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ERWIN OVIANTO. F02400106. Uji Aktivitas Fibrinolitik Tepung Cacing Tanah
Lumbricus rubellus secara in vitro dan Evaluasi Pengaruhnya Terhadap Beberapa
Parameter Aterosklerosis pada Monyet Ekor Panjang Macaca fascicularis Sehat, Di
bawah bimbingan: Maggy T. Suhartono dan Irma Suparto. 2004.

RINGKASAN

Lumbricus rubellus merupakan salah satu cacing tanah yang memiliki potensi
besar sebagai antitrombosis (trombolitik). Cacing ini mengandung enzim protease
yang bersifat fibrinolitik, yang disebut lumbrokinase. Untuk menggali lebih dalam
potensi cacing tanah sebagai antitrombosis, pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas
fibrinolitik ekstrak cacing L. rubellus secara in vitro dengan dua metode, vyaitu
cakram fibrin dan zimogram. Pada kedua uji tersebut dilakukan pengamatan secara
kualitatif. Pada metode cakram fibrin, aktivitas fibrinolitik ditandai dengan
terbentuknya area berwarna bening (halo). Pengamatan dilakukan setelah inkubasi
pada suhu 37°C selama 1, 3, 6, dan 24 jam. Ekstrak cacing L. rubelius dan
tumbrokinase komersial yang digunakan sebanyak 5 pL, dengan konsentrasi protein
berturut-turut sebesar 9.65 pg dan 2.50 pg, serta aktivitas enzim berturut-turut
sebesar 4.44 x 107 UA dan 1.28 x 107 UA. Aktivitas fibrinolitik ekstrak cacing L.
rubellus dibandingkan dengan lumbrokinase komersial. Berdasarkan hasil cakram
fibrin dapat disimpulkan bahwa ekstrak cacing L. rubelfus menunjukkan aktivitas
fibrinolitik yang terus meningkat hingga 24 jam pada inkubasi dengan suhu 37°C.
Ekstrak tersebut memiliki aktivitas fibrinolitik yang hampir sama dengan
lumbrokinase komersial. Pada ujt zimogram digunakan sampel yang sama, masing-
masing sebanyak 10 pl. Ekstrak cacing L. rubellus dan lumbrokinase komersial
yang digunakan memiliki konsentrasi protein berturut-turut sebesar 19.30 pg dan
5.00 ug, serta aktivitas enzim berturut-turut sebesar 8.88 x 10° UA dan 2.55 x 107
UA. Hasil uji zimogram menunjukkan bahwa ekstrak cacing L. rubellus dan
lumbrokinase komersial memiliki enam pita hasil digesti fibrinogen pada posist yang
sama.

Uji in vivo dilakukan dengan menggunakan monyet ekor panjang Macaca
Jascicularis sehat terhadap beberapa parameter aterosklerosis. Parameter-parameter
yang diukur adalah kadar trombosit, konsentrasi D-dimer, waktu protrombin, volume
serum hasil retraksi bekuan, waktu lisis bekuan darah utuh, kadar glukosa sewaktu,
dan kadar trigliserida. Pengamatan juga dilakukan terhadap perubahan berat badan.
Monyet tersebut dibagi ke dalam tiga kelompok: C, L, dan H. Kelompok C
merupakan kontrol sedangkan kelompok L dan H berturut-turut adalah kelompok
yang diberi tepung cacing /. rubellus 150 mg dan 450 mg dalam bentuk suspensi
sirup. Tepung cacing L. rubellus yang diberikan kepada kelompok L dan H berturut-
turut memiliki aktivitas enzim sebesar 69 UA dan 207 UA.

Perubahan berat badan diukur setiap kali pengambilan darah. Pada
pengambilan darah I (baseline), kelompok C, L, dan H memiliki berat badan rata-rata
berturut-turut 3.65 * 0.25, 3.41 £ 0.53, dan 4.24 + 1.12 kg. Pada pengambilan darah
IV (final) monyet-monyet dalam kelompok C , L dan H memiliki berat badan rata-



rata berturut-turut sebesar 3.76 = 0.31, 3.30 = 0.47, dan 4.37 + 1.14 kg. Tidak adanya
perubahan berat badan secara signifikan menunjukkan bahwa tepung cacing tidak
mempengaruhi nafsu makan atau asupan pakan pada monyet-monyet yang
digunakan. Kadar trombosit diukur untuk kelompok C dan H saja. Kadar trombosit
rata-rata untuk kelompok C dan H pada baseline berturut-turut sebesar 328.6 + 75.2 x
10l darah dan 237.0 + 51.5 x 10%/uL darah dan menjadi 327.0 + 55.5 x 10%/uL
darah dan 250.4 = 19.0 x 10%/uL darah pada pengambilan darah IV. Konsentrasi D-
dimer untuk kelompok C dan H tidak mengalami perubahan yaitu 0.1 mg/L. Waktu
protrombin diukur hanya untuk kelompok C dan H. Pada baseline, kelompok C dan
H memiliki waktu protrombin rata-rata berturut-turut 13.7 + 0.61 detik (INR: G.78 +
0.04) dan 13.5 + 031 detik (INR: 0.78 + 0.04). Pada pengambilan darah IV,
kelompok C dan H memiliki waktu protrombin rata-rata berturut-turut 14.5 + 0.48
detik (INR: 0.96 + 0.05) dan 14.9 + 0.70 detik (INR: 1.00 = 0.07). Untuk retraksi
bekuan, pada baseline kelompok C, I, dan H memiliki volume serum rata-rata
berturut-turut sebesar 37.6 + 6.4, 30.0 £ 7.9 dan 33.0 £ 4.5%. Pada pengambilan
darah IV, volume serum rata-rata untuk kelompok C, L, dan H berturut-turut adalah
54.0 £ 19.5, 52.0 £ 10.4, dan 55.0 + 11.2%. Persentase perubahan volume serum
antara baseline dan final untuk kelompok C, L, dan H berturut-turut sebesar 30.37%,
42.31%, dan 40.00%. Waktu lisis bekuan darah utuh pada baseline untuk kelompok
C, L, dan H berturut-turut sebesar 91.2 + 20.1, 81.6 + 13.1, dan 105.6 + 13.1 jam.
Pada pengambilan darah IV waktu lisis rata-rata kelompok C sebesar 100.8 + 26.3
jam, sedangkan unwk kelompok L dan H sama yaitu 105.6 + 13.1 jam. Kadar
glukosa rata-rata kelompok C, L dan H pada baseline berfurut-turut sebesar 85.4 +
18.0, 80.4 + 39.6, dan 75.0 = 31.5 mg/dL, menjadi 81.2 + 25.5, 76.2 + 54.2, dan 61.4
= 23.8 mg/dL pada final. Pada pengukuran kadar trigliserida, ada beberapa kadar
trigliserida yang tidak terukur oleh alat. Kadar trigliserida rata-rata pada baseline
untuk kelompok C, L, dan H berturut-turut sebesar 92.0 + 24.0, 91.0 + 15.0, dan
103.0 + 24.5 mg/dL, dan menjadi 28.2 + 5.4, 79.3 £ 7.7, dan 29.2 + 7.8 mg/dL pada
final. Secara umum dapat disimpulkan bahwa tidak ada perubahan yang signifikan
untuk masing-masing parameter uji selama penelitian berlangsung. Hal ini
menunjukkan bahwa tepung cacing L. rubellus tidak berpengaruh negatif terhadap
parameter-parameter aterosklerosis yang diuji dan aman untuk dikonsumsi.
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I. PENDAHULUAN

A.LATAR BELAKANG

Cacing tanah telah lama dikenal oleh manusia. Hewan ini hidup di tempat
atau tanah yang terlindung dari sinar matahari, lembab, gembur, dan
mengandung banyak serasah. Habitat ini sangat spesifik bagi cacing tanah untuk
tumbuh dan berkembang biak dengan baik. Tubuh cacing tanah banyak
mengandung lendir sehingga seringkali orang menganggapnya menjijikan.
Walaupun demikian, cacing tanah memegang peranan penting dalam
menguraikan limbah organik untuk menghasilkan pupuk organik yang dapat
menyuburkan tanaman. Oleh karena itu, orang mulai tertarik untuk
membudidayakan cacing tanah yang potensial bagi lingkungan, seperti
Lumbricus rubellus, Eisenia foetida, Pheretima asiatica, dan Eudrilus eugeniae,
Peternak banyak memperoleh keuntungan dari hasil pemeliharaan cacing tanah
berupa kascing (bekas cacing), yang laku dijual di pasaran sebagai kompos untuk
menyuburkan tanaman (Palungkun, 1999).

Cacing tanah memang sangat potensial untuk dikembangkan, tidak hanya
karena peranannya yang besar bagi Iingkungan; tetapt juga karena kandungan
gizinya yang cukup tinggi. Beberapa spesies cacing tanah merupakan sumber
protein yang baik. Cacing tanah juga merupakan salah satu bahan baku obat
tradisional yang banyak digunakan oleh bangsa Cina. Sejak dahulu cacing tanah
telah digunakan untuk mengobatt berbagai penyakit, seperti penyakit tifus,
kencing manis, maag, batuk, dan rematik (Palungkun, 1999). Cacing tanah juga
telah digunakan sebagai obat antitrombosis di Asia Timur selama beribu-ribu
tahun.

Pada tahun 1883, Charles Darwin mengamati bahwa cairan dari saluran
pencernaan cacing tanah dapat melarutkan fibrin. Sekitar tahun 1980, para
peneliti Jepang mengekstrak enzim yang mampu melarutkan fibrin dari L.
rubellus, dan menemukan bahwa enzim tersebut terdin dari emam enzim
proteolitik. Enzim tersebut dibent nama lumbrokinase (Anonim, 2003). Enzim int
pertama kali dikaraktensasi pada tahun 1983 di Jepang Studi lanjut dan
komponen-komponen lumbrokinase juga telah dilaporkan oleh kelompok peneliti



B.

di Cina, Korea Selatan.. - maupun negara lain. Protease [. rubellus memiliki
aktivitas fibrinolitik yang potensial dalam menghidrolisis substrat fibrinogen
pada suhu 37°C dan 60°C (Yanti, 2003). Lumbrokinase diketahui stabil dalam
waktu lama untuk penyimpanan pada suhu kamar (Nurachman, 200 1). Penelitian
yang dilakukan oleh Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Padjajaran
Bandung menyatakan bahwa enzim dalam cacing tanah mampu memperbaiki
proses fisiologis tubuh sehingga gangguan pada sirkulasi darah dapat berkurang
{Palungkun, 1999).

Budidaya cacing tanah L. rubellus relatif tidak memerlukan investasi
yang terlalu besar. Cacing tersebut berkembang biak dengan cepat dan
produktivitasnya cukup tinggi, apalagi keadaan alam di Indonesia sangat
mendukung dikembangkannya peternakan cacing tanah jenis ini (Palungkun,
1999). Di lain pihak manfaat lnmbrokinase dari L. rubellus dalam memperlancar
sirkulasi darah dapat menjadi terobosan baru dalam terapi pengobatan penderita
stroke atau aterosklerosis. Apalagi hal ini didukung oleh berbagai studi dan uji
klinis terhadap aktivitas fibrinolitik enzim ini yang memperlihatkan bahwa enzim
ini bersifat aman dikonsumsi, nontoksik, nonalergik, dan tidak berefek samping
terhadap organ vital tubuh seperti jantung, ginjal, hati, sistem pernafasan, dan
sistem saraf (Mihara er ai., 1991). Berdasarkan pertimbangan tersebut, perlu

dilakukan pengujian tepung cacing tanah L. rubellus secara in vivo,

TUJUAN DAN SASARAN

Penelitian in1 bertujuan untuk menguji aktivitas fibrinolitik tepung cacing
dan ekstrak cacing L. rubellus secara in vitro dan in vivo. Sasaran penelitian ini

adalah untuk mengembangkan produk pangan dari cacing tanah L. rubelius.

C. MANFAAT

Manfaat penelitian ini adalah untuk pengembangan aplikasi cacing tanah

sebagai bahan pangan yang memiliki aktivitas medis.



il. TINJAUAN PUSTAKA

A. CACING TANAH Lumbricus rubellus

Cacing tanah Lumbricus rubellus tergolong ke dalam hewan avertebrata
(tidak bertulang belakang) sehingga sering disebut binatang lunak. Jenis cacing
ini bukan asli dari Indonesia (Palungkun, 1999). Lumbricus rubellus berasal dari
Eropa, sehingga sering dikenal dengan sebutan cacing Eropa atau cacing
mtroduksi. D1 Indonesia, cacing ini disebut juga dengan nama cacing Jayagiri
(Rukmana, 1999). Cacing tanah L. rubellus diklasifikasikan oleh Hegner dan
Engemann (1968) sebagai berikut:

dunia  : Animalia
divist  : Vermes
filum  : Annelida
kelas  : Oligochaeta
ordo : Opisthopora
famili  : Lumbricidae
genus  : Lumbricus

spesies  : rubellus

Menurut Palungkun (1999), selain cacing L. rubellus, cacing tanah Eisenia
foetida, Pheretima asiatica, dan Eudrilus eugeniae pun banyak dibudidayakan di
berbagai negara. Lumbricus rubellus merupakan spesies cacing tanah yang paling
banyak dibudidayakan di Indonesia. Budidaya cacing tanah jenis tni relatif tidak
memeriukan investasi yang terfalu besar. Cacing tersebut berkembang biak
dengan cepat dan produktivitasnya cukup tinggi, apalagi keadaan alam di
Indonesia sangat mendukung dikembangkannya peternakan cacing tanah jenis
ini. Menurut Rukmana (1999), cacing ini mampu menghasilkan kompos dari
bahan organik dalam jumlah besar, berkembang biak pada media yang rendah
nutrisi, dan daya reproduksinya tinggi. Seekor cacing L. rubellus dapat
menghasilkan sebanyak 106 kokon/tahun, dimana setiap kokon mampu

menghasilkan 14 juta anak cacing (Palungkun, 1999).



Ciri-ciri fisik L. rubeilus antara lain: tubuh gilig dengan bagian ventral
pipih, bagian dorsal berwarna coklat cerah sampai ungu kemerah-merahan
sedangkan bagian ventral berwamna krem, wamna ekor kekuning-kuningan,
panjang tubuh 7.5-10 cm, jumiah segmen 95-100, klitelum berbentuk sadel dan
menonjol yang menempati segmen ke-27 sampai ke-32, lubang kelamin jantan
terletak pada segmen ke-14 dan lubang kelamin betina pada segmen ke-13,
penyebaran seta Lumbricine, dan bergerak kurang aktif (Edward dan Lofty,
1977, Minmich, 1977, Rukmana, 1999). Secara umum, cacing tanah memiliki
lendir, prostomium, tidak bergigi, mengandalkan kulit sebagai alat pernapasan,
bersifat hermaprodit biparental, nokturnal, serta peka terhadap cahaya, sentuhan,
dan getaran (Palungkun, 1999).

Kandungan protein cacing tanah jauh lebih tinggi dibandingkan dengan
kandungan lemaknya. Komposisi asam amino cacing tanah terdiri atas 9 asam
amino esensial dan 4 asam amino non esensial. Selain itu, cacing tanah juga
mengandung fosfor, kalsium, dan serat kasar. Tabel 1 menunjukkan komposisi

kandungan gizi pada cacing tanah.

Tabel 1. Komposisi kandungan gizi pada cacing tanah

Zat Gizi Komposisi (%)
Protein 64-76
Asam amino esensial
- Arginin 4.13
- Histidin 1.56
- Isoleusin 2.58
- Leusin 484
- Lisin 4.33
- Metionin 2.18
- Fenilalanin 2.25
- Treonin 2.95
- Valin 3.01
Asam amino nonesensial;
- Sistin 2.29
- Glisin 2.92
- Serin 2.88
- Tirosin 1.36
Lemak 7-10
Serat kasar 1.08
Fosfor (P) 1.00
Kalsium (Ca) 0.55

Sumber: Palungkun (1999)



Penelitian pendahulvan yang dilakukan oleh Yanti (2003) menunjukkan
bahwa ekstrak cacing L. rubellus menunjukkan aktivitas berbagai enzim pada
substrat tertentu, antara lain: protease, a-amilase, lipase, amiloglukosidase,
kitinase, dan selulase. Hewan ini juga diketahui mengandung auksin yang
merupakan zat perangsang tumbuh untuk tanaman dan asam arakhidonat yang
dikenal dapat menurunkan panas tubuh yang disebabkan oleh infeksi (Palungkun,
1999). Mihara et a/.{1991) juga menyebutkan bahwa studi farmakologi secara
detail telah dilakukan pada lumbrofebrin sebagai antidemam.

Cacing tanah memiliki kemampuan untuk mengakumulasi vnsur-unsur
perumut, terutama ion-ion logam seperti kadmium, tembaga, dan seng. Respon
cacing tanah terhadap kontaminasi logam dihubungkan dengan induksi dan
ckspresi protein metalothionein (MT), suatu strategi detoksifikasi yang analog
dengan sistem-sistem biologis lain (Griber et «l., 2000). Metalothionein dapat
didefinisikan berdasarkan karakteristik berat molekul yang rendah, kandungan
logam yang tinggi, sedikit atau tidak adanya residu aromatik, dan jumlah sistein
yang tinggl hingga 30% (Sttirzenbaum er /., 2001).

Cho er al. (1998) telah mengisolast dan mengkarakterisasi peptida
antimikroba dari cacing L. rubellus. Peptida tersebut dinamakan lumbricin 1.
Lumbricin 1 merupakan peptida antimikroba yang kaya akan prolin dan total 62
asam amino (15% prolin dalam rasio molar dengan massa molekul 7231 Da).
Peptida tersebut menunjukkan aktivitas antimikroba in vitro pada sejumnlah besar
mikroorganisme tanpa aktivitas hemolitik. Sebuah peptida dengan 29 asam
amino yang dinamakan lumbricin I(6-34), yang diturunkan dari residu-residu 6-
34 dari lumbricin I, menunjukkan aktivitas antimikroba yang secara marjinal
lebih tinggi daripada lumbricin 1. Ekspresi gen lumbricin I spesifik pada L.

rubellus dewasa.

TROMBOSIS DAN  MASALAH-MASALAH KLINIS  YANG
DITIMBULKANNYA

Hemostasis memegang peranan penting di dalam tubuh. Pada dasarnya
hemostasis adalah proses untuk menghentikan pendarahan pada pembuiuh darah
yang luka, dengan adanya kombinasi dari aktivitas vaskular, platelet, dan faktor-



faktor plasma, yang dibatasi oleh berbagai mekanisme pengatur untuk mencegah
akumulasi platelet dan fibrin pada bagian luka tersebut. Abnormalitas pada
hemostasis akan mengakibatkan pendarahan yang berlebihan atau trombosis

{(Merck & Co., Inc., 1995). Gambar | menyajikan proses koagulasi darah secara

sederhana.
Jalur intrinsik Jalar ekstrinsik
Faktor I{_ XJ. XI1 Faktor VII
lé)mpleks proirombinase
Faktor V. X kalsium fosfolinid _l
Faktor XIil
Faktor II v | Faktor Ila N

Protrombin "I Trombin i 4
Fakior Xilia

Fibrinogen ¥ »  Fibrin vane dapat lart

¥
Fibnn vane tidak larut

Gambar 1. Proses pembekuan darah secara sederhana (Blann ez al., 2002)

Pada dasarnya trombosis merupakan proses pembentukan trombus.
Menurut Feied dan Handler (2002) trombosis lokal merupakan bagian penting
dari respon hemostatis normal, yang akan membatasi terjadinya pendarahan
akibat luka mikroskopis atau makroskopis pada pembuluh darah. Trombosis
dibatasi oleh adanya mekanisme antikoagulasi dan fibrinolisis secara fisiologis.
Enzim-enzim trombolitik yang terdapat secara alami di dalam tubuh untuk
menghancurkan trombus dibentuk pada sel-sel endotelium pada pembuluh darah.
"Namun semakin meningkat usia seseorang, produksi enzim-enzim tersebut
melambat sehingga darah menjadi lebih mudah terkoagulasi. Hal ini akan
menyebabkan pembentukan bekuan darah (clot) atau trombus {Milner dan
Makise, 2002). Pada kondisi normal, pembentukan trombus terbatas pada daerah
luka saja dan tidak menghambat aliran darah ke bagian-bagian kmitis. Pada
kondisi patologis, trombus dapat menyebar ke pembuluh-pembuluh darah yang
normal. Trombus ini dapat menghambat aliran darah pada pembuluh-pembuluh



darah yang kritis dan dapat merusak katup-katup atau struktur-struktur lainnya,
yang sangat penting bagi fungsi hemodinamis normal (Feied dan Handler, 2002).

Berdasarkan tempat terjadinya trombus dapat dibagi menjadi dua, yaitu
trombus pada arteni dan trombus pada vena. Trombus pada arteri terbentuk pada
kondist tekanan tinggi dan laju aliran darah yang cepat serta terbentuk dari
platelet-platelet teragregasi yang diikat oleh benang-bemang fibrin intrinsik.
Trombus pada vena terbentuk pada kondisi laju aliran darah yang lambat dan
kebanyakan terbentuk dari sel-sel darah merah dengan beberapa platelet serta
mengandung banyak sekali benang-benang fibrin diantara sel-sel tersebut (Milner
dan Makise, 2002).

Trombosis berkaitan erat dengan aterosklerosis. Aterosklerosis adalah
proses penyempitan pembuluh darah karena penimbunan lemak pada dinding
pembuluh darah. Plak aterosklerosis yang banyak mengandung lemak bersifat
rapuh. Plak dapat rontok bila aliran darah deras, misalnya karena tekanan darah
yang tinggi atau bila pembuluh darah mengerut karena stres. Plak yang rontok
dapat meninggalkan luka pada dinding pembuluh darah sehingga terjadi
pendarahan di tempat tersebut. Untuk menghentikan proses pendarahan,
fibrinogen diubah menjadi benang-benang fibrin sehingga terbentuk bekuan
darah yang menutupi luka tersebut. Timbunan bekuan darah semakin
mempersempit bahkan dapat menyumbat aliran darah. Hal ini dapat
mengakibatkan penyakit jantung koroner apabila terjadi pada pembuluh koroner.

Trombus yang terbentuk dapat tetap dalam keadaan statis di dalam
pembuluh darah. Namun trombus juga dapat berpindah, yang sering disebut
dengan emboli. Jika trombus berpindah dari bagian tertentu melalui pembuluh
vena ke paru-paru, maka akan mengakibatkan embolisme pulmonan. Jika
trombus berpindah dari jantung atau arteri karotid menuju otak, maka akan
menyebabkan stroke (Milner dan Makise, 2002). Stroke adalah gangguan
peredaran darah di otak yang menyebabkan gangguan pada fungsi otak. Menurut
Bick (2004), penyakit-penyakit yang dapat disebabkan oleh trombosis arteri dan
trombosis vena antara lain: paralisis, disabilitas kardiak, kehilangan penglihatan,
sindrom keguguran berulang, tukak stasis, dan bentuk-bentuk lain dari sindrom

pascaflebitis (inflamasi pada membran vena bagian dalam).



C. LUMBROKINASE
1. Karakteristik Lumbrokinase Lumbricus rubellus

Mihara et al. (1986, 1991) pertama kali berhasil mengekstrak dan
memummikan enam fraksi protease dari cacing L. rubellus dengan ukuran
molekul 23.5, 27.4, 27.0, 28.5, 34.0, dan 34.2 kD (hasil uji SDS-PAGE),
yang diberi nama generik lumbrokinase. Menurut Nakajima ef a/. (2000),
enzim tersebut memiliki aktivitas proteolitik dan fibrinolitik yang potensial.
Berdasarkan hasil uji SDS-PAGE yang dilakukan oleh Nakajima et al.
(1993), protease fibrinolitik ini terdiri atas emam fraksi dengan ukuran
molekul 24, 27, 36, 38, 40, dan 43 kD. Dengan menggunakan metode yang
sama, Park et al. (1998) hanya mendapatkan dua fraksi enzim fibrinolitik
dengan ukuran molekul 34 dan 34.2 kD, sedangkan Yanti (2003) memperoleh
sembilan fraksi dengan kisaran berat molekul 17-61 kD pada protease kasar
L. rubellus. Ekstraksi protease cacing dapat dilakukan dengan cara
pengeringan {oven vakum dan liofilisasi) dengan tujuan mendapatkan produk
berupa tepung cacing. Kelebihan tepung cacing adalah lebih tahan lama,
karakteristik sifat tetap dan seimbang, tidak mempengaruhi penampakan fisik
(wama dan bau), kandungan bakteri kontaminan rendah, dan tidak mengalami
degradasi selama proses.

Lumbrokinase dikelompokkan dalam proteinase yang bekerja
menghidrolisis protein menjadi fragmen-fragmen polipeptida. Berdasarkan
pemecahan ikatan peptidanya, enzim ini termasuk endopeptidase karena
menguraikan ikatan peptida pada rantai dalam protein secara acak sehingga
didapatkan produk peptida dan polipeptida (Nakajima er /., 1996). Struktur
protease cacing [. rubellus berupa satu rantai polipeptida tunggal yang
tersusun atas 282 asam amino dengan ukuran molekul 30 kD (Choi et al,
1996). Komposisi asam aminonya memperlihatkan bahwa lumbrokinase kaya
akan asam amino asparagin dan asam aspartat, tetapi miskin akan lisin dan
prolin (Mihara er «@l., 1991; Nakajima et al., 1993). Selain itu, lumbrokinase
tidak mengandung gula (Nakajima ef al., 1993).

Bila ditinjau dari sifat kimia sisi aktifnya, lumbrokinase tergolong ke

dalam protease serin (EC 3.4.21.99), yang memiliki asam amino serin pada



sisi aktifnya dan memotong ikatan peptida protein secara acak. Stabilitas
enzim terhadap pH pada vuji fibrinolitik menunjukkan bahwa enzim relatif
stabil pada kisaran pH luas, yaitu 3-10 (Mihara er al, 1991), pH 1-11
(Nakajima et al., 1993), pH 2—11 (Park et al., 1998), dan pH 2-12 (Yanti,
2003). Nilai pH isoelektrik (pl) dari protease kasar L. rubelius dilaporkan
sebesar 3.52—4.12 (Mihara et «l., 1991) dan 3.40-4.85 (Nakajima et al.,
1993).

Kestabilan epzim terhadap suhu dipengaruhi oleh interaksi
nonkovalen, pH, kekuatan ion medium, dan molekul efektor (ion logam). Uji
fibrinolitik dengan metode plating fibrin menunjukkan protease tersebut
relatif stabil hingga suhu 60°C (Mihara et al., 1991; Nakajima et al., 1993)
dan suhu 65°C (Park et al., 1998). Menurut Yanti (2003), protease L. rubelius
relatif termostabil pada suhu 55°C hingga inkubasi 60 menit. Menurut Mihara
er al. (1991), suhu optimum enzim fibrinolitik dari ekstrak cacing tersebut
dicapai pada suhu 37°C sedangkan Nakajima ez o/. (1993) dan Yanti (2003)
menyatakan suhu optimumnya adalah 60°C. Protease cacing dari tepung L.
rubellus diketahui cukup stabil (aktivitas relatif >80%) pada penyimpanan
suhu ruang hingga lima tahun (Nakajima et al., 2000).

Mihara er af. (1991) melaporkan bahwa ekstrak lumbrokinase dari L.
rubellus dihambat secara spesifik oleh senyawa DFP, LBTI,w _dan SBTL
Lumbrokinase juga dihambat oleh TLCK, tapi tidak dipengaruhi oleh EDTA
dan g-asam amino kaproat. Hal ini membuktikan bahwa enzim tersebut
tergolong protease serin serupa tripsin (Park et «f., 1998). Selain itu, uji
sekuen N-terminal asam amino pada protease cacing tersebut menunjukkan
bahwa enzim memiliki similaritas lokal dengan protease serin lainnya seperti
plasmin, tripsin, kimotripsin, elastase, dan faktor koagulan IX (Nakajima et
al., 1993, 1996). Menurut Yanti (2003), PMSF yang merupakan inhibitor
protease serin mampu menghambat aktivitas protease kasar L.rubellus hingga
kehilangan aktivitas sebesar 75%. Adanya reaksi antara gugus ﬁiaroksil dari
residu serin pada sisi aktif enzim dengan senyawa PMSF menyebabkan
enzim mengalami inaktivasi. Dengan demikian, protease L. rubellus

digolongkan dalam kelompok protease serin.



Menurut Nakajima er ¢f. (1993), protease cacing L. rubelius mampu

mendigesti berbagai substrat protein, seperti kasein, elastin, hemoglobin,

kolagen, albumin, dan keratin, serta mengkatalisis hidrolisis ester, terutama
etil asetat dan bioplastik poli (R)3-hidroksibutirat. Yanti (2003) menyatakan

bahwa protease tersebut juga mampu menghidrolisis substrat gelatin, protein

susu, fibrinogen, dan fibrin. Beberapa hasil penelitian yang berkaitan dengan

karaktenistik biokimiawi protease kasar dari cacing tanah L. rubellus dapat

dilthat pada Tabel 2.
Tabel 2. Karakteristik biokimiawi protease kasar dari cacing tanah L. rubellus
Acuan Mihara et | Nakajima et Park et Yanti
al. (1991) al.(1993) al.(1998) (2003)
Fraksi 6 fraksi® | 6 fraksi 2 fraksi® | 9 fraksi
lumbrokinase
Bobot - - a A R a a
molekul (kD) 23.5-34.2 24.0-43.0 34.0 dan 34.2 17.0-61.0
pl 3.52-4.12° | 3.40-4.85° — —
pH optimum | 7.4-9.0° 9-11° — 8.0¢
Suhu
optimum 37° 60° - 60"
(OC)- .
S;z?;“as 3-10, 1-11, 2-11, 2-12,
~ O Ve QC [T 550 (c]
(pHL suhu) 37-60°C 60°C 65°C C
Ihibitor | Pre SBLL | DEP, SBTL 4y g PMSF®
LBTI aprotinin
Jeni . Protease Protease Protease Protease
ents enzim serin tripsin tripsin serin
Kasei Kasein,
asein, albumin,
elastin, protein
Spesifisitas _ kolagen, 3 susu
substrat albumin, 2
. gelatin,
keratin, dan .
b fobi fibrinogen,
emoglobin fibrin®®

Keterangan: ° analisis SDS-PAGE, ° analisis isoelectric focusing, ° analisis

aktivitas fibrinolitik dengan metode plaring fibrin (dengan/tanpa
plasminogen), d spektrofotometri, © hasil zimogram kasein, DFP:
diisopropil fluorofosfat, SBTI: soybean trypsin inhibitor, LBTIL:
TLCK: No-p-tosil-L-isin

lima bean
klorometilketon, PMSF: fenilmetilsulfoniifiuorida.

irypsin

inhibitor,
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2. Potensi Lumbrokinase sebagai Enzim Trombolitik Dibandingkan

Enzim-Enzim Sejenis Lainnya

Aplikasi protease cacing sebagali obat trombolitik sudah banyak
diteliti. Obat trombolitik berperan untuk melarutkan trombus dengan cara
mengubah plasminogen menjadi plasmin, suatu protease serin yang
menghidrolisis fibrin dan melarutkan bekuan (Mycek et «f., 2001). Fibrin
merupakan zat pengikat dan bekuan darah (trombin). Aplikasi obat
trombolitik ditujukan untuk pencegahan penyakit-penyakit trombosis. Secara
umum obat trombolitik dibedakan atas dua kelompok, yattu fibrinolisin
(elase) dan zat akuivator plasminogen/ZAP (Tjay dan Rahardja, 2002).
Umumnya ZAP berupa enzim yang berdaya fibrinolitik. Plasminogen sendiri
dapat diaktifkan secara endogen oleh aktivator plasminogen-jaringan (t-PA),
suatu protease serin yang berasal dari sel melanoma manusia. Enzim ini akan
mengaktitkan plasminogen yang terikat pada fibnn dan membatasi
fibrinolisis pada thrombus yang terbentuk saja (Mycek et @/., 2001).

Enzim-enzim fibrinolitik yang tersedia pada saat in1 adalah protease
serin yang bekegja dengan mengubah plasminogen menjadi senyawa
fibrinolitik alami yaitu plasmin. Plasmin menghancurkan bekuan darah (clot)
dengan memecah fibrinogen dan fibrin yang terdapat pada bekuan tersebut.
Aktivator plasminogen serupa urokinase diproduksi di sel-sel ginjal (renal).
Senyawa ini bersirkulasi di dalam darah dan diekskresikan dalam urin.
Kemampuan senyawa ini untuk mengkatalisis konversi plasminogen menjadi
plasmin hanya sedikit dipengaruhi oleh ada tidaknya bekuan darah {clot).
Aktivator plasminogen jaringan (t-PA = tissue-type plasminogen activator)
kebanyakan ditemukan pada sel-sel endotelium vaskular. Aktivitas senyawa
ini meningkat dengan adanya fibrin. Senyawa ini telah dinyatakan spesifik
terhadap bekuan darah (clot), walaupun pada kenyzataannya aktivitas senyawa
ini dalam sirkulasi darah secara umum mendekati urokinase (Feied dan
Handler, 2002).

Beberapa enzim trombolitik komersial telah beredar di pasaran
dengan kelebihan dan kekurangan masing-masing. Perbandingan antara

beberapa enzim trombolitik komersial diberikan pada Tabel 3.
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‘Tabel 3. Perbandingan beberapa enzim trombolitik komersial

Urokinase
Reteplase Alteplase .
Acuan (retavase) (aktivase) g}!:;—) Streptokinase
Sumber/ | TN Purifikasi
teknik ceng . urin manusia; | Streptokoki
teknik rekombinan .
pembuatan rekombinan | DNA kultur B-hemolitik
komersial DNA jaringan
Cara . Intravena Intravena Intravena Intravena
pemberian
Penderita MI :ﬁgfeligam Penderita MI | Penderita MI
akut, PE, DVT. akut, PE, akut, PE,
DVT, en L,unbatan DVT, DVT,
. penyumbatan peny penyumbatan | penyumbatan
Aplikasi kateter,
kateter, kateter, kateter,

. stroke akut, : .
penyakit ki penyakit penyakit
arteri penyakit arteri artert

- arterl . ,
periferal . periferal periferal
periferal
Membentuk
Berdifusi ke | Identik Memecah kompleks
dalam dengan t-PA lasminogen dengan
bekuan darah | alami Secara & plasminogen
Mekanisme | (clot) lanosun atau plasmin
secara Hanya efektif tik £ bebas untuk
umum Mengikat pada umitem roduksi mengubah
fibrin tidak | permukaan lasnl;in lebih banyak
sekuat gumpalan p plasminogen
t-PA alami fibrin menjadi
plasmin
Waktu . Tidak ada i .
paruh 11-19 menit data 15 menit 80 menit
Tidak Tidak g ¢
antigenik; antigenik; Reaksi alerei a?ga T
hampir tidak | hampir tidak | . caxsia ;rgl.. antigent
h mah jarang terjadi; | timbul
Ada ggma_ " ge o cik dapat demam;
tidaknya fasosiasican | C1asOSIaSIKAn | yiperikan masalah
dengan dengan n
efek L. . berulang alergi;
. alergi; resiko | alergi; .
samping . tanpa peningkatan
pendarahan | resiko masalah antibodi
lebih kecil pendarahan o .
. . ) : antigenik antistrepto-
dibandingkan | sistemik yang Koki
alteplase besar

Sumber; Feied dan Handler (2002)
Keterangan: MI: myocardial infarction, PE: pulmonary embolism, DNT: deep
vein thrombosis, t-PA. tissue-type plasminogen activator
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Keunggulan wutama lumbrokinase dibandingkan enzim-enzim
trombolittk komersial lainnya (reteplase, alteplase, urokinase, dan
streptokinase) adalah dosisnya diberikan secara administrasi oral, sedangkan
enzim-enzim tersebut harus diberkan secara injeksi intravena. Selain itu
lumbrokinase dinyatakan bersifat aman, tidak menimbulkan alergi, tidak
toksik, dan tidak menmimbulkan efek samping terhadap fungsi jantung, hati,
ginjal, sistem respirasi, dan sistem saraf (Mihara et /., 1991). Lumbrokinase
juga memiliki tiga mekamisme frombolitik yang bekerja secara simultan,
sedangkan enzim-enzim trombolitik komersial umumnya hanya memiliki
mekanisme tunggal.

Beberapa enzim trombolitik alami selain lumbrokinase dari cacing
tanah telah diteliti dari bisa ular (venom), empedu ular dan saliva kelelawar
vampir. Enzim trombolitik dari bisa ular memiliki beberapa nama tergantung
dari sumbernya, seperti fibrolase dari ular kepala tembaga Agkistrodon
contortrix contortrix dan atroxase dari ular derik Crotalus atrox. Fibrolase
menunjukkan aktivitas fibrinolitik secara langsung tanpa akitvasi
plasminogen (Jones et al., 2001). Atroxase dapat melarutkan fibrin terutama
dengan menghidrolisis polimer alfa, serta rantai alfa dan beta yang tidak
terpolimerisasi. Atroxase juga memotong rantai alfa A pada fibrinogen diikuti
dengan rantai beta B, dan tidak menunjukkan efek pada rantai gamma (Tu ef
al., 1996). Protease fibrinolitik dari empedu ular 4. halys hanya bekerja
spesifik pada substrat fibrinogen dan fibrin (Yant:, 2003). Liberatore er al.
(2003) menemukan bahwa desmoteplase dari kelelawar vampir Desmodus
rotundus merupakan aktivator plasminogen yang efektif, yang hampir tidak
aktif tanpa keberadaan kofaktor fibrin. Berbeda dari t-PA enzim ini tidak
menimbulkan degenerasi sel saraf. Penelitian menunjukkan bahwa t-PA dapat
meningkatkan neurotoksisitas yang diinduksi oleh hemoglobin secara
signifikan pada kultur sel saraf tikus.

Selain dari hewan, enzim trombolitik alami juga dapat diperoleh dari
tumbuhan seperti nenas atau produk fermentasi seperti natto dan shiokara
(Jepang), chungkook-jang (Korea), dan douchi (Cina). Menurut De-Giuli dan
Pirotta (1978), aktivitas fibrinolitik bromelin dari nenas mampu



meningkatkan konversi plasminogen menjadi plasmin yang akan
mendegradasi fibrin. Berbeda dengan bromelin, nattokinase yang dihastikan
oleh Bacitlus narto pada natro dapat melisis fibrin secara langsung, mengubah
prourokinase menjadi urokinase, dan meningkatkan t-PA (Miiner dan
Makise, 2002). Karakterisasi dan purifikasi enzim fibrinolitik yang dihasilkan
oleh Bacillus amyloliquefuciens DC-4 pada douchi telah dilakukan oleh Peng
et al. (2002). Enzim im sangat stabil pada pH 6.0-10.0 pada suhu 37°C
selama 60 menit. Kim er al. {1996) melakukan purifikasi dan karakterisasi
enzim fibrinolitik yang dihasilkan oleh Baciflus sp. strain CK 11-4 pada
chungkook-jang. Enzim ini memiliki berat molekul 28 200 Da, dengan pH
dan suhu optimum berturut-turut 10.5 dan 70°C.

Plasminogen

ZAP: streptokinase,
« stafilokinase, urokinase,
anistreplase, alteplase,

Y

Plosmin reteplase, lnmbrokinase
Trombin
Produk ~ - " .| Produk
degradasi | T Fibrinogen ‘T_’ Fibrin T degradasi
LumbrpldnaSE, Lumbrokinase  Lumbrokinase,
urokinase, urokinase
streptokinase streptokinase

Gambar 2. Mekanisme kerja lumbrokinase sebagai obat trombolitik (Yanti,
2003)

Lumbrokinase dari cacing L. rubellus menunjukkan potensinya
sebagai alternatif obat trombolitik baru. Lumbrokinase memiliki aktivitas
fibrinolitik seperti aktivitas serupa tripsin dengan memotong rantai-B
fibrinogen. Laju pemotongan rantai-y fibrinogen oleh lumbrokinase lebik
lambat dibandingkan laju pemotongan rantai-B (Hwang et a/., 2002). Gambar

2 menggambarkan mekanisme kerja lumbrokinase, yaitu menstimulasi
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plasminngen menjadi plasmin, menghidrolisis fibrin hingga larut, dan
mendegradast fibrinogen.

Nakajima ef af. (1996) melakukan w1 SDS-PAGE terhadap digesti
fibrinogen dan fibrin pada konsentrasit 2% b/v oleh enzim lumbrokinase dan
plasmin pada suhu 37°C selama 0360 menit. Ternyata lumbrokinase mampu
menghidrolisis kedua substrat lebib cepat danpada plasmin (kontrol) pada
kondisi aktivitas dan waktu sama. Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Yanti (2003} terhadap digesti fibrinogen oleh protease L. rubellus secara
in vitro dengan SDS-PAGE 12%, protease tersebut memiliki aktivitas
fibrinolitik yang potensial dalam menghidrolisis substrat fibrinogen pada
suhu 37°C dan 60°C. Hal tersebut ditandai dengan terdegradasinya pita
fibrinogen berukuran besar menjadi produk-produk degradasi fibrinogen atau
fibrinopeptida yang berbobot molekul lebih rendah. Hwang et of. (2002) juga
menyatakan bahwa lumbrokinase memiliki efek antitrombosis yang potensial
dalam prostesis vaskular berdiameter kecil.

Ryu et al. (1995) melaporkan bahwa lumbrokinase memiliki aktivitas
fibrinolitik pada fibrinogen dan fibrin, namun enzim ini tidak menghidrolisis
protein-protein plasma lain termasuk plasminogen dan albumin. Uji i vitro
aktivitas fibrinolitik dari lumbrokinase cair maupun amobil (Mihara er al.,
1991; Ryu ez al., 1994, 1995; Park et al., 1999) memperlihatkan bahwa enzim
tersebut mampu mendigesti fibrin dengan atau tanpa plasminogen sehingga
dapat berpotensi sebagai ZAP dan digesti langsung. Penelitian selanjutnya,
uji in vivo lumbrokinase pada hewan laboratorium (tikus, kelinci)
menunjukkan bahwa enzim tersebut mampu menghambat pembekuan darah,
dengan cara memacu plasminogen dalam sel-sel pembuluh darah sehingga
aktivitas penguraian darah meningkat (Kim ef /., 1993, 1998; Fan er al.,
2001).

Administrasi enzim secara oral seringkali menimbulkan keraguan
terhadap mekanisme penyerapan enzim itu sendiri di dalam usus. Namun
lumbrokinase mampu bertahan terhadap pH lambung dan masih dapat diserap
di usus halus. Fan et al. (2001) telah melakukan studi terhadap EFE-HI-I

(earthworm fibrinolytic enzyme III-1) yang diisolasi dari L. rubellus. Hasil
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uji imunologi menunjukkan bahwa 10~15% EFE-II1-1 diabsorbsi secara utuh
oleh sel-sel epitelium intestinal. Selain itn, EFE-IIi-1 utuh yang bersifat
imunoreaktif juga ditemukan pada serum atau plasma setelah injekst
intraperitonial pada tikus. Kira-kira 10% dan enzim tersebut dapat ditranspor
secara utuh melalui epitelium intestinal. Aktivitas maksimum yang tersisa di
dalam darah dapat dianalisis sekitar 60 menit setelah injeksi intraperitonial
{Fan et al., 2001).

D. Macaca fascicularis SEBAGAI HEWAN PERCOBAAN

Hewan primata telah banyak digunakan dalam berbagai penelitian
biomedis maupun tingkah laku, dimana kemiripan hewan ini dengan manusia
menjadikannya hewan penelitian yang berharga (Fortman et al., 2002). Hewan
ini merupakan salah satu satwa primata yang mempunyai kemiripan dengan
manusia, baik dalam anatomi, fisiologis maupun patologis (Ismanto, 1999). Pada
dasarnya primata bukan hewan vyang jinak sekalipun telah banyak
dikembangbiakkan secara khusus. Pemahaman akan lingkungan alami asal
primata ini, pengaruh lingkungan terhadap perkembangannya, dan bagaimana
perkembangan ini mempengaruhi tingkah lakunya di dalam laboratorium sangat
penting (Fortman et af., 2002). Salah satu jenis monyet yang telah banyak
digunakan dalam penelitian adalah monyet ekor panjang Macaca fascicularis.
Hewan primata ini memiliki kesamaan genom dengan wanita kira-kira sebesar
90%. Distribusi, karakteristik setuler, dan tingkat lesi monyet int sangat mirip
dengan pola yang diamati pada manusia (Williams dan Suparto, 2004).

Macaca fascicularis termasuk ke dalam monyet Dunia Lama, yang
memiliki ciri umum berbadan besar, ommivora, dan terestrial (Fortman et af.,
2002). Monyet ekor panjang Macaca fuscicularis secara  taksonomi

diklasifikasikan sebagai berikut (Jsmanto, 1999):

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Mamalia
Ordo : Primata
Subordo - Anthropoidae
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Famili : Cercopithecidae

Subfamili : Cercopithecinae
Genus - Macaca
Spesies - Macaca fascicularis

Ada beberapa ciri fisik Macaca fascicularis yang khas. Rambut spesies ini
cenderung berwarna coklat keabu-abuan hingga coklat kemerahan dan selalu
lebili pucat pada bagian punggung. Muka monyet spesies ini berwarna abu-abu
kecoklatan dengan jambang pada bagian pipi. Hidung spesies ini datar serta
lubang hidungnya sempit dan berdekatan (Bonadio, 2000). Pada pipi dan
sekeliling wajah terdapat rambut Jebat dan lebih panjang daripada bagian lain.
Panjang tubuh spesies ini berkisar antara 4047 cm (tidak termasuk ckor).
Monyet ini memiliki ekor yang berwarna coklat keabu-abuan atau kemerahan
dengan panjang 50-60 cm. Bagian ekor Macaca fascicularis tertutup oleh rambut
yang pendek, halus, dan bentuk eckomya seperti silinder dan berotot (Astuti,
2000). Berat tubuh monyet jantan berkisar antara 4.8-7 kg, sedangkan berat
monyet betina 34 kg atau kira-kira 69% berat rata-rata monyet jantan (Bonadio,
2000), sedangkan menyrut Fortman e l. (2002) berat tubuh Macaca fascicularis
jantan 4-8 kg dan betina 2-6 kg.

Penentuan umur monyet selain memperhatikan kedewasaan kelaminnya
dapat juga melalui pertumbuhan giginya (Astuti, 2000). Monyet dewasa

mempunyal gigi sebanyak 32 buah dengan susunan gigi sebagai berikut:

2123
ICPM = x 2
2123
Keterangan:
I (Incisivus) : gigi seri C (Camne) : gigi taring
P (Premolar) ; gigi geraham depan M (Molar) : gigi geraham belakang

Penentuan jems dan kebutuhan nuirisi pada satwa primata yang ideal
didasarkan pada umur, jenis kelamin, berat badan, status reproduksi, dan periode
kematangan seksualnya. Hewan primata dapat tumbuh baik dengan makanan

yang berprotein tinggi dan memerlukan makanan yang banyak mengandung

17



vitamin, terutama vitamin B-kompleks. Monyet yang dikandangkan dapat
diberikan makanan dalam bentuk pelet yang mengandung protein kasar (24.0%),
lemak (7.5%), dan serat kasar (2.5%). Pakan tambahan untuk satwa primata dapat
diberikan untuk melengkapi gizi (Astuti, 2000). Kebutuhan zat makanan monyet
secara umum dapat dilihat pada Tabel 4. Kebutuhan nutrisi Rhesus (Tabel 5)

memberikan komposisi vitamin dengan lengkap yang sesuai untuk Macaca

fascicularis.

Tabel 4. Kebutuhan zat makanan monyet

Zat makanan Kadar (%)
Karbohidrat 45-55
Protein kasar 15-20
Lemak kasar 3-5
Serat kasar 2.5-5.5
Kalstum 0.86
Fosfor 0.47

Sumber: Ismanto (1999)

Tabel 5. Kebutuhan nutrisi Rhesus

Unsur Nutrisi Kebutuhan per kg Berat Badan
Energi (kal) 70
Protein (g) 3
Asam linoeat (g) 0.25
Kalsium (g) 0.150
Magnesium (g) 0.040
Vitamin A (IU) 400
Vitamin D (IU) 25
Yitamin E (mg/g asam lemak tak 0.33-0.83
jenuh)
Vitamin K. {(ug) 0.1
Asam askorbat (mg) 25
Biotin (mg) 0.01
Asam folat (mg) 0.040
Niasin (mg) 2.0
Riboflavin (mg) _ 0.03
Thiamin (mg) .- _ 033
Vitamin B2 (mg) 4 0.05-0.50
Vitainin B12 (mg} 0.070

Sumber: Astuti (2000)

Macaca fascicularis di unit karantina PSSP-LPPM IPB diberi pakan
berupa pakan olahan, yaitu monkey chow impor dari Bangkok dan monkey chow
lokal yang dibuat sendiri oleh PSSP LPPM-IPB. Selain itu pakan tambahan yang
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diberikan adalah pisang dan jambu, tergantung dari persediaan. Ada beberapa
Jenis pisang yang diberikan, misalnya pisang siam, pisang uli, pisang nangka, dan
pisang raja. Pisang siam tampaknya paling baik dibandingkan pisang-pisang
lainnya karena tidak menyebabkan feses menjadi cair. Jambu yang sering
diberikan adalah jambu klutuk yang mengandung banyak vitamin C.

Penggunaan Mucaca fascicularis sebagai hewan percobaan dalam uji-uji
klinis secara in vivo seringkali berkaitan erat dengan uji parameter-parameter
darah. Pembiusan (anestesi) sangat diperlukan sebelum pengambilan darah
dilakukan. Pembiusan dapat dilakukan menggunakan ketamin dengan dosis 5-6
mg/kg berat badan (0.25-0.3 mL/5kg berat badan) secara intramuskular. Dosis
ketamin dapat diberikan antara 5-25 mg/kg berat badan secara intramuskular.
Pada penggunaan ketamin tanpa kombinasi dengan anestesia lain, mata monyet
akan tetap terbuka dan akan terdapat rigiditas otot (Fortman er «l., 2002). Pada
saat pengaruh ketamin mulai hilang, monyet akan tersadar kembali. Efek
samping ketamin adalah timbulnya rasa mual dan ingin muntah. Oleh karena itu,
pemberian makanan kepada monyet paling cepat dilakukan 3-4 jam setelah
pembiusan.

Manajemen pemeliharaan Macaca fascicularis di umit karantina PSSP
dibantu oleh dokter hewan, paramedis, pegawai kandang, dan satpam. Dokter
hewan memiliki tugas untuk melakukan pemeriksaan kesehatan terhadap semua
monyet yang berada di PSSP, menentukan pengobatan untuk monyet yang sakit,
melakukan operasi, tes tuberkulin, vaksinasi, dan pemeriksaan kebuntingan.
Paramedis mempunyai tugas melakukan pemeriksaan kesehatan pada pagi han
dan membantu pemberian obat. Pegawai kandang mempunyai tugas untuk
membersihkan kandang dua kali sehari, yaitu pagi dan sore hari, memberikan
makanan dan minuman, dan melaporkan kondisi hewan kepada paramedis atau
dokter hewan. Satpam bertugas untuk menjaga keamanan dan melaporkan setiap
kejadian vang berkaitan dengan x;xonyet, terutama kejadian di malam hari kepada
dokter hewan atau paramedis. Kesehatan pegawai PSSP juga sangat diperhatikan,
dengan dilakukannya pemeriksaan kesehatan minimal setahun sekali dan rontgen
paru-paru. PSSP juga memberikan vaksin kepada semua pegawainya, seperti

vaksin rabies atau hepatitis (Astuti, 2000).
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Sistem pengandangan di unit karantina PSSP Darmaga, Bogor
menggunakan sistem pengandangan dalam bangunan yang tertutup (indoor
enciosures) dengan kandang-kandang individu. Menurut Sajuthi (1991) pada
sistem ini satwa primata ditempatkan dalam bangupan yang tertutup. Tipe
kandang ini harus dilengkapi dengan sistem sirkulasi udara untuk mengatur suhu
dan kelembaban udara serta lampu yang dinyalakan terus-menerus pada siang
hart selama 12 jam. Menurut Fortman e af. (2002) kandang-kandang individu
harus dibangun dari bahan nontoksik, terbuat dan stainless steel (tipe 304), tahan
lama, tahan terhadap oksidasi dan korosi dari ekskresi hewan serta asam dan
desinfektan yang digunakan untuk sanitasi. Untuk monyet ekor panjang dengan
bobot 3-10 kg, luas lantai kandang untuk setiap hewan adalah 0.40 m* dengan
tinggi kandang 76.2 cm. Suhu dalam kadang tertutup disarankan antara 64—84°F
{17,8-28.9°C) dengan kelembaban relatif antara 30-70%.

l;’embersihan kandang di unmit karantina PSSP dilakukan dengan sistem
basah, yaitu dengan cara menyemprotkan air ke kandang individu, tempat
minum, dinding dan lantai kandang menuju saluran pembuangan yang mengarah
ke septic tank. Lantai kandang disikat setiap hari dan diberi desinfektan. Kegiatan
ini dilakukan dua kali sehari, yaitu pagi dan sore han serta dilakukan sebelum
pemberian pakan dan sesudah pemberian minum, agar tidak mengganggu waktu

makan monyet (Astuti, 2000).
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1II. METODE PENELITIAN

A. BAHAN DAN ALAT

i. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah cacing tanah Lumbricus
rubellus, sirup jeruk (Tropicana Slim®), ketamin (Ketamil®), bovine
fibrinogen (Sigma®™), bovine thrombin (Calbiochem®), bufer Tris-HCI 50 mM
pH 8.0, bufer Tris-HC! 2 M pH 8.8, bufer Tris-HCl 1 M pH 6.8, bufer fosfat
50 mM pH 8.0, lumbrokinase komersial (PLASMIN ), akuades, akrilamida,
bis-akrilamida, SDS 10% b/v, amonium persulfat (APS) 10% b/v, TEMED,
tris, glisin, SDS, gliserol 50% v/v, bromfenol biru 1% bfv, Coomassie

brilliant blue R-250, metanol, asam asetat glasial, dan Tween 20 2.5% v/v.

2. Alat

Alat-alat yang digunakan adalah oven vakum, freezer, blender,
neraca analitik, alufo, timbangan badan, syringe, tabung darah sitrat dan
EDTA (Vacuette™), tabung serum (Vacutainer®), termos, pengukur kadar
trombosit (Automated Hematology Analyzer SF-3000, TOA Med. Elec. Co.,
Ltd), pengukur waktu protrombin (Simplastin® Excel S), pengukur D-dimer
(NycoCard® D-dimer Single Test), pengukur kadar glukosa dan trigliserida
(Accutrend®™), pengukur kadar trigliserida (DialINE Diagnostic Systems®),
cawan petri, tabung sentrifusi 15 mL dan 50 mL, tabung eppendorf, sentrifus:
(Sorvall®), lidi, inkubator (Memmert"), pipet mikro, tip, stopwatch, GelDoc
(BioRad®), sel elektroforesis (BioRad®), power supply (BioRad®), vorteks,
pH-meter (Istek™), magnetic stirrer, dan spektrofotometer (Optima®).

3. Hewan Laboratorinm

Hewan laboratorium untuk uji potens: antitrombosis menggunakan
monyet ekor panjang Mucaca fascicularis berjenis kelamin jantan, dewasa

(68 tahun), dan kondisi normal/sehat yang dibcri pakan monkey chow.




B. METODE

Gambar 3 menunjukkan diagram alir uji tepung cacing Lumbricus rubellus
yang dibagi ke dalam empat tahap utama, yaitu: (1) produksi tepung cacing L.
rubellus, (2) pengujian aktivitas fibrinolitik dengan zimogram, (3) pengujian
aktivitas fibrinolitik dengan metode cakram fibrin, dan (4) pengujian in vivo

dengan monyet ekor panjang Macaca fascicularis.

Preparasi tepung dan ekstrak cacing L. rubelfus

’

Perhitungan konsentrasi protein dengan metode Bradford dan aktivitas enzim dengan
metede Bergmeyer-Grassi

:

Pengujian aktivitas fibrinolitik ekstrak cacing dan lumbrokinase komersial
dengan metode cakram fibrin dan zimogram

Pengujian in vivo dengan monyet ekor panjang Macaca fascicufarns

v ¥
Pakan normal Pakan normat +
Tepung cacing
h 4
150 450
mg mg
\ /
Penimbangan berat badan
b 4
Pengambifan darah
A 4
Uji kadar Pengamatan parameter Uji kadar
glukosa uji aktivitas fibrinolotik trigiiserida
e
"
Waktu Wakiu lisis
Kadar Konsentrasi protrombin Volume bekuan
trombosit D-dimer (PT) serum darah utuh
{WBCLT)

Gambar 3. Diagram alir uji tepung cacing tanah Lumbricus rubellus

22



1. Preparasi Tepung dan Ekstrak Cacing Lumbricus rubelius (Yanti et al.
2003; modifikasi Mihara et al., 1991)

Sebanyak 3 kg cacing L. rubellus dibersihkan dengan air mengalir,
lalu direndam dalam air beberapa kali untuk menghilangkan kotoran-kotoran
yang melekat. Cacing yang telah bersih ditiriskan menggunakan saringan.
Setelah itu, cacing tersebut disebarkan merata dan diusabakan tidak
bertumpuk-tumpuk di atas a/umunium foil, kemudian dibungkus rapi dengan
ukuran 31 x 23 cm, lalu dimasukkan ke dalam freezer selama 24 jam. Setelah
itu, cacing dikeringkan menggunakan oven vakum pada suhu 50°C dan
tekanan 300 psi selama 48 jam. Cacing kering dihancurkan dengan bdlender
dan disaring dengan alat saringan biasa sehingga diperoleh tepung cacing L.
rubellus.

Ekstrak cacing dengan konsentrasi 2% b/v dibuat dengan cara
melarutkan 0,5 g tepung cacing L. rubellus menggunakan 25 mL bufer fosfat
50 mM pH 8.0 ke dalam tabung sentrifusi 50 mL. Setelah itu, tabung
disentrifugasi dengan kecepatan 12 074 g selama 30 menit.

2. Uji Aktivitas Fibrinolitik dengan Cakram Fibrin (Modifikasi Astrup dan
Mullertz, 1952)

Sebanyak 100 pL larutan trombin (bovine thrombin 50 NI dalam

' ’bufer Trs-HCH 50 mM pH 8.0) dipipet ke dalam cawan petri yang berisi 15

ml larutan fibrinogen bebas plasminogen (bovine fibrinogen 0,5% dalam

bufer Tris-HCl 50 mM pH 8.0). Setelah itu didiamkan selama 30 menit pada
suhu ruang sampai terbentuk lapisan benang-benang fibrin.

Sebanyak 5 pl ekstrak cacing L. rubellus dan lumbrokinase
komersial, masing-masing dengan konsentrasi 2% b/v dalam bufer fosfat 50
mM pH 8.0, dipipet ke dalam cawan petri berisi lapisan fibrin yang telah
mengeras. Setelah itu, cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
dengan pengamatan setiap interval 1, 3, 6, dan 24 jam. Aktivitas fibrinolitik

ditunjukkan dengan terbentuknya area/zona bening.



3. Uji Aktivitas Fibrinolitik dengan Zimogram

Cetakan gel berupa dua lempeng kaca berukuran 7.25 x 10.25 cm

dihimpitkan, diberi karet penahan, kemmudian dijepit pada semua sisinya

kecuali sisi bagian atas. Komposisi gel diberikan pada Tabel 6.

Tabel 6. Komposisi gel elekiroforests zimogram 12% dengan substrat

fibrinogen

! Pereaksi Gel Pemisah (pL) | Gel Penahan (pl)
Larutan A 2 000 670
Larutan B 1250 --
Bovine fibrinogen 0.1% b/v 1 000 -
Bovine thrombin 10 NIH 100
Larutan C -- 1250
Akuades 650 3000
Amonium persulfat 10% b/v 100 50
TEMED 10 5

Setelah 1tu sebanyak 10 pL ekstrak cacing dimasukkan ke dalam

sumur elektroforesis. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 100 V, 400 mA
selama 150 menit. Setelah proses elektroforesis, gel yang berisi sampel enzim
direnaturasi dalam larutan Tween 2.5% v/v sambil digoyang selama satu jam.
Setelah itu, gel tersebut dibilas dengan akuades dan dilanjutkan dengan
proses digesti dalam bufer fosfat 50 mM pH 8.0 pada suhu 60°C selama 30
menit. Selanjutnya gel diwarnai dengan larutan pewarna selama 10 menit dan
dilunturkan dengan larutan peluntur berulang kali hingga didapatkan pita

enzim fibrinolitik bewarna putih dengan latar gel bewarna biru.

Perhitungan Konsentrasi Protein (Metode Bradford)

Larutan stok BSA (Bovine Serum Albumin) dibuat dengan

konsentrasi 1 mg/mL, kemudian diencerkan sebagai berikut:

Tabel 7. Pengenceran larutan stok BSA | mg/mL

Konsentrasi BSA Volume BSA 1 mg/mL Volume akuades
(mg/mL) (mL) (mL)
0.8 2.0 0.5
0.6 15 1.0
0.4 1.0 1.5
0.2 0.5 2.0
0.1 0.25 2.25




Setelah itu sebanyak 9 tabung reaksi dipersiapkan dan diisi dengan
larutan BSA (tabung 1-6), sampel enzim (tabung 7-8), dan akuades (tabung
9} sebagai berikut;

Tabel 8. Komposisi larutan protein dan pereaksi Bradford

Tabung Volume protein Volume pereaksi
(mL) Bradford (mL)
1 1.0 mg/mL: 0.1 mL 2 mL
2 0.8 mg/mL: 0.1 mL 2mL
3 0.6 mg/mlL: 0.1 mL 2 mL
4 0.4 mg/mL: 0.1 mL 2mL
5 0.2 mg/mL: 0.1 mL 2 mL
6 0.1 mg/mL: 0.1 mL 2 mL
7 Ekstrak cacing L. rubellus 2% : 0.1 mL 2mL
8 Lumbrokinase komersial 2%: 0.1 mL 2 mL
9 Akuades: 0.1 mL 2mL

Masing-masing tabung divo;‘teks lalu didiamkan sekitar 5 menit.
Setelah itu larutan pada masing-masing tabung-tabung diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. Kurva standar
BSA dibuat dengan nilai absorbansi sebagai ordinat (sumbu-Y) dan
konsentrasi protein sebagai absis (sumbu-X), kemudian konsentrasi protein

dalam masing-masing sampel dihitung (mg/mi).

. Perhitungan Aktivitas Enzim dengan Metode Bergmeyer dan Grassl
(Modifikasi Yanti, 2003)

Satu unit aktivitas sampel enzim dihitung dengan persamaan berikut:

Asp - Ab[ 1
UA = —————— X P x —

Ay - Ay T
Keterangan:
UA = jumiah tirosin yang dihasilkan per mL enzim per menit
Ap = nilat absorbansi sampel '
Ay = nilai absorbansi blanko
Ag = nilai absorbansi standar
p = faktor pengenceran
T = waktu inkubasi
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Setiap sampel yang dianalisis harus disertai dengan blanko dan

standar dengan perincian sebagai berikut:

Tabel 9. Komposisi pereaksi dalam analisis aktivitas protease menurut
Bergmeyer dan Grassl (modifikasi Yanti, 2003)

Pereaksi Sampel Blanko Standar
Bufer umiversal 250 250 250
Kasein 2% b/v 250 250 250
Tirosin standar -- -- 50
Akuades -- 50 -
Enzim 50 -- -
Inkubasi selama 10 menit pada 50°C
Asam trikloroasetat (TCA) 500 500 500
Akuades 50 -- -
Enzim -- 50 50

Didiamkan selama 10 menit pada 37°C

Dilanjutkan dengan sentrifusi pada 13 684 g selama 10 menit

Supematan 375 375 375
Na,COs 1250 1250 1250
Pereaksi Folin (1:2) 250 250 250

Didiamkan selama 20 menit pada suhu 37°C

Dilakukan pembacaan absorbansi pada panjang gelombang 578 nm

6. Pemberian Sirup dan Tepung Cacing Lumbricus rubellus pada Monyet

Ekor Panjang Macaca fascicularis

Cacing L. rubellus diberikan pada monyet ekor panjang dalam bentuk
tepung yang disuspensikan menggunakan sirup bebas glukosa dengan dosis
tertentu, dengan cara administrasi oral melalui pencekokan menggunakan
syringe tanpa jarum. Sirup yang akan digunakan diencerkan terlebih dulu
dengan akuades dengan perbandingan 1:3. Monyet ekor panjang yang
digunakan dalam penelitian ini dibagi menjadi tiga kelompok, yaru: (1)
kelompok C: setiap monyet diberi 5 mL sirup saja, (2) kelompok L: setiap
monyet dibern 150 mg tepung cacing dalam 5 mL sirup, yang ekuivalen
dengan dosis standar untuk orang dewasa, dan (3) kelompok H: setiap
monyet dibeni 450 mg tepung cacing dalam 5 mL sirup, yang ekuivalen

dengan tiga kali dosis pada kelompok L.
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7.

Seleksi Monyet Ekor Panjang Macaca fascicularis

Monyet-monyet ekor panjang Macaca fascicularis yang digunakan
dalam penelitian ini diperoleh dari koleksi unit karantina Pusat Studi Satwa
Primata Lembaga Penelitian dan Pemberdayaan Masyarakat IPB (PSSP
LPPM-IPB), Darmaga, Bogor. Sebelum monyet-monyet tersebut dapat
digunakan, terlebih dahulu harus mendapat persetujuan dari Tim Komisi dan
Kepala PSSP LPPM-IPB setelah menjawab berbagai pertanyaan yang
tercantum dalam ACUC (Animal Care Use Commitee). Seleksi monyet ekor
panjang yang digunakan dalam penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan 30 ekor monyet berjenis kelamin jantan dengan masa adaptasi
selama tujuh hari. Monyet-monyet tersebut berumur antara enam sampai
delapan tahun. Sebanyak enam ekor monyet diantaranya hanya digunakan
untux melihat respon monyet secara umum terhadap tepung cacing itu sendiri
dan tidak digunakan dalam penelitian. Setelah masa adaptasi herakhir, dari
24 ekor monyet yang tersisa dipilih sebanyak 15 ekor yang memiliki
kesukaan terhadap sirup untuk digunakan dalam penelitian. Monyet-monyet
tersebut dibagi ke dalam tiga kelompok seperti pada Prosedur 6, dimana

setiap kelompok terdiri dari lima ekor monyet.

Uji Aktivitas Fibrinolitik, Uji Glukosa, dan Uji Trigliserida pada Monyet

Ekor Panjang Macaca fascicularis

Uji in vivo tepung cacing L. rubellus dilakukan pada tiga kelompok
hewan laboratorium yang diberi formulasi pakan yang berbeda (Prosedur 4),
Setiap sebelum pengambilan darah dilakukan, berat badan monyet ekor
panjang ditimbang. Setelah itu dilakukan uji kadar glukosa dan trigliserida,
serta pengamatan parameter uji aktivitas fibrinolitik. Parameter analisis yang
dilakukan meliputi perhitungan jumlah trombosit, konsentrasi D-dimer,
waktu protrombin (PT= Prothrombin Time), volume serum hasil retraksi
bekuan, dan waktu lisis bekuan darah utuh (WBCLT= Whole Blood Clot
Lysis Time).
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a. Pengambilan darah

Monyet dipuasakan teriebih dahul: selama satu malam. Sebelum
darah diambil, monyet dibius dengan ketamin dengan dosis 5—6 mg/kg
berat badan secara intravena (0.25-0.30 mL/5 kg berat badan IV). Darah
monyet diambil dari vena femoralis dengan volume 12-19 ml, kemudian
dimasukkan ke dalam tabung darah yang sesvai untuk masing-masing uji
yang akan dilakukan. Selang waktu setiap pengambilan darah adalah 10

hari.

b. Kadar glukosa

Uji ini dilakukan menggunakan sebuah alat komersial
Accutrend®. Dengan menggunakan strip uji khusus, alat ini dapat
mengukur kadar glukosa darah antara 20-600 mg/dL. Jika darah yang
diuji memuliki kadar glukosa yang lebih rendah daripada nilai batas
bawah kisaran tersebut, alat tersebut akan memberikan hasil “Lo”, Alat

int dapat memberikan hasil kadar glukosa dalam 12 detik.

¢. Kadar trigliserida

Uji trigliserida pada pengambilan darah pertama (baseline)
menggunakan Accutrend®, yang dapat mengukur kadar trigliserida darah
antara 70-600 mg/dL. Hasil “Lo” akan diperoleh jika kadar trigliserida
pada darah yang diuji lebih rendah daripada nilai batas bawah kisaran
tersebut. Alat ini memberikan hasil kadar trigliserida dalam 174 detik.

Pada pengambilan darah terakhir, darah dimasukkan ke dalam
tabung serum (Vacutainerﬁ) 5 mL dan dibawa mengunakan termos yang
berisi es batu ke Laboratorium Prodia di Bogor. Uji ini dilakukan dengan
alat Dial/NE Diagnostic Systems®. Prinsip pengujiannya sebagai berikut:

tnighiserida + H;O L;a_f gliserol + RCHOOH
gliserol + ATP o gliserol-3-fosfat + ADP

gliserol-3-fosfat + O < odihidroksiasetonfosfaH H,0;

2 H,O, + 4-aminofenazon + 4-klorofenol o kinonimin + 4 H,O
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c.

Analisis dilakukan menggunakan panjang gelombang Hg 546
nm, dengan kuvet setebal 1 cm pada suhu 20-25°C/37°C. Larutan sampel
merupakan campuran dari 10 pL serum dan 1000 pL larutan pereaksi,
sedangkan larutan blanko adalah larutan pereaksi itu sendiri sebanyak
1000 pL. Campuran tersebut diinkubasi selama 20 menit pada suhu 20—
25°C atau selama 10 menit pada suhu 37°C. Larutan pereaksi yang
digunakan mengandung bufer Good 50 mmol/L pH 7.2, 4-klorofenol 4
mmol/L, ATP 2 mmol/L, Mg** 15 mmol/L, gliserokinase (GPO) >0.4
KU/L, peroksidase (POD) =2 KU/L, lipoprotein lipase {LPL) =2 KU/L, 4-
aminofenazon 0.5 mmol/L, dan gliserolkinase (GK) >0.5 KU/L.
Konsentrasi trigliserida dihitung dengan rumus: ¢ = 1150 x AAampel
(mg/dL). Nila1 AAsmpe adalah selisih antara absorbansi sampel dengan

absorbansi blanko.

Kadar trombosit (Plateiet)

Darah yang diambil dari monyet dimasukkan ke dalam tabung
EDTA (Vacuette®) 3 mL dan dibawa menggunakan termos yang berisi s
batu ke Laboratorium Prodia di Bogor. Uji kadar trombosit dilakukan
dengan Automated Hematology Analyzer SF-3000 (TOA Med. Elec. Co.,
Ltd). Di dalam alat tersebut, sampel darah akan melalui dua tahap
pengenceran terlebih dahulu. Pengenceran pertama adalah 4.0 ml. sampel
darah dalam 1.996 mL pengencer (CELLPACK®). Pengenceran kedua
adalah 40.0 mL larutan dari pengenceran pertama dalam 1.960 mL
pengencer. Dua tahap pengenceran tersebut akan menghasilkan sampel

darah dengan pengenceran 1 : 25 000. Setelah itu 0.25 mL sampel yang

- telah diencerkan dimasukkan melalui lubang berdiameter 75 pm. Jumlah

platelet dihitung qcngan metode _ hitung  langsung dan metode

diskriminasi otomatis. Hasil analisis akan ditampilkan péda layar LCD.

Retraksi bekuan (Gandasoebrata, 2001)

Sebanyak 5 ml darah dipipet dan dimasukkan ke datam tabung

sentrifusi, lalu didiamkan pada suhu kamar selama 2-3 jam (atau
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a,

B

semalam dalamn lemari es). Bekuan darah, dilepaskan dengan hati-hati dari
dinding tabung dan dipisahkan dari tabung sentrifusi. Volume serum
termasuk sel-sel yang masih tertinggal dalam tabung dicatat volumenya
sebagai persentase dari volume darah semula. Persentase perubahan
volume serum antara pengambilan darah pertama dan terakhir dihitung

sebagai berikut:

V& - VS5

% Chg = i 100%
V5

Keterangan:
% Chg = persentase perubahan volume seram
VS, = volume serum rata-rata pada pengambilan darah final

VS, = volume serum rata-rata pada pengambilan darah baseline

Waktu lisis bekuan darah utuh (WBCLT = Whole Blood Clot Lysis
Time) dengan modifikasi Gandasoebrata (2001)

Bekuan darah yang diperoleh dart uji retraks: bekuan dapat
digupakan untuk menguji adanya lisis bekuan yang semakin cepat.
Bekuan itu disimpan dalam inkubator bersuhu 37°C dan setelah lewat 24,
48, 72, 96, dan 120 jam diperiksa apakah terjadi lisis, yakni mencaimya
bekuan.

Waktu protrombin (PT = Prothrombin Time)

Darah yang diambil dari monyet dimasukkan ke dalam tabung
sitrat (Vacuette®) 3 mL dan dibawa menggunakan termos yang berisi es
batu ke Laboratorium Prodia di Bogor. Uji imi dilakukan dengan
menggunakan Simplastin® Excel S yang merupakan pereaksi
tromboplastin jaringan dari otak kelinci untuk digunakan dalam wji
waktu protrombin (PT = Prothrombin Time) secara in vitro. Pereaksi
Simplastin® Excel S terdiri dari dua komponen utama, yaitu: (1) pereaksi
tromboplastin, yang mengandung tromboplastin jaringan dart otak

kelinci, 10on kalsium, dan bufer, dan (2) pengencer, sebagat zat penstabil



dan pengawet yang terdiri dari 0.05% natrium azida sebagai pengawet.
Waktu protrombin ditentukan dengan menggunakan prosedur pengujian
seperti di bawah ini.

Sebanyak 02 mL pereaksi Simplastin® Excel S dipanaskan
hingga bersuhu 37°C. Pereaksi tidak boleh dibiarkan tanpa tutup pada
suhu 37°C selama lebih dari 60 menit. Jika hal ini terjadi, pereaksi
tersebut harus dibuang. Setelah itu masing-masing tabung uji untuk
sampel dan kontrol diberi label. Sebanyak 0.1 mL sampel atau kontrol
dipipet ke dalam tabung yang sesuai, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 3-10 menit. Setelah itu, sebanyak 0.2 mlL pereaksi
Simplastin® Excel S di atas ditambahkan ke dalam masing-masing
tabung, dan pada saat yang bersamaan waktu pembentukan bekuan
mulai dihitung. Waktu yang diperiukan (dalam detik) hingga bekuan
terbentuk dicatat.

Nilai waktu protrombin dalam detik dapat dikonversi menjadi
INR (International Normalized Ratio) dengan terlebih dahulu
menghitung rasio waktu protrombin. Rasio waktu protrombin adalah
perbandingan nilai waktu protrombin sampel dengan waktu protrombin
rata-rata pada kisaran normal laboratorium, yang dapat dinyatakan

dengan rumus:

PT sampel
Rataan PT normal

RasiocPT =

Nilai INR dihitung dengan menggunakan ISI (Intermational Sensittvity
Index) sebagai berikut:

INR = (Rasio PT)™

Nilai ISI untuk masing-masing lot Simplastin® Excel S ditentukan
dengan kalibrasi terhadap /mrernational Reference Preparation yang

tersedia pada tabel nilai INR.



D-dimer

Darah yang diambil dari monyet dimasukkan ke dalam tabung
sitrat (Vacuette®) 3 mL dan dibawa menggunakan termos yang berisi es
batu ke Laboratorium Prodia di Bogor. Uji ini dilakukan dengan
menggunakan NycoCard® D-dimer Single Test, yang merupakan uji in
vitro untuk menentukan konsentrasi produk degradasi fibrin D-dimer
dalam plasma dengan cepat.

NycoCard® D-dimer Single Test bekerja berdasarkan prinsip
aliran imunometrik (immunometric flow-through). Sampel plasma
dimasukkan ke dalam sumur uji alat tersebut. Ketika sampel telah
membasahi alat tersebut, molekul-molekul D-dimer diikat oleh sebuah
membran yang mengandung antibodi moncklonal spesifik untuk D-
dimer. Setelah itu, larutan konjugasi ditambahkan. Larutan ini
mengandung  antibodi monoklonal spesifik untuk D-dimer yang
terkonjugasi partikel-partikel emas yang sangat kecil. Molekul-molekul
D-dimer pada membran akan mengikat molekul-molekul dari larutan
komjugast tersebut dalam reaksi menyerupai sardwich. Larutan
konjugasi yang berlebith dihilangkan dari membran dengan larutan
pencuci. Untuk konsentrast D-dimer di atas 0.1 mg/L pada sampel,
membran akan terlihat kemerahan, dimana intensitas warna berbanding
lurus dengan konsentrasi D-dimer. Intensitas warna tersebut diunkur
dengan NycoCard® READER I1.

Sampel yang digunakan adalah plasma bebas platelet dalam
sitrat. Sampel plasma dipersiapkan dengan cara mensentrifugasi sampel
darah dalam tabung sitrat dengan kecepatan 2000 g selama 15 menit.
Plasma (supernatan) dipindahkan dari bagian atas tabung menggunakan
pipet. Plasma tidak boleh dituang untuk menghindari kontaminasi oleh
sel-sel darah. Sampel darah harus diéentn'fugasi dalam waktu 6 jam,u
lebih baik lagi segera setelah pengambilan sampel darah. Plasma harus
diyji dalam waktu 24 jam.

Ada empat tahap utama dalam prosedur pengujian, yaitu: (1)
pencucian awal {prewashing) dilakukan dengan memasukkan 50 uL
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larutan pencuci ke dalam alat uji. Membran tidak boleh disentuh dengan
pipet. Larutan pencuci dibiarkan untuk membasahi membran tersebut,
(2) sebanyak 50 pL plasma bebas platelet atau kontrol (tanpa
pengenceran) dimasukkan ke dalam alat uji. Sampel akan diabsorbsi
oleh membran dalam waktu kurang dari 50 detik, (3) sebanyak 50 pL
larutan konjugasi dimasukkan ke dalam alat uji. Larutan ini akan diserap
oleh membran dalam waktu kurang dari 50 detik, dan (4) sebanyak 50
pL larutan pencuci dimasukkan ke dalam alat wji. Setelah itu,
NycoCard® D-dimer Single Test harus segera diukur dalam waktu 2
menit menggunakan NycoCard® READER 1I. Alat ini dapat mengukur
konsentrési D-dimer dengan kisaran 0.1-20.0 mg/L, dengan interval
pengukuran sebesar 0.1 mg/L.

NycoCard® READER II merupakan sebuah alat yang terdiri dari
kotak instrumen dan pena pembaca. Kisaran suhu yang
dirckomendasikan pada saat pengukuran adalah 18-25°C. Prinsip kerja
alat ini adalah pengukuran intensitas warna yang dihasilkan sampel pada
alat NycoCard® D-dimer Single Test oleh pemantulan spektrum pada
tiga bagian dari spektrum tampak. LED (Light Emitting Diodes)
mengiluminast sampel untuk divkur dengan satu warna setiap waktu.
Cahaya yang dipantulkan dari sampel diukur dengan detektor dan

dikonversikan menjadi nilai konsentrasi oleh sebuah mikroprosesor.
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IV. HASIHL DAN PEMBAHASAN

Sebelum uji in vitro dan in vivo dilakukan, konsentrasi protein dan
aktivitas enzim dari sampel tepung cacing dan lumbrokinase komersial dihitung
terlebih dahulu. Persamaan kurva standar BSA pada Lampiran 2 (y = 1.3460 x +
0.0761, R* = 0.9638) dignnakan untuk menghitung konsentrasi protein dari
masing-masing sampel. Ekstrak cacing L. rubellus dan lumbrokinase komersial
berturut-turut memiliki konsentrasi protein 1.93 mg/mL dan 0.50 mg/mL.
Berdasarkan perhitungan aktivitas enzim (AFE), aktivitas enzim pada ekstrak
cacing [. rubellus sebesar 0.88 UA/mL sedangkan lumbrokinase komersial
memiliki aktivitas sebesar 0.99 UA/mL. Aktivitas spesifik (AS) suatu enzim
dapat dihitung dengan cara membagi aktivitas enzim dengan konsentrasi protein.
Berdasarkan perhitongan, aktivitas spesifik ekstrak cacing L. rubellus dan
lumbrokinase komersial tidak berbeda jauh yaitu berturut-turut sebesar 0.46
UA/mg dan 0.51 UA/mg. Ekstrak cacing L. rubellus memiliki nilai aktivitas per
gram sampel sebesar 4421 UA/g. Lumbrokinase komersial memiliki nilai
aktivitas enzim per gram sampel yang sedikit lebih tinggi daripada ekstrak cacing
L. rubellus sebesar 49.29 UA/g. Nilai-nilai konsentrasi protein dan aktivitas

enzim pada masing-masing sampel diberikan secara ringkas pada Tabel 10.

Tabel 10. Nilai konsentrasi protein, aktivitas enzim, aktivitas spesifik, dan
aktivitas per gram sampel untuk ekstrak cacing Lumbricus rubellus
dan lumbrokinase komersial

Satuan Ekstrak cacing Lumbrokinase
Lumbricus rubellus komersial
Konsentrasi
protein mg/mL 1.93 0.50
(x)
Aktivitas
enzim UA/mL - 0.88 0.99
(AE) i
Akfivitas
spesifik UA/mg 0.46 0.51
(AS)
Aktivitas enzim
per gram UA/g 4421 49.29
sampel




A. UJI AKTIVITAS FIBRINOLITIK TEPUNG CACING TANAH Lumbricus
rubellus SECARA in vitro

1. Uji Cakram Fibrin (Plating Fibrin)

Uji cakram fibrn (plating fibrin) digunakan untuk mengetahui
aktivitas fibrinolitik snatu enzim selama interval tertentu, baik secara kualitatif
maupun kuantitatif. Pada uji ini trombin yang ditambahkan berfungsi untuk
mengubah fibrinogen menjadi benang-benang fibrin. Setelah penambahan
trombin, larutan fibrinogen yang berwama bening akan menjadi putih keruh
seluruhnya setelah 30 menit. Hal ini menandakan bahwa fibrin telah terbentuk.

Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah ekstrak cacing dan
presipitat protein L. rubellus (presipitasi dengan garam amonium sulfat 65%)
serta lumbrokinase komersial, masing-masing sebanyak 5 pl dengan
konsentrasi 2%b/v. Berdasarkan perhitungan menggunakan Tabel 10, ekstrak
cacing L. rubelius dan lumbrokinase komersial memiliki konsentrasi protein
berturut-turut sebesar 9.65 pg dan 2.50 ug, serta aktivitas enzim berturut-turut
sebesar 4.44 x 10 UA dan 1.28 x 10~ UA. Presipitat protein L. rubellus yang
digunakan memiliki aktivitas enzim sebesar 320 x 107 UA (data tidak
dipublikasikan). Pengamatan hanya dilakukan secara Lualitatif. Aktivitas
fibrinolitik ditandai dengan terbentuknya zona bening (halo) pada cakram
fibrin, yang menandakan bahwa sampel enzim telah mencerna fibrin.

Setelah inkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam, masing-masing
sampel! yang digunakan sudah terlihat mampu mencerna fibrin. Lumbrokinase
komersial (P) membentuk halo yang paling kecil. Hal ini menunjukkan bahwa
setelah 1 jam, lumbrokinase komersial baru mulai aktif untuk mencerna fibrin.
Ekstrak cacing (E) dan presipitat protein L. rubelfus (R) membentuk halo yang
lebih besar dibandingkan dengan lumbrokinase komersial. Halo yang dibentuk
oleh ektrak cacing sedikit lebih besar dibandingkan halo yang dibentuk oleh
presipitat protein L. rubefius. Hal ini menunjukkan bahwa dalam interval 1 jam
kedua sampel enzim tersebut mampu mencerna fibrin lebih banyak dan lebih

cepat dibandingkan dengan lumbrokinase komersial.
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Aknvitas fibrinolitik yang dimiliki masing-masing sampel enzim
semakin terlihat setelah inkubasi pada suhu 37°C selama 3 jam. Lumbrokinase
komersial (P} membentuk halo yang jauh lebih besar dibandingkan halo yang
terbentuk setelah inkubasi selama ! jam. Hal ini menunjukkan bahwa laju
reaksi lumbrokinase komersial dalam mencerna substrat fibrin meningkat
pesat. Ekstrak cacing L. rubellus (E) memiliki halo yang kurang lebih sama
besar dengan halo yang dibentuk oleh lumbrokinase komersial. Akan tetapi
halo yang terbentuk hanya sedikit iebih besar daripada halo yang terbentuk
setelah inkubasi selama 1 jam. Halo yang paling besar pada pengamatan kali
mi dimiliki oleh presipitat protein L. rubellus (R). Halo tersebut berukuran
kurang lebih dua kali lebih besar daripada halo yang terbentuk setelah inkubasi
selama 1 jam. Hal ini menunjukkan bahwa setelah 3 jam presipitat protein L.
rubelfus mampu mencerna fibrin lebih banyak dibandingkan kedua sampel
enzim lainnya.

Jika dibandingkan dengan halo pada pengamatan sebelumnya, ekstrak
cacing (E) dan presipitat protein (R) L. rubellus serta lumbrokinase komersial
(P) membentuk halo dua kali lipat lebih besar pada pengamatan setelah
inkubasi selama 6 jam pada suhu 37°C. Halo yang dibentuk oleh masing-
masing sampel enzim terlihat hampir sama besar. Hal im menunjukkan bahwa
ketiga sampel enzim tersebut masih menunjukkan aktivitas fibrinolittk hingga
6 jam setelah enzim mulai mencerna substrat fibrin, dengan laju reakst yang
hampir sama.

Pengamatan terakhir dilakukan setelah 24 jam inkubasi pada suhu
37°C. Pengamatan pada cakram fibrin menunjukkan bahwa hampir seluruh
fibrin telah dicerna oleh ketiga sampel enzim yang digunakan. Ekstrak cacing
L. rubellus (E) dan lumbrokinase komersial (P) telah mencerna seluruh fibrin
di sekelilingnya. Warna putih di sekeliling kedua sampel enzim tersebut telah
berubah menjadi bening sehingga tidak ada lagi halo yang dapat diamaﬁ. Halo
masih dapat diamati di sekeliling presipitat protein L. rubelfus (R) walaupun
bentuknya tidak terlihat jelas lagi. Hal ini menunjukkan bahwa setelah 24 jam,
ketiga sampel enzim tersebut masih memiliki aktivitas fibrinolitik dan mampu

mencerna substrat fibrin hampir selurubnya. Gambar 4 memperlihatkan
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cakram fibrin sebelum inkubasi dan setelah inkubasi pada suhu 37°C selama 1,
3, 6, dan 24 jam.

Gambar 4. Cakram fibrin sebelum inkubasi (a) dan setelah inkubasi pada suhu
37°C selama 1 jam (b), 3 jam (c), 6 jam (d), dan 24 jam (e)
Keterangan: E: ekstrak cacing L. rubellus 2% b/v, R: presipitat
protein L. rubellus 2% bi/v (presipitasi dengan garam amonium
sulfat 65%), P: lumbrokinase komersial 2% b/v
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Mihara et al. (1991) juga menggunakan metode cakram fibrin untuk
mengamati aktivitas fibrinolitik dari cacing L. rubellus. Seekor cacing ufuh
dipotong-potong dan ditempatkan pada cakram fibnn yang kaya akan
plasminogen. Aktivitas fibrinolitik diamati pada bagian anterior dari tubuh
cacing, Enzim-enzim fibrinolitik tampak disekresikan dari daerah sekitar
kerongkongan, tembolok, empedal dan bagian anterior dari usus. Cakram
fibrin dengan komposisi yang sama juga digunakan untuk mengukur aktivitas
fibrinolitik dari tepung cacing yang telah diliofilisasi, yang dilarutkan dalam
larutan salin yang mengandung 0.1% NaN; setelah diinkubasi selama 37°C
selama beberapa hari. Aktivitas enzim fibrinolitik meningkat pesat selama 10
hari pertama dan terus meningkat secara bertahap hingga dan setelah 75 han.

Selain itu, Mihara ef af. (1991) juga membandingkan aktivitas
urokinase dan supernatan cacing L. rubellus (konsentrasi 0.1% b/v) yang telah
diinkubasi selama 50 hari pada suhm 37°C. Cakram fibrin yang kaya akan
plasminogen menunjukkan adanya aktivitas urokinase 10, 100 dan 1 000
IU/mL. Supernatan cacing L. rubellus menunjukkan aktivitas fibrinolitik, baik
pada cakram fibrin yang kaya akan plasminogen maupun cakram fibrin bebas
plasminogen. Berdasarkan areca lisis yang terbentuk, supernatan cacing L.
rubellus tersebut memiliki aktivitas fibrinolitik ekivalen dengan 8 700 IU/mL

jika dibandingkan dengan aktivitas urokinase.

. Uji Zimogram

Berkaitan dengan aktivitas fibrinolitik ekstrak cacing dan presipitat
protein L. rubellus serta lumbrokinase komersial, enzim-enzim tersebut diuji
secara /n vitro menggunakan analisis zimogram fibrinogen 12% (Gambar 5).
Uji ini bersifat kualitatif karena pengamatan hanya dilakukan terhadap ada
tidaknya pita-pita hasil degradasi fibrinogen, tanpa menghitung bobot
molekulnya. Fibrinogen merupakan protein larut dalam plasma dengan bobot
molekul sekitar 340 kD. Protein ini terdiri dari enam rantai polipeptida yang
masing-masing berupa dua rantai A, B, dan C. Fibrinogen yang larut dapat

membentuk molekul fibrin yang tak larut melalui polimerisasi monomer
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fibrinogen menjadi molekul fibrinogen raksasa yang berbentuk serat/jaring
yang tak larut dengan bantuan katalisator trombin (Yanti, 2003).

Sampel yang digunakan pada uji ini sama dengan sampel yang
digunakan pada uji cakram fibrin, masing-masing scbanyak 10 ul dengan
konsentrasi 2%b/v. Berdasarkan perhitungan dengan menggunakan Tabel 10,
ekstrak cacing L. rubellus dan lumbrokinase komersial yang digunakan
memiliki konsentrasi protein berturut-turut sebesar 19.30 ug dan 5.00 pg, serta
aktivitas enzim berturut-turut sebesar 8.88 x 107 UA dan 2.55 x 107 UA.
Presipitat protein yang digunakan memiliki aktivitas enzim sebesar 6.40 x 107
UA (data tidak dipublikasikan).

Gambar 5. Digesti substrat fibrinogen (0.1% b/v) oleh R : presipitat protein
L. rubellus 2 % b/v (presipitasi dengan garam amonium sulfat
65%); E : ekstrak cacing L. rubellus 2% b/v; dan P : lumbrokinase
komersial 2% b/v pada analisis zimogram fibrinogen 12%. Tanda
panah («) menunjukkan posisi pita hasil degradasi fibrinogen oleh
ketiga sampel enzim.

Sebelum tahap digesti, renaturasi ketiga sampel enzim tersebut
dilakukan dengan menggunakan Tween 20 2.5% v/v. Proses digesti dilakukan
dengan menggunakan bufer fosfat 50 mM pH 8.0 pada suhu 60°C. Menurut
Yanti (2003) proses hidrolisis substrat oleh protease L. rubellus berlangsung
lebih cepat pada kondisi suhu optimum (60°C) daripada suhu tubuh normal
(37°C). Digesti fibrinogen oleh ketiga sampel enzim ditandai dengan

terbentuknya pita-pita berwarna bening dengan latar belakang berwarna biru.
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Pada, analisis zimogram imi diperoleh bahwa ekstrak cacing L.
rubellus (E) dan lumbrokinase komersial (P) masing-masing memiliki 6 pita
hasil digesti fibrinogen pada posisi yang sama. Oleh karena itu, lumbrokinase
komersial tersebut diperkirakan juga berasal dari cacing L. rubellus. Presipitat
protein L. rubellus menunjukkan hasil yang berbeda. Sampel enzim ini
memiliki 7 pita hasil digesti fibrinogen, dimana 4 pita teratas memiliki posisi
yang sama seperti kedua sampel enzim lainnya, sedangkan 3 pita lainnya
berbeda posisinya. Sebagai perbandingan, berdasarkan amalisis zimogram
kasein 12% yang dilakukan oleh Yanti (2003), ekstrak protease kasar L.
rubellus memiliki enam pita enzim proteolitik dengan ukuran bobot molekul

20, 23, 26, 31, 36, dan 41 kD.

B. EVALUASI PENGARUH TEPUNG CACING TANAH Lumbricus rubellus
TERHADAP BEBERAPA PARAMETER ATEROSKLEROSIS SECARA

in vivo

Parameter-parameter aterosklerosis yang digunakan pada uji ini secara
umum dapat dibagi menjadi tiga, yaitu: (1) parameter fibrinolitik, (2) kadar
giukosa, dan (3) kadar trigliserida. Parameter-parameter fibrinolitik yang diukur
meliputi kadar trombosit, konsentrasi D-dimer, waktu protrombin, retraksi
bekuan, dan waktu lisis bekuan darah utuh. Parameter-parameter di atas diukur
dengan metode yang sesuai, dengan menggunakan sampel darah monyet ekor
panjang Macaca fascicularis normal/sehat. Data hasil pengukuran diberikan
secara lengkap pada Lampiran 3. Dosis tepung cacing yang diberikan kepada
kelompok L dan H berturut-turut sebesar 150 mg dan 450 mg. Dengan
menggunakan Tabel 10, aktivitas enzim pada masing-masing dosts tersebut dapat
dihitung. Tepung cacing L. rubelfus yang diberikan kepada kelompok L dan H
berturut-turut memiliki aktivitas enzim sebesar 69 UA dan 207 UA.

1. Perubahan Berat Badan

Sebelum pengambilan darah dilakukan, berat badan setiap monyet
ditimbang terlebih dahutu. Pada pengambilan darah I (baseline), monyet-
monyet dalam kelompok C memiliki berat badan antara 3.45--3.95 kg dengan
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berat badan rata-rata sebesar 3.65 = 0.25 kg, Monyet-monyet dalam
kelompok L memiliki berat tubuh antara 2.50-3.80 kg dengan berat badan
rata-rata sebesar 3.41 + 0.53 kg. Standar deviasi berat badan pada kelompok
C dan L tidak terlalu besar. Hal ini menunjukkan bahwa berat badan monyet-
monyet pada kelompok C dan L tidak berbeda jauh satu sama lain. Monyet-
monyet dalam kelompok H memiliki berat badan antara 2.95-5.90 kg dengan
berat badan rata-rata sebesar 4.24 + 1.12 kg. Jika dibandingkan dengan nilai
standar deviasi kelompok C, kelompok H mermiliki standar deviasi yang jauh
lebih besar. Hal ini disebabkan oleh perbedaan berat badan antara monyet
yang berbobot paling ringan dengan yang paling berat dalam kelompok
tersebut mencapai 50%, yaitu sebesar 2.95 kg. Nilai berat badan rata-rata
pada kelompok H juga paling besar karena kebanyakan monyet dalam
kelompok int berbadan besar dibandingkan monyet-monyet kelompok lain.

Gambar 6 memperlihatkan perubahan berat badan selama penelitian.
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Gambar 6. Perubahan berat badan rata-rata

Pada pengambilan darah Ii, berat badan rata-rata untuk kelompok C
_terlihat sedikit meningkat sedangkan untuk kelompok L dan H agak menurun.
Berat badan rata-rata untuk kelompok C, L, dan H berturut-turut adalah 3.61
+ 0.23 kg, 3.29 £ 0.52 kg, dan 4.31 + 1.18 kg. Namun nilai-nilai tersebut
tidak berubah secara signifikan dari nilai-nilai sebelumnya. Demikian pula
pada pengambilan darah III, tidak ada perubahan berat badan secara
signifikan meskipun terdapat peningkatan berat badan rata-rata untuk masing-
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masing kelompok jika dibandingkan pada saat pengambilan darah 11. Berat
badan rata-rata untuk kelompok C, 1L, dan H pada pengambilan darah II
berturut-turut adalah 3.73 £ 0.24 kg, 3.37 £ 0.51 kg, dan 4.50 = 1.13 kg.

Pada pengambilan darah IV monyet-monyet dalam kelompok C , L
dan H memaliki berat badan rata-rata berturut-turut sebesar 3.76 + 0.31 kg,
3.30 + 0.47 kg, dan 4.37 + 1.14 kg. Jika dibandingkan pada saat pengambilan
darah I11, milai berat badan rata-rata yang mengalami penurunan terdapat pada
kelompok L dan H. Namun kenaikan itu juga tidak signifikan.

Berdasarkan data berat badan rata-rata, secara umum dapat dinyatakan
bahwa selama penelitian ini tidak ada perubahan berat badan yang signifikan
dari monyet-monyet tersebut. Hal imi menunjukkan bahwa sirup dan tepung
cacing yang digunakan sebagai sampel tidak mempengaruhi nafsu makan
atau asupan pakan pada monyet-monyet tersebut. Seharusnya perbedaan berat
badan monyet-monyet yang digunakan dalam penelitian ini tidak boleh
terlalu jauh satu sama lain. Namun hal ini tetap dilakukan dengan
memepertimbangkan dua hal, yaitu adanya keterbatasan jumlah monyet
dalam seleksi dan faktor kesukaan terhadap sampel sirup dan tepung cacing

yang diberikan pada masa seleksi.

. Kadar Trombosit

Dalam istilah medis trombosit sering juga disebut platelet. Kadar
trombosit merupakan salah satu parameter terapi antitrombosis. Aktivasi
platelet dan ekspresi permukaan dari glikoprotein yang bersifat adhesif
memainkan peranan penting dalam komplikasi trombosis setelah intervensi
koroner (Gawaz ef al., 1996).

Dalam penelitian ini kadar trombosit diukur sebanyak dua kali yaitu
pada pengambilan darah I dan pengambilan darah IV, untuk dua kelompok
saja yaitu kelompok C dan H. Pada pengambilan darah I, kadar trombosit
monyet-monyet pada kelompok C berkisar antara 239411 x 103/uL darah,
dengan rata-rata 328.6 + 75.2 x 10°/uL darah. Untuk kelompok H kadar
trombosit berkisar antara 192-321 x 10%/pL darah, dengan rata-rata 237.0 +
51.5 x 10°/uL darah. Pada pengambilan darah IV, kadar trombosit rata-rata



untuk kelompok C mengalami sedikit penurunan menjadi 327.0 + 55.5 x
10°%/uL darah, sedangkan kadar trombosit rata-rata untuk kelompok H
mengalami sedikit peningkatan menjadi 250.4 = 19.0 x 10%uL darah. Namun
peningkatan dan penurunan kadar trombosit yang terjadi tidak signifikan jika
dibandingkan total jumlah trombosit setiap mikroliter darah. Gambar 7

menggambarkan perubzahan kadar trombosit.
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Gambar 7. Perubahan kadar trombosit rata-rata

Hasil yang diperoleh berbeda dengan hasil yang diperoleh oleh Jin ef
al. (2000), yang melaporkan bahwa uji in vivo lumbrokinase ternyata berdaya
efektif untuk penderita aterosklerosis yang pembuluh darahnya mengalami
pengapuran. Parameter yang diamati adalah kadar trombosit pasien
aterosklerosis yang meningkat sehingga menyulitkan kerja plasminogen
mengural bekuan darah. Terapi lumbrokinase sebagai obat trombolitik
mampu menurunkan kadar {rombosit para pasien tersebut. Perbedaan im
dapat disebabkan oleh penggunaan monyet ekor panjang sehat/normal dalam
penelitian i, sehingga hasil yang diperoleh tidak membenkan gambaran
perubahan kadar trombosit (platelet) secara signifikan. Aterosklerosis
berkaitan erat dengan trombosis. Menurut Li ef al. (2000) trombosis dan
inflamasi melibatkan interaksi platelet-leukosit yang kompleks. Keduanya
adalah proses-proses patofisiologi yang berkaitan erat dengan aktivasi

multiseluler, yang melibatkan platelet, leukosit, dan sel-sel endotelium.



Kadar platelet. normal untuk monyet Macaca fascicularis adalah 300
512 x 10*/uL darah (Fortman et al., 2002). Dengan demikian, kadar trombosit
rata-rata kelompok H pada pengambilan darah I dan IV berada di bawah
kisaran normal tersebut. Sebagai perbandingan, nilai normal trombosit pada
manusia berkisar antara 200-500 x 10*/uL. darah (Gandasoebrata, 2001).
Dengan demikian, kadar trombosit normal pada monyet Macuca fascicularis
tidak berbeda jauh dengan kadar trombosit normal pada manusia. Menurut
Gandasoebrata (2001), ﬁombosit sukar dihitung karena mudah sekali pecah
dan sulit dibedakan dari kotoran-kotoran kecil. Selain itu trombosit
cenderung melekat pada permukaan asing dan menggumpal. Jumlah
trombosit dalam keadaan normal sangat dipengaruhi oleh cara

menghitungnya.

. Konsentrasi D-dimer

D-dimer adalah produk degradasi fibrin spesifik, yang hanya
terbentuk dengan adanya degradasi fibrin oleh plasmin dan bukan karena
degradasi fibrinogen oleh plasmin (Freyburger et al., 1998). Konsentrasi D-
dimer plasma meningkat pada penderita trombosis vena akut karena D-dimer
adalah penanda (marker) pembentukan fibrin dan fibrinolisis yang reaktif.
Pada uji klinis, konsentrasi D-dimer yang rendah berguna untuk menyatakan
tidak adanya trombosis akut. Diantara individu-individu yang sehat terdapat
variabilitas konsentrasi D-dimer yang signifikan dalam kisaran normal. D-
dimer dapat mewakili adanya keseimbangan prokoagulan atau faktor-faktor
genetik, tingkat aterosklerosis subklinis, atau adanya kelainan pada proses
koagulasi yang mempengaruhi trombosis koroner (Cushman ef a/., 2003).

Dalam penelitian ini konsentrasi D-dimer dalam plasma darah diukur
sebanyak dua kali yaitu pada pengambilan darah I daq pengambilan darah IV
(Gambar 8). Darah hanya diambil dari dua Iilonyet pada masing-masing
kelompok C dan H. Konsentrasi D-dimer pada keempat monyet tersebut
adalah 0.1 mg/L, baik pada pengambilan darah I maupun pengambilan darah
IV. Sebagai perbandingan, nilai rujukan normal konsentrasi D-dimer untuk

manusia adalah <0.3 mg/L. Belum ada data penelitian sebeluﬁmya mengenai
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konsentrasi D-dimer normal pada Macaca fascicularis. Dengan demikian
dapat dinyatakan bahwa tidak ada perubahan konsentrasi D-dimer akibat
pembernan tepung cacing. Penggunaan monyet sehat/normal dalam penelitian
ini memjadt alasan utama tidak adanya perubahan konsentrasi D-dimer.
Peningkatan konsentrasi D-dimer jauh lebih mudah diamati pada kasus-kasus

trombosis.
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Gambar 8. Konsenirasi D-dimer

Berkaitan dengan hubungan antara D-dimer dan beberapa faktor
resiko untuk trombosis vena, konsentrasi D-dimer yang lebth tinggi
diasosiasikan dengan umur yang lebih tua, ras bukan kulit putih, dan faktor
VIII:c yang lebih tinggi. Asosiasi antara D-dimer dan trombosis lebih tinggi
pada wanita daripada pria. Konsentrasi D-dimer memang lebih tinggi dengan
adanya faktor V Leiden, protrombin 20210A, atau peningkatan faktor VIiL:c.
Ketiga hal tersebut dikenal sebagai faktor-faktor resiko umum untuk
trombosis. Namun demikian D-dimer tetap dihubungkan dengan trombosis
tanpa dipengaruhi faktor-faktor tersebut (Cushman ef a/., 2003).

Waktu Protrombin (Prothrombin Time)

Uji waktu protrombin kebanyakan digunakan untuk mendeteksi
masalah-masalah pendarahan yang potensial. Waktu protrombin yang

abnormal atau semakin lama biasanya mengindikasikan penurunan kadar satu
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atau beberapa faktor pada jalur ekstrinsik atau jalur umum koagulasi darah.
Kondisi ini dapat disebabkan oleh kelainan koagulasi turunan, kekurangan
vitamin K, penyakit liver, atau pemberian obat. Waktu protrombin juga
merupakan analisis laboratorium yang paling umum dilakukan untuk
memonitor terapi antikoagulan yang diberikan secara oral, karena uji ini
sensitif terhadap faktor i, VI, dan X (Hirsh dan Hull, 1987). Uji in1 dapat
digunakan untuk menganalisis faktor-faktor pada sistem ekstrinsik, yaitu
faktor II, V, VI, dan X. Uji waktu protrombin tidak sensitif terhadap
defisiensi sistem koagulasi intrinsik (faktor VIII, IX, XI, dan XII) atau
disfungsi platelet dan tidak dapat digunakan untuk memonitor terapi heparin.
Nilai waktu protrombin dapat dinyatakan dengan satuan detik atau INR.

Mekanisme lumbrokinase dalam memperpanjang waktu protrombin
diduga berkaitan dengan peranannya sebagai zat aktivator plasminogen.
Dengan adanya lumbrokinase, aktivasi plasminogen menjadi plasmin akan
semakin cepat. Plasmin adalah enzim proteolitik yang menyerupai tripsin.
Selain mencerna fibrin dan fibrinogen, plasmin juga menguraikan faktor VIII,
faktor V, dan faktor X1II (Sacher dan McPherson, 2000). Dengan terurainya
faktor V, prottombin tidak dapat berubah menjadi trombin. Hal mi
menyebabkan protrombin berada dalam jumlah berlebih. Berkaitan dengan
sistem homeostasis dalam tubuh, pembentukan protrombin akan diperlambat
hingga keseimbangan tercapai kembali.

Dalam penelitian ini waktu protrombin diukur pada pengambilan
darah I dan pengambilan darah IV untuk dua kelompok, yaitu kelompok C
dan H. Untuk kelompok C, pada pengambilan darah I nilai waktu protrombin
rata-rata adalah 13.7 + 0.61 detik (INR: 0.78 + 0.04) dan sedikit meningkat
menjadi 14.5 = 0.48 detik (INR: 0.96 & 0.05) pada pengambilan darah IV.
Untuk kelompok H, waktu protrombin rata-rata pada pengambilan darah I
adalah 13,5 + 031 detik (INR: 0.78 = 0.04) dan mengalami sedikit
peningkatan hingga 14.9 + 0.70 detik (INR: 1.00 = 0.07). Nilai-nilai waktu
protrombin pada penelitian ini berada di luar kisaran nilai rujukan waktu
protrombin normal pada Macaca fascicularis, yaitu sebesar 9.9-11.1 detik
(Fortman et al., 2002). Perbedaan ini dapat disebabkan oleh berbagai faktor
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dan kondisi pada saat penelitian dan pengukuran. Sebagai perbandingan, nilai
ryjukan normal wakiu protrombin untuk manusia adalah 12-18 detik.
Berdasarkan data yang diperoleh tidak ada perubahan waktu protrombin
secara signifikan pada kedua kelompok tersebut. Hal ini menyatakan bahwa
pemberian tepung cacing pada monyet sehat/normal tidak mempengaruhi
faktor-faktor ekstrinsik yang berperan dalam koagulasi darah dan tidak
menyebabkan kelainan pada jalur umum koagulasi secara normal. Dengan
demikian aktivitas fibrinolitik lumbrokinase pada tepung cacing tidak
menyebabkan timbulnya pendarahan. Gambar 9 memperiihatkan perubahan

nilai waktu protrombin rata-rata.
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Menurut Gandasoebrata (2001) jika fakior-faktor lain dalam proses
pembekuan darah pada jalur ekstrinsik normal, maka waktu protrombin
menjadi ukuran untuk aktivitas protrombin. Prinsip dasar uji ini adalah pada
plasma diberikan sejumlah tromboplastin dan ion kalsium yang optimal dan
lamanya waktu untuk membentuk fibnn diukur. Uji waktu protrombin
dipengaruhi oleh kualitas tromboplastin yang digunakan dan teknik
pengwjiannya. Oleh karena itu, pengujian ini setidaknya harus selalu disertai

kontrol dengan plasma normal.

Retraksi Bekuan

Menurut Gandasoebrata (2001) retraksi bekuan digunakan untuk
menguji fungst trombosit. Setelah darah membeku, bekuan darah mengerut
dan pada proses pengerutan itu sejumlah serum akan keluar dari bekvan
sehingga bekuan itun menjadi kenyal. Proses ini ditentukan oleh jumlah
trombosit per volume darah dan fungsi trombosit. Sebenarnya retraksi itu
ditentukan oleh faktor-faktor lain, seperti kadar fibrinogen, jenis permukaan
yang bersentuhan dengan darah beku, dan faktor-faktor lain dalam serum.

Pada penelitian ini perubahan volume serum diamati pada setiap
kelompok setiap kali pengambilan darah dilakukan (Gambar 10). Pada
pengambilan darah I (baseline), kelompok C memiliki volume serum rata-rata
yang paling tinggi yaitu 37.6 £ 6.4%. Kelompok L dan H memiliki volume
serum rata-rata berturut-turut sebesar 30.0 + 7.9% dan 33.0 + 4.5%.
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Pada pengambilan darah II, volume serum rata-rata pada masing-
masing kelompok meningkat. Kelompok C memiliki volume serum rata-rata
tertinggi yaitu 47.0 £ 12.0%. Nilai standar deviasi pada kelompok ini cukup
besar karena adanya perbedaan volume serum antarindividu yang berkisar
antara 30-60%. Volume serum rata-rata kelompok L adalah sebesar 39.0 +
15.2%. Nilat standar deviasi pada kelompok ini juga cukup besar karepa
adanya perbedaan volume serum antarindividu yang berkisar antara 20-60%.
Perbedaan volume serum antarindividu pada kelompok H tidak teriaiu jauh
dibandingkan kedua kelompok lainnya yaitu berkisar antara 30-50%,
sehingga nilai standar deviasi pada kelompok ini juga relatif lebih kecil.
Nilai volume serum rata-rata kelompok H sebesar 39.0 + 7.4%.

Pada pengambilan darah III, kelompok H memiliki volume serum
rata-rata paling tinggi sebesar 57.6 + 15.4%. Standar deviasi cukup besar
karena perbedaan volume serum antarindividu yang cukup besar pula yaitu
berkisar antara 40-80%. Nilai volume serum rata-rata terendah dimiliki oleh
kelompok C yaitu 443 =+ 21.1%, dengan perbedaan volume serum
antarindividu berkisar antara 16.7-75%. Kelompok L memiliki volume serum
rata-rata sebesar 51.2 + 23.1%. Perbedaan volume serum antarindividu pada
kelompok C berkisar antara 14-70%. Pada pengambilan darah IV, volume
serum rata-rata pada masing-masing kelompok berada di atas 50% dan tidak
berbeda jauh satu sama lain. Volume serum rata-rata pada kelompok C, L,
dant H berturut-turut adalah 54.0 & 19.5%, 52.0 + 10.4%, dan 55.0 + 11.2%.
Persentase perubahan volume serum antara pengambilan darah I dan IV
untuk kelompok C, L, dan H berturut-turut sebesar 30.37%, 42.31%, dan
40.00%.

Berdasarkan data volume serum terlihat adanya perubahan volume
serum akibat pemberian tepung cacing L.rubellus. Jika dibandingkan dengan
persentase perubahan volume serum pada kelompok kontrol (C), persentase
perubahan volume serum pada kelompok yang diberi tepung cacing L.
rubellus (kelompok L dan H) mencapai 40% atau kurang lebih lebih tinggi
10% daripada kelompok kontrol. Belum ada data mengenai kisaran normal
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volume serum untuk monyet Macaca fascicularis sehingga nilai tersebut sulit
untuk dibandingkan. Volume serum yang dikeluarkan secara spontan dari
bekuan menjadi ukuran bagi retraksi bekuan yang terjadi. Untuk manusia
dalam keadaan normal, jumlah serum itu 40-60% dan jumlah darah. Jika
kurang dari 40% mungkin berarti abnormal (Gandasoebrata, 2001). Jika
mengacu pada kisaran normal volume serum untuk manusia, nilai-nilai
volume serum rata-trata pada penelitian im masih berada dalam batas normal.
Hal ini menunjukkan bahwa pada monyet sehat/normal fungsi trombosit tidak

terganggu oleil adanya administrasi tepung cacing L. rubel{us secara oral.

Waktu Lisis Bekuan Darah Utuh (Whole Blood Clot Lysis Time)

Uji ini dapat digunakan untuk mengevalvasi aktivitas fibrinolitik. Uji
ini sangat mudah dilakukan dengan menggunakan bekuan darah hasil retraksi
bekuan. Selain mengukur jumiah serum, konsistensi bekuan yang terbentuk
harus diperhatikan. Konsistensi itu harus kenyal. Jika retraksi tidak terjadi
dengan baik, konsistensi bekuan menjadi lembek dan lapuk sehingga bekuan
iebih mudah dapat dipecahkan (Gandasoebrata, 2001). Peningkatan aktivitas
fibrinolitik menyebabkan waktu lisis bekuan darah utuh menjadi semakin
singkat, sebaliknya penurunan aktivitas fibrinolitik menyebabkan waktu lisis
bekuan darah utuh menjadi semakin lama. Gambar Il menggambarkan

perubahan waktu lisis bekuan darah utuh rata-rata selama penelitian.
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Pada penelitian ini waktu lisis bekuan darah utuh diamati pada semua
kelompok perlakuan setiap kali pengambilan darah dilakukan. Pada
pengambilan darah I (baseline), kelompok H memiliki waktu lisis rata-rata
paling lama yaitu 105.6 + 13.1 jam. Kelompok L memiliki waktu lisis rata-
rata tercepat yaitu 81.6 + 13.1 jam. Waktu lisis rata-rata pada kelompok C
adalah 91.2 £ 20.1 jam.

Pada pengambilan darah Il waktu lisis rata-rata pada masing-masing
kelompok perlakuan menjadi semakin cepat, terutama pada kelompok H
dengan waktu lisis 67.2 + 35.6 jam, sekitar 40 jam lebih cepat daripada waktu
lisis rata-rata pada pengambilan darah I (baseline). Kelompok L memiliki
waktu lisis rata-rata 67.2 + 42.9 jam. Kelompok C memiliki waktu lisis rata-
rata sekitar 5 jam lebih cepat daripada waktu lisis rata-rata pada pengambilan
darah I, yaitu 86.4 = 40.2 jam. Nilai standar deviasi pada masing-masing
kelompok sangat besar karena perbedaan waktu lisis antarindividu pada
masing-masing kelompok yang sangat bervariasi antara 24—120 jam.

Peningkatan nilai waktu lisis rata-rata terdapat pada pengambilan
darah ke HI. Kelompok C memiliki nilai waktu lisis rata-rata yang sama
dengan kelompok L sebesar 100.8 & 20.1 jam, sedangkan nilai waktu lisis
rata-rata kelompok H menjadi 81.6 + 36.4 jam. Dengan demikian, kelompok
L mengalami peningkatan waktu lisis rata-rata paling tinggi dibandingkan
pada pengamatan sebelumnya yaitu sekitar 34 jam. Sebagai perbandingan,
waktu lisis rata-rata kelompok C dan H hanya meningkat sekitar 14 jam.

Pada pengambilan darah 1V, waktu lisis rata-rata kelompok C tidak
mengalami perubahan, hanya mengalami sedikit peningkatan pada nilai
standar deviasinya, yaitu sebesar 100.8 £ 26.3 jam. Peningkatan waktu lisis
rata-rata terdapat pada kelompok L dan H. Kelompok L mengalami
peningkatan waktu lisis rata-rata sekitar 5 Jam dibandingkan pengamatan
sebelumnya menjadi 105.6 = 13.1 jam. Kelompok H memiliki nilai waktu
lisis rata-rata yang sama dengan kelompok L, namun peningkatan nilat
tersebut lebih tinggi dibandingkan kelompok L yaitu sekitar 24 jam.

Pada uji waktu lisis bekuan darah utuh ini, nilai-nilai yang diperoleh

sangat sulit untuk diinterpretasikan. Walaupun terdapat penurunan mnilai

51



waktu lisis rata-rata pada pengambilan darah I dibandingkan dengan
baseline, standar deviasi pada masing-masing kelompok sangat besar
dibandingkan dengan standar deviasi pada saat pengambilan darah yang lain.
Hal ini menunjukkan perbedaan waktu lisis antarindividu pada masing-
masing kelompok yang sangat javh. Oleh karena itu, penurunan waktu lisis
tersebut tidak dapat dikatakan signifikan. Secara umum dapat dinyatakan
bahwa tidak ada perubahan nilai waktu lisis rata-rata yang signifikan. Dengan
dernikian, administrasi oral tepung cacing L. rubellus pada monyet Macaca
Jascicularis normal/sehat tidak menyebabkan perubahan nilai parameter
waktu lisis bekuan darah utuh secara signifikan.

Pada saat dilakukan uji ini, pengamatan secara kualitatif juga
dilakukan pada ukuran dan konsistensi bekuan darah yang terbentuk.
Pengamatan tersebut menunjukkan bahwa pada kelompok H yang diberi
tepung cacing L. rubellus dengan dosis yang paling tinggi, ukuran bekuan
darah lebih kecil dan konsistensinya lebih lembek/rapuh dibandingkan
dengan bekuan darah pada kelompok C dan L. Hal ini dapat disebabkan oleh
penurunan kadar fibrin yang lebih besar pada sampel darah dari monyet-
monyet kelompok H dibandingkan dengan sampel darah dari kelompok C
dan L.

Kadar Glukosa

Penyebab kematian dan kesakitan yang utama pada penderita diabetes
mellitus (batk DM tipe 1 maupun DM tipe 2) adalah penyakit pembuluh
darah. Salah satu penyakit tersebut adaiah aterosklerosis. Hipotesis terbaru
mengatakan bahwa awal tejadinya lesi aterosklerosis yaitu berupa disfungsi
sel-sel endotelium. Disfungsi endotelium telah didokumentasikan pada
pasien-pasien yang menderita diabetes dan individu-individu dengan
resistensi insulin atau beresiko tinggi untuk terkena diabetes tipe 2 (Calles-
Escandon dan Cipolla, 2001). Enzim trombolitik secara normal dihasilkan
oleh sel-sel endotelium pada pembuluh darah. Dengan bertambahnya usia,
produksi enzim ini mulai menurun sehingga darah menjadi Iebih rentan

terhadap koagulasi (Holsworth, 2002). Enzim trombolitik yang sangat
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penting adalah plasmin. Plasmin terbentuk dari plasminogen dengan adanya
tissue plasminogen activator (t-PA). Regulator utama dari t-PA adalah
plasminogen activator inhibitor (PAI) dimana PAI-I berperan paling
menonjol. Pada pasien dengan disfungsi endotel, kadar PAI-1 mengalami
peningkatan yang akan menghambat pemecahan/penguraian endapan fibrin
yang terdapat pada bagian dalam dinding pembuluh darah. Beberapa peneliti
mendapatkan bahwa PAI-1 berperan penting dalam proses terjadinya dan
progresivitas aterosklerosis (Calles-Escandon dan Cipolla, 2001). Dengan
demikian, kadar glukosa merupakan salah satu parameter penyakit
aterosklerosis yang penting.

Pada penelitian ini dilakukan uji kadar glukosa untuk mengetahui ada
tidaknya pengaruh pemberian tepung cacing L. rubellus secara oral pada
kadar glukosa sewaktu monyet Macaca fascicularis sehat. Perubahan kadar
giukosa diamati pada masing-masing kelompok perlakuan pada pengambilan
darah I dan IV (Gambar 12).
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Gambar 12. Perubahan kadar glukosa darah rata-rata

Pada pengambilan darah I (baseline), kadar glukosa rata-rata pada
kelompok L dan H berturut-turut sebesar 80.4 + 39.6 mg/dL dan 75.0 = 31.5
mg/dl.. Kedua kelompok tersebut memiliki standar deviasi yang tinggi
dibandingkan kelompok C. Hal ini disebabkan oleh perbedaan kadar glukosa



antarindividu yang berbeda jauh satu sama lain dalam kelompok yang sama.
Kelompok C memiliki kadar glukosa rata-rata yaitu 85.4 + 18.0 mg/dL.

Pada pengambilan darah IV terdapat sedikit penurunan kadar glukosa
rata-rata pada setiap kelompok perlakuan. Kadar glukosa rata-rata pada
kelompok C dan L menurun sebesar 4.2 mg/dL berturut-turut menjadi 81.2
25.5 mg/dL dan 76.2 + 54.2 mg/dL. Pada kelompok H kadar gluikosa rata-rata
menjadi 61.4 + 23.8 mg/dL atau turun sebesar 13.2 mg/dL dari pengambilan
darah 1. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa kadar glukosa rata-rata
pada masing-masing kelompok perlakuan mengalami penurunan, namun
penurunan tersebut tidak signifikan. Menurut Verlangieri et af. (1985) kadar
glukosa normal pada monyet Macaca fascicularis jantan dewasa berkisar
antara 44-84 mg/dL. Dengan demikian, kadar glukosa rata-rata yang
diperoleh pada penelitian ini semuanya masih berada dalam kisaran normat,
kecuali untuk kelompok C pada pengambilan darah I yang berada sedikit di
atas kisaran normal. Sebagai perbandingan, kadar glukosa normal pada
manusia berkisar antara 70-110 mg/dL. Mekanisme lumbrokinase dalam
menurunkan kadar glukosa belum diketahui dengan pasti. Akan tetapi,
beberapa produsen lumbrokinase komersial mengklaim bahwa produk
mereka dapat menurunkan kadar glukosa secara signifikan pada penderita
diabetes mellitus tipe 2 tahap awal hingga intermediat.

. Kadar Trigliserida

Pengukuran kadar trigliserida dapat digunakan untuk diagnosis dan
perawatan pasien yang menderita diabetes mellitus, nefrosis, kerusakan hati,
kelainan metabolisme lipid, dan penyakit-penyakit endokrin lainnya. Martins
et al. (2003) menyatakan bahwa kadar kolesterol, trigliserida, dan lipid-lipid
lain merupakan penanda penyakit aterosklerosis terbaik. Pen}akit
aterosklerosis yang bertalian erat dengan penyimpangan metabolisme
trigliserida dan kolesterol dalam tubuh merupakan penyebab timbulnya
penyakit kardiovaskuler (American Heart Association, 2001).

Pada penelitian ini uji kadar trigliserida dilakukan pada masing-

masing kelompok perlakuan pada pengambilan darah I dan IV. Ada beberapa
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kadar trigliserida yang tidak terukur oieh alat Hal ini disebabkan karena
kadar trigliserida tersebut berada di luar kisaran kadar trigliserida yang dapat
terukur alat. Pada pengambilan darah I, hanya dua individu pada kelompok C
yang terukur kadar trigliseridanya, dengan rata-rata 92.0 £ 24.0 mg/dL. Pada
masing-masing kelompok L dan H ada satu individu yang tidak terukur kadar
trigliseridanya. Kadar trigliserida rata-rata pada kelompok L dan H berturut-
turut adalah 91.0 £ 15.0 mg/dL dan 103.0 + 24.5 mg/dL.

Pada pengambilan darah IV, ada satu individu pada kelompok L yang
tidak terukur kadar trigliseridanya, sedangkan individu-individu pada
kelompok C dan H terukur semua kadar trigliseridanya. Kelompok L
memiliki kadar trigliserida rata-rata sebesar 79.3 = 7.7 mg/dL. Nilai rata-rata
tersebut berbeda jauh dengan nilai rata-rata pada kedua kelompok laimnnya.
Kelompok C dan H memiliki kadar trigliserida rata-rata yang hampir sama,
berturut-turut sebesar 28.2 + 5.4 mg/dL dan 29.2 + 7.8 mg/dL. Berdasarkan
data yang diperoleh, pengaruh pemberian tepung cacing tanah L. rubellus
terhadap kadar trigliserida masih belum dapat disimpulkan pada penelitian i
karena kadar trigliserida pada pengambilan darah 1 dan IV tidak dapat
dibandingkan. Menurut Verlangieri et al. (1985) kadar trighiserida normal
pada monyet Macaca fascicularis jantan dewasa berkisar antara 35-100
mg/dL. Sebagai perbandingan, kadar trigliserida normal pada manusia <200
myg/dL.

Berdasarkan data yang diperoleh, secara umum dapat dinyatakan

bahwa pemberian tepung cacing L. rubellus secara oral kepada monyet ekor

panjang sehat/normal tidak menimbulkan perubahan secara signifikan pada

parameter-parameter uji yang diukur. Sebagai perbandingan, Subandrio (data

tidak dipublikasikan) memberikan presipitat protein cacing L. rubellus

(presipitasi menggunakan amonium sulfat 65%) secara oral dengan dosis yang

sama kepada monyet ekor panjang sehat/normal. Presipitat tersebut memiliki

aktivitas spesifik dan aktivitas per gram sampel berturut-turut 3.5 kali dan 7 kali

lebih besar daripada tepung cacing L. rubellus. Pemberian presipitat tersebut juga

tidak menimbulkan perubahan signifikan pada parameter-parameter Wi yang

sama. Hal ini menunjukkan bahwa kedua sampe] tersebut aman dan tidak foksik.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

Cacing tanah Lumbricus rubellus memiliki potensi yang sangat besar
sebagai antitrombosis karena mengandung lumbrokinase, suatu protease yang
bersifat fibrinolitik. Hal ini terbukti dari uj1 aktivitas fibrinolitik yang dilakukan
secara in vitro menggunakan dua metode, yaitu cakram fibrin dan zimogram.
Pada metode cakram fibrin, aktivitas fibrinolittk ditandai dengan terbentuknya
area berwarna bening (halo). Ekstrak protease kasar dan presipitat protease
cacing L. rubellus menunjukkan aktivitas fibrinolitik yang terus meningkat
hingga 24 jam pada inkubasi dengan suhu 37°C. Kedua enzim tersebut memiliki
aktivitas fibrinolitik yang hampir sama dengan lumbrokinase komersial pada
cakram fibrin yang sama. Pada analisis zimogram, digesti substrat fibrinogen
ditunjukkan dengan pita-pita berwarna bening berlatar belakang biru. Ekstrak
protease kasar L. rubelfus dan lumbrokinase komersial masing-masing memiliki
6 pita hasil digesti fibrinogen pada posist yang sama, Oleh karena itu,
lumbrokinase komersial tersebut diperkirakan juga berasal dari cacmg L.
rubellus. Presipitat protease L. rubelfus menunjukkan hasil yang berbeda. Sampel
enzim ini memiliki 7 pita hasil digesti fibrinogen, dimana 4 pita teratas memiliki
posisi yang sama seperti kedua sampel enzim lainnya, sedangkan 3 pita lainnya
berbeda posisinya.

Evaluasi pengaruh tepung cacing L. rubellus pada beberapa parameter
aterosklerosis menggunakan monyet c¢kor panjang Macaca fascicularis
normal/sehat menunjukkan bahwa tidak ada perubahan yang signifikan untuk
masing-masing parameter uji selama penelitian berlangsung Hasil uji ini
menunjukkan bahwa tepung cacing L. ruwbeilus tidak berpengaruh negatif
terhadap parameter-parameter aterosklerosis yang diuji dan aman untuk
dikonsumsi. Selain itu, tidak adanya perubahan berat badan secara signifikan
menunjukkan bahwa tepung cacing tidak mempengaruhi nafsu makan atau
asupan pakan pada monyet-monyet yang digunakan.

Konsentrasi protein pada ekstrak protease kasar L. rubellus ternyata lebih

besar daripada lumbrokinase komersial, berturut-turut sebesar 1.93 mg/mL dan



0.50 mg/mL. Aktivitas enzim lumbrokinase komersial lebih besar daripada

aktivitas enzim ekstrak protease kasar L. rubellus, berturut-turut sebesar (.99

UA/mL dan 0.88 UA/mL. Nilai aktivitas spesifik dan aktivitas enzim per gram

sampel lumbrokinase komersial sedikit lebih besar dibandingkan ekstrak protease .

kasar L. rubellus. Nilai aktivitas spesifik lumbrokinase komersial dan ekstrak

protease kasar L. rubellus berturnt-turut sebesar 0.46 UA/mg dan 0.51 UA/mg,

dengan nilai aktivitas enzim per gram sampel berturut-turut sebesar 44.21 UA/g
dan 49.29 UA/g.

B. SARAN

Berkaitan dengan penelitian ini ada beberapa saran yang diharapkan dapat

berguna untuk penelitian selanjutnya:

1.

Untuk memperoleh hasil evaluasi aktivitas fibrinolitik yang signifikan
disarankan untuk menggunakan monyet Macaca fascicularis yang menderita
aterosklerosis, dengan cara pemberian pakan tinggi lemak.

Jumlah monyet yang digunakan dapat diperbanyak untuk memberikan hasil
yang lebih tepat dan akurat, misalnya 20 ekor dalam satu kelompok.
Monyet-monyet yang digunakan sedapat mungkin memiliki kesamaan dalam
hal umur dan pemberian diet. Umur dapat ditentukan berdasarkan susunan
gigi. Pemberian diet berupa pakan normal yang sama, tetapi harus dipastikan
tidak mengandung bahan makanan yang memiliki akfivitas fibrinolitik.

Fase seleksi dan adaptasi monyet sebaiknya diperpanjang untuk memperoleh
monyet-monyet yang memiliki tingkat kesukaan yang tinggi terhadap tepung
cacing.

Dosis tepung cacing sebaiknya dibagi tiga dan diberikan tiga kali sehari untuk
memperoleh efek fibrinolitik yang lebih optimal.

Untuk aplikasi lumbrokinase secara komersial, disarankan untuk melakukan
uji toksisitas menggunakan tikus, misalnya dengan mengulzur kadar
monooksigenase pada hati tikus.

Pemasaran tepung cacing sebagai neutraceutical dapat dilakukan dalam

bentuk kapsul yang berisi tepung cacing dengan dosis tertentu.
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Lampiran 1. Larutan pereaksi

Pereaksi A
Komposisi larutan terdin dari 29.2 g akrilamida dan 0.8 g bis-akrilamida yang
dilarutkan dalam 50 mL akuades dan diaduk dengan stirrer hingga homogen.

Pereaksi B
Komposisi laratan terdiri dari 75 mL bufer Tris-HCI 2 M pH 8.8, 4 mL SDS 10%
b/v, dan ditera dengan akuades hingga volume total 100 ml..

Bufer Tris-HCI 2 M pH 8.8

Sebanyak 24.228 g Tris dilarutkan dalam 100 mL akuades (ditambahkan sedikit-
sedikit) sambil diaduk dengan stirrer hingga larut, lalu ditera pH-nya hingga 8.8
dengan penambahan HC1 2 M.

SDS 10% b/v
Sebanyak 10 g SDS dilarutkan dalam akuades (ditambahkan sedikit-sedikit) sambil
diaduk dengan stirrer, lalu ditera hingga volume total 100 ml. Pengadukan

dilakukan pelan-pelan agar larutan tidak berbusa.

Pereaksi C
Komposisi larutan terdiri dari 50 mL bufer Tris-HCI1 1 M pH 6.8, 4 mL SDS 10%
b/v, dan ditera dengan akuades hingga volume total 100 mL.

Bufer Tris-HCI 1 M pH 6.8
Sebanyak 12.114 g Tris dilarutkan dalam 100 ml akuades (ditambahkan sedikit-

sedikit) sambil diaduk dengan stirrer hingga larut, lalu ditera pH-nya hingga 6.8
dengan penambahan HC1 1 M.

Amonium persulfat (APS) 10% b/v
Sebanyak 1 g APS dilarutkan dalam akuades (ditambahkan sedikit-sedikit) sambil

diaduk dengan stirrer, lalu ditera hingga volume tota} 10 mL.
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Bufer elektroforesis

Komposisi larutan terdiri dari 1.8026 g Tuis, 8.6481 g glisin, dan 0.6 g SDS yang
dilarutkan dalam 600 mL akuades sambil diaduk dengan stirrer, lalu ditera pH-nya
hingga 8.3 dengan penambahan HC1 1 N.

Bufer sampel zimogram
Komposisi larutan terdiri dann 1.0 g SDS, 1.25 mL Tris-HCI 1 M pH 6.8, 2.0 mL
gliserol 50 % v/v, dan 2 mL bromfenol birv 1% b/v sambil diaduk dengan stirrer dan

ditera dengan akuades hingga volume total 10 mL.

Gliserol 50% v/v
Sebanyak 50 mL gliserol 100% dicampurkan dengan 50 mlL akuades, lalu diaduk

dengan stirrer.

Bromfenol biru 1% (b/v)
Sebanyak 0.1 g bromfenol biru dilarutkan dengan 10 mL akuades sambil diaduk

dengan stirrer.

Larutan pewarna {(staining solution)
Komposisi larutan terdin dani 1.0 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 450 mL
metanol, dan 100 mL asetat glasial yang diaduk dengan stirrer dan diencerkan

dengan akuades hingga volume total 1000 mL.

Larutan peluntur (destaining solution)
Komposisi larutan terdiri dari 100 mL metanol, dan 100 ml asetat glasial yang

diaduk dengan stirrer dan diencerkan dengan akuades hingga volume total 1000 mlL.

Bufer fosfat 0.2 M pH 8.0

Komposisinya terdiri dari larutan A {0.2 M KH,POy: 2,7217 g KH,PO, dalam 100
mL akuades) dan larutan B (0.2 M K,HPOy: 3.4836 g K,HPO, dalam 100 mL
akuades). Bufer fosfat pH 8.0 dibuat dengan cara menambahkan 5.3 mL larutan A ke
dalam 94.7 mL larutan B, sambil diaduk dan ditera pH-nya hingga mencapai pH 8.0.

Bufer fosfat 50 mM pH 8.0
Dilakukan pengenceran dari stok bufer fosfat 0.2 M pH 8.0 d1 atas.
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Tween 20 2.5% v/v
Sebanyak 2.5 mL Tween 20 dilarutkan dalam 97.5 mL akuades (ditambahkan
sedikit-sedikit) sambil diaduk dengan stirrer hingga larutan homogen.

Sampel enzim (ekstrak protease kasar L. rubellus, presipitat protease L.
rubellus, dan lumbrokinase komersial)

Sebanyak 40 pL sampel enzim dalam 10 I, bufer sampel zimogram, lalu divorteks.

Fibrinogen 0.1% b/v
Sebanyak 0.01 g bovine fibrinogen dilarutkan dalam 10 mL bufer Tris-HCl 50 mM
pH 8.0 {ditambahkan sedikii-sedikit), sambil diaduk dengan stirrer.

Fibrinogen 0.5% b/v
Sebanyak 0.25 g bovine fibrinogen dilarutkan dalam 50 mL bufer Tris-HCI 50 mM
pH 8.0 (ditambahkan sedikit-sedikit), sambil diaduk dengan stirrer.

‘Trombin 50 NI
Sebanyak 25 pL bovine thrombin 2000 NIH dicampurkan dengan 975 uL bufer Tris-
HCI1 50 mM pH 8.0 di dalam tabung eppendorf, lalu divorteks.

Trombin 10 NIH
Dilakukan pengenceran dari trombin 50 NIH di atas.

Bufer Tris-HC1 50 mM pH 8.0
Dilakukan pengenceran dari stok bufer Tris-HCI 2 M pH 8.0.

Bufer Tris-HC1 2 M pH 8.0.
Sebanyak 24.228 g Tris dilarutkan dalam 100 mL akuades (ditambahkan sedikit-

sedikit) sambil diaduk dengan szirrer hingga larut, lalu ditera pH-nya hingga 8.0
dengan penambahan HCI 2 M.

Larutan stok BSA 1 mg/mL
Sebanyak 100 mg BSA dilarutkan dalam 50 mL akuades (ditambahkan sedikit-
sedikit), sambil diaduk pelan-pelan dengan stirrer agar tidak banyak membentuk

busa. Setelah larut, larutan tersebut diencerkan dengan akuades hingga 100 mL.
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Pereaksi Bradford

Sebanyak 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 dilarutkan dalam 50 mL etanol
95%. Setelah itu ditambahkan 100 mL asam fosfat 85% (b/v), lalu diencerkan
dengan akuades sampai 1 L, kemudian disaring dengan kertas saring. Larutan ini

dapat disimpan selama beberapa bulan pada suhu dingin (0—5°C).

Natrium hidroksida 1 M
Sebanyak 4 g NaOH dilarutkan di dalam 100 mL akuades.

Bufer universal

Larutan A; asam sttrat (6.008 g) + KILPOy (3.893 g) + H3BO; (1.769 g) + asam
dietilbarbiturat (5.266 g) dalam 1 L akuades

Larutan B: 0.2 N NaOH

Rumus: 100 mL larutan A + x mL larutan B

pH A (mL) B (mL)
8 100 63.7
9 100 72.7
10 100 80.8
11 100 86.0

Asam klorida1 M
Sebanyak 9.8 mL HCI pekat diencerkan dengan akuades menjadi 72 mL.

Larutan bufer-kasein 2% b/v

Sebanyak 1 g kasein disuspensikan dengan 5 mL akuades di dalam gelas piala 100
mL, kemudian NaOH 1 M dan 30 mL akuades ditambahkan. Pengadukan dilakukan
dengan stirrer hingga semua kasein larut. Setelah itu 5 mL bufer umiversal
ditambahkan dan pi-nya ditepatkan menjadi 8.0 dengan menambahkan HCI 1 M.
Larutan harus tetap diaduk agar tidak terjadi pengéﬁdapan kasein z;kibat penambahan
HCI. Volume larutan ditepatkan hingga 50 mL dengan akuades.

Larutan tirosin standar 5 mM
Sebanyak 45.3 mg tirosin dilarutkan dalam 50 mL akuades. Larutan dapat disimpan

hingga 2 minggu pada suhu 4°C,
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Asam trikloroasetat (TCA) 0.1 M
Sebanyak 16.3 g TCA dilarutkan dalam 1 L akuades.

Natrium karbonat 0.4 M .
Sebanyak 42.397 g Na,COj; difarutkan dalam 1 L akuades.

Pereaksi Folin Ciocalteau
Sebanyak 30 ml larutan Folin-Ciocalteau komersial dilarutkan dalam 60 mL
akuades.
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Lampiran 2. Penentuan dosis tepung cacing

Dosis standar
a. Manusia (asumsi berat badan = 70 kg):
3 kapsul x 250 mg/kapsul = 750 mg
b. Monyet (berat badan rata-rata 4 kg):
0.16 x 750 mg = 120 mg
120 mg + (20% x 120 mg) = 144 mg = 150 mg (pembulatan)
Dosis standar per kg berat badan (BB) monyet = 144 mg/4 kg BB
=36 mg/'kg BB

Dosis tiga kali standar untuk monyet (berat badan rata-rata 4 kg):

3% 120 mg =360 mg
360 mg + (20% x 360 mg) = 432 mg = 450 mg (pembulatan)

Catatan: 0.16 adalah faktor konversi dari manusia {berat badan = 70 kg) ke monyet

(berat badan = 4 kg)
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Lamprran 3. Xurva standar Bradford

Tabel 11. Hubungan antara konsentrasi larutan standar BSA
dengan nilai absorbansi

Konsentrasi BSA Nilai
(mg/mL) absorbansi
0,0 0,000
0,1 0,216
0,2 - 0,357
0.4 0,696
0,6 0,971
0,8 1,043
1,400
1,200 y= ;3416())( ;6 géﬁm
E 0,800 /f/
= ¢
2 0,600 /
£
< 0,400 /,
0,200
L
0,000 4 \ , 3 ‘
0,0 0,2 0,4 06 08

[BSA] mg/ml.

Gambar 13, Kurva standar Bradford
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Tabel 15. Data perubahan waktu protrombin (detik)

Pengambilan Darah

KP 1 v
1 2 3 4 5 R |sp| 1 2 3 4 5 R | sp
C 1144 | 140 [ 129 | 133 1140 { 1370061 | 149 | 120 | 146 | 150 140 | 145 | 048
H {138 13,5 11351137 [ 13,0 1351031 150 [ 160 | 144 | 142 | 150 | 149 | 0,70
Tabel 16. Data perubahan waktu protrombin (INR)
Pengambilan Darah
KP I v
1 2 3 4 5 R |sb| 1| 213 |4 [s5]|RrR|sD
clos log |07 |08 |08 to7|om|1olosilol1o|on!oos|aoes
H |08 |08 | 08 | 68 | 07 1078|004 10| 11710]09]10]1,00]007
Tabel 17. Data perubahan volume serum pada retraksi bekuan (%
Pengambilan Darah
KP I IE I v %Chg
1|2|3i4 |5 R |SD|]t|2|3|4|8| R |spD|j1|2]|3i4|s|rso|1]2]3]4[5]Rrsp
C |40 14535128 401376 |64 (50|60 |40 |30 |35 [ 470|120 75|50 17 |42 | 38| 443|210 |60 |80 | 6o 30| a0 | 540 | 19,5 30,37
L |40130/20:25 |35 {30079 )20 )60 |45|30|40] 390|152 |70 |56 70| 14|46 |51212%0 |60 {6s|as|a0|s0]|3520]10¢]| 23
H [30]35]4030[30{330 |45 (35 404030350390 | 74 |48 {40356 |80 |64]56] 154 40|55 60]50]|70]3550]11,2] s000
Tabel 18. Data perubahan waktu lisis bekuan darah utuh (jam)
Pengambilan Darah
KP I i i v
1) 2| 3|45 R (80|21 |23 |4|5 | R|sp|1]|2 |3 |45 rRIsp|1[2]3]al5] r |sp
Cc |96 120} 72 |96 72| 912 1201 | 72 |24 11420 |96 | 120 | 864 | 402 [ 72| 96 | 96 | 120 [ 120 | 1008 { 20,1 | 120 [ 72 | 120 | 120 [ 72 [ 1008 | 263
L |72 72§19 [ 729 | 816 13,1 [ 120|241 24 | 72| 96 | 672|429 |96 | 120] 72 |20 96 | 1008 | 20,1 | 120 [ 96 | 96 | 120 | 96 | 1056 | 13.1
B | 96120 | 120 | 96 | 96 | 1056 { 13,1 | 72 |24 {120 |48 | 72 | 672|356 |96 | 24 [ 120 | 72 | 96 | 816 | 364 | 96 | 96 | 120 | 120 | 96 | 1056 | 131
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Tabel 19. Data perubahan kadar glukosa (mg/dL)

Pengambilan Darah

KP i v

1|2 ]3| 4is| rRIisplil2]|3}a]|ls]| rR|sD
C |73 | 106 88| 62 198 | 854118060 60 1141103169 |812]255
L | 74] 44 56| 146 |82 | 804 | 396|681 56| 50 117136762 542
H |46] 55 | 7112776750315 50085| 83 1 61 {28614 (238
Tabel 20. Data perubahan kadar trigliserida (mg/dL)

Pengambilan Darah

Kp 1 v

1 | 2] 3] 45 R |sD|1i2|3|4|5| R |sD
C Lo |Lo!t109| Lo | 751 920 L 240 3712725 23| 20] 282 54
L [102172]106] 8 |[Lo] 9,0 1150|7571 |88 Lo | 83179327
H |77 Le 101 | 951030 245 273719 ]37 | 26829278
Keterangan:
KP kelompok
R : nilai rata-rata
SD : nilai standar deviasi
Lo ; tidak terukur oleh alat
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Lampiran 5. Cacing Lumbricus rubellus

Gambar 14. Cacing Lumbricus rubellus
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Lampiran 6. Monyet Macaca fascicularis
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Gambar 16. Penimbangan monyet Macaca fascicularis
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Gambar 17. Pengambilan darah monyet Macaca fascicularis
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Gambar 18. Kandang individu Macaca fascicularis
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