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Abstract
Background: Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) is an infectious tropical disease. The most dominant vector of DHF is the mosquitos Aedes aegypti. In the last five decades the DHF cases have increased by 30 times worldwide. The synthetic insecticides have been the most widely used substance to reduce or eliminate the DHF vector. Beside the synthetic insecticides, some organic components from plants are also useful insecticides. Natural insecticides have  safer effect for human respiratory system, especially the bronchi. A safety test conducted on mammals has shown that herbal anti mosquito vaporizers containing citronella oil induce irritation on the bronchial mucosa. This research aims at identifying the exposure effect of herbal anti mosquito vapor containing extracts of Cymbopogon nardus, Cymbopogon citratus, Lavandula angustifolia, Pogostemon cablin benth, and lemon towards the bronchus histopathology of Rattus norvegicus.
Method: This is an experimental research with post test only control group design. The samples of rattus norvegicus were put into three groups; one control  group (K); and two experimental groups (P) which were given herbal anti mosquito vapor exposures. P1 was treated for 4 days and P2 was treated for 12 days. The Fisher non-parametric test was employed to determine the differences of bronchus histopathological patterns among the groups.
Results: The differences of bronchus histopathologic patterns between K and P1 was significant (p=0.030), but there was also found a pattern of plasma inflammatory and lymphoid focus. On the other side, comparison of both K-P2 (p=0.500) and P1-P2 (p=0.121) showed an insignificant differences.
Conclusion: The exposure of herbal vapor from anti mosquito containing extract Cymbopogon nardus, Cymbopogon citratus, Lavandula angustifolia, Pogostemon cablin benth, and lemon did not affect the histopathologic patterns of rattus norvegicus’s bronchus. A pattern of plasma inflammatory and lymphoid focus was found in P1 group
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Abstak

Latar belakang : Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan penyakit tropis yang sangat menular. Vektor yang paling berperan dalam virus dengue adalah nyamuk Aedes aegypti.  Kejadian DBD di dunia pada lima dekade terakhir telah meningkat 30 kali lipat. Insektisida sintetik masih menjadi tulang punggung dalam mencegah penyebaran vektor DBD. Selain dengan insektisida sintetik, beberapa insektisida alami yang mengandung komponen organik dari tumbuhan juga bermanfaat dalam mengatasi masalah DBD. Insektisida alami memiliki efek yang lebih aman bagi sistem pernapasan manusia, terutama bronkus. Uji keamanan pada mamalia dengan paparan uap minyak serai didapatkan iritasi selaput lendir pada bronkus. Tujuan penelitian  ini adalah untuk mengetahui pengaruh paparan uap herbal anti nyamuk yang mengandung ekstrak serai dapur, serai wangi, lavender, nilam dan lemon terhadap gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus.
Metode : Penelitian menggunakan desain penelitian eksperimental dengan rancangan post-test only control group design. Sampel yang digunakan adalah spesies Rattus norvegicus. Penelitian ini menggunakan 3 kelompok yaitu kelompok kontrol (K) dan 2 kelompok perlakuan yang diberikan paparan uap herbal. P1 diberikan paparan selama 4 hari dan P2 diberikan paparan selama 12 hari. Analisis statistik yang digunakan adalah uji nonparametrik Fisher untuk mengetahui perbedaan gambaran histopatologi bronkus antar kelompok.
Hasil : Terdapat perbedaan gambaran histopatologi bronkus yang bermakna antara K dengan P1 (p=0,030), namun ditemukan gambaran sel radang plasma dan fokus limfoid. Tidak terdapat perbedaan bermakna antara K dengan P2 (p=0,500) dan antara P1 dengan P2 (p=0,121).

Kesimpulan : Paparan uap herbal anti nyamuk yang mengandung ekstrak serai dapur, serai wangi, lavender, nilam dan lemon tidak berpengaruh terhadap gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus. Pada kelompok P1 ditemukan sel radang plasma dan fokus limfoid. 

Kata kunci : Uap herbal antinyamuk, histopatologi bronkus.
PENDAHULUAN
Dengue merupakan salah satu infeksi arboviral paling penting di dunia yang ditularkan oleh nyamuk Aedes khususnya Aedes aegypti dan Aedes albopictus1. Berdasarkan data dari World Health Organization tahun 2013, demam berdarah telah menunjukkan peningkatan 30 kali lipat secara global selama lima dekade terakhir. Sekitar 50 sampai 100 juta infeksi baru diperkirakan terjadi setiap tahun di lebih dari 100 negara endemik. Kasus demam berdarah dengue (DBD) banyak ditemukan di daerah tropis maupun sub-tropis dan merupakan penyebab utama penyakit serius dan kematian di antara anak-anak di beberapa negara Asia dan Amerika Latin2. 
Asia menempati urutan pertama dalam jumlah penderita DBD setiap tahunnya. Indonesia merupakan salah satu negara di Asia yang termasuk dalam negara endemik demam berdarah (DB) atau demam berdarah dengue (DBD) kategori A, yaitu merupakan masalah kesehatan masyarakat yang utama, penyebab rawat inap rumah sakit dan kematian pada anak, hiperendemik pada daerah perkotaan, dan telah menyebar hingga ke daerah pedesaan3. Sementara itu, sejak tahun 2003 sampai tahun 2012 World Health Organization (WHO) mencatat Negara Indonesia termasuk dalam kategori hiperendemik DBD pada semua jenis serotipe dengue dimana paling banyak terjadi pada daerah perkotaan2. 

Vaksin dan obat yang spesifik hingga kini belum ditemukan untuk penanganan kasus DBD, dengan demikian upaya pengendalian nyamuk penyebar virus Dengue menjadi sangat penting untuk menekan jatuhnya korban DBD. Sampai saat ini insektisida sintetik merupakan tulang punggung bagi pencegahan vektor DBD. Keuntungan pemakaian bahan kimiawi ini adalah dapat digunakan dengan cepat, mudah dan murah, sehingga dapat digunakan untuk keadaan gawat darurat, wabah, dan perlindungan terhadap populasi tertentu. Kekurangannya adalah penggunaan insektisida kimiawi dapat menimbulkan resistensi nyamuk dan efek toksik pada manusia4.  

Untuk mengurangi efek toksik dari insektisida kimiawi, maka diperlukan insektisida alternatif yang aman bagi manusia dan lingkungan yang berasal dari tanaman. Masyarakat tradisional sejak dahulu telah banyak menggunakan tanaman untuk mengusir nyamuk. Salah satu tanaman lokal yang telah lama dikenal sebagai antinyamuk adalah serai dapur (Cymbopogon nardus)5.
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Kaliwantoro et al6 tahun 2010 dengan memaparkan hewan coba dengan uap minyak serai dapur selama 5 jam per hari ditemukan bahwa sekalipun daya afikasi uap serai dapur amat baik, namun masih menyebabkan iritasi ringan pada bronkus hewan coba dengan ditemukannya sebukan sel radang kronis yaitu limfosit sebagaimana juga dijumpai pada paparan dengan insektisida sintetik6. Penelitian Kaliwantoro et al7 tahun 2012 mengembangkan mat elektrik berupa ekstrak gel dan padatan antinyamuk dengan bahan aktif yang berasal dari campuran serai wangi, serai dapur, kulit lemon, nilam, dan lavender. Berdasarkan hasil uji afikasi bahwa mat herbal ini mampu memberikan perlindungan yang efektif yakni dengan tingkat mortalitas di atas 80% pada kisaran 5 jam. Hasil ini tidak jauh berbeda dibandingkan sejumlah mat elektrik dengan insektisida sintetik yang dijual di pasaran yang memberikan perlindungan efektifnya pada kisaran 6-7 jam7. 

Hal tersebut mendorong penulis untuk melakukan pengujian terhadap  pengaruh paparan bahan herbal antinyamuk dengan komposisi campuran serai wangi, serai dapur, kulit lemon, nilam, dan lavender terhadap mamalia menggunakan Rattus novergicus yang selanjutnya dilakukan pemeriksaan histopatologi bronkus. Jaringan saluran napas diambil bagian bronkus sebelum percabangan karena pada daerah tersebut masih didapatkan paparan konsentrasi uap herbal yang tinggi.  Pemeriksaan histopatologi ditunjukkan untuk mengetahui adanya rekasi radang yang disebabkan iritasi paparan uap herbal antinyamuk. 
METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental post test only control group design. Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah hewan coba spesies Rattus norvegicus strain wistar dewasa dan sehat yang sudah menjalani aklimatisasi di Laboratorium Imunobiologi Universitas Mataram. Besar sampel penggunaan hewan coba untuk penelitian eksperimental rekomendasi dari WHO adalah minimal 5 ekor tiap kelompok dengan faktor koreksi 20% (penambahan 1 ekor tiap kelompok)8. Oleh karena itu, jumlah hewan coba perkelompok pada penelitian ini adalah enam ekor tikus, dengan jumlah total sampel 18 ekor tikus. Pengambilan sampel dilakukan dengan cara acak sederhana (simple random sampling). 
Penelitian ini menggunakan 3 kelompok, yaitu 1 kelompok kontrol (K) dan 2 kelompok perlakuan (P) yang diberi paparan uap herbal selama 4 hari (P1) dan 12 hari (P2). Paparan uap herbal antinyamuk yang mengandung ekstrak bahan aktif dari tanaman, yaitu campuran serai dapur : serai wangi : lemon : nilam : lavender = 1:6:1:1,5:0,5 dipaparkan selama 5 jam/hari dalam ruangan dengan ukuran 3x4 meter selama 4 hari (P1) dan 12 hari (P2). Hari ke lima dilakukan pengambilan organ bronkus untuk untuk dilakukan pemeriksaan gambaran histopatologi pada kelompok K dan P1, sedangkan untuk kelompok P2 dilakukan pada hari ke-13. 

Gambaran histopatologi bronkus dilihat dengan membuat preparat histopatologi bronkus dengan pengecatan HE (hematoksilin-eosin) dan dibaca dibawah mikroskop dengan pemrbesaran 100x dan 400x untuk melihat ada tidaknya tanda-tanda peradangan atau inflamasi yaitu perubahan vaskular (vasodilatasi dan peningkatan permeabilitas vaskular) darah dan sel radang di jaringan. Sel radang yang dimaksud adalah neutrofil, eosinofil, basofil, limfosit, makrofag, sel mast, dan sel plasma.

Analisis Data

Data yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis dengan menggunakan uji Fisher untuk mengetahui pengaruh paparan uap herbal pengusir nyamuk dengan gambaran histopatologi bronkus pada tikus Rattus norvegicus. Uji fisher digunakan untuk menguji signifikansi hipotesis dua sampel kecil independen bila datanya berbentuk nominal. Setelah dilakukan uji Fisher maka analisis data dilanjutkan dengan perhitungan Odd Ratio untuk mengetahui besarnya risiko paparan uap herbal antinyamuk yang mengandung serai dapur, serai wangi, nilam, lemon, dan lavender terhadap gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus berupa sebukan sel radang jaringan9,10. 

HASIL PENELITIAN 

Hasil pemeriksaan patologi anatomi bronkus 

Hasil pemeriksaan PA bronkus Rattus norvegicus menunjukkan pada kelompok kontrol tidak didapatkan sel radang pada jaringan sedangkan pada kelompok perlakuan selama 4 hari (P1) dan kelompok perlakuan selama 12 hari (P2) didapatkan sel radang jaringan yaitu 66,7% dan 16,7%.   
Tabel 1. Hasil pemeriksaan histopatologi bronkus Rattus norvegicus
	Kelompok
	
	Sel Radang Jaringan

	
	Total sampel 
	Ada 
	Tidak 

	
	
	n
	%
	n
	%

	Kontrol  
	6
	0
	0
	6
	100

	Perlakuan selama 4 hari
	6
	4
	66,7
	2
	33,3

	Perlakuan selama 12 hari
	6
	1
	16,7
	5
	83,3


Keterangan : n= jumlah sampel.

Hasil Analisis Pemeriksaaan Histopatologi Bronkus antar Kelompok

Analisis dilakukan dengan menggunakan uji Fisher yang bertujuan untuk mengevaluasi perbedaan gambaran histopatologi bronkus antar kelompok9. Hasil pengujian didapatkan perbandingan kelompok kontrol (K) dengan kelompok perlakuan selama 4 hari (P1) diperoleh nilai p (0,030) dan berdasarkan hal tersebut didapatkan perbedaan hasil yang signifikan . Pada kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (P2) diperoleh nilai (p=0,500) sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan hasil yang tidak signifikan. Perbedaan hasil yang tidak signifikan juga didapatkan antara kelompok perlakuan selama 4 hari dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (p=0,121).
	Kelompok 
	Nilai p

	Kontrol  – Perlakuan selama 4 hari
	0,030

	Kontrol  – Perlakuan selama 12 hari 
	0,500

	Perlakuan selama 4 hari – Perlakuan selama 12 hari
	0,121


Tabel 2.  Hasil Uji  Fisher pemeriksaan histopatologi bronkus antar kelompok

Kemudian hasil data ini dilakukan pengukuran Odd Ratio untuk mengetahui besarnya risiko paparan uap herbal antinyamuk yang mengandung serai dapur, serai wangi, nilam, lemon, dan lavender terhadap gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus berupa sebukan sel radang jaringan. Hasil Odd Ratio yang didapatkan bermakna karena hasil Odd Ratio dengan Confidence interval 95% melewati nilai 1 baik pada kelompok perlakuan selama 4 hari dan kelompok perlakuan selama 12 hari. Odd Ratio pada kelompok perlakuan selama 4 hari memiliki risiko mengalami peradangan sebesar 10 kali dibandingkan kelompok perlakuan selama 12 hari, sedangkan Odd Ratio kelompok perlakuan selama 12 hari memiliki risiko mengalami peradangan sebesar 0,10 kali dibandingkan kelompok perlakuan selama 4 hari.
Pembahasan

Masyarakat tradisional telah menggunakan tanaman lokal sebagai pengusir nyamuk sejak jaman dahulu, beberapa diantaranya adalah serai dapur, serai wangi, lavender, dan kayu putih5. Zaridah et al11 pada tahun 2003 menyebutkan bahwa minyak esensial citronella (Cymbogon nardus) telah digunakan sebagai antiserangga selama lebih dari 50 tahun. Kombinasi dari beberapa tetes minyak citronella, lemon (Citrus limon), rose (Rosa damascene), lavender, dan minyak basil dengan satu liter air yang sudah dilakukan destilasi akan menghasilkan antiserangga yang efektif dalam ruangan. Aktivitas minyak serai sebagai antiserangga terutama disebabkan oleh efek dari citronellal dan geraniol12. Penelitian Kaliwantoro et al7 pada tahun 2012 juga melakukan uji afikasi terhadap uap herbal antinyamuk dengan campuran serai dapur, serai wangi, lemon, nilam, dan lavender. Berdasarkan hasil penelitian tersebut didapatkan bahwa campuran uap herbal tersebut mampu membunuh nyamuk Aedes aegypti dan Anopheles aconitus hingga 100%7.
Pemeriksaan patologi anatomi (PA) dilakukan untuk mengetahui adanya reaksi radang yang ditimbulkan oleh paparan uap herbal dengan komposisi serai dapur, serai wangi, nilam, lavender, dan lemon yang ditandai dengan adanya sebukan sel radang jaringan. Berdasarkan hasil pemeriksaan PA pada kelompok kontrol (K) yang tidak diberi paparan uap herbal didapatkan bahwa keenam sampel tidak menunjukkan adanya tanda-tanda peradangan ataupun perubahan gambaran histologi pada bronkus. Pada gambaran histologi jaringan bronkus normal (gambar 1) dapat ditemukan limfosit yang berada di dalam lamina propria dan di antara sel-sel epitel yang dinamakan BALT (Bronchus-associated Lymphoid Tissue). 
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Gambar 1. Jaringan Bronkus Normal Tikus Kelompok Kontrol.  Tampak gambaran histologi bronkus normal, potongan melintang  dengan pulasan HE, Perbesaran 100x. 

Pada kelompok perlakuan  P1 yang diberi paparan uap herbal selama 4 hari menunjukkan bahwa 4 dari 6 sampel mengalami perubahan histopatologi yakni terdapat sebukan sel radang yang terdiri atas sel plasma dan limfoid (gambar 2 dan gambar 3). Hal ini tidak sejalan dengan penjelasan Corwin13 pada tahun 2008 yang menyebutkan bahwa limfosit, sel plasma, eusinofil, dan sel mast adalah jenis sel yang muncul pada inflamasi kronis yang merupakan reaksi inflamasi yang berlangsung lebih dari 2 minggu. Limfosit dimobilisasi setiap ada rangsangan imun spesifik dan pada peradangan yang tidak diperantarai sel imun. Limfosit khususnya sel limfosit T memiliki hubungan timbal balik terhadap makrofag pada peradangan kronis, sedangkan sel plasma adalah produk akhir dari aktivasi sel limfosit B yang dapat menghasilkan antibodi14. 

Uji Fisher dilakukan untuk membandingkan pengaruh pemberian uap herbal antinyamuk pada  kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan selama 4 hari dan didapatkan perbedaan bermakna (p=0,030). Hal ini tidak sesuai dengan pembuktian dari United States Environmental Protection Agency15 pada tahun 1997 bahwa efek minyak sitronela pada hewan mamalia secara umum memiliki efek toksik akut yang rendah (toksisitas derajat III), bahkan tidak ada (kategori IV), serta gejala iritasi akan mengilang setelah menghentikan paparan selama lebih kurang 7 hari15. Pada penelitian ini tidak diamati masa klirens yang dibutuhkan untuk hilangnya efek iritasi pada bronkus, sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek tersebut. Hasil yang signifikan ini diduga telah terjadi proses peradangan sebelum dilakukan pemaparan uap herbal antinyamuk yang sudah terjadi lebih dari 2 minggu dengan ditemukannya sel radang kronis pada kelompok perlakuan selama 4 hari13. Kemungkinan lain yang dapat menyebabkan hal tersebut seperti infeksi virus, mikroorganisme penyebab tuberkulosis, dapat mengalami reaksi inflamasi tanpa adanya peradangan akut sebelumnya yang pada dasarnya terjadi sejak awal14. 
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Gambar 2. Gambaran Histopatologi Bronkus Tikus Kelompok P1 (Sel Plasma). Gambar  tanda panah di atas menunjukkan sel plasma pada jaringan bronkus, potongan melintang dengan pulasan HE, perbesaran 400x.
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Gambar 3. Gambaran Histopatologi Bronkus Tikus Kelompok P1 (Fokus Limfoid). Gambar tanda panah di atas menujukkan fokus limfoid pada jaringan bronkus, potongan melintang dengan pulasan HE, perbesaran 100x.

Pada kelompok perlakuan  P2 yang diberi paparan uap herbal selama 12 hari terdapat 5 dari 6 sampel tidak mengalami perubahan histopatologi dan 1 sampel mengalami perubahan histopatologi yakni ditemukan sebukan sel radang berupa fokus limfoid, yang merupakan bentuk respon imun seluler terhadap inhalan yang dihirup. Berdasarkan analisis uji Fisher pada penelitian ini tidak didapatkan perbedaan hasil yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (K2) karena diperoleh nilai p>0,05. Perbedaan hasil yang tidak signifikan juga didapatkan antara kelompok perlakuan selama 4 hari dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (p=0,121). Hasil ini juga sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Kaliwantoro et al6 pada tahun  2010 yang menyatakan bahwa penggunaan minyak serai yang diuapkan selama 5 jam per hari dalam jangka waktu pemakaian dua minggu tidak menyebabkan perubahan patologi bronkus tikus.
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Gambar 4. Gambaran Histopatologi Bronkus Tikus Kelompok P2 (Fokus Limfoid pada satu ekor tikus). Gambar tanda panah di atas menujukkan fokus limfoid pada jaringan bronkus, potongan melintang dengan pulasan HE, perbesaran 100x

Besarnya risiko paparan uap herbal antinyamuk yang mengandung serai dapur, serai wangi, nilam, lemon, dan lavender terhadap gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus pada kelompok perlakuan selama 12 hari (P2) masih lebih ringan daripada kelompok perlakuan selama 4 hari (P1) dalam hal tingkat terjadinya peradangan yang ditimbulkan berupa sebukan sel radang jaringan. Hal ini ditunjukkan dengan nilai Odd Ratio kelompok perlakuan selama 12 hari (P2) yaitu 0,10  kali dibandingkan dengan kelompok perlakuan selama 4 hari (P1). Pada kelompok perlakuan selama 4 hari (P1) besarnya risiko paparan uap herbal antinyamuk terhadap gambaran histopatologi bronkus berupa sebukan sel radang jaringan adalah lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (P2) yang ditunjukkan dengan nilai Odd Ratio kelompok perlakuan selama 4 hari (P1) yaitu 10 kali dibandingkan dengan kelompok perlakuan selama 12 hari (P2). 
Menurut Koul et al12 pestisida yang terbuat dari tanaman memiliki efek samping terhadap lingkungan yang lebih rendah daripada pestisida sintetik. Hal inilah yang membuat masyarakat tertarik untuk mengembangkan penggunaan antinyamuk berbasis tanaman karena dapat mengusir nyamuk dengan konsentrasi yang rendah dan memiliki efek samping yang rendah terhadap lingkungan.
Kelebihan dan kelemahan penelitian

Penelitian untuk mengetahui efek dari paparan uap herbal tehadap kesehatan tidak banyak dilakukan. Penelitian ini memiliki kelebihan yaitu dapat memberikan informasi mengenai pengaruh uap herbal tanaman khususnya tanaman serai dapur, serai wangi, lemon, nilam dan lavender terhadap kesehatan saluran napas, salah satunya bronkus.  

Kekurangan penelitian ini yaitu pembuatan preparat histopatologi yang tidak representatif. Penelitian ini hanya menggunakan satu irisan saja pada setiap jaringan organ brokus karena kendala biaya yang mahal dalam pembuatan slide. Penelitian ini juga tidak dilakukan irisan yang sama pada ketiga kelompok penelitian dan pembacaan preparat hanya dilakukan oleh satu orang spesialis patologi anatomi.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan
Paparan uap herbal anti nyamuk yang mengandung ekstrak serai dapur, serai wangi, lavender, nilam, dan lemon tidak mempengaruhi gambaran histopatologi bronkus Rattus norvegicus. Pada kelompok perlakuan selama 4 hari ditemukan sel radang plasma dan fokus limfoid yang menyulitkan peneliti dalam menyimpulkan penelitian ini. 

Saran

Beberapa hal yang dapat peneliti sarankan untuk memperbaiki penelitian ini:
1. Dilakukan penelitian dengan durasi pemaparan yang lebih lama untuk mengeratahui efek kronis yang ditimbulkan dari uap herbal antinyamuk ini.

2. Mengamati masa klirens yang dibutuhkan untuk hilangnya efek iritasi pada bronkus setelah pemaparan dihentikan. 

3. Peneliti menyarankan kepada pemerintah atau lembaga kesehatan lainnya untuk menggunakan hasil penelitian ini sebagai bahan pertimbangan dalam pengembangan potensi uap herbal kombinasi tanaman serai dapur, serai wangi, lavender, nilam, dan lemon untuk mencegah penyebaran nyamuk Aedes aegypti sebagai vektor penyakit demam berdarah. 
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