 Pengaruh Kombinasi Dekokta Rimpang Zingiber officinale var rubrum dan Imperata cylindrical Terhadap Kadar CRP Serum Tikus Model Osteoartritis
Dipranastri Widyawati*, Dhanti Erma Widiasi**, Doti Wahyuningsih **
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang
Email: dwidyaw@gmail.com

ABSTRAK
Pendahuluan: Osteoartritis (OA) merupakan kelainan sendi kronis yang disebabkan oleh proses degeneratif dan inflamasi yang menyebabkan kerusakan pada kartilago sendi. Pada penelitian sebelumnya diketahui rimpang jahe merah (Zingiber officinale var rubrum) dan rimpang alang-alang (Imperata Cylindrica) memiliki efek antiinflamasi dan antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah (Zingiber officinale var rubrum) dan Rimpang Alang-alang (Imperata cyclindrica) (KDRJMA) dengan cara mengukur C- Reactive Protein (CRP) serum tikus OA. C-Reactive Protein merupakan protein fase akut yang digunakan sebagai penanda terjadinya inflamasi. 
Metode: 25 tikus Wistar jantan berusia 4 bulan dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok kontrol positif (KP), kelompok kontrol negatif (KN), Perlakuan 1 dosis 9+40 mg/ekor/hari (P1), Perlakuan 2 dosis 18+40 mg/ekor/hari  (P2), dan perlakuan 3 dosis 36+40 mg/ekor/hari (P3). Tikus diinduksi dengan Complete Freund’s Adjuvant  (CFA) 0,1 ml/ekor pada intraartikular lutut kanan tikus untuk dibuat model OA. Pemberian KDRJMA diberikan selama 10 hari. Kadar CRP serum dinilai dengan CRP ELISA Kit. Analisis data menggunakan Kruskal-Wallis dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney. Hasil dikatakan signifikan jika p<0.05.
Hasil: Induksi CFA secara statistik tidak meningkatkan kadar CRP serum pada KP (3,435±0,24) terhadap KN (3,307±0,99) secara signifikan (P>0,05). Pemberian KDRJMA pada perlakuan 2 dosis 18±40 mg/ekor/hari (3±0,2) dan perlakuan 3 dosis 36±40 mg/ekor/hari mampu menurunkan kadar CRP serum secara signifikan (P<0,05).
Kesimpulan: Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Alang-alang (KDRJMA) dosis 18+40 mg/ekor/hari (P2) dan  36+40 mg/ekor/hari (P3) mampu menurunkan kadar CRP serum tikus OA.

Kata Kunci: Osteoartritis, Jahe Merah, Alang-Alang, C-Reactive protein.


The Effects of Combination of Zingiber officinale var rubrum and Imperata cylindrica Decoction on the Level of CRP Serum in Osteoarthritic-Induced Wistar Rats

ABSTRACT
Introduction: Osteoarthritis (OA) is a chronic disorder caused by degenerative process and inflammation that lead to damage on the joint cartilage. Previous research showed that red ginger rhizome (Zingiber officinale var rubrum) and cogon grass rhizome (Imperata Cylindrica) had anti-inflammation and antioxidant effect. This research aimed to know the potencial of the combination of red ginger rhizome (Zingiber officinale var rubrum) and cogon grass rhizome (Imperata Cylindrica) (CRGCG) by measuring the OA rats serum C-Reactive Protein (CRP). C-reactive protein is an acute phase protein used as inflammation marker.
Methods: 25 male Wistar rats aged 4 months divided into 5 groups namely positive control group (PC), negative control group (NC), first treatment with dose 9+40 mg/rat/day (T1), second treatment with dose 18+40 mg/rat/day (T2), and third treatment with dose 36+40 mg/rat/day(T3). Rats were induced with Complete Freund’s Adjuvant (CFA) by 0.1 ml/rat on right knee intraarticular of rats to make the OA model. The administration of CRGCG is given for 10 days. The serum CRP level was assessed by CRP ELISA Kit. Data analyzed using Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney test. The result is significant if p<0.05.
Result: The CFA induction statistically did not increase the serum CRP level on KP (3,435±0,24) to KN (3,307±0,99) significantly (P>0,05). The administration of CRGCG on the second treatment dose 18+40 mg/rat/day (3±0,2) and third treatment dose 36+40 mg/rat/day able to decrease the serum CRP level significantly (P<0,05).
Conclusion: Combination of Red Ginger Rhizome and Cogon Grass Rhizome (CRGCG) dose 18+40 mg/rat/day (T2) and 36+40 mg/rat/day (T3) able to decrease the serum CRP level of OA rats. 

Keywords: Osteoarthritis, Red Ginger, Cogon Grass, C-Reactive Protein.
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PENDAHULUAN

        Osteoartritis (OA) merupakan suatu kelainan sendi kronis yang disebabkan oleh proses disintegrasi dan proses pelemahan tulang rawan sendi serta disertai dengan pertumbuhan tulang rawan baru pada sendi. Osteoartritis memiliki prevalensi tinggi di dunia. Diperkirakan pada tahun 2025, OA dan gangguan sendi lainnya menempati 25% dari semua kecacatan didunia1. American College of Rheumatology menyebutkan bahwa proses degeneratif dan inflamasi berperan pada patogenesis OA2. Sitokin proinflamasi berupa interleukin-1 (IL-1) dan interleukin-6 (IL-6) dapat menginduksi hepar untuk memproduksi C-Reactive Protein (CRP) yang akan mengaktivasi komplemen dan meningkatkan proses fagositosis serta menyebabkan destruksi kartilago3. C-Reactive Protein merupakan protein fase akut yang digunakan sebagai marker terjadinya inflamasi4. 
       Penatalaksanaan OA saat ini hanya bersifat simtomatik yaitu mengurangi nyeri, meningkatkan kualitas hidup dan memperbaiki fungsi sendi5. Banyaknya pilihan terapi dan kombinasi terapi pada OA dapat beresiko menimbulkan peningkatan interaksi dan efek samping obat6. Oleh karena itu, diperlukan terapi yang aman dan memiliki efek samping ringan untuk terapi jangka panjang. Salah satu alternatifnya menggunakan bahan alam. 
Pada penelitian sebelumnya Rimpang jahe (Zingiber officinale) mengandung zat aktif gingerol yang dapat menghambat terbentuknya sitokin proinflamasi7. Penghambatan sitokin proinflamasi dapat menghambat terjadinya osteoklastogenesis, menghambat terbentuknya radikal bebas dan menghambat pengeluaran CRP sehingga tidak terjadi destruksi pada kartilago8. Penelitian lain menyebutkan bahwa Isoeugenin pada alang-alang merupakan spesifik enzim inducible nitric oxide synthetase (iNOS) yang akan menghamabat terbentunya Nitric Oxide (NO) dan mencegah terbentuknya peroxynitrite dan kerusakan kartilago9. Destruksi kartilago dapat memicu sitokin proinflamasi yang akan menginduksi sel hepatosit untuk mengeluarkan CRP10.
       Berdasarkan fakta diatas, peneliti memutuskan untuk melakukan penelitian menggunakan kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang (KDRJMA) untuk mengetahi potensinya pada penatalaksanaan OA. 

METODE

Desain, Tempat, dan Waktu Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan desain control group post test only. Penelitian dilaksanakan di Animal House FK Unisma sebagai tempat pemeliharaan hewan coba, Lab. Biokimia FK Unisma untuk pembuatan herbal dan injeksi CFA pada lutut kanan tikus dan Laboratorium Bioscience FK UB untuk pembedahan hewan coba dan pemeriksaan kadar CRP serum. Penelitian ini dimulai pada bulan Maret 2019 hingga April 2019. Penelitian ini telah dinyatakan lulus kaji etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya berdasarkan penerbitan Surat Keterangan Kelaikan Etik “Ethical Clearence”  No:1055-KEP-UB dan disetujui pada tanggal 8 Januari 2019.

Objek Penelitian  
	Penelitian ini menggunakan 25 tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) berusia 4 bulan dengan berat badan 210-310 gram. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok yang dipilih secara acak yaitu kelompok kontrol negatif (KN, n=5), kelompok kontrol positif (KP, n=5), kelompok perlakuan 1 (KP 1, n=5), kelompok perlakuan 2 (KP 2, n=5), dan kelompok perlakuan 3 (KP 3, n=5). Tikus diaklimatisasi terlebih dahulu selama 14 hari dengan pemberian makan dan minum terstandar. 

Tikus Model Osteoartritis
	Pembuatan tikus model OA dilakukan dengan mengenginjeksikan CFA 0,1 ml/tikus secara intraarticular ada lutut kanan tikus11. Sebelum diinduksi CFA, tikus dianastesi terlebih dahulu menggunakan ketamin 0,1 mL/100 grBB secara intramuscular (IM).
	Pengamatan artritis pada tikus OA karena induksi CFA dilakukan dengan mengukur edema sendi lutut kanan tikus menggunakan micrometer screw. Scoring peningkatan edema ditentukan berdasarkan penelitian Khan, 2012, dimana peningkatan <0,1mm=0; 0,1mm-2 mm= 1; 2,1mm - 4mm=2; 4,1mm-6mm=312.

Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Rimpang Alang-Alang
       Simplisia jahe merah irisan tipis dan potongan alang-alang direbus pada wadah terpisah dengan suhu 90°C selama 30 menit kemudian disaring. Pemberian KDRJMA dibagi dalam 3 kelompok dosis perlakuan. Dosis jahe merah yang diberikan yaitu 9 mg/tikus/hari (P1) dalam 1 ml air, 18 mg/tikus/hari (P2) dalam 1 ml air dan 36 mg/tikus/hari (P3) dalam 1 ml air. Penentuan dosis jahe berdasarkan dosis efektif jahe pada manusia sebesar 500 mg13, 1000 mg14 dan 2000 mg yang dikonversikan ke dosis tikus15. Setiap dosis perlakuan (P1, P2, dan P3) dikombinasi dengan alang-alang sebanyak 40 mg/tikus/hari dalam 1 ml air16.  Sehingga diperoleh 2 ml hasil kombinasi dekokta jahe merah dan alang-alang yang akan diberikan selama 10 hari. 

Pengambilan Sampel Darah
       Metode yang digunakan untuk mengambil darah adalah IntraCardiac Puncture. Tikus dianastesi menggunakan ketamine dengan dosis  0,1 ml/100 grBB secara intramuscular (IM). Tikus difiksasi dengan posisi supinasi dan dilakukan pembedahan mengikuti linea mediana dari abdomen menuju thorax. Lakukan pengambilan darah secara intracardiac. Fiksasi spuit dengan posisi tegak lurus dan tarik spuit dengan hati-hati. Darah disimpan dalam tabung untuk kemudian disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 10 menit untuk mendapatkan serum darah dan disimpan pada suhu 4℃.
 Pengukuran kadar CRP Serum 
        Sampel darah yang sudah disentrifuge kemudian dilakukan pemeriksaan kadar CRP serum menggunakan CRP ELISA Kit. Pembacaan hasil kadar CRP serum menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 450 nm. 

Teknik Analisa Data
       Data yang didapatkan akan dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Data yang terdistribusi normal dilakukan uji statistik One Way ANOVA dilanjutkan dengan uji Post hoc. Data yang tidak terdistribusi normal dilakukan uji statistik Kruskal-Wallis dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Hasil dikatakan signifikan jika p<0,05.

HASIL PENELITIAN

Karakteristik Sampel
      Penelitian ini menggunakan hewan coba Rattus novergicus galur Wistar jantan dengan berat badan 210-310 gram yang berumur 4 bulan. Tikus Wistar diinduksi CFA 0,1ml/tikus untuk membuat tikus model OA. Pengukuran edema dilakukan setiap 5 hari untuk pengamatan terjadinya peningkatan edema pada lutut tikus. Karakteristik sampel pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1.




Tabel 1.  Karakteristik Sampel
	 
	KN
	KP
	P1
	P2
	P3

	Hewan coba
	Tikus 
Wistar
	Tikus Wistar
	Tikus 
Wistar
	Tikus 
Wistar
	Tikus Wistar

	CFA
	-
	0,1ml/ tikus
	0,1 ml/tikus
	0,1 ml/tikus
	0,1 ml/tikus

	Scoring edema lutut hari ke-5
(5 hari setelah injeksi CFA)
	0,00±0,00a
	1,20±0,45b
	1,00±0,00b
	1,00±0,00b
	1,40±0,55b

	Scoring edema lutut hari ke-10 (pemberian dekokta hari-1)
	0,00±0,00a
	1,20±0,45b
	1,00±0,00b
	1,40±0,49b
	1,60±0,55b

	Scoring edema lutut hari ke-19
(setelah pemberian KDRJMA)
	0,00±0,00a
	0,60±0,50a,b
	0,20±0,40a,b
	1,00±0,00b
	1,00±0,00b

	Dosis KDRJMA
	-
	-
	(9 + 40) mg/ekor/hari
	(18+40) mg/ekor/hari
	(36+40) mg/ekor/hari

	Jumlah
	5
	5
	5
	5
	5



Keterangan: 
Tabel 1 menunjukkan rata-rata peningkatan edema lutut tikus setelah injeksi CFA dalam mean±Standar Deviasi (SD). Notasi  a,b = huruf berbeda menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05). CFA:Complete Freund’s Adjuvant. KDRJMA: kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang.

       Berdasarkan tabel 1, terdapat peningkatan diameter edema pada lutut kanan tikus yang  signifikan (P<0,05) pada KN terhadap KP, P1, P2, dan P3 setelah induksi CFA pada hari ke 5 dan hari ke 10. Pada pengukuran edema hari ke 19, setelah pemberian KDRJMA tidak didapatkan peningkatan diameter edema pada lutut kanan tikus yang signifikan (P>0,05) pada kelompok KN terhadap KP dan P1. Perbandingan KN terhadap P2 dan P3 didapatkan hasil yang signifikan (P<0,05).
      




Kadar CRP Serum Tikus Wistar Jantan Model Osteoartritis yang Diberikan Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Alang-alang.
       Data yang didapatkan tidak terdistribusi normal dan homogen (p<0,05), sehingga data dianalisis menggunakan uji kruskal-Wallis. Hasil rerata kadar CRP serum terhadap pemberian KDRJMA pada tikus OA karena induksi CFA pada kelompok kontrol dan perlakuan dapat dilihat pada gambar 1.






Gambar 1. Histogram Rerata Kadar CRP Serum Serum Tikus Wistar Jantan Model Osteoartritis yang Diberikan Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Alang-alang.
Keterangan: Gambar 1 menunjukkan data dalam mean±Standar Deviasi (SD). KN=3,307±0,99:KP=3,435±0,24: P1=3,277±0,63: P2:3±0,2: P3:2±0,94. Notasi a,b = huruf berbeda menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05). Kontrol negatif (KN), kontrol positif (KP), perlakuan 1 dosis 9+40 mg/ekor/hari (P1), perlakuan 2 dosis 18+40 mg/ekor/hari (P2), perlakuan 3 dosis 36+40 mg/ekor/hari.

      Induksi CFA dapat meningkatkan kadar CRP serum tetapi tidak signifikan (P>0,05). Pemberian KDRJMA dapat menurunkan kadar CRP serum tikus model OA pada perlakuan 2 dosis 18+40 mg/ekor/hari (P2) dan perlakuan 3 dosis 36+40 mg/ekor/hari (P3) secara signifikan (P<0,05). Pemberian KDRJMA dapat menurunkan kadar CRP serum pada perlakuan 1 dosis 9+40 mg/ekor/hari tetapi tidak signifikan (P>0,05). 


PEMBAHASAN

Karakteristik sampel
        Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus Rattus novergicus galur Wistar jantan. Pemilihan tikus putih Rattus novergicus banyak digunakan karena memiliki kesamaan metabolisme dengan manusia serta mudah didapat dan mudah perawatannya17. Penelitian ini menggunakan tikus dengan jenis kelamin jantan agar tidak dipengaruhi oleh faktor hormonal seperti estrogen18. Hormon estrogen dapat berpengaruh terhadap osteoblas dan sel endotel, penurunan estrogen akan menyebabkan diferensiasi dan maturasi dari osteoklas. Estrogen juga berpengaruh terhadap absorbsi kalsium dan reabsorbsi kalsium di ginjal sehingga terjadi hipokalsemia sehingga meningkatkan hormon paratiroid. Peningkatan hormon paratiroid dapat meningkatkan resobsi tulang sehingga dapat mengakibatkan terjadinya OA19. Selain itu, tikus galur Wistar merupakan tikus yang rentan mengalami artritis karena Adjuvant Induced Arthritis (AIA)20.
        Penelitian ini menggunakan tikus berusia 16 minggu (4 bulan). Menurut Djari, 2008 konversi usia manusia ke usia tikus dimana 10 tahun kurun waktu pada manusia sama dengan 1 bulan (4 minggu) kurun waktu tikus21. Diperkirakan dalam kurun waktu 16 minggu tikus sudah memasuki usia tua dan mengalami proses degeneratif dimana faktor usia tua merupakan faktor utama yang dapat menyebabkan terjadinya OA. Pemilihan Tikus dengan berat badan 210-310 gr bertujuan untuk mendapatkan genu tikus yang besar sehingga mudah di evaluasi. 
       Hewan coba yang dinyatakan sehat dikelompokan secara acak dengan jumlah 5 ekor setiap kelompoknya. Masing-masing hewan coba ditempatkan pada kandang berisi 1 ekor tikus untuk menghindari terjadinya perkelahian antar hewan coba. Tikus diaklimatisasi selama 14 hari  dan diberikan penyeragaman pada perlakuan hewan coba yaitu pada usia, jenis kelamin, makanan, minuman dan kondisi lingkungan. 
       Setelah tikus diaklimatisasi selama 14 hari, tikus diinduksi CFA 0,1 ml/tikus secara intraartikular11. Pengamatan terjadinya artritis dilakukan setelah injeksi CFA dengan menggunakan micrometer screw berdasarkan penelitian Khan, 2012. Penelitian Koo et al., 2013 menyebutkan induksi CFA secara intraartikular sebesar 0,125 ml dapat memberikan efek artritis11. Penelitian sebelumnya melaporkan pembengkakan secara bertahap mulai terjadi 7 hari setelah injeksi pertama dan pada hari ke 21 sudah tidak ada perbedaan tanda klinis yang signifikan antara kontrol negatif (KN) dan kontrol positif (KP)22.
       Pada penelitian ini, pengamatan artritis dilakukan dengan melakukan pengukuran edema pada lutut kanan tikus. Pengukuran pertama dilakukan sebelum induksi CFA. Pengukuran ke-2 dilakukan 5 hari setelah injeksi CFA dan didapatkan peningkatan diameter lutut kanan tikus secara signifikan (P<0,05) pada KP, P1, P2, dan P3 terhadap KN. Pengukuran ke-3 dilakukan 10 hari setelah injeksi CFA dan masih terjadi peningkatan diameter lutut kanan tikus yang signifikan (p<0,05) pada KP, P1, P2, dan P3 terhadap KN. Terjadinya peningkatan diameter pada lutut kanan tikus disebabkan karena respon inflamasi autoimun pada tikus karena induksi CFA23. Respon inflamasi yang terjadi disebabkan karena Mycobacterium inactive yang terdapat pada CFA yang akan mengaktivasi T-helper yang kemudian mengeluarkan mediator inflamasi sehingga timbul tanda-tanda inflamasi seperti tumor, rubor, kalor, dolor, function laesa24.  
         Peningkatan diameter lutut pada hari ke 5 dan ke 10 ini dapat dijadikan penanda terjadinya OA. Selanjutnya, dilakukan pemberian KDRJMA selama 10 hari sejak hari ke 10 pasca induksi CFA. Lamanya pemberian KDRJMA ini dilakukan berdasarkan efek kerja dari CFA. Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa efek CFA mulai berkurang pada minggu ke 3 setelah induksi CFA22. Pada penelitian ini, pada hari ke 19 pasca induksi CFA dilakukan pengukuran edema pada lutut kanan tikus dan didapatkan hasil yang tidak signifikan (P>0,05) pada kelompok KN terhadap KP dan P1. Hal ini dapat disebabkan karena efek kerja induksi CFA sudah mulai membaik. Didapatkan perbedaan yang signifikan (P<0,05) pada P2 dan P3 terhadap KN. Hal ini dapat disebabkan karena bias dari hasil pengukuran edema dengan menggunakan micrometer screw, pengukuran edema dan pengamatan terjadinya artritis dapat dilakukan dengan menggunakan micrometer digital atau weight bearing balaance (WBB) agar mendapatkan hasil yang akurat. 
        Penegakan terjadinya OA pada penelitian ini juga dilakukan dengan pemeriksaan histopatologi dengan pewarnaan Hematoxyline-Eosin (HE). Pada pemeriksaan histopatologi dengan pewarnaan Hematoxyline-Eosin (HE) didapatkan gambaran destruksi sendi pada tikus kontrol positif (KP) yang merupakan penanda terjadinya OA25.
         Destruksi kartilago yang didapatkan pada penelitian ini dapat disebabkan karena induksi CFA yang akan mengaktivasi makrofag mengeluarkan sitokin proinflamsi berupa interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), dan Tumor Necrosis Factor–α (TNF-α) yang dapat menginduksi hepar mengeluarkan CRP dan akan mengaktivasi komplemen untuk meningkatkan proses fagositosis yang akan menyebabkan destruksi kartilago10. Aktivasi makrofag dapat menginduksi pelepasan inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) yang akan membentuk Nitric Oxide (NO). Terbentuknya NO dapat berikatan dengan ROS yang akan membentuk peroxynitrite. Peroxynitrite merupakan senyawa reaktif yang dapat menyebabkan terjadinya kerusakan kartilago26. Selain itu, sitokin proinflamasi seperti Interleukin-6 (IL-6) dan Tumor necrosis Factor-α (TNF-α) juga dapat menstimulasi nuclear factor kappa-B (NF-kB) pada osteoklas yang akan menyebabkan terjadinya peningkatan resorpsi kalsium dari tulang sehingga menyebabkan destruksi kartilago27. 

Pengaruh Induksi CFA Terhadap Kadar CRP Serum 
       Kadar CRP kelompok kontrol positif (KP) mengalami peningkatan dibandingkan kelompok kontrol negatif (KN) tetapi tidak terjadi peningkatan secara signifikan (p>0.05). Mycobacterium yang terdapat pada CFA mempunyai antigen yang dapat menstimulasi Myeloid Progenitor Cell (MPC)/sel dendritik (DC) yang akan bekerja sebagai Antigen Presenting Cell (APC) sehingga menginduksi pengeluaran beberapa sitokin yang dapat menyebabkan terjadinya inflamasi28. Sitokin proinflamasi berupa interleukin-1 (IL-1) dan interleukin-6 (IL-6) dapat menginduksi hepar untuk memproduksi CRP yang akan mengaktivasi komplemen dan meningkatkan proses fagositosis serta menyebabkan destruksi kartilago3. 
	       Terjadinya peningkatan CRP pada KP terhadap KN tidak signifikan (P>0,05) dapat disebabkan karena pemberian dosis CFA yang kurang. Pada penelitian ini dosis CFA yang diberikan sebesar 0,1 ml/tikus yang diberikan secara intraartikular berdasarkan penelitian Koo et al., 201311. Menurut Institutional Animal Care and Use Committe Policy Guidelines and SOP Administering Complete Freund’s Adjuvant, 1997 setidaknya diperlukan dosis 0,5 ml CFA untuk mendapatkan gejala inflamasi yang lebih bermakna. Faktor lain yang diduga dapat mempengaruhi kadar CRP yang tidak signifikan disebabkan karena tingginya kadar CRP pada tikus KN yang dipengaruhi faktor lain, seperti stres terhadap lingkungan, trauma, dan infeksi30. Hal ini didukung  dengan adanya salah satu data kadar CRP serum yang nilainya lebih tinggi dari yang lain. Diduga hal tersebut terjadi karena adanya kondisi patologis yang mempengaruhi fisiologi dari tikus tersebut. Fisiologi CRP dipengaruhi oleh sitokin proinflamasi sepert interleukin 1β (IL 1β) dan Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) yang menginduksi pengeluaran CRP dari hepar3. Pada penelitian ini, kadar IL 1β  dan TNF α pada KN berbeda signifikan terhadap KP25. Hal ini menunjukan bahwa induksi  CFA 0,1 ml/tikus mampu meningkatkan kadar IL 1β  dan TNF α namun belum secara signifikan meningkatkan kadar CRP serum.
	       CRP merupakan protein fase akut yang mengalami peningkatan pada hari ke 2-3 setelah gejala klinis muncul4. C-reactive Protein dapat meningkat 100-200 kali lipat lebih tinggi pada inflamasi akut dan akan mengalami penurunan setelah ada perbaikan jaringan4. Pada penelitian sebelumnya, induksi CFA akan mengalami efek penurunan kerja pada minggu ke-3. Pengukuran edema hari ke 19 didapatkan perbedaan yang tidak signifikan pada KP terhadap KN hal ini menunjukan gejala klinis yang membaik. Untuk menambah akurasi pengukuran kadar CRP perlu dilakukan pembandingan kadar CRP setelah induksi CFA dan setelah pemberian KDRJMA dengan menggunakan metode penelitian pre test post test control group design. 
	      Pemeriksaan CRP serum yang terlalu lama juga dapat menyebabkan perbedaan yang tidak signifikan pada tikus KP dan KN. C-Reactive protein akan muncul dalam plasma dalam beberapa menit setelah terjadinya inflamasi dan mengalami peningkatan dalam beberapa jam. C-reactive protein memiliki waktu paruh sekitar 19 jam4. Pemeriksaan CRP yang terlalu lama jika tidak disimpan pada suhu yang tepat dapat mempengaruhi kadar dari CRP. 
Efek Pemberian Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe (Zingiber officinale) dan Alang-Alang (Imperata cylindrica) (KDRJMA) Terhadap Kadar CRP serum dari Tikus Wistar yang Diinduksi CFA 
       Kelompok perlakuan mengalami penurunan CRP serum. Perlakuan dosis 18+40 mg/ekor/hari (P2) dan 36+40 mg/ekor/hari (P3) secara signifikan (P<0,05) mampu menurunkan kadar CRP serum jika dibandingkan dengan kontrol positif (KP). Hal ini terjadi karena rimpang jahe mempunyai zat aktif gingerol yang dapat menghambat sitokin  proinflamasi. Pengeluaran sitokin proinflamasi seperti Nitric Oxide (NO), Interleukin-1 (IL-1), dan Tumor Necrosis Factor (TNF) disebabkan karena terjadinya proses degenerasi tulang rawan sendi pada OA31. Sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan TNF-α dapat menginduksi hepar mengeluarkan CRP sebagai respon dari infeksi fase akut10. Penghambatan sitokin proinflamasi oleh zat aktif gingerol pada jahe secara tidak langsung mampu menurunkan kadar CRP serum. Hal ini didukung oleh data hasil penelitian pada mediator inflamasi pada penelitian ini berupa IL-1β dan TNF-α yang mengalami penurunan signifikan terhadap pemberian KDRJMA25.
       Selain itu, alang-alang mempunyai zat aktif berupa Isoeugenin yang secara spesifik mampu menghambat pembentukan enzim inducible nitric oxide synthetase (iNOS) sehingga menyebabkan penurunan Nitric Oxide (NO) sehingga NO tidak berikatan dengan Reactive Oxygen Species (ROS) yang akan membentuk peroxynitrite dan menyebabkan destruksi kartilago32. Destruksi kartilago yang disebabkan oleh peroxynitrite ini dapat menyebabkan terjadinya peningkatan sitokin proinflamasi yang dapat menginduksi hepar mengeluarkan CRP10.
	        Penurunan CRP serum pada dosis 9+40 mg/tikus/hari (P1) terhadap kontrol positif (KP) tidak signifikan (p<0,05) diduga disebabkan oleh  pemberian dosis yang kurang. Dosis KDRJMA yang kurang dapat dipengaruhi oleh proses pembuatan dekokta menggunakan irisan tipis jahe merah dan potongan alang-alang sehingga dapat berpengaruh terhadap zat aktif yang dikeluarkan. Proses pembuatan dekokta sebaiknya menggunakan jahe merah dan alang-alang yang sudah dihaluskan agar mendapatkan efek yang maksimal. Pada penelitian ini, dosis P1 belum mampu secara efektif menurunkan kadar CRP serum. Pemberian KDRJMA pada dosis yang lebih tinggi yaitu P2 dan P3 dapat memberikan hasil yang signifikan dibandingkan dengan KP. 

     




        KESIMPULAN
       Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Alang-alang (KDRJMA) dosis 18+40 mg/ekor/hari (P2) dan 36+40 mg/ekor/hari (P3) mampu menurunkan kadar CRP serum tikus OA. 

SARAN
1. Melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui efektifitas KDRJMA terhadap  kadar CRP serum menggunkan metode penelitian pre test post test control group design.  
2. Melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui terjadinya OA pada tikus karena induksi CFA dengan mengevaluasi edema secara rutin menggunakan Micrometer screw digital atau Weight Bearing Balance (WBB).
3. Melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui efek pemberian CFA untuk membuat tikus model OA dengan mengevaluasi pemberian dosis yang lebih besar atau menggunakan booster injeksi. 
4. Melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui efek pemberian KDRJMA pada tikus model OA dengan menggunakan simplisia jahe merah dan alang-alang yang dihaluskan. 
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