemampuan adaptasi yang luar biasa sehingga bisa resisten terhadap



banyak antibiotik (Afifurrahman dkk., 2014). Resistensi S. aureus terhadap
antibiotik tetrasiklin (53,3%), kloramfenikol (23,6%), ampisilin (18,1%),
sefotaksim (6,6%), dan gentamisin (4,2%) (Refdanita dkk., 2001) serta penisilin
(87,5%) dan amoksilin (75,0%) (Rosalina, 2012). Terakhir golongan bakteri ini
telah resisten terhadap methicilin sehingga terkenal dengan namanya sebagai
Methicilin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Saat ini diperkirakan sekitar
2-3% populasi umum telah terkolonisasi oleh MRSA (Wirahjasa dan Putu, 2012).

Pemberian antibiotik merupakan pengobatan utama dalam menanggulangi
penyakit infeksi. Manfaat penggunaan antibiotik tidak diragukan lagi, akan tetapi
dalam jumlah yang berlebihan dapat menyebabkan munculnya bakteri yang
resisten terhadap antibiotik (Borong, 2012). Resistensi terhadap antibiotik terjadi
akibat hilangnya kepekaan bakteri terhadap antibiotik. Dengan adanya resistensi
antibiotik maka kebutuhan untuk mencari alternatif antibiotik lain meningkat,
termasuk antibiotik yang berasal dari tumbuhan.

Keberadaan tumbuh-tumbuhan merupakan berkah dan nikmat Allah SWT
yang diberikan kepada seluruh makhluk-Nya. Tumbuhan termasuk dalam ciptaan
Allah SWT yang memiliki manfaat yang sangat banyak seperti yang ditertulis
dalam al-Quran surat asy-Syu’ara (26): 7.

£ o P £
f f

~ o w2 /./,/(E,/ s - 1
DS 0 5 e G2 bl 5 N Ul s 35

“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Q.S.
Asy-Syu’ara (26): 7).

Kata “zs)” artinya warna, mengindikasikan aneka variasi atau ragam

tumbuhan dan kata “~_S” memiliki arti baik dan mulia berasal dari kata “»l_sl”



dalam bahasa arab artinya J=ill (keutamaan) yang bermakna tumbuhan yang
memiliki banyak manfaat. Makna kata “~,S” memberikan suatu gambaran
terhadap objek yang disifatinya, sehingga arti kalimatnya adalah tumbuhan yang
baik (diartikan juga yang memiliki manfaat) bagi makhluk hidup dan tidak
bersifat merugikan, termasuk di dalamnya adalah tanaman yang dimanfaatkan
sebagai pengobatan (Al-Qarni, 2008).

Shihab (2002) menafsirkan bahwa ayat tersebut mengundang manusia untuk
mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya memandang sampai
mencakup seantero bumi dengan aneka tanah dan tumbuhannya serta aneka
keajaiban yang terdapat pada tumbuh-tumbuhannya. Dalam ayat tersebut tersebut
dijelaskan bahwa Allah SWT menumbuhkan segala tumbuhan di bumi ini dengan
berbagai manfaat.

Beberapa studi eksperimental menunjukkan bahwa biji alpukat (Persea
americana Mill.) mempunyai kemampuan sebagai antimikroba (Dewi dan
Sulistyowati, 2013) dan antioksidan (Sutrisna dkk., 2015). Menurut Arukwe dkk.
(2012), hal ini disebabkan kandungan senyawa aktif dalam biji alpukat yang
meliputi senyawa saponin, tanin, flavonoid, alkaloid, dan fenol. Penelitian
Anggrella (2014) menunjukkan bahwa zona hambat S. aureus yang terbentuk
berupa nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) 0,2% dengan diameter sebesar
0,08% cm. Hal ini memperkuat pernyataan bahwa zat aktif dalam ekstrak etanol
biji alpukat (P. americana) mampu menghambat pertumbuhan S. aureus.

Hendra dkk. (2014) melaporkan bahwa biji alpukat berpotensi sebagai

hepatoprotektif, yaitu suatu senyawa yang dapat memberikan perlindungan pada



hepar dari kerusakan yang ditimbulkan toksin. Handoko (2005) menyatakan
bahwa flavonoid memberikan aktivitas antioksidan dan berpengaruh dalam
menghambat kerusakan hepar dengan cara mengikat radikal bebas sehingga
dampaknya terhadap kerusakan hepar berkurang.

Hard dkk. (2003) menyatakan selain memiliki fungsi sebagai antioksidan,
flavonoid juga dapat melindungi jaringan tubuh termasuk limpa. Zat warna alami
berupa antosianin mampu mencegah dan memperbaiki berbagai jenis kerusakan
jaringan (Tuminah, 2000) serta dapat menghambat terjadinya oksidasi sel
sehingga mengurangi kerusakan sel hepar maupun sel limpa (Simanjuntak dkk.,
2004).

Senyawa fenolik memberikan aktivitas antioksidan yang berperan sebagai
donor hidrogen kepada radikal bebas sehingga menghasilkan radikal stabil yang
berenergi rendah (Shahidi dan Naczk, 2004). Tanin sebagai antioksidan yang
mampu mempengaruhi  respon peradangan dengan aktivitasnya yang
menghilangkan radikal bebas serta sebagai antibakteri yang mampu menghambat
perkembangbiakan mikroorganisme dengan mengikat Fe yang dibutuhkan saat
proses multiplikasi bakteri dalam jaringan (Rahayu, 2009). Tanin juga mampu
menggugurkan toksin (Poeloengan, 2010) dan memperbaiki kerusakan jaringan
termasuk limpa dengan memberikan atom hidrogen sehingga radikal bebas yang
aktif menjadi kurang reaktif (Yulia, 2013).

Berdasarkan uraian di atas, peneliti beranggapan bahwa ekstrak etanol biji
alpukat (P. americana) dapat menghambat pertumbuhan bakteri sehingga dapat

mengurangi kerusakan histopatologi hepar dan limpa pada mencit yang diinfeksi



S. aureus karena senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Penelitian Sutrisna
dkk. (2015) menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% biji alpukat (P. americana)
dapat menarik senyawa aktif seperti polifenol, tanin, flavonoid, saponin,
triterpenoid, kuinon, monoterpenoid, dan seskuiterpenoid sehingga dalam
penelitian ini digunakan pelarut etanol 96%.

Pengamatan mikroskopis organ hepar dilakukan dengan menggunakan
histopatologi skor. Derajat kerusakan dari setiap sampel ditentukan dengan cara
menjumlah seluruh skor dari empat kriteria histopatologik dan dihitung reratanya
sehingga didapatkan nilai untuk tiap perlakuan. Empat kriteria histopatologik
tersebut mengacu pada Scoring Histopathology Manja Roenigk dari Sutrisna dkk.
(2013). Sedangkan pada limpa yang diamati adalah jumlah sel megakaryosit
sebagaimana penelitian yang telah dilakukan oleh Dewi (2008).

Dosis ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 0 mg/kg BB, 600 mg/kg BB dan 1200 mg/kg BB yang
didasarkan pada penelitian Sutrisna dkk. (2015). Hasil penelitian Sutrisna dkk.
(2015) menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% biji alpukat (P. americana) pada
dosis 600 mg/kg BB dan 1200 mg/kg BB dapat menurunkan kadar glukosa darah
pada tikus yang terkena diabetes. Penderita diabetes menurut Anshori dkk. (2014)
sangat mudah terinfeksi bakteri dan menjadi tempat yang optimal untuk
pertumbuhan bakteri sehingga pada penderita diabetes sering mengalami
komplikasi berupa infeksi bakteri khususnya S. aureus. Komplikasi dapat terjadi
karena S. aureus dapat berinvasi ke berbagai organ dengan kemampuannya

bermestasis melalui peredaran darah menyebabkan bakteremia sampai terjadi



sepsis. Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan dosis ekstrak etanol biji
alpukat (P. americana) berdasarkan penelitian Sutrisna dkk. (2015) yaitu sebesar
600 mg/kg BB dan 1200 mg/kg BB yang berperan dalam menurunkan kadar
glukosa sehingga dapat membandingkan apakah dosis tersebut dapat juga
berpotensi menurunkan kerusakan hepar dan limpa. Berdasarkan latar belakang
tersebut, diharapkan biji alpukat (P. americana) dapat digunakan sebagai obat
alternatif khususnya dalam menghambat perkembangbiakan bakteri sehingga

dapat mengurangi kerusakan histopatologi hepar dan limpa.

1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. americana
Mill.) terhadap gambaran histopatologi hepar pada mencit (Mus musculus)
yang diinfeksi S. aureus?

2. Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. americana
Mill.) terhadap gambaran histopatologi limpa pada mencit (Mus musculus)

yang diinfeksi S. aureus?

1.3. Tujuan
Tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. americana
Mill.) terhadap gambaran histopatologi hepar pada mencit (Mus musculus)

yang diinfeksi S. aureus.
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2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. americana
Mill.) terhadap gambaran histopatologi limpa pada mencit (Mus musculus)

yang diinfeksi S. aureus.

1.4. Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Ho = Pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. amerciana Mill.) tidak
berpengaruh terhadap gambaran histopatologi hepar pada mencit (Mus
musculus) yang diinfeksi S. aureus.

H; = Pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. amerciana Mill.) berpengaruh
terhadap gambaran histopatologi hepar pada mencit (Mus musculus) yang
diinfeksi S. aureus.

2. Ho = Pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. amerciana Mill.) tidak
berpengaruh terhadap gambaran histopatologi limpa pada mencit (Mus
musculus) yang diinfeksi S. aureus.

H; = Pemberian ekstrak etanol biji alpukat (P. amerciana Mill.) berpengaruh
terhadap gambaran histopatologi limpa pada mencit (Mus musculus) yang

diinfeksi S. aureus.

1.5. Manfaat Penelitian
Manfaat pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Berpartisipasi dalam pengembangan dan kemajuan di bidang llmu Pengetahuan

dan Teknologi khususnya dalam bidang Ilmu Biologi.
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2. Dapat digunakan sebagai landasan ilmiah untuk penelitian selanjutnya.
3. Memberikan informasi untuk pengembangan obat baru dari biji alpukat

(Persea americana Mill.) terhadap infeksi S. aureus.

1.6. Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Parameter yang diamati secara histologis pada sampel organ hepar adalah
meliputi jumlah hepatosit normal, degenerasi parenkimatosa, degenerasi
hidropik, dan nekrosis. Sedangkan pada sampel organ limpa adalah jumlah sel
megakaryosit.

2. Biji alpukat yang digunakan berasal dari perkebunan alpukat di Dusun Sidolegi
Desa Pangklungan Kec. Wonosalam, Jombang.

3. Varietas alpukat yang digunakan adalah hijau panjang.

4. Metode ekstraksi mengggunakan maserasi dengan pelarut etanol 96% yang
dibuat dalam 2 dosis yaitu 600 mg/kg BB dan 1200 mg/kg BB.

5. Pemberian ekstrak biji dilakukan secara oral menggunakan sonde lambung.

6. Hewan coba yang digunakan adalah mencit (Mus musculus).

7. Kriteria hewan coba:

a. Mencit galur Balb/c
b. Jenis kelamin jantan
c. Berat badan 20-25 gram
d. Usia sekitar 2 bulan

e. Mencit dalam keadaan sehat



10.

11.

12.

12

Bakteri yang digunakan adalah isolat Staphylococcus aureus strain MRSA
(Methicillin  Resistant  Staphylococcus aureus) yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas kedokteran Universitas Brawijaya.

Injeksi bakteri dilakukan secara intraperitoneal.

Perlakuan yang diberikan bersifat kuratif.

Antibiotik yang digunakan adalah helixim.

Metode yang digunakan adalah in vivo.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alpukat (Persea americana Mill.)
Alpukat (Persea americana Mill.) yang termasuk dalam famili tumbuhan

Lauraceae yang banyak tumbuh di daerah tropis dan subtropis (Katja dkk., 2009).
Buah ini merupakan salah satu jenis buah yang digemari masyarakat karena selain
rasanya yang enak juga mengandung antioksidan yang tinggi (Afrianti, 2010).
Namun demikian, biji alpukat yang merupakan salah satu hasil ikutan produk
pertanian belum dimanfaatkan (Dewi dan Sulistyowati, 2013).

Manfaat yang dimiliki oleh tumbuhan sangat banyak sesuai dengan
keanekaragaman tumbuhan, dan manfaat tersebut tidak diciptakan oleh Allah
SWT dengan sia-sia. Allah SWT menciptakan sesuatu karena ada maksud dan
tujuan yang bermanfaat bagi kehidupan makhluknya. Dalam potongan ayat al-
Quran surat Ali ‘Imran (3): 191, “3kb M <als W dijelaskan bahwa Allah SWT
menciptakan segala sesuatu ini tidak dengan sia-sia, tetapi penuh dengan manfaat

dan kebenaran (Thabari, 2008).

2.1.1 Morfologi Persea americana Mill.

Tanaman alpukat berupa pohon dengan ketinggian 3-10 m, rating tegak dan
berambut halus, daun berdesakan di ujung ranting, bentuk bulat telur atau corong,
awalnya berbulu pada kedua belah permukaannya dan lama-kelamaan menjadi
licin. Bunga alpukat berupa malai dan terletak di dekat ujung ranting, bunganya

sangat banyak berdiameter 1-1,5 cm, berwarna kekuningan, berbulu halus dan

13
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benang sari dalam 4 karangan, buah alpukat berbentuk bola lampu sampai bulat
telur, berwarna hijau kekuningan berbintik ungu, gandul/halus dan harum, biji
berbentuk bola dan hanya terdapat satu biji dalam 1 buah (Handayani dan Citra,
2009).

Buah alpukat termasuk buah buni, berbentuk bola atau buah peer, panjang
5-20 cm, berbiji 1, tanpa sisa bunga yang tinggal, berwarna hijau atau hijau
kuning, keungu-unguan atau berbintik-bintik, dan gundul. Biji pada buah alpukat
berbentuk bola dengan garis tengah 2,5-5 cm (Steenis, 2003). Biji alpukat terdiri
dari 65% daging buah (mesokarp), 20% biji (endokarp), dan 15% kulit buah
(perikarp) (Prasetyowati dkk., 2010).

Pohon alpukat yang berukuran besar mampu menghasilkan jutaan bunga
dalam semusim. Bunga tersebut muncul di ujung tunas. Bunga betinanya tunggal,
dengan tangkai sari panjang dan diakhiri dengan kepala sari yang membesar.
Benang sari berjumlah 9 yang tumbuh dari 2 lingkaran tempat kedudukan.
Lingkaran tempat kedudukan sebelah dalam (inner stamen) mempunyai 3 benang

sari sedangkan yang luar (outer stamen) mempunyai 6 (Ashari, 2004).

(1) @) | (3
Gambar 2.1 Morfologi Persea americana Mill.
(a). Daun (b). Batang dan (c). Biji
(Sumber: dokumentasi pribadi)
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2.1.2 Klasifikasi Persea americana Mill.

Kedudukan tanaman alpukat dalam sistematika (taksonomi) tumbuhan
diklasifikasikan sebagai berikut:
Divisi : Spermatophyta

Anak Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Ranales

Famili : Lauraceae

Genus : Persea

Spesies : Persea americana Mill. (Dasuki, 1991).

Alpukat terdiri dari berbagai jenis berdasarkan klasifikasi varietas.
Berdasarkan sifat ekologis, alpukat terdiri dari 3 jenis keturunan/ras, yaitu ras
Meksiko, ras Guatemala, dan ras Hindia Barat (Chandra dkk, 2013). Banyaknya
varietas dari alpukat ini merupakan salah satu contoh bahwa satu tumbuhan
memiliki berbagai macam jenis hal ini sesuai dengan penjelasan al-Quran surat

Thahaa (20): 53.
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“Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-ja]Jan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam ” (Q.S. Thahaa (20): 53).

Kata & menjadi kata sifat bagi kata 531 maksudnya adalah yang berbeda-

beda warna dan rasa serta meliputi perbedaan lainnya. Kata & ini merupakan
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bentuk jamak dari kata <&, wazannya sama dengan kata = . Kata & berasal
dari kata kerja yang artinya &)< atau berbeda-beda, sehingga arti keseluruhan dari

[
B

kalimat “4 <l (il 3P adalah macam-macam tumbuhan berdasarkan bentuk,
warna, maupun rasnya (Asy-Syuyuthi, 1990). Penjelasan tersebut menunjukkan
bahwa tiap tumbuhan memiliki perbedaan masing-masing walaupun pada jenis
yang sama sebagaimana alpukat (P. americana) yang terdiri dari beberapa varietas
seperti di Indonesia terdiri dari dua golongan varietas biji alpukat (Lianti, 2014):
1. Varietas Unggul

Sifat-sifat unggul tersebut antara lain produksinya tinggi, toleran terhadap
hama dan penyakit, buah seragam berbentuk oval dan berukuran sedang, daging
buah berkualitas baik dan tidak berserat, berbiji kecil melekat pada rongga biji,
serta kulit buahnya licin. Sampai dengan tanggal 14 Januari 1987, Menteri
Pertanian telah menetapkan 2 varietas alpukat unggul, yaitu alpukat hijau panjang
dan hijau bundar. Karakteristik alpukat hijau panjang dan hijau bundar dapat

dilihat pada Tabel 1.

Tabel 2.1. Karakteristik Alpukat Hijau Panjang dan Hijau Bundar.

Karakteristik | Alpukat Hijau Panjang Alpukat Hijau Bundar

Tinggi pohon | 5-8 m 6-8 m

Bentuk daun Bulat panang dengan tepi rata | Bulat panjang dengan tepi

berombak

Masa berbuah | Terus-menerus, tergantung Terus-menerus, tergantung
pada lokasi dan kesuburan pada lokasi dan kesuburan
lahan lahan

Berat buah 0,3-0,5 kg 0,3-0,4 kg

Bentuk buah Pear (pyriform) Lonjong

Rasa buah Enak, gurih, agak lunak Enak, gurih, agak kering

Diameter buah | 6,5-10 cm (rata-rata 8 cm) 7,5cm

Panjang buah | 11,5-18 cm (rata-rata 14 cm) 9cm

Hasil 40-80 kg/pohon/tahun (rata- | 20-60 kg/pohon/tahun (rata-
rata 50 kg) rata 30 kg)

Sumber : Lianti (2014).



17

2. Varietas Lain

Varietas alpukat kelompok ini merupakan plasma nutfah Instalasi Penelitian
dan Pengkajian Teknologi, Tlekung, Malang, seperti alpukat merah panjang,
merah bundar, dickson, butler, winslowson, benik, puebla, furete, collinson,

waldin, ganter, mexcola, duke, ryan, leucadia, queen dan edranol.

2.1.3 Kandungan Fitokimia dan Manfaat Persea americana Mill.

Kandungan fitokimia merupakan senyawa-senyawa aktif pada tumbuhan
memiliki ciri, cita rasa, warna, dan aroma yang khas (Patel, 2013). Biji alpukat
(Persea americana Mill.) mengandung beberapa senyawa aktif diantaranya
polifenol, flavonoid, triterpenoid, kuinon, saponin, tanin, monoterpenoid, dan
seskuiterpenoid (Zuhrotun, 2007). Adapun kandungan fitokimia biji alpukat
secara lengkap dijelaskan oleh Arukwe dkk (2012) pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Senyawa fitokimia dari daun, buah, dan biji alpukat (mg/100g)

Konstituen Daun Buah Biji
Saponin 1.29+0.08 0.14+0.01 19.21+2.81
Tanin 0.68+0.06 0.12+0.03 0.24+0.12
Flavonoid 8.11+0.14 4.25+0.16 1.90+0.07
Glikosida sianogen ND ND 0.06+0.02
Alkaloid 0.51+0.21 0.14+0.00 0.72+0.12
Fenol 3.41+0.64 2.94+0.13 6.14+1.28
Steroid 1.21+0.14 1.88+0.19 0.09+0.00

Sumber : Arukwe dkk. (2012)
Keterangan ND = not detected (tidak terdeteksi)

Kandungan biji alpukat tersebut memiliki banyak manfaat diantaranya
sebagai obat tradisional untuk pengobatan seperti sariawan, kencing batu, darah
tinggi, kulit muka kering, sakit gigi, bengkak karena peradangan, dan kencing
manis (Perry, 1987; Wijayakesuma, 1996). Daun alpukat dilaporkan bersifat

antibakteri dan dapat menghambat pertumbuhan beberapa bakteri seperti
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Staphylococcus aurus strain A dan B, Staphylococcus albus, Pseudomonas sp.,
Proteus sp., Eschericeae sp., dan Bacillus subtilis (Wijayakesuma, 1996).

Kandungan flavonoid dalam buah alpukat diketahui memiliki aktivitas
antioksidan yang cukup kuat dan membantu melindungi organ dari agen toksik
atau stress oksidatif (Lukacinova dkk., 2008 dalam Sutrisna dkk., 2015).
Disamping sebagai antioksidan yang mencegah kerusakan sel akibat oksidatif,
flavonoid juga diduga punya aktivitas sebagai antikanker (Salah dkk., 1995).
Kandungan flavonid dalam biji alpukat tersebut berkisar 1,90 +0,07 mg/100g
(Arukwe dkk., 2012). Penelitian oleh Song dan Barlow (2004) menyatakan bahwa
dalam bji alpukat ditemukan kandungan fenol lebih dari 70%. Dan senyawa ini
diduga mempunyai efek antioksidan. Senyawa fenol dalam biji ditemukan lebih
besar dibanding dalam buah maupun daun (Arukwe dkk., 2012).

Senyawa saponin dapat bekerja sebagai bakteriostatik dengan cara merusak
membran sitoplasma (Robinson 1995). Senyawa flavonoid berfungsi sebagai
bakteriostatik dan mekanisme kerjanya mendenaturasi protein sel bakteri dan
dapat merusak membran sitoplasma (Pelczar dkk. 1996). Sementara menurut
Ajizah (2007) tanin diduga dapat mengkerutkan dinding sel sehingga
mengganggu permeabilitas sel.

Penelitian mengenai tanaman alpukat menunjukkan bahwa buah dan daun
alpukat (Persea americana) memiliki khasiat untuk menurunkan kadar kolesterol
total serta memiliki efek dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Sedangkan biji
alpukat digunakan sebagai obat di Nigeria dalam mengobati orang yang

bertekanan darah tinggi (Ozolua dkk., 2009). Biji alpukat diketahui memiliki efek
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hipoglikemik dan dapat digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati sakit
gigi, maag kronis, hipertensi, dan diabetes mellitus (Monica, 2006). Selain itu, biji
alpukat juga banyak digunakan sebagai sumber fitoterapeutik untuk mengatasi
infeksi parasit dan mikosis. Diketahui biji alpukat mengandung senyawa
fitosterol, triterpen, asam lemak, asam furanoik, dimer flavonol, proantosianidin,
dan asam absisat. Beberapa senyawa tersebut telah terbukti memiliki aktivitas
antifungi dan efek larvasidal (Leite dkk., 2009).

Ketika seseorang tertimpa penyakit sebagai bentuk ikhtiarnya adalah
mencari obat-obatan yang bisa menyembuhkan penyakit yang diderita. Sesuai
dengan hadits Nabi Muhammad SAW yang diriwayatkan Imam Muslim (2204):

Jas e 4l 53l 1 elall o) gall lal 13 ¢l g2 gla JSI

“Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan penyakitnya
maka dia akan sembuh dengan seizin Allah Subhanahu wa ta’ala.” (HR. Imam
Muslim: 2204).

Kata 52 <> JSY memiliki arti bahwa setiap penyakit pasti obat yang sesuai
dengan jenis penyakit tersebut. Namun, tentu saja kembali pada Allah SWT
karena kuasa yang menyembuhkan penyakit hanyalah Allah SWT. Al-Jauziyah
(1994) mengatakan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya adalah bersifat
umum, mencakup segala penyakit dan segala macam obat yang dapat
menyembuhkan penderita, karena sesungguhnya Allah telah menyiapkan segala

macam obat untuk menyembuhkan penyakit.

2.1.4 Metode Ekstraksi Maserasi
Maserasi merupakan proses pemisahan yang paling sederhana dengan cara

perendaman sampel dalam pelarut organik dan metode ini banyak digunakan
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untuk mencari bahan obat yang berupa serbuk simplisia halus. Penekanan utama
dalam maserasi adalah tersedianya waktu kontak yang cukup antara pelarut dan
jaringan yang diekstraksi karena memaksimalkan terjadi pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut
organik. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh
cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut
berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan di
dalam sel (Voight, 1995).

Metode maserasi mempunyai beberapa keuntungan yaitu sederhana, relatif
murah, tidak memerlukan peralatan yang rumit dan dapat menghindari kerusakan
komponen senyawa yang tidak tahan panas (Voight, 1995). Kelemahan metode
maserasi adalah pengerjaannya lama dan penyaringannya kurang sempurna,
pelarut yang digunakan lebih banyak (tidak efisien dan tidak efektif) dan tidak
dapat digunakan untuk bahan-bahan yang mempunyai tekstur keras seperti
benzoin, tiraksm dan lilin (Meloan, 1999).

Secara umum ekstraksi senyawa metabolit sekunder menggunakan metode
maserasi dengan pelarut polar atau metanol. Pada prinsipnya metode maserasi
adalah terdapat waktu kontak yang cukup antara pelarut dengan bahan yang
diekstrak, namun jarang sekali mencapai pemisahan yang sempurna karena
senyawa yang sama bias terdapat dalam beberapa fraksi. Hasil maserasi maksimal
biasanya dilakukan dengan maserasi menggunakan sederetan pelarut atau metode

Charauxs-Paris yaitu metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang berbeda
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kepolaran, dimana ekstrak pekat pelarut polar diekstraksi kembali dengan pelarut
semipolar dan pelarut non-polar (Kusnaeni, 2008).

Penguapan pada rotary evaporator dilakukan pada tekanan rendah atau
dengan kenaikan temperatur dan kecepatan terbesar pada titik didih larutan.
Cairan organik yang memiliki titik didih rendah, tekanan permukaan akan rendah.
Labu evaporator dipanaskan pada temperatur tertentu di atas waterbath dan
diputar selama evaporasi. Sehingga terjadi pencampuran yang sempurna,
mencegah bumping, dan juga akan memiliki permukaan yang relatif lebih kuat.
Pelarut menguap dari campuran kemudian terkondensasi oleh erlenmeyer dan
jatuh pada labu penampung (VVogel, 1978).

Pelarut merupakan salah satu faktor yang menentukan dalam proses
ekstraksi, sehingga banyak faktor yang harus diperhatikan dalam pemilihan
pelarut (Pelczar dan Chan, 1996). Terdapat dua pertimbangan utama dalam
memilih jenis pelarut, yaitu pelarut yang harus mempunyai daya larut yang tinggi
dan pelarut tidak berbahaya atau tidak beracun. Pelarut yang digunakan dalam
ekstraksi harus dapat melarutkan ekstrak yang diinginkan saja, mempunyai
kelarutan yang besar, tidak menyebabkan perubahan secara kimia pada komponen
ekstrak, dan titik didih kedua bahan tidak boleh terlalu dekat. Ekstrasi dengan
pelarut tertentu didasarkan pada sifat kepolarannya zat dalam pelarut saat
ekstraksi. Senyawa polar hanya akan larut pada pelarut polar, seperti etanol,
methanol, butanol, dan air. Sedangkan senyawa non-polar juga hanya akan larut

pada pelarut non-polar, seperti heksana dan petroleum eter (Dwidjoseputro, 2005).
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Pelarut etanol merupakan pelarut universal golongan alkohol yang mudah
melarutkan senyawaan yang sesuai dengan cukup rendah sehingga dapat mudah
diuapkan tanpa menggunakan suhu yang tinggi, bersifat inert, serta memiliki
harga yang terjangkau (Guenther, 2006). Selain itu, ketoksikannya rendah
daripada pelarut alkohol lainnya yakni memiliki nilai LCsy 7060 mg/kg (Halimah,
2010).

Etanol merupakan senyawa alkohol dengan formula C,HsOH yang
berbentuk cair, tidak berwarna, larut dalam air, eter, kloroform dan aseton yang
dihasilkan dari peragian kanji, hidrolisis bromoetana dengan kalium hidroksidab
(Basri, 1996). Adanya gugus hidroksil (OH) pada alkohol memberikan sifat polar,
sedangkan gugus alkil (R) merupakan gugus non polar. Proporsi dari kedua gugus
tersebut merupakan faktor yang menentukan sifat alkohol (Estiasih dan Dwi,
2006).

Digunakan etanol bukan metanol karena antioksidan yang hendak diekstrak
diharapkan dapat diaplikasikan pada produk makanan, minuman dan obat-obatan
sehingga aman untuk dikonsumsi sedangkan metanol bersifat toksik. Etanol
biasanya digunakan untuk mengekstraksi senyawa-senyawa aktif yang bersifat
antioksidan dan antibakteri pada suatu bahan. Beberapa hasil penelitian
melaporkan bahwa pelarut etanol lebih baik dari pada air, metanol maupun pelarut
lain dalam mengekstraksi senyawa antioksidan maupun antibakteri

(Dwidjoseputro, 2005).
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2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan spesies dari genus Staphylococcus yang
bersifat pathogen oportunistik. Nama Staphylococcus berasal dari kata staphylo
yang dalam bahasa Yunani berarti anggur, ini dikarenakan sifatnya yang
membelah diri tidak hanya pada satu lapis permukaan dan tersusun bergerombol

sehingga terlihat menyerupai rangkaian anggur (Jawetz dkk., 1996).

2.2.1 Morfologi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri kelompok kokus gram positif. Sel
S. aureus berbentuk bulat dengan diameter berkisar 1 pum, dapat hidup dalam
lingkungan aerob ataupun anaerob dan berkelompok seperti anggur yang
memungkinkan terbagi dalam berbagai bentuk (Brown dkk., 2005). S. aureus
tidak motil, tidak membentuk spora dan paling cepat berkembang pada suhu 37°C.
Suhu terbaik untuk menghasilkan pigmen berkisar 20-35°C. Pada medium padat
koloni S. aureus berbentuk bulat, halus, meninggi, berkilau, dan berwarna abu-abu
hingga kuning kecoklatan. Pigmen kuning yang dihasilkan cenderung
menunjukkan sifat patogen dari bakteri ini (Brooks dkk., 2007).

Allah SWT berfirman dalam al-Quran surat al-Hijr (15): 21 mengenai
penciptaan makhluk-makhluk renik yang secara implisit dapat diartikan bahwa

bakteri termasuk ke dalamnya.

“Dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahnya dan Kami
tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang tertentu” (Q.S. Al-Hijr
(15): 21).
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Berdasarkan ayat tersebut terdapat kata “,3” artinya ukuran dan “ssas”
yang berarti tertentu, keduanya merupakan — s s« 44a schingga arti dari “p sla<”
menggambarkan objek yang disifati “_,%”. Abdullah (2003) menjelaskan bahwa
Allah SWT memberitahukan bahwa Dia adalah pemilik segala sesuatu dan sangat
mudah bagi-Nya serta gudang segala sesuatu dengan segala macamnya itu berada
di sisi-Nya. Sebagaimana ayat tersebut yang Allah SWT kehendaki dan inginkan
sesuai dengan ukurannya masing-masing pada segala ciptaan-Nya itu
mengandung hikmah besar serta rahmat bagi hamba-hamba-Nya.

Ukuran suatu ciptaan menyesuaikan dengan mekanisme atau fungsi dari
sesuatu tersebut. Sebagaimana halnya bakteri yang berukuran renik atau
mikroskopis yang tidak dapat dilihat dengan mata telanjang, tentu ukurannya ini
menyesuaikan dengan fungsinya. Dalam hal ini bakteri S. aureus berfungsi
sebagai bakteri normal yang berperan sebagai kompetitor patogen dan pengatur
kondisi pH dalam jaringan. Ukurannya yang kecil ini mempermudah dalam proses
adhesi ke dalam jaringan tubuh. Namun, S. aureus dalam kondisi tertentu bersifat
patogen opportunitik yang dapat menyebabkan penyakit bagi tubuh.

Staphylococcus mengandung polisakarida dan protein yang bersifat
antigenik dan merupakan substansi penting di dalam struktur dinding sel.
Peptidoglikan merupakan suatu polimer polisakarida yang mengandung subunit-
subunit yang tergabung, merupakan eksoskeleton yang kaku pada dinding sel.
Peptidoglikan dirusak oleh asam kuat atau lisozim. Hal tersebut penting dalam
patogenesis infeksi, yaitu merangasang pembentukan interleukin-1 (pirogen

endogen) dan antibodi opsonik, juga dapat menjadi penarik kimia (kemotraktan)
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leukosit  polimorfonuklear, mempunyai aktifitas mirip endotoksin dan
mengaktifkan komplemen (Jawetz dkk., 1996).

Carter dan Wise (2004) melaporkan, bahwa peptidoglikan dan polimer
polisakarida bersama asam teikoat membentuk dinding sel yang rigid, dalam hal
ini asam teikoat berfungsi menghubungkan peptidoglikan dan antigen. Protein A
termasuk dalam komponen permukaan pada kebanyakan S. aureus yang virulen.
Mikrokapsul polisakarida pada beberapa galur S. aureus yang berfungsi sebagai
antifagosit yang mempunyai kemampuan mencegah bakteri dari respon
peradangan. Pada permukaan sel S. aureus juga terdapat pigmen karoten yang

memberi warna orange atau kuning.

2.2.2 Klasifikasi Staphylococcus aureus
Taksonomi Staphylococcus aureus menurut Bergey’s Manual Of Systematic

Bacteriology dalam Putera (2014) adalah:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Famili . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Isolat klinis Staphylococcus aureus dapat diperoleh melalui usapan
permukaan apus darah, aspirat trakea, cairan spiral untuk biakan dan tergantung
pada lokalisasi proses. S. aureus memproduksi katalase, sehingga

membedakannya dengan Streptococcus. Uji Kkatalase dilakukan dengan
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meneteskan larutan hidrogen peroksida pada permukaan bakteri. S. aureus bersifat
koagulase positif yang artinya menghasilkan suatu protein mirip enzim yang dapat
menggumpalkan plasma, sehingga membedakannya dari S. aureus yang lain

(Jawetz dkk., 2001).

2.2.3 Patogenesis Infeksi Staphylococcus aureus

Ciri khas yang disebabkan oleh infeksi Staphylococcus aureus adalah
radang supuratif pada jaringan lokal dan cenderung menjadi abses. Daya invasif
yang rendah dari S. aureus dapat menyebabkan berbagai infeksi kulit seperti
pioderma, jerawat, dan impetigo. Penyebaran melalui aliran darah dan sistem
limfatik ke bagian tubuh lain menyebabkan bakterimia, endokarditis, osteomilitis,
meningitis dan pneumonia (Brooks dkk., 2007).

Staphylococcus aureus mempunyai 4 karakteristik khusus, yaitu faktor
virulensi yang menyebabkan penyakit berat pada normal host, faktor diferensiasi
yang menyebabkan penyakit yang berbeda pada sisi atau tempat berbeda, faktor
persisten bakteri pada lingkungan dan manusia yang membawa gejala karier, dan
faktor resistensi terhadap berbagai antibiotik yang sebelumnya masih efektif
(Spicer, 2000). S. aureus menghasilkan katalase yang mengubah hidrogen
peroksida menjadi air dan oksigen (Jawetz, dkk., 2001).

Jawetz dkk. (2001) menyatakan bahwa Staphylococcus aureus dapat
menimbulkan penyakit melalui kemampuannya berbiak dan melalui pembentukan
banyak zat ekstraseluler. Berbagai zat yang berperan sebagai faktor virulensi
dapat berupa protein, termasuk enzim dan toksin. Kemampuan patogenik dari

galur S. aureus adalah pengaruh gabungan antara faktor ekstraselular dan toksin



27

bersama dengan sifat daya sebar invasif. Pada satu sisi semata-mata diakibatkan
oleh ingesti enterotoksin, pada sisi lain adalah bakterimia dan penyebaran abses
pada berbagai organ. Peranan berbagai bahan ekstraselular pada patogenesis
berasal dari masing-masing bahan tersebut.

Staphylococcus aureus menghasilkan koagulase atau faktor penggumpal
pada dinding sel yang melekatkan organisme ke fibrin atau fibrinogen secara non
enzimatik sehingga menyebabkan agregasi bakteri. Toksin yang dihasilkan S.
aureus meliputi eksotoksin (a, B, v, dan 8) yang mengganggu membran biologik;
leukosidin yang membunuh sel darah putih; toksin eksfoliatif (toksin
epidermolitik A dan B) yang menyebabkan deskuamasi generalisata pada
Staphylococcal Scalded Skin Syndrome; enterotoksin (A-E, G-I, K-M) yang tahan
terhadap panas serta resisten terhadap kerja enzim di usus, sehingga dapat
menyebabkan keracunan makanan dan Toxin Syndrome-Shock-Toxic-1 (TSST-1)
(Brooks dkk., 2007).

Staphylococcus aureus menghasilkan tujuh tipe enterotoksin, yaitu: A, B, C,
Cl, C2, D, dan E (Nurwantoro, 2001). Faktor virulensi S. aureus yang dapat
menyebabkan infeksi meliputi: 1. Protein permukaan yang mempromosikan
kolonisasi dalam jaringan hospes (protein A, adesin, hemaglutinn, glikoprotein,
fibrionectin), 2. Invasin membantu bakteri menyebar dalam jaringan (leukocidin,
kinase, hyaluronidase), 3. Faktor permukaan yang menghalangi fagositosis
(kapsul, protein A), 4. Faktor biokimia yang meningkatkan ketahanan bakteri di
dalam fagosit (carotenoid, produksi katalase), 5. Reaksi imunologis (protein A,

coagulase, clotting factor), 6. Toksin perusak membran (hemolysin, leukotoxin,
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leukocidin) dan 7. Eksotoksin dalam jaringan menimbulkan kerusakan dan gejala
penyakit (SEA-G, TSST, ET) (Todar, 1998).

Staphylococcus aureus dilihat dari struktur antigeniknya memiliki
polisakarida dan protein yang bersifat antigenik. Protein A salah satu komponen
pada permukaan sel S aureus mempunyai kemampuan berikatan pada bagain Fc
dari struktur IgG sehingga menghambat ikatan antara bagian Fc dari IgG dengan

reseptor Fc di permukaan sel neutrofil dan makrofag (Jawetz dkk., 1996).
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Gambar 2.2 Faktor patogen Staphylococcus aureus dengan berbagai metabolit
yang berperan sebagai faktor viruensi, A. Beberapa protein yang dihasilkan S.
aureus, B dan C. Bagian perlintasan (Gordon dan Lowy, 2008).

2.2.4 Pengobatan Staphylococcus aureus dan Resistensi Antibiotik

Pengobatan terhadap infeksi Staphylococcus aureus dilakukan melalui
pemberian antibiotik, yang disertai dengan tindakan bedah, baik berupa
pengeringan abses maupun nekrotomi. Pemberian antiseptik lokal sangat

dibutuhkan untuk menangani furunkulosis (bisul) yang berulang. Pada infeksi
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yang cukup berat, diperlukan pemberian antibiotik secara oral atau intravena,
seperti penisilin, metisillin, sefalosporin, eritromisin, linkomisin, vankomisin,
dan rifampisin. (Jawetz dkk., 2001).

Pada era tahun 1940-an, masalah infeksi yang ditimbulkan oleh bakteri ini
berhasil diatasi dengan pemberian antibakteri golongan betalaktam yaitu penisilin.
Antibakteri betalaktam mengikat Penicillin Binding Protein (PBP) yaitu suatu
enzim peptidase membran yang mengkatalisis reaksi transpeptidasi pada proses
sintesis dinding sel bakteri. lkatan betalaktam pada situs aktif sering
mengakibatkan PBP tidak aktif, sintesis dinding sel gagal dan bakteri mengalami
lisis. S. aureus memiliki 4 macam PBP vyaitu PBP 1 seberat 85 kDa (Kilo Dalton),
PBP 2 seberat 81 kDa, PBP 3 seberat 75 kDa dan PBP 4 seberat 45 kDa. PBP 1, 2
dan 3 memiliki aktivitas transpeptidase dan memiliki afinitas sangat tinggi
terhadap betalaktam, sehingga pemberian antibakteri betalaktam akan
menyebabkan letal bagi S. aureus (Yuwono, 2010).

Keberhasilan terapi terhadap infeksi Staphylococcus aureus tersebut tidak
berlangsung lama karena kemudian muncul galur resisten yang mendapat plasmid
yang mengandung gen blaZ. Gen blaZ menyandi enzim betalaktamase yaitu suatu
enzim yang mampu mendegradasi penisilin dengan cara memecah cincin
betalaktam. Pada akhir tahun 1950-an, masalah resistensi terhadap betalaktam ini
dapat diatasi dengan pemberian antibakteri yang tahan terhadap betalaktamase
yaitu metisilin. Isolat S.aureus yang peka terhadap metisilin disebut Methicillin
Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA). Sekitar 1 tahun setelah penggunaan

metisilin di rumah sakit, masalah resistensi muncul kembali dengan ditemukannya
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isolat S. aureus resisten metisilin yang disebut Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) di Inggris (Lowy, 1998).

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus merupakan Staphylococcus
aureus yang resisten terhadap antibiotik tetrasiklin 53,3%, kloramfenikol 23,6%,
ampisilin 18,1%, sefotaksim 6,6%, dan gentamisin 4,2% (Refdanita dkk., 2001).
Sampai saat ini, MRSA secara umum merupakan suatu patogen nosokomial yang
menyebabkan infeksi, baik dari rumah askit (Hospital Acquired MRSA = HA-
MRSA) maupun di komunitas (Community-Acquired MRSA =CA-MRSA)
(Horowitz, 2005).

Eksperimen dan eksplorasi genetik menunjukkan bahwa mekanisme
resistensi terhadap antibakteri betalaktam diperankan oleh operon mecA. Operon
mecA yaitu gen yang menyandi PBP2a yang mendasari resistensi MRSA. PBP2a
mempunyai afinitas yang sangat rendah terhadap antibiotik golongan [-laktam
dikarenakan perubahan situs pengikatan, sehingga tidak dapat mempengaruhi
reaksi transpeptidase (Memmi dkk., 2008). Operon mecA secara organisasi,
struktur, fungsi dan mekanisme serupa dengan operon blaZ pada plasmid S.
aureus produsen betalaktamase. Regulator pada operon blaZ adalah blal yang
menyandi DNA binding protein berfungsi menekan transkripsi gen betalaktamase
dan blaR1 berupa signal transduction PBP yang akan menginduksi transkripsi jika
ada betalaktam (gambar 2.2.4). Mekanisme ini analog dengan yang terjadi pada

operon mecA yang dikendalikan oleh regulator mecl dan mecR1 (Yuwono, 2010).
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Gambar 2.3 (a) Induksi Betalaktam pada Penisilin, (b) Mekanisme S. aureus
Resistensi Methicilin (Lowy, 2008).

2.3. Hepar

Hepar adalah organ terbesar dalam tubuh. Hepar mendapat darah dari vena
porta dan arteri hepatika yang akan menyuplai 40-50% oksigen dan kurang lebih
setengah dari darah yang bersirkulasi akan menuju hepar. Sebagian kecil darah
dari arteri hepatica mengalir langsung masuk ke perpheral sinusoid (Jones dkk.,
2006). Vena porta, arteri hepatika dan saluran empedu akan bergabung dalam satu
daerah vena portis (segitiga Kiernaan). Empedu akan disalurkan dari hepar ke

duodenum melalui saluran empedu intrahepatik dan ekstrahepatik (Guyton, 1997).

2.3.1 Anatomi Hepar

Hepar merupakan organ terbesar dalam tubuh. Hepar terletak di rongga
perut di sebelah kanan, tepat di bawah diafragma, berwarna merah kecoklatan.
Hepar terdiri dari beberapa lobus, tergantung pada spesiesnya (Harada dkk.,

1999).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



32

Hepar pada manusia memiliki berat 1200-1500 gram. Pada orang dewasa
berat hepat kurang lebih satu per lima puluh berat badan, sedangkan pada bayi
sedikit lebih besar per delapan belas berat badan. Hepar terbagi menjadi dua lobus
kanan dan kiri. Kedua lobus tersebut dipisahkan oleh Ligamentum Falsiforme.
Pada bagian inferior terdapat fisura untuk Ligamentus venosum (Maretnowati,
2004).

Permukaan hepar diliputi oleh peritoneum visceralis, kecuali daerah kecil
pada permukaan posterior yang melekat langsung pada diafragma. Beberapa
ligamentum yang merupakan lipatan peritoneum membantu menyokong hepar. Di
bawah peritoneum terdapat jaringan penyambung padat yang dinamakan kapsula
Glisson, yang meliputi seluruh permukaan organ; kapsula ini pada hilus atau porta
hepatik di permukaan inferior melanjutkan diri ke dalam massa hepar, membentuk

cabang-cabang vena porta, arteri hepatika, dan saluran empedu (Wilson, 1992).

2.3.2 Histologi Hepar

Unit fungsional dasar hepar adalah lobus hati, berbentuk silindris. Hepar
terbagi menjadi beberapa lobus. Secara histologis lobus atau gelambir hepar
dibalut oleh kapsula. Ada dua macam kapsula yaitu kapsula fibrosa (Glisson) dan
kapsula serosa. Lobus hepar terdiri dari sel hepar (hepatosit). Sel hepar berbentuk
polyhedral, berdiameter 20-25 mikron pada hewan dewasa, sedangkan pada
hewan muda sekitar 2-7 mikron. Inti bulat terdapat di tengah-tengah dan kadang-
kadang tampak lebih dari satu inti (Polimorfonuklear) (Hartono, 1992).

Di dalam septum juga terdapat vena porta kecil yang menerima darah

terutama dari vena saluran pencernaan melalui vena porta. Darah dari venula ini
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akan mengalir ke sinusoid hepar dan bercabang yang terletak diantara lempeng-
lempeng hepar dan kemudian ke vena sentralis. Sirkulasi demikian menyebabkan
sel hepar terus-menerus terpapar oleh darah vena porta. Selain vena porta juga
terdapat arteriol hepar di dalam septum interlobularis. Sinusoid vena dan sel-sel
hepar dilapisi oleh dua tipe sel yaitu sel endotel khusus dan sel Kupffer yang
merupakan makrofag jaringan yang mampu memfagositosis bakteri dan benda
asing lain dalam darah sinus hepatikus (Guyton 1997). Sel Kupffer merupakan
makrofag spesifik dalam organ hepar yang berasal dari monosit (Dellman &
Brown 1992).

Hepar merupakan organ yang terlibat dalam metabolisme karbohidrat,
lemak, dan protein. Hepatosit (sel parenkim hepar) merupakan bagian terbesar
dari organ hati. Hepatosit bertanggung jawab terhadap peran sentral hati dalam
metabolisme. Sel-sel ini terletak diantara sinusoid yang terisi darah dan saluran
empedu. Sel Kupffer melapisi sinusoid hati dan merupakan bagian penting dari
sistem retikuloendotelial tubuh (Pearce, 2009).

Menurut struktur dan fungsinya, lobulus hati dibagi menjadi tiga zona atau
daerah yaitu daerah sentrolobuler, daerah tengah (midzonal) dan daerah periportal.
Daerah sentrolobuler merupakan akhir dari mikrosirkulasi yang menerima darah
dari pertukaran gas dan metabolit dengan sel-sel dari daerah tengah dan periportal.
Hal ini menyebabkan daerah sentrolobuler lebih sensitif terhadap gangguan
sirkulasi (iskemia, anoksia, kongesti) dan defisiensi nutrisi. Sebaliknya, daerah
periportal dekat dengan pembuluh darah, menerima darah yang kaya O, dan

nutrisi. Akan tetapi, apabila ada senyawa yang bersifat toksik dalam darah, maka
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daerah ini akan terpapar terlebih dahulu. Hepatosit di daerah periportal
mempunyai lebih banyak mitokondria sedangkan di daerah sentrolobuler

mempunyai jumlah sitokrom p450 yang lebih banyak (Harada dkk., 1999).

2.3.3 Fungsi Hepar

Hepar adalah suatu organ yang besar, dapat meluas, dan organ venosa yang
mempu bekerja sebagai suatu tempat penampang darah yang bermakna di saat
volume darah berlebihan dan mampu mensuplai darah ekstra di saat kekurangan
volume darah (Guyton, 1997).

Beberapa fungsi hepar menurut Ressang (1984) adalah:

e Sekresi empedu

e Metabolisme lemak

e Metabolisme zat telur

e Metabolisme hidrat arang

e Metabolisme besi

e Fungsi detoksifikasi

e Pembentukan sel darah merah

Metabolisme dan penyimpanan penyakit

Hepar memiliki tiga fungsi yaitu fungsi vaskuler, fungsi metabolik serta
fungsi sekresi dan ekskresi (Dellman dan Brown, 1992). Fungsi vaskuler
berhubungan dengan proses penyimpanan dan penyaringan darah. Pada fungsi
metabolik, sel hepar merupakan suatu tempat reaksi kimia dengan laju
metabolisme yang tinggi. Kemudian juga tempat mengolah dan mensitesa

berbagai zat yang diangkut ke daerah tubuh lain (Herdt, 2002). Sedangkan fungsi
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sekresi dan ekskresi berperan untuk produksi empedu yang mengalir melalui
saluran empedu ke saluran pencernaan (Guyton, 1997).

Hepar berfungsi sebagai penawar racun, dengan cara memusnahkan atau
menggandeng racun tersebut dengan senyawa lain sehingga sifat racunnya hilang
atau melemah (Girindra, 1988). Sebagian besar bahan toksik memasuki tubuh
melalui sistem gastrointestinal. Setelah terjadi proses penyerapan, bahan toksik
tersebut dibawa oleh vena porta hepar ke hepar. Darah dipasok melalui vena porta
dan arteri hepatika serta disalurkan melalui vena sentralis kemudian vena
hepatika, hingga akhirnya ke dalam vena kava (Lu, 1995). Aliran darah yang
membawa obat atau senyawa organik asing melewati sel-sel hepar secara

perlahan-lahan (Siswandono dan Bambang, 1995).

2.3.4 Patologi Hepar

Organ hepar sering menjadi organ sasaran toksikan karena beberapa hal.
Sebagian besar karena zat toksik memasuki tubuh melalui sistem gastrointestinal.
Setelah diserap, toksik dibawa oleh vena porta ke hepar. Senyawa toksik dapat
menyebabkan berbagai jenis efek toksik berbagai organel dalam sel hepar.
Kelainan yang ditimbulkan akut, sub akut ataupun kronis (Lu, 1995).

Organ hepar memiliki kapasitas kemampuan yang tinggi dalam proses
biotransformasi toksikan. Hepar berperan menghilangkan senyawa toksik dari
darah setelah diabsorpsi pada saluran pencernaan, sehingga dapat dicegah

distribusinya kebagian lain dari tubuh (Mukono, 2005).
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400x (a). Sel normal, (b). Sel nekrosis, (3). Sel degenerasi hidropik, dan (d). Sel
degenerasi parenkimatosa (Zakinah, 2016).

Menurut Sarjadi (2003), perubahan struktur hepar akibat obat yang dapat
tampak pada pemeriksaan mikroskopis antara lain:
1. Radang

Radang bukan suatu penyakit namun reaksi pertahanan tubuh melawan
baerbagai jejas. Dengan mikroskop tampak kumpulan sel-sel fagosit berupa
monosit dan polimorfonuklear.
2. Fibrosis

Fibrosis terjadi apabila kerusakan sel tanpa disertai regenerasi sel yang
cukup. Kerusakan hepar secara makroskopis kemungkinan dapat berupa atrofi
atau hipertrofi, tergantung kerusakan mikroskopis.
3. Degenerasi

Degenerasi adalah perubahan-perubahan morfologik akibat jejas-jejas non
fatal dan perubahan-perubahan tersebut masih dapat pulih (reversibel). Tetapi
apabila berjalan lama dan derajatnya berlebih, akhirnya mengakibatkan kematian
sel (nekrosis). Pada sel yang mengalami degenerasi, perubahan morfologi yang

sering dijumpai adalah penimbunan air dalam sel sehingga terjadi pembengkakan
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sel (Price dan Wilson, 1992). Degenerasi dapat terjadi pada inti maupun
sitoplasma. Degenerasi pada sitoplasma misalnya degerasi perlemakan,
parenkimatosa, hidropik, hialin, dan amiloid (Sarjadi, 2003):

a. Perlemakan, ditandai dengan adanya penimbunan lemak dan parenkim hepar,
dapat berupa bercak, zonal atau merata. Pada pengecatan inti terlihat terdesak
ke tepi rongga sel terlihat kosong diakibatkan butir lemak yang larut pada saat
pemrosesan.

b. Degenerasi parenkimatosa adalah degenerasi yang paling ringan derajatnya,
bersifat reversibel dikenal juga dengan degenerasi keruh, degenerasi
albuminosa dan cloudly swelling. Ditandai dengan pembengkakan dan
kekeruhan sitoplasma akibat protein yang mengendap. Kerusakan hanya
terjadi pada sebagian kecil struktur sel. Kerusakan ini menyebabkan oksidasi
sel terganggu, sehingga proses eliminasi air pun juga terganggu
mengakibatkan terjadinya penimbunan air di dalam sel.

c. Degerasi hidropik, degenerasi yang terjadi pada hepar dengan ciri-ciri sel
hepar membengkak sampai dua kali normal. Bersifat reversibel dan sering
disebut blooming degeneration. Derajat keparahannya lebih tinggi bila
dibandingkan dengan degenerasi parenkimatosa. Memiliki gambaran yang
khas yakni gambaran vakuola dari kecil sampai besar yang berisi air dan tidak
mengandung lemak.

d. Degenerasi hialin, termasuk degenerasi yang berat terjadi akumulasi material

protein diantara jaringan ikat.
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e. Degenerasi amiloid, penimbunan amiloid pada celas disse sering terjadi akibat
amiloidosis primer ataupun sekunder. Jenis degenerasi pada inti yaitu:
I. Vakuolisasi, inti tampak membesar dan bergelembung serta kromatinnya
jarang dan tidak eosinofilik.
ii. Inclusion bodies, terkadang terdapat pada inti sel hepar.
4. Nekrosis
Nekrosis adalah kematian sel atau jaringan pada organisme hidup. Inti sel
yang mati dapat terlihat lebih kecil, kromatin dan serabut retikuler menjadi
berlipat-lipat. Inti menjadi lebih padat (piknotik) yang dapat hancur bersegmen —
segmen (karioeksis) dan kemudian sel menjadi eosinofilik (kariolisis). Menurut
Lu (1995), nekrosis adalah kematian sel hepatosit yang biasanya merupakan
kerusakan akut. Ciri nekrosis ialah tampaknya sel disertai reaksi radang. Nekrosis

merupakan tingkat lanjut dari degenerasi dan sifatnya irreversible.

2.4. Limpa

Tubuh makhluk hidup memiliki kemampuan melawan berbagai jenis
organism atau toksik yang dapat merusak jaringan dan organ tubuh. Kemampuan
ini disebut kekebalan yang merupakan hasil produksi dari jaringan limfoid di
dalam tubuh (Guyton, 1997). Sistem jaringan limfoid dapat diklarifikasikan ke
dalam dua kelompok yaitu organ limfoid primer dan sekunder. Organ limfoid
primer merupakan organ yang berfungsi mengatur produksi dan diferensiasi
limfosit dan tempat pengaturan perkembangan limfosit. Sedangkan organ limfoid
sekunder merupakan organ limfoid-antigen dan pengontrolannya (Tizard, 1988).

Guyton (1997) mengelompokkan limpa sebagai salah satu organ limfoid
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sekunder. Hartono (1989) menjelaskan bahwa limpa memiliki kapsula dan
trabekula yang mengandung otot polos yang berperan memobilisasikan darah bila
aktivitas fisiologik meningkat. Fungsi utama organ limfoid adalah melindungi
organisme terhadap patogen atau antigen (bakteri, parasit, dan virus) yang masuk.
Sistem limfoid mencakup semua sel, jaringan, dan organ yang mengandung

kumpulan sel imun yaitu limfosit.

2.4.1 Anatomi Limpa

Limpa adalah organ limfoid terbesar dalam tubuh hewan dan banyak
pembuluh darah. Limpa terletak di bagian kranial dari abdomen. Di sisi Kiri
lambung (Aughey dan Frye, 2001). Pada mencit limpa dibentuk dari mesenkim
pada dorsal mesogastrikum (Ward dkk, 1999). Berdasarkan anatomisnya limpa
pada mencit jantan 50% lebih besar daripada mencit betina (Malole dan Pramono,
1989).

Leeson (1989) menjelaskan bahwa limpa memiliki permukaan diafragmatik
dan visceral, ujung superior dan inferior, serta batas anterior, posterior, dan
inferior. Bagian punggung limpa memisahkan permukaan gastric (anterior)
dengan permukaan renal (inferior). Pada bagian bawah, terdapat lengkungan,
sebuah hilus, sebagai tempat pembuluh darah dan saraf. Ujung inferior rata dan
berakhir pada flexura kiri colic. Ujung superior (apex) berhubungan langsung
dengan tulang Thoracal 11. Batas anterior memisahkan diafragma dari permukaan
gastric, batas posterior yang bulat memisahkan diafragma dengan permukaan
renal dan batas inferior memisahkan diafragma dari permukaan colic. Jung

pankreas dapat menyentuh limpa diantara permukaan colic dan hilus.
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2.4.2 Histologi Limpa

Limpa secara histologis terdiri dari stoma (kapsula dan trabekula) dan
parenkim (pulpa limpa). Selain itu, juga terdiri dari banyak eritrosit dan leukosit
serta sangat menyerupai kelenjar-kelenjar limfe. Leeson dkk. (1993) menjelaskan
bahwa kapsul dari limpa dilapisi oleh serosa yang terdiri dari serat kolagen, serat
elastin dan beberapa otot polos, sedangkan trabekula tebal yang mengandung
cabang-cabang besar arteri dan vena splenikus (lienalis) berjalan dari kapsula ke
bagian dalam organ. Diantara trabekula terdapat anyaman serat retikulin yang
menunjang parenkim limpa. Ward dkk. (1999), parenkim limpa terdiri dari dua
bagian yaitu pulpa merah dan pulpa putih yang merupakan komponen utama
limpa.

Pulpa merah. Sebagian besar dari pulpa limpa berwarna merah dan
mengandung banyak darah yang disimpan dalam jalinan retikuler. Pulpa merah
terdiri dari arteriol pulpa, kapiler selubung serta kapiler terminal, sinus venous
atau venula, dan bingkai limpa (Dellman dan Brown, 1992).

Pulpa putih. Pulpa putih terdapat di dalam pulpa merah berbentuk oval dan
berwarna putih kelabu. Pulpa putih terdiri atas periarteriolar limphoid sheats
(PALS), folikel limfoid, dan zona marginal. Folikel limfoid umumnya tersusun
atas sel limfosit B, makrofag, dan sel debri (Ward dkk., 1999). Pulpa putih terdiri
atas jaringan limfoid yang menyelubungi arteri sentralis dan nodulus limfatikus
yang ditambahkan pada selubung. Sel-sel limfoid yang mengelilingi arteri
sentralis terutama adalah limfosit T. Nodulus limfatikus terutama terdiri dari

limfosit B (Khasanah. 2009).
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Zona marginal terletak di antara pulpa putih dan pulpa merah, bersifat
fagositik (Aughey dan Frye, 2001). Zona marginalis menyimpan banyak antigen
darah dan memegang peranan penting dalam aktivitas imunologik limpa
(Junqgueira dan Carneiro, 1989).

Daerah marginal. Pada permukaan pulpa putih, retikulum membentuk
beberapa lapis konsentris, yang langsung berbatasan dengan lapis terakhir adalah
daerah marginal. Di daerah ini banyak terdapat makrofag dan populasi limfosit
khusus. Semua unsur dari sel darah, demikian juga antigen, mengadakan kontak
dengan makrofag dan limfosit setempat. Partikel yang mengambang dalam plasma
darah difagositosis secara efisien oleh makrofag, dan merupakan kondisi ideal

untuk penampilan antigen (Dellman dan Brown, 1992).

Gambar 2.5 Histologi Limpa normal dengan perbesaran 400x (a) pulpa merah dan
(b) pulpa putih (Junqueira dan Carneiro, 2005).

2.4.3 Fungsi Limpa

Fungsi utama limpa adalah menyimpan darah yang tidak ikut dalam
peredaran darah. Pengeluaran darah dari limpa disebabkan oleh kontraksi alat
tubuh yang dapat ditimbulkan oleh emosi, kekurangan zat asam (kenaikan kadar

CO, darah, gerak badan ataupun kehilangan darah) dan pada perangsangan-
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perangsangan nervus simpatikus pada umumnya (Ressang, 1984). Menurut Tizard

(2004) dan Boyd (1962), limpa berfungsi menyaring darah dan sebagai tempat

penyimpanan eritrost dan trombosit serta melaksanakan eritropoiesis pada fetus.

Karena itu, limpa terbagi atas dua bagian: satu bagian untuk menyimpan eritrosit,

penjeratan antigen, dan eritropoiesis, yang disebut pulpa merah, dan bagian lain

yang di dalamnya terjadi tanggap kebal yang disebut pulpa putih.

Fungsi lain limpa menurut Ressang (1984) adalah:

Membentuk sel-sel darah putih yaitu limfosit, yang ada hubungannya
dengan pembentukan globulin (antibodi)

Pada hewan muda limpa ikut membentuk eritrosit bersama sumsum
tulang

Pembinasaan eritrosit tua bersama dengan sumsum tulang dan sel
Reticulo Endothelial System (RES) hati. Oleh sebab itu, limpa
mengandung banyak lipid (kolesterol dan lesitin) dan besi. Hematin
diubah limpa menjadi hemobilirubin

Menjaring kuman-kuman dari darah. Hal ini karena limpa terdiri dari
banyak sel-sel RES

Ikut serta dalam metabolisme nitrogen terutama dalam pembentukan

asam kemih.

2.4.4 Patologi Limpa

Perubahan ukuran, warna dan konsistensi limpa biasanya disebabkan oleh

respon limpa terhadap benda asing yang dapat menimbulkan proses-proses reaktif,

sehingga ketika diamati secara mikroskopis limpa terlihat membengkak. Infeksi
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pada tubuh akan merangsang sel-sel limfosit dalam organ limfoid untuk
membentuk antibodi (Sarjadi, 2003). Pembesaran limpa bisa diakibatkan oleh
beberapa mekanisme yang berbeda, yaitu gangguan sirkulasi, penyakit inflamasi,
penyakit metabolik dan neoplasia (Thomas, 1979). Perubahan patologi yang
terjadi pada limpa dianggap berkenaan dengan bangunan trabekula, sinus pada
pulpa merah dan pulpa putih, terutama pada kandungan darah, gambaran fibrosa,
jumlah sel dan deposit lain.

Perubahan ukuran dan warna limpa dapat terlihat dengan pemeriksaan
mikroskopis (histologis) pada sejumlah sel-sel darah yang banyak mengisi ruang
limpa di sinus-sinus dan pulpa, serta pembuluh darah limpa yang membendung
(hiperemi). Konsistensi limpa dapat menjadi keras dan ukurannya membesar oleh
karena pertumbuhan jaringan retikulum dan hiperplasia sel serta pertumbuhan
jaringan Reticulo Endothelial System (RES) sehingga menghasilkan sel-sel besar
dan pucat yang mengisi sinusoid-sinusoid limpa maupun pada folikel limpa. Pada
kondisi septisemia, terjadi pembesaran limpa dengan kongesti akut dan degenerasi
dari folikel limfoid serta hiperseluler dari area sinus (Jubb dkk. 1993).

Sepsis akan menimbulkan lesio pada limpa, otak, dan gastrointestinal yang
sangat khas berupa fokus nekrosa dengan infiltrasi sel mononuklear dan neutrofil
(Smith dkk., 1974). Berdasarkan penelitian yang dilakukan Dewi (2008),
menjelaskan bahwa perubahan histopatologi limpa akibat sepsis dapat berupa
deplesi pada folikel limfoid,adanya infiltrasi sel radang pada pulpa merah disertai

deposisi protein radang, meningkatnya jumlah folikel limfoid dan megakaryosit.
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Megakaryosit merupakan prekusor eritroid dan prekusor semua granulosit
besar. Megakaryosit berfungsi sebagai prekusor pembentukan platelet yang
nantinya akan membentuk eritrosit sebagai respon adanya hemoragi. Platelet atau
keping-keping darah berfungsi dalam proses pembekuan darah. Jumlah platelet
dalam peredaran darah perifer akan meningkat apabila terjadi perdarahan atau
infeksi akut (Ward dkk., 1999). Widjajanto (2005), megakaryosit mudah dikenal
karena merupakan sel yang besar (35-160 pm), bentuk tidak teratur,

sitoplasmanya mengandung granula halus berwarna merah-ungu (Gambar 2.6 ).

Gambar 2.6 Megakarybsit (Méslak,' 2011).
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratorium

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan 5

ulangan. Pembagian perlakuan tersebut antara lain:

Kontrol Normal: mencit jantan normal, tanpa infeksi Staphylococcus
aureus dan tanpa pemberian terapi.

K+ (kontrol antibiotik): mencit jantan normal, infeksi Staphylococcus
aureus dan diberi terapi antibiotik helixim.

PO (perlakuan dosis 0): mencit jantan normal, infeksi Staphylococcus
aureus tanpa pemberian terapi.

P1 (perlakuan dosis 1): mencit jantan normal yang diinfeksi
Staphylococcus aureus dan diberi terapi ekstrak etanol biji alpukat dengan
dosis 600 mg/kgBB.

P2 (perlakuan dosis 2): mencit jantan normal vyang diinfeksi
Staphylococcus aureus dan diberi terapi ekstrak etanol biji alpukat dengan

dosis 1200 mg/kgBB.

3.2 Populasi dan Sampel

Hewan coba yang digunakan adalah mencit (Mus musculus) jantan strain

Balb/c berumur 1-2 bulan yang diperoleh dari Laboratorium Hewan Coba Jurusan

45
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Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Penentuan jumlah minimal sampel yang dibutuhkan dihitung
menggunakan rumus (t-1) (n-1) > 15 dengan t merupakan jumlah perlakuan dan n
adalah jumlah sampel per kelompok. Pada penelitian ini, jumlah perlakuan adalah
5, sehingga besar sampel didapatkan dari nilai n sebagai berikut (Hanafiah, 1993):
t1) (n-1) >15

(5-1) (n-1)  >15

4 (n-1) >15
4n—4 > 15

4n >15+4
n > 19/4

n >4,75=5

3.3 Variabel Penelitian
Variabel-variabel dalam penelitian ini adalah:
1. Variabel bebas
Pemberian ekstrak etanol biji alpukat (Persea americana Mill.), infeksi
Staphylococcus aureus.
2. Variabel terikat

Perubahan histopatologi hepar dan limpa mencit (Mus musculus).
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3. Variabel kontrol

a. Jenis mencit :
Mencit (Mus musculus) strain Balb/c, jantan, usia 8 hingga 12 minggu,
berat badan 20-25 gram, gerak aktif dan bulu tidak rontok.

b. Cara pemeliharaan :
Mencit diadaptasikan selama 14 hari di Laboratorium Hewan Coba
sebelum hari perlakuan hingga mencit mencapai berat badan berkisar 20-
25 gram. Mencit diberi makan pelet SP serta minum air mineral secara ad
libitum.

c. Perlakuan:
Teknik pemberian ekstrak biji alpukat secara oral, injeksi bakteri

Staphylococcus aureus secara intraperitoneal.

3.4 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Juni 2017 mulai dari
pemeliharaan hewan coba hingga pengamatan preparat histopatologi hepar dan
limpa. Penelitian ini dilakukan di beberapa tempat, yaitu:
1. Laboratorium Fisiologi Tumbuhan UIN Malang untuk pembuatan ekstrak
etanol 96% biji alpukat.
2. Laboratorium Mikrobiologi UIN Malang untuk peremajaan dan
pengenceran isolat bakteri Staphylococcus aureus.
3. Laboratorium Hewan Coba UIN Malang untuk pemeliharaan dan

pemberian terapi pada hewan coba.
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4. Laboratorium Fisiologi Hewan sebagai tempat euthanasia hewan coba.

5. Laboratorium Patologi Anatomi Universitas Brawijaya untuk pembuatan
preparat histopatologi hepar dan limpa hewan coba.

6. Laboratorium Optik UIN Malang untuk pengamatan preparat histopatologi

hepar dan limpa hewan coba.

3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian meliputi handglove, masker, jas
laboratorium, kandang bak plastik, tempat makan dan minum mencit, seperangkat
alat bedah, alat dislokasi, dysposible syringe (jarum suntik) 1 ml, sonde lambung,
sentrifus, mikropipet 100-1000 ul, blue tip, rotary evaporator, blender, neraca
analitik, timbangan, mikroskop, mikroskop komputer, kaca benda, kaca penutup,
mikrotom, oven, botol untuk ekstraksi, tabung ependorf, microtube, tabung reaksi,
rak tabung reaksi, erlenmeyer, kertas saring, alumunium foil, shaker inkubator,
water bath, pipet tetes, cawan petri, gelas ukur, gelas arloji, inkubator, hot plate
stirrer, botol flakon, bunsen, jarum ose, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF),
vortex, gunting, pinset, spatula, corong kaca, spektrofotometer, gelas beker dan
cuvet.

3.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mencit (Mus
musculus) Balb/C, pakan mencit SP, minum air mineral mencit, ekstrak biji
alpukat (Persea americana Mill.), bakteri Staphylococcus aureus, media Mannitol

Salt Agar (MSA), media Luria Bertani Broth (LB), plasma mencit, plasma
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manusia, Helixim, etanol 96%, aquades, spiritus, kapas, alkohol 70%, larutan
NaCl fisiologis 0,9%, sampel organ hepar dan limpa, bahan untuk processing
jaringan (formalin 10%, alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, xylol, paraffin, larutan
propylene murni), bahan untuk pengecatan HE (Xylol, alkohol 100%, 95%, 90%,
85%, 75%, Hematoxylin-Eosin), kertas label, plastik dan bahan untuk pengamatan

mikroskopis (minyak emersi).

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Sebelum dilakukan penelitian, terlebih dahulu disiapkan tempat
pemeliharaan hewan coba meliputi kandang, serbuk kayu, tempat pakan, dan
tempat minum. Kandang hewan coba dibersihkan setiap hari sejak dilakukan
adaptasi hingga penelitian selesai. Sebanyak 25 ekor hewan coba diaklimatisasi di
dalam laboratorium selama 14 hari dengan diberi pakan pellet SP dan minum air
mineral secara ad libitum hingga tubuh hewan coba stabil dan memiliki berat

badan 20-25 gram.

3.6.2 Persiapan Ekstrak Biji Alpukat (Persea americana Mill.)
1. Pengumpulan Biji Alpukat (Persea americana Mill.)
Pada penelitian ini digunakan biji alpukat (Persea americana Mill.) yang
diperoleh dari Perkebunan Alpukat di Dusun Sidolegi Desa Pangklungan
Kecamatan Wonosalam Kabupaten Jombang. Varietas tanaman yang digunakan

adalah alpukat (Persea americana Mill.) varietas hijau panjang.
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2. Pembuatan Simplisia Biji Alpukat (Persea americana Mill.)

Biji alpukat (P. americana) sebanyak 1 kg dicuci dengan air mengalir
kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dalam oven dengan suhu 40-50°C
sampai kering (kadar air hilang dengan berat simplisia konstan) . Simplisia yang
sudah dkering kemudian dihaluskan menggunakan blender (Putri dkk, 2015)..
Dari hasil pengeringan, ditimbang 500 gram simplisia biji alpukat (P. americana)
kemudian dilakukan pengepakan dan penyimpanan di dalam plastik yang kering
dan kedap udara.

3. Pembuatan Ekstrak Etanol 96% Biji Alpukat (Persea americana Mill.)

Simplisia biji alpukat (P. americana) diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan perbandingan 1:3. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%
dengan pergantian pelarut setiap 24 jam sekali secara terus-menerus selama 3 hari.
Kemudian ekstrak cair tersebut disaring dan dipekatkan filtratnya menggunakan
rotary evaporator pada suhu 50°C (Putri dkk, 2015). Selanjutnya ekstrak diuapkan
dalam oven pada suhu 55°C hingga mengental. Dalam penelitian ini dibutuhkan

ekstrak kental biji alpukat (P. americana) sebanyak 10 gram.

3.6.3 Persiapan Bakteri Staphylococcus aureus
1. Sterilisasi Alat dan Bahan
Alat dan bahan dibungkus dengan kertas dan aluminium foil kemudian
dimasukkan ke dalam plastik sebelum dilakukan sterilisasi. Sterilisasi dilakukan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm

(Hadioetomo, 1993).
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2. Pembuatan Media
a. Mannitol Salt Agar (MSA)

Pembuatan media Mannitol Salt Agar (MSA) mengacu pada Hadioetomo
(1993), yaitu ditimbang media Mannitol Salt Agar (MSA) sebanyak 8,64 gram,
kemudian dilarutkan dalam aquades 80 ml. Selanjutnya dipanaskan di atas hot
plate stirrer selama 15 menit. Setelah homogen, disterilkan media dalam autoklaf
pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Kemudian larutan
didinginkan, dituang dalam cawan petri steril dan dibiarkan hingga memadat.

b. Luria Bertani Broth (LB)

Pembuatan media Luria Bertani Broth mengacu pada Hadioetomo (1993),
yaitu ditimbang media Luria Bertani Broth sebanyak 2,25 gram, kemudian
dimasukkan dalam gelas beker dan dilarutkan ke dalam 90 ml aquades lalu
dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Selanjutnya larutan dihomogenkan dengan cara
dipanaskan diatas hot plate strirrer selama 15 menit. Setelah homogen, disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.

3. Pembiakan Bakteri Staphylococcus aureus
a. Persiapan Bakteri Staphylococcus aureus

Isolat bakteri Staphylococcus aureus dibiakkan pada cawan petri yang berisi
media Mannitol Salt Agar (MSA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama £24 jam.
Persiapan Suspensi Uji Staphylococcus aureus

Persiapan suspensi uji bakteri Staphylococcus aureus dilakukan dengan cara
membuat seri pengenceran terlebih dahulu. Diambil 1 ose isolat bakteri dan

dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi aquades untuk membuat suspensi.
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Selanjutnya dibuat seri pengenceran sampai 10°. Diambil 1 ml suspensi bakteri
dari pengenceran 10® dan disebarkan di atas cawan petri kosong, kemudian
ditambahkan media MSA hingga merata. Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam (metode pour plate).

Selanjutnya diambil 1 ml dari masing-masing seri pengenceran kemudian
dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril yang berisi media Luria Bertani Broth
(LB) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah itu dilanjutkan
dengan spektrofotometri menggunakan panjang gelombang 600 nm untuk
mengetahui konsentrasi Staphylococcus aureus sebesar 10° cfu/ml (sesuai

standard Mc. Farland 0,5).

3.6.4 Injeksi dan Uji Konfirmasi Staphylococcus aureus pada Hewan Coba
Injeksi Staphylococcus aureus dilakukan setelah proses aklimatisasi yaitu
pada hari ke 15 sesuai kelompok perlakuan. Dosis injeksi Staphylococcus aureus
mengacu pada Nakamura (2013), yaitu sebesar 10° cfu/ml. Setelah didapatkan
jumlah sel bakteri 10° sel/ml, tahap berikutnya dilakukan sentrifugasi 10.000 rpm
selama 10 menit pada suhu 25°C. Pelet yang diperoleh diresuspensi dengan 1 ml
larutan NaCl fisiologis 0,9% steril. Suspensi yang diperoleh kemudian
diinjeksikan pada hewan coba sebanyak 100 pl 1x secara intraperitoneal dan
dilakukan uji konfirmasi (Mufidah dkk, 2013). Uji konfirmasi terdiri dari dua

macam yang pertama uji media selektif dan kedua uji koagulase.
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1. Uji Konfirmasi ke Media Selektif

Uji konfirmasi yang pertama bertujuan untuk mengetahui keberadaan
bakteri dan memastikan bahwa infeksi bakteri S. aureus sudah berada dalam
aliran darah mencit (terjadi bakteremia). Uji konfirmasi dilakukan pada hari ke-2
setelah injeksi karena masa inkubasi S. aureus 2 x 24 jam (Kobayashi dkk., 2015).
Uji konfirmasi diawali dengan pengambilan darah mencit sebanyak 0,2-0,3 mi
(FK UGM, 2014). Tahap selanjutnya mengacu pada prosedur yang dimodifikasi
dari penelitian Mufidah dkk (2013), yaitu dicairkan media Mannitol Salt Agar
(MSA) di atas hot plate stirrer. Kemudian darah tersebut dimasukkan ke dalam 9
ml aquades steril (pengenceran 10™). Diambil 1 ml hasil pengenceran 10™ dan
dimasukkan dalam cawan petri. Selanjutnya ditambahkan media MSA yang telah
dicairkan dengan metode tuang (pour plate) ke dalam cawan petri kemudian
diratakan.

Tahap selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24
jam. Setelah biakan diinkubasi, lalu dilakukan pengamatan terhadap perubahan
warna pada media MSA jika terjadi perubahan warna dari merah menjadi kuning
berarti positif terdapat koloni bakteri S. aureus pada sampel darah mencit yang
telah diinjeksi. Menurut (Dewi, 2013), Staphylococcus aureus pada media
mannitol salt agar (MSA) akan terlihat sebagai pertumbuhan koloni berwarna
kuning dikelilingi zona kuning keemasan karena kemampuan memfermentasi
mannitol.

Dalam penelitian ini menunjukkan hasil positif ditemukan pada perlakuan

kontrol positif (kontrol antibiotik), perlakuan PO (Perlakuan dosis 0 mg/kg BB),
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P1 (Perlakuan dosis 600 mg/kg BB), dan P2 (Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB).
Sedangkan pada perlakuan normal media MSA tidak mengalami perubahan warna
tetap berwarna merah dan tidak ditemukan adanya koloni bakteri (Lampiran 3.1).

Koloni S. aureus pada pembenihan media padat menurut Todar (2002)
dalam Dewi dkk. (2013) berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau. S.
aureus membentuk pigmen lipochrom yang menyebabkan koloni berwarna
kuning. Han dkk. (2000), menjelaskan bahwa bakteri yang memproduksi pigmen
kuning atau orange lebih patogen dibanding bakteri yang memproduksi pigmen
putih. Hal ini pula yang membedakannya dengan S. epidermidis yang
memproduksi pigmen putih.

2. Uji Konfirmasi dengan Uji Koagulase

Koagulase merupakan suatu protein yang menyerupai enzim dan dapat
menggumpalkan plasma oksalat atau sitrat dengan bantuan suatu faktor yang
terdapat dalam banyak serum. Staphylococcus aureus menghasilkan koagulase
yang bekerja sama dengan faktor serum untuk koagulasi plasma. Koagulase
berperan pada pembentukan dinding fibrin sekeliling lesi Staphylococcus, yang
membantu untuk bertahan dalam jaringan. Koagulase juga menyebabkan deposisi
fibrin pada permukaan Staphylococcus yang memungkinkan melindungi bakteri
dari fagositosis atau pengrusakan dalam sel fagosit (Jawetz dkk., 2001).

Uji koagulase bertujuan untuk membuktikan dan memperkuat hasil uji
konfirmasi pertama bahwa bakteri yang menginfeksi mencit adalah S. aureus.

Abrar (2001) dalam Dewi (2013) menjelaskan bahwa produksi koagulase adalah
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kriteria yang paling umum digunakan untuk identifikasi S. aureus karena
kemampuannya menghasilkan enzim koagulase.

Uji Koagulase dilakukan dengan metode uji tabung yang digunakan untuk
mengetahui adanya koagulase bebas dengan cara 200 pl plasma dimasukkan
secara aseptis ke dalam tabung reaksi steril. Sebanyak 3-4 koloni biakan
Staphylococcus aureus (hasil uji yang pertama) ditambahkan ke dalam tabung
reaksi kemudian dicampur. Selanjutnya, tabung dimasukkan ke dalam inkubator
pada suhu 37°C. Pengamatan dilakukan pada 4 jam pertama, dan sesudah 18-24
jam. Reaksi positif akan terjadi apabila terbentuk clot atau jelly dan ketika tabung
dimiringkan jelly tetap berada di dasar tabung (Lay, 1994 dalam Dewi, 2013).

Hasil positif ditunjukkan dengan adanya pembekuan plasma sehingga
terbentuk gel yang tetap berada di dasar tabung ketika dimiringkan atau tabung
dibalik. Pada penelitian ini hasil positif ditunjukkan pada perlakuan kontrol positif
(kontrol antibiotik), perlakuan PO (Perlakuan dosis 0 mg/kg BB), P1 (Perlakuan
dosis 600 mg/kg BB), dan P2 (Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB). Sedangkan pada
perlakuan normal tidak terjadi pembekuan plasma (Lampiran 3.2). Reaksi
koagulase positif ini yang membedakan S. aureus dengan S. epidermidis dan S.

saphropyticus (Bruckler dkk., 1994 dalam Dewi dkk., 2013).

3.6.5 Pemberian Terapi Ekstrak Etanol 96% Biji Alpukat (Persea americana
Mill.)

Pemberian terapi ekstrak etanol biji alpukat pada mencit dilakukan pada hari
ketiga setelah injeksi selama 9 hari secara per oral menggunakan sonde sebanyak

0,5 ml. Dosis terapi yang diberikan yaitu 600 mg/kg BB dan 1200 mg/kg BB yang
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selanjutnya dikonversi sesuai dengan dosis mencit (Lampiran 2.1). Penentuan
dosis yang digunakan mengacu pada penelitian Sutrisna dkk. (2015) bahwa dosis

aman biji alpukat adalah 300 sampai 1200 mg/kgBB/hari.

3.6.6 Pemberian dan Penentuan Dosis Antibiotik Helixim

Pemberian helixim pada mencit dilakukan pada hari ketiga setelah injeksi
selama 7 hari secara oral menggunakan sonde sebanyak 0,5 ml. Dosis helixim
yang digunakan sebesar 200 mg/hari. Dosis ini dikonversikan ke mencit, dimana
untuk manusia (70 kg) adalah setara dengan mengalikan dengan 0,0026 untuk 20
gram mencit. Dosis untuk 20 gram mencit = 200 x 0,0026 = 0,52 mg/20gBB

(Lampiran 2.2).

3.6.7 Euthanasia dan Pengambilan Sampel Organ Hepar dan Organ Limpa

Hewan Coba

Euthanasia hewan coba dilakukan setelah 7 hari pemberian terapi dengan
metode dislokasi bagian leher, kemudian hewan coba diletakkan di atas papan
bedah. Pembedahan dilakukan dengan membuat insisi di bagian abdomen dan
diisolasi organ hepar dan limpa, kedua organ tersebut dikeluarkan menggunakan
pinset anatomis dan dipotong 1 cm dengan gunting. Organ yang diambil dicuci
dengan NacCl fisiologis 0,9% dan direndam ke dalam larutan formalin 10% untuk
memfiksasi agar jaringan tidak rusak kemudian disimpan pada suhu ruang yaitu

25°C.
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3.6.8 Pembuatan Preparat Histopatologi Hepar dan Limpa

Proses pembuatan preparat histopatologi mengacu pada Sari (2015), yaitu
terdiri dari fiksasi, dehidrasi dan infiltrasi, penjernihan (clearing), infiltrasi
paraffin, penanaman (embedding), penyayatan (sectioning), pewarnaan (staining),
penempelan/penutupan (mounting) dan labeling.

1. Fiksasi

Fiksasi dilakukan dengan cara memotong masing-masing organ hepar dan
limpa, lalu dibilas menggunakan NaCl fisiologis 0,9% dan dibersinkan dari
kotoran lalu direndam ke dalam larutan formalin 10%. Fiksasi bertujuan untuk
mencegah kerusakan pada jaringan, menghentikan proses metabolisme dan
menjaga keawetan jaringan yang akan digunakan sebagai preparat histologis.

2. Dehidrasi dan Infiltrasi

Dehidrasi dilakukan menggunakan larutan alkohol secara bertingkat yakni
70%, 80%, 90%, dan 95%. Jaringan organ hepar dan limpa direndam dalam
alkohol selama 10 sampai 30 menit dalam kondisi teragitasi dan berada pada suhu
4°C. Proses dehidrasi bertujuan untuk mengeluarkan air sebanyak-banyaknya dari
dalam jaringan. Sedangkan proses infiltrasi menggunakan larutan propylene
murni, dilakukan dalam kondisi teragitasi pada suhu ruangan, dimana larutan
tersebut didapat dari perbandingan bertingkat antara larutan etanol absolut dan
propylene oxide. Selanjutnya proses infiltrasi dilakukan selama 30 menit untuk

tiap tahapannya.
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3. Penjernihan (Clearing)

Penjernihan dilakukan dengan cara memasukkan jaringan ke larutan
penjernih yaitu xylol I dan xylol Il masing-masing 1 jam, yakni 30 menit pada
suhu kamar dan 30 menit pada inkubator. Penjernihan bertujuan untuk
mengeluarkan alkohol dari jaringan agar dapat berikatan dengan parafin.

4. Infiltrasi Parafin

Infiltrasi parafin dilakukan dengan cara merendam jaringan ke dalam
parafin cair |, parafin cair I, dan parafin cair Ill. Masing-masing perlakuan
dilakukan selama 1 jam dalam inkubator bersuhu 58-60°C. Infiltrasi parafin
bertujuan untuk menggantikan tempat dehidran dalam jaringan dan bahan
penjernih dengan parafin cair.

5. Penanaman Jaringan (Embedding) dan Sectioning

Proses embedding adalah proses untuk mengeluarkan cairan penjernih dari
jaringan yang kemudian diganti dengan parafin. Proses embedding dilakukan
dengan mencelupkan jaringan dalam parafin cair yang telah dituang ke dalam
cetakan berbentuk blok yang akan memadat. Cetakan tersebut dipasang pada
penjepit (blok holder) mikrotom dan diatur agar posisinya sejajar dengan posisi
pisau pemotong. Selanjutnya dilakukan pemotongan jaringan dimana pada awal
pemotongan dilakukan trimming karena jaringan yang terpotong masih belum
sempurna. Tiap blok parafin dipotong dengan ketebalan 4-5 mikron dan
diletakkan pada gelas objek. Proses ini disebut sectioning. Setelah itu, diinkubasi
dalam inkubator pada suhu 38-40°C selama lebih kurang 24 jam untuk

pembuangan parafin lalu siap diwarnai dengan pewarnaan Hematoxilin-Eosin.
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6. Pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE)

Pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) dilakukan untuk melihat gambaran
jaringan hepar dan limpa. Zat pewarna hematoxylin pada proses pewarnaan
digunakan untuk memberi warna biru pada inti sel dan zat pewarna eosin
digunakan untuk mewarnai sitoplasma serta jaringan penyambung menjadi merah
muda. Pewarnaan diawali dengan deparafinasi menggunakan xylol 1 dan II,
dilanjutkan dengan proses rehidrasi menggunakan alkohol bertingkat 95%, 90%,
80% dan 70% secara berurutan masing-masing selama 5 menit. Preparat
kemudian dicuci dengan air mengalir selama 15 menit lalu direndam dalam
aquades selama 5 menit. Preparat diwarnai dengan pewarna hematoxylin selama
10 menit, kemudian dicuci dengan air mengalir selama 15 menit dan direndam
dalam aquades selama 5 menit. Setelah itu preparat diwarnai dengan pewarna
eosin selama 5 menit dan dicuci kembali dengan air mengalir selama 15 menit dan
air aquades selama 5 menit hingga preparat tidak mengalami kelebihan pewarna
eosin. Setelah sediaan diwarnai, dilakukan proses dehidrasi menggunakan alkohol
bertingkat 70%, 80%, 90% dan 95% masing-masing selama 5 menit dan
dilanjutkan dengan alkohol absolut I, 11, dan Il masing-masing selama 5 menit.
Setelah itu dilakukan proses clearing menggunakan xylol I dan Il selama 5 menit,
preparat dikeringanginkan. Langkah terakhir yakni perlakuan mounting

menggunakan larutan entellan dan ditutup dengan gelas penutup (cover glass).
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3.6.9 Pengamatan Preparat Histopatologi Hepar dan Limpa

Pengamatan preparat histopatologi dilakukan menggunakan mikroskop
cahaya Olympus BX51. Preparat histopatologi hepar diamati dengan metode
skoring tingkat kerusakan histopatologi hepar pada lima lapang pandang yang
berbeda pada perbesaran 400x sesuai dengan metode Skoring Histopathology
Manja Roenigk (Sutrisna dkk., 2013) sedangkan preparat histopatologi limpa
diamati dengan sepuluh lapang pandang yang berbeda pada perbesaran 100x

sesuai dengan penelitian Dewi (2008).

3.6.10 Skoring Preparat Histopatologi Hepar dan Limpa

1. Preparat Histopatologi Hepar

Kerusakan sel hepar ditentukan menggunakan skor gambaran histologis
hepar modifikasi Manja Roenigk. Dari satu preparat histopatologi hepar diamati
pada lima lapang pandang berbeda, tiap lapang pandang yang diamati 20 sel
sehingga diperoleh 100 sel hepar dari satu preparat. Jumlah sel normal dikalikan
1, sel dengan degenerasi parenkimatosa dikalikan 2, sel dengan degenerasi
hidropik dikalikan 3, dan sel nekrosis dikalikan 4. Seluruh skor dari 5 lapang
pandang dijumlahkan dan dihitung reratanya, sehingga didapatkan nilai untuk 1
ulangan dalam setiap perlakuan. Penentuan kerusakan sel hepar dilakukan dengan
cara mengamati tiap sel pada preparat hepar kemudian membandingkannya
dengan gambar sel hepar normal dan sel yang mengalami kerusakan yang terdapat

pada gambar literatur maupun gambar dari pengamatan preparat kontrol normal.
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Berikut kriteria penilaian derajat histopatologi sel hepar metode Skoring
Histopathology Manja Roenigk (Sutrisna dkk., 2013).

Tabel 3.1 Kriteria Penilaian Skoring Histopatologi Hepar Manja Roenigk.

Tingkat Perubahan Nilai
Normal (tampak sel berbentuk poligonal, sitoplasma berwarna merah 1
homogen dan membran sel berbatas tegas)

Degenerasi parenkimatosa (tampak sitoplasma keruh karena terdapat 2
endapan protein)

Degenerasi hidropik (tampak vakuola pada sitoplasma sel maupun di 3
sekeliling inti sel)

Nekrosis (inti sel piknotik dan sitoplasma sel menggumpal) 4

Sumber : Sutrisna dkk (2013).

2. Preparat Histopatologi Limpa

Pengamatan pada limpa dilakukan untuk melihat respon adanya infeksi
umum. Data kuantitatif diperoleh dengan menghitung jumlah megakaryosit di
limpa pada sepuluh lapang pandang perbesaran 100x (Dewi, 2008). Untuk
membedakan antara sel parenkim limpa dengan sel-sel limpa lainnya
dipergunakan pedoman morfologi menurut Djaldeti dkk. (1972), Wintroube
(1981) dan Lila (1983) dalam Widjajanto (2005) sebagai berikut:

1. Sel parenkim limpa merupakan sel berukuran besar berbentuk oval atau
bulat. Sitoplasmanya sedikit dan berwarna keunguan, intinya besar
berbentuk bulat atau oval dengan susunan retikulum yang halus,
kepekatan warna inti lebih tipis dibanding sel darah.

2. Sel eritroid berukuran kecil sampai sedang (12-17um), intinya berwarna
gelap dengan kromatin yang kasar, sitoplasmanya bersifat polikromatofil
atau asidofil.

3. Netrofil, eosinofil, dan basofil. Sel-sel ini mudah dikenal dari bentuk

intinya dan granulanya yang spesifik.
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4. Megakaryosit mudah dikenal karena merupakan sel yang besar (35-160
pum), bentuk tidak teratur, sitoplasmanya mengandung granula halus
berwarna merah-ungu.

5. Monosit-makrofag. Makrofag sel berukuran sedang sampai besar (15-80
pum) sering dalam bentuk ameboid, intinya bulat atau lonjong.

6. Limfosit. Limfosit merupakan sel berukuran kecil sampai sedang (7 — 18
um), intinya hampir memenuhi sel dengan kromatin yang padat dan
berwarna gelap.

7. Mastosit. Mastosit mudah dikenal karena sifat granulanya yang
metakhromatik, ukurannya sangat bervariasi dari kecil sampai besar.

8. Sel limfoid. Sel limfoid adalah sel yang tidak dapat digolongkan ke dalam
salah satu golongan tersebut di atas dan morfologinya menyerupai

morfologi limfosit.

3.7 Analisis Data

Dalam penelitian ini akan diperoleh data dalam bentuk angka hasil
perhitungan (kuantitatif) berupa jumlah megakaryosit limpa dan nilai skoring
perubahan histopatologi dari organ hepar (nilai kualitatif). Data dari semua
kelompok sampel diolah dengan program komputer SPSS for windows dan
dikemukakan dalam bentuk Mean + Standar Deviation. Dilakukan uji normalitas
dan uji homogenitas pada data yang diperoleh. Apabila data pengujian
terdistribusi normal dan homogen (o = 0,05) serta memenuhi syarat parametrik

maka dianalisis dengan menggunakan uji One Way Anova sedangkan data yang
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tidak memenuhi syarat parametrik (nonparametrik) dianalisis dengan
menggunakan uji Kruskall-Wallis. Apabila terjadi perbedaan yang signifikan
pada data parametrik (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan
sedangkan untuk data nonparametrik dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney

dengan taraf signifikan 5%.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Pengaruh Ekstrak Etanol Biji Alpukat (Persea americana Mill.) terhadap

Gambaran Histopatologi Hepar

Hasil pengamatan pada histopatologi hepar diperoleh data berupa nilai rata-
rata skoring tingkat kerusakan histopatologi hepar dari tiap perlakuan yang dapat
dilihat pada Lampiran 4.1. Adapun persentase dan rata-rata = standar deviasi
disajikan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Persentase dan Hasil Uji Duncan Skoring Tingkat Kerusakan
Histopatologi Hepar Mencit

Persentase Kerusakan Sel Hepar (%) | Rata-Rata+

Perlakuan Standar Deviasi
Normal DP DH | Nekrosis Skor Total
Normal (Sehat) 42.02 34.03 | 6.68 17.28 | 152,80+10,918°

Kontrol antibiotik (K+) 34.41 52.26 | 9.70 3.62 154.60+15,582°

Perlakuan dosis :
0 mg/kg BB (PO) 21.06 41.70 | 23.62 | 13.62 188,00+20,149

Perlakuan dosis

a
600 mg/kg BB (P1) 36.05 53.68 | 3.95 6.32 152,00+9,747

Perlakuan dosis
1200 mg/kg BB (P2)

37.37 BEI0O s e 3.76 148.80+4,970°

Keterangan:
e Skor tingkat kerusakan histopatologi hepar dihitung berdasarkan
pengamatan pada 5 lapang pandang preparat hepar
e Persentase kerusakan sel hepar dihitung dengan menggunakan rumus
jumlah sel yang ditemukan
= s x 100%
Jumlah total skoring perlakuan

e Nilai skor total = sNormal + > 2DP + 3 3DH + 3 4N

Dimana : 2 Normal = jumlah sel normal
3 2DP = jumlah sel degenerasi parenkimatosa
3 3DH = jumlah sel degenerasi hidropik
34N = jumlah sel nekrosis

e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan
kemudian dibagi 5 (Lampiran 4.1)

¢ Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
nyata

64
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Data yang telah diperoleh di atas kemudian dilakukan analisis statistik
dengan menggunakan SPSS 16.0 for Windows. Berdasarkan data rata-rata nilai
skor histopatologi hepar dilakukan uji normalitas menggunakan Kolmogorov-
Smirnov Test. Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data terdistribusi normal
karena memiliki nilai signifikan sebesar 0,145 (p>0,05). Hasil uji homogenitas
pada Lavene test memiliki nilai signifikansi sebesar 0,104 (p>0,05), sehingga
dapat disimpulkan bahwa data yang diperoleh telah homogen. Oleh karena data
yang diperoleh normal dan homogen selanjutnya dilakukan uji ANOVA One-Way
dengan taraf signifikansi 1%.

Hasil uji ANOVA One-Way diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,001
(p<0,01) sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa nol (Hy) ditolak dan
hipotesa 1 (Hi) diterima. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak biji
alpukat (P. americana) secara signifikan dapat mempengaruhi histopatologi hepar
mencit yang diinfeksi S. aureus. Setelah dilakukan uji ANOVA One-Way
dilanjutkan dengan uji Duncan untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan yang

berpengaruh terhadap histopatologi hepar.
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Gambar 4.1 Grafik rata-rata tingkat kerusakan histopatologi hepar.
Keterangan: Perlakuan N (tanpa infeksi, tanpa terapi), K+ (Infeksi S. aureus
+ antibiotik 200 mg/kg BB), PO (Infeksi S. aureus), P1 (Infeksi S. aureus +
perlakuan dosis 600 mg/kg BB), P2 (Infeksi S. aureus + perlakuan dosis
1200 mg/kg BB).

Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa terjadi perbedaan yang nyata pada
perlakuan PO dengan keempat perlakuan lainnya (normal, K+, P1 dan P2) seperti
yang disajikan berupa grafik pada Gambar 4.1 tersebut. Adapun hasil uji statistik
histopatologi hepar secara lengkap dijelaskan pada Lampiran 4.2.

Gambaran histopatologi hepar ditunjukkan pada Gambar 4.2 dengan ciri sel
normal (bentuk poligonal, sitoplasma berwarna merah dan membran sel berbatas
tegas), degenerasi parenkimatosa (sitoplasma keruh dan membengkak), degenerasi
hidropik (bervakuola pada sitoplasma) dan nekrosis (inti sel piknotik dan

sitoplasma menggumpal.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Keterangan:

N :Normal

s K+ : Kontrol positif (antibiotik)

PO : Perlakuan dosis 0 mg/kg BB

= P1 : Perlakuan dosis 600 mg/kg BB
#% P2 : Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB

Gambar 4.2. Tingkat kerusakan histopatologi hepar mencit (Mus musculus) dengan
pewarnaan HE Perbesaran 400, sel normal (—), degenerasi parenkimatosa (),
degenerasi hidropik (—), dan nekrosis (—*)

"OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Perubahan histopatologi hepar terjadi akibat adanya superantigen S. aureus dari
komponen permukaan dan eksotoksin S. aureus yang menimbulkan kerusakan dan
gejala penyakit dengan cara menggangagu membran biologik sel inang (Todar, 1998)
bersama dengan reaksi imun hepar dalam melawan bakteri sehingga timbul jejas pada
sel hepatosit yang bersifat reversible. Kerusakan yang terjadi pada sel hepar dapat
bersifat sementara dan tetap. Pada kerusakan yang bersifat sementara sel-sel hepar
akan mengalami perubahan untuk beradaptasi dalam mempertahankan hidup.
Gangguan kecil pada fungsi hepar dapat dengan cepat menyebabkan perubahan
umum baik secara patologi anatomi maupun fisiologinya. Masuknya mikroorganisme
dan parasit dapat menyebabkan kelainan hepar yang besifat multifokus (McGavin,
2007).

Bagian hepar yang sering mengalami kerusakan akibat bahan toksin adalah
vena sentralis, sinusoid, dan hepatosit (Syahrizal, 2008). Kerusakan hepatosit secara
histologis meliputi terjadinya degenerasi, nekrosis, karioreksis, dan kariolisis yang
diawali dengan perubahan permeabilitas membran yang diikuti dengan kematian sel
(Panjaitan, 2007).

Berdasarkan pengamatan terhadap tingkat kerusakan histopatologi hepar mencit
(Gambar 4.2) diperoleh hasil bahwa pada keseluruhan preparat perlakuan normal,
kontrol positif (K+), PO, P1, dan P2 tampak ditemukan adanya semua kriteria tingkat
kerusakan sel hepar mulai dari sel normal, degenerasi parenkimatosa, degenerasi
hidropik, dan nekrosis. Namun perbedaan dari tiap perlakuan adalah jumlah

dominansi tingkat kerusakan sel yang terjadi, dapat ditinjau dari penjumlahan nilai
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skoring kerusakan histologi hepar. Tingkat kerusakan sel berdasarkan Kriteria nilai
skor histopatologi hepar secara berurutan mulai dari yang terparah adalah sel yang
mengalami nekrosis, lalu sel dengan degenerasi hidropik, degenerasi parenkimatosa,
dan terakhir sel normal yang tidak terjadi kerusakan.

Sel hepar yang mengalami nekrosis bersifat irrevesible atau tetap. Menurut Lu
(1995) dan Sarjadi (2003), nekrosis adalah kematian sel atau jaringan yang
merupakan kerusakan tingkat lanjut dari degenerasi sel dan bersifat akut. Gunawan
(2008) menjelaskan bahwa tanda-tanda nekrosis yakni berupa karioeksis ditandai
dengan inti yang mengalami piknotik atau sebagian piknotik mengalami fragmentasi,
kariolisis ditandai dengan kromatin inti menjadi pucat. Dalam penelitian ini jumlah
dominansi sel hepar yang mengalami nekrosis adalah yang ditemukan pada perlakuan
normal dan perlakuan PO (N>P0) dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Pada perlakuan normal diduga sel nekrosis disebabkan karena proses regenerasi
sel-sel hepar yang sudah mengalami penuaan sehingga kematian sel bersifat alami.
Menurut Mitcell dan Cotran (2007) nekrosis juga dapat terjadi karena setiap sel
dalam tubuh akan selalu mengalami penuaan yang diakhiri kematian sel dan
digantikan oleh sel-sel baru melalui proses regenerasi. Pernyataan ini menjadi alasan
kuat terjadinya nekrosis pada perlakuan normal karena mencit tidak mengalami
infeksi S. aureus sehingga tidak mungkin nekrosis tersebut terjadi karena kerusakan
tingkat lanjut degenerasi yang diakibatkan rusaknya susunan enzim hepar. Sedangkan
pada perlakuan PO terjadinya nekrosis dapat disebabkan karena kerusakan lanjutan

dari degenerasi sel akibat adanya antigen berupa infeksi S. aureus. Gunawan (2008)
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menjelaskan bahwa nekrosis sel hepar merupakan kelainan tingkat lanjut dari
degenerasi dan bersifat irreversible karena nekrosis terjadi akibat rusaknya susunan
enzim hepar.

Sebenarnya ketika terjadi infeksi lokal, hepar memliki mekanisme pertahanan
melalui sel-sel imun yang berperan dalam imunologi hepar seperti sel T, sel B, dan
sel NK yang bermigrasi dan berkembang di dalam hepar serta sel kupffer yang
merupakan makrofag dalam hepar. Namun, hepar juga memiliki keterbatasan dalam
mendetoksifikasi bahan toksin yang masuk ke dalam tubuh, sehingga bahan toksin
tersebut tertimbun di dalam darah dan dapat menimbulkan kerusakan sel-sel hepar
(Murray, 2003).

Degenerasi hidropik merupakan kelainan yang tingkat keparahannya lebih
tinggi dari degenerasi parenkimatosa. Gambaran sel yang mengalami degenerasi yaitu
dengan adanya pembengkakan sel sebagai manifestasi pertama jejas akibat
pergeseran air ekstrasel ke intrasel (Prasetyo, 2005). Apabila kerusakan membran sel
terus berlangsung, maka sitoplasma sel akan berisi cairan yang membentuk vakuola-
vakuola. Hal ini akan menyebabkan kebengkakan sel sehingga sitoplasma terlihat
lebih pucat (Cheville, 1999). Dalam penelitian ini, hasil pengamatan menunjukkan
bahwa jumlah dominansi sel yang mengalami degenerasi hidropik adalah pada
perlakuan PO dapat dilihat pada Tabel 4.1, yaitu perlakuan infeksi S. aureus dan tanpa
pemberian terapi pengobatan. Kerusakan pada perlakuan PO ini diduga karena antigen
menstimulasi produksi sitokin proinflamasi TNF-a (Gillian dkk., 2001), IL-1, dan IL-

6 yang memicu proses inflamasi pada jaringan dan menyebabkan sel untuk
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memproduksi oksigen toksik untuk proses respiratory burst yaitu reactive oxygen
species (ROS) (Short, 2004).

Produksi ROS meningkat sejalan dengan metabolisme sel-sel tubuh untuk
melakukan proses Killing terhadap S. aureus. ROS dapat menghasilkan senyawa
radikal bebas dalam jumlah besar melebihi batas kemampuan proteksi antioksidan
endogen. Senyawa tersebut bersifat toksik dan dapat mengakibatkan stres oksidatif
mulai dari tingkat sel hingga ke organ tubuh (Winarsi, 2007). Menurut Chapter
(2011), apabila kadar antioksidan tidak mencukupi, maka tubuh tidak mampu
mengatasi stress oksidatif, tidak mampu melindungi jaringan normal dan tidak
mampu mengontrol kerusakan yang ditimbulkan oleh bakteri.

Toksin yang dihasilkan S. aureus berupa eksotoksin yang juga menyebabkan
kerusakan dengan cara mengganggu membran biologik sel inang (Todar, 1998).
Apabila toksin yang dihasilkan antigen mengganggu membran biologik maka sel
hepar akan mengalami kerusakan sehingga keseimbangan pengeluaran K+ dan
pemasukan ion Na™ Ca’, dan air akan terganggu. Kerusakan membran sel
menyebabkan terjadinya peningkatan jumlah air ke dalam sel sehingga menyebabkan
sitoplasma menjadi bengkak dan dipenuhi butiran-butiran air (Cheville, 1999).

Degenerasi parenkimatosa merupakan bentuk degenerasi paling ringan yang
berupa pembengkakan dan kekeruhan sitoplasma dengan munculnya granula-granula
dalam sitoplasma akibat endapan protein yang disebabkan oleh eksotoksin S. aureus.
Menurut Sarjadi (2003), kerusakan hanya terjadi pada sebagian kecil struktur sel.

Kerusakan ini menyebabkan oksidasi sel terganggu, sehingga proses eliminasi air pun
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terganggu mengakibatkan terjadinya penimbunan air di dalam sel. Dalam penelitian
ini, hasil pengamatan menunjukkan bahwa jumlah dominansi sel yang mengalami
degenerasi parenkimatosa adalah pada perlakuan P2, P1, K+, dan PO
(P2>P1>K+>P0) dapat dilihat pada Tabel 4.1. Perlakuan P2, P1, dan K+ merupakan
perlakuan terapi, sedangkan kerusakan degenerasi parenkimatosa yang ditemukan
pada PO diduga merupakan tahap awal terjadinya kerusakan sel akibat infeksi S.
aureus.

Perlakuan P2 dan P1 dengan dosis ekstrak etanol biji alpukat (P. americana)
yang berbeda menunjukkan gambaran histologi hepar yang sama dengan perlakuan
kontrol positif (K+) yang menggunakan terapi antibiotik. Hal ini diduga karena pada
ketiga perlakuan tersebut dilakukan terapi yang masing-masing bahan terapi memiliki
senyawa aktif dengan mekanisme tersendiri dalam memperbaiki dan mengurangi
kerusakan histopatologi hepar. Perlakuan P1 dan P2 terjadi perbaikan kerusakan
histopatologi hepar dengan adanya senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak
etanol biji alpukat (P. americana). Adapun hasil uji ANOVA memperkuat dugaan
tersebut dengan diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,001 (p<0,01) yang dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) berpengaruh terhadap
perbaikan kerusakan histopatologi hepar.

Gunawan (2008) menjelaskan bahwa sel-sel yang mengalami degenerasi
hidropik maupun degenerasi parenkimatosa masih bisa dilakukan pemulihan

kerusakan karena bersifat tidak tetap atau reversible karena hanya terjadi pada
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mitokondria dan retikulum endoplasma oleh rangsang yang mengakibatkan gangguan
oksidasi. Sel dapat kembali normal setelah dilakukannya terapi.

Biji alpukat (Persea americana Mill.) mengandung senyawa aktif yang
meliputi senyawa saponin, tanin, flavonoid, alkaloid, dan fenol (Arukwe dkk., 2012).
Penelitian Hendra dkk. (2014) membuktikan bahwa biji alpukat berperan sebagai
hepatoprotektif, yaitu suatu senyawa yang dapat memberikan perlindungan pada
hepar dari kerusakan yang ditimbulkan toksin. Menurut Dewi dan Sulistyowati
(2013), hal ini karena biji alpukat (P. americana) berpotensi sebagai antibakteri yang
bekerja spesifik dalam merusak dan mengganggu permeabilitas dinding sel bakteri
serta sebagai antioksidan (Sutrisna dkk., 2015). Senyawa aktif yang berpotensi
sebagai antibakteri diantaranya adalah alkaloid, saponin, dan flavonoid. Robinsin
(1995) menjelaskan bahwa alkaloid dapat mengganggu terbentuknya komponen
penyusun peptidoglikan pada dinding sel bakteri dengan cara menghambat biosintesis
protein pada proses translasi sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk, sedangkan
flavonoid menurut Novalina dkk. (2013) juga berperan dalam perusakan dinding sel
bakteri dengan cara membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler yang terdapat
pada dinding sel bakteri yang menyebabkan rigiditas dinding sel mengalami
penurunan sehingga flavonoid mampu menerobos dinding sel. Selain itu, flavonoid
bersifat lipofilik sehingga dapat menerobos membran sel bakteri yang kemudian
dapat mengurangi fluiditas dari membran sel, dan mendenaturasi protein sehingga

aktivitas metabolisme bakteri terhenti. Menurut Volk dan Wheeler (1993) senyawa
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flavonoid bersifat polar, sehingga dengan mudah untuk menembus lapisan
peptidoglikan pada S. aureus yang bersifat polar juga.

Adapun senyawa saponin (polifenol) spesifik berperan dalam perusakan
membran sitoplasma sel bakteri. lon H* pada saponin menyerang gugus hidrofilik
(gugus hidroksi dan fosfat) pada permukaan membran sel yang mengakibatkan gugus
hidroksi pada molekul ergesterol yang berikatan dengan hidrogen terputus, sehingga
membran sel tidak mampu menahan tekanan dari dalam, akibatnya sitoplasma dalam
sel akan menembus keluar. Selain itu, pada molekul fosfolipid ion H* dari senyawa
saponin akan menyerang gugus polar (gugus fosfat) sehingga molekul fosfolipid akan
terurai menjadi gliserol, asam karboksilat, dan asam fosfat. Akibatnya, fosfolipid
tidak mampu mempertahankan bentuk membran sitoplasma sehingga membran
sitoplasma akan bocor dan zat-zat untuk metabolisme sel bakteri akan terbuang
keluar. Pada akhirnya, bakteri akan mati (Dewi dan Sulistyowati, 2013).

Selain itu, senyawa flavonoid berperan juga sebagai antioksidan yang berperan
untuk menurunkan produksi ROS dengan cara dapat menghambat aktivasi sel T
helper (Thl) sehingga TNF-a, IL-12, dan IFN-y tidak teraktivasi karena Nuclear
Factor (NF-kB) dan inhibitor NF-kB terhambat akibat adanya ikatan antara flavonoid
dengan ROS (Tanaka dkk., 2013). Inaktivasi TNF-o menyebabkan keberadaan
neutrofil menurun. Inaktivasi 1L-12 menyebabkan tidak teraktivasinya sel T
sitotoksik (Tc) sehingga tidak memproduksi perforin, yaitu substansi yang dapat
merusak membran sel bakteri. Inaktivasi IFN-y menyebabkan tidak munculnya sel B

pada daerah infeksi sehingga tidak menghasilkan sel mast. Inaktivasi dari neutrofil,
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sel Tc, dan sel mast menyebabkan terjadinya perbaikan gambaran histopatologi hepar
(Ramesh dan Padmavathi, 2010) dan melindungi jaringan mukosa dengan cara
mencegah pembentukan lesi pada sel-sel hepar (Herlina, 2010).

Sharma dan Naveen (2011) menambahkan bahwa flavonoid dapat mencegah
pembentukan radikal bebas melalui penguraian senyawa non-radikal seperti H,O, dan
menangkap radikal oksigen yang dilepaskan oleh peroksida. Penurunan radikal bebas
dapat mencegah kerusakan sel yang lebih parah sehingga kerja antioksidan endogen
dapat mengimbangi antioksidan eksogen dalam mencegah akumulasi infeksi bakteri
dalam tubuh. Sehingga dapat membantu melindungi organ dari agen toksik atau stres
oksidatif (Sutrisna dkk., 2015).

Mekanisme berkurangnya kerusakan histopatologi hepar melalui pemberian
ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) melalui tahapan yang panjang. Allah SWT

menjelaskan dalam firman-Nya surat al-An’am (6): 59.
& Z a4 na 2 € L 4 A AW, AW G T ZL.37 2 R
V18855 e bazl3 Ly 15 01 3L Alas Sa ) Lalday Y Coddl Sl ey @

=% & z o 4 = /, > /, ,i,“ /}{ e 7 // - 872 -
o S 3 Y] b Yo bl Yy o3l ceddl g 2> Yy Leadas

Z

i

“Dan pada sisi Allah-lah kunci-kunci semua yang ghaib; tidak ada yang
mengetahuinya kecuali Dia sendiri, dan Dia mengetahui apa yang di daratan dan di
lautan, dan tiada sehelai daun pun yang gugur melainkan Dia mengetahuinya (pula),
dan tidak jatuh sebutir biji-pun dalam kegelapan bumi, dan tidak sesuatu yang basah
atau yang kering, melainkan tertulis dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfudz).” (Q.S.
Al-An’am (6): 59).

Arti kalimat “s Y al=¥” adalah tidak ada yang mengetahuinya
(kejadian/ghaib) kecuali Allah SWT. Menurut asy-Syuyuthi (1990), meski hanya

Allah SWT yang mengetahui dengan pasti setiap proses yang terjadi di semesta ini,
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akan tetapi manusia wajib mencari tahu dan mempelajari setiap proses penciptaan
yang terjadi sebagaimana perannya sebagai khalifah di muka bumi yang bersifat ulul
albab, terhadap apa-apa yang terjadi di muka bumi dia berpikir akan penciptaan-Nya,
karena bahkan gugurnya sehelai daun pun sudah tertulis di Lauh Mahfudz, tak ada
yang luput dari kekuasaan dan pengetahuan-Nya. Apabila dikorelasikan dengan
penelitian ini maka segala proses perbaikan kerusakan jaringan akibat adanya antigen
berupa infeksi bakteri S. aureus, Allah SWT sudah mengaturnya dengan mekanisme
yang luar biasa.

Penggunaan dosis ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) pada perlakuan P1
dan P2 yang digunakan secara berturut-turut adalah 600 mg/kgBB dan 1200
mg/kgBB. Berdasarkan hasil uji Duncan penggunaan kedua dosis ini menunjukkan
hasil yang secara signifikan tidak berbeda nyata sehingga dapat disimpulkan bahwa
kedua dosis memiliki efektivitas yang sama terhadap perbaikan kerusakan
histopatologi hepar. Hal ini karena kandungan senyawa aktif pada kedua dosis sama
yakni mengandung flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, steroid, triterpenoid, kuonin,
dan monotripernoid. Namun berbeda dalam konsentrasinya. Oleh karena itu, lebih
diutamakan menggunakan dosis rendah sebagai terapi yakni 600 mg/kgBB.

Senyawa aktif yang terkandung dalam bahan terapi seperti biji alpukat (Persea
americana Mill.) tidak berpengaruh toksik terhadap sel-sel tubuh selama penggunaan
masih dalam batas kewajaran atau tidak melebihi dosis standar. Namun ketika dosis
tinggi digunakan dalam terapi maka dapat mengakibatkan respon toksik. Amalia

(2009) menjelaskan bahwa kerusakan hepar karena zat toksik dipengaruhi oleh
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beberapa faktor, seperti jenis zat kimia, dosis yang diberikan, dan lamanya paparan
zat tersebut seperti akut, subkronik atau kronik. Semakin tinggi konsentrasi suatu
senyawa vang diberikan maka respon toksik yang ditimbulkan semakin besar. Jika
terjadi demikian, maka akan mempengaruhi keseimbangan dalam tubuh yang
berakibat pada kerusakan bahkan penyakit. Hal ini karena bahan terapi menstimulasi
respon sistem imun yang juga dapat membahayakan tubuh jika berlebih, meskipun
pada bakteri senyawa aktif ini bekerja spesifik pada komponen dinding sel bakteri
yang tidak dimiliki sel tubuh hewan dan manusia.

Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu di bumi ini dalam keadaan
seimbang. Begitu pula dengan penciptaan manusia yang mekanisme tubuhnya
seimbang. Sebagaimana termaktub dalam surat al-Infithar (82): 7-8.

I

4§ 0 alad ausi s o f

@ — A
Pl O R R i L4
& =S5 sl L 3)se &

“Yang telah menciptakan kamu lalu menyempurnakan kejadianmu dan menjadikan
(susunan tubuh)mu seimbang,. Dalam bentuk apa saja yang Dia kehendaki, Dia
menyusun tubuhmu. “ (Q.S. Al-Infithar (82): 7-8).

Kedua ayat tersebut mengandung pernyataan Allah SWT terkait penciptaan
manusia. Pada ayat 7 terdapat kata “G3” yang artinya telah menciptakan, “cg3”
berarti telah menyempurnakan dan kata “Ja=” adalah telah menyeimbangkan. Lalu
pada ayat selanjutnya Allah SWT menyatakan ¢, s 5| -4 berarti ke dalam bentuk
apapun yang dipahami bahwa maksudnya adalah tubuh manusia terdiri berbagai
organ yang memiliki bentuk dan fungsi tersendiri dalam menjalankan mekanisme

tubuh sehingga mencapai homeostatis (keadaan seimbang). Quthb (2002) mengatakan
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bahwa penciptaan manusia yang sedemikian sempurna ini merupakan satu perkara
yang harus disyukuri sebagai karunia Allah SWT. Manusia adalah makhluk yang
lebih besar dari apa yang dipikirkannya dan lebih ajaib dari segala kejadian yang
dilihat di sekelilingnya. Kecantikan, kesempurnaan, dan kesederhanaan kelihatan
jelas pada kejadian pembentukan tubuh, akal, dan roh manusia. Semua susunannya
diciptakan seimbang dan lengkap.

Ayat tersebut menitikberatkan pada penciptaan tubuh yang seimbang dengan
diciptakannya beraneka bentuk organ dengan berbagai fungsi masing-masing yang
semuanya bertujuan untuk mencapai keseimbangan tubuh. Dalam penelitian ini,
infeksi bakteri S. aureus dapat menimbulkan kerusakan sampai infeksi akut pada
jaringan dan organ termasuk hepar. Toksin yang dihasilkan S. aureus mampu
menstimulasi respon imun tubuh sehingga teraktivasi untuk melawan bakteri sebagai
antigen. Jika paparan antigen berlangsung secara terus-menerus dapat mengganggu
fungsi normal organ karena terjadi migrasi berbagai sel-sel imun dan produksi sitokin
yang bertujuan dalam mekanisme pertahanan tubuh. Respon sistem imun ini akan
menimbulkan jejas pada jaringan sehingga terjadi kerusakan. Ketika terjadi kerusakan
dan fungsi normal organ terganggu maka keseimbangan tubuh juga akan terganggu,
sehingga diperlukan pengobatan untuk menangani kerusakan tersebut agar tubuh
kembali mencapai keseimbangan salah satunya adalah dengan pemberian terapi
ekstrak biji alpukat (P. americana) yang mengandung berbagai senyawa aktif yang

berperan dalam memperbaiki kerusakan jaringan dan organ sehingga tubuh menjadi
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normal dan seimbang. Keseimbangan dalam tubuh sangat diperlukan untuk menjaga
agar mekanisme kerja tubuh tak saling tindih dan mengganggu fungsi organ lain.
Manusia adalah makhluk yang paling indah bentuknya, sempurna ciptaannya
dan seimbang posturnya jika dibandingkan dengan makhluk ciptaan Allah SWT
lainnya (Shihab, 2002). Keseimbangan dalam konteks tersebut jika ditinjau lebih jauh
juga menjelaskan bahwa tiap bagian yang diciptakan-Nya memiliki kadarnya masing-
masing sehingga menjadi seimbang. Sebagaimana firman Allah SWT dalam surat al-

Qamar (54): 49.

“Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.” (Q.S. Al-Qamar
(54): 49).

Arti secara bahasa dari kata “,¥” adalah kadar atau ukuran sedangkan secara
istilahi adalah segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT berdasarkan kadar atau
ukurannya masing-masing (standar minimal dan maksimal). Menurut Shihab (2002),
hal tersebut diatur sedemikian rupa demi kebaikan hidup manusia. Jika dikorelasikan
antara ayat dengan penggunaan dosis pada penelitian, menerangkan pentingnya
ukuran pemakaian dosis.

Perlakuan P2 memiliki kadar dosis yang lebih tinggi daripada perlakuan P1,
namun setelah dilakukan pengamatan dan uji statistik diperoleh hasil bahwa tidak
terdapat perbedaan yang signifikan terhadap perbaikan histopatologi hepar. Sehingga

dapat disimpulkan bahwa kadar tinggi belum tentu menghasilkan hasil yang lebih
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baik. Adapun pada perlakuan kontrol positif terjadi perbaikan kerusakan histopatologi
hepar karenadilakukan terapi antibiotik helixim.

Helixim  merupakan jenis antibiotik cefixime. Keberhasilan pengobatan
antibiotik ditentukan oleh interaksi obat dengan reseptor yang terdapat pada
mikroorganisme. Ketika terjadi ikatan antara mikroorganisme dengan obat, maka
daya toksik yang dimiliki obat tersebut mampu menghancurkan mikroorganisme
(Bhutta, 1997). Penelitian Kusuma (2017), melaporkan bahwa cefixime berperan
sebagai antibakteri yang mengandung senyawa rutin untuk menghambat dihidrofolat
reduktase yang diproduksi S. aureus karena berpotensi berikatan dengan PBP2a pada
dinding sel S. aureus. Oefner dkk. (2009) menjelaskan bahwa enzim dihidrofolat
reduktase berfungsi untuk katalisis reaksi pembentukan tetrahidrofolat dari asam
folat. Penghambatan enzim dihidrofolat reduktase ini dapat menyebabkan sintesis
DNA dan pembelahan sel terhambat sehingga dapat menyebabkan kematian sel.

Sedangkan hasil uji Duncan dari perlakuan P1 dan P2 dengan kontrol positif
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata secara signifikan. Oleh karena itu, dapat
disimpulkan bahwa kedua terapi memiliki potensi yang sama sebagai antibakteri
dalam memperbaiki dan mengurangi kerusakan histopatologi hepar namun dengan
mekanisme yang berbeda. Ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) bekerja dengan
cara mengganggu permeabilitas dinding sel bakteri sedangkan antibiotik bekerja
dengan menghambat sintesis DNA dan pembelahan sel bakteri. Selain itu, ekstrak

etanol biji alpukat (P. americana) juga berperan sebagai antioksidan yang tidak
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dimiliki antibiotik yang dapat melindungi lipid membran sel hepatosit terhadap reaksi
oksidasi yang merusak.

Sel normal hepar memiliki ciri-ciri inti sel terlihat jelas, sel berbentuk poligonal
dan sekat antar sel masih tampak jelas. Adapun dalam penelitian ini jumlah
dominansi yang tinggi ditemukan sel normal terdapat pada perlakuan normal, P2, P1,
dan K+ (normal>P2>P1>K+) dapat dilihat pada Tabel 4.1. Pada perlakuan normal
tidak dilakukan infeksi bakteri sehingga tidak terjadi kerusakan sel hepar akibat
paparan toksin yang dihasilkan bakteri. Sedangkan pada perlakuan P2, P1, dan K+
ditemukan banyak sel normal karena kandungan senyawa aktif baik pada perlakuan
pemberian terapi ekstrak etanol biji alpukat (P. americana) (P1 dan P2) maupun
terapi antibiotik helixime (K+) yang sehingga terjadi perbaikan sel hepar.

Dengan demikian, berdasarkan pengamatan terhadap histopatologi hepar dapat
disimpulkan bahwa perlakuan P1 dan P2 menunjukkan hasil yang tidak berbeda
secara signifikan dengan perlakuan kontrol positif dan perlakuan normal sehingga
diduga kandungan senyawa aktif biji alpukat (P. americana) berperan dalam
perbaikan kerusakan histopatologi hepar karena menunjukkan gambaran histologi
yang sama dengan perlakuan normal (sehat), sedangkan P1 dan P2 terhadap PO
menunjukkan hasil yang berbeda nyata secara signifikan, hal ini karena pada PO

ditemukan kerusakan histopatologi hepar yang parah.
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4.2. Pengaruh Ekstrak Biji Alpukat (Persea americana Mill.) terhadap Jumlah
Megakaryosit di Limpa

Hasil pengamatan jumlah megakaryosit di limpa diperoleh data berupa jumlah
megakaryosit dari tiap perlakuan (Lampiran 5.1). Secara histologis megakaryosit
memiliki ciri yaitu bentuk sel tidak teratur, berukuran besar (35-160 um), dan
sitoplasma mengandung granula halus berwarna merah-ungu. Adapun rata-rata
jumlah megakaryosit di limpa dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Persentase dan Rata-Rata Jumlah Megakaryosit di Limpa

Pelia Persentase Jumlah Megakaryosit (%) Rata-rata +
sLgan 1 5 3 4 5 | Standar Deviasi
Normal (N) 10.67 | 18.67 | 18.67 | 26.67 | 25.33 15,00+4,796

Kontrol antibiotik (K+) | 36.00 | 10.00 | 2.00 | 18.00 | 34.00 10,00+7,416

Perlakuan dosis
0 mg/kg BB (PO) 7.27 | 33.64 | 18.18 | 31.82 | 9.09 22,00+13,583

Perlakuan dosis

600 mg/kg BB (P1) 1412 | 5.88 | 28.24 | 27.06 | 24.71 17,00+8,216

Perlakuan dosis

1200 mg/kg BB (P2) 31.07 | 23.30 | 10.68 | 21.36 | 13.59 20.60+8,355

Keterangan :
e Jumlah megakaryosit dinyatakan dengan satuan: jumlah megakaryosit per 5
lapang pandang
e Rata-rata jumlah megakaryosit = jumlah megakaryosit dari 5 ulangan pada

perlakuan dibagi 5 (Lampiran 5.1)
Berdasarkan data yang telah diperoleh di atas kemudian dilakukan analisis

statistik dengan menggunakan SPSS 16.0 for Windows (Lampiran 5.2). Data rata-rata
nilai skor histopatologi limpa dilakukan uji normalitas menggunakan Kolmogorov-
Smirnov Test. Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data terdistribusi normal
karena memiliki nilai signifikan sebesar 0,774 (p>0,05). Hasil uji homogenitas pada

Lavene test memiliki nilai signifikansi sebesar 0,063 (p>0,05), sehingga dapat
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disimpulkan bahwa data yang diperoleh telah homogen. Oleh karena data yang
diperoleh normal dan homogen, maka selanjutnya dilakukan uji ANOVA One-Way
dengan taraf signifikansi 5%.

Hasil uji ANOVA One-Way diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,263 (p>0,05)
sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa 1 (H;) ditolak dan hipotesa 0 (Ho)
diterima. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak biji alpukat (P. americana)
secara signifikan tidak dapat mengurangi kerusakan histopatologi limpa mencit yang
diinfeksi S. aureus. Hasil rata-rata jumlah megakaryosit dan standar deviasi juga
dapat dilihat berupa grafik pada Gambar 4.3. sedangkan gambar histopatologi limpa

ditunjukkan pada Gambar 4.4.
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Gambar 4.3 Grafik rata-rata jumlah megakaryosit di limpa.

Keterangan: Perlakuan N (tanpa infeksi, tanpa terapi), K+ (Infeksi S. aureus +
antibiotik 200 mg/kg BB), PO (Infeksi S. aureus), P1 (Infeksi S. aureus +
perlakuan dosis 600 mg/kg BB), P2 (Infeksi S. aureus + perlakuan dosis 1200
mg/kg BB).
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erwarnaan HE pada perbesaran 100x.
0 : Perlakuan dosis 0 mg/kg BB
Perlakuan dosis 600 mg/kg BB
: Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB

Gambar 4.4 Megakaryosit di limpa
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Infeksi yang masuk ke dalam darah dapat mengakibatkan terjadinya sepsis
sampai nekrosis (Budiawan dkk., 2013), bakteri akan melakukan penetrasi memasuki
pembuluh darah dan menyebar dalam tubuh serta menyebabkan kerusakan jaringan
sampai terjadi infeksi akut. Pada umumnya ketika terjadi infeksi akut S. aureus akan
menyebabkan perdarahan akibat kebocoran pada pembuluh vascular pada jaringan
limpa sehingga jumlah platelet dalam darah akan meningkat (Irianto, 2006),
Penelitian Dewi (2008) menunjukkan bahwa perdarahan pada limpa akibat bakteri
disebabkan karena kerusakan endotel oleh toksin yang dihasilkan bakteri. Hal inilah
yang diduga memicu pembebasan megakaryosit dari sumsum tulang ke dalam limpa
sebagai respon adanya perdarahan. Rahardjo dkk.(2013), menyatakan bahwa pada
umumnya rerata jumlah sel megakaryosit meningkat seiring dengan makin lamanya
hari pengamatan pasca infeksi.

Berdasarkan pengamatan terhadap histopatologi limpa mencit (Gambar 4.4).
Hasil uji normalitas dan homogenitas menunjukkan hasil (p>0,05), maka dapat
disimpulkan bahwa data terdistribusi normal dan jumlah megakaryosit pada setiap
perlakuan memiliki nilai variansi yang sama. Namun berdasarkan hasil uji statistik
ANOVA menunjukkan hasil yang secara signifikan tidak berbeda nyata karena
diperoleh hasil sebesar 0,263 (p>0,05) dengan taraf signifikansi 5%. Oleh karena itu,
dapat disimpulkan bahwa hipotesa 1 (Hi) ditolak dan hipotesa 0 (Ho) diterima
sehingga pemberian ekstrak biji alpukat (P. americana) secara signifikan tidak
berpengaruh pada jumlah megakaryosit mencit yang diinfeksi S. aureus pada semua

perlakuan sehingga antara perlakuan normal, kontrol positif, perlakuan PO, P1, dan
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P2 hasilnya sama meski dilakukan perlakuan yang berbeda berupa infeksi atau tanpa
infeksi dan pemberian terapi ekstrak maupun terapi antibiotik. Secara lengkap dapat
dilihat pada Tabel 4.2. dan grafik pada Gambar 4.3.

Hal ini terjadi diduga disebabkan oleh ketahanan fisik limpa yang merupakan
organ khusus sistem imun utama. Berkaitan dengan ini maka perlu ditinjau kembali
pada anatomi, histologi, dan fisiologi organ limpa. Eroschenko (2010) menjelaskan
bahwa limpa adalah organ limfoid terbesar dengan banyak pembuluh darah dan
berperan sebagai organ utama pertahanan tubuh dari partikel asing. Secara anatomi
dan histologi, organ limpa dilengkapi dengan sel-sel dan jaringan yang memobilisasi
dan mendukung pada fungsi utamanya yang mencakup semua sel, jaringan, dan organ
yang mengandung kumpulan sel imun yaitu limfosit.

Limpa merupakan tempat berkumpulnya limfosit aktif yang masuk ke dalam
darah dan merupakan organ penting dalam proses aktivasi sistem imun (Iskandar
dkk., 2006) serta menghasilkan antibodi humoral terhadap antigen yang diangkut
melalui darah (Khasanah, 2009) yang dihasilkan oleh folikel limfoid dari pulpa putih
pada limpa (Tizard, 1988). Sel-sel imun terdapat pada bagian pulpa putih yakni
diantaranya sel limfosit B dan makrofag (Ward dkk., 1999) dengan kandungan
jumlah makrofag yang tinggi karena perannya dalam destruksi sel darah dan
melenyapkan debris yang beredar dan antigen lainnya dalam darah (Khasanah, 2009).
Sedangkan pada zona marginalis dari limpa terjadi proses penyaringan antigen dalam
sirkulasi sistemik dan memainkan peran penting dalam melawan antigen (Mebius dan

Kraal, 2005). Dalam keadaan tertentu limpa akan membesar untuk melakukan
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pembersihan terhadap antigen secara adekuat (Guyton dan Hall, 2000), akibat adanya
proliferasi dari sel limfosit pada pulpa putih (Makiyah dkk., 2014).

Berdasarkan penjelasan tersebut diduga ketika terjadi infeksi, bakteri tidak
mampu berkoloni dalam limpa dikarenakan ketahanan fisik limpa sebagi sistem imun
utama tubuh. Antigen menstimulasi sistem imun menjadi aktif dan berproliferasi
sehingga dengan cepat segera menyerang bakteri melalui pertahanan sel makrofag,
sel T maupun antibodi. Abbas dan Lichman (2005) dalam Mufidah dkk. (2013)
menjelaskan bahwa respon imun terjadi akibat adanya invasi bakteri S. aureus
sebagai antigen. Ketika masuk ke dalam tubuh akan dieliminasi oleh neutrofil dan
makrofag sebagai antigen precenting cells (APC). Di dalam makrofag, bakteri akan
difagositosis kemudian dikenali oleh Major Histocompability Complex Il (MHC I1)
dalam bentuk antigen peptida. Kemudian antigen peptida tersebut akan berikatan
dengan limfosit T helper (CD4). Sel T CD4" efektor menjadi aktif dan akan
mensekresikan sitokin interferon gamma (IFN-y) yang berfungsi sebagai aktivasi
makrofag (agar lebih reaktif), proses fagositosis, dan killing bakteri. Oleh karena itu,
bakteri yang menginfeksi tubuh dapat difagositosis dengan cepat sebelum
berkolonisasi dalam jaringan, sehingga tidak terjadi kerusakan pada jaringan atau
terjadi kerusakan yang tidak berarti.

Adapun alasan lainnya adalah karena tempat pembentukan megakaryosit adalah
di sumsum tulang. Megakaryosit berperan penting dalam proses pembentukan
trombosit yang berfungsi dalam proses pembekuan darah (Enrica dkk., 2014). Jumlah

trombosit akan meningkat jika terjadi perdarahan akibat infeksi akut dalam jaringan
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akibat dari megakaryosit yang bersirkulasi ke bagian tubuh yang terinfeksi tersebut
(Dewi, 2008). Pada kasus infeksi dalam penelitian ini, bakteri tidak menyebabkan
kerusakan yang berarti pada jaringan sehingga infeksi yvang terjadi tidak akut. Oleh
karena itu, diperkirakan infeksi yang terjadi tidak memicu pembebasan megakaryosit

yang signifikan dari sumsum tulang ke dalam limpa.



BAB V

PENUTUP

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol biji alpukat (Persea americana Mill.) berpengaruh sangat
signifikan dalam mengurangi tingkat kerusakan histopatologi hepar mencit
dengan dosis optimal 600 mg/kg BB.

2. Ekstrak etanol biji alpukat (Persea americana Mill.) tidak berpengaruh

terhadap jumlah megakaryosit di limpa.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut yakni:

1. Macam metode ekstraksi lain dari sediaan biji alpukat (Persea
americana Mill.) yang mungkin lebih mudah diaplikasikan dalam ruang
lingkup masyarakat luas.

2. Pengaruh biji alpukat (Persea americana Mill.) terhadap kadar SGPT
hepar serta peningkatan jumlah folikel limfoid pada limpa mencit yang

diinfeksi S. aureus.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alur Penelitian

Mencit Balb/c Jantan Biji alpukat (P. americana)
Aklimatisasi 14 hari Pembuatan simplisia
Injeksi S. aureus pada hari ke-15 Maserasi dengan etanol 96%

Uji Konfirmasi Ekstraksi
Ujii Media Selektif kﬂﬁ?ﬁ;“;;;‘g::n Penentuan Dosis
(Mannitol Salt Agar) dan tidak berkoloni T
¢ Terapi ekstrak etanol biji
Positif - kuning —> alpukat (P. americana)
keemasan dan berkoloni secara oral selama 7 hari
- ¢ Negatif - tidak Dislokasi dan
Uji Koagulase | . :
¢ menggumpal isolasi organ hepar
Positif > plasrlna Injeksi Ulang Pembuatan preparat
engguripd histopatologi

| I

Perhitungan nilai skoring
histopatologi hepar dan jumlah
megakaryosit di limpa

!

Analisis Data
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Lampiran 2. Penentuan dan Perhitungan Dosis

2.1 Dosis Ekstrak Etanol Biji Alpukat (Persea americana Mill.)
Penyiapan suspensi dosis ekstrak etanol Biji Alpukat (Persea americana
Mill.) menggunakan perhitungan sebagai berikut:
Faktor konversi tikus (200g) - mencit (20g) = 0,14
1. Dosis 600 mg/kgBB

Dosis untuk 200 gram tikus = 200 g x 61‘:;—;"5 = 120 mg/200 g

Dosis untuk 20 gram mencit = 120 mg x faktor konversi
=120 mg x 0,14
= 16,8 mg

_ beratrata—rata

Dosis untuk 25 gram mencit = —————— x dosis normal
berat normal

=229 16,8 mg
209

=21 mg=0,021¢
Jadi konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk tiap ekor mencit yaitu
0,021 g/ml. Digunakan 5 ekor mencit untuk tiap kelompok perlakuan
dengan dosis 600 mg/kgBB.
0,5 ml x 5 ekor = 2,5 mi
Sehingga berat ekstrak yang dibutuhkan untuk 1 kelompok perlakuan ini
yaitu 0,021 g/ml x 2,5 ml = 0,0525 gram
Jadi ekstrak sebanyak 0,0525 gram yang dilarutkan dalam 2,5 ml aquades,
disondekan pada 5 ekor mencit masing-masing 0,5 ml untuk memperoleh
dosis sebesar 600 mg/kgBB.
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2. Dosis 1200 mg/kgBB

Dosis untuk 200 gram tikus = 200 g X 11233—0";“" =240 mg/200 g

Dosis untuk 20 gram mencit = 120 mg x faktor konversi
=240 mg x 0,14
= 33,6 mg

. n b trata—rat -
Dosis untuk 25 gram mencit = —————22 x dosis normal

berat normal

=2294336mg
209

=42 mg=0,042 g

Jadi konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk tiap ekor mencit yaitu

0,042 g/ml. Digunakan 5 ekor mencit untuk tiap kelompok perlakuan

dengan dosis 1200 mg/kgBB.

0,5 ml x5 ekor =2,5 ml

Sehingga berat ekstrak yang dibutuhkan untuk 1 kelompok perlakuan ini

yaitu 0,042 g/ml x 2,5 ml = 0,105 gram

Jadi ekstrak sebanyak 0,105 gram yang dilarutkan dalam 2,5 ml aquades,

disondekan pada 5 ekor mencit masing-masing 0,5 ml untuk memperoleh

dosis sebesar 1200 mg/kgBB.

2.2 Dosis Antibiotik Helixim

Dosis helixim untuk manusia sebesar 200 mg/kgBB, sehingga dosis untuk
mencit dikonversikan dari dosis manusia, yaitu:

200 mg/kgBB x 0,0026 = 0,52 mg/20 gBB = 0,00052 g/20 gBB.

Jadi diperoleh dosis 0,00052 g untuk satu ekor mencit. Volume yang
disondekan sebanyak 0,5 ml per mencit yang dilarutkan dengan aquades

Jadi konsentrasi helixim yang dibutuhkan untuk tiap ekor mencit yaitu
0,00052 g/ml. Digunakan 5 ekor mencit untuk tiap kelompok perlakuan

0,5 ml x5 ekor=2,5ml

Berat helixim yang dibutuhkan yaitu 0,00052 g/ml x 2,5 ml = 0,0013

gram.
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Lampiran 3. Uji Konfirmasi Bakteri Staphylococcus aureus

3.1 Hasil Uji Media Selektif

Gambar 4.1 Hasil uji konfirmasi
keberadaan S. aureus dalam darah
mencit (koloni ditunjukkan tanda =)
Keterangan:

N : Normal

K+ : Kontrol positif (antibiotik)

PO : Perlakuan dosis 0 mg/kg BB

P1 : Perlakuan dosis 600 mg/kg BB

P2 . Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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3.2 Hasil Uji Koagulase

Keterangan:

a: tidak terbentuk gel
(plasma di bawah tabung)

b: terbentuk gel
(plasma tetap berada di
dasar tabung)

Keterangan:

N : Normal

K+ : Kontrol positif (antibiotik)

PO : Perlakuan dosis 0 mg/kg BB

P1 : Perlakuan dosis 600 mg/kg BB
P2 : Perlakuan dosis 1200 mg/kg BB

\RY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

A

= ED#
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Lampiran 4. Data Hasil Pengamatan Histopatologi Hepar

4.1 Hasil Skoring Kerusakan Sel Hepar

a. Normal
Lapang pandang (n) Total | Nilai | Skor | Rata-
Ulangan | Skor 1 2 3 4 5 (n) | Skor | Total | rata
H 18 | 10 | 13 | 11 | 14 | 66 66
DP 0 7 4 6 4 21 42
! DH 2 2 2 1 0 7 21 153
N 0 1 1 2 2 6 24
H 14 | 13 | 14 |14 | 16 | 71 71
DP 1 4 5 5 2 17 34
g DH 3 2 0 0 2 7 21 °
N 2 1 1 1 0 5 20
H 6 | 14 | 14 | 15 | 14 | 63 63
DP 7 5 6 4 4 26 52
3 DH 0 0 0 0 0 0 0 159 | 152,80
N i s 0 il 2 11 44
H (S U2 T6] o) ¥1.8" Jwdt” 72
DP . 6 3 8 5 22 44
4 DH 0 il 0 0 0 1 3 139
N 0 1 1 1 2 5 20
H 10 | 11 | 5 | 12 | 11 | 49 49
DP 7 7 (14 | 8 8 44 88
> DH 1 1 0 0 0 2 6 16
N 2 1 1 1 1 6 24
Keterangan.
e Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N
e Dimana:H = sel hepatosit normal

DP = degenerasi Parenkimatosa
DH = degenerasi Hidropik
N = nekrosis
e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan
kemudian dibagi 5
e Contoh perhitungan :
Ulangan 1 =» total (n) : H=66, DP=21, DH=7, N=6
Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N
=66 +2(21) + 3(7) + 4(6)
=66+42+21+24
=153




b. Kontrol Antibiotik (K+)
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Lapang Pandang (n) Total | Nilai | Skor | Rata-
Ulangan | Skor 1 2 3 4 5 (n) | Skor | Total | rata
H 3 7 2 6 8 26 26
DP |16 | 13 |18 | 13 |11 | 71 142
! DH 0 0 0 0 1 1 3 179
N 1 0 0 1 0 2 8
H 8 | 13|13 |16 | 11 | 61 61
DP 6 2 7 0 8 23 46
2 DH 5 5 0| 4 1 15 45 156
N 1 0 0 0 0 1 4
H 10 |11 | 10 | 13 | 9 53 53
DP 9 O INIOSK I7 J 1620 [ 45 90
3 DH 1 0 0 0 0 1 3 150 | 154,60
N 0 0 0 0 1 i 4
H 13 | 11 | 14 | 14 | 15 | 67 67
DP 6 9 5 6 4 30 60
4 DH 1 0 1 0 i 3 9 136
N 0 0 0 0 0 0 0
H LUSLONE IS0 IS 4 SIS0 59
DP 6 Sk NN 6 33 66
> DH 4 0 0 i 0 5 15 152
N 0 it 0 1 1 3 12
Keterangan.

e Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N
= sel hepatosit normal
= degenerasi Parenkimatosa

e Dimana:H
DP

DH = degenerasi Hidropik

N = nekrosis

e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan
kemudian dibagi 5

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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c. Perlakuan dosis 0 (P0)

Lapang Pandang (n) Total | Nilai | Skor | Rata-
Ulangan | Skor 1 2 3 4 5 (n) | Skor | Total | rata
H 13 | 10 | 11 | 10 | 11 | 55 55
DP 6 8 0 9 8 31 62
! DH 1 1 5 1 0 8 24 165
N 0 1 4 0 1 6 24
H 5 9 9 4 9 36 36
DP 2 8 6 | 13 | 3 32 64
2 DH 9 3 4 3 7 26 78 202
N 4 0 1 0 1 6 24
H 5 5 7 7 7 31 31
DP 8 T 5 310, 33 66
€ DH 6 | 4 7 8 1 26 78 B0\ 18800
N 1 4 1 2 2 10 40
H 9 A o 9 L) 43 43
DP SRS 8 | 14 | 43 86
i DH 5 0 1 il 1 8 24 77
N 1 2 1 2 0 6 24
H [ 9 5 5 7 33 33
DP 9 |10 | 13 | 15 | 10 | 57 114
> DH 3 1 0 0 D 6 18 161
N 1 0 4 0 L 4 16
Keterangan.
e Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N
e Dimana:H = sel hepatosit normal

DP = degenerasi Parenkimatosa
DH = degenerasi Hidropik
N = nekrosis
e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan
kemudian dibagi 5

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



d. Perlakuan dosis 1 (P1)
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Lapang Pandang (n) Total | Nilai | Skor | Rata-
Ulangan | Skor 1 2 3 4 5 (n) Skor | Total | rata
H 16 | 12 | 12 | 11 | 11 62 62
DP 3 7 8 9 9 36 72
! DH 1 1 0 0 0 2 6 140
N 0 0 0 0 0 0 0
H Q™ | L1285 48 48
DP 9 7 8 7 |12 43 86
2 DH 1 0 0 0 2 3 9 167
N 1 2 0 2 1 6 24
H 10 | 11| 9 |14 | 11 55 55
BP A0 [ 9 NI, 16 6 42 84
3 DH 0 0 0 0 > > 5 149 | 152,00
N 0 0 0 0 1 1 4
H 7 sk Mo b g 54 54
DP |11 | 7 9 8 6 41 82
4 DH 1 0 1 0 i B 9 153
N 1 0 1 0 0 2 8
H LOAINLON NEN IR 43 55 55
DP 3 gh ' ES) S 9 42 84
> DH 0 0 0 0 0 0 0 =23
N 1 it 0 0 1 3 12
Keterangan.
e Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N
e Dimana:H = sel hepatosit normal

DP = degenerasi Parenkimatosa
DH = degenerasi Hidropik
N = nekrosis

e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan

kemudian dibagi 5

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



e. Perlakuan dosis 2 (P2)
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Lapang Pandang (n) Total | Nilai | Skor | Rata-
Ulangan | Skor 1 2 3 4 5 (n) | Skor | Total rata
H 15 1 13 | 14 | 11 | 10 63 63
DP 5 6 6 8 9 34 68
! DH 0 1 0 0 1 2 6 141
N 0 0 0 1 0 1 4
H 9 |10 | 11 | 13 | 11 54 54
DP 9 |10 | 9 7 9 44 88
2 DH 2 0 0 0 0 2 6 148
N 0 0 0 0 0 0 0
H 12 |10 | 11 | 11 | 11 55 55
DP 7 8 9 8 40 80
$ DH 0 1 1 0 1 3 9 A | 148.80
N 0 2 0 0 0 2 8
H )| ] i L2 N 48 48
DP | 10 | 12 | 12 | 8 9 51 102
4 DH 0 0 0 0 0 0 0 o
N 0 0 1 0 0 1 4
H L3NNI NaN R 45 58 58
DP 7 4 112 | 8 7 38 76
> DH 0 1 0 0 0 1 3 149
N 0 4 i 0 0 3 12
Keterangan.

e Nilai skor total = H + 2DP + 3DH + 4N

e Dimana:H

DP

= sel hepatosit normal
= degenerasi Parenkimatosa

DH = degenerasi Hidropik

N

= nekrosis

e Rata-rata skor total = skor total dari 5 ulangan pada perlakuan dijumlahkan
kemudian dibagi 5

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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4.2 Hasil Analisis Statistik Skoring Kerusakan Sel Hepar

a. Uji Normalitas dengan Kolmogorov Smirnov Test

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized Residual

N 25

Normal Parameters® Mean .0000000

Std. Deviation 19.09666201

Most Extreme Differences  Absolute .229

Positive .229

Negative -.102

Kolmogorov-Smirnov Z 1.146
Asymp. Sig. (2-tailed) (14\5)

—

a. Test distribution is Normal.

b. Uji Homogenitas Lavene

Test of Homogeneity of Variances

Kerusakan

Levene Statistic dfl df2 Sig.

——
2.214 4 20 (.104)
= |

c. Mean + Standard deviation

Descriptives
Ketusakan
95% Confidence Interval for
filean

H fean | St Deviation | Std Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum
o N A 18280 10918 4.883 139.24 166.36 139 167
K+ A 15460 16.682 £.969 136.25 173.95 136 179
FO i 18400 20,149 a0 162.98 213.02 165 215
F1 i 15200 4747 4,359 139.90 16410 140 167
P2 A 14880 4870 2223 142,63 15497 14 194
Total 25 | 14924 19,158 1832 151.33 167.15 136 215




d. One Way Anova Kerusakan Sel Hepar
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ANOVA
Kerusakan
Sum of Squares df Mean Square F Sig._
Between Groups 5257.760 4 1314.440 7.404 @
Within Groups 3550.800 20 177.540
Total 8808.560 24
e. Post Hoc Test
Kerusakan
Duncan
Subset
Perlakuan N
1 2
P2 5 148.80 (a)
P1 5 152.00 (a)
N 5 152.80 (a)
K+ 5 154.60 (a)
PO 5 188.00 (b)
Sig. .536 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 177.540.
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Lampiran 5. Data Hasil Pengamatan Histopatologi Limpa

5.1 Perhitungan Jumlah Megakaryosit pada Limpa

a. Kontrol Normal

Ulangan

Lapang Pandang 1 > 3 2 5
1 1 3 0 1 2

2 1 1 2 3 2

3 2 0 3 3 3

4 0 2 3 2 1

5 0 2 1 2 1

6 0 1 0 0 0

7 0 1 1 0 0

8 1 2 0 4 8

9 0 0 3 2 1

10 3 2 1 3 1

Total 8 14 14 20 19

Rata-rata 15,00
b. Kontrol Positif (Kontrol Antibiotik)
Ulangan

Lapang Pandang 1 5 39 2 5
1 0 0 0 1 1

2 0 1 0 1 0

3 1 2 1 0 0

4 1 1 0 1 2

5 4 0 0 1 5

6 4 0 0 0 1

7 2 0 0 2 0

8 3 1 0 2 2

9 2 0 0 1 1

10 1 0 0 0 5

Total 18 5 1 9 17

Rata-rata 10,00

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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e. Perlakuan dosis 2 (P2)

Ulangan

Lapang Pandang 1 > 3 2 5
1 5 1 1 2 1

2 7 2 1 1 2

3 4 5 2 3 3

4 5 2 0 2 4

5 5 3 1 3 1

6 3 4 1 2 2

7 0 2 2 2 1

8 1 2 2 3 0

9 2 1 1 2 0

10 0 2 0 2 0
Total 32 24 11 2 14

Rata-rata 20,60

5.2 Hasil Analisis Statistik Jumlah Megakaryosit di Limpa

a. Uji Normalitas dengan Kolmogorov Smirnov Test

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized
Residual

N 25
Normal Parameters® Mean .0000000]

?)t(f\'/iation 8.86993987
Most Extreme Absolute 132
Differences Positive 124

Negative -.132
Kolmogorov-Smirnov Z .662
Asymp. Sig. (2-tailed) @ )

a. Test distribution is Normal.
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b. Uji Homogenitas Lavene

Test of Homogeneity of Variances

118

Megakaryosit
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.652 4 20, (.063])
c. Mean * Standar Deviation
Descriptives
_enakanasit
85% Confidence Interval for
ilean
i fMean | Std. Devigtion | Std Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Madimum
| Marmal 5 15.00 4,795 2145 5,05 20,85 3 20
K+ § 10,00 7416 1317 79 19,21 1 18
R0 5 2200 13,583 B.075 £.13 3087 3 a7
F1 § 17.00 B.216 1674 B.40 7.20 § 24
F2 5 2060 B.355 3736 10.23 3097 11 kY,
Total % 1592 §.251 1.850 13.10 20.74 1 a7
d. One Way Anova
ANOVA
Megakaryosit
Sum of
Squares df Mean Square| F Sig.
Between
454.640 4 113.660( 1.421 (-263)
Groups
Within Groups 1599.200 20 79.960
Total 2053.840 24
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Lampiran 6. Dokumentasi Alat Penelitian

PERALATAN PEMBUATAN EKSTRAK

Labu ekstraksi Kulkas penyimpanan Oven

PERALATAN DALAM UJI MIKROBIOLOGI (PEMBUATAN MEDIA,
STERILISASI, PEMBUATAN SUSPENSI BAKTERI, UJI KONFIRMASI)

Neraca analitik Mikropipet

R
B

Blue tlp o Mikrotube Sentrifuge

\RY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

A

LIBR/

CENTRA

=
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Erlenmeyer

Tissue dan Bunsen

Laminar Air Flow

Cawan Petri Autoklaf

Kulkas Botol Flakon

PERALATAN CEKOK

Sonde lambung

PERALATAN INJEKSI

Spuit 1 cc

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

- ‘j A ‘j

N\

* = R
CENT
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PERALATAN PEMBUATAN PREPARAT
Q

Tissue-Tek “TEC” Kaca Objek

PERALATAN BEDAH PERALATAN PENGAMATAN

R PREPARAT

Mikroskop dan Komputer

Alat diseksi

PERALATAN AKLIMATISASI

Pakan pellet, Serbuk, Kandang, dan Air Minum

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

ENTF



Lampiran 7. Dokumentasi Bahan Penelitian
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Simplisia biji alpukat

BAHAN UNTUK E

K

%A

Biji Alpukat

STRAKSI

Etanol 96%

Aquades

Plastik

Alkohol

BAHAN UNTUK UJI MIKROBIOLOGI

Kapas

Aluminium Foil

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

CENTR
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BAHAN UNTUK TERAPI

" B Y \
Antibiotik Helixim Ekstrak Etanol Biji Alpukat

BAHAN UNTUK PEMBUATAN PREPARAT

XYLOL Y
:gﬁ PROFESSIONALUES

TS n R
1
-y Y

Formalin

Hematoxylin Alkohol

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

CENTR
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Lampiran 8. Dokumentasi Proses Penelitian

PROSES PEMBUATAN EKSTRAK BIJI ALPUKAT
A

v

PROSES PEMBUA::I'AJ;_N SUSPENSI BAKTERI

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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PROSES PENGECEKAN JUMLAH KOLONI BAKTERI

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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PROSES PEMBERIAN TERAPI

PROSES DISLOKASI DAN PENGAMBILAN SAMPEL ORGAN

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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