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RINGKASAN

Toksisitas Subakut Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima javanica) terhadap
Histopatologi Jantung dan Paru-Paru Tikus Putih (Rattus norvegicus);
Wardaniyatus Sholihah; 150210103005; 2019; 52 halaman; Program Studi
Pendidikan Biologi, Jurusan Pendidikan MIPA, Fakultas Keguruan dan IIimu

Pendidikan, Universitas Jember.

Penelitian cacing tanah sebagai obat tradisional sangat berkembang, cacing
tanah (Pheretima javanica) mengandung asam arakidonat yang sangat efektif
untuk menurunkan demam yang disebabkan oleh infeksi. Pheretima javanica
memiliki kandungan asam amino hidroksiprolin 19,04% yang berperan dalam
aktivitas antibakteri. Berat molekul protein antibakteri pada Pheretima javanica
terhadap bakteri Salmonella typhi ialah 31,0 kDa dan 34,0 kDa. Penggunaan
cacing tanah sebagai obat penyembuhan demam tifoid harus sesuai dengan
persyaratan yang telah ditetapkan oleh BPOM bahwa obat dalam berupa kapsul
hanya dapat berisi ekstrak. Obat juga harus melalui serangkaian uji salah satunya
ialah uji toksisitas. Penelitian ini menggunakan uji toksisitas subakut oral dengan
pemberian dosis bertingkat, diberikan setiap hari satu kali dengan jangka waktu
28 hari. Penggunaan hewan uji berupa tikus putih (Rattus norvegicus) agar dapat
diketahui efek yang ditimbulkan oleh ekstrak cacing tanah pada tikus tersebut baik
secara morfologi, anatomi, dan fisiologisnya pada organ tertentu.

Organ yang akan dilihat histopatologinya ialah jantung dan paru-paru,
indikator kerusakaan yang diamati pada histopatologi jantung meliputi ada
tidaknya inti yang piknosis, vakuolisasi sitoplasma, degenerasi, dan nekrosis sel
otot jantung. Sedangkan indikator kerusakaan yang diamati pada histopatologi
paru-paru meliputi kongesti, edema, inflamasi, dan hemoragi.

Penelitian toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)
melalui pengamatan histopatologi jantung dan paru-paru tikus putih (Rattus

norvegicus) telah dilakukan pada bulan Oktober 2018-Januari 2019. Pengamatan

viii



dilakukan pada ada tidaknya gejala toksisitas, berat badan, berat relatif organ,
morfologi dan histopatologi jantung serta paru-paru tikus putih. Penelitian ini
menggunakan 24 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan strain wistar yang
dibagi menjadi 6 kelompok, dengan jumlah tikus sebanyak 4 pada tiap kelompok
perlakuan.

Pemberian ekstrak selama 28 hari tidak menimbulkan kematian pada tikus
putih, berat badan tikus dikontrol dan dimonitor setiap tiga hari sekali, didapatkan
data bahwa berat badan tikus prainduksi dan pasca induksi tidak terdapat perbedan
nyata, begitupun juga saat induksi dihentikan hingga hari ke-42, dimana nilai
p>0,01. Pengamatan gejala toksisitas tergolong dalam nilai 1 atau mengindikasikan
tikus tidak stress dan kesakitan. Morfologi jantung pada semua kelompok termasuk
ke dalam ciri-ciri jantung normal, begitupun untuk paru-paru. Tidak ada perbedaan
nyata pada berat relatif organ jantung dan paru-paru berdasarkan hasil analisis
statistik dengan metode one way-Anova, nilai signifikansi berat relatif organ
jantung sebesar 0,221 dan paru-paru sebesar 0,271.

Perubahan histopatologi pada jantung ialah adanya degenerasi hidrofik
baik pada kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit dengan ciri selnya yang terlihat
membengkak, degenerasi hidrofik merupakan perubahan histopatologi yang
bersifat reversible. Nilai signifikansi uji Kruskal-Wallis histopatologi untuk
jantung sebesar 0,981 (p>0,01), tidak ditemukan adanya perubahan histopatologi
pada paru-paru tikus putih. Pemberian ekstrak cacing tanah Pheretima javanica
tidak berpengaruh terhadap histopatologi jantung dan paru-paru tikus putih
(Rattus norvegicus). Kesimpulan yang didapat bahwa pemberian ekstrak cacing
tanah Pheretima javanica tidak berpengaruh terhadap tikus putih (Rattus
norvegicus), ekstrak cacing tanah tidak bersifat toksik terhadap jantung dan paru-

paru tikus putih (Rattus norvegicus).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan antibiotik olen masyarakat untuk pengobatan Kkhususnya
demam tifoid masih tinggi, antibiotik yang sering digunakan masyarakat seperti
kloramfenikol masih kurang efektif, selain itu dalam penggunaanya terdapat efek
samping berupa anemia splastik atau depresi sumsum tulang (Rahmasari dan
Lestari, 2018). Penelitian oleh Sandika dan Jhons (2017) menunjukkan bahwa dari
30 sampel tiga diantaranya telah resisten terhadap kloramfenikol dan 22-25
sampel telah resisten terhadap trimetoprim dan gabungan trimethoprim dengan
sulfametoksazol. Obat tradisional diterima sebagai pelayanan kesehatan utama
yang mampu berkontribusi untuk meningkatkan hasil kesehatan dan meminta para
pemerintah untuk memasukkan obat tradisional kedalam sistem kesehatan
nasional (WHO, 2009).

Penelitian cacing tanah sebagai obat tradisional sangat berkembang, cacing
tanah mengandung senyawa aktif golongan alkaloid yang mempunyai aktivitas
antibakteri dan antipiretik (Busman et al., 2018 ). Cacing tanah yang sering
digunakan untuk obat tradisional ialah jenis Lumbricus rubellus dan Pheretima
sp., Lumbricus rubellus pada penelitian Khairiskam (2015) tentang toksisitas akut
pada mencit ditemukan bahwa serbuk cacing tanah (Lumbricus rubellus) berada di
kategori 5 yaitu (>5000 mg/kg BB) atau tidak terklasifikasi. Hasil pengamatan
histopatologis menunjukkan tidak ada perubahan gambaran histologis organ paru-
paru, jantung, lambung, limpa, ginjal, usus dan uterus mencit yang disebabkan
oleh pemberian serbuk cacing tanah. Radang terjadi pada organ hati mencit
disebabkan pemberian serbuk cacing tanah.

Penelitian oleh Sari (2017) tentang toksisitas akut juga didapat hasil bahwa
tidak ditemukannya nilai potensi ketoksikan akut oral (LDsp) serbuk cacing tanah
(Pheretima javanica) dengan dosis >5000 mg/kgBB. Serbuk cacing tanah
(Pheretima javanica) kering pada penelitian sebelumnya (Muzaiyanah, 2017)

terbukti berpengaruh secara signifikan terhadap penyembuhan demam tifoid pada



tikus putih setelah infeksi Salmonella thypi dengan dosis efektif sebesar 1,6 g/0,2
kgBB. Selanjutnya pada uji toksisitas subakut serbuk cacing tanah (Pheretima
javanica) kering oleh Putri (2018) selama 90 hari yang diinduksi pada tikus putih
(Rattus norvegicus) menunjukkan bahwa tidak terjadi perubahan baik pada
morfologi dan histopatologi jantung dibuktikan dengan tidak ditemukannya
degenerasi dan nekrosis pada histopatologi jantung tikus putih baik pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan setelah pemberian serbuk kering cacing tanah.
Pheretima javanica memiliki kandungan asam amino hidroksiprolin 19,04% yang
berperan dalam aktivitas antibakteri. Berat molekul protein antibakteri pada
Pheretima javanica terhadap bakteri Salmonella typhi ialah 31,0 kDa dan 34,0
kDa (Waluyo, 2004).

Penggunaan cacing tanah sebagai obat penyembuhan demam tifoid harus
sesuai dengan persyaratan yang telah ditetapkan oleh BPOM yakni bahan baku
dan produk jadi obat tradisional wajib memenuhi standar mutu, pasal 5 Peraturan
Kepala BPOM nomor 12 tahun 2014 menyebutkan bahwa obat dalam berupa
kapsul hanya dapat berisi ekstrak. Obat juga harus melalui serangkaian uji
sehingga dapat dibuktikan secara ilmiah tentang khasiat dan keamanannya melalui
penelitian yang dilakukan secara sistematik. Salah satu tahapan pengembangan
obat tradisional adalah uji praklinik yakni uji toksisitas. Uji toksisitas adalah suatu
uji yang mendeteksi efek toksik suatu zat pada sistem biologi dan untuk
memperoleh data dosis-respon yang khas dari sediaan uji, data yang didapat dapat
digunakan untuk memberi informasi tentang derajat bahaya sediaan uji bila terjadi
pemaparan pada manusia, sehingga dapat digunakan demi keamanan manusia
(BPOM, 2014).

Organ yang akan dilihat histopatologinya ialah jantung dan paru-paru yang
termasuk kedalam 5 organ utama menurut (BPOM, 2014), jantung merupakan
organ yang mudah rusak karena paparan berbagai jenis zat kimia, sebab jantung
merupakan salah satu organ sasaran. Suatu toksikan berkerja secara langsung dan
tidak langsung pada otot jantung melalui pembuluh darah, bila toksikan tersebut
mempengaruhi salah satu pembuluh darah akibat yang ditimbulkan tergantung

dari seberapa pentingnya organ yang disuplai oleh pembuluh darah tersebut (Lu,



1995). Organ yang erat kaitannya dengan suplai darah dari jantung ialah paru-
paru. Permukaan organ pernapasan tipis, selalu basah untuk memungkinkan
terjadinya difusi gas dan diselimuti atau dikelilingi dengan kapiler darah
(Hickman et al., 2008). Organ ini mempunyai jalinan kapiler yang paling
berkembang di dalam tubuh dengan kapiler darah diantara semua alveoli termasuk
kapiler dalam bronkiolus respiratori, apabila terjadi gagal jantung kongestif dapat
mengakibatkan masuknya darah dan eritrosit ke dalam alveolus (Anthony, 2010).

Menimbang erat kaitannya antara kedua organ yakni jantung dan paru-
paru, maka dilakukan pemeriksaan histopatologi kedua organ tersebut.
Pemeriksaan histopatologi dilakukan untuk melihat ada tidaknya perubahan
abnormal pada tingkat jaringan. Indikator kerusakaan yang diamati pada
histopatologi jantung meliputi ada tidaknya inti yang piknosis, vakuolisasi
sitoplasma, degenerasi, dan nekrosis sel otot jantung (El-Desouki et al., 2012).
Sedangkan indikator kerusakaan yang diamati pada histopatologi paru-paru
meliputi kongesti, edema, inflamasi, dan hemoragi (Hor et al., 2011).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka dilakukan penelitian tentang
toksisitas subakut ektrak ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) terhadap
histopatologi tikus putih yang bertujuan untuk melihat efek toksik ekstrak cacing
tanah (Pheretima javanica) pada histopatologi jantung dan paru-paru tikus putih

(Rattus norvegicus) dengan pemberian ekstrak selama 28 hari.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang dikemukakan maka dapat disusun
rumusan masalah sebagai berikut :
a. Bagaimana toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)
terhadap histopatologi jantung tikus putih (Rattus norvegicus) ?
b. Bagaimana toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)

terhadap histopatologi paru-paru tikus putih (Rattus norvegicus) ?



1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah diatas dapat disusun tujuan dari penelitian

ini sebagai berikut :

a.

Menguji toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)
terhadap histopatologi jantung tikus putih (Rattus norvegicus)
Menguji toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)

terhadap histopatologi paru-paru tikus putih (Rattus norvegicus)

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat membawa manfaat,

antara lain :

a.

Bagi penulis, dapat membuktikan secara ilmiah mengenai uji toksisitas
subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) terhadap ciri fisik dan
histopatologi jantung serta paru-paru pada tikus putih (Rattus norvegicus).
Bagi masyarakat, dapat memberikan informasi untuk memanfaatkan ekstrak
cacing tanah (Pheretima javanica) sebagai obat alternatif demam tifoid
yang disebabkan Salmonella thypi.

Bagi peneliti lainnya, dapat digunakan sebagai pertimbangan untuk
melakkan penelitian terkait ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)

sebagai obat alternatif demam tifoid yang disebabkan Salmonella thypi.



BAB 2. TINJAUN PUSTAKA

2.1 Cacing tanah (Pheretima javanica)

Cacing tanah merupakan hewan yang tidak memiliki tulang belakang
(invetebrata), hewan ini termasuk ke dalam filum annelida. Cacing tanah
normalnya muncul pada malam hari namun saat cuaca hujan dan lembab mereka
berada dekat dengan tanah permukaan dengan mulut atau anus yang menonjol
keluar. Ketika cuaca panas dan kering mereka bersembunyi beberapa meter di
dalam tanah, tubuhnya menggulung pada tanah yang lembab dan menjadi dorman.
Tubuhnya tersusun atas segmen-segmen, pada umumnya setiap segmen memiliki
empat pasang setae (Hickman et al., 2008).

Klasifikasi cacing tanah (Pheretima javanica) menurut database koleksi
zoologi oleh Universitas Harvard (2018) sebagai berikut :

Kingdom : Animalia
Phylum : Annelida
Class : Oligochaeta
Order : Haplotaxida
Family : Megascolecidae
Genus : Pheretima

Spesies : Pheretima javanica

2.1.1 Morfologi Cacing Tanah

Cacing genus Pheretima memiliki panjang tubuhnya yang berkisar antara
150-185 mm dengan diameter 5-6 mm, mempunyai jumlah segmen antara 125-
145. Bagian dorsal mempunyai warna coklat keunguan dengan bagian ventral
yang berwarna pucat atau abu-abu keputihan. Ujung anterior berwarna coklat
kekuningan dan ujung posterior coklat pucat/kuning. Prostomium epilobus,
klitelium berbentuk annular dan tidak menebal, segmen terihat jelas, mempunyai
dua tipe perichaetin. Lubang jantan berjumlah sepasang terletak disegmen ke-18

dan satu lubang betina pada segmen ke-14 (Jayanthi et al., 2014).



Pheretima merupakan cacing tanah endemik di Asia Tenggara, India
bagian timur, dan Jepang, Ishizuka (1999) mengkarakterisasi cacing tanah ini di
jepang dan didapatkan data bahwa Pheretima memiliki badan yang silindris
dengan seta berjumlah banyak pada setiap segmen. Klitelum berlokasi pada
segmen XIV-XVI, sepasang atau satu lubang jantan dengan bukaannya pada
permukaan segmen XVIII. Satu lubang betina di segmen XIV. Sepasang lubang
spermatheca pada segmen V-1X (Darmawan, et al., 2002).

Pheretima javanica berwarna kehitaman dengan panjang 145 mm-190 mm
merupakan cacing tanah yang paling banyak jumlah populasinya dibanding
Pontoscolex coretrurus, Lumbricus rubellus, dan Pheretima capensis khususnya
di Pulau Jawa serta mempunyai tubuh relatif lebih besar dan panjang di antara
cacing tanah tersebut (Waluyo et al., 2007). Pheretima javanica memiliki sifat
lebih liar, agresif, rakus, dan kulitnya lebih tebal dibanding cacing tanah lainnya.
Sifat-sifat tersebut membuat cacing ini memiliki kekebalan tubuh dan antibakteri
yang lebih kuat dibanding cacing tanah Pontoscolex coretrurus, Lumbricus

rubellus, dan Pheretima capensis (Waluyo, 2004).

2.1.2 Anatomi Cacing Tanah

Cacing tanah genus Pheretima memiliki satu gizzard pada segmen 7/8
dan 9/10 dengan kutikula yang tebal untuk meghancurkan makanan. Usus halus
dilengkapi dengan typhlosole yang berfungsi untuk memperluas daerah
penyerapan. Usus besar pada segmen XXVII. Faring berdiameter sekitar 2 mm
dan terletak di rongga mulut bagian posterior, epiteliumnya bersilia untuk
membantu makanan lewat. Pembuluh darah dorsal mengalirkan darah dari bagian
posterior ke bagian anterior sedangkan pembuluh darah ventral kebalikannya.
Sehingga lapisan otot pembuluh darah dorsal lebih tebal dibanding dengan
pembuluh darah ventral dan diameter pembuluh darah dorsal pun lebih besar

dibanding dengan pembuluh darah ventral (Darmawan, et al., 2002).



Pharynx Intestine Caeca region

. : 2mm

Spermatheca  Gizzard

Gambar 2.1 Anatomi cacing tanah (Sumber: Darmawan et al., 2002)

Terdapat vesikula seminalis dan spermatecha tempat menyimpan sperma
ketika kopulasi dan menyimpannya hinga terjadi fertilisasi. Selama masa dewasa
vesikula seminalis (Gambar 2.1) menyediakan tempat untuk perkembangan
sperma dan Kkelenjar prostat akan menyekresikan semen untuk sperma

(Darmawan, et al., 2002).

2.1.3 Senyawa pada Cacing Tanah

Cacing tanah memiliki efek antibakteri terhadap bakteri gram negatif dan
bakteri gram positif yang bersifat bakteriastatik dan bakterisid, hal ini disebabkan
karena cacing tanah memiliki senyawa aktif antara lain golongan senyawa
alkaloid (Suryani, 2010). Menurut Dales (1992) dalam Suryani (2010) cacing
tanah mempunyai mekanisme imunitas terhadap patogen dengan cara cacing tanah
akan menghasilkan hyalin dan granular amoebocytes yang mempunyai
kemampuan dalam proses fagositosis, menghasilkan chloragocytes yang
menghasilkan produk ekstraseluler yang bersifat sitotoksik dan antibacterial.

Saluran pencernaan cacing tanah mengandung enzim lumbrokinase, yakni
enzim yang terdiri dari 6 isoenzim protease serin. Sebagian besar enzim ini
mengandung asparagin atau asam aspartat, sebagian kecil mengandung prolin atau
lisin. Enzim lumbrokinase berpotensi untuk digunakan sebagai fibrinolitik dan

antitrombotik (Gayatri dan Purwantyastuti, 2013). Berat molekul enzim



lumbrokinse adalah 24,6 sampai 33.0 kDa. Suhu optimal untuk enzim ini adalah
50°C dengan pH optimal ialah 4-12 (Cho et al., 2008).

Beberapa jenis cacing tanah telah diketahui mempunyai senyawa bioaktif
dan terbukti dapat menghambat bakteri patogenik. seperti glikolipoprotein G-90
dan fetidin dari cacing Eisenia foetida (Liu et al., 2004; Popovic et al., 2005),
lysozyme dari E. fetida andrei (Salzet et al., 2006), hestidin dari cacing Nereis
diversicolor (Tasiemski et al., 2006) dan cacing tanah Dendrobaena veneta
(Kalac et al., 2002). Pheretima javanica memiliki kandungan asam amino
hidroksiprolin 19,04% yang berperan dalam aktivitas antibakteri. Berat molekul
protein antibakteri pada Pheretima javanica terhadap bakteri Salmonella typhi
ialah 31,0 kDa dan 34,0 kDa (Waluyo, 2004).

Ekstrak protein cacing tanah jenis Pheretima javanica menunjukkan
aktivitas antibakteri lebih tinggi dibandingkan ekstrak protein cacing tanah
lain seperti ekstrak Pheretima sp. dan Pheretima acatina melalui metode
difusi agar pada media nutrien yang ditunjukkan dengan diameter zona hambat
terbesar pada kultur bakteri gram negatif Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus, dan Salmonella typhi yang menghasilkan zona hambat
masing-masing 12,67 mm; 10,45 mm; dan 8,0 mm (Waluyo, 2004).

Cacing tanah mengandung Lumbricin-1 yakni peptida antimikroba kaya
prolin dari 62 asam amino yang menunjukkan aktivitas antimikroba in vitro
terhadap jamur, bakteri gram positif dan gram negatif tanpa adanya aktivitas
hemolitik (Tasiemski, 2008). Senyawa lumbricin mampu merubah dan merusak
mekanisme permeabilitas membran sehingga bakteri akan kehilangan metabolit
sel (Indriati, 2012).

Lumbricin-1 merupakan antimikroba peptida yang berhasil diisolasi dan
dikarakterisasi dari Lumbricus rubellus. Lumbricin-1 diproses dari sebuah
prekursor yang mengandung sebuah sinyal peptida diikuti langsung oleh molekul
aktif yang mensugesti bahwa antimikroba peprida ini dapat ditemukan di
lingkungan ekstraseluler (Tasiemski, 2008). Wang (2003) berhasil mengisolasi
antimikroba peptida pada cacing Pheretima tschiliensis yang mirip dengan



lumbricin-1, dinamakan dengan PP-1. Bagaimanapun juga PP-1 ditemukan di
mukus yang menyelimuti hewan tersebut dan bukan ada pada sel epidermis.

2.2 Ekstraksi

Ekstraksi adalah salah satu teknik pemisahan kimia yang bertujuan untuk
memisahkan satu atau lebih senyawa (analit) dari suatu sampel dengan
menggunakan pelarut tertentu yang sesuai (Leba, 2017). Ekstraksi menggunakan
pelarut terdiri dari cara dingin meliputi maserasi, perkolasi dan cara panas
meliputi refluks, soxhletasi, infus, dekok dan digesti (Depkes, 2000). Prinsip kerja
maserasi ialah merendam sampel pada suhu kamar menggunakan pelarut yang
sesuai sehingga dapat melarutkan analit dalam sampel. Proses perendaman
umumnya berlangsung 3-5 hari sambil diaduk sesekali untuk mempercepat proses
pelarutan analit. Perlokasi dilakukan dengan cara mengalirkan pelarut secara
perlahan pada sampel dalam suatu perlokator. Pelarut ditambahkan secara terus
menerus hingga analit dalam sampel terekstraksi secara sempurna. Sokletasi
adalah jenis ekstraksi dengan menggunakan soklet, prinsipnya ialah pelarut
dipanaskan dan uap pelarut yang dihasilkan didinginkan dalam kondensor hingga
membasahi sampel dan secara teratur pelarut dimasukkan kembali ke dalam labu
dengan membawa analit (Leba, 2017).

Faktor-faktor yang mempengaruhi kandungan senyawa hasil ekstraksi
diantaranya : jenis pelarut, konsentrasi pelarut, metode ekstraksi, suhu yang
digunakan dalam proses ekstraksi (Senja et al., 2014), ukuran partikel sampel,
kondisi dan waktu penyimpanan, lama waktu ekstraksi, dan perbandingan jumlah
sampel terhadap jumlah pelarut yang digunakan (Salamah, 2015). Senyawa yang
bersifat non polar akan larut dalam pelarut non polar sedangkan senyawa yang
bersifat polar akan larut dalam pelarut polar. Contoh pelarut polar ialah air,

metanol, dan asam asetat (Sayuti, 2017).
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2.3 Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Bahan obat yang penggunaanya pada manusia perlu diteliti terlebih dahulu
baik keefektifitasannya dan keamanannya, namun menyertakan subjek manusia
hanya boleh dilakukan bila bahan yang diuji telah lolos pengujian di laboraturium
secara tuntas, dilanjutkan dengan menggunakan hewan percobaan untuk
kelayakan dan keamanan. Umumnya respon manusia terhadap paparan obat
secara kualitatif mirip dengan respon hewan. Salah satu kelebihan digunakannya
hewan coba ialah dapat menggunakan satu atau beberapa dosis yang relatif tinggi
yang menginduksi tanda-tanda toksisitas, tanda ini menunjukkan secara tepat
organ sasaran dan efek khusus yang timbul (Lu, 1995).

Tikus (Rattus norvegicus) merupakan hewan yang umum digunakan dalam
penelitian ilmiah. Rattus norvegicus memiliki berat 150-600 gram, hidung yang
tumpul dan panjang badan 18-25 cm, memiliki kepala dan badan yang lebih
pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil dengan panjang 20-23 mm (Malole
dan Pramono, 2005).

Berikut merupakan klasifikasi dari tikus putih (Rattus norvegicus) menurut
itis.gov (2018)

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Rattus
Species : Rattus norvegicus

Gambar 2.2 Tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar (Sumber: Dokumentasi
Pribadi)
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Tikus sering digunakan sebagai objek percobaan dalam sebuah penelitian
khususnya penelitian yang berkaitan dengan biomedis karena mudah untuk
diperkembang biakkan dan cepat untuk tumbuh dewasa, sehingga akan
mempermudah peneliti. Tikus putih memiliki anatomi dan fisiologi yang mirip
dengan manusia, manusia dan tikus memiliki organ yang membentuk sistem
dimana letaknya dapat diketahui melalui terminologi anatomi. Organ-organ vital
pada tikus dan manusia berada pada tempat yang dinamakan rongga tubuh (body
cavity) yang berfungsi untuk melindungi dari gangguan eksternal sekaligus
memungkinkan perubahan bentuk dan ukuran organ tanpa mengganggu fungsi
organ yang lain (Jatmiko et al., 2012).

2.3 Uji Toksisitas Subakut

Interaksi antara toksikan dan sel dapat berakibat munculnya efek-efek
yang disebut dengan toksisitas (Jothy et al., 2011). Uji toksisitas bertujuan untuk
mengetahui efek yang ditimbulkan akibat interaksi toksikan dan sel tadi, uji ini
berdasarkan pemaparan toksikan dibedakan menjadi toksisitas akut, toksisitas
subakut, dan toksisitas subkronik (Bhardwaj dan Gupta, 2012).

Uji toksisitas subakut oral adalah suatu pengujian untuk mendeteksi efek
toksik yang muncul setelah pemberian sediaan uji dengan dosis berulang yang
diberikan melalui oral pada hewan uji selama sebagian umur hewan, tetapi tidak
lebih dari 10% seluruh umur hewan. Hewan uji diberi sediaan setiap hari dan
diamati setiap hari untuk menentukan adanya toksisitas. Tujuan uji toksisitas
subakut oral untuk memperoleh informasi adanya efek toksis pada zat yang tidak
terdeteksi pada uji toksisitas akut yang hanya dilakukan sekali pemberian sediaan
uji, informasi didapat karena adanya kemungkinan efek toksis setelah pemaparan
sediaan uji yang diberikan secara berulang selama 28 hari, tujuan lain untuk
memperoleh informasi dosis yang tidak menimbulkan efek toksis atau NOAEL
(No Observed Adverse Effect Level), dan mempelajari adanya efek kumulatif dan
efek reversibilitas zat yang diuji (BPOM, 2014).

Cara pemberiaan sediaan pada hewan uji harus sama dengan jalur yang

sama pada manusia, biasanya melalui oral. Suatu zat kimia yang mudah menguap
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atau memiliki rasa tidak enak diberikan melalui sonde. Dosis dinyatakan dalam
mg/KgBB, ketika hewan tumbuh dan terjadi perubahan berat badan maka dosis
diubah sesuai dengan berat badan hewan tersebut. Pemeriksaan meliputi
penampilan, perilaku, dan semua abnormalitas. Bila terdapat hewan yang sakit
atau mati maka disingkirkan dari kandang dan diperiksa secara umum (Lu, 1995).

Pengamatan berat badan juga turut dilakukan untuk mengetahui adanya
efek toksis yang terjadi pada tikus putih (Bhardwaj dan  Gupta, 2012).
Pengamatan histopatologi dilakukan untuk mengetahui adanya perubahan struktur
sel-sel pada organ yang diamati akibat toksisitas dari suatu senyawa (Jothy et al.,
2011). Jika pemberian bahan uji melebih 7 hari maka dilakukan pengamatan pada
berat organ, menurut Sellers et al. (2007) efek toksik suatu senyawa dapat diamati
melalui berat organ apabila pemberian bahan uji dilakukan minimal selama 7 hari.

Berat relatif organ merupakan indeks penting untuk melihat keadaan
fisiologis dan patologi organ tubuh hewan coba setela paparan sedian uji, berat
relatif organ merupakan dasar untuk mendiagnosis ada tidaknya kerusakan organ
karena reaksi metabolisme bahan toksik (Jothy et al., 2011). Jantung dan paru-
paru sebagai organ yang diamati ditimbang terlebih dahulu sehingga didapatkan
bobot organ absolut. Bobot relatif organ diperoleh dengan cara membagi bobot
organ absolut dengan bobot badan (BPOM, 2014).

Tabel 2.1 Berat organ tikus putih strain wistar jantan umur 10 minggu
Berat organ
Otak (g) Jantung (g) Paru-Paru (g) Hati(g) Ginjal (g) Testis (g)
1,870 0,849 0,968 5,156 1,304 2,149

(Sumber: NBPR, 2018)

2.5. Histopatologi Jantung

Histopatologi dapat dilakukan dengan mengambil sampel jaringan.
Pemeriksaan histopatologi bertujuan untuk memeriksa penyakit berdasarkan pada
reaksi perubahan jaringan. Pemeriksaan ini hendaknya disertai dengan
pengetahuan tentang gambaran histologi normal jaringan sehingga dapat
dilakukan perbandingan antara kondisi jaringan normal terhadap jaringan sampel
(abnormal). Melalui perbandingan kondisi jaringan tersebut maka dapat diketahui
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apakah suatu penyakit yang diduga benar-benar menyerang atau tidak (Aisyah et
al., 2014).

Ciri-ciri otot jantung antara lain : sel bercabang memanjang, berbentuk
silindris dengan diameter 10-29 um dan panjang 50-100 um, inti terletak di tengah
berbentuk oval, terdapat diskus interkalaris, memiliki banyak sarkoplasma dan

glikogen, retikulum sarkoplasma kurang berkembang dibanding otot rangka, dan
bentuk serabut otot poligonal (Elbab dan Elhamd, 2017).

menunjukkan diskus interkalaris, garis menunjukkan inti yang
terletak ditengah. H&E. Bar = 6,25 um (Sumber : El-Desouki et al.,
2012)

Perubahan struktur jantung akibat toksikan yang dapat tampak pada
pemeriksaan mikroskopik antara lain :
a. Inti yang mengalami piknosis, piknosis dianggap sebagai kondensasi kromatin
dan nukleus yang tidak dapat kembali. Biasanya terjadi di kedua jenis kematian
sel yakni apoptosis dan nekrosis. Inti sel dalam sel-sel yang mengalami nekrosis
terkumpul ke dalam gumpalan kromatin yang lebih kecil secara tidak teratur dan
tersebar, yang nantinya akan lebur. Inti tampak lebih padat dan berwarna hitam
(Hou et al., 2016).
b. Vakuolisasi sitoplasma, terbentuknya vakuola atau disebut dengan vakuolisasi
sitoplasma pada sel mamalia dibedakan menjadi dua macam yakni bersifat
sementara dan bersifat tetap atau irreversible. Vakuolisasi bersifat sementara
terjadi hanya saat pembukaan untuk sebuah inducer dan berefek reversibel
terhadap siklus sel. Vakuolisasi yang bersifat irreversible merupakan tanda
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kondisi sitopatologi yang nantinya menyebabkan kematian sel, bila diikuti dengan
munculnya tanda sitotoksik (Shubin et al., 2016).
c. Degenerasi adalah keadaan dimana terjadi perubahan biokimia dan morfologi
sel akibat cidera pada sel tersebut (Sriyanti, 2016)

i, T Wk, ;

Gambar 2.4 Potongan melintang otot jantung tikus yang mengalami stres.
Vekuolisasi sarkoplasma (tanda panah tipis), degenerasi serabut
otot (tanda panah tebal), pembuluh darah yang melebar dan padat
(BV), dan inti yang mengalami piknosis (N). H&E. Bar = 6,25 um
(Sumber : El-Desouki et al., 2012)

d.Nekrosis dapat disebabkan oleh mikroorganisme, virus, zat kimia, dan agen
lainnya yang bersifat merusak. Sel-sel yang nekrotik akan membengkak,
organelnya betambah besar, dan akhirnya pecah, yang akan melepaskan isinya ke
dalam ruang ekstrasel (Anthony, 2010).

~ -

) - \ o %
Gambar 2.5 Potongan melintang otot jantung tikus yang mengalami nekrosis
(tanda panah). H&E. Bar = 50 um (Sumber : Ahmed et al., 2015)
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2.6.Histopatologi Paru-Paru

Teknik pemeriksaaan histopatologi berguna untuk mendeteksi adanya
komponen patogen yang Dbersifat infektif melalui pengamatan secara
mikroanatomi (Hadjipour, 2011). Paru-paru merupakan organ yang berhubungan
dengan lingkungan luar tubuh sehingga mudah terpapar agen infeksius atau non-
infeksius melalui rute aerogenous, selain itu paru-paru merupakan organ dengan
pembuluh darah kapiler terbanyak yang berarti paru-paru juga mudah terserang
agen infeksius atau non-infeksius yang menyebar secara hematogenous (Aughey

dan Frye, 2001). Ciri-ciri paru-paru normal dapat dilihat pada Gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Potongan paru-paru tikus normal, terdabaf bronkiolus terminal (TB)
dan beberapa ductus alveolaris (AD). H&E. Skala bar = 700 pm
(Sumber : Sumber: Porter et al., 2015)

Edema paru terjadi bila cairan yang difiltrasi oleh dinding mikrovaskuler
lebih banyak daripada yang bisa dikeluarkan yang berakibat alveoli penuh terisi
cairan sehingga tidak memungkinkan terjadinya pertukaran gas. Pada edema paru
terdapat penimbunan cairan serosa atau serosanguinosa secara berlebihan di dalam
ruang interstisial dan alveoli paru (Rampengan, 2014).

Hemoragi dicirikan dengan adanya eritrosit didalam lumen alveolar,
kongesti dicirikan dengan terisinya pembuluh kapiler dengan darah yang berlebih
sehingga darah keluar ke ruang udara (Kubiak et al., 2010). Perbandingan paru-
paru normal dan yang mengalami hemoragi serta kongesti dapat dilihat pada
Gambar 2.7.
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Gambar 2.7 Perbandingan paru-paru dalam kondisi normal, kongesti, dan
hemoragi. (a) paru-paru dalam kondisi normal, (b) paru-paru

mengalami kongesti, dan (c) paru paru yang mengalami hemoragi.
H&E. (Sumber : Kubiak et al., 2010)

Perubahan histopatologi paru-paru yang terakhir ialah infiltrasi sel radang.

Gambaran paru-paru yang mengalami infiltrasi sel radang dapat dilihat pada
Gambar 2.8.

i 1 n L
Gambar 2.8 Paru-paru tikus yang mengalami infiltrasi sel radang pertambahan

tebal septum alveolar (tanda panah). M= 200x (Sumber: Wang et al.,
2017)
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Paru-paru memiliki mekanisme pertahanan untuk melindungi diri dari
partikel asing. Partikel asing dalam alveolus menyebabkan peradangan.
Peradangan (inflamasi) adalah suatu reaksi kompleks terhadap agen atau bahan
yang merugikan. Peradangan berfungsi untuk menghancurkan, mengencerkan,
atau membatasi agen yang merugikan, dan memicu terjadinya serangkaian proses
yang mencoba untuk memulihkan dan mengganti jaringan yang rusak (Herdiani
dan Putri, 2018).

2.7 Cara Kerja Senyawa Aktif dalam Organ Hewan

Cacing tanah mengandung senyawa aktif golongan alkaloid, mekanisme
kerja alkaloid dalam menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara menganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga dinding sel tidak
terbentuk atau tidak terbentuk secara sempurna (Busman et al, 2018). Selain itu
terdapat pula senyawa lumbricin yang mampu merubah dan merusak mekanisme
permeabilitas membran sehingga bakteri akan kehilangan metabolit sel (Indriati,
2012). Ekstrak cacing tanah sebagai obat tradisional yang dikonsumsi oleh tikus
putih akan diedarkan ke seluruh tubuh melalui pembuluh darah, dimana pembuluh
darah melakukan peredaran dari dan ke jantung (Aisyah et al., 2014).

Lumbrokinase merupakan enzim dengan struktur berupa polipeptida.
Penelitian in vitro menunjukkan bahwa 15% LrP-I11-1 diabsorpsi melalui epitel
usus. Sekitar 10% enzim ditranspor melalui peritoneum setelah injeksi
intraperitoneal pada tikus. Aktivitas maksimum pada darah terdeteksi dalam 60
menit setelah injeksi. Lumbrokinase yang disekresi oleh spesies Eisenia andrei
dengan berat molekul 33,6 dan 54,7 kDa dapat diabsorpsi oleh epitel intestinal
tikus (Gayatri dan Purwantyastuti, 2013). Aktivitas antiiskemia lumbrokinase
pada otak dengan cara meningkatkan kadar cCAMP dan meningkatkan pelepasan
kalsium dari simpanan kalsium dalam sel aktivitas antitirombosis akibat hambatan
terhadap ekspresi ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), dan antiapoptosis
akibat aktivasi jalur JAK1/ STAT1 (Janus Kinase-1/Signal Transducers and
Activators of Transcription-1) (Ji et al., 2008).



2.8 Kerangka Berpikir

18

Penggunaan antibiotik menimbulkan
efek samping berupa anemia splastik
dan beberapa kasus telah
menunjukkan resistensi  Salmonella
typhi pada beberapa antibiotik seperti
kloramfenikol, trimetoprim dan
gabungan  trimethoprim  dengan
sulfametoksazol (Sandika dan Jhons,

2017)
v

Uji toksisitas subakut oral adalah
suatu pengujian untuk mendeteksi
efek toksik yang muncul setelah
pemberian sediaan uji melalui oral
pada hewan uji. Hewan uji diberi
sedian setiap hari dan diamati setiap
hari  untuk menentukan adanya
toksisitas (BPOM, 2014)

v

Pheretima javanica memiliki
kandungan asam amino hidroksiprolin
19,04% yang berperan dalam aktivitas
antibakteri. Berat molekul protein
antibakteri pada Pheretima javanica
terhadap bakteri Salmonella typhi
ialah 31,0 kDa dan 34,0 kDa (Waluyo,
2004).

\

Penentuan ada tidaknya toksisitas
melalui pemeriksaan histopatologi,
yakni pada 5 organ utama diantaranya
ialah jantung dan paru-paru (BPOM,
2014)

Penelitian oleh Sari (2017) menunjukkan
tidak  ditemukannya nilai  potensi
ketoksikan akut oral serbuk Pheretim
ajavanica  dan penelitian oleh Putri
(2018) menunjukkan serbuk cacing tanah
melalui uji toksisitas subakut selma 90
hari tidak toksik terhadap tikus putih.

Uji toksisitas subakut selama 28 hari dengan pemberian ekstrak cacing tanah
(Pheretima javanica) terhadap tikus putih (Rattus norvegicus) tidak memberikan efek
toksik ditandai dengan histopatologi jantung dan paru-paru yang normal.
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2.9 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut :
a. Ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak toksik terhadap tikus putih
ditandai dengan histopatologi jantung yang normal.
b. Ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak toksik terhadap tikus putih

ditandai dengan histopatologi paru-paru yang normal.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium,
karena perlakuan dan lokasi penelitian dilakukan di laboratorium yang disertai
adanya kelompok kontrol, penelitian menggunakan rancangan acak kelompok

lengkap.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember dan Laboratorium Biologi Progam Studi
Pendidikan Biologi Universitas Jember. Waktu penelitian dimulai pada bulan
Oktober 2018-Januari 20109.

3.3 ldentifikasi Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu besarnya dosis ekstrak cacing

tanah (Pheretima javanica).

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah histopatologi jantung dan paru-
paru tikus putih (Rattus norvegicus) akibat pemberian ekstrak cacing tanah

(Pheretima javanica).

3.3.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian antara lain:

a. Jenis hewan coba adalah tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar;
b. Hewan coba dalam keadaan sehat;

c.  Umur hewan coba 3-4 bulan;

d. Berat hewan coba 200-250 gram;
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e. Jenis kelamin hewan coba ialah jantan;
f.  Pelarut adalah ethanol 70%;

g. Waktu pemberian ekstrak selama 28 hari, sehari satu kali induksi.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu: oven, blender, ayakan,
nampan, neraca analitik, kandang tikus, tempat makan dan minum tikus, kamera
digital, rotary evaporator, tabung kapiler, mangkuk kecil, kawat kasa, gelas ukur,
pipet volume, mikrotom, spatula, sonde lambung, bunsen, inkubator, gunting,
papan bedah, alat bedah, gelas objek, gelas penutup, kertas label, mikroskop,

srynge, dan meja kaki 3.

3.4.2 Bahan penelitian
Bahan yang digunakan antara lain: cacing tanah (Pheretima javanica),
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan, pakan dan minum tikus, sekam, ethanol

70%, formalin 10%, xylol, parafin, pewarna hematoxilyn eosin dan aquades.

3.5 Jumlah dan Pemilihan Sampel
3.5.1 Jumlah Sampel

Jumlah total sampel yang digunakan adalah 24 ekor tikus putih.
Pengulangan dilakukan sebanyak 4 kali. Penentuan jumlah sampel minimal
dengan menggunakan rumus besar sampel eksperimental dari Federer (1995)
yakni (t-1)(r-1)>15, dimana t adalah jumlah perlakuan dan r adalah jumlah hewan
coba tiap kelompok perlakuan. Dalam penelitian ini  menggunakan 3
kelompok perlakuan, 2 kelompok satelit, dan 1 kelompok kontrol negatif
sehingga t=6, maka:

(t-1)(r-1) > 15
(6-1)(r-1) > 15
5(r-1) > 15
r-l> 3

r> 4
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Jumlah tikus yang digunakan sebanyak 4 ekor untuk masing-masing
kelompok penelitian (4 kelompok perlakuan, 2 kelompok satelit, dan 1
kelompok kontrol negatif). Terdapat 6 perlakuan dengan setiap perlakuan
dilakukan 4 kali ulangan, sehingga sampel yang digunakan dalam penelitian ini
berjumlah total 24 ekor tikus putih.

3.5.2 Pemilihan Sampel

Tikus putih (Rattus norvegicus) sejumlah 24 ekor diaklimatisasi terlebih
dahulu selama 1 minggu sebelum digunakan dalam penelitian, selama dalam
pemeliharan tikus diberi makan dan minum sesuai takaran. Cara untuk
menghindari bias terhadap berat badan pada tikus maka dilakukan penimbangan
tikus putih (Rattus norvegicus) sebelum mendapat perlakuan, selanjutnya
dibagi menjadi 6 kelompok secara acak, masing-masing terdiri dari 4 ekor

jantan.

3.6 Definisi Operasional
Definisi operasional digunakan untuk menjelaskan gambaran mengenai
judul penelitian. Definisi operasional pada penelitian ini yaitu:

a. Toksisitas subakut adalah uji yang dilakukan pada hewan uji dengan
memberikan ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) sebanyak satu kali
sehari selama 28 hari dan pengamatan 14 hari untuk kelompok satelit.

b. Ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) yaitu cacing tanah yang
sudah dijemur dibawah sinar matahari, kemudian dikeringkan dengan suhu
40°C di oven selama 4 jam. Cacing yang telah kering diblender hingga halus
dan diayak, tahap berikutnya serbuk cacing tanah dimaserasi dengan ethanol
70% selama 3 hari. Tahap berikutnya dilakukan rotary evaporasi, hasil yang
didapat dioven hingga menjadi pasta.

c. Histopatologi  digunakan untuk  menggambarakan  kerusakan serta
perubahan yang timbul akibat dari pemberian ekstrak cacing tanah
(Pheretima javanica) selama 28 hari pada organ jantung, dan paru-paru

d. Pemeriksaan histopatologi pada jantung melihat adanya inti piknosis,
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vakuolisasi sitoplasma, degenerasi, dan nekrosis.

e. Pemeriksaan histopatologi pada paru-paru melihat kongesti, edema,

inflamasi, dan hemoragi.

3.7 Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap adapun rinciannya

adalah sebagai berikut:

Tabel

3.1 Rancangan penelitian toksisitas subakut ekstrak cacing tanah
(Pheretima javanica) pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan.

Pengulangan

Perlakuan 1 9 3 4
K(-) K(-.Ul  K(). U2 K(-). U3 K(-). U4
S1 S1.U1 S1. U2 S1. U3 S1. U4
S2 S2.U1 S2. U2 S2. U3 S2. U4
P1 P1. U1 P1. U2 P1. U3 P1. U4
p2 pP2. Ul P2. U2 P2. U3 P2. U4
P3 P3. U1l P3. U2 P3. U3 P3. U4

K(-) :
P1
P2
P3
S1

S2

Kontrol negatif dengan induksi aquades

:Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

:Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

:Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)
:Kelompok satelit dengan induksi aquades yang dibiarkan selama 14 hari

setelah 28 hari perlakuan untuk melihat reversibilitas

:Kelompok satelit dengan induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis

1000 mg/KgBB yang dibiarkan selama 14 hari setelah 28 hari perlakuan untuk
melihat reversibilitas

:Ulangan

3.8 Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahapan yaitu pembuatan ekstrak

cacing tanah, pembagian kelompok kontrol, satelit, dan perlakuan, pengujian

tikus

putih dengan pemberian ekstrak cacing tanah selama 28 hari, dan

pengamatan terhadap histopatologi tikus putih.

3.8.1 Persiapan Pembuatan Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima javanica)

Pembuatan ekstrak cacing tanah yakni cacing tanah (Pheretima javanica)

yang telah didapat dikeringkan selama 3-7 hari, kemudian cacing tanah yang telah

benar-

benar kering di oven dengan suhu 40°C selama 4 jam. Tahap selanjutnya
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diblender hingga menjadi sebuk halus, berikutnya dilakukan maserasi selama 3
hari dengan perbandingan serbuk cacing:etanol 70% ialah 1:3 (Soedjoto, 2016).
Setelah 3 hari dilakukan penyaringan dan dirotari evaporarasi. Hasil yang didapat
dioven agar menjadi ekstrak berbentuk pasta. Ekstrak ini dan ditimbang dengan 3

variasi dosis yakni 50 mg; 500 mg; dan 1000 mg/ KgBB.

3.8.2 Tahap Pengujian Tikus Putih (Rattus norvegicus)
a. Tahap Persiapan

Tikus putih (Rattus norvegicus) yang telah memenuhi kriteria sampel
ditempatkan di dalam kandang dengan penerangan 12 jam terang 12 jam gelap.
Hewan sudah diaklimatisasikan sebelumnya, bertujuan untuk menyeragamkan dan
mengamati keadaan tikus putih (Rattus norvegicus) awal sebelum dilakukan
perlakuan kemudian ditempatkan pada masing-masing kandang.
b. Pemeliharaan dan Perawatan

Pemeliharan dan perawatan dilakukan di Laboratorium Farmakologi fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember. Hewan coba dipelihara dalam kandang
khusus dengan mengganti sekam selama 4 hari sekali, bertujuan untuk menjaga
kesehatan hewan coba. Selama di aklimatisasi, hewan coba diberi makan dan
minum.
c.  Dosis yang Digunakan dalam Penelitian

Dosis yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh berdasarkan dosis

terkeci dari uji akut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) sebesar 50 mg dan
batas dosis sebesar 1000 mg/KgBB menurut ketentuan BPOM. Dosis yang
digunakan ialah 50 mg; 500 mg; 1000 mg/KgBB.

3.8.3 Pemberian Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima javanica)
Selama 28 hari tikus diberi ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)
dengan dosis 50 mg; 500 mg; 1000 mg/KgBB. Induksi ekstrak dilakukan satu kali

sehari.
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3.8.4 Pengamatan Gejala Toksisitas

Setiap hari dilakukan pengamatan fisik dan pola aktivitas, untuk dilihat

munculnya tanda-tanda gelaja toksik. Tanda-tanda toksik yang diamati dapat
dilihat pada Tabel 3.2.
Tabel 3.2 Penilaian gejala toksisitas pada tikus

Nilai Kategori Parameter
1 Tidak ada indikasi  Rambut terawat baik, peka terhadap rangsang,
sakit dan tidak stress dalam kondisi yang baik (tenang atau tertidur),
nafsu makan normal, dan nilai skor kondisi tubuh

3,4, atau 5

2 Sakit dan stress Rambut tidak terawat, gaya berjala cangung,
ringan sedikit membungkuk, adanya luka, agak gelisah,

dan nilai skor kondisi tubuh 2
3 Sakit dan stress Rambut kasar atau berdiri, gigi seri kotor, mata
sedang menyipit, berjalan membungkuk dan atau lambat,
tertekan atau gelisah, dehidrasi ringan, kurang
istirahat, terlihat tidak nyaman, tidak nafsu makan,

dan nilai skor kondisi tubuh 2
4 Sakit dan stress Rambut sangat kasar atau berdiri, mata cekung

parah

(menunjukkan tanda dehidrasi), bergerak lambat
atau tidak merespon ketika dielus, membungkuk,
massa perut besar, reaksi berlebih terhadap
rangsang atau saat didekati, dan nilai skor kondisi
tubuh 1

(Sumber : Burkholder et al., 2012)
Skor kondisi tubuh merupakan penilaian yang cepat, mudah, dan memiliki

hubungan dengan kondisi kesehatan tikus, terdapat 5 skor dengan ciri-ciri yang

mudah diamati.

Tabel 3.3 Skor kondisi tubuh tikus

Skor Ciri-ciri

1 Kurus, struktur tulang sangat menonjol secara ekstrem, sedikit atau tidak
sama sekali tertutup oleh daging

2 Di bawah kondisi baik, menunjukkan segmentasi pada ruas-ruas tulang
belakang dan tulang panggul bagian dorsal mudah teraba

3 Kondisi baik, ruas tulang belakang dan tulang panggul bagian dorsal
tidak menonjol namun masih dapat diraba dengan sedikit tekanan

4 Di atas kondisi baik, ruas tulang belakang terasa bila ditekan secara kuat

5 Obesitas, tikus terlihat besar merata, struktur tulang tersembunyi

dibawah daging dan lemak subkutan

(Sumber : Burkholder et al., 2012)
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3.8.5 Persyaratan dalam Melakukan Pengambilan Sampel

a.

Sampel untuk pemeriksaan histopatologi harus segar, artinya hewan yang telah
dikorbankan dilakukan otopsi sesegera mungkin. Organ jantung dan paru-paru
diambil secepat mungkin setelah dilakukan pembedahan.

Apabila di dalam kelompok hewan yang mati masih ada hewan lain
yang sedang sakit, maka dianjurkan untuk mengambil sampel dari hewan
tersebut. Pada jaringan yang mengalami perubahan maka diambil jaringan
pada perbatasan antara jaringan yang sakit (mengalami perubahan) dengan

jaringan yang sehat.

3.8.6 Penimbangan Organ

Organ jantung dan paru-paru yang akan ditimbang, dikeringkan dahulu

menggunakan kertas penyerap. Kemudian dihitung berat relatif organ dengan

rumus, berat relatif organ =

berat organ absolut

berat badan

3.8.7 Pembuatan preparat histopatologi jantung dan paru-paru

a.
b.

Pengambilan organ jantung dan paru-paru tikus putih.

Fiksasi, organ dimasukkan ke dalam cassete kemudian diletakkan pada wadah
yang berisi fomalin 10%. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam

Dehidrasi, sampel didehidrasi dengan dimasukkan secara berurutan pada
wadah Dberisi larutan alkohol 50%, 70%, 80%, dan alkohol absolut.
Perendaman dilakukan selama 3 jam pada tiap konsentrasi alkohol, setiap 1

jam sekali alkohol diganti.

Clearing, organ dimasukkan ke dalam cholorofom dalam wadah | selama 30
menit, kemudian dipindah ke dalam cholorofom dalam wadah | selama 30
menit.

Impregnasi, organ dimasukkan ke dalam wadah yang berisi parafin cair,

selanjutnya dimasukkan kedalam inkubator dengan suhu 56°C-59°C selama 2
jam
Blocking, parafin cair dituang kedalam cetakan. Organ segera dimasukkan

menggunakan pinset yang telah dipanaskan. Parafin cair kemudian dituang
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Sectioning, pemotongan dilakukan dengan menggunakan mikrotom, setelah

mendapat potongan yang bagus, pita parafin yang mengandung jaringan

dipindahkan secara hati-hati menggunakan kuas ke dalam waterbath yang

temperaturnya 37°C-40°C dan dibiarkan beberapa saat hinggat pita parafin

mengembang. Pita parafin ditempelkan pada gelas objek menggunakan kuas.

Pewarnaan, sampel diwarnai dengan menggunakan Hematoksilin Eosin (H&E).

Tahapan proses pewarnaannya beserta waktu perendaman pada masing-masing

reagensia dapat dilihat pada Tabel 3.4.

Tabel 3.4 Proses perendaman preparat

No Reagensia Waktu

1. Xylol 1 5 menit
2. Xylol 11 5 menit
3. Alkohol 90% 3 menit
4, Alkohol 80% 3 menit
5. Alkohol 70% 3 menit
6. Alkohol 50% 3 menit
7. Air 3 menit
8. Hematoksilin 15 menit
9. Eosin 15 menit
10. Alkohol 50% 3 menit
11. Alkohol 70% 3 menit
12. Alkohol 80% 3 menit
13. Alkohol 90% 3 menit
14, Xylol | 3 menit
15. Xylol 11 3 menit

Coverslipping, canada balsem diteteskan sebanyak 1-2 tetes pada kaca

penutup. Diusahakan tidak terbentuk gelembung udara.

Labelling, preparat

diberi label sesuai perlakuan dan ditempelkan pada kaca benda (Widayat,

2017).

dengan mula-mula perbesaran 100x kemudian 400x

. Pengamatan preparat, dilakukan pengamatan dengan menggunakan mikroskop
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3.9 Analisis Data Hasil Penelitian

Berat badan dianalisis secara statistik dengan metode one way-ANOVA
untuk melihat apakah terdapat perubahan berat badan pra induksi dan pasca
induksi. Kemudian berat relatif organ yang didapat setelah pembedahan dihitung
dengan cara membagi bobot organ absolut dengan berat badan. Hasil yang didapat
dianalisis secara statistik dengan metode one way-ANOVA untuk melihat pengaruh
pemberian ekstrak cacing tanah terhadap berat relatif organ.

Pengamatan mikroskopis diperoleh melalui pengamatan preparat organ
jantung untuk mengetahui gambaran histopatologi jantung dan paru-paru tikus
putih (Rattus norvegicus). Jaringan diamati dibawah mikroskop cahaya dimana
mula-mula menggunakan perbesaran 100x kemudian 400x. Setiap lapang pandang
diamati perubahan-perubahan yang terjadi, setiap preparat digeser minimal lima
kali lapang pandang. Perubahan histopatologi kemudian diberi skor seperti yang
tertera pada Tabel 3.5

Tabel 3.5 Skor derajat histopatologi
Tingkat perubahan Skor

Tidak terjadi perubahan histopatologi pada organ 0
Perubahan ringan, yaitu jika terjadi perubahan histopatologi

kurang dari 30% lapang pandang 1
Perubahan sedang, yaitu apabila perubahan yang terjadi adalah 5
30-50% lapang pandang

Perubahan berat, apabila pada satu lapang pandang terjadi 3

perubahan histopatologi lebih dari 50% lapang pandang
(Sumber : Arsad et al., 2014)

Tabel 3.6 Parameter histopatologi jantung dan paru-paru
Organ Perubahan Histopatologi
Jantung Inti piknosis
Vakuolisasi sitoplasma
Degenerasi otot jantung
Nekrosis
(Sumber : El-Desouki et al., 2012)
Paru-paru Kongesti
Edema
Inflamasi
Hemoragi
(Sumber : Hor et al., 2011)
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Data perubahan histopatologi yang telah diberi skor kemudian dianalisis

menggunakan uji statistik non parametrik dengan uji Kruskal-Wallis dengan taraf

kepercayaan 99%.

3.10 Alur Penelitian

Persiapan alat dan bahan
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l Dekaputasi

Organ jantung dan paru-paru
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l Analisis data

Kesimpulan

Gambar 3.1 Diagram alur penelitian



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian toksisitas subakut ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica)
terhadap histopatologi jantung dan paru-paru tikus putih (Rattus norvegicus) telah
dilakukan pada bulan Oktober 2018-Januari 2019, toksisitas subakut bertujuan
untuk memperoleh informasi adanya efek toksik zat yang tidak terdeteksi pada uji
toksisitas akut dan efek toksik setelah pemaparan sediaan uji secara berulang
dalam jangka waktu tertentu melalui pengamatan gejala toksisitas, berat badan,
berat relatif organ, morfologi dan histopatologi jantung serta paru-paru tikus
putih. Penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
strain wistar yang dibagi menjadi 6 kelompok, dengan jumlah tikus sebanyak 4
pada tiap kelompok perlakuan. Adapun hasil penelitian adalah sebagai berikut.

4.1.1 Hasil Pengamatan Gejala Toksisitas pada Tikus

Pengamatan gejala toksisitas dilakukan setiap hari setelah induksi ekstrak
selama 28 hari ditambah 14 hari pengamatan untuk kelompok satelit. Gejala
toksisitas yang terjadi pada tikus selama uji toksisitas subakut disajikan pada
Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Pengamatan gejala toksisitas

Perlakuan Nilai Kategori
K(-) 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress
P1 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress
P2 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress
P3 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress
S1 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress

S2 1 Tidak ada indikasi sakit dan tidak stress

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades

P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades

S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB
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Pengamatan gejala menunjukkan nilai 1 yakni, rambut terawat baik yaitu
tidak kasar atau berdiri, peka terhadap rangsang, tikus dalam kondisi yang baik
(tenang atau tertidur), nafsu makan normal, dan nilai skor kondisi tubuh 3,4, atau
5. Rentangan skor kondisi tubuh tikus berada di skor 3 dan 4. Skor 3
menunjukkan kondisi tubuh yang tidak kurus maupun obesitas, yakni ruas tulang
belakang dan tulang panggul bagian dorsal tidak terlihat menonjol namun masih
dapat diraba bila sedikit ditekan dengan tangan. Skor 4 memperlihatkan kondisi
tikus yang sedikit gemuk, ciri-cirinya ialah ruas-ruas tulang belakang mulai tidak
terlihat, bila ingin merasakan ruas tulang belakang maka harus ditekan dengan
kuat dengan tangan.

4.1.2 Hasil Pengamatan Berat Badan Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Berat badan tiap tikus dimonitor tiap tiga hari sekali selama 28 hari untuk
melihat pengaruh ekstrak terhadap nafsu makan yang akan mempengaruhi berat
badan nantinya.

Tabel 4.2 Rerata berat badan selama induksi

Berat Pra Induksi (g)  Berat Pasca Induksi (g) Selisih (g)

Perlakuan M+SD M=+SD M+SD
K() 237,25+17,15 263,25+17,11 26+31,38
P1 234+13,39 24325+11,5 9,25+4,27
P2 242+8 52 260+12,73 18+16,95
P3 232+9,38 255,25+15,41 23,25+17,52
s1 243+6,22 270,5%25,09 27,5+25,59
S2 236,75+12,74 261+17,83 24,25+23,04

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades

P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades

S2  :Kelompok satelit yang induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB

Berat badan selama induksi dianalisis menggunakan one-way ANOVA,
apabila p<0,01 maka terdapat perbedaan nyata berat badan sebelum diinduksi dan
setelah induksi. Nilai signifikansi one-way ANOVA yakni 0,846 (p>0,01) dapat

dikatakan bahwa ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) berpenaruh secara
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tidak signifikan terhadap berat badan selama induksi. Selanjutnya berat badan
kelompok satelit juga turut dianalisis untuk mengetahui apakah terdapat
perbedaan berat badan bila induksi ekstrak dihentikan selama 14 hari.
Tabel 4.3 Rerata berat badan kelompok satelit setelah induksi dihentikan
Rerata Berat Hari Ke-29  Rerata Berat Hari Ke-42 Selisih

Perlakuan 9) (9) (9)
M+SD MzSD MzSD
S1 268,75+28,24 269,5+32,60 0,75+4,57
S2 262,5+18,93 265,25+22,13 2,75%3,30

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades
S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB

Kelompok satelit adalah kelompok tikus yang setelah pemberian ekstrak
selama 28 hari tidak ikut dibedah dan tidak diberi ekstrak. Berdasarkan hasil
analisis statistik menggunakan one way-ANOVA nilai signifikansi berat badan
tikus kelompok satelit sebesar 0,505 (p>0,01), tidak ada perbedaan nyata berat
badan pada kelompok satelit hal ini mengindikasikan bahwa pemberian ekstrak
cacing tanah (Pheretima javanica) berpengaruh secara tidak signifikan terhadap

berat badan tikus putih baik selama dan setelah induksi.

4.1.3 Hasil Pengamatan Berat Relatif Organ Jantung dan Paru-Paru

Tikus putih yang dibedah pada hari ke-29 adalah kelompok K(-), P1, P2,
dan P3, sedangkan kelompok satelit dibedah pada hari ke-43. Setelah dilakukan
pembedahan jantung dan paru-paru segera diambil untuk kemudian di hitung berat
organ absolutnya. Pemberian sediaan uji yang melebihi 7 hari harus dilihat efek
toksiknya melalui berat organ (Sellers et al., 2007), karena pemberian sediaan uji
pada penelitian ini dilakukan selama 28 hari maka dilakukan perhitungan berat
organ. Berat relatif organ diperoleh dengan cara membagi bobot organ absolut
dengan berat badan (BPOM, 2014).



33

Tabel 4.4 Berat absolut organ dan berat relatif organ jantung serta paru-paru

Berat Absolut

Berat Relatif

Berat Absolut Berat Relatif Organ

iir;?]' Jantung (g)  Organ Jantung (g) Paru-Paru (g) Paru-Paru (g)
MzSD M+SD MSD M+SD

K() 0,9353+0,07 0,0036+0,0004  0,9813+0,28 0,0037+0,0008
P1 0,9673+0,09 0,0040+0,0005 1,0903+0,13 0,0045+0,0003
P2 0,9573+0,13 0,0036+0,0004 1,1333+0,14 0,0042+0,0006
P3 0,7983+0,090 0,0031+0,0005 1,3067+0,28 0,0051+0,0008
S1 0,9597+0,06 0,0035+0,0003  1,1173+0,30 0,0040+0,0006
S2 0,8930+0,11 0,0033+£0,0002  1,1327+0,18 0,0041+0,0008

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades
P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)
P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)
P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)
S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades
S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing

1000 mg/KgBB

berat organ absolut

tanah dengan dosis

berat relatif =
erat relatif organ berat badan

Data berat organ relatif yang telah didapat kemudian di analisis secara
statistik dengan metode one way-ANOVA dengan taraf kepercayaan 99%, apabila
p<0,01 maka pemberian ekstrak cacing tanah berpengaruh secara signifikan
terhadap berat realtif organ. Hasil analisis statistik untuk organ jantung
menunjukkan nilai signifikansi one way-ANOVA sebesar 0,221 dan nilai
signifikansi berat relatif organ paru-paru sebesar 0,271. Pemberian ekstrak cacing
tanah Pheretima javanica berpengaruh secara tidak signifikan terhadap berat
relatif organ jantung dan paru-paru pada uji toksisitas subakut.

4.1.4 Hasil Pengamatan Morfologi Jantung dan Paru-Paru
Pemeriksaan makroskopis morfologi organ dilakukan pada kelompok
kontrol, perlakuan, dan satelit. Ciri-ciri morfologi jantung normal ialah berwarna

merah segar, lembab, dan tidak berlendir (Novriyanti et al., 2014).
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Tabel 4.5 Hasil pengamatan morfologi organ jantung tikus putih (Rattus
norvegicus)

Indikator

K- P1 P2 P3 S1 S2
Pengamatan
Warna Merah Merah Merah Merah Merah Merah
segar segar segar segar segar segar
Struktur Lem_bab Lem_bab Lem_bab Lem_bab Lem_bab Lem_bab
Permukaan dantidak dantidak dantidak dantidak dantidak dan tidak

berlendir berlendir berlendir berlendir berlendir berlendir

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades

P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades

S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB

Morfologi paru-paru yang normal memiliki ciri-ciri antara lain berwarna
merah muda, permukannya halus dan mengkilap (Sun et al., 2017), hasil
pengamatan morfologi paru-paru tikus putih dapat dilihat pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil pengamatan morfologi organ paru-paru tikus putih (Rattus
norvegicus)

Indikator

K- P1 P2 P3 S1 S2
Pengamatan
Merah Merah Merah Merah Merah Merah
Warna
muda muda muda muda muda muda
Struktur Halus dan Halus dan Halus dan Halus dan Halus dan Halus dan

Permukaan mengkilap mengkilap mengkilap mengkilap mengkilap mengkilap

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades

P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades

S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB

Hasil pengamatan morfologi pada jantung dan paru-paru termasuk dalam
kategori normal, tidak adanya perubahan pada morfologi organ yang diamati baik
pada kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak cacing tanah Pheretima javanica tidak mempengaruhi
morfologi organ jantung dan paru-paru pada uji toksisitas subakut.
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4.1.5 Hasil Pengamatan Histopatologi Jantung dan Paru-Paru

Pengamatan histopatologi dilakukan baik pada jantung dan paru-paru.
Perubahan histopatologi yang diamati ialah ada tidaknya inti piknosis, vakuolisasi
sitoplasma, degenerasi, dan nekrosis sel otot jantung (El-Desouki et al., 2012).

”~
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Gambar 4.1 Potongan melintang otot jantung. H&E. M=400x. (a) Kelompok
kontrol negatif, (b) P1 (50 mg/kgBB), (c) P2 (500 mg/kgBB), (d)
P3 (1000 mg/kgBB), (e) kelompok satelit kontrol, dan (f)
kelompok satelit dosis 1000 mg/kgBB. Menunjukkan inti normal
(N), diskus interkalaris (DI), dan adanya degenerasi (D)
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Ciri-ciri otot jantung yang normal ialah setiap otot jantung hanya memiliki
satu (atau dua) inti pucat yang terletak ditengah. Di sekeliling sel-sel otot terdapat
jaringan ikat endomisium yang mengandung jejaring kapiler luas. Adanya garis
gelap melintang yang melintasi sel-sel jantung dengan interval yang tidak teratur
disebut diskus interkalaris. Diskus interkalaris merupakan kompleks pertautan
yang terletak pada pertemuan antar sel-sel otot jantung yang bersebelahan,
memiliki banyak desmosom dan fascia adherentes berfungsi untuk mengikat erat
sel-sel jantung untuk mencegah sel tersebut tidak terpisah akibat aktivitas
kontraksi yang berlangsung konstan. Bagian longitudinal setiap diskus
mempunyai banyak gap junction yang berfungsi untuk pertukaran ion secara
terus-menerus pada sel-sel yang bersebelahan (Anthony, 2010). Hasil pengamatan
menunjukkan adanya nukelus yang terletak ditengah berbentuk oval, percabangan
yang menjadi ciri khas otot jantung, dan terlihat juga diskus interkalaris.
Perubahan histopatologi yang terjadi berupa degenerasi hidrofik pada kelompok
kontrol, perlakuan, dan satelit. Terdapat inti yang lebih besar dan bengkak dari inti
normal, degenerasi hidrofik memiliki ciri-ciri sel yang membengkak (Sriyanti,
2016).

Jaringan paru-paru mempunyai struktur mirip spons karena banyaknya
jalur udara dan alveoli. Sayatan paru-paru biasanya memperlihatkan brankiolus,
saluran alveolar, dan kantong alveolar (Anthony, 2010). Parameter perubahan
histopatologi pada paru-paru antara lain adanya kongesti, edema, inflamasi, dan
hemoragi (Hor et al., 2011). Hasil pengamatan paru-paru menunjukkan adanya
kantong alveolar dengan beberapa bukaan alveoli serta alveoli tunggal, pembuluh
darah pulmonari, otot polos yang mengelilingi bronkiolus terminal dan dinding
alveoli yang tipis. Kantong alveolar pada Gambar F terlihat lebih besar dibanding
yang lain sebab kantong alveolar pada Gambar F merupakan pertemuan dua
kantong alveolar, setiap unit percabangan brankiolus terminal akan bercabang
menjadi dua kantong alveolar. Cabang itu kemudian bercabang kembali
membentuk kantong alveolar yang lebih kecil, tegangan permukaan pada tiap
cabang ini berbeda, area yang lebih sempit akan mengurangi tegangan

permukaannya dibanding area yang lebih luas (Hwang et al, 2013).
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Hasil pengamatan histopatologi paru-paru tikus putih dapat dilihat pada
Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Potongan melintang paru-paru. H&E. M=400x. (a) Kelompok kontrol
negatif, (b) P1 (50 mg/kgBB), (c) P2 (500 mg/kgBB), (d) P3 (1000
mg/kgBB), (e) kelompok satelit kontrol, dan (f) kelompok satelit
dosis 1000 mg/kgBB. Menunjukkan alveoli (A), bronkiolus terminal
(BT), kantong alveolar (KA), jaringan ikat (JI), pembuluh darah
(PD), dan otot polos (OP)
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Pengamatan histopatologi dilakukan secara mikroskopis dengan mula-
mula menggunakan perbesaran mikroskop 100x kemudian 400x, pengamatan
dilakukan sebanyak 5 lapang pandang. Histopatogi paru-paru tidak menunjukkan
adanya perubahan pada semua lapang pandang sehingga skor derajat histopatologi
untuk paru-paru ialah nol, sedangkan pada jantung terdapat perubahan
histopatologi berupa degenerasi hidrofik, rata-rata skor derajat histopatologi
jantung ditunjukkan pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Skor derajat histopatologi Jantung
Skor Derajat Histopatologi Jantung

Perlakuan (M2SD)
K(-) 1,2+0,8
P1 1,4+0,5

P2 1,2+0,8

P3 1,4+0,5

S1 1,4+0,9

S2 1,6+0,5

K(-) :Kontrol negatif dengan induksi aquades

P1  :Perlakuan 1 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 50 mg/KgBB)

P2  :Perlakuan 2 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 500 mg/KgBB)

P3  :Perlakuan 3 (Induksi ekstrak cacing tanah dengan dosis 1000 mg/KgBB)

S1  :Kelompok satelit dengan induksi aquades

S2  :Kelompok satelit yang diinduksi ekstrak cacing tanah dengan dosis
1000 mg/KgBB

Data hasil pengamatan histopatologi jantung dan paru-paru dianalisis
secara statistik non parametrik dengan uji Kruskal-Wallis, apabila p>0,01 maka
tidak ada pengaruh yang nyata. Nilai signifikansi histopatologi untuk jantung
sebesar 0,981 (p>0,01) yang artinya pemberian ekstrak cacing tanah Pheretima
javanica berpengaruh secara tidak signifikan terhadap histopatologi jantung tikus
putih (Rattus norvegicus).

Parameter kerusakan histopatologi pada paru-paru ialah kongesti, edema,
inflamasi, dan hemoragi, hasil pengamatan pada paru-paru tidak menunjukkan
tanda-tanda perubahan histopatologi, sehingga dapat dikatakan bahwa pemberian
ekstrak cacing tanah tidak berpengaruh terhadap histopatologi paru-paru tikus

putih.
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4.2 Pembahasan
Obat organik memiliki keunggulan dibanding dengan obat anorganik

antara lain efek samping yang ditimbulkan relatif lebih sedikit, memiliki efek
yang sinergis dalam kandungannya, lebih sesuai untuk penyakit metabolik dan
generatif (Ningsih, 2016). Penggunaan obat organik telah diterima hampir
diseluruh negara, faktor terjadinya peningkatan penggunaan obat organik di
negara maju ialah usia harapan hidup yang lebih panjang pada saat prevalensi
penyakit kronik meningkat, adanya kegagalan penggunaan obat anorganik untuk
penyakit tertentu di antaranya kanker serta semakin luas akses informasi
mengenai obat organik di seluruh dunia. Namun penggunaannya harus secara
tepat, yang meliputi kebenaran bahan, ketepatan dosis, ketepatan waktu
penggunaan, ketepatan cara penggunaan, ketepatan telaah informasi, dan tanpa
penyalahgunaan obat organik itu sendiri (Sari, 2006).

Penggunaan obat organik atau biasa disebut obat tradisional yakni cacing
tanah sebagai penyembuhan demam tifoid harus melalui serangkaan uji agar hasil
yang didapat sesuai dengan harapan dan dapat dipastikan keamanannya, salah
satunya ialah uji praklinik. Uji toksisitas subakut merupakan salah satu uji
praklinik yang bertujuan untuk melihat untuk melihat efek toksik yang
ditimbulkan akibat pemberian ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) dengan
jangka waktu yang lama. Pheretima javanica memiliki kandungan asam amino
hidroksiprolin 19,04% yang berperan dalam aktivitas antibakteri. Berat molekul
protein antibakteri pada Pheretima javanica terhadap bakteri Salmonella typhi
ialah 31,0 kDa dan 34,0 kDa.

Pemberian ekstrak pada penelitian dilakukan selama 28 hari ditambah 14
hari untuk pengamatan kelompok satelit. Hewan coba yang digunakan ialah tikus
putih (Rattus norvegicus) jantan strain wistar, tikus putih merupakan hewan coba
yang sering digunakan dalam penelitian karena mudah dikembangbiakan, selain
itu anatomi dan fisiologi yang dimiliki tikus putih mirip dengan manusia (Jatmiko
et al., 2012). Tikus putih strain wistar, umumnya digunakan untuk mempelajari

tentang percobaan yang mendiagnosa suatu penyakit, tikus putih strain ini mudah



40

untuk dirawat, merupakan strain yang paling populer sebagai hewan coba dalam
penelitian laboratorium, dan 99% gennya dapat dimanipulasi (Alexandra, 2011).

Pemilihan tikus putih berjenis kelamin jantan mengacu pada penelitian
oleh Santmyire et al.(2010) yang menunjukkan bahwa siklus estrus pada tikus
betina mempengaruhi fungsi ginjal dan aktivitas nitrat oksida. Siklus estrus pada
tikus betina yang masih virgin berlangsung selama 4-5 hari yang terdiri dari
proestrus, estrus, dan diestrus. Ketika proestrus estrogen mencapai level
maksimal, pembuluh darah akan menyempit selama proses berkurangnya sirkulasi
estradiol akibat penghambatan aromatase yang menyebabkan peningkatan total
produksi nitrat oksida pada tikus betina. Menurut (Rahmad et al., 2015) nitrat
oksida akan menginisiasi respon inflamasi akut pada paru-paru, apabila terdapat
senyawa radikal bebas berupa nitat oksida ke dalam jaringan paru-paru akan
menyebabkan peningkatan jumlah makrofag dan atau neutrofil yang berfungsi
untuk menfagosit partikel asing. Hal tersebut akan membuat bias perubahan
histopatologi dan fisiologis tikus putih apabila tikus putih betina ikut digunakan
sebagai hewan coba.

Pemberian ekstrak selama 28 hari tidak menimbulkan kematian pada tikus
putih, begitupun juga selama pengamatan kelompok satelit, menunjukkan bahwa
sediaan uji berupa ekstrak cacing tanah tidak bersifat toksik. Setiap tikus juga
diamati berat badannya, perubahan berat badan dapat menggambarkan toksisitas
akibat pemberiaan sedian uji (Najiha, 2016). Berat badan tikus dikontrol dan
dimonitor setiap tiga hari sekali, didapatkan data bahwa terjadi peningkatan berat
badan dan penurunan berat badan tikus secara tidak signifikan. Hasil uji one way-
ANOVA menunjukkan bahwa nilai p>0,01 yakni sebesar 0,846. Setelah
pengamatan 14 hari untuk kelompok satelit pun tidak ada penurunan dan
peningkatan berat badan yang signifikan, nilai signifikansi uji uji one way-ANOVA
berat badan tikus kelompok satelit sebesar 0,505, yang berarti tidak ada perbedaan
nyata berat badan pada kelompok satelit hal ini mengindikasikan bahwa
pemberian ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak berpengaruh terhadap
berat badan tikus putih baik selama dan setelah induksi. Nafsu makan tikus dapat

dikatakan dalam kategori normal, nafsu makan yang normal mengindikasikan
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bahwa tikus tidak dalam keadaan stress dan kesakitan. Selain nafsu makan ciri-ciri
kondisi tikus apakah dalam kondisi stress atau tidak dapat dilihat dari pengamatan
gejala toksisitas.

Gejala toksisitas merupakan parameter adanya efek toksis yang mudah
diamati, Tikus yang stress dapat menunjukkan gejala rambut yang sangat kasar,
mata cekung, bergerak lambat atau tidak responsif, membungkuk, massa perut
yang besar, dan berlaku aggresif. Sedangkan tikus yang tidak stress dan
mengindikasikan tidak ada rasa sakit akan terlihat pada rambut yang terawat baik,
dalam kondisi tenang atau tidur, nafsu makan yang normal, ruas-tuas tulang
belakang dan pelvis dorsal tidak menonjol (Burkholder et al., 2012). Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa tikus menunjukkan ciri-ciri tidak stress dan tidak
mengalami sakit pada semua kelompok perlakuan. Hal ini mengindikasikan
pemberian ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak berpengaruh terhadap
tikus putih ditunjukkan dengan tidak adanya gejala toksisitas yang muncul baik
pada kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit.

Berat badan maupun gejala toksisitas merupakan parameter yang mudah
diamati sebab pengamatan dapat dilakukan secara lansung, hasil kedua indikator
menunjukkan bahwa ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak bersifat
toksik menguatkan hasil histopatologi jantung dan paru-paru. Teknik
pemeriksaaan histopatologi berguna untuk mendeteksi adanya komponen patogen
yang bersifat infektif melalui pengamatan secara mikroanatomi (Hadjipour, 2011).
Histopatologi dapat dilakukan dengan mengambil sampel jaringan, pemeriksaan
histopatologi bertujuan untuk memeriksa penyakit berdasarkan pada reaksi

perubahan jaringan (Aisyah et al., 2014).

4.2.1 Toksisitas Subakut Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima javanica) terhadap
Histopatologi Jantung Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Jantung merupakan pompa muskular untuk menggerakkan darah ke
seluruh bagian tubuh. Pembuluh darah berperan seperti selang tempat
mengalirnya darah, sedangkan darah adalah cairan yang mengalir dalam

pembuluh (VanPutte et al., 2016), ekstrak cacing tanah yang diinduksi secara oral
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akan diedarkan ke seluruh tubuh melalui pembuluh darah, dimana pembuluh
darah melakukan peredaran dari dan ke jantung.

Tikus putih yang telah dibedah diambil organ jantungnya untuk ditimbang
terlebih dahulu, berat organ merupakan indikator yang sensitif untuk melihat efek
dari sediaan uji, apabila terjadi perubahan morfologi maka akan terlihat perbedaan
signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan (Piao et al., 2013). Berat organ
relatif didapat dari berat organ absolut dibagi dengan berat badan, hasil yang
didapat kemudian dibandingkan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Berat relatif organ jantung dianalisis secara statistik dengan metode one way-
ANOVA dengan nilai signifikansi sebesar 0,221. Hasil yang didapat menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak cacing tanah Pheretima javanica berpengaruh secara
tidak signifikan terhadap berat relatif organ jantung pada uji toksisitas subakut.

Jantung yang telah ditimbang diamati morfologinya, gambaran morfologi
jantung normal ialah berwarna merah segar, lembab, dan tidak berlendir
(Novriyanti et al., 2014). Apabila gambaran jantung tidak normal
mengindikasikan bahwa kondisi histopatologinya pun tidak normal, misalnya
pada jantung yang mengalami degenerasi lemak akan terlihat jantung yang kuning
dan lembek. Hasil pengamatan pada semua kelompok jantung berwarna merah
segar, kondisi permukaannya lembab dan tidak berlendir, kondisi ini memenuhi
ciri-ciri jantung yang normal. Pemberian cacing tanah Pheretima javanica tidak
mempengaruhi morfologi jantung, ditunjukkan dengan morfologi jantung yang
normal pada kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit.

Setiap sel otot jantung hanya memiliki satu (atau dua) inti pucat yang
terletak ditengah. Di sekeliling sel-sel otot terdapat selubung halus jaringan ikat
endomisium yang mengandung jejaring kapiler luas. Ciri khas otot jantung ialah
adanya garis gelap melintang yang melintasi sel-sel jantung dengan interval yang
tidak teratur disebut diskus interkalaris (Anthony, 2010). Pengamatan pada
preparat jantung yang dipotong secara melintang menunjukkan inti yang terletak
ditengah dan adanya diskus interkalaris. Perubahan histopatologi yang terjadi
ialah degenerasi hidrofik dengan ciri adanya sel yang membengkak pada

kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit.
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Menurut Mitchell (2008) dalam Januar dan Fitmawati (2014) degenerasi
hidrofik bersifat reversible atau dapat kembali, apabila sel mengalami gangguan
transport aktif yang mengakibatkan sel tidak mampu memompa ion Na* keluar
sehingga ion Na* didalam sel naik, hal ini berpengaruh pada proses osmosis
dimana air banyak masuk kedalam sel. Sel akan membengkak dan nukleus
membesar serta tampak granul-granul di dalam nukleus. Adanya degenerasi pada
kelompok kontrol menandakan bahwa penyebab degenerasi ini bukan efek
pemberian ekstrak cacing tanah. Apabila sel terkena zat toksik terus menerus
perubahan yang terjadi ialah nekrosis yang ditandai dengan adanya piknotik dan
kariolisis. Ciri-ciri piknotik ialah inti mengerut atau mengecil sedangkan pada
kariolisis inti akan menghilang (Suyanti, 2008), pemberian ekstrak cacing tanah
tidak bersifat toksik sebab tidak ada sel yang mengalami nekrosis.

Skor derajat histopatologi yang didapat dianalisis secara statisktik non
parametrik, setelah dilakukan uji Kruskal Wallis didapat hasil bahwa nilai
signifikansi histopatologi untuk jantung sebesar 0,981 yang artinya pemberian
ekstrak cacing tanah Pheretima javanica berpengaruh secara tidak signifikan

terhadap histopatologi jantung tikus putih (Rattus norvegicus).

4.2.2 Toksisitas Subakut Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima javanica) terhadap
Histopatologi Paru-Paru Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Paru-paru adalah sepasang organ berbentuk kerucut di rongga toraks,
dipisahkan satu sama lain oleh jantung dan struktur lainnya di mediastinum, yang
membagi rongga toraks menjadi dua ruang anatomi yang berbeda. Setiap paru-
paru ditutupi dan dilindungi oleh membran serosa berlapis ganda yang disebut
membran pleura. Cairan pleura ini mengurangi gesekan antara membran,
memungkinkan mereka untuk bergesekan dengan mudah satu sama lain selama
proses pernafasan (Tortora dan Derrickson, 2009), ciri-ciri paru-paru yang normal
berwarna merah muda, permukannya halus dan mengkilap (Sun et al., 2017).

Paru-paru yang didapat dari proses pembedahan diamati morfologinya,
didapatkan data bahwa semua kelompok menunjukkan kondisi paru-paru dengan

warna merah muda dan ketika diraba permukaannya halus tidak berbintil-bintil
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serta mengkilap. Hal ini menunjukkan kondisi paru-paru hewan coba yang
normal, pemberian ekstrak Pheretima javanica tidak mempengaruhi morfologi
paru-paru tikus putih.

Paru-paru ditimbang untuk menghitung nilai berat relatif organ, jika
dilakukan analisis berat organ hewan coba, umumnya juga dilakukan analisis baik
pada berat organ absolut dan berat relatif organ (Nirogi et al., 2014). Hasil yang
didapat selanjutnya diuji secara statistik dengan metode one way-ANOVA nilai
signifikansi berat relatif organ paru-paru sebesar 0,271, maknanya pemberian
ekstrak Pheretima javanica berpengaruh secara tidak signifikan terhadap berat
relatif organ paru-paru.

Hasil pengamatan histopatologi paru-paru memperlihatkan kondisi
jaringan paru-paru yang normal, terlihat adanya kantong alveolar dengan beberapa
bukaan alveoli serta alveoli tunggal yang mirip seperti sarang lebah, di alveoli
akan terjadi pertukaran O, dan CO,, terdapat juga pembuluh darah pulmonari
yang membawa dan mengantarkan darah ke jantung, otot polos yang mengelilingi
bronkiolus terminal dan dinding alveoli yang tipis. Bronkiolus terminal dicirikan
dengan epitelnya bertipe kuboid, tidak ada kartilago, dan dijumpai lapisan otot
polos, dapat dikatakan bahwa paru-paru tikus memperlihatkan kondisi normal
yakni tidak adanya kongesti, edema, inflamasi, dan hemoragi. Sehingga
pemberian ekstrak Pheretima javanica tidak berpengaruh pada histopatologi paru-

paru.



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, didapat kesimpulan
sebagai berikut :

a. Ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak menyebabkan efek toksik
terhadap jantung tikus putih, ditunjukkan dengan morfologi jantung yang
termasuk kategori normal dan tidak adanya perbedaan nyata perubahan
histopatologi pada kelompok kontrol dibanding dengan kelompok perlakuan
dan satelit

b. Ekstrak cacing tanah (Pheretima javanica) tidak menyebabkan efek toksik
toksik terhadap paru-paru tikus putih, ditunjukkan dengan morfologi paru-paru
yang termasuk ciri-ciri paru-paru normal dan tidak adanya perubahan

histopatologi pada kelompok kontrol, perlakuan, dan satelit.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang diberikan yaitu
sebaiknya hewan coba betina juga diuji coba agar dapat mengetahui efek ekstrak

bila diujikan pada tikus betina.
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LAMPIRAN A. Matriks penelitian

MATRIKS PENELITIAN

Judul Latar Belakang Rumusan Masalah Variabel Metode Penelitian
Toksisitas Subakut Penggunaan antibiotik oleh masyarakat | a.Bagaimana a. Variabel bebas Jenis Penelitian
Ekstrak Cacing seperti  kloramfenikol,  ampisilin,  dan toksisitas ialah variasi Experimental
Tanah (Pheretima kontrimoksazol yang dikenal sebagai 3 garis subakut ekstrak dosis ekstrak laboraturium
Javanica) Terhadap | utama dalam pengobatan sudah tidak dapat cacing  tanah cacing tanah Prosedur Penelitian
Histopatologi digunakan dalam mengobati demam tifoid, (Pheretima (Pheretima Tahapan penilitian ini
Jantung Dan Paru- sebab Salmonella typhi penyebab demam tifoid javanica) javanica). antara lain : persiapan
Paru Tikus Putih telah resisten terhadap antibiotik tersebut terhadap pembuatan ekstrak
(Rattus norvegicus) Cacing tanah sebagai obat tradisional histopatologi b. Variabel kontrol cacing tanah,

mengandung asam arakidonat yang sangat jantung  tikus antara lain : pengujian tikus putih
efektif untuk menurunkan demam yang putih  (Rattus jenis hewan coba (tahap persiapan,
disebabkan oleh infeksi, mampu memperlancar norvegicus B.) ? adalah tikus putih pemeliharaan dan
darah, dan terdapat kandungan zat antibakteri | b.Bagaimana (Rattus perawatan,
berupa Lumbricin-I serta mikroba toksisitas norvegicus  B.) perhitungan  dosis),
Streptomyces sp. yang menghasilkan antibiotik subakut ekstrak strain wistar, pemberian ekstrak,
streptomisin, aureomisin, kloramisetin, cacing  tanah hewan coba pengamatan gejala
teramisin, eritromisin, dan  magnamisin (Pheretima dalam  keadaan toksisitas,
(Waluyo et al., 2007). javanica) sehat, umur pengambilan  sampel
Serbuk cacing tanah (Pheretima javanica) terhadap hewan coba 3-4 organ, penimbangan
kering pada penelitian sebelumnya oleh histopatologi bulan, berat organ, dan pembuatan

Muzaiyanah (2017) terbukti berpengaruh secara
signifikan terhadap penyembuhan demam tifoid
pada tikus putih setelah infeksi Salmonella
thypi dengan dosis efektif sebesar 1,6 g/0,2
kgBB. Tidak ditemukannya nilai potensi
ketoksikan akut oral (LDsp) serbuk cacing tanah

paru-paru tikus
putih  (Rattus
norvegicus B.) ?

hewan coba 200-
250 gram, jenis
kelamin  hewan
coba ialah jantan,
pelarut  adalah
ethanol 70%,

preparat histopatologi
Analisis Data

Teknik analisis data
untuk berat badan,
berat relatif organ
menggunakan metode
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(Pheretima javanica) dengan dosis >5000
mg/kgBB (Sari, 2017). Selanjutnya pada uji
toksisitas  subakut serbuk cacing tanah
(Pheretima javanica) kering oleh Putri (2018)
selama 90 hari yang diinduksi pada tikus putih
(Rattus norvegicus B.) menunjukkan bahwa
tidak terjadi perubahan baik pada morfologi dan
histopatologi jantung setelah pemberian serbuk
kering cacing tanah. Tidak ditemukannya
degenerasi dan nekrosis pada histologi jantung
tikus putih baik pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan.  Penggunaan ekstrak
cacing tanah sebagai obat penyembuhan
demam tifoid harus sesuai dengan persyaratan
yang telah ditetapkan oleh BPOM. Salah satu
tahapan pengembangan obat tradisional adalah
uji praklinik yakni uji toksisitas (BPOM,
2014), nantinya dapat diketahui efek yang
ditimbulkan oleh ekstrak cacing tanah pada
tikus tersebut baik secara morfologi, anatomi,
dan fisiologisnya pada organ tertentu (BPOM,
2014).

Organ yang akan dilihat
histopatologinya ialah jantung dan paru-paru
yang termasuk kedalam 5 organ utama
menurut (BPOM, 2014) organ lainnya ialah
hepar, limpa, dan ginjal. Obat tradisional yang
dikonsumsi oleh suatu organisme akan
diedarkan keseluruh tubuh melalui pembuluh
darah, dimana pembuluh darah melakukan
peredaran dari dan ke jantung sehingga organ

waktu pemberian
ekstrak selama 28
hari, sehari satu
kali induksi.

Variabel terikat
adalah
histopatologi
jantung dan paru-
paru tikus putih
(Rattus
norvegicus B.)

one way-ANOVA, dan
untuk  histopatologi

dianalisis secara
statistik
nonparametrik
menggunakan uji
Kruskal-Wallis
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jantung merupakan organ yang penting untuk
melihat efek toksik dari satu obat (Aisyah et
al., 2014. Organ paru-paru mempunyai jalinan
kapiler yang paling berkembang di dalam
tubuh dengan kapiler darah diantara semua
alveoli termasuk kapiler dalam bronkiolus
respiratori, apabila terjadi gagal jantung
kongestif dapat mengakibatkan masuknya
darah dan eritrosit ke dalam alveolus
(Anthony, 2010). Indikator kerusakaan yang
diamati pada histopatologi jantung meliputi
ada tidaknya inti yang piknosis, vakuolisasi
sitoplasma, degenerasi, dan nekrosis sel otot
jantung (EI-Desouki et al., 2012). Sedangkan
indikator kerusakaan yang diamati pada
histopatologi paru-paru meliputi ada tidaknya
kongesti, edema, inflamasi, dan hemoragi
(Hor et al., 2011).

Berdasarkan latar belakang tersebut,
maka dilakukan penelitian tentang toksisitas
subakut  ektrak ekstrak cacing tanah
(Pheretima javanica) terhadap histopatologi
tikus putih yang bertujuan untuk melihat efek
toksik  ekstrak cacing tanah (Pheretima
javanica) pada histologi jantung dan paru-paru
tikus putih (Rattus norvegicus B.) dengan
pemberian ekstrak selama 28 hari.
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LAMPIRAN B. Hasil Penelitian

B1. Berat badan Tikus Putih

Pra Hari Ke-

Perlakuan | induksi 1] 4] 7] 10| 13| 16| 19| 22| 25| 28| 20| 31| 34| 37| 40| 4
K()

K().U1 212 | 212 | 244 | 252 | 249 | 258 | 253 | 268 | 262 | 284 | 281 | - - - - - -

K().U2 245 | 248 | 239 | 234 | 231 | 237 | 233 | 247 | 236 | 246 | 240 | - - - - - -

K().U3 242 | 246 | 248 | 266 | 253 | 266 | 260 | 279 | 262 | 275 | 268 | - - - - - -

K().U4 250 | 250 | 258 | 259 | 259 | 257 | 258 | 256 | 260 | 266 | 264 | - - - - - -

Rata-Rata | 237 | 239 | 247 | 253 | 248 | 255 | 251 | 263 | 255 | 268 | 263 | - - - - - -
P1

PL.U1 247 | 247 | 249 | 247 | 2254 | 271 | 272 | 275 | 264 | 268 | 257 | - - - - - -

PL.U2 242 | 242 | 231 | 225 | 235 | 243 | 241 | 244 | 247 | 244 | 245 | - - - - - -

P1.U3 217 | 217 | 207 | 213 | 214 | 224 | 224 | 227 | 227 | 235 | 229 | - - - - - -

P1.U4 230 | 230 | 236 | 238 | 238 | 238 | 239 | 228 | 231 | 240 | 242 | - - - - - -

Rata-Rata | 234 | 234 | 231 | 231 | 735 | 244 | 244 | 244 | 242 | 247 | 243 | - - - - - -
P2

P2.U1 245 | 250 | 249 | 245 | 251 | 253 | 264 | 266 | 266 | 274 | 267 | - - - - - -

P2.U2 230 | 230 | 220 | 228 | 261 | 243 | 249 | 250 | 261 | 261 | 258 | - - : : : :

P2.U3 243 | 243 | 237 | 233 | 221 | 256 | 239 | 259 | 264 | 270 | 272 | - - - - - -

P2.U4 250 | 250 | 252 | 253 | 252 | 255 | 255 | 253 | 241 | 245 | 243 | - - - - - -

Rata-Rata| 242 | 243 | 242 | 240 | 246 | 252 | 252 | 257 | 258 | 263 | 260 | - - : : : :
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P3

P3.Ul 234 234 | 223 | 234 241 236 | 245 | 246 | 239 | 255 | 255 - - - - - -
P3.U2 222 225 | 234 | 235 231 235 | 246 | 240 | 234 | 238 | 239 - - - - - -
P3.U3 228 228 | 220 | 217 221 221 | 232 | 224 | 217 | 227 | 276 - - - - - -
P3.U4 244 244 | 251 | 252 251 252 | 252 | 257 | 249 | 253 | 251 - - - - - -
Rata-Rata | 232 233 | 232 | 235 236 236 | 244 | 242 | 235 | 243 | 255 - - - - - -
Sl
S1.Ul 246 246 | 304 | 291 309 296 | 318 | 318 | 298 | 303 | 302 | 308 | 313 | 307 | 312 | 314 | 314
S1.U2 240 240 | 250 | 254 255 265 | 265 | 268 | 271 | 278 | 279 | 269 | 265 | 268 | 272 | 269 | 272
S1.U3 236 234 | 240 | 248 253 245 | 253 | 263 | 258 | 255 | 254 | 255 | 261 | 252 | 247 | 250 | 253
S1.U4 250 250 | 255 | 256 254 255 | 256 | 249 | 253 | 249 | 247 | 243 | 240 | 239 | 245 | 241 | 239
Rata-Rata | 243 243 | 262 | 262 268 265 | 273 | 275 | 270 | 271 | 271 | 269 | 270 | 267 | 269 | 269 | 270
S2
S2.Ul 243 243 | 249 | 224 228 233 | 248 | 250 | 249 | 261 | 255 | 254 | 249 | 256 | 252 | 257 | 255
S2.U2 240 241 | 244 | 252 258 264 | 275 | 293 | 299 | 284 | 286 | 286 | 291 | 289 | 293 | 290 | 292
S2.U3 218 218 | 227 | 223 223 236 | 235 | 237 | 238 | 257 | 259 | 268 | 270 | 269 | 272 | 268 | 273
S2.U4 246 246 | 241 | 241 242 242 | 243 | 247 | 244 | 244 | 244 | 242 | 241 | 236 | 238 | 240 | 241
Rata-Rata 237 | 237 | 240 | 235 238 | 244 | 250 | 257 | 258 | 262 | 261 | 263 | 263 | 263 | 264 | 264 | 265
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B2. Nilai Gejala Toksik

Nilai Gejala Toksik Selama Induksi

Nilai Gejala Toksik Hari Ke-
1/2|3]4(5|/6|7|8[9|10|11 12|13 |14 15|16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25|26 |27 |28

1]1(1]1(1]1]1|1]1
1]1(1]1(1]1]1|1]1
1/1]1]1j1]1]1|1]1
1]1(1]1(1]1]1|1]1
1/1]1]1j1]1]1|1]1
1/1(1]1(1]1]1|1]1

1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1

Perla

kuan

K()

P1

P2

P3
S1

S2

Nilai Gejala Toksik Pasca Induksi

Nilai Gejala Toksik Hari Ke-

Perlakuan | 29 130|131 /32|33 |34|35|36|37|38|39|40 41|42

K()

P1

P2

P3
S1

S2
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Lampiran B3. Skor Derajat Histopatologi Jantung dan Paru-paru
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Perlakuan

Ulangan

Skor Derajat
Histopatologi Jantung

Skor Derajat
Histopatologi Paru-Paru

K()

[

1

0

K()

K()

K()

K()

P1

P1

P1

P1

P1

P2

P2

P2

P2

P2

P3

P3

P3

P3

P3

S1

S1

S1

S1

S1

S2

S2

S2

S2

S2
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Lampiran C. Hasil Analisis Statistik

C1. Hasil Analisis Berat Badan Selama Induksi

Uji Normalitas Berat Badan Selama Induksi

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Selisih
N 24
Normal Parameters®® Mean 21,3750
Std. Deviation 20,07120
Most Extreme Differences Absolute ,113
Positive 113
Negative -,079
Test Statistic ,113
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200°¢

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated

from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Uji Deskriptif Berat Badan Selama Induksi

Descriptives

60

Selisih
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation Std. Error Bound Bound Minimum Maximum

K- 4 26,0000 | 31,37940 15,68970| -23,9316( 75,9316 -5,00 69,00
P1 4 9,2500 4,27200 2,13600 2,4523 16,0477 3,00 12,00
P2 4 18,0000 16,95091 8,47545 -8,9727 44,9727 -7,00 29,00
P3 4 23,2500 17,51904 8,75952 -4,6267 51,1267 7,00 48,00
S1 4 27,5000 25,59297 12,79648 | -13,2241( 68,2241 -3,00 56,00
S2 4 24,2500 23,04163 11,52081| -12,4144 60,9144 -2,00 46,00
Total 24 21,3750 20,07120 4,09702 12,8997 29,8503 -7,00 69,00




Uji Homogenitas Berat Badan Selama Induksi

Test of Homogeneity of Variances

Selisih

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1,609

18

,208

Hasil Anova Berat Badan Selama Induksi

ANOVA
Selisih
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 916,375 5 183,275 ,395 ,846
Within Groups 8349,250 18 463,847
Total 9265,625 23
C2. Hasil Analisis Statistik Berat Badan Pasca Induksi
Uji Normalitas Berat Badan Pasca Induksi
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Selisih
N 8
Normal Parameters®® Mean 1,7500
Std. Deviation 3,84522
Most Extreme Differences Absolute ,176
Positive ,138
Negative -,176
Test Statistic ,176
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200%¢

b. Calculated from data.

a. Test distribution is Normal.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.
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Uji Deskriptif Berat Badan Pasca Induksi

Descriptives

62

Selisih
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper

N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound [ Minimum [ Maximum
S1 4 ,7500 | 4,57347 2,28674 -6,5274| 8,0274 -4,00 6,00
S2 4 2,7500| 3,30404 1,65202| -2,5075| 8,0075 -1,00 6,00
Total 8 1,7500| 3,84522 1,35949 -1,4647 | 4,9647 -4,00 6,00

Uji Homogenitas Berat Badan Pasca Induksi
Test of Homogeneity of Variances
Selisih
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1,333 1 6 ,292
Hasil Analisis Uji Annova Berat Badan Pasca Induksi
ANOVA
Selisih
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 8,000 1 8,000 ,503 ,505
Within Groups 95,500 6 15,917
Total 103,500 7




C3. Hasil Analisis Statistik Berat Relatif Organ Jantung

Uji Normalitas Berat Relatif Organ Jantung

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

BRO
N 18
Normal Parameters®® Mean ,918500
Std. Deviation ,1014183
Most Extreme Differences Absolute ,120
Positive ,099
Negative -,120
Test Statistic ,120
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200°¢

b. Calculated from data.

a. Test distribution is Normal.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Test of Homogeneity of Variances

BRO

Uji Homogenitas Berat Relatif Organ Jantung

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

,557

12

,731

Hasil Anova Berat Relatif Organ Jantung

ANOVA
BRO
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,000 5 ,000 1,650 221
Within Groups ,000 12 ,000
Total ,000 17
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C4. Hasil Analisis Statistik Berat Relatif Organ Paru-Paru

Uji Normalitas Berat Relatif Organ Paru-Paru

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

BRO
N 18
Normal Parameters®® Mean ,004441
Std. Deviation ,0009981
Most Extreme Differences Absolute ,122
Positive ,122
Negative -,098
Test Statistic 122
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200°¢

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Uji Homogenitas Berat Relatif Organ Paru-Paru

Test of Homogeneity of Variances

BRO

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1,015 5 12 451

Hasil Anova Berat Relatif Organ Paru-Paru

ANOVA
BRO
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,000 5 ,000 1,468 271
Within Groups ,000 12 ,000
Total ,000 17
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C5. Hasil Analisis Statistik Histopatologi jantung

Hasil Analisis Uji Normalitas Histopatologi Jantung

Tests of Normality

Shapiro-Wilk

Perlakuan  Statistic df Sig.

Histopatologi K- ,881 5 314
P1 ,684 5 ,006
P2 ,881 5 314
P3 ,684 5 ,006
S1 771 5 ,046
S2 ,684 5 ,006

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Hasil Analisis Uji Kruskal Wallis Histopatologi Jantung
Test Statistics*”

Histopatologi

Chi-Square 419

Df 4

Asymp. Sig. ,981

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Perlakuan




LAMPIRAN D. Dokumentasi
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Gambar 2. Cacing tanah (Pheretima
javanica K.)

Gambar 5. Pengeringan cacing tanah

Gambr 6. Cing tanah yang sudah
dijemur sampai kering




Gambar 7. Penimbngan berat kering
cacing tanah
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Gambar 8. Pengovenan cacing tanah

= .
Gambar 9. Pemblenderan cacing tanah
dan pengayakan

kering

s

Gambar 10. Maserasi

Gambar 13. Menguapkan dengan rotary
evaporatory

Gambar 14. Penuanan dalam loyang




Gambar 15. Pengovenan hasil rotary

Gambar 17. Pemindahan ekstrak ke gelas
ekstrak

Gambar 18. Menyimpan ekstrak
dalam kulkas
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Tahap Pengujian Tikus Putih

T
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Gambar 20. Penimbangan ekstrak

Gambar 21. Induksi '
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Pengamatan Gejala Toksisitas

Gambar 22. Keadaan rambut

Gambar 24. Penimbangan berat badan

Pengambilan Sampel

Gambar 25. Anestesi Gambar 26. Dekaputasi

Penimbangan Organ

Gambar 27. Penimbangan organ Jantung | Gambar 28. Penimbangan organ
Paru-Paru
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Pembuatan Preparat

Gambar 29. Pembuatan preparat




LAMPIRAN E. Dokumentasi Morfologi Organ Jantung dan Paru-Paru
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Morfolofi Organ Jantung

Morfolofi Organ Paru-Pary
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18 September 2018 |
i | 2 Oktober 2018

I Desember 2018
( 20 Desember 2018
7. [ 21 Januani 2019

5. f’“l“lflnu.ul 2019

) ‘
9. | 4 Februan 2019

rl() 7 Februan 2019

\_lL‘ﬁIZ Februari 2019 ¢
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- Wardaniyatus Sholithah
1 150210103005
- Pendidikan MIPA/ Pendidikan Biologi

Toksisitas Subakat Ekstrak Cacing Tanah (Pheretima
Javamica) terhadap Histopatologi Jantung dan Paru-Paru

Tikus Punh (Rattus norvegicus)

D, Dwi Wahyuni, M. Kes

Maleri Kun\ulln\a
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L pengapuan BAB 1,2,3, 4, dan §

Pengajuan BAB 1,2,dan 3

Pengajuan revisi pertama BAB 1,2, 3

I'uw Huan revisi kedun BAB l. 2,3

[ACC proposal skripsi
Scininar proposal

Konsultasi hasil penelitian

konsultast hasil penelitian

Penyerahan hasil penclitan dan

Revise BAB 12,34, 5, dan lampiran
serti penyerahan artikel
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEGURUAN DAN ILMU PENDIDIKAN
Jalan Kalimantan Nomor 37 Kampus Bumi Tegalboto Jember 68121
Telepon: 0331-334988, 330738 Fax: 0331-332475
Laman: www.{kip.uncj.ac.id

Kami sclaku Teknisi Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi yang mengawasi

penclition mahasiswa sebagai tersebut di bawah ini

Nama . Wardaniyatus Sholihah
NIM 150210103005
Jurusan : Pendidikan MIPA

Program Studi : Pendidikan Biologi

Mencrangkan dengan scbenarnya bahwa  mahasiswa  yang bersangkutan betul-betul telah
menyclesaikan penclitian tentang “Toksisitas Subakut Eksirak Cacing Tanah (Pherctima
javanica) terhadap Histopatologi Jantung dan Paru-Paru Tikus Putih (Rattus norvegicus B.)”
bertempat di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember mulai bulan

November 2018 - Januari 2019

Demikian kami samparkan terimakasih

Jember, 17 Januari 2019
Teknisi Laboratorium Biomedik
Fakultas Kedokteran Gigi

Agusmurdojohadi Purtadjaka, A.Md
NIP.19720818 199903 1 002




