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RINGKASAN

Uji Aktivitas Imunomodulator Ekstrak Etanol Rimpang Temu Giring
(Curcuma heyneana Valeton & Zijp) Pada Mencit dengan Metode Bersihan
Karbon: Swara Adla Zuhra: 182210101154; 2021; 115 Halaman; Fakultas
Farmasi, Universitas Jember

Sistem imun adalah kumpulan mekanisme kompleks yang terjadi di dalam
tubuh sebagai respon terhadap adanya zat asing atau infeksi yang masuk. Ada dua
macam sistem imun, yaitu sistem imun bawaan dan sistem imun adaptif. Kelainan
pada sistem imun, seperti penyakit autoimun, gangguan imunodefisiensi, dan
reaksi hipersensitivitas disebabkan karena adanya respon imun yang tidak
terkontrol. Penyakit tersebut dapat diatasi dengan penggunaan obat-obatan yang
memiliki indikasi sebagai imunomodulator. Imunomodulator adalah obat atau
substansi yang bekerja dengan cara memodulasi fungsi dan aktivitas dari sistem
imun. Ada tiga macam imunomodulator, yaitu imunoadjuvant, imunostimulan,
dan imunosupresan. Penggunaan obat-obatan tersebut dalam jangka waktu
panjang dapat menimbulkan efek samping yang tidak diinginkan, sehingga
menyebabkan pengembangan obat yang berasal dari tumbuhan. Salah satu
tanaman yang berpotensi untuk dijadikan sebagai imunomodulator adalah temu
giring. Temu giring merupakan tanaman dari genus Curcuma yang mengandung
zat aktif kurkumin. Kurkumin telah banyak dilaporkan untuk imunomodulasi yang
kuat, antioksidan, antiinflamasi, dan aktivitas antitumor. Selain kurkumin, temu
giring juga mengandung banyak senyawa kimia, seperti minyak atsiri, saponin,
flavonoid, tanin, amilum, lemak, damar, dan zat warna kuning.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh aktivitas
ekstrak etanol temu giring dosis 125 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, dan 500 mg/kgBB
terhadap nilai indeks fagositosis dan jumlah sel leukosit pada mencit yang
diinjeksikan karbon. Mencit sebanyak 25 ekor dibagi secara acak menjadi 5
kelompok yaitu, kelompok kontrol negatif, kontrol positif, dan 3 kelompok uji
dengan dosis 125 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, dan 500 mg/kgBB. Masing-masing
kelompok terdiri dari 5 ekor mencit. Setiap kelompok diberikan sediaan secara
peroral selama 6 hari berturut-turut. Kemudian di hari ke-7, suspensi karbon
diinjeksikan secara intravena pada bagian ekor mencit. Darah mencit diambil pada
menit ke-5 dan 15 setelah penyuntikan karbon. Darah dilisiskan pada 4 mL asam
asetat 1% dan diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Darah
pada menit terakhir juga diambil untuk perhitungan jumlah sel limfosit, monosit,
dan neutrofil menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 100x.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa adanya hubungan antara peningkatan
dosis dengan nilai indeks fagositosis, yaitu semakin besar dosis maka semakin
besar pula nilai indeks fagositosis yang dihasilkan. Nilai rata-rata indeks
fagositosis pada semua kelompok uji dosis 125, 250, dan 500 mg/kgBB lebih dari
satu (IF>1), sehingga menunjukkan bahwa ekstrak etanol rimpang temu giring
memiliki aktivitas imunostimulan. Berdasarkan wuji statistik, nilai indeks
fagositosis sel makrofag mencit yang diberi ekstrak etanol rimpang temu giring
dosis 500 mg/kgBB memberikan nilai indeks fagositosis paling besar
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dibandingkan dua dosis lainnya dan berbeda signifikan (p<0,05) dengan
kelompok kontrol positif dan kontrol negatif.

Perhitungan jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil pada semua
kelompok uji lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif. Berdasarkan uji
statistik, jumlah sel limfosit dan monosit darah tepi mencit yang diberi ekstrak
etanol rimpang temu giring pada dosis 500 mg/kgBB paling tinggi dibandingkan
dua dosis lainnya dan berbeda signifikan (p<0,05) dengan kelompok kontrol
positif dan kontrol negatif. Jumlah sel neutrofil tertinggi juga diperoleh dari
ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 500 mg/kgBB dan berbeda signifikan
dengan (p<0,05) kontrol negatif. Peningkatan jumlah sel limfosit, monosit, dan
neutrofil pada darah tepi mencit setelah diinjeksikan karbon menunjukkan adanya
peningkatan aktivitas fagositosis. Hal ini sebanding dengan peningkatan nilai
konstanta dan indeks fagositosis pada metode bersihan karbon, sehingga dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol rimpang temu giring memiliki aktivitas
imunostimulan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sistem imun adalah kumpulan mekanisme kompleks yang terjadi di dalam
tubuh sebagai respon terhadap adanya zat asing atau infeksi yang masuk (Rosales
dkk., 2016). Pada saat antigen masuk ke dalam tubuh, sistem imun akan
melakukan berbagai proses untuk mencegah, menolak, dan menghancurkan
antigen tersebut (Katzung, 2011). Ada dua macam sistem imun, yaitu sistem imun
bawaan/innate (sistem imun non-spesifik) dan sistem imun adaptif (sistem imun
spesifik) (Rosales dkk., 2016). Sistem imun bawaan memberikan respon
imunologis pertama dalam melawan mikroorganisme patogen. Respon ini terjadi
secara langsung dan cepat, bekerja dalam hitungan menit atau jam setelah agresi,
dan tidak memiliki memori imunologis. Sedangkan fungsi utama dari sistem imun
adaptif adalah pengenalan antigen “non-self” spesifik dan membedakannya dari

[3

antigen “self’, pembentukan jalur efektor imunologik untuk mengeliminasi sel
yang terinfeksi patogen, serta pengembangan memori imunologis yang dapat
dengan cepat menghilangkan patogen tertentu jika terjadi infeksi berikutnya
(Marshall dkk., 2018).

Leukosit merupakan sel yang melakukan pertahanan dan perlindungan
terhadap tubuh dengan cara mengidentifikasi, menangkap (fagositosis) dan
mengeliminasi sel asing (Rosales dkk., 2016). Fagositosis adalah proses
pengenalan dan penelanan mikroorganisme atau debris jaringan yang
terakumulasi selama infeksi, inflamasi, atau perbaikan luka (Brown, 1995).
Fagositosis melibatkan pengenalan dan pengikatan patogen oleh reseptor pada
permukaan sel. Benda asing seperti bakteri atau jamur dapat dibersihkan dari
tempat infeksi oleh fagosit profesional seperti neutrofil, makrofag, dan sel
dendritik. Sel-sel fagosit memusnahkan patogen dengan penyerangan intraseluler
dan digesti. Oleh karena itu, fagositosis berkontribusi pada garis pertahanan
pertama dalam melawan infeksi dan memainkan peran kunci dalam inisiasi respon

imun adaptif (Flannagan dkk., 2012).



Kelainan pada sistem imun, seperti penyakit autoimun, gangguan
imunodefisiensi, dan reaksi hipersensitivitas disebabkan karena adanya respon
imun yang tidak terkontrol (Marshall dkk., 2018). Penyakit tersebut dapat diatasi
dengan penggunaan obat-obatan yang memiliki indikasi sebagai imunomodulator.
Imunomodulator adalah obat atau substansi yang bekerja dengan cara memodulasi
fungsi dan aktivitas dari sistem imun. Imunomodulator dibedakan menjadi tiga
kelompok, yaitu i) imunadjuvant yang digunakan untuk meningkatkan
kemanjuran vaksin, ii) imunostimulan yang digunakan untuk merangsang
aktivitas dan fungsi sistem imun, dan iii) imunosupresan yang digunakan untuk
menekan aktivitas sistem imun (Saroj dkk., 2012).

Obat golongan kortikosteroid (glukokortikoid), siklosporin, dan azatioprin
merupakan contoh obat imunosupresan yang bekerja dengan cara menghambat
kerja sistem imun (Slobbe, 2012). Sedangkan obat lainnya, seperti levasimol,
simetidin, dan isoprinosin merupakan contoh obat imunostimulan yang bekerja
dengan mengaktivasi sistem imun (Martinus dkk., 2019). Namun, dalam jangka
waktu panjang, penggunaan obat-obatan tersebut akan menimbulkan efek
samping yang tidak diinginkan, seperti obat golongan kortikosteroid dapat
menyebabkan tukak lambung, osteoporosis, perubahan psikis, atropi otot, serta
peningkatan tekanan intraocular (Alexander dkk., 2018).

Akibat dari banyaknya efek yang ditimbulkan tersebut, menyebabkan
pengembangan obat yang berasal dari tumbuhan. Obat tradisional semakin
menarik minat masyarakat sebagai alternatif dari obat-obatan kimia atau sintetis.
Sejauh ini sudah banyak penelitian yang menguji aktivitas imunomodulator dari
bahan tumbuhan. Meniran (Phyllanthus niruri L.), echinaceae (Echinacea
purpurea), mengkudu (Morinda citrifolia), dan sambiloto (Andrographis
paniculata) merupakan tumbuhan yang telah terbukti memiliki aktivitas
imunomodulator (Muthia dan Astuti, 2018). Pengujian aktivitas imunomodulator
yang dilakukan oleh Kusmardi dkk. (2007) menyebutkan bahwa secara
farmakologis ekstrak daun ketepeng cina (Cassia alata L.) dapat meningkatkan

aktivitas fagositosis dari sel makrofag.



Selain tanaman yang disebutkan di atas, tanaman dari keluarga
Zingiberaceae memiliki  potensi untuk dikembangkan sebagai agen
imunomodulator. Tanaman dari suku ini diketahui tersebar luas di daerah yang
memiliki iklim tropis seperti Asia. Masyarakat Asia Tenggara banyak
menggunakan tanaman dari suku Zingiberaceae sebagai bumbu masak dan obat-
obatan (Zahara dkk., 2018). Sedangkan oleh masyarakat Indonesia, tanaman dari
suku ini digunakan untuk mengatasi masalah pencernaan, demam, sakit
tenggorokan, bengkak, dan lainnya (Hidayah dkk., 2020).

Hasil dari penelitian yang dilakukan oleh Hidayah dkk. (2020) ditemukan
sebanyak 25 jurnal yang membahas tanaman dari suku Zingiberaceae yang
memiliki aktivitas sebagai imunosupresan dan imunostimulan, diantaranya yaitu
Curcuma kwangsiensis, Curcuma longa Linn (kunyit), dan Zingiber officinale
Roxb (jahe). Banyaknya komponen yang terkandung dalam tanaman tersebut
menyebabkan tanaman ini memiliki aktivitas sebagai imunosupresan dan
imunostimulan. Salah satu komponen penting dari genus curcuma yang berperan
dalam imunomodulator adalah senyawa kurkumin. Kurkumin telah banyak
dilaporkan untuk imunomodulasi yang kuat, antioksidan, antiinflamasi, dan
aktivitas antitumor (Yuandani dkk., 2021).

Salah satu tumbuhan dari genus Curcuma yang mengandung zat aktif
kurkumin adalah temu giring (Curcuma heyneana Valeton & Zijp). Pada
penelitian sebelumnya, telah dilaporkan bahwa konstituen utama C. heyneana
adalah kurkuminoid dan seskuiterpen (Diastuti dkk., 2014). Temu giring
merupakan tanaman khas asli Indonesia yang mengandung banyak senyawa
kimia, seperti minyak atsiri, saponin, flavonoid, tanin, amilum, lemak, damar, dan
zat warna kuning (Yustin dan Wijayanti, 2018). Pemanfaatan rimpang temu giring
sebagai komoditas tanaman obat memiliki kontribusi yang rendah, yaitu dibawah
5%, dibandingkan dengan rimpang kunyit yang memiliki kontribusi produksi
lebih besar, yaitu 18,82% (Jalil, 2019). Khasiat dari rimpang temu giring belum
banyak diteliti, sehingga dibutuhkan penelitian lebih lanjut terhadap potensi yang

dimilikinya.



Penelitian yang dilakukan oleh Rahmi (2011) menyebutkan bahwa
rimpang temu giring memiliki efek imunostimulan dengan meningkatkan respon
hipersensitivitas tipe lambat dan titer antibodi sel imun mencit jantan. Oleh sebab
itu, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian lebih lanjut terkait aktivitas
imunomodulator dari rimpang temu giring terhadap indeks fagositosis dan jumlah
sel leukosit mencit dengan metode bersihan karbon. Metode bersihan karbon
merupakan metode yang dilakukan dengan menginjeksikan karbon (sebagai
antigen) secara intravena untuk melihat kemampuan fagositosis dari sistem imun.
Adanya proses fagositosis yang dilakukan oleh sel-sel leukosit terutama monosit,
makrofag, dan neutrofil menyebabkan jumlah karbon dalam darah berkurang

seiring pertambahan waktu (Rahman dkk., 2016).

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini, yaitu:

1. Bagaimana nilai indeks fagositosis sel makrofag mencit yang diberi ekstrak
etanol rimpang temu giring pada metode pembersihan karbon dibandingkan
kelompok kontrol?

2. Bagaimana jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil darah tepi mencit yang
diberi ekstrak etanol rimpang temu giring pada metode pembersihan karbon

dibandingkan kelompok kontrol?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah di atas, penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui nilai indeks fagositosis sel makrofag mencit yang diberi ekstrak
etanol rimpang temu giring pada metode bersihan karbon dibandingkan
kelompok kontrol.

2. Mengetahui jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil darah tepi mencit yang
diberi ekstrak etanol rimpang temu giring pada metode bersihan karbon

dibandingkan kelompok kontrol.



1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Sebagai landasan penelitian lebih lanjut dan informasi ilmiah khususnya
dalam bidang kefarmasian mengenai potensi dari rimpang temu giring
sebagai imunomodulator dengan metode bersihan karbon.

2. Bermanfaat untuk mengetahui besarnya nilai aktivitas fagositosis sel
makrofag, jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil darah tepi pada mencit
yang diberi ekstrak etanol rimpang temu giring.

3. Memberikan informasi dan pengetahuan terkait pemanfaatan ekstrak etanol

rimpang temu giring sebagai imunomodulator kepada masyarakat.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Tumbuhan Temu Giring

Ada sebanyak 70 spesies yang dimiliki oleh marga Curcuma (Hendrian
dan Hadiah, 1999). Temu giring merupakan salah satu spesies dari marga ini yang
berpotensi untuk digunakan sebagai pengobatan (Backer dan Van Den Brink,
1968). Rimpang ini biasanya sering digunakan sebagai bahan baku dalam
pembuatan jamu (Salim dkk., 2017). Temu giring dikelompokkan dalam spesies
indigineous atau spesies asli Indonesia (Bos dkk., 2007). Berdasarkan Keputusan
Menteri Pertanian Nomor 511/Kpts/PD.310/2006, rimpang temu giring ditetapkan
sebagai bagian dari komoditas tanaman obat (Salim dkk., 2017). Selain itu,
rimpang ini juga terdaftar sebagai tanaman yang digunakan untuk obat tradisional
dalam buku "Pemanfaatan Tanaman Obat oleh Departemen Kesehatan RI Edisi III

Tahun 1983 (Tukiman, 2004).

2.1.1 Klasifikasi Tumbuhan

Berikut klasifikasi tumbuhan temu giring menurut Lianah (2019):

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Bangsa : Zingiberales

Suku : Zingiberaceae

Marga : Curcuma

Jenis : Curcuma heyneana Valeton & Zijp

2.1.2 Deskripsi Tumbuhan

Rimpang temu giring memiliki nama daerah temureng dan temupala
(Santoso, 2008). Rimpang ini disebut temu poh oleh penduduk Bali (Nuraeni dan
Yunilawati, 2012). Rimpang temu giring merupakan tanaman semusim dengan

tinggi dapat mencapai 1 meter, tegak, dan tumbuh berumpun (Syamsuhidayat dan



Hutapea, 1991). Rimpang temu giring dapat tumbuh pada ketinggian 200-750
meter di atas permukaan laut dengan curah hujan tahunan 1000-3.500 mm/tahun.
Rimpang temu giring membutuhkan kelembaban sedang dan penyinaran tinggi.
Tanah lotosol merah cokelat, tekstur lempung berkilat, dan lempung merah
merupakan tempat tumbuh yang tepat untuk rimpang ini (Santoso, 1998).
Perakarannya memiliki kedalaman 10-25 cm dari permukaan tanah. Derajat
keasaman (pH) dari rimpang ini antara 6-7. Agar dapat tumbuh, tingkat kesuburan
dari rimpang ini, yaitu sedang sampai tinggi. Rimpang ini banyak ditemukan di
daerah Jawa Timur (Mubhlisah, 1999).

Batang temu giring berbentuk bulat, semu, tegak, membentuk rimpang,
dan berwarna hijau kekuningan (Syamsuhidayat dan Hutapea, 1991). Daun dari
rimpang ini berupa daun tunggal dengan helai 3-8, ujung dan pangkal daun
runcing, tepi rata, pertulangan daun menyirip, dan berwarna hijau pucat. Bunga
rimpang ini tumbuh pada bagian samping batang semu. Dagingnya berwarna
kuning cerah dan berbau aromatis khas (Muhlisah, 1999). Gambar rimpang temu
giring (empu (A), entik (B), dan irisan temu giring yang berwarna kuning cerah

(C)) dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Rimpang temu giring (Sumber : Jalil, 2019).

2.1.3 Kandungan Fitokimia dan Manfaat

Pada penelitian sebelumnya telah dilaporkan bahwa konstituen utama
Curcuma heyneana adalah kurkuminoid dan seskuiterpen (Diastuti dkk., 2014).
Kurkumin merupakan bahan aktif utama dalam spesies Curcuma yang telah

banyak dilaporkan untuk imunomodulasi yang kuat, antioksidan, antiinflamasi,



dan aktivitas antitumor (Yuandani dkk., 2021). Selain itu, rimpang temu giring
juga mengandung banyak senyawa kimia, seperti minyak atsiri (0,8-3%), saponin,
flavonoid, tanin, amilum, lemak, damar, dan zat warna kuning (Yustin dan
Wijayanti, 2018). Kandungan minyak atsiri dari rimpang ini dimanfaatkan sebagai
bumbu masak, bahan baku pembuatan kosmetik dan obat-obatan (Syamsuhidayat
dan Hutapea, 1991; Kemendag, 2014). Pada bidang farmasi, senyawa saponin
digunakan sebagai antibiotik, antijamur, dan antitumor (Nur dkk., 2019).
Sedangkan senyawa flavonoid digunakan untuk memperbaiki sel yang rusak
akibat radikal bebas (Jalil, 2019).

Senyawa lain yang terkandung di dalam temu giring adalah senyawa
fenolik (Yustin dan Wijayanti, 2018). Senyawa fenolik diketahui memiliki
aktivitas antioksidan, antikanker, antimikroba, dan lain-lain. Selain itu, kandungan
piperazin sitrat dari rimpang temu giring dimanfaatkan sebagai obat cacing karena
dapat menangkal serangan cacing gelang (Ascaris) (Jalil, 2019). Distilasi uap air
dari rimpang temu giring menghasilkan komponen kimia, yaitu acetophenone
sebanyak 18,93%; camphene sebanyak 8,39%; camphor sebanyak 17,89%; dan
sisanya berupa aguaiene, curzerene, curzerenone, germacrone, [-elemene, dan
1,8-cineole (Nuraeni dan Yunilawati, 2012). Senyawa yang berhasil diisolasi
diantaranya adalah heyneanone A dan C; aerugidiol; procurcumenol; zerumin A;
4,10-epizedoarondiol; 15,16-bisnorlabda-8; dan [/-dien-13-one (Saifudin dkk.,
2013).

2.1.4 Penelitian Terdahulu

Aktivitas  antidiabetes, antiaging, antibakteri, antiinflamasi dan
antihiperlipidemia telah dilaporkan dari rimpang temu giring (Aprilliani dkk.,
2019). Ekspresi iNOS dan kadar NO pada sel beta pankreas tikus DM mengalami
penurunan setelah pemberian ekstrak etanol rimpang temu giring (Lukiati dkk.,
2012). Penghambatan mediator inflamasi dan penghambatan fosforilasi MAPKs
dan IKK untuk mencegah aktivasi NF-xB menunjukkan aktivitas antiinflamasi
senyawa Zedoarondiol yang diisolasi dari rimpang temu giring (Cho dkk., 2009).

Aktivitas antioksidan dengan nilai ICsy sebesar 3,49 ppm juga dilaporkan dengan



pemberian sari temu giring yang terfermentasi (Yustin dan Wijayanti, 2018). Pada
penelitian yang lain menunjukkan bahwa senyawa yang terkandung dalam
rimpang temu giring memiliki aktivitas anti-penuaan yang kuat. Hal tersebut
diketahui karena ekstrak etanol rimpang temu giring dapat memperbaiki
kerusakan spesimen kulit tikus yang telah dipaparkan sinar UV, sehingga ekstrak
ini dijadikan sebagai kandidat obat anti-penuaan atau phyto-cosmeceutical
(Kusumawati dkk., 2018).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Diastuti dkk. (2014) telah mengisolasi
tiga senyawa seskuiterpen dari rimpang temu giring, yaitu germakron,
dehidrokurdion, dan 1(10),4(5)-diepoksigermakron. Ketiga senyawa tersebut diuji
aktivitas antibakterinya dengan melihat nilai MIC dan MBC. Aktivitas tertinggi
terhadap B. subtilis dengan nilai MIC dan MBC 31,2 pg/mL ditunjukkan oleh
senyawa dehidrokurdion dan aktivitas tertinggi terhadap P. aeruginosa dengan
nilai MIC 15,6 pg/mL dan MBC 31,2 pg/mL ditunjukkan oleh senyawa
germakron (Diastuti dkk., 2014). Aktivitas antibakteri juga ditujukkan oleh
rimpang temu giring terhadap bakteri Candida albicans, Staphylococcus aureus,
dan Escherichia coli (Adila dkk., 2013).

Efek tonikum terhadap mencit jantan telah dilaporkan pada rimpang temu
giring dosis 100 mg/kgBB. Efek tonikum dapat menstimulasi perbaikan pada sel-
sel otot tonus dan memperkuat semua sistem organ (Wiyanti dan Endrawati,
2017). Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh Apriliani dkk. (2019)
disebutkan bahwa dosis 10, 20, dan 40 mg/kgBB dari ekstrak etanol temu giring
dapat melindungi kenaikan kadar trigliserida sebesar 122,2 %, 143,3 % dan 171,7
%. Kemampuan proteksi pada dosis 40 mg/kgBB memberikan hasil yang sama

dengan kontrol positif gemfibrozil (Aprilliani dkk., 2019).

2.2 Sistem Imun
Sistem imun didefinisikan sebagai sistem biologis terkoordinasi yang
bertujuan untuk melindungi individu serta mencegah invasi organisme dan zat

berbahaya di lingkungan yang dapat merusaknya (Munasir, 2016). Sistem imun
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dapat membedakan jaringan normal dengan antigen seperti bakteri, virus, parasit,
dan cacing (Sudiono, 2014). Namun, pada kondisi patologis tertentu, sistem imun
akan membentuk zat anti terhadap jaringan tubuhnya sendiri karena tidak dapat

membedakan antara dirinya sendiri dengan antigen (Kresno, 2001).

2.3 Respon Imun

Pada saat antigen masuk ke dalam tubuh, maka tubuh akan memberikan
respon terhadap antigen tersebut sebagai bentuk untuk melakukan perlindungan
diri. Respon tersebut dibagi menjadi dua, respon imun alami/non-spesifik dan
respon imun adaptif/spesifik. Respon dari sistem imun ini akan menghasilkan
interaksi antara satu komponen dengan komponen lain membentuk suatu aktivitas
biologis yang serasi dan seirama dan berlangsung secara bersama-sama (Roit,
1989). Respon lini pertama tubuh terhadap adanya zat asing dikenal sebagai
respon imun alami/non-spesifik. Sedangkan respon imun adaptif/spesifik memiliki
kemampuan dalam mengingat kembali (memori) sehingga dapat memberikan
respon yang lebih efektif pada invasi selanjutnya (Getz, 2005). Sel-sel yang

terlibat dalam respon imun alami dan adaptif tercantum pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Jenis sel yang terlibat dalam respon imun bawaan dan adaptif
(Sumber : (Jantan dkk., 2015)).
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2.3.1 Respon Imun Alami/Innate/Non-spesifik

Respon imun alami merupakan respon tubuh yang sudah ada sejak lahir
dan siap untuk melindungi tubuh terhadap adanya zat asing yang masuk. Respon
imun ini meliputi pertahanan fisik/mekanik, pertahanan biokimia, pertahanan
humoral, dan pertahanan seluler. Respon ini menjadi pertahanan lini pertama
tubuh dalam menghadapi serangan mikroba dan patogen asing dengan cara
memberikan respon secara langsung dan dengan cepat memusnahkannya. Respon
ini akan ditingkatkan oleh adanya infeksi, misalnya selama fase akut penyakit,
maka jumlah sel leukosit juga akan meningkat. Adanya rangkaian kompleks dari
peristiwa selular dan molekular dapat memediasi respon imun innate/bawaan
termasuk fagositosis, inflamasi, aktivasi komplemen, dan sel natural killer (sel
NK) (Sudiono, 2014).

Fagositosis merupakan proses penghacuran antigen sebagai upaya
pertahanan diri oleh tubuh. Peranan penting dalam proses fagositosis dilakukan
oleh sel monosit, makrofag, dan neutrofil. Proses pertama sebelum terjadinya
peristiwa fagositosis, yaitu pelekatan antigen pada permukaan sel fagosit. Antigen
tersebut akan melepaskan zat atau mediator tertentu yang dapat memediasi faktor
leukotaktik atau kemotaktik sehingga dapat mendorong sel-sel fagosit bergerak
menuju tempat keberadaan antigen (Suardana, 2017). Selain faktor leukotaktik
atau kemotaktik, antigen juga perlu mengalami opsonisasi terlebih dahulu agar
lebih mudah ditangkap oleh sel fagosit. Opsonisasi merupakan proses pelapisan
antigen dengan immunoglobulin atau komplemen (C3b). Kemudian antigen
tersebut secara endositosis akan masuk ke dalam sel dan akan terperangkap dalam
kantong fagosom, kemudiaan antigen akan dihancurkan di dalam fagosit dengan
proses oksidasi-reduksi maupun oleh derajat keasaman atau dengan penyatuan
fagosom dan lisosom sehingga membentuk fagolisosom yang mengandung enzim

lisozim yang digunakan untuk menghancurkan partikel tersebut (Kresno, 2001).

2.3.2 Respon Imun Adaptif/Spesifik
Respon imun adaptif timbul akibat tubuh pernah terpapar oleh antigen

sebelumnya. Antigen akan diproses sedemikian rupa sehingga dapat dikenali dan
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terjadi interaksi dengan sel imun, dimulai dengan adanya aktivitas makrofag atau
antigen precenting cell (APC). Setelah antigen dikenali, sel sistem imun tersebut
akan mengalami proliferasi dan diferensiasi sehingga menjadi sel imun yang dapat
berkompetisi secara imunologis dan bereaksi dengan antigen (Bellanti, 1985).
Antigen yang pernah terpapar sebelumnya dapat dikenali kembali oleh respon
imun adaptif, sehingga saat terjadi paparan selanjutnya oleh antigen yang sama,
respon ini akan meningkatkan efektifitas mekanisme pertahanan tubuh. Sel yang
memainkan peranan penting pada respon imun ini adalah limfosit. Sel limfosit
memiliki sel memori yang dapat mengenali setiap antigen yang masuk ke dalam
tubuh. Limfosit secara umum diklasifikasikan menjadi dua, yaitu limfosit T dan
limfosit B. Sel induk limfosit T dan limfosit B berasal dari sel yang sama, yaitu

sumsum tulang belakang (Subowo, 2009).

2.4 Tinjauan Tentang Leukosit

Leukosit adalah sel dari sistem kekebalan yang terlibat dalam berbagai
proses biologis yang berkaitan dengan gangguan dan penyakit organ yang
signifikan (Crane dkk., 2003). Leukosit merupakan pertahanan utama tubuh dalam
melawan penyakit, melindungi terhadap kerusakan dari patogen, dan
menghilangkan sel-sel yang rusak (Glenn dan Armstrong, 2019). Sel ini berfungsi
sebagai pertahanan alami tubuh terhadap cedera dan penyakit (Patel dan Mishra,
2015). Produksi sel leukosit akan meningkat selama proses inflamasi. Nilai
normal leukosit pada hewan coba mencit, berkisar dari 2x10° - 10x10° /mm’
(O’Connell dkk., 2015). Berdasarkan ada tidaknya granula sitoplasmik, leukosit
diklasifikasikan menjadi granulosit dan agranulosit. Neutrofil, eosinofil, dan
basofil merupakan subset dari granulosit. Sedangkan monosit dan limfosit
termasuk subset nongranulosit atau agranulosit (Flaherty, 2012). Sumsum tulang

dan komponen darah putih dapat dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Sumsum tulang dan komponen darah (Patel dan Mishra, 2015)

2.4.1 Granulosit

Granulosit merupakan leukosit yang mengandung butiran sitoplasma yang
mudah diwarnai dan terlihat pada mikroskop (Glenn dan Armstrong, 2019).
Granulosit dibedakan berdasarkan sifat pewarnaan pada granulnya. Sel yang
menarik pewarna asam seperti eosin disebut eosinofil, sel yang menarik pewarna
dasar seperti hematoksilin disebut basofil, dan sel yang tidak menarik keduanya
disebut neutrofil. Ketiga sel ini memiliki peran penting dalam sistem pertahanan

tubuh (Tizard, 2018).

a. Basofil

Basofil merupakan leukosit yang bersirkulasi kurang dari 1%. Basofil
memiliki inti multi-lobus, heterokromatik, dan mudah diwarnai dengan pewarna
asam atau basofilik. Basofil merupakan sel efektor utama dalam reaksi alergi kulit
dan penghentian infeksi cacing (Flaherty, 2012). Cara kerja utama basofil adalah
bermigrasi ke tempat cedera dan melepaskan histamin dan heparin. (Ashton,
2010). Basofil berukuran 10-14 pym dengan dua lobus yang dihubungkan oleh
filamen tipis tanpa kromatin. Lobus tersebut seringkali berbentuk S dan ditutupi
granul (Rodak dan Carr, 2017). Gambaran sel basofil dapat dilihat pada Gambar
24.
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Gambar 2.4 Basofil dengan inti yang tidak jelas (A) dan Struktur internal basofil
ditunjukkan dalam mikrograf elektron (B) (Sumber: Rodak, dkk., 2007 dan
Rodak dan Carr, 2017).

b. Eosinofil

Eosinofil menyumbang 2-4% dari leukosit yang bersirkulasi. Ukurannya
mirip dengan neutrofil dan dikenali sebagai nukleus berlobus ganda dan granul
merah yang banyak. Eosinofil akan menelan bakteri yang ditandai antibodi dan
puing-puing sel, tetapi bentuk utama serangan mereka terhadap benda asing
adalah pelepasan senyawa beracun seperti oksida nitrat dan enzim sitotoksik
(Ashton, 2010). Eosinofil berespon terhadap alergen yang bersirkulasi dan dapat
meningkat jumlahnya selama reaksi alergi. Eosinofil dapat megurangi keparahan
reaksi alergi dengan memfagosit kompleks imun dengan antigen dan
menonaktifkan beberapa bahan kimia inflamasi (Glenn dan Armstrong, 2019).

Gambaran sel eosinofil dapat dilihat pada Gambar 2.5
4 [ & . 1 . RS

Gambar 2.5 Struktur internal granula eosinofil ditunjukkan dalam mikrograf elektron (A)
dan eosinofil dalam hapusan darah (B) (Sumber: Rodak, dkk., 2007 dan
Rodak dan Carr, 2017).

c. Neutrofil

Sebanyak 50-70% dari leukosit darah tepi adalah neutrofil polimorfonuklear
(PMN). Ukuran neutrofil kira-kira dua kali lebih besar dari eritrosit (Glenn dan
Armstrong, 2019). Sel ini memiliki diameter sekitar 10 hingga 20 um. Granula
dari sel ini tampak tipis (pucat) (Rodak dan Carr, 2017). Mencerna dan
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menghancurkan antigen yang masuk merupakan fungsi utama sel neutrofil. PMN
memiliki nukleus multilobus (Flaherty, 2012). Gambaran sel neutrofil dapat

dilihat pada Gambar 2.6

~

Gambar 2.6 Neutrofil polimorfonuklear (PMN) dalam hapusan darah (A) dan Skema
leukosit polimorfonuklear dengan nukleus multilobus (B) (Sumber: Rodak,
dkk., 2007 dan Rodak dan Carr, 2017).

Neutrofil adalah sel fagosit yang membentuk garis pertahanan pertama tubuh
dalam melawan infeksi bakteri. Sel ini sangat mobile dan pada infeksi bakteri, sel
ini akan bermigrasi melalui endotel kapiler, tertarik ke tempat respon inflamasi
oleh zat kemotaktik dari jaringan yang rusak. Neutrofil mengandung granula,
beberapa di antaranya mengandung enzim hidrolitik yang dikenal sebagai
lisosom. Butiran lain mengandung protein yang disebut defensin yang akan
membentuk lubang besar di membran sel bakteri, jamur, dan beberapa virus
sehingga membantu penghancuran sel tersebut (Glenn dan Armstrong, 2019).

Fagositosis bakteri dikaitkan dengan peningkatan laju metabolisme neutrofil,
menghasilkan hidrogen peroksida dan anion superoksida yang dapat membunuh
bakteri. Neutrofil melepaskan prostaglandin yang dapat meningkatkan
permeabilitas kapiler dan menyebabkan peradangan, sehingga membatasi
penyebaran infeksi. Leukotrien juga disekresi oleh sel ini untuk menarik fagosit
lain ke tempat infeksi (Ashton, 2010). Neutrofil memiliki masa hidup yang
pendek sekitar 10 jam, tetapi ketika mereka secara aktif menelan bakteri, ini dapat
dipersingkat menjadi hanya 30 menit. Kematian neutrofil dalam jumlah besar
membentuk nekrosis purulen (nanah) (Glenn dan Armstrong, 2019). Jumlah
neutrofil dalam darah dapat menunjukkan tingkat infeksi yang dialami seseorang.
Persentase jumlah neutrofil normal pada mencit berkisar 20-30% (O'Connell dkk.,

2015).
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2.4.2 Agranulosit

Agranulosit merupakan leukosit yang tidak memiliki butiran (granula) pada
sitoplasmanya. Agranulosit dibedakan menjadi dua, yaitu limfosit dan monosit.
Limfosit kemudian dibagi lagi menjadi limfosit B (sel B) dan limfosit T (sel T)
(Scott dan Fong, 2017).

a. Limfosit

Limfosit menyumbang 20-45% dari sel darah putih yang bersirkulasi.
Limfosit memiliki waktu paruh beberapa minggu hingga tahun. Berdasarkan
ukuran dan pola pewarnaan, limfosit dibedakan menjadi 2 macam, yaitu limfosit
kecil dan limfosit granular besar. Limfosit granular besar (LGL) berfungsi sebagai
sel natural killer yang dapat menginduksi terjadinya apoptosis pada sel yang
terinfeksi virus dan sel tumor (Flaherty, 2012). Limfosit bertanggung jawab atas
respon pertahanan spesifik terhadap infeksi yang dikenal sebagai imunitas.
Limfosit dapat dibagi menjadi tiga jenis, yaitu sel B, sel T dan sel natural killer

(NK) (Ashton, 2010). Gambaran sel limfosit dapat dilihat pada Gambar 2.7

1) (2 2l

Gambar 2.7 Limfosit kecil (1), Limfosit granular besar (LGL) (2), Mikrograf elektron
limfosit (3) (Sumber: Rodak, dkk., 2007 dan Rodak dan Carr, 2017).

Limfosit B (sel B) berperan dalam menghasilkan antibodi setelah bertemu
antigen tertentu. Sel ini kemudian mengikat antigen dan memicu sel asing untuk
proses fagositosis. Ketika limfosit B yang belum matang bertemu dengan antigen
yang dikenalinya, maka sel tersebut akan menelan antigen. Molekul kompleks
histokompatibilitas utama (MHC) II yang hadir di permukaan sel B kemudian
menyajikan fragmen antigen yang tertelan. Sel ini kemudian harus bergabung
dengan sel Th tipe 2 yang cocok untuk menyelesaikan pematangan dan menjadi

sel B yang memproduksi antibodi (Glenn dan Armstrong, 2019).



17

Limfosit T (sel T) bertanggung jawab atas imunitas utama terhadap infeksi
virus dan jamur, serta berperan dalam reaksi hipersensitivitas tertunda dan
penolakan transplantasi. Antigen dapat disajikan ke sel T oleh makrofag dan sel
dendritik dengan mengaktifkan produksi sitokin. Sel T menghasilkan diferensiasi
sub-kelas yang berbeda, yaitu sel CD4+ dan CD8+ (Glenn dan Armstrong, 2019).
Sel CD8+ adalah sel T sitotoksik (sel Tc) yang bertugas untuk mengoordinasikan
imunitas yang diperantarai sel dengan bermigrasi ke tempat invasi sel asing dan
menyerang sel bersama dengan sel leukosit lain. Sel T helper CD4+ (sel Th)
berdiferensiasi menjadi dua jenis sel. Sel Th-1 mengaktifkan makrofag untuk
menghancurkan organisme intraseluler dan sel Th-2 menghasilkan antibodi
dengan mengaktifkan sel B. Sel T supresor (sel Ts) menghambat aktivasi sel T
dan sel B, serta memoderasi respon imun (Ashton, 2010)

Kelas ketiga limfosit adalah sel natural killer (sel NK), yang bertanggung
jawab untuk surveilans imunologi jaringan normal. Sel NK akan mengenali dan
menyerang antigen asing apa pun pada membran apa pun sehingga mereka
bertindak cepat dan tidak spesifik (Glenn dan Armstrong, 2019). Sel NK
menyekresi perforin dan enzim litik lainnya untuk menginduksi terjadinya lisis
spontan pada sel terinfeksi virus dan tumor. Selain itu, sel NK dapat menginduksi
ADCC (antibody-dependent cell mediatedcytotoxicity) pada sel target dengan cara
mengikatnya pada bagian Fc antibodi (Sudiono, 2014).

b. Monosit

Monosit terbentuk di sumsum tulang dan limpa. Monosit lebih besar dari sel
darah putih lainnya dan lebih besar dari eritrosit (diameter 15 m). Sel ini
menyumbang 2-8% dari jumlah total leukosit. Monosit dapat dibedakan dengan
nukleusnya yang berbentuk oval atau ginjal (Ashton, 2010). Sel ini berperan
dalam proses fagositosis. Monosit dapat menjadi makrofag jaringan atau histiosit
dengan cara meninggalkan aliran darah dan menempel pada jaringan. Selama
inflamasi, makrofag membantu menutup dan mengisolasi area yang terinfeksi
(Scott dan Fong, 2017). Monosit dapat mendegradasi bahan asing dan

menyajikannya ke limfosit sebagai bagian dari respon imun. Monosit
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menghasilkan metabolit oksigen reaktif dan nekrosis tumor faktor (TNF) yang
memiliki aktivitas tumorisidal (Flaherty, 2012). Dalam sirkulasi (24 jam), monosit
hanya menghabiskan waktu singkat sebelum memasuki jaringan dan
berdiferensiasi menjadi makrofag. Makrofag dapat menelan benda-benda besar
dan sangat penting dalam pertahanan terhadap virus, parasit dan infeksi kronis.
Selama fagositosis, mereka melepaskan sinyal yang menarik neutrofil dan
monosit, serta makrofag lainnya. Mereka juga menarik fibroblas sehingga
menghasilkan jaringan parut untuk mengisolasi area yang terluka (Glenn dan

Armstrong, 2019). Gambaran sel monosit dapat dilihat pada Gambar 2.8.

Gambar 2.8 Monosit dengan nukleus yang berbentuk oval atau ginjal (Sumber: Roitt,
dkk., 2006)

2.5 Imunomodulator

Imunomodulator adalah zat yang dapat bertindak sebagai imunostimulan
maupun imunosupresan. Zat ini menstimulasi mekanisme pertahanan alamiah dan
adaptif dengan cara memodifikasi respon imun di dalam tubuh (Martinus dkk.,
2019). Pada organisme yang sehat, sistem kekebalan berfungsi untuk
mempertahankan homeostasis di dalam tubuh. Fungsi dan efisiensi sistem imun
dipengaruhi oleh berbagai faktor eksogen dan endogen yang mengakibatkan
imunosupresi atau imunostimulasi (Puri dkk., 1994; Jantan dkk., 2015). Peristiwa
seluler seperti apoptosis, sintesis protein, presentasi antigen, penargetan berbagai
faktor transkripsi dan mediator imun dapat dimodulasi oleh adanya
imunomodulator (Nair dkk., 2018). Imunomodulator umumnya dikategorikan ke
dalam imunoadjuvant, imunostimulan, dan imunosupresan dalam praktik klinis

(Jantan dkk., 2015).
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2.5.1 Imunoadjuvant

Agen-agen ini digunakan untuk meningkatkan kemanjuran vaksin dan oleh
karena itu, dapat dianggap sebagai stimulan imun spesifik. Contoh dalam hal ini
adalah adjuvant Freund. Imunoadjuvant menjanjikan sebagai modulator respon
imun yang sebenarnya dan telah diusulkan untuk mengeksploitasi respon imun
untuk memilih antara respon imun seluler dan humoral, Thl (sel T1 helper) dan
Th2 (sel T2 helper) imunoprotektif dan imunodestruktif, serta jenis respon imun
reagen (IgE) versus imunoglobin G (IgG), yang tampaknya akan menjadi

tantangan nyata bagi perancang vaksin (Saroj dkk., 2012).

2.5.2 Imunostimulan

Imunostimulator atau imunostimulan merupakan senyawa yang dapat
mengaktifkan atau menginduksi mediator atau komponen sistem kekebalan.
Senyawa-senyawa tersebut diharapkan dapat meningkatkan daya tahan tubuh
terhadap infeksi karena secara inheren bersifat nonspesifik. Respon imun bawaan
dan respon imun adaptif merupakan hasil manifestasi dari agen ini. Sebagai agen
profilaksis dan promotor, imunostimulan diharapkan dapat berfungsi sebagai
imunopotensiator dengan meningkatkan respon imun pada individu sehat, dan
sebagai agen imunoterapi pada individu dengan gangguan respon imun (Saroj
dkk., 2012). Obat-obatan yang berfungsi sebagai imunostimulan, yaitu

levamisole, isoprinosin, dan simetidin (Martinus dkk., 2019).

2.5.3 Imunosupresan

Imunosupresor atau imunosupresan adalah agen yang digunakan untuk
menurunkan respon imun yang berlebihan. Imunosupresan bekerja dengan
memusnahkan sel T dan menghambat transkripsi dari sitokin. Kegunaan dari
senyawa ini secara klinis terutama untuk mengatasi penyakit autoimun, reaksi
penolakan transplantasi organ, penyakit inflamasi yang menimbulkan kerusakan
jaringan. Obat imunosupresan digunakan pada penyakit autoimun dan pasien yang

akan menjalani transplantasi karena kemampuannya untuk menekan respon imun
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(Nafrialdi, 2007). Contoh obat imunosupresan, yaitu siklofosfamid dan azatioprin

(Slobbe, 2012).

2.6 Metode Pengujian Efek Imunomodulator

Model praklinis studi imunomodulator merupakan bagian yang tidak
terpisahkan dalam proses penemuan dan pengembangan obat. Model praklinis
studi imunomodulator yang sering digunakan, yaitu model murine termasuk
respon antibodi humoral (HA), respon hipersensitivitas tipe tertunda, fagositosis
makrofag dengan metode pembersihan karbon, efek pada jumlah leukosit total,

dan studi mobilisasi leukosit (Ganeshpurkar dan Saluja, 2017).

2.6.1 Fagositosis Makrofag dengan Metode Bersihan Karbon

Uji pembersihan karbon dilakukan untuk melihat kemampuan sel-sel
fagosit dalam memfagositosis partikel karbon. Sel tersebut termasuk dalam respon
imun bawaan atau non spesifik. Hasil yang diperoleh dari metode ini, yaitu
kecepatan pembersihan senyawa karbon oleh sistem retokuloendotelial (Wagner
dan Jurcic, 1991). Uji bersihan karbon mengevaluasi efek obat dan fitokonstituen
dari sistem retikuloendotelial (RES). RES terdiri dari sel-sel fagosit. Setelah
partikel karbon koloid diinjeksikan ke dalam darah secara intravena, karbon
tersebut akan dieliminasi oleh RES melalui proses fagositosis. Proses tersebut
mencakup 'opsonisasi' partikel asing oleh antibodi dan komplemen C3b sehingga
menghasilkan pembersihan benda asing dari darah. Dengan demikian,
penghapusan cepat partikel karbon telah dikaitkan dengan peningkatan aktivitas
fagositosis (Ganeshpurkar dan Saluja, 2017).

Uji pembersihan karbon dilakukan dengan menginjeksikan suspensi
karbon pada hewan coba secara intravena. Nilai indeks fagositosis diperoleh dari
hasil kecepatan bersihan karbon pada hewan coba yang diberikan sediaan uji yang
dibandingkan dengan kecepatan bersihan karbon pada hewan coba kelompok
kontrol. Nilai indeks fagositosis antara 1,0-1,2 menunjukkan bahwa sediaan uji

tidak memiliki aktivitas imunostimulan, aktivitas imunostimulan sedang
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ditunjukkan dengan nilai indeks fagositosis antara 1,3-1,5, dan aktivitas
imunostimulan yang kuat pada sediaan uji ditunjukkan dengan nilai indeks

fagositosis lebih dari 1,5 (Wagner dan Jurcic, 1991).

2.6.2 Perhitungan Jumlah dan Jenis Leukosit

Metode pembersihan karbon dan menghitung persentase sel leukosit
dilakukan untuk melihat aktivitas dari respon imun non spesifik (Rahman dkk.,
2016). Adanya peristiwa fagositosis oleh sel-sel leukosit terutama neutrofil,
monosit, makrofag, dan eosinofil menyebabkan jumlah karbon dalam darah akan
berkurang seiring pertambahan waktu (Baratawidjaya, 2006). Peningkatan nilai
sel neutrofil, monosit dan sel limfosit merupakan salah satu parameter aktivitas
imunomodulator (Aldi dkk., 2019). Sampel darah untuk perhitungan jumlah
maupun jenis leukosit dapat diambil melalui pembuluh vena mencit yang terdapat
di berbagai tempat, yaitu sinus orbital, ekor, maupun vena jugular (Parasuraman
dkk., 2010). Darah dari ekor tersebut kemudian diratakan menjadi hapusan darah.
Hapusan darah diamati dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x dan
dihitung jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil (Roseno dkk., 2019). Hapusan
darah tersebut dihitung hingga mencapai 100 leukosit, dari 100 leukosit tersebut
dihitung sel limfosit dan neutrofil dalam bentuk persen (Colville dan Bassert,

2016).

2.7 Tinjauan Obat Stimuno

Stimuno merupakan salah satu produk herbal yang telah terbukti secara
klinik berkhasiat untuk memelihara atau memperbaiki sistem imun
(immunomodulator). Kandungan yang terdapat di dalam kapsul stimuno adalah
ekstrak meniran (Phyllanthus niruri). Komposisi dari obat ini, yaitu tiap
kapsulnya mengandung 50 mg Phyllanthus niruri herba (BPOM, 2020). Meniran
memiliki beberapa senyawa bioaktif seperti lignan, phyllanthin, hypophyllanthin,
flavonoid, glikosida, tanin, alkaloid, ellagitannin, triterpen, fenil propanoid,

steroid, asam risinolat, nirurisida dan phyltetralin. Sebagai obat tradisional,
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meniran digunakan untuk mengobati hipertensi, kasus diuretik, batu ginjal,
penyakit hati, dan hipoglikemik serta sebagai antiinflamasi, anti tumor, dan
antioksidan (Narendra dkk., 2012).

Semua penelitian menggambarkan kemanjuran klinis Phyllanthus niruri
sebagai imunomodulator melalui aktivasi dan augmentasi sistem kekebalan
seluler. Secara khusus, Phyllanthus niruri mengaktifkan neutrofil, makrofag atau
monosit, serta limfosit T dan B. Hasil tersebut sangat menunjukkan bahwa P.
niruri mempengaruhi reaksi pertahanan tubuh kita yang melibatkan sistem
kekebalan seluler terhadap patogen asing. Dalam semua penelitian yang
diterbitkan selama dua dekade terakhir, tidak ada tanda-tanda toksisitas atau reaksi
merugikan yang serius dari P. niruri. Oleh karena itu, Phyllanthus niruri saat ini
mulai populer di banyak negara sebagai obat herbal yang efektif dan aman untuk

berbagai penyakit menular (Tjandrawinata dkk., 2017).



BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian true experimental laboratories
yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol rimpang
temu giring (Curcuma heyneana Valeton & Zijp) terhadap indeks fagositosis dan
jumlah sel leukosit mencit dengan metode bersihan karbon. Pada penelitian ini
dilakukan perbandingan antara kelompok uji yang diberi perlakuan menggunakan
ekstrak etanol rimpang temu giring dengan kelompok kontrol negatif yang diberi
CMC-Na dan kelompok kontrol positif yang diberi fitofarmaka Stimuno Forte®

yang berisi ekstrak meniran (Phyllanthus niruri).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi

Universitas Jember dan dimulai pada bulan Juli 2021.

3.3 Bahan dan Alat Penelitian
3.3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini, yaitu ekstrak etanol rimpang
temu giring (Curcuma heyneana Valeton & Zijp), CMC-Na, Stimuno Forte®
kapsul, NaEDTA (teknis), metanol (teknis), asam asetat 1%, NaCl fisiologis,
xylol, aquadest, tinta karbon (Pelikan B-17), minyak imersi (teknis), dan pewarna

giemsa (Merck).

3.3.2 Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini, yaitu spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu), mikroskop cahaya (Olympus BX53-T), vortex mixer (Benchmark),

neraca analitik digital (Ohaus Pioneer), timbangan hewan (Ohaus), seperangkat
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alat gelas (Pyrex), kandang mecit serta alat makan dan minum, jarum sonde

mencit, plat tetes, spuit injeksi dan needle 32s, serta object dan cover glass.

3.4 Hewan Uji
Pada penelitian ini, hewan uji yang digunakan adalah mencit strain Balb/C
dengan jenis kelamin jantan yang diperoleh dari Laboratorium Farmakologi
Fakultas Farmasi Universitas Jember. Mencit yang digunakan yaitu mencit yang
berusia 2-3 bulan dengan berat badan 20-30 gram. Mencit tersebut kemudian
dibagi menjadi lima kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif, kontrol positif,
dan 3 kelompok uji. Mencit yang digunakan harus dalam keadaan sehat dan tidak
ada kelainan yang tampak pada bagian tubuhnya. Jumlah hewan uji yang
digunakan pada penelitian ini dihitung menggunakan rumus Federer (Kusumna
dkk., 2016), yaitu:
(n-1) (t-1) B 1. L R N (Rumus 3.1)
(n-1) (5-1) =15
(n-1) (4) >15
n-1 >3)75
n >475>5
Keterangan: n = Besarnya sampel tiap kelompok

t = Banyaknya kelompok

Hasil perhitungan tersebut menunjukkan jumlah minimal hewan uji yang
akan digunakan pada penelitian. Jadi, jumlah hewan uji yang digunakan dalam
penelitian ini, yaitu sebanyak 5 ekor pada masing-masing kelompok perlakuan,

maka total membutuhkan sebanyak 25 ekor mencit strain BALB/c.
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3.5 Rancangan Penelitian
Rancangan Penelitian ini menggunakan Posttest with Control Group Design dengan mengukur indeks fagositosis dan jumlah
leukosit sesudah diberi perlakuan. Rancangan penelitian ini dibagi menjadi kelompok kontrol dan kelompok uji seperti yang dapat

dilihat Gambar 3.1.

KN
KP
R
AB IF
p S Sl KU 1 TK D <
L
> KU 2
> KU 3

Gambar 3.1 Skema Rancangan Penelitian
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Keterangan:

P : Populasi mencit
R : Randomisasi

S : Sampel

KN : Kelompok kontrol negatif dengan pemberian CMCNa 1%
KP : Kelompok kontrol positif dengan pemberian Stimuno 6,5 mg/kgBB

KU1 : Kelompok uji 1 dengan pemberian ekstrak rimpang temu giring dosis

125 mg/kgBB

KU 2 : Kelompok uji 2 dengan pemberian ekstrak rimpang temu giring dosis

250 mg/kgBB

KU 3 : Kelompok uji 3 dengan pemberian ekstrak rimpang temu giring dosis

500 mg/kgBB

TK  :Penyuntikan suspensi karbon secara intravena pada bagian ekor mencit
D : Pengambilan darah pada ekor mencit

AB  :Pengukuran absorbansi dengan Spektrofotometri UV-Vis

IF : Perhitungan indeks fagositosis

JL : Perhitungan jumlah leukosit dengan Mikroskop Cahaya

3.6 Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini berupa dosis ekstrak etanol rimpang

temu giring, yaitu 125 mg/kgBB, 250 mg/kgBB, dan 500 mg/kgBB.

3.6.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini, yaitu indeks fagositosis dan jumlah

leukosit darah.
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3.6.3 Variabel Kontrol
Pada penelitian ini yang termasuk variabel kontrol adalah kriteria hewan
uji, waktu perlakuan pada hewan uji, dan jumlah injeksi tinta karbon yang

diberikan secara intravena.

3.7 Definisi Operasional
Definisi operasional dari variabel yang digunakan pada penelitian ini adalah
sebagai berikut:

1. Metode bersihan karbon dilakukan untuk menguji  aktivitas
imunomodulator. Metode tersebut digunakan untuk mengukur aktivitas
fagositosis oleh sel makrofag dalam mengeliminasi karbon dari aliran darah.
Tingkat bersihan karbon dilihat dari konstanta dan indeks fagositosis yang
diperoleh dari pengukuran absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis.

2. Aktivitas ekstrak etanol rimpang temu giring sebagai imunostimulan dilihat
dari peningkatan konstanta dan indeks fagositosis, serta jumlah leukosit
pada mencit.

3. Konstanta fagositosis digunakan sebagai parameter untuk menentukan
kecepatan proses fagositosis (Aldi dkk., 2014).

4. Indeks fagositosis digunakan untuk melihat besarnya nilai aktivitas
fagosistosis oleh sel-sel fagosit dalam mengeliminasi partikel karbon yang

bertindak sebagai antigen (Aldi dkk., 2014).

3.8 Prosedur Penelitian
Pengujian yang dilakukan pada penelitian ini sesuai dengan ketentuan
komisi etik penelitian kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.
Sertifikat kelayakan etik dapat dilihat pada Lampiran 3.1.
3.8.1 Penyiapan Hewan Uji
Mencit diadaptasikan terlebih dahulu selama satu minggu pada kandang

dengan pemberian pakan dan ventilasi yang selalu dijaga kebersihannya agar tetap
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sehat. Mencit yang sehat ditandai dengan berat badan yang mengalami

peningkatan dan aktif bergerak.

3.8.2 Pembuatan Suspensi CMC Na 1%

Cara membuat suspensi CMC Na 1 % yaitu dengan menimbang 1 g CMC
Na lalu taburkan ke dalam mortar yang berisi air panas 20 mL, kemudian tunggu
hingga mengembang. Setelah itu, CMC Na diaduk secara konstan sampai

homogen dan terbentuk masa kental, kemudian ditambahkan air sampai volume

100 mL.

3.8.3 Pembuatan Suspensi Stimuno

Penelitian ini menggunakan dosis Stimuno Forte® 6,5 mg/kgBB (Erjon
dkk., 2020). Sediaan suspensi stimuno dibuat dengan cara menimbang serbuk
Stimuno Forte® sebanyak 0,033 mg kemudian dilarutkan ke dalam 10 mL CMC
Na 1%. Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 3.2.

3.8.4 Pembuatan Suspensi Ekstrak Etanol Rimpang Temu Giring

Pada penelitian ini, suspensi ekstrak etanol rimpang temu giring (Curcuma
heyneana Valeton & Zijp) dibuat dalam beberapa dosis. Dosis 125 mg/kgBB
dibuat dengan cara menimbang 125 mg ekstrak kental rimpang temu giring
kemudian dilarutkan dalam 10 mL CMC Na 1%, dosis 250 mg/kgBB dibuat
dengan menimbang 250 mg ekstrak kental kemudian dilarutkan dalam 10 mL
CMC Na 1%, dan dosis 500 mg/kgBB dibuat dengan menimbang 500 mg ekstrak
kental kemudian dilarutkan dalam 10 mL CMC Na 1%. Perhitungan dapat dilihat
pada Lampiran 3.3.

3.8.5 Pembuatan Suspensi Karbon

Suspensi karbon dibuat dengan mengambil 1,6 mL tinta karbon kemudian
larutkan dalam 8,4 mL CMC-Na yang dilarutkan dalam larutan NaCl fisiologis
0,9 % (Faradilla dan Iwo, 2014).
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3.9 Pengujian Efek Imunomodulator
Penelitian ini menggunakan 25 ekor mencit strain Balb/C yang dibagi
menjadi 5 kelompok. Pada masing-masing kelompok terdapat 5 ekor mencit.
Mencit pada tiap kelompok diberikan perlakuan yang berbeda, yaitu:
a) Kelompok Kontrol Negatif (KKN) diberikan CMC Na 1%
b) Kelompok Kontrol Positif (KKP) diberikan Stimuno dosis 6,5 mg/kgBB
c) Kelompok Uji 1 (KU1) diberikan ekstrak etanol rimpang temu giring dosis
125 mg/kgBB
d) Kelompok Uji 2 (KU2) diberikan ekstrak etanol rimpang temu giring dosis
250 mg/kgBB
e) Kelompok Uji 3 (KU3) diberikan ekstrak etanol rimpang temu giring dosis
500 mg/kgBB

Setiap kelompok perlakuan diberikan sediaan secara peroral satu kali
sehari selama 6 hari berturut-turut. Pada hari ke-7, ujung ekor mencit dipotong
dan darah ditampung pada plat tetes yang ditambahkan NaEDTA. Darah diambil
sebanyak 25 pL dan dilisiskan pada 4 mL asam asetat 1%. Darah pertama
(sebelum diberi karbon) digunakan sebagai blanko (menit ke-0) (Roseno dkk.,
2019). Kemudian suspensi karbon disuntikkan secara intravena pada bagian ekor
sebanyak 0,1 mL. Setelah itu, darah mencit diambil 25 pL. pada menit ke-5 dan 15
setelah penyuntikan. Masing-masing darah tersebut dilisiskan pada 4 mL asam
asetat 1%, lalu divortex dan diukur serapannya menggunakan spektrofotometer

UV-Vis pada panjang gelombang 640,5 nm (Sebayang dkk., 2021).

3.9.1 Perhitungan Konstanta dan Indeks Fagositosis
Uji bersihan karbon dilakukan dengan menghitung konstanta fagositosis
(K) dan indeks fagositosis (IF) dengan menggunakan rumus sebagai berikut

(Roseno dkk., 2019):

_ Log A(n)-Log A (n—1)

(K) t(n—1)-t(n)

......................................... (Rumus 3.2)

Keterangan:

K : Konstanta fagositosis
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A : Absorbansi
T : Waktu (5 dan 15 menit)
n : Periode pengambilan (1, 2)

Konstanta Mencit Z

IF) = veveeee.. (Rumus 3.3)

" Konstanta Fagositosis Mencit Kontrol Negatif ~~ """

Keterangan:
IF : Indeks fagositosis dari tiap kelompok uji dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

Mencit Z : Mencit yang telah diperlakukan dan ditentukan harga konstanta

fagositosis.

3.9.2 Perhitungan Jumlah Leukosit

Perhitungan jumlah leukosit dilakukan dengan mengambil darah dari ekor
mencit setelah pengambilan darah pada menit terakhir untuk perhitungan indeks
fagositosis. Darah dari ekor diteteskan sebanyak 1 mL pada object glass kemudian
diratakan dengan cover glass agar diperoleh lapisan darah homogen, ditunggu
hingga kering, lalu ditetesi dengan metanol dan biarkan 5 menit. Setelah itu
sampel ditetesi dengan larutan Giemsa (yang sudah diencerkan dengan air suling
1:10), dibiarkan selama 20 menit, lalu dibilas dengan aquadest mengalir dan
dikering-anginkan. Sediaan yang telah diwarnai dengan giemsa kemudian
diperiksa di bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran 100x menggunakan
minyak imersi (Roseno dkk., 2019). Setiap sel limfosit, monosit, dan neutrofil
dihitung hingga menemukan 100 sel leukosit (WHO, 2003). Kemudian dihitung
persentase jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil dari 100 sel leukosit tersebut

menggunakan rumus (Colville dan Bassert, 2016):

Jumlah limfosit

Limfosit = — X 100% ..o (Rumus 3.4)
100 sel leukosit
.. Jumlah monosit 0
Monosit = T00 sol lonkosic ¥ 100% .oovveiiii (Rumus 3.5)
Neutrofil = LM REUTONL o 0004 (Rumus 3.6)

100 sel leukosit



31

3.10 Analisis Data

Data konstanta, indeks fagositosis, dan jumlah sel leukosit akan
ditunjukkan dalam bentuk rata-rata dan SD. Data tersebut kemudian ditentukan
homogenitas dan normalitasnya menggunakan program SPSS Statistics 23. Jika
data sudah memenuhi persyaratan keduanya (P>0,05) maka dilanjutkan dengan uji
ANOV A satu arah untuk menentukan perbedaan rata-rata di antara perlakuan. Jika
hasil signifikansi (P<0,05) maka dilanjutkan dengan uji post hoc Tukey untuk

mengetahui perbedaan pada masing-masing kelompok perlakuan.
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Skema Pengujian Aktivtas Imunomodulator Ekstrak Etanol Rimpang
Temu Giring (Curcuma heyneana Valeton & Zijp)

Mencit diadaptasikan selama 1 minggu

!

Mencit dipilih secara acak dan dibagi menjadi
5 kelompok dimana tiap kelompok terdiri dari
5 ekor mencit

Setiap kelompok perlakuan diberikan sediaan

secara oral selama 6 hari berturut-turut

N Vv
KN KP KU 1 KU 2 KU 3
Suspensi Suspensi Suspensi Suspensi Suspensi
CMCNa stimuno ekstrak ekstrak ekstrak
1% 6,5 125 250 500
mg/kgBB mg/kg mg/kg mg/kg
RR RR RR

Hari ke-1
hingga
hari ke-6

Hari
ke-7

mL/10 ¢ BB

Penyuntikan suspensi karbon secara intravena pada bagian ekor sebanyak 0,1

/\

Darah pada ekor mencit diambil 25uL.
pada menit ke 5 dan 15 setelah

penyuntikan kemudian dihitung indeks

fagositosisnva

Darah pada ekor mencit diambil
1 mL setelah 15 menit kemudian
dihitung jumlah leukositnya

V

Analisis data dengan One way Anova

Gambar 3.2 Skema Pengujian Aktivitas Imunomodulator Ekstrak Etanol Rimpang

Temu Giring
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Perhitungan Konstanta dan Indeks Fagositosis

Pada penelitian ini, uji aktivitas imunomodulator ekstrak etanol rimpang
temu giring dilakukan dengan dua metode, yaitu bersihan karbon dan perhitungan
jumlah sel leukosit. Metode bersihan karbon dilakukan untuk menghitung
konstanta dan indeks fagositosis. Uji bersihan karbon mengevaluasi efek obat dan
fitokonstituen dari reticuloendothelial system (RES) (Ganeshpurkar dan Saluja,
2017). Sistem retikuloendotelial juga dikenal sebagai sistem fagosit mononuklear,
terdiri dari monosit, makrofag, dan sel dendritik yang berada di jaringan seluruh
tubuh. Sel-sel tersebut berperan dalam proses fagositosis (Tartaro dkk., 2015).
Setelah partikel karbon koloid diinjeksikan ke dalam darah secara intravena,
karbon tersebut akan dieliminasi oleh RES melalui proses fagositosis.
Penghapusan cepat partikel karbon dari dalam darah telah dikaitkan dengan
peningkatan aktivitas fagositosis (Ganeshpurkar dan Saluja, 2017). Nilai
konstanta fagositosis menunjukkan kecepatan dari proses fagositosis. Sedangkan
nilai indeks fagositosis menunjukkan besarnya aktivitas fagositosis dari sel-sel
fagosit terhadap partikel karbon yang dianggap sebagai antigen (Aldi dkk., 2014).

Semua prosedur pada penelitian ini telah dilakukan sesuai dengan kode
etik penelitian pada hewan yang diperoleh dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan
Fakultas ~ Kedokteran =~ Gigi  Universitas  Jember  dengan = nomor
1218/UN25.8/KEPK/DL/2021. Masing-masing kolompok diberikan sediaan
secara peroral selama 6 hari berturut-turut. Hal tersebut bertujuan untuk
memberikan kesempatan kepada sediaan uji (ekstrak) agar dapat meningkatkan
sistem imun. Menurut Radji (2015) neutrofil polimorfonuklear (PMN) yang
dilepaskan oleh sumsum tulang akan masuk ke dalam darah dan bertahan selama
6-7 jam, kemudian akan masuk ke jaringan dan bertahan selama 4-5 hari. Monosit
akan bertahan 1-3 hari di dalam sirkulasi darah dan masuk ke dalam jaringan.
PMN dan monosit yang telah dilepaskan oleh sumsum tulang tidak akan lagi

mengalami mitosis, sehingga ketika kebutuhan dari sel in1 meningkat, maka akan
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diproduksi oleh sumsum tulang dan dilepaskan dari persediaan yang sudah ada
(Radji, 2015).

Pada hari ke-7 darah mencit diambil pada menit ke-5 dan 15 setelah
diinjeksikan karbon. Setelah itu darah dilisis dengan asam asetat 1% dan diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
640,5 nm. Nilai absorbansi yang didapatkan kemudian digunakan untuk
menghitung konstanta fagositosis. Menurut Aldi dkk. (2014), semakin besar nilai
konstanta fagositosis yang dihasilkan, maka semakin tinggi kecepatan bersihan
karbon, yang berarti semakin cepat sel fagosit dalam memfagositosis partikel
karbon. Perbandingan hasil rata-rata, SD, dan analisis statistik konstanta
fagositosis pada masing-masing kelompok ditunjukkan pada Tabel 4.1 dan

Lampiran 3.6.

Tabel 4.1 Perbandingan hasil rata-rata, SD, dan analisis statistik konstanta
fagositosis pada masing-masing kelompok

Kelompok Konstanta Fagositosis
(Rata-rata + SD)
Kontrol Negatif (CMCNa 1%) 0,056 +0,004*
Kontrol Positif (Stimuno 6,5 mg/kgBB) 0,066 + 0,009*"
Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 125 ab
mg/keBB 0,065 +0,010"

Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 250 be
me/keBB 0,078 £ 0,012

Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 500 .
mg/keBB 0,086 + 0,006

Data dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji post hoc
Tukey dengan taraf kepercayaan 95% (p<0,05). Huruf superscript yang berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok (nilai p<0,05).

Berdasarkan Tabel 4.1, nilai konstanta fagositosis pada semua kelompok
uji lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Kelompok uji
dosis 125 mg/kgBB menghasilkan nilai konstanta fagositosis lebih kecil dari
kelompok kontrol positif, sedangkan kelompok uji dosis 250 mg/kgBB dan 500
mg/kgBB menghasilkan nilai konstanta fagositosis lebih tinggi dari kelompok
kontrol positif. Nilai rata-rata tersebut kemudian dianalisis dengan uji analisis

variasi (ANOVA) untuk menentukan normalitas dan homogenitas diantara
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masing-masing kelompok. Setelah semua kelompok dinyatakan terdistribusi
secara normal dan homogen (p>0,05) maka dilanjutkan dengan uji ANOVA satu
arah. Hasil uji ANOVA satu arah diperoleh nilai signifikansi p<0,001 (p<0,05)
yang berarti nilai konstanta fagositosis antara masing-masing kelompok perlakuan
berbeda secara signifikan (Lampiran 3.7).

Uji lanjutan untuk melihat kelompok perlakuan mana yang memiliki
konstanta fagositosis sama atau berbeda antara satu perlakuan dengan perlakuan
lain mengggunakan uji post hoc Tukey. Berdasarkan hasil uji post hoc Tukey,
menunjukkan bahwa nilai konstanta fagositosis kelompok uji dosis 125 mg/kgBB
tidak berbeda signifikan (p=0,999) dengan kelompok kontrol positif. Kelompok
uji dosis 250 mg/kgBB menunjukkan nilai yang lebih besar dari dosis 125
mg/kgBB dan berbeda signifikan dengan kontrol negatif (p=0,004). Kelompok uji
dosis 500 mg/kgBB memberikan nilai konstanta fagositosis paling besar dan
berbeda signifikan (p<0,05) dengan kelompok kontrol positif dan kontrol negatif.

Penggunaan variasi dosis ekstrak uji pada penelitian ini dimaksudkan agar
peneliti dapat melihat hubungan antara peningkatan dosis ekstrak uji dengan
kecepatan fagositosis karbon dalam aliran darah. Berdasarkan hasil rata-rata di
atas dapat dilihat bahwa nilai konstanta fagositosis pada masing-masing kelompok
uji mengalami peningkatan dibandingkan kelompok kontrol negatif. Hal ini
menunjukkan bahwa setiap konsentrasi ekstrak uji dapat memberikan efek
imunostimulan. Pada penelitian sebelumnya, stimuno dengan dosis 6,5 mg/kgBB
terbukti dapat meningkatkan nilai konstanta fagositosis 0,075 (Erjon dkk., 2020).
Hasil konstanta fagositosis pada kelompok uji 250 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB
yang lebih besar dibandingkan kelompok kontrol positif menunjukkan bahwa
pada konsentrasi tersebut efek imunostimulan yang dihasilkan lebih besar
dibandingkan kelompok kontrol positif. Kontrol posititf yang digunakan adalah
Stimuno® dengan kandungan ekstrak meniran (Phyllanthus niruri) yang sudah
terbukti secara praklinis maupun klinis dapat memperbaiki sistem imun
(imunostimulator) (Muthulakshmi dkk., 2016; BPOM, 2020).

Setelah didapatkan nilai konstanta fagositosis pada masing-masing

kelompok, maka dilanjutkan dengan perhitungan indeks fagositosis. Perhitungan
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indeks fagositosis dilakukan dengan membandingkan nilai konstanta fagositosis
setiap kelompok dengan kelompok kontrol negatif. Indeks fagositosis akan
berbanding lurus dengan konstanta fagositosis, yang berarti semakin besar nilai
konstanta dan indeks fagositosis, maka semakin cepat pula proses fagositosis yang
dilakukan oleh sel-sel fagosit dalam mengeliminasi karbon pada aliran darah.
Perbandingan hasil rata-rata, SD, dan analisis statistik indeks fagositosis pada
masing-masing kelompok ditunjukkan pada Tabel 4.2 dan Lampiran 3.8.

Tabel 4.2 Perbandingan hasil rata-rata, SD, dan analisis statistik indeks
fagositosis pada masing-masing kelompok

Kelompok Indeks Fagositosis
(Rata-rata + SD)
Kontrol Negatif (CMCNa 1%) 1,000 + 0,000*
Kontrol Positif (Stimuno 6,5 mg/kgBB) 1,195 £0,135*°
Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 125 \ ab
mg/kgBB 1,175 £ 0,161
Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 250 be
mg/kgBB 1,417 £0,255
Ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 500 c
mg/keBB 1,562 £ 0,156

Data tersebut dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji post
hoc Tukey dengan taraf kepercayaan 95% (p<0,05). Huruf superscript yang berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok (nilai p<0,05).

Pada Tabel 4.2 terlihat bahwa nilai indeks fagositosis pada semua
kelompok uji lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.
Kelompok uji dosis 125 mg/kgBB menghasilkan nilai indeks fagositosis lebih
kecil dari kelompok kontrol positif, sedangkan kelompok uji dosis 250 mg/kgBB
dan 500 mg/kgBB menghasilkan nilai indeks fagositosis lebih tinggi dari
kelompok kontrol positif. Nilai rata-rata indeks fagositosis tersebut kemudian
dianalisis dengan uji analisis variasi (ANOV A) untuk menentukan normalitas dan
homogenitas diantara masing-masing kelompok. Setelah semua kelompok
dinyatakan terdistribusi secara normal dan homogen (p>0,05) maka dilanjutkan
dengan uji ANOVA satu arah. Hasil uji ANOVA satu arah diperoleh nilai
p<0,001 (p<0,05) yang berarti bahwa nilai indeks fagositosis antara masing-

masing kelompok perlakuan berbeda secara signifikan (Lampiran 3.9).
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Uji lanjutan untuk melihat kelompok perlakuan mana yang memiliki
indeks fagositosis yang sama atau berbeda antara satu perlakuan dengan perlakuan
lain dengan mengggunakan uji post hoc Tukey. Berdasarkan hasil uji post hoc
Tukey, nilai indeks fagositosis kelompok uji dosis 125 mg/kgBB tidak berbeda
signifikan (p=1,000) dengan kelompok kontrol positif. Kelompok uji dosis 250
mg/kgBB menunjukkan nilai yang lebih besar dari dosis 125 mg/kgBB dan
berbeda signifikan dengan kontrol negatif (p=0,005). Kelompok uji dosis 500
mg/kgBB memberikan nilai indeks fagositosis paling besar dan berbeda signifikan
(p<0,05) dengan kelompok kontrol positif dan kontrol negatif. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis maka semakin tinggi pula nilai indeks
fagositosis yang dihasilkan. Menurut Dashputre dan Naikwade (2010), semakin
tinggi nilai indeks fagositosis yang dihasilkan pada metode bersihan karbon,
menunjukkan adanya peningkatan aktivitas fagositosis dari makrofag dan sistem
imun non spesifik.

Menurut Erjon dkk. (2020), jika nilai rata-rata indeks fagositosis (IF>1)
maka zat uji tersebut memiliki kemampuan sebagai imunostimulan. Menurut
Nimbalkar dkk. (2018) peningkatan nilai indeks fagositik terhadap kelompok
kontrol menunjukkan stimulasi dari sistem retikuloendotelial. Aktivitas fagositosis
dari sistem retikuloendotelial umumnya diukur dengan kecepatan penghilangan
partikel karbon dari aliran darah. Berdasarkan hasil rata-rata indeks fagositosis di
atas, diperoleh nilai rata-rata indeks fagositosis lebih dari satu (IF>1) pada semua
kelompok uji, sehingga menunjukkan bahwa ekstrak etanol rimpang temu giring
memiliki aktivitas imunostimulan. Hal ini diperkuat oleh penelitian lain yang
dilakukan oleh Rahman dkk. (2016) bahwa nilai rata-rata indeks fagositosis
(IF>1) pada semua kelompok dosis uji, menunjukkan bahwa ekstrak tersebut
memiliki kemampuan sebagai imunostimulan.

Peningkatan nilai indeks fagositosis pada masing-masing kelompok uji
dapat memberikan gambaran efek ekstrak etanol rimpang temu giring terhadap
aktivitas fagositosis dari sistem imun. Hal ini disebabkan oleh adanya kandungan
senyawa kurkumin yang merupakan konstituen utama dari rimpang temu giring

yang berperan sebagai imunostimulan ((Diastuti dkk., 2014; Boroumand dkk.,
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2018). Kurkumin diketahui dapat mempengaruhi imunitas bawaan dan adaptif
dengan cara memodulasi fungsi sel imun termasuk neutrofil, makrofag, monosit,
sel pembunuh alami (sel NK), sel dendritik (DC), sel T, dan sel B (Srivastava
dkk., 2011). Penelitian yang dilakukan oleh Kusumawati dkk. (2018)
menyebutkan bahwa ekstrak etanol rimpang temu giring memiliki kandungan
kurkumin terbanyak dibandingkan pelarut lainnya seperti etil asetat, heksana, dan
metanol, yaitu sebanyak 3,11 mg/g ekstrak.

Pernyataan di atas diperkuat oleh penelitian yang dilakukan oleh Safia dan
Samia (2016) tentang efek ekstrak Curcuma longa terhadap aktivitas fagositosis
makrofag dengan metode bersihan karbon. Pada penelitian ini disebutkan bahwa
peningkatan nilai indeks fagositosis pada masing-masing dosis disebabkan karena
adanya kandungan kurkumin yang dapat meningkatkan aktivitas fagositosis
makrofag dengan cara merangsang sistem retikuloendotelial. Menurut Nassar dkk.
(2015) tingkat penghapusan partikel karbon dalam sirkulasi darah dapat diukur
dari indeks fagositosis sel-sel fagosit seperti monosit dan makrofag dari sistem
retikuloendotelial. Penelitian lain yang dilakukan oleh Antony dkk. (1999) juga
menyebutkan bahwa senyawa kurkumin dari Curcuma longa dapat meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag pada mencit yang diinduksi sel darah merah

domba.

4.2  Perhitungan Jumlah Leukosit

Selain  menggunakan metode bersthan karbon, wuji  aktivitas
imunomodulator ekstrak etanol rimpang temu giring dilakukan dengan
perhitungan jumlah jenis sel leukosit dengan metode hapusan darah. Sel leukosit
seperti limfosit, monosit, dan neutrofil dihitung di bawah mikroskop dengan
pembesaran 100x menggunakan minyak imersi sebagai penjelas dan giemsa

sebagai pewarna (Gambar 4.1).
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Gambar 4.1 Gambaran sel limfosit (A), monosit (B), dan neutrofil (C) menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 100x dan pewarna giemsa.

Pada penelitian ini perhitungan jumlah sel eosinofil tidak diamati karena
eosinofil memiliki konsentrasi yang sangat kecil (2-4% dari leukosit yang
bersirkulasi) dan jumlahnya akan meningkat oleh adanya reaksi alergi (Ashton,
2010; Glenn dan Armstrong, 2019). Sedangkan basofil tidak dapat diamati karena
sel ini bersifat basa dan larut terhadap pewarna giemsa (Aldi dkk., 2014). Selain
itu, peningkatan dari sel eosinofil dan basofil ditimbulkan karena adanya respon

imun terhadap parasit dan cacing (Eberle dan Voehringer, 2016).

Aktivitas anthelmintik dari rimpang temu giring dalam melawan ascaris
babi (Ascaris lumbricoides) ditemukan terjadi pada fraksi minyak esensialnya
(Firman dkk., 1988). Pada penelitian sebelumnya telah dilaporkan bahwa senyawa
zedoarondiol (seskuiterpen lakton) yang diisolasi dari rimpang C. heyneana dapat
menghambat sitotoksisitas yang diinduksi D-galaktosamin pada hepatosit tikus
kultur primer dan produksi NO yang diinduksi LPS pada kultur makrofag
peritoneum tikus. NO telah dilaporkan memiliki efek mikrobiosidal, anti-virus,
anti-parasit, dan anti-tumor (Cho dkk., 2009). Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk menguji aktivitas dari ekstrak etanol rimpang temu giring
terhadap partikel karbon sebagai antigen. Perbandingan jumlah sel limfosit,
monosit, dan neutrofil pada masing-masing kelompok ditunjukkan pada Tabel 4.3

dan Lampiran 3.10.
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Tabel 4.3 Perbandingan jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil pada
masing-masing kelompok pada hari ke-7

Kelompok Jumlah Limfosit Jumlah Jumlah
(% + SD) Monosit Neutrofil
(% + SD) (% + SD)

Kontrol Negatif (CMCNa 52,8 +4,0° 9,6 1,1 21,6 +3.4'

1%)

Kontrol Positif (Stimuno 60,6 + 7,4*>¢ 12,0 +2,7¢ 31,0 £5,5¢

6,5 mg/kgBB)

Ekstrak etanol rimpang 56,2 + 6,8 11,8 +2,3¢ 29,6 +3,8"¢

temu giring dosis 125

mg/kgBB

Ekstrak etanol rimpang 64,0 +4,5>¢ 12,6 + 3,6 32,2 +4,9¢

temu giring dosis 250

mg/kgBB

Ekstrak etanol rimpang 68,4 +4 3¢ 194 +4.7° 35,0 + 3,38

temu giring dosis 500

mg/kgBB

Data tersebut dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji post
hoc Tukey dengan taraf kepercayaan 95% (p<0,05). Huruf superscript yang berbeda
menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok (nilai p<0,05).

Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa jumlah sel limfosit,
monosit, dan neutrofil kelompok uji dengan dosis 250 mg/kgBB dan 500
mg/kgBB lebih besar dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan kontrol
positif. Jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil pada dosis 125 mg/kgBB lebih
besar dari kelompok kontrol negatif tetapi lebih kecil dari kelompok kontrol
positif. Hasil perhitungan jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil kemudian
dianalisis dengan uji ANOVA satu arah untuk menentukan normalitas dan
homogenitas diantara masing-masing kelompok. Setelah semua kelompok
dinyatakan terdistribusi secara normal dan homogen (p>0.05) maka dilanjutkan
dengan uji ANOVA satu arah. Hasil signifikansi uji ANOVA satu arah diperoleh
jumlah sel limfosit yaitu p=0,002; monosit p=0,001; dan neutrofil p=0,001. Hasil
uji ANOVA satu arah pada semua jenis sel leukosit tersebut memiliki nilai p<0,05
yang berarti jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil antara masing-masing
kelompok perlakuan berbeda secara signifikan (Lampiran 3.11-3.13).

Analisis dilanjutkan dengan uji post hoc Tukey untuk melihat kelompok

perlakuan mana yang memiliki jumlah sel yang sama atau berbeda antara satu
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kelompok dengan kelompok yang lain. Hasil uji lanjut post hoc Tukey setelah
pemberian ekstrak etanol rimpang temu giring selama 6 hari diperoleh hasil
bahwa jumlah sel limfosit dan monosit pada kelompok uji dosis 500 mg/kgBB
paling tinggi dibandingkan dua dosis lainnya dan berbeda signifikan (p<0,05)
dengan semua kelompok perlakuan. Jumlah sel neutrofil tertinggi juga diperoleh
dari kelompok uji dosis 500 mg/kgBB dan berbeda signifikan (p=0,001) dengan
kelompok kontrol negatif. Peningkatan jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil
pada darah tepi mencit setelah diinjeksikan karbon menunjukkan adanya
peningkatan aktivitas fagositosis. Hal ini sebanding dengan peningkatan nilai
konstanta dan indeks fagositosis pada metode bersihan karbon.

Menurut Baratawidjaja dan Rengganis (2018), sistem imun spesifik
maupun nonspesifik seperti neutrofil, basofil, eosinofil, makrofag, dan sel limfoid
(seperti limfosit B, T, dan NK) berfungsi melindungi tubuh terhadap adanya
antigen yang masuk dengan meningkatkan aktivitas fagositosis secara cepat dan
efisien. Menurut Pringguotomo dkk. (2002), saat terjadi inflamasi akut, sel yang
paling banyak bereaksi adalah sel neutrofil. Sel ini akan berpindah ke area infeksi
atau cedera dalam 24 jam pertama sebagai fase awal. Pada waktu yang sama, sel
monosit akan bermigrasi tetapi dalam jumlah yang lebih sedikit dan dengan
kecepatan yang lambat (Bonardo dkk., 2015). Begitu pun dengan limfosit, sel ini
akan masuk ke area peradangan dalam waktu 24-48 jam (Ackermann, 2017).

Upaya yang dilakukan oleh tubuh untuk mempertahankan dirinya terhadap
masuknya antigen yaitu dengan menghancurkan antigen yang bersangkutan secara
non spesifik melalui proses fagositosis. Peranan penting dalam pertahanan seluler
non-spesifik ini dilakukan oleh makrofag dan neutrofil (Kresno, 2010). Sel-sel
fagosit tersebut mampu melindungi tubuh tanpa adanya antibodi dengan mencerna
dan memusnahkan antigen yang masuk ke dalam tubuh. Neutrofil atau
polimorfonuklear (PMN) merupakan lini pertama pertahanan tubuh terhadap
adanya patogen infeksius. Sel ini akan bermigrasi pertama kali dari darah ke area
yang terinfeksi untuk memfagositosis dan membunuh patogen (Dashputre dan

Naikwade, 2010).
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Limfosit merupakan salah satu jenis sel leukosit yang memiliki peranan
yang sangat penting dalam sistem kekebalan tubuh. Sel ini akan merespon benda
asing (antigen) yang masuk ke dalam tubuh melalui sistem imunitas humoral
maupun imunitas seluler (Koolman & Rohm, 2001). Sel T helper (Th) dengan
molekul penanda CD4+ akan mengaktivasi sel limfosit T dan menginduksi respon
imun seluler. Sedangkan sel T cytotoxic (Tc) dengan penanda CD8+ memegang
peran penting dalam mengaktivasi dan mengarahkan sel imun lainnya untuk
mengeliminasi benda asing yang masuk. Sel T helper juga memiliki peranan
penting dalam proliferasi sel T cytotoxic maupun meningkatkan aktivitas fagositik
makrofag. Jumlah CD4+ sel limfosit akan meningkat karena adanya senyawa
bioaktif yang bersifat imunomodulator (Baeke dkk., 2010; Takahasyi dkk., 2014;
Yan dkk., 2014; Roit dkk., 2011).

Hasil perhitungan jumlah sel leukosit di atas menunjukkan bahwa semua
variasi dosis ekstrak etanol rimpang temu giring dapat meningkatkan jumlah jenis
sel leukosit dibandingkan kelompok kontrol negatif. Peningkatan jumlah sel
limfosit, monosit, dan neutrofil akibat pemberian ekstrak etanol rimpang temu
giring menunjukkan bahwa ekstrak ini berpotensi sebagai imunostimulan. Hal
tersebut diperkuat oleh penelitian yang dilakukan oleh Rahman dkk. (2016)
bahwa sel yang sangat berperan dalam proses fagositosis yaitu, sel limfosit,
monosit, dan neutrofil. Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Roseno dkk.
(2019) tentang uji aktivitas imunomodulator dengan metode bersihan karbon juga
terjadi peningkatan jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil pada ekstrak yang
memiliki aktivitas imunostimulan. Penelitian ini juga menyatakan bahwa
peningkatan aktivitas fagositosis karena adanya partikel karbon sebagai antigen
berkorelasi kuat dengan peningkatan kadar leukosit terutama neutrofil dalam
darah tepi.

Efek terapeutik kurkumin dimediasi melalui efek stimulasi kekebalan yang
ditunjukkan oleh peningkatan jumlah neutrofil dalam darah tepi (Savitha dkk.,
2015). Menurut Iman dkk. (2016), peningkatan jumlah sel monosit juga
disebabkan karena stimulasi zat kurkumin yang berfungsi sebagai imunostimulan.

Sebuah studi in vivo pada model tikus menunjukkan bahwa kurkumin dapat
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meningkatkan populasi sel T CD8+ dan sel NK. Efek imunomodulasi kurkumin
pada CD8+ dan subset sel T CD4+ telah sering ditemukan pada penelitian
sebelumnya (Varalakshmi dkk., 2008). Kurkumin memediasi efek anti-inflamasi
melalui penurunan regulasi faktor transkripsi nuklir faktor-xB (NF-xB), tumor
necrosis factor (TNF), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), molekul adhesi,
inducible nitric oxide synthase (iNOS), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9),
siklooksigenase-2 (COX-2), 5-lipoksigenase (5-LOX), dan IL-10 (Savitha dkk.,
2015; Mollazadeh dkk., 2019). IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi yang
bekerja dengan cara menekan aktivasi dan fungsi sel imun. Tindakan
antiinflamasi dari IL-10 termasuk menekan ekspresi molekul penyaji antigen dan
kostimulator pada monosit/makrofag, neutrofil, dan sel T (Mollazadeh dkk.,
2019).

Peningkatan jumlah sel limfosit pada penelitian ini juga disebabkan karena
adanya kandungan senyawa flavonoid pada rimpang temu giring. Hal ini
diperkuat oleh pernyataan Patroni dan Yuniarti (2003) dalam Putra dkk. (2020)
bahwa flavonoid bekerja dengan meningkatkan aktivitas dari IL-12 dan proliferasi
sel limfosit. Sel CD4+ akan mengaktivasi sel Th-1 dengan mempengaruhi
proliferasi dari sel limfosit. Setelah sel Th-1 teraktivasi, sel ini akan
mempengaruhi IFN-y sehingga dapat mengaktifkan makrofag dan meningkatkan
aktivitas fagositosisnya dalam membunuh antigen secara cepat dan lebih efisien.
Berdasarkan penjelasan tersebut dapat disimpulkan bahwa adanya peningkatan
jumlah sel limfosit, monosit, dan neutrofil disebabkan karena adanya kandungan

kurkumin dan flavonoid pada ekstrak temu giring.



BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan tentang uji aktivitas

imunomodulator ekstrak etanol rimpang temu giring (Curcuma heyneana Valeton

& Zijp) pada mencit dengan metode bersihan karbon, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Nilai indeks fagositosis sel makrofag mencit yang diberi ekstrak etanol
rimpang temu giring dosis 500 mg/kgBB memberikan nilai indeks fagositosis
paling besar dan berbeda dengan kelompok kontrol positif dan kontrol
negatif.

Jumlah sel limfosit dan monosit darah tepi mencit yang diberi ekstrak etanol
rimpang temu giring dosis 500 mg/kgBB paling tinggi dan berbeda dengan
kelompok kontrol positif dan kontrol negatif. Jumlah sel neutrofil tertinggi
diperoleh dari ekstrak etanol rimpang temu giring dosis 500 mg/kgBB dan

berbeda dengan kontrol negatif.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya, yaitu:
Peneliti perlu melakukan studi lebih lanjut terkait kandungan senyawa aktif
pada rimpang temu giring yang berpotensi sebagai imunomodulator
khususnya imunostimulan.
Peneliti perlu melakukan studi lebih lanjut terhadap aktivitas imunomodulator

pada fraksi-fraksi dari ekstrak rimpang temu giring.
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Lampiran 3.2 Perhitungan Dosis Stimuno Forte® 6,5 mg/kgBB

e Berat mencit secara umum =20¢g
e Jumlah larutan yang disonde 20 gBB =0,2mL
_20gx65mg

e Berat stimuno yang diberikan
1000 gBB

= 0,13 mg/20kgBB - dalam 0,2mL
e Volume yang dibutuhkan
= X mencit x volume pemberian x X lama pemberian
=5 ekor x 0,2 x 6 hari
=6 mL - volume dibulatkan menjadi 10 mL

e Jumlah stimuno yang ditimbang untuk 10 mL

_0,13mg
T 02mL

= 6,5 mg stimuno dalam 10 mL CMCNa 1%

x 10 mL

e 1 kapsul stimuno memiliki kandungan 50 mg ekstrak meniran

e [si serbuk dalam 1 kapsul = 0,2539 gram, maka jumlah serbuk yang ditimbang:

0,2539 g stimuno _ x gram serbuk stimuno

50 mg stimuno T 65 mg serbuk stimuno

x = 0,033 mg serbuk stimuno yang dilarutkan dalam 10 mL CMCNa 1%
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Lampiran 3.3 Perhitungan Dosis Ekstrak Etanol Rimpang Temu Giring
(Curcuma heyneana Valeton & Zijp)

3.3.1 Perhitungan dosis ekstrak etanol rimpang temu giring 125 mg/kgBB

e Berat mencit secara umum =20¢g
e Jumlah larutan yang disonde 20 gBB =0,2 mL
__20gx125mg

e Berat stimuno yang diberikan
1000 gBB

=2,5 mg/20kgBB - dalam 0,2mL
e Volume yang dibutuhkan
= X mencit x volume pemberian x X lama pemberian
=5 ekor x 0,2 x 6 hari
= 6 mL = volume dibulatkan menjadi 10 mL
e Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 10 mL

_25mg
T 02mL

x 10 mL

= 125 mg ekstrak dalam 10 mL CMCNa 1%

3.3.2 Perhitungan dosis ekstrak etanol rimpang temu giring 250 mg/kgBB

e Berat mencit secara umum =20¢g
e Jumlah larutan yang disonde 20 gBB =0,2 mL
_20gx250mg

e Berat stimuno yang diberikan
1000 gBB

=5 mg/20kgBB - dalam 0,2mL
e Volume yang dibutuhkan
= X mencit x volume pemberian x X lama pemberian
=5 ekor x 0,2 x 6 hari
= 6 mL = volume dibulatkan menjadi 10 mL

e Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 10 mL

= x 10 mL
0,2 mL

= 250 mg ekstrak dalam 10 mL CMCNa 1%



3.3.3 Perhitungan dosis ekstrak etanol rimpang temu giring 500 mg/kgBB

e Berat mencit secara umum =20¢g
e Jumlah larutan yang disonde 20 gBB =0,2mL
_ 20gx500mg

e Berat stimuno yang diberikan
1000 gBB

=10 mg/20kgBB - dalam 0,2mL
e Volume yang dibutuhkan
= X mencit x volume pemberian x X lama pemberian
=5 ekor x 0,2 x 6 hari
= 6 mL - volume dibulatkan menjadi 10 mL

e Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 10 mL

_1lomg
T 02mL

x 10 mL

= 500 mg ekstrak dalam 10 mL CMCNa 1%
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Lampiran 3.4 Dokumentasi Penelitian

a) Ekstrak etanol rimpang temu giring

b) Penimbangan bahan
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d) Injeksi karbon secara intravena pada ekor mencit

L

‘

58



Lampiran 3.5 Nilai Absorbansi Darah Tepi Mencit Pada Menit ke-5 dan 15 Setelah Diinjeksikan Karbon

Absorbansi
Kelompok Waktu
1 2 3 4 5
5 0.362 0.359

Kontrol Negatif 0.384 0.417 0.413
15 0.359 0.365 0.372 0.397 0.381
Kontrol Positif 3 031 0.254 0.356 0.38 0.338
(Stimuno 6,5 mg/kgBB) | 15 0.337 0.216 0.281 0.359 0.345

5 0.355 0.251 0.359
Dosis 125 mg/Kg 0.825 0.375
15 0.311 0.233 0.341 0.303 0.389

5 0.24 0.274 0.38
Dosis 250 mg/Kg f£225 0.216
15 0.238 0.259 0.334 0.23 0214

5 0.225 0.243 0.265
Dosis 500 mg/Kg 0.227 0.204
15 0213 0.22 0.238 0215 0.187
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Lampiran 3.6 Hasil Perhitungan Konstanta Fagositosis
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Konstanta Fagositosis (K)

Kelompok Waktu Rata-rata +SD
1 2 3 4 5
5 0.088 0.089 0.083 0.076 0.077 | 0.0826 0.00602
CMCNa 1% 15 0.03 0.029 0.029 0.027 0.028 | 0.0286 0.00114
X 0.059 0.059 0.056 0.0515 0.0525 | 0.0556 0.00352
5 0.102 0.119 0.09 0.084 0.094 | 0.0978 0.01354
Stimuno 6,5
15 0.031 0.044 0.037 0.03 0.031 | 0.0346 0.00594
mg/kgBB
X 0.0665 0.0815 0.0635 0.057 0.0625 | 0.0662 0.00922
5 0.09 0.12 0.089 0.098 0.085 | 0.0964 0.01401
Dosis 125mg/kgBB 15 0.034 0.042 0.031 0.035 0.027 | 0.0338 0.00554
X 0.062 0.081 0.06 0.0665 0.056 | 0.0651 0.00966
5 0.124 0.112 0.084 0.13 0.133 | 0.1166 0.01992
Dosis 250mg/kgBB 15 0.042 0.039 0.032 0.043 0.045 | 0.0402 0.00507
X 0.083 0.0755 0.058 0.0865 0.089 | 0.0784 0.01249
5 0.13 0.123 0.115 0.129 0.138 0.127 0.00857
Dosis 500 mg/kgBB 15 0.045 0.044 0.042 0.045 0.049 0.045 0.00255
X 0.0875 0.0835 0.0785 0.087 0.0935 0.086 0.00552




Contoh perhitungan Konstanta Fagositosis:

__ Log A(n)-Log A (n-1)

Ks t (n-1)— t(n)
_ Log 0362(1)-Log 0,362 (1-1)
5(1-1)-5(1)
=0,088
Kis = Log A(n)—Log A (n—1)
t (n—-1)— t(n)
_ Log 0359(2)-Log 0,359 (2-1)
15 (2-1)-15(2)
= 0,030
Keterangan:
K = Konstanta fogositosis
A = Absorbansi
t = Waktu (5 dan 15 menit)

n = Periode pengambilan (1, 2)
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Lampiran 3.7 Hasil Analisis Statistik Konstanta Fagositosis menggunakan One-way ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Post

Hoc Tukey

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df
Konstanta Fagositosis CMCNa 1% .236 5 200 .870 5
Stimuno 283 5 200° 885 5
Dosis 125 mg/kgBB .230 5 .200° .894 5
Dosis 250 mg/kgBB | .237 5 200 .860 5
Dosis 500 mg/kgBB | .186 5 .200° 987 5
Tests of Normality
Shapiro-Wilk?
Kelompok Sig.
Konstanta Fagositosis CMCNa 1% .265
Stimuno .333




Dosis 125 mg/kgBB
Dosis 250 mg/kgBB

Dosis 500 mg/kgBB

.378

.227

.966

Oneway
Descriptives

Konstanta Fagositosis

95% Confidence Interval

for Mean

Std. Std. Lower Upper

Mean Deviation Error Bound Bound

CMCNa 1% .05580 .003271 .001463 .05174 .05986

Stimuno .06660 .009343 .004179 .05500 .07820
Dosis 125

.06520 .009680 .004329 .05318 .07722
mg/kgBB
Dosis 250

.07860 .012542 .005609 .06303 .09417

mg/kgBB
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Dosis 500
5 .08640 .005505 .002462 .07957

mg/kgBB
Total 25 .07052 .013550 .002710 .06493

.09323

.07611

Descriptives

Konstanta Fagositosis

Minimum Maximum
CMCNa 1% .052 .059
Stimuno .057 .082
Dosis 125 mg/kgBB .056 .081
Dosis 250 mg/kgBB .058 .089
Dosis 500 mg/kgBB .079 .094
Total .052 .094
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Test of Homogeneity of Variances

Konstanta Fagositosis

Levene Statistic df1 df2 Sig.
1.300 4 20 .304
ANOVA

Konstanta Fagositosis

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .003 4 .001 9.521 .000
Within Groups .002 20 .000
Total .004 24
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Konstanta Fagositosis

Tukey HSD
95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
() Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

CMCNa 1% Stimuno -.010800 .005509 .320 -.02728 .00568
Dosis 125 mg/kgBB -.009400 .005509 .452 -.02588 .00708

Dosis 250 mg/kgBB -.022800° .005509 .004 -.03928 -.00632

Dosis 500 mg/kgBB -.030600 .005509 .000 -.04708 -.01412

Stimuno CMCNa 1% .010800 .005509 .320 -.00568 .02728
Dosis 125 mg/kgBB .001400 .005509 .999 -.01508 .01788

Dosis 250 mg/kgBB -.012000 .005509 .228 -.02848 .00448

Dosis 500 mg/kgBB -.019800 .005509 .014 -.03628 -.00332

Dosis 125 mg/kgBB CMCNa 1% .009400 .005509 452 -.00708 .02588




Stimuno -.001400 .005509 .999 -.01788 .01508

Dosis 250 mg/kgBB -.013400 .005509 147 -.02988 .00308

Dosis 500 mg/kgBB |  -.021200 .005509 .008 -.03768 -.00472

Dosis 250 mg/kgBB CMCNa 1% .022800 .005509 .004 .00632 .03928
Stimuno .012000 .005509 .228 -.00448 .02848

Dosis 125 mg/kgBB .013400 .005509 147 -.00308 .02988

Dosis 500 mg/kgBB -.007800 .005509 .625 -.02428 .00868

Dosis 500 mg/kgBB CMCNa 1% .030600° .005509 .000 .01412 .04708
Stimuno .019800 .005509 .014 .00332 .03628

Dosis 125 mg/kgBB 021200 .005509 .008 .00472 .03768

Dosis 250 mg/kgBB .007800 .005509 .625 -.00868 .02428

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Homogeneous Subsets

Konstanta Fagositosis

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kelompok N 1 2 3
CMCNa 1% 5 .05580

Dosis 125 mg/kgBB 5 .06520 .06520

Stimuno 5 .06660 .06660
Dosis 250 mg/kgBB 5 .07860 .07860
Dosis 500 mg/kgBB 5 .08640

Sig. .320 147 .625

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 3.8 Hasil Perhitungan Indeks Fagositosis

Indeks Fagositosis (K)
Kelompok Waktu Rata-rata +SD
1 2 3 4 5

5 1 1 1 1 1 1 0

CMCNa 1% 15 1 1 1 1 1 1 0

X 1 1 1 1 1 1 0
5 1.15909 | 1.33708 | 1.08434 | 1.10526 | 1.22078 | 1.18131 0.10186052
Stimuno 6,5 mg/kgBB 15 1.03333 | 151724 | 1.27586 | 1.11111 | 1.10714| 1.20894 | 0.19384327
X 1.09621 | 1.42716 1.1801 | 1.10819 | 1.16396 | 1.19512 | 0.13451765
5 1.02273 |  1.34831 | 1.07229 | 1.28947 1.1039 | 1.16734 | 0.14286246
Dosis 125mg/kgBB 15 1.13333 | 1.44828 | 1.06897 12963 | 096429 | 1.18223 | 0.19138263
X 1.07803 1.3983 | 1.07063 | 1.29289 1.0341 | 1.17479 | 0.16117375
5 1.40909 | 1.25843 | 1.01205 | 1.71053 | 1.72727 | 1.42347 0.3047172
Dosis 250mg/kgBB 15 1.4 134483 | 1.10345| 1.59259 | 1.60714 | 1.4096 0.20647206
X 1.40455 | 130163 | 1.05775| 1.65156 | 1.66721 | 1.41654 | 0.25502275
5 1.47727 | 138202 | 1.38554 | 1.69737 | 1.79221 | 1.54688 | 0.18767539
Dosis 500 mg/kgBB 15 15| 151724 | 1.44828 | 1.66667 175 | 1.57644 | 0.12652773
X 1.48864 | 144963 | 141691 | 1.68202 | 1.77111| 1.56166 0.15587594
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Contoh perhitungan Indeks Fagositosis:

Konstanta Mencit Z
IF =

" Konstanta Fagositosis Mencit Kontrol Negatif

=2192_ 1 159
0,088

Keterangan:
IF = Indeks fagositosis dari tiap kelompok uji dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

Mencit Z = Mencit yang telah diperlakukan dan ditentukan harga konstanta
fagositosis
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Lampiran 3.9 Hasil Analisis Statistik Indeks Fagositosis menggunakan One-way ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Post
Hoc Tukey

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df
Indeks Fagositosis  Stimuno .344 5 .053 778 5
Dosis 125 mg/kgBB .326 5 .088 .842 5
Dosis 250 mg/kgBB .222 5 200 .921 5
Dosis 500 mg/kgBB .280 5 200 .875 5

Tests of Normality®

Shapiro-Wilk”
Kelompok Sig.
Indeks Fagositosis Stimuno .063
Dosis 125 mg/kgBB .169




Dosis 250 mg/kgBB .534

Dosis 500 mg/kgBB .287

Oneway

Descriptives

lindeks Fagositosis

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper
Mean Deviation Error Bound Bound
CMCNa 1% 1.00000 .000000| .000000 1.00000 1.00000
Stimuno 1.19500 .134518 | .060158 1.02797 1.36203
Dosis 125
1.17480 .161058| .072027 .97482 1.37478
mg/kgBB
Dosis 250
1.41680 .254939| .114012 1.10025 1.73335
mg/kgBB




Dosis 500

B 5(1.56180 .155707 | .069634 1.36846 1.75514

Total 25| 1.26968 .250376 | .050075 1.16633 1.37303

Descriptives
Indeks Fagositosis
Minimum Maximum

CMCNa 1% 1.000 1.000
Stimuno 1.096 1.427
Dosis 125 mg/kgBB 1.034 1.398
Dosis 250 mg/kgBB 1.058 1.667
Dosis 500 mg/kgBB 1.417 1.771
Total 1.000 1.771
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Test of Homogeneity of Variances

Indeks Fagositosis

Levene Statistic df1 df2 Sig.
2.450 4 20 102

ANOVA

Indeks Fagositosis
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups .971 4 .243 9.111 .000
Within Groups \533 20 .027
Total 1.505 24




Dependent Variable:

Indeks Fagositosis

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Tukey HSD
95% Confidence Interval
Mean .
95% Confidence Interval
Difference (I-

() Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
CMCNa 1% Stimuno -.195000| .103256 .355 -.50398 .11398
Dosis 125 mg/kgBB -.174800| .103256 .460 -.48378 .13418
Dosis 250 mg/kgBB -416800 | .103256 .005 -.72578 -.10782
Dosis 500 mg/kgBB -561800 | .103256 .000 -.87078 -.25282
Stimuno CMCNa 1% .195000 | .103256 .355 -.11398 .50398
Dosis 125 mg/kgBB .020200 | .103256 1.000 -.28878 .32918
Dosis 250 mg/kgBB -.221800| .103256 .239 -.53078 .08718
Dosis 500 mg/kgBB -.366800 | .103256 .015 -.67578 -.05782
Dosis 125 mg/kgBB | CMCNa 1% 174800 | .103256 .460 -.13418 .48378




Stimuno -.020200| .103256 1.000 -.32918 .28878
Dosis 250 mg/kgBB -.242000| .103256 172 -.55098 .06698
Dosis 500 mg/kgBB -.387000 | .103256 .010 -.69598 -.07802
Dosis 250 mg/kgBB | CMCNa 1% 416800 | .103256 .005 .10782 .72578
Stimuno .221800 | .103256 .239 -.08718 .53078
Dosis 125 mg/kgBB .242000 | .103256 A72 -.06698 .55098
Dosis 500 mg/kgBB -.145000 | .103256 .632 -.45398 .16398
Dosis 500 mg/kgBB | CMCNa 1% 561800 | .103256 .000 .25282 .87078
Stimuno 366800 | .103256 .015 .05782 .67578
Dosis 125 mg/kgBB 387000 | .103256 .010 .07802 .69598
Dosis 250 mg/kgBB .145000 | .103256 .632 -.16398 .45398

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

76



Homogeneous Subsets

Indeks Fagositosis

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Kelompok N 1 2 3
CMCNa 1% 5 1.00000
Dosis 125 mg/kgBB 5 1.17480 1.17480
Stimuno 5 1.19500 1.19500
Dosis 250 mg/kgBB 5 1.41680 1.41680
Dosis 500 mg/kgBB 5 1.56180
Sig. .355 172 .632

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 3.10 Hasil Perhitungan Jumlah dan Jenis Leukosit

Jumlah jenis sel leukosit

Kelompok No
Limfosit Monosit Neutrofil
1 51 10 23
2 53 11 16
3 47 10 24
Kontrol Negatif 4 56 9 20
5 57 8 25

2 60 16 33
3 50 9 28
Kontrol Postif

(Stimuno 6,5 4 62 10 37
mg/kgBB) 5 71 13 34
2 50 15 25
3 62 10 31

mg/Kg
5 58 12 35

mg/Kg
3 65 17 33




1 65 25 40

2 67 23 33

3 73 19 36

Dosis 500 4 64 13 35
mg/Kg

5 73 17 31
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Lampiran 3.11 Hasil Analisis Statistik Jumlah Sel Limfosit menggunakan One-way ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Post

Hoc Tukey

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df
Jumlah Limfosit CMCNa 1% .187 5 .200 .952 5
Stimuno .268 5 200 .934 5
Dosis 125 mg/kgBB 217 5 .200° 877 5
Dosis 250 mg/kgBB 212 5 .200° .936 5
Dosis 500 mg/kgBB .256 5 .200° .833 5
Tests of Normality
Shapiro-Wilk?
Kelompok Sig.
Jumlah Limfosit CMCNa 1% .750
Stimuno .625
Dosis 125 mg/kgBB .295
Dosis 250 mg/kgBB .635
Dosis 500 mg/kgBB .145




Descriptives

Jumlah Limfosit

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation Error Bound Bound
CMCNa 1% 5 52.80 4.025 1.800 47.80 57.80
Stimuno 5 60.60 7.470 3.341 51.32 69.88
Dosis 125 5 56.20 6.870 3.072 47.67 64.73
mg/kgBB
Dosis 250
mg/kgBB 5 64.00 4.528 2.025 58.38 69.62
Dosis 500
mg/kgBB 5 68.40 4.336 1.939 63.02 73.78
Total 25 60.40 7.627 1.525 57.25 63.55
Descriptives
Jumlah Limfosit
Minimum Maximum
CMCNa 1% 47 57
Stimuno 50 71




Dosis 125 mg/kgBB 48 63
Dosis 250 mg/kgBB 59 70
Dosis 500 mg/kgBB 64 73
Total 47 73
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Limfosit
Levene Statistic df1 df2 Sig.
.656 4 20 .629
ANOVA
Jumlah Limfosit
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 762.000 4 190.500 6.009 .002
Within Groups 634.000 20 31.700

Total 1396.000 24
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Multiple Comparisons

Post Hoc Tests

Dependent Variable: Jumlah Limfosit

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Std.
(1) Kelompok (J) Kelompok J) Error Sig. Lower Bound Upper Bound
CMCNa 1% Stimuno -7.800 3.561 .223 -18.46 2.86

Dosis 125

mg/kgBB -3.400 3.561 872 -14.06 7.26

Dosis 250 o

mg/kgBB -11.200 3.561 .036 -21.86 -.54

Dosis 500 *

mg/kgBB -15.600 3.561 .002 -26.26 -4.94
Stimuno CMCNa 1% 7.800 3.561 .223 -2.86 18.46

Dosis 125

mg/kgBB 4.400 3.561 731 -6.26 15.06

Dosis 250

mg/kgBB -3.400 3.561 .872 -14.06 7.26

Dosis 500

ma/kgBB -7.800 3.561 .223 -18.46 2.86
Dosis 125 CMCNa 1% 3.400 3.561 872 -7.26 14.06
mg/kgBB

Stimuno -4.400 3.561 731 -15.06 6.26
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Dosis 250
mo/kgBB -7.800 3.561 .223 -18.46 2.86
Dosis 500 .
mo/kgBB -12.200 3.561 .020 -22.86 -1.54
Dosis 250 CMCNa 1% .
mg/kgBB 11.200 3.561 .036 .54 21.86
Stimuno 3.400 3.561 .872 -7.26 14.06
Dosis 125
mo/kgBB 7.800 3.561 .223 -2.86 18.46
Dosis 500
mo/kgBB -4.400 3.561 731 -15.06 6.26
Dosis 500 CMCNa 1% .
mg/kgBB 15.600 3.561 .002 4.94 26.26
Stimuno 7.800 3.561 .223 -2.86 18.46
Dosis 125 3
mg/kgBB 12.200 3.561 .020 1.54 22.86
Dosis 250
mo/kgBB 4.400 3.561 731 -6.26 15.06

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Homogeneous Subsets

Jumlah Limfosit

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kelompok N 1 2 3
CMCNa 1% 5 52.80
Dosis 125 mg/kgBB 5 56.20 56.20
Stimuno 5 60.60 60.60 60.60
Dosis 250 mg/kgBB 5 64.00 64.00
Dosis 500 mg/kgBB 5 68.40
Sig. .223 .223 .223

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 3.12 Hasil Analisis Statistik Jumlah Sel Monosit menggunakan One-way ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Post

Hoc Tukey

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df
Jumlah Monosit CMCNa 1% 237 200° 961 5
Stimuno 167 200° 964 5
Dosis 125 mg/kgBB 175 200 974 5
Dosis 250 mg/kgBB 162 200 971 5
Dosis 500 mg/kgBB 175 200 974 5
Tests of Normality
Shapiro-Wilk®
Kelompok Sig.
Jumlah Monosit CMCNa 1% .814
Stimuno .833




Dosis 125 mg/kgBB

Dosis 250 mg/kgBB

Dosis 500 mg/kgBB

.899

.884

.899

One Way Anova

Jumlah Monosit

Descriptives

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper
Mean Deviation Error Bound Bound
CMCNa 1% 9.60 1.140 .510 8.18 11.02
Stimuno 12.00 2.739 1.225 8.60 15.40
Dosis 125
11.80 2.387 1.068 8.84 14.76
mg/kgBB
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Dosis 250
5 12.60 3.647 1.631 8.07 17.13
mg/kgBB
Dosis 500
5 19.40 4.775 2.135 13.47 25.33
mg/kgBB
Total 25 13.08 4.462 .892 11.24 14.92
Descriptives
Jumlah Monosit
Minimum Maximum
CMCNa 1% 8 11
Stimuno 9 16
Dosis 125 mg/kgBB 9 15
Dosis 250 mg/kgBB 8 17
Dosis 500 mg/kgBB 13 25
Total 8 25
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Test of Homogeneity of Variances

Jumlah Monosit

Levene Statistic df1 df2 Sig.
2.170 4 20 110
ANOVA
Jumlah Monosit
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 275.440 4 68.860 6.804 .001
Within Groups 202.400 20 10.120

Total 477.840 24




Dependent Variable:

Jumlah Monosit

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
() Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound [Upper Bound
CMCNa 1% Stimuno -2.400 2.012 755 -8.42 3-62
Dosis 125 mg/kgBB -2.200 2.012 .808 -8.22[3-82
Dosis 250 mg/kgBB -3.000 2.012 580 -9.02 (3-02
Dosis 500 mg/kgBB -9.800° 2.012 .001 -15.823-78
Stimuno CMCNa 1% 2.400 2.012 755 -3.62 (842
Dosis 125 mg/kgBB 200 2.012|  1.000 -5.82 6-22
Dosis 250 mg/kgBB -.600 2.012 998 -6.62 P42
Dosis 500 mg/kgBB -7.400° 2.012 012 -13.42[1-38
Dosis 125 mg/kgBB | CMCNa 1% 2.200 2.012 .808 -3.82 822
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Stimuno -200|  2.012|  1.000 -6.22 P82
Dosis 250 mg/kgBB -800| 2012 994 6.82 P22
Dosis 500 mg/kgBB -7.600°|  2.012 .009 -13.62[1:58
Dosis 250 mg/kgBB | CMCNa 1% 3.000 2.012 580 -3.02 9:02
Stimuno 600 2.012 998 -5.42(6.62
Dosis 125 mg/kgBB 800 2.012 994 -5.22 6-82
Dosis 500 mg/kgBB -6.800° | 2012 022 -12.82[78
Dosis 500 mg/kgBB | CMCNa 1% 9.800° 2.012 .001 3.78 (1582
Stimuno 7.400 2.012 012 1.38 [13-42
Dosis 125 mg/kgBB 7.600° 2.012 .009 1.58 [13.62
Dosis 250 mg/kgBB 6.800° 2.012 022 78 [12.82

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Homogeneous Subsets

Jumlah Monosit

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Kelompok N 1

CMCNa 1% 5 9.60

Dosis 125 mg/kgBB 5 11.80

Stimuno 5 12.00

Dosis 250 mg/kgBB 5 12.60

Dosis 500 mg/kgBB 5 19.40
Sig. .580 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 3.13 Hasil Analisis Statistik Jumlah Sel Neutrofil menggunakan One-way ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Post

Hoc Tukey

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df
Jumlah Neutrofil CMCNa 1% 249 5 200 907 5
Stimuno 241 5 200" 948 5
Dosis 125 mg/kgBB .158 5 .200° 979 5
Dosis 250 mg/kgBB .164 5 200 .981 5
Dosis 500 mg/kgBB 184 5 200° .978 5
Tests of Normality
Shapiro-Wilk?
Kelompok Sig.
Jumlah Neutrofil CMCNa 1% .451
Stimuno 721




Dosis 125 mg/kgBB
Dosis 250 mg/kgBB

Dosis 500 mg/kgBB

.928

.942

.921

Jumlah Neutrofil

Descriptives

95% Confidence Interval

for Mean
Std. Std. Lower Upper
Mean Deviation Error Bound Bound
CMCNa 1% 21.60 3.647 1.631 17.07 26.13
Stimuno 31.00 5.523 2.470 24.14 37.86
Dosis 125 mg/kgBB
29.60 3.847 1.720 24.82 34.38
Dosis 250 mg/kgBB
' 9k9 32.20 4970| 2223 26.03 38.37
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Dosis 500 mg/kgBB

5] 35.00 3.391 1.517 30.79 39.21
Total 25| 29.88 6.078 1.216 27.37 32.39
Descriptives
Jumlah Neutrofil
Minimum Maximum
CMCNa 1% 16 25
Stimuno 23 37
Dosis 125 mg/kgBB 25 35
Dosis 250 mg/kgBB 25 38
Dosis 500 mg/kgBB 31 40
Total 16 40
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Test of Homogeneity of Variances

Jumlah Neutrofil

Levene Statistic df1 df2 Sig.
.645 4 20 .637

ANOVA

Jumlah Neutrofil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 507.440 4 126.860 6.691 .001
Within Groups 379.200 20 18.960
Total 886.640 24




Dependent Variable:

Jumlah Neutrofil

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

() Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound |Upper Bound

CMCNa 1% Stimuno -9.400° 2.754 .021 -17.64[1-16
Dosis 125 mg/kgBB -8.000 2.754 .060 -16.24 |24
Dosis 250 mg/kgBB -10.600 |  2.754 .008 -18.84 [2-36
Dosis 500 mg/kgBB -13.400° |  2.754 .001 -21.64 5-16

Stimuno CMCNa 1% 9.400’ 2.754 .021 1.16 (1764
Dosis 125 mg/kgBB 1.400|  2.754 986 -6.84 964
Dosis 250 mg/kgBB 1200 2754 992 -9.44 704
Dosis 500 mg/kgBB -4.000 2.754 603 -12.24 424

Dosis 125 mg/kgBB | CMCNa 1% 8.000 2.754 .060 -24[16.24
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Stimuno -1.400 2.754 986 -9.64 [6-84
Dosis 250 mg/kgBB -2.600 2.754 876 -10.84 [>-64
Dosis 500 mg/kgBB -5.400 2.754 320 -13.64 [2-84
Dosis 250 mg/kgBB | CMCNa 1% 10.600°|  2.754 .008 2.36 |18.84
Stimuno 1.200| 2754 992 7.04 944
Dosis 125 mg/kgBB 2.600 2.754 876 -5.64 (1084
Dosis 500 mg/kgBB -2.800 2.754 845 -11.04 P-44
Dosis 500 mg/kgBB | CMCNa 1% 13.400° 2.754 .001 5.16 [21.64
Stimuno 4000 2754 603 -4.24 (12.24
Dosis 125 mg/kgBB 5.400 2.754 320 -2.84|13.64
Dosis 250 mg/kgBB 2.800 2.754 845 -5.44 (11.04

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

98



Homogeneous Subsets

Jumlah Neutrofil

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Kelompok N 1 2
CMCNa 1% 5 21.60

Dosis 125 mg/kgBB 5 29.60 29.60
Stimuno 5 31.00
Dosis 250 mg/kgBB 5 32.20
Dosis 500 mg/kgBB 5 35.00
Sig. .060 .320

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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