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Efek Preventif Perasan Semanggi Affafsilea crenata Terhadap
Perubahan Histopatologi Ginjal dan Vesika Urinaria
Tikus PutihRattus novegicuslodel Urolithiasis

ABSTRAK

Urolithiasis adalah gangguan pada sistem urin&ilzagterbentuknya kristal
melalui proses fisiologis dan kimiawi dalam tubsllah satu penyebab utamanya
adalah kalsium oksalatlarsilea crenatamerupakan tanaman rawa mengandung
kalium memiliki efek sebagai diuretik dan flavonogkbagai diuretik serta
antiinflamasi. Penelitian ini bertujuan mengetagigk perasaMarsilea crenata
dapat mencegah terjadinya urolithiasis yang dilittetrdasarkan gambaran
histopatologi ginjal dan vesika urinaria. Penetfitiani bersifat eksperimental
dengan Posttest Only Control Desigmlan menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Hewan model yang digunakan dalamepgan ini adalah tikus
(Rattus norvegicysjantan berumur 12 minggu yang dibagi dalam 6 riglok
masing-masing 4 ekor. Kelompok (P1) kontrol neggdiig hanya diberi pakan
standart dan air minum, Kelompok (P2) kontrol ggsiP3), (P4), (P5), dan (P6)
diberi kombinasi etilen glikol (EG) 0,75% dan amani klorida (AK) 2%
sebanyak 12 ml/200 g BB. Kelompok (P3) ditambahp@masarMarsilea crenata
5%, kelompok (P4) 10%, kelompok (P5) 20%, dan k@okn(P6) 40% dengan
dosis 1 ml/100 g BB. Pemberian bahan induksi uvalgis dan perasan Semanggi
Air (Marsilea crenata diberikan secara peroral dengan menggunakan sonde
lambung. Perlakuan diberikan selama 10 hari. Hslsdring pada gambaran
histopatologi yang dilanjutkan dengan pengujlamuiskall-Wallis menunjukkan
adanya perbedaan yang sangat nyata (p < 0,01kaPefemanggi AirMarsilea
crenatg pada konsentrasi 40% efektif mencegah uroliteidengan menghambat
pembentukkan kristal dan mengurangi terjadinya agtan sel.

Kata Kunci : UrolithiasisMarsilea crenataRattus norvegicysGinjal,
Vesika Urinaria.



Preventive Effects of Water Cloverslérsilea crenaty Extract Against
Histopathology Change Kidney and Gall Bladder
On Rat Rattus novegicydJrolithiasis Model

ABSTRACT

Urolithiasis is the disease of the urinary systeme do the formation of
crystals through physiological and chemical proessa the body which one of
the main cause is the calcium oxald¥arsilea crenatais a swamp plant which
contain potassium and flavonoids. This researchs @immknow the preventive
effects of extract ofMarsilea crenata on urolithiasis observed by the
histopathology of kidney and gall bladder. Thisdstus an experiment with
Posttest Only Control Design and use Completelyd@amzed Design (CRD).
The animal model for this research is twenty foeadhof 12 weeks old male rats
(Rattus norvegicyswhich divided into six groups of four. Group P4 @egative
control are fed by standard pellet and mineral watee Group P2 as positive
control and group (P3, P4, P5), and (P6) was gatbglene glycol (EG) 0.75%
and ammonium chloride (AK) 2% as much as 12 ml/@@®B. The treatment of
Marsilea crenataare divided into several concentrations, (P3) $%) (L0%, (P5)
20%, and group (P6) 40%. The doseMdrsilea crenatajuice as much as 1
ml/100 g BB. The treatment is given orally usinglogavage for 10 days. The
resulting score based on the change of histopaiiichppearance followed by
Kruskall-Wallistest showed significant differences (p < 0,01%alh be concluded
that, Marsilea crenataextract in concentration 40% can prevent the oecuae of
urolithiasis.

Keywords : Urolithiasis, Marsilea crenata Rattus norvegicys Kidney,
Gallbladder.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gangguan kesehatan yang paling sering terjadi pajilag dan kucing adalah
urolithiasis. Hasil penelitian yang dilaksanakanTdie Ohio State University
Hospital pada 109 ekor kucing dengan gangguan sistem péragml5
diantaranya mengalami urolithiasis (Buffington, 2p0Urolithiasis merupakan
akibat adanya kristal pada saluran perkemihan yengentuk melalui proses
fisiologis dan patologis (Stevenson, 2002).

Berdasarkan data kesehatan tahun 2007 hingga y28 diambil dari RSH
Jakarta, RSH IPB dan klinik PDHB drh. Cucu K., dit&kan 71 kasus urolithiasis
dan penyebab terjadinya urolithiasis tersebut &dkddsium oksalat sebanyak 42
%, struvit sebanyak 33 %, silika 17 %, dan sistiflo (Mariyani, 2009). Hasil
penelitian yang dilakukan @anadian Veterinary Urolith Centreelama sepuluh
tahun pada 11.353 ekor kucing mengenai penyebalithiasis menunjukkan
bahwa 5570 ekor akibat kalsium oksalat, 4887 ekitrad struvit, 462 ekor akibat
urat, 118 ekor akibat kalsium fosfat, 25 ekor akib&BC, 14 ekor akibat xantin,
13 ekor akibat silika, 11 ekor akibat sistin, ddnekor akibat sodium pyrofosfat
(Houston and Moore, 2009). Berdasarkan data tersebut, diketdiahwa

penyebab utama terjadinya urolithiasis adalah lailksalat.



Kalsium oksalat merupakan salah satu penyebaldieyg urolithiasis yang
terbentuk pada pH asam sampai netral yaitu 5,83—FRgembentukkan kalsium
oksalat akan menyebabkan terjadinya obstruksi remater, vesika urinaria dan
uretra. Perubahan tersebut dapat dilihat mel@&ngamatan mikroskopis.

Urolithiasis merupakan salah satu jenis penyakihgy dapat disembuhkan
melalui pengobatan herbal. Beberapa jenis herbad) yiapat digunakan untuk
terapi urolithiasis diantaranya daun alpukat, nanikumis kucing, kejibeling,
dan asparagus. Berdasarkan hasil penelitian ydakuéan oleh Wientarsih, dkk.
(2012), kandungan flavonoid dan kalium dalam dalpukat dapat mencegah
terbentuknya kristal dan mencegah terjadinya irdisinpada ginjal. Kandungan
tersebut juga terdapat pada tanaman SemanggMans{lea crenata

Semanggi Air memiliki kandungan kalium yang santiaggi yaitu sekitar
937,56 mg/100gram (Arifin, 2009). Kalium berfungsituk menghambat reaksi
ikatan kalsium dengan asam oksalat agar tidak metukeéristal dan berfungsi
sebagai diuretik. Semanggi Air juga mengandung osiilan yang dapat
menghambat reaksi oksidasi dan menangkal radikeasediantaranya adalah
flavonoid yang berfungsi sebagai antiinflamasi datagai diuretik (Nurjanah
dan Abdullah, 2012). Kalium dan flavonoid berpetamiuk mencegah terjadinya
urolithiasis.

Dalam penelitian ini menggunakan hewan model tikustih Rattus
norvegicu$ Galur Wistar dikarenakan harga tikus dan biayawatannya murabh,
cara perawatannya mudah, serta dapat dikontrolusTigutih juga pernah

digunakan dalam penelitian urolithiasis sepertiggemaan ekstrak daun alpukat



sebagai antiurolithiasis (Fuadi, 2009). Hewan ma@elg digunakan berkelamin
jantan karena lebih cepat terbentuk kristal dibagikin dengan tikus betina.
Hewan model urolithiasis yang digunakan dalam pesaelini diinduksi dengan
menggunakan campuran etilen glikol 0,75% dan anmonkiorida 2% karena
berdasarkan hasil penelitian telah terbukti dal@pukih hari terbentuk kristal
kalsium oksalat (Jagannatt,al.,2012).
1.2 Rumusan Masalah

Apakah perasan Semanggi AMdrsilea crenatq dapat mencegah terjadinya
urolithiasis berdasarkan gambaran histopatologabufan vesika urinaria hewan
model urolithiasis ?
1.3 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui efek perasan Semanggi Mar§ilea crenatq terhadap
gambaran histopatologi ginjal dan vesika urinagevén model urolithiasis.
1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan infointedhwa Semanggi Air
(Marsilea crenatqa dapat digunakan sebagai tanaman obat untuk manceg

urolithiasis.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Sistem Urinaria
2.1.1 Definisi

Sistem perkemihan adalah suatu sistem yang beifungsk menyaring
darah sehingga zat-zat yang tidak digunakan lagh eibuh akan dikeluarkan
melalui urin dan zat-zat yang masih berguna balguhuakan diserap kembali
melalui pembuluh kapiler yang ada didalam ginjal.
2.1.2 Organ Penyusun Sistem Urinaria

Sistem perkemihan terdiri atas sepasang ginjaleyreesika urinaria, dan
uretra (Delmanm@and Brown, 1992).
a) Ginjal

Ginjal berfungsi untuk menyaring darah, mengekskaes berbagai zat
sisa metabolik dan mengatur keseimbangan cairaamdalbuh (Lina, 2008).
Berdasarkan hasil sebuah penelitian pada ginjaktgutin Rattus norvegicys
galur Wistar jantan dan betina di Nigeria tahun 2@dapatkan hasil bahwa
ginjal tikus jantan lebih besar daripada ginjaliikoetina dengan berat rata-rata
ginjal tikus adalah 0,605+0,012 g dan dapat dikaétdlahwa ginjal tikus dapat
beradaptasi untuk mempertahankan homeostasis walagngan mengkonsumsi
sedikit air (Onyeanust al, 2009).

Induksi etilen glikol menyebabkan terbentuknya tiliderupa kalsium
oksalat pada bagian tubulus renalis sehingga mabyel kerusakan pada daerah

disekitarnya (Hosseinzadei al 2010).



b) Ureter
Ureter adalah saluran yang menghubungkan bagiais kihjal dengan

bagian vesika urinaria. Pada bagian ujung uretelapat katup yang berfungsi
untuk menutup vesika urinaria apabila dalam keada@muh (Dellmanand
Brown, 1992).
c¢) Vesika Urinaria

Vesika urinaria atau kandung kemih merupakan salurater yang meluas,
dimana lapisan yang terdapat dalam ureter terddglam vesika urinaria pula.
Perbedaannya adalah ketebalan relatif dinding @eraittunika muskularis pada
vesika urinaria lebih tebal dibanding ureter. Tanmuskularis pada bagian vesika
urinaria terdiri atas lapisan dalam, lapisan lgan lapis tengah melingkar. Hasil
metabolisme dari ginjal berupa urin dikeluarkan ahelureter yang kemudian
ditampung di vesika urinaria, apabila kapasitaskeegrinaria sudah penuh maka
urin akan dikeluarkan dari tubuh melalui uretra l{pan and Brown, 1992).
Vesika urinaria berbentuk kantong rongga yang fargilastis. Vesika urinaria
menyimpan urin dalam waktu berkala (Lina, 2008)tuBginjal yang terbentuk
akan berkumpul di dalam vesika urinaria (Fuadi, 2200
d) Uretra

Uretra merupakan saluran yang berfungsi untuk marikan urin dari
vesika urinaria menuju keluar tubuh. Struktur amasouretra pada hewan jantan
lebih panjang dan sempit, sedangkan pada hewanabesiruktur anatomisnya

lebih pendek dan lebar.



2.1.3 Penyakit Pada Sistem Perkemihan

Penyakit pada sistem perkemihan dapat bersifaksife maupun non-
infeksius. Penyakit infeksius pada saluran perkamisepertiglomerulonefritis
pyelonefritis nefrosis nefritis dan cystitis Penyakit pada saluran perkemihan
yang bersifat non-infeksius adalah adanya kelagmemetik,acute renal failure,
dan chronic renal failure Sedangkan penyakit pada sistem perkemihan yang
dapat bersifat infeksius dan non-infeksius adatalithiasis.
2.2 Urolithiasis
2.2.1 Definisi

Urolithiasis atau batu ginjal tersebut merupakaatisupembentukkan
kristal di dalam saluran kemih melalui proses f@is dan kimiawi tubuh.
Terminologi kataurolith berasal dari Bahasa Yunani yaityron yang berarti
urin danlithos yang berarti batu (Osbornet al.,1999). Data epidemiologi yang
ada menunjukkan bahwa kalsium oksalat merupakapepab utama terjadinya
pembentukkan kristal (Butterweekd Khan, 2009). Beberapa hal yang berperan
dalam pembentukkan kristal pada kasus urolithigsésla hewan model
laboratorium diantaranya kalsium oksalat, fosfaagmesium, ammonia, pH urin,
dan sitrat (Mandel, 1996). Kondisi supersaturasn unenyebabkan terjadinya
peningkatan ekskresi kristal pada ginjal dan regissair pada tubulus renalis,
sehingga konsentrasi dan pH urin berubah (Mariy2009).
2.2.2 Jenis — Jenis Kristal

Berikut ini adalah beberapa jenis kristal yang rggrditemukan dalam

kasus urolithiasis :



1. Kalsium Oksalat (70-80%)

Kalsium oksalat terbentuk dalam kondisi hiperkalge(iHoustonet al, 2004).
Kalsium oksalat terbentuk dalam kondisi asam sampagal dengan pH 5,8-6,3.
Kalsium  oksalat memiliki dua tipe Vvyaitu, kalsium salkat
monohidratwhewellitésingle (CaGO04.H0) dan kalsium oksalat
dihidrativeddellite/multiple(CaG04.2H,0). Faktor resiko dalam pembentukkan
kalsium oksalat adalah konsumsi tinggi kalsiumamwiin D, vitamin C, dan bahan
yang mengandung derivat asam oksalat yang tinggi

2. Struvite(20%)

Struvite atau dikenal dengan istilah lain magnesium amnmoniosfat
heksahidrat dengan komposisi kimia Mgid,6H,0. Struvite terbentuk dalam
kondisi basa, dalam kondisi tersebut jumlah fosfahingkat. pH urin yang tinggi
mempengaruhi solubilitas magnesium ammonium fosghingga meningkatkan
terbentuknya presipitasi kristsruvite
3. Cystine(1%)

Cystinedengan rumus kimia ((SGBHNH,COOH),) yang terbentuk akbiat
peningkatan kadacystine dalam urin dengan kondisi asam hingga netral dan
bersifat tidak larut air.

4. Urate (5%)

Uric acid/urate merupakan senyawa organik yang berasal dari karbon
nitrogen, oksigen, dan hidrogen dengan rumus kim@s;N,Os yang berasal
dari katabolisme purirJrate berukuran kecil, halus, berwarna kuning kecoklatan

dan terbentuk akibat peningkatan ekskresi asandurain.



2.2.3 Patomekanisme

Kejadian urolithiasis yang paling sering terjadaldbatkan oleh kalsium
oksalat. Terbentuknya kalsium oksalat diakibatkdanga reaksi ikatan antara
kalsium dengan asam oksalat. Kondisi urin yang herdimana terjadi
hiperkalsiuria dan hiperoksaluria mempercepat @oserbentuknya kristal
(Saputra, 2009).

Kalsium oksalat yang terakumulasi menyebabkan dgwya obstruksi
renal, ureter, vesika urinaria, dan uretra. Bahjagidalam jumlah banyak dapat
menyumbat glomerulus dan dapat terjadi glomerulitieefserta dapat merusak
sel epitel disekitarnya. Kristal kalsium oksalatkoenpul pada bagian korteks jika
diamati secara mikroskopis (Touhastial, 2007).

2.2.4 Diagnosa

Penentuan hasil diagnosis dalam kasus urolithdegisit melalui beberapa
tahapan yaitu mengumpulkan informasi berdasark@rade gejala klinis yang
ditimbulkan, melalui pemeriksaan fisik dengan cagralpasi pada daerah
abdomnial. Gejala Klinis urolithiasis yang ditimkaih meliputi hematuria,
pollakiuria, stranguria, dan dysuria. Apabila dil&kn palpasi disekitar daerah
abdomen akan timbul rasa kesakitan (Langstoal, 2008). Untuk memperkuat
diagnosis perlu dilakukan uji laboratorium, pemsaién menggunakan radiografi
dan pemeriksaan histologi yang dilakukan sapbstmortem untuk

mengembangkan ilmu pengetahuan.



a) Pemeriksaan Laboratorium

Uji laboratorium yang digunakan untuk mendiagnoseolithiasis
diantaranya adalah pH urin, berat jenis urin, k&13N, kadar kreatinin, volume,
kadar albumin. pH urin akan menentukan jenis Wrigeng akan dihasilkan
seperti pH asam cenderung menghasilkan kristaliukalsoksalat (Mariyani,
2009). Peningkatan berat jenis urin mengindikasiadanya peningkatan kadar
mineral dalam urin (Kennedy, 2008). Kenaikan kaBéyod Ureum Nitrogen
(BUN) mengindikasikan adanya kerusakan pada gdijabna ginjal tidak dapat
mendenaturasi protein yang berlebihan dalam tubuldi, 2009).
b) Radiografi

Pemeriksaan radiografi pada anjing dan kucing hertu untuk
mendeteksi adanya kristal dengan teknik pencitsgaiu pengingkatan opasitas
pada gambar. Beberapa teknik radiografi yang semligunakan adalah
Intravenous Pyelography(IVP) untuk melihat anatomi dan fisiologi ginjal,
Computed Tomograph¢CT) untuk mendapatkan gambaran tiga dimensi, dan
Ultrasonography (USG) yang biasanya digunakan dengan tujuan mengur
tingkat radiasi seperti penggunaan pada hewan lyaniing (Ross, 2005).
2.2.5 Pencegahan

Langkah pencegahan terjadinya urolithiasis dadakakan dengan cara
meningkatkan konsumsi air, meningkatkan frekuedahraga, memperbanyak
konsumsi sayuran, mengurangi konsumsi vitamin C ki@sium dalam dosis

tinggi (Lina, 2008).
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2.2.6 Pengobatan
a) Teknik Operatif

Pengobatan dengan menggunakan teknik operatif uttitak jika kristal
berukuran besar (5-10 mm). Tindakan yang palingngedilakukan adalah
ureteroskopi yaitu mengeluarkan batu pada bagiatalddan tengah ureter
(Suharjo dan Cahyono, 2010). Kristal yang beradkldm ginjal dikeluarkan
dengan metode nefrolitotomi yaitu prosedur pengatagk kristal dengan cara
melakukan insisi pada ginjal (Brunremd Suddarth, 2001).
b) Teknik Non-Operatif

Teknik non-operatif yang sering digunakan adalahion® peluruhan
kristal. Peluruhan batu ginjal dapat dilakukan @&mngara mengkonsumsi obat
kimiawi maupun herbal. Beberapa jenis herbal yaapat digunakan sebagai
antiurolithiasis seperti kumis kucing, tempuyungemnan, dan sambiloto
(Saputra, 2009). Kortikosteroid;a entry blockersdan a-blockersjuga dapat
digunakan untuk mempermudah pengeluaran batu dijalarjo dan Cahyono,
2010).
2.3  Semanggi Air Marsilea crenata
2.3.1 Definisi dan Klasifikasi

Semanggi airMarsilea crenata) merupakan tumbuhan air yang sering
ditemukan di sawah, kolam, danau, dan sungai. Tharbuersebut mempunyai
beberapa nama, yaiWater Clover Fen(Inggris), Phak Waen(Thailand), Pak

Ven (Laos), Chutul Phnom (Kamboja), Upat-Upat (Filipina), Tapak Itek
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(Malaysia) danJukut Calincingan(Sunda) (Afriastini, 2003). Berikut ini adalah
klasifikasi dan identifikasi daun semanggi air £stis, 2008):
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi . Pteridophyta
Kelas : Pteridopsida
Ordo : Marsileales
Famili : Marsileaceae
Genus : Marsilea
Spesies Marsilea crenata

2.3.2 Morfologi

Semanggi air Nlarsilea crenaty bertangkai sepangjang 20 cm dengan
bagian yang muncul ke permukaan air setinggi 3-4@aun semanggi air terdiri
atas empat helai daun dengan ukuran = 2,5 cm tian 32,3 cm, berwarna hijau
gelap dengan tekstur daun yang lembut dan tipisfigAr2009). Memiliki
Sporocarp berfungsi untuk reproduksi yang berbentuk pangangbulat dibagian
akhir. Struktur tersebut berukuran 3-4 mm sebanyd#k buah. Tangkai pada
sporocarpstidak bercabang, melingkar dibagian ujung, daotdi oleh rambut
caducousyang berhimpitan dan tegak lurus dengan tangké&iggtini, 2003).
Gambar morfologi semanggi air tercantum pada garhbar
2.3.3 Kandungan

Arifin (2009) menyatakan bahwa semanggi &tafsilea crenata)segar

mengandung kalium 142,8 mg/100gram, kalsium 69,@316® gram, kalium
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937,56 mg/100gram, natrium 69,6 mg/100gram, bed,310ng/100gram dan
tembaga 5,19 mg/100gram. Berdasarkan data terdidetahui bahwa kandungan
mineral yang paling tinggi adalah kalium. Hasil eiian dengan menggunakan
analisis proksimat, diketahui kandungan gizi padan&ggi Air lainnya adalah

lemak 2,62%, protein 39,63%, dan serat kasar 20 (B{#stiono, 2009).

/ DAUN

BATANG

AKAR

Gambar 2.1. Morfologi Semanggi Air lMarsilea crenata

a) Kalium Sebagai Diuretik

Kalium berbentuk ion dalam sel yang berfungsi mgmjéekanan turgor
dalam tubuh (Chapin, 2008). Kalium berfungsi meajagseimbangan elektrolit
dalam ginjal. Kalium dapat mencegah terbentuknyaila oksalat dengan cara
menghambat terjadinya kondisi keasaman yang badabdalam urin sehingga
terjadi peningkatan pH urin dan menghambat prosasbpntukkan kalsium

oksalat (Ross, 2005). Kalium mengikat oksalat sankristal larut dan keluar
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bersama dengan urin. Kadar kalium yang tinggi dal@emah menyebabkan
penurunan aldosteron, sehingga ekskresi air dialgimeningkat (Guytorand
Hall, 2007).
b) Flavonoid Sebagai Antiinflamasi

Semanggi airNlarsilea crenatq mengadung beberapa senyawa fitokimia
diantaranya adalah flavonoid, saponin, polifenan dalkaloid yang berfungsi
sebagai antioksidan dan antiinflamasi (Kristion®0%). Flavonoid berfungsi
sebagai antiinflamasi dimana flavonoid tersebutpéem dalam menekan
produksi prostaglandin (COX-2) dan prostaksilin ¢GO dengan cara
menghambat enzim siklooksigenase dan lipooksigenagteactive Oxygen
SpeciegfROS) mengalami penurunan dengan cara mengharkiibatees ekspresi
gen Nucleas Factor-kB(NF-kB) (Nurjannah dan Abdullah, 2012).Penurunan
tersebut menyebabkan pembatasan jumlah sel inflageagy bermigrasi ke
jaringan perlukaan akibat akumulasi batu.
2.3.4 Manfaat

Di beberapa negara, semanggi 8Ma(silea crenatapanyak dimanfaatkan
oleh masyarakat. Pemanfaatan semanggi air di Asagdara khususnya
Indonesia, Filipina, dan Thailand digunakan sebaggsjuran untuk makanan.
Daun semanggi air digunakan masyarakat India untalawan kusta, demam,
dan keracunan pada darah (Arifin, 2009). Semangguga digunakan sebagai

tanaman hias pada akuarium di New Zealand (ChangmdClayton, 2001).
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2.4  Tikus Putih (Rattus norvegicysSebagai Hewan Model Urolithiasis

Tikus putih (Rattus norvegicus)nemiliki berat berkisar antara 150 g
hingga 600 g. Bagian ekornya lebih pendek dari lkkegan badan dengan panjang
sekitar 16-21 cm. Ukuran telinganya relatif keaity sekitar 20-23 mm dengan
separuh bagiannya tertutup oleh rambut. Pada umarRagtus norvegicus
berwarna abu-abu kecoklatan pada bagian punggungaba-abu pada bagian
abdominalnya. Tikus putih yang biasanya digunakatand penelitian adalah
Rattus norvegicugalur Wistar dimana bersifat albino yaitu beramputih dan
bermata merah (Swastika, 2003)

Tikus putih memiliki 12 kelenjar susu yang terditas sepasang kelenjar
susu pada bagian abdominal, dua pasang kelenjarpsus bagian pectoral, dan
tiga pasang kelenjar susu pada bagian inguinal. chlam Rattus norvegicus
cenderung lebih panjang dibanding jenis tikus lganrMemiliki tengkorak yang
agak besar dan kuat

Penggunaan tikus putiliR@ttus norvegicus$ebagai hewan model karena
fungsi, bentuk organ, proses biokimia, biofisik,ndangkat kebutuhan asam
amino esensial mirip dengan manusia sehingga p@nelang menggunakan
hewan model ini dapat diaplikasikan ke manusia riHeh, 2006). Tikus putih
(Rattus norvegicysgalur Wistar telah digunakan dalam penelitianlitiasis
seperti pengaruh penambahan amonium klorida padarhenodel urolithiasis

(Fanet al 1999).
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Berikut ini adalah taksonomi daRattus norvegicusnenurut Myersand

Amitage (2004):

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Sub Filum : Vertebrata
Kelas : Mamalia
Sub Kelas : Theria
Ordo : Rodentia
Sub Ordo : Myomorpha
Famili : Muridae
Sub Famili  : Murinae
Genus . Rattus
Spesies Rattus norvegicugalur Wistar

Tabel 2.1.Data BiologisRattus norvegicumenurut Smittand Mangkoewidjojo,

1988.
Parameter Keterangan
Lama hidup 2-3 tahun
Lama bunting 20-22 hari
Umur disapih 21 hari
Umur dewas 40-60 har
Umur dikawinkan 10 minggu
Siklus estrus 4-5 hari
Lama estru 9-20 jan
Berat lahir 5-6 gram

Jumlah anak rata-rata 9-20 ekor
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2.5  Bahan Induksi Urolithiasis
2.5.1 Etilen Glikol

Etilen glikol merupakan senyawa kimia turunan yang biasanya digum
sebagai cairan antipembekuan, penghilang es, pela@imukaan, pemindah
panas, pendingin industri, hidrolik, surfaktan, dangemulsi (Saputra, 2009).
Etilen glikol digunakan sebagai bahan penginduksigphewan model urolithiasis
dapat diberikan secasal libitum (Hozzeinsadebt al, 2010)

Etilen glikol dapat merusak mukosa saluran cerna sehingga medkambu
lesio hemoragi, bersifat depresan bagi sistem sususyaraf pusat, dan
menimbulkan oedema pada otak. Etilen glikibnetabolisme menjadi glikol
aldehid oleh alkohol dehidrogenase yang diubah adérglikolat oleh aldehid
dehidrogenase. Glikolat tersebut diubah menjadiokgllat dengan hasil
terakhirnya adalah oksalat, apabila berikatan dekgésium akan menjadi kristal
kalsium oksalat (Coand Phillips, 2004).

2.5.2 Amonium Klorida

Amonium klorida dengan rumus kimia WEl merupakan garam yang
berbentuk kristal putih, tidak berbau, mudah laalam air, bersifat sedikit asam
karena berasal dari asam kuat (HCI) dan basa lePamggunaan etilen glikol
0,75% yang dikombinasikan dengan amonium kloridgpatamempercepat
terjadinya urolithiasis dalam bentuk kalsium oksdtarena amonium klorida
tersebut meningkatkan konsentrasi kalsium dan akgadda urin (Faret al
1999). Pemberian kombinasi amonium klorida 2% daereglikol 0,75% selama

10 hari dapat membentuk kalsium oksalat (Kretral, 1999).
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2.6  Histopatologi

Histopatologi merupakan ilmu dari cabang biologinggamempelajari
tentang kondisi dan fungsi jaringan dalam penentliagnosis suatu penyakit
dengan pengamatan secara mikroskopis.

Preparat histologi perlu dilakukan pewarnaan dengajuan dapat
membedakan komponen penyusun suatu jaringan daarpaan yang paling
sering digunakan adalah pewarnaan hematoksilin neosarutan pewarna
hematoksilin tersusun atas serbuk hematoksilin gicgmpur dengan aluminium
sulfat, sodium iodate, dan dilarutkan dengan aksiaskedangkan larutan pewarna
eosin tersusun atas serbuk eosin yang dicampuradeegythrosin, kalsium
klorida, dan dilarutkan dalam akuades (Muntiha,1300

Pada proses pembuatan preparat histologi, samgeh alifiksasi dengan
menggunakan larutan buffer formalin 10%. Sampelwordi dehidrasi dalam
ethanol 70%, ethanol 80%, ethanol 90%, ethanollabsglol 1, xylol 2, parafin
cair 1, dan parafin cair 2 yang direndam selamard pntuk masing-masing
larutan. Sampel organ tersebut divakumkan dahutukumenghilangkan udara
dalam organ yang kemudian dilakukan proses perametallam blok parafin.
Organ yang berada dalam blok parafin yang sudahbmkidipotong dengan
menggunakan mesin mikrotom dengan ketebalan berBigh um (Anggriani,
2008), (Muntiha, 2001).

Berikut ini adalah cara pembuatan preparat higtolan pewarnaan

dengan menggunakan hematoksilin dan eosin menujenéand Nwose (2010)
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. Tikus di euthanasi pada hari kesebelas dengandislokasi leher, dibedah,
diambil organ ginjal dan vesika urinaria.

. Sampel organ dicuci dengan menggunakan NaQdldgs 0,9 % untuk
menghilangkan darah dan kotoran.

. Sampel organ direndam kedalam lardtafier formalin 40%.

. Sampel organ di dehidrasi dengan menggunakamataretanol secara
bertingkat dari konsentrasi 80% sampai dengan abdchma jaringan dalam
larutan etanol berkisar antara 10 menit hingga 88itn

. Sample organ di infiltrasi menggunakan perbagainlarutan etanol absolute
dan propylene oxide secara bertingkat menggunakamtah propylene murni.
Infiltrasi dilakukan dalam kondisi teragitasi daada suhu ruang selama 30
menit untuk setiap tahapannya.

. Jaringan dipindahkan dari alkohol absolut Il leeutan penjernih (xylol).
Penjernihan dilakukan dalam xylol | (1 jam), xylb(1 jam), dan xylol Il (30
menit pada suhu kamar dan 30 menit pada inkubatok proses penjernihan
(clearing).

. Organ diinfiltrasi kedalam parafin cair |, p@macair Il, dan parafin cair llI
(masing-masing 1 jam di dalam oven).

. Organ yang sudah diinfiltrasi ditanarembeddiny kedalam kotak-kotak
dengan menggunakan parafin cair dalam dilakukatasifeot plate bersuhu
67°C.

. Blok parafin dibekukan.
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Blok parafin dipasang pada mikrotom dan diagar posisinya sejajar dengan
posisi pisau. Blok parafin dipotong dengan ketebalaum dengan posisi
melintang,

Potongan jaringan ditempatkan pada air hangagah suhu 37C untuk
menghilangkan kerutan lalu ditempatkan pada gedgeko

Preparat yang sudah jadi di deparfinasi dengamggunakan xylol.
Dilanjutkan dengan proses rehidrasi dengan qerakan alkohol absolut |, I
dan lll masing-masing 5 menit, alkohol 95%, 90%%8@0an 70% secara
berurutan masing-masing selama 5 menit.

Preparat dicuci dengan air mengalir selama é&bitndan dilanjutkan dengan
air aquades selama 5 menit.

Preparat diwarnai dengan pewarna Hematokslemsa 10 menit, kemudian
dicuci dengan air mengalir selama 30 menit daa@irades selama 5 menit.
Preparat diwarnai dengan pewarna Eosin selamen& dan dicuci dengan air
mengalir selama 5 menit.

Setelah preparat diwarnai, dilakukan dehiddesigan alkohol 70%, 80%,
90% dan 95% masing-masing selama beberapa detildizajutkan dengan
alkohol 100% I, Il dan Il masing-masing 2 menit.

Setelah itu dilakukan pros€tearingdengan xilol I, Il dan Il selama 3 menit

dan ditutup dengan gelas penutup.



BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL

3.1. Kerangka Konseptual
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Gambar 3.1.Kerangka Konsep Penelitian
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Pemberian etilen glikol 0,75% (v/v) dan amoniunorida (w/v) akan
menginduksi terjadinya kondisi hiperkalsiuria dampehnoksaluria. Kondisi
hiperkalsiuria dimana kadar kalsium dalam urin mgkat dan hiperoksaluria
dimana kadar oksalat dalam urin meningkat pula. d@nhiperkalsiuria dan
hiperoksaluria akan meningkatkan risiko terbentakixalsium oksalat melalui
proses supersaturasi dimana urin mengalami kejendhagkat kejenuhan yang
sangat tinggi tersebut mempercepat terjadinya dlisstsi. Kristal tersebut
menempel di membran sel ginjal dan lama kelamagadieagregrasi kristal.
Proses agregrasi kristal menyebabkan terjadinyggyem ginjal seperti retensi
kristal dan kerusakan sel pada ginjal meliputitddatubulus dan degenerasi sel
epitel. Kristal tersebut juga akan berakumulasivesika urinaria yang akan
menyebabkan kerusakan sel pada vesika urinarigpdedagenerasi sel epitel.
Degenerasi sel tersebut dikarenakan terjadinyauksstjaringan oleh kristal yang
akan memicu terjadinya inflamasi akibat hidroneg@®an kerusakan endotel.

Semanggi air Narsilea crenatqh mengandung kalium dan antioksidan.
Kalium berfungsi sebagai diuretik, sedangkan flaidnberfungsi sebagai
antiinflamasi dan diuretik. Fungsi diuretik yaituelruhkan kristal dengan
menghambat proses saturasi urin dan fungsi amtinEbi yaitu mengurangi
inflamasi yang terjadi pada sel.

3.2 Hipotesis Penelitian
Perasan Semanggi AiMérsilea crenatq dapat mencegah urolithiasis

dilihat dari gambaran histopatologi ginjal dan kesirinaria.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan April hingga gtgs 2013. Tahap
pemberian perlakuan hewan model dilaksanakan dikkiiewan PKH-UB, tahap
pembuatanslide histopatologi dilaksanakan di Laboratorium Hisgpld-K-UB
dan tahap pengamatafide histopatologi dilaksanakan di Laboratorium Patologi
Anatomi FK-UB.
4.2 Alat dan Bahan
a. Perawatan Hewan Model
Kandang yang terbuat dari plastik dengan ukuranx 3D x 12 cm yang
ditutup dengan kawat ram sebanyak enam buah, akasns tempat pakan,
tempat minum, air mineral dan pakan Phokpand BR2®8gdn komposisi
yang tercantum pada Lampiran 1.
b. Pembuatan Perasan Semanggi AilMarsilea crenata)
Timbangan digitaljuicer, gelas beker 100 ml, tabung reaksi 8 ml, rak kayu
tabung reaksi, sumbat karet tabung reaksi, spuintl&terofoamice pack
akuabides, dan Semanggi Air.
c. Pembuatan Bahan Induksi
Tabung erlenmeyer, spuit 10 ml, pengaduk kaca, la#taa, etilen glikol

100%, dan amonium klorida 100%.

22
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d. Alat Pemberian Perlakuan

Pemberian perlakuan seperti pemberian perasan $gmair dan bahan

induksi urolithiasis menggunakan sonde lambunglutikus sebesar 18G.
e. Pembedahan Tikus dan Pengambilan Organ

Dissecting setpinset, pot obat, PBS, dan formalin.
f. PembuatanSlide Histopatologi

Gelas objek, etanol, xylol, parafin cair, gliseralkohol 70%, 95%, 90%,

80% dan 100%, pewarna hematoksilin, dan pewarria,eos
g. Pengamatan Histopatologi

Mikroskop Olympus® tipe BX-51 dan kamera digitay@ipus® tipe DP71.
4.3 Tahapan Penelitian
a. Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental dengposttest only control design.

Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acaggkdpn(RAL). Hewan
model dibagi menjadi kelompok perlakuan 1/kontregatif (P1), perlakuan
2/kontrol positif (P2), kelompok perlakuan 3 (PBglompok perlakuan 4 (P4),
kelompok perlakuan 5 (P5), dan kelompok perlakuéif@y. Kelompok perlakuan
tercantum dalam Tabel 4.1. Penelitian ini telah dagatkan sertifikat laik etik
No. 421/EC/KEKP/07/2013 dari Komisi Etik FK Univées Brawijaya yang

tercantum pada Lampiran 3.
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Tabel 4.1.Kelompok Perlakuan

Kelompok Perlakuan

Kelompok Perlakuan 1/KontrolPakan dan air minum.

Negatif (P1)

Kelompok Perlakuan 2/KontrolPakan, air minum, dan campuran EG 0,75% +|AK
Positif (P2) 2%.sebanyak 12 ml/200 g BB/hari selama 10
Kelompok Perlakuan 3 (P3) Pakan, air minum, camplE& 0,75% + AK

2%.sebanyak 12 ml/200 g BB/hari, dan perasan
semanggi air 5% sebanyak 1 ml/100 g BB/hari
selama 10 hari.

Kelompok 4 (P4) Pakan, air minum, campuran EG 0,76%K
2%.sebanyak 12 ml/200 g BB/hari, dan perasan
semanggi air 10% sebanyak 1 ml/100 g BB/hari
selama 10 hari.

Kelompok 5 (P5) Pakan, air minum, campuran EG O;758«
2%.sebanyak 12 ml/200 g BB/hari, dan perasan
semanggi air 20% sebanyak 1 ml/100 g BB/hari
selama 10 hari.

Kelompok 6 (P6) Pakan, air minum, campuran EG O;758&
2%.sebanyak 12 ml/200 g BB/hari, dan perasan
semanggi air 40% sebanyak 1 ml/100 g BB/hari
selama 10 hari.

Keterangan
EG Etilen Glikol
AK Amonium Klorida

b. Penetapan Sampel Penelitian

Kriteria hewan model yang digunakan dalam penelitia adalah tikus putih
(Rattus norvegicysGalur Wistar, berkelamin jantan, umur = 2 mingdperat
badan + 175-200 g (Lampiran 2). Hewan model didegmatdari Unit

Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) UGM,Yogyakarta
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Banyaknya pengulangan yang diperlukan dalam penreldihitung dengan
menggunakan rumus p (n-2)15 (Kusriningrum, 2008).

p (n-1)> 15
6 (n-1)> 15
6n-6 >15
6n >21
n >4

Keterangan:
p = jumlah perlakuan
n = jumlah minimal ulangan yang diperlukan

Berdasarkan hasil perhitungan tersebut, untuk drglompok perlakuan yaitu
perlakuan 1/kontrol negatif (P1), perlakuan 2/kohwositif (P2), perlakuan 3
(P3), perlakuan 4 (P4), perlakuan 5 (P5), dan keala 6 (P6) diperlukan jumlah
ulangan minimal empat kali dalam setiap kelompaadhtian ini menggunakan
enam kali ulangan dalam setiap kelompok sehinggdaju seluruh tikus yang
digunakan sebanyak 24 ekor.

Hewan model belum pernah digunakan dalam penelsi@pelumnya dan
dalam kondisi sehat yang dapat diamati secara fisperti tidak cacat, mata
bersinar, rambut mengkilap, aktivitas lincah, dafsn makan baik.

c. Karakteristik Tanaman dan Penetapan Dosis Perasa Semanggi Air
(Marsilea crenata)

Semanggi Air yang digunakan dalam penelitian iniaite mendapatkan
sertifikat determinasi tanaman yang terlampir dalaampiran 4. Tanaman yang
digunakan hanya berasal dari UPT. Materia MedicdaaKd@atu untuk
meminimalkan risiko jumlah kandungan fitokimia yangerbeda apabila

Semanggi Air diambil dari tempat lain. Ciri khagidanaman ini adalah berdaun



26

empat dan biasa dijumpai pada area persawaharamB&giaman yang digunakan
adalah daun dan tangkai dalam kondisi yang magir se

Konsentrasi perasan Semanggi Air yang digunakanlalad&onsentrasi
bertingkat. Konsentrasi tersebut merujuk pada t@relyang dilakukan oleh
Jagannathet al. (2012) yaitu 5%, 10%, 20%, dan 40%. Perasan tetsiberikan
sebanyak 2 ml per ekor per hari dengan menggurelkdsonde.
d. Penetapan Dosis Bahan Induksi Urolithiasis

Penggunaan bahan induksi dalam penelitian ini mkrgada penelitian
Anggraeni (2013) yaitu etilen glikol 0,75% (v/v)rdamonium klorida 2% (w/v)
yang diberikan dengan menggunakan alat sonde lagnis@banyak 2 ml.,
perhitungan dosis tersebut tercantum dalam Lamgrégtilen glikol didapatkan
dalam konsentrasi 100% (v/v) dan amonium Kloridiagatkan dalam konsentrasi
100% (w/v) yang dilarutkan dalam akubides hinggancapai konsentrasi
tersebut.
e. Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini adalah :
- variabel bebas : Perasan Semanggi Air, campurkem gfiikol 0,75% dan

amonium klorida 2%,
- variabel tergantung : histopatologi ginjal dan keasirinaria,
- variabel kendali : a) variabel kendali tikus putiteliputi berat badan,
umur, galur, dan jenis kelamin.
b) variabel kendali semanggi air meliputi kondiany

masih segar, warna daun, dan umur tanaman.
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f. Penetapan Nilai Skoringdan Analisa Data

Data yang diambil dari penelitian ini berupa haskoring gambaran
histopatologi ginjal bagian kanan, ginjal bagian, kdan vesika urinaria. Metode
skoring kerusakan jaringan ginjal dan vesika urmanerujuk pada penelitian
Aryanti, R. (2011) yang tercantum pada LampiranD&ata skoring dalam
penelitian ini dianalisis dengan statistik non-pae#&rik menggunakan uji
Kruskal-Wallis, jika diperoleh hasil yang signifikan dilanjutkan ndgan uiji
Mann-Whitney dengan taraf kepercayaan 99%=@,01) untuk mengetahui
perbedaan antar kelompok perlakuan. Hasil skorimiglgoagian kanan dan ginjal
bagian kiri diuji dengan menggunakan wWlann-Whitneyuntuk mengetahui
adanya perbedaan. Data adanya kristal dianalissraedeskriptif (Khanet al,
2011).
4.4 Prosedur Kerja
a. Persiapan Hewan Model

Hewan model diadaptasikan terhadap lingkungan selajuh hari
(Susilawati, dkk., 2003) sebelum digunakan dalamefigan. Hewan model
diberi minum secarad libitumdan pakan sebanyak 10% berat badan yaitu sekitar
20 g setiap pagi dan sore hari (Lina, dkk., 2003).

Hewan model diletakkan pada kandang kelompok yaagimg-masing berisi
empat ekor tikus. Lantai kandang beralaskan seldmmgga mudah dibersihkan.
Lokasi kandang tikus berada pada tempat dengan suang, bebas dari

kebisingan, dan bebas dari polutan.
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b. Pembuatan Perasan Semanggi Aitarsilea crenata)

Prosedur pembuatan perasan Semanggi Air tercardalamd.ampiran 7.1.
c. Pembuatan Bahan Induksi Urolithiasis

Prosedur pembuatan bahan induksi urolithiasisatemen dalam Lampiran

7.2.
d. Perlakuan Penelitian

Hewan model diberi perlakuan selama sepuluh hasua dengan

kelompoknya masing-masing yaitu P1, P2, P3, P4dRb,P6. Pemberian bahan
induksi urolithiasis dan perasan Semanggi Air mengggan sonde lambung 18G.
e. Pembedahan dan Pengambilan Organ

Prosedur pembuatan bahan induksi urolithiasis méwca dalam Lampiran

7.3.
f. PembuatanSlide Histopatologi

Prosedur pembuatatide histopatologi tercantum dalam Lampiran 7.4.
g. Pengamatan Histopatologi

Gambaran histopatologi diamati adanya kristal denudakan jaringan, diberi
skor untuk kerusakan jaringan, dan difoto sebagdiuchentasi. Pengamatan
histopatologi menggunakan mikroskop cahaya Olymplis®BX-51 dan kamera
digital merk Olympus® tipe DP71. Pengamatan dilakugada 5 lapang pandang
dengan perbesaran 400 x. Pemberian skor pada kearugaringan ginjal dan
vesika urinaria merujuk pada penelitian Ariyantd1R) yaitu, skor O (normal),
skor 1 (degenerasi hidropis dan edema), skor 2e(dgsi lemak dan kongesti),

skor 3 (nekrosa, peradangan, dan hemorrhage).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan pengamatan kerusakamgam pada ginjal bagian
kanan, ginjal bagian kiri dan vesika urinaria dengeenggunakan metode skoring
menurut Ariyanti (2011). Data dianalisis dengan ggegmakan ujKruskal-Wallis
dengan taraf kepercayaan 99% (p = 0,01). Datargkdwerusakan ginjal kanan
dan Kiri tersebut dilakukan ujMann-Whitney untuk mengetahui adanya
perbedaan kerusakan. Data skoring kerusakan jaripgala ginjal dan vesika
urinaria tercantum dalam Lampiran 9. Pengamatanya@dandapan kristal pada

ginjal dan vesika urinaria dianalisis secara desikri

5.1 Pengaruh Pemberian Perasan Semanggi Air M@arsilea crenata)

Terhadap Gambaran Histopatologi Ginjal.

Hasil perhitungan skor kerusakan ginjal bagianakamenggunakan uiji
Kruskal-Wallismenunjukkan bahwa nilai sebesar 0,003 ( p < 0,@hgyberarti
terdapat perbedaan yang sangat nyata. Hasil pegaituskor kerusakan ginjal
bagian kanan dengan menggunakankKujiskal-Wallis tercantum dalam Tabel
5.1, dapat dilihat bahwa skor kerusakan ginjalintgdi pada semua kelompok
perlakuan terdapat pada kelompok P2 (kontrol gpsifiitu sebesar 21,12. Skor
kerusakan ginjal terendah pada semua kelompok kpena terdapat pada
kelompok P1 (kontrol negatif) yaitu sebesar 3,5@anfara empat kelompok
perlakuan, kelompok P6 yang diberi perasan Semahiggi0% memiliki skor

kerusakan terendah vyaitu sebesar 6,75, kelompokydty diberi perasan
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Semanggi Air 5% dengan skor kerusakan sebesar,IelBnpok P5 yang diberi
perasan Semanggi Air 10% dengan skor kerusakarsaehb,25, dan kelompok
P3 yang diberi perasan Semanggi Air 20% dengankskoisakan sebesar 16,62.

Tabel 5.1.Data Hasil UjiKruskal-WallisPada Tubulus Ginjal Bagian Kanan (X).

KELOMPOK PERLAKUAN SKOR KERUSAKAN
P1 3,5C
P2 21,12
P3 16,62
P4 11,75
PS5 15,25
P6 6,75

Hasil pengujiarKruskal-Wallismenunjukkan bahwa nilai kerusakan ginjal
bagian kiri sebesar 0,003 ( p < 0,01) yang betartiapat perbedaan yang sangat
nyata. Hasil perhitungan skor kerusakan pada gbggian Kiri tercantum dalam
Tabel 5.2. Berdasarkan data tersebut, dapat ditiaatva skor kerusakan ginjal
tertinggi pada semua kelompok perlakuan terdapda gelompok P2 (kontrol
positif)  yaitu sebesar 21,12. Skor kerusakan gitngmendah pada semua
kelompok perlakuan terdapat pada kelompok P1 (kbmiegatif) yaitu sebesar
3,50. Pada kelompok P3 yang diberi perasan Semakigdgi% memiliki skor
kerusakan sebesar 15,75, pada kelompok P4 yang gérasan Semanggi Air
10% memiliki skor kerusakan sebesar 13,88, sedanglkala kelompok P5 yang
diberi perasan Semanggi Air 20% dan kelompok P6gydiberi perasan

Semanggi Air 40% memiliki skor kerusakan yang sgaitu sebesar 9,88.
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Tabel 5.2.Data Hasil UjiKruskal-WallisPada Ginjal Bagian Kiri (Y).

KELOMPOK PERLAKUAN SKOR KERUSAKAN
P1 3,50
P2 21,12
P3 15,75
P4 13,88
PS5 9,88
P6 9,8¢

Tabel 5.3. Hasil Pengamatan Endapan Kristal Pada Tubulus IGiRgrbesaran
400x).

ENDAPAN KRISTAL

KELOMPOK PERLAKUAN GINJAL KANAN GINJAL KIRI

uil U2 U3 u4 Ul u2 U3 U4

P1 - - - - -
Pz + ++ ++ + ++ ++ ++ +
P& + + + + + +
P4 - - + - + + - -
P5 + - - % = + = =
PE - - - - - -

Keterangan :

() : tidak ditemukan adanya endapan kristasikah oksalat

(+) :< 10 kristal kalsium oksalat

(++) :< 30 kristal kalsium oksalat

(+++) : < 50 kristal kalsium oksalat

(++++) :< 75 kristal kalsium oksalat

(+++++) : > 75 kristal kalsium oksalat (Khaet,al.,2011).

Ul :ulangan 1 U3 :ulangan 3

uz2 : ulangan 2 u4 - ulangan 4

Hasil pengamatan adanya endapan kristal padd gamg tercantum dalam
Tabel 5.3 dengan pengamatan dibawah mikroskop gerde 400x menunjukkan
bahwa pada kelompok P1 tidak ditemukan adanyaakrstisium oksalat baik
pada kedua bagian ginjal. Pada kelompok P2 ditemakianya endapan kristal
pada seluruh ginjal. Pada kelompok P3 ditemukamyad&ristal pada 6 ginjal.
Kelompok P4 dan P5 terlihat adanya penurunan junmdaldapan Kkristal,

sedangkan kelompok P6 tidak ditemukan adanya endajsal.
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Gambar 5.1. Histologi Tubulus Ginja Gambar 5.2. Histopatologi Tubulus Ginje
Kelompok P1 Pewarnaan HE Perbesar Kelompok P2 Pewarnaan HE Perbesaran

400x 400x (A:Peradangan, B:Hemorrhagie,
C:Kristal, D:Degenerasi Lemak, E:Nekrosis,
G:Edema).

Gambar 5.1 menunjukkan keadaan normal tubulus pediampok P1
(kontrol negatif) dimana kondisi lumen lebar dah esgitelial yang masih utuh.
Gambar 5.2 merupakan gambar histopatologi tubuhjalgelompok P2 (kontrol
positif) yang diberi induksi campuran etilen glikej75% dan amonium klorida
2%. Kerusakan yang terjadi meliputi peradangan,digmgie, degenerasi lemak,
nekrosis, dan edema. Kondisi peradangan pada Gdnbtarlihat berwarna ungu
tebal dan lebih gelap, hal tersebut terjadi akibdanya kerusakan sel yang
disebabkan zat toksik dari oksidasi etilen gliktdndisi hemorrhagie disebabkan
adanya trauma pada sel epitel akibat kristal. Dexgesn lemak dalam Gambar 5.2
tampak kondisi batas antar sel epitel yang mulanodar akibat daya toksisitas
dari etilen glikol yang kuat sehingga menyebable&ridak mampu mengoksidasi
lemak. Nekrosis yang terjadi dalam Gambar 5.2 bhesjkariolisis dimana inti sel
hilang dan pudarnya batas antar sel, selain ita gipimpai adanya edema yang

ditunjukkan adanya penyempitan lumen tubulus.
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Gambar 5.3. Histopaologi Tubulus Ginja Gambar 54. Histopaologi Tubulus Ginja
Kelompok P3 Pewarnaan HE Perbesara Kelompok P4 Pewarnaan HE Perbesaran
400x (A:Peradangan, B:Hemorrhagie. 400x  (A:Peradangan, E:Nekrosis, F:
C:Kristal, D:Degenerasi Lemak, E:Nekrosis. Degenerasi Hidropis).

F: Degenerasi Hidropis).

Gambar 5.3 merupakan gambar histopatologi kelomip8kyang diberi
perasan Semanggi Air 5%. Dalam gambar tersebuthntiigmukan peradangan,
hemorraghie yang disebabkan trauma pada sel epiidlat adanya kristal,
degenerasi lemak, nekrosis yang berjenis karipliden degenerasi hidropis.
Induksi etilen glikol dalam jangka waktu panjangngakibatkan deposit kristal
polymorphic yang berbentukreguler pada tubulus ginjal, sehingga terjadi
inflamasi, adhesi, dan retensi pada tubulus gigiajal (Soundararajargt al.,
2006). Nekrosis terjadi akibat adanya degenerayese berkelanjutan (Cheville,
1999).

Gambar 5.4 merupakan gambar histopatologi kelompdkyang diberi
perasan Semanggi Air 10%. Kondisi tubulus yang mul@mbaik, dimana
hemorrhagie akibat adanya kristal tidak ditemulaai. IPeradangan, nekrosis, dan

degenerasi hidropis masih ditemukan dalam konelisebut.
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Gambar 55. Histopaologi Tubulus Ginjal Gambar 56. Histopaologi Tubulus Ginja
Kelompok P5 Pewarnaan HE Perbesa Kelompok P6 Pewarnaan HE Perbesaran
400x (E:Nekrosis, F: Degenerasi Hidropis). 400x (E:Nekrosis, F: Degenerasi Hidropis).

Pada Gambar 5.5 (kelompok P5 yang diberi perasamsggi Air 20%)

dan Gambar 5.6 (kelompok P6 yang diberi perasanaBSeggn Air 40%)
menunjukkan adanya perbaikan kondisi tubulus girjal tersebut ditunjukkan
dengan tidak adanya peradangan, hemorrhagie akilzatya kristal, degenerasi
lemak, dan nekrosis. Dalam kedua gambar tersebuyahtampak degenerasi
hidropis dan edema. Degenerasi hidropis merupakembpngkakan pada
sitoplasma yang disebabkan adanya akumulasi cgznag berlebih akibat gagal
mempertahankan homeostasis dan regulasi cairamdadh(Underwood, 1992).
Degenerasi hidropis ditunjukkan dengan kondisi sel yang berwarna lebih
cerah dan memudar. Edema ditunjukkan dengan kohdisen tubulus ginjal
yang menyempit akibat ukuran sel epitel tubulusgyarembesar sehingga antar
tubulus akan merenggang. Kondisi edema tersebyadiemkibat adanya
permeabilitas dalam sel meningkat sehingga memaokaghi kalium berdifusi

kedalam sel dan diikuti dengan proses osmosisdialam sel.



35

Perasan Semanggi Air dengan konsentrasi 40% ydoegilchn pada tikus
dalam kelompok P6 efektif mencegah terjadinya thmalsis. Berdasarkan data
hasil uji Kruskall-Wallis ginjal bagian kanan dalam Tabel 5.1 dan ginjalidiag
kiri dalam Tabel 5.2 menunjukkan bahwa, kelompok yR6g diberi perasan
Semanggi air dengan konsentrasi 40% memiliki skenusakan sel terendah
diantara kelompok P3 yang diberi perasan Semanggp%, kelompok P4 yang
diberi perasan Semanggi Air 10%, dan kelompok P&gydiberi perasan
Semanggi Air 20%. Dalam Tabel 5.3 diketahui bahpada kelompok P6 tidak
ditemukan adanya endapan kristal. Selain itu, daEambar 5.6. menunjukkan
adanya perbaikan sel.

Penelitian ini menggunakan campuran etilen gli@gi5% dan amonium
klorida 2% sebagai bahan induksi terjadinya ur@gls. Etilen glikol dapat
meningkatkan aktifitas enzim sintesis oksalat dep@&fycolic Acid Oxidase
(GAO) yang diproduksi di hati darLactate Dehydrogenas€LDH) yang
diproduksi di hati dan ginjal. Oksalat dalam kadang tinggi diketahui
menyebabkan terjadinya apoptosis dan nekrosigpgel ginjal karena efek toksin
yang dikeluarkan mampu mengkorosifkan sel (Tsugijeit al., 2006) (Joshi, S.,
2012). Kondisi hiperoksaluria tersebut, menyebabksmngendapan kristal
sehingga mengaktivasi angiotensin Il untuk mendtisiterbentuknya NADPH
oksidase yang akan menghasilkReactive Oxygen Spesi¢ROS) sehingga
muncul stres oksidatif yang berpeluang melepafgito apoptosis dan terjadi
disfungsi pada mitokondria. Pelepasan faktor prop#aysis yang berasal dari

depolarisasi mitokondria menyebabkan apoptosisngghi terjadi kerusakan sel
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(Deepika,et al., 2013). Amonium klorida dapat menurunkan ekskresatsdan
meningkatkan oksidasi pada urin (Faet, al., 1999). Deposit kristal tampak
berbentuk seperti kelopak bunga mawarséttg, dapat merefleksikan cahaya
sehingga terpolarisasi dibawah mikroskop dan tampekvarna hitam-putih
(birefringen), tersusun atas kristal dalam jumlah yang banyakgdn berbagai
ukuran dan orientaspélycrystalling (Atmani, et al.,2004).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Nurjannadtk, ¢2012), Semanggi
Air mengandung flavonoid yang merupakan senyaw#&ksitlan. Kandungan
flavonoid tersebut tidak berubah apabila dilakukanses pemanasan seperti
pengukusan (Kristiono, 2009). Flavonoid bekerja giambat urolithiasis dengan
cara menghentikan produk&teactive Oxygen Spesi¢ROS) sehingga tidak
terjadi stres oksidatif yang akan menyebabkan deya kerusakan sel seperti
obstruksi pada saluran perkemihan.

Kandungan lain dalam Semanggi Air adalah kaliumgyberfungsi sebagai
diuretik. Kadar kalium yang sangat tinggi akan mrenikan kadar kalsiuria,
sehingga pembentukkan kristal kalsium oksalat ddipetmbat (Agarwal, 2011).
Semakin tinggi konsentrasi perasan Semanggi Aigydiberikan maka volume
urin juga akan meningkat (Murwani dan Lelyta, 2013)

Dalam penelitian ini uji Mann—-Whitney untuk mengetahui adanya
perbedaan antara ginjal bagian kanan dan ginjaabdgri. Data hasil ujiMann-
Whitney tercantum dalam Tabel 5.4. Data tersebut menumjukkahwa pada
kelompok P1 (kontrol negatif), kelompok P2 (kontpokitif), kelompok P4 yang

diberi perasan Semanggi Air 10%, dan kelompok P6gydiberi perasan
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Semanggi Air 40% menunjukkan nilai sebesar 1,00>(0,01) yang berarti tidak

terdapat perbedaan skor kerusakan pada ginjal kdavaskiri. Pada kelompok P3

yang diberi perasan Semanggi Air 5% dengan nileesar 0,343 ( p > 0,01) yang
berarti tidak terdapat perbedaan skor kerusakaa gagal kanan dan kiri. Pada

kelompok P5 yang diberi perasan Semanggi Air 20%gde nilai sebesar 0,040
(p > 0,01) berarti tidak terdapat perbedaan skousakan pada ginjal kanan dan
Kiri.

Tabel 5.4.Hasil Uji Mann-WhitneyPada Ginjal Bagian Kanan dan Kiri.
KELOMPOK

PERLAKUAN Nilai Signifikansi Notasi
P1 1,00(
P2 1,000
P3 0,343
P4 1,00(
PE 0,04(
P6 1,000

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Onyeanasial. (2009) menggunakan
tikus (Rattus norvegicysGalur Wistar diketahui adanya perbedaan antarat be
ginjal kanan dan ginjal kiri. Ginjal kanan lebihrae dibandingkan ginjal kiri,
selain itu letak ginjal kiri lebih atas dibandingkginjal kanan. Apabila salah satu
bagian ginjal mengalami kerusakan maka ginjal bad&n akan melakukan
kompensasi dengan cara mempertahankan laju filtgksinerulus sehingga

keseimbangan antara cairan dan elektrolit tetgaoter
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5.2 Pengaruh Pemberian Perasan Semanggi Air M@arsilea crenata)
Terhadap Gambaran Histopatologi Vesika Urinaria.

Berdasarkan hasil pengujiakruskal-Wallis menunjukkan bahwa nilai
signifikan sebesar 0,003 ( p < 0,01) yang berartidpat perbedaan yang sangat
nyata. Hasil skoring menurut Ariyanti (2011) tergakerusakan pada vesika
urinaria yang tercantum dalam Tabel 5.5, dapahatilbbahwa skor kerusakan
ginjal tertinggi pada semua kelompok perlakuan apad pada kelompok P2
(kontrol positif) yang diberi induksi urolithiasiserupa campuran etilen glikol
0,75% dan amonium klorida 2% sebesar 22,25. Skonrsk&an ginjal terendah
pada semua kelompok perlakuan terdapat pada kelomfo(kontrol negatif)
yang hanya diberi pakan dan minum saja sebesar Bj@fitara empat kelompok
perlakuan yang diberi induksi urolithiasis beruganpuran etilen glikol 0,75%
dan amonium klorida 2% serta perasan Semanggi k&iompok P6 (perasan
Semanggi Air 40%) memiliki skor terendah yaitu s&ye8,50, kelompok P3
(perasan Semanggi Air 5%) dan kelompok P4 (peré&amanggi Air 10%)
dengan skor kerusakan sebesar 14,75, sedangkangakd5 (perasan Semanggi
Air 20%) dengan skor kerusakan sebesar 10,75.

Tabel 5.5.Data Hasil UjiKruskal-WallisPada Vesika Urinaria.

KELOMPOK PERLAKUAN SKOR KERUSAKAN
P1 4,00
P2 22,2¢
P3 14,7¢
P4 14,7¢
PS5 10,75

P6 8,50
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Data yang tercantum pada Tabel 5.6, diketahui balpamda semua
perlakuan P1, P5, dan P6 tidak ditemukan adanyapamdkristal. Kelompok P3
menunjukkan adanya endapan kristal. Pada kelompbkdiemukan adanya
endapan kristal pada semua ulangan. Pada kelom@okddah P4 terjadi
pengurangan endapan kristal.

Tabel 5.6.Hasil Pengamatan Endapan Kristal Pada Vesika Uair{®erbesaran

400x).
ENDAPAN KRISTAL
KELOMPOK PERLAKUAN 01 u2 U3 02
P1 - - - -
P2 + + + +
P3 + + - +
P4 + - - -
P5 - - - -
P6 - - - -
Keterangan
Ul ulangan 1
u2 ulangan 2
u3 ulangan 3
u4 ulangan 4
-) tidak ditemukan adanya endapan kristal katsoksalat
(+) < 10 kristal kalsium oksalat
(++) < 30 kristal kalsium oksalat
(+++) < 50 kristal kalsium oksalat
(++++) < 75 kristal kalsium oksalat
(+++++) > 75 kristal kalsium oksalat (Khaet,al.,2011).

Semanggi Air yang mengandung kalium dan flavongéshg berfungsi
sebagai diuretik. Kandungan tersebut menghambaseprasupersaturasi urin
dimana urin dalam kondisi jenuh dan menghambatikaintara kalsium dengan
asam oksalat sehingga kristal kalsium oksalat titedbentuk. Kalium dan
flavonoid berikatan dengan senyawa oksalat memkesgmyawa garam yang
bersifat mudah larut dalam air dan akan keluardmasurin. Selain kandungan

kalium dan flavonoid, Semanggi Air juga mengandsagonin dan fenol.
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Gambar 5.7. Histologi Vesika Urinaria G : . . T

ambar 5.8. Histopaologi Vesika Urinaria
Kelompok P1 Pewarnaan HE Perbesar Kelompok P2 Pewarnaan HE Perbesaran
400x. 400x (A:Peradangan, B: Hemorraghie).

Gambar 59. Histopaologi Vesika Urinaria Kelompo
P3 Pewarnaan HE Perbesaran 400x (A:Peradangan,
C:Kristal, D:Degenerasi Hidropis).

Gambar 5.7 merupakan gambar vesika urinaria kel&nb (kontrol
negatif) dalam kondisi normal yang ditunjukkan dmmgkondisi sel epitel
transisional dalam keadaan utuh. Gambar 5.8 mekkenuterjadi peradangan
pada sel epitel yang tampak berwarna ungu dan lgeiap, serta terjadi
hemorrhagie akibat trauma kristal pada kelompoky&2g diberi induksi etilen
glikol 0,75% dan amonium klorida 2%. Gambar 5.9 urgnkkan adanya
endapan kristal yang berwarna kehitaman di bagiameh, terjadi peradangan,

dan degenerasi hidropis pada kelompok P3 yangigibeasan Semanggi Air 5%.
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Gambar 5.10. Histopatologi Vesika Urinaria Gambar 5.11. Histopaologi Vesika Urinarie
Kelompok P4 Pewarnaan HE Perbesar Kelompok P5 Pewarnaan HE Perbesaran
400x  (A:Peradangan, D: Degenera 400x (D: Degenerasi Hidropis).

Hidropis).

Gambar 5.12. Histopaologi Vesika Urinarie
Kelompok P5 Pewarnaan HE Perbesaran
400x (D: Degenerasi Hidropis).

Pada gambar 5.10 yang merupakan gambar histopatasga urinaria
kelompok P4 yang diberi perasan Semanggi Air 10&nunjukkan masih terjadi
peradangan disertai adanya degenerasi hidropigigioresika urinaria kelompok
P5 yang diberi perasan Semanggi Air 20% pada gamidrdan kelompok P6
yang diberi perasan Semanggi Air 40% pada gamld# menunjukkan adanya

perbaikan kondisi sel epitel.
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Semanggi Air jJuga mengandung flavonoid yang benpesebagai pemecah
kristal kalsium oksalat. Flavonoid akan berikatanghn kalsium membentuk
senyawa kompleks menjadi Ca-flavonoid (Cahyono,9208enyawa kompleks
tersebut bersifat mudah larut dalam air sehinggaakrdengan mudah akan larut
dalam urin. Selain itu, kandungan flavonoid dalamlem&nggi Air dapat

menghambat terjadinya inflamasi.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil skoring gambaran histopatolagjabidan vesika urinaria,
disimpulkan bahwa perasan Semanggi Aflasilea crenata pada konsentrasi
40% efektif mencegah terjadinya urolithiasis padaan model yang diinduksi
campuran etilen glikol 0,75% dan amonium klorida R&#ena dapat menghambat

terbentuknya kristal dan mengurangi kerusakan sel.

6.2 Saran

Perlu dilakukan penimbangan berat ginjal karenaughdadanya endapan
kristal kalsium oksalat pada ginjal dapat menamiatat ginjal dan penggunaan
pewarnaan khusus kristal kalsium oksalat untuk nuzdkian proses pengamatan

histopatologi.
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Lampiran 1. Kandungan Nutrisi Pakan Phokpand BR2®.

Tabel 1.Kandungan Nutrisi Pakan Phokpand BR®.

KANDUNGAN

R MAKSIMAL (%) MINIMAL (%)
........ % As fed.......

Kadar Air 13,0 =
Protein 21,0 19,0
Lemak - 50

Serat 5,0 -
Abu 7,0 -

Kalsium E 0,9

Fosfor = 0,6
M.E. 3020 Kcal/Kg 2920 Kcal/Kg

(Sumber : PT. Charoen Phokpand)
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Lampiran 2. Perhitungan Homogenitas Berat Badan Tikus DengaBajilett.

Tabel 2.1.Berat Badan Awal Tikus

Kelompok U1 U?2 U3 U4 Rerata
P1 170 143 145 130 147
P2 165 148 143 135 147,75
P3 165 143 152 135 148,75
P4 163 155 142 136 149
P5 163 142 156 140 150,25
P 6 158 157 142 141 149,5

Tabel 2.2.Perhitungan Varians Setiap Kelompok

Statistik

Kelompok Perlakuan

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Rerata 147 147,75 148,75 149 150,25 1495
SD  16,71327 12,68529 12,86792 12,24745 11,08678 9,255629
Varians 279,3333 160,9167 165,5833 150  122,9167 85,66667
Y Data 4 4 4 4 4 4
dk 3 3 3 3 3 3

Tabel 2.3Tabel Penolong Untuk Uji Homogenitas Varians

Kelompok dk  1/dk Si2 dk x si2  log si2 (dk)sixz'og
P1 3 0333333 2793333 838 2,44612R 338368292
P2 3 0333333 160,9167 482,75 2,2066(0.619803083
P3 3 0333333 1655833 496,75 2,21901657049863
P4 3 0.333333 150 450  2,176098,528273777
P5 3 0333333 122,9167 368,75 2,0896%,268832323
P6 3 0,333333 8566667 257  1,93281%2798435606
> 18 2893,25 13,0702539,21076294

Perhitungan Varians Gabungan

$

=Y (dk §9) /¥ dk

=2893,25/18

= 160,736
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Perhitungan Nilai B
B = (> dk) log $
= 18. log 160,736
= 39,71
Perhitungan Harga Chi-Kuadrat
%% hitung =(In10 { B- Y dklogs?}
=(In10){39,71 —39,21076294)
= 2,303 x 0,49923706
=1,149742949
+*tabel 0,05 (dk) =*tabel 0,05 (3)
=7,81473
Untuk a = 5 %, dari daftar distribusf dengan dk = 3 didapafo,gs(g):
7,81473, sehingga® = 1,149742949 <053 = 7,81473. Berdasarkan hasil

perhitungan tersebut, dapat disimpulkan bahwa &g®t varians homogen

diterima.
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Lampiran 3. Sertifikat Laik Etik Penelitian.

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN

THE MINISTRY OF EDUCATION AND CULTURE
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MEDICAL FACULTY BRAWIJAYA UNIVERSITY
KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN
THE ETHICAL COMMITTEE MEDICAL RESEARCH
Jalan Veteran Malang — 65145
Telp. (0341) 551611 Pes. 213.214; 569117, 567192 — Fax. (62) (0341) 564755

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
("ETHICAL CLEARANCE")

No. 42\ /EC/KEPK/07/2013

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS
BRAWIJAYA, SETELAH MEMPELAJARI DENGAN SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN
IYANG DIUSULKAN, DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA PENELITIAN DENGAN :

JUuDUL - EFEK PREVENTIF PERASAN DAUN DAN TANGKAI
SEMANGGI AIR (Marsilea crenata) TERHADAP
UROLITHIASIS PADA TIKUS (Rattus norvegicus) GALUR |
WISTAR YANG DIINDUKSI ETILEN GLIKOL DAN |
AMONIUM KLORIDA

PENELITI UTAMA 2 Dr.drh.SRI MURWANI, MP
ANGGOTA : drh.l.D.P ANOM ADNYANA
JEFRI HARDYANTO
LELYTA DAMAYANTI
MARDIANA KUSUMAWATI SARTONO
BONANZA WAHYU P

UNIT / LEMBAGA :  PROGRAM STUDI KEDOKTERAN HEWAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA MALANG

TEMPAT PENELITIAN ; KLINIK HEWAN PROGRAM STUDI KEDOKTERAN
HEWAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA MALANG

DINYATAKAN LAIK ETIK

Malang, () \ =
Ketua,: )

/ -

Prof, Drj.r"dr_ Moch. Istiadjid ES, SpS, SpBS (K) M.Hum

Gambar 3. Sertifikat Laik Etik Penelitian.
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Lampiran 4. Sertifikat Determinasi Tanaman Semanggi Mafsilea crenaty

DINAS KESEHATAN PROPINSI JAWA TIMUR

UPT MATERIA MEDICA
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396 Batu (65313)
KOTA BATU
Nomor : 074/036/B/101.8/2013
Sifat : Biasa
Perihal :  Determinasi Tanaman Semanggi air
Memenuhi permohonan saudara :
Nama : MARDIANA KUSUMAWATI S.
NIM : 0911310019
Fakultas :  PROGRAM KEDOKTERAN HEWAN

UNIVERSITAS BRAWIJAYA

1. Perihal determinasi tanaman semanggi air
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

Divisi : Pteridophyta (paku-pakuan)

Kelas : Pteridopsida

Ordo : Salviniales

Famili : Marsileaceae

Genus : Marsilea

Spesies : Marsilea crenata Pres|

Sinonim : Marsilea quadrifolia Bl. ; M. minuta L.

Indonesia : Semanggi, semanggen, paku tapak itik. Jawa : Semanggi
Kunci Determinasi : 1a-17b-18a-1

2. Morfologi : Habitus ; Semak, menjalar, panjang + 25 cm. Batang Lunak, berupa
stolon, hijau kecoklatan. Daun Majemuk, tiap tangkai terdiri dari empat helai
daun,lonjong, tepi rata, pangkal runcing, panjang = 2 cm,lebar + 1 ¢m, hijau. Spora :
Sporocarpia terletak dekat pangkal tangkai daun,lepas/berdiri sendiri, kelopak dua,
panjang 3-5 cm,lonjong, hijau, ungu. Akar : Serabut, putih kotor.

3. Nama Simplisia  : Marseleae crenataec Herba/ Herba semanggi air.
4. Kandungan Kimia : daun dan batang mengandung saponin dan polifenol
5. Penggunaan : Penelitian

6. Daftar Pustaka

® Anonim, http/www.warintek.ristek.go.id/ salam, Diakses 14 Februari 2007

s Anonim, http/www.plantamor.com/semanggi , diakses 11 Desember 2010

® Steenis,CGGJ Van Dr, FLORA, 2008, Pradnya Paramita , Jakarta

e Syamsuhidayat, Sri sugati, Hutapea, Johny Ria.1991, Inventaris Tanaman Obat Indo
nesia I, Departemen Kesehatan Republik Indonesia : Badan Penelitian Dan Pengem
bangan Kesehatan.

Demikian determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

-Niaret 2013
Materia Medica Batu

Gambar 4. Sertfikat Determinasi Tanaman Semangi Ma(silea crenatd
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Lampiran 5. Perhitungan Dosis Bahan Induksi Urolithiasis.

Bahan induksi urolithiasis yang digunakan dalametigan ini adalah etilen
glikol 0,75% dan amonium klorida 2%. Dosis bahaduksi yang dibutuhkan
setiap ekor tikus per hari sebanyak 12 ml/200 g Herikut ini adalah
perhitungan jumlah bahan induksi yang digunakan :

Perhitungan jumlah etilen glikol 0,75% = 0,75/100= 0,09 m|/200g BB.

Perhitungan jumlah amonium Kklorida 2% = 2/100 x 242,24 mi/200g BB.
Amonium klorida didapat dalam bentuk serbuk, sed@nglikonversi menjadi

gram 0,24 x 0,9 g= 0,216 g/200g BB.
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Lampiran 6. Kategori Skoring.

Tabel 6. Kategori Penilaian (Skoring) Kerusakan Jaringan aP&injal dan
Vesika Urinaria .

NILAI (SKOR) KETERANGAN
0 Norma
1 Degenerasi Hidropis dan Ede
2 Degenerasi Lemak dan Kongt
3 Peradangan, Hemorrhage, Nekrosa

(Ariyanti, 2011).



Lampiran 7. Prosedur Kerja.

7.1. Pembuatan Perasan Semanggi Ma(silea crenaty

1. Daun dan tangkai Semanggi Air dipilih yang masigar dan

berwarna hijau,

2. Daun dan tangkai Semanggi Air dicuci hingga ibers

3. Daun dan tangkai ditimbang sebanyak + 100 gkuntendapatkan

perasan dengan konsentrasi 100% sebanyak + 10 ml,

4. Daun dan tangkai dimasukkan kedalam jaiaéer,

5. Perasan diencerkan untuk memperoleh konseriesingkat 5%,

10%, 20%, dan 40%. Proses pengenceran tercantuam dahmbar

7.1.
A B C D
100% 40% 20% 10%
10 ml  4ml  5ml | 5ml
Perasan Perasan Larutan B Larutan C
+ + +
6 ml S ml S ml
Alv_ﬂ_.l_a_des A_I_(_u_ad_e_s Akuades

Gambar 7.1.Proses Pengenceran Perasan Daun dan Tangkai Sgar(darsilea

crenatg.
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7.2.Pembuatan Bahan Induksi Urolithiasis.

1. Perhitungan dosis yang dibutuhkan,
2. Penimbangan amonium klorida dan etilen glikol,
3. Etilen glikol dan amonium klorida dilarutkan dgm menggunakan
akuabides.
7.3.Pembedahan dan Pengambilan Organ.
1. Hewan model dieuthanasi pada hari kesebelas,
2. Bagian abdomen dibedah dengan menggunakan gumtituk diambil
ginjal bagian kanan, ginjal bagian kiri, dan vesikenaria,
3. Organ dicelupkan kedalam larut@hosphate Buffer Sali®BS),
4. Organ direndam kedalam tabung berpenutup yansg lrutan formalin
10%.
7.4.Pembuatarslide Histopatologi (Manual Prosedur Laboratorium Histp)
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, 2013).
1) Jaringan yang telah direndam dalam formalin + 24 jemudian di
potong dengan ketebalan antara 3-5 mm.
2) Jaringan yang telah dipotong, direndam dalam larditamalin 10%
selama + 24 jam.
3) Jaringan dicuci dengan air mengalir selama + 5 teni
4) Dilakukan proses dehidrasi dengan cara direndaandateton selama
1 jam sebanyak 4 kali.
5) Dilakukan proseglearing dengan cara direndam paxidol selama 30

menit sebanyak 4 kali.
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6) Jaringan direndam dalam parafin cair selama 1 jabarsyak 3 kali
pada suhu 55-80° Mnfpregnasia.

7) Penanaman jaringan pada parafin bldekbedding

8) Dibekukan selama + 24 jam.

9) Disayat dengan ketebalan 4 um dengan arah saystgitudinal.

10) Hasil sayatan ditempelkan pada objek glass.

11) Proses deparafinasi dengan cara direndam kedatatardaxylol selama
15 menit sebanyak 3 kali.

12) Preparat direndam kedalam alkohol 96% selama 15trsebanyak 2
kali.

13) Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.

14) Ditetesi pewarna Hematoksilin.

15) Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.

16) Dicelupkan kedalam alkohol asam.

17) Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.

18) Direndam dalanhytium carbonaselama 20 detik.

19) Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit.

20) Ditetesi pewarna Eosin dan didiamkan selama 10tmeni

21) Direndam kedalam alkohol 96% selama 15 menit sedlaBykali.

22) Direndam kedalam xylol selama 15 menit sebanya&li3 k

23) Preparat ditutup dengaover glassian diberi perekantellan.



Lampiran 8. Diagram Alir Tahapan Penelitian.
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24 Tikus Putih Rattus norvegicyserkelaminjantan, galur Wistar
umur 8 minggu dengan berat badan 175-200 g

Perlakuan 1 Kontrol
Negatif (pakan dan
minum)

Perlakuan 2 Kontro
Positif (induksi etilen
glikol  0,75% dan
amonium klorida 2% )

Perlakuan 3,4,5,dan 6
induksi etilen glikol
0,75% dan amonium
klorida 2% ditambah 5%
10%, 20%, dan 40%
perasan daun dan tangk
semanggi air)

Perlakuan selama 10 hari

Pengambilan sampel organ ginjal dan vesika urinaria padkeiai

Pembuatan preparat histopatologi ginjal dan vesika uringria

Pemeriksaan gambaran hist

opatologi ginjal dan vesika Lﬂin#ri

Pengambilan Data

Analisa Data

Gambar 8. Diagram Alir Tahapan Penelitian.



Lampiran 9. PerhitungarKruskall-Wallisdan Uji LanjutarMann-Whitney.

9.1.PerhitungarKruskall-WallisGinjal Kanan.

Descriptive Statistics

Std.
N Mean Deviation Minimum Maximum
SKOR 24 1.3750 1.05552 .00 3.00

PERLAKUAN 24  3.5000 1.74456 1.00 6.00

Ranks
Mean
PERLAKUAN N Rank
SKOR |P1 4 3.50
P2 4 21.12
P3 4 16.62
P4 4 11.75
P5 4 15.25
P6 4 6.75
Total 24
Test Statistic$°
SKOR
Chi-Square 18.339
df 5
Asymp. Sig. .003
Monte Carlo  Sig. .000%
Sig. 99% Confidence Lower 0od

Interval Bound

Upper Bounc 175

a. Based on 24 sampled tables with starting se@d(@D.
b. Kruskal Wallis Test

c. Grouping Variable: PERLAKUAN
9.2.PerhitungarKruskall-WallisGinjal Kiri.



Descriptive Statistics

Std.
N Mean Deviation Minimum Maximum
SKOR 24 1.1667 .9630¢ .00 3.00
PERLAKUAN 24 3.500( 1.7445¢ 1.00 6.00
Ranks
Mean
PERLAKUAN N Rank
SKOR P1 4 3.50
P2 4 22.12
P3 4 15.75
P4 4 13.88
P5 4 9.88
P6 4 9.88
Total 24
Test Statistic$°
SKOR
Chi-Square 18.108
df 5
Asymp. Sig. .003
Monte Carlo  Sig. .000%
Sig. 99% Confidence Lower
Interval Bound 004

Upper Bounc 175

a. Based on 24 sampled tables with starting se@883%525.
b. Kruskal Wallis Test
c. Grouping Variable: PERLAKUAN
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9.3. PerhitungarKruskall-WallisVesika Urinaria

Descriptive Statistics

Std.
N Mean  Deviation Minimum Maximum
SKOR 24 1.083: .97431 .00 3.00
PERLAKUAN 24 3.50 1.74% 1 6
Ranks

PERLAKUAN N Mean Rank
SKOR P1 4 4.00

P2 4 22.25

P3 4 14.75

P4 4 14.75

P5 4 10.75

P6 4 8.50

Total 24

Test Statistic$°
SKOR

Chi-Square 17.935
df 5
Asymp. Sig. .003
Monte Carlo  Sig. .000"
Sig. 99% Confidence Lower 00d

Interval Bound
Upper Bounc 175

a. Based on 24 sampled tables with starting se6219181.
b. Kruskal Wallis Test
c. Grouping Variable: PERLAKUAN



9.4.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri.

9.4.1.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P1.

Test Statistic$
SKOR
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
z .000

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

1.000'

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN

9.4.2.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P2.

Test Statistic$
SKOR
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

1.000

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN



9.4.3.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P3.

Test Statisticd
SKOR
Mann-Whitney U 5.000
Wilcoxon W 15.000
Z -.949
Asymp. Sig. (2-tailed) .343
Exact Sig. [2*(1-tailed 486

Sig.)]
a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN

9.4.4.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P4.

Test Statistic$
SKOR
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
z .000

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

1.000'

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN



9.4.5.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P5.

Test Statisticd
SKOR
Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 12.000
Z -2.049
Asymp. Sig. (2-tailed) .040
Exact Sig. [2*(1-tailed 114

Sig.)]
a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN

9.4.6.Uji Mann-WhitneyGinjal Kanan dan Ginjal Kiri Kelompok P6.

Test Statistic$
SKOR
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

1.000

b. Grouping Variable:
PERLAKUAN



Lampiran 10. Hasil Skoring Kerusakan Organ Ginjal dan Vesikanbhia

Menurut Ariyanti (2011).

Tabel 10.1.Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Ginjal Bagian Kana
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HASIL SKORING

KELOMPOK " ;| ANGAN  ULANGAN  ULANGAN  ULANGAN
PERLAKUAN
1 2 3 4

P1 0 0 0 0

Y 2 3 3 3

P3 1 3 2 2

P4 1 1 2 1

P5 1 2 2 2

P6 0 1 0 1

Tabel 10.2.Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Ginjal Bagian Kiri

HASIL SKORING

e ULANGAN ULANGAN  ULANGAN ULANGAN
PERLAKUAN
1 2 3 4

P1 0 0 0 0

P2 3 3 2 3

P3 2 1 2 1

P4 2 1 1 1

PS5 1 1 0 1

P6 0 1 1 1

Tabel 10.3.Hasil Skoring Kerusakan Jaringan Vesika Urinaria.

HASIL SKORING

KELOMPOK ULANGAN  ULANGAN  ULANGAN ULANGAN
PERLAKUAN
1 2 3 4

P1 0 0 0 0

P2 3 3 3 2

Pe 1 3 2 2

P4 1 1 2 1

L 1 2 1 1

P6 1 1 0 1




Lampiran 11. Dokumentasi Kegiatan Penelitian.

e
e
L

Gambar 11.5. Pembedahan Tikus. | Gambar 116, Pengambian Organ
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Gambar 119, Perendaman Dalam Fommain
po—

Gambar 1111 Proses Embeding

Gumbar 1112, Pemotongan Mo (Sicing)
MenggunalanNizotom Rotay
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