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PENGARUH PAPARAN ARTEMISININ BERULANG TERHADAP DIAMETER
PULPA PUTIH DAN INDEKS LIMPA PADA MENCIT (Mus musculus) YANG
DIINFEKSI Plasmodium berghei

THE EFFECT REPEATED EXPOSURES ARTEMISININ OF WHITE PULP
DIAMETER AND SPLEEN INDEX ON MICE (Mus musculus) WHICH
INFECTED BY Plasmodium berghei

Tika Ayu Nur Windasari"), Lilik Maslachah?, Adi Prijo Rahardjo?

DMahasiswa, 2Dosen
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

Kampus C UNAIR, JI. Mulyorejo-Surabaya 60115
Telp. 031-5992785, Fax. 031-5993015
Email : jpmvunair@gmail.com

ABSTRACT

This study is aimed to know the effect repeated exposures artemisinin of diameter white pulp
and spleen index on mice (Mus musculus) which infected by Plasmodium berghei. Forty eight mice
divided into twenty mice for four control groups namely K1, K2, K3, K4 which infected by
Plasmodium berghei in the amount of 1x10° in 0,2 ml without gave artemisinin, twenty mice for four
treatment groups namely P1, P2, P3, P4 which infected by Plasmodium berghei in the amount of
1x10° with repeated exposures artemisinin, and eight mice used as donor. The data were analyzed
by univariated ANOVA using SPSS and followed with Duncan’s test. The results of statistical
analysis showed the size of control group’s white pulp diameter were different from the treatment
groups. While, the result of spleen index showed the difference between control groups and
treatment groups, except for the fourth artemisinin exposures there was no real difference with
control groups. According the study, gave repeated exposures artemisinin antimalarial reacted to
white pulp diameter and spleen index on mice (Mus musculus) which infected by Plasmodium
berghei, but after gave the fourth artemisinin it gave not effect to mice spleen index (Mus musculus)
which infected by Plasmodium berghei.

Keywords : Artemisinin, White pulp diameter, Spleen index, Plasmodium berghei.

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh paparan artemisinin berulang terhadap
diameter pulpa putih dan indeks limpa pada mencit (Mus musculus) yang diinfeksi Plasmodium
berghei. Empat puluh- delapan ekor mencit dibagi menjadi dua puluh mencit untuk empat
kelompok kontrol yaitu K1, K2, K3, K4 yang diinfeksi Plasmodium berghei sebesar 17" i* dalam 0,2
ml tanpa pemberian artemisinin, dua puluh mencit untuk empat kelompok perlakuan yaitu P1,
P2, P3, P4 yang diinfeksi Plasmodium berghei sebesar 1x10* dalam 0,2 ml dengan pemberian
artemisinin berulang, dan delapan mencit digunakan sebagai donor. Data dianalisis dengan uji
faktorial dalam ANOVA menggunakan SPSS dan diikuti dengan uji Duncan. Hasil analisis
statistik menunjukkan ukuran diameter pulpa putih kelompok kontrol berbeda dengan kelompok
perlakuan. Sedangkan hasil indeks limpa menunjukkan terdapat perbedaan antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan kecuali pada paparan obat artemisinin ke empat kali tidak
terdapat perbedaan yang nyata dengan kelompok kontrol. Menurut penelitian ini, pemberian
antimalarial artemisinin berulang berpengaruh terhadap diameter pulpa putih dan indeks limpa
pada mencit (Mus musculus) yang diinfeksi Plasmodium berghei, tetapi setelah pemberian obat
artemisinin yang ke empat kali tidak memberikan pengaruh pada indeks limpa mencit (Mus
musculus) yang diinfeksi Plasmodium berghei.

Kata kunci : Artemisinin, Diameter pulpa putih, Indeks limpa, Plasmodium berghei.
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Pendahuluan

Malaria  merupakan  penyakit
dengan tingkat kematian tertinggi dari
seluruh penyakit parasitik dan penye-
bab kematian ketiga penyakit infeksi
setelah tuberculosis dan AIDS (Robert et
al, 2002). Penyebab penyakit malaria
adalah parasit jenis protozoa dari genus
Plasmodium. Pada rodensia disebabkan
oleh Plasmodium berghei yang ditularkan
melalui gigitan nyamuk Anopheles
maculatus  yang  terinfeksi  parasit
tersebut (Shi et al, 2007).

Parasit rodensia ditularkan oleh
nyamuk  Anopheles maculatus dan
menginfeksi hati setelah masuk ke
dalam aliran darah oleh gigitan nyamuk
betina yang terinfeksi. Dalam beberapa
menit sporozoit akan masuk ke dalam
sel hati, kemudian bermultiplikasi
secara skizogoni (stadium hati/ liver
stage) selama beberapa hari. Selanjutnya
parasit akan meninggalkan hati dan
menyerang eritrosit serta memasuki
stadium darah/blood stage menjadi
merozoit. Perbanyakan dari parasit
dalam darah menyebabkan patologi
seperti anemia dan kerusakan organ
penting dari inang seperti paru-paru,
hati dan limpa (Darlina, 2011).

Limpa merupakan salah satu organ
yang penting dalam produksi limfosit.
Limpa pada penderita malaria berfungsi
sebagai filter untuk menghancurkan
eritrosit yang terinfeksi Plasmodium.
Plasmodium pada eritrosit difagositosis

secara aktif oleh makrofag, limfosit dan

sel plasma yang terdapat di pulpa putih
limpa sehingga ukuran diameter pulpa
putih limpa tampak membesar (Kumar,
2014). Menurut Makiyah (2014),
peningkatan aktivitas dari sistem imun
pada limpa, dapat diketahui dari
ukuran diameter pulpa putih limpa.
Artemisinin dan derivatnya sebagai
salah satu obat anti malaria yang utama
pada saat ini. Artemisinin ini mem-
punyai efek kerja lebih cepat daripada
obat antimalaria yang lain karena
mempunyai mekanisme kerja yang

spesifik pada tahap eritrositik, tetapi
telah ada indikasi bahwa parasit
Plasmodium telah resisten pada obat ini
(Afonso et al., 2006).

Materi dan Metode Penelitian

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah organ limpa dari 40
ekor mencit (Mus musculus).

Penelitian ini menggunakan obat
antimalaria artemisinin pro analisis (PA)
dari Sigma Chemical Co, Plasmodium
berghei strain ANKA dari Lembaga
Penyakit Tropis (LPT) bagian labora-
torium malaria, NaCl fisiologis, EDTA,
giemsa, larutan hayem, methanol,
Phosphate Buffer Saline (PBS), ketamine
0,01 ml dan formalin 10%. Sedangkan
bahan yang diperlukan untuk pem-
buatan preparat dengan pewarnaan
Hematoksilin Eosin (HE) adalah jaringan
limpa, hemaktosilin eosin, aseton, xylol,
alkohol 70%, alkohol 80%, alkohol 90%,
alkohol 96% dan aquadestilata.

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah kandang hewan
coba beserta penutup dari kawat,
tempat pakan dan minum, spuit
tuberkulin, sonde mencit, objek glass,
microtube 1,5 ml dan timbangan analitik.

Prosedur Pelaksanaan Penelitian
Kelompok kontrol: setelah inokulasi
sel darah merah yang mengandung
parasit Plasmodium berghei sebesar 1x10>
dalam 0,2 ml pada 5 ekor mencit yang
tidak diberi pengobatan, parasitemia
dimonitor dan dihitung pada 48 jam
setelah infeksi. Parasitemia >2% sel
darah merah yang mengandung parasit
digunakan 1 ekor mencit sebagai donor
untuk diinfeksikan pada mencit baru
yaitu 6 ekor mencit baru kelompok
berikutnya. Pasase berulang pada
mencit dilakukan sampai 4 kali
Perkembangan parasit diikuti sampai
hari ke 10 infeksi pada perlakuan KI,
K2, K3 dan K4 (Kiboi et al., 2009).
Kelompok perlakuan paparan obat
antimalaria  artemisinin ~ berulang:
setelah inokulasi sel darah merah yang
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mengandung parasit Plasmodium berghei
1220F dalam 0,2 ml pada 5 ekor mencit

kemudian diberi obat antimalaria arte-
misinin dengan dosis ED99 (0,04 mg/g
BB mencit) diberikan selama 3 hari
dimulai pada 48 jam setelah infeksi
(Loeki dkk, 2013). Parasitemia dimoni-
tor dan dihitung pada 48 jam setelah
infeksi. Setelah parasitemia >2% sel
darah merah yang mengandung parasit
pada 1 ekor mencit digunakan sebagai
donor untuk dipasase pada 6 ekor
mencit baru kelompok berikutnya
kemudian diberi obat antimalaria
artemisinin berulang pada hari ke 3, 4,
dan 5 setelah 48 jam infeksi begitu
seterusnya sampai 4 kali pemberian
pada perlakuan P1, P2, P3 dan P4.

Pemeriksaan indeks limpa dan
diameter pulpa putih

Setelah selesai dilakukan perlakuan
pada tiap kali pasase, pada hari ke 10
mencit ditimbang dengan timbangan
analitik untuk mengetahui berat badan
mencit yang akan digunakan dalam
menentukan indeks limpa. Kemudian
mencit dieuthanasi dengan ketamin 0,01
ml dan dibedah menggunakan alat
bedah. Rongga abdomen dibuka
kemudian organ limpa diambil lalu
ditimbang menggunakan timbangan
analitik. Selanjutnya organ dimasukkan
ke dalam pot plastik bertutup yang
berisi larutan formalin 10% untuk
dibuat sediaan preparat histopatologi.
Pewarnaan preparat histologi yang

digunakan adalah Hematoxylin Eosin

(HE) di laboratorium Patologi Fakultas
Kedokteran Hewan, Universitas Air-
langga untuk proses pembuatan pre-
parat histopatologi. Menurut Yordanka
(2012) pemeriksaan nilai indeks limpa
dihitung menggunakan persamaan
berikut :

Beratorgan limpamenciz|
Berst badzn mencit

Indeks limpa =

Pengukuran diameter pulpa putih
menggunakan mikroskop Nikon E100
yang telah terkalibrasi didukung Optilab
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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 10x objektif, 10x okuler.
Diameter pulpa putih dihitung sebagai
berikut:

Diameter pulpa putih =

= @ transv max + @ tegak lurus max
2

Analisis Data

Data hasil pengamatan diolah
dengan uji faktorial dalam ANOVA,
apabila terdapat perbedaan yang nyata
maka dilanjutkan dengan uji Duncan
Multiple Range Test dengan taraf 5%
untuk mengetahui perbedaan kelompok
perlakuan menggunakan  Statistical
Programme for Social Scientific (SPSS)
(Kusriningrum, 2008)

Hasil dan Pembahasan

Berdasarkan hasil analisis data pada
Tabel 1 menunjukkan ada perbedaan
nyata antara diameter pulpa putih
kelompok kontrol dan perlakuan,
sehingga pengujian dilanjutkan dengan
uji Duncan untuk mengetahui interaksi
antara jumlah rata-rata diameter pulpa
putih limpa dari kelompok kontrol yang
dipasase dan kelompok perlakuan
paparan artemisinin berulang yang
dipasase. Hasil uji Duncan tercantum
pada Tabel 2.

Perlakuan kombinasi antara per-
lakuan dengan pasase pada Tabel 2
menunjukkan perbedaan yang sangat
nyata pada K3 dan P4. Hasil analisis
pada P4 menunjukkan adanya penyu-
sutan diameter pulpa putih dengan nilai
rerata lebih kecil jika dibandingkan
dengan K3. Perlakuan yang menunjuk-
kan nilai rerata diameter pulpa putih
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tertinggi adalah K3 dibandingkan
dengan K1, K2, dan K4 menunjukkan
perbedaan yang sangat nyata. Sedang-
kan pada P1, P2, dan P3 tidak ada
perbedaan yang nyata.

Tabel 1. Jumlah rata-rata diameter
pulpa putih pada total
kelompok kontrol dan per-
lakuan tanpa memperhati-

kan pasase
Perlakuan Tanpa
Memperhatikan Mean + SD
Pasase
Kontrol 54,842 + 15,021
Perlakuan 33,480+ 6,008

ab  Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan
yang nyata pada taraf kepercayaan a
=0,05 (p <0,05)

Tabel 2. Jumlah rata-rata diameter
pulpa putih limpa pada per
lakuan kombinasi antara
kelompok kontrol yang
dipasase dengan kelompok
perlakuan paparan artemisi

nin berulang yang dipasase
Izz:::;‘;:; Mean + SD

K1 52,91€ + 6,388
K2 33,742b+ 11,438
K3 65,59¢ + 8,296
K4 60,81¢ + 7,855
P1 38,77 +4,381
P2 37,56 +4,716
P3 29,5620 + 3,226
P4 28,042 +2,778

abe  Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan
yang nyata pada taraf kepercayaan a
=0,05 (p <0,05)

Indeks limpa mencit dihitung
dengan membandingkan berat limpa
dan  berat mencit. Hasil dari

penghitungan indeks limpa tercantum
pada Tabel 3.

Tabel 3. Nilai indeks limpa kelompok
kontrol dan perlakuan tanpa
memperhatikan pasase

Perlakuan Tanpa
Memperhatikan Mean + SD
Pasase
Kontrol 0.227702 + 0,006433
Perlakuan 0.01755Y + 0,006493

ab  Superskrip yang berbeda pada kolom
yang sama menunjukkan perbedaan
yang nyata pada taraf kepercayaan a
=0,05 (p < 0,05)

Berdasarkan nilai indeks limpa
antara kelompok kontrol dan perlakuan
pada perlakuan tanpa memperhatikan
pasase menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang nyata dengan p<0,05.
Nilai indeks limpa pada kontrol yang
diinfeksi  Plasmodium berghei tanpa
paparan artemisinin lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan yang
diinfeksi Plasmodium berghei dengan
paparan artemisinin.

Perlakuan yang berbeda pada
pasase yang sama pada indeks limpa
mencit yang diinfeksi Plasmodium berghei
tanpa paparan artemisinin dan dengan
paparan artemisinin berulang yaitu
0,362 (p>0,05) dengan uji Duncan. Jika
analisis dengan uji Duncan menunjuk-
kan tidak ada perbedaan yang nyata
pada kelompok kontrol dan perlakuan
tanpa memperhatikan pasase, maka
akan menghasilkan efek pengaruh
sederhana dan dilanjutkan dengan
analisis perlakuan sederhana seperti
pada Tabel 4 sampai dengan Tabel 7.

Berdasarkan Tabel 4 sampai
dengan 7 dapat dilihat bahwa pada
analisis perlakuan sederhana indeks
limpa pasase 1, pasase 2, dan pasase 3
kontrol dan  perlakuan terdapat
perbedaan yang nyata, tetapi nilai
indeks limpa pada pasase 4 tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata.

14|
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Hasil analisis statistik dengan uji F
(p<0,05) menunjukkan bahwa jumlah
diameter pulpa putih limpa Mus
musculus pada perlakuan yang diinfeksi

spesifik sehingga terjadi sensitifitas dari
sel-sel imun tersebut. Pada infeksi
berulang sel-sel imun akan lebih cepat
mengenali benda asing yang masuk

Tabel 4. Efek sederhana indeks limpa pada pasase 1 kelompok kontrol dan perlakuan

yang dipapar artemisinin berulang

Perlakuan Rata-rata (x) Theda SSR LSR
(x-P)
K1 ,021802 0,0082* 2 2,88 0,002649
P1 ,01360P

Tabel 5. Efek sederhana indeks limpa pada pasase 2 kelompok kontrol dan perlakuan

yang dipapar artemisinin berulang

Perlakuan | Rata-rata (x) zicli:)l P SSR LSR
K2 ,021402 0,0046* 2 2,88 0,002649
P2 ,01680P
Tabel 6. Efek sederhana indeks limpa pada pasase 3 kelompok kontrol dan perlakuan
yang dipapar artemisinin berulang
Perlakuan Rata-rata (x) % P SSR LSR
K3 ,024802 0,0074* 2 2,88 0,002649
P3 ,01740b ’

Tabel 7. Efek sederhana indeks limpa pada pasase 4 kelompok kontrol dan
perlakuan yang dipapar artemisinin berulang

Perlakuan Rata-rata (x) 1(3;(111:)1 P SSR LSR
K4 ,02280 0,0004 2 2,88 0,002649
P4 ,02240

Plasmodium berghei pada kelompok
kontrol tanpa diberi paparan artemi-
sinin dan kelompok perlakuan yang
diinfeksi Plasmodium berghei dengan
diberi paparan artemisinin berulang
memiliki perbedaan yang signifikan
seperti tercantum pada Tabel 1. Sesuai
pernyataan Baratawidjaja (2006) bahwa
benda asing yang masuk dalam tubuh
akan segera dikenali oleh sistem imun
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tubuh. Hal ini menyebabkan sel-sel
dalam pulpa putih limpa akan semakin
cepat berproliferasi. Perubahan akibat
proliferasi pulpa putih pada limpa yang
terinfeksi Plasmodium berghei menyebab-
kan perluasan diameter pulpa putih
(Kumar, 2014). '

Limpa yang diinfeksi Plasmodium
berghei tanpa diterapi menunjukkan
perkembangan limfosit, makrofag dan
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sel retikular pada pulpa putih (Dkhil,
2009). Penelitian in vivo yang dilakukan
Chotivanich et al, (2000) menyatakan
bahwa artemisinin membunuh parasit
di dalam eritrosit dan dihapus oleh
limpa sebelum beredar menginfeksi
eritrosit yang lain dalam sirkulasi.
Mekanisme kerja artemisinin dalam
membunuh parasit dengan memutus
struktur jembatan peroksida pada
molekul artemisinin oleh ion FKe2¥
menjadi radikal bebas yang sangat
reaktif. Radikal-radikal artemisin ini
kemudian menghambat dan memodifi-
kasi berbagai macam molekul dalam
parasit, sehingga parasitnya mati
(Schmuck, 2002).

Tabel 2 menunjukkan bahwa ter-
dapat perbedaan yang nyata antara K1,
K3, dan K4 dengan P1, P2, P3 dan P4.
Hasil ini menunjukkan bahwa per-
lakuan kontrol yang diinfeksi Plas-
modium berghei tanpa pemberian artemi-
sinin menyebabkan perluasan diameter
pulpa putih limpa. Plasmodium berghei
tersebut akan difagositosis secara aktif
oleh makrofag limpa sehingga secara
mikroskopis  terdapat  peningkatan
jumlah sel makrofag pada pulpa putih
limpa (Wijayanti et al. 2003). Hal ini
menyebabkan terjadi perluasan ukuran
pulpa putih pada limpa.

Pada kelompok K2 hasil nilai rerata
ukuran diameter pulpa putih limpa
mengalami penyusutan dibandingkan
dengan K1, K3, dan K4. Hal ini dapat
disebabkan sistem imun pada K1, K3,

dan K4 yang menjadi pertahanan

pertama  tubuh  tidak  mampu
menetralisir agen infeksi sehingga agen
infeksi Plasmodium berghei masuk dan
beredar melalui peredaran darah
keseluruh tubuh. Sedangkan pada K2
kemungkinan disebabkan sistem imun
alamiah  yang  berfungsi  dalam
mempertahankan kondisi tubuh host
mampu menekan jumlah parasit yang
ada di dalam tubuh host (Saifulhaq,
2009).

Pada kelompok P1 dan P2 terdapat
perbedaan yang nyata dengan P4
disebabkan mekanisme kerja artemi-
sinin pada membran digestive vacuole
(Hartwig et al, 2009) yaitu adanya
alkilasi protein dan komponen lipid dari
artemisnin yang mampu menghilang-
kan integritas digestive vacuole parasit.
Sedangkan pada perlakuan P3 dan P4
tidak menunjukkan perbedaan ukuran
diameter pulpa putih limpa pada
perlakuan yang diinfeksi Plasmodium
berghei dan dipapar artemisinin sampai
empat kali disebabkan efek kerja dari
artemisinin. Kelompok perlakuan P1
sampai P4 menunjukkan ukuran
diameter pulpa putih yang kecil
kemungkinan disebabkan terjadinya
pelebaran ukuran diameter pada pulpa
merah yang berfungsi untuk memfiltrasi
darah dan menghancurkan eritrosit
yang terinfeksi Plasmodium dengan
mengeluarkan banyak eritrosit sehingga
secara makroskopis limpa tampak
mengalami pembengkakan.

Tabel 3 menunjukkan bahwa nilai
indeks limpa pada kontrol tanpa
pemberian artemisinin lebih tinggi
dibandingkan pada perlakuan yang
diberi artemisinin berulang. Perbedaan
ini didasarkan pada limpa mencit yang
diinfeksi Plasmodium berghei tanpa
diberi artemisinin mengalami pem-
bengkakan yang merupakan salah satu
dari tiga karakteristik utama dari infeksi
malaria (Harijanto, 2000). Keadaan ini
disebabkan adanya inflamasi akibat
infeksi dari parasit. Hal ini sesuai yang
dilaporkan  Byuti  (2004) bahwa
perubahan makroskopis yang terjadi
akibat infeksi malaria adalah terjadinya
peradangan pada limpa. Pembengkakan
pada limpa mencit terlihat pada semua
kelompok yang terinfeksi Plasmodium
berghei (Carvalho, 2007). Hasil penelitian
tersebut konsisten dengan Rosenthal
(2010) yang menyatakan bahwa mencit
yang terinfeksi malaria ditandai dengan
peningkatan ukuran limpa disbanding-
kan dengan limpa yang normal.
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Kumar (2014) menyatakan bahwa
semakin meningkat jumlah parasitemia,
semakin meningkat juga berat limpa.
Hal tersebut sesuai hasil analisis indeks
limpa kelompok kontrol yang tidak di
papar artemisinin pada pasase 1, pasase
2 dan pasase 3 yang menunjukkan nilai
indeks limpa yang lebih tinggi
dibanding kelompok perlakuan. Per-
bedaan yang tidak nyata ditunjukkan
antara kelompok yang diinfeksi
Plasmodium berghei tanpa diberi artemi-
sinin dengan kelompok yang diinfeksi
Plasmodium  berghei ~dan  dipapar
artemisinin  sampai  empat  kali
disebabkan efek kerja artemisinin sudah
tidak berpengaruh terhadap Plasmodium
berghei. Menurut Tucker et al., (2012)
Plasmodium yang sudah terpapar
artemisinin dan masih menunjukkan
pertumbuhan mempunyai kemampuan
lebih cepat untuk keluar dari periode
dorman (viabel) sehingga parasit yang
sudah resisten pada artemisinin
mempunyai kecepatan pemulihan yang
lebih tinggi dan akan mempercepat
rekrudesensinya.

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang dilaku
kan dapat disimpulkan bahwa pem-
berian antimalarial artemisinin berulang
berpengaruh terhadap diameter pulpa
putih dan indeks limpa pada mencit
(Mus musculus) yang diinfeksi Plas-
modium berghei, tetapi setelah pemberian
obat artemisinin yang ke empat Kkali

tidak memberikan pengaruh pada

indeks limpa mencit (Mus musculus)
yang diinfeksi Plasmodium berghei.
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