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ABSTRAK

Penggunaan obat-obatan yang berasal dari bahan alam, tetap dibutuhkan suatu uji untuk
mengetahui tingkat keamanannya. Tingkat keamanan zat tertentu dapat diamati dari efek toksik
yang ditimbulkan pada berbagai organ, salah satunya pada ginjal yang berperan penting dalam
sistem ekskresi melalui uji praklinik. Daun salam (Syzygium polyanthum) merupakan salah satu
tanaman obat yang sering digunakan oleh masyarakat Indonesia. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui adanya perubahan histopatologi ginjal mencit jantan dan betina pada pemberian
akut ekstrak etanol daun salam (EEDS). Penelitian ini merupakan penelitian observasional
mengenai histopatologi ginjal mencit (Mus musculus) putih jantan dan betina galur DDY.
Sediaan berjumlah 48 buah, yang terbagi menjadi empat kelompok, yaitu kelompok kontrol
negatif (K), kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak etanol daun salam dosis 1250
mg/kgBB (P1), dosis 2500 mg/kgBB (P2), dan dosis 5000 mg/kgBB (P3). Sampel organ ginjal
dibuat preparat histopatologi dengan metode pewarnaan HE, lalu dilakukan pemeriksaan
histopatologi. Gambaran histopatologi yang diamati berupa inflamasi, degenerasi lemak, dan
nekrosis pada ginjal serta data dianalisis dengan uji Kruskal-Wallis. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol daun salam dosis 1250 mg/kgBB, 2500
mg/kgBB, dan 5000 mg/kgBB pada mencit jantan dan betina tidak mengakibatkan perubahan
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bermakna terhadap gambaran histopatologi ginjal. Efek toksik dapat timbul apabila suatu zat
telah mencapai organ target dengan konsentrasi cukup tinggi dan waktu yang cukup untuk
menimbulkan efek tersebut. Walaupun menunjukkan tidak adanya toksisitas, namun tetap
dibutuhkan uji klinis lebih lanjut untuk mengkonfirmasi keamanan daun salam sebagai
fitofarmaka.

Kata kunci: daun salam, histopatologi ginjal, uji toksisitas akut

ABSTRACT

The use of drugs derived from natural products still needed a test to determine the level of
safety. The safety level of certain substances can be observed from the toxic effects that are
inflicted on various organs, one of which is the kidneys which plays an important role in the
excretory system through preclinical tests. Bay leaf is one of the medicinal plants that is often
used by Indonesian people. This study aims to determine the histopathological changes in the
kidneys of male and female mice in the acute administration of EEDS. This research is an
observational study on the kidney histopathology of white male and female DDY mice. There
were 48 preparations, divided into 4 groups, namely the negative control group, the treatment
group with dose of EEDS 1250 mg/kgBW, 2500 mg/kgBW, and 5000 mg/kgBW. Kidney samples
were made histopathology preparations with the HE staining method, then histopathological
examination was performed. The histopathological features observed were inflammation, fatty
degeneration, and necrosis of the kidneys and data were analyzed using Kruskal-Wallis test.
The results of this study showed that the administration of EEDS at doses of 1250 mg/kgBW,
2500 mg/kgBW, and 5000 mg/kgBW in male and female mice did not result in significant
changes in the histopathological features of the kidneys. Toxic effects can appear when a
substance has reached the target organ with high concentration and sufficient time to cause
that effect. Although it indicates no toxicity, further clinical studies are needed to confirm the
safety of bay leaf as phytopharmaca.

Keywords: acute toxicity test, bay leaf, kidney histopathology

PENDAHULUAN

Beberapa dekade terakhir, terjadi
peningkatan penggunaan obat tradisional,
baik di negara berkembang maupun di
negara maju. Data menunjukkan sekitar 60-
80% masyarakat di berbagai negara masih
memanfaatkan obat tradisional sebagai
prioritas utama pengobatan, termasuk di
Asia Tenggara. Sekitar 30.000 dari 40.000
jenis tumbuhan obat di dunia terdapat di
Indonesia. Dari total tersebut, kira-kira 25%
atau 7.500 jenis telah diketahui mempunyai

khasiat herbal atau tanaman obat.>? Dari
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ribuan jenis spesies tanaman obat, salah
satunya yang sering digunakan oleh
masyarakat Indonesia adalah Syzygium
polyanthum atau yang lebih dikenal sebagai
daun salam. Daun salam umumnya
digunakan sebagai penyedap masakan dan
dimanfaatkan pula oleh masyarakat sebagai
pengobatan, seperti untuk diabetes melitus,
hipertensi, serta  dapat = membantu
menurunkan kadar kolesterol. Kandungan
senyawa yang terdapat pada daun salam
antara lain tanin, minyak atsiri, flavonoid,

steroid, saponin, fenolik, dan alkaloid, serta
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mengandung pula berbagai vitamin.3*®° Di
antara kandungan senyawa tersebut,
flavonoid termasuk senyawa utama pada
daun salam, yang salah satu sifatnya
sebagai antioksidan yang merupakan efek
paling penting yang dapat menetralisir
radikal bebas.*®® Tubuh dapat pula
memproduksi antioksidan endogen untuk
menetralisir radikal bebas. Apabila kadar
dari radikal bebas cukup tinggi, maka
antioksidan ~ endogen  tidak  dapat
menetralisir radikal bebas tersebut sehingga
dapat terjadi ketidakseimbangan antara
radikal bebas dengan antioksidan, yang
oksidatif. %1

Antioksidan dapat pula menunjukkan

disebut  sebagai  stres

aktivitas  prooksidan. Dalam kondisi
tertentu, seperti konsentrasi antioksidan
yang tinggi dan adanya logam transisi
(terutama Fe dan Cu), antioksidan dapat
menunjukkan aktivitas prooksidan yang
dapat menimbulkan terjadinya stres
oksidatif.

Penggunaan obat-obatan yang berasal
dari bahan alam, bilamana digunakan
secara berlebihan bukan berarti tidak akan
menimbulkan bahaya. Bahaya dari paparan
suatu zat dapat diketahui dari dosis yang
mengakibatkan efek toksik pada manusia,
oleh karena itu dibutuhkan suatu uji untuk
mendeteksi efek toksik tersebut, salah
satunya yaitu uji praklinik pada hewan uji
untuk mengetahui tingkat keamanan serta

kebenaran khasiat dari suatu zat dengan

melakukan uji toksisitas.'*!2 Efek toksik
dari suatu zat bisa dilihat dari beberapa
organ, salah satunya ialah ginjal yang
berperan penting dalam sistem ekskresi.
Salah  satu  fungsi  ginjal ialah
mengekskresikan sebagian besar toksin,
obat, serta zat kimia lainnya.*®>'* Perubahan
histopatologi yang dapat terjadi pada ginjal
yaitu berupa inflamasi, degenerasi, dan
nekrosis.’® Perubahan histopatologi ini
dapat berkaitan dengan kejadian stres
oksidatif.®

Penelitian ini lanjutan dari dua
penelitian sebelumnya. Penelitian yang
pertama mengenai uji toksisitas akut
ekstrak etanol daun salam (EEDS) dengan
pemberian dosis 1250 mg/kgBB, 2500
mg/kgBB, dan 5000 mg/kgBB didapatkan
bahwa daun salam termasuk praktis tidak
toksik berdasarkan klasifikasi dari Badan
Pengawas Obat dan Makanan (BPOM)
tahun 2014.1% Sementara itu, penelitian
yang kedua mengenai efek EEDS terhadap
hepar mencit pada uji toksisitas akut
didapatkan bahwa terjadi perubahan
histopatologi hepar dan pemberian akut
EEDS dosis bertingkat memiliki efek toksik
akibat aktivitas prooksidan dan peningkatan
stres oksidatif pada pemberian antioksidan
dosis tinggi.l” Penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui efek toksik EEDS dosis
1250 mg/kgBB, dosis 2500 mg/kgBB, dan
dosis 5000 mg/kgBB terhadap gambaran
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dan adanya perubahan histopatologi ginjal

mencit jantan dan betina.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Jenderal Achmad
Yani pada bulan Januari sampai Februari
2022.
Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian

observasional dengan melakukan
pengamatan dan mendokumentasikan efek
toksik ekstrak etanol daun salam terhadap
gambaran histopatologi ginjal mencit (Mus
musculus) putih jantan dan betina galur
DDY.
Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan  untuk
pembuatan preparat histopatologi adalah
larutan bufer formalin 10%, alkohol
bertingkat, larutan Xylol, parafin, akuades,
dan pewarna Hematoksilin-Eosin (HE).
Objek Penelitian

Pada penelitian ini digunakan 48

buah organ ginjal mencit (Mus musculus)
putih jantan dan betina galur DDY sebagai
sampel yang didapat dari penelitian
sebelumnya, yang dibagi menjadi empat
kelompok, terdiri dari 1 kelompok kontrol
negatif (K) dan 3 kelompok perlakuan yang
diberikan EEDS dosis 1250 mg/kgBB (P1),

dosis 2500 mg/kgBB (P2), dan dosis 5000
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mg/kgBB (P3) untuk diamati secara
histopatologi.
Histopatologi
Pembacaan preparat histopatologi
dilakukan di bawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 400x dalam lima
lapang pandang, kemudian melakukan
rerata dari lima lapang pandang tersebut.
Metode yang digunakan saat pembacaan
preparat ialah metode semikuantitatif
eyeballing dengan menggunakan indra
penglihatan peneliti untuk melihat sel dan
diperkirakan daerah kerusakannya.
Cara Pengukuran

Derajat peradangan ginjal dinilai
menggunakan sistem skoring, yaitu: Skor 1
= infiltrasi sel radang bersifat fokal
(ringan), Skor 2 = infiltrasi sel radang
bersifat multifokal (sedang), Skor 3 =
infiltrasi sel radang bersifat difusa (berat).!8
Sementara itu, persentase kerusakan sel
(degenerasi dan nekrosis) dinilai dengan
menggunakan kriteria Venient et al, yaitu:
Skor 1 = lesi kurang dari 25% total lapang
pandang, Skor 2 = lesi 25% sampai dengan
kurang dari 50% total lapang pandang, Skor
3 = lesi 50% sampai dengan kurang dari
75% total lapang pandang, Skor 4 = lesi
lebih dari sama dengan 75% total lapang
pandang.!%%
Analisis Statistik

Data hasil pembacaan preparat
histopatologi yang didapatkan setelah
melakukan  penelitian  diolah  dalam
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program SPSS dengan dilakukan uji
normalitas menggunakan uji Shapiro Wilk
dan dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Gambaran Histopatologi Ginjal Mencit
Jantan
Gambaran histopatologi yang
ditemukan pada ginjal mencit jantan, yaitu
berupa inflamasi, degenerasi lemak, dan
nekrosis.  Inflamasi  dinilai  dengan
menggunakan skor derajat peradangan
ginjal, sedangkan degenerasi lemak dan
nekrosis dinilai menggunakan kriteria

Venient et al. Pengamatan dilakukan dalam

lima lapang pandang, kemudian melakukan
rerata dari lima lapang pandang tersebut,
sehingga didapatkan skor rerata pada setiap
kelompok perlakuan. Skor hasil pembacaan
pada masing-masing kelompok mencit
jantan disajikan pada Tabel 1.

Pada Tabel 1 menunjukkan bahwa
kelompok P2 memiliki skor rerata inflamasi
tertinggi pada ginjal mencit jantan yaitu
sebesar 1,500. Sedangkan kelompok
kontrol negatif, kelompok P1, dan
kelompok P3 memiliki skor rerata inflamasi
terendah yaitu masing-masing sebesar

1,000.

Tabel 1 Skor hasil pembacaan inflamasi, degenerasi lemak, dan nekrosis mencit jantan

Kelompok

Skor Rerata

Inflamasi Degenerasi Lemak Nekrosis
Kontrol Negatif 1,000 0,033 1,000
Fnlg /(kE;BDBS) dosis 1250 1,000 0,000 0.967
fnZQ /(kEgEBDBS) dosis 2500 1500 0,033 1000
Fn:; /(kEgEBDBS) dosis 5000 1,000 0,000 1000

Ket : EEDS (Ekstrak etanol Daun salam)

Selanjutnya, kelompok kontrol negatif
dan kelompok P2 mempunyai skor rerata
degenerasi lemak tertinggi pada ginjal
mencit jantan yaitu masing-masing sebesar
0,033, serta kelompok P1 dan kelompok P3
mempunyai skor rerata degenerasi lemak
terendah yaitu masing-masing sebesar
0,000.

Kemudian, kelompok kontrol negatif,

kelompok P2, dan kelompok P3 memiliki

skor rerata nekrosis tertinggi pada ginjal
mencit jantan yaitu masing-masing sebesar
1,000. Sementara itu, kelompok P1
memiliki skor rerata nekrosis terendah yaitu
sebesar 0,967. Gambaran histopatologi
inflamasi, degenerasi lemak, dan nekrosis

pada ginjal dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambaran Histopatologi Ginjal Mencit

Betina
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Gambaran histopatologi ginjal mencit
betina yang ditemukan pada kelompok
perlakuan, yaitu berupa inflamasi dan
nekrosis. Skor hasil pembacaan pada
masing-masing kelompok mencit betina
disajikan pada Tabel 2.

Pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
kelompok P1 memiliki skor rerata inflamasi
tertinggi pada ginjal mencit betina yaitu
sebesar 1,167 sedangkan kelompok kontrol

negatif, kelompok P2, dan kelompok P3

memiliki skor rerata inflamasi terendah
yaitu masing-masing sebesar 1,000.
Selanjutnya, kelompok kontrol negatif
mempunyai skor rerata degenerasi lemak
tertinggi pada ginjal mencit betina yaitu
sebesar 0,033. Sementara itu, kelompok P1,
kelompok P3

mempunyai skor rerata degenerasi lemak

kelompok P2, dan

terendah yaitu masing-masing sebesar
0,000.

Gambar 1 Gambaran histopatologi ginjal mencit.

KN : Kontrol Negatif, P1: Perlakuan 1, P2 : Perlakuan 2, P3 : perlakuan 3.Pada KN, P1 dan
P2 menununjukkan gambaran inflamsi pada parenkim ginjal yang ditandai dengan infiltrasi
sel-sel radang limfosit diserta proliferasi pembuluh darah. Pada P3 terdapat sel-sel epitel yang
nekrosis (panah).

Kemudian, kelompok P3 memiliki skor
rerata nekrosis tertinggi pada ginjal mencit
betina yaitu sebesar 1,033. Sedangkan
kelompok kontrol negatif, kelompok P1,

MK | Vol. 7 | No.1 | MARET 2024
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Tabel 2 Skor hasil pembacaan inflamasi, degenerasi lemak, dan nekrosis mencit betina

Skor Rerata

Kelompok Inflamasi Degenerasi Lemak Nekrosis
Kontrol Negatif 1,000 0,033 1,000
fnlg /(kEgEBDBS) dosis 1250 1,167 0,000 1,000
fnzg /(kEgEBDBS) dosis 2500 1,000 0,000 1,000
%/(EgEBDBsi dosis 5000 1,000 0,000 1,033

EEDS : ekstrak etanol daun salam

Gambaran Perubahan Histopatologi
Ginjal Mencit Jantan

Untuk menentukan adanya gambaran
perubahan histopatologi yang bermakna
antar kelompok, perlu dilakukan uji analisis

statistik.

Efektivitas Setiap Perlakuan Terhadap
Inflamasi, Degenerasi Lemak, Nekrosis

Selaajutnya dilakukan analisis dengan
uji Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis
dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3 Hasil Uji Kruskal Wallis

Kelompok Reratax SD Kruskal Wallis Nilai p
inflamasi ginjal

Kontrol Negatif 1,000 + 0,000 6,261 0,100
Dosis 1250 mg/kgBB 1,000 + 1,000
Dosis 2500 mg/kgBB 1,500 + 0,837
Dosis 5000 mg/kgBB 1,000 £ 0,000

Degenerasi Lemak

Kontrol Negatif 0,033 £ 0,082 2,091 0,554
Dosis 1250 mg/kgBB 0,000 + 0,000
Dosis 2500 mg/kgBB 0,033 £0,082
Dosis 5000 mg/kgBB 0,000 + 0,000

Nekrosis

Kontrol Negatif 1,000 + 0,000 3,000 0,392
Dosis 1250 mg/kgBB 0,967 £0,082
Dosis 2500 mg/kgBB 1,000 + 0,000
Dosis 5000 mg/kgBB 1,000 + 0,000

Berdasar pada hasil uji Kruskal Wallis
pada Tabel 3 diperoleh nilai p sebesar 0,100
pada komponen inflamasi, 0,554 pada
degenerasi lemak, 0,392 pada nekrosis. Hal

ini menunjukkan bahwa tidak terdapat

perbedaan yang bermakna antar kelompok
perlakuan. Oleh sebab itu tidak perlu
dilakukan uji  lanjut untuk melihat

kelompok yang memiliki perbedaan

bermakna.
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Dari hasil di atas, menunjukkan bahwa

efektivitas  setiap  perlakuan  tidak
mengakibatkan  perubahan  bermakna
terhadap gambaran histopatologi ginjal

mencit jantan. Merujuk pada penelitian
yang dilakukan oleh Sumiwi et al (2018)
mengenai uji toksisitas subkronis ekstrak
etanol daun salam (Syzygium polyanthum)
pada tikus Wistar hingga pemberian dosis

1000 mg/kgBB

tidak mengakibatkan

perubahan gambaran histopatologi ginjal
tikus jantan.?
Gambaran Perubahan Histopatologi
Ginjal Mencit Betina
Efektivitas Setiap Perlakuan Terhadap
Inflamasi
Analisis dilanjutkan dengan
menggunakan uji Kruskal Wallis. Hasil uji

Kruskal Wallis dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4 Hasil Uji Kruskal Wallis inflamasi ginjal

Kelompok Mean + SD Kruskal Wallis Nilai p
Kontrol Negatif 1,000 + 0,000 3,000 0,392
Dosis 1250 mg/kgBB 1,167 £ 0,408
Dosis 2500 mg/kgBB 1,000 + 0,000
Dosis 5000 mg/kgBB 1,000 + 0,000

Degenerasi Lemak
Kontrol Negatif 0,033 +£0,082 3,000 0,392
Dosis 1250 mg/kgBB 0,000 + 0,000
Dosis 2500 mg/kgBB 0,000 + 0,000
Dosis 5000 mg/kgBB 0,000 + 0,000
Nekrosis

Kelompok Mean + SD Kruskal Wallis Nilai p
Kontrol Negatif 1,000 + 0,000 3,000 0,392
Dosis 1250 mg/kgBB 1,000 + 0,000
Dosis 2500 mg/kgBB 1,000 £ 0,000
Dosis 5000 mg/kgBB 1,033 £ 0,082

Hasil uji Kruskal Wallis pada Tabel 4
dari komponen inflamasi, degenerasi lemak
kelompok untuk melihat kelompok yang
memiliki perbedaan bermakna.

Berdasarkan hasil di atas, menunjukkan
bahwa efektivitas setiap perlakuan tidak
bermakna

mengakibatkan  perubahan

terhadap gambaran histopatologi ginjal
mencit betina. Berdasar pada penelitian

Sumiwi et al (2018) tentang uji toksisitas
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subkronis ekstrak etanol daun salam
(Syzygium polyanthum) pada tikus Wistar
hingga pemberian dosis 1000 mg/kgBB
tidak mengakibatkan perubahan gambaran
histopatologi ginjal tikus betina.?
Penelitian ini dilakukan pada mencit
jantan dan betina. Perbedaan di antara
kedua jenis kelamin tersebut ialah pada
mencit jantan tidak memiliki hormon

estrogen, walaupun ada jumlahnya relatif
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sedikit.?

disebutkan bahwa hormon estrogen dapat

Dalam beberapa penelitian
memberikan efek protektif pada ginjal. 2>
Hasil dari suatu penelitian menunjukkan
bahwa perubahan pada siklus hormon dapat
homeostasis  sel

memengaruhi ginjal,

sehingga berpotensi meningkatkan
resistensi terhadap kerusakan ginjal.?® Hasil
pada penelitian ini menunjukkan baik pada
ginjal mencit jantan maupun mencit betina,
tidak mengakibatkan perubahan bermakna

terhadap gambaran histopatologi ginjal.

KESIMPULAN

Dapat disimpulkan bahwa pada uji
toksisitas akut ekstrak etanol daun salam
pada mencit jantan terdapat gambaran
histopatologi berupa inflamasi, degenerasi
lemak, dan nekrosis, sedangkan pada
mencit  betina

terdapat  gambaran

histopatologi  berupa inflamasi  dan
nekrosis. Pemberian ekstrak etanol daun
salam pada mencit jantan dan betina tidak
bermakna

mengakibatkan  perubahan

terhadap gambaran histopatologi ginjal.
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