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HISTOPATHOLOGY APPEARANCE OF Toxoplasma gondii INFECTED
VAGINA OF MICE (Mus musculus) SPLEEN

Tutuk Wahyuningtyas

ABSTRACT

The aim of this research is to determine histopathologically spleen of mice
that intravaginally infected by Toxoplasma gondii tachyzoites. Eighteen mice were
divided in two groups. Mice in group I (PO) as control group and the other as
treatment group (P1). Treatment group were infected by Toxoplasma gondii with
doses infection 1x10° tachyzoites. Eight days after infection all mice were sacrificed.
The spleens were removed and it were done the histopathologically preparation with
Hematoxylin Fosin staining, The histopathologically data were descriped with
description and diameter of white pulp were analyzed by student ¢ test. The results
showed that there were tachyzoites, infiltration of inflamation cell and cell death in
spleen. The diameter of white pulp of spleen were no difference significant.

Keywords : Toxoplasma gondii, tachyzoites, spleen histhological, white pulp.
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BAB1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut Siregar (2012), toksoplasmosis merupakan salah satu dari sekian
banyak penyakit zoonosis, disebabkan oleh parasit protozoa Toxoplasma gondii
(T.gondii). Di Indonesia, kasus toksoplasmosis di berbagai wilayah menunjukkan
prevalensi yang cukup tinggi yaitu berkisar antara 43-88% pada manusia,
sedangkan pada hewan berkisar antara 6-70% (Subekti dan Arrasyid, 2006).

Toksoplasmosis dapat menyerang semua organ dan menyebabkan kelainan
vang jelas pada penderita yang mengalami penurunan imunitas. Manifestasi
T.gondii pada wanita hamil atan ternak bunting dapat mengakibatkan reabsorbsi
fetus, abortus, lahir mati, kematian bayi dan kelainan kongenital berupa kelainan
mata ringan sampai buta mata, hidrosefalus, gangguan motorik serta tanda-tanda
kelainan jiwa (Palgunadi, 2011). Infeksi T.gondii juga mengakibatkan lesi
histopatologi seperti adanya kongesti dan oedema, disusul dengan perubahan
retrogresif atau kemunduran sel yaitu perubahan regeneratif terhadap sel Leydig
serta perubahan retrogresif dari sel spermatogenik dan infeksi 7.gondii pada testis
(Khanif, 2012).

Salah satu stadium dalam siklus hidup 7 .gondii adalah takizoit. Takizoit
dapat menyerang dan berkembang biak dalam sel yang berinti dan menyebar
melalui aliran darah, menyerang banyak jaringan seperti hati, limpa dan otak

(Waree, 2008) menyebabkan kematian sel atau disebut nekrosis yang bisa
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ditemukan dalam paru-paru, hati, ginjal dan limpa, di dalam organ hati dan limpa
dapat dijumpai di dalam sel makrofag (Subekti dkk., 2004).

Toxoplasma gondii memiliki karakter dengan patogenitas dan variasi
terhadap respons imun yang diinduksi (Subekti dan Arrasyid, 2006). Melindungi
organisme terhadap patogen atau antigen (bakteri, parasit dan virus) yang masuk
merupakan fungsi utama dari organ limfoid. Limpa adalah organ limfoid terbesar
yang memiliki banyak pembulvh darah dan merupakan tempat respons imun
terhadap antigen di darah (Eroschenko, 2010). Antigen dalam peredaran darah
akan melewati limpa yang ditangkap oleh makrofag di zona marginalis dan di
sinusoid pulpa merah. Makrofag akan membawa antigen ke foliker primer di
puipa putih dan se] B akan menghasilkan antibodi (Baratawidjaya dan Rengganis,
2010). Zona marginalis mengandung banyak antigen darah sehingga memiliki
peran utama dalam aktivasi imunologis limpa (Khasanah, 2009)

Khanif (2012) menyatakan 7. gondii mempengaruhi sel spermatogenik dan
testis. Dalimi and Abdoli (2013), menyatakan bahwa infeksi 7. gondii dapat
terjadi pada semen mencit, jika mencit jantan yang terinfeksi 7. gondii tersebut
dikawinkan dengan mencit betina maka bisa didapatkan mencit betina tersebut
juga terinfeksi T. gondii, schingga jalur penularan toksoplasmosis tidak hanya
melalui inang perantara saja, tetapi juga bisa melalui perkawinan alam atau
sejenisnya.

Berdasar latar belakang diatas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
perubahan histopatologt limpa pada mencit yang diinfeksi 7. gondii secara

intravagina.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diuraikan, maka diajukan

rumusan masalah sebagai berikut :
1) Bagaimanakah perubahan histopatologi limpa mencit akibat infeksi
7. gondii?
2) Apakah infeksi T.gondii dapat mempengaruhi diameter pulpa putih
limpa mencit?
1.3 Landasan Teori

Toxoplasma gondii merupakan parasit obligat intraseluler yang menginfeksi
berbagai hewan berdarah panas termasuk manusia (Waree, 2008). 7. gondii
mempunyai tiga bentuk yaitu takizoit yang terdapat dalam cairan tubuh, bentuk
bradizoit (kista) yang terdapat di dalam jaringan tubuh dan bentuk ookista yang
akan bersporulasi yang terdapat di dalam tinja kucing {Iskandar dkk., 2006).

Salah satu jalur penularan infeksi takizoit Toxoplasma gondii adalah
perlakuan inseminasi buatan dengan menggunakan semen yang berisi takizoit 7.
gondii pada hewan ternak, dan berdampak pada janin temak tersebut yang
mengalami abortus (Wanderley, 2013). Penyebaran 7. gondii melalui aliran darah
bisa mencapai semua organ dan jaringan hospes seperti hati, limpa, sumsum
tulang, paru-paru, otak, ginjal otot, kelenjar limfe, mata dan jantung (Sutanto dkk.,
2008 ; Soedarto, 2008). Kelainan yang tampak pada toksoplasmosis akut bisa
berupa limfadenopati, splenomegali, hepatomegali, ensefalitis, koriorenitis,
miositis, miokarditis, perikarditis, pneumonitis, hepatitis dan lain-lain (Dubey et

al., 1998).
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Limpa merupakan tepat berkumpuinya limfosit aktif yang masuk ke dalam
darah dan merupakan organ penting dalam proses aktivasi sistem imun (Iskandar
dkk., 2006). Limpa merupakan organ pertahanan terhadap infeksi yang masuk
melalui darah, infeksi yang masuk ke dalam darah dapat mengakibatkan
terjadinya sepsis sampai nekrosis (Budiawan dkk., 2013) Akibat adanya antigen
asing yang masuk maka aktivasi dari sistem imun akan terjadi proliferasi dari sel
limfosit pada pulpa putih dan dapat mengakibatkan teriadinya pembesaran
diameter pulpa putih (Makiyah dkk., 2014).

1.4 Tujuan Penelitian

1) Mengetahui pengarsh Toxoplasma gondii terhadap histopatologi limpa

mencit.

2) Mengetahui pengaruh infeksi Toxoplasma gondii terhadap diameter

pulpa putih.
1.5 Manfaat Penclitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat mengetahui gambaran histopatologi
pada limpa mencit akibat dari infeksi 7. gondii secara intravagina sehingga dapat
menambah informasi yang ilmiah tentang perubahan infeksi 7. gondii secara
intravagina terhadap gambaran histopatologi limpa mencit.

1.6 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah Infeksi 7.gondii melalui

intravagina mengakibatkan perubahan histopatologi pada limpa dan dapat

meningkatkan diameter pulpa putih limpa mencit betina.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Toxoplasma gondii

Black dan Boothroyd dalam Ayu (2012) menyatakan toksoplasma berasal
dari bahasa Yunani yaitu kata toxon yang artinya busur (bow) yang mengacu pada
bentuk sabit (crescent shape) dari takizoit. Hal ini menjadi dasar bahasa Latin
yaitu toxicum yang berarti racun. Kata gondii adalah nama sebuah gurun di Afrika
Utara tempat hidup rodensia merupakan hewan pertama kali ditemukan adanya
T gondii . Toxoplasma gondii dapat menyerang semua bangsa mamalia termasuk
manusia dan semua bangsa burung (Mufasirin dkk., 2000}

Toxoplasma gondii merupakan parasit obligat intraseluler yang
menyebabkan penyakit toksoplasmosis pada kebanyakan hewan vertcbrata
termasuk manusia (Janovy dan Roberts, 2000). Inang definitif dari 7. gondii
adalah golongan fellidae (kucing) dan hampir semua vertebrata termasuk manusia
dapat bertindak sebagai inang perantara (Current ef al., 1990)
2.1LI Klasifikasi Toxoplasma gondii

Menurut ZLevine dalam Ayu (2012) Kklasifikasi 7. gordii adalah
Phylum:Apicomplexa, Class : Sporozoa, Sub Class : Coccidia, Ordo: Encoccidia,
Famili: Sarcocystidae, Sub Famili : Toxoplasmatidae, Genus : 7oxoplasma,
Species : Toxoplasma gondii.

2.1.2 Morfologi stadium dan siklus hidup Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii mempunyai tiga bentuk di dalam siklus hidupnya,

ookista yaitu penghasil sporozoit, kista jaringan yaitu bentuk kista di dalam
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jaringan tubuh yang berisi bradizoit dan takizoit (bentuk proliferatif yang disebut

juga trofozoit) (Sasmita, 2006). Gambar ookista dapat dilihat pada gambar 2.1.

~ Gambar 2.1 Ookista Toxoplasma gondii ( Manik dkk., 2013)

Bentuk kedua dari 7.gondii ialah kista jaringan dalam sel induk semang
dengan ukuran yang bervariasi dan di dalam kista kaya akan granul glikogen
sedangkan dalam takizoit toksoplasma mengandung sedikit granul (Sasmita,
2006).

Bentuk infektif 7.gondii yaitu takizoit yang terdapat dalam cairan tubuh
(Iskandar dkk., 2006). Takizoit mempunyai inti di tengah dan tidak mempunyai
flagela, silia atau pseudopodia, takizoit juga memerlukan habitat intraseluler
untuk hidup dan berkembang (Sasmita, 2006). Takizoit menginfeksi semua organ
melalui peredaran darah dan cairan limfe. Organ yang pertama kali terserang yaitu
limfonodus mesenterika, hati, paru-paru, limpa, otak dan jaringan lainnya. Bentuk
takizoit akan berubah menjadi bradizoit apabila sistem kekebalan tubuh telah

menghambat perkembangan takizoit tersebut. Secara perlahan bradizoit menjadi

bentuk kista dan menyebabkan infeksi kronik pada hospes (Dubey et al.,
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1998).Bentuk T.gondii stadium takizoit dan stadium bradizoit dapat dilihat pada

gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Toxoplasma gondii stadium takizoit (kiri) dan stadium bradizoit
(kanan). Dengan mikroskop elektron (Dubey et al., 1998)

Toxoplasma gondii dapat tetap hidup di dalam makrofag, sehingga dapat
menyebar secara hematogen dan limfogen ke seluruh tubuh (Iskandar, 2006).

Siklus hidup dari T.gondii akan mengalami perkembangan aseksual
(schizogoni) maupun seksual (gametogoni) pada epitel dari saluran inang definitif
yang diakhiri dengan terbentuknya ookista (Dubey er al., 1998). Jarak waktu
antara terjadinya infeksi secara oral sampai keluar ookista disebut periode
prepaten. Ookista yang tertelan secara oral, periode prepaten sekitar 18 hari atau
lebih, apabila yang tertelan adalah takizoit yang ada di dalam tubuh mangsa maka

periode prepaten sekitar 13 hari atau lebih, sebaliknya jika yang tertelan adalah
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kista jaringan dari mangsa tersebut maka periode prepaten sekitar 3-10 hari
(Dubey er al 1998; Dubey, 2002). Siklus hidup dan cara penularan Toxoplasma

gondii dapat dilihat pada gambar 2.3.
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FIG 1 Life cvele of T gondii
Gambar 2.3 Siklus hidup dan cara penularan Toxoplasma gondii (Dubey et
al.,1998)
2.1.3 Penularan Toxoplasma gondii
Manusia, hewan, dan unggas dapat menderita toksoplasmosis melalui tiga
cara yaitu mengkonsumsi daging yang kurang masak yang terinfeksi takizoit (fase

akut) atau melalui bentuk bradizoit (fase kronis), mengkonsumsi makanan dan

minuman yang tercemar ookista yang terinfeksi dan secara transplasental dari Ibu

yang terinfeksi toksoplasmosis selama masa kehamilan (Hanafiah dkk., 2010).
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Dilihat dari siklus hidup 7. gondii, resiko tertularnya manusia dengan
organisme ini sangat tinggi, karena selain dapat terinfeksi dari makanan yang
terkontaminasi kotoran kucing yang mengandung ookista 7. gondii yang
infeksius, 7. gondii juga bisa terdapat pada hewan ternak lain seperti ayam,
kambing, sapi dan lainnya yang merupakan konsumsi manusia sehari-hari
(Wahju, 2010). Sangat mungkin ooskista yang terbawa kerumah berasal dari
sepatu yang terkontaminasi dengan ooskista di trotoar jalan yang terkena kotoran
kucing sebagai inang definitif dari 7. gondii (Dubey and Jones, 2008)

Menurut Diogo (2013), jalur penularan toksoplasmosis bisa terjadi pada saat
proses inseminasi buatan hewan ternak. Dalimi dan Abdoli (2013) juga
menyatakan bahwa semen yang tertular 7.gondii juga dapat ditularkan melalui
perkawinan alam.

2.1.4 Patogenesis infeksi Toxoplasma gondii

Penyebaran takizoit sampai pada organ yang lain disebabkan oleh dua
faktor, pertama gerakan aktif dari takizoit maupun gerakan pasif dengan
memanfaatkan leukosit yang menginvasi ke berbagai jaringan melalui aliran darah
(Subekti dan Arrasyid, 2006).

Infeksi 7. gondii ke dalam tubuh akan terjadi proses yang terdiri dari tiga

tahap, yaitu parasitemia, dimana parasitnya menyerang organ dan jaringan serta

memperbanyak diri dan menghancurkan sel inang definitif. Perbanyakan diri
paling nyata terjadi pada jaringan retikulo endotelial dan otak, dimana parasit
mempunyai afinitas paling besar. Pembentukan antibodi merupakan tahap kedua

setelah terjadi infeksi. Tahap ketiga merupakan fase kronik, terbentuk kista yang
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menyebar di jaringan otot dan syaraf, yang menetap tanpa menimbulkan
peradangan lokal (Chahaya, 2003).

Nekrosis dapat ditemukan dalam pulmo, hati dan limpa. Pada jaringan
pulmo dapat terjadi pneumonia. Radang pulmo disertai dengan oedema meluas
secara lobuler hingga lobar. Cairan dalam rongga dada perikard bertambah.
Kelenjar limpa membengkak dan merah karena kongesti (Khanif, 2012; Hiswani,
2003;Waree, 2008).

2.1.5 Gejala klinis infeksi Toxoplasma gondii

Penderita toksoplasmosis sering kali tidak menyadari bahwa dirinya
terinfeksi sebab sering kali asymptomatis, terutama pada penderita yang
mempunyai imunitas tubuh yang baik. Toksoplasmosis akan memberikan gejala
yang jelas pada penderita yang mengalami penurunan imunitas (Palgunadi, 2011)
Pendeteksian dini terhadap toksoplasmosis sangat sulit dilakukan, karena ibu yang
diduga keras menderita tidak menampakkan gejala klinis ataupun subklinis, oleh
karena itu perlu adanya suatu kajian hubungan antara ternak/hewan yang positif
dengan kejadian toksoplasmosis yang terjadi pada manusia (Hanafiah dkk., 2010).

Gejala klinis toksoplasmosis pada manusia tidak spesifik, masa inkubasi
toksoplasmosis adalah 2-3 minggu. Gejala yang muncul mirip dengan gejala
klinis penyakit infeksi pada umumnya yaitu demam, sakit kepala dan lesu
(Iskandar, 2006).

Infeksi T.gondii diklasifikasikan ke dalam tahap akut dan kronis. Tahap akut
atau awal sebagian besar berhubungan dengan bentuk proliferatif (takizoit)

sedangkan kista jaringan dominan dalam infeksi kronis (Waree, 2008). Pada
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toksoplasmosis menahun, terjadi gejala klinis berupa karioretinitis yang dapat
menyebabkan lumpuh separo tubuh (Iskandar, 2006).
2.1.6 Diagnosis infeksi Toxoplasma gondii

Diagnosis toksoplasmosis pada hewan maupun manusia berdasarkan gejala
klinis sering sulit karena, gejala klinis tidak khas seperti penyakit lain, sehingga
diperlukan bantuan pemeriksaan laboratorium. Pemeriksaan laboratorium yang
meyakinkan di dalam toksoplasmosis ialah diisolasinya agen T gondii. Isolasi
agen T.gondii dapat berasal dari tinja kucing, jaringan otak, otot, kelenjar air liur,

darah maupun air liur (Sasmita, 2006). Cara diagnosa toksoplasmosis yang tepat

dengan cara menemukan 7. gondii dalam tubuh hewan yang diduga tertular.

Deteksi toksoplasmosis atau antigen dalam darah dan organ tubuh dapat
dipergunakan tes Sabin-Feldman yang memberikan hasil positif 1 sampai 3 hari
setelah infeksi (Dharmana, 2007).
2.1.7 Pencegahan dan pengobatan Toxoplasma gondii
Infeksi T.gondii ke dalam tubuh dapat dicegah dengan melalui pola makan
dan kebiasaan hidup sehat, yang dapat memotong siklus masuk parasit ke dalam
tubuh karena dengan tidak masuknya parasit ke dalam tubuh manusia, maka akan
terhindar dari bahaya yang merugikan akibat toksoplasmosis (Iskandar, 2006).
Infeksi protozoa intraseluler T.gondii dapat terjadi pada hewan dan manusia
yang ditentukan dengan adanya organisme yang disertai atau tidak gejala klinis.
Sampai saat ini ada empat macam obat yang diandalkan untuk pengobatan

toksoplasmosis yaitu pirimetamine, sulffonamide, spiraycine dan clindamycin.
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Pyramethamine dan sulfadiazine adalah pasangan obat yang baik di dalam
pengobatan toksoplasmosis (Sasmita, 2006).
23 Limpa

Limpa adalah organ limfoid terbesar dengan banyak pembuluh darah.
Funsi utama organ limfoid adalah melindungi organisme terhadap patogen atau
antigen (bakteri, parasit dan virus) yang masuk. Sistem limfoid mencakup semua
sel, jaringan dan organ yang mengandung kumpulan sel imun yaitu limfosit.
(Eroschenko, 2010)

Menurut Dellman et al (1989) dalam Rinaldhi (2012) menyatakan bahwa
limpa dibungkus oleh jaringan ikat tebal yang disebut dengan kapsul dan di

bagian luar dibalut oleh peritonium. Kapsula memiliki dua lapis jaringan ikat dan

otot polos. Trabekula terdiri dari sabut kolagen, sabut elastis dan otot polos mulai
dari kepala sampai hilus. Trabekula mengandung arteri, vena, pembuluh limfe dan
saraf. Kapsula, trabekula dan sabut retikuler menunjang parenkim limpa yang
terdiri dari pulpa merah dan pulpa putih. Histologi limpa bisa dilihat pada gambar

2.4

Gambar : 2.4 Struktur histologi limpa (Junquiera, 2005
dalam Rinaldhi, 2012)
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Ngaliyatun (2013) menyatakan bahwa limpa merupakan salah satu organ
yang penting dalam produksi limfosit. Limpa merupakan kelenjar tanpa saluran
yang berhubungan erat dengan sistem sirkulasi. Limpa adalah organ yang
membentuk respon imun dan melawan antigen yang berada di dalam darah.
Limpa akan membuang bahan partikel dan sel darah yang sudah tua atau rusak,
terutama eritrosit dari sirkulasi. Sistem sirkulasi darah pada limpa memiliki fungsi
penting terhadap rangsangan antigen dan ekstraksi hemoglobin serta besi.

Fungsi limpa yaitu mengakumulasi limfosit dan makrofag, degradasi
eritrosit, tempat cadangan darah dan sebagai organ pertahanan terhadap infeksi
partikel asing yang masuk ke dalam darah. Limpa menghasilkan antibodi humoral
terhadap antigen yang diangkut melalui darah dalam melakukan fungsi tersebut,
selain itu organ ini memiliki banyak sekali makrofag yang berperan dalam
destruksi sel darah yang sudah masuk. Makrofag juga bertugas melenyapkan
debris yang beredar dan setiap bahan renik yang mungkin dapat terjadi dalam

darah (Khasanah, 2009).

Jones er al (2006) mengemukakan bahwa perubahan yang sering terjadi
pada limpa berhubungan dengan ukurannya. Pembesaran limpa bisa diakibatkan
oleh beberapa mekanisme yang berbeda, yaitu gangguan sirkulasi, penyakit
inflamasi, penyakit metabolik dan neoplasia. Pada kondisi septisemia, terjadi
pembesaran limpa dengan kongesti akut dan degenerasi dari folikel limfoid serta

hiperseluler dari area sinus (Jubb et al., 1993).
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Infeksi dari T.gondii menyebabkan hilangnya bagian jaringan pada limpa.

Infeksi 7.gondii pada dosis tinggi selain menunjukkan hilangnya sel pada limpa

juga menyebabkan apoptosis dan nekrosis (Mordue., e al, 2001)

2.4 Tinjauan Mencit

Mencit memiliki taksonomi sebagai berikut (Arrington, 1972) : Kingdom :

Animali, Filum : Chordata ,Klas : Mamalia, Ordo : Rotentia, Famili :
Genus : Mus, Spesies : Mus musculus

Mus muculus jantan dan betina muda sukar untuk dibedakan. Mus

Muridae,

musculus

betina dapat dikenali karena jarak yang berdekatan antara lubang anus dan lubang

genitalnya. Testis pada Mus musculus jantan pada saat matang seksual terlihat

sangat jelas, berukuran relatif besar dan biasanya tidak tertutup oleh rambut

(Muliani, 2011).

Gambar 2.5 Mus musculus (Sancheti And Goyal, 2007).

Mencit merupakan hewan coba yang sangat peka terhadap infeksi

Toxoplasma gondii. Mencit jga sangat bermanfaat dalam berbagai penelitian

mengenai berbagai macam penyakit termasuk Toksoplasmosis (Sasmita, 2006)
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BAB 3 MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Departemen Parasitologi Veteriner Laboratorium

Protozoologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.
Pembuatan sediaan histopatologi limpa dilakukan di Laboratorium Patologi
Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya pada bulan
November 2014 — Januari 2015.
3.2 Bahan dan Materi Penelitian
3.2.1 Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah pakan mencit
berberntuk pelet, sekam sebagai alas kandang mencit, larutan NaCl fisiologis,
isolat Toxoplasma gondii stadium takizoit strain RH yang diperoleh dari FKH
Universitas Airlangga. Bahan untuk pembuatan preparat histopatologi adalah
sebagai berikut ; serviks mencit, aquades, formalin 10%, alkohol 70%, 80%, 96%,
parafin cair, air dan zat pewarna hematoxylin eosin (HE).
3.2.2 Alat-alat penelitian

Alat yang digunakan untuk pengamatan Toxoplasma gondii dalam
penelitian ini terdiri dari mikroskop, improved neubauer. Peralatan untuk insisi
hewan coba adalah pinset anatomis steril, scalpel steril,gunting bedah, tissue,
papan seksi dari gabus (sterofoam). Alat dan bahan untuk pemeliharaan mencit
(Mus musculus) antaralain pakan ayam tipe 511, kandang persegi panjan dari

plastik, kawat jala sebagai penutup kandang, tempat makan, tempat minum dan
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kertas label. Peralatan untuk pembuatan preparat histopatologi meliputi nampan
sebagai wadah, karton, penjepit kapas, pot salep kecil dan tutup sebagai tempat
penyimpanan organ, pembakar bunsen, Tissue processor, embeding machine,
mikrotom, hot plate dan bak staining, Alat penunjang lain diantaranya, penjepit,
pot kecil dan tutup sebagai tempat penyimpanan organ,kamera dan jarum sonde.
3.2.3 Isolat Toxoplasma gondii

Isolat T.gondii yang digunakan pada penelitian ini adalah stadium takizoit
dari strain RH yang diperoleh dari laboratorium departemen parasitologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.
3.2.4 Hewan percobaan

Penelitian ini menggunakan hewan coba sebanyak 18 ekor mencit betina
(Mus musculus) Balb/c betina, yang berumur 2-3 bulan dengan berat badan antara
20-25 gram. Mencit diperoleh dari Pusvetma (Pusat Veteriner Farma) JI. Ahmad
Yani 68-70 Surabaya.

Besar sampel yang akan digunakan ditentukan dengan rumus Federer

dalam Kusriningrum (2011) :

t(n-1)215

Keterangan :

t : Jumlah perlakuan
n : Jumlah Ulangan
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Dengan perhitungan besar sampel sebagai berikut :
t(n-1)2>15
2(n=-1)>15
2n-2 >15
2n >15+2
n=17/2
n=28,5
Maka hewan percobaan yang digunakan adalah sebanyak 18 ekor mencit
dibagi 2 kelompok perlakuan, masing-masing perlakuan terdapat 9 ekor mencit.
3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Persiapan percobaan
Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit (Mus musculus) betina
dengan strain Balb/C berat badan 20-25 gram dan berumur 2-3 bulan yang
diperoleh dari Pusat Veteriner Farma Surabaya. Mencit betina dikelompokkan
menjadi 2 kelompok perlakuan menggunakan metode RAL (Rancangan Acak
Lengkap) dengan cara lotre dengan 9 ulangan setiap perlakuan. Sebelum
perlakuan mencit dibagi dan dimasukkan ke dalam 2 buah kandang dengan setiap
kandang berisi 9 ekor mencit. Kemudian dipelihara dan diadaptasikan selama
kurang lebih satu minggu sebelum dilakukan perlakuan di dalam bak
plastik yang dilengkapi dengan sekam dan tempat minum. Selama
pemeliharan mencit diberi pakan berupa pellet dan air minum secara ad
libitum.
3.4  Pelaksaan Penelitian
3.4.1 Tahap kultivasi In vivo takizoit Toxoplasma gondii

Kultivasi dilakukan pada mencit jantan dengan strain BALB/C berumur 2-3

bulan berat badan 20-25 kg dengan menginokulasikan sebanyak 0,3 ml takizoit
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dalam NaCl fisiologis ke tubuh mencit secara intraperitoneal. Setelah
mencit menunjukkan gejala parasitemia yang ditandai dengan tubuh lemah,
lesu, nafas tersenggal-sengal, abdomen terlihat ascites, bulu berdiri dan
kusam, maka mencit segera dikorbankan untuk diambil cairan peritoneal.
Mencit dikorbankan dengan cara dislokasio antara os. servicalis. Abdomen
dibedah dengan insisi terlebih dahulu pada kulit, lalu kulit dikuakkan ke
arah cranial, kemudian rongga peritoneum mencit dimasukkan 2-3 ml larutan
NaCl fisiologis, cairan diambil kembali dengan spuit. Cairan peritoneal tersebut
diperiksa di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 400X untuk memastikan
ada takizoit dalam cairan peritoneum. Cairan peritoneum yang menunjukkkan
positif ada takizoit pada pemeriksaan mikroskop, selanjutnya diencerkan dengan
NaCl fisiologis lalu diinjeksikan kembali ke mencit lain untuk dilakukan
inokulasi (Suwanti, 1996). Dilakukan perhitungan jumlah takizoit menggunakan
improved neubauer hingga didapatkan dosis infeksi 20 takizoit dalam 0,3 ml NaCl
fisiologis, kemudian takizoit diinokulasikan pada mencit (Mufasirin dkk., 2005).
3.4.2 Infeksi takizoit Toxoplasma gondii pada mencit

Dosis infeksi 1 x 10° takizoit diinjeksikan pada mencit. Delapan hari setelah
infeksi, kemudian mencit dikorbankan.

Mencit betina 18 ekor ditempatkan dalam kandang, diberikan perlakuan
sebanyak 2 kelompok dan masing-masing perlakuan terdapat 9 ekor mencit.

Mencit dikorbankan setelah 8 hari infeksi takizoit 7.gondii, yang menunjukan

gejala lemah, bulu berdiri nafas tersengal sengal. Mencit diinfeksi dengan

mikropipet.
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Kelompok kontrol, mencit disonde larutan NaCl fisiologis secara
intravagina sedangkan kelompok perlakuan, mencit diinfeksi dengan dosis 1 x 10°
takizoit Toxoplasma gondii secara intravagina.

3.43 Pengambilan organ untuk pembuatan preparat histopatologi
Setelah dilakukan perlakuan untuk mengetahui adanya infeksi yang

terjadi, maka setelah 8 hari infeksi, mencit dikorbankan dengan cara dislokasio os.
Occipital. Mencit dibedah kemudian diambil organ limpa kemudian dimasukkan
dalam pot salep yang telah diberi larutan formalin 10%. Selanjutnya dilakukan
pengamatan patologi anatomi dan pembuatan sediaan histopatologi limpa mencit.
Pembuatan preparat histopatologi dilakukan dengan pewarnaan Hematoxylin
Fosin (HE) untuk pemeriksaan secara mikroskopis. Pembuatan preparat
histopatologi dilakukan di Laboratorium Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran
Hewan.
3.44 Pembuatan preparat histopatologi

Tahap pembuatan sediaan histopatologi dilakukan sesuai metode Kiernan.
Fiksasi jaringan dengan cara merendam dalam formalin buffer fosfat 10% selama
24 jam, diiris (rrimming) agar dapat dimasukkan dalam kotak untuk diproses
dalam rissueprocessor. Tahap berikutnya, jaringan tersebut dimasukkan ke dalam
alkohol 70%, alkohol 80%, alkohol 90%, alkohol 96%, Xylol 1 dan Xylol 2
masing-masing selama 2 jam. Selanjutnya jaringan dimasukkan ke dalam parafin
cair dengan suhu 56°C selama 2 jam sebanyak 2 kali. Jaringan kemudian diambil
dengan pinset, dilanjutkan dengan pemblokan menggunakan parafin blok.
Pemotongan (curting) dilakukan dengan menggunakan mikrotom dengan

ketebalan 4-5 pm. Jaringan yang terpotong dikembangkan di atas air dalam
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waterbath, kemudian diambil dengan gelas objek. Preparat dikeringkan dalam
suhu kamar dan preparat siap diwarnai dengan Hematoxylin Eosin (HE).
(Swarayana dkk., 2012).

Tahapan pewarnaan HE metode Harris adalah preparat diatas gelas objek
direndam dalam xylol I 5 menit, dilanjutkan xylol II, III masing —masing 5 menit.
Preparat direndam dalam alkohol 100% [ dan II masing-masing 5 menit,
selanjutnya ke dalam aquades kemudian direndam dalam Harris Hematoxylin
selama 15 menit dan dicelupkan ke dalam aquades dengan cara mengangkat dan
menurunkannya. Preparat dicelupkan ke dalam acid alkohol selama 7-10 celupan,
direndam dalam aquades 15 menit dan dalam eosin selama 2 menit. Preparat
direndam dalam alkohol 96% 1 dan II masing-masing 3 menit, alkohol 100 % I
dan II masing-masing 3 menit, dan dalam xylol IV dan V masing-masing 5 menit.
Preparat dikeringkan dan dilakukan mounting dengan menggunakan entelan.
Preparat diperiksa di bawah mikroskop untuk pemeriksaan terhadap perubahan
histopatologi (Swarayana dkk., 2012).

3.5  Variabel Penelitian
Variabel bebas : Infeksi takizoit Toxoplasma gondii secara

Intravagina dengan dosis 1x10°
Variabel tergantung :Perubahan gambaran histopatologi dan
diameter pulpa putih pada limpa mencit.
Variabel kendali :Jenis kelamin, umur, pakan, air minum dan

kandang mencit.
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3.6 Pengumpulan dan Teknik Pengambilan Data
3.6.1 Diameter pulpa putih
Pulpa putih berbentuk bulat seperti bola. Pengukuran diameter pulpa putih

menggunakan mikroskop Olympus yang telah terkalibrasi didukung Opticlab
viewer dengan software Image Raster, pengukuran dengan cara menarik garis
(diameter) pada tepi pulpa putih ke tepi pulpa yang lain, dilakukan lima kali untuk
setiap pulpa yaitu satu adalah diameter transversal maksimum dan pengukuran
selanjutnya adalah tegak lurus dengan yang pertama. Kemudian menjumlah hasil
diameter tersebut dan dibagi dua, perbesaran yang digunakan adalah 10 x
Objektif, 10 x Okuler, Diameter pulpa putih dihitung sebagai berikut :

Diameter pulpa putih :

(diameter transversal maksimum + diameter tegak lurus Maksimum)
2

Metode perhitungan yang telah dilakukan Yuliawan (2010) adalah dari
lima nodul (pulpa putih) setiap lapang pandang, bagian ujung kiri atas, kanan atas,
tengah, kiri bawah dan kanan bawah slide, dihitung rata-rata diameter pulpa putih
dengan lima kali pengukuran untuk setiap kali hitungan dan diulangi pada bidang
tegak lurus dari pengukuran pertama, sehingga dapat dirata-rata hasil dari
diameter pulpa putih ini, dengan demikian didapatkan jumlah rata-rata slide untuk
setiap jenis yang tersedia.

3.6.2 Pengamatan Perubahan Histopatologi

Pengamatan secara mikroskopis preparat limpa mencit menggunakan

mikroskop cahaya dengan pembesaran 100x, 400x dan 1000x. Pengamatan dan

penilaian perubahan histopatologi dilakukan pada lima pandang yang berbeda
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dimulai dari sudut kiri, kanan, bagian atas, bagian bawah serta bagian tengah dari
preparat histopatologi (Legowo, dkk)

3.7  Analisis Data
Data hasil dari diameter pulpa putih limpa menggunakan Independent-

Samples T Test (Uji T) pada tingkat kepercayaan 5% (Kusriningrum, 2008). Data
dianalisa dengan menggunakan program Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) 21.0 for Windows
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3.8 Diagram Alur Penelitian

18 ekor Mencit (Mus musculus) Betina Umur 2-3 Bulan

di adaptasi Selama 7 Hari pada

'

Dibagi Menjadi 2 Perlakuan dan Masing-masing 9

Ulapgan
¥
| '
PO : Mencit Diinfeksi NaCl P1 : Mencit Diinfeksi Takizoit
Fisiologis 1 x 10° 1 x 10° secara Intravagina

secara Intravagina

k2

4

Hari ke 8 setelah diinfeksi dilakukan pembedahan pada

Mencit (Mus musculus)

A

Pengambilan Organ Limpa

v

Fiksasi Limpa ke dalam Formalin 10%

.

Pembuatan Sediaan Histopatologi Limpa

y

Pemeriksaan Histopatologi Limpa

¥

Analisis Data

Gambar 3.1 Diagram alur penelitian
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

Infeksi 7. gondii pada 18 mencit betina dilakukan selama 8 hari dengan
dosis 1x10°, pada hari ke 8 mencit dikorbankan dengan cara dislokasi os
cervikalis, kemudian dilakukan bedah abdominalis mencit secara aseptis untuk
pengambilan organ limpa, organ limpa yang sudah diambil dan dibuat preparat
histopatologi menggunakan pewarnaan HE kemudian dilakukan pengamatan
untuk mengetahui gambaran histopatologi limpa mencit. Pengamatan terhadap
histopatologi limpa mencit disajikan dalam bentuk deskriptif.

4.1 Perubahan Histopatologi Limpa Mencit (Mus musculus) yang Diinfeksi
dengan T.gondii

Hasil pengamatan lesi histopatologi limpa mencit yang diinfeksi T.gondii
ditemukan adanya takizoit dan adanya infiltrasi sel radang dan kematian sel pada
sel limpa mencit. Hasil pengamatan histopatologi dapat dilihat pada Gambar 4.1,
Gambar 4.2, Gambar 4.3.

Tabel 4.1 Tabel infiltrasi sel radang kematian sel dan ditemukannya takizoit

Perlakuan
n | Infiltrasi sel radang Kematian sel Takizoit
1 Ada Ada Ada
2 Ada Ada Ada
3 Ada Ada Ada
4 Ada Ada Ada
5 Ada Ada Ada
6 Ada Ada Ada
7 Ada Ada Ada
8 Ada Ada Ada
9 Ada Ada Ada
24
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Gambar 4.1 Infiltrasi sel radang akibat infeksi Toxoplasma gondii. (tanda panah
putih) (pewarnaan HE; 1000x)

Gambar 4.2 Kematian sel
A : Pewarnaan HE; 100x
B : Daerah perbesaran A (pewarnaan HE,1000x)
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i
Gambar 4.3 Takizoit didalam limpa.
Pada gambar adalah kelompok perlakuan, terlihat takizoit di dalam
sel (tanda panah merah), terlihat bentukan takizoit (tanda panah
kuning), (pewarnaan HE; 1000x)

4.2 Diameter Pulpa Putih Limpa yang Diinfeksi dengan 7.gondii

Diameter pulpa putih diukur dengan menggunakan alat mikroskop Olympus
dengan fasilitas pendukung Opftilab dan pembaca serta pengukuran dengan
software /mageRaster yang telah terkalibrasi. Preparat dilihat dibawah mikroskop
dengan perbesaran 100x, preparat difoto dan diukur dengan menarik garis dari
ujung pulpa putih ke ujung lain secara tegak lurus (dilakukan sebanyak lima kali
dan dirata-rata) yang dilakukan pada seluruh perlakuan.

Hasil vji T independent pada perlakuan PO (kelompok kontrol) dan Pl

(kelompok perlakuan) pulpa putih limpa mencit tidak menunjukan perbedaan
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yang nyata (p>0,05), pada PO Mean 316,1167* dan P1 Mean 437,3500° dengan

standar deviasi ( x + SD) P0 41,61204 dan P1 47,61186 .

Gambar 4.4 Hasil diameter pulpa putih limpa mencit.
Pada gambar A adalah kelompok kontrol dan pada gambar B adalah
kelompok perlakuan. (pewarnaan HE; 100x)

- it
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BAB 5 PEMBAHASAN

Hari ke 8 setelah mencit di infeksi 7. gondii menunjukan gejala
parasitemia yang ditandai dengan tubuh lemah, bulu berdiri dan kusam seperti
yang dikatakan oleh Suwanti (1996) bahwa mencit yang sudah terinfeksi 7" gondii
menunjukan gejala tubuh lemah, nafas tersengal-sengal, bulu berdiri, kusam dan
abdomen terlihat acites.

5.1 Perubahan Histopatologi Limpa Mencit yang Diinfeksi dengan T.gondii

Takizoit T.gondii yang diinfeksikan secara intravagina menyebar ke
seluruh tubuh dan organ mencit melalui aliran darah. Perubahan histopatologi
pada kelompok perlakuan didapatkan adanya sel radang. Reaksi peradangan

merupakan reaksi pertahanan diri sebagai respon terhadap cedera berupa reaksi

vaskular, zat-zat terlarut dari sirkulasi darah ke jaringan interstitial pada daerah
cedera atau nekrosis. Peradangan juga termasuk reaksi nonspesifik, dari hospes
terhadap infeksi. Proses peradangan ini merupakan awal dari adanya respons imun
pada jaringan yang terkena jejas atau adanya agen infeksi. Komponen reaksi
radang berupa plasma, sel-sel darah dalam sirkulasi antara lain neutrofil, monosit,
eosinofil, limfosit, basofil, platelet, fibroblas dan makrofag (Celloti dan Laufer,
2001)

Perubahan histopatologi lain yang ditemukan pada kelompok perlakuan
adalah kematian sel. Kematian sel terjadi pada semua kelompok perlakuan.
Kematian sel ada beberapa jenis yaitu kematian sel yang terprogram atau biasa

disebut apoptosis dan kematian sel yang ireversibel yang disebut nekrosis.
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Terjadinya apoptosis disebabkan oleh kematian sel yang terprogram untuk
membuang sel yang sudah tidak diperlukan oleh tubuh. Apabila respon imun
rendah, maka mikroorganisme yang memiliki patogenitas tinggi akan
menyebakan kerusakan jaringan yang berat. Sebaliknya, jika respons imun
meningkat, maka mikroorganisme dapat dieliminasi atau dihambat
perkembangannya. Jika respons imun terus mengalami peningkatan, maka
kerusakan jaringan juga akan meningkat karena komponen sistem imun akan
menginduksi berbagai apoptosis pada sel disekitarnya. (Subekti dan Arrasyid,
2006). Nekrosis adalah kematian patologis sebagian jaringan atau organ yang

dihasilkan dari kerusakan irevesrible karena sel tidak mampu beradaptasi lagi atau

memperbaiki diri sendiri dan tidak dapat melangsungkan metabolisme,

perubahan-perubahan pada jaringan nekrotik menyebabkan hilangnya fungsi
daerah yang mati, dapat menimbulkan perubahan sistemik seperti demam dan
peningkatan leukosit sehingga timbul sel radang (Arimbi dkk., 2013). Infeksi 7.
gondii pada limpa terlihat folikel limpa membengkak pada awal infeksi dan pada
tingkat lanjut atropi, sel retikulum bertambah jumlahnya dan selanjutnya diikuti
foki-foki nekrosis (Sasmita, 2006).

Mekanisme terjadinya nekrosis terjadi pada saat jaringan mengalami
hipoksia atau masuknya benda asing yang dianggap racun maka mitokondria akan
mengalami luka sehingga mengakibatkan ATP turun dan pomp Na” dan K"
terganggu. Na" masuk sel yang mengakibatkan lisosom pecah, mengeluarkan

enzim hidrolitik sehingga melarutkan sel (Robbins dan Kumar, 1995).
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Hasil pengamatan mikroskopis pada kelompok perlakuan juga ditemukan

adanya beberapa bentukan protozoa 7. gondii pada limpa. Seperti pada gambar

4.2 bagian A terlihat sekelompok takizoit yang masih berada di dalam sel karena

pada dasarnya T.gondii berkembang di dalam sel secara endodiogeni. Takizoit
akan memperbanyak diri berlipat ganda dan akan menghancurkan sel untuk keluar
setelah berkembang pascainfeksi (Black dan Boothroyd, 2000). Pada gambar 4.2
bagian B juga terlihat adanya takizoit yang berada di luar sel yang membentuk
menyerupai bulan sabit dengan satu ujungnya meruncing dan ujung yang lain
agak membulat dengan panjang sekitar empat sampai delapan mikron dan lebar
dua sampai empat mikron (Sasmita,2006).
5.2 Diameter Pulpa Putih Limpa yang Diinfeksi dengan 7.gondii

Hasil analisis statistik dengan uji T (/ndependent-Samples T Test)
menunjukkan bahwa diameter pulpa putih limpa mencit pada kontrol dan
perlakuan tidak terlihat perbedaan yang nyata (p>0,05), hal ini dikarenakan
banyak hal, terdapat banyak faktor yang mungkin dapat menjelaskan hal ini.
Respon imun dalam tubuh yang meningkatkan juga mempengaruhi faktor tersebut
seperti pada penelitian Casadevall dan Pirofski dalam Subekti dan Arrasyid,
(2006) menyatakan bahwa interaksi antara mikroorganisme dengan respons imun
dari inang akan membentuk suatu pola imunopatogenesis. Patogenesis
mikroorganisme bermakna kemampuan suatu mikroorganisme untuk
menyebabkan kerusakan pada inang. Sebaliknya, respons imun merupakan reaksi

inang untuk membatasi perkembangan ataupun mengeliminasi mikroorganisme.
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Hasil analisis data bahwa ukuran diameter pulpa putih antara kelompok
kontrol dan perlakuan tidak ada perbedaan tetapi dari gambar 4.5 terlihat adanya
perbedaan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Sel pada kelompok
kontrol terlihat lebih padat dibanding kelompok perlakuan. Kerenggangan dari

kelompok perlakuan ini terjadi akibat limfosit menuju ke tempat infeksi atau sel

terinfeksi oleh T.gondii mengalami kematian sehingga sel terlihat renggang.

Kerenggangan sel tersebut karena infeksi dari 7.gondii dapat menyebabkan

apoptosis dan nekrosis (Mordue., et al, 2001).
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, hasil dari pengamatan

didapatkan perubahan histopatologi berupa infiltrasi sel radang dan kematian sel,

ditemukan juga adanya takizoit di dalam sel, sedangkan hasil dari pengukuran

diameter pulpa putih tidak berbeda nyata (p>0.05).

6.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diuraikan
adalah sebagai berikut :
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh infeksi Toxoplasma

gondii melalui intravagina pada organ yang lain.
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RINGKASAN

TUTUK WAHYUNINGTYAS. Gambaran histopatologi limpa mencit
(Mus musculus) yang diinfeksi Toxoplasma gondii secara intravagina. Penelitian
ini dilaksanakan di bawah bimbingan Bapak Dr. Mufasirin,drh., M.Si selaku
dosen pembimbing penelitian, Ibu Prof. Dr. Lucia Tri Suwanti, MP., drh selaku
dosen pembimbing skripsi utama dan pembimbing penelitian serta Bapak Dadik
Rahardjo, M. Kes., drh selaku dosen pembimbing serta.

Toxoplasmosis merupakan salah satu dari sekian banyak penyakit zoonosis
yang disebabkan oleh parasit protozoa Toxoplasma gondii (T.gondii) yang
merugikan baik pada manusia maupun pada hewan. T.gondii memilik karakter
dengan patogenitas dan variasi terhadap respons imun yang diinduksi sehingga
dapat mengakibatkan immunosupresi dan gagalnya limfosit dari limpa untuk
berproliferasi. Sampai saat ini belum ditemukan pengobatan yang efektif untuk
kasus penyakit ini. Beberapa penelitian telah menemukan bahwa Toxoplaasma
gondii dapat menginfeksi spermatozoa pada mencit, hal ini kemudian
menimbulakn asumsi bahwa Toxoplaasma gondii dapat ditularkan melalui

hubungan reproduksi. Penelitian ini bertujuan mengetahui perubahan

histopatologi pada limpa mencit setelah di infeksi 7.gondii dan untuk mengetahui
pengaruh diameter pulpa putih terhadap infeksi 7. gondii.

Dalam penelitian ini mengunakan hewan coba mencit umur 2-3 bulan yang
berjumlah 18 ekor dibagi menjadi 2 kelompok perlakuan, kelompok pertama
disonde dengan NaCl fisiologis melalui intravagina, dan kelompok ke dua

diinfeksi dengan 1x10° takizoit Toxoplaasma gondii. Hari ke 8 setelah perlakuan
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mencit di korbankan kemudian di ambil organ limpa dan dilakukan pembuatan
preparat histopatologi dan dilakukan pengamatan secara deskriptif menggunakan
mikroskop 100x, 400x dan 1000x dan dilakukan pengukuran diameter pulpa putih
dengan menggunakan mikroskop Olympus yang telah terkalibrasi didukung
Opticlab viewer dengan software Image Raster. Hasil dari pengukuran diameter
pulpa putih menggunakan Independent-Samples T Test (Uji T).

Hasil dari pengamatan didapatkan perubahan histopatologi berupa infiltrasi
sel radang dan kematian sel, ditemukan juga adanya takizoit di dalam sel,
sedangkan hasil dari pengukuran diameter pulpa putih tidak berbeda nyata
(p>0.05).

Saran yang dapat dianjurkan agar dapat dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai pengaruh infeksi Toxoplasma gondii melalui intravagina pada organ

yang lain.
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Lampiran 1.1 Hasil analisis data dengan Independent Samples T Test (Uji T).

Group Statistics
Perlakuan N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
PO 9| 316,167 41,61204 13,87068
Diameter_Pulpaputih
P1 9| 437,3500 4761186 15,87062
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of t-test for
Variances Equality of
Means
F Sig. t
Equal variances assumed ,002 ,966 -5,752
- FUpapU: Equal variances not
-5,752
assumed
Independent Samples Test
t-test for Equality of Means
df Sig. (2-tailed) | Mean Difference
Equal variances assumed 16 ,000 -121,23333
Diameter_Pulpaputih
Equal variances not assumed 15,718 ,000 -121,23333
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Independent Samples Test
t-test for Equality of Means
Std. Error 95% Confidence Interval of the
Difference Difference
Lower Upper
Equal variances assumed 21,07777 -165,91621 -76,55046
Diameter_Pulpaputih T —
2107777 -165,98139 -76,48528
assumed
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