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ABSTRACT

Hypersensitivity reactions such as anaphylaxis are increase over time. Anaphylaxis generally affects the skin,
breathing, cardiovascular and digestive systems. Ageratum conyzoides L. are often used by the people to heal
skin diseases, wounds and allergies. The objectives of this study is to determine the immunomodulatory activity
of the ethanolic extract of babadotan leaves (ageratum conyzoides L) on male mice using the active cutaneous
anaphylactic reaction method. The method is an experimental study of 4 groups each consisting of 4 male swiss
webster strain mice. The first step is the process of sensitization of each group for 2 cycles (7 days per cycle).
There is not treatment for Group 1 as a normal group, but Group 2 as a negative group, Group 3 as group | test
and Group 4 as group Il test each are given by ovalbumin (5 ml / kg BW) intraperitoneally. The second stage is
challenging on a day before the experiment by shaving the back areas of the mice as the injection areas. Inject
intracutaneously in each sector with 0.1 mL of 10% egg white solution (a red bump will form). Fifteen minutes
after the formation of the bump, give the ethanol extract of the babadotan leaf (100 mg / Kg BW) to the test
group | and the test group Il (250 mg / Kg BW). Observe and measure these sectors every 15 minutes for 60
minutes, then continue observations every day for 7 days. Observations include the first time the appearance of
bump, diameter of bump after 60 minutes and until the time of bump disappearance. The results showed that the
ethanol extract of babadotan leaves test group 11 ( 250 mg / kg BW) had the best antianaphylactic activity with
the possibility mechanism through inhibition on histamine.

Keywords: Leaves, Ageratum conyzoides L., Immunomodulatory, active cutaneous anaphylaxis
ABSTRAK

Reaksi hipersensitivitas menunjukkan peningkatan, salah satunya reaksi anafilaksis. Anafilaksis umumnya
berdampak pada kulit, pernafasan, kardiovaskular dan sistem pencernaan. Tanaman babadotan dalam beberapa
literatur disebutkan sering digunakan masyarakat untuk menangani penyakit kulit, luka dan alergi. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui aktivitas immunomodulator ekstrak etanol daun babadotan (ageratum
conyzoides L) terhadap mencit jantan menggunakan metode reaksi anafilaksis kutan aktif. Metode penelitian
bersifat eksperimen menggunakan digunakan hewan percobaan mencit jantan galur swiss webster dibagi
menjadi 4 kelompok masing-masing terdiri dari 4 mencit. Pada tahap awal dilakukan sensitisasi terlebih dahulu
pada tiap kelompok, tahap sensitisasi dilakukan selama 2 siklus (per 7 hari per siklus). Kelompok 1 sebagai
kelompok normal tidak diberikan perlakukan apapun, Kelompok 2 sebagai kelompok negatif dilakukan
sensitisasi menggunakan ovalbumin (5ml/kg BB) secara intraperitoneal, Kelompok 3 sebagai kelompok uji |
dilakukan sensitisasi menggunakan ovalbumin (5ml/kg BB) secara intraperitoneal. Kelompok 4 sebagai
kelompok uji 11 dilakukan sensitisasi menggunakan ovalbumin (5ml/kg BB) secara intraperitoneal. Setelah tahap
sensitisasi pada masing-masing kelompok kecuali kelompok normal dilanjutkan pada tahap kedua yaitu
challenging (penantangan). Sehari sebelum percobaan (sehari sebelum periode sensitisasi berakhir) bagian
punggung hewan dicukur bagi dalam beberapa sektor penyuntikan sesuai kebutuhan. Suntikan secara intrakutan
pada tiap sektor larutan putih telur 10% sebanyak 0,1 ml (akan terbentuk kemerahan pada kulit atau bentol
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merah). Lima belas menit setelah terbentuk bentol diberikan ekstrak etanol daun babadotan (100 mg/Kg BB)
untuk kelompok uji I dan kelompok uji 11 (250 mg/Kg BB). Kemudian dilakukan pengamatan dan pengukuran
terhadap sektor-sektor tersebut setiap 15 menit selama 60 menit, kemudian dilanjutkan pengamatan setiap hari
selama 7 hari. Pengamatan meliputi waktu pertama timbulnya bentolan, diameter bentolan setelah waktu 60
menit dan sampai waktu menghilangnya bentolan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
babadotan dosis Il (Ekstrak Etanol A.conyzoides 250mg/kg BB) terbukti memiliki aktivitas antianafilaksis
terbaik dengan kemungkinan mekanisme kerja melalui hambatan pada histamin.

Kata kunci: daun, babadotan, immunomodulator, anafilaksis kutan aktif.

PENDAHULUAN

Kecenderungan dunia terhadap reaksi hipersensitivitas menunjukkan peningkatan (Bjorkstén et
al, 2008). Salah satu contoh reaksi yang terkait hipersensitivitas adalah reaksi anafilaksis Anafilaksis
adalah reaksi akut, berpotensi fatal, serta reaksi yang melibatkan multiorgan yang diakibatkan oleh
pengeluaran mediator-mediator kimia dari sel mast dan basofil (Kemp et al, 2002; Shahzad, 2016).

Penanganan reaksi anafilaksis ini terbatas penggunaan-penggunaan zat-zat seperti antihistamin
H-1, antihistamin H-2, kortikosteroid, simpatomimetik (epinefrin), inotropik positif (glucagon) dan
vasopressor (dopamin) (Shahzad, 2016). Sedangkan untuk penanganan reaksi hipersensitivas
menggunakan bahan yang berasal dari alam relatif masih sedikit. Tanaman babadotan dalam beberapa
literatur disebutkan sering digunakan masyarakat untuk menangani penyakit kulit, luka dan alergi.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengukur Aktivitas immunomodulator ekstrak etanol daun
babadotan (ageratum conyzoides L) terhadap mencit jantan menggunakan metode reaksi anafilaksis
kutan aktif

METODE PENELITIAN
Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat suntik 1 ml dan 3 ml, alat bedah,
timbangan hewan, meja bedah hewan, maserator, magnetic stirrer, rotary vaporator, beaker glass,
timbangan analitik, pipet tetes, tabung reaksi, Erlenmeyer, gelas ukur, kaca arloji, krus porselen,
cawan evaporasi, water bath, batang pengaduk, botol semprot, jarum ose, cawan petri, tabung reaksi,
lampu Bunsen, alumunium foil dan plastic wrap.

Bahan

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun babadotan (Ageratum conyzoides
L.).
Bahan-bahan yang digunakan yaitu Putih Telur, Putih telur 10% dalam NaCl 0,9%, Larutan NaCl
0,9%, Alkohol 70%, Alkohol 96%, Carboxymethylcellulose, NH,OH, CHCI;, HCI, pereaksi
Dragendorf dan Mayer, logam Mg, amil alkohol, gelatin, FeCl, KOH 5%, vanilin, H,SO,, asam asetat
anhidrat, dan aqua pro injeksi

Penyiapan Bahan Tanaman

Bahan uji berupa daun babadotan diperoleh di pekarangan rumah Kecamatan Mangkubumi
Kota Tasikmalaya.
Determinasi dilakukan di herbarium di herbarium Sekolah 1lmu Teknologi Hayati Institut Teknologi
Bandung
Sebelum digunakan, bahan dicuci menggunakan air mengalir, kemudian dilakukan sortasi basah, lalu
dikeringkan menggunakan oven pengering. Setelah bahan kering, dilakukan sortasi kering kemudian
dibuat menjadi serbuk menggunakan blender .

Penyiapan Hewan percobaan
Hewan Percobaan yang digunakan adalah mencit jantan galur Swiss-Webster dengan bobot
180-200 gram. Tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama 5 hari.
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Pengujian karakteristik simplisia

Pengujian karakteristik simplisia meliputi Pemeriksaan karakterisitik simplisia yang dilakukan
meliputi, penapisan fitokimia simplisia, penetapan kadar air, penetapan kadar abu, penetapan kadar
sari larut air dan penetapan kadar sari larut etanol.

Pembuatan Ekstrak

Daun kering yang telah di serbukkan ditimbang 500 gram,kemudian masukkan pada alat
ekstraksi dan dimasukkan alkohol 96% sampai merendam serbuk dan dilakukan tiga kali pengulangan
pemberian alkohol 96% .Kemudian Ekstrak cair tersebut di evaporasi menggunkan evaporator pada
suhu 60°C sampai didapat ekstrak kentalnya. Ekstrak kental disimpan pada suhu 40°C.

Penapisan fitokimia ekstrak

Penapisan fitokimia sampel untuk mengetahui golongan senyawa kimia yang terkandung dalam
rimpang gandasuli meliputi pemeriksaan alkaloid, flavonoid, tannin, saponin, steroid/terpenoid,
kuinon dan monoterpene/seskuiterpen.

Uji Aktivitas Immunomudaltor

Mencit jantan galur swiss webster dibagi menjadi 4 kelompok masing-masing terdiri dari 4
mencit. Pada tahap awal dilakukan sensitisasi terlebih dahulu pada tiap kelompok, tahap sensitisasi
dilakukan selama 2 siklus (per 7 hari per siklus). Kelompok 1 sebagai kelompok normal tidak
diberikan perlakukan apapun, Kelompok 2 sebagai kelompok negatif dilakukan sensitisasi
menggunakan ovalbumin (5ml/kg BB) secara intraperitoneal, Kelompok 3 sebagai kelompok uji |
dilakukan sensitisasi menggunakan ovalbumin (5ml/kg BB) secara intraperitoneal. Kelompok 4
sebagai kelompok uji Il dilakukan sensitisasi menggunakan ovalbumin (5mil/kg BB) secara
intraperitoneal. Setelah tahap sensitisasi pada masing-masing kelompok kecuali kelompok normal
dilanjutkan pada tahap kedua yaitu challenging (penantangan). Sehari sebelum percobaan (sehari
sebelum periode sensitisasi berakhir) bagian punggung hewan dicukur bagi dalam beberapa sektor
penyuntikan sesuai kebutuhan. Suntikan secara intrakutan pada tiap sektor larutan putih telur 10%
sebanyak 0,1 ml (akan terbentuk kemerahan pada kulit atau bentol merah). Lima belas menit setelah
terbentuk bentol diberikan ekstrak etanol daun babadotan (50 mg/Kg BB) untuk kelompok uji | dan
diberikan ekstrak etanol daun babadotan (100 mg/Kg BB) untuk kelompok uji Il. Kemudian
dilakukan pengamatan dan pengukuran terhadap sektor-sektor tersebut setiap 15 menit selama 60
menit, kemudian dilanjutkan pengamatan setiap hari selama 7 hari. Pengamatan meliputi waktu
pertama timbulnya bentolan, diameter bentolan setelah waktu 60 menit dan sampai waktu
menghilangnya bentolan.

Analisis Statistika

Hasil yang diperoleh disajikan dalam bentuk rataan + SE. Hasil secara statistika beda antara
masing-masing kelompok dihitung menggunakan metode ANOVA dan diteruskan dengan LSD
menggunakan program SPSS 16.0..

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil determinasi tanaman yang dilakukan menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan benar
adalah babadotan (Ageratum conyzoides L.).

Karakterisasi simplsia dilakukan untuk mengetahui karakter simplisia yang digunakan serta
untuk mengetahui telah masuk tidaknya pada persyaratan yang direkomendasikan Pengujian
karakteristika simplisia daun babadotan terlihat pada Tabel 1 dimana menunjukkan hasil yang cukup
baik dengan parameter yang paling penting yaitu kadar air ekstrak tidak melebihi 10% sesuai
persyaratan yang ditetapkan (Depkes, 2008). Kadar air yang tinggi (>10%) dapat mengakibatkan
penurunan kualitas dan mencetuskan pertumbuhan fungi atau bakteri. Sedangkan dalam penentuan
kadar abu total untuk mengetahui adanya kandungan unsur mineral atau pengotor seperti silika atau
pasir (Andhika et al, 2017). Selain itu diketahui bahwa ekstrak Ageratum conyzoides L lebih terlarut
dalam air dibandingkan dalam etanol.
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Tabel 1. Hasil karakterisasi simplisia

Parameter Hasil = SD (%b/b)
Kadar Air* 0,00+ 4,24
Kadar Abu Total 1,75+ 1,56
Kadar Abu Tidak Larut Asam 4,09 1,15
Kadar Sari Air 5,83+0,45
Kadar Sari Larut Etanol 2,33+ 0,57
7 %v/b

Proses ekstraksi yang dilakukan terhadap simplisia daun babadotan dalam penelitian ini menggunakan
metode maserasi. Pelarut etanol 96% digunakan dikarenakan etanol dapat digunakan untuk
mengekstraksi senyawa-senyawa aktif (pelarut universal) yang diduga memberkan aktivitas
immunomodulator. Filtrat hasil ekstraksi yang diperoleh, dipekatkan dengan rotary vaporator hingga
didapatkan ekstrak kental. Rendemen yang diperoleh yaitu sebesar 26,99% dan selanjutnya diapakai
untuk uji lanjutan terhadap ekstrak.

Skrining fitokimia yang dilakukan terilihat pada Tabel 2 dimana senyawa-senyawa golongan
metabolit sekunder dengan hasil positif diduga memberikan kontribusi terhadap aktivitas
immunomodulator ekstrak etanol daun babadotan

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Ekstrak etanol daun babadotan
Ekstrak Etanol

Daun Babadotan

Alkaloid -

Saponin -
Seskuiterpen/monoterpen

Tanin

Polifenol

Steroid/triterpenoid

Kuinon

Flavonoid

Keterangan:

(+) : mengandung senyawa yang diuji
(-) : tidak mengandung senyawa yang diuji

Kandungan Kimia

+ o+ A+ o+ +

.Pengujian aktivitas immunomodulator ekstrak etanol daun babadotan diamati terhadap waktu
pertama timbulnya bentolan, diameter bentolan setelah waktu 60 menit dan sampai waktu
menghilangnya bentolan.

Parameter waktu pertama timbulnya bentolan biru, dosis Il yang terlihat pada Tabel 3
menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.
Sedangkan pada kelompok positif dan uji dosis | tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna
(p>0,05) dibandingkan dengan kelompok negatif. Akan tetapi meskipun menunjukkan tidak berbeda
bermakna (p>0,05) kelompok positif dan kelompok dosis uji | dapat meningkatkan waktu pertama
timbulnya bentolan biru secara berturut-turut sebesar 180% dan 163%.

Tabel 3 Hasil Waktu Timbulnya Bentolan Biru

Kelompok Waktu (detik)
Kontrol positif (cetirizine 0,026/20 g BB mencit) 219,00 + 91,83
Kontrol negatif (CMC 1%) 78,20 £ 56,92
Uji Dosis | (Ekstrak Etanol A.conyzoides 100mg/kg BB) 205,20 + 70,92
Uji Dosis Il (Ekstrak Etanol A.conyzoides 250mg/kg BB) 377,80 + 123,15*

* Menunjukkan adanya perbedaan bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok negatif
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Parameter bentolan setelah 60 menit seperti yang terlihat pada Tabel 4 menunjukkan bahwa
kelompok kontrol, dosis uji | dan dosis uji Il tidak memberikan perbedaan bermakna dalam penurunan
diameter setelah 60 menit (p>0,05) bila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Meskipun
ketiga kelompok tersebut menunjukkan hasil yang tidak berbeda bermakna (p>0,05), akan tetapi
ketiga kelompok tersebut dapat menurunkan diameter bentolan setelah 60 menit secara berturut-turut
sebesar 6,2%, 6,2% dan 10,4%.

Tabel 4 Hasil Pengukuran Diameter Bentolan Biru Setelah 60 Menit

Kelompok Diameter (mm)
Kontrol positif (cetirizine 0,026/20 g BB mencit) 9,38 +1,37
Kontrol negatif (CMC 1%) 10,00 + 1,55
Uji Dosis | (Ekstrak Etanol A.conyzoides 100mg/kg BB) 9,38 +1,42
Uji Dosis Il (Ekstrak Etanol A.conyzoides 250mg/kg BB) 8,96 + 0,75

* Menunjukkan adanya perbedaan bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok negatif

Parameter waktu hilangnya bentolan biru seperti yang terlihat pada Tabel 5 menunjukkan
bahwa kelompok kontrol positif, uji dosis | dan uji dosis Il tidak memberikan perbedaan bermakna
mengenai waktu hilangnya bentolan biru (p>0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.
Meskipun tidak memberikan perbedaan bermakna (p>0,05), ketiga kelompok tersebut menunjukkan
penurunan waktu hilangnya bentolan biru secara berturut-turut sebesar 11,8%, 11,8% dan 17,6%
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.

Tabel 4 Hasil Pengukuran Diameter Bentolan Biru Setelah 60 Menit
Waktu Hilangnya

Kelompok .
bentolan (jam)
Kontrol positif (cetirizine 0,026/20 g BB mencit) 120,00+ 24,00
Kontrol negatif (CMC 1%) 136,00 £ 27,71
Uji Dosis | (Ekstrak Etanol A.conyzoides 100mg/kg BB) 120,00 £ 41,57
Uji Dosis Il (Ekstrak Etanol A.conyzoides 250mg/kg BB) 112,00 + 36,66

* Menunjukkan adanya perbedaan bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok negatif

Pada hasil waktu timbul bentolan biru kelompok uji dosis Il memberikan peningkatan waktu
timbul bentolan biru secara bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok negatif, akan tetapi
tidak terdapat perbedaan bermakna (p>0,05) bila dibandingkan kelompok positif. Aktivitas
antianafilaksis yang ditunjukkan oleh ekstrak Ageratum conyzoides kemungkinan akibat
antihistaminik-nya (Taur dan Patil, 2011), sejak pemerian uji dosis | dan uji dosis Il diberikan 30
menit sebelum tahap penantangan (challenging) , yang mana pada tahap penantangan terjadi
pengeluaran histamin akibat antigen (ovalbumin) yang langsung berikatan dengan IgE yang telah
terinduksi sebelumnya serta telah terikat dengan sel mast dan basofil. Akan tetapi histamin yang telah
dikeluarkan tersebut di antagonisasi oleh zat yang berlaku sebagai antagonist H1 reseptor atau
stabilisasi sel mast sehingga mengakibatkan peningkatan waktu timbul bentolan biru. Sedangkan bila
aktivitas antianafilaksis yang terjadi diakibatkan aktivitas mekanisme seperti steroid, hal ini tidak
memungkinkan untuk terjadi dengan waktu cepat, dikarenakan aktivitas dari steroid tersebut untuk
berefek diperlukan waktu 4 jam atau berhari-hari untuk memberikan aktivitasnya (Adkinson et al,
2009). Hal ini didukung dengan data yang menyatakan bahwa senyawa flavonoid yang terkandung
pada Ageratum conyzoides yaitu quercetin dan kaempferol (Singh et al, 2013), terbukti dapat
menghambat reseptor H1 dan menstabilkan sel mast melalui hambatan kalsium influks (Kempuraj et
al, 2005; Park et al, 2008). Meskipun sebenarnya tidak menutup kemungkinan untuk melibatkan
aktivitas melalui peranan steroid (glucocorticoid) dengan mengikat protein regulatori (NF-kappa
beta) (Ring, 2005) oleh senyawa metabolit sekunder yang terkandung seperti flavonoid, triterpenoid,
steroid (Min et al, 2007; Shahzad, 2016; Torre et al, 2016).

Sedangkan, pada waktu sampai hilangnya bentolan tidak terdapat perbedaan bermakna pada
kelompok positif, uji dosis | dan uji dosis Il (p>0,05) bila dibandingkan dengan kelompok negatif. Hal
ini mungkin diakibatkan oleh pemberian perlakuan kelompok kontrol positif maupun kelompok uji
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yang hanya satu kali pemberian saja, sehingga tidak dapat terus mempertahankan ikatannya sebagai
antagonis H1 pada reseptor H1 yang akhirnya mengakibatkan histamin yang disekresikan dapat
kembali mengikat pada reseptor H1 yang sebelumnya diantagonisasi.

KESIMPULAN

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun babadotan
dosis Il (Ekstrak Etanol A.conyzoides 250mg/kg BB) terbukti memiliki aktivitas antianafilaksis
terbaik dengan kemungkinan mekanisme kerja melalui hambatan pada histamin.
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