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RINGKASAN 

PENGARUH PEMBERlAN PROVITAMIN B5 PADA PERTUMBUHAN 

Plasmodium berghei INTRAERITROSITER DAN KADAR GSH 

ERITROSIT MENCIT BALB/C YANG TERINFEKSI Plasmodium berghei 

Meningkatnya resistensi obat antimalaria adalah salah satu hambatan 

dalam penanganan penyakit malaria, sebingga perin mencari senyawa bam 

antimalaria. Provitamin B5 adalah senyawa yang bisa menghambat pertumbuhan 

Plasmodium falciparum sebagai penyebab kematian tertinggi. Provitamin B5 

bekeIja sebagai inhibitor kompetitif pada enzim pantotenat kinase sebingga 

fosforilasi asam pantotenat untuk pembentukan KoA tidak terjadi . Provitamin B5 

juga meningkatkan kadar GSH sel eritrosit, yang bisa mempengaruhi 

pertumbuhan parasit. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian provitamin 

B5 terhadap pertumbuhan Plasmodium berghei intraeritrositer dan kadar GSH sel 

eritrosit mencit Balb/C yang diinfeksi dengan Plasmodium berghei. 

Penelitian ini menggunakan infeksi Plasmodium berghei pada mencit 

sebagai model infeksi Plasmodium falciparum pada man usia. Mencit Balb/C 

jantan sebanyak 24 ekor dipilih secara random, dibagi menjadi tiga kelompok : 

kelompok kontrol, kelompok PI dan kelompok P2, masing-masing mencit dalam 

kelompok diinfeksi dengan 106 Plasmodium berghei dalam 200 ilL darah mencit 

donor. Pada kelompok PI dan P2 masing-masing diberi provitamin B5 sebanyak 

1,4 glkgBBlhari dan 5,6 glkgBBlhari personde, sedangkan kelompok kontrol 

hanya diberi aquades personde sebanyak 400 ilL. Pemberian provitamin B5 
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mengikuti protokol yang terdapat pada the 4-days suppressive test of blood 

schizontocidal action. Pemeriksaan parasitemia dilakukan sebelum perlakuan 

(DO) dan sesudah perlakuan (D4), pada hari keempat dilakukan terminasi untuk 

pengambilan darah intrakardial yang akan digunakan untuk pemeriksaan GSH sel 

eritrosit dengan menggunakan metode Anderson. Penimbangan berat badan 

dilakukan setiap bari sebelum perlakuan untuk penyesuaian dosis. 

Hasil yang didapatkan dianalisis dengan menggunakan Anova, yang 

clilanjutkan LSD jika didapatkan beda yang bermakna pada a = 0,05. Pemeriksaan 

parasitemia menunjukkan adanya hambatan pertumbuhan parasit yang bermakna 

pada kelompok PI (60,57 %) (p=O,OOO). Kadar GSH sel eritrosit pada kelompok 

P2 lebib tinggi secara bermakna dibandingkan kelompok PI (p=O,OIO). 

Kesimpulan penelitian ini adalah teIjadi hambatan pertumbuhan parasit 

pada pemberian provitamin B5 sebanyak 1,4 g/kgBB/bari, sedangkan pada dosis 

5,6 g/kgBB/bari tidak teIjadi hambatan pertumbllhan Plasmodium berghei. Kadar 

GSH sel eritrosit mencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium berghei pada 

pemberian provitamin B5 sebanyak 5,6 g/kgBB/bari lebib tinggi dibandingkan 

kontrol, sedangkan kadar GSH sel eritrosit pada pemberian provitamin B5 1,4 

glkgBB/bari lebib rendah dibandingkan dengan kontrol. 
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SUMMARY 

THE INFLUENCES OF PROVITAMIN B5 ON INTRA ERYTHROCYTE 

GROWTH OF Plasmodium berghei AND ERYTHROCYTE GSH LEVEL 

OF Plasmodium berghei INFECTED BALB/C MICE 

Increasing in antimalaria resistence inhibited malaria eradication, so that, 

the effort of finding new antimalaria dmgs is needed. Provitamin B5 could inhibit 

the growth of Plasmodium falciparum as the agent causing high mortality rate. 

The action of provitamin B5 is being the competitive inhibitor of pantothenate 

kinases, the enzyme catalyzed pantothenic acid phosphorylation, first reaction in 

CoA biosynthesis. So that, the existence of provitamin B5 will interfere the 

metabolism and the growth of parasite. Provitamin B5 also increased erythrocyte. 

GSH level, that could influence the growth of parasite. 

The objective of this study was to find out the influences of provitamin B5 

on the growth of Plasmodium berghei intraerythrocyte and the level of 

erythrocyte GSH of Plasmodium berghei infected BalblC mice. 

This study conducted the Plasmodium berghei research model of 

Plasmodium falciparum infected human. As many as 24 males Balb/C mice were 

separated randomly into three groups, namely control group, group PI and group 

P2. As soon as parasitaemia reached 1- 5 % the treatment should begin. Control 

group was administered 400 ilL aquades by gavage, group PI administered 1.4 

glkgBW/day of provitamin B5 and group P2 administered 5.6 glkgBW/day of 

provitamin B5 and all treatment by gavage. Provitamin B5 treatment followed the 

protocol in the 4-days suppressive test of blood schizontocidal action. 

Parasitaemia were measured at the first day before treatment (DO) and the end of 
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treatment before terminated the mice (04). On the fowtb day, the mice were 

tenninated and blood samples from intracardiac was taken. Thus, blood samples 

conducted erythrocyte aSH measurement followed Anderson method. 

The results were analysed by using Anova Cl = O.OS, and continued by LSD 

if the result showed a significant difference. Parasitaemia measurement showed a 

significant inhibition of the growth of the parasites in group PI (60.57 %) 

(p=O.OOO), while in group P2 no significant difference from control group 

(p=O.801). Erythrocyte aSH level decreased in all groups compared to nonnal 

value of erythrocyte aSH. Erythrocyte aSH in group P2 increased significant 

difference compared to group PI (p=O.OIO). 

It is concluded that there is inhibition of the growth of parasites in 

provitamin BS treatment at the dose of 1.4 glkgBW/day, while at the dose of S.6 

glkgBW/day no inhibition compare to control group. Erythrocyte aSH level 

increased in Plasmodimn infected Balb/C mice administered S.6 glkgBW/day of 

provitamin B5, while the dose 1.4 glkgBW/day decrease compare to control 

group. 
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ABSTRACT 

THE INFLUENCES OF PROVITAMIN B5 ON INTRAERYTHROCYTE 

GROWTH OF Plasmodium berghei AND ERYTHROCYTE GSH LEVEL 

OF PlllSmodium berglrei INFECTED BALB/C MICE 

Abstract. Provitamin 85 was the competitive inhibitor of pantothenate kinase-tbe 

enzyme needed in pantotbenic acid phosphorylation, while the pantotbenic acid 

was tbe essential nutrition needed in tbe growth of parasite. Provitamin 85 

treatment would inhibit tbe growth of parasite and increased erythrocyte aSH 

level. The objective of tbis study was to find out parasitaemia level and 

erythrocyte aSH level due to provitamin 85 treatment to Plasmodium berghei 

infected 8alb/C mice. 

Method. 24 males Balb/C mice were infected by 200 flL blood which contain 106 

Plasmodium berghei intraperitoneally. Then, samples were separated randomly 

into three groups, namely control group, group PI and group P2. As soon as 

parasitemia reached 1-5 % tbe treatment should begin. Control group was 

administered 400 flL aquades by gavage, group PI administered 1.4 glkg8W/day 

of provitamin 85, group P2 administered 5.6 glkg8W/day of provitamin 85, and 

all treatment by gavage. Provitamin 85 treatment followed tbe protocol in the 4-

days suppressive test of blood schizontocidal action. On the fourtb day tbe mice 

were terminated and blood samples from intracardiac was taken. Thus. blood 

samples conducted erythrocyte aSH measurement followed Anderson metbod. 
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Result. TIle results were analysed by using Anova (l = 0.05, and continued by 

LSD if the result sho"wed a significant difference. Parasitaemia measurement 

using Percent method showed a significant decrease in group PI (60.57 %) 

(p=0.000), while in group P2 no significant difference from control group. 

Erythrocyte GSH level decreased in all groups. Erythrocyte GSH in group P2 

increased significant compared to group PI (p=O.OlO). 

Conclusion. Provitamin 85 inhibit the growth of parasites at the dose of 1.4 

glkgBW/day, but there is no inhibition at the dose of 5.6 glkg88/day. Provitamin 

85 increased erythrocyte GSH level at the dose 5.6 glkgBW/day, but decreased at 

the dose of 1.4 glkg8W Iday. 

Keywords : Provitamin 85, Parasitaemia, Glutathione (GSH). 
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BABl 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Penyakit infeksi masih merupakan persoalan yang besar untuk kesehatan 

masyarakat di negara yang sedang berkembang. Salah satu penyakit infeksi yang 

menjadi masalah adalah malaria, yang merupakan penyakit endemik di 105 

negara. Malaria menyebabkan 300-500 juta kasus klinis dan lebih dari satu juta 

kematian setiap tahun. Penyebab malaria pada manusia adalah Plasmodium 

jalciparum , Plasmodium vivax, Plasmodium malariae dan Plasmodium ovale, di 

antara penyebab tersebut yang menyebabkan gejala klinis paling berat dan angka 

kematian yang paling tinggi adalah Plasmodium jalcipantm (WHO, 2002; WHO, 

2005; White, 1991). 

Oi Indonesia, malaria tennasuk dalam 10 penyakit utama penyebab 

kematian dan merupakan penyakit yang muneul kembali (reemerging disease) 

terutama di Jawa dan Bali, walaupun kedua wilayah ini dinyatakan bebas malaria 

sejak tahun 1970. Angka kejadian malaria yang disebabkan karena infeksi 

Plasmodium jalciparum di Jawa dan Bali tahun 2003 tercatat 12957 dan 48 orang 

di antaranya meninggal . Angka kejadian malaria karena infeksi Plasmodium 

jalciparum di luar Jawa dan Bali tahun 2003 tercatat 44.808 dan 211 orang 

meninggal. Kecenderungan ini terus meningkat dengan meningkatnya mobilitas 

penduduk dan perubahan Jingkungan (Oepkes, 2003; WHO, 2005). 

Pengendalian penyakit malaria di negara berkembang masih menjadi 

masalah, karena pelayanan kesehatan yang kurang memadai dan kondisi sosial 

1 

,.
I 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMBERIAN PROVITAMIN... ARDIANA EKA WANTI



2 

ekonomi yang rendah. Masalah ini menjadi semakin kompleks dengan meluasnya 

resistensi obat antimalaria pada manusia, belum ditemukan vaksin antimalaria dan 

meningkatnya resistensi nyamuk terhadap insektisida (WHO, 2005 ; Tanneur, 

2005). Salah satu cara mengatasi adalah usaha untuk menemukan senyawa baru 

yang dapat menghambat perkembangan parasit malaria (Saliba, 2004). 

Beratnya gejala klinis yang ditimbulkan oleh malaria karena infeksi 

Plasmodium falciparum dan dasar pengembangan obat antimalaria berkaitan 

dengan siklus hid up dari parasit malaria. Fase eritrositik Plasmodium falciparum 

menjadi salah satu target intervensi pemberian obat antimalaria (White, 1991 ). 

Gejala klinis yang berat pada malaria karena infeksi Plasmodium falciparum 

rnisalnya malaria serebral teIjadi karena invasi parasit ke dalmn eritrosit. 

Pengurangan invasi eritrosit oleh Plasmodium dan terhambatnya pertumbuhan 

parasit, menyebabkan gejala klinis yang teIjadi akan ringan dan tidak sampai 

mengakibatkan kematian (Knirsh, 2003). 

Pertumbuhan Plasmodium falcipanlm di dalam eritrosit inang memerlukan 

beberapa nutrisi esensial yang berasal dari medium ekstraselular. Salah satu 

nutrisi esensial tersebut adalah asam pantotenat, suatu vitamin yang larut dalam 

air, yang merupakan prekursor KoA (Saliba, 1998). KoA adalah kofaktor yang 

esensial di dalam reaksi metabolik dan reaksi yang menghasilkan energi dan 

termasuk salah satu pengatur enzim metabolik (Abiko, 1975). KoA Juga 

merupakan sumber 4' fosfopantetein yang dibutuhkan oleh beberapa jalur 

biosintetik, di antaranya sintesis asam lemak dan poliketida (Kleinkauf, 2000). 

Asam pantotenat juga merupakan suatu komponen prebiotik (Miller dan 

Schlesinger, 1993). Kemampuan sebagai prebiotik tersebut dan peranan 
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pentingnya dalam metabolisme menunjukkan bahwa senyawa ini selalll 

didapatkan pada fase awal kebidupan organisme (Genschel, 2004). Pernberian 

provitamin B5 meningkatkan kadar glutathione (GSH) pada jurkat sel yang 

rnernberikan perlindungan pada sel tersebut dari kerusakan akibat radikal bebas 

(Slysenchov, 2003). Hasil digesti hemoglobin oleh plasmodium yang berupa 

heme bebas, bersifat toksik terhadap rnembran eritrosit. Herne bebas ini akan 

dinetralisir oleh GSH rnenjadi pigrnen malaria atau hemozoin (Ginsburg, 2004; 

Tiley, 2001). 

Eritrosit yang tidak terinfeksi tidak permeabel terbadap asam pantotenat. 

Asam pantotenat tersebut dapat masllk ke dalam sel yang terinfeksi melallli sllatu 

jalur transport . dalam rnembran sel eritrosit yang diinduksi oleh parasit 

intrasellllar. Pantotenat mengalami fosforilasi sebagai langkah awal pembentukan 

KoA di dalam sel parasit (Saliba, \998). Analisis biokimia terbadap eritrosit 

bebek yang terinfeksi Plasmodium gallinaceum didapatkan bahwa eritrosit bebek 

merniliki seluruh enzim yang diperlukan untuk sintesis KoA Parasit tidak 

mempunyai enzim untuk sintesis KoA, sebingga parasit mengambil prekursor 

KoA dari sel inang. Provitamin B5 merupakan senyawa yang menghambat 

fosforilasi asam pantotenat dengan menjadi inhibitor kompetitif terhadap enzim 

pantotenat kinase, sebingga pembentukan KoA tersebut tidak teIjadi (Saliba, 

2004). 

Berdasarkan latar belakang di atas, diketahui bahwa potensi provitamin B5 

sebagai antimalaria sangat besar, akan tetapi penelitian tentang hal tersebut masih 

sedikit dan belum dilakukan di Indonesia. Oleh karena itu, akan diteliti apakah 

pemberian provitamin B5 peroral dapat menghambat pertumbuhan parasit 
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Plasmodium berghei intraeritrositer yang diinfeksikan kepada mencit Balb/C dan 

meuingkatkan kadar GSH sel eritrosit mencit Balb/C yang terinfeksi oleh 

Plasmodium berghei. 

Penelitian ini menggtmakan mencit Balb/C yang diinfeksi dengan 

Plasmodium berghei sebagai model infeksi oleh Plasmodium jalciparum pada 

manusia . Infeksi mencit Balb/C oleh Plasmodium berghei mempunyai persamaan 

secara biologis dan biokimiawi dengan infeksi Plasmodium jalciparum pada 

manusia (LUMC, 2005). Pada penelitian ini mencit Balb/C diberikan provitamin 

B5 dengan dosis yang sesuai dengan dosis provitamin B5 dalam penelitian Saliba 

(2004), yaitu 1,4 glkgBB/hari dan dosis yang lebih besar dari dosis tersebut,yaitu 

5,6 glkgBB/hari . 

Untuk menentukan kadar GSH digunakan sel eritrosit, karena eritrosit 

adalah sel yang menjadi tempat perkembangan Plasmodium dan tempat 

metabolisme parasit. Salah satu metabolisme yang penting adalah metabolisme 

hemoglobin sel inang yang menghasilkan heme bebas yang toksik dan 

membutuhkan GSH untuk menetralisirnya (Ullman, 2005; Ginsburg, 2004). 

Proses ini tentunya akan mempengaruhi kadar GSH sel eritrosit karena sel 

eritrosit tidak berinti dan tidak memiliki organel sel, sehingga bila kadar GSH 

menurun tidak dapat disintesis lagi (Baynes&Dominickzak, 2003). 
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1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang penelilian di atas, maka dimmuskan 

masalah yang akan ditelili adalah sebagai berikut : 

1. Apakah pemberian provitamin B5 1,4 glkgBBlhari dan 5,6 glkgBBlhari 

peroral pad a mencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium berghei menghambat 

pertumbuhan Plasmodium berghei intraeritrositer? 

2. Apakah pemberian provitamin B5 1,4 gI'-.<gBBlhari dan 5,6 glkgBB/hari 

peroral pada mencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium berghei 

meningkatkan kadar GSH sel eritrosit? 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan umum 

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk mengetahui potensi 

provitamin B5 sebagai senyawa antimalaria. 

1.3.2. Tujuan khusus 

Secara khusus penelitian ini bertujuan untuk : 

I . Mengetahui pengaruh pemberian provitamin B5 1,4 glkgBBlhari dan 5,6 

glkgBBlhari peroral pada mencit Balb/c yang terinfeksi oleh Plasmodium 

berghei pada pertumbuhan parasit Plasmodium berghei intraeritrositer. 

2. Mengetahui pengaruh pemberian provitamin B5 1,4 glkgBBlhari dan 5,6 

glkgBBlhari peroral pada mencit Balb/c yang terinfeksi Plasmodium berghei 

pada kadar GSH sel eritrosit . 
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1.4. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan sumbangan terhadap 

perkembangan terapi antirnalaria dengan provitamin B5 sebagai altematif 

pengobatan barn pada penyakit malaria. 

Selain itu juga di bidang akademik dapat memberikan pemahaman yang 

lebih mendalam tentang proses biokimiawi yang teIjadi dalam tubuh inang dan 

parasit setelah pemberian provitamin B5 . 
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2.1 Malaria 

BAB2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1.1 Permasalahan malaria 

Malaria merupakan penyakit infeksi yang masih menjadi masalah di 

seluruh dunia, yang merupakan penyakit endemik di dua puluh satu negara 

Amerika dan p.i empat negara di Eropa (WHO, 2005). Penduduk negara miskin 

yang beJjumlah 40 % dari total populasi dunia juga sangat berisiko terhadap 

penularan penyakit ini (Malaria Statistic, 2003). Malaria menjadi penyebab 

kematian lebih dari satu juta penduduk dunia dari 300 - 500 juta kasus k1inis 

setiap tahun dan menimbulkan masalah kesehatan yang berat terutama pada usia 

anak-anak. (WHO, 2005; Malaria Statistic, 2003 ; White, 1991). Anak-anak yang 

bertahan bidup akan menderita gangguan kemampuan belajar sampai kerusakan 

otak. Wanita hamil dan anak yang dikandungnya juga rentan terhadap serangan 

malaria, yang banyak menyebabkan mortalitas perinatal, bayi dengan berat hadan 

lahir yang rendah dan anemia maternal (Basu, 2004), 

Malaria tidak saja menimbulkan dampak bagi kesehatan masyarakat, akan 

tetapi Juga menimbulkan rnasalah dalam bidang ekonomi. Masalah yang 

ditimbulkan antara lain menurunkan produktivitas kerja, pariwisata, investasi 

asing dan transportasi . Ahli ekonomi memperkirakan beban perekonomian 

sebagai akibat malaria adalah 0,6 - 1 % dari GDP di Afrika, angka ini cenderung 

untuk meningkat (Basu, 2004). 

7 
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Oi lndonesia, malaria tennasuk dalam 10 penyakit ntama penyebab 

kematian yang menganeam 70 juta atau 35 % penduduk lndonesia yang tinggal di 

daerah yang berisiko terserang malaria . Program penanggulangan malaria untuk 

mengurangi risiko ini sejak tahun 1960 berhasil melakukan eradikasi malaria 

terutama di Jawa dan Bali, sehingga dinyatakan bebas malaria tahnn 1970. 

Penyakit ini mnneul kembali (reemerging disease) di kedna daerah tersebut, 

dengan angka kejadian malaria yang disebabkan oleh Plasmodium Jalciparum di 

Jawa dan Bali pada tahun 2003 tercatat 12957 dan 48 orang diantaranya 

meuinggal. Angka kejadian malaria karena infeksi Plasmodium Jalciparum di luar 

Jawa dan Bali tahnn 2003 tercatat 44.808 dan 211 orang meuinggal (WHO, 2005; 

Oepkes, 2003). Angka kejadian ini eenderung meningkat dengan adanya 

peningkatan mobilitas penduduk dan perubahan lingkungan (Oepkes, 2003). 

Untuk menanggulangi berkembangnya penyakit tersebut, maka sejak tahun 2003 

pemerintah mencanangkan program "Gerakan Berantas Kembali Malaria" 

(Gebrak Malaria) (Oepkes, 2003). 

Pengendalian penyakit malaria di negara berkembang masih menjadi 

masalah disebabkan karena pelayanan kesehatan yang ),:urang memadai dan 

kondisi sosial ekonomi yang rendah. Masalah ini menjadi semakin kompleks 

dengan meluasnya resistensi obat antimalaria, belum ditemukan vaksin 

antimalaria ·dan meningkatnya resistensi nyamuk terhadap insektisida (WHO, 

2005; Tanneur, 2005). Pengembangan vaksin malaria masih terhambat karena 

kemampuan mutasi parasit malaria yang tinggi dan belum ditemukan vaksin yang 

memberi perlindungan seumur bidup, serta biaya produksi dan distribusi yang 

tinggi (Nunilon, 1992; Basu, 2004). Karena berbagai masalah tersebut, maka 
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usaha lmtuk menemukan senyawa bani yang dapat menghambat perkembangan 

parasit malaria sangat diperlukan (Saliba, 2004). 

2.1.2 Morfologi dan siklus hidup plasmodium 

Malaria adalall penyakit parasit yang disebabkan oleh protozoa dari genus 

Plasmodium (WHO, 2002). Penyebab malaria pada manusia yaitu: Plasmodium 

jalciparom, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae dan Plasmodium ovale. 

Plasmodium jalcipanlm menyebabkan gejala k1inis yang paling berat dan 

menyebabkan angka kematian yang paling tinggi (USNAMRU2, 2003). 

Plasmodium ditransmisikan oleh nyamuk anopheline betina yang menelan 

bentuk seksual parasit saat menghisap darah. Sporozoit yang infektif be~kembang 

dalam tubuh nyamuk dan dipindalJkan kepada manusia sewaktu nyamuk 

menggigit manllsia. Di dalam tubllh manusia parasit pertama kali berkembang 

menjadi bentuk eksoeritrositik, sporozoit mencapai sel hati dalam waJ..-tu I jam 

setelah diinjeksikan (Knirsh, 2003), Ialu berkembang biak dalam sel bati tanpa 

menimbulkan reaksi inflamasi rnembentuk skizon. Setiap skizon berisi 2000 

sampai 40.000 merozoit yang tidak berinti. Skizon akan pecab dan melepaskan 

merozoit. Fase eksoeritrositik ini akan berlangsung selama 5 hari - 21 hari 

tergantung jenis parasitnya. Pada Plasmodium vivax dan Plasmodium ovale fase 

ini dapat berJangsung 1 - 2 tahun yang potensial menyebabkan kekambuhan 

(Tanneur, 2005). Merozoit yang terbentuk pada fase eksoeritrositik ini akan 

menginvasi eritrosit (Tanneur, 2005; James &Stephen, 2001). 

Fase eritrositik adalah awal mllltiplikasi aseksual di dalam eritrosit. 

Merozoit yang matang akan membentuk tropozoit (bentuk cincin). Tropozoit 
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kemudian akan berkembang menjadi skizon dan akbimya pecah. Siklus ini akan 

berulang terns, dengan diinvasinya eritrosit barn oleh merozoit yang dilepaskan 

oleh eritrosit yang pecah. Pada fase eritrosit ini di dalam darah dapat ditemukan 

beberapa bentuk parasit, yaitu : 

a. Bentuk tropozoit awal, berbentuk seperti cincin 

b. Bentuk tropozoit akhir, bentuk cincin dengan nukleus tunggal 

c. Bentuk skizon awal, nukleus mulai mengalami pembelahan 

d. Bentuk skizon akhir satu nukleus mulai diliputi oleh sitoplasma membentuk 

merozoit barn. 

e. Bentuk merozoit, satu eritrosit yang pecah akan melepaskan 8-24 merozoit 

barn (Ohio State University, 2005). 

Sporozoitee ~ ....... 

I Midgut I~ 

-~-~ .. "' ... ~ Salivaryglande.... -~~ ""'0 ~Ci 

Moequito host a '~ h I '1, Of .·.'.i." ...•. ' .. iJ/II~ .... ,. 
Human g®~ --=-----, c:w ~'Sexu.oJ st~e 

,.....-D-'..l. ItR" e~. 
~ ~~ Bioodot<>ge 

LiWtt'"stoge 

Life cycle of Plasmodiumfa/ciparum malaria parasite 
Expert R",view~ in Molecular M edicina 

Gambar 2.1 : Siklus hidup Plasmodiumfalciparum (Carucci el al.,1998) 

Beberapa tropozoit yang matang akan berkembang menjadi gametosit, dan 

jika gametosit ini terhisap oleh nyamuk maka siklus akan dilanjutkan ke siklus 

sporogonik di dalam tubuh nyamuk. Eritrosit yang terinvasi akan mengalami 

destruksi dalam periode tertentu sesuai plasmodiumnya. Plasmodium vivax dan 
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Plasmodium ovale destmksi eritrosit terjadi setiap 48 jam, Plasmodium malariae 

setiap 72 jam, Plasmodium falcipanlm secara klasik terjadi setiap 48 jam akan 

tetapi sering tidak sinkron dengan siklus tersebut. (James &Stephen, 2001). Fase 

eritrositik ini berlangsung selama 1,5-2 rninggu. (Knirsh, 2003). 

2.1.3 Plasmodium berg/tei 

2.1.3.1. Karakteristik Plasmodium berghei 

Plasmodium berghei adalah salah satu dari anggota plasmodium yang 

menginfeksi likus yang berasal dari Afrika Tengah. Pertama kali ditemukan oleh 

Vincke dan Lip tahun 1948. 

Klasifikasi Plasmodium berghei : 

Phylum : Protozoa 

Sub Phylum : Sporozoa 

Class : Telosporea 

Sub Class : Coccidea 

Family : Plasmodiidaea 

Genus : Plasmodium 

Species : Plasmodium berghei 

Dalam penelitian model malaria, yang digunakan adalah isolat 

Plasmodium berghei. Garnbaran isolat Plasmodium berghei yang senng 

digunakan seperti yang tampak pad a tabe1 2.1. 
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Tabel 2 I Gambaran Isolat Inang dan vektor Plasmodium berghei .. , 
Species Inang 

Ip. berghei IGrommomys surdasler 

Proomys jacksoni 

Leggada bella 

Isolat kl73 Diisolasi dari Grammomys slirdasler (1948) 

SPII I ~. dllreni (1961) 

ANKA A.dllreni (1966) 

LUKA A.dllreni (1966) 

NK65 A.dllreni (1964) 

Keterangan : Inang adalah specIes nkus dan mencl!. 
(LUMC, 2002). 

Vektor 

Anopheles dllreni 

I 
I 

Ada beberapa perbedaan karakteristik antara Plasmodium berghei dengan 

plasmodium yang menginfeksi manusia seperti yang tampak pada tabel di bawah 

Illl . 

Tabel 2.2. Perbedaan karakteristik Plasmodium berghei dengan Plasmodillm spp 
yang menginfeksi manusia. 

fMerosoit per skison 

ID t \can ad (k I t temu p are l UOSI 

Sinkronisasi infeksi darah 

Kisaran suhu optimum untuk transmisi nyamuk 

IUkuran ookista 
I Sporosoit di kelenjar pada temperalur optimum 

Diameter ski son yang malang 

Waktu perkembangan pre-eritrositik (jam). 

Plasmodium 
berghei 

12-18 

Iv a 

Tidak 

19-21 · C 

1<45 ~ 

I 13-14 · C 

27 ~ 

48-52 , 
pada siklusl22-24 'Waktu perkembangan aseksual 

!eritrositik (jam). 

Waktu perkembangan gametosit (jam) 26-30 

(LUMC, 2002). 

I Parasit man usia 

I 
18- 16 

'Vaff dak I I 

!Vaffidak 

J>26 ·C 

! 50-60~ ~ 
i ,Tergantung suhu 

45-60 ~ 

6-15 hari 

1
48

-
72 

148jam-12 hari 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMBERIAN PROVITAMIN... ARDIANA EKA WANTI



13 

2.1.3.2.Siklus hid up Plasmodium bergJrei 

Siklus hid up Plasmodium berghei di dalam tubuh mencit meliputi : 

1. Fase pre-eritrositik 

Sporowit akan mencapai hepatosit dalam beberapa menit sampai beberapa 

jam. Di dalam hepatosit sporowit akan berkembang menjadi bentuk tropowit, 

kemudian menjadi skizon matang yang mengandung 1500-8000 merowit. 

Skizon yang matang ini akhimya pecah bersama dengan pecahnya hepatosit 

dan melepaskan merowit. Tahapan ini membutuhkan waktu 47-52 jam. 

Dalam siklus hidup Plasmodium berghei tidak didapatkan hipnozoit atall fase 

dorman di dalam hepatosit. 

2. Fase eritrositik 

Merozoit yang dilepaskan dari hepatosit akan menginvasl eritrosit. 

Plasmodium berghei lebih sering menginvasi reti1:ulosit dibandingkan eritrosit 

dewasa. Merozoit akan segera berkembang menjadi bentuk tropozoit setelab 

menginvasi eritrosit. Pada akhir tropozoit terjadi duplikasi DNA, yang diikuti 

oleh replikasi. Replikasi dilanjlltkan dengan pembelahan nukleus, dan parasit 

berkembang menjadi bentuk skizon yang mengandung 8-24 nllklells. Skizon 

akan menghilang dari peredaran darah dan akan terkumpuJ di kapiJer organ 

dalam. Sikllls hid up Plasmodium berghei pada mencit laboratorium tidak 

sesllai dengan siklus hidup alaminya, yaitu tropozoit dan skizon didapatkan 

dalam peredaran darah (LUMC, 2002). Berikut adalah gambaran 

mikroskopis yang didapatkan dalam berbagai bentuk yang dilalui oleh 

Plasmodium berghei dalam siklus hidupnya. 
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/ 

A B 

C D 
Gambar 2.2 : Gambaran mikroskopis Plasmodium berghei dengan perbesaran 
lOOx objektif; pewamaan Giemsa. A. Bentuk cincin Plasmodium berghei, B. 
Tropozoit akhir Plasmodium berghei, C. Skizon Plasmodium berghei, D. 
Gametosit (Cieleka D&SaIamatin R, 2005; LUMC, 2002). 

/ 

Gambar 2.3 : Infeksi lebih dari satu parasit pada eritrosit dengan pewarnaan 
Giemsa, perbesaran 100x objektif (LUMC, 2005). 
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characteristics 

0-4 Invasion 
(merozoites) 

4-8 

8-12 Intracellular growth 

12-18 growth 

18-20 
manifest 

20-22 not visible 

scl1izogony 
22-23 completed 

23-26 

26-27 genesis 
com~ted 

stable 
30-48 gametocylemia 

48-57 

Gambar 2.4: Perkembangan parasit pada siklus eritrositik (LUMe, 2002). 

2.1.4 Gejala kURis malaria 

Patogenesis teIjadinya gejala k1inis pada malaria adalah: 

a. Perubahan pada eritrosit 

Setelah invasi ke dalam eritrosit, parasit akan segera tumbuh dan berkembang 

biak. Parasit yang sedang tumbuh ini akan terus-menerus memecah protein sel 

eritrosit inang terutama hemoglobin, dan menyebabkan perubahan pada 

membran sel eritrosit yaitu dengan mengubah sistem transport membran dan 

memasukkan derivat protein parasit ke dalam membran. Sel eritrosit menjadi 
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lebih sferis, dan akan terbentuk tonjolan (knob) dan selanjutnya pembahan ini 

akan menyebabkan terekspresinya faktor perlekatan yang menjadi perantara 

perlekatan eritrosit pada reseptor endotel kapiler dan vena. Pada fase ini tidak 

akan ditemukan parasit Plasmodium falciparum dalam pemeriksaan hapusan 

darah karena eritrosit terkumpul di vena postkapiler. Jika jLUnJall parasit 

bertambah banyak di dalam darah, maka parasit dapat ditemukan dalam 

pemeriksaan hapusan darah. Berkumpulnya parasit di dalam organ vital 

seperti otak dan hati akan mengganggu aliran mikrosirkulasi (White, 1991). 

Ketidakstabilan dalam a1iran darah menyebabkan teIjadinya kekurangan 

oksigenasi otak yang menjadi penyebab malaria serebral, yang sering menjadi 

penyebab utama kematian (Knirsh, 2003; Tanneur, 2005). 

b. Reaksi inang terbadap infeksi 

Respons inang terhadap infeksi ditandai dengan meningkatnya ftmgsi 

imunologik dan flItrasi dari limpa, sehingga tetjadi peningkatan pemecahan 

eritrosit yang terinfeksi mauplm yang tidak terinfeksi . Selain karena 

peningkatan pemecahan sel eritrosit oleh limpa, sel eritrosit yang terinfeksi 

juga ikut pecah saat pecahnya skizon. Bahan-bahan yang dikeluarkan karena 

pecahnya eritrosit tersebut akan menginduksi aktivasi makrofag dan pelepasan 

sitokin (termasuk tumor necrosis factor dan intertel/kin-I) yang menyebabkan 

teIjadinya panas badan (White, 1991). 
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GejaJa klinis yang didapatkan pada malaria yang disebabkan oleh 

Plasmodiumfalciparom : 

8. Demam. paroksismal dan meuggigiJ disertai dengan berkeringat. anoreksia, 

sakit kepala, muntah dan malaise (WHO, 1999) Pada individu yang belum 

mcmpunyai imunilas terhadap malaria suhu barlan bisa mencapai 40°C. Pada 

pcnderit8 maJariajuga didapatkan anemia (White, 1991}. 

b. Malaria yang herat karena infeksi Plasmodiumfalciparum: 

Gejala klinis malaria yang berat ini ditandai dengan perubahan tingkah laku 

yang abnonnal, kadang-kadang disenai dengan kejang, delirium dan koma. 

Gejala-gejala sepeni ini terjadi pada malaria serebral (Tanneur, 2005). 

Komplikasi yang sering tc~adi pada malaria karena Plasmodium 

/ afciparom adalah: 

8. Hipoglikemia yang sering didnpatkan pada anak-8l1ak dan pada wanita hamil , 

h. Asidosis iaktal, biasanya menyenai hipoglikemia, 

c. Noncardiogenic pulmonary edema, 

d. Gagal ginjal . 

e. Abnonnalitas darah; dengan disertai gejala- gejala. perdarahan. hematemesis. 

Pada hemolisis yang berat akan dilemukan ikterus dan pembesaran limpa 

(Knirsh. 2003). 

f. Komplikasi yang lain; pneumonia aspirasi pada saat kejang. (White, 1991). 
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2.1.5 Diagnosis malaria 

Diagnosis malaria harns meiiputi identifikasi parasit malaria atau 

antigenoya atau produkoya di dalam darah peuderita. Dalam diagnosis malaria 

harus meliputi : identifikasi bentuk yang berbeda dari keempat spesies malaria, 

perbedaan tingkat skizogoni eritrositik, endemisitas dari spesies, bubungan antara 

imunitas, parasitemia dan gejala; serta adanya parasitemia yang tidak terdeteksi 

pada pemeriksaan rnikroskopis. (Kakkilaya, 2005). 

Diagnosis malaria ditegakkan melalui tes darab yang dibagi menjadi dua 

jenis pemeriksaan: 

a. Pemeriksaan rnikroskopis 

b. Pemeriksaan non niikroskopis 

Pemeriksaan mikroskopis baik dengan tetes tebal maupun hapusan darab 

sudah digunakan sebagai metode pemeriksaan malaria sejak seratus tahun yang 

lalu. 

Pemeriksaan mikroskopis ada dua jenis : 

I . Pemeriksaan darab tepi 

2. Quantitative Buf/jl Coat Test 

Pemeriksaan darab tepi meliputi pembuatan hapusan darah, pengecatan 

dan pemeriksaan mikroskopis dari eritrosit untuk menemukan parasit intraseluler. 

Pengecatan yang sering digunakan untuk identifikasi parasit malaria adalab 

Giemsa, Leishman (WHO, 2000; Kakkilaya, 2005), Pemeriksaan darah tepi 

dengan pewarnaan Giemsa merupakan "gold standart" dalam diagnosis malaria 

Sediaan darab tepi selalu dibuat dalam bentuk tetes tebal dan hapusan darah. Tetes 
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lebal digunakan untuk identifikasi adanya parasil, sedang bapusan darah untuk 

menentukan spesies penyebab malaria (WHO, 2000) . 

. , 

, .. 
Gambar 2.5 : Tetes tebal Plasmodium !alciparum dengan pewarnaan Giemsa, 

pembesaran lOOx objektif dan lOx okuler 
(Mae Hong Son&Mae Sod, 2002). 

Gambar 2.6: Hapusan darab pemeriksaan malaria dengan pewarnaan Giemsa,dan 
pembesaran 100x objektif dan 10 x okuler (Mae Hong Son&Mae 
Sod,2002). 

Ada beberapa perbedaan karakteristik dari keempat plasmodium yang 

menginfeksi manusia, sebagaimana yang tampak pada tabel di bawah ini. 
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Tabel 2.3 : Tabel karakteristik plasmodium )ang menginfeksi manusia 

Karakteristik Plasmodium falcipantm Plasmodium vivax Plasmodium Plasmodium 
malariae ovale 

Skirogoni di liver 
- preeritrosit 5,5-7 hari 6-8 hari 12-16 hari 9 hari 
- ukuran skiron 60~ 4S~ 45~ 70~ 

liver 
-jumlah 

merozoitlhepa 
tosit 40.000 10000 2000 15.000 

- hipnozoit - + - + 
- rekrudesensi + + + + 
- rekurensi - +(liver) +(darah) +(Iiver) 

Skirogoni eritrosit <48 jam 48jarn 72 jam 50 jam 

Eritrosit: 

-eritrosit yang 
terinfeksi Normosit muda Retikulosit,normos Normosit Retikulosit,normo 

it sit muda 
-pembesaran 
eritrosit - > 12~1 - <IO~ 

-bintik/pigmen 
eritrosit Maurer Schuffner Ziemann James 

Parasi t 
-Pigmen Hitarn Coklat kekuningan Coklat tua Coklat tua 

-Jumlah merozoit 8-24 (36) 12-18(24) 8- 12 8-12 

lnkubasi : 
-inkubasi intrinsik 9-14 hari 12- 17hari 18 hari 9 hari 
-inkubasi 

ekstrinsik 10 hari 8-9 hari 26-28 hari 12-14 hari 

Prognosis 
-Kematian + - - -
-Pasien yang tidak Terjadi - - -
diterapi hiperparasitemia, 

malaria serebral,anemia 
berat,ikterus,sindroma 
nefrotik,hipertermia, 
shock hypotency 

(USNAMRU2,2003). 
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Perbedaan gambaran mikroskopik sel eritrosit yang terinfeksi oleh keempat 

jenis plasmoditun : 

T b 124 Gamb a e 'kr k aran Dll os OPtS se entroslt yang terinfeksi. 

Parasit Plasmodillm Plasmodium vivax Plasmodium Plasmodium malariae 
dalarn falcipanlm ovole 
darah 

Bentuk Tropozoit Semua bentuk Semua bentuk Semua bentuk parasit, 
parasit muda dan parasit, dan adanya parasi!, dan dan adanya bintik 
yang atau garnetosit bintik schuffner adanya bintik sehuffuer pada 
ditemukan yang matang pada eritrosi t schuffner pada eritrosit 

eritrosit 

Tropozoit 
-ukuran Kecil-medium Kecil-besar Lebih kecil dari Keci l 

P. vivax 
-jumlah banyak Sedikit-sedang Sedikit Sedikit 

-bentuk Cincin alau Tidak teratur Cincin alau Cinein atau bulat 
koma bulat 

-kromatin Dua titik Satu Satu Satu,besar 

-sitoplasma teratur Fragmen Regular Regular,padat 

- plgmen bintik kasar Bergerombol,halus Bergerombol, Bergerombol,banyak 
kasar 

Skizon : 
-Ukuran -Keci l dan Besar Seperti Kecil,kompak 

kompak P. malariae 
-]umlah sedikit, atau Sedikit-sedang Sedikit Sedikit 

tidak ada 
-Bentuk 12-30 12-24 merozoit 4-12 merozoit 6-12 merozoit 
matur merozoit 

massa 
-plgmen Gelap Masa longgar terkonsentrasi terkonsentrasi 

Garnetosit 
-Bentuk Pain/-end Sarna dengan Sarna dengan Sarna dengan 
imatur fo rm tropozoit matur tropozoit matur tropozoit matur 

-Benluk Banana shape Bundar,besar Bundar Bundar, kompak 
matur 
-kromatin Satu Satu Satu Satu 

-ptgmen Tersebar Tersebar dan halus tersebar Tersebar 

(USNAMRU2,2003). 
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Pemeriksaan mikroskopis darab tepi memplmyai beberapa keuntungan dan 

kerugian. 

Kelmnmgan : 

I . Sensitif 

2. Informatif 

3. Murah 

4. Tehnik diagnostik yang general 

Kerugian : 

Membutubkan keterampilan dan pengaJaman laboratorium (WHO, 2000). 

Quantitiltive BujJy Coat Test (QBC Test). 

QBC test merupakan salah satu metode pemeriksaan parasit malaria dalam 

darah tepi, dengan menggunakan pewamaan acridine orange. Pemeriksaan 

dila]..:ukan dengan mikroskop fluoresens atau dibawaJl sinar ultraviolet. 

Pemeriksaan dengan metode ini cepat, mudaJl dilakukan dan lebih sensitif 

dibandingkan tetes lebal, letapi tidak bisa digunakan untuk membedakan keempat 

spesies penyebab malaria (Fernandez, 2006). 

Pemeriksaan non mikroskopis : 

I . Rapid Diagnostic Test (ROT) 

Pemeriksaan ini berdasarkan pada deteksi antigen dari parasit malaria dengan 

menggunakan metode imunokromatografi . Pemeriksaan cepat, dapat 

dilakukan dalam 15 menit (WHO, 2000). Beberapa macam pemeriksaan yang 

termasuk ROT adalab : 
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a. Histidine-rich Protein 2 of Plasmodium falcipanll/1 (PjHRP2) Test 

Pemeriksan ini berdasarkan adanya protein yang larut dalam air yang 

dihasilkan oleh Plasmodium falcipanlln fase aseksual dan gametosil, 

diekspresikan pada permukaan sel eritrosit dan masih dapat terdeteksi di 

dalam darah setelah 28 hari terapi antimalaria. 

b. Aldolase Plasmodium Test (PMA) 

Aldolase adalah enzim jalur glikolitik dari parasit pada saal fase eritrositik 

parasit baik itu Plasmodium falcipanlm maupun non Plasmodium 

falciparum. 

c. Parasite lactate dehydrogenase (pLDH) 

LDH adalah enzim glikolitik yang larut dalam air yang dihasilkan oleh 

parasit pada fase seksual dan aseksual. Enzim ini ditemukan pada semua 

spesies malaria yang menginfeksi manusia (WHO, 2000). 

Perbandingan antara ketiga pemeriksaan tersebut adalah : 

. RDT TabeI2.S. Perbandingan kettgaJerus 
Perbandin2an RDT untuk Antiun Malaria 

PfHRP2 tests PMA test pLDH test 

Hislidine rich protein Plasmodium aldolase. 
Lactate 
dehydrogenase 

2 dari Plasmodium Enzim glikolitik parasit, merupakan 
Antigen target jalciparum. protein parasit yang dihasilkan 

enzim glikolitik 
yang larut air yang oleh semus parasit dan 

parasit yang 
terekspresi pads PIHR.P2 dihasi lkan oleh 
membran eritrosit semua spesies parasit 

Basil tes 2 garis 3 garis 32aris 
Hanya mendeteksi Mendeteksi Mendeteksi semua semua 

Kemampuan Plasmodium 
spesies spesies 

{alcirxuum 
Infeksi 
tampuran Tarnpak seperti 
Plasmodium Tampak seperti Tampak seperti Plasmodium 
jalciparum dan Plasmodium Plasmodium jalciparum 
Don jalciparum jalciparum. 
PiDsmodilint 
falcinarum 
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> 100-200 p!IIasi tl~L 

untuk Plasmodium 
Lebih tinggi pada /alciparum dan 

Batas deteksi >40- 1 00 p!IIas itl~ L 
Plasmodium viV(U" dan Plasmodium vimx: 
species non- lebih linggi pad. 
falciparum Plasmodium 

malariae and 
Plasmod;um ova/e 

Keberadaan 
Ditemukan sampai Ditemukan antigen ,etelah Ditemukan lebih lama 1-3 

tempi 
31 hari minggu 

Reoks; ,ilang 
antar spesies Pernah dilaporkan Pemah dilaporkan Pemah dilaporkan 
malaria 

Reaksi silang 83% dengan factor 3,3 % dengan factor 
dengan rheumatoid 

Tidak diketahui 
rheumatoid autoantibodi 

Deteksi adanya 
Tes yang positif 

parasit hidup 
Tidak dapat Tidak dapat menwljukkan adanya 

parasit hidup 

(Kakkilaya, 2005). 

2. Polymerase Chain Reaclion (PCR) 

PCR sangat sensitif dan spesifik unntk mendeleksi keempat spesies malaria, 

khususnya pada kasus dengan tingkat parasitemia yang rendah dan adanya 

infeksi campuran (mixed infeclion). peR juga dapat menganalisis sampel 

dalam jwnlah yang banyak dalam waIctu yang singkat. Oi samping 

keuntungan yang terdapal pada pemeriksaan dengan PCR, teknik pemeriksaan 

ini masih tergolong mahal untuk dilakukan di negara berkembang. (Urdaneta 

e/ aI. , 1998; ASM, 2005). 

3. Oeteksi Antibodi terbadap malaria 

Antibodi terhadap malaria dapat dideteksi dengan menggunakan 

imunofluoresens atau enzyme immuno assay. Pemeriksaan ini sangat berguna 

untuk survei epidemik, untuk les penyaring donor darah, dan mendeleksi 
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infcksi yang sedang dialami oleh individu yang tidak rncrnpunyai imunitas 

tcrhadap malaria. 

4. Flowsitomctri 

Flowsitometri dan automated hematology analyzer, bennanfaat dalam 

mcndiagnosis malaria bersamaan dengan hitung darnh rutin. Jika dalam 

pemeriksaan ditemukan pigmen malaria di dalam lekosit, juga bisa uotuk 

mcnentukan tingkat keparahan malaria (Kakkilaya, 2005). 

2.2 Provitamin BS 

Provitamin 85 adalah derivat vitamin 85, dikenal juga dengan nama 

Dexpantenol , Pantenol, Pantotenol, ®-2,4-dihydroxy.N-(J·hydroxypropyl)-3 ,3· 

dimelhylbutyramide (Vitamin Expen Committee, 200 1). Rumus kimianya 

C, HI'IINO ... dengan berat molekul 205,3 dalton. Provitamin 85 adalah bentuk 

Sinlelik yang tidak ditemukan datam beotuk alami di dalam bahan makanan 

tertcnlu (Pd rhcalth , 2(05). 

Gambar 2.7 : Struktur kimia Provitamin 8 5 (Sigma, 2(05). 

Provitamin 65 digunakan secara topikal uotuk penyembuhan luka. 

diglmakan sccara luas dalarn industri kosmelik, dan digunakan unruk 

pengobatan lupus erilematosus secara ora l (Pdrhealth, 2005 ; Expert 

Comminee on Vitamin and Minerals, 200 1). 
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Provitamin B5 yang diberikan per oral akan diserap di dalam usus halus. 

Absorbsi provitamin B5 rnelalui rnekanisrne transport aktif yang tergantung pada 

natrium dan difusi pasif. Distribusi provitamin B5 ke berbagai jaringan melalui 

darah dalam bentuk yang terikat dengan eritrosit. Provitamin B5 akan 

dikonversikan menjadi vitamin B5 (asam pantotenat) di dalam tubuh yang 

merupakan prel(ursor Ko-enzim A (KoA). KoA terrnasuk di dalam kornponen 

dalam pelepasan energi dari karbohidrat (siklus Kreb) dan juga penting untuk 

sintesis asetilkolin, fosfolipid, porfirin dalam sintesis hemoglobin sel eritrosit 

(Pdrhealth, 2005; Expert Committee on Vitamins and Minerals, 2001). 

Metabolisrne vitamin B5 untuk membentuk KoA seperti yang tampak dalam 

gambar pada halaman berilmt ini . 
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Biosintesis KoA. 

Pantotenat 
1 - __ _ 

---

A TP J Pantotenat kinase 

ADPl 

-EKstraseluler 

0-4' fosfopantotenat - ' 

Kerja 
hidrolase 
pada ikatan 
C-N arnida CTP~ sistein .- ------------ Digesti Hb 

COP ~Fosfopantotenat sistein ligase 

®-4'Fosfopantotenoill-sistein 

Pantetein CO2 .---i Fosfopantotenoil sistein dekarboksilase 
ATPU ~DP ~ 

I-----~~J.t:......-_+. Pantetein-4'fosfat 
Pantotenat kinase 

ATP JanteteinfOSfat adeniltransferase 

PPi4 

Oefosfo-KoA 

ATP~ Defosfo KoA kinase 
ADP 

KoA 

Apo-~~ Holo ACP sintase 

HoloACP 

Gambar 2.8. Gambar ini merupakan adapasi dari CoA Biosynthesis dalam Plasmodium 
Biochemistry Pathway ( Ginsburg, 2004). . 
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Asam pantotenat dan derivatnya: asam 4-fosfopantotenat , pantotenol , dan 

pantetine, seeara in vitro juga melindungi sel terhadap peroksidasi lipid dengan 

mekanisme peningkatan Ko-enzim A sel. Ko-enzim A mengeliminasi peroksi 

lipid dengan meningkatkan mobilisasi asam lemak dan memacu perbaikan 

membran plasma dengan mengaktivasi sintesis fosfolipid . Asam pantotenat dan 

derivatnya juga meningkatkan kadar reduced glutathione (GSH) dengan 

mekanisme yang belum diketahui (Pdrhealth, 2005 ; Slyshencov, 2004). 

2.3 Glutathione (GSH) 

GSH merupakan tripeptida esensiaI yang terdiri dari 8sam glutamat,sistein 

dan glisin (y-glutamiI-sistein-glisin) yang memiliki struktur seperti yang terdapat 

pada gambar 2.9. GSH mengandung gugus sulthidriI (-SH) yang merupakan 

bagian yang beI]leran penting dalam molekul GSH (Mayes A.Peter, 2003). 

glutathione (GSH) 

o 0 (HH 0 
-O~~I~~O-

+NH H 0 
3 

glutamate cysteine 
glycine 

Gambar 2.9 : Struktur GSH dan GSSG (Baynes dan Oominickzak, 2002). 

GSH mampu melindungi seI terbadap serangan oksidan dan komponen 

xenobiotik elektrofilik yang potensial beraClln (karsinogen tertentu). Sistem 

redoks GSH mempunyai peranan penting dalam mempertahankan homeostasis 

GSH intraseluler. Oi dalam sistem ini dibutuhkan GSH sebagai ko-substrat dalam 

proses detoksifikasi senyawa peroksida seperti hidrogen peroksida ataupun lipid 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMBERIAN PROVITAMIN... ARDIANA EKA WANTI



29 

peroksida menjadi senyawa yang tidak berbahaya dengan melibatkan enzim 

g1utation peroksidase. GSH tersebut selama reaksi diubah menjadi bentuk 

teroksidasi GSSG dan oleh enzim g1utation reduktase akan dillbah menjadi bentuk 

GSH kembali melalui siklus redoks. Siklus ini membutuhkan NADPH yang 

berasal dari Hexose Monophosphat Shunt (HMP Shunt). Sejumlah xenobiotik 

elektrofilik akan terkonjugasi ke GSH nukleofilik dalam reaksi yang digambarkan 

sebagai berikut : 

R + GSH R-S-G 

R adalah xenobiotik elektrofilik. Enzim yang mengkatalis reaksi ill! adalah 

glutation S-transferase. 

NADPH" H· G-S-S-G 2HzO 

LlNTASAN GtUTATION GLUTAnON ~ . 
PENTOSA REOUKTA5E PEROKSIOAS.E 
FOSFAT 

2H HADp· 2G -SH HZ02 

Gambar 2.10: Siklus redoks GSH (Murray et aI. , 2003). 

GSH memiliki beberapa fungsi penting lainnya dalam sel tubuh manusia 

di luar peranannya dalarn metabolisme xenobiotik, yaitu (Murray, et aI. , 2003) : 

1. Turut serta dalam proses dekomposisi hidrogen peroksida (H20 2) yang 

potensial bercun di dalarn reaksi yang dikatalis oleh glutathione peroksidase. 

2GSH + H202 ----'---~ 2 GSSG + 2H20 

2. Apabila radikal hidroksil (OH) masih terbentuk, maka GSH dapat 

meredamnya metalui reaksi sebagai berikut 

GSH + .OH ~ .GS + H20 

2.GS ~ GSSG 
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3. Peredam lain sepertj alkil, DNA radikal dan DNA radikal peroksil 

OSH + R. • .OS + RH 

OSH + DNA. 

OSH + DNAOO. 

.OS + DNA 

.OS + DNAOOH 

30 

4. Merupakan zat pereduksi intrasel yang penting oleh karena membantu 

mempertahankan gugus - SH yang esensial pada sejumlah enzim dalam 

keadaan tereduksi : 

20SH + PSSX---... ossa +P(SH)2X 

5. Mengubah kembali menjadi bentuk vitamin C dari bentuk radikalnya : 

20SH + 2Ase. • ossa + 2Ase 

Sel eritrosit seeara terus menerus terpapar oleh ROS, karena kandungan O2 

yang tinggi dan besi heme memudahkan pembentukan ROS. Superoksid ("02-) 

dapat terbentuk seeara spontan pad a reaksi pengikatall O2 oleh hemoglobin, pada 

reaksi yang dikatalis oleh enzim oksidase juga menghasilkan O2- dan H2~ . 

Oksidasi hemoglobin menjadi methemoglobin akan melepaskan heme yang akan 

bereaksi dengan ~- dan H20 2 membentuk radikal hidroksil (.OH"). Untuk 

meredam ROS tersebut sel eritrosit mempunyai beberapa perlilldungan 

antioksidan, diantaranya katalase, superoxide dismutase (SOD), dan glutathione 

(OSH). SOD meredam .~- menjadi H20 2, selanjutnya H20 2 diubah menjadi H20 

dan O2 oleh katalase. Radikal hidroksil (.OR) yang terbentuk akan drredam oleh 

glutathione peroksidase . 

Kerja antioksidan di atas dapat drrmgkas dalam skema berikut : 

SOD 
202- + 2H' • H20 + 02 
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2GSH + H20 2 Gllllaijan peralrsidase t GSSG + 2H20 

GSH sel eritrosit dipertabankan tetap pads kadar 2 mmoVL untuk 

mernpellahankan ftmgsi tersebut. Umuk memenuhi kebutuhan aSH tersebut 

selain melalui siklus redoks aSH, juga mendapatkan transport dan organ 

penghasi l terbesar GSH yaitu hepar ( Droge, 2002; Baynes&Dominickzak, 2003; 

Wu ef al., 2004; Murray, el al., 2003). 

2.4. Penman Provitamin 85 Dalam l\1enghambal Perlumbuhan Parisi! 

Malaria 

Merozoit dan fase eksoeritrositer akan memasuki eritrosit. dall akan 

berubah menjadi benruk tropozoit (ring /ann) 15 jam seteJah invasi. Pada fase 

ertrositik ini eritrosit yang terifeksi oleh PlasmodIUm jaiclparom akan mengalami 

beberapa perubahan. Benruk erilrosil yang semula bikonkaf menjadi bentuk yang 

lebih s feris dan terdapat lonjolan yang disebut "knob" pada permukaannya. 

Perubahan morfologi in; juga dii J..'Uti dengan meningkatnya aktifitas metabolisme 

dari parasil (Kirk e f 01., 1991). Parasi! berkembang menjadi bentuk skizon yang 

merupakan masa amplitikas i dengan men~lasilkan 8-32 merozoit barn. Setelah 

skizon m8t8ng eritrosit akan pecah dan melepaskan merozoit baru yang siap 

menginvasi eritrosit yang lainoya. Satu slklus ini bcrJanwull&.Jcira-kira 48 jam. 

Peningkatan aktivitas metabolisme dan biosintesis dari parasit di dalam eritrosit 

diikuti dengan meningkatnya penneabilitas membran. Pada rase ini mcmbran 

mempunyai permeabilitas yang lebili tinggi terhadap zat-Z8t yang dibutuhkan oleh 

pal1lSit, salab satunya ad.lab pantotenat (Divo ef 01., 1985). 
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Asam pantotenat yang berasal dari cairan ekstraselular tersebut di dalam 

tubuh parasit akan menjadi bahan untuk mensintesis KoA dengan melalui langkab 

yang pertama yaitu fosforilasi asam pantotenat yang dikatalisis oleh enZlm 

pantotenat kinase (Expert Committee on Vitamin and Minerals, 200 I). 

Bentuk aktif asam pantotenat adalah Koenzirn A (KoA) dan Acyl Carrier 

Protein (ACP). KoA merupakan 4-fosfopantetein yang dibubungkan oleh ikatan 

anhidrida dengan nukleotida adenosin 5' -monofosfat. Gugusan sui fidri I 

membentuk ikatan tioester dengan gugusan asil membentuk derivat asiI KoA, 

termasuk asetil KoA. Asetil KoA memiliki beberapa manfaat metabolik, 

diantaranya dapat dimetabolisme menjadi energi dalan sikIus Kreb. Asetil KoA 

dapat d.irnetabolisme juga menjadi asam lemak, kolesterol dan hormon steroid. 

Asetil KoA juga berperanan dalam reaksi asetilasi untuk membentuk asetil kolin, 

melatonin dan terakhir asetil-KoA juga berperan dalam asetilasi protein dan 

ruston. ACP berfungsi sebagai koenzim dalam kompleks asam lemak sintase 

yang merupakan pusat sintesis asam lemak. Bentuk KoA yang lainnya juga 

mempunyai peran biologis yang penting diantaranya: malonil KOA berperan 

dalam sintesis asam lemak dan suksinil KoA berperan dalam sintesis hem 

(Pdrbealth,2005). 

Analog asam pantotenat sudab lama diketahui sebagai senyawa untuk 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme (Genscbel, 2004). Brackett et al. 

pertama kali memberikan analog asam pantotenat diberikan pada ayam yang telah 

diinfeksikan dengan Plasmodium ga/linaceum yang mendapat perlakuan 

diberikan diet defisiensi asam pantotenat atau analog asam pantotenat per oral, 

temyata didapatkan adanya penekanan pertumbuhan parasit yang bermakna pada 
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fase eritrositik. Parasit mendapatkan pantotenat dari sel inang, dengan 

menginduksi peningkatan penneabilitas sel eritrosit inang, kemudian asam 

pantotenat akan diangkut ke dalam cairan intraselular parasit dan mengalami 

fosforilasi untuk memenuhi kebutuhan KoA paras it (Saliba, 1998). 

Provitamin B5 menghambat pertumbuhan parasit plasmodium dengan cara 

menghambat reaksi fosforilasi untuk pembentukan KoA. Provitamin B5 menjadi 

inhibitor kompetitif terhadap enzim pantotenat kinase yang mengkatalisis reaksi 

fosforilasi asam pantotenat (Saliba el aJ., 2004). Pada penelitian yang dilakukan 

oleh Saliba el aJ. dosis efektif yang diperlukan untuk menurunkan perturnbuhan 

parasit hingga 85 % yaitu 1,4 glkgBB per oral tanpa adanya efek samping (Saliba, 

el aJ., 2004). Dosis untuk melindungi binatang dari efek kerusakan sel oleh karena 

iradiasi gamma adalah 26 mglhari dengan pemberian intragastrik (Slyshenkov el 

aJ. . 1998). Pada penelitian yang lain dari Slyshencov didapatkan bahwa sel yang 

diinkubasikan dengan 1 mM pantotenol akan meningkatkan aktivitas GSH 

(Slyshencov, 2004). Beberapa kasus efek toksik akut atau kronik terjadi pada 

dosis yang sangat tinggi dan te~iadi dalam waktu yang lama (beberapa tahun), 

yaitu 10 gram!kgBB/hari. Gejala toksisitas tersebut adalah diare dan gangguan 

gastrointestinal (Expert Committee on Vitamin and Minerals, 2001). 

Mekanisme peningkatan kadar GSH oleh asam pantotenat dan derivatnya 

belum diketahui . Peningkatan kadar GSH mempunyai peranan dalam melindungi 

membran sel terhadap kerusakan peroksidatif Provitamin B5 sebagai derivat dari 

vitamin B5 dapat melindungi sel terhadap efek yang merusak dari radiasi gamma 

yang menimbulkan banyak senyawa oksigen reaktif Efek protektif dari 
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provitamin 85 tersebut di sebabkan karena kemampuannya memacu sinlesis 

Koenzim-A dan peningkatan GSH (Slysbencov, 1998). 

Peningkatan metabolisme dan aktivilas biosinlesis pada fase eritrositer ini 

menyebabkan meningkatnya senyaws oksigen Teaklif (SOR) (G insburg&At8mDa, 

1994). SOR mcnginduksi terjadinya stress oksidatif pada eriLrosit yang terinfcksi 

dan pada parasit , SOR terutama berasal dan proses degradasi hemoglobin inang 

oleh parasit. Degradasi hemoglobin illi menghasitkan hem bebas (feriprotoporfirin 

IX) dan H,o. Fe teroksidasi (Fe J} yang terdapat pada feriprotoporfirin [)( 

dalam keadaan kadar oksigen yang tinggi dan suasana pH yang 8sam di dalam 

vakuola makanan parasit aka" memacu terbentuknya radikal oksigen melalui 

Teaksi Fenton dan Haber-Weiss (Sullivan OJ , 2005). 

Hem bebas ini bersifat loksik terbadap membran eritrosit yang akan 

meningkalican fragilitas eritrosit (Tiley, 2(01 ), dan juga pada membran sel parasit 

yang menginfeksi eritrosit (Muller, 2003; Hugbes, 1995; Ginsburg, 2004). Hem 

bebas akan dinelfalisir oleh GSH menjadi hemozoin atau pigmen malaria 

(Ginsburg, 2004). 
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Gambar 2.11. Digesti hemoglobin dan polimerisasi feriprotoporfirin IX, diadaptasi 
dari Hemoglobin digestion and!eriprotoporjirin IX polymerization dalam 
Plasmodium Biochemistry Pathway (Ginsburg, 2004). 
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Parasit di dalam eritrosit mampu melindungi dirinya dari stress oksidatif 

karena kemampuan mensintesis GSH (DFN Platel, 1999; Ginsburg, 2004). 

Mekanisme pertabanan tersebut tampak pada skema berikut. 

I Glutathlon .. bloayntll •• 111 
.. _ ..... ""' I ROS !l!f!!ratorw I 
_ 01,*_ -.... ..--
" 

_ ... , 
Gambar 2.12: Skema umum berbagai proses biokimia antioksidan parasit malaria 

(Ginsburg, 2004). 

Parasit mengalami stress oksidatif yang berasal dari produk metabolisme 

selnya sendiri, terutama dari proses digesti hemoglobin sel inang. Meningkatnya 

stress oksidatif tersebut dimulai dari fase tropozoit akhir. SOR yang tidak dapat 

diredam didalam sel parasit akan dikeluarkan ke sel inang. Sistem antioksidan sel 

inang menjadi tidak efektif lagi untuk menetralisir oksidan karena meningkatnya 

stress oksidatif di dalam sel inang dan meningkatnya peroksi lipid pada membran 

akibat stress oksidatiftersebut (Ginsburg, 2004). 
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Sistem antioksidan yang bekeria di dalam sel parasit diantaranya : 

Suoeroxide Dismutase (SOD) 

Parasit intraeritrosit akan mencema silosol sel inang yang mengandung 

hemoglobin. Oksidasi hemoglobin di dalam vakuola makanan akan menghasilkan 

superoxide (02') yang secara spontan diubah menjadi H2~ di dalarn tubuh 

parasil karena keria dari SOD (Ginsburg, 2004). 

Glutathione (GSH) 

Plasmodium /iJlciparum mempunyai kemampuan untuk mensintesis GSH. 

Jika GSH yang dihasilkan tidak mencukupi maka paras it bisa mentransport GSH 

dari sel inangnya, di sarnping juga karena adanya kemampuan sel mamalia untuk 

mentransport GSH, GSSG dan GSH yang lerkonjugasi . Peningkatan kadar GSH 

parasil merupakan faktor yang kurang menguntungkan karena meningkatkan 

teIjadinya resistensi terhadap obat antimalaria seperti kloroquin (Ginsburg, 2004; 

Dubois, 1997). 

Provitarnn 85 juga meningkatkan sinlesis GSH (Slyshenkov, 2004) , GSH 

akan mengaktifkan glutathione peroksidase, selanjutnya enzim ini akan 

melindungi sel inang dari kerusakan oksidatif, sehingga akan mengurangi gejala 

klinis yang terjadi pada infeksi malaria (Ginsburg&Atarnna, 1997; 

UJ.Dumaswala, el al.. 2001; Slyshenkov, 1998). 
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2.5 Peogujian Provitamin 85 sebagai Antimalaria 

Pengujian provitamin 85 sebagai antimalaria dengan menggunakan mcneil 

sebagai model mengikuti beberapa metode, di antaranya : 

I. Plasmodium herghe; 4 day suppression fest (Pe/er 's test) 

Meneit diinfeksi dengan 0,2 ml suspensi Plasmooillm berghel secara 

intraperitoneal alau inlavena dan dibagi menjadi kelompok kontrol dan 

kelompok perlakuan. Kemudian pada han pCI1'ama sampai han keliga setelah 

infcksi dilakukan pemberian senyawa antimalaria pada kelompok perlakuan 

dan zat pembawa pada kelompok kontrol. Pada hari keempat (24 jam lanpa 

pemberian abat) dilakukan pemeriksaan pardSilCmia. 

2. Hill 's Test/or causal prophylaxis and residual activity 

Mcneil yang sudah diinokulasi Plasmod ium akan menjalani beberapa 

perlakuan: 

a, Fase I , pengujian aktivitas profilaksis 

Tiga jam setelah inokulasi dilakukan pemberian senyawa antimalaria 

sampai hari keempat belas. Suatu senyawa memiliki aktivitas profilaksis 

jika didapatkan parasitemia kurang dari 2 % pada hari ke·14 . 

b. Fase 2. peogujian aktivitas residual 

Senyawa antimalaria diberikan 48 jam sebelwn inok-ulasi pada kelompok 

perlakuan. Jika waktu yang dibutuhkan unruk mencapai parasitemia 2 % 

pada kelompok perlakuan sama dengan kelompok kontrol, maka senyawa 

tersebut lidak mempunyai aktivitas residu. 
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c. Fase 3, pengujiall aktivitas residual yang memanjang 

Mencit yang sudab diinokulasi Plasmodium diberikan senyawa 

antimalaria. 48 jam setelah pemberian senyawa antimalaria diambil darah 

intrakardiak dan diinjeksikan ke mencit yang sebat. Pada bari ke-14 

setelah injeksi dilakukan pemeriksaan parasitemia. Senyawa yang tidak 

memiliki aktivitas residual jika mencit yang memiliki tingkat parasitemia 

2 % mencapai 75 % dari keseluruban men cit yang diinfeksikan. 

d. Fase 4, pengujian tambahan 

Senyawa antimalaria diberikan 48 jam sebelum injeksi PlasmodiuJIl ke 

dalam tubub mencit. Tiga jam setelah infeksi, darah mencit diambil dan 

diinjeksikan ke dalam tubuh mencit yang sehat. Pada hari ke-14 dilakukan 

pemeriksaan parasitemia untuk mengetahui adanya aktivitas residual 

sebagaimana uji fase 2 tKalra BS, 2006). 
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BAB3 

KERANGKA KONSEPTUA L DAN lilPOTES1S PENELlTlA 

3.1. Kerangka Konseptual 

Penyebab malaria yang memberikan gejaia paling berat adalah 

Plasmodium !a/ciparum. Merozoil dari fase eksoeritrositer akan memasuki 

eritrosit dan mcnjadi bentuk tropozoit (ring fonn) t 5 jam setelah invasi. Pada fase 

ini erilTosit yang terifeksi oleh PlasmodIUm falciparum akan meng81ami bcberapa 

perubaban. Sentuk eritrosit yang semula bikonkaf mcnjadi benluk yang Jcbih 

sferis dan terdapat tonjolan yang disebut "lcnob" pada pennukaannya (Shennan 

el.al, 2004), Perubahan morfologi ini juga diikuti dcngan mcningkalnya aktifilas 

metabolik dan parasit (Kirk el 01. 1991). Parasit kemudian memasuki fase skizon 

yang merupakan rase amplifikasi yang mengbasiLkan 8-32 merozoil barn. Pada 

fase ini eritrosit akan pecah dan meJepaskan merozoil barn yang siap menginvasi 

eritrosit yang lainoya. Fase ini berlangsung kira·kira 48jam. Peningkatan a!"1.ivitas 

metabolisme dan parasil di dalam entrosit diikuti oleh meningkatnya 

permeabilitas membran erirrosit. Membran mempunyai permeabililas yang lebih 

tinggi terhadap zat·zat yang dibutuhkan oleh parasit salah samnya adalah 

panlatenal (Diva el 01 .• 1985). Peningkatan metabolisme pada rase erirrositer ini 

menyebabkan meningkamya Senyaw8 Ok,igen ReaJ.~if (SOR) 

(Gin,burg&Atamna, (994). 

SOR menginduksi terjadinya stress oksidatif pada eritrosit yang tcrinfeksi, 

SOR terutama berasal dati proses degradasi hemoglobin inang olch parasit. 

Degradasi hemoglobin ini menghasilkan hem bebas (femprotoporfirin IX) dan 

H20 2. Hem bebas ini bersifal toksik terbadap membran eritrosit yang akan 
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meningkatkan fragilitas eritrosit (Tiley, 200 I), dan juga pada membran sel parasit 

yang menginfeksi eritrosit (Muller, 2003; Hughes, 1995; Ginsburg, 2004). Hem 

bebas akan dipolimerisasi oleh GSH menjadi hemozoin atau pigmen malaria 

(Ginsburg, 2004). 

Salah satu obat antimalaria yang menghambat pertumbuhan parasit 

malaria intraeritrositer yainl provitamin 85. Pantotenol atan provitamin 85 

merupakan inhibitor kompetitif bagi enzim pantotenat kinase, sebingga fosforilasi 

asam pantotenat untuk pembentukan KoA tidak teljadi . (Saliba, 2004). 

Provitamin 85 juga meningkatkan sintesis GSH (Slyshencov, 2004), GSH 

akan membentuk polimer heme bebas yang terbentuk sebagai hasil metabolisme 

hemoglobin, sehingga tidak toksik lagi terhadap membran sel. Hem bebas 

mempunyai sifat toksik terhadap membran eritrosit sehingga meningkatkan 

fragilitas eritrosit (Tiley, 200 1). 
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Bagan 3.1: Kerangka Konseptual Penelitian 
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: Panah garis lurns meoggambarkan arab perkembangan 

parasit dalam siklus hidupoya dan metabolisme asam 

pantotenat (vitamin 85) di dalam tubuh. 

-----II : Hambatao fosforilasi asam pantoteoat oleh provitamin 

3.2. Hipotesis Penelitian 

B5 sebagai inhibitor kompetitif pada enzim paototeoat 

kinase. Akibat hambatan ioi adalah terhentinya 

produksi KoA yang diperlukan uotuk pertumbuhan 

parasi!. Terbambatoya pertumbuhan parasit 

meogakibatkan peouruoan destruksi eritrosit, 

selanjutoya akan meogurangi gejala kliois. 

Parameter yang akan diukur. 

I. Pemberian provitamin 85 1,4 glkgB81hari dan 5,6 glkgBBlhari peroral 

pada mencit 8alb/c yang terinfeksi Plasmodium berghei meoghambat 

pertumbuhan Plasmodium berghei intraeritrositer. 

2. Pemberian provitamin 85 1,4 glkgBB/hari dan 5,6 glkgB8/hari peroral 

pada mencit 8alb/c yang terinfeksi Plasmodium berghei meoingkatkan 

kadar aSH sel eritrosit . 
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BAB4 

MA TERl DAN METODE PENELITlAN 

4.1. Rancangan Penelitian. 

Berdasarkan pennasalahan yang diteliti, maka penelitian ini tennasuk 

dalam penelitian eksperimental yang dilakukan di laboratorium dengan rancangan 

penelitian Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

Penelitian yang dilakukan yaitu dengan menggunakan Plasmodium 

berghei sebagai model infeksi Plasmodium falciparum. Mendt 8alb/C yang 

diinfeksi dengan Plasmodium berghei dan diberikan provitamin 85 dalam 

beberapa dosis yang berbeda sebagai kelompok perlakuan. Kelompok kontrol 

adalah mencit 8alb/C yang diinfeksi oleh Plasmodium berghei dan disonde 

aquades sebagai pelarut provitamin 85. Pada kelompok perial,:uan mencit Balb/C 

diberikan provitamin 85 personde dengan dosis 1,4 glkgB8/hari dan 5,6 

g/kg88/hari selama 3 han (The 4-days suppressive test of blood schi1.ontocidal 

action ), pada han keempat dibuat hapusan darah tepi dan tetes tebal dan ekor 

yang dilukai untuk melihat parasitemia dan diambil darah intrakardial untuk 

mengukur kadar GSH eritrosit. Dosis provitamin 85 yang diberikan berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Saliba (2004) dan Slyshencov (1998) . 

K • 0 

S • R <: PI • OJ 

P2 02 
• 
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Keterangan : 

S : Sampel 

R : Randomisasi 

K : Kelompok konrrol , diberi aquades 0,4 lUI personde 

PI : Kelompok perlakuan 1 meneil Balb/C diberi 1,4 g!kgBBlhari provitamin 8 5 

personde 

P2 : Kelompok perlakuan 2 mendt Balb/C diberi 5,6 glkgBBlhari provitamin B5 

personde 

o : Parasitemia dan kadar GSH set eritrosit kelompok kORlrol 

01 : Parasitemia dan kadar GSH sel eritrosit kelompok PI 

02 : Parasitemia dan kadar aSH sel eritrosit kelompok P2 

4.2. Unit Eksperimen, Randomisasi dan Replikasi 

4.2.1. Unil Eksperimen 

Unit eksperimen yang di b'1.U1akan daLam penelitian ini adalah mcneil 

Balb/C jantan dewasa yang berumur 8-9 minggu dengan berat hadan 15-30 gram 

dengan kondisi yang sehat diperoleh dari laboratorium Bahan Alam Fakultas 

Farmasi Uni versitas Airlangga, Surabaya. 
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4.2.2. Randomisasi 

Pembagian kelompok pada unit eksperimen dilakukan dengan cara simple 

random sampling (Zainuddin, 2000). 

4.2.3. Replikasi 

Replikasi ditentukan dengan runms Higgins & Kleinbaum ( 1985) sebagai 

berikut : 

r 2:. _I_x 2 CZw2 + ?Pi. Sc2 

l-f (Xc - Xli 

Keterangan : 

r = Jumlab replikasi per kelompok 

XI = Nipura kelompok eksperimen (17, 12) 

Xc = Nipura kelompok kontrol (25,70) 

Sc = Simpang baku kelompok kontrol (4,56) 

f = Proporsi kegagalan (0,20) 

Zan = 1,96 (a = 0,05) 

Zp = 1,28 (P = 0,10) 

Berdasarkan basil penelitian pendabuluan yang dilakukan, replikasi 

minimal 8 ekor menci! Balb/C, sebingga sampel sebanyak 24 ekor menci! Balb/C, 

dibagi menjadi tiga kelompok. 
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4.3. Varia bel Pcnclitian 

4.3.1. Klasifikasi vanabel 

4.3.1.1. Variabcl bebas 

• Provitamin 85 

4.3.2.2. Varia bel tergantung 

a. Parasitemia 

b. GSH sel eritrosi! 

4.3.2.3. Variabel keDdali 

• Mcneil Ba1b/C 

4.3.2. Definisi Opcrasional 

a. Provitamin BS 

PantOlenoi, DexpanlenoJ, (R)-2, 4-dihyd roxy· N·(3·h yd roxyprnpyl ). 3 ,3· 

dimethylbutyTamide alsu C~19NO.l yang didapat daTi Sigma kala log P 2375 . 

dosis yang di gunakan daJam pcnelitian. yaitu 1,4 glkgBB/hari dan 5,6 

glkgBBlhari (Saliba, 2004: Pdrhealth, 2005). 

b. Para5itemia 

Sel eritrosit yang lerinfeksi yang dilemukan pada pcmeriksaan hapusan darah 

yang ditentllkan dengan rumus : 

% critrosit terinfcksi = eritrosit yang mengandung parasit x 100% 
total eritrosit 

Total eritrosit yang temilung harus mencapai 5000 eritrosit. 
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c. GSH sel eritrosit 

Tripeptida yang mengandung sistein dan sel eritrosit kadamya dinyatakan 

dalam ~moVg Hb, yang ditentukan dengan metode Anderson. 

d. Mencit Balb/C 

Mencit Balb/C yang digllnakan dalam penelitian ini adalah mencit Balb/C 

jantan seha! yang sudah diinfeksikan dengan Plasmodium berghei. 

4.4. Bahan Penelitian 

4.4.1. Hewan uji 

Hewan uji menggunakan mencit Balb/C jantan yang berumur 8-9 minggu, 

berat badan 15-30 gram dengan kondisi yang sehat yang ditandai dengan bulu 

yang mengkilat, berat badan yang cukup, gerakan yang aktif dan tidak didapatkan 

luka, didapatkan dan laboratorium Bahan Alam Fakllltas Fannasi Universitas 

Airlangga Surabaya. 

4.4.2. Bahan untuk perlakuan 

I. Provitamin B5 

Dexpantenol, yang didapat dan Sigma dengan nomor katalog P 2375, 

2. Suspensi paras it Plasmodium berghei. 

Plasmodium berghei strain ANKA yang di dapat dari Lembaga 

Biomolekuler EijJanan dalam bentuk simpanan beku di Tropical Disease 

Center Universitas Airlangga. 
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4.4.3. Baban untuk pemeriksaan 

1. Ether untuk pembiusan. 

2. Pemeriksaan parasitemia : 

Untuk pemeriksaan parasitemia diperlukan Giemsa stock solution, methanol 

absolut , air bersih, minyak imersi. 

3. Preparasi sediaan eritrosit 

Preparasi sediaan eritrosit memerlukan Etilendiamin Tetraasetat (EDTA) 

10 %, NaCI 0,9 % dan PBS (phosphate buffered saline) O,OIM pH 7,4. 

4. Pemeriksaan kadar GSH sel eritrosit 

Pemeriksaan kadar GSH sel eritrosit memerlukan larutan sulphosalicylic acid 

(SSA) 4,1 %, larutan phosphate quffered KCI 1,17 M pH 7,4, 5,5-dithiobis 

(2- nitrobeuzoie aeid) (DTNB) I M. 

5. Pemeriksaan bemoglobin 

Pemeriksaan kadar bemoglobin memerlukan larutan Drabkin 's dan larutan 

standar bemoglobin 15 g IdL. 

4.5. lnstrumen Penelitian 

4.5.1. lnstrumen untuk perlakuan 

1. Dispossible spuil! ml untuk penyuntikan Plasmodium berghei intraperitoneal 

kepada meneit Balb/C dan pengambilan darab intrakardial. 

2. Spuit yang ujungnya dipasang suatu sonde no.24 yang dapat dimasukkan ke 

dalam mulut meneit Balb/C hingga meneapai oesopbagus. 

3. Kotak kaea untuk pembiusan. 

4. Alat pembedaban. 
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4.5.2. lnstrumen untuk pemeriksaan 

I . Alat untuk menimbang berat badan men cit Balb/C ( Timbangan Berkel tipe 

EH N.I06.601 ) 

2. Alat uotuk pemeriksaan parasitemia adalah : 

Gunting, gelas objek, pipet, mikroskop binokuler (mikroskop binokuler 

Olympus CH 20), rak pewamaan. 

3. Alat untuk pemeriksaan GSH 

Spektrofotometer (Spectronic 20 D), tabung ependorf, ultracentrifUge 

(Automatic Preparative Ultracentrifuge Hitachi 55p·7), vortex, 

micropippelle, kertas saring whatman 42. 

4. Alat untuk pemeriksaan hemoglobin: 

Spektrofotometer (Spectronic 20 D), micropipette, cuvet. 

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian 

4.6.1. Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bahan Alam Fakultas Farrnasi 

Universitas Airlangga dan Laboratorium Biokimia Universitas Airlangga 

Surabaya. 

4.6.2. Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan selama 10 bulan, mulai bulan Oktober 2005 

sampai Nopember 2006. Perinciao waktu tersebut dapat dilihat pada lampiran 9. 
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4.7. Prosedur Penelitian 

4.7.1. Aklimatisasi 
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Aklimatisasi hewan eoba selama 7 hari terhadap air, makanan serta suhu di 

dalam kondisi laboralorium 

4.7.2. Penginfeksian Plasmodium berghei 

I . Meneil Balb/C dibersihkan di daerah perut untuk perslapan injeksi 

Plasmodium berghei. 

2. Meneit Balb/C disuntikkan 10 6 Plasmodium berghei dalam 200 ilL darah 

meneit Balb/C donor seeara intraperitoneal (lampiran 2). Persiapan meneit 

donor: . 

a. Sediaan beku parasit dicairkan dan dihangatkan pada suhu tubuh 

(37'C) 

b. 200 ilL sediaan parasil diinjeksikan pada meneil donor dan dilakukan 

pemeriksaan parasitemia setiap hari , 

e. Jika parasitemia meneapai 20 % meneit diterminasi dan dilakukan 

pengambilan darah intrakardiak. 

d. Dilakukan pengenceran darah dengan a1eheiver, perbandingan darah: 

alcheiver adalah 1:3. 

e. Darah donor yang sudah diencerkan diinjeksikan kepada meneit 

Balb/C uji . 
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4.7.3. Perlakuan pemberian provitamin B5 

I. Mencit Balb/C ditimbang berat badannya 

2. Diberikan provitamin B5 yang dilarutkan dalam aquades dengan dosis 1.4 

glkgBBlban untuk PI dan 5,6 glkgBB/hali untuk P2 personde setiap ban 

sampai bali ketiga .. Kelompok kontrol diberikan aquades 400 ilL personde 

(lampiran 3). Perhitungan dosis pemberian provitamin B5 dapat dilihat pada 

lampiran 4. 

4.7.4. Pemeriksaan parasitemia 

I . Mencit Balb/C dilukai ekornya dan diambil darah beberapa tetes lIntllk 

bapusan darah dan tetes tebal yang dilakukan sebelum dan sesudah perlakuan 

(lampiran 5) 

2. Pewarnaan bapusan darah dengan Giemsa (lihat pada lampiran 5) 

3. Setelah sediaan kering dipenksa di bawah mikroskop dan diltitung jllmlah 

parasit dalam setiap 5000 eritrosit dengan perbesaran lOX okuler dan 100X 

objektif menggunakan minyak imersi . Data parasitemia digunakan untuk 

mengetahui kemampuan provitamin B5 untuk menghambat pertumbuban 

parasit dengan rumllS : 

% pengbambatan = 100 %. loertumbuban parasit kelompok uji 11>4-00) x 100%) 
rata-rata pertumbuhan parasit kelompok kontrol 
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4.7.5. Pemeriksaan GSH sel eritrosit 

Eritrosit yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari darab mencit 

Baib/C yang diambil dari jantung dan menggunakan antikoaguian Etiiendiamin 

Tetraasetat (EDT A) 10 %. Penentuan kadar GSH sel eritrosit dengan cara 

mengukur kadar GSH menurut protokol yang dilakukan oleb Anderson (1997). 

Prinsip metode ini adalab jika 5,5 ditbiobis-(2-nitobenzoic acid) (OTNB) 

bereaksi dengan GSH maka akan membentuk 2,5 OTNB yang berwama kuning. 

Kemudian dilibat dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang tertentu. 

Prosedur pemeriksaan GSH sel eritrosit lihat lampiran 6. 

Untuk mengbitung kadar GSH sel eritrosit diperlukan pemeriksaan 

hemoglobin (Hb) sebagai faktor koreksi sebagairoana rurnus berikut. 

Kadar GSH = GSH sel eritrosit (umollL) 
Hemoglobin (gldL) 

= GSH sel eritrosit (umollL) 
10 Hemoglobin (gIL) 

Kadar GSH dinyatakan dalam ~ol/g Hb. 

(Chavan SN, 2005). 

GSH dan hemoglobin di daJam sel eritrosit membentuk suatu kom~ltks 

GSH-hemoglobin. Jika terjadi penurunan kadar bem~; maka akan 

mempengarubi kadar GSH sel eritrosit ( Srivastava & Beutler, 1970; OumaswaJa 

UJ e/ al., 2001 ;Wiser,2006). 
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Pemeriksaan hemoglobin menggunakan darah mencit 8alb/C yang diambil 

dari jantung dan menggunakan antikoagulan EDT A 10 %. Pemeriksaan 

hemoglobin dilakllkan dengan meoggtmakan metode sianmetbemoglobin. Prinsip 

pemeriksaan ini adalah eritrosit yang ditambahkan larutao Drabkin's akan 

mengalami hemolisis dan hemoglobinnya akan dillbah menjadi 

sianmetbemoglobin. Sampel darah kemudian diperiksa dengan spektrofotometer 

pada panjang gelombang tertentu (Iampiran 7). 

4.8.Analisis Data 

Deskripsi data dalam penelitian ini disajikan dalam beotuk oarasi, tabel 

dan jika diperlukan dalam bentuk diagram. Data dianalisis deogan meoggunakan 

Analisis Varian (Anova) dengan derajat kemaknaan 5 %, dan bila terdapat 

perbedaan yang bermakna antar kelompok pada llji Anova, maka lIji statistik 

dilanjlltkan dengan uji LSD (Least Significant Difference Test) , untuk 

mendapatkan hasil pasangan kelompok yang memiliki perbedaao. 
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4.9. Kerangka Operasional Penelitian 

24 ekor mencit Balb/C 
berumur 8·10 minggu 

! 
AkIimatisasi Penginfeksian mencit Balb/C 

~ 
donor 

1 5 hari Randomisasi 

Terminasi dan pengambilan 
darah intrakardial 

~ ~. ~ ~ 
K Pl P2 Penyuntikan 200 ilL darah 

mencit Balb/C donor yang 
mengandung 106 Plasmodium 
berghei intraperitoneal 

Parasitemia 1-5 %, diperiksa setiap hari 

- ,-----
3 

K PI P2 h 
sonde Sonde 1,4 Sonde 5,6 - a 

aquades g/kgBB/hari g/kgBB/hari r 
provitamin B5 provitamin B5 

1 

I I I - '--

~ ~ 
,---

- h 

Melukai ekor dan pembuatan T erminasi dan pengambilan a 

hapusan darah dan tetes tebal darah intrakardial untuk - r 

! perneriksaan GSH dan Hb 1 

ke 
1 - -4 I Pewarnaan Giemsa ~ ~ '---

Perneriksaan GSH sel Pemeriksaan Hb -j eritrosit 

I Perneriksaan parasitemia 

I 
~ 

Analisis data 

Bagan 4.1: Kerangka operasional penelitian. 
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ANALISIS HASIL PENELlTIAN 

5.1. Data Berat Badan Antar Kelompok Perlakuan 

Tbl51H il ikur b bd a e as I pengu an erat aan 
Hari I HariI! Hari ill Hari IV 

Rerata Rerata Rerata Rerata 
Kelompok (j1;ram) SD (gram) SD (gram) SD (gram) SD 
Kontrol 28,7 2,2 28,5 1,6 28,6 0,6 28,2 1,8 

PI 26,6 3,1 27,5 3, I 27,1 I, I 27,0 2,9 
P2 27,1 4,1 26,9 4,2 26,4 1,4 26,4 3,5 

Berat badan antar kelompok percobaan pada hari I tidak didapatkan beda 

yang bennakna (p= 0,409) pada derajat kemaknaan 5 %. Data berat badan 

selengkapnya dapat dilihat pada lampiran 8. Berat badan antar kelompok perlakuan 

pada hari ke-2 tidak didapatkan beda yang bermakna (p= 0,599) pada derajat 

kemaknaan 5 %. Berat badan antar kelompok perlakuan pada hari ke-3 tidak 

didapatkan beda yang bermakna (p= 0,348) pada derajat kemaknaan 5 %. Berat 

badan antar kelompok perJakuan pada hari ke-4 tidak didapatkan beda yang 

bermakna (p= 0,416) pada derajat kemaknaan 5 %. 

5.2. Data Parasitemia 

Gambaran sel eritrosit yang terinfeksi pada setiap kelompok sebelum 

perJakuan dan sesudah perJakuan adalah sebagai berikut: 
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(b) 
Gambar 5.1 Parasitemia kelompok kontrol dengan pewarnaan Giemsa dan dilihat 

dengan perbesaran lOx okuler dan IOOx objektif. Sel eritrosit yang 
terinfeksi ditunjukkan dengan tanda panah; a. Hari I, b. Hari IV 
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(b) 
Gambar 5.2 Parasitemia kelompok PI dengan pewamaan Giemsa, dilihat dengan 

perbesaran lOx okuler dan lOOx objektif. Sel eritrosit yang terinfeksi 
ditunjukkan dengan anak panah; a. Hari I, b. Hari IV 
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Gambar 5.4 Parasitemia kelompok P2 dengan pewarnaan Giemsa dan dilihat 
dengan perbesaran lOx okuler dan 100x objektif. Sel eritrosit yang 
terinfeksi ditunjukkan dengan anak panah; 8 . Hari I, b. Hari IV 
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Tingkat parasitemia pad a setiap kelompok sebehun perlakllan (DO), setelah 

perlakuan (D4), persentase pertumbuhan parasit dan perselltase hambatan 

pertumbuhan parasit terlihat pada tabel berikut. 

Tabel5 .2 Parasitemia sebelum perlakuan (~O) 
Kelompok Rerata parasitemia (%) SD Anova Oneway 
KontroJ 194 a 0,66 , 
PI 2,45 I 14 F=3,50 1 

P2 3,24 a 1, 10 p=O,049 

Keterangan : a P2 berbed. bermakna dlbandingkan kontrol (p=O,OI6) 

Berdasarkan ringkasan data di atas parasilemia sebelum perlakuan terdapat 

perbedaan antar kelompok (p=O,049), sehingga analisis dilanjutkan dengan lIji LSD 

dan didapatkan basil adanya perbedaan antara parasitemia kelompok P2 dengan 

kontrol (p=O,O 16) 

T bel 5 3 P a . . d h I kuan (04) arast emta sesu a per a 
Ke1ompok Rerata parasitemia ( %) SD Anova Oneway 
Kontrol 17,78 a 3,22 

PI 8,46 a 2,21 F= 18,78 

P2 18,52 4,99 
p=O,OOO 

Keterangan : a PI berbed. bermakna dibandmgkan kontrol (p=O,OOO) 

Oari tabel di atas terlibat bahwa peningkatan parasitemia yang paling rendah 

teljadi pada kelompok perlakuan I (8,46 ± 2,21 %) dibandingkan dengan kontrol 

(17,78 ± 3,22 %).Uji Anova Oneway menghasiikan adanya perbedaan antar 

kelompok (p=O,OOO), sehingga uji diJanjutkan dengan LSD dan didapatkan adanya 

perbedaan yang bennakna antara kelompok PI dibandillgkan kontrol (p=O,OOO). 
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Tbl54P a e .. b h ersentase penum u an parasll 
Kelompok Rerata parasitemia (%) SD Anova Oneway 
Kontrol 15,85 a 3,54 

PI 6,01 ' .0 2,27 F= 15,86 

P2 15,29 D 5,33 
p=0,000 

Kelerangan : a PI berbeda bermakna dibandtngkan kontrol (P=O,OOO) 
bPI berbedo bermakna dibandingkan P2 (p=O,OOO). 
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Persentase penumbuhan parasit kelornpok PI (6,01 ± 2,27 %) lebih rendah 

dibandingkan dengan kelompok kontrol (15 ,85 ± 3,54 %). Dari hasil uji Anova 

Oneway didapatlcan beda berrnakna antar kelompok, maka uji dilanjutkan dengan 

LSD dan didapatkan beda yang bermakna antara kelornpok PI dibandiugkan kontrol 

(p=O,OOO) dan antara kelompok PI dengan P2 (p=O,OOO). 

Tbl55H b a e .. am alan penum buh an paras!! 
Kelompok Harnbatan ( %) SD Anova Oneway 
Kontrol 0,00' 22,3 F- 15,78 

PI 61,9 a 14.3 P=O,OOO 

P2 3,6 33,6 I 
Kelerangan: a lerdapa! perbedaan berrnakna anlara keJompok PI dlbandmgkan 

kelompok konlrol . 

Persentase hambatan penumbuhan parasil yang lebib tinggi dibandingkan 

kontrol didapatlcan pada kelompok PI (6 1,9 ± 14 ,3 %). Dari hasil analisis dengan 

Anova Oneway didapatkan beda berrnakna anlar kelompok, sehiugga uji dilanjutkan 

LSD, didapatlcan hasil adanya beda berrnakna antara kelompok PI dengan kelompok 

kontrol (p=O,009) dan PI dengan kelornpok P2 (p=O .OOOl. 
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5.3. Data Kadar GSH Sel Eritrosit Mencit Balb/C. 

Hasil pengukuran kadar aSH sel eritrosit mencit Balb/C dapat diringkas 

dalam tabel berikut. 

rT;;a.:,bec.:I-=5c::.6~.-=H.:;a~s;c.il L.:::=7':;::.:..:::::~~=~~rosit mencit Bal b/C 
Kelompok sel eritrosit SD t-test 

Kontrol 

019 a , 

0,34 p=(0,023) 
-+:---:-c,-----1 

0,06 PI 

0,69 P2 083 a , 
Keterangan : a terdapat beda bennakna antara kelompok PI dengan P2. 

Dari tabel di alas terlihat bahwa kadar GSH sel eritrosit pada kelompok PI 

(0,19 ± 0,06 I1mol/gHb) lebih rendah dibandingkan kontrol (0,42 ± 0,34 I1mol/gHb) 

dan pada kelompok P2 (0,83 ± 0,69 I1mol/gHb) lebih tinggi dibandingkan kelompok 

kontrol. 

Berdasarkan hasil anal isis data aSH sel eritrosit dengan menggunakan t-test 

didapatkan adanya beda bermakna antara kelompok P2 dibandingkan dengan PI 

(p=O,023). 
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BAB6 

PEMBARASAN 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 

provitamin B5 pada pertllmbuhan Plasmodium berghei dan kadar GSH eritrosit 

mencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium berghei. Untuk memenuhi tujuan 

dalam penelitian ini digunakan model infeksi Plasmodium !alciparum pad a 

manusia dengan menggunakan mencit Balb/C yang diinfeksi dengan Plasmodium 

berghei (LUMC, 2002). Pertumbuhan Plasmodium berghei diukur dengan 

menggunakan parameter parasitemia, yaitu sel eritrosit yang terinfeksi yang 

ditemukan 'pada pemeriksaan hapusan darah . 

Penggunaan Plasmodium berghei sebagai model infeksi pada berbagai 

penelitian tentang pengaruh suatu senyawa lerhadap Plasmodium !alciponll/l 

secara invivo yang tidak memungkinkan dilakukan pada manusia karena 

permasalahan etika. Plasmodium berghei dijadikan model infeksi Plasmodium 

!alciporum karena mempunyai kemiripan secara biologis (proses metabolisme 

siklus hid up dan gambaran mikroskopis). Dalam gambaran mikroskopis pola 

infeksi pada eritrosit oleh Plasmodium berghei sama dengan Plasmodium 

!alciponlm yang tidak didapatkan pada infeksi oleh species Plasmodium yang lain 

adalah infeksi oleh lebih dari satu parasit dalam sani sel eritrosit (lihat gambar 

5.1). 

Pada penelitian ini hewan percobaan (mencit Balb/C jantan yang berumur 

8-10 minggu) dibuat menderita malaria dengan menyuntikkan 200 ilL darah 

mencit Balb/C donor yang mengandung 2,5 x 106 Plasmodium berghei 
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(Berberian and Slighter, 1973). Setiap hari sebelum perlakuan dilakukan 

pemeriksaan parasitemia untuk mengetahui waktu memulai perlakuan. Pada 

pemeriksaan awal sebelum diberikan perJakuan pemberian provitamin B5 (DO) 

rata-rata tingkat parasitemia (dinyatakan dalam %) 2,54 (pemeriksaan kurang 

lebih 40 jam setelah infeksi) . Keadaan awal parasitemia ini tidak homogen 

(F=3,501). Perlakuan mulai diberikan pada tingkat parasitemia 1-5 %. Tingkat 

parasitemia yang homogen sulit didapatkan pada infeksi dengan plasmodium 

berk!:naan dengan perbedaan respon inang terhadap parasit sebagai salah satu 

patogenesis teIjadinya malaria (White, 1991). Perlakuan yang homogen sudah 

dilakukan dengan mencampur seluruh darah dari mencit Balb/C donor dan 

voltune penyuntikan darah donor ke mencit Balb/C percobaan yang sarna, yaitu 

200 ilL. 

Pada penelitian ini dilal..'ukan penimbangan berat badan mencit Balb/C 

yang bertujuan untuk mendapatkan data berat badan mencit, untuk memonitor 

gejala toksisitas pada pemberian provitamin B5. Penurunan berat badan dan gejala 

gastrointestinal adalah gejala toksik pemberian provitamin B5 (Expert Committee 

on Vitamin and Minerals, 2002). Pada penelitian ini penurunan berat badan 

karena gejala toksisitas dengan penurunan berat badan karena infeksi Plasmodium 

berghei sangat sui it untuk dibedakan. Malaria juga memberikan gejala 

gastrointestinal dan penurunan nafsu makan yang mengakibatkan penurunan berat 

badan. Dari analisis statistik dengan membandingkan antara berat badan sebelurn 

perlakuan dengan berat badan sesudah perlakuan tidak didapatkan beda yang 

bermakna (p=O,416). 
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Berat badan juga menjadi faktor internal pada hewan coba yang dapat 

mempengaruhi hasil-hasil eksperimen selain usia, jenis kelamin, sifat genetik, 

status kesehatan, dan luas permllkaan tubuh. Faktor ekternal yang dapat 

mempeDgaruhi hasil penelitian diantaranya adalab kondisi kandang, suasana asing 

atau baru, penempatan hewan, keadaan ruangan tempat hidllp seperti suhu, 

kelembaban, ventilasi, cahaya dan kebisingan (Wattimena, 1993). Faktor- faktor 

di atas dalam peDelitian ini dieliminasi dengan memilih hewan coba dengan usia 

dewasa (8 - 10 rninggu) sehiugga dillarapkan respons imunologik terhadap 

keberadaan parasit menjadi sarna. Hewan yang digunakan dalarn penelitian ini 

adalah hewan yang sehat, ditandai dengan bulu licin, tebal dan meDglcilat; hewan 

harus terlihat aktif dan bila dipegang badan tidak terasa kurus (Smith, 

Mangkoewidjojo, 1988). Berat badan antar hewan coba yang digunakan sebelum 

perlal.:uan tidak berbeda bermakna (p=409), sebingga diharapkan tidak 

mempeDgaruhi hasil peDelitian. 

Rute pemberian obat sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Slyshencov ( 1998) yaitu personde. Deugan pemberian personde dosis yang 

diterima oleh masing-masing hewan coba akan sesuai dengan yang diperlukan. 

Volume larutan yang diberikan masih dalarn batas yang dapat diterima oleh 

larnbung yaitu sarnpai volume I 000 ~L dan tidak menyebabkan regurgitasi. 

(Wattimena, 1993). Observasi selarna penelitian tidak didapatkan regurgitasi 

setelab sonde provitamin B5 . Kesarnaan stresor yang diberikan kepada semua 

hewan coba merupakan faktor yang barus ada, sebingga dalarn penelitian ini 

kelompok kontrol juga diberikan jenis stresor yang sarna dengan kelompok 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS PENGARUH PEMBERIAN PROVITAMIN... ARDIANA EKA WANTI



66 

perla],;uan dengan memberikan sonde pelamt provitamin B5 yaitu aquades dengan 

volume 400 !lL. 

Penentuan dosis pada penelitian ini berdasarkan penelitian Saliba el al. 

(2004) yang menemukan dosis efektif untuk penumnan tingkat parasitemia yaitu 

1,4 glkgBBlhari sebagai kelompok perlakuan I. Pada kelompok perlakuan 2 

diglmakan dosis 5,6 glkgBBlhari, mempakan dosis yang lebih besar dari dosis 

efektif dan belum termasuk dosis toksik untuk mencit yaitu 10 glkgBBlhari 

(Expert Committee on Vitamins and Minerals, 2001). Dosis PI yang digunakan 

dalarn penelitian ini juga memenuhi dosis efektif untuk senyawa antimalaria dari 

golongan analog asam pantotenat (Kirk, 2005), yaitu 15-200 !1M atau setara 

dengan 3,075-41 mg. Dosis 1,4 glkgBBlhari untuk mencit selara dengan 28 mg, 

sedangkan dosis 5,6 glkgBBlhari untuk mencit setara dengan 111 mg empat kali 

lebih besar dari dosis efektif analog asam pantolenat. 

Pad a perhitungan tingkat parasitemia sehari (24 jam) setelah pemberian 

provitamin B5 yang terakhir (KaJra BS, 2006), didapatkan parasitemia yang 

paling rendah teIjadi pada dosis 1,4 glkgBBlhari dibandingkan dengan semua 

kelompok dalarn penelitian, hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Saliba el al. (2004) lentang dosis efek1:if untuk menurunkan parasitemia pada 

infeksi parasit. Sedang pada kelompok P2 tingkat parasitemia tidak berbeda 

berrnakna dibandingkan kelompok kontrol ·(p=0,689). Pada kelompok PI terdapat 

beda yang bermakna (p~,ooO) dibandingkan kontrol. 

Hambatan perturnbuhan parasit (%) pada P1 sebesar 61 ,9 % berbeda 

dengan yang didapatkan oleh Saliba el al. (2004), yaitu harnbatan parasitemia 

hingga 85 % pada pemberian peroral . Perbedaan tersebut teIjadi karena perbedaan 
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waktu memlllai perlakuan pemberian provitamin B5 . Saliba el al. (2004) memulai 

perlakuan 2 - 4 jam setelah penyuntikan parasit, pada saat itu merozoit baru 

dilepaskan dari bepatosit (1,5 jam setelah injeksi parasit) (Knirsb, 2003). Pada 

keadaan parasitemia yang paling rendah tersebut, prodllksi KoA lIntuk 

pertllmbllban parasit mlllai dihambat, sehingga sangat efektif lIntuk menllrunkan 

tingkat parasitemia. Sedangkan pada penelitian ini perlakuan dimlllai pada tingkat 

parasitemia 1-5 % (± 40 jam setelah injeksi parasit). 

Tingkat parasitemia kelompok P2 tidak didapatkan beda yang bermakna 

dengan kelompok kontrol (p=O,689). Kelompok P2 yang diberikan dosis 

provitamin 85 sebanyak 5,6 g/kgB8/hari tidak menunjukkan bambatan 

pertumbllhan parasit yang bermakna, kondisi ini terjadi karena pengarub faktor 

GSH sebagai akibat pemberian provitamin 85 dan konversi provitamin 85 

menjadi vitamin 85 (asam pantotenat). Provitamin 85 merupakan suanl inhibitor 

kompetitif bagi enzim pantotenat kinase, sebingga jika jumlah provitamin B5 

yang diambil oleh sel parasit sudah maksimal untuk berikatan dengan enzim 

pantotenat kinase, maka sisa provitamin 85 yang dikonversi menjadi bentuk asrun 

pantotenat menjadi lebih banyak. Asam pantotenat ini yang diambil oleh sel 

parasit dan digunakan untuk membentuk KoA yang justru akan memacu 

pertumbuhan parasit (Ginsburg, 2002; Sherman. 1979). Pembentukan KoA pada 

tingkat parasitemia yang tinggi akan semakin dipacu dengan meningkatnya 

ketersediaan sistein dari basil degradasi hemoglobin oleh parasit. 

Untuk menurunkan tingkat parasitemia pada pemberian provitamin B5 

harus mernpertimbangkan dosis dan waktu pemberian. Pada dosis yang lebih 

tinggi dari dosis efektif ( pada penelitian ini dosis 5,6 g/kgBB/hari), cenderung 
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terjadi peningkatan parasitemia dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada 

penelitian ini varia bel waktu pemberian untuk menentukan sejauh mana metabolit 

hasil konversi provitamin B5 (vitamin B5) mempengaruhi efek penghambatan 

pertumbuhan tidak diteliti . Pengaruh meningkatnya kadar GSH dan meningkatnya 

konversi provitamin B5 menjadi vitamin B5 pad a pemberian provitamin B5 pada 

dosis yang lebih besar dari dosis efektif memerlukan penelitian lebih lanjut. 

Penentuan kadar GSH sel eritrosit memerlukan data kadar hemoglobin 

sebagai faktor koreksi (Chavan, 2006). Penurunan kadar hemoglobin akan 

menurunkan jumJah sel eritrosit (Kuswarini, 1998), dengan menurunnya jurnlah 

eritrosit berarti kadar GSH sel eritrosit yang terukur juga rendah. 

Pada infeksi malaria terjadi penurunan kadar aSH pada sel eritrosit yang 

terinfeksi dibandingkan dengan eritrosit yang nonnal (Atamna H and Ginsburg, 

1997), pada penelitian ini dilakukan penelitian kadar aSH eritrosit keseluruhan 

tidak dibedakan antara eritrosit yang normal dengan yang terinfeksi . Jika kadar 

GSH eritrosit yang normal=13,333 IlmoUgHb (Baynes and Dominickzak, 2003) 

rnaka GSH eritrosit yang terukur dalarn penelitian ini mengalami penurunan rata -

rata 31 kali lebih rendah. Penurunan kadar GSH sel eritrosit ini bisa berasal dari 

stresor yang besar yang diterirna oleh mencit Balb/C selarna penelitian. Selain 

karena infeksi oleh parasit yang meningkatkan pemakaian GSH sel eritrosit, 

perlakuan dengan memasukkan sonde dan pemindahan berkali-kali juga 

merupakan stresor yang mempengaruhi hasil penelitian. 

Penurunan GSH sel eritrosit ini masih lebih tinggi jika dibandingkan hasil 

yang diperoleh oleh Atarnna and Ginsburg (1997), yaitu lebih rendah 60 kali GSH 

eritrosit yang normal. Perbedaan ini kemungkinan disebabkan karena dalam 
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penelitian ini tidak dibedakan antara GSH yang berasal dari sel eritrosit dan GSH 

yang berasal dari sel parasit. Sedangkan pada penelitian oleh Atamoa and 

Ginsburg (1997) mereka membedakan antara GSH yang berasal dari sitosol sel 

eritrosit dengan yang berasal dari kompartemen parasit. Kecenderungan 

peningkatan Kadar GSH sel eritrosit pada dosis 5,6 glkg88/hari yang setara 

dengan pemberian I II mg provitamin 85 pada mencit 8a1b/C dengan berat badan 

20 g, hal ini tidak sejalan dengan penelitian Slyshencov (1998) tentang efek 

perlinduogan pantotenol terbadap pengaruh sinar gamma pada sel yaitu 

peningkatan kadar GSH sel pada kelompok perlakuan dimulai pad a dosis 

provitamin 85 sebanyak 26 mglhari pada tileus. 

GSH memegang peranan di dalaro sistem antioksidan dan polimerisasi 

heme bebas yang terbentuk pada infeksi malaria sebagaimana tampak pada fungsi 

GSH dalam infeksi malaria sebagai berikut : melinduogi sel eritrosit dan stres 

oksidatif, berperanan dalam katabolisme hem, mempengaruhi pertumbuhan 

parasit (Ayi Kodjo el 01. . 1998). 

8eberapa penelitian menuojukkan bahwa pemberian provitamin 85 

meningkatkan kadar GSH sel, diantaranya pemberian provitamin 85 (panthenol) 

26 mglhan pada tikus meningka\kan kadar GSH sel hepatosit tikus yang dipapar 

radiasi sinar y (Slyshencov, 1998) dan penelitian sejeois yang dilakukan secara 

invitro oleh Slyshencov (2004). Pada penelitian ini dosis efektif uotuk 

menurunkan tingkat parasitemia tidak jauh berbeda dengan dosis yang digunakan 

oleh Slyshencov. Jika dikonversikan ke dalaro berat badan mencit 8alb/C 20 g, 

maka pemberian provitamin 85 1,4 glkgB8lhari menjadi 28 mglhari, pada dosis 

ini tidak didapa\kan peningkatan kadar GSH sel eritrosit. 
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Kadar GSH sel eritrosit yang tertinggi didapatkan pada kelompok dosis P2 

dengan rata-rata 0,826±O,69 I1moVgHb tidak berbeda dengan kontrol 0,417±O,34 

I1moVgHb. Peningkatan kadar GSH sel eritrosit pada kelompok P2 tidak diikuti 

dengan penurunan tingkat parasitemia. Hal tersebut kemungkinan terjadi melalui 

mekanisme sebagaimana penelitian yang dilakukan oleh Slyshencov el 01. (1998) 

didapatkan bahwa pemberian 26 mglhari provitamin B5 (Panthenol) akan 

meningkatkan jumlah asam pantotenat di dalam tubuh yang akan memberi 

pengaruh sebaliknya terhadap parasit, yaitu akan meningkatkan pertumbuhan 

dengan memacu pembentukan KoA (Ginsburg, 2004). Mekanisme kedua adalah 

peningkatan dosis provitamin B5 akan meningkatkan kadar GSH. Peningkatan 

kadar GSH melalui pemberian provitamin B5 ini adalah melalui stimulasi sintesis, 

peningkatan daur ulang dari keadaan tcroksidasi menjadi keadaan tereduksi dan 

melalui peningkatan masukan GSH dari luar sel (Slyshencov, 2004). Dalam 

keadaan nonnal GSH dalam sel eritrosit mampu m;:lindungi protein membran sel 

eritrosit dan hemoglobin dari stres oksidatif dan akibat lebih jauh adalah 

melindungi sel eritrosit dari hemolisis (Dumaswala UJ el 01.,2001; Tiley, 2001). 

Pada penelitian ini dengan hasil penurunan kadar GSH dibandingkan dengan GSH 

eritrosit yang nonnal, keadaan ini tidak mampu melindungi membran sel eritrosit 

dari hemolisis. 

Dalam penelitian ini terlihat adanya hubungan tingkat parasitemia dan 

kadar GSH sel eritrosit. Peningkatan persen parasitemia cenderung terjadi pada 

kadar GSH sel eritrosit yang tinggi, hasil serupa juga didapatkan oleh Kodjo Ayi 

e/ 01 (1998). 
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Dalam penelitian yang dilakukan oleh Kodjo Ayi el al. (1998) tentang 

hubungan antara kadar GSH dengan pertumbuhan parasit yang diukur dengan 

tingkat parasitemia didapatkan hasil bahwa tingkat parasitemia memlfUn pad a 

keadaan kadar GSH yang rendah. Hasil penelitian tersebut sejalan dengan 

penelitian ini, yang terlihat pada kelompok P2 dengan peningkatan kadar GSH 

juga diikuti dengan peningkatan tingkat parasitemia. 

Peningkatan kadar GSH intraseluler pada pemberian provitamin B5 yang 

mengakibatkan meningkatnya pembentukan hemozoin. Peningkatan hemowin 

akan mengurangi stres oksidatif karena berkurangnya Fe3+ yang potensial 

menghasilkan radikal bebas melalui reaksi Fenton-Haberweiss. Stres oksidatif 

adalah salah satu mekanisme yang dapat membunuh Plasmodium di dalam sel 

eritrosit (Dockrell, 1983). Pada akhirnya peningkatan kadar GSH intraseluJer akan 

memberikan perlindungan kepada Plasmodium, dan hasil konversi provitamin B5 

menjadi vitamin B5 mengakibatkan meningkatnya pertumbuhan Plasmodium. 

Karena kisaran dosis yang digunak80 dalam penelitian ini s80gat sempit dan 

variasinya sedikit, yaitu 1,4 glkgBBlhari dan 5,6 glkgBBlhari, sebingga untuk 

memperkuat penjelasan mekanisme peningkatan GSH ini memerlukan penelitian 

lanjutan dengan dosis yang lebih bervariasi. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa provitamin B5 

mempunyat peluang untuk menjadi senyawa antimalaria pada dosis 1,4 

glkgBBlhari. Pada penelitian yang dilakukan oleh Kirk el al. (2005), dinyatakan 

bahwa suatu senyawa analog asam pantotenat dapat direkomendasikan sebagai 

antimalaria jika mampu menghambat 50 % pertumbuhan parasit dan terletak pada 

dosis efektifI5-200 11M (3 ,075-41 mg). 
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Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini mas.ih jauh dari kondisi ideal 

yang diharapkan terutama pada pengukuran kadar GSH eritrosit. Kadar GSH 

eritrosit yang temkur sehamsnya murni yang berasal dari eritrosit, tidak tercampur 

dengan GSH yang berasal dari parasit. Keadaan ini tidak dapat terpenuhi dalam 

penelitian ini karena adanya beberapa keterbatasan diantaranya adalah 

keterbatasan metode pemeriksaan yang digunakan, sehingga tidak mampu 

dibedakan antara GSH parasit dengan GSH eritrosit dan keterbatasan dana untuk 

melakukan metode pemisahan GSH dari kedua kompartemen tersebut. 

Keterbatasan ini memerlukan penyempumaan pada penelitian selanjutnya. 
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7.1. Kesimpulan 

BAB7 

PENUTUP 

Berdasarkan hasil pemeriksaan terhadap tingkat parasitemia dan aSH sel 

eritrosit mencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium berghei pada pemberian 

provitamin B5 dosis 1,4 g/kgBB/hari dan dosis 5,6 g/kgBB/hari, maka dapat 

disimpulkan : 

1. Pemberian 1,4 g/kgBB/hari provitamin B5 pada mencit Balb/C yang 

terinfeksi Plasmodium berghei dapat menghambat pertumbuhan 

Plasmodium berghei, sedangkan pernbcrian 5,6 g/kgBB/hari provitamin B5 

tidak teIjadi hambatan pertumbuhan Plasmodium berghei. 

2. Pemberian provitamin B5 1,4 g/kgBB/hari pada mencit Balb/C yang 

terinfeksi Plasmodium berghei tidak meniogkatkan kadar aSH sel eritrosit, 

sed.angkan pemberian provitamin B5 5,6 g/kgBB/hari pada rnencit Balb/C 

yang terinfeksi Plasmodium berghei meniogkatkan kadar aSH sel eritrosit 

rnencit Balb/C. 

3. Pernberian provitamin B5 pada rnencit Balb/C yang terinfeksi Plasmodium 

berghei memerlukan dosis optimwn untuk menghambat pertumbuhan 

Plasmodium berghei. 
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7.2. Saran 

8erdasarkan basil penelitian terhadap tiogkat parasitemia GSH sel 

eritrosit pada pemberian provitamin 85, maka disarankan sebagai berikut : 

I . Diperlukan penelitian lebih lanjut tentang efektifitas pemberian provitamin 85 

sebagai antimalaria dengan dosis yang lebih bervariasi . 

2. Diperlukan penelitian lebih lanjut tentang mekanisme peningkatan GSH sel 

eritrosit pada pemberian provitamin 85 . 

3. Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk rnenentukan kadar GSH sel eritrosit 

yang terpisah dari kadar GSH sel parasit. 
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Lampiran 1 

PeneHtian Pendahuluan 

Tbl9 . k a e .1. Data tmgl at parasItemIa penelitian ~endahuluan 
Mencit Parasitemia (%) 
Balb/C Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok 

I_(K. I) 1I(K.II) III (K. III) IV (K.IV) V (K.V) 
1. 29 18,6 14,4 15,4 5,6 
2. 26,8 18 18,4 I 1,4 4,8 
3. 25,2 18,8 10,8 8 7,8 
4. 30,1 19 16,8 13,2 6,2 
5. 17,2 11,2 Mati 8,2 6,8 
x 25,7 17,12 15,1 11,24 6,24 
SD 4,56 2,8 2,86 2,86 1,02 

Keterangan : 

Kelompok I: Mencit Balb/C tetinfeksi Plasmodium berghei+sonde aquades 0,3 ml 

Kelompok 1I: Mencit Balb/C tetinfeksi Plasmodium berghei+sonde 0,0025 g PB5 

Kelompok 1I1 : Mencit Balb/C tetinfeksi Plasmodillm berghei+sonde 0.025 g PB5 

Kelompok IV: Mencit Balb/C tetinfeksi Plasmodium berghei+sonde 0,05 g PB5 

Kelompok V: Mencit Balb/C terinfeksi Plasmodillm berghei+sonde 0,25 g PB5 
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Perhitungan besar sampe1 : 

1. Antara K.1 dengan K.I1 

a = 0,05 p = 0,10 

Za = 1 ,96 Zp = 1,28 

Xc = 25,7 XI = 17,12 

Sc = 4,56 f = 0,2 

N = -l- x 2 (1,96 + 1,28)2(4,56i 

1 -0,2 (25,7 - 17,12i 

= 7,4 

2. Antara K.I dengan K.I1I 

a = 0,05 

Za = 1,96 

Xc = 25,7 

Sc = 4,56 

p = 0,10 

Zp = 1,28 

XI = 15,1 

f = 0,2 

N = -l- x 2 (1,96 + 1.28/(4.56/ 

1- 0,2 (25,7 - 15, l i 

= 4,86 
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3. Antara K.I dengan K.lV 

a = 0,05 ~ = 0,10 

Za= 1,96 Z~ = 1,28 

Xc = 25,7 Xt = 1 1,24 

Sc = 4,56 f = 0,2 

N = -L- x 2 (1,96 + 1,28i(4,s6i 

1- 0,2 (25,7 - 11 ,24/ 

= 2,61 

4. Antara K.l dengan K.V 

a = 0,05 

Za = 1,96 

Xc = 25,7 

Sc = 4,56 

~ = 0,10 

z~ = 1,28 

Xt = 6,24 

f = 0,2 

N = ---l- x 2 (1,96 + 1,28i(4,s6i 

1 - 0,2 (25,7 - 6,24/ 

= 1,441 
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Lampiran 2 

Prosedur penginfeksian mencit Balb/C dengan PLasmodium berghei 

I . Persiapan mencit Balb/C donor 

a. Simpanan darah beku yang mengandung parasit dicairkan pada suhu 

tubuh. 

b. Mencit Balb/C donor diinjeksikan 0,2 ml siropanan darah beku yang 

mengandung Plasmodium berghei secara intraperitoneal. 

c. Pemeriksaan hapusan darab tepi mencit donor dilakukan setiap hari 

sampai parasitemia mencapai 20 %. 

d. Mencit Balb/C donor dikorbankao dan diambil darah intrakardial . 

e. Darah diencerkan dengao alcheiver,dengao perbandingn 1 :3, sehingga 

mengandung 5% parasit, yang setara dengao 2,5 x 107 eritrosit yang 

mengaodung parasitlml. 

2. Penginfeksian mencit Balb/C percobaao 

84 

a. Setiap mencit Balb/C percobaan diinjeksikan secara intraperitoneal dengao 

0,2 ml darah mencit Balb/C donor yang mengandung 5 x 106 eritosit yang 

mengandung parasitlml 

b. Pemberian dosis obat pertaIna dilakukan 2 hari setelah penginfeksian atau 

pada saat parasitemia mencapai 1-5% (Berberian and Slighter, 1973). 
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Lampiran 3 

Prosedur Pemberian Provitamin 85 (The 4-Days Suppression Schizonticidal 

TestlPeter's Test) : 

I . Mencit Balb/C percobaan 2 hari setelah infeksi atau parasitemia mencapai 1-5 

% sesudah diinfeksikan siap diberikan provitamin B5 . 

2. Mencit Balb/C ditimbang berat badannya dan ditentukan dosis yang akan 

diberikan untuk masing-masing mencit pada kelompok dosis 1,4 glkgBB/hari 

dan 5,6 glkgBB/hari . 

3. Provitamin B5 dilarutkan dalam aquades. 

4 . Provitamin B5 diberikan dengan disonde, sedang pada kelompok kontrol 

diberikan sonde aquades. 

5. Provitamin B5 diberikan selama 3 hari dan pada hari keempat (24 jam setelah 

pemberian terakhir provitamin B5) dibuat hapusan darah, tetes tebal dan 

terminasi diikuti pengambiJan darah intrakardial untuk pemeriksaan GSH 

(Kalra BS et.al. ,2006). 
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Lampiran 4 

Perhitungan Dosis Provitamin 85 

1. Perhitungan dosis PI 

Perhitungan dosis 1,4 glkgBB/hari (Saliba, 2004) untuk mencit Balb/C 

dengan berat badan 20 gram 

1,4 g x 2011 OOOg = 0,028 g 

= 28mg 

Perhitungan dosis PI 

I ml stock provit (100 g/100 ml) + 9 ml aquades = 1000 mg/IO ml 

= 100 mg/ml 

Maka dosis yang diterima tiap mencit = 277 x 100 = 27,7 mglhari 
1000 

Jadi dosis sesliai dengan dosis Saliba (2004) adalah kelompok PI 

2. Kelompok P2 

Dari sediaan diambil I ml provitamin B5 ditambabkan dengan I ml 

aquades serungga dalam I mI mengandung 500 mg ( 9 mencit Balb/C) 

= 222 x 500 = \I I mglbari 
1000 
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Lampiran 5 

Prosedllr pembllatan tetes teba! dan hapllSan darah dan pewamaannya 
dengan Giemsa 

Hapllsan darah 

I. Meneteskan 1-2 tetes darah dari ekor meneit yang dilukai pada gelas objek 

2. Menamh slide penghapus dan menariknya ke belakang 

3. Membiarkan darah tersebar di ujllOg slide penghapus. 

4. Mendorong slide penghapus · dengan perlahan dan teratur dan 

mempertahankan sudutnya 45° (Mae Hong Son&Mae Sod, 2002). 

Tetes tebal 

I . Meneteskan 3 tetes darah di atas gelas objek 

2. Mencarnpumya dengan gerakan memutar ktlrang lebil] 10 putaran dengan 

menggllDakan ujllOg gelas objek. 

3. Membiarkan kering pada permukaan yang rata. (Mae Hong Son&Mae 

Sod,2002). 

Pewarnaan: 

I. Memfixasi hapl1S3D darah dengan metanol absolut selama 2-3 detik dan 

membiarkan kering di udara. 

2. Menuangkan larutan Giemsa di atas slide dan meratakannya. 

3. Membiarkan larutan Giemsa \0 % di atas slide selama 20 meml. 

4. Mencuci slide dengan air mengalir seeara perlahan. 

5. Membiarkan slide kering di alas rak slide. (Mae Hong Son&Mae Sod, 

2002). 
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Lampiran 6 

Pemeriksaan GSH Sel Eritrosit 

Penentuan kadar GSH eritrosit dengan cara mengukur kadar GSH menurut 

protokol yang dilakukan oleh Anderson (1997). Prinsip metode ini adalah jika 

5'5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) bereaksi dengan GSH maka akan 

membentuk 2,5 DTNB yang berwarna kuning. Kemudian dilibat dengan 

spektrofotorneter dengan panjang gelornbang tertentu. 

Prosedur pemeriksaan (Anderson, I 997): 

I. 0,25ml sampel darah (whole blood) + Etilen Diamin Tetraasetat (EDTA) 10% 

2. Sentrifugasi 3000 rpm selama 10 menit pad a suhu 40 C 

3. Buang supernatan 

4. Cuci pellet dengan 3mllarutan NaC! 0,9% hingga 3 kali 

5. Tambahkan larutan 3 ml phosphate buffered saline (PBS) 0,01 M. 

6. Sentrifugasi 3000 rpm selama 10 menit pada suhu 40 C. 

7. Buang larutan buffer saline yang bersib pada bagian atas 

8. Pellet diaduk dan ditambah aquadest dingin ad 2 ml 

9. Vortex 

1 0. Simpan dalam lemari pendingin <_800 C sampai digunakan 

II. Ambil I rnl hemolisat. 

12. Tambabkan Iml Sulphosalisilic Acid (SSA) 4,1 % 

13 . Sentrifugasi 6000 rpm selama 10 menil pada suhu 40 C. 
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14 . Ambil I ml supernatan (apabila masib keruh saring dengan menggunakan 

kertas saring whalman 42) 

15. Tambahkan 0,25 m! DTNB 1 M 

16. Tambahkan buffer fosfat KCI 1,17% sampai volume 3m! 

17. lnkubasi pada suhu 37°C selama 5-10 menit 

18. Baca dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 415 nm. 
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Lampiran 7 

Pemeriksaan hemoglobin 

Pemeriksaan hemoglobin dilakukan dengan metode "colorimetry

cyanmethemoglobin method" atau metode sianmetbemoglobin. Prinsip 

pemeriksaan ini adalah darah yang telah ditambahkan larutan Drabkin ' s, sel 

eritrositnya akan mengalami hemolisis dan hemoglobionya akan diubah menjadi 

sianmetbemoglobin. Sampel darah kemudian diperiksa dengan spektrofotometer 

pada panjang gelombang tertentu . 

Prosedur pemeriksaan : 

I . Memasukkan 0,02 mI darah ke dalam kuvet yang bersih. 

2. Menambahkan 5 mllarutan Drabkin's dan diaduk rata. 

3. Membiarkan larutan pada suhu ruangan selama 5 menit. 

4. Memeriksa kadar hemoglobin dengan spektrofotometer pada panJang 

gelombang 540 nm ( PATH,1997) 
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Lampiran 8 

Data Hasi l Penelitian Dan Analisis Data Hasil Penelitian 

Hipotesis penelitian: 

I. Hipotesis nihil Ho: Tidak ada perbedaan bermakna pertwnbuhan parasit 

kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol. 

Hipotesis altematif HI : Ada perbedaan bermakna pertwnbuhan parasit 

kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol. 

2. Hipotesis nihil Ho: Tidak ada perbedaan bermakna kadar GSH sel eritrosit 

kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol. 

Hipotesis altematif HI: Ada perbedaan bermakna kadar GSH sel eritrosit 

kelompok perJakuan dengan kelompok kontrol. 

Uji Normalitas Data 

NPar Tests 

One-Sample KoImogOf'Ov..sm lmov Test 

BBl BB2 BB3 BB4 GSH 00 Q.4 ERTMBH 
N 
NorrMIPa~ M..., 

Std. Deviation 
_Ext>"eme Abooiuto 
Differonces Positive 

Negative 
KoImogorov-Smimov Z 
As""". Sig. (2-tailod) 

. , Tett distribution is Normal. 

b. C~fn:mdat:a. 

24 
V .5a)O 
3.243n 

.on 

.064 

-.on 
.352 

1.000 

24 24 
V .6250 'Zl.375IJ 
3.13206 3.09013 

.173 .' 62 

.099 .088 
-.173 -.162 .- .791 

.4n .559 

24 24 24 24 24 
V .2083 .4813 2.5417 104.9217 12.3792 
2.81269 .50284 U)9223 5.B3B22 5.93655 

. ' 79 .267 .109 .119 .' 69 

.119 .267 .'09 .119 .131 

-.179 -.218 -.079 -.118 -.169 
.876 1.308 .534 .564 .626 
.4V .065 .938 .865 .503 

INHIB 
24 

21.2250 
7.23806 

.'40 

.080 
-,140 

.685 

.736 
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Hasil Penimbangan berat badan mencit Balb/e 

Tabel 9 2 Berat badan hari [ · . 
Berat badan (gram) 

Replikasi Kontrol PI P2 
I 30 25 29 
2 30 27 31 
3 31 32 28 
4 29 28 26 
5 28 27 22 
6 25 26 24 
7 31 27 34 
8 26 21 23 

Tabel 9 3 Berat badan hari II · . 
Berat badan (gram) 

Replikasi Kontrol P1 P2 
1 30 26 29 
2 29 28 31 
3 30 33 28 
4 29 29 27 
5 28 28 22 
6 26 26 24 
7 30 28 33 
8 26 22 21 

Tabel 9 4 Berat badan hari III · . 
Berat badan (gram) 

Replikasi Kontrol PI P2 
I 30 26 29 
2 29 28 31 
3 30 32 27 
4 29 29 27 
5 29 27 22 
6 26 26 23 
7 30 28 31 
8 26 21 21 
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Tabel 9 5 Bera! badan hari IV . . 
Kelompok 

Replikasi BB Kontrol BB PI BBP2 
(gram) (gram) (gram) 

I 29 27 29 
2 29 28 30 
3 30 31 28 
4 28 29 27 
5 29 27 22 
6 26 26 23 
7 30 27 30 
8 25 21 22 

Perbandingan berat badan antar kelompok perlakuan 

Oneway 
Descriptivt!s 

Interval for 

P1 8 
P2 8 27.1250 
TOQJ 2' 27.5000 

8 28.5000 
P1 8 27.5000 
P2 8 26.8750 4.20735 1.5Il52O 23.3158 30.4342 

T ... ' 24 27.6250 3.1320& .03933 26.3024 28.94715 

P1 29.74704 21.00 

P2 29.68n 21 .00 
Total 

P1 29.4065 21.00 31.00 

P2 29.3002 22.00 30.00 

TOCaI 28 .3960 21 .00 31.00 

Test of Homogeneity of Variances 

Levene 
Statistic dfl d!2 Sig. 

BB han I 1.685 2 21 .210 

BB han II 2.503 2 21 .106 
BB han III 2 .628 2 21 .096 

BB hari IV 2 .268 2 21 .128 

-
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AN OVA 

Sum of 
Sauares df Mean Souare F Sic. 

, BB han I Between Groups 19.750 2 9.875 .933 .409 
Within Groups 222.250 21 10.583 
Total 242.000 23 

BB han II Between Groups 10.750 2 5.375 .525 .599 
Within Groups 214.875 21 10.232 
Total 225.625 23 

BB han III Between Groups 21.000 2 10.500 1.110 .348 
Within Groops 198.625 21 9.458 
Total 219.625 23 

BB han IV Between Groups 14.583 2 7292 .915 .416 
Within Groups 167.375 21 7.970 
Total 181.958 23 

Post Hoc Tests 
Multiple Compartsons 
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GSH sel eritrosit 

Tabel 9.6. Hasil pengukuran kadar GSH sel eritrosit mencit 
B Ib/C d be . .. B5 a JJa a pem nan provltamm 

Kadar GSH sel entrosit (~mol/gHb) 

Replikasi Kontrol P1 P2 

1 0.0903 0.1367 2.3367 

2 0.2423 0.1597 1.2865 

3 0.1663 0.1452 0.7955 

4 0.8161 0.2171 0.716 

5 0.4411 0.2141 0.4599 

6 1.0507 0.3179 0.2764 

7 0.2492 0.2142 0.4139 

8 0.3016 0.1779 0.3257 

rerata 0.4197 0.19785 0.826325 

Oneway GSH Sel Eritrosit Kelompok Kontrol, P1 dan P2 
OescriptMts 

95% Interval for 

GSHPI 8 .1979 ,05816 .02056 .1492 .2405 .14 .32 
GSHP2 8 .8263 .69318 .24508 .2_ 1.4058 .28 2.34 
Total 24 .4813 .50284 .10264 .2690 .6936 .09 2.34 

Test of Homogeneity of Variances 

GSH 

Levene 
Statistic df1 df2 SiQ. 

5.044 2 21 .016 

ANOVA 

GSH 

Sum of 
Squares df Mean Sauare F SiQ. 

Between Groups 1.625 2 .813 4.073 .032 
Wrthin Groups 4.190 21 .200 
Total 5.816 23 
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T-Test GSH antar Kelompok Kontrol dengan P1 

SId. EITor 
KElOMPOK N ""'" Std. De'rielion ....., 

I ~ ~ • .• ,97 .3386' .11974 
P. • .1979 .05816 .02056 

~Samp"' T .. t 

leYene', Test for 
EDLaIitv ~ Varilnces HeR for E~ of Means 

.. "c..-.... 
..... at ... ....., SId. Error """"""" F SIg. • .. 1 SIg. {, ...... ) """"""" DOIe<..ce l ..... """" 1 GSH :.~ .. "'.-......... 10.2n .006 ' .826 14 .... .2219 .12150 -.03873 .48243 

E",* .....-c:es ' .826 7 .• '2 .• oo 22' • .12150 · .00223 .50593 noI_ 

T-Test antara Kelompok Kontrol dengan P2 
Gf"04JP Smtistiu 

SId. Em>< 
KEUlMPOK N Mean Sid. Deviation Mean 

GSH """'"" 8 .• ,97 .33869 .1197 • p, 8 .8263 .69318 . 24508 

.. dip .,t s.mptes Test 

l ....... ·sTMtfor 
Equality Of Variances '--test for EQUality of Means 

95,., Confldenoa 
_at ... 

Moon S" Error ""'""""" F SIg, • df Sic. r2-taiJedI Oif'l'.......::e ""- "'""' U-
GStt ___ 

t.ns .20< -1.491 14 .... · .4066 .mn -.99165 .17840 ........ 
ECJ*~ 

· 1.491 10.162 .'66 .. ",," 272n ·' .OID .• 9983 ""'-
T-Test antara Kelompok P1 dengan P2 

Group $taUstics 

Std. Error 
KElOMPOK N Mean Std, om..tion Mean 

I - I 8 .1979 .1)5816 .020S6 
p, • .8263 . 69318 2 ...... 

.. II .,It s.mpIn T .. t 

l ..... '. Test for 
EatJlllitv Of V"-'::'. 1-test for Eauelity Of Means 

.. "eo.-." 
_at .... 

Moon Sid. Enor ~ 

F S<l. • df Sill. ('''';Ied) ""-- """"""" ...... '-
I""" ..... 'vorianoos ....... 7.913 .01. -2.555 14 .023 -.6285 ., .... -1.15596 -.10099 

E~ variww::es 
·~555 1.099 .031 ·.6285 .24594 -1 .20839 · .04856 ""' ........ 
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Parasitemia 

TabeI9.7 . Tingkat parasitemia sebelum pemberian provitamin 85 (DO) dan 
setelab pemberian provitamin 85 (D4) 
Waktu Replikasi Parasitemia kelompok dosis (%) 

pengukuran Kontrol PI P2 

I I I 2,6 

2 1 3,2 5 

3 1,7 1,5 2,7 

DO 4 2,3 2,3 4,6 

5 2,6 3,1 3,4 

6 2 3,1 1,8 
. 

7 2,7 4,2 3,4 

8 2,2 1,2 2,4 

I 23 5 20,2 
I 

2 16 6,4 23 

3 20 I 11 ,8 17,1 

D4 4 12 8,1 10,2 

5 18,6 i 9,3 12,5 

6 19 I 10,8 18,7 

7 17 8,6 23,3 

8 16,7 7,7 23,1 
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TabeI9.8. Pertumbuhan parasit dan bambatan pertumbuhan parasit pada 
pem b' .. 85 enan proVltamm 

Replikasi Pertumbuhan (%) Hambatan pertumbuhan (%) 

K PI P2 K P I P2 

1 22 4 17,6 -38,8 74,7 -1 1 

2 15 3,2 18 5,4 79,8 -13,6 

3 18,3 10,3 14,4 -15,5 35 9 

4 9,7 5,8 5,6 38,8 63 64,7 

5 16 6,2 9,1 -0,9 60,9 42,6 

6 17 7,7 16,9 -7 ,2 51 -6,6 

7 14,3 4,4 19,9 9,7 72 -25,5 

8 14,5 6,5 20,7 8,5 58,9 -30,6 

Oneway Parasitemia Kelompok Kontrol,P1 dan P2 

Dacriptiws 

Int.-v.l for 

PI • 2.<500 1.13767 . <10223 1 ...... 3 . ..al1 1.00 ' .20 
P2 • 3.2375 1.10057 4.1578 1.80 ' .00 
T,,", 3.0029 1.00 5.00 

PI 10.3125 ' .00 1'.eo 
P2 18.5225 4.987t1O 22.8924 10.22 23.28 
To1al " 14.9217 ' .83822 17.3869 ' .00 23.28 

• 15.asoo 3.544.011 
PI • 8.0125 2.27121 7 .9113 3.20 10.30 

P2 • 15.2750 5.32910 1.M412 19.7302 5.60 20.70 

T""" 14.8860 3.20 22.00 
7.,.,... -18.8921 18.8921 

PI • 61 .9125 14.34219 5.07073 49.922 1 73.9029 35.00 79.80 

P2 • 3.8250 33.621504 11 .88701 -24.4833 31.7333 -30,150 &4.70 

To1a' " • . 0539 37.8378 "'.80 79.80 
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Test of Homogeneity of Variances 

Levene 
Statistic dfl df2 Sio. 

Parasitemia 
1.609 2 21 .224 

sbl pravit B5 

Parasitemia 
2.501 2 21 .106 

sth pravit B5 

PERTUMBH 2.482 2 21 .108 

INHIB 2.471 2 21 .109 

ANOVA 

Sum of 
Souares d! Mean Souar. F Sla. 

Parasitemia Between Groups 6.861 2 3.430 3.501 .049 
sill provit B5 Within Groups 20.578 21 .980 

Tolal 27.438 23 
Parasitemia Between Groups 502.855 2 251 .428 18.784 .000 
sth provit B5 Wrthin Groups 281.094 21 13.385 

Tolal 783.950 23 
PERTUMBH Between Groups 487.736 2 243.868 15.863 .000 

Wrthin Groups 322.844 21 15.374 

Tolal 810.580 23 
INHIB Between Groups 19316.616 2 9658.308 15.782 .000 

Within Groups 12852.024 21 612.001 
Tolal 32168.640 23 
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Post Hoc Tests 

prov;tB5 

prov;t B5 

.. , The mean difference is significant at the .05 level. 

MultlpJe Compartsons 

Mean 
Difference 

100 

84.01oe 
29.3484 

-32.5641 
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Lampiran 9 

Jadual Kegiatan Penelitian 

No Kegiatan Waktu ( Bulan) Tahun 2006 

Mar Apr Mei Jun Jul Agt Spt Okt Nop Des 
\. Penelusuran 

kepustakaan x x x x x x x x x 
2. Penyusunan proposal x x x x x 
3. Konsultasi dan 

koreksi proposal x x 
4. Uj ian proposal x 
5. Persiapan penelitian x x x x 
6. Pelaksanaan x x x x x 

peneLitian 

7. Pembahasan hasil 
dan konsultasi x x x x 

8. Ujian tesis x 
9. Perbaikan dan 

penyerahan tesis x x 
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