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Abstract  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak
daun sirsak (Annona muricata) terhadap jumlah hitung dan jenis leukosit
serta kadar imunoglobulin M pada tikus putih (Ratfus norvegicus).), dengan
sampel yang digunakan sebanyak 24 ekor Rancangan Acak Lengkap {RAL)
non faktorial dengan empat perlakuan masing-masing diberi enam ulangar.
Perlakuan yang dilakukan pada tikus putih adalah kelompok Ao sebagai
kontrol diberi 0,5 ml aquadest per oral tiap hari. Kelompok A1 250 mg
ekstrak etanol daun sirsak /kg BB tanpa SRBC, kelompok A2 250 mg ekstrak
etanol daun sirsak/kg BB + 0,1 SRBC dan kelompok As 0,1 ml SRBC.
Dilakukan selama 30 hari dan pemberian SRBC dilakukan pada hari ke 8
dan ke 15. Parameter yang diamati adalah hitung jenis leukosit dan titer
antibodi. Selanjutnya dianalisis dengan Anava dan dilanjutkan dengan uji
BNT. Ekstrak etanol sirsak memberikan pengaruh nyata terhadap
peningkatan jumlah agranulosit leukosit jenis limfosit pada tikus putih,

Berdasarkan hasil uji statistik dengan menggunakan ANAVA satu jalur Dﬁ?ﬁsﬁ
diperoleh E hitung = 4,3 lebih besar dari F tabel (0,05) =3,10 dan lebih kecil Fnmunostimulan,
dari ¥ tabel (0,01) = 4,94. Hal ini menunjukkan ekstrak etanol daun sirsak Titer Antibodi,
berpengaruh dalam peningkatan imunostimulan dan hitung jenis leukosit Leukosit

serta dapat meningkatkan imunitas humoral melalui peningkatan kadar
titer antibodi. Berdasarkan hasil uji statistik dengan menggunakan ANAVA
satu jalur diperoleh F hitung = 3,20 lebih besar dari F tabel (0,05} 3,10 dan
lebih kecil dari F tabel (0,01) = 4,94. Hal ini menunjukkan bahwa ada
pengaruh pemberian ekstrak etanol sirsak terhadap peningkatan jumlah
granulosit (jenis leukosit lainnya) pada tikus putih.

Kata Kunci :Daun Sirsak, Immunostimulan, Titer Antibodi, Leukosit.

Pendahuluan obat-obatan vang berasal dari tumbuhan
masih banyak yang belum  diteliti
Penyembuhan penyakit dengan
memanfaatkan tumbuhan  masih belum
maksimal digunakan oleh masyarakat di
Indonesia.

Penyembuhan penyakit dengan
memanfaatkan tumbuhan sebagai obat
tradisional saat ini mulai sering digalakkan.
Hal ini seiring dengan permasalahan
pengobatan melalui kemoterapi ternyata
memiliki efek samping " sehingga perlu Banyak jenis tumbuhan yang dapat
pengobatan yang aman dan mudah diperoleh. dieksplorasi sebagai bahan obat tradisional
Selain itu, obat tradisional yang berasal dari khususnya untuk pengobatan penyakit
tumbuhan juga tidak memiliki efek samping ~kanker. Kanker adalah penyakit —yang
dibandingkan obat-obatan kimia, namun ditandai dengan perubahan genetik dan
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menyebabkan transformasi progresif sel
normal tmenjadi sel ganas (Hanahan dan
Weinberg, 2000). Salah satu tumbuhan yang
dapat dibuat sebagai obat tradisional adalah
daun sirsak (Anenna muricata). Daun Anonna
muricata memiliki beberapa keunggulan bila
dibandingkan dengan pengobatan
kemoterapi yaitu membunuh kanker secara
efektif dan aman.

Daun Anonna muricata memiliki bau tajam
menyengat dengan tangkai daun pendek
sekitar 3-10 mm (Radi, 2001) dan memiliki
bau tajJam yang menyengat. Berbagai
penelitian tentang khasiat daun Anonna
muricata sudah banyak dilakukan. Menurut
Adewole dan Martin (2006), bahwa daun
Anonna  muricata  memiliki  efek yang
bermanfaat dalam meningkatkan aktifitas
enzim antioksidan dan hormone insulin pada
jJaringan. pankreas serta melindungi dan
menjaga sel-sel pankreas (. Selain itu daun
Anonna muricata juga berpotensi sebagai
antihipertensi, antispasmodik, obat pereda
nyeri, hipoglikemik, antikanker, emetik
(menyebabkan muntah), dan vermifuge
(pembasmi cacing) (Holdsworth,1990).

Acetogenin merupakan senyawa aktif
yang bersifat toksik sebagai zat yang dapat
menghambat dan menghentikan
pertumbuhan sel kanker. Dalam Chang {1998)
dijelaskan bahwa senyawa acetogenin
berperan sebagai inhibitor sumber energi
untuk pertumbuhan sel kanker melalui
penghambatan NADH di mitokondria saat
transpor elektron dan menghambat NADH
oxidase pada membran plasma sel tumor.

Sel kanker membutuhkan energi yang
banyak untuk berkembang sedangkan
sumber energi dalam sel akan menjadi
berkurang bahkan berhenti akibat aktivitas
acetogenin, maka sel kanker pun berhenti
membelah dan selanjutnya sel kanker akan
matl. Acetogenins secara selektif menyerang
sel yang tumbuh abnormal dengan energi
yang besar. Sel-sel normal yang butuh energi
relatif rendah dalam pertumbuhannya tidak
menjadi target senyawa acetogenins (Yuan,
2003). Hal ini yang membuat senyawa dalam
daun Anonna muricata  dianggap selektif,

Leukosit Pada Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

tidak menimbulkan efek samping dan hanya
memilih sel kanker untuk diserang.

Sel kanker menunjukkan adanya antigen
yang tidak ditemukan pada sel normal
sehingga antigen tersebut muncul sebagai
antigen asing (Finlay et al., 2006). Masuknya
antigen ke dalam tubuh direspon secara
langsung oleh sel darah putih (leukosit).
Peningkatan  jumlah  leukosit total
menunjukkan adanya respon leukosit secara
humoral dan seluler dalam mengatasi adanya
sel kanker (Erlinger, 2004).

Acetogenin berperan dalam meningkatkan
jumlah sel darah putih (leukosit) dalam
mengatasi kanker serta mencegah dari infeksi
yang mematikan. Dengan adanya antigen
asing vang muncul di dalam sel normal,
tubuh akan berupaya membentuk antibodi
dengan bantuan acetogenin yang terdapat di
dalam daun sirsak. Antibodi IgM adalah
antibodi yang pertama kali timbul pada
respon imun terhadap antigen dan antibodi
yang utama pada golongan darah secara
alami. Imunoglobulin M terbentuk dari sel
darah putih jenis sel limfosit B. Berdasarkan
hal tersebut maka perlu dilakukan penelitian
untuk mengkaji aktifitas ekstrak daun
Anonna muricata  sebagai immunostimulan
terhadap jumlah hitung dan jenis leukosit
serta kadar imunoglobulin M pada tikus
putih (Rattus norvegicus).

Metode Penelitian
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan Timbangan digital,
Tempat pakan, Botol minum, Bak plastik
berukuran 40x20x15 cm, Kawat kasa, Blender,
Gastric tube, Botol sampel, Lemari pengering,
Batang pengaduk, Kertas Saring, Mikropipet,
Vakum tube antikoagulan, Sentrifuge, Frezee
Dryer, Timbangan, Spoit, Mikroplat 96 dasar
V, Penangas air, pH meter, Pipette, Pipettors

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah 24 ekor tikus putih strain Wistar
jantan dan betina (induk tikus dipercleh dari
Fakultas Farmasi Universitas Sumatera
Utara}, pakan bentuk pellet PC 05, air minum
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(akuades) yang diberikan secara ad libitum,
sekam kayu sebagai alas kandang tikus,
ekstrak etanol daun sirsak, SRBC (sheep red
blood cell), CMC(carboxy metyl cellulose),
formalin 10% untuk mengawetkan limpa
sebelum dijadikan preparat.

Penelitian  ini
dalam

bersifat eksperimental,
perancangannya digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) non faktorial
dengan empat perlakuan masing-masing
diberi enam ulangan. Dalam penelitian ini
digunakan 24 ekor tikus putih (Rattus
norvegicus) dengan berat rata-rata dari 100-
250 gram dan diadaptasi selama 1 bulan.
Masa pemeliharaan dan pemberian perlakuan
dilaksanakan selama 30 hari. Selanjutnya
tikus dibagi menjadi & kelompok masing-
masing terdiri dari 4 ekor tikus. Pemberian
makan dan minum secara ad [libitum.
Kelompok A sebagai kontrol diberi 0,5 ml
aquadest per oral tiap hari. Kelompok B 250
mg ekstrak etanol daun sirsak /kg BB tanpa
SRBC, kelompok C 250 mg ekstrak etanol
daun sirsak/kg BB + 0,1 SRBC dan kelompok
D 0,1 ml SRBC. SRBC akan diberikan pada
harj ke 8 dan hari ke 15.

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sirsak

Simplisia daun sirsak dilakukan di
laboratorium fitokimia Fakultas Farmasi USU
dengan menggunakan lemari pengering dan
blender pembuat serbuk. Daun sirsak segar
dilakukan sortasi basah, untuk memisahkan
benda asing, meliputi tangkai daun, serangga
dan  kotoran lainnya. Daun yang telah
disortasi dicuci sebanyak 3 kali pencucian dan
ditiriskan, kemudian dimasukkan ke dalam
lemari pengering sampai kering, ditandai
dengan bunyi rapuh bila dipatahkan.
Selanjutnya diserbuk menggunakan blender.
Serbuk disimpan dalam plastik. Serbuk daun
sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan
Soxhlet dengan etanol 70%. Sari yang
diperoleh dipekatkan dengan menggunakan
rotary evaporator dan dikeringkan untuk
mendapatkan ekstrak etanol kering. Senyawa
yang akan diambil dengan menggunakan
etanol adalah flavonoid (Mulyaningsih, 2006).

Penentuan Dosis Ekstrak Sirsak

Dosis ekstrak etanol sirsak untuk tikus
ditentukan dengan dosis 250 mg/kg peroral

- Perhitungan

Pemberian ekstrak sirsak diberikan peroral
setiap hari dengan cara mencekok. Perlakuan
diberikan selama 30 hari. Pada hari ke 30
darah tikus diambil untuk dilakukan analisis
leukosit.

Pengambilan Sampel Darah

Sampel darah pada tikus didapat dari
leher tikus dengan cara memotong leher
setiap tikus (24 ekor) yang telah diberi

masing-masing perlakuan dengan
menggunakan pisau.
Pengukuran jumlah dan hitung jenis
leukosit ’

Penghitungan total leukosit diamati

dibawah mikroskop, dengan perbesaran 100
x. Untuk pemeriksaan hitung jenis leukosit,
dilakukan secara manual. Pertama-tama
dibuat preparat darah hapus. Kemudian,
diwarnai  dengan giemsa.
Pemeriksaan  hitung jenis leukosit
menggunakan perbesaran 100X obyektif.
jenis leukosit ini mengikuti
metode yang terdapat pada Depkes R1( 1992).
Penentuan Kadar Imunitas Humoral dengan
Metode Hemaglutinasi (HA Test)

larutan

Darah diambil dengan cara dekapitasi dari
leher tikus menggunakan pisau bedah.
Pengambilan darah dilakukan hari ke-30.
Darah ditampung pada vacuum tube 3 ml
steril. Darah kemudian disentrifuge dengan
kecepatan 3500 rpm selama 5 menit. Serum
diambil dan ditempatkan pada microtube 1,5
ml baru. Serum disimpan di dalam refrigerator
4 C  sebelum digunakan. Dilakukan
dekomplementasi yaitu meletakkan tabung
yang berisi serum didalam penangas air yang
bersuhu 56°C selama 30 menit. Kemudian
dimasukkan 50 uL PBS pada mikroplat kolom
kedua sampai kedua belas, sedangkan kolom
pertama dibiarkan kosong. Dimasukkan 100
pL serum yang telah di komplementasikan ke
dalam kolom pertama dan dilakukan
pengenceran bertingkat pada mikroplat
dengan cara mengambil 50 pL serum dari
kolom pertama kemudian memasukkannya
ke dalam kolom kedua, dihomogenkan.
Setelah itu ambil 50 ul dari kolom kedua
kemudian masukkan ke kolom ketiga lalu
dihomogenkan, demikian seterusnya sampai
kolom kedua belas. Kemudian dibuang 50 pL
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serum pada pengenceran serial terakhir pada
kolom kedua belas. Dengan demikian
didapatkan 12 seri pengenceran serum
dengan kelipatan dua, yaitu : 1/1, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024,
1/2048. Dimasukkan 25 pL SRBC 1 % ke
dalam setiap sumur, dicampurkan secara
perlahan. Dilakukan pembacaan titer antibodi
hasil reaksi hemaglutinasi  dengan
pengamatan  langsung  dengan  mata.
Pengamatan tersebut berdasarkan adanya
penyebaran dan pengendapan SRBC pada
dasar mikroplat yang terlihat jelas bila dilihat
dari posisi atas tegak lurus terhadap dasar
mikroplat dengan latar belakang putih dan
pencahayaan dari atas. Dilakukan pembacaan
titer antibodi diamati setelah 24 jam tes
hemaglutinasi. Pengumpulan data dengan
cara mengukur konsentrasi antibodi dengan
cara titrasi pengenceran bertingkat. Angka
hasil pembacaan titer yang berupa deret ukur
(bersifat eksponensial dengan bilangan pokok
dua) dikonversikan ke dalam deret hitung
{Achyat, dkk., 2008) dengan rumus

Leukosit Pada Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

Metode yang digunakan adalah metode
eksperimental dengan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) Non Faktorial. Data yang
diperoieh ditabulasikan kemudian dianalisis
dengan analisis varians (ANAVA)}1 arah.

Hasil Dan Pembahasan
Total Limfosit

Sel mempunyai kemampuan
untuk membedakan dirinya sendiri dan yang
bukan dirinya sendiri (benda asing) serta
mengatur penghancuran dan inaktivasi dari
benda asing (Efendi, 2003). Limfosit terdiri
atas dua yaitu limfosit B dan limfosit T. Sel B
bertanggung jawab atas sintesis antibodi
humoral yang bersirkulasi yang dikenal
dengan nama immunoglobulin  (Lantapi,
2011).

Nilai total limfosit dalam penelitian ini
diperoleh  melalui  perhitungan persen
limfosit. Pada tabel 5.1. dapat dilihat bahwa
jumlah limfosit tikus putih setelah pemberian
ekstrak etanol daun sirsak dengan perlakuan

limfosit

yang berbeda untuk masing- masing
Jog (titer) + 1 (1). kelompok.
Teknik Analisis Data '
Tabel 1. Nilai Rata-rata Jumlah Limfosit
Ul
Perlakuan I > 3 Redd : p Total Rata-rata
Ao 76.5 63.6 788 77.1 73.5 63 431.7 |7195
A 70.7 71.9 80.6 76.3 74.3 77 450.8 75,13
A 80 88.5 79.7 68.4 6d 73.8 4544 |7573
Az 62.5 72.2 71.2 628 48.6 54 3714 619
Total 71.18

Dari tabel di atas terlihat bahwa jumlah
limfosit yang mengalami peningkatan adalah
pada perlakuan Ai dan A2, sedangkan pada
perlakuan dan As mengalami penurunan
dibandingkan dengan Ao. Hal ini disebabkan
oleh aktifitas ekstrak daun sirsak (Annona
muricata) yang berfungsi sebagai
imunostimulan didukung oleh respon antigen
yang disuntikkan pada tikus putih sehingga
dapat meningkatkan jumlah dan hitung jenis
leukosit pada tikus putih (Rattus norvegicus).

Penggunaan SRBC dilakukan sebagai antigen
dikarenakan . mudah  diperoleh dalam
suspensi yang uniform dan dapat diukur.
Kemudian SRBC juga bersifat stabil dan lisis
dari SRBC dapat dilihat dan dapat dibuat
dengan mudah (Handojo, 2003) dalam
Achyat, dkk, (2008). Penurunan sel limfosit
pada perlakuan As dikarenakan adanya
antigen yang dimasukkan ke dalam tubuh
tikus putih yang berlawanan dengan sel
limfosit. Secara diagram, perbandingan nilai
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jumlah rata-rata limfosit dapat dilihat pada
gambar 1 berikut.

—
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Gambar 1. Nilai rata-rata jumlah limfosit
pada tiap perlakuan dalam persen (%)

Untuk mengetahui apakah perbedaan
perlakuan tiap kelompok berpengaruh atau
tidak, maka data di uji secara statistic dengan
uji ANAVA 1 arah. Peningkatan yang paling
tinggi adalah pada perlakuan  Aa.
Perbandingan jumlah rata-rata monosit dapat
dilihat pada gambar 2 berikut ini.
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Gambar 2. Nilai Rata-rata Jumlah Monosit

Berdasarkan gambar di atas, adanya
peningkatan jumlah monosit dalam darah
disebabkan karena peningkatan aktifitas
fagositosis terhadap benda asing, mengingat
monosit dalam jaringan akan berubah
menjadi makrofag (Martini et al. 1992). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa jika dilihat
dari nilai statistik pemberian ekstrak etanol
daun sirsak memberikan pengaruh nyata
(a:0,05) terhadap jumlah monosit tikus putih.
Monosit tikus putih normal berkisar antara 0-
5% dan nilai rata-rata monosit 13% (Smith
dan Mangkoewidjoyo, 1988).

Kadar Titer Antibodi
Kadar titer antibodi dalam penelitian ini
diperoleh dengan menghitung jumlah total

titer antibodi. Pada gambar 5.4 diketahui
bahwa kadar titer antibodi tikus putih setelah
pemberian ekstrak etanol daun sirsak untuk
masing-masing kelompok memiliki rata-rata
yang berbeda. Kadar titer antibodi yang diuji
dengan tes Hemaglutinasi (HA Test) pada
setiap perlakuan memiliki rata-rata yang
berbeda setelah pemberian ekstrak etanol
daun sirsak. Nilai rata-rata secara berurutan
yaitu perlakuan Ac=1; A=1,67; Ax=7,17;
A3=6,67. Rata-rata kadar titer antibodi pada
setiap perlakuan dapat dilihat dalam bentuk
diagram batang berikut.

AQ Al A2 A3

Gambar. 3 Nilai rata-rata kadar imunitas
humoral tikus putih melalui pengamatan titer

antibodi pada tikus putih yang diberi
perlakuan ekstrak etanol daun sirsak.

Rata-rata kadar titer antibodi pada setiap
perlakuan saat tes hemaglutinasi setelah
pemberian perlakuan selama 30 hari kepada
tikus memiliki kadar yang berbeda.
Berdasarkan gambar 5.4 dapat dilihat bahwa
kelompok yang tertinggi kadar titer
antibodinya adalah pada kelompok perlakuan
Az Tingginya kadar titer antibodi pada A
disebabkan oleh adanya imunisasi SRBC yang
dilakukan 2 kali yaitu pada hari perlakuan ke-
8 dan ke-15. Pada kelompok perlakuan SRBC
juga ditemukan kadar titer antibodi yang
cukup tinggi dimana hal ini disebabkan juga
karena pernah terpapar dengan antigen SRBC
sebelumnya.

Pada kelompok Ao dan A1 juga terbentuk
imunitas humoral walaupun pada dasarnya
kelompok ini tidak pernah terpapar langsung
dengan antigen SRBC. Namun hemaglutinasi
yang terjadi kadarnya kecil yaitu berkisar
antara 0-1. Sedangkan untuk kelompok A1
memiliki kadar yang lebih tinggi berkisar
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antara 1-3. Hal ini disebabkan pada serum
darah manusia maupun tikus ada
kemungkinan ditemukan antigen anti-SRBC
walaupun diketahui sebelumnya belum
pernah terpapar. Hal ini sejalan dengan
penelitian terdahulu yang telah dilakukan
oleh Achyat, dkk (2008), dimana antigen yang
terbentuk adalah antigen alamiah (natural
antibodi). Pada kelompok SRBC ditemukan
kadar titer antibodi yang cukup tinggi, hal ini
dikarenakan kelompok SRBC sudah pernah
diimunisasi dengan antigen  SRBC
sebelumnya sebanyak dua kali imunisasi.
Kelompok SRBC memiliki kadar titer antibodi
yang lebih tinggi dari kelompok kontrol dan
ekstrak etanol karena kelompok tersebut
pernah memproduksi antibodi yang lebih
besar agar dapat menghancurkan antigen
pada saat imunisasi dilakukan.

Dalam Achyat (2008) mengemukakan
dalam penelitiannya yang menggunakan
SRBC sebagai antigen menunjukkan kenaikan
pada saat pemberian imunisasi dan hal ini
dilakukan  tes  hemaglutinasi  dimana
kelompok SRBC lebih tinggi kadar titer
antibodinya dibandingkan dengan kelompok
kontrol karena kelompok SRBC memproduksi
antibodi yang lebih besar agar dapat
menghancurkan antigen. Antigen yang telah
bergabung atau bersatu dengan
immunoglobulin G atau M (IgG atau IgM)
akan mengaktifkan sistem komplemen, yaitu
sekelompok protein plasma yang berakibat
lisis pada suatu benda asing tersebut.

Reaksi hemaglutinasi dikatakan positif
apabila endapan SRBC tersebar merata
menutupi seluruh atau sebagian besar
dinding dasar sumur mikroplat. Endapan itu
terbentuk karena ada suatu anyaman yang
teratur antara antibodi dengan SRBC dengan
permukaan yang luas sehingga menutupi
seluruh atau sebagian besar dasar sumur
mikroplat. Persatuan dari anyaman ini akan
terlihat berwarna merah muda. Terjadinya
reaksi hemaglutinasi negatif apabila SRBC
berkumpul di bagian tengah dasar sumur
mikroplate dan terbentuk seperti titik atau

Leukosit Pada Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

kancing (Susanti, Sadikin, dkk.,1994) dalam
Achyat, dkk., (2008).

Reaksi hemaglutinasi negatif
memperlihatkan demikian karena antibodi
tidak ada dan antigen berlebih sehingga tidak
terjadi ikatan antara antigen dan antibodi.
Disebabkan karena pengaruh berat dari
antigen, maka antigen yang berlebih itu akan
berkumpul ke tengah-tengah dasar sumur
mikroplat membentuk suatu endapan seperti
kancing yang berwarna merah muda (Achyat,

Gambar 4. Uji Hemaglutinasi (HA Test)
serum tikus putih:  (a) menunjukkan
aglunitasi terjadi pada As (b) menunjukkan
tidak terjadi aglutinasi.

Kesimpulan

Ekstrak etanol daun sirsak berpengaruh
dalam peningkatan imunostimulan dalam
meningkatkan jumlah dan hitung jenis
leukosit serta dapat meningkatkan imunitas
humoral melalui peningkatan kadar titer
antibody setelah diuji dengan statistik
berpengaruh nyata atau signifikan.
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