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Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap Profil Leukosit dan Sel CD4+
Mus musculus

Nur Izzah Analisa, Bayyinatul Muchtaromah dan Mujahidin Ahmad

ABSTRAK

Imunomodulator adalah bahan yang tepat yang digunakan untuk memberikan
pengaruh terhadap sistem imun. Imunomodulator dapat bertindak sebagai
imunostimulasi atau imunosupresi terhadap aktivitas sistem imun, baik aktivitas
yang terkait respon imun non spesifik atau respon imun spesifik. Respon imun non
spesifik adalah respon pertama terhadap antigen yang menyerang, yaitu leukosit.
Sedangkan respon imun adaptif memiliki kemampuan secara khusus mengenali
antigen dan mengingatnya apabila terserang kembali, yaitu sel CD4+. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi
ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap profil
leukosit dan sel CD4+ Mus musculus. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium menggunakan rancangan acak kelompok (RAK)
dengan 5 perlakuan dan 6 ulangan. Kelompok perlakuan yaitu K- (Kelompok tanpa
perlakuan), P1 (Nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 25 mg/kgBB), P2
(Nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 50 mg/kgBB), P3 (Jamu subur kandungan
dosis 75 mg/kgBB) dan P4 (Klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB). Parameter dalam
penelitian ini meliputi jumlah total leukosit, jenis leukosit dan jumlah relatif sel
CD4+. Data yang memenuhi asumsi parametrik seperti data terdistribusi normal
dan homogen akan dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA dan jika terdapat
perbedaan yang signifikan, maka dilanjutkan dengan uji Duncan. Sedangkan untuk
data yang tidak memenuhi asumsi parametrik, maka dilakukan analisis non
parametrik. Hasil uji statistik menunjukkan bahwa pemberian nanopartikel
kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus dosis 25 mg/kgBB dan
50 mg/kgBB mampu menekan reaksi inflamasi dengan menurunkan jumlah total
leukosit. Namun, pada hitung jenis leukosit mampu mempertahankan persentase
jenis leukosit neutrofil, basofil dan eosinofil dalam kondisi normal. Pada dosis 50
mg/kgBB menurunkan persentase limfosit. Sedangkan pada monosit, semua
rentang dosis mampu meningkatkan jumlahnya. Hasil statistik jumlah relatif sel
CD4+ pada dosis 25 mg/kgBB menunjukkan efek imunostimulan dengan
meningkatkan kadar sel CD4+.

Kata kunci: Imunomodulator, Nanopartikel, Allium sativum, Curcuma mangga,
Acorus calamus, Leukosit, Sel CD4+.



Immunomodulatory Activity of Extracts Combination Nanoparticle of Allium
sativum, Curcuma mangga and Acorus calamus on Leukocyte Profile and CD4
+ Cell of Mus musculus

Nur lIzzah Analisa, Bayyinatul Muchtaromah dan Mujahidin Ahmad

ABSTRACT

An immunomodulator is a substance used to influence on the immune
system. Immunomodulator can act as immunostimulant or immunosuppressant
against immune system activity, either activity that is related to non-specific
immune responses or specific immune responses. The non-specific immune
response is the first response against attacking antigen, namely leukocytes. The
specific immune response has the special ability to recognize antigens, particularly
when they are attacked again, namely CD4+ cell. This research aims to determine
the immunomodulatory activity of the extracts combination nanoparticle of Allium
sativum, Curcuma mangga and Acorus calamus on the leukocytes profile and
CD4+ cell of Mus musculus. This research is experimental laboratory research
using a randomized block design (RBD) with 5 treatments and 6 repetitions. The
treatment groups were K- (untreated group), P1 (extracts combination nanoparticle
dose 25 mg/kgBW), P2 (extracts combination nanoparticle dose 50 mg/kgBW), P3
(subur kandungan herbal medicine dose 75 mg/kgBW) and P4 (Clomiphene citrate
dose 0.9 mg/kgBW). The parameters of this research included the total number of
leukocytes, types of leukocytes and the relative number of CD4+ cells. Data that
fulfills the parametric assumptions, such as normally distributed data and
homogeneous data will be examined using the One Way Anova test, and, if there is
a significant difference, it will be processed with the Duncan test. The data that
does not fulfill the parametric assumptions, a non-parametric analysis will be
performed. The statistic test results showed that administration of the extracts
combination nanoparticle of Allium sativum sativum, Curcuma mangga and Acorus
calamus at doses of 25 mg/kgBW and 50 mg/kgBW could suppress the
inflammatory reaction by decreasing the total number of leukocytes. However, the
types of leukocytes count can maintain the percentage of neutrophil, basophil and
eosinophil types in normal conditions. At a dose of 50 mg/kgBW could decreases
the percentage of lymphocytes. Whereas for monocytes, all dosage ranges can
increase its percentage. The statistic test results of the relative number of CD4+ cell
at a dose of 25 mg/kgBW showed an immunostimulant effect by increasing the
levels of CD4+ cell.

Keywords: Immunomodulator, Nanoparticles, Allium sativum, Curcuma mangga,
Acorus calamus, Leukocytes, CD4 + Cells.



(Allium sativiumy s st ¢ 51 23LY) 4 51 Slogudd 266U YRl 2fats
(Acorus calamusy . p3SY s SNy (Curcuma manggay 4\ s S
oLzl @+ (CD4) ¢ s ¢ aldly ol ol SO Gll) 2

Al cptals g2l By LUl 350 )y

gadlal)

il o2 Al il oVl e (Ko aslll pl i Aedsand) 2l SsU) s 2l oYl
el b Bl Altal law® péy daasd) 2ol AlYU gl G ks L el sl
Bold) 5aal W 23S Blad) Blbrnl Ly LGl ol SO o slall Wgs pgme 52 L5 dlnea)
ol e BV 4+ (CDAy £ 5 = a6 V15l o gomdl el oo s S5 sLiall W gn 2l
oIS s SV 2 WS Sy il ool B3NS ) Sl 2oLl VL Alasil 23 5l
@ Eodl ol e L0l 3+ (CD4y s 2 2l )l ol S Ll 2
Sy B,y =8 s Al B LY ey Al e i) B8 ¢yl sl el
pRben) YO (RSN ey s de AL U Slepd) e el VO (il
O 3 ol B8 A o 1 e OLasW) YO () 2 S Nl et B8 A U ek e
@ LAl ST Bl SN B L e de AL e ST ol ) €02 (o) 25k \ s
L HCDA 5 2 2oty 2 GL S g 5y 2l ol S dsset o s5f o) s
Ay o) il Lhdd g lnall el o5l SUL e i e oLl BV 3l ) )
Jos b Sl BY Ly s o5 ) oLy L 0SS el e enas 1S Ky Ll 0 Uy
poiile ool 4l Slandl e alsiis slasl Ol Jlas Y LoVl s gl Zalas fb Ll
52 S oS\t ety 215 LS\l sy i e 1 e pDS) ey S5 52U (57 S
el o BUA e adl Sl S g Olnad . adl S d g ol ) e 3,
et B AL b Ka oladdly dasll W, oVl el oL S g sl
B o sz 180 5l ae ) Bls 3 LS Slally il 2l L 612 LS\ i
1k 2 S \de ey s e A (3 +8(CD4y 5 £ oaslall ol s el Slasl

HCDAye s 7 aelll jluie 18 2 ol

S Gll) 2 SIS ey SV gy AU 0SSy sl ol U5 VARl ¢ e 2SS
+CD4y ¢ 5 z By 2

Xi



KATA PENGANTAR

Bismillahirrahmanirrahim, Alhamdulillah puji syukur kehadirat Ilahi Rabbi
yang telah memberikan nikmat, rahmat dan ridhoNya. Sholawat bermutiarakan
salam senantiasa tercurahkan kepada baginda suri tauladan, Nabi Muhammad
SAW, karena berkat syafaat sholawatnya-lah naskah skripsi yang berjudul
“Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap Profil Leukosit dan Sel CD4+ Mus
musculus” dapat terselesaikan dengan baik.

Menuntut ilmu tidaklah hanya sampai di sini, melainkan akan berlanjut hingga
ke liang lahat. Namun, setetes ilmu yang dimiliki penulis ini semoga dapat
memberikan manfaat yang luar biasa dan pahala yang terus mengalir. Penulis juga
menyadari bahwa mustahil skripsi ini selesai tanpa bantuan baik moriil, materiil
bahkan spiritual dari pihak lain. Oleh karena itu penulis mengucapkan berjuta
terima kasih kepada:

1. Prof. Dr. H. Mudjia Raharjo, M.Si dan Prof. Dr. H. Abd. Haris, M.Ag, selaku
rektor Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang yang menjabat
selama penulis mengenyam pendidikan di kampus ini.

2. Dr. Sri Harini, M.Si, selaku Dekan Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3. Dr. Evika Sandi Savitri, M.P. selaku Ketua Program Studi Biologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

4. Prof. Dr. drh. Hj. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si, selaku dosen pembimbing
skripsi, sekaligus orang tua yang penuh dengan kasih sayang, kesabaran dan
kepeduliannya dalam memberikan waktu luang, bimbingan, arahan, doa,
motivasi dan materi untuk penulis sehingga skripsi ini terselesaikan dengan
sempurna.

5. Mujahidin Ahmad, M.Sc, selaku dosen pembimbing agama yang penuh dengan
kesabaran memberikan bimbingan dan arahan tentang integrasi sains dan Al-

Quran yang berkaitan dengan skripsi ini.

xii



10

11.

12.

13.

14.

15.

Dr. Hj. Retno Susilowati, M.Si dan Dr. Kiptiyah, M.Si, selaku dosen penguji
sekaligus sebagai orang tua yang telah memberikan ilmu, arahan, dan saran

dalam skripsi ini.

. Dr. Hj. Ulfah Utami, selaku dosen wali selama mengenyam pendidikan S1

Biologi UIN Malang dan telah mendukung akademik penulis.

Kedua Orang Tua, H. M. Arkanuddin Hammar dan Hj. Artifah Hammar, ucapan
terima kasih tertinggi untuk mereka berdua yang telah melahirkan penulis dan
berkat doa hebatnya sehingga skripsi ini terselesaikan.

Saudara kandung, H. M. Nurul Fattah, Hj. Lu’luin Khoiroh, H. M. Firdaus

Analis, semua kakak ipar, keponakan, nenek dan anggota keluarga lainnya.

. Fitriyah, M.Si, selaku dosen Biologi yang telah berbagi ilmunya dan selalu

perhatian dalam segala hal dengan penulis

M. Basyarudin, M.Si, selaku Laboran Fisiologi Hewan Program Studi Biologi
yang selalu membantu peneliti selama penelitian ini.

Seluruh dosen Biologi, laboran dan staff Program Studi Biologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Rekan-rekan penelitian “Nanopartikel Subur Kandungan® yang sama-sama
berjuang untuk menyelesaikan penelitian ini di tengah pandemi COVID-19.
Teman-teman Biologi Gading Putih 2016, khususnya Biologi B (KB3
Samawa’16) yang telah membersamai, saling bertukar pikiran, canda dan tawa
selama kurang lebih 4 tahun.

Seluruh pihak yang turut membantu dalam penyelesaian penelitian dan skripsi

ini.

Dengan demikian, penulis berharap semoga yang ditulis dalam skripsi ini

menjadikan kemanfaatan dan keberkahan untuk semua pihak, baik pembaca maupun

penulis. Aamiin Ya Rabbal Alamiin.

Malang, 1 November 2020

Penulis

Xiii



DAFTAR ISI

COVER et i
HALAMAN PERSETUJUAN.......ooit ittt iii
HALAMAN PENGESAHAN ..ottt iv
HALAMAN PERSEMBAHAN.......ooiiiieit sttt %
IMIOTTO ittt bbbt bbbt e et b et b e b e e neenes Vi
SURAT PERNYATAAN ..ottt bt vii
PEDOMAN PENGGUNAAN SKRIPSI ..ot viii
ABSTRAK .ottt ettt re e neereeneenes iX
ABSTRACT ettt st b e beare e et e bbb renre s X
URALAIL ettt a e nrers Xi
KATA PENGANTAR ..ottt Xii
DAFTAR IS ..ottt ettt sneana e enes Xiv
DAFTAR TABEL ..ottt Xvii
DAFTAR GAMBAR ...t xviii
DAFTAR LAMPIRAN ...ttt XX
BAB | PENDAHULUAN ...ttt 1
1.1 Latar BelaKang .......cccoooiiiiiiiiiieee e 1
1.3 TUjuan Penelitian..........ccocoiiiiiiiieiee e 9
1.4 HIpotesis PENEIITIAN........cooiiiiieieee e 10
1.5 Manfaat Penelitian. ... 10
1.6 Batasan Masalah..........cccciiiiiiiiiiii e 10
BAB Il KAJIAN PUSTAKA ..ottt 11
2.1 Allium sativum (Bawang PUtIN) .......cccoriiiriieeieee e 11
2.1.1 Tinjauan Umum Tentang AHlium sativum ..........ccccooviiieienienencee e 11
2.1.2 Klasifikasi A. SALIVUM ........ccooiiiiiiiiiie e e 13
2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia A. SatiVUmM..........cccceovvriieieeiesie e 13
2.1.4 Khasiat A. SAIVUM ......cooiiiieiicie e 16

2.2 Curcuma mangga (Temu Mangga) .......ccceeererererenieeiene e 18
2.2.1 Tinjauan Umum Curcuma mMangga ........ccveerveerreeeireesineesseesineessessneessesns 18
2.2.2 Klasifikasi C. MaNQQa........cceoveiuiiieiieiieie e 20
2.2.3 Kandungan Senyawa Kimia C. mangga.......c.ccccevvrveervenesineseeseeneesnens 21
2.2.4 KNaSiat C. MANGJA.......ciereeieieieriesie sttt 21

2.3 AcOrus Calamus (JEITNGAU) ....cveververieriiriieiieieee sttt 23
2.3.1 Tinjauan umum ACOrUS CalamUS .........ccccoveiiiieiie e 23
2.3.2 Klasifikasi A. CAlAMUS ........ccoiiiiiiiinisie e 28
2.3.3 Kandungan Senyawa Kimia A. calamus.........c.ccoccvvveviveresiesiiesie e 28
2.3.4 Khasiat A. CAIAMUS .......ooiiiieiiecce e 30

2.4 Jamu SUbUr KanAUGAN .........ccooiiiiiiiiee e 31
2.5 KIOMITEN SITIAL......ooiiiiiiie s 33

Xiv



2.0 B STTAKSE .ttt st n e e e nnnnnnnnnnen 36

2.6.1 Metode EKSIraKSi .......ccueveieieierie e 38
2.6.2 Pelarut ETanOL..........ccooiiiiiiiiiee e 43
2.7 NaNOPAITIKEL ..o s 44
2.8 KITOSAN ...ttt ettt r et re e be e re e 48
2.8.1 Nanopartikel Tersalut KitoSan...........ccooveiiriieiiiiiine e 51
2.9 MenCit (MUS MUSCUIUS) .....eeivieiiiiiiee ettt 52
2.9.1 Klasifikasi Mencit (MUS MUSCUIUS) .....cc.ecververieiieieeie e 52
2.9.2 Deskripsi Umum Mencit (M. mUSCUIUS).........cccooeiiiinininiiiccc e 52
2.9.3 Reproduksi M. musCUIUS BetiNg ..........cccvviiiiieiiienicnc e 55
2.9.4 STKIUS ESEIUS ...c.veivviiiieiiieie ettt 56
2.10 SiKIUS HOMMONAL ... e 60
2. 11 SISEEM IMUN ..ottt et 62
2.12 RESPON TMUN ...ttt 65
2.12.1 Respon Imun NON SPESIfiK ... 65
2.12.2 Respon IMun SPESITIK.......c.ooviiiiiiiiiee e 66
2. 13 LEUKOSIT ...ttt b 69
2. 131 NEULIOTIl. .o e 70
2.13.2 EOSINOTIL....ciiiieeeec e 71
2.13.3 BASOTIl...ccueiiiieiieece e 71
A R Y o] [0 ] USRS 72
2.13.5 LIMTOSIT....coviiiiieiii e 73
2. 14 SEICDAH ..ot e 75
2.15 IMUNOMOAUIALON .....eevviiiieciiee e e 76
2.15.2 IMUNOSEIMUIASE. ... e s 77
2.15.2 IMUNOSUPTESI....ecuveiiieiireieetee st ee st e ste et eeste e ta e e sreesaeeneesreenreenes 78
2.15.3 IMUNOIESIOTAS ..ouvevveviiiiiiietieie ettt 78
2.16 Mekanisme Imunomodulator A. sativum, C. mangga dan A. calamus......... 78
2.17 FIOWSITOME . ..cveiiiieieciie et ne s 84
BAB [l METODE PENELITIAN ..ottt 87
3.1 Rancangan Penelitian ..........ccccovieieiieii e 87
3.2 Variabel Penelitian ..o 87
3.3 Tempat dan Waktu penelitian............ccooeviririiiiiii e 87
3.4 Populasi dan SAMPEL.........ccooiiiiiiei e 88
3.5 Alat dan Bahan ..........couiiiiiie e 88
S5 L ABAL. e e 88
35,2 BANAN .. 89
3.6 Prosedur PeNEIIIAN..........c.oiieiie e 89
3.6.1 Persiapan Hewan Coba ... 89
3.6.2 Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak A. sativum, C. mangga dan
AL CAIAMUS.....ceieee ettt ettt b sbe b 90
3.6.3 Penentuan SiKIUS ESIIUS.........ccccoiiiiiiiieieie et 92

XV



3.6.4 Perhitungan Jumlah dan Jenis LeUKOSIt............ccccoviiiiiiniciccc e 92
3.6.5 Analisis Flowsitometri Kadar CD4+ .........ccooviiiieieneieneceseeeeie e, 94
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN. ..ot 97
4.1 Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus terhadap Profil Leukosit pada Mencit (Mus
MUSCUIUS). ..ttt sttt 97

4.2 Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus terhadap Sel CD4+ pada Mencit (Mus

MUSCUIUS). ..ttt e 113

4.3 Kajian Al-Qur’an dan Hadits Mengenai Hasil Penelitian...............ccccco.e.. 118
BAB V PENUTUP ..ottt e 122
5.1 SIMPUIAN......eeieiieiee et e et et e ee e e reenas 122
D.2 SAMAN ...t 122
DAFTAR PUSTAKA .ttt e 124
LAMPIRAN ...ttt ettt ettt ettt enene e en s 155

XVi



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1 Perubahan sel epitel vagina M. musculus pada saat siklus estrus......... 59
Tabel 3.1 Gambar dan Ciri-Ciri [@UKOSIt .........cccoviiiiiiiiiie e 93
Tabel 4.1 Aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi ekstrak A.
sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan terhadap jumlah
total leukosit M. MUSCUIUS.........coouiiiiiieie e 99
Tabel 4.2 Aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi ekstrak A.
sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan terhadap hitung
jenis leukoSit M. MUSCUIUS ........coviiiieieiec e 102
Tabel 4.3 Aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi ekstrak A.
sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan terhadap jumlah
relatif sel CD4+ M. MUSCUIUS........c.ociiiiiriiiinieeee s 114

XVii



DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.1 UmDi A. SAHIVUM ........coooiiiiieieeese e 13
Gambar 2.2 Biosintesis allicin dari A. Sativum ...........ccccevvevviiniineie e 15
Gambar 2.3 Morfologi C. MANQA.......cccoiiririiiririeiee e 20
Gambar 2.4 Morfologi A. CRIAMUS .......cceoiiiiiiie s 27
Gambar 2.5 Fitokonstituen A. Calamus.........cccooovviiiiiiiniee e 29
Gambar 2.6 Jamu subur kandungan Ribkah Jokotole .............cccooeviviieiieincnenne. 33
Gambar 2.7 Mekanisme kerja Klomifen Sitrat..........ccoccoovvieiiiinencienisesens 35
Gambar 2.8 Komponen obat KIomifen Sitrat ............ccoocooviiieiiicnciieseces 36
Gambar 2.9 PErCOIAtOr ........ccooiiiieiieiesee e 39
Gambar 2.10 Ekstraktor soklet tradiSional ............ccccovviiiiiiiiiniic s 40
Gambar 2.11 MeSIN UAE ...ttt 42
Gambar 2.12 Metode pembuatan nanopartikel ..., 45
Gambar 2.13 Distribusi obat konvensional vs obat nanopartikel setelah
pemberian oral pada ManUSIA...........cccccvveieerieieeieere e 48
Gambar 2.14 Struktur kimia Kitin dan KitoSan .............ccoovveiinnene s 49
Gambar 2.15 Formasi nanopartikel kitosan metode gelasi ionik............cc.ccevuee. 52
Gambar 2.16 Morfologi MENCIT .......ccviieieiee e 56
Gambar 2.17 Tahap PrOEStIUS ........covveeeiieieeie e 57
Gambar 2.18 Tahap ESIIUS ......ccveieeieeeciec e 57
Gambar 2.19 Tahap MELESLIUS .......ccveierieiieie e 58
Gambar 2.20 Tahap IESTIUS ........cviiiieieieieiee e 59
Gambar 2.21 Mekanisme respon imun bawaan dan adaptif ............c.cccocerennnne. 66
Gambar 2.22 Interaksi antigen presenting cell dengan sel T ......cccovevviieivinenee. 67
Gambar 2.23 Respon imun seluler dan humoral.............ccccoovviiiiieic e, 68
Gambar 2.24 NEULIOTIl ........oovieee s 70
Gambar 2.25 EOSINOTIl ....c.ooiiiiie s 71
Gambar 2.26 BaSOFil ........ccccooiiiiiiieie e 72
GaMDAN 2.27 IMONOSIT......cviiiiiiiiiiese et bbb 72
Gambar 2.28 LIMFOSIT .......c.ccoveieiieiiee e 73
Gambar 2.29 Kluster sel CD4+ dan SitoKiNNya ...........ccocvvviiiinincieniscsiees 76

Xviii



Gambar 2.30 Skema interaksi flavonid melalui jalur pensinyalan sel .................. 80

Gambar 2.31 Molekul yang terlibat dalam fungsi sel CD4+ ..........cccccceevevvennnne. 81
Gambar 2.32 Proliferasi dan diferensiasi Sel T ........ccoovivviiiiiinnene s 82
Gambar 2.33 Perkembangan subset Thl, Th2 dan Th17.......c.cccoviiiiiieiivinnne. 83
Gambar 2.34 Regulasi sel Th1 dan Th2.......c.ccooiiiiiiiie s 84
Gambar 2.35 Skema sederhana flOwSItOMEtr .........ccocoveiieiiiinnineee 86
Gambar 4.1 Grafik rerata jumlah total leukosit M. musculus ............cccccoeevennenee. 99
Gambar 4.2 Grafik rerata hitung jenis leukosit M. musculus ............cccccvevvvnneee. 103
Gambar 4.3 Bentuk morfologi jenis 1eUKOSIT............coovviiiriiieiec e, 112
Gambar 4.4 Grafik rerata jumlah relatif sel CD4+ M. musculus ...........c..co...... 115
Gambar 4.5 Hasil analisis flowsitometri jumlah relatif sel CD4+ ..................... 115

XiX



DAFTAR LAMPIRAN

Lo AUF PENEIITIAN ......ueeiice et 155
2. Data jumlah total IEUKOSIT...........coeriiiiiiii e 156
3. Data jumlah hitung jenis Neutrofil ... 156
4. Data jumlah hitung jenis basofil ............ccooiiiiiii 156
5. Data jumlah hitung jenis e0oSINOTil .........ccccooieiiiiiiiiie e 157
6. Data jumlah hitung jenis IMFOSIt .........ccccovieiiiii e 157
7. Data jumlah hitung JenisS MONOSIT ........ccccoviiiiiiieie e 157
8. Data jumlah relatif SEl CDA+......c..cvviiieiiieceeeeee e 158
9. Perhitungan statistik jumlah total leukosit ............c.ccccoviiiiieiiiic e 158
10. Perhitungan statistik jumlah hitung jenis leukosit ..........ccccoceeveiiieiiiieiinnne 160
11. Perhitungan statistik jumlah relatif sel CD4+ .......ccccovvevieveeeceee e 164
12. Perhitungan dOSIS .........coooiiiiiiiiieiesie s 166
13. Dokumentasi penelitian ...........ccccooieiiiiii i 168

XX



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Masyarakat di dunia mulai menyadari akan pentingnya menjaga kesehatan
(Susanti & Kholisoh, 2018), meskipun menjaga kesehatan adalah pekerjaan yang
tidak mudah (Subarjana, 2012). Kesehatan merupakan bagian penting dalam
kehidupan. Kesehatan dapat diartikan sebagai keadaan fisik, mental dan sosial
yang terhindar dari berbagai penyakit, sehingga aktivitas yang ada di dalamnya
dapat berjalan dengan optimal. Kesehatan yang optimal ini dapat dicapai dengan
pola hidup yang sehat (Susanti & Kholisoh, 2018).

Pola hidup sehat adalah pola hidup masyarakat yang menerapkan berbagai
aspek kesehatan, seperti menjaga kebugaran fisik, mengkonsumsi nutrisi yang
cukup, mengelola kebersihan dan kesehatan lingkungan. Pola hidup dapat
menentukan kesehatan tubuh dan kualitas hidup seseorang. Masyarakat yang
memiliki pola hidup sehat akan melakukan berbagai macam aktivitas (Susanti &
Kholisoh, 2018), dengan memperhatikan faktor-faktor yang mempengaruhi
kesehatan tubuhnya, seperti lingkungan, perilaku atau pola hidup, pelayanan
kesehatan dan genetik. Faktor lingkungan meliputi lingkungan fisik, biologi,
sosial, budaya, ekonomi dan lain sebagainya. Faktor perilaku atau gaya hidup
meliputi sikap dan perilaku pentingnya menjaga kesehatan, sedangkan faktor
genetik meliputi imunitas tubuh dan faktor pelayanan kesehatan meliputi
pencegahan, pengobatan serta perawatan (Hapsari, dkk., 2009). Masyarakat yang
memperhatikan faktor-faktor tersebut, maka mereka tidak akan mudah terserang
penyakit (Susanti & Kholisoh, 2018).

Tubuh yang sehat tidak akan terlepas dari sistem imun yang seimbang.
Sistem imun merupakan sistem pertahanan tubuh yang terdiri atas sel-sel imun
yang melakukan berbagai interaksi kompleks di dalamnya. Sel-sel imun mampu
membedakan antigen yang perlu dimusnahkan dan yang tidak perlu dimusnahkan
(Abood, 2017). Sel-sel imun ini tersebar di seluruh tubuh, baik dalam darah,



jaringan epitel, jaringan ikat, sumsum tulang, limpa, timus dan nodus limfe
(Mescher, 2012).

Sel-sel imun tersebut memiliki respon terhadap rangsangan sesuai dengan
peran dan sifatnya masing-masing (Yasirin, dkk., 2014). Secara umum, sistem
imun dibagi menjadi dua, yaitu sistem imun non spesifik dan sistem imun spesifik
(Dillasamola, dkk., 2019). Sistem imun non spesifik akan merespon antigen
dengan cepat namun tidak terspesialisasi, sehingga kurang efektif dibandingkan
dengan sistem imun spesifik. Sistem imun spesifik memiliki kemampuan secara
khusus mengenali antigen dan mengingatnya apabila terserang kembali
(Romagnani, 2000).

Salah satu sel yang termasuk dalam sistem imun non spesifik adalah
leukosit (sel darah putih) (Romagnani, 2000). Leukosit merupakan komponen
darah yang memiliki peran penting dalam sistem imun, seperti menjaga
keseimbangan sistem imun dan menjadi pelindung pertama tubuh dalam
memerangi antigen (Al-Dulaimi, dkk., 2018). Oleh karena itu, analisis struktur
leukosit menjadi penting dalam menentukan kondisi suatu individu (Putzu &
Ruberto, 2013). Jumlah leukosit dan persentase dari masing-masing jenis leukosit
dianggap sebagai komponen kunci dari sistem imun karena sebagai pembangun
utama respon imun (Shabbir, dkk., 2016). Leukosit ini terdiri atas dua tipe yaitu
granulosit dan agranulosit. Leukosit granulosit meliputi neutrofil, basofil dan
eosinofil, sedangkan leukosit agranulosit terdiri atas limfosit dan monosit (Putzu
& Ruberto, 2013).

Limfosit merupakan bagian dari sistem imun spesifik. Limfosit terdiri atas
dua jenis yaitu sel T dan B (Romagnani, 2000). Limfosit dapat ditemukan di
limpa. Limpa memiliki fungsi memfiltrasi darah dan menangkap antigen yang
masuk dalam sirkulasi darah, sehingga dengan cepat direspon secara sistemik.
(Lydyard, dkk., 2004; Makiyah & Wardhani, 2017; Mitasari, dkk., 2017). Sel T
sangat penting dalam pengenalan antigen dan koordinasi respon imun. Sel T
memiliki beberapa subtipe yang mengkoordinasikan berbagai jenis respons imun,
antara lain sel T sitotoksik yang mengandung reseptor CD8+ (Cluster of

Differentation 8), yang terlibat dalam pembunuhan secara langsung terhadap sel



yang rusak atau sel yang terinfeksi dan sel T helper (Th) yang mengandung
reseptor CD4+ (Cluster of Differentation 4) (Romagnani, 2000).

Sel CD4+ merupakan pemeran penting dalam sistem imun spesifik, karena
sel ini sebagai perantara untuk subset limfosit lainnya serta berfungsi sebagai
efektor secara langsung melalui kontak sel ke sel melalui produksi sitokin dan
kemokin (Swain, dkk., 2006). Kemampuan multi-tasking tersebut merupakan
fakta bahwa populasi sel CD4+ secara fungsional dapat muncul sebagai respon
imun, tergantung pada kondisi yang dihadapi (Van Leeuwen, dkk., 2009). Sel
CD4+ terbagi menjadi beberapa subtipe berdasarkan sitokin  yang
disekresikannya, umumnya yaitu Thl (T helper type 1) dan Th2 (T helper type 2).
Th1 merupakan sel CD4+ yang mensekresikan sitokin sebagai respon imun akibat
inflamasi, sitokin ini antara lain IL-1, IL-2, IFN y, TNF a dan lain sebagainya,
sedangkan sel CD4+ Th2 lebih mempresentasikan sitokin anti-inflamasi yang
meliputi IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 dan lain sebagainya (Chang, 2011).

Respon imun ini dibutuhkan untuk tetap mempertahankan keseimbangan
dalam tubuh (Kumala, dkk., 2004) dan menjaga tubuh yang sehat dari faktor-
faktor yang memicu penyakit (Ibrahim & EI-Sayed, 2016). Manusia setiap hari di
kelilingi oleh berjuta-juta mikroba patogen yang dapat memasuki tubuhnya
dengan berbagai cara dan hampir semua mikroba tersebut dapat dimusnahkan oleh
sistem imun tubuh. Namun, terkadang ada patogen yang mampu lolos dari
serangan sistem imun tersebut. Hal ini terjadi akibat ketidakseimbangan sistem
imun tubuh dalam merespon benda asing (Sudiono, 2014).

Ketidakseimbangan sistem imun dapat menyebabkan kegagalan sel-sel
imun dalam menyerang patogen atau ketidakmampuan sel-sel imun mengenali sel
diri, sehingga dapat menyebabkan berbagai penyakit (Calder, 2013). Oleh karena
itu, agar terhindar dari berbagai macam penyakit yang terkait sistem imun, maka
perlu dilakukan pencegahan dini atau pengobatan yang tepat. Hal ini sesuai

dengan Hadits Rasulullah Saw yang diriwayatkan oleh Imam Muslim berikut ini:
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Artinya: “Semua penyakit pasti ada obatnya, jika sesuai antara obat dan
penyakitnya, maka dengan izin Allah akan sembuh.” (H.R. Imam
Muslim).

Hadits di atas menunjukkan bahwa apabila Allah menurunkan suatu
penyakit pada seseorang, maka Allah juga memberikannya obat yang dapat
menyembuhkannya. Obat tersebut tentunya diperoleh dengan berusaha, seperti
berobat ke dokter atau usaha lainnya, serta penggunaan obat tersebut harus sesuai
dengan penyakit yang diderita dengan dosis tertentu pula (Al-Jauziyah, 2000).
Sebagaimana ditegaskan pula oleh Nabi Ibrahim As. dalam Al-Qur’an surah Asy-
Syu’ara ayat 80 terkait penyembuhan, yang bukan berarti upaya manusia tidak
dibutuhkan lagi. Banyak hadits dari Nabi Muhammad Saw. yang telah
memerintahkan ummatnya untuk berobat (Shihab, 2002). Pencegahan dan
pengobatan terhadap penyakit dapat diupayakan dengan menjaga keseimbangan
aktivitas sistem imun. Menjaga keseimbangan aktivitas sistem imun dapat
dilakukan dengan mengkonsumsi berbagai macam ramuan herbal yang berkhasiat
sebagai imunomodulator (Kumala, dkk., 2004).

Imunomodulator adalah bahan yang tepat yang digunakan untuk
memulihkan ketidakseimbangan sistem imun baik non spesifik maupun spesifik
(Wahyuni, dkk., 2019). Ada dua jenis imunomodulator tergantung pada
pengaruhnya, vyaitu imunostimulator dan imunosupresor. Imunostimulator
merupakan bahan yang dapat memberikan efek meningkatkan sistem imun baik
dalam kondisi sehat maupun defisiensi imun, sedangkan imunosupresor bertindak
untuk menekan aktivitas sistem imun yang berlebihan (Saroj, dkk., 2012). Di
berbagai belahan dunia, ekstrak tumbuhan telah diselidiki secara luas sebagai
imunomodulator, karena di dalamnya terdapat berbagai macam senyawa aktif
(Abood, 2017). Adapun imunomodulator yang digunakan pada penelitian ini yaitu
jamu subur kandungan yang di dalamnya terdapat berbagai macam komponen
tumbuhan obat. Komponen tumbuhan obat yang terdapat pada jamu subur
kandungan ini tidak hanya memiliki satu efek biologis sebagai jamu fertilitas,
namun juga memiliki efek lain sebagai imunomodulator pada sistem imun tubuh.

Obat tradisional di Indonesia dikenal dengan sebutan jamu (Beers, 2012).
Jamu adalah obat herbal tradisional Indonesia yang telah digunakan selama

berabad-abad untuk mengobati berbagai penyakit dan menjaga kesehatan agar



tetap baik (Amalia & Aprianingsih, 2017). Berdasarkan perkembangan industri
farmasi, jamu terbagi menjadi tiga kelas, yaitu kelas jamu tradisional, kelas jamu
berstandar dan kelas jamu fitofarmaka. Jamu tradisional merupakan obat herbal
tradisional asli Indonesia yang pembuatannya berdasarkan pengalaman empiris.
Jamu berstandar merupakan sediaan obat alami yang telah terbukti aman dari efek
famakologisnya pada studi praklinis dan telah terstandarisasi, sedangkan jamu
fitofarmaka merupakan sediaan obat yang terbukti aman dari efek
farmakologisnya pada studi praklinis dan klinis serta terstandarisasi (Sholikhah,
2016; Torri, 2013). Jamu mempunyai berbagai macam bentuk dengan berbagai
fungsi dan berasal dari berbagai daerah di Indonesia (Satriyati, 2017).

Indonesia adalah negara yang memiliki spesies tumbuhan beragam sekitar
2.500 spesies berpotensi sebagai tumbuhan obat (Elfahmi, dkk., 2014). Sehingga,
tumbuhan di Indonesia menjadi peluang besar untuk pengembangan industri
farmasi (Sholikhah, 2016). Pemanfaatan tumbuhan sebagai obat ini mendorong
kesadaran masyarakat untuk kembali ke alam dan keinginan untuk meninggalkan
obat-obatan kimia yang memiliki efek samping (Amrul, dkk., 2019). Sebagaimana
firman Allah Swt dalam surah Thaaha (20) ayat 53 sebagai berikut:

ydf\jmwrﬁa Lgiuojﬁ\rsJJ»Lsﬂ\
B2 O o3 55z 33 GG

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

Kalimat 55 o\ o3 15530 24 U352 B 26 LT 5s S5l pada ayat di atas

mendeskripsikan tentang kekuasaan Allah Swt yang telah menciptakan berbagai
macam makhluk hidup seperti tumbuh-tumbuhan. Kata Csw menurut tafsir jalalain
memiliki arti beraneka ragam, kata tersebut menjadi kata sifat dari kata
sebelumnya (Al-Mahalli & As-Suyuthi, 2008). Sedangkan arti lain menurut tafsir

Al-Aisaar adalah kata \* % memiliki arti kekuasaan dan kesempurnaan Allah Swit.



Kekuasaan dan kesempurnaan Allah Swt salah satunya dibuktikan dengan
turunnya hujan dari langit dan bukti penciptaan tumbuh-tumbuhan yang ada di
muka bumi dengan air hujan (Al-Jazairi, 2008). Berdasarkan pendapat para
mufassir tersebut dapat disimpulkan bahwa penciptaan tumbuh-tumbuhan yang
bermacam-macam merupakan bagian dari bukti kekuasaan Allah Swt, karena di
dalam tumbuh-tumbuhan tersebut terdapat berbagai macam pula manfaat yang
diberikan oleh Allah Swt, sehingga membuat hambaNya semakin bertafakkur dan
bersyukur. Manfaat tersebut salah satunya sebagai bahan obat tradisional.

Saat ini, terdapat sekitar 70% populasi masyarakat dari Negara
berkembang bergantung secara langsung terhadap penggunaan obat tradisional
untuk perawatan kesehatan primer mereka (Astutik, dkk., 2019). Di Indonesia,
pemanfaatan tumbuhan obat menjadi budaya pengobatan tradisional yang melekat
secara turun temurun (Sholikhah, 2016). Salah satu daerah di Indonesia yang
masih menanamkan budaya pengobatan tradisional adalah Madura. Jamu dari
Madura yang cukup terkenal dari jamu lainnya adalah jamu subur kandungan
(Satriyati, 2017).

Berdasarkan pandangan peramu, jamu subur kandungan memiliki banyak
khasiat dan efektif untuk mengatasi infertilitas wanita (Susanti, 2016).
Pengkonsumsi jamu subur kandungan pada umumnya didominasi oleh wanita
dengan persentase 61,87 % (Savitri, 2015), karena wanita lebih rentan terserang
penyakit yang terkait imunitas akibat faktor hormonalnya yang lebih kompleks
daripada pria (Ruggieri, dkk., 2016; Whitacre, dkk., 1999) dan jumlah komponen
leukositnya yang lebih rendah (Weiss & Wardrop, 2010). Sebagian besar dengan
persentase 95,60% pengkonsumsi jamu menyatakan bahwa jamu mampu
meningkatkan daya tahan tubuh (Savitri, 2015). Menurut Whitacre, dkk (1999),
tingkat fertilitas wanita ini tidak terlepas dari status imunitas yang juga melibatkan
hormon reproduksi seperti esterogen dan progesteron. Hormon-hormon tersebut
dalam siklus reproduksi memainkan peran penting dalam menstimulus sel-sel
imun. Apabila hormon-hormon tersebut dalam kadar yang rendah, dapat
meningkatkan sistem imun yang terkait respon inflamasi, sedangkan dalam kadar

yang tinggi dapat menekan sistem imun yang terkait inflamasi.



Jamu subur kandungan yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
jamu yang diproduksi oleh PT. Ribkah Maryam Jokotole Bangkalan, Madura
yang terdiri atas tiga komponen utama yaitu Allium sativum (bawang putih),
Curcuma mangga (temu mangga) dan Acorus calamus (jeringau) (Muchtaromabh,
dkk, 2017). A. sativum adalah salah satu sayuran dan tumbuhan obat yang sudah
berumur lebih dari 5.000 tahun (Butt, dkk., 2009). A. sativum memiliki sifat
farmakologis yang jelas, seperti antimikroba (Goncagul & Ayaz, 2010),
antioksidan (Feng, dkk., 2012; Ramoutar & Brumaghim, 2010; Sharma, dkk.,
2017; Sun & Ku, 2006), antikanker, antiinflamasi dan hipokolesterolemia
(Sharma, dkk., 2017).

A. sativum dianggap sebagai tumbuhan obat yang memiliki khasiat mampu
mempertahankan homeostasis sistem imun. A. sativum juga mampu meningkatkan
sel-sel imun dan meningkatkan jumlah sel dalam sumsum tulang tikus (Kuttan,
2000; Moutia, dkk., 2018). Allicin merupakan komponen utama Yyang
bertanggung jawab dalam aktivitas biologis A. sativum (Amagase, 2006; Feng,
dkk., 2012). Sebuah penelitian telah melaporkan bahwa allicin memiliki aktivitas
imunomodulator (Londhe, dkk., 2011). Namun, dalam keadaan tertentu, allicin
atau ekstrak A. sativum dapat bekerja sebagai imunosupresor dengan menurunkan
respon inflamasi, menghambat interaksi sel T dengan sel endotel dan menghambat
sitokin proinflamasi Thl (Hodge, dkk., 2002). Penelitian in vivo lainnya
menunjukkan bahwa pemberian minyak A. sativum pada tikus memiliki efek
ganda pada keseimbangan T helper (Thl / Th2). Pada dosis rendah, respon sel T
ditingkatkan ke arah tipe Thl, sementara pada dosis tinggi dapat memicu tipe Th2
(Liu, dkk., 2009).

Bahan utama lainnya dari jamu subur kandungan adalah C. mangga dan A.
calamus. C. mangga merupakan tumbuhan dari famili Zingiberaceae yang telah
digunakan juga untuk mengobati berbagai macam penyakit (Malek, dkk., 2011).
Kandungan bioaktif dari C. mangga telah dilaporkan dapat meningkatkan
proliferasi limfosit. Berdasarkan penelitian in vivo sebelumnya, C. mangga
diketahui dapat meningkatkan kemampuan fagositosis leukosit pada tikus

(Yuandani, dkk., 2018), sedangkan pada studi in vitro menunjukkan bahwa



ekstrak metanol C. mangga memiliki efek imunomodulator yang kuat pada
neutrofil polimorfonuklear dan sel makrofag (Yuandani & Suwarso, 2017).

A. calamus merupakan tumbuhan herba yang kaya akan fitokonstituen,
salah satunya senyawa polifenol (Muthuraman & Singh, 2012; Singh, dkk., 2011)
dan dua bioaktif aromatik utama yang diisolasi dari rimpang A. calamus yaitu
alpha (a)-asarone dan beta (p)-asarone (Das, dkk, 2019; Hanson, dkk., 2005;
Pandit, dkk, 2011; Singh, dkk., 2011). Studi sebelumnya telah menunjukkan
bahwa banyak dari ekstrak kasar A. calamus memiliki aktivitas imunomodulator.
Kandungan fitosterol dalam tumbuhan ini memiliki efek modulator terhadap sel
Th tikus yang menyebabkan peningkatan sekresi IL-2 dan IFN-y (Abood, 2017).

Kombinasi dari ketiga bahan utama jamu subur kandungan tersebut
memiliki berbagai macam aktivitas selain menyuburkan kandungan, seperti
aktivitas imunomodulator, antioksidan, antimikroba dan lain sebagainya.
Berdasarkan penelitian in vitro sebelumnya, kombinasi ekstrak A. sativum, C.
mangga dan A. calamus dengan rasio 36%: 36%: 28% diketahui dapat
menghambat pertumbuhan jamur Candida albicans dan adanya antioksidan yang
tinggi (Muchtaromah, dkk., 2017), sedangkan penelitian secara in vivo pada
kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus (50-75 mg/kgBB)
diketahui dapat meningkatkan fertilitas pada mencit betina. Meningkatnya
fertilitas ini tak lepas dari aktivitas yang komplek antara hormon reproduksi
dengan sistem imun tubuh (Muchtaromah, dkk., 2020).

Penelitian-penelitian tersebut memiliki kelemahan yaitu membutuhkan
ekstrak dengan dosis yang tinggi. Hal tersebut disebabkan oleh ekstrak tumbuhan
yang memiliki kelarutan rendah, sehingga mengakibatkan penyerapan yang
rendah dalam plasma darah (Zhang, dkk., 2013). Maka dari itu, salah satu
alternatif yang dapat dilakukan untuk meningkatkan penyerapan dalam plasma
darah adalah membuat kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
menjadi nanopartikel yang tersalut kitosan berbasis nanoteknologi (Devi, dkk,
2015). Penyalutan ini dapat memudahkan ekstrak terserap dalam plasma darah
dan akan lebih efektif untuk menuju sel target (Armendariz-Barragan, dkk., 2016).

Nanopartikel adalah koloid padat yang berukuran 1-1000 nm.
Nanopartikel diformulasikan menggunakan polimer sehingga bahan obat tersebut



dapat disalut dan diabsorbsi. Nanopartikel yang tersalut kitosan saat ini banyak
dikembangkan sebagai penghantar obat, karena memiliki banyak kelebihan
diantaranya partikel tersebut akan lebih mudah menyebar dalam peredaran darah,
pencapaian pada target lebih akurat dan dapat meningkatkan luas permukaan
sehingga kelarutan partikel tersebut meningkat (Purbowatiningrum, dkk., 2016).

Berdasarkan penelitian sebelumnya, aplikasi nanopartikel ekstrak A.
sativum tersalut kitosan menunjukkan aktivitas antioksidan dan antibakteri yang
kuat dibandingkan dengan ekstrak A. sativum murni (Otunola, dkk., 2017;
Wahyudi, dkk., 2018). Kitosan sebagai penyalut ini selain memiliki aktivitas
antioksidan, juga mempengaruhi ukuran partikel menjadi lebih kecil (Wahyudi,
dkk., 2018). Menurut Wardani dkk (2018), selain memiliki aktivitas antioksidan
tersebut, kitosan juga memiliki potensi terapeutik, antibakteri, antidiabetes dan
sebagai kandidat imunostimulator yang efektif. Sedangkan menurut Nakkala dkk
(2014), aplikasi nanopartikel pada A. calamus juga menunjukkan aktivitas
antioksidan, antibakteri dan antikanker yang kuat.

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka perlu dilakukan penelitian
tentang “Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium
sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap Profil Leukosit dan Sel
CD4+ Mus musculus” dengan harapan dapat menjadi solusi alternatif dalam
menjaga keseimbangan sistem imun tubuh yang lebih efektif dengan dosis yang

tepat.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka didapatkan
rumusan masalah sebagai berikut:
1. Apakah pemberian nanopartikel ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
dapat memodulasi profil leukosit pada mencit (M. musculus)?
2. Apakah pemberian nanopartikel ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus

dapat memodulasi sel CD4+ pada mencit (M. musculus)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui aktivitas imunomodulator nanopartikel ekstrak A. sativum,
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C. mangga dan A. calamus terhadap profil leukosit pada mencit (M. musculus).
2. Untuk mengetahui aktivitas imunomodulator nanopartikel ekstrak A. sativum,

C. mangga dan A. calamus terhadap sel CD4+ pada mencit (M. musculus).

1.4 Hipotesis Penelitian
Hipotesis dari penelitian ini adalah:
1. Terdapat aktivitas imunomodulator nanopartikel ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus terhadap profil leukosit pada mencit (M. musculus).
2. Terdapat aktivitas imunomodulator nanopartikel ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus terhadap sel CD4+ pada mencit (M. musculus).

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Bagi peneliti yaitu mengetahui aktivitas imunomodulator nanopartikel ekstrak
A. sativum, C. mangga dan A. calamus dalam memodulasi profil leukosit serta
sel CD4+ pada mencit (M. musculus)

2. Bagi masyarakat yaitu memberikan informasi terkait potensi tanaman A.

sativum, C. mangga dan A. calamus yang disajikan dalam bentuk nanopartikel.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Penelitian ini menggunakan sampel umbi A. sativum, rimpang C. mangga dan
rimpang A. calamus yang diperoleh dari UPT. Materia Medika Batu.

2. Komponen sampel berdasarkan komposisi Jamu Subur Kandungan produksi
PT. Ribkah Maryam Jokotole Bangkalan Madura.

3. Ekstrak yang digunakan merupakan ekstrak kombinasi dari umbi A. sativum,
rimpang C. mangga dan rimpang A. calamus

4. Hewan coba yang digunakan adalah mencit (M. musculus) betina galur Balb-C,
usia 2-3 bulan dan berat badan 20-25 gram.

5. Sinkronisasi  estrus menggunakan PMSG (Pregnant Mare’s Serum
Gonadotropin) dan HCG (Human Chorionic Gonadotropin).

6. Parameter yang digunakan pada penelitian ini adalah profil leukosit yang

meliputi jumlah dan jenis leukosit serta sel CD4+.



BAB Il
KAJIAN PUSTAKA

2.1 Allium sativum (Bawang Putih)
2.1.1 Tinjauan Umum Tentang Allium sativum

A. sativum memiliki sebutan yang berbeda-beda di setiap daerahnya,
antara lain bawang putih, lasuna, rasonam, lasan, vellulli, vallai-pundu, seer,
ullippoondu dan maharu (Divya, dkk., 2017). Menurut Londhe dkk (2011), nama
A. Sativum berasal dari kata Celtic “All” yang berarti pedas. A. Sativum
merupakan spesies dari keluarga bawang, Alliaceae. Tumbuhan ini adalah salah
satu tumbuhan yang paling banyak digunakan, baik secara medis atau sebagai
bahan masakan. Segi historis, A. Sativum berasal dari Asia Tengah yang telah
ditemukan sejak 6000 tahun yang lalu (Moutia, dkk., 2018; Suleria, dkk., 2015).
Famili Alliaceae memiliki lebih dari 500 spesies dalam 30 genera. Tumbuhan ini
tersebar secara luas dengan kawasan-kawasan utamanya vyaitu Eropa, Asia,
Amerika Utara dan Amerika Selatan (Divya, dkk., 2017).

A. sativum tumbuh luas di seluruh dunia. Tetapi, Cina adalah produsen A.
sativum terbesar sekitar 75% dari produksi dunia. India berada di posisi kedua
setelah Cina. Di India, rata-rata A. sativum dibudidayakan pada lahan 2,01 hektar
dan menghasilkan 10,58 juta ton A. sativum (Raheel, dkk., 2019). Menurut
Fratianni dkk (2016), di Italia, A. Sativum dibudidayakan terutama di Campania,
Sisilia, Emilia-Romagna dan Veneto. Di wilayah Campania hadir varietas yang
berbeda, seperti "’Bianco locale”, "Salomone™, “Caposele™, “Tondo di Torella™,
“Schiacciato” dan “Rosato locale”.

Kultivar A. sativum baik lokal maupun asing akan beragam dalam
pengembangan dan potensi hasilnya (Walters, 2008). Ketika kultivar A. sativum
tumbuh di bawah kondisi lingkungan yang berbeda atau seragam, maka akan
bervariasi sifatnya termasuk morfologinya seperti jumlah daun, musim mekar
bunga, panjang batang dan rasio berbunganya. Sedangkan komponen kimia dasar
umbi A. sativum dibedakan menurut jenisnya (El-Zemaity, dkk., 2009). A. sativum
sebagai tumbuhan yang dibudidayakan secara aseksual mengekspresikan variasi

11



12

struktural yang tinggi (Bradley, dkk., 1996; Pooler & Simon, 1993) dan
setidaknya tumbuh sejak 5.000 tahun yang lalu dan diperkirakan dimulai dari Asia
Tengah sebagai budidaya liar A. sativum (Fritsch & Friesen, 2009; Raheel, dkk.,
2019).

A. sativum merupakan salah satu sayuran paling penting yang ada dunia
dengan total area panen 1.437.690 ha dan produksi tahunan 24.255.303 ton umbi
kering (FAO, 2013). Pentingnya A. sativum adalah karena penggunaannya tidak
hanya untuk kuliner tetapi juga untuk tujuan terapeutik dan pengobatan, baik
pengobatan tradisional maupun modern. Tumbuhan ini dikonsumsi baik sebagai
sayuran mentah (daun segar atau siung kering), atau setelah diproses dalam
bentuk minyak, ekstrak dan bubuk A. sativum dengan hasil komposisi kimia dan
kandungan senyawa bioaktif yang berbeda (Lanzotti, dkk., 2014; Martins, dkk.,
2016). Pada umumnya, bagian dari A. sativum yang digunakan untuk khasiat obat
adalah umbinya, yang tersusun dari beberapa siung, yang dibungkus oleh
membran tipis (Bayan, dkk., 2014; Thomson & Ali, 2005; Trifunschi, dkk., 2015).

A. sativum adalah jenis umbi yang terkenal kuat dengan bau menyengatnya
terutama ketika digerus. Morfologi A. sativum antara lain pembungaannya seperti
bunga cawan (umbellata), bulbil A. sativum berukuran kecil yang muncul dari
perbungaan. Bunganya bervariasi jumlahnya dan kadang-kadang tidak ada, jarang
mekar dan dapat layu sebelum mekar. Masa pembungaan A. sativum adalah dari
Februari hingga Maret. Biji jarang ditemukan, hal ini terjadi karena seluruh umbi
atau suing-siung terisolasi (bulblet), umbi A. sativum berbentuk sub-globular,
berdiameter 4-6 cm, terdiri dari 8-20 siung, dikelilingi oleh 3-5 sisik selaput tipis
berwarna putih (Gambar 2.1). Selaput tipis tersebut melekat pada cakram di
bawahnya, bertekstur keras seperti kayu dan memiliki banyak akar halus di sisi
bawah. A. sativum memiliki rasa yang tajam serta memberi rasa hangat pada lidah
(Divya, dkk., 2017). A. sativum memiliki daun berwarna hijau keabu-abuan,
ujungnya lancip, panjannya 30,8-31,5 cm dan lebarnya 0,2-0,5 cm. tanaman ini

juga memiliki akar dengan tipe serabut ramping dan panjang (Zin, 2017).
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Gambar 2.1. Umbi A. sativum (Fratianni, dkk., 2016)

2.1.2 Klasifikasi A. sativum
Klasifikasi dari A. sativum adalah (Dasuki, 1991):
Kindom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledonae
Bangsa : Liliales

Suku . Liliaceae

Marga : Allium

Spesies - Allium sativum Linn.

Bawang putih (A. sativum) berasal dari kata Celtic “All” yang berarti pedas
(Londhe, dkk., 2011). A. sativum di setiap daerah memiliki sebutan yang berbeda-
beda, antara lain bawang putih, lasuna, rasonam, lasan, vellulli, vallai-pundu, seer,
ullippoondu, maharu, garlic, kasuna, bawang handak, bawang bodudo, bhabang

pote, bawang bodas dan kalfeo folen (Divya, dkk., 2017).

2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia A. sativum

A. sativum telah digunakan sebagai rempah-rempah dan tumbuhan obat
sejak zaman kuno. A. sativum diketahui sebagai obat telah tertulis dalam Codex
Ebers Mesir dari abad ke-16 SM (Londhe, dkk., 2011). Bahan-bahan tertentu dari
A. sativum, khususnya tiosulfinat memiliki sifat antimikroba yang kuat terhadap
berbagai bakteri dan jamur (Weber, dkk., 1992). Senyawa yang paling penting
yang dihasilkan oleh A. sativum adalah allicin (diallylthiosulfinate), yang
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terbentuk dari alliin yang merupakan asam amino non-proteinogenik (S-allyl
cysteine sulfoxide). Allicin terbentuk dari alliin melalui reaksi dua cara. Cara
pertama enzim alliinase (Cystein Sulfoxide lyase, E.C. 4.4.1.4) mengubah alliin
menjadi asam allylsulfenic dan dehydroalanine, sedangkan cara kedua, dua
molekul asam allylsulfenic terkondensasi secara spontan dalam satu molekul
allicin (Gambar 2.2) (Borlinghaus, dkk., 2014; Gruhlke, dkk., 2017; Rahman,
dkk., 2012).

Allicin (dialil tiosulfinat atau dialil disulfida) merupakan senyawa paling
aktif secara biologis. Allicin, pertama kali diisolasi secara kimia pada tahun 1940-
an, memiliki efek antimikroba terhadap banyak virus, bakteri, jamur, dan parasit.
Minyak A. sativum, A. sativum tua dan A. sativum suling tidak mengandung alliin
atau allicin dalam jumlah yang signifikan, tetapi mengandung berbagai produk
transformasi allicin, yang tampaknya tidak memiliki aktivitas fisiologis sebanyak
A. sativum segar atau bubuk A. sativum. A. sativum kering dan bubuk
mengandung sekitar 1% alliin (S-allyl cysteine sulfoxide) (Fratianni, dkk., 2016;
Londhe, dkk., 2011).

Struktur dan sifat biologis Allicin pertama kali dijelaskan oleh Cavallito
dan Bailey pada tahun 1944 (Gruhlke, dkk., 2017). Allicin sangat reaktif dengan
gugus tiol tetapi dalam kondisi tertentu, allicin juga bereaksi dengan dirinya
sendiri membentuk senyawa lebih lanjut yang dapat menjadi bioaktif, seperti
vinil-dithiins, ajoene dan polysulfanes (Gruhlke, dkk., 2017; Jacob & Anwar,
2008). Allicin mampu mengoksidasi biomolekul seperti residu glutation atau
protein sistein secara fisiologis, sehingga allicin disebut sebagai spesies sulfur
reaktif (RSS) (Gruhlke, dkk., 2017; Gruhlke & Slusarenko, 2012). Allicin
merupakan biosida yang tergantung pada dosis tertentu dan memiliki kemampuan
untuk membunuh sel eukariotik. Tahun 1960, pertama kali dilaporkan bahwa sel-
sel tumor terbunuh ketika diinkubasi dalam larutan allicin (DiPaolo & Carruthers,
1960; Gruhlke, dkk., 2017). Allicin mampu menembus membran permeabel
(Gruhlke, dkk., 2017; Miron, dkk., 2000) dan mudah memasuki sel serta bereaksi
dengan tiol seluler seperti glutation (Gruhlke, dkk., 2017; Rabinkov, dkk., 2000)
atau residu sistein dalam protein (Gruhlke, dkk., 2017; Wallock-Richards, dkk.,
2014).
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A. sativum memiliki zat lain selain Allicin, seperti protein, kalium, fosfor,
magnesium, kalsium, dan karbohidrat. A. sativum muda yang dikupas terdiri dari
sekitar 0,8% serat, 63% air, 7% protein, 28% karbohidrat, 0,2% lemak, sejumlah
besar senyawa sulfur yang mensubsidi rasa pedas A. sativum (Moutia, dkk., 2018;
Rabinowitch & Currah, 2002; Raheel, dkk., 2019), setidaknya berjumlah 33
senyawa sulfur dan mineral seperti germanium, kalsium, tembaga, besi, kalium,
magnesium, selenium, seng; serta vitamin A, B1 dan C (Divya, dkk., 2017;
Gebreyohannes & Gebreyohannes, 2013; Londhe, dkk., 2011). y-glutamyl-S-alk-
(en)-il-L-sistein adalah senyawa organosulfur utama dalam A. sativum utuh, yang
dapat dihidrolisis dan dioksidasi untuk menghasilkan S-alkil-(en)-il-L-sistein
sulfoksida (alliin) (Divya, dkk., 2017; Londhe, dkk., 2011; Moutia, dkk., 2018).

Lebih dari dua ratus senyawa kimia dalam umbi A. sativum yang
terkandung, di antaranya mengandung minyak atsiri dengan senyawa lain yang
mengandung belerang seperti ajoene (4,5,9-trithiadodeca-1,6,11-triene-9-oksida),
alliin dan allicin, enzim seperti peroxidase, allinase, myrosinase dan senyawa lain
seperti a-phellandrene, B-phellandrene, linalool, citral dan geraniol. Senyawa-
senyawa tersebut bertanggung jawab terhadap bau tajam A. sativum dan banyak
efek obatnya (Divya, dkk., 2017; Londhe, dkk., 2011). Selain itu, A. sativum juga
mengandung 17 asam amino seperti lisin, histidin, arginin, asam aspartat, treonin,
glutamin, prolin, glisin, alanin, sistein, valin, metionin, isoleusin, leusin, triptofan
dan fenilalanin (Divya, dkk., 2017; Josling, 2005; Londhe, dkk., 2011).

OH COOH
INH; ‘

(o)
*\A ° }
/\/5 COOH /\/ NHz

Allylsulfenic Dehydroalanine

acid
Allylsulfenic
acid
(0]

4
TN

Allicin

Gambar 2.2 Biosintesis Allicin dari A. sativum (Gruhlke, dkk., 2017)
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2.1.4 Khasiat A. sativum

A. sativum telah digunakan selama ribuan tahun untuk tujuan pengobatan.
Catatan Sansekerta menunjukkan penggunaan A. sativum sebagai obat sekitar
5.000 tahun yang lalu, dan telah digunakan setidaknya 3.000 tahun dalam
pengobatan Tiongkok. Begitu pula Orang Mesir, Babilonia, Yunani, dan Romawi
menggunakan A. sativum untuk tujuan penyembuhan. Pada 1858, Pasteur
mencatat aktivitas antibakteri A. sativum, dan itu digunakan sebagai antiseptik
untuk mencegah ganggren selama Perang Dunia | dan Perang Dunia Il. Kegunaan
lainnya A. sativum adalah untuk mencegah dan mengobati penyakit
kardiovaskular dengan menurunkan tekanan darah dan Kkolesterol, sebagali
antimikroba dan sebagai agen pencegah kanker (Divya, dkk., 2017; Fratianni,
dkk., 2016; Londhe, dkk., 2011; Moutia, dkk., 2018). A. sativum juga
menghambat agregasi trombosit dan meningkatkan aktivitas fibrinolitik,
mengurangi gumpalan pada endotelium yang rusak (Londhe, dkk., 2011;
Mathialagan, dkk., 2017).

Allah berfirman dalam surah Al Bagoroh (2) ayat 61 yang termaktub
dalam Al-Qur’an:

2
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Artinya: “Dan (ingatlah), ketika kamu berkata, “Wahai Musa! kami tidak tahan
hanya makan dengan satu macam makanan saja, maka mohonkanlah
kepada Tuhanmu untuk kami, agar Dia memberi kami apa yang
ditumbuhkan di bumi, seperti: sayur - sayuran, mentimun, bawang putih,
kacang adas dan bawang merah.” Dia (Musa) menjawab, “Apakah
kamu meminta sesuatu yang buruk sebagai ganti dari sesuatu yang
baik?. Pergilah ke suatu kota, pasti kamu akan memperoleh apa yang
kamu minta.” Kemudian mereka ditimpa kenistaan dan kemiskinan, dan
mereka kembali mendapat kemurkaan dari Allah. Hal itu terjadi karena
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mereka mengingkari ayat-ayat Allah dan membunuh para nabi tanpa
alasan yang benar. Yang demikian itu karena mereka durhaka dan
melampaui batas.”(Q.S Al Bagoroh (2): 61).

Ayat di atas menunjukkan bahwa kaum Nabi Musa As. enggan bersyukur
dan merasa bosan dengan satu macam makanan yang telah diberikan oleh Allah
Swt. Padahal makanan tersebut merupakan makanan yang berasal dari tumbuhan
yang sulit didapatkan di kawasan lainnya dan kaya akan manfaat, namun mereka
memilih tumbuhan yang memiliki derajat di bawahnya, akan tetapi mudah
didapatkan, seperti mentimun, kacang adas, bawang putih dan lain sebagainya.
Dengan demikian, kaum tersebut meninggalkan tempat tinggalnya untuk
mendapatkan makanan yang mereka inginkan dan mereka memilih untuk
mengingkari nikmat Allah (Shalih, 2000). Berdasarkan tafsiran di atas dapat
dipahami bahwasannya A. sativum merupakan salah satu tumbuhan yang memiliki
kelebihan seperti mudah didapatkan di sekitar, sehingga mudah pula diaplikasikan
sebagai pengobatan alternatif herbal yang ekonomis.

Selain di atas, ayat tersebut menerangkan bahwasannya Allah SWT telah
menumbuhkan berbagai macam tumbuhan seperti yang telah disebutkan yaitu
sayur-sayuran, mentimun, bawang putih, kacang adas dan bawang merah.
Tumbuhan-tumbuhan tersebut memiliki banyak manfaat. Sedangkan pada kalimat
setelahnya yang memiliki arti “Apakah kamu meminta sesuatu yang buruk
sebagai ganti dari sesuatu yang baik?” memiliki makna secara tersirat yaitu
tumbuhan yang telah disebutkan memiliki manfaat yang begitu besar yang
setidaknya memiliki kandungan-kandungan bahan aktif di dalamnya yang
mendukung keberadaannya untuk dimanfaatkan menjadi berbagai macam olahan
(Musa, 2016a). Ibnu Qayyim menuturkan sabda dari Nabi Muhammad SAW,
“Makanlah bawang putih yang mentah. Jikalau aku tidak berbicara dengan
malaikat, maka aku pun memakannya.” (Al-Jauziyah, 2000). Terdapat riwayat
lain yang menuturkan bahwa Nabi Muhammad Saw pernah diberi hadiah berupa
makanan yang mengandung bawang putih, namun makanan tersebut kemudian
beliau kirimkan ke Abu Ayyub Al-Anshari. Hadits tersebut sebenarnya
mendeskripsikan bahwa Nabi Muhammad Saw membolehkan untuk memakan

bawang putih. Namun tidak disarankan untuk memakan bawang putih ketika
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hendak pergi ke masjid, karena bau mulut yang disebabkan oleh bawang putih
tersebut menyengat dan kurang sedap (Thayyarah, 2013).

Hadits lain juga menyebutkan dari Sayyidina Ali bin Abi Thalib yang
diriwayatkan oeh Ad-Dailami, “Makanlah bawang putih dan manfaatkanlah
sebagai obat, karena di dalamnya terdapat obat dari tujuh puluh macam
penyakit. Kalaulah malaikat tidak datang dan berbicara denganku, pasti aku pun
memakannya.” (Thayyarah, 2013). Bau meneyengat dari A. sativum disebabkan
oleh kandungan senyawa belerangnya dan senyawa tersebut memiliki banyak efek
untuk pengobatan (Divya, dkk., 2017; Londhe, dkk., 2011).

A. sativum masih digunakan dalam pengobatan tradisional dan modern di
seluruh dunia untuk mengobati berbagai penyakit (Ali, dkk., 2000; Moutia, dkk.,
2018). Terbukti telah banyak digunakan sepanjang sejarah untuk efek profilaksis
dan terapi. Efek imunomodulator dan antitumornya pun telah dibuktikan secara in
vitro dan in vivo (Fallah-Rostami, dkk., 2013; Moutia, dkk., 2018). Selain itu,
aktivitas biologis A. sativum juga mencakup stimulasi kekebalan tubuh, anti-
infeksi (Colic & Savic, 2000; Moutia, dkk., 2018), antitrombotik, antioksidan,
antidiabetik (Divya, dkk., 2017; Fratianni, dkk., 2016), antiaterosklerosis dan
hipolipidemik (Londhe, dkk., 2011). Penggunaan A. sativum yang diusulkan
lainnya seperti hepatoproteksi, antihelmentik, antiinflamasi dan penyembuhan
luka telah ditunjukkan dalam berbagai studi (Divya, dkk., 2017; Moutia, dkk,
2018). Di samping itu, senyawa fenoliknya yang merupakan kelompok terbesar
metabolit sekunder dalam A. sativum mampu menetralkan atau memadamkan
radikal bebas (Divya, dkk., 2017; Picchi, dkk., 2012).

2.2 Curcuma mangga (Temu Mangga)
2.2.1 Tinjauan Umum Curcuma mangga

C. mangga adalah spesies tumbuhan rimpang yang termasuk keluarga
Zingiberaceae (Abraham, dkk,, 2011; Hong, dkk., 2016). Zingiberaceae adalah
keluarga rimpang yang terkenal di Asia Tenggara dan spesiesnya banyak
digunakan dalam pengobatan tradisional untuk mengobati beberapa penyakit.
Selain itu, rimpang dari Zingiberaceae banyak digunakan sebagai rempah-rempah
atau bumbu masak, bahkan rimpang ini sering dimakan mentah atau dimasak
sebagai sayuran (Abraham, dkk., 2011; Abraham, 2010). C. mangga dikenal
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dengan sebutan “temu pauh” di Malaysia, sementara di Indonesia dikenal dengan
sebutan “kunir putih atau temu mangga”, karena rimpangnya memiliki aroma
seperti mangga yang menyegarkan, dan disebut dengan “Khamin khao” di
Thailand (Abraham, dkk., 2011; Hong, dkk., 2016; Malek, dkk., 2011; Raihana,
dkk., 2011; Rajkumari & Sanatombi, 2018). Spesies Curcuma ini,
memanifestasikan identitas rasa paling berbeda, karena terdapat rasa mangga
mentah yang dikombinasikan dengan jahe dalam rimpangnya. Rasa tersebut
berasal dari 3-carene, cis dan trans dihydroocimene, ocimene dan mycrene
(Sasikumar, 2005; Singh, dkk, 2003; Sundram, dkk., 2012).

C. mangga Valeton & C. van Zijp termasuk tumbuhan rhizomatous dari
genus Curcuma (Sundram, dkk., 2012). Genus ini memiliki sekitar 80 spesies.
Distribusi geografis genus ini ada di seluruh wilayah subtropis dan tropis
termasuk Asia Tenggara, Cina, India, Papua, dan Australia utara (Hadem & Sen,
2017; Rajkumari & Sanatombi, 2018). Curcuma adalah tumbuhan herba tebal,
berdaging, memiliki rimpang, batang semu dan daun. Genus ini memiliki duri
bunga yang muncul dari bagian atas batang semu atau kadang-kadang pada batang
yang terpisah langsung dari rimpang. Warna bagian dalam rimpang bervariasi,
yaitu putih, krem, kuning, oranye, biru, hijau kebiruan dan hitam (Hadem & Sen,
2017).

C. mangga adalah tumbuhan herba tahunan yang dapat tumbuh hingga
berukuran 90-120 cm. Tumbuh bergerombol dan memiliki pseudosterm. Rimpang
lateral bercabang dari rimpang utama. Bagian longitudinal dari rimpang terdiri
atas lingkaran lateral atau luar yang berwarna kuning pucat dan lingkaran dalam
yang berwarna kuning pekat dengan tekstur serat nodular seperti tekstur jahe
(Zingiber officinale). Rimpang C. mangga menghasilkan aroma seperti mangga
mentah yang membuat spesies ini berbeda dengan kerabat dekatnya (Gusmaini &
Januwati, 2004).

Ciri-ciri morfologi dari C. mangga lainnya adalah perbungaan muncul di
antara daun basal, padat, berbentuk silindris, braktea tumbuh dari sumbu utama,
brakteolanya kecil, tidak mencolok, tertutupi oleh braktea. Bunganya berwarna
kekuning-kuningan sampai hijau limau dengan kelopak berbentuk silindris
pendek, corolla berbentuk tabung, dan lobusnya bulat telur atau membujur.
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Filamen persegi panjang atau membidang menyelubungi kepala sari di mahkota,
kadang-kadang ada assesoris (tambahan) di terminal, staminode lateral yang besar
dan kelopak seperti bibir yang cekung (Gusmaini & Januwati, 2004).

Daun C. mangga berbentuk bulat lonjong menyempit di ujungnya,
panjangnya 15-95 cm dan lebar 5-23 cm, berwarna hijau dengan warna keunguan
di sepanjang vena (Gambar 2.3). C. mangga memiliki sistem perakaran serabut.
Akar utama dihasilkan dari rimpang utama dan rimpang lateral yang matang
(Gusmaini & Januwati, 2004). Spesies lain yang relatif dekat dengan C. mangga
adalah C. xanthoriza, C. aeroginosa, C. zedoaria dan C. domestica (Abraham,
2010; Rajkumari & Sanatombi, 2018; Rukmana, 1994).

Gambar 2.3. orfolg C. mangga. a). daun C. mangga, b). rimpang C.
mangga (Abraham, 2010)

2.2.2 Klasifikasi C. mangga

Klasifikasi dari C. mangga adalah (Dasuki, 1991):
Kindom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta

Super Divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledonae
Bangsa : Zingiberales

Suku : Zingiberaceae
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Marga : Curcuma
Spesies : Curcuma mangga L.

Temu mangga (C. mangga) memiliki sebutan yang berbeda-beda pada
setiap daerah seperti kunir putih, kunyit putih, temu bayangan, temu poh (Jawa),
temu pao (Madura), temu mangga, koneng joho, koneng lalap, koneng lalab,
koneng pare (Sunda), temu putih (Melayu), temu pauh (Malaysia) dan khamin
khao (Thailand) (Hariana, 2004).

2.2.3 Kandungan Senyawa Kimia C. mangga

C. mangga dan spesies lain dari genus Curcuma merupakan bumbu unik
yang belum banyak dimanfaatkan. Ujung segar rimpang muda C. mangga
digunakan untuk membuat acar dan daun aromatiknya digunakan untuk
membumbui ikan yang dikukus dan dibakar. Semua spesies dari Curcuma yang
dapat dimakan ini merupakan sumber karbohidrat, protein, serat makanan yang
baik, begitu pula dengan vitamin dan mineralnya. Rimpang C. mangga memiliki
senyawa bioaktif tunggal seperti (E) -15,16-bisnorlabda-8 (17), 11-dien-13-one,
zerumin A dan B, B-sitosterol, curcumin, 3-buten-2-1, 4-[(1R, 4aR, 8aR)-
decahydro 5, 5 ,8-a-trimethyl-2-methylene-1-naphthalenyl]-(3E)-rel, calcaratarin
A, asam copallic, 14, 15,16-trinor-labdan-8,12-diol, 8,12 epoxygermacra-1 (10),
4,7,11-tetraen-6-one, cyclohexanecarboxylic acid methyl ester, isopulegol, 2-
menthen-1-ol menth-1-en-9-ol, octahydrocurcumin, labda-8 (17)-12-diene-15,16-
dial, dan coronadiene. Sedangkan komposisi dari hasil minyak atsiri utamanya
adalah Myrcene (46,5%), R-pinene (14,6%), caryophyllene oxide (18,71%), dan
caryophyllene (12,69%) (Rajkumari & Sanatombi, 2018). Menurut penelitian
yang dilakukan oleh Muchtaromah dkk (2017) menyatakan bahwa analisis
fitokimia dari ekstrak etanol C. mangga mengandung flavonoid, triterpenoid,
steroid dan saponin. Di samping itu, C. mangga mengandung senyawa
antioksidan berupa kalkon dan flavanon (Kamazeri, dkk., 2012).

2.2.4 Khasiat C. mangga
Tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah Swt yang memiliki banyak

khasiat, karena di dalamnya banyak terkandung berbagai macam bahan aktif yang
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bermanfaat untuk makhluk hidup yang lain. Allah Swt berfirman dalam surah An-
Nahl (16) ayat 10-11 yang tertulis:

=1 ~ ~ z
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Artinya: “Dialah yang telah menurunkan air hujan dari langit untuk kamu,
sebagiannya menjadi minuman dan sebagiannya lainnya menyuburkan
tumbuhan, padanya kamu-kamu menggembalakan ternakmu. Dengan
air hujan itu Dia menumbuhkan untuk kamu tanaman-tanaman; zaitun,
kurma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sungguh, yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda kekuasaan Allah bagi orang
yang berpikir.“ (Q.S. An Nahl (16): 10-11).

Avyat di atas menerangkan bahwa Allah Swt telah menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan dalam berbagai macam bentuk, warna, aroma, bahkan
khasiatnya. Tumbuhan-tumbuhan tersebut di antaranya dapat dimanfaatkan
sebagai makanan, obat dan lain sebagainya. Keberadaan khasiat, perbedaan
bentuk, warna, dan lain sebagainya tidak akan diketahui kecuali oleh orang
berilmu. Kejadian tersebut tidak lain menunjukkan kekuasaan dan kebesaran
Allah (Shihab, 2002). Berdasarkan ayat tersebut dapat diketahui salah satu
tumbuhan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai pengobatan yaitu C.
mangga.

Beberapa spesies dari genus Curcuma telah digunakan dalam pengobatan
Ayurveda untuk mengobati berbagai penyakit dan gangguan kesehatan. Rimpang
dan bagian lainnya dari C. aeruginosa, C. angustifolia, C. caucia, C. leucorrhiza,
C. longa, C. mangga, C. phaeocaulis, dan C. purpurascens telah dilaporkan untuk
pengobatan disentri, radang lambung, gangguan pencernaan, liver, diabetes,
demam, batuk, bisul, kudis, nyeri dada, tonik untuk keseleo, memar, nyeri tubuh,
anoreksia, coryza, dispepsia, rematik, sinusitis, antiseptik, pendarahan dan
penyembuhan luka (Rajkumari & Sanatombi, 2018).

Rimpang C. mangga merupakan sumber pewarna kuning alami dan secara

historis digunakan sebagai rempah-rempah, pengawet makanan, zat penyedap



23

rasa, dan untuk pengobatan berbagai penyakit (Al-Reza, dkk., 2010; Xiang, dkk.,
2011). Menurut Larsen dkk (1999), setiap bagian dari spesies tanaman ini
dilaporkan dapat dimakan baik mentah atau dimasak sebagai sayuran di berbagai
negara di Asia. C. mangga juga dianggap sebagai produk makanan yang kaya
nutrisi, karena tanaman tersebut merupakan tanaman yang kaya akan pati,
karbohidrat, protein, lemak, vitamin, dan mineral. Beberapa laporan mengenai
fitokonstituen, minyak atsiri, dan aktivitas farmakologis juga telah dipublikasikan
sebelumnya (Chattopadhyay, dkk., 2004; Padalia, dkk., 2013). Aktivitas
farmakologi dari tanaman ini yang telah terbukti antara lain sebagai anti-
inflamasi, antimikroba, hipokolestemik, antirematik, antivirus, antifibrotik,
antivenomous, antihepatotoksik, antidiabetik, antinosiseptif, antikanker, dan sifat
gastroprotektif (Padalia, dkk., 2013; Policegoudra, dkk., 2010; Rajkumari &
Sanatombi, 2018).

Rimpang dan pucuk muda dari C. mangga dapat dikonsumsi mentah dan
sebagai perawatan postpartum, khususnya untuk membantu penyembuhan rahim
yang telah banyak dimanfaatkan di kawasan Asia. Tanaman itu juga digunakan
untuk mengobati penyakit kulit seperti bintik merah yang menyebabkan gatal-
gatal dan dapat mengurangi panas tubuh yang disebabkan oleh demam terus
menerus (Abraham, 2010; Foo, dkk., 2017; Hadem & Sen, 2017; Muchtaromah,
dkk., 2017; Raihana, dkk., 2011; Yee, dkk., 2015). Rimpang dan daun C. mangga
telah dilaporkan memiliki aktivitas sitotoksik dan efek antiproliferasi pada
adenokarsinoma payudara, adenokarsinoma kolorektal (Kirana, dkk., 2003),
adenokarsinoma paru, karsinoma serviks (Malek, dkk., 2011), karsinoma duktal
(Widowati, dkk., 2011; Widowati, dkk., 2013), karsinoma prostat (Abas, dkk.,
2006) dan adenokarsinoma lambung (Hong, dkk., 2016; Liu & Nair, 2011, 2012).

2.3 Acorus calamus (Jeringau)
2.3.1 Tinjauan umum Acorus calamus

Allah Swt telah menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan dengan
berbagai bentuk dan kaya akan manfaat. Salah satu manfaat tersebut adalah untuk
pengobatan herbal. Bagian tumbuhan yang biasanya dimanfaatkan sebagai obat
antara lain daun, batang, akar, rimpang, bunga, buah dan bijinya. Hal tersebut
sesuai dengan firman Allah dalam surah Asy-Syuara (26) ayat 7:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan yang baik

lagi bermanfaat?”(Q.S. Asy-Syuara (26): 7).
Ayat di atas menunjukkan bahwa Allah telah menciptakan berbagai

macam tumbuhan yang dapat diambil manfaatnya oleh makhluk hidup lainnya.

Hal ini juga membuktikan betapa besar kekuasaan Allah. Kata L;\ pada awal ayat

u;oj\?ff L;\ i};; sjj merupakan kata yang memiliki makna batas akhir. Kata ini

berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir, dengan demikian ayat
ini  mengajak manusia untuk memfokuskan pandangan hingga batas

kemampuannya memandang, hingga mencakup macam tanah dan tumbuhannya,

juga manfaat dari tumbuh-tumbuhan tersebut. Kata 755 memiliki makna

pasangan. Pasangan yang dimaksudkan oleh ayat ini adalah tumbuh-tumbuhan.
Tumbuh-tumbuhan di muka bumi ini juga berpasangan karena memiliki alat
kelamin yaitu putik dan benang sari. Dengan berpasangan, tumbuhan dapat
tumbuh dan berkembang. Ada kalanya, tumbuhan yang hanya memiliki satu jenis

alat kelamin membutuhkan pasangan untuk melakukan penyerbukan. Sedangkan

kata (._Ofmemiliki makna baik. Kata ini dapat digunakan untuk mendeskripsikan

sesuatu yang baik bagi objek yang disifati, seperti tumbuhan yang baik.
Tumbuhan baik ini berarti tumbuhan yang memiliki segudang manfaat. Salah
satunya sebagai obat tradisional (Shihab, 2002).

Tumbuhan obat adalah tumbuhan yang memiliki metabolit sekunder dan
merupakan sumber potensial obat kuratif dengan kandungan bahan kimia yang
komplek. India adalah negara terbesar ke-delapan yang kaya akan
keanekaragaman tumbuhan dengan total sekitar 47.000 spesies, di mana lebih dari
7.500 spesies digunakan sebagai tumbuhan obat. Produk tumbuhan ini digunakan
sebagai sumber obat utama di seluruh dunia untuk mengobati berbagai penyakit
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manusia. Bahkan di Amerika Serikat saat ini sekitar 50% obat-obatan berasal dari
sumber alami terutama dari berbagai tumbuhan (Copping, 1996). Begitu pula,
penggunaan obat-obatan tradisional di negara-negara berkembang dan negara
maju secara signifikan meningkat dalam beberapa tahun ini (Balakumbahan, dkk.,
2010). Salah satu tumbuhan yang dimanfaatkan sebagai obat adalah A. calamus.

A. calamus adalah tumbuhan obat yang dikenal dengan sebutan Vaj Turki
dari famili Acoraceae (Shahzad, dkk., 2015). Selain itu, A. calamus juga dikenal
sebagai akar calamus, calamus, rumput myrtel, akar myrtel dan bacch (Imam,
dkk., 2013). Famili Acoraceae disebut sebagai keluarga Arum yang mengandung
115 genera dan 2.000 spesies, di mana sekitar 25 genera dan lebih dari 140 spesies
telah digunakan di India (Saxena, 2006; Shahzad, dkk., 2015). Genus Acorus
berasal dari kata "Acoron” yang berarti pupil mata dan "calamus" berasal dari kata
Yunani “calamos” yang berarti alang-alang (Raja, dkk., 2009; Shahzad, dkk.,
2015). Rimpang tumbuhan ini digunakan untuk keperluan pengobatan di Unani
serta Ayurveda sejak zaman kuno (Balakumbahan, dkk., 2010; Chandra & Prasad,
2017).

A. calamus umumnya dikenal sebagai obat dalam sistem pengobatan
tradisional. A. calamus baik dalam bentuk kering atau bubuk memiliki rasa pedas
yang digunakan sebagai pengganti jahe, kayu manis dan pala (Balakumbahan,
dkk., 2010). Selain itu, rimpang A. calamus mengandung minyak aromatik yang
telah digunakan secara medis sejak zaman kuno hingga sekarang dan telah
dipanen secara komersial (Shahzad, dkk., 2015). Terdapat empat jenis Calamus
yang umum digunakan dalam pengobatan herbal selama ini, antara lain: tipe | A.
calamus L. var. americanus, diploid Amerika; tipe 1l A. calamus L. var. vulgaris
L. (var. calamus), triploid Eropa; tipe 11l dan tipe IV A. calamus L. var. augustatus
Bess dan var. versus L., tetraploid subtropis (Khare, 2013). Hal tersebut juga
diperkuat oleh pernyataan Mukherjee dkk (2007) & Subositi (2015) bahwa
berdasarkan perbedaan kariotipe terdapat empat keragaman A. calamus yaitu : A.
calamus varietas americanus: diploid, fertil dan dapat dijumpai di Amerika Utara
hingga Siberia; A. calamus varietas calamus: triploid, steril dan dapat dijumpai di
Eropa, Himalaya, India dan sebagian Amerika Serikat; A. calamus varietas
angustatus: tetraploid, sebagian fertil dan dapat dijumpai di bagian timur dan
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selatan Asia dari Jepang dan China hingga Malesiana: A. calamus varietas verus
L.: tetraploid dan ekotipe tropis.

A. calamus tersebar luas di seluruh daerah tropis dan subtropis, terutama di
India dan Sri Lanka. Tumbuhan ini dapat tumbuh liar atau dibudidayakan dan
ditemukan di rawa-rawa, jalur pendakian Himalaya hingga 1800 m di Sikkim.
Keberadaan tumbuhan ini melimpah di Traktat rawa-rawa Kashmir, Sirmoor,
Manipur dan bukit Naga. Selain itu, A. calamus ini dibudidayakan di Koratagere
di Karnataka. Tumbuhan ini akan tumbuh baik di tanah berlempung atau tanah
aluvial di tepi sungai (Chandra & Prasad, 2017; Imam, dkk., 2013). Sehingga
sekarang banyak ditemukan liar di pinggiran kolam dan sungai di sebagian besar
Negara Inggris (Imam, dkk., 2013).

A. calamus merupakan tumbuhan herba tahunan dengan percabangan
yang luas, tidak terbatas dan merambat, rimpang aromatik yang panjang, silindris,
tebalnya hingga 2,5 cm, berwarna keunguan hingga coklat muda pada bagian
luarnya dan putih di bagian dalamnya (Chandra & Prasad, 2017; Kumar, dkk.,
2013). Menurut Mukherjee dkk (2007), rimpang tumbuhan ini adalah bagian
terpenting untuk pengobatan. Rimpangnya berkayu, bercabang, beruas, baunya
kuat, khas, aromatik dan rasanya pahit. Permukaan rimpang yang dipotong
melintang terlihat berwarna krem dengan semburatan merah muda dan dapat
dibedakan menjadi daerah kortikal dan stelar. Secara mikroskopis, bagian
epidermis rimpang memiliki sel yang memanjang secara radial dengan dinding
yang sangat tebal. Bagian kortikal terdiri atas sel parenkim berdinding tipis,
memiliki ruang interselular yang besar, dan bercak serat. Sedangkan bagian stelar
memiliki sel-sel endodermal berbentuk silindris tunggal dengan butiran pati yang
melimpah. Sel-sel minyak berukuran besar berwarna kekuningan, kemudian sel-
sel yang mengandung oleoresin berwarna coklat gelap, serta butiran pati yang
tersebar di korteks dan stele.

A. calamus mempunyai daun yang tebal, tegak dan bentuknya mirip
dengan permukaan iris tetapi ujung-ujungnya sedikit berkerut. A. calamus berdaun
ramping panjang seperti rumput atau seperti pedang yang menyebar dan tumbuh
hingga panjangnya mencapai 1,5 m. Daun A. calamus yang dipotong atau
ditumbuk akan menghasilkan aroma manis, seperti bau jeruk keprok. Daun A.
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calamus memiliki satu ibu tulang daun di tengah yang menonjol, kemudian pada
kedua sisinya terdapat sedikit urat daun sekunder dan banyak urat daun tersier.
Lebar daunnya antara 0,7 cm hingga 1,7 cm, namun pada umumnya berukuran 1
cm. Daun simpodial A. calamus lebih pendek dari daun vegetatifnya. Daunnya tak
berbatas, berselang-seling, berwarna hijau dan bergelombang (Chandra & Prasad,
2017). Guratan daunnya berwarna putih kecoklatan, kenyal serta memiliki sedikit
akar (Kumar, dkk., 2013; Raja, dkk., 2009; Shahzad, dkk., 2015).

Bunga dari A. calamus sangat jarang tumbuh, jika tumbuh panjang
bunganya lebih dari 3-8 cm, berbentuk silinder agak melengkung, berwarna coklat
kehijauan serta ditutupi oleh duri yang mengeliling. Bunganya kecil, sessile, padat
serta spadix (tongkol) berukuran 5-10 cm. Spadix, pada saat ekspansi, panjangnya
dapat mencapai 4,9 cm hingga 8,9 cm. Benang sari dari bunga A. calamus
berwarna kuning dan berukuran kecil (Arushi & Ravinder, 2014; Kirtikar & Basu,
2008; Prajapati, dkk., 2009; Shahzad, dkk., 2015). Musim berbunga berkisar
antara awal hingga akhir musim panas tergantung pada garis lintangnya dan
tumbuh liar di tempat berawa. A. calamus memiliki buah yang berbentuk kecil
seperti berri dan terdapat sedikit biji didalamnya (Gambar 2.4) (Chandra &
Prasad, 2017; Imam, dkk., 2013).

Gambar 2.4. orfologi A. calamus. a). daun dan padixA. calamus
(Kumar, dkk., 2013), b). rimpang A. calamus (Chandra &
Prasad, 2017)
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2.3.2 Klasifikasi A. calamus
Klasifikasi dari A. calamus menurut Singh dkk (2011) adalah:
Kindom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta
Super Divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Liliopsida

Sub Kelas : Arecida

Bangsa . Arales

Suku : Acoraceae

Marga : Acorus

Spesies : Acorus calamus L.

Setiap daerah memiliki sebutan yang berbeda-beda terhadap tumbuhan ini,
antara lain: Jeringau (Indonesia), Daringo (Sunda), Dlingo (Jawa Tengah),
Jharango (Madura), Jangu (Bali), Jerango (Gayo dan Batak), Jeurunger (Aceh),
Jarianggu (Minangkabau), Kalamunga (Minahasa), Areango (Bugis), Ai wahu
(Ambon), Bila (Buru), Kaliraga (Flores), Jeringo (Sasak), Jariangau (Kalimantan),

Kareango (Makassar).

2.3.3 Kandungan Senyawa Kimia A. calamus

Studi fitokimia A. calamus yang telah dilakukan oleh Imam dkk (2013)
menunjukkan keberadaan glikosida, flavonoid, saponin, tanin, senyawa polifenol,
dan minyak atsiri. Selain itu, Tumbuhan ini telah dilaporkan adanya alkaloid dan
minyak esensial yang mengandung calamen, clamenol, calameon, asarone dan
sesquiterpen. Glikosida yang terkandung dalam A. calamus merupakan glikosida
pahit yang disebut acorine yang berikatan dengan eugenol, pinene dan camphene
(Chandra & Prasad, 2017; Kumar, dkk., 2013). Tumbuhan ini juga telah diteliti
secara luas oleh peneliti lainnya dan ditemukan adanya kandungan kimia dari
rimpang, daun dan akarnya yang meliputi f-asarone (Gambar 2.5a), a-asarone
(Gambar 2.5b), elemicine, cisisoelemicine, cis dan trans isoeugenol (Gambar
2.5¢) dan metil eter, camphene, P-cymene, a-selinene, p-gurjunene, B-cadinene,
champor (Gambar 2.5d), terpinolen (Gambar 2.5e) dan calacorene, acorone,
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acorenone (Gambar 2.5f), acoragermacrone, 2-deca-4,7 dienol, shyobunones,
linalool dan preisocalamendiol (Chandra & Prasad, 2017; Imam, dkk., 2013).

A. calamus memiliki persentase senyawa aktif yang lebih tinggi pada -
asarone (11%), yang merupakan senyawa utama, kemudian diikuti oleh persentase
dari camphene (2,27%), (E) B-ocimene (3,28%), camphor (1,54%), calarene
(1,42%), a-selinene (5,02%) dan s-cadinol (2,00%) (Chandra & Prasad, 2017;
Imam, dkk., 2013). Senyawa lain yang teridentifikasi dalam A. calamus adalah 4-
terpineol, 2-allyl-5-ethoxy-4-methoxyphenol, epieudesmin, lisidin, spathulenol,
borneol, furyletil keton, asam nonanoat, 2,2,5,5 tetramethyl-3-heksanol, bornil
asetat, galgravin, retusin (9E, 12E, 15E)-9,12,15-octadecatrien-1-ol, butil
butanoat, geranil asetat, sakuranin, asam asetat, isoelemicin, asam ursolic,
asetofenon, asam dehidroabietik, isoeugenol metileter, apigenin 4, 7-dimetil ether,
dehydrodiisoeugenol, elemicin dan asam linolenik (Balakumbahan, dkk., 2010).
Persentase komponen kimia bervariasi tergantung pada bagian tumbuhan
diekstraksi (Motley, 1994). B-asarone adalah konstituen utama dalam daun (27,4
hingga 45,5%), sedangkan acorenone dominan di rimpang (20,86%) diikuti oleh
isocalamendiol (12,75%) (Chandra & Prasad, 2017; Imam, dkk., 2013).
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Gambar 2.5. Fitokonstituen A. calamus. a). B-asarone, b). a-asarone, c).
isoeugenol, d). champor, e). terpinolen (Mukherjee, dkk.,
2007), f). acorenone (Balakumbahan, dkk., 2010)
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2.3.4 Khasiat A. calamus

Bagian dari A. calamus yang biasa dimanfaatkan adalah daun, akar
(rimpang) dan batang. Di Asia, A. calamus telah digunakan kurang lebih sejak
2000 tahunan. Orang-orang kuno Tiongkok menggunakannya untuk mengurangi
pembengkakan dan sembelit (Chandra & Prasad, 2017). A. calamus
memperlihatkan berbagai macam aktivitas farmakologisnya seperti aktivitas
antibakteri, antijamur, antioksidan, efek bronkiodilatori, antidiabetes,
antiinflamasi, antihepatotoksik, antimutagenik, hipolipidemik, insektisida,
lucicidal, antiulcer, antidiare, aktivitas SSP, antikanker (Divya, dkk., 2011;
Kumar, dkk., 2013), antispasmodik (Balakumbahan, dkk., 2010; Imam, dkk.,
2013; Kumar, dkk., 2013), antihelmintik, imunomodulator, imunostimulan,
antihipertensi, antioksidan, antipiretik dan karminatif (Imam, dkk., 2013). a-
asarone dan [-asarone menunjukkan aktivitas antikanker terhadap sel-sel
karsinoma manusia (Kumar, dkk., 2013; Palani, dkk., 2010).

A. calamus umumnya digunakan dalam sistem pengobatan tradisional
negara-negara Asia dan Eropa (Chandra & Prasad, 2017). Rimpang calamus
dimanfaatkan dalam berbagai keperluan pengobatan seperti memperbaiki nafsu
makan, demam (Balakumbahan, dkk., 2010; Chandra & Prasad, 2017; Shahzad,
dkk., 2015), gangguan saraf, nyeri dada, bronkitis (Chandra & Prasad, 2017),
diare (Chandra & Prasad, 2017; Imam, dkk., 2013), kram perut, sakit gigi (Devi &
Ganjewala, 2011; Divya, dkk., 2011; Muthulakshmi, dkk., 2015), menghilangkan
rasa mual, obat penenang dan juga digunakan untuk pengobatan epilepsi, disentri,
katarak dan tumor perut (Imam, dkk., 2013; Kirtikar & Basu, 2008).

Rimpang A. calamus digunakan dalam berbagai keperluan pengobatan
baik secara internal maupun eksternal. Pada rematik, demam dan radang sendi,
pasta A. calamus dapat dioleskan secara eksternal untuk meringankan rasa sakit
dan pembengkakan. A. calamus yang dimanfaatkan secara internal juga digunakan
dalam berbagai macam penyakit. Serbuk A. calamus yang diberi air garam suam-
suam kuku dapat menginduksi muntah dan mengurangi dahak, sambil meredakan
batuk dan asma. Dalam pengobatan epilepsi, kombinasi serbuk A. calamus dengan
madu akan bekerja lebih baik. Dalam praktek pengobatan Unani, pemberian

ramuan ini sangat baik dalam meningkatkan memori, penerimaan serta penghantar
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stimulus. Selain itu, ramuan ini dapat merangsang kontraksi uterus, sehingga
dapat menambah reaksi dalam persalinan dan bermanfaat dalam dismenore
(Imam, dkk., 2013; Nadkarni, 2006). Sedangkan dalam sistem pengobatan
Ayurvedic, rimpang A. calamus dianggap memiliki aroma yang khas, sebagai
stimulan, tonik pahit, emesis, ekspektoran, emmenagogue, afrodisiak, pencahar
dan diuretik. Rimpang dapat diolah dalam berbagai bentuk seperti bubuk, balsem,
enema, kapsul dan lain sebagainya (Imam, dkk., 2013; Kirtikar, & Basu, 2008;
Mukherjee, dkk., 2007).

2.4 Jamu subur kandugan

Jamu berasal dari bahasa jawa kuno yaitu “jampi” atau “usodo”. Jamu
memiliki arti pemulihan kesehatan dengan menggunakan segala bentuk ramuan
obat-obatan ataupun doa-doa (Djojoseputro, 2012). Jamu adalah produk racikan
bahan alam yang dimanfaatkan untuk memelihara kesehatan, mencegah penyakit,
mengobati berbagai penyakit, menjaga kebugaran tubuh dan kecantikan. Jamu
diracik dari bahan-bahan alami, seperti bagian-bagian dari suatu tumbuhan, yaitu
rimpang, daun, bunga, buah dan kulit batang. Namun, ada pula jamu yang
menggunakan bagian-bagian dari tubuh hewan (Adawiyah, 2013). Jamu
merupakan warisan turun temurun bangsa Indonesia yang masih menjadi
primadona dan memberikan dampak positif bagi kesehatan di berbagai lapisan
masyarakat, bahkan masyarakat Madura selalu menjaga kesehatan tubuh mereka
dengan mengkonsumsi jamu tradisional atau ramuan herbal (Mudjijono, dkk.,
2014).

Masyarakat Madura mempercayai bahwa mengkonsumsi jamu hendaknya
minimal sekali atau maksimal dua kali dalam seminggu setiap hari senin dan
kamis, karena hari tersebut dianggap paling baik diantara hari-hari lainnya. Jamu
Madura hingga saat ini masih eksis dan bagus. Minum jamu sudah menjadi
kebiasaan masyarakat Madura, bahkan mereka sudah membiasakan anak-anak
mereka dengan mengkonsumsi jamu sejak kecil, terutama di kalangan wanita
untuk tetap menjaga kesehatan tubuh, khususnya organ reproduksi. Salah satu
jamu yang terkenal dari Madura adalah jamu subur kandungan. Jamu ini sudah

dikenal publik akan khasiat dan keistimewaannya. Pemasarannya telah sampai di
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seluruh penjuru Indonesia seperti Surabaya, Malang, Jakarta dan kota-kota
lainnya, bahkan sudah sampai ke luar negeri (Mudjijono, dkk., 2014).

Jamu subur kandungan ini diproduksi oleh PT. Ribkah Maryam Jokotole
Bangkalan, Madura. Pemilik jamu ini adalah warga asli Madura yaitu Ibu Maryam
(Gambar 2.6). Jamu subur kandungan asal Madura memiliki komposis utama
yaitu A. sativum, C. manga dan A. calamus (Muchtaromah, dkk., 2019;
Mudjijono, dkk., 2014). Jamu subur kandungan kaya akan manfaat antara lain
membantu memperkuat otot-otot rahim agar tidak mudah gugur, menyehatkan
badan dan rahim, menyuburkan organ reproduksi agar mudah untuk dibuahi,
membantu menormalkan siklus hormonal wanita, memperbanyak produksi sel
telur pada ovarium dan mencegah keguguran. Selain itu, mengkonsumsi jamu
subur kandungan dapat menghilangkan rasa lelah, melancarkan peredaran darah
dan menormalkan siklus menstruasi. Racikan jamu subur kandungan ini diminum
setelah masa menstruasi setiap hari selama sebulan. Sedangkan untuk perawatan,
jamu ini cukup diminum dua kali dalam seminggu. Adapun reaksi dingin dalam
tubuh saat meminum jamu ini akibat dari rimpang temu manga yang merupakan
salah satu bahan dalam jamu subur kandungan ini (Mudjijono, dkk., 2014).

Nabi Muhammad Saw pernah menganjurkan pada ummatnya untuk
menikah dengan wanita yang dapat mewujudkan mawaddah dan rohmah dalam

kehidupan rumah tangganya nanti. Rosululloh Saw bersabda:

el 55 N1 0 ) S50 538 055

Artinya: “Menikahlah dengan wanita yang waduud dan waluud, karena aku
bangga terhadap jumlah ummatku yang banyak di hadapan para nabi
di hari kiamat ”. (HR. Ahmad, 3/158, Ibnu Hibban dengan tartib Ibnu
Bulban, 9/338, no. 4028, Al-Baihaqi, 7/81, Ath-Thabrani dalam kitab
Al-Ausath, 5/207. Dishohihkan oleh Al-Albani Rahimahullohu Ta’alaa
dalam Al-Irwa’, 6/195, no. 1783).

Al-waduud dalam hadits ini memiliki arti seorang wanita yang pecinta
terhadap suaminya. Sedangkan makna Al-waluud adalah wanita yang dapat
melahirkan banyak anak. Kedua sifat tersebut saling berkaitan, karena apabila
salah satu dari dua sifat tersebut tidak ada pada wanita tersebut, maka dapat

menyebabkan berkurangnya kecintaan suami terhadapnya. Seorang wanita yang
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dapat melahirkan banyak anak dan penyayang berarti wanita tersebut tergolong
wanita yang rahimnya kokoh atau subur, sehingga memperbanyak jumlah ummat
Nabi Muhammad Saw (Al-Jauziyah, 2000).
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Gambar 2.6. Jamu subur kandungan Ribkah Jokotole (Mudjijono, dkk.,
2014)

Jamu telah diterima di kalangan masyarakat untuk pengobatan, namun
belum tentu diterima oleh kalangan medis sebagai alternatif obat. Inilah yang
mendorong keberadaan program saintifikasi jamu. Saintifikasi ini berperan untuk
pendeteksi keamanan bahan jamu, khususnya dari segi formulasi, distribusi, mutu
dan budidayanya. Dengan adanya saintifikasi ini, pemanfaatan jamu atau obat
tradisional dapat dikonsumsi sesuai dosis dan dapat dipertanggung jawabkan
secara ilmiah dan memenuhi indikasi medis. Budidaya tanaman obat berbeda
dengan budidaya tanaman pangan, karena pada budidaya tanaman obat
diharapkan selain biomassa juga keberadaan senyawa bioaktifnya. Sehingga untuk
mendapatkan pembuktian akurat, maka harus mempertimbangkan dan

memperhatikan kualitas bahan baku (Siswanto, 2013).

2.5 Klomifen sitrat
Disfungsi ovulasi adalah salah satu penyebab paling umum kegagalan
reproduksi pada wanita infertil. Infertilitas anovulasi dapat diakibatkan karena

sindrom ovarium polikistik (PCOS), obesitas, disfungsi hipotalamus, stres,
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hiperprolaktinemia, tumor hipofisis atau penyakit tiroid pada manusia (Chaube,
dkk., 2014). Salah satu pengobatan untuk menyembuhkan kondisi tersebut adalah
dengan induksi ovulasi yang dapat merangsang oosit dewasa. Selama ini, agen
induksi ovulasi yang biasa digunakan di Indonesia adalah klomifen sitrat. Obat ini
memiliki tingkat keberhasilan ovulasi yang relatif tinggi, sekitar 50-75%
(Wiweko, dkk., 2016).

Klomifen sitrat adalah modulator reseptor estrogen selektif non-steroid
(SERM) yang memiliki sifat agonis dan antagonis terhadap estrogen (Zakaria,
dkk., 2018). Klomifen sitrat merupakan obat yang paling umum digunakan untuk
induksi owvulasi, karena harganya yang murah, sangat efektif dan ramah
penggunaannya. Klomifen sitrat ini pertama kali disintesis pada tahun 1956 dan
telah tersedia secara komersial sejak tahun 1961 (Sovino, dkk., 2002). Obat
antiestrogen ini berkompetisi dengan esterogen endogen pada sisi pengikatan
reseptornya dengan memblokir reseptor di hipotalamus dan hipofisis, sehingga
mengganggu mekanisme umpan balik estrogen endogen pada hipofisis dan
hipotalamus. Hasilnya adalah peningkatan sekresi FSH dan LH oleh hipofisis,
yang merangsang produksi folikel ovarium dan ovulasi (Gambar 2.7). Induksi
ovulasi medis dengan klomifen sitrat saat ini merupakan pengobatan tingkat awal
untuk anovulasi (Brown & Farquhar, 2016; Brown, dkk., 2009; Hashim, 2012;
Tarlatzis, dkk., 2008; Vause, dkk., 2010). Sekitar 7% kehamilan yang dihasilkan
dari ovulasi yang diinduksi oleh klomifen sitrat menghasilkan kehamilan kembar,
dan 0,5% menghasilkan kehamilan triplet (Brown & Farquhar, 2016; Wolf, 2000).
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Gambar 2.7. Mekanisme kerja obat klomifen sitrat (Sovino, dkk., 2002)

Berdasarkan susunan kimianya, klomifen sitrat adalah turunan trifenilen
yang memiliki kemiripan struktural dengan dietilboestrol. Klomifen memiliki dua
bentuk isomer, yaitu cis dan trans, yang dalam nomenklaturnya saat ini masing-
masing adalah zuclomiphene dan enclomiphene (Gambar 2.8). Aktivitas
zuclomiphene sebagian besar bersifat anti-esterogenik (antagonis), sedangkan
enclomiphene memiliki efek esterogenik (agonis). Sifat agonis estrogen terlihat
hanya jika tingkat estrogen endogen sangat rendah. Kalau tidak, klomifen sitrat
bertindak sebagai antagonis estrogen (Chaube, dkk., 2014). Pada racikan
komersial, obat ini mengandung 40% zuclomiphene dan 60% enclomiphene
(Sovino, dkk., 2002). Zuclomiphene diketahui jauh lebih kuat dari enclomiphene
untuk menginduksi ovulasi. Zuclomiphene memiliki waktu paruh yang lebih lama
daripada enclomiphene, hal ini dapat dideteksi keberadaannya dalam plasma 1
bulan setelah pemberiannya (Hashim, 2012).

Penggunaan umum klomifen sitrat adalah selama 5 hari dari hari kedua
atau ketiga siklus menstruasi. Dosis harian dari klomifen sitrat yang disarankan
adalah 50 mg hingga 100 mg dengan maksimum 250 mg (Brown & Farquhar,
2016; Hashim, 2012). Pemberian obat ini dapat dimulai dengan dosis 50 mg/hari
kemudian meningkat menjadi 250 mg/hari. Namun pada umumnya menunjukkan
bahwa dosis paling efektif adalah 100-150 mg/hari dan lebih dari 75% ovulasi
terjadi dalam dosis tersebut (Hashim, 2012).



36

Banyak metode yang mengusulkan pasien mulai mengkonsumsi klomifen
sitrat pada hari ke 5 dari siklus menstruasi. Berdasarkan fisiologis ovaium,
klomifen sitrat menginduksi peningkatan gonadotropin pada hari ke 5-9 dari
siklus, yaitu ketika folikel dipilih. Pematangan folikel yang dimulai pada saat itu
ditandai dengan perkembangan folikel preovulasi, peningkatan sirkulasi estrogen,
gelombang preovulasi LH dan pelepasan LH yang mengarah ke ovulasi dengan
tingkat progesteron postovulasi yang tinggi. Klomifen tidak dianjurkan selama
kehamilan, karena dapat menyebabkan kelainan bawaan. Hal ini juga
dikontraindikasikan pada penyakit hati kronis, karena pembersihan obat melalui
hati, dan pengidap kista ovarium fungsional, karena dapat mengakibatkan tumbuh
lebih besar. Selain itu, tidak dianjurkan pada pasien ovulasi normal, karena
pemberiannya dapat menyebabkan gangguan yang mengarah pada penurunan
kesuburan (Sovino, dkk., 2002).

OCH,- CH:'N':CzHS)! OCH:-CH:-N(C2Ha):
Cl
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Trans: Enclomiphene citrate Cis: Zuclomiphene citrate

Gambar 2.8. Komponen obat klomifen sitrat (Sovino, dkk., 2002)

2.6 Ekstraksi

Ekstraksi adalah pemisahan bagian tumbuhan yang aktif menggunakan
pelarut selektif melalui prosedur terstandar. Tujuan dari semua metode ekstraksi
adalah untuk memisahkan metabolit tumbuhan yang larut dengan tidak larut
(residu) (Azwanida, 2015). Secara umum, semakin halus ukuran partikel, semakin
baik hasil ekstraksinya. Efisiensi ekstraksi akan ditingkatkan oleh ukuran partikel

kecil karena peningkatan penetrasi pelarut dan difusi zat terlarut. Namun, ukuran
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partikel yang terlalu halus akan menyebabkan absorpsi zat terlarut dalam jumlah
besar dan kesulitan dalam penyaringan berikutnya (Zhang, dkk., 2018).

Ektraksi memiliki berbagai macam metode, yaitu metode ekstraksi
konvensional yang meliputi maserasi (Pandey, dkk., 2014; Zhang, dkk., 2018),
perkolasi, refluks (Zhang, dkk., 2018), infusa, digestasi, sokletasi dan dekokta
(Pandey, dkk., 2014). Metode tersebut biasanya menggunakan pelarut organik,
membutuhkan pelarut dengan volume besar dan waktu ekstraksi yang lama.
Sedangkan metode ekstraksi modern meliputi ekstraksi super critical fluid (SFC),
ekstraksi cair bertekanan (PLE) dan ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
(MAE). Metode tersebut telah diterapkan dalam ekstraksi produk alami, dan
memiliki beberapa keuntungan seperti penggunaan pelarut organik yang lebih
rendah, waktu ekstraksi lebih pendek dan selektivitas lebih tinggi. Beberapa
metode ekstraksi yang umum digunakan akan dibahas di bawah ini (Azwanida,
2015).

Ekstraksi produk alami berlangsung melalui tahap-tahap berikut: (1)
pelarut menembus ke dalam matriks padat; (2) zat terlarut larut dalam pelarut; (3)
zat terlarut berdifusi keluar dari matriks padat; (4) zat terlarut hasil ekstraksi
dikumpulkan (Zhang, dkk., 2018). Parameter dasar yang mempengaruhi kualitas
ekstrak adalah bagian tanaman dan pelarut yang digunakan untuk prosedur
ekstraksi. Sedangkan hal-hal yang akan mempengaruhi kuantitas dan komposisi
metabolit sekunder dari suatu ekstrak tergantung pada jenis ekstraksi, waktu
ekstraksi, suhu, sifat pelarut, konsentrasi pelarut dan polaritas (Pandey, dkk.,
2014).

Pemilihan pelarut sangat penting untuk ekstraksi. Selektivitas, kelarutan,
biaya dan keamanan harus dipertimbangkan dalam pemilihan pelarut. Berdasarkan
hukum kesamaan dan intermiscibilitas, pelarut yang nilai polaritasnya dekat
dengan polaritas zat terlarut cenderung berkinerja lebih baik dan sebaliknya
(Zhang, dkk., 2018). Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi komponen aktif
adalah air, etanol, metanol, kloroform, eter, dan aseton (Pandey, dkk., 2014).
Alkohol (EtOH dan MeOH) adalah pelarut universal dalam ekstraksi pelarut
untuk mendeteksi fitokimia (Zhang, dkk., 2018).
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2.6.1 Metode Ekstraksi
2.6.1.1 Maserasi

Maserasi adalah teknik ekstraksi yang sangat sederhana yang digunakan
dalam pembuatan wine dan telah diadopsi dalam penelitian tanaman obat.
Maserasi melibatkan proses perendaman bahan tanaman (kasar atau bubuk) dalam
wadah tertutup menggunakan pelarut dan dibiarkan pada suhu kamar selama
minimal 3 hari dengan agitasi yang sering. Proses tersebut dimaksudkan untuk
melunakkan dan menghancurkan dinding sel tanaman agar terlepas fitokimia
terlarutnya. Setelah 3 hari, campuran ditekan atau disaring dengan saringan
(Azwanida, 2015; Handa, dkk., 2008). Maserasi memiliki kekurangan yaitu waktu
ekstraksi yang lama dan efisiensi ekstraksi yang rendah. Metode ini dapat
digunakan untuk ekstraksi komponen termolabil dan efektif untuk ekstraksi
senyawa fenolik (Pandey, dkk., 2014; Zhang, dkk., 2018).

2.6.1.2 Perkolasi

Perkolasi adalah prosedur yang paling sering digunakan untuk
mengekstrak bahan aktif dalam persiapan tingtur dan ekstrak cair. Perkolator
(bejana sempit berbentuk kerucut terbuka di kedua ujungnya) merupakan alat
yang umum digunakan pada metode ini (Gambar 2.9) (Azwanida, 2015). Bahan-
bahan padat dibasahi dengan sejumlah menstrum yang ditentukan dan dibiarkan
selama sekitar 4 jam dalam wadah tertutup. Setelah itu, bahan hasil rendaman
diletakkan pada perkolator dan bagian atas perkolator ditutup. Menstrum kembali
ditambahkan untuk membentuk lapisan dangkal di atas bahan hasil rendaman dan
campuran dibiarkan memaserasi dalam perkolator tertutup selama 24 jam. Saluran
perkolator kemudian dibuka dan cairan yang terkandung di dalamnya dibiarkan
menetes perlahan. Menstrum ditambahkan kembali sesuai kebutuhan, sampai
ukuran perkolat sekitar tiga perempat volume yang dibutuhkan dari produk jadi
(De Silva, dkk., 2017; Handa, dkk., 2008; Pandey, dkk., 2014). Perkolasi lebih
efisien daripada maserasi karena terdapat proses kontinu dari pelarut jenuh yang

secara terus-menerus digantikan oleh pelarut segar (Zhang, dkk., 2018).
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Gambar 2.9. Percolator (Azwanida, 2015)

2.6.1.3 Refluks

Ekstraksi refluks adalah ekstraksi yang lebih efisien daripada perkolasi
atau maserasi. Ekstraksi refluks membutuhkan waktu ekstraksi dan pelarut yang
lebih sedikit. Namun, tidak dapat digunakan untuk ekstraksi produk alami
termolabil (Zhang, dkk., 2018). Pada metode ini, bahan tanaman dimasukkan
dengan pelarut ke dalam labu yang telah dihubungkan dengan kondensor. Pelarut
yang digunakan dipanaskan hingga mendidih. Uap akan terkondensasi dan
kembali ke labu (Mukhriani, 2014).

2.6.1.4 Sokletasi

Ekstraksi soklet adalah metode ekstraksi kontinu otomatis dengan efisiensi
ekstraksi yang tinggi, serta membutuhkan lebih sedikit waktu dan pelarut daripada
maserasi atau perkolasi. Sehingga metode ini dapat dikatakan sebagai metode
integrasi ekstraksi refluks dan perkolasi (Zhang, dkk., 2018). Ekstraksi soklet
hanya diperlukan jika senyawa yang diinginkan memiliki kelarutan terbatas dalam
pelarut dan residu tidak larut dalam pelarut itu. Jika senyawa yang diinginkan
memiliki kelarutan tinggi dalam pelarut, maka filtrasi sederhana dapat digunakan
untuk memisahkan senyawa dari zat yang tidak larut. Metode ini tidak dapat
digunakan untuk senyawa termolabil karena pemanasan yang lama dapat
menyebabkan degradasi senyawa (Pandey, dkk., 2014). Dalam metode ini, sampel
yang ditumbuk halus ditempatkan dalam kantong berpori atau “thimble” yang

terbuat dari kertas saring atau selulosa yang kuat, kemudian diletakkan di ruang
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bidal dari peralatan soklet (Gambar 2.10). Pelarut ekstraksi dipanaskan dalam labu
bawah, dibiarkan menguap ke dalam bidal sampel dan mengembun dalam
kondensor. Ketika cairan mencapai lengan pipa siphon, isi cairan dikosongkan ke

labu bawah lagi dan proses dilanjutkan (Azwanida, 2015).

Gambar 2.10. Ekstraktor soklet tradisional (Azwanida, 2015)

2.6.1.5 Infusa

Infusa menggunakan prinsip yang sama seperti maserasi, yaitu bahan
tanaman direndam dalam air dingin atau air rebusan. Namun, periode perendaman
untuk infusa lebih pendek dan sampel direbus dalam volume air tertentu
(misalnya. 1:4 atau 1:16) (Azwanida, 2015; Handa, dkk., 2008; Pandey, dkk.,
2014).

2.6.1.6 Dekoktasi

Dekoktasi hanya cocok untuk mengekstraksi senyawa yang larut dalam air
dan stabil terhadap panas, bahan tanaman keras (misalnya Akar dan kulit kayu)
dan biasanya menghasilkan lebih banyak senyawa yang larut dalam minyak
dibandingkan dengan maserasi dan infusa (Azwanida, 2015). Dekoktasi tidak
dapat digunakan untuk ekstraksi komponen termolabil atau volatil (Zhang, dkk.,

2018). Prosedur dalam metode ini adalah bahan tanaman direbus dalam air dengan
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rasio misalnya 1:4 atau 1:16 dan dengan durasi yang ditentukan kurang lebih 15
menit, kemudian didinginkan dan disaring (Handa, dkk., 2008).

2.6.1.7 Pressurized Liquid Extraction (PLE)

Pressurized Liquid Extraction (PLE) telah dideskripsikan sebagai
ekstraksi pelarut yang dipercepat, ekstraksi pelarut yang ditingkatkan, ekstraksi
cairan bertekanan, ekstraksi cairan yang dipercepat, dan ekstraksi pelarut
bertekanan tinggi oleh berbagai kelompok penelitian. PLE menerapkan tekanan
tinggi dalam ekstraksi. Tekanan tinggi ini menjaga pelarut dalam keadaan cair di
atas titik didihnya yang dapat menghasilkan kelarutan tinggi dan tingkat difusi
tinggi. Penggunaan metode PLE dapat mengurangi waktu ekstraksi dan
penggunaan pelarut serta memiliki pengulangan yang lebih baik dibandingkan
dengan metode lain. Namun PLE memiliki kekurangan vyaitu tidak dapat
digunakan untuk mengekstraksi senyawa termolabil karena suhu ekstraksi yang
tinggi. Ekstraksi ini telah berhasil diterapkan oleh para peneliti di Universitas
Makau dan lembaga lainnya dalam mengekstraksi banyak jenis produk alami

termasuk saponin, flavonoid dan minyak atsiri (Zhang, dkk., 2018).

2.6.1.8 Microwave Assisted Extraction (MAE)

Microwave Assisted Extraction (MAE) adalah metode ekstraksi modern.
Dalam metode MAE, energi gelombang mikro memfasilitasi pemisahan bahan
aktif tanaman ke dalam pelarut. Gelombang mikro memiliki medan listrik dan
magnet yang saling tegak lurus. Medan listrik menghasilkan panas melalui rotasi
dipolar dan konduksi ionik. Berbeda dengan metode klasik, ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro memanaskan seluruh sampel secara bersamaan. Selama
ekstraksi, panas memutuskan ikatan hidrogen yang lemah karena rotasi dipol
molekul dan migrasi ion terlarut meningkatkan penetrasi pelarut ke dalam sampel
atau matriks (De Silva, dkk., 2017). Penerapan MAE memberikan banyak
keuntungan, seperti meningkatkan hasil ekstrak, mengurangi degradasi termal dan
pemanasan selektif bahan tumbuhan. MAE juga dikenal sebagai teknologi ramah
lingkungan karena mengurangi penggunaan pelarut organik. Ada dua jenis metode
MAE vyaitu ekstraksi bebas pelarut (biasanya untuk senyawa volatil) dan ekstraksi

pelarut (biasanya untuk senyawa non-volatil). Kondisi MAE dioptimalkan sebagai
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berikut: 65% metanol sebagai pelarut ekstraksi, daya gelombang mikro 200 W
dan waktu ekstraksi 260 detik (Zhang, dkk., 2018).

2.6.1.9 Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)

Ekstraksi dengan bantuan ultrasonik (UAE) adalah teknik canggih yang
memiliki kemampuan mengekstraksi sejumlah besar senyawa bioaktif dalam
waktu ekstraksi yang lebih singkat (De Silva, dkk., 2017). Ekstraksi dengan
bantuan ultrasonik (UAE) ini disebut sebagai ekstraksi ultrasonik atau sonikasi.
Ekstraksi ini menggunakan energi gelombang ultrasonik dalam proses
ekstraksinya. Ultrasonik dapat mempercepat disolusi dan difusi zat terlarut serta
perpindahan panas yang dapat meningkatkan efisiensi ekstraksi. UAE melibatkan
penggunaan ultrasound mulai dari 20 kHz hingga 2000 kHz. Efek mekanis
kavitasi akustik dari USG meningkatkan kontak permukaan antara pelarut, sampel
dan permeabilitas dinding sel (Azwanida, 2015). Keuntungan lain dari UAE
termasuk sedikit penggunaan pelarut dan konsumsi energi, begitu pula suhu dan
waktu ekstraksinya. UAE berlaku untuk ekstraksi senyawa termolabil dan non
termolabil. UAE umumnya digunakan dalam ekstraksi banyak jenis produk alami
(Gambar 2.11) (Zhang, dkk., 2018).

Ultrasound

Trarsdoce 1000 generator

Gambar 2.11. Mesin UAE (Azwanida, 2015)
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2.6.2 Pelarut Etanol

Metode ekstraksi yang umum dan sederhana yang biasa digunakan untuk
mengetahui senyawa aktif dalam tumbuhan, seperti senyawa fenol, flavonoid
bahkan antioksidan adalah metode ekstraksi menggunakan pelarut. Prosedur
metode ini mudah dilakukan dan tingkat konsumsi energinya rendah. Pelarut
ekstraksi yang digunakan antara lain pelarut non polar dan polar. Pelarut non polar
yaitu etil asetat, kloroform, dan n-butanol, sedangkan pelarut polar termasuk air,
metanol, dan etanol (Sun, dkk., 2015).

Keberadaan pelarut sangat penting untuk ekstraksi ini. Selektivitas,
kelarutan, biaya dan keamanan harus dipertimbangkan dalam pemilihan suatu
pelarut. Berdasarkan hukum kesamaan dan intermiscibilitas (seperti suka larut),
pelarut dengan nilai polaritas dekat dengan polaritas zat terlarut cenderung
memiliki kinerja lebih baik dan begitu pula sebaliknya. Alkohol (EtOH dan
MeOH) adalah pelarut polar yang umum digunakan dalam metode ekstraksi
dengan pelarut untuk analisis fitokimia (Zhang, dkk., 2018).

Etanol adalah golongan alkohol yang mudah terbakar, menguap dan tidak
memiliki warna. Etanol merupakan sejenis cairan yang digunakan dalam sehari-
hari, baik di dunia medis, industri dan lain sebagainya. Etanol tergolong sebagai
sebagai alkohol berantai tunggal yang memiliki rumus kimia C2H50H. Pelarut
etanol ini merupakan isomer konstitusional dari dimetil eter. Departemen
kesehatan RI menyarankan penggunaan etanol sebagai pelarut ekstraksi untuk
keperluan yang berkaitan dengan pembuatan obat herbal, karena Harbone (1987)
menyatakan bahwa etanol adalah pelarut yang baik dan tepat untuk ekstraksi.

Begitu pula menurut Sinambela (2003), ekstraksi tumbuhan obat
menggunakan pelarut etanol adalah pemilihan yang tepat untuk standarisasi obat
herbal. Etanol sangat efektif digunakan untuk ekstraksi karena mampu
menghasilkan senyawa aktif yang optimal. Penggunaan etanol ini diharapkan
senyawa-senyawa atau antioksidan yang dihasilkan dari ekstraksi dapat
diaplikasikan pada makanan, minuman dan obat-obatan, sehingga aman

dikonsumsi. Berbeda dengan methanol yang dapat bersifat toksik (Voight, 1994).
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2.7 Nanopartikel

Nanoteknologi adalah ilmu tentang hal yang kecil, bahkan sangat kecil.
Nanoteknologi merupakan teknologi yang memanfaatkan penggunaan atau
manipulasi materi pada skala kecil. Studi Nanoteknologi dan Nanoscience telah
muncul dengan cepat selama beberapa tahun terakhir di berbagai bidang.
Nanoteknologi tidak harus dilihat sebagai teknik tunggal yang hanya
memengaruhi area tertentu. Meskipun sering disebut sebagai “ilmu kecil”,
nanoteknologi tidak hanya berarti struktur dan produk yang sangat kecil (Hagens,
dkk., 2007). Nanopartikel farmasi didefinisikan sebagai nanopartikel pembawa
obat padat, berukuran submikron (kurang dari 100 nm) yang mungkin dapat
terurai secara alami (Pal, dkk., 2011).

Nano berasal dari bahasa Yunani, yaitu “nanos” yang berarti “kurcaci”.
Sebutan ini menjadi semakin umum dalam literatur ilmiah. “Nano” sekarang
merupakan label yang populer dalam bidang sains modern, dan baru-baru ini
banyak kata “nano” yang muncul dalam kamus, termasuk nanometer, skala nano,
teknologi nano, struktur nano, tabung nano, kawat nano, dan nanorobot. Namun,
ada pula kata yang belum dikenal secara luas yang digunakan dalam publikasi
ilmiah seperti sains dan alam. Kata tersebut termasuk nanoelektronik, nanokristal,
nanovalve, nanoantenna, nanocavity, nanoscaffolds, nanofiber, nanomagnet,
nanoarray, nanolitografi, nanopatterning dan nanoenkapsulasi. Nanopartikel
adalah partikel yang sangat kecil yang memiliki kemampuan untuk masuk dan
bertranslokasi dalam organisme hidup. Kemampuan ini dihasilkan dari ukurannya
yang kecil yang memungkinkan untuk menembus hambatan fisiologis dan
berjalan dalam sistem peredaran darah suatu individu (Buzea, dkk., 2007).

Nanopartikel memiliki dimensi lebih kecil dari 1 pm. Nanopartikel
memiliki sifat yang unik dibandingkan dengan materi yang berukuran besar, hal
ini karena adanya penurunan dimensi ke tingkat atom. Nanopartikel dapat
memiliki bentuk amorf atau Kristal. Pada tingkat tertentu, nanopartikel dianggap
sebagai materi dengan keadaan yang berbeda, yaitu keadaan padat, cair, gas, dan
plasma. Contoh bahan dalam bentuk nanopartikel kristal adalah fullerene dan
nanotube karbon, sedangkan bentuk padat kristal adalah grafit dan berlian (Buzea,
dkk., 2007). Nanopartikel disintesis melalui penurunan ukuran menggunakan
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metode top-down seperti penggilingan, homogenisasi tekanan tinggi dan proses
sonikasi atau bottom-up seperti presipitasi reaktif dan perpindahan pelarut (Divya
& Jisha, 2018; Vauthier, dkk., 2003). Pada metode yang pertama yaitu metode
pemecahan (top-down), kekuatan eksternal diterapkan pada padatan yang akan
dipecah menjadi partikel yang lebih kecil. Yang kedua adalah metode
penumpukan (bottom-up) yang menghasilkan nanopartikel yang berasal dari gas
atom atau cairan berdasarkan transformasi atom atau kondensasi molekuler
(Gambar 2.12) (Horikoshi & Serpone, 2013).

Top dawn

Bulk

rouier @ @
OP

EN

732 Nanoparticles

— @O

(]
[
Clusters H G%{p

{

ol o

[T
Atoms 0™ %

Bottom up

Gambar 2.12. Metode pembuatan nanopartikel (Usman, dkk., 2019)

Metode top-down adalah metode memecah zat padat. Metode ini dapat
dibagi menjadi pemecahan kering dan basah. Metode pemecahan kering yaitu zat
padat tergilas sebagai hasil dari guncangan, kompresi, atau gesekan. Di sisi lain,
pemecahan basah dari substrat padat dilakukan menggunakan pemecahan bantalan
jatuh, pemecahan fluida sentrifugal, pemecahan butiran yang mengagitasi,
pemecahan butiran saluran derek, dan lain sebagainya. Dibandingkan dengan
metode kering, metode basah cocok untuk mencegah kondensasi nanopartikel
yang terbentuk dan dengan demikian memungkinkan untuk mendapatkan

nanopartikel yang sangat terdispersi. Sedangkan pendekatan metode bottom-up
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secara umum dibagi menjadi metode fase gas dan metode fase cair. Meskipun
metode fase gas meminimalkan terjadinya pengotor organik dalam partikel
dibandingkan dengan metode fase cair, metode fase gas masih memerlukan
penggunaan peralatan vakum yang rumit dengan kerugiannya adalah biaya yang
tinggi dan produktivitas yang rendah (Horikoshi & Serpone, 2013).

Nanopartikel umumnya diidentifikasi berdasarkan ukuran, morfologi dan
muatan permukaannya, menggunakan teknik mikroskopis canggih seperti
pemindaian mikroskop elektron (SEM), mikroskop elektron transmisi (TEM) dan
mikroskop kekuatan atom (AFM). Rata-rata diameter partikel, distribusi ukuran
dan muatannya mempengaruhi stabilitas fisik dan distribusi in vivo dari
nanopartikel. Teknik mikroskop elektron sangat berguna dalam memastikan
bentuk keseluruhan nanopartikel polimer yang juga dapat menentukan
toksisitasnya. Muatan permukaan nanopartikel mempengaruhi stabilitas fisik,
redispersibilitas dispersi polimer serta kinerja in vivo (Pal, dkk., 2011).

Nanopartikel umumnya diklasifikasikan berdasarkan dimensi, morfologi,
komposisi, keseragaman, dan aglomerasi. Berdasarkan morfologi, ada beberapa
hal yang harus dipertimbangkan seperti kerataan, kebulatan, dan rasio.
Nanopartikel rasio aspek tinggi termasuk nanotube dan kawat nano dengan
berbagai bentuk, seperti heliks, zig-zag dan sabuk dengan panjang yang berbeda.
Morfologi rasio aspek kecil meliputi bola, oval, kubik, prisma, heliks, atau pilar
(Buzea, dkk., 2007). Nanopartikel diklasifikasikan menjadi nanopartikel organik
dan anorganik (Divya & Jisha, 2018; Whitesides, 2003). Kelompok nanopartikel
organik termasuk misel, dendrimer, liposom, hibrida dan nanopartikel polimer
kompak. Kelompok nanopartikel anorganik termasuk fullerene, titik kuantum,
silika dan nanopartikel emas (Cartaxo, 2018).

Selain di atas, Ada banyak pendekatan lainnya untuk mengklasifikasikan
nanopartikel. Nanopartikel diklasifikasikan berdasarkan satu, dua dan tiga
dimensi. Sistem satu dimensi antara lain lapisan tipis atau permukaan buatan yang
telah digunakan selama puluhan tahun dalam bidang elektronik, kimia, dan teknik.
Lapisan tipis ini berukuran 1-100 nm atau monolayer. Sedangkan sistem dua
dimensi adalah nanotube karbon (CNTSs). Nanotube karbon adalah atom karbon
dengan ikatan heksagonal, berdiameter 1 nm dan panjang 100 nm serta lapisan
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grafit yang digulung menjadi silinder. CNTs terdiri dari dua jenis, yaitu nanotube
karbon tunggal (SWCNTSs) dan karbon nanotube multisisi (MWCNTS) (Pal, dkk.,
2011). Nanopartikel tiga dimensi meliputi fullerene (karbon 60), dendrimer dan
titik kuantum. Fullerene adalah sangkar bulat yang mengandung 28 hingga lebih
dari 100 atom karbon, mengandung C60. Ini adalah bola yang berlubang yang
terdiri atas ikatan karbon pentagonal dan heksagonal, sehingga menyerupai bola.
Fullerene tahan terhadap tekanan ekstrem dan dapat kembali ke bentuk aslinya
ketika tekanan dilepaskan (Pal, dkk., 2011; Tomalia, 2004).

Dendrimer mewakili kelompok baru dari polimer struktur terkontrol
dengan dimensi nanometrik. Dendrimer digunakan dalam pemberian obat dan
biasanya berdiameter 10 hingga 100 nm dengan beberapa gugus fungsional di
permukaan yang menjadikannya efektif sebagai pembawa obat target. Dendrimer
memiliki permukaan reaktif yang berbeda dan kompatibel dengan struktur organik
seperti DNA, sehingga penggunaannya produktif dalam bidang medis dan
biomedis. Aplikasi farmasi dari dendrimer antara lain formulasi anti-inflamasi
nonsteroid, obat antimikroba dan antivirus, obat antikanker, pro-obat, dan agen
skrining untuk penemuan obat (Cheng, dkk., 2008; Pal, dkk., 2011).

Titik-titik kuantum (QD) adalah material kecil yang mengandung droplet
kecil elektron bebas. QD adalah nanokristal semikonduktor koloid yang
berdiameter 2 hingga 10 nm. QD dapat disintesis dari berbagai jenis bahan
semikonduktor melalui sintesis koloid atau elektrokimia. QD yang paling umum
digunakan adalah cadmium selenide (CdSe), cadmium telluride (CdTe), indium
phosphide (InP), dan indium arsenide (InAs). QD memiliki permukaan yang
cukup untuk melapisi agen terapeutik untuk pengiriman obat simultan serta untuk
rekayasa jaringan (Larson, dkk., 2003; Pal, dkk., 2011).

Keuntungan  signifikan  dari  nanopartikel —adalah  peningkatan
bioavailabilitas, proporsionalitas dosis, bentuk ukuran lebih kecil, peningkatan
luas permukaan yang menghasilkan penyebaran zat aktif lebih cepat di lingkungan
berair, seperti tubuh manusia (Gambar 2.13), bioavailabilitas yang lebih besar,
lebih sedikit toksisitas dan mengurangi variabilitas makan/puasa (Pal, dkk., 2011).
Karena keuntungan yang luar biasa, nanopartikel mendapat perhatian besar dari
para peneliti di bidang multidisiplin ilmu. Nanopartikel dapat digunakan untuk
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pengiriman obat (Buzea, dkk., 2007; Lee, dkk., 2011), peraba kimia dan biologis
(Barrak, dkk., 2019), peraba gas (Mansha, dkk., 2016; Rawal & Kaur, 2013;
Ullah, dkk., 2017), penangkapan CO2 (Ganesh, dkk., 2017; Khan, dkk., 2019;
Ramacharyulu, dkk., 2015) dan antioksidan. Kemudian dapat pula diaplikasikan
dalam bidang bioremidiasi, bioeletronik, teknik mesin, kosmetik dan lain-lain
(Buzea, dkk., 2007).
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Gambar 2.13. Distribusi obat konvensional vs. obat nanopartikel setelah
pemberian oral pada tubuh manusia (Cartaxo, 2018)

2.8 Kitosan

Kitosan adalah polisakarida linier biokompatibel yang terdiri dari ikatan [3-
(1-4)-D-glukosamin dan N-asetil-D-glukosamin yang terdistribusi secara acak.
Kitosan diproduksi secara komersial melalui deasetilasi kitin yang merupakan
elemen struktural dalam eksoskeleton crustacea dan dinding sel jamur (Arami,
dkk., 2011). Kitin ditemukan pertama kali oleh Henri Braconnot pada tahun 1811
saat melakukan penelitian jamur. Kemudian, Prof. C. Rouget menemukan bahwa
pengobatan alkali kitin dapat menghasilkan zat yang tidak seperti kitin dan dapat

dilarutkan dalam asam. Penelitian tersebut dilakukan pada tahun 1859. Hoppe
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Seiler menyebut zat tersebut dengan sebutan deasetilasi kitin atau kitosan
(Badawy & Rabea, 2011).

Kitin adalah biopolimer panjang dan tidak memiliki cabang yang tersebar
luas di alam. Kitin merupakan komponen utama kutikula serangga, dinding sel
jamur, ragi dan ganggang hijau selain ditemukan pada eksoskeleton crustacea
(Divya & Jisha, 2018; Einbu & Varum, 2008). Kitin adalah polisakarida yang
membentuk Kristal. Terdapat tiga bentuk kristal utama dari kitin yaitu a,  dan y-
kitin. o-Kitin memiliki rantai antiparalel sedangkan B-kitin memiliki ikatan
hidrogen intrasheet dan rantai paralel. y-Kitin adalah kombinasi dari a dan f kitin
yang memiliki struktur paralel dan antiparalel (Divya & Jisha, 2018; Franca, dkk.,
2008; Yen & Mau, 2007). Kitosan yang diperoleh dengan deasetilasi Kitin,
memiliki unit ikatan B 1-4 (kitin monomer) dan 2-amino 2-deoksi-p-D-
glukopiranosa (unit D-glukosa; unit monomer kitosan) (Divya & Jisha, 2018;
Park, dkk., 2011; Puvvada, dkk., 2012; Shahidi, dkk., 1999).

Kitosan mengandung setidaknya 60% unit D (Kumirska, dkk., 2011).
Fraksi molar unit D dinyatakan sebagai derajat deasetilasi (DD) (Aranaz, dkk.,
2012). Struktur kitin dan kitosan ditunjukkan pada Gambar 2.14. Derajat
deasetilasi adalah karakteristik penting yang mempengaruhi kinerja kitosan di
berbagai aplikasi (Kumirska, dkk., 2010). DD dapat ditentukan oleh titrasi
potensiometri (Zhang, dkk., 2011), radiasi inframerah (Baxter, dkk., 1992),
spektrofotometri UV (Kasaai, 2009), kromatografi permeasi gel (Kumar, 1999),
NMR cair dan 13C NMR padat. Kehadiran gugus amina bebas di sepanjang rantai
kitosan membuatnya tidak seperti kitin (Divya & Jisha, 2018).
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Gambar 2.14. Struktur kimia kitin dan kitosan (Divya & Jisha, 2018)
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Setelah selulosa, kitosan adalah polimer alami yang paling melimpah.
Kitosan berbeda dengan polisakarida lainnya yang biasanya tersedia. Kitosan
memiliki kemampuan untuk membentuk kompleks polielektrolit dengan logam
dan biomolekul anionik (Arami, dkk., 2011). Kitosan ini berwarna putih, keras
dan tidak elastis (Badawy & Rabea, 2011; Divya & Jisha, 2018). Kitosan
dianggap sebagai bahan non-toksik yang menciptakan biokompatibilitas dan
biodegradabilitas (Arami, dkk., 2011; Frank, dkk., 2019), oleh karena itu
dianggap sebagai produk yang dapat diperbarui, berkelanjutan, dan terjangkau.
Selain itu, kitosan memiliki sifat fisikokimia dan biologis yang menarik seperti
bioadhesivitas dan kapasitas pembentukan film pada kulit dan selaput lendir serta
aktivitas antibakterinya (Frank, dkk., 2019). Dalam beberapa tahun terakhir,
kitosan menjadi perhatian penting sebagai biomaterial yang kurang dimanfaatkan
dalam berbagai aplikasi, termasuk pengolahan air, membran, hidrogel, perekat,
antioksidan, biosensor, kemasan makanan, dan pengiriman obat (Arami, dkk.,
2011).

Kombinasi dari sifat-sifat biologis dan kimia yang terkandung dalam
kitosan menjadikannya sebagai biomaterial yang sangat bermanfaat untuk aplikasi
pengantar obat. Selama beberapa dekade, kitosan dan turunannya telah digunakan
sebagai formulasi nanopartikel polimer sebagai pengantar obat untuk terapi
(Arami, dkk., 2011). Kitosan biasanya digunakan dalam industri biomedis,
pertanian, rekayasa genetika, industri makanan, pengendalian pencemaran
lingkungan, pengolahan air, pembuatan kertas, fotografi dan sebagainya (Cheba,
2011; Divya & Jisha, 2018).

Selain dimanfaatkan di berbagai aplikasi, kitosan juga merupakan solusi
yang ramah lingkungan untuk polusi yang disebabkan oleh industri pengolahan
makanan laut. Setiap tahun, 60.000-80.000 ton limbah cangkang diproduksi
secara global. Jumlah limbah yang banyak ini membuat proses degradasi menjadi
lambat dan menjadi masalah bagi lingkungan. Konversi limbah cangkang menjadi
kitin adalah solusi efektif untuk menyelesaikan masalah ini. Kitin memiliki
banyak aplikasi dan juga dapat dideasetilasi menjadi kitosan yang memiliki
segudang manfaat (Divya & Jisha, 2018; Divya, dkk., 2014).
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2.8.1 Nanopartikel Tersalut Kitosan

Nanopartikel tersalut kitosan (ChNP) pertama kali dijelaskan pada tahun
1994 oleh Ohya dengan para peneliti sebidangnya. Mereka memanfaatkan ChNP
sebagai pengantar obat antikanker intravena 5-fluorouracil (Grenha, 2012). Sejak
itu, banyak metode yang telah digunakan untuk sintesis ChNP. Terdapat lima
metode yang tersedia pada saat ini antara lain gelasi ionotropik (Gambar 2. 15),
mikroemulsi, emulsifikasi difusi pelarut, komplek polielektrolit dan metode
reverse micellar (Tiyaboonchai, 2003). Berdasarkan metode tersebut, metode yang
paling banyak digunakan adalah gelasi ionotropik dan komplek polielektrolit,
karena metode ini sederhana dan tidak menerapkan gaya geser tinggi atau cukup
menggunakan pelarut organik (Divya & Jisha, 2018; Sailaja, dkk., 2011).

Berbagai jenis nanopartikel yang dikembangkan untuk aplikasi biomedis
dapat dilapisi dengan kitosan. Penambahan larutan kitosan ke dalam formulasi
nanopartikel yang disiapkan sebelumnya merupakan cara yang mudah. Larutan
kitosan dapat pula ditambahkan selama pembentukan nanopartikel lainnya untuk
melapisinya. Di bidang nanoteknologi farmasi, kitosan telah banyak digunakan
sebagai polimer pembentuk partikel dan paling inovatif sebagai pelapis
permukaan. Nanopartikel polimer, nanopartikel lipid, dan nanopartikel berbasis
logam (atau logam oksida) adalah contoh nanopartikel pembawa obat atau zat
aktif lainnya yang telah dimodifikasi dengan kitosan di berbagai aplikasi (Frank,
dkk., 2019).

Beberapa penelitian in vitro dan in vivo telah menunjukkan bahwa
modifikasi permukaan jenis-jenis nanopartikel yang dilapisi dengan kitosan dapat
memberikan banyak keuntungan, termasuk meningkatkan stabilitas fisikokimia,
mengontrol pelepasan obat, mempromosikan mukoadhesif dan penetrasi jaringan,
memodulasi interaksi sel (serapan seluler dan toksisitas), meningkatkan efek
antimikroba, dan meningkatkan ketersediaan hayati dan tingkat kemanjuran obat.
Namun semua tergantung pada jenis nanopartikel dan sifat kimia komponen.
Dalam hal ini termasuk pemanfaatan kitosan sebagai pelapis nanopartikel lainnya
dalam aplikasi biomedis (Frank, dkk., 2019).
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Gambar 2.15. Formasi nanopartikel kitosan metode gelasi ionik (De Paz, dkk.,

2011)

2.9 Mencit (Mus musculus)

2.9.1 Klasifikasi Mencit (Mus musculus)

Mencit (M. musculus) memiliki klasifikasi sebagai berikut (Musser, dkk.,

2016):

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Class : Mammalia
Order : Rodentia
Family : Muridae

Genus : Mus

Species : Mus musculus L.

2.9.2 Deskripsi Umum Mencit (M. musculus)

M. musculus merupakan spesies palaeartik yang hubungannya erat dengan

manusia dan telah banyak dikenal di seluruh dunia. Spesies ini tersebar luas di

seluruh dunia meliputi Eropa utara, Amerika, Afrika dan Australasia. Terdapat

beberapa subspesies dari M. musculus yang memiliki kisaran terbatas dalam
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penyebarannya, misalnya M. musculus musculus di Eurasia utara, M. musculus
casteneus di Asia Tenggara dan M. musculus bactrianus di India (Musser, dkk.,
2016). Subspesies ini telah dikenal dengan baik sebagai hewan laboratorium
(Raufaste, dkk., 2005; Viney, dkk., 2015).

M. musculus ditemukan di berbagai habitat buatan manusia termasuk
rumabh, lahan pertanian, jenis bangunan lainnya, dan bahkan di lokasi tambang
batu bara. Kadang-kadang ditemukan liar di tempat-tempat umum dan beberapa
ditemukan di tanah yang subur, padang rumput, bukit pasir, rawa-rawa, dan tepi
jalan yang lusuh (Macholan, 1999; Wilson & Reeder, 2005). M. musculus
cenderung tidak ditemukan di hutan dan padang pasir (Musser, dkk., 2016).

M. musculus adalah hewan laboratorium yang merupakan pahlawan
biologi tanpa tanda jasa. Generasi demi generasi M. musculus ini telah digunakan
di hampir setiap aspek dalam penelitian biologi. Strain M. musculus yang biasa
digunakan di laboratorium antara lain C57BL/6, BALB/c dan lain sebagainya. M.
musculus ini digunakan sebagai hewan laboratorium dan diperdagangkan sejak
tahun 1920 hingga sekarang (Lundrigan, dkk., 2002; Viney, dkk., 2015). Hewan
laboratorium ini harus dianugerahi nobel kehormatan untuk kontribusinya pada
ilmu pengetahuan. Khususnya M. musculus yang telah banyak digunakan dalam
studi genetika dan imunologi (Viney, dkk., 2015).

Kegunaannya dalam bidang imunologi terus berkembang. Imunologi dari
M. musculus laboratorium telah berhasil ditemukan dan dapat mewakili kerja
sistem kekebalan mamalia. Bidang imunologi menggunakan hewan laboratorium
ini pada lingkungan yang dikontrol ketat, dengan manipulasi imun yang semakin
kompleks termasuk manipulasi genetik dari stok genetik tertentu. M. musculus
laboratorium pada dasarnya sengaja dipelihara agar menjadi hewan yang
kualitasnya baik (fekunditas tinggi dan cepat). Sistem kekebalannya pun harus
selalu diperhatikan. Perbandingan M. musculus liar dengan M. musculus
laboratorium terletak pada pertumbuhannya, namun perkembang biakannya sama.
M. musculus liar lebih cepat tumbuh dibandingkan dengan M. musculus
laboratorium (Viney, dkk., 2015).

M. musculus adalah hewan yang paling banyak digunakan dalam studi
eksperimental yang telah diperkenalkan sebagai hewan laboratorium pada abad
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XIX. Adaptasi yang mudah dan penggunaannya yang besar dalam studi
eksperimental adalah fakta dari hewan ini. Selain itu, ukurannya yang Kkecil,
sangat produktif, periode kehamilan pendek, domestikasi, biaya relatif murah dan
pemeliharaan yang mudah (Chorilli, dkk., 2005). Penggunaannya menjadi sering
sebab kemiripan genetiknya 99% dengan manusia, sehingga memungkinkan
hewan ini memiliki mekanisme metabolisme yang hampir sama (Chorilli, dkk.,
2005; Silva-Santana, dkk, 2019).

M. musculus mempunyai ciri-ciri tubuhnya berukuran kecil, berwarna
putih dan berkaki empat (Akbar, 2010). Ciri-ciri tersebut sesuai dengan firman
Allah yang termaktub dalam Al-Qur’an dalam surah An Nur (24) ayat 45:
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Artinya: “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka
sebagian ada yang berjalan diatas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki, sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat
kaki. Allah menciptakan apa yang Dia kehendaki. Sungguh, Allah
Mahakuasa atas segala sesuatu.” (Q.S. An Nur (24): 45).

Ayat di atas pada kalimat éj 39 (oias u*" rgi.g menurut tafsir Al-

Qurthubi (2008) adalah semua hewan yang ada di muka bumi ini berjalan
menggunakan empat kaki, kecuali binatang melata yang berjalan dengan perut,
seperti ular dan binatang yang berjalan dengan dengan dua kaki seperti hewan
golongan aves dan manusia. Oleh karena itu,, M. musculus adalah salah satu
hewan yang diterangkan dalam Al-Qur’an karena termasuk dalam golongan
hewan yang memiliki ciri-ciri berjalan menggunakan empat kaki (Gambar 2.16).
Selain itu, ciri-ciri M. musculus yaitu memiliki rentang siklus estrus 4-5 hari
(Akbar, 2010) dan masa kebuntingannya 21 hari (Whitfield, dkk., 2019).
Pemeliharaan M. musculus sebaiknya ditempatkan pada kondisi ruang yang

bersih, tidak basah dan jauh dari kebisingan yang dapat memicu stress mencit.
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Selain itu, Suhu ruang untuk pemeliharaan M. musculus harus dijaga antara 18-
19°C dengan kelembaban udaranya antara 30-70% (Akbar, 2010).

M. musculus betina dewasa yang berumur 35-60 hari biasanya memiliki
berat badan 18-35 g. Lama hidup M. musculus umumnya 1-2 tahun, namun ada
yang dapat mencapai 3 tahun. Sedangkan masa reproduksi M. musculus
berlangsung 1,5 tahun. M. musculus jantan atau M. musculus betina dapat
dikawinkan sekitar umur 8 minggu. Jumlah anak M. musculus yang dihasilkan
dari proses kebuntingan adalah rata-rata 6-15 ekor dengan beratnya berkisar 0,5-
1,5 g. M. musculus digunakan sebagai penelitian dengan pertimbangan bahwa
hewan ini memiliki keuntungan antara lain dapat menghasilkan banyak anak
dalam satu masa kebuntingan serta memilikit keselarasan pertumbuhan dengan
kondisi manusia (Akbar, 2010; Burroni, dkk., 2014).

Gambar 2.16. Morfologi encit (Akbar, 2010)

2.9.3 Reproduksi M. musculus Betina

Sistem reproduksi M. musculus betina secara umum terdiri dari ovarium
dan sistem duktus. Sistem reproduksi ini tidak hanya menghasilkan atau
menerima sel telur dan membawanya ke uterus, akan tetapi juga menerima dan
mengantarkan sperma ke oviduk sebagai tempat fertilisasi. Perkembangan fungsi
otot dan epitel pada saluran betina dipengaruhi oleh sirkulasi sekresi hormon
estrogen dan progesteron dalam gonad betina selama siklus hormonal ovarium
(Akbar, 2010).
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2.9.4 Siklus Estrus

Beberapa mamalia memiliki siklus reproduksi yang disebut sebagai siklus
estrus. Siklus estrus adalah suatu siklus yang secara psikologis maupun fisiologis
bersedia menerima pejantan untuk berkopulasi. Masa dari permulaan masa estrus
ke masa estrus berikutnya disebut dengan siklus estrus. Siklus estrus adalah siklus
reproduksi pada mamalia yang bukan primata. Siklus estrus merupakan gambaran
dari berbagai aktivitas fisiologis yang berkaitan dengan hipotalamus, hipofisis dan
ovarium. Selama siklus ini akan terjadi berbagai perubahan pada organ reproduksi
maupun pada perubahan tingkah laku seksualnya (Akbar, 2010).

Tikus dan mencit adalah hewan poliestrus. Hewan poliestrus adalah hewan
yang dalam periode satu tahunnya terjadi siklus estrus yang berulang-ulang.
Siklus estrus hewan jenis ini dibagi menjadi lima fase yaitu proestrus, estrus,
metestrus |, metestrus Il dan diestrus. Siklus estrus M. musculus berlangsung 4-5
hari. Setiap fase dari siklus estrus ini dapat dideteksi melalui pemeriksaan apusan
vagina. Apusan vagina merupakan cara yang relatif paling mudah dan murah
untuk mempelajari aktivitas fungsional ovarium. Berikut penjelasan terkait siklus
estrus secara umum Yyang dibagi menjadi empat tahap (Akbar, 2010; Burroni,
dkk., 2014; Byers, dkk., 2012):

2.9.4.1 Tahap Proestrus

Proestrus adalah tahap sebelum tahap estrus yaitu tahapan dimana folikel
tumbuh menjadi folikel atresia oleh pengaruh FSH (Follicle Stimulating
Hormone). Tahap ini berlangsung selama 12 jam. Setiap folikel mengalami
perkembangan yang cepat sekitar 2-3 hari sebelum tahap estrus. Pada tahap ini
mulai persiapan untuk melepaskan ovum dari ovarium. Akibatnya produk
estrogen dalam darah semakin meningkat sehingga menimbulkan perubahan-
perubahan fisiologis. Perubahan fisiologis tersebut antara lain pertumbuhan dan
perkembangan folikel ovarium, meningkatnya pertumbuhan endometrium, uteri
dan serviks serta meningkatnya vaskularisasi dan keratinisasi lapisan epitel
vagina. Sediaan apus vagina pada tahap proestrus ditandai dengan sejumlah sel
epitel berinti, sel darah putih yang berkurang dan diganti dengan sel epitel
terkornifikasi dan terdapat banyak lendir (Gambar 2.17) (Akbar, 2010).
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Gambar 2.17. Tahap proestrus (Byers, dkk., 2012)

2.9.4.2 Tahap Estrus

Estrus adalah tahapan yang ditandai dengan diterimanya pejantan oleh
hewan betina untuk melakukan kopulasi, tahap ini berlangsung selama 12 jam.
Pada tahap ini kadar estrogen meningkat sehingga aktivitas hewan semakin tinggi,
biasanya ditandai dengan telinganya selalu bergerak-gerak. Owvulasi sel telur
hanya terjadi pada tahap ini dan terjadi menuju akhir siklus estrus. Pada sediaan
apus vagina, tahap ini ditandai dengan hilangnya sel darah putih dan epitel berinti,
yang ada hanya sel epitel terkornifikasi dengan bentuk yang tidak beraturan dan
berukuran besar (Gambar 2.18) (Akbar, 2010).

Gambar 2.18. Tahap estrus (Byers, dkk., 2012)
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2.9.4.3 Tahap Metestrus

Metestrus adalah tahap setelah tahap estrus di mana badan kuning atau
korpus luteum tumbuh dengan cepat dari sel granulosa folikel yang rusak oleh
pengaruh hormon LH (Luteinizing Hormone) dan adenohipofisa. Tahap ini
sebagian besar di bawah pengaruh hormon progesteron yang diproduksi oleh
korpus luteum. Hormon progesteron dapat menghambat sekresi FSH oleh
adenohipofisa sehingga menghambat terbentuknya folikel atresia yang lain dan
mencegah terjadinya estrus. Selama tahap metestrus, uterus memepersiapkan
seperlunya untuk menerima dan memberi nutrisi pada embrio. Menuju
pertengahan hingga akhir metestrus, uterus menjadi sedikit lunak karena
pelenturan otot-otot uterus. Tahap ini terjadi selama 21 jam. Pada sediaan apus
vagina, tahap ini dicirikan dengan adanya sel epitel berinti, sel darah putih tidak
terlihat dan jumlah epitel menanduk semakin sedikit (Gambar 2.19) (Akbar,
2010).

Gambar 2.19. Tahap metestrus (Byers, dkk., 2012)

2.9.4.4 Tahap Diestrus

Diestrus adalah tahap terakhir dan terlama pada siklus estrus. Tahap ini
berlangsung selama 48 jam. Korpus luteum matang dan pengaruh progesteron
terhadap saluran reproduksi menjadi semakin nyata. Endometrium semakin tebal
dan kelenjar-kelenjar berhipertrofi. Serviks akan menutup dan lendir vagina mulai
lengket. Lapisan mukosa vagina memucat dan otot uterus melunak. Pada akhir

tahap ini korpus luteum menunjukkan perubahan retrogresif dan vakuolisasi
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secara bertahap. Endometrium dan kelenjarnya beratrofi ke ukuran semula. Pada
tahap ini mulai terjadi pertumbuhan folikel primer dan folikel sekunder dan siklus
ini akan kembali ke proestrus. Pada sediaan apus vagina ditemui banyak sel
leukosit dan sel epitel berinti yang tersebar dan homogen (Gambar 2.20) (Akbar,
2010).

-3

Gambar 2.20. Tahap diestrus (Byers, dkk., 2012)

Setiap tahap dari siklus estrus akan memperlihatkan berbagai perubahan
dengan ciri-ciri yang berbeda dari tahap proestrus, estrus, metestrus dan diestrus.
Preparat apus vagina akan memperlihatkan setiap tahap dari siklus estrus pada M.
musculus. Perubahan yang terjadi selama siklus estrus di sepanjang saluran
reproduksi betina dapat teramati pada preparat mengenai perubahan sel epitel
vagina seperti yang disajikan pada tabel 2.1(Akbar, 2010).

Tabel 2.1 Perubahan sel epitel vagina M. musculus pada saat siklus estrus

Fase Lama Bentuk sel epitel vagina berdasarkan berbagai sumber
siklus tahapan (Smith & (Syahrum, (Nalbandov, (Dalal, Estep,
estrus (jam) Mangkoewijojo, 1994) 1999) Valentin-Bon, &
1988) Jerse, 2001)
Proestrus 12 jam Sel epitel berinti Sel epitel berinti | Sel epitel berinti | Sel epitel berinti
dan leukosit dan leukosit
sedikit sangat sedikit
Estrus 12 jam Sel epitel Sel epitel Sel epitel Sel epitel
terkornifikasi bertanduk terkornifikasi bertanduk banyak
banyak
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Metestrus | 12 jam Sel terkornifikasi, Sel epitel Sel Sel epitel
terdapat leukosit bertanduk dan terkornifikasi di | bertanduk dan
banyak leukosit | antara leukosit banyak leukosit

Diestrus 65 jam Leukosit dan epitel Sel epitel berinti | Sel epitel berinti | Leukosit dan sel

dan leukosit dan leukosit epitel berinti

Sumber : (Akbar, 2010).

Perubahan yang terjadi dalam siklus estrus M. musculus terlihat jelas
dalam fisiologi dan anatominya. Perubahan ini dapat dideteksi menggunakan
berbagai metode untuk menentukan tahapan-tahapannya. Identifikasi sel-sel
vagina dianggap sebagai metode yang paling akurat untuk menentukan semua
tahap siklus estrus, namun itu relatif membutuhkan waktu yang lama untuk
mengumpulkan sel-sel vagina, kemudian dipindahkan ke slide kaca, dikeringkan
dengan udara, diwarnai, dan dilihat. Metode sitologi vagina paling baik digunakan
ketika semua 4 tahap siklus estrus perlu diidentifikasi. Metode ulas vagina ini
menggunakan cutton bud yang dibasahi dengan larutan garam fisiologis dan
dimasukkan ke dalam vagina M. musculus. Kapas diputar dengan lembut, diulas
ke dinding vagina dan kemudian dilepas. Sel dipindahkan ke slide kaca kering
dengan menggulung swab melintasi slide. Slide dikeringkan dengan udara dan
kemudian diwarnai dengan sekitar 400 mL pewarna selama 45 detik. Slide dibilas
dengan air, disalut dengan kaca penutup, dan segera diamati menggunakan
mikroskop. Tahap siklus estrus ditentukan berdasarkan ada tidaknya leukosit,

epitel terkornifikasi, dan sel epitel berinti (Byers, dkk., 2012).

2.10 Siklus Hormonal

Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) merupakan hormon yang
diproduksi di hipotalamus dan disekresikan ke hipofisa anterior melalui vena
portal hipotalamo-hipofisa. Hipofisa anterior tidak berserabut saraf. Pelepasan
hormonnya dirangsang melalui pembuluh darah oleh faktor-faktor hormonal.
Gonadotropin akan mempengaruhi sekresi hormon FSH (Follicle Stimulating
Hormone) dan LH (Luteinizing Hormone) dari hipofisa anterior. Kemudian FSH
dan LH merangsang ovarium agar mensekresikan hormon estrogen dan

progesteron, sehingga dapat mempengaruhi siklus estrus pada mamalia. Pada
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tahap proestrus folikel-folikel ovarium masih berukuran kecil. Keberadaan FSH
yang disintesis di hipofisa anterior dapat menyebabkan sel-sel granulosa yang
terdapat di dalam folikel jumlahnya meningkat dengan cepat, sehingga terbentuk
ruangan dalam folikel. Folikel ini disebut folikel atresia (Akbar, 2010).

Estrogen merupakan hormon reproduksi yang berperan untuk merangsang
pertumbuhan sel epitel vagina dan folikel ovarium, serta merangsang
pematangannya agar siap diovulasikan. Folikel yang telah matang akan
memproduksi estrogen, sehingga mengakibat estrogen dalam darah meningkat.
Kadar hormon estrogen yang tinggi dalam darah menunjukkan bahwa M.
musculus sedang dalam tahap estrus dan hormon ini akan merangsang
gonadotropin untuk memsekresi LH. Pada tahap berikutnya, LH terus menerus
dihasilkan sehingga mengakibatkan terjadinya lonjakan LH yang penting untuk
menginduksi ovulasi. Kemudian folikel berubah menjadi badan kuning atau
korpus luteum yang mampu mensintesis progesteron (Akbar, 2010). Allah Swt
telah berfirman dalam surah Ar Ra’du (13): 8 terkait keseimbangan hormon yang

dibutuhkan dalam sistem reproduksi:

Jé.LL’C §C9~ LS) J\ B)Y\UM\.A) Q’Tﬁj.?é-uél;;i&f
A)\jsaa.f

Artinya: “Allah mengetahui apa yang dikandung oleh setiap perempuan, apa
yang kurang sempurna dan apa yang bertambah dalam rahim. Dan
segala sesuatu ada ukuran di sisi-Nya.” (Q.S. Ar Ra’du (13): 8).

Ayat di atas menjelaskan bahwa pada kalimat 31335 \%; }L-;}EE?T iS55
memiliki makna adanya kekurangan pada kandungan atau kelebihan dalam
kandungan tersebut, baik terkait masa kandungan atau hal yang lain (Shihab,
2002). Kekurangan dan kelebihan tersebut dipengaruhi oleh berbagai macam
hormon reproduksi di dalamnya. Hormon tersebut di antaranya estrogen,
progesteron dan lain sebagainya. Oleh karena itu, hormon-hormon dalam sistem

reproduksi perlu dijaga keseimbangannya.
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Progesteron merupakan hormon yang menyebabkan terjadinya perubahan
lapisan endometrium. Lapisan endometrium dipersiapkan untuk proses implantasi.
Pembentukan lapisan endometrium terjadi pada tahap metestrus. Pada tahap siklus
estrus berikutnya yaitu diestrus, apabila terjadi implantasi maka meningkatnya
kadar progesteron penting untuk pertumbuhan plasenta. Plasenta tersebut dapat
membentuk  gonadotropin  yang disebut HCG (Human  Chorionic
Gonadothropine). HCG ini untuk mempertahankan keberadaan korpus luteum.
Apabila tidak terjadi implantasi, maka tidak akan terbentuk plasenta sehingga
kadar hormon estrogen dan progesteron menurun. Penurunan kadar progesteron

ini akan menyebabkan terjadinya peluruhan lapisan endometrium (Akbar, 2010).

2.11 Sistem Imun

Allah telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik mungkin,
sempurna dan seimbang dengan dilengkapi sistem kekebalan tubuh sehingga tidak
mudah terserang berbagai macam penyakit. Allah berfirman dalam surah At Tiin

(95):4 yang berbunyi:
L gk yea-) 7 Syl s 3]
Artinya: “Sungguh, Kami telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik-

baiknya.” (Q.S. At Tiin (95):4).

-

Kata }Jju uw\ memiliki makna bahwa Allah telah menciptakan manusia

dengan sempurna dan seimbang fisiknya serta sesuai letak anggota badannya.
Namun, nikmat yang besar ini tidak disyukuri oleh kebanyakan manusia.
Kebanyakan mereka berpaling dari sikap syukur, sibuk dengan permainan yang
melalaikannya dan lebih senang dengan perkara yang hina, sehingga Allah Swt
mengembalikan mereka ke tempat yang paling rendah, yaitu neraka yang
merupakan tempat para pelaku maksiat yang durhaka (Musa, 2016b).

Adapun ayat lainnya yang mengungkapkan tentang kekuasaan Allah

dalam menciptakan makhlukNya yaitu pada surah Al-A’laa (87) ayat 2-3:

53%8 538 odl; (6528 FE (ol
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Artinya: “Yang menciptakan, dan menyempurnakan penciptaanNya. Dan yang
menentukan kadar masing-masing dan memberi petunjuk.” (Q.S. Al-
A’laa (87): 2-3).
Ayat di atas mendeskripsikan bahwa Allah Swt menciptakan tubuh manusia
dengan seimbang dan sesuai porsinya. Kemudian Allah Swt memberikannya
hidayah dan petunjuk untuk kemaslahatannya (Musa, 2016b). Ayat di atas secara
tersirat menyampaikan tentang keseimbangan sistem imun pada tubuh manusia
yang telah diatur oleh Allah Swt, komponen dalam sistem imun tersebut bekerja
sesuai dengan fungsi dan sifatnya masing-masing, sehingga membuat manusia
tidak mudah terserang penyakit.

Imunologi adalah suatu ilmu yang mempelajari molekul, sel dan organ
yang memiliki peran dalam mekanisme pengenalan dan pemusnahan benda asing
sebagai bentuk pertahanan dalam tubuh individu (Playfair & Chain, 2009). Sistem
imun merupakan sistem pertahanan dalam tubuh yang berkemampuan untuk
membedakan molekul sendiri dengan molekul asing. Sistem imun terdiri atas sel-
sel imun yang tersebar di seluruh tubuh seperti dalam darah, limfe, jaringan ikat
dan jaringan epitel. Sel primer yang berperan dalam respon imun antara lain
limfosit, sel mast, sel plasma, eusinofil, neutrofil, dan sel fagosit mononuklear
(Mescher, 2012).

Organ utama dari sistem kekebalan tubuh adalah timus dan sumsum
tulang. Sedangkan organ sekunder meliputi limpa, amandel, pembuluh getah
bening, kelenjar getah bening, kelenjar gondok, adenoid, dan kulit. Ketika organ
sistem kekebalan tubuh termasuk timus, limpa, bagian dari sumsum tulang,
kelenjar getah bening dan jaringan limfatik sekunder dibutuhkan untuk penelitian,
maka dapat dikeluarkan melalui pembedahan (Saxena, dkk., 2012). Fungsi utama
sistem kekebalan adalah pengenalan dengan eliminasi antigen asing, pembentukan
memori imunologis, dan pengembangan toleransi terhadap antigen diri
(Luckheeram, dkk., 2012).

Kunci dari sistem kekebalan yang sehat adalah kemampuannya yang luar
biasa untuk membedakan antara sel-sel tubuh sendiri dengan sel-sel asing.
Pertahanan kekebalan tubuh biasanya berdampingan dengan sel-sel yang
membawa molekul penanda diri yang khas. Tetapi ketika sel-sel imun

menghadapi organisme yang membawa penanda asing, maka mereka dengan
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cepat akan melakukan serangan. Apapun yang dapat memicu respons kekebalan
ini disebut antigen atau mitogen. Antigen dapat berupa mikroba seperti virus, atau
bahkan bagian dari mikroba. Jaringan atau sel dari orang lain (kecuali kembar
identik) juga membawa penanda nonself dan bertindak sebagai antigen. Dalam
situasi yang tidak normal, sistem kekebalan tubuh dapat mengira diri sendiri tidak
cocok dan meluncurkan serangan terhadap sel atau jaringan tubuh sendiri.
Sehingga dapat mengakibatkan penyakit autoimun. Beberapa bentuk radang sendi
dan diabetes adalah penyakit autoimun. Dalam kasus lain, sistem kekebalan tubuh
merespon zat asing yang tampaknya tidak berbahaya seperti ragweed pollen.
Hasilnya adalah alergi, dan antigen jenis ini disebut allergen (NIAID, 2003).

Sistem imun terdiri atas jaringan rumit yang bertanggung jawab untuk
menjaga homeostasis tubuh dan merespons agresi secara umum (Cruvinel, dkk.,
2010). Sistem kekebalan dibagi berdasarkan kecepatan dan spesifisitas reaksi
(Parkin & Cohen, 2001). Secara konseptual, sistem imun dibagi menjadi dua yaitu
imunitas bawaan dan imunitas adaptif. Imunitas bawaan merupakan respons yang
cepat dan stereotip terhadap sejumlah besar rangsangan. Sel-sel efektor utama
dalam imunitas bawaan adalah makrofag, neutrofil, sel dendritik, dan sel
pembunuh alami (NK). Fagositosis, pelepasan mediator inflamasi, aktivasi protein
sistem komplemen, serta sintesis protein fase akut, sitokin dan kemokin adalah
mekanisme utama dalam imunitas bawaan. Mekanisme ini diaktifkan oleh
rangsangan spesifik seperti lipopolisakarida, mannosa dan asam teikoik yang
merupakan pola molekuler yang berhubungan dengan patogen atau pathogen-
associated molecular patterns (PAMP) dan mengaktifkan respon imun bawaan
dengan berinteraksi pada reseptornya yang dikenal sebagai reseptor pengenalan
pola (PRR), misalnya Toll-like receptor (TLRs) (Cruvinel, dkk., 2010; Parkin &
Cohen, 2001).

Tidak seperti respon imun bawaan, respon imun adaptif atau didapat
tergantung pada aktivasi sel khusus (limfosit) dan molekul terlarut yang
disekresikan oleh limfosit. Ciri-ciri utama dari respon imun adaptif adalah spesifik
dalam berbagai macam pengenalan, memori, respon khusus, pengendalian diri,
dan toleransi terhadap komponen organisme itu sendiri. Meskipun sel-sel utama
yang terlibat dalam respon imun adaptif adalah limfosit, sel penyaji atau antigen



65

presenting cell (APC) tetap memainkan peran kunci dalam aktivasi sel utama
dengan menghadirkan antigen yang terkait melalui molekul kompleks
histokompatibilitas utama (MHC) ke T limfosit (TL) (Cruvinel, dkk., 2010).

2.12 Respon Imun

Respons imun terbagi menjadi dua yaitu respon bawaan dan adaptif.
Respon bawaan dan adaptif adalah komponen dari sistem pertahanan yang terpadu
di mana banyak sel dan molekul berfungsi secara kooperatif. Mekanisme
kekebalan bawaan memberikan pertahanan awal yang efektif terhadap infeksi.
Namun, banyak mikroba patogen telah berevolusi untuk melawan imunitas
bawaan, dan eliminasi mereka membutuhkan mekanisme imunitas adaptif yang
lebih kuat (Abbas, dkk., 2012). Berikut pembahasan terkait macam-macam respon

imun.

2.12.1 Respon Imun Non Spesifik

Pertahanan melawan antigen dimediasi oleh reaksi awal imunitas bawaan
dan kemudian respon imunitas adaptif (Gambar 2.21). Imunitas bawaan juga
disebut imunitas alami atau asli yang memberikan garis pertahanan awal melawan
antigen. Pertahanan ini terdiri dari mekanisme pertahanan seluler dan biokimia
yang ada bahkan sebelum infeksi dan siap untuk merespon dengan cepat terhadap
infeksi. Imunitas bawaan pada dasarnya mampu merespon dengan cara yang sama
terhadap infeksi berulang. Komponen utama imunitas bawaan adalah (1)
hambatan fisik dan kimia, seperti epitel dan bahan kimia antigen yang diproduksi
di permukaan epitel; (2) sel fagositik, seperti neutrofil, makrofag, sel dendritik,
dan sel pembunuh alami (NK); (3) protein darah, termasuk anggota sistem
komplemen dan mediator peradangan lainnya; dan (4) protein yang disebut sitokin
yang mengatur dan mengoordinasi banyak aktivitas sel-sel kekebalan bawaan
(Abbas, dkk., 2012).
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Gambar 2.21 Mekanisme respon imun bawaan dan adaptif (Abbas, dkk.,

2012)

2.12.2 Respon Imun Spesifik

Bentuk kekebalan kedua yaitu imunitas adaptif atau spesifik. Imunitas

adaptif ini bergantung pada limfosit B dan T. Kerjanya membutuhkan waktu lebih

lama tetapi lebih spesifik terhadap antigen. Imunitas adaptif lebih lambat karena

pembentukan reseptor yang sempurna untuk antigen spesifik. Selain itu, karena

bagian dari respons adaptif bergantung pada

imunitas sebelumnya dan

pengkategorian antigen yang dilakukan oleh imunitas bawaan (Abbas, dkk.,

2012). Respon imun adaptif melibatkan sistem sel dan sinyal kimia yang

kompleks dan saling berhubungan yang datang bersama untuk menyelesaikan

tugasnya yang dimulai dari respon imun bawaan (Gambar 2.22) (Owen, dkk.,

2009).
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Gambar 2.22. Interaksi antigen presenting cell dengan sel T pada respon
imun adaptif (Abbas, dkk., 2012)

Salah satu bagian yang signifikan dan unik dari imunitas adaptif adalah
memori imunologis. Hal ini yang menyebabkan kemampuan sistem kekebalan
tubuh untuk merespon jauh lebih cepat dan efisiensi yang lebih besar selama
paparan kedua terhadap antigen yang sama. Tidak seperti hampir semua sistem
biologis lainnya, respon imun vertebrata telah berkembang tidak hanya
berkemampuan untuk belajar dari adaptasi dengan antigen asing secara real time,
tetapi juga berkemampuan untuk menyimpan informasi terkait antigen tersebut
untuk penggunaan di masa depan (Owen, dkk., 2009). Komponen utama imunitas
adaptif adalah sel yang disebut limfosit dan produk yang disekresikannya, seperti
antibodi. Zat asing yang memicu respons imun spesifik atau dikenali oleh limfosit
atau antibodi disebut antigen (Abbas, dkk., 2012).

Ada dua jenis respons imun adaptif, yaitu imunitas humoral dan imunitas
seluler yang dimediasi oleh berbagai komponen sistem kekebalan dan berfungsi
untuk memusnahkan berbagai jenis antigen (Gambar 2.23). Imunitas humoral
dimediasi oleh molekul dalam darah dan sekresi mukosa, yang disebut antibodi,
yang diproduksi oleh sel yang disebut limfosit B. Antibodi akan mengenali
antigen, menetralkan infektivitas berbagai antigen, dan menghilangkan antigen
tersebut dengan berbagai mekanisme efektor. Sedangkan imunitas yang dimediasi
sel disebut dengan imunitas seluler. Imunitas ini dimediasi oleh limfosit T.
Antigen yang bertahan hidup dan berkembang biak di dalam sel fagosit dan sel
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inang lainnya, mereka tidak dapat diakses oleh antibodi yang bersirkulasi.
Sehingga pertahanan terhadap infeksi semacam itu akan dimediasi oleh sel yang
disebut sel T (Abbas, dkk., 2012).
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Gambar 2.23. Respon imun seluler dan humoral (Abbas, dkk., 2012)

2.12.2.1 Respon Imun Selular

Respon imun seluler merupakan respon imun adaptif yang dimediasi oleh
sel T (limfosit T) (Owen, dkk., 2009). Sel T mengalami pematangan di Timus.
Imunitas ini memiliki fungsi untuk meregulasi inflamasi non spesifik melalui
aktivasi fungsi makrofag dan sel-sel lainnya. Selain itu, respon ini berfungsi
menghancurkan sel atau sitotoksik spesifik terhadap sasaran antigen,
meningkatkan fungsi dari sel B agar memproduksi antibodi, juga meningkatkan
fungsi subpopulasi dari sel T (Abbas, dkk., 2012).

Keberadaan antigen dapat menyebabkan proliferasi dan diferensiasi sel T
menjadi berbagai subpopulasi. Subpopulasi sel T antara lain sel T helper dan sel T
sitotoksik. Sel T helper akan dapat mengenali antigen pada permukan sel-sel yang

merupakan antigen presenting cell (APC) melalui molekul major
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histocompatibility complex (MHC) tingkat Il dan T-cell receptor (TCR).
Sedangkan sel T sitotoksik dapat memusnhahkan antigen melalui major
histocompatibility complex (MHC) tingkat | dengan kontak langsung pada sel
target (cell to cell contact) (Kresno, 2001).

2.12.2.2 Respon Imun Humoral

Imunitas humoral adalah imunitas yang dimediasi oleh molekul dalam
darah dan sekresi mukosa, yang disebut antibodi. Antibodi ini diproduksi oleh sel-
sel yang disebut limfosit B. Antibodi sendiri bekerja secara spesifik dan dapat
mengaktifkan berbagai mekanisme efektor (Abbas, dkk., 2012). Respon imun
humoral ini berfungsi dalam perusakan antigen ekstraseluler dan mencegah
terjadinya infeksi intraseluler. Mekanismenya, limfosit B akan mengenali antigen
dan menjadikan limfosit B berdiferensiasi menjadi sel memori dan sel plasma
yang akan mensekresikan antibodi yang biasanya berupa immunoglobulin.
Immunoglobulin adalah glikoprotein yang memiliki fungsi sebagai reseptor pada
antigen spesifik. Imunoglobulin dapat disekresikan mulai 10-100 juta macam pada
setiap individunya. Immunoglobulin akan bekerja melalui tiga jalur yaitu

netralisasi, opsonisasi dan aktivasi sistem komplemen (Raven, dkk., 2007).

2.13 Leukosit

Leukosit adalah sel darah putih yang dapat bermigrasi ke jaringan. Jumlah
leukosit dalam darah tergantung umur, jenis kelamin dan keadaan fisiologis. Pada
M. musculus normal terdapat 2000-10000/uL leukosit dalam darah (Weiss &
Wardrop, 2010). Leukosit secara garis besar diklasifikasikan menjadi dua
kelompok, yaitu granulosit polimorfonuklear dan agranulosit mononuklear. Kedua
kelompok ini berbentuk sferis saat dalam plasma darah, namun akan berbentuk
amoeboid saat keluar dari pembuluh darah dan memasuki jaringan. Leukosit jenis
granulosit memiliki dua tipe granul yang berbeda, yaitu granul spesifik dan granul
azurofilik. Granul spesifik merupakan granul yang dapat mengikat komponen
netral, asam dan basa. Sedangkan granul azurofilik merupakan lisosom khusus
yang terpulas gelap dan terdapat sejumlah protein granulosit yang selalu bekerja
sama secara kolektif jika terdapat mikroorganisme. Granulosit mempunyai inti

polimorfik dengan jumlah lobus dua atau lebih serta memiliki sedikit mitokondria.
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Leukosit yang termasuk dalam tipe granulosit antara lain neutrofil, eusinofil dan
basofil. Leukosit tipe kedua yaitu agranulosit. Agranulosit tidak mempunyai
granul spesifik, namun memiliki granul azurofilik. Inti dari agranulosit berbentuk
bulat dan berlekuk. Leukosit tipe agranulosit ini meliputi monosit dan limfosit
(Mescher, 2012).

2.13.1 Neutrofil

Neutrofil adalah leukosit yang jumlahnya sekitar 6,7-37,2% dari total
leukosit (Nugroho, 2018). Neutrofil memiliki diameter kurang lebih 12-15 pl pada
apusan darah serta inti yang terdiri atas 2-5 lobus (Mescher, 2012) yang tidak
beraturan (Hoffbrand, 2011). Neutrofil dapat dikatakan sebagai sel yang berumur
pendek, karena neutrofil hanya memiliki waktu paruh 6-7 jam dalam darah dan
rentang hidup 1-4 hari dalam jaringan ikat. Neutrofil tidak aktif jika dalam darah,
namun akan menjadi aktif dan berbentuk amoeboid ketika dalam jaringan.
Neutrofil juga memiliki dua tipe granul yaitu granul spesifik dan granul azurofilik
(Mescher, 2012). Granul azurofilik neutrofil memiliki warna merah muda
kebiruan dan abu-abu kebiruan untuk granul spesifiknya (Gambar 2.24)
(Hoffbrand, 2011). Neutrofil merupakan fagosit aktif untuk partikel kecil dan
mikroba. Neutrofil sanggup bertahan hidup dalam kondisi anaerob yang
merupakan kondisi menguntungkan bagi bakteri, sehingga neutrofil dapat

memfagosit bakteri tersebut (Mescher, 2012).
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Gambar 2.24. Neutrofil (Mescher, 2012)
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2.13.2 Eosinofil

Eosinofil merupakan kelompok leukosit yang jumlahnya lebih sedikit
daripada neutrofil, yaitu berkisar 0,9-3,8% (Nugroho, 2018). Diameter eusinofil
ini hampir sama dengan neutrofil pada sediaan apusan darah dengan inti bilobus
yang khas. Ciri utama dari eusinofil adalah granul spesifik yang berukuran besar
dan lonjong dengan banyak inti kristalin pipih (Mescher, 2012). Sel leukosit ini
serupa dengan neutrofil, namun granula sitoplasmanya lebih kasar dan berwarna
lebih merah gelap karena mengandung protein basa dan jarang terdapat lebih dari
tiga lobus inti. Eosinofil memiliki rentang hidup lebih lama dalam darah
dibandingkan dengan neutrofil (Gambar 2.25) (Hoffbrand, 2011; Parkin & Cohen,
2001). Eosinofil berperan dalam memfagosit kompleks antigen dan antibodi serta

memodulasi respon inflamatorik (Mescher, 2012).
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Gambar 2.25. Eosinofil (Mescher, 2012)

2.13.3 Basofil

Basofil adalah kelompok dari leukosit yang jumlahnya hanya sekitar 0-1,5
% dari total (Nugroho, 2018). Tipe ini biasanya sulit ditemukan dalam sediaan
apusan darah. Basofil berdiameter kurang dari 12-15 pum dengan intinya terbelah
menjadi dua atau lebih lobuli irregular. Inti basofil akan terwarnai biru tua pada
preparat apusan darah (Gambar 2.26). Basofil juga memiliki granul spesifik dan
granul azurofilik. Granul spesifiknya berdiameter 0,5 pm yang banyak
mengandung histamin dan mediator peradangan lainnya. Basofil dapat disebut
sebagai pelengkap fungsi sel mast pada reaksi hipersensivitas cepat dengan
bermigrasi ke jaringan ikat (Mescher, 2012). Basofil memiliki tempat-tempat



72

perlekatan 1gG dan degranulasinya dikaitan dengan pelepasan histamin.

Fungsinya berperan dalam respon alergi (Hoffbrand, 2011).

[ 1600x |
Gambar 2.26. Basofil (Mescher, 2012)

2.13.4 Monosit

Monosit adalah leukosit kelompok agranulosit yang jumlahnya sekitar 0,7-
2,6% dari total leukosit dalam darah (Nugroho, 2018) dan memiliki diameter
berkisar 12-20 um serta berasal dari sumsum tulang. Inti dari monosit terkadang
berbentuk lonjong, berbentuk seperti ginjal atau seperti huruf U, serta terletak
agak eksentris. Sitoplasma monosit mengandung granul azurofilik dan bersifat
basofilik (Gambar 2.27) (Mescher, 2012). Sitoplasma yang melimpah berwarna
biru pucat dan mengandung banyak vakuola halus sehingga memberi rupa seperti
kaca (Hoffbrand, 2011). Monosit dalam darah merupakan prekursor dari sistem
fagosit mononuklear. Monosit dapat berdeferensiasi menjadi makrofag dalam

jaringan ikat, mikroglia dan lain sebagainya (Mescher, 2012).
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Gambar 2.27. Monosit (Mescher, 2012)
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2.13.5 Limfosit

Limfosit merupakan anggota dari leukosit yang memiliki inti berbentuk
sferis dan jumlahnya berkisar antara 63-75% dalam darah (Nugroho, 2018).
Dalam darah, limfosit berdiameter kecil sekitar 6-8 pm, sedangkan dalam
jaringan, limfosit biasanya berukuran sedang hingga besar yaitu 9-18 um (Gambar
2.28). Berdasarkan molekul penanda di permukaannya, limfosit dibagi menjadi
limfosit T, limfosit B dan sel NK (Natural Killer). Jangka hidup limfosit
bervariasi dari beberapa hari dalam darah hingga beberapa tahun dalam jaringan.
Leukosit ini satu-satunya tipe leukosit yang dapat kembali ke darah setelah
jaringan mengalami diapedesis (Mescher, 2012).

Limfosit Ini adalah sel primer yang terlibat dalam respon imun adaptif. Sel
ini memiliki reseptor antigen yang sangat berbeda dan dibagi menjadi dua
kelompok utama. Limfosit B adalah prekursor sel plasma yang mengeluarkan
antibodi. Sedangkan limfosit T sendiri dibagi menjadi dua kelompok utama, yaitu
sel T CD4+ yang berfungsi sebagai sel pengatur dan koordinator dalam respon
imun adaptif dan sel T CD8+ yang dapat berkembang menjadi sel sitotoksik
dengan kapasitas untuk membunuh sel yang terinfeksi virus atau mikroba lainnya.
Limfosit T sitotoksik (CTL) dan sel NK, yang disebutkan di atas, adalah dua jenis
utama sel sitotoksik dalam sistem kekebalan tubuh (Hoffbrand, 2011).
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Gambar 2.28. Limfosit (Mescher, 2012)
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2.13.5.1 Limfosit B

Limfosit B merupakan sel penghasil antibodi. Antibodi yang dihasilkan
berfungsi untuk menetralkan racun, mencegah organisme yang menempel pada
permukaan mukosa, mengaktifkan komplemen, mengopsonisasi bakteri untuk
fagositosis, dan meredakan tumor dan sel yang terinfeksi untuk serangan
sitotoksik yang tergantung antibodi oleh sel-sel pembunuh (Parkin & Cohen,
2001). Limfosit B muncul dan matang di sumsum tulang dan hati janin. Limfosit
B dapat berdiferensiasi menjadi sel plasma dan sel memori yang keduanya
berperan dalam sistem imun adaptif. Dalam kasus ini, limfosit B membutuhkan
bantuan dari limfosit T untuk menjadi aktif dan berkembang menjadi sel plasma
(Majumdar, dkk., 2018).

2.13.5.2 Limfosit T
Limfosit T atau sel T memiliki molekul penanda pada permukannya yang
disebut reseptor sel T (TCR). Sel T ini bertanggung jawab atas respon imun
spesfik seluler. Sel T memiliki tiga subpopulasi utama sebagai berikut (Mescher,
2012):
a. Sel T Helper
Sel T helper merupakan sel yang menghasilkan sitokin yang dapat
meningkatkan terjadinya diferensiasi sel B menjadi sel plasma, meningkatkan
sifat fagositik pada makrofag, mengaktifkan limfosit T sitotoksik dan
menginduksi aktivitas peradangan. Sel T helper mempunyai suatu penanda
pada permukannya yang disebut CD4+ atau sel T CD4+.
b. Sel T sitotoksik
Sel T sitotoksik dikenal sebagai CD8+ yang bekerja langsung pada sel asing
yang menginfeksi melalui dua mekanisme. Pada mekanisme yang pertama, sel
T sitotoksik ini akan melekat pada sel asing, kemudian melepaskan suatu
protein yang disebu perforin yang dapat membentuk lubang pada membrane sel
target, sehingga mengakibatkan lisis sel. Sedangkan mekanisme lainnya, sel T
melekat pada sebuah sel, kemudian membunuhnya dengan memicu apoptosis.
c. Sel T Regulator
Sel T regulator merupakan salah satu subpopulasi dari limfosit T yang dikenal
dengan sebutan CD4CD25. Sel ini berperan dalam toleransi imun dalam tubuh,
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yaitu menekan respon imun yang berlebihan dan meningkatkan respon imun
yang menurun. Sel-sel ini juga menghasilkan toleransi perifer yang dapat

memback up toleransi sentral dari timus.

2.14 Sel CD4+

CD4+ adalah molekul yang ditemukan terutama pada permukaan limfosit
T helper. CD yang ditunjuk adalah singkatan dari “Cluster of Differentiation” dan
mengacu pada nomenklatur yang diterapkan oleh ahli imunologi, yang semuanya
terlibat dalam pembuatan antibodi monoklonal terhadap protein permukaan sel
darah. Ketika sekelompok antibodi monoklonal (antibodi yang diproduksi in vitro
oleh klon tunggal limfosit B) ditemukan bereaksi dengan protein yang sama, hal
itu mewakili sekelompok pereaksi yang mendefinisikan penanda spesifik dan
penanda itu diberi nomor CD (Mishra, dkk., 2009). CD4+ diekspresikan pada sel
T helper. Sesuai dengan namanya, sel-sel T helper membantu dalam aktivasi
kelompok sel lain seperti sel B, sel T sitotoksik, makrofag, dan sel-sel lainnya
(Ahmed, dkk., 2009; Majumdar, dkk., 2018). Sel-sel T CD4+ berperan dalam
mencegah autoimunitas, menjaga imunitas sekunder (memori kekebalan) dan
melindungi kehamilan (Vogt & Schulte, 2011).

Sel T CD4+ bersama dengan sel T CD8+ membentuk sebagian besar
limfosit T. Sel T CD4+ setelah diaktifkan dan dibedakan menjadi subtipe efektor
yang berbeda memainkan peran utama dalam memediasi respons imun melalui
sekresi sitokin spesifik. Sel T CD4+ dapat dibagi menjadi dua subtipe, yaitu Thl
dan Th2 sesuai dengan profil sitokinnya dan memiliki sifat fungsional yang
berbeda (Luckheeram, dkk., 2012). Sel-sel Thl menghasilkan IFN-g, IL-2, dan
TNF-0/B yang menginduksi imunitas seluler dan produksi sitokin proinflamasi.
Sel Th2 menghasilkan 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, dan IL-13 yang mendukung
imunitas humoral yang diperantarai oleh sel B dan pola sitokin antiinflamasi
(Gambar 2.29) (Romagnani, 1991).

Berbagai penanda membran telah diusulkan untuk memisahkan Thl dan
Th2. Secara khusus, reseptor kemokin CCR3 tampaknya diekspresikan secara
selektif pada Th2 tetapi tidak pada sel Thl (Nakayama, dkk., 2017; Sallusto,
2016). Respon tipe Thl dan Th2 tidak hanya memainkan peran yang berbeda
dalam perlindungan tetapi juga dapat mempromosikan reaksi imunopatologis
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yang berbeda. Penyakit radang kronis sering diperantarai Thl, dan penyakit alergi
terkait IgE sering dikaitkan dengan respons Th2 (Aarvak, dkk., 1999; Constant &
Bottomly, 1997; Romagnani, 1991).
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Gambar 2.29. Kluster sel CD4+ dan sitokinnya (Eales, 2005)

s
IL-6

2.15 Imunomodulator

Imunomodulator adalah zat alami atau sintetis yang membantu mengatur
atau menormalkan sistem kekebalan tubuh. Imunomodulator memperbaiki sistem
kekebalan tubuh yang tidak seimbang. Imunomodulator memperbaiki sistem
kekebalan yang lemah dan meredam sistem kekebalan yang terlalu aktif.
Imunomodulator direkomendasikan untuk orang dengan penyakit autoimun dan
pada penyakit kronis untuk memulihkan kesehatan sistem kekebalan tubuh pada
orang Yyang telah lama menjalani terapi antibiotik atau antivirus.
Immunomodulator bertindak pada lokasi yang berbeda pada sistem kekebalan
tubuh dan menargetkan berbagai sel yang memiliki beberapa lokasi aksi. Fungsi
imunomodulator dalam urutan fisiologis tubuh adalah mengaktifkan makrofag dan
sel-sel granulosit dengan meningkatkan fagositosis. Makrofag yang diaktifkan
tidak hanya menunjukkan peningkatan fagositosis tetapi juga dikonversi menjadi
sel sekretori sebagai sel efektor sitotoksik. Akibatnya, sel-sel tersebut mampu
merangsang atau menekan sistem kekebalan humoral dan seluler (Saxena, dkk.,
2012).
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Manfaat imunomodulator berasal dari kemampuan mereka untuk
merangsang mekanisme pertahanan alami dan adaptif, seperti sitokin, yang
memungkinkan tubuh untuk membantu dirinya sendiri. Imunomodulator alami
bertindak untuk memperkuat sistem kekebalan tubuh yang lemah dan menekan
sistem kekebalan tubuh yang terlalu aktif. Sterol dan sterolin tumbuhan adalah
imunomodulator alami yang ditemukan di beberapa buah dan sayuran mentah dan
di alga, spirulina (Patil, dkk., 2012).

Obat imunomodulator memodifikasi respon sistem kekebalan dengan
meningkatkan (imunostimulator) atau mengurangi (imunosupresif) produksi
antibodi serum (Bascones-Martinez, dkk., 2014). Obat imunomodulator sintetik,
seperti azathioprine, 6-mercaptopurine, methotrexate, dan mycophenolate mofetil
bekerja dengan menekan sistem kekebalan tubuh dan mengurangi peradangan
pada saluran pencernaan pada orang dengan penyakit radang usus, Kkolitis
ulserativa, dan penyakit Crohn. Tacrolimus dapat digunakan pada penyakit Crohn
ketika kortikosteroid terbukti tidak efektif (Saxena, dkk., 2012). Obat golongan
imunomodulator bekerja menurut 3 cara, yaitu melalui imunorestorasi,
imunostimulasi dan imunosupresi. Imunorestorasi dan imunostimulasi disebut
imunopotensiasi atau up regulation, sedangkan imunosupresi disebut juga down
regulation. Imunostimulasi adalah cara memperbaiki fungsi sistim imun dengan

menggunakan bahan yang merangsang sistem tersebut (Djajakusumah, 2010).

2.15.1 Imunostimulasi

Imunostimulator adalah zat (obat-obatan dan nutrisi) yang melakukan
imunostimulasi sistem kekebalan tubuh dengan mendorong aktivasi atau
meningkatkan aktivitas organ apapun. Ada dua kategori utama imunostimulator:
Imunostimulator spesifik, obat-obat ini memberikan spesifisitas antigenik dalam
respons imun, seperti vaksin atau antigen lainnya. Immunostimulator non-spesifik
adalah agen terlepas dari spesifisitas antigenik, menambah respons imun antigen
lain atau merangsang komponen sistem kekebalan tanpa kekhususan antigen,
seperti adjuvan. Banyak zat endogen adalah imunostimulator non-spesifik.
Misalnya, hormon seks wanita diketahui merangsang respons imun adaptif dan
bawaan. Hormon lain tampaknya juga mengatur sistem kekebalan tubuh, terutama
prolaktin, hormon pertumbuhan, dan vitamin D (Saxena, dkk., 2012).



78

2.15.2 Imunosupresi

Imunoupresi  merupakan rangkaian down regulation dalam sistem
kekebalan tubuh (Djajakusumah, 2010). Imunosupresan adalah zat yang
digunakan untuk melakukan imunosupresi sistem imunitas. Terdapat dua tipe
imunosupresan yaitu bisa eksogen sebagai obat imunosupresif atau endogen,
seperti testosteron. Setelah transplantasi organ, tubuh hampir selalu menolak
organ baru karena reseptor protein sel mereka berbeda dari yang asli. Akibatnya,
sistem kekebalan mendeteksi jaringan baru sebagai “musuh”, dan mencoba untuk
memusnahkannya dengan menyerang melalui leukosit, sehingga mengakibatkan
kematian jaringan. Efek sampingnya adalah tubuh menjadi sangat rentan terhadap
infeksi, seperti halnya AIDS. Obat-obatan ini bukan berarti tanpa efek samping
dan risiko. Karena mayoritas dari mereka bertindak non selektif, sistem kekebalan
tubuh kurang mampu melawan infeksi dan penyebaran sel-sel ganas. Efek
sampingnya adalah tubuh menjadi sangat rentan terhadap infeksi, seperti halnya
AIDS. Ada juga efek samping lain, seperti hipertensi, dislipidemia, hiperglikemia,
radang lambung, hati, dan gagal ginjal (Saxena, dkk., 2012).

2.15.3 Imunorestorasi

Imunorestorasi adalah suatu cara mengembalikan fungsi sistim imun yang
disumbangkan dengan berbagai komponen sistem imun, seperti imunoglobulin
dalam bentuk imun serum globulin (ISG), globulin serum hiperimun (ISG),
plasma, sumsum tulang transplantasi, jaringan hati, timus, plasmaferesis, dan

leukoferesis (Djajakusumah, 2010).

2.16 Mekanisme Imunomodulator A. sativum, C. mangga dan A. calamus
Sistem imun mempunyai peran sentral dalam melindungi tubuh dari
berbagai faktor pemicu penyakit eksternal maupun internal. Sistem imun dapat
mengatur dirinya sendiri melalui sel-sel pembantu atau penekan dan protein-
protein yang dapat larut. Zat gizi dan senyawa bioaktif dalam suatu bahan atau
tumbuhan berpotensi mempengaruhi hampir seluruh aspek imunitas. Keterkaitan
antara sistem imun dan senyawa tersebut telah dipelajari secara komprehensif dan
menunjukkan bahwa senyawa tersebut dapat berperan sebagai stimulus dalam

meningkatkan fungsi sistem imun (Mirabeau & Samson, 2012).
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Berbagai senyawa dalam tumbuhan disebut sebagai imunomodulator.
Imunomodulator adalah senyawa yang mampu memodulasi mekanisme imunitas
tubuh secara spesifik atau non spesifik. Imunomodulator ini sebagian besar
bekerja sebagai mitogen, yaitu senyawa yang mampu menaikkan atau menekan
proliferasi sel imun. Sel target dari imunomodulator antara lain makrofag, sel
granulosit, sel T dan B (Parlinaningrum, dkk., 2014). Adapun tumbuhan dalam
penelitian ini yang memiliki senyawa imunomodulator di antaranya, yaitu A.
sativum, C. mangga dan A. calamus. Ketiga tumbuhan di atas memiliki
kandungan senyawa bioaktif seperti flavonoid, saponin, tannin, polifenol,
triterpenoid dan lain sebagainya (Muchtaromah, dkk., 2017). Berdasarkan
senyawa-senyawa yang telah disebutkan, flavonoid merupakan salah satu senyawa
aktif tumbuhan yang telah dikenal banyak kalangan memiliki efek
imunomodulator pada sistem kekebalan. Banyak data penelitian yang
menunjukkan bahwa flavonoid dapat menekan respon imun pro-inflamasi
(Hosseinzada, dkk., 2019).

Flavonoid dianggap sebagai metabolit sekunder tanaman yang memiliki
banyak fungsi farmakologis seperti antioksidan, anti-mutagenik, antibakteri, anti-
angiogenik, anti-inflamasi, anti-alergi, modulasi enzim, dan anti-kanker
(Ravishankar, dkk., 2013). Flavonoid bersifat polifenol dengan berbagai struktur.
Berdasarkan keragaman ini, mereka dikategorikan menjadi flavon, flavanol,
isoflavon, flavonol, flavanon, flavanonol, dan kalkon (Middleton, dkk., 2000).
Struktur flavonoid yang beragam telah menghasilkan banyak khasiat termasuk
efek antikanker dan anti-inflamasi (Cardenas, dkk., 2011; Middleton, dkk., 2000;
Ravishankar, dkk., 2013). Baru-baru ini, telah ditunjukkan bahwa flavonoid dapat
mempengaruhi respon sistem kekebalan dan memiliki efek modulator kekebalan
(Hosseinzade, dkk., 2019).

Flavonoid dapat memodulasi sistem imun dengan mengaktifkan berbagai
jalur pensinyalan transkripsi sel, sehingga sel-sel imun dapat berproliferasi atau
ditekan untuk mendapatkan sistem imun yang seimbang. Jalur-jalur pensinyalan
transkripsi yang diaktifkan oleh flavonoid antara lain ERK, Akt / PKB, PI3K, dan
PKC untuk meningkatkan kelangsungan hidup sel (Gambar 2.30) (Mansuri, dkk.,
2014).
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Activation

Gambar 2.30. Skema interaksi flavonoid dengan jalur pensinyalan sel (Mansuri,
dkk., 2014)

Adapun salah satu sel imun yang diaktivasi oleh flavonoid yaitu sel T
(Saifulhaq, 2009). Inisiasi respons sel T membutuhkan banyak reseptor pada sel T
untuk mengenali ligan pada APC. Aktivasi penuh sel T bergantung pada
pengenalan kostimulator pada APC. Sebutan kostimulator berasal dari fakta
bahwa molekul-molekul ini memberikan rangsangan pada sel T yang berfungsi
bersama dengan rangsangan oleh antigen. Dalam hal ini yang berperan sebagai
kostimulator adalah flavonoid. Pada pengenalan antigen dan kostimulator, sel T
mengekspresikan protein yang terlibat dalam proliferasi, diferensiasi, dan fungsi
efektor sel. Sel T naif yang belum bertemu antigen (disebut sel istirahat) memiliki
sintesis protein tingkat rendah. Dalam beberapa menit setelah pengenalan antigen,
transkripsi gen baru dan sintesis protein terlihat di sel T yang diaktifkan.
Menanggapi antigen dan kostimulator, sel T terutama sel CD4 +, dengan cepat
mengeluarkan beberapa sitokin berbeda yang memiliki aktivitas beragam. Sitokin
adalah sekelompok besar protein yang berfungsi sebagai mediator imunitas dan
inflamasi. Dalam kekebalan adaptif, sitokin disekresikan oleh sel T (Abbas &
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Lichtman, 2011). Proliferasi limfosit T akan mempengaruhi sel CD4+. Sel CD4+
ini merupakan subset dari sel T yang memainkan peran sentral dalam sistem imun.
Sel CD4+ juga membantu sel B memproduksi kelas antibodi yang berbeda
(Gambar 2.31) (Hosseinzade, dkk., 2019).
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Gambar 2.31. Molekul yang terlibat dalam fungsi sel CD4+ (Abbas &
Lichtman, 2011)

Sitokin pertama yang diproduksi oleh sel CD4 + dalam 1-2 jam setelah
aktivasi adalah IL-2. Aktivasi juga dengan cepat meningkatkan kemampuan sel T
untuk mengikat dan merespon IL-2, dengan meningkatkan ekspresi IL-2 reseptor.
Sel T naif mengekspresikan dua rantai pensinyalan dari reseptor ini, tetapi tidak
mengekspresikan rantai yang memungkinkan reseptor untuk mengikat 1L-2
dengan afinitas tinggi. Dalam beberapa jam setelah aktivasi oleh antigen dan
kostimulator, sel T menghasilkan reseptor rantai ketiga dan sekarang mampu
mengikat IL-2 dengan kuat. Jadi, IL-2 yang diproduksi oleh sel T yang distimulasi
antigen secara istimewa berikatan dengan dan bekerja pada sel T yang sama.
Tindakan utama IL-2 adalah untuk merangsang kelangsungan hidup dan

proliferasi sel T; untuk alasan ini IL-2 juga disebut faktor pertumbuhan sel T. IL-2
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juga penting untuk pemeliharaan sel T regulator dan dengan demikian untuk
mengontrol respons imun. IL-2 merangsang sel T untuk memasuki siklus sel dan
mulai membelah, menghasilkan peningkatan jumlah sel T yang spesifik antigen
(Gambar 2.32) (Abbas & Lichtman, 2011). Terdapat juga suatu penelitian yang
menyatakan bahwa meningkatnya proliferasi sel T dapat melalui IL-4 selain
melalui IL-2 (Middleton, dkk., 2000)
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Gambar 2.32. Proliferasi dan diferensiasi sel T (Abbas & Lichtman, 2011)

Sel CD4+ dapat berdiferensiasi dan berproliferasi menjadi subset sel
efektor yang menghasilkan set sitokin yang berbeda dengan fungsi yang berbeda.
Subset yang didefinisikan pertama kali disebut sel Th1l dan sel Th2 (untuk sel T
helper tipe 1 dan sel T helper tipe 2); baru-baru ini, subset ketiga telah
diidentifikasi dan disebut sel TH17 karena sitokinnya yang khas adalah IL-17
(Gambar 2.33). Sel T regulator juga merupakan bagian lain dari sel CD4+, karena
peran mereka dalam menekan respons imun. Sel Thl dan Th2 dapat dibedakan
tidak hanya oleh sitokin yang mereka hasilkan tetapi juga oleh reseptor sitokin
dan molekul adhesi yang mereka ekspresikan (Abbas & Lichtman, 2011).
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Gambar 2.33. Perkembangan subset Thl, Th2 dan Thl1l7 (Abbas &
Lichtman, 2011)

Sitokin dari Thl dan Th2 dapat mengatur dirinya sendiri dan juga
menghambat fungsi satu sama lain (Gambar 2.34). Tindakan stimulasi dan supresi
sitokin yang diproduksi oleh sel Thl dan Th2 satu sama lain juga memainkan
peran utama dalam menentukan jenis dan tingkat respons imun. Flavonoid dapat
memicu aktivasi efektor sel Thl dan Th2 secara langsung dalam memproduksi
sitokin tanpa adanya respon imun terhadap antigen intraseluler atau antigen
ekstraseluler. Sitokin yang dihasilkan oleh Thl dan Th2 mampu meningkatkan
aktivasi makrofag, pembentukan antibodi dan sel-sel imun lainnya (Abbas &
Lichtman, 2011). Dengan demikian, Flavonoid mampu meningkatkan aktivitas
fagositosis secara cepat dalam memusnahkan antigen intraseluler dan
meningkatkan pertahanan terhadap antigen ekstraseluler (Rosnizar, dkk., 2017).
Misalnya, IL-4 dan IL-10 menurunkan regulasi respons Thl sedangkan IFNy
memiliki efek antagonis pada sel Th2. Mekanisme pengaturan tersebut diperlukan
untuk mencegah kerusakan tambahan serta penghematan energi (Abbas &
Lichtman, 2011).
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Gambar 2.34. Regulasi sel Thl dan Th2 (Abbas & Lichtman, 2011)

Jadi, fungsi pokok dari Thl adalah sebagai pertahanan infeksi yang proses
fagositosis sangat diperlukan. Thl juga mensekresikan IL-2 yang berperan
sebagai faktor pertumbuhan autokrin, mendorong proliferasi dan diferensiasi
limfosit T. Sedangkan fungsi pokok sitokin-sitokin dari Th2 adalah merangsang
sel B untuk produksi imunoglobulin dan mengaktifkan eosinofil, yang berfungsi
sebagai mediator alergi dan pertahanan infeksi terhadap cacing. Th2 juga
memproduksi sitokin bersifat antagonis terhadap IFN-y dan menekan aktivasi
makrofag, sehingga Th2 dapat berfungsi sebagai regulator fisiologis pada respon
imun dengan menahan efek yang mungkin membahayakan yang berasal dari
respon Thl. Sedangkan subset sel CD4+ terbaru yaitu Sel TH17, menghasilkan
IL-17. terlibat dalam beberapa penyakit inflamasi dan mungkin berperan dalam

pertahanan melawan infeksi bakteri (Abbas & Lichtman, 2011).

2.17 Flowsitometri

Munculnya teknologi antibodi monoklonal dan pengembangan
flowsitometri telah memfasilitasi karakterisasi fenotipik berbagai jenis limfosit
yang berbeda secara fungsional. Selain itu, ketersediaan flowsitometri dengan
multi-parametrik menggunakan berbagai fluorokrom telah memungkinkan untuk
pengukuran sejumlah besar subset sel. flowsitometri telah menambahkan dimensi
baru pada penelitian medis dan biologi, termasuk imunologi (World Health
Organization, 2007).
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Flowsitometri mengacu pada teknologi yang secara simultan mengukur
dan menganalisis berbagai karakteristik fisik dan kimia sel atau partikel biologis
lainnya, karena mereka mengalir dalam aliran fluida melewati sensor optik.
Flowsitometri ini memberikan informasi tentang ukuran relatif, granularitas relatif
atau struktur internal, dan fluoresensi di beberapa daerah spektral yang
dipancarkan oleh probe berlabel flourokrom yang mengikat secara spesifik dan
stoikiometrik ke konstituen seluler seperti antigen protein dan asam nukleat
(World Health Organization, 2007).

Analisis immunoflourescence oleh flowsitometri adalah standar untuk
pengukuran limfosit T CD4+ dan juga metode pilihan jika diperlukan dengan
sampel yang besar. Uji flowsitometri bekerja pada prinsip hamburan cahaya
karena ukuran yang berbeda, granularitas sel yang melewati sinar laser, dan juga
fluoresensi yang dipancarkan oleh sel setelah pewarnaan dengan antibodi
monoklonal spesifik. Pewarna antibodi monoklonal spesifik ini sebagai penanda
permukaan sel yang akan diuji. Antibodi monoklonal secara spesifik mengikat
reseptor permukaan yang berbeda seperti CD4+ untuk sel T helper. Persentase
relatif dari sel-sel yang mengekspresikan reseptor spesifik (misalnya CD4+) pada
permukaannya diperoleh dari flowsitometer. Penentuan jumlah limfosit T CD4+
absolut dengan flowsitometer dapat dilakukan dengan menggunakan metode
platform ganda dan tunggal. Flowsitometer umumnya terdiri dari tiga sistem
utama (Gambar 2.35): fluidisk, optik, dan elektronik (World Health Organization,
2007).
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Gambar 2.35. Skema sederhana flowsitometri (World Health Organization, 2007)



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian tentang aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi
ekstrak Allium sativum (Bawang putih), Curcuma mangga (Temu mangga) dan
Acorus calamus (Jeringau) terhadap profil leukosit dan sel CD4+ (Cluster of
Differentation 4) pada mencit betina (Mus musculus) merupakan penelitian
eksperimental menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dengan 5

perlakuan dan 6 kali ulangan.

3.2 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan pada penelitian ini adalah:

A. Variabel bebas: nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A.
calamus dengan dosis 25 mg/kgBB dan 50 mg/kgBB.

B. Variabel terikat: total dan jenis leukosit serta sel CD4+ sebagai target yang
akan dimodulasi.

C. Variable terkendali: M. musculus betina galur Balb-C usia sekitar 2-3 bulan
dengan berat badan 20-25 gr, mencit aktif, berambut lembut, rambut tidak
mudah rontok dan yang diberi makan pellet BR 1 serta diberi minum air

mineral secara ad libitum.

3.3 Tempat dan Waktu penelitian

Penelitian tentang aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi
ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus terhadap profil leukosit dan sel
CD4+ M. musculus betina dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan dan
Laboratorium Hewan Coba Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, Laboratorium Farmasi
Herbal, Universitas Ma Chung dan Laboratorium Biologi Molekuler, Fakultas
Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya Malang.
Penelitian ini dimulai Maret 2020 hingga Agustus 2020.
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3.4 Populasi dan Sampel

Penelitian ini menggunakan hewan coba M. musculus galur Balb-C,
berjenis kelamin betina, berumur 2-3 bulan dan memiliki berat badan kisaran 20-
25 gr. M. musculus ini didapat dari Unit Pengembangan Hewan Percobaan
(UPHP) JI. Soekarno Hatta Kota Malang. M. musculus yang digunakan berjumlah
25 ekor yang dibagi menjadi 5 perlakuan dengan 6 kali ulangan. Penentuan
ulangan pada penelitian ini dilakukan berdasarkan perhitungan menggunakan
rumus Federer (t-1) (r-1) > 15 (Hanafiah, 2016). Berdasarkan rumus tersebut
didapatkan perhitungan sebagai berikut:
(t-1) (r-1)> 15
(5-1) (r-1)>15
4(r-1)>15
4r—-4>15
4r>15+4
r=19/4
r=4,75

Berdasarkan hasil perhitungan yang didapatkan yaitu 4,75 maka dapat
dibulatkan menjadi 5 dan untuk mengantisipasi terjadinya kematian hewan coba
serta semakin banyaknya ulangan maka semakin tinggi pula tingkat akurasinya.
Oleh karena itu, dalam penelitian ini ulangannya digenapkan menjadi 6 kali

ulangan.

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang hewan coba,
kawat penutup kandang, tempat pakan, tempat minum, spidol, kertas label,
alluminium foil, plastik wrap, kantong plastik, karet gelang, tabung ependorf 15
ml, tube 1,5 ml, disposable syringe 1 ml (OneMed), sonde lambung hasil
modifikasi dari spuit 3 ml, cawan petri, saringan wire, spatula, timbangan analitik
(Sartorius), beaker glass 1000 ml (IWAKI), gelas ukur (IWAKI), Erlenmeyer
(IWAKI) 500 ml, corong, kertas saring whatmann, toples, saringan mesh,
perangkat rotary evaporator, mortar, pistil, freezer 4° C, sentrifuge (Thermo
scientific Heracus Labokuge 200), vortex, ultrasonic processor (Cole Pamer
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CV188), oven (Heracus), hot plate (Barnstead/thermolyne), homogenizer (IKA T-
25 Ultra-Turrax), stirrer, inkubator (Memmert UNB 400), dissecting set, papan
seksi, mikroskop binokuler (Olympus), mikropipet (BioRad), tip biru (OneMed),
pipet tetes, shaker, object glass (OneMed), cover glass (Sail Brand), perangkat
hemasitometer (Assistant Germany), flowsitometer (FACS Calibur ™) dan

Software Cell Quest Pro ™,

3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah M. musculus betina galur
Balb-C berumur 2-3 bulan dan memiliki berat badan 20-25 gr, simplisia A.
sativum, C. mangga dan A. calamus yang diperoleh dari Balai Materia Medika
Batu, ethanol 70%, kitosan, tween 80, sodium tripolifosfat (STPP), pakan BR 1,
klomifen sitrat (Profertil), PMSG, HCG, giemsa, methanol, larutan turk,
spleen/limpa, aquades, air mineral (Aqua), PBS steril, FITC

(Fluoresceinisothiocyanate) - conjugated antimouse - CD4+ (BioLegend).

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Persiapan Hewan Coba

M. musculus diaklimatisasi di Laboratorium Hewan Coba, Program Studi
Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang selama 2 minggu, kemudian dibagi menjadi beberapa kelompok
perlakuan yang mengacu pada penelitian sebelumnya yang terdiri atas kontrol
negatif yaitu mencit yang hanya diberi aquades dan kelompok perlakuan yaitu
mencit yang diberi nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A.
calamus dengan perbandingan (36%: 36%: 28%) masing-masing pemberian
dengan dosis 25 mg/KgBB dan 50 mg/KgBB, pemberian jamu subur kandungan
dengan dosis 75 mg/KgBB serta pemberian klomifen sitrat dengan dosis 0,9
mg/KgBB (Muchtaromah, dkk., 2020). M. musculus diberi pakan pellet BRI dan
diberi minum secara ad-libitum berupa air mineral dari Laboratorium Hewan
Coba, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri

Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.6.1.1 Pembagian Kelompok
Penelitian ini menggunakan 5 kelompok perlakuan, masing-masing

perlakuan terdiri dari 6 ekor M. musculus sebagai ulangan. Kelompok tersebut

dibagi sebagai berikut:

a. Kelompok I (kontrol negatif) : M. musculus yang diberi aquades

b. Kelompok Il (P1): M. musculus yang diberi perlakuan kombinasi dengan
dosis 25 mg/KgBB

c. Kelompok IV (P2): M. musculus yang diberi perlakuan kombinasi dengan
dosis 50 mg/KgBB

d. Kelompok V (P3): M. musculus yang diberi perlakuan jamu subur kandungan
dengan dosis 75 mg/KgBB

e. Kelompok Il (P4): M. musculus yang diberi perlakuan klomifen sitrat dengan
dosis 0,9 mg/KgBB

3.6.2 Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak A. sativum, C. mangga dan
A. calamus

3.6.2.1 Penentuan Dosis Perlakuan

Penentuan dosis ini mengacu pada penelitian sebelumnya, nanopartikel
kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan
diberikan kepada M. musculus secara oral dengan dosis yaitu 25 mg/kgBB dan 50
mg/kgBB. Sedangkan dosis klomifen sitrat dan jamu subur kandungan yaitu
sebesar 0,9 mg/KgBB dan 75 mg/KgBB (Muchtaromah, dkk., 2020).

3.6.2.2 Pembuatan Ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus

Total 100 gram dari simplisia A. sativum, C. mangga dan A. calamus
dimasukkan ke dalam beaker glass 1000 ml dengan rasio perbandingan 36%:
36%: 28% dan dimaserasi dengan etanol 70% dengan perbandingan 1:4
(Muchtaromah, dkk., 2020). Selanjutnya, direndam selama 24 jam dan sesekali
diaduk. Setelah 24 jam, larutan tersebut disaring menggunakan kertas saring
whatman. Untuk mempercepat proses pengeringan bisa digunakan vacuum
dengan corong buchner. Ampas yang diperoleh dimaserasi lagi dengan etanol
70% dengan perbandingan 1:4 dan direndam selama 24 jam dengan sesekali

diaduk. Filtrat yang diperoleh dari proses maserasi dipekatkan dengan rotary
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evaporator pada suhu 40-50°C. Ekstraksi pekat yang dihasilkan ditempatkan pada
erlenmeyer 250 ml (Muchtaromah, dkk., 2020; Sidqi, 2011).

3.6.2.3 Pembuatan Nanopartikel Kombinasi Ekstrak A. sativum, C. mangga

dan A. calamus Tersalut Kitosan

Pembuatan nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A.
calamus tersalut kitosan ini mengacu pada prosedur Pakki dkk (2016) yang telah
dimodifikasi. Pembuatan sampel ini diawali dengan melarutkan 0,5% asam asetat
glasial (AAG) dalam 100 ml aquades dan dihomogenkan menggunakan stirrer.
Setelah homogen, ditambahkan dengan 0,5% kitosan dan kembali dihomogenkan
menggunakan stirrer. Di samping itu, membuat larutan STTP 0,5% yang
dilarutkan dalam 20 ml aquades dan dihomogenkan menggunakan homogenizer
kecepatan 1000 rpm selama 10 menit. Kemudian kedua larutan tersebut dicampur
dan dihomogenkan menggunakan homogenizer kecepatan 1000 rpm selama 10
menit. Setelah homogen, ditambahkan dengan 0,1 gr ekstrak kombinasi A.
sativum, C. mangga dan A. calamus, kemudian diaduk menggunakan
homogenizer dengan kecepatan 3000 rpm selama 30 menit. Selanjutnya,
ditambahkan tween 80 sebanyak 1 ml dan dihomogenkan menggunakan
homogenizer kecepatan 10.000 selama 90 menit. Larutan yang telah
dihomogenkan disonikasi pada frekuensi 20 kHz dengan amplitude 90% selama
90 menit. Kemudian, hasil sonikasi dituangkan dalam tabung ependorf 15 ml dan
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 30 menit untuk medapatkan
pellet. Pellet yang diperoleh diangin-anginkan atau dimasukkan freezer selama 24
jam dan dibiarkan liofilisasi untuk mendapatkan serbuk nanopartikel. Serbuk
tersebut kemudian digerus, diayak dengan ayakan mesh dan disimpan untuk

perlakuan.

3.6.2.4 Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus Tersalut Kitosan
Nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
tersalut kitosan diberikan pada M. musculus pada hari setelah sinkronisasi siklus
estrusnya dengan PMSG dan HCG 5 IU per ekor. Induksi PMSG 5 IU dilakukan

melalui intraperitonial dan induksi HCG 5 IU diberikan setelah selisih 48 jam dari
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induksi PMSG (Martin-Coello, dkk., 2008; Park, dkk., 2015). M. musculus
disinkronkan dalam fase estrus, kemudian diberi kombinasi nanopartikel ekstrak
A. sativum, C. mangga dan A. calamus sebanyak 0,5 ml/dosis secara oral selama

15 hari (tiga kali siklus estrus).

3.6.3 Penentuan Siklus Estrus

Penentuan siklus estrus pada M. musculus ini dilakukan menggunakan
pipet tetes yang diisi dengan larutan NaCl 0,9%, kemudian dimasukkan secara
perlahan pada lubang vagina dan larutan NaCl 0,9% yang ada pada pipet dikeluar-
masukkan (pipetting) sebanyak 1-2 kali untuk mendapatkan lendir. Lendir
tersebut diteteskan pada objek glass dan ditunggu hingga sedikit mongering.
Setelah itu, difiksasi dengan methanol 10% dan apusan tersebut kembali
dikeringkan lalu diteteskan dengan larutan pewarna Giemsa. Setelah terwarnai,
dibilas dengan aquades dan dikeringkan kembali. Apusan dapat diamati dengan
mikroskop perbesaran 100x (Cora, dkk, 2015 modifikasi).

3.6.4 Perhitungan Jumlah dan Jenis Leukosit
3.6.4.2 Perhitungan Jumlah Leukosit

Darah terlebih dahulu diambil dari vena bagian ekor M. musculus (Paim,
dkk., 2011). Kemudian darah diaspirasi menggunakan pipet thoma leukosit hingga
batas garis 0,5, kemudian dilanjutkan dengan larutan turk (untuk melisiskan
eritrosit) hingga batas garis 11. Campuran dalam pipet tersebut dihomogenkan
dengan digoyangkan membentuk angka 8. Campuran yang terdapat di ujung pipet
yang tidak ikut tergoyang dibuang dahulu. Campuran yang homogen kemudian
diteteskan pada kamar hitung dengan menempelkan ujung pipet di antara dasar
kamar hitung yang telah ditutupi dengan cover glass. Sampel diamati
menggunakan mikroskop perbesaran 100x hingga 400x. Leukosit terlihat
berwarna ungu kehitaman (Bjorner & Zhu, 2019). Kemudian Perhitungan leukosit
dilakukan pada keempat kotak besar dengan rumus sel-sel yang terhitung x 20
(factor dillution) x 10 : 4 (jumlah kotak dalam mm?®) (Dillasamola, dkk., 2019).
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3.6.4.3 Pembuatan Apusan Darah dan Perhitungan Jenis Leukosit

Perhitungan Jenis Leukosit dilakukan untuk mengetahui persentase jenis-
jenis Leukosit (Tabel 3.1). Darah diteteskan pada object glass yang telah
disediakan. Darah diulas dengan menggunakan object glass lain dan dikeringkan.
Ulasan darah difiksasi dalam metanol absolut selama 3-5 menit dan dibiarkan
kering. Setalah tahap fiksasi, ulasan darah direndam dalam pewarna Giemsa untuk
proses pewarnaan selama 1 menit. Setelah itu, dicuci menggunakan aquades yang
mengalir untuk menghilangkan bagian yang tidak perlu terwarnai secara perlahan.
Ulasan tersebut dikeringkan lalu diamati menggunakan perbesaran terendah
hingga terbesar yaitu 1000x untuk mengamati jenis leukosit, hingga total yang
teramati mencapai 100 sel (Bjorner & Zhu, 2019). Selanjutnya dilakukan
perhitungan persentase jenis leukosit untuk menentukan nilai absolut dari masing
-masing jenis leukosit dengan cara mengalikan persentase tersebut dengan jumlah
total leukosit dan 100% (Akrom, 2009).

Tabel 3.1 Gambar dan ciri-ciri leukosit

No. Jenis Gambar Ciri - Ciri
Leukosit
1. Neutrofil — Y - Neutrofil stem memiliki

diameter antara (10-18) p.

1™, &;
QJ ' - Diameter sel neutrofil

: 2% berkisar antara (9-16) p.

(Mescher, 2012) sebelum segmentasi.

berlimpah.

lobus

tersegmentasi biasanya

atau batang yang menggulung
- Sitoplasma sedang-

- Memiliki nukleus multi-

2. Basofil

[f600x]

(Mescher, 2012)

- Butiran basofilik dalam sel
ini berukuran besar dan sangat
banyak.

- Nukleus sering kali berlobus
atau tidak tersegmentasi.

- Diameter rata-rata berkisar
antara kira-kira (10-15) p.
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3. Eosinofil

1600x |

(Mescher, 2012)

- Eosinofil memiliki Inti
yang terdiri atas dua lobus
yang dihubungkan oleh pita
materi inti.

- Diameternya biasanya
berkisar antara (9-15) p.

4, Limfosit

11 ue:o%i

(Mescher, 2012)

- Diameter inti limfosit
kecil berkisar antara (6-9) p,
sedangkan diameter inti besar
kira-kira (10-15) p.

- Limfosit hanya berisi
satu inti yang jarang atau
hampir tidak berlobus.

- Bentuk inti  agak
lonjong atau bulat dan
berwarna gelap.

5. Monosit . -

- ,?»\

‘»p“

600x

(Mescher, 2012)

- Monosit.berdiameter
rata-rata (10-30) p

- Monosit hanya
mengandung satu inti yang
jarang atau hampir tidak
berlobus.

- Bentuk nukleus dalam
monosit sering kali berbentuk
bengkok (tapal kuda) atau
berbentuk ginjal (reniform).

3.6.5 Analisis Flowsitometri Kadar CD4+
3.6.5.1 Pembedahan dan Isolasi Limpa

M. musculus dimatikan setelah hari ke 15 (tiga kali siklus estrus)

pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus

tersalut kitosan dengan cara dislokasi leher. Dilakukan pembedahan pada bagian

abdomen M. musculus dan diisolasi limpa. Limpa yang didapatkan di cuci

menggunakan PBS steril 2-3 kali pencucian hingga bersih (Aden & Rifa’i, 2014).
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3.6.5.2 Isolasi Sel CD4+ dan Analisis Flowsitometri

Limpa yang telah dibersihkan diletakkan pada cawan petri lain yang
bersih, kemudian digerus limpa mencit menggunakan ujung batang spuilt hingga
halus dan ditambahkan 5 ml PBS steril. Disaring hasil gerusan menggunakan
saringan wire dan diletakkan hasil saringan dalam tabung ependorf 15 ml baru.
Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama 5 menit.
Supernatan yang didapat dibuang dan disisakan pellet yang berada di dasar. Pellet
tersebut ditambahkan dengan 1 ml PBS steril dan diresuspensi menggunakan
mikropipet. Suspensi sel diambil sebanyak 50 pl dan dipindahkan dalam
microtube 1,5 ml. Ditambahkan dengan 50 pl larutan antibodi spesifik (FITC
(Fluoresceinisothiocyanate)-conjugated antimouse-CD4+). Kemudian suspensi
dihomogenkan menggunakan vortex dan diinkubasi selama 20 menit di ruang
gelap. Suspensi tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama 5
menit. Disisakan pellet yang dihasilkan dan ditambahkan PBS sebanyak 400 pl
dan dipindahkan pada kuvet FCM untuk analisis flowsitometri menggunakan alat
flowsitometer (flowcytometry FACS CaliburTM). Hasil yang diperoleh dianalisis
menggunakan BD Cellquest Pro TM (Aden & Rifa’i, 2014).

3.7 Analisis Data

Parameter dianalisis menggunakan uji sidik ragam (ANOVA) satu arah
melalui program SPSS 16.0 dengan taraf signifikansi 5%. Apabila terdapat
perbedaan yang signifikan maka dilanjutkan dengan uji lanjut yang sesuai dan
dengan taraf signifikansi 5%. Uji lanjut ini dilakukan berdasarkan koefisien
keragaman (KK). Menurut Hanafiah (2016), apabila KK besar (minimal 10%
pada kondisi homogen atau minimal 20% pada kondisi heterogen), maka uji lanjut
yang digunakan yaitu uji Duncan. Jika KK sedang (antara 5-10% pada kondisi
homogen atau 10-20% pada kondisi heterogen), maka uji lanjut yang digunakan
adalah uji BNT. Jika KK kecil (maksimal 5% pada kondisi homogen atau
maksimal 10% pada kondisi heterogen), maka uji lanjut yang dipakai adalah uji
BNJ.

Langkah awal yang dilakukan dalam analisis data adalah uji normalitas

menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov. Data dinyatakan terdistribusi normal
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apabila nilai p > 0,05. Namun, apabila data tidak terdistribusi normal maka dapat
dilakukan transformasi data atau dilakukan uji non-parametrik dengan Kruskall-
Wallis dan Mann-Whitney. Data yang terdistribusi normal dapat dilanjutkan uji
homogenitas Levene test. Jika data dinyatakan homogen, maka dapat dilanjutkan
dengan uji parametrik One Way Anova dan apabila terdapat perbedaan yang
signifikan, maka dapat dilanjutkan dengan uji lanjut yang sesuai (BNT, BNJ dan
Duncan). Sedangkan jika data dinyatakan tidak homogen, maka data dapat
ditransformasikan terlebih dahulu atau dilakukan uji Brown-Forsythe dan
dilanjutkan dengan uji non-parametrik Games-Howell (Field, 2009). Data pada

penelitian ini disajikan dalam bentuk tabel, diagram dan grafik flowsitometri.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap Profil Leukosit pada
Mencit (Mus musculus).

Modulasi sistem imun memainkan peran penting dalam menjaga kesehatan
dan mencegah penyakit dalam tubuh (Nader, 2017). Modulasi sistem imun
mengacu pada beberapa perubahan respon imun yang meliputi stimulasi, ekspresi,
atau inaktivasi beberapa tahap respon imun. Modulasi respon imun ini dapat
dipicu oleh bahan yang bersifat imunomodulator (Abood, 2017). Aktivitas
imunomodulator merupakan bentuk efek biologis atau farmakologis dari suatu
bahan atau herbal terhadap respon imun. Aktivitas imunomodulator digunakan
untuk mengobati dan mencegah berbagai penyakit yang bersumber dari
ketidakseimbangan sistem imun, sehingga homeostasis sistem imun tetap terjaga
(Aden & Rifa’i, 2014).

Cara kerja imunomodulator ada dua jenis tergantung pada pengaruhnya,
yaitu imunostimulator dengan meningkatkan respon imun atau imunosupresor
dengan menekan respon imun (Saroj, dkk., 2012). Imunomodulator akan
memodulasi sistem imun dengan menjaganya dalam keadaan siap melawan segala
benda asing (Mishra, dkk., 2008). Di berbagai belahan dunia, ekstrak tumbuhan
telah banyak diteliti untuk kemungkinan penggunaannya sebagai imunomodulator
(Abood, 2017), karena tumbuhan dapat menghasilkan metabolit sekunder seperti
alkaloid, steroid, fenolat dan lainnya yang dapat memulihkan kesehatan dan
menyembuhkan berbagai macam penyakit yang terkait sistem imun (Aldi, dkk.,
2019; Savant, dkk., 2014).

Penelitian yang melibatkan sistem imun saat ini merupakan salah satu
bidang penelitian yang berkembang pesat karena sistem imun bertindak sebagai
dasar patologis pada berbagai penyakit. Dalam konteks ini, telah banyak
penelitian yang dilakukan untuk mengevaluasi dan memilih tumbuhan sebagai
kandidat obat (Darmawan, dkk., 2017). Tumbuhan ini akan dikembangkan

sebagai agen imunomodulator yang diduga lebih aman, poten dan memiliki efek
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samping yang lebih rendah dibandingkan dengan obat sintetik (Bustanussalam,
2016). Selain itu, obat tradisional yang berasal dari herbal sangat mudah untuk
didapatkan di sekitar, harganya yang ekonomis, dan pada umumnya dalam satu
tumbuhan tidak hanya memiliki satu efek farmakologis (Ismail, 2015; Katno,
2009; Nursiyah, 2013). Berbeda dengan obat sintetik yang tersedia di masyarakat
saat ini yang diketahui harganya lebih mahal dibandingkan dengan obat
tradisional, memiliki efek samping yang lebih besar dan sulit didapatkan untuk
daerah pedalaman (Ambo Lau, dkk., 2019).

Banyak senyawa dalam tumbuhan yang telah terbukti memiliki efek
imunomodulator (Darmawan, dkk., 2017). Di antaranya tumbuhan yang diduga
sebagai imunomodulator alami dalam penelitian ini adalah Allium sativum
(Bawang putih), Curcuma mangga (Temu mangga) dan Acorus calamus
(Jeringau). Adapun jenis sistem imun yang dapat dimodulasi yaitu sistem imun
spesifik dan sistem imun non spesifik. Kedua jenis sistem imun tersebut sangat
penting keberadaannya untuk menjaga homeostasis tubuh agar tidak mudah
terserang penyakit (Vellayutham & Patil, 2015).

Sistem imun non spesifik yang terlibat dalam penelitian ini adalah
leukosit. Leukosit merupakan unit penggerak utama dari sistem imun tubuh
(Olaniyan, dkk., 2013). Leukosit memainkan peran penting dalam sistem imun
dengan melindungi tubuh dari berbagai serangan infeksi. Leukosit ini juga
menjadi perantara antara sistem imun non spesifik dengan sistem imun spesifik
(Fathima & Khanum, 2017). Oleh karena itu, leukosit dapat dijadikan sebagai
salah satu parameter dalam mengukur tingkat imunitas suatu individu. Parameter
leukosit pada penelitian ini dilakukan dengan mengukur jumlah total leukosit pada
masing-masing kelompok perlakuan.

Hasil penelitian tentang aktivitas imunomodulator nanopartikel kombinasi
ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus terhadap jumlah total leukosit Mus
musculus didapatkan dari sampel darah M. musculus yang berasal dari 5 perlakuan
dan 6 Ulangan. Data jumlah total leukosit pada setiap individu dalam masing-
masing kelompok perlakuan dijumlah dan dirata-rata, kemudian dilakukan analisis
menggunakan software SPSS 16.0. Jumlah total leukosit ini menunjukkan rata-
rata hasil perhitungan yang beragam pada tiap kelompok perlakuannya.
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Tabel 4.1. Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus terhadap Jumlah Total Leukosit pada Mencit (M. musculus)

Perlakuan Total Leukosit (sel/mma3) Rata — rata £ SD
I 1 i v \Y VI
K- 6000 7600 9200 10600 9000 6200 8133,3 + 1809,6°

P1 5000 7600 8200 6600 7600 6200 6866,7 +1170,8™

P2 6000 4200 4600 5400 2600 4800 4600,0 + 1166,2%

P3 6400 2600 5800 4000 2000 4400 4200,0 +1725,1°

P4 5600 5400 8800 8400 7200 5200 6766,7 + 1592,1%C

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
taraf a 5% (p<0,05)

Data hasil perhitungan jumlah total leukosit pada masing-masing
kelompok perlakuan memiliki sebaran data yang normal berdasarkan uji
Kolmogorov-Smirnov, yaitu p=0,456 dan homogen pada uji Levene, yaitu p=0,455
(p> 0,05), sehingga data tersebut telah memenuhi syarat untuk dilanjutkan uji
parametrik One Way Anova. Rata-rata jumlah total leukosit yang telah didapatkan
dari hasil perhitungan pada masing-masing kelompok perlakuan di antaranya yaitu
kelompok K- (8133,3 + 1809,6), P1 (6866,7 + 1170,8), P2 (4600,0 + 1166,2), P3
(4200,0 + 1725,1) dan P4 (6766,7 + 1592,1) (Tabel 4.1).
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Gambar 4.1. Rata-rata Jumlah Total Leukosit M. musculus. Keterangan: K-:
Kelompok tanpa perlakuan; P1: Nanopartikel kombinasi ekstrak
dosis 25 mg/kgBB; P2: Nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 50
mg/kgBB; P3: Jamu subur kandungan dosis 75 mg/kgBB; P4:
Klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB.
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Hasil statistik dari jumlah total leukosit menggunakan One Way Anova
diketahui p=0,001 (p<0,05), hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan, sehingga dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil uji lanjut Duncan
menunjukkan bahwa jumlah total leukosit tertinggi yaitu pada kelompok kontrol
(K-) dengan jumlah 8133,3 sel/mm3, sedangkan yang terendah pada kelompok
perlakuan P3 dengan jumlah 4200,0 sel/mm3. Selain itu, hasil statistik
menunjukkan bahwa kelompok perlakuan P2 dan P3 berbeda nyata dengan
kelompok kontrol (K-) dengan mengalami penurunan pada jumlah total
leukositnya. Sedangkan kelompok perlakuan P1 dan P4 menunjukkan tidak
adanya perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol (K-), meskipun juga
mengalami penurunan pada jumlah total leukositnya (Gambar 4.1).

Hodge dkk (2002) melaporkan bahwa pemberian ekstrak A. sativum dosis
> 10 pg/ml secara in vitro mampu menurunkan leukosit melalui penekanan sitokin
proinflamasi seperti TNFa, IL-1, IL-6 dan IFNy. Sedangkan Rosdianto dkk (2016)
melaporkan bahwa pemberian jamu subur kandungan yang komposisinya terdiri
atas A. sativum, C. domestica, C. rhizome, N. sativum, C. fructus, B. folium, G.
soja, P. radiata dan E. folium mampu meningkatkan jumlah total leukosit tikus
putih dengan pemberian dosis 50,4 mg selama 15 hari perlakuan.

Penurunan jumlah total leukosit pada penelitian ini disebabkan oleh
pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
yang di dalamnya terdapat berbagai macam senyawa seperti flavonoid, saponin,
alkaloid dan lain sebagainya yang dapat menekan aktivitas inflamasi. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Middleton dkk (2000) dan Zhang dkk (2017) yang
menyebutkan bahwa flavonoid yang terkandung dalam suatu tumbuhan terkadang
tidak berjalan secara sinergis, karena senyawa tersebut dapat memiliki efek
imunostimulan dan efek imunosupresan. Nanang dkk (2013) menambahkan
bahwa senyawa steroid tumbuhan juga dapat menurunkan jumlah leukosit dan
berpotensi sebagai antiinflamasi.

Peningkatan dan penurunan jumlah total leukosit dalam darah merupakan
mekanisme respon tubuh terhadap antigen yang masuk. Purnomo dkk (2015)
menyatakan bahwa level peningkatan dan penurunan jumlah total leukosit dalam
sirkulasi darah menggambarkan kesanggupan leukosit dalam mencegah hadirnya
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antigen dan peradangan. Tingginya jumlah leukosit belum dapat diasumsikan
bahwa hewan tersebut dalam keadaan sakit. Meningkatnya jumlah leukosit
menggambarkan adanya respon humoral dan seluler dalam melawan antigen.
Moyes & Schulte (2008) dan Soeharsono dkk (2010) berargumen bahwa
kesehatan fisik hewan dapat dilihat melalui jumlah leukosit yang didapatkan,
dimana peningkatan jumlah leukosit mengindikasikan adanya peningkatan
kemampuan imunitas tubuh. Sedangkan penurunan jumlah leukosit juga dapat
dinyatakan bahwa tidak ditemukan adanya infeksi atau gangguan antigen yang
menyerang tubuh.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa mencit model yang
digunakan berada dalam keadaan normal/sehat, karena penurunan jumlah total
leukosit yang terjadi pada kelompok perlakuan masih dalam batas jumlah total
leukosit normal (Gambar 4.1). Menurut Ali dkk (2013), kondisi fisiologis tubuh
yang sehat dan baik akan ditandai dengan keberadaan profil hematologi yang baik
dan komponen darah (salah satunya leukosit) yang berada dalam kisaran normal.
Leukosit merupakan komponen darah yang memiliki fungsi utama dalam
mencegah infeksi. Jumlah leukosit lebih sedikit bila dibandingkan dengan
komponen darah lainnya (Fathima & Khanum, 2017). Menurut Weiss & Wardrop
(2010), jumlah total leukosit pada mencit normal yaitu berkisar antara 2000-
10000/uL. Leukosit juga merupakan mediator bagi sistem imun spesifik dan non
spesifik. Leukosit terdiri atas dua tipe yaitu leukosit granulosit dan agranulosit.
Leukosit granulosit terdiri atas neutrofil, basofil dan eosinofil. Sedangkan leukosit
agranulosit terdiri atas limfosit dan monosit (Fathima & Khanum, 2017).

Jumlah total leukosit merupakan salah satu komponen kunci dalam sistem
imun. Keberadaan sistem imun sangat dipengaruhi oleh leukosit, karena leukosit
mampu mengenali benda asing dan membangun respon imun dalam tubuh
(Shabbir, dkk., 2016; Sultana, dkk., 2011). Sugiharto dkk (2015) menyatakan
bahwa jumlah total leukosit dan turunannya mampu memberikan gambaran status
kesehatan pada hewan.

Guyton & Hall (1997) melaporkan bahwa jumlah total leukosit yang
menggambarkan tingkat kesehatan dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor

internal antara lain jenis kelamin, umur, penyakit serta hormon dan faktor
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eksternal seperti kondisi lingkungan, tingkah laku, stress serta pakan yang
diberikan. Isroli dkk (2009) menambahkan bahwa untuk dapat mengetahui tingkat
imunitas tubuh hewan dapat dilihat berdasarkan variabel leukosit berupa jumlah
total leukosit dan diferensiasi leukosit secara lengkap.

Variabel leukosit dan jenis leukosit merupakan salah satu komponen darah
yang dapat menggambarkan status kesehatan imunitas pada hewan (Sugiharto,
dkk., 2015). Pada penelitian ini dilakukan pengamatan dan perhitungan persentase
terkait jenis-jenis leukosit yang meliputi leukosit granulosit dan leukosit
agranulosit. Adapun Leukosit granulosit yang dapat teramati yaitu neutrofil,
basofil dan eosinofil, sedangkan leukosit agranulosit yang teramati yaitu limfosit

dan monosit.

Tabel 4.2. Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus terhadap Jenis Leukosit pada Mencit (M. musculus)

Perlakuan Rerata Persentase Hitung Jenis Leukosit (%) + SD
Neutrofil Basofil Eosinofil Limfosit Monosit
K- 20,0 £ 8,0 1,2+0,8° 15+12 |683+6,3"| 90+75°
P1 228+55 | 0,8+0,7%¢ | 18+12 [66,0+8,0°| 9,0+6,4°
P2 192+90 | 0,3+05® | 27+0,8 |622+8,0°| 157 +8,7°
P3 239+79 | 02+04% | 25+10 [683+76°| 52+1,2°
P4 212+129 | 1,0+06> | 25+16 |453+7,.2%|30,0+7,5"

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
taraf a 5% (p<0,05)

Data rata-rata hitung jenis leukosit telah dilakukan uji normalitas
menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov dan masing-masing jenis leukosit pada
tiap kelompoknya memiliki distribusi yang normal. Data dikatakan normal jika
nilai p>0,05. Kemudian dilakukan uji homogenitas menggunakan Levene Test dan
diperoleh hasil bahwa jenis leukosit neutrofil, basofil, eosinofil dan limfosit
homogen, karena hasil uji menunjukkan nilai p>0,05. Sedangkan pada parameter
monosit, uji homogenitasnya menunjukkan bahwa data parameter monosit tidak
homogen atau nilai p<0,05. Maka data parameter monosit dilanjutkan dengan uji
non parametrik. Data hitung jenis leukosit yang telah memenuhi uji normalitas

dan uji homogenitas, maka dilanjutkan dengan uji One Way Anova. Apabila
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terdapat perbedaan yang signifikan maka dilanjutkan dengan uji Duncan, namun

apabila tidak ada perbedaan yang signifikan maka tidak dilakukan uji lanjut.
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Gambar 4.2. Rata-rata Persentase Hitung Jenis Leukosit M. musculus. Keterangan:
K-: Kelompok tanpa perlakuan; P1: Nanopartikel kombinasi ekstrak
dosis 25 mg/kgBB; P2: Nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 50
mg/kgBB; P3: Jamu subur kandungan dosis 75 mg/kgBB; P4:
Klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB.

Data rata-rata presentase hitung jenis leukosit pada penelitian ini
dibandingkan dengan kelompok kontrol tanpa perlakuan. Parameter hitung jenis
leukosit pada penelitian ini antara lain neutrofil, basofil, eosinofil, limfosit dan
monosit. Hasil statistik uji One Way Anova terhadap rata-rata persentase neutrofil
pada penelitian ini diketahui nilai p>0,05. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
nanopartikel ekstrak kombinasi A. sativum, C. mangga dan A. calamus terhadap
persentase neutrofil tidak memiliki perbedaan yang signifikan pada masing-
masing kelompoknya (Gambar 4.2).

Rata-rata persentase neutrofil pada masing-masing kelompok yaitu K-
(20,0%), P1 (22,8%), P2 (19,2%), P3 (23,9%) dan P4 (21,2%). Rata-rata
persentase neutrofil pada masing-masing kelompok ini diketahui masih berada

dalam kisaran normal (Tabel 4.2). Hal ini disebabkan mencit model yang
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digunakan merupakan mencit sehat/normal dan diduga tidak terdapat antigen yang
masuk yang dapat mengakibatkan inflamasi. Menurut Nugroho (2018), jumlah
neutrofil normal pada mencit yaitu berkisar 6,7%-37,2%.

Persentase neutrofil yang cenderung stabil dan dipertahankan dalam batas
normal menunjukkan bahwa tikus/mencit tersebut normal (Weiss & Wardrop,
2010). Pada penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak A. sativum dosis
1-2 ml/kgBB pada mencit sehat selama perlakuan 7 hari, 14 hari, 21, hari dan 28
hari mengalami penurunan jumlah neutrofil dalam darah, sedangkan pada dosis 4
ml/kgBB mampu menaikkan jumlah neutrofil namun masih berada dalam kisaran
normal (Srivastava & Pathak, 2012).

Neutrofil dipilih sebagai salah satu parameter pada penelitian ini karena
fungsi neutrofil yang berperan sebagai lini pertama pada sistem imun. Agra dkk
(2016) dan Roseno dkk (2019) mengungkapkan bahwa neutrofil merupakan salah
satu komponen leukosit yang dikenal sebagai polymorphonuclear (PMN) karena
bentuknya yang beragam. Neutrofil merupakan leukosit yang paling banyak
dijumpai pada darah tepi dan merupakan lini pertama pada sistem imun ketika
tubuh mengalami kerusakan jaringan atau disebabkan karena adanya benda asing
yang masuk ke dalam tubuh. Neutrofil merupakan leukosit yang pertama Kkali
bermigrasi dari darah ke jaringan ketika terjadi peradangan dan memfagosit
patogen (Dashputre & Naikwade, 2010).

Hasil pengamatan terhadap morfologi neutrofil menunjukkan bahwa inti
sel neutrofil terlihat berwarna ungu kebiruan, inti sel berbentuk seperti batang
yang melengkung dan tersegmentasi, inti sel terdiri atas lebih dari satu lobus yang
melingkar. Diameter neutrofil mencapai sekitar 12,6 um (Gambar 4.3a). Hal ini
sesuai dengan pernyataan Al-Dulaimi dkk (2018) bahwa neutrofil memiliki
bentuk nukleus yang beragam seperti huruf “U”, batang yang melengkung atau
seperti pita. Nukleusnya terdiri atas lebih dari dua lobus atau multi lobus yang
tumpang tindih atau melingkar. Neutrofil yang tersegmentasi memiliki diameter
9-16 um, sedangkan yang belum tersegmentasi diameternya sekitar 10-18 pm.

Komponen jenis leukosit selanjutnya yaitu basofil. Hasil statistik uji One
Way Anova rata-rata persentase basofil pada masing-masing kelompok diketahui
nilai p=0,04 (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa adanya perbedaan yang
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signifikan rata-rata persentase basofil pada masing-masing kelompoknya. Oleh
karena itu, data rata-rata persentase basofil dilanjutkan dengan uji Duncan. Rata-
rata persentase basofil pada penelitian ini yaitu K- (1,2%), P1 (0,8%), P2 (0,3%),
P3 (0,2%) dan P4 (1,0%) (Tabel 4.2). Berdasarkan rata-rata tersebut diperoleh
rata-rata persentase tertinggi pada kelompok kontrol dan rata-rata persentase
terendah pada kelompok P3.

Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa rata-rata persentase basofil pada
kelompok perlakuan P3 (0,2%) berbeda nyata dengan kelompok kontrol (K-)
(1,2%) dan dengan kelompok perlakuan P4 (1,0%). Begitu pula pada kelompok
perlakuan P2 (0,3%) memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok
kontrol (K-) dengan mengalami penurunan persentase basofil. Sedangkan
kelompok perlakuan P1 (0,8%) tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan
kelompok kontrol (K-) (Gambar 4.2).

Penurunan rata-rata persentase basofil pada kelompok perlakuan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol disebabkan oleh senyawa bioaktif yang
terkandung dalam tumbuhan A. sativum, C. mangga dan A. calamus yang mampu
memodulasi sistem imun. Selain itu, penurunan yang terjadi pada kelompok
perlakuan ini masih dalam kisaran persentase basofil normal. Hal ini diduga
karena hewan model yang digunakan pada penelitian ini adalah hewan model
normal. Kisaran normal persentase basofil yaitu 0-1,5% (Nugroho, 2018).

Basofil merupakan bagian dari sistem imun non spesifik yang muncul
apabila terjadi peradangan atau alergi. Dengan rata-rata persentase basofil yang
masih dalam kisaran normal menunjukkan bahwa tidak terjadinya peradangan
pada hewan model dan membuktikan bahwa pemberian perlakuan tidak
menimbulkan reaksi alergi pada hewan model (Muhsin, 2017). Aulia dkk (2017)
dan Tizard (1988) juga mengatakan bahwa basofil mempunyai peran yang sama
dengan sel mast, yaitu menginisiasi peradangan akut pada tempat deposisi
antigen. Ketika jaringan mengalami peradangan, basofil akan melepaskan
histamin, heparin, sedikit bradikinin, dan serotonin, begitu pula pada reaksi alergi
(Radiati, dkk., 2008).

Hasil pengamatan basofil menggunakan mikroskop perbesaran 1000x

menunjukkan bahwa basofil terlihat memiliki nukleus berwarna keunguan dengan
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granula-granula di sitoplasmanya dan mengumpul di tengah. Nukleus basofil
tampak tidak tersegmentasi dan diameter basofil diketahui sebesar 15,5 pm
(Gambar 4.3b). Menurut Hoffbrand (2011), basofil merupakan leukosit yang
jumlahnya paling sedikit dibandingkan dengan jenis leukosit lainnya, inti selnya
teratur dan terdapat granula-granula di sitoplasmanya. Agustina dkk (2019) dan
Al-Dulaimi dkk (2018) menambahkan bahwa basofil hampir sama dengan
eosinofil namun inti sel basofil terletak mengumpul di tengah disertai kehadiran
granula. Diameter basofil umumnya 10-15 pm.

Parameter eosinofil merupakan salah satu parameter penting dalam
penelitian ini untuk mengetahui ada tidaknya infeksi parasit atau reaksi alergi,
fungsi dari eosinofil hampir sama dengan basofil. Hasil statistik uji One Way
Anova rata-rata persentase eosinofil pada penelitian ini diketahui nilai p= 0,404 (p
>0,05. Hal ini menunjukkan bahwa masing-masing kelompok perlakuan tidak
memiliki perbedaan yang nyata terhadap rata-rata persentase eosinofil (Gambar
4.2). Rata-rata persentase eosinofil pada masing-masing kelompok yaitu K-
(1,5%), P1 (1,8%), P2 (2,7%), P3 (2,5%) dan P4 (2,5%) (Tabel 4.2). Rata-rata
persentase eosinofil tersebut pada masing-masing kelompok diketahui masih
berada dalam kisaran normal. Menurut Nugroho (2018), jumlah eosinofil pada
mencit normal yaitu berkisar 0,9%-3,8%. Hal ini membuktikan bahwa mencit
model yang digunakan dalam keadaan sehat dan kandungan senyawa aktif dari A.
sativum, C. mangga dan A. calamus mampu memodulasi dengan mempertahankan
nilai eosinofil dalam keadaan normal. Selain itu menurut Jatmiko (2015), tidak
ditemukannya eosinofil atau nilai eosinofil dalam keadaan stabil menunjukkan
tidak adanya mencit yang sakit akibat infeksi parasit.

Eosinofil merupakan jenis leukosit yang dibentuk dalam sumsum tulang
belakang yang berfungsi sebagai respon adanya infeksi parasitik, peradangan dan
alergi (Purnomo, dkk., 2015). Lokaspirnasari & Yulianto (2014) menyatakan
bahwa eosinofil memiliki dua fungsi utama yaitu menyerang dan menghancurkan
bakteri patogen serta menghasilkan enzim yang dapat menetralkan faktor radang.
Dalam mencegah masuknya infeksi pada tubuh, eosinofil bekerja secara kimiawi
dengan bantuan enzim dikeluarkan. Hal ini juga sesuai pendapat Isroli dkk (2009)
dan Moyes & Schulte (2008) yang menyatakan bahwa eosinofil melakukan fungsi
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imun melawan mikroorganisme dengan cara kimiawi yakni secara enzimatik.
Faktor-faktor peningkatan eosinofil dapat terjadi karena hipersensitivitas misalnya
karena parasit dan alergi (Dharmawan, 2002).

Hasil pengamatan eosinofil menggunakan mikroskop perbesaran 1000x
menunjukkan bahwa eosinofil memiliki nukleus dua lobus dan granula-granula di
sitoplasmanya. Eosinofil tampak berwarna keunguan lebih gelap dibandingkan
dengan neutrofil. Diameter pada eosinofil diketahui sekitar 12 um (Gambar 4.3c).
Menurut Riley & Jedda (2015), leukosit jenis eosinofil memiliki bentuk inti
seperti tapal kuda dengan granula-granula di dalamnya. Granula-granula tersebut
mengandung heparin, histamin, dan leukrotin sebagai imunitas terhadap parasit.
Eosinofil ini hampir sama dengan neutrofil. Akan tetapi, granula sitoplasmanya
lebih kasar dan berwarna lebih gelap karena mengandung protein basa. Eosinofil
mempunyai waktu paruh lebih lama dalam darah dibandingkan dengan neutrofil
(Hoffbrand, 2011). Sedangkan Al-Dulaimi dkk (2018) menyatakan bahwa
eosinofil memiliki kemampuan untuk melepaskan racun dari granulanya untuk
membunuh patogen, seperti parasit dan cacing. Inti eosinofil seringkali memiliki
dua lobus yang dihubungkan oleh pita bahan inti sel. Diameternya biasanya
berkisar antara (9-15) um.

Perhitungan persentase yang dilakukan selanjutnya yaitu perhitungan
persentase limfosit. Hasil statistik uji One Way Anova rata-rata persentase limfosit
pada masing-masing kelompok diketahui nilai p=0,00 (p<0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antar rata-rata persentase
limfosit pada masing-masing kelompok. Oleh karena itu, data rata-rata persentase
limfosit kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan. Rata-rata persentase limfosit
pada penelitian ini yaitu K- (68,3%), P1 (66,0%), P2 (62,2%), P3 (68,3%) dan P4
(45,3%) (Tabel 4.2). Berdasarkan rata-rata tersebut diperoleh rata-rata persentase
tertinggi pada kelompok kontrol dan P3, sedangkan rata-rata persentase terendah
pada kelompok P4. Kemudian hasil uji lanjutnya akan dibandingkan dengan
kelompok kontrol (Gambar 4.2).

Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa rata-rata persentase limfosit pada
kelompok P4 (45%) berbeda nyata dengan kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan lainnya. Sedangkan kelompok P1, P2 dan P3 tidak memiliki perbedaan
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yang signifikan dengan kelompok kontrol. Perbedaan signifikan yang terjadi pada
kelompok P4 ini menunjukkan adanya penurunan persentase jumlah limfosit.
Penurunan ini diduga disebabkan oleh penggunaan obat sintetik yang berupa
klomifen sitrat. Menurut Astuti & Nurainy (2011), penurunan jumlah limfosit
biasanya terjadi karena respon awal terhadap infeksi virus dan pada pemberian
obat-obatan sehingga terjadinya efek imunosupresan, namun penurunan tersebut
bersifat sementara karena akan kembali pada sifat limfosit yang dengan cepat
merespon sistem imun. Selain itu, klomifen sitrat merupakan obat sintetik yang
dapat bersifat agonis ketika esterogen endogen menurun atau antagonis ketika
esterogen meningkat. Menurut Andrio (2012), penurunan limfosit dapat
disebabkan oleh peningkatan hormon esterogen. Hormon esterogen ini memiliki
efek sama seperti kortisol yang dapat menekan proliferasi limfosit.

Rata-rata persentase limfosit pada kelompok yang tidak memiliki
perbedaan signifikan terhadap kelompok kontrol seperti P1, P2 dan P3
menunjukkan hasil rata-rata yang masih dalam kisaran persentase limfosit normal
(Gambar 4.2). Menurut Nugroho (2018), kisaran normal persentase limfosit yaitu
63-75%. Hal ini menunjukkan bahwa mencit model yang digunakan dalam
kondisi sehat dan tidak terpapar infeksi atau mengalami peradangan. Limfosit
dipilih sebagai parameter dalam uji imunomodulator ini dikarenakan peran
utamanya dalam respon imun spesifik. Menurut Schalm dkk (1995), limfosit
merupakan sel imun yang berperan penting dalam sistem tanggap kebal humoral
dan selular. Limfosit merupakan bagian dari leukosit agranulosit yang memiliki
fungsi sebagai sistem imun tubuh dan memproduksi antibodi sebagai respon
terhadap adanya antigen. Limfosit terdiri atas limfosit T yang terlibat dalam
pembentukan limfosit teraktivasi lainnya yang dapat membentuk respon imunitas,
dan limfosit B yang bertanggung jawab dalam produksi antibodi (Pargaputri &
Andriani, 2018).

Limfosit T berperan pada reaksi inflamasi, aktifasi makrofag dan
proliferasi limfosit B dalam produksi antibodi. Limfosit T juga berperan dalam
pengenalan dan penghancuran sel yang terinfeksi mikroba. Kemampuan untuk
mengenal antigen dimungkinkan oleh ekspresi molekul unik yang ada pada
membrannya yang disebut TCR. Reseptor tersebut mempunyai sifat diversitas,
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spesifitas, memori dan berperan dalam imunitas spesifik. Reseptor limfosit T
dapat mengenal peptida antigen yang diikat oleh MHC dan dipresentasikan oleh
APC. Antigen MHC yang dipresentasikan akan berproliferasi menjadi limfosit T
efektor dan memori (Baratawidjaja & Rengganis, 2009). Limfosit T dibagi
menjadi dua berdasarkan marker yang berada di permukaannya, yaitu sel T
sitotoksik yang mengandung reseptor CD8+ dan sel T helper (Th) yang
mengandung reseptor CD4+ (Romagnani, 2000).

Hasil pengamatan limfosit menggunakan mikroskop perbesaran 1000x
menunjukkan bahwa limfosit memiliki nukleus berwarna ungu gelap, tidak
berlobus dan hampir menutupi sitoplasmanya. Limfosit diketahui memiliki satu
nukleus dan diameter selnya sekitar 6,4 um (Gambar 4.3d). Menurut Al-Dulaimi
dkk (2018), limfosit memiliki nukleus yang berukuran kecil atau besar tergantung
pada tahap pematangannya. Limfosit kecil umumnya berdiameter antara (6-9) um,
sedangkan limfosit besar berdiameter antara (10-15) um. Limfosit hanya berisi
satu inti yang jarang atau hampir tidak berlobus. Bentuk inti agak lonjong atau
bulat dan berwarna ungu gelap.

Perhitungan persentase jenis leukosit yang terakhir yaitu monosit. Data
persentase monosit diketahui tidak homogen, sehingga dilanjutkan dengan uji non
parametrik Brown-Forsythe. Hasil statistik uji Brown-Forsythe rata-rata
persentase monosit pada penelitian ini diketahui nilai p= 0,00 (p<0,05). Hal ini
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata pada rata-rata persentase monosit di
masing-masing kelompok perlakuan, sehingga dilanjutkan dengan uji non-
parametrik Games-Howell. Rata-rata persentase monosit pada masing-masing
kelompok yaitu K- (9,0%), P1 (9,0%), P2 (15,7%), P3 (5,2%) dan P4 (30,0%).
Berdasarkan rata-rata persentase monosit, diketahui rata-rata persentase tertinggi
pada kelompok P4 dan terendah pada kelompok P3 (Tabel 4.2). Kemudian hasil
uji non-parametrik Games-Howell akan dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Hasil uji non-parametrik Games-Howell menunjukkan bahwa rata-rata
persentase monosit pada kelompok P4 (45%) berbeda nyata dengan kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan lainnya. Sedangkan kelompok P1, P2 dan P3
tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol. Perbedaan
siginifikan yang terjadi pada kelompok perlakuan P4 menunjukkan adanya
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peningkatan persentase monosit dari kelompok kontrol. Peningkatan rerata
persentase monosit pada kelompok P4 diduga disebabkan oleh pemberian obat
sintetik klomifen sitrat. Klomifen sitrat sendiri merupakan obat penginduksi
ovulasi. Obat ini mampu merangsang oosit dewasa sehingga kemudian
terovulasikan (Wiweko, dkk., 2016). Menurut Richards dkk (2008) dan
Abdulrahman & Fair (2019), peristiwa ovulasi merupakan peristiwa yang dapat
memicu respon inflamasi fisiologis. Hal tersebut dapat menginduksi komponen
sistem imun, salah satunya adalah IL-1. IL-1 akan menginduksi makrofag dalam
jaringan dan aktivitas fagositosis yang tinggi dapat menginduksi peningkatan
proliferasi monosit.

Hal tersebut juga didukung oleh pernyataan Astuti & Nurainy (2011)
bahwa sel monosit mempunyai kemampuan fagositosis yang tahan lama sebagai
respon terhadap imunitas tubuh dan memberikan kontribusi langsung pada
perbaikan jaringan yang rusak. Di dalam jaringan monosit ini akan berubah
menjadi makrofag yang dapat memfagositosis antigen yang masuk ke dalam
tubuh. Peningkatan jumlah monosit ini sebagai respon homeostasis karena banyak
monosit yang menuju jaringan untuk berubah menjadi makrofag yang akan
mengatasi peradangan. Sel monosit yang masuk jaringan akan menjadi makrofag
(Ganong, 1995). Peran utama makrofag adalah melakukan fagositosis,
menghancurkan antigen dan jaringan mati, serta mengolah antigen sedemikian
rupa sehingga antigen itu dapat merangsang respon imun. Makrofag yang aktif
akan bermigrasi sebagai respon terhadap rangsangan kemotaktik (Aulia, dkk.,
2017).

Rata-rata persentase monosit pada masing-masing kelompok perlakuan
baik dari kelompok P1, P2, P3 dan P4 menunjukkan bahwa persentase monosit
mengalami peningkatan dari persentase monosit normal (Gambar 4.2). Nugroho
(2018) menyatakan bahwa kisaran normal persentase monosit yaitu 0,7-2,6%. Hal
ini didukung oleh penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa ekstrak C.
mangga dosis 400 mg/kgBB efektif meningkatkan makrofag secara in vitro
(Yuandani & Suwarso, 2017), dan penelitian Darmawan dkk (2017) yang

menunjukkan bahwa formulasi nanopartikel kombinasi A. sativum dan P. niruri
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kadar 0,414% (penambahan 30 mg ekstrak) mampu memodulasi sistem imun
dengan meningkatkan aktivitas fagositosis secara in vitro.

Peningkatan  persentase monosit diduga disebabkan flavonoid
mengaktifkan limfe untuk meningkatkan produksi monosit. Flavonoid memiliki
sifat mudah larut dalam air dan berfungsi sebagai anti mikroba, anti virus, dan
immunostimulan (Naiborhu, 2002). Selain itu, bahan yang mengandung flavonoid
juga dapat meningkatkan aktivitas fagositosis (Syahida, dkk., 2013). Hal ini
karena senyawa flavonoid berpotensi terhadap limfokin yang dihasilkan oleh sel T
sehingga akan merangsang sel-sel fagosit untuk melakukan respon fagositosis
(Nugroho, 2012).

Monosit dipilih sebagai parameter karena fungsinya yang dapat
memfagosit antigen dengan berubah menjadi makrofag dalam jaringan serta
fungsinya sebagai APC (Antigen Presenting Cell) pada sel T. Monosit merupakan
jenis sel darah putih yang termasuk dalam kelompok agranulosit yang dibentuk di
sumsum tulang dan mengalami pematangan ketika masuk kedalam sirkulasi
sehingga menjadi makrofag dan masuk ke jaringan (Purnomo, dkk., 2015).
Monosit mampu memfagositosis 100 sel bakteri patogen dan menjadi sistem
pengatur ketika terjadi peradangan dan merespon kekebalan (Frandson, dkk.,
2009).

Hasil pengamatan monosit menggunakan mikroskop perbesaran 1000x
menunjukkan bahwa monosit memiliki nukleus berwarna ungu gelap, tidak
berlobus dan sedikit melengkung. monosit mempunyai satu nukleus dengan
diameter selnya sekitar 17,8 um (Gambar 4.3e). Menurut Longo & Harrison
(2012), pada pengamatan morfologi monosit menunjukkan inti sel monosit
dengan sedikit lengkungan di bagian tengahnya. Monosit adalah jenis sel darah
putih yang terbesar ukurannya. Rata-rata diameternya berkisar antara 10-30 pm
dan sering disebut sebagai sel pemulung atau fagosit. Sel ini hanya mengandung
satu inti yang jarang atau hampir tidak berlobus. Bentuk nukleus pada monosit
sering kali berbentuk bengkok (tapal kuda) atau berbentuk ginjal (reniform) (Al-
Dulaimi, dkk., 2018).
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Gambar 4.3. Bentuk Morfologi Jenis leukosit berdasarkan pengamatan mikroskop
perbesaran 1000x: a. Neutrofil, b. Basofil, c, Eosinofil, d. Limfosit
dan e. Monosit. Keterangan: a. inti sel; b. sitoplasma; c. eritrosit.
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4.2 Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus terhadap Sel CD4+ pada Mencit
(Mus musculus).

Komponen selular yang terlibat dalam respon imun adaptif yang
digunakan sebagai parameter pada penelitian ini adalah sel CD4+. Menurut
Puspitasari (2014), sel CD4+ dipilih sebagai parameter karena berfungsi sebagai
regulator dan efektor. Sel CD4+ mengeluarkan molekul sitokin untuk melakukan
fungsi regulatornya. Sitokin yang dihasilkan oleh sel CD4+ mampu
mengendalikan proses imun seperti pembentukan imunoglobulin. Semakin
meningkat jumlah sel CD4+ mengindikasikan bahwa semakin tinggi imunitas
tubuh. Pengamatan terhadap jumlah relatif sel CD4+ dari organ limpa mencit
dilakukan untuk mengetahui populasi sel CD4+ pada limpa mencit yang diberi
nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus dosis 25
mg/kgBB dan 50 mg/kgBB. Organ limpa dipilih karena organ limpa merupakan
organ limfoid sekunder yang berperan dalam sistem imun. Menurut Aldi dkk
(2019) limpa dikelompokkan dalam organ limfoid sekunder. Dalam organ ini,
antigen dan limfosit akan berinteraksi satu sama lain sehingga limfosit akan
berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel plasma yang menghasilkan antibodi.

Hasil pengamatan terhadap jumlah relatif sel CD4+ pada penelitian ini
terlihat bahwa pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus dapat memodulasi jumlah relatif sel CD4+ (p<0,05). Data jumlah
relatif sel CD4+ ini dapat dilihat pada hasil analisis flowsitometri (Gambar 4.5)
dan uji One Way Anova. Sebelum dilakukan uji One Way Anova, data jumlah
relatif sel CDA4+ terlebih dahulu diuji normalitasnya menggunakan uji
Kolmogorof-Smirnov dan didapatkan hasil nilai p=0,998 (p>0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa data jumlah relatif sel CD4+ terdistribusi normal. Kemudian
diuji homogenitasnya menggunakan Levene test dan diperoleh hasil nilai p= 0,152
(p>0,05), sehingga data dinyatakan homogen. Syarat untuk uji One Way Anova
telah terpenuhi dan diperoleh hasil nilai p= 0,000 (p<0.005). Berdasarkan hasil uji
One Way Anova diketahui bahwa data jumlah relatif sel CD4+ memiliki
perbedaan yang signifikan pada masing-masing kelompok, sehingga dilanjutkan
dengan uji Duncan untuk mengetahui letak perbedaannya (Gambar 4.4).
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Tabel 4.3. Aktivitas Imunomodulator Nanopartikel Ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus terhadap Sel CD4+ pada Mencit (M. musculus).

Persentase Jumlah Relatif Sel CD4+ (%)
Perlakuan N Rata — rata = SD
K- 6 15,5 +0,2¢
P1 6 19,0 £ 0,5°
P2 6 11,0 £ 0,4°
P3 6 10,0 + 0,42
P4 6 14,3 +0,5°

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
taraf a 5% (p<0,05)

Data rata-rata jumlah relatif sel CD4+ pada setiap kelompok diketahui K-
(15,5%), P1 (19%), P2 (11%), P3 (10%) dan P4 (14,3%) (Tabel 4.3). Rata-rata
jumlah relatif sel CD4+ tertinggi yaitu pada kelompok perlakuan P1 dan terendah
pada kelompok perlakuan P3. Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa setiap
kelompok memiliki perbedaan yang signifikan. Masing-masing kelompok akan
dibandingkan dengan kelompok kontrol (K-). Pada kelompok perlakuan P1,
pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
dosis 25 mg/kgBB diketahui dapat meningkatkan jumlah relatif sel CD4+ dan
berbeda nyata dengan kelompok kontrol yaitu 19,0% (Gambar 4.4). Sedangkan
pada kelompok pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga
dan A. calamus dosis 50 mg/kgBB (P2), kelompok P3 (pemberian jamu subur
kandungan dosis 75 mg/kgBB) dan kelompok P4 (pemberian klomifen sitrat dosis
0,9 mg/kgBB) diketahui menurunkan jumlah relatif sel CD4+ dan berbeda nyata
dengan kelompok kontrol yaitu 11,0%, 10,0% dan 14,3% (Gambar 4.4).
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Gambar 4.4. Grafik Rata-rata Jumlah Relatif Sel CD4+ M. musculus. Keterangan:
K-: Kelompok tanpa perlakuan; P1: Nanopartikel kombinasi ekstrak
dosis 25 mg/kgBB; P2: Nanopartikel kombinasi ekstrak dosis 50
mg/kgBB; P3: Jamu subur kandungan dosis 75 mg/kgBB; P4:
Klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB.
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Gambar 4.5. Hasil analisis flowsitometri jumlah relatif sel CD4+. Keterangan:
K-: Kelompok tanpa perlakuan; P1: Nanopartikel kombinasi
ekstrak dosis 25 mg/kgBB; P2: Nanopartikel kombinasi ekstrak
dosis 50 mg/kgBB; P3: Jamu subur kandungan dosis 75 mg/kgBB;
P4: Klomifen sitrat dosis 0,9 mg/kgBB.
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Peningkatan jumlah relatif sel CD4+ pada kelompok P1, pemberian
nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus dosis 25
mg/kgBB ini diduga disebabkan oleh senyawa-senyawa yang terkandung di
dalamnya seperti flavonoid, minyak atsiri, saponin, alkaloid, fenol, triterpenoid
dan lain sebagainya (Muchtaromah, dkk., 2017). Hal ini sejalan dengan penelitian
Liu dkk (2009) pada studi in vivonya yang menunjukkan bahwa kandungan
minyak pada A. sativum memiliki efek ganda pada keseimbangan sel CD4+ (Thl/
Th2) pada tikus. Pada dosis rendah, respon sel CD4+ ditingkatkan menuju tipe
Th1; sementara pada dosis tinggi, itu memicu tipe Th2, efek ganda ini mungkin
disebabkan oleh adanya reseptor yang berbeda dengan afinitas yang berbeda,
meskipun belum ada bukti yang spesifik.

Sedangkan penurunan jumlah relatif sel CD4+ pada kelompok P2, P3 dan
P4 bila dibandingkan dengan kontrol, juga diduga disebabkan oleh reaksi
senyawa-senyawa yang terkandung dalam nanopartikel kombinasi ekstrak A.
sativum, C. mangga dan A. calamus yang tidak sinergis. Selain bekerja sebagai
imunostimulan juga sebagai imunosupresan terhadap sel CD4+. Hal ini didukung
oleh penelitian sebelumnya Muchtaromah dkk (2020) yang menyatakan bahwa
kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus mampu menurunkan
jumlah relatif CD4+ TNFa yang merupakan sitokin dari kelompok Th1 pada dosis
50 mg/kgBB dan efektif sebagai antiinflamasi.

Konsep penurunan sel CD4+ menurut Wang dkk (2007) yaitu senyawa
yang bersifat ampifilik yang terdapat dalam ekstrak herbal (flavonoid dan
saponin) diketahui dapat meningkatkan level Cyclin-Dependent- Kinase (CDK)
inhibitor yang berupa protein P27KIP. Protein P27KIP memiliki peran penting
dalam meregulasi proliferasi sel pada fase GO/G1 dengan menekan komplek G1
Cyclin-CDK. Adanya penghambatan ini mengakibatkan komplek Cyclin-CDK
tidak teraktivasi dan berdampak pada terganggunya fosforilasi protein, sehingga
iklus sel tidak dapat berlanjut pada fase berikutnya dan proses proliferasi sel
terhenti.

Penelitian ini juga sesuai dengan desain penelitian yang dilakukan oleh
Asif & Dijati (2014), dalam penelitiannya menunjukkan bahwa kandungan
senyawa flavonoid dalam tumbuhan memiliki reaksi antagonis terhadap sel CD4+.



117

Flavonoid memiliki reaksi yang sangat kompleks, kadang kala sinergis dan
kadang kala antagonis. Hal ini tergantung pada beberapa faktor yaitu komponen
spesifik yang digunakan, tipe sel, konsentrasi, dan desain eksperimental.
Mekanisme imunosupresan berkebalikan dengan mekanisme imunostimulan. Pada
imunosupresan cenderung menekan proses transkripsi dari sitokin sehingga
sitokin yang berperan dalam aktivasi sel semakin menurun jumlahnya.
Imunosupresan menyebabkan penurunan jumlah sitokin IL-2 dn IFNy sehingga
dalam keadaan tersebut jumlah sel yang teraktivasi akan semakin sedikit.
Senyawa-senyawa yang terkandung dalam A. sativum, C. mangga dan A.
calamus ini bertindak sebagai mitogen yang dapat meningkatkan atau
menurunkan sel CD4+. Meningkatnya jumlah relatif sel CD4+ ini diduga sebagai
mekanisme homeostasis tubuh dengan meningkatkan peran sitokin Th2.
Sedangkan menurunnya jumlah relatif sel CD4+ diduga sebagai reaksi
antiinflamasi dalam tubuh. Nazir (2013) beranggapan bahwa senyawa bioaktif
dalam tumbuhan dapat bertindak sebagai mitogen yang memberikan efek
imunostimulan, yaitu meningkatkan imunitas atau menekan imunitas yaitu
sebagai imunosupresan. Simplisia pada tumbuhan mempunyai lebih dari satu
senyawa bioaktif atau multikomponen. Secara umum, ada yang bekerja secara
sinergis (saling meningkatkan) atau antagonis (Ayundria & Rifa’i, 2014).
Middleton dkk (2000) mengungkapkan bahwa mitogen memicu aktivitas
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). MAPK kemudian memicu terjadinya
fosforilasi berbagai protein, salah satunya protein transcription factor yang
digunakan dalam proses siklus sel, sehingga terjadi proliferasi dan diferensiasi sel
CD4+. Selain mitogen mampu meningkatkan aktivitas IL-2 yang memicu
proliferasi sel CD4+ dan berdiferensiasi ke arah sel Thl. Mitogen yang berasal
dari senyawa tumbuhan ini juga mampu meningkatkan sitokin lainnya melalui
aktivasi sel Th2 yang menghasilkan sitokin IL-4, IL-5 dan IL-10 (Puig, dkk.,
2007). Ramiro dkk (2010) menambahkan bahwa IL-4 berperan dalam mengatur
aktivasi Thl maupun Th2, sehingga homeostatis imunitas tetap dalam kondisi

batas normal.
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4.3 Kajian Al-Qur’an dan Hadits Mengenai Hasil Penelitian

Masyarakat Indonesia mempunyai tradisi memanfaatkan tumbuhan dari
alam sebagai jamu tradisional untuk memelihara kesehatan atau pengobatan yang
telah terjadi sejak ratusan tahun yang lalu. Jamu tradisional ini dipilih sebagai
alternatif pengobatan oleh masyarakat karena relatif lebih murah, efisien dan
aman dari efek samping dibandingkan dengan obat sintetik. Berbagai macam
tumbuhan-tumbuhan liar yang tumbuh di Indonesia dapat dimanfaatkan sebagai
obat tradisional atau jamu untuk mengobati berbagai penyakit. Obat tradisional
tersebut diharapkan aman untuk dikonsumsi oleh berbagai lapisan masyarakat
dengan tanpa menimbulkan efek samping (Agustina & Busman, 2008). Pada
hakikatnya, semua penyakit itu diciptakan oleh Allah Swt. Sehingga yang
memberikan kesembuhan pun hanyalah Allah dan tentunya atas dasar usaha
maksimal hamba-Nya, seperti pergi ke dokter atau konsumsi obat tradisional. Hal

ini sesuai dengan hadits Rasulullah saw sebagai berikut:
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Artinya: “Sesungguhnya Allah Ta’ala tidak menurunkan penyakit, kecuali Allah
juga menurunkan obatnya. Ada orang yang mengetahui ada pula yang
tidak mengetahuinya.” (H.R. Imam Ahmad)

Hadits di atas menunjukkan pemahaman bahwa setiap penyakit pasti ada
obatnya. Namun, di dalam dunia pengobatan modern atau herbal, tentunya ada
beberapa orang yang sudah mengetahui obat dari suatu penyakit tersebut dan ada
pula yang belum mengetahuinya. Oleh karena itu, untuk mengetahui khasiat suatu
obat atau herbal, maka perlu dilakukan suatu penelitian terkait pemanfaatan suatu
obat atau herbal, diantaranya yaitu pemanfaatan A. sativum, C. mangga dan A.
calamus sebagai alternatif pengobatan herbal tradisional.

A. sativum, C. mangga dan A. calamus merupakan tumbuhan yang dapat
digunakan sebagai obat tradisional. A. sativum telah digunakan sebagai tumbuhan
obat sejak 5000 tahun yang lalu (Butt, dkk., 2009). A. sativum memiliki berbagai
sifat farmakologis, seperti antioksidan (Feng, dkk., 2012; Ramoutar &
Brumaghim, 2010; Sharma, dkk., 2017; Sun & Ku, 2006), hipokolesterolemia,
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antiinflamasi dan antikanker (Sharma, dkk., 2017). C. mangga juga merupakan
tumbuhan yang dimanfaatkan sebagai tumbuhan obat. C. mangga memiliki salah
satu aktivitas biologis yaitu sebagai imunomodulator sistem imun (Yuandani,
dkk., 2018). Begitu pula pada A. calamus yang digunakan sebagai tumbuhan obat
di Asia kurang lebih sejak 2000 tahun yang lalu. Masyarakat menggunakan
tumbuhan ini untuk mengurangi pembengkakan (antiinflamasi) dan sembelit
(Chandra & Prasad, 2017). Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan
pemanfaatan terhadap ketiga tumbuhan tersebut sebagai obat tradisional. Ketiga
tumbuhan tersebut dimanfaatkan karena kandungan senyawa aktif yang kaya di
dalamnya. Hal ini sebagaimana sesuai dengan ayat yang tercantum dalam Al-

Qur’an surah Asy Syuaara (26) ayat 7:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan yang baik
lagi bermanfaat? . (Q.S. Asy-Syuaara (26): 7).

Shihab (2002) menjelaskan bahwa pada kata . J§ mempunyai arti baik.

Kata ini dapat menggambarkan sesuatu yang baik bagi obyek yang disifati, seperti
tumbuhan yang baik. Tumbuhan baik ini memiliki arti tumbuhan yang memiliki
banyak manfaat dan dapat dimanfaatkan dengan baik. Salah satunya yaitu sebagai
obat tradisional. Pemanfaatan ini menjadi hal yang tak ternilai harganya bagi
hambaNya yang berfikir.

Hasil penelitian ini menunjukkan pemberian nanopartikel kombinasi
ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus pada dosis tertentu mampu
memodulasi sistem imun. Pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum,
C. mangga dan A. calamus dosis 25 mg/kgBB mampu meningkatkan jumlah
relatif sel CD4+. Pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C.
mangga dan A. calamus pada semua dosis mampu memodulasi sistem imun
dengan cara menekan jumlah total leukosit. Sedangkan pada dosis 50 mg/kgBB

mampu meningkatkan jumlah monosit dalam darah. Setiap jamu herbal memiliki
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takaran dosis tertentu dalam pengkonsumsiannya agar mendapatkan hasil yang

optimal. Sebagaimana firman Allah dalam surah Al-Qamar (54) ayat 49:
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Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukurannya.”
(Q.S. Al-Qamar (54): 49).

Kata ).\.a.s pada ayat di atas mempunyai makna yaitu Allah Swt telah

menciptakan segala sesuatu berdasarkan porsinya masing-masing dan itu tidak
kurang ataupun lebih (Shihab, 2002). Selain itu menurut kitab Hidayatul Insan bi
Tafsiril Qur’an, ayat diatas memiliki makna bahwa apa yang terjadi pada semua
makhluk hidup sudah ditetapkan oleh Allah. Allah telah menciptakan segala
sesuatu menurut ukuran, yaitu suatu sistem dan ketentuan yang telah ditetapkan.
Dan ketahuilah bahwa semua perintah kami yang menyangkut apa pun hanyalah
diungkapkan dengan satu perkataan yang mudah dan cepat, seperti kedipan mata
(Musa, 2016b).

Berdasarkan tafsiran-tafsiran di atas, didapatkan suatu pemahaman bahwa
setiap tumbuhan memiliki kadar senyawa yang berbeda-beda dan setiap tumbuhan
juga memiliki kemampuan yang berbeda-beda sesuai dengan porsinya dalam
mempengaruhi fisiologi tubuh. Selain itu, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus
mampu menjaga homeostasis imunitas tubuh dengan mempertahankan jumlah
total leukosit dan persentase jenis leukosit dalam kisaran normal. Hal ini sesuai

dengan firman Allah dalam surah Al-Infithar (82) ayat 6-8:
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Artinya: “Wahai manusia, apakah yang telah memperdayakan kamu (berbuat
durhaka) terhadap Tuhanmu yang Maha Pemurah, yang telah
menciptakan kamu lalu menyempurnakan kejadianmu dan menjadikan
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(susunan tubuh)mu seimbang. Dalam bentuk apa saja yang Dia
kehendaki, Dia menyusun tubuhmu.” (Q.S. Al-Infithar (82): 6-8)

Kata seimbang dalam ayat tersebut memiliki makna universal. Seimbang
dapat diartikan sebagai keseimbangan bentuk tubuh, metabolisme dalam tubuh,
fungsi tubuh bahkan sampai hal yang spesifik yaitu keseimbangan sistem imun
tubuh. Makhluk hidup ini awalnya tidak ada. Kemudian Dia menciptakan
makhluk yang ada di bumi ini dengan sempurna tanpa cacat. Contohnya,
diciptakan dua tangan yang sama panjang, demikian pula kaki yang diciptakan
sepasang dengan sama panjang. Dengan demikian, tidak pantas bagi makhlukNya
untuk mengkufuri nikmatNya yang telah diberikan. Dari ayat tersebut perlu
diperhatikan bahwa penciptaaan tubuh makhlukNya ini telah diatur sedemikian
rupa tidak lain hanyalah agar mampu menjalankan perintah dan menjauhi
larangan Allah Swt (Musa, 2016b).



BAB V
PENUTUP

5.1 Simpulan
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh simpulan sebagai berikut:

1. Nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus
calamus tersalut kitosan mampu memodulasi profil leukosit dengan cara
mempertahankan jumlah total leukosit, persentase neutrofil, persentase basofil
dan persentase eosinofil dalam kisaran normal pada mencit yang diberi dosis
25 mg/kgBB maupun 50 mg/kgBB. Begitu pula pada dosis 25 mg/kgBB
mampu mempertahankan persentase limfosit dalam kisaran normal, namun
pada dosis 50 mg/kgBB diketahui memiliki efek antiinflamasi dengan
menurunkan persentase limfosit. Sedangkan pemberian dosis 25 mg/kgBB dan
50 mg/kgBB memberikan efek imunostimulan dengan meningkatkan
persentase monosit.

2. Nanopartikel kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut
kitosan mampu memodulasi sel CD4+. Pada pemberian dosis 25 mg/kgBB
menunjukkan efek imunostimulan terhadap jumlah relatif sel CD4+.
Sedangkan pada pemberian dosis 50 mg/kgBB menunjukkan aktivitas

antiinflamasi dengan menurunkan jumlah relatif sel CD4+.

5.2 Saran
Adapun saran yang dapat ditulis sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan pengujian pre dan post perlakuan agar dapat diketahui lebih
jelas efek imunomodulator dari pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak A.
sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan.

2. Sebaiknya dilakukan pengambilan sampel darah melalui intrakardial untuk
mendapatkan jumlah sampel yang lebih banyak dan mencit langsung
dikurbankan. Sehingga tingkat stress hewan bisa diminimalisir dan
mendapatkan tingkat akurasi pengambilan darah yang tinggi pada metode

haemasitometri. Namun, apabila sampel darah yang dibutuhkan sedikit dan
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pengujian berkala, sebaiknya pengambilan darah dilakukan selain melalui
intrakardial.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait jumlah absolut dari sel CD4+
agar dapat mengetahui lebih detail jumlah per volumenya dalam limpa.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait komponen sistem imun lainnya
seperti interleukin, interferon, makrofag dan lain sebagainya untuk mengetahui
lebih detail mekanisme imunomodulator dari pemberian nanopartikel

kombinasi ekstrak A. sativum, C. mangga dan A. calamus tersalut kitosan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alur Penelitian

Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus

Pelarut Etanol 70%

Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus

Nanopartikel Kombinasi Ekstrak
Allium sativum, Curcuma mangga

dan Acorus calamus tersalut kitosan

Aklimatisasi

Induksi PMSG HCG

Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak
Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus

calamus tersalut kitosan secara oral

Uji Aktivitas

Imunomodulator

Profil Leukosit

Jumlah Relatif Sel
CD4+

Jumlah Total Leukosit

Hitung Jenis Leukosit

Data
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Lampiran 2: Data Jumlah Total Leukosit Setelah Perlakuan Pemberian
Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma

mangga dan Acorus calamus
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Perlakuan Ulangan Jumlah Rerata
1 2 3 4 5 6

K- 6000 | 7800 | 9200 | 10600 | 9000 | 6200 48800 | 8133,333
P1 5000 | 7600 | 8200| 6600| 7600 | 6200 41200 | 6866,667
P2 6000 | 4200 | 4600 | 5400| 2600 | 4800 27600 4600
P3 6400 | 2600 | 5800 | 4000| 2000 | 4400 25200 4200
P4 5600 | 5400 | 8800 | 8400| 7200 | 5200 40600 | 6766,667
Jumlah 29000 | 27600 | 36600 | 35000 | 28400 | 26800 183400 | 30566,67

Lampiran 3: Data Jumlah Persentase Neutrofil Setelah Perlakuan
Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 2 z 5 Jumlah | Rerata

K- 23 27 28 7 15 20 120 20
P1 26 20 26 24 13 28 137 | 22,83333
P2 24 19 8 11 33 20 115 | 19,16667
P3 18 24 39 18 21 23 143 | 23,83333
P4 13 18 22 18 46 10 127 | 21,16667
Jumlah 104 108 123 78 128 101 642 107

Lampiran 4: Data Jumlah Persentase Basofil Setelah Perlakuan Pemberian

Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma

mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 2 5 6 Jumlah Rerata

K- 1 0 1 2 1 2 7 | 1,166667
P1 1 0 0 1 1 2 5| 0,833333
P2 1 1 0 0 0 0 2| 0,333333
P3 0 0 1 0 0 0 1| 0,166667
P4 1 1 1 2 1 0 6 1
Jumlah 4 2 3 5 3 4 21 3,5
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Lampiran 5: Data Jumlah Persentase Eosinofil Setelah Perlakuan Pemberian
Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 4 5 5 Jumlah Rerata

K- 1 3 1 1 0 3 9 1,5
P1 2 4 1 1 1 2 11 | 1,833333
P2 2 2 3 2 3 4 16 | 2,666667
P3 1 2 2 3 4 3 15 2,5
P4 0 3 4 4 1 3 15 2,5
Jumlah 6 14 11 11 9 15 66 11

Lampiran 6: Data Jumlah Persentase Limfosit Setelah Perlakuan Pemberian
Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 4 5 5 Jumlah | Rerata

K- 2 2 3 13 17 17 54 9
P1 1 2 6 12 14 16 51 8,5
P2 7 6 28 23 16 14 94 | 15,66667
P3 5 4 4 6 5 7 31| 5,166667
P4 30 31 33 29 17 40 180 30
Jumlah 45 45 74 83 69 94 410 | 68,33333

Lampiran 7: Data Jumlah Persentase Monosit Setelah Perlakuan Pemberian
Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 4 z 6 Jumlah | Rerata

K- 72 69 67 77 67 58 410 | 68,33333
P1 70 74 67 62 71 52 396 66
P2 66 72 61 64 48 62 373 | 62,16667
P3 76 70 54 73 70 67 410 | 68,33333
P4 56 47 40 47 35 47 272 | 45,33333
Jumlah 340 332 289 323 291 286 1861 | 310,1667
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Lampiran 8: Data Jumlah Relatif Sel CD4+ Setelah Perlakuan Pemberian
Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus

Ulangan

Perlakuan 1 5 3 4 5 6 Jumlah Rerata

K- 15,64 | 15,33 | 15,88 | 15,56 | 15,59 | 15,28 93,28 | 15,54667
P1 19,13 | 19,52 | 18,34 19,2 | 18,33 | 19,03 113,55 18,925
P2 10,8 | 10,34 | 10,95 10,6 | 10,22 | 11,21 64,12 | 10,68667
P3 10,28 9,6 9,84 9,49 10,2 9,43 58,84 | 9,806667
P4 13,76 | 14,78 | 14,39 | 13,65| 14,81 | 14,69 86,08 | 14,34667
Jumlah 69,61 | 69,57 69,4 68,5| 69,15 | 69,64 415,87 | 69,31167

Lampiran 9: Perhitungan Statistik Jumlah Total Leukosit

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Total Leukosit

M a0
mHormal Bargmeters Mean B113.33

Std. Deviation 2065602
Most Extrerne Differences Absolute 083

Fositive 083

Megative -.064
Kolmogorow-Srmirnoy £ A86
Asvmp. Sig. (2-tailed) 885
a. Test distribution is Morrmal.




2. Uji Homogenitas

Test of Homogenety of Variances
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Levene Statistic df1 df aig.
444 24 465
3. Uji ANOVA
ANOVA
Total Leukosit
Sum of Sguares df. Mean Square F Sig.
Between Groups B.E15ET 4 1.694ET 7.1a1 001
Within Groups A.7a8EY 25 2303200000
Total 1.237ES 29
4. Uji Duncan
Homogeneous Subsets
Total | eukosit
Subsetfar alpha=0.05

Eerlakuan M 1 2 3
Luncan? Jamusubur Kandungan ] 4200.00

Manoan 3] 4600.00

Klomifen ] GYEG.EY

Mano 25 3] BEEG.EY

Kontral Megatit B 8133.33

Sin. Baz a2

Meansfor groupsinhomaogeneous subsets are displaved.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size=6,000.




Lampiran 10: Perhitungan Statistik Jumlah Persentase Leukosit

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

160

Meutrofil Basofil Ensinofil Limfosit M onosit
M a0 a0 an a0 an
Mormal Parameters? Mean 21.40 Jn 2.20 g2.03 1367
Std. Deviation 8512 g0z 1.215 11.186 104974
Most Extreme Differences Ahsolute 118 T4 78 72 a4
Positive 1149 274 A7z 095 1845
Hegative - 111 -.232 -178 -172 - 124
kolmogarav-Smirmoy £ Baz 1.600 ATH A4 1.067
Agyrmp. Sig. (2-tailed) 789 022 296 338 204
a. Test distributionisMarmal.
2. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df 2 .
Meutrofil 4783 25 a1
Basofil B3 26 B45
Eosinofil 1.0645 24 3494
Limfosit 09z 24 854
M onosit 2.8a87 25 043
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3. Uji ANOVA
ANOVA
Sum of Sgquares df. Mean Square F Sin.
Meutrofil Between Groups 39867 4 22467 274 .8eq
Within Groups 2011.333 25 80.453
Total 2101.200 29
Hasofi| Between Groups 4 467 4 1117 2834 0445
Within Groups 9833 24 383
Total 14.300 24
Ensinofil Between Groups B.133 4 1.833 1.0445 A04
Within Groups 36.66T 25 1.467
Total 42.800 24
Limfosit Between Groups 2244133 4 561.033 10.128 oo
Within Groups 1384.833 25 55.393
Total 3J628.967 24
tonosit Between Groups 2345000 4 H87.2450 12.814 .0oo
Within Groups 1145667 25 45827
Tatal 3494 BEY 29
4. Uji Duncan
Homogeneous Subsets
Basofil
Subset for alpha =0.05
Ferlakuan M 1 2 3
Duncand JAMU SUBUR KANDUMGAN ] AT
MAMD &0 B 33 33
MAMD 26 ] 83 83 83
KLOMIFEM B 1.00 1.00
KOMNTROL MEGATIF ] 117
Sig. 093 093 394

Meansfor groupsin homogeneoussubsetsare displayed.

a. U=zes Harmonic Mean Sample Size=§,000.
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Limfosit
Subsetforalpha=0.05
Ferlakuan M 1 2
|D.'-J,[1!;§.[13 KLOMIFERM ] 4533
MAND 50 i G217
MAMD 25 ] GE.00
KONTROL NEGATIF i 68.33
JAM L SUBUR KANMDUMGAMN ] F3.33
Sin. 1.000 201

Meansfor groupsinhomageneous subsets are displaved.

a. UsesHarmonic Mean Sample Size=6,000.

5. Uji Brown-Forsythe

Robust Tests of Equality of Means

Manosit

Statistic? df1 dfz Sin.
Browen-Forsythe 12815 4 19.3249 .0oo

a. Asymptotically F distributed.




6. Uji Gomes Howell

Multipls Comparson

163

Mool
Gamez-Hamell
Mean Dikre poe S5 Confideac: e nial

h PerEkaan il Perik gy gt} s, Errar 5. Lowsrer Boned Uppar Boned

FONTROL NEGATIF HAND 25 g DS 100 -127 1375
HAaND 50 -5 56T LETL 52T =223 a7
JAMLUL SUBUR BOHDUNGAN 4533 01 sl 2.1 1555
LD MIFEN =210 313 iz 319 =81

NaNO 25 ONTROL NESATIF -30 LIS 100 -1313 1273
HAND =0 -T.168T M S15 -2150 TAT
JAMLUL SUBUR BOHDUNGAN 3333 2643 T2y -1 3 1359
KLOMIFEN =2 5| LS m -y 5.2

NAND =0 FONTROL NEGATIF B EET LETH BT =19 2213
NAND 25 T.167 LM A1 -1 5T 2150
JAMU SUBUR BOHDOUNGAN 10,5103 JA5TE ALY - 24 B
KLOMIFEN -14.3313 e o3 -9 1.14

Jall SUBUR RANDUNGAN ONTROL NESATIF -15313 01 sl -1555 530
NAND 25 -3.1313 2643 T2y -1355 T3
NAND 50 -10.913 d578 ALY -2 53 JE
LD MIFEN -2 533 a2 3 = m -12.55

KLOMIFEN FONTROL NEGATIF 21.0] 313 iz &1 F.19
NAND 25 2151 LS m 522 JTH
NAND 50 14,333 e o3 =114 20
JAMLUL SUBUR BOHDUNGAN 24539 Jnaz2 3 1255 Jrm

*.The medy diteresce b sigaiicant atte 005 kuel
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Lampiran 11: Perhitungan Statistik Jumlah Relatif Sel CD4+

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

cD4
M 30
Hormal Parameters? hlean 13.8623
Std. Deviation J4014a7
Most Extreme Differences Absalute 182
Fositive 182
Mlegative -1045
Kaolmogoray-Smirnoy £ 893
Asvmp. Big. (2-tailed) 2T2
a. Test distribution isMormal.
2. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Yariances
=04
Levene Statistic df1 df =1[s]

1.842 4 25 152
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3. Uji ANOVA
ANOWVA
D4
Sum of Squares df Mean Sguare F 3ig.
Between Groups 331.413 4 82853 500.698 .0nn
Within Groups 4137 29 645
Total 335,550 24
4. Uji Duncan
Homogeneous Subsets
CcD4
Subsetfor alpha=0.05
Eerlakuan B 1 2 3 4 5
Duncan? JAMU SUBUR KANDUNGAN B 9.8067
AR 5D B 10,6867
KLOMIFER B 14,3467
KOMTROL MEGATIF B 15,5467
PARC 25 i 189250
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Meansfor groupsinhomogeneous subsetsare displayed.

a. llses Harmonic Mean Sample Size=(,000.
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Lampiran 12: Perhitungan Dosis

1. Dosis Perlakuan Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga dan Acorus calamus

Penentuan dosis nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma
mangga dan Acorus calamus mengacu pada penelitian sebelumnya Muhctaromah
dkk (2017) yang menyatakan bahwa penggunaan optimal kombinasi ekstrak
Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus adalah pada dosis 50
mg/kgBB. Sehingga pada penelitian ini diambil dosis 50 mg/kgBB dan rentang
dibawahnya yaitu 25 mg/kgBB. Pemilihan dosis 25 mg/kgBB ini didasarkan pada
hipotesis penelitian ini dimana pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak Allium
sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus dosis rendah diharapkan sudah
dapat mempengaruhi parameter.

Berikut adalah perhitungan pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak Allium
sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus pada mencit:

a. Perhitungan Dosis 25 mg/kgBB

Dosis Acuan: 25 mg/kgBB

Berat Badan Mencit 20 gr

Perhitungan = Berat Badan Mencit x Dosis

1000
Dosis untuk 20 gr mencit = 20x25=0,5mg
1000
Dosis untuk 25 gr mencit = _25x25=0,625mg
1000

b. Perhitungan Dosis 50 mg/kgBB

Dosis Acuan: 50 mg/kgBB

Berat Badan Mencit 20 gr

Perhitungan = Berat Badan Mencit x Dosis

1000
Dosis untuk 20 gr mencit = 20x50=1mg
1000
Dosis untuk 25 gr mencit = 25x50=1,25mg

1000
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2. Dosis Perlakuan Pemberian Jamu Subur Kandungan

Penentuan dosis jamu subur kandungan ini mengacu pada penelitian
sebelumnya Muhctaromah dkk (2017) yaitu 75 mg/kgBB. Dosis jamu subur
kandungan perkapsul yaitu 500 mg/kgBB yang diminum 8 kapsul/hari (2 x
sehari @4 kapsul) dan dihitung menggunakan faktor konversi 0,018
(Laurence, 1964), sehingga diperoleh perhitungan sebagai berikut:
500 mg/kgBB x 8 = 4000 mg/kgBB
4000 mg/kgBB x 0,018 = 72 mg/kgBB, kemudian dibulatkan dengan

menaikkan dosis menjadi 75 mg/kgBB

Dosis untuk 20 gr mencit = ﬂx 75=15mg
1000

Dosis untuk 25 gr mencit = 25x75=1,9mg
1000

3. Dosis Perlakuan Pemberian Obat Sintetik Klomifen Sitrat

Penentuan dosis obat sintetik klomifen sitrat ini mengacu pada
penelitian sebelumnya Muhctaromah dkk (2017) yaitu 0,9 mg/kgBB. Dosis
klomifen pertablet yaitu 50 mg/kgBB dengan faktor konversi 0,018(Laurence,
1964), sehingga diperoleh perhitungan sebagai berikut:
50 mg/kgBB x 0,018 = 0,9 mg/kgBB

Dosis untuk 20 gr mencit = 20x0,9=0,018 mg
1000
Dosis untuk 25 gr mencit = 25x0,9=0,02 mg

1000



Lampiran 13: Dokumentasi Penelitian

L.13.1 Proses Ekstraksi

ﬂ", Wi, i

Penimbangan simplisia
kombinasi Allium
sativum, Curcuma

mangga dan Acorus
calamus (36%:36%:28%)

Pemekatan ekstrak
menggunakan Rotary
Evaporator
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Ekstraksi maserasi
menggunakan pelarut
etanol 70% dan dishaker

Didapatkan ekstrak
pekat dan dipindahkan
ke botol

Penyaringan untuk
mendapatkan maserat

Botol ekstraksi disimpan
dalam freezer

L.13.2 Pembuatan Nanopartikel

Kombinasi

Curcuma mangga dan Acorus calamus

Penimbangan ekstrak

Penimbangan kitosan

Ekstrak Allium sativum,

Penimbangan STTP




Homogenasi larutan
kitosan-STPP dan
penambahan larutan AAG

Pencampuran ekstrak ke
larutan kitosan-STTP-

Sentrifugasi

Sonikasi

Pemisahan pellet
dengan supernatan

Hasil pengeringan pellet

Penumbukan pellet
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Homogenasi menggunakan
homogenizer ultra turrax

Penuangan larutan pada
tabung ependorf 15 ml

Hasil pellet nanopartikel

Penyaringan serbuk
nanopartikel
menggunakan ayakan 30
mesh
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Penimbangan serbuk
nanopartikel

Hasil serbuk
nanopartikel

Penyimpanan dalam
freezer

L.13.3 Proses Perlakuan dan Pengujian Sampel

Aklimatisasi dan
pemeliharaan mencit

Penimbangan berat badan
mencit

Sinkronisasi
menggunakan PMSG
HCG

Induksi PMSG HCG

Pemberian perlakuan
melalui sonde oral

Proses apus vagina
mencit




Fiksasi preparat apusan
vagina dengan methanol
10%

Pewarnaan preparat
apusan vagina dengan
Giemsa
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Perangkat
haemositometer

Bahan untuk pembuatan
preparat apus darah

Pengisapan darah
menggunakan pipet
thoma

Pengocokan sampel pada
pipet thoma

Penetesan sampel pada
kamar hitung
haemositometer

Pengamatan sampel pada
kamar hitung

Pembuangan tetesan awal
yang tidak ikut tercampur

Penetesan darah pada
objek glass (pembuatan
apusan darah)




Perataan darah
menggunakan objek
glass

Fiksasi menggunakan
methanol absolut

Penimbangan organ limpa

Pengapusan darah
menggunakan objek glass

Pewarnaan menggunakan
giemsa

Pembedahan mencit dan
pengambilan organ limpa

Penggerusan organ limpa
dan penambahan 5 ml
PBS
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Hasil apusan darah

Washing dan diperoleh
preparat apusan darah

Pencucian organ limpa
dengan PBS

Penyaringan sampel hasil
gerusan
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Hasil penyaringan

Sentrifugasi

Resuspensi sampel
dengan 1 ml PBS

Penambahan larutan
fiksatif

Perolehan pellet

Pemindahan sampel pada
tube 1,5 ml

Penambahan larutan
permeabilitas

Pemisahan pellet dan
supernatant dan
didapatkan pellet

Penambahan antibodi
CD4+

Sentrifugasi

Penambahan PBS

Hasil analisis
flowsitometri




