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ABSTRAK

Nama : Tri Wahyuni Lestari
Program Studi: S2 Herbal
Judul : Pengaruh Pemberian Kombinasi Ekstrak Sambiloto (Andrographis

paniculata Nees) dan Spirulina (Arthrosphira platensis Gomont)
pada Gambaran Hematologi dan Apoptosis Sel Limpa Mencit
Terinfeksi Plasmodium berghei Anka

Pada penelitian ini, telah diuji pengaruh pemberian kombinasi ekstrak sambiloto
(Andrographis paniculata Nees) dan spirulina (Arthrosphira platensis Gomont)
terhadap persen parasitemia, persen survival, jumlah eritrosit dan kadar
hemoglobin serta persen apoptosis sel limpa pada mencit yang diinfeksi P.
berghei. Penelitian ini dilakukan dengan rancangan acak lengkap menggunakan
75 ekor mencit strain Swiss Webster. Kelompok uji terdiri dari kelompok AP,
AP+ES, AP+PS, CMC dan DHP. Seluruh mencit diinfeksi Plasmodium berghei
pada hari ke 0. Ekstrak bahan uji diberikan 3 hari sebelum diinfeksi (H-3) dan
setiap hari selama 28 hari setelah infeksi. Data parasitemia diambil pada hari ke-
3,7,10,15,21 dan 28. Sedangkan data jumlah eritrosit dan kadar Hb diambil pada
hari ke 3, 10 dan 21. Pengolahan data dilakukan dengan uji Anova satu arah yang
dilanjutkan dengan uji post hoc. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi
powder spirulina dan ekstrak sambiloto (AP+PS) memberikan hasil yang berbeda
bermakna dalam menekan persen parasitemia (p=0,02), meningkatkan jumlah
eritrosit (p=0,03) dan kadar hemoglobin (p=0,01) pada puncak infeksi, dibanding
kelompok yang diberi sambiloto saja (AP). Pemberian ekstrak sambiloto dan atau
tanpa spirulina dapat menurunkan persen apoptosis sel limpa secara bermakna
(AP p= 0,001; AP+ES p= 0,000; AP+PS p= 0,000) dibanding dengan kelompok
CMC pada puncak infeksi.

Kata kunci : antimalaria, Andrographis paniculata Nees, apoptosis,
Arthrosphira platensis Gomont, hematologi.

xii + 100 halaman : 10 gambar; 3 tabel; 17 lampiran
Bibliografi : 52 (2000-2014)
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ABSTRACT

Name : Tri Wahyuni Lestari
Program study : Magister Herbal
Title : Effect of Combination of Sambiloto (Andrographis paniculata

Nees) and Spirulina (Arthrosphira platensis Gomont) Extract in
Hematology and Apoptosis of Spleen Cell in Plasmodium
berghei Anka Infected Mice.

Effect of a combination of extracts of sambiloto (Andrographis paniculata Nees)
and spirulina (Arthrosphira platensis Gomont) had been investigated decrease the
number of parasitemia, increase erythrocytes count, level of hemoglobin and
apoptosis of spleen cell in P. berghei infected mice. This study was conducted by
employing a complete random design using 75 Swiss Webster mice. The test
group consisted of groups of AP, AP + ES, AP + PS, DHP and CMC. All mice
were infected with P. berghei on day 0. Material test given 3 days prior to
infection (D-3) and for 28 consecutives days orally after infection. Data of
parasitemia, taken on D3, 10,15, 21 and 28 while erythrocytes count, and level of
hemoglobin taken on D3,10 and 21. Data processed by one way Anova test
followed by post hoc test. Results showed that the combination of extract of
sambiloto and spirulina powder (AP + PS) was significant in suppressing the
number of parasitemia (p = 0.02), increase of erythrocytes (p = 0.03) and level of
hemoglobin (p = 0.01) in the peak of infection, compared with the group given
only sambiloto (AP). Combination of sambiloto extract and or without spirulina
had been significant in decrease apoptosis of spleen cell, (AP p= 0,001; AP+ES
p= 0,000; AP+PS p= 0,000) compared with group of CMC.

Key words : antimalarial, Andrographis paniculata Nees, apoptosis,
Arthrosphira platensis Gomont, hematology.

xii + 100 pages : 10 pictures; 3 tables; 17 appendixes
Bibliography : 52 (2000-2014)
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Upaya penanggulangan malaria masih menjadi target utama dalam

pencapaian derajat kesehatan masyarakat yang optimal. Hal ini dikarenakan

penyakit malaria masih endemis di daerah-daerah tertentu terutama di negara-

negara beriklim tropis. Dalam laporan malaria dunia, menjelaskan bahwa pada

tahun 2011, diperkirakan dari 104 negara endemis, 80% kematian akibat malaria

hanya terjadi di 14 negara dan 80% kasus terjadi di 17 negara. (Fuadzy, H., 2013).

Hasil Riskesdas 2013 Balitbangkes menyebutkan insiden malaria pada penduduk

Indonesia tahun 2013 adalah 1,9% menurun dibanding tahun 2007 (2,9%), tetapi

di Papua Barat mengalami peningkatan tajam jumlah penderita malaria.

Prevalensi malaria tahun 2013 adalah 6,0%. Lima provinsi dengan insiden dan

prevalensi tertinggi, semuanya di Indonesia timur. Dari 33 provinsi di Indonesia,

15 provinsi mempunyai prevalensi malaria diatas angka nasional. (Balitbangkes,

2013)

Kenyataan di masyarakat menunjukkan bahwa masyarakat dapat

mengatasi masalah-masalah kesehatan yang dihadapinya dengan obat-obatan yang

berasal dari bahan alam. Proporsi rumah tangga di Indonesia yang menggunakan

pelayanan kesehatan tradisional (Yankestrad) yaitu 30,4%. Dari 30,4% yang

menggunakan Yankestrad, 49% rumah tangga menggunakan ramuan. Hal ini

menunjukkan bahwa obat yang berasal dari sumber bahan alam khususnya

tanaman telah memperlihatkan peranannya dalam penyelenggaraan upaya-upaya

kesehatan masyarakat.(Balitbangkes, 2013, Sitorus, H., 2011)

Beberapa tanaman obat yang telah dilaporkan menunjukkan aktivitas

antiplasmodium,  di antaranya yaitu Sambiloto (Andrographis paniculata L.)

Ekstrak sambiloto memiliki efek antimalaria falciparum invitro dan efek

maksimum pada dosis 200 µg/ml. Pengaruh ekstrak sambiloto sebagai antimalaria

terdapat dalam monoterapi dan dalam kombinasi dengan klorokuin dan

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 
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artemisinin. (Zein, 2013) Hasil penelitian klinis menunjukkan bahwa efikasi

antimalaria sambiloto tunggal 250, 500 mg, kombinasi sambiloto 250 mg masing-

masing dengan klorokuin dan artesunat adalah 90,9; 90,5; 90,2 dan 95,2%

(p>0,3). (Zein, 2009) Pemberian ekstrak herbal sambiloto berpengaruh

meningkatkan survival dan keadaan umum mencit selama infeksi, namun tidak

berpengaruh pada peningkatan eritrosit mencit Balb C selama perjalanan infeksi

P. berghei Anka. (Kisdjamiatun, 2004)

Penggunaan mikronutrien yang bersifat antioksidan pada terapi obat pada

mencit antimalaria memberikan hasil yang lebih baik. (Iribhogbe, et al., 2013)

Antioksidan bekerja dengan menetralisir radikal bebas yang dihasilkan parasit dan

sistem imun, menghambat peroksidasi membran lipid, sehingga membantu

mempertahankan eritrosit yang terinfeksi (PRBC) agar tidak lisis. Dengan

demikian dapat mengurangi resiko anemia pada malaria (Tjahyani, 2010).

C-fikosianin dari Spirulina platensis memberikan perlindungan terhadap

kerusakan oksidatif pada protein plasmid DNA dan membran eritrosit. Pemberian

bubuk spirulina dosis 250 dan 500 mg/kgBB selama 14 hari pada tikus putih,

dapat mencegah penurunan Hb, eritrosit dan leukosit tikus yang diinduksi

siklofosfamid. (Dewi R.S, 2014)

Infeksi Plasmodium dicirikan oleh aktivasi maupun penekanan sistem imun

tubuh. Adanya aktivasi sel-sel imun pada limpa menginduksi terjadinya apoptosis.

(Pleonsil, P., 2013) Apoptosis atau kematian sel terprogram bertindak sebagai

mekanisme kompensasi atas terjadinya aktivasi sel-sel imun untuk menjaga

homeostasis respon imun. Limpa memiliki peran ganda yaitu sebagai pembersihan

parasit dari sirkulasi serta peran hematopoiesis selama infeksi. Splenomegali dan

perubahan yang cepat pada jumlah sel limpa dipengaruhi oleh peristiwa apoptosis.

Apoptosis pada sel limpa telah terbukti meningkat seiring dengan meningkatnya

parasitemia. (Kapoor, 2011) Ekstrak spirulina mengurangi secara signifikan

kematian sel apoptosis yang disebabkan oleh radikal bebas.(Wan, et al, 2010)

Dengan dengan demikian diharapkan kombinasi ekstrak sambiloto dan

spirulina dapat meningkatkan survival, RBC, Hb, serta menurunkan apoptosis sel

limpa mencit yang diinfeksi Plasmodiium berghei Anka.

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



3

Universitas Indonesia

1.2 Rumusan Masalah.

Pemberian ekstrak herbal sambiloto berpengaruh meningkatkan survival

dan keadaan umum mencit selama infeksi, namun tidak berpengaruh pada

peningkatan eritrosit mencit Balb C selama perjalanan infeksi P. berghei Anka.

Spirulina mengandung antioksidan yang dapat melindungi membran eritrosit,

sehingga tidak terjadi hemolisis. Selain itu spirulina dapat menghambat apoptosis

sel yang disebabkan oleh radikal bebas.

Pada penelitian ini diharapkan pemberian kombinasi ekstrak sambiloto dan

spirulina dapat menurunkan parasitemia, meningkatkan survival, jumlah eritrosit

dan Hb serta menurunkan apoptosis pada sel limpa mencit yang diinfeksi P.

berghei.

1.3 Hipotesis

Kombinasi ekstrak sambiloto dan spirulina dapat menurunkan persen

parasitemia, meningkatkan jumlah eritrosit dan kadar Hb serta menurunkan persen

apoptosis sel limpa mencit yang diinfeksi P. berghei

1.4 Tujuan

1.4.1 Tujuan Umum

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan khasiat antimalaria

kombinasi ekstrak sambiloto dan spirulina dibanding dengan obat DHP.

1.4.2 Tujuan Khusus:

a. Melakukan karakterisasi kimia ekstrak etanol sambiloto dan spirulina.

b. Menghitung persentase parasitemia, jumlah eritrosit dan kadar Hb akibat

pemberian kombinasi ekstrak sambiloto dan atau tanpa spirulina pada mencit

yang diinfeksi P. berghei ANKA.

c. Menghitung persentase survival (ketahanan hidup) mencit terinfeksi P.

berghei ANKA yang diberi perlakuan kombinasi ekstrak sambiloto dan atau

tanpa spirulina.

d. Menilai persentase apoptosis sel limpa mencit terinfeksi P. berghei ANKA

yang diberi perlakuan kombinasi ekstrak sambiloto dan atau tanpa spirulina.
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1.5 Manfaat Penelitian

Memberikan sumbangan data ilmiah yang mendasari penggunaan herbal

untuk meningkatkan efektifitas obat antimalaria yang sudah ada.

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Etiologi dan Patogenesis Malaria

2.1.1 Etiologi Malaria

Malaria adalah penyakit menular yang disebabkan oleh parasit (protozoa)

dari genus Plasmodium, yang dapat ditularkan melalui gigitan nyamuk anopheles.

Penyebab malaria adalah Plasmodium; termasuk dalam famili plasmodiae.

Nyamuk anopheles hidup di daerah iklim tropis dan subtropis, tetapi juga bisa

hidup di daerah yang beriklim sedang. Nyamuk ini jarang ditemukan pada daerah

dengan ketinggian lebih dari 2.000 – 2.500 meter. Tempat perindukannya

bervariasi tergantung spesies, dan dapat dibagi menjadi tiga kawasan, yaitu pantai,

pedalaman dan kaki gunung. Biasanya, nyamuk anopheles betina menggigit

manusia pada malam hari atau sejak senja hingga subuh. Jarak terbangnya tidak

lebih dari 0,5 – 3 km dari tempat perindukannya, kecuali jika ada tiupan angin

kencang bisa terbawa sejauh 20 – 30 km. Nyamuk anopheles juga dapat terbawa

mobil, pesawat terbang atau kapal laut, dan menyebarkan malaria ke daerah non-

endemis. Umur nyamuk anopheles dewasa di alam bebas belum banyak diketahui,

tetapi di laboratorium dapat mencapai 3 – 5 minggu.

Ada empat spesies plasmodium penyebab malaria pada manusia, yaitu :

a. Plasmodium vivax menyebabkan malaria vivax/tertiana,

b. Plasmodium falciparum menyebabkan malaria falciparum/tropika,

c. Plasmodium malariae menyebabkan malaria malariae/quartana dan

d. Plasmodium ovale menyebabkan malaria ovale.

Seorang penderita dapat dihinggapi lebih dari satu jenis plasmodium.

Infeksi demikian disebut infeksi campuran (mixed infection). Biasanya, penderita

paling banyak dihinggapi dua jenis parasit malaria, yakni campuran antara

P.falciparum dan P.vivax atau P.ovale. Ciri utama genus Plasmodium adalah

adanya dua siklus hidup, yaitu siklus hidup aseksual dan siklus seksual. (Depkes,

2008)

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 
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Sumber: www.cdc/malaria/about/biology

Gambar 2.1. Siklus transmisi malaria

2.1.1.1 Siklus hidup parasit malaria

Parasit malaria memiliki siklus hidup yang komplek baik pada tubuh

manusia dan tubuh nyamuk. Pada tubuh nyamuk Plasmodium bereproduksi

secara seksual. Pada tubuh manusia parasit bereproduksi secra aseksual dengan

cara membelah, awalnya pada sel hati dan kemudian pada erotrosit. Ketika

nyamuk yang terinfeksi menggigit manusia, nyamuk memasukkan sporozoit

yang terdapat dalam air liurnya ke dalam sirkulasi darah manusia. Kemudian

sporozoit masuk kedalam sel parenkhim hati dan berkembang biak membentuk

skizon hati yang mengandung ribuan merozoit. Ketika skizon telah matang,

skizone pecah dan melepaskan merozoit ke peredaran darah. Merozoit ini

kemudian menginfeksi eritrosit dan mengkonsumsi hemoglobin. Pada akhir fase

terjadi sporulasi, dimana skizon hati pecah dan banyak mengeluarkan merozoit

ke dalam sirkulasi darah. Pada P.vivax dan P.ovale, sebagian sporozoit

membentuk hipnozoit dalam hati yang dapat bertahan sampai bertahun-tahun,

atau dikenal sebagai sporozoit “tidur” yang dapat mengakibatkan relaps pada
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malaria, yaitu kambuhnya penyakit setelah tampak mereda selama periode

tertentu. Fase eritrosit dimulai saat merozoit dalam sirkulasi menyerang sel darah

merah melalui reseptor permukaan eritrosit dan membentuk trofozoit.

Jika nyamuk anopheles betina mengisap darah manusia yang

mengandung parasit malaria, parasit bentuk seksual masuk ke dalam perut

nyamuk. Bentuk ini mengalami pematangan menjadi mikrogametosit dan

makrogametosit, yang kemudian terjadi pembuahan membentuk zygote (ookinet).

Selanjutnya, ookinet menembus dinding lambung nyamuk dan menjadi ookista.

Jika ookista pecah, ribuan sporozoit dilepaskan dan bermigrasi mencapai kelenjar

air liur nyamuk. Pada saat itu sporozoit siap menginfeksi jika nyamuk menggigit

manusia. (U.S. Dept. of Health, 2007)

2.1.2 Patogenesis Malaria

Pada malaria dapat terjadi demam, anemia dan splenomegali. Demam

mulai timbul bersamaan dan pecahnya skizon darah yang mengeluarkan

bermacam-macam antigen. Antigen ini akan merangsang sel-sel makrofag,

monosit atau limfosit yang mengeluarkan berbagai macam sitokin, antara lain

TNF. TNF akan dibawa aliran darah ke hipotalamus yang merupakan pusat

pengatur suhu tubuh dan terjadilah demam. Anemia terjadi karena pecahnya sel

darah merah yang terinfeksi maupun tidak terinfeksi. P. palcifarum menginfeksi

semua jenis eritrosit, sehingga anemia dapat terjadi pada fase akut dan kronis. P.

vivak dan P. ovale hanya menginfeksi eritrosit muda, sedangkan P. malariae

menginfeksi eritrosit tua. Dengan demikian infeksi P. vivak, P. ovale dan P.

malariae umumnya terjadi pada keadaan kronis. Splenomegali terjadi karena

adanya penambahan sel-sel radang yang menghancurkan parasit. (Depkes, 2008)

2.2 Dihidroartemisinin Piperakuin

Dihidroartemisinin+Piperakuin merupakan suatu tablet fix dose yang

mengandung 40 mg dihidroartemisinin dan 320 mg piperaquin. Obat ini

diberikan per oral selama 3 hari. Tujuan dari terapi kombinasi adalah untuk

meningkatkan efikasi antimalaria maupun aktivitas sinergistik antimalaria dan
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memperlambat progresifitas resistensi parasit terhadap obat antimalaria yang

baru. Proses pengobatan kombinasi dapat menggunakan lebih dari satu macam

obat antimalaria yang bersifat skizontosida darah. Obat ini dapat dalam bentuk

formulasi atau gabungan, yang mekanisme kerjanya bebas namun target

biokimianya berbeda pada parasit malaria. (Simamora D,2007)

Dehidroartemisinin (DHA) adalah metabolit akhir dari derivate

artemisinin. Selain diberikan per oral dapat juga diberikan per rektal. Senyawa

ini tidak larut dalam air dan memerlukan formula yang tepat untuk menjamin

absorbsi yang kuat agar dicapai pengobatan yang sama dengan artesunat oral.

DHA cepat diabsorbsi bila diminum oral, puncak level dicapai setelah 2,5 jam.

Ikatan protein plasma sekitar 55%. Eliminasi waktu paruh 45 menit melalui usus.

(Depkes, 2008)

Struktur jembatan peroksida pada molekul artemisin diputus oleh ion

Fe2+ (ion Fe) menjadi radikal bebas yang sangat reaktif. Radikal-radikal

artemisin ini kemudian menghambat dan memodifikasi berbagai macam molekul

dalam parasit, sehingga parasitnya mati. Seperti diketahui bahwa sumber ion Fe2+

intrasel adalah heme (komponen penting dalam hemoglobin). Oleh karena itu

maka Fe2+ bertanggung jawab untuk mengaktifkan artemisin untuk membunuh

parasit. Pada metabolisme parasit dalam sel darah merah, parasit memakan dan

menghancurkan sampai 80% sel hemoglobin inang pada vakuola makanan.

selanjutnya akan melepaskan Fe2+ heme, lalu teroksidasi menjadi Fe3+ hematin,

kemudian mengendap dalam vakuola makanan membentuk kristal disebut

hemozoin. Dengan demikian mekanisme artemisin dan derivatnya dilakukan oleh

generasi radikal bebas dari obat-obatan tersebut dengan melalui dua tahap (i)

menghasilkan radikal bebas dengan atom C di tengah. (ii)  Menuju target protein

yang spesifik.  Target untuk artemisinin telah diketahui (PfATPase 6), namun

studi sebelumnya belum menghubungkan polimorfisme gen yang mengkode

enzim ini apakah dapat menurunkan  kerentanannya. (Simamora D,2007)

Piperakuin adalah derivate biskuinolin yang pertama disintesa pada tahun

1960. Sejumlah penelitian di China melaporkan piperakuin lebih dapat ditoleransi

dengan baik dibanding klorokuin. Obat ini merupakan campuran yang aman untuk

kombinasi obat antimalarial yang mempunyai keuntungn antara lain murah, terapi
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jangka pendek dengan penyembuhan yang sangat baik dan toleransi yang baik dan

dapat menurunkan transmisi dan munculnya resistensi parasit. Beberapa studi

melaporkan hasil efikasi kombinasi dihidroartemisinin-piperakuin memberikan

rata-rata penyebuhan dalam 28 hari > 95% dan tidak berhubungan dengan sifat

kardiotoksik dan efek samping lain. (Depkes,2008)

2.3 Spesies Oksigen-Nitrogen Reaktif (ROS) pada Malaria

Parasit penyebab malaria sangat rentan terhadap stres oksidatif sepanjang

siklus hidupnya selama mendiami eritrosit. Selama perkembangan infeksi, parasit

tersebut juga mengaktifkan makrofag, sebagai akibatnya akan dihasilkan reactive

oxygen species (ROS). Hal ini menjelaskan adanya keterlibatan radikal bebas

dalam patologi malaria.  Radikal bebas dihasilkan tubuh sebagai salah satu

mekanisme imunitas dalam mengeliminasi parasit. Radikal bebas juga

menginduksi penghancuran eritrosit dan endotel.

Dengan demikian, radikal bebas akan merangsang terbentuknya stres

oksidatif yang nantinya mampu membunuh parasit sekaligus eritrosit yang

terinfeksi parasit (Tjahyani, dkk., 2010)

Superoksida, ROS, NO dan peroksinitrit dapat membunuh parasit stadium

intra eritrosit. Namun demikian parasit juga melindungi dirinya dengan enzim

antioksidan yang terdiri dari sistem redoks NADPH dan tioredoksin reduktase

yang memegang peranan penting dalam menjaga homeostasis pada infeksi

Plasmodium. Selain itu superoksida dan ROS juga dapat berakibat pada kerusakan

makromolekul seperti lipid, protein, DNA dan enzim antioksidan.  (Tripathy, S.,

et al., 2012)

Sumber spesies reaktif oksigen-nitrogen yang terlibat pada malaria yaitu

berasal dari: (1) Respon imun dari host; (2) Reaksi Habber-Weiss dan Fenton

akibat tingginya kadar Fe bebas; (3) produksi langsung dari parasit; (4) aksi dari

obat antimalarial yang bersifat pro-oksidan. Dengan demikian penggunaan

suplemen antioksidan mungkin efektif sebagai terapi ajuvan untuk mengurangi

kerusakan pada host. (Percario, 2012)
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2.4. Plasmodium berghei Anka

Plasmodium berghei merupakan salah satu spesies malaria yang

menyerang mamalia selain manusia. Spesies ini adalah salah satu dari empat

spesies yang menyerang rodensia di Afrika Barat. Plasmodium berghei

merupakan model ideal untuk penelitian parasit malaria dibandingkan tiga spesies

parasit rodensia yang lain, karena telah tersedianya teknologi kultivasi in vitro dan

dapat dilakukan dalam skala besar, adanya data tentang pemetaan dan struktur

gen, metode untuk memodifikasi parasit secara genetis, dan klon-klon yang khas

dan galur-galur mutan yang dimodifikasi secara genetis. (Kusumawardhani, D dan

Widyawaruyanti, A. 2005). Parasit ini merupakan subyek yang praktis untuk

penelitian dan percobaan mengenai parasit mamalia serta terbukti analog dengan

malaria manusia pada segi-segi penting dari struktur, fisiologi dan siklus hidup.

(Tripathy, S., et al., 2012)

2.5 Anemia pada Malaria

Anemia yang disebabkan oleh malaria bukan hanya disebabakan oleh

hilangnya sel darah merah yang terinfeksi parasit, namun juga karena kehilangan

sel darah merah yang tak terinfeksi parasit. Anemia berat adalah suatu keadaan

dimana kadar hemoglobin <5 g/dl atau hematokrit <15 % dengan parasit

>100.000 /µl. Anemia berat sering menyebabakan distress pernafasan yang dapat

mengakibatkan kematian. (Depkes, 2008)

Radikal bebas dihasilkan tubuh sebagai salah satu mekanisme imunitas

dalam mengeliminasi parasit. Radikal bebas juga menginduksi penghancuran

eritrosit dan endotel. (Guha, M., et al. 2006) Hemolisis juga dapat terjadi karena

penghancuran eritrosit terinfeksi maupun tidak terinfeksi oleh sistem

retikuloendotelial limpa. Deformabiliitas eritrosit yang menjadi kaku

menyebabkan eritrosit tidak dapat melalui sinusoid limpa, eritrosit tidak dapat

lolos dan akan difagositosis oleh makrofag. Berkurangnya deformabiliitas eritrosit

disebabkan oleh kegagalan pompa Na+/K+, dengan akibat akumulasi ion Na+

intraseluler. Kegagalan pompa Na+/K+diduga disebabkan oleh peningkatan kadar

NO yang dipicu oleh sitokin. Diseritropoiesis juga mungkin karena peranan TNF
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dan IFNγ dan IL yang dapat mengganggu produksi eritrosit. (Laminkara, A., et

al., 2007; Harijanto, PN.,2009)

Produk- produk Plasmodium seperti hemozoin (Hz), berkontribusi pada

patogenesis anemia malaria. Hz yang dihasilkan dari pencernaan hemoglobin oleh

parasit, menginduksi makrofag untuk mengeluarkan sitokin proinflamasi dan

mediator lain dengan efek penghambatan pada erythropoiesis. Hz juga langsung

menghambat ekspansi progenitor erythroid dan pematangan in vitro, namun

kontribusinya terhadap anemia pada orang yang terinfeksi tidak diketahui. Hz,

berkontribusi terhadap penekanan eritropoiesis, rendahnya retikulositosis dan

anemia pada malaria dengan menghambat proliferasi prekursor pro eritroid.

(Thawani, N., et al., 2013; Harris, 2012)

2.6 Struktur Limpa pada Infeksi Malaria

Limpa adalah organ limfoid sekunder yang penting untuk imunitas dan

filtrasi darah dan berguna untuk pertahanan pada infeksi malaria. Studi

histopatologi pada limpa dilakukan di mencit normal dan yang terinfeksi P.

berghei. Pada limpa yang normal pulpa merah dan pulpa putih terlihat jelas.

Kapsul limpa masih utuh, berbentuk trabekular dengan arteri di dalamnya. Sel-

sel retikuler, makrofag, T-sel (limfosit dan monosit) dan sel-sel plasma terdapat

pada sinusoid. Pada mencit malaria umumnya ditandai dengan splenomegali.

Ukuran limpa meningkat beberapa kali lipat setelah infeksi, karena masuknya

limfosit dan peningkatan eritrosit di limpa. Hilangnya zona marginal terjadi

seiring dengan meningkatnya parasitemia. Proliferasi di limpa terinfeksi P.

berghei dikarenakan hiperplasia pulpa putih yang berhubungan dengan

penurunan luas daerah (periarteriolar lymphatic sheath (PALS), sebaliknya

terjadi peningkatan folikel sel-B dan daerah pusat germinal. Akumulasi pigmen

hemozoin telah dilaporkan terjadi karena degradasi protein oleh parasit. Selain

itu juga terjadi akumulasi haemozoin dan infiltrasi sel darah merah di ruang

sinusoidal dalam limpa terinfeksi.(Kumar, V.(2014). Gambaran mikroskopik

pada limpa yang terinfeksi malaria ditandai dengan kongesti dan dilatasi sinusoid

limpa serta infiltrasi sel-sel mononuklear yang menggambarkan nekrosis kapiler

dan pulpa pada limpa. (Ozsoy, et al, 2004)
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Apoptosis merupakan proses natural yang diinduksi oleh mekanisme

intraselular tanpa pengeluaran konten intraselular ke matriks ekstraseluler.

Substansi toksik dari intraseluler tidak merusak lingkungan sekitar sel, tidak

seperti yang terjadi pada nekrosis. (Percario, 2012) Infeksi Plasmodium dicirikan

baik dengan aktifasi maupun supresi sistem imun. Apoptosis yang merupakan

kematian terprogram bagi sel adalah mekanisme yang penting selama

perkembangan, maturasi dan aktifasi limfosit. Apoptosis terlibat dalam berbagai

peristiwa patologi maupun fisiologi dan menjadi mekanisme yang mengatur

perkembangan dan homeostasis sistem imun. Peningkatan aktifitas apoptosis

dihubungkan dengan mekanisme protektif untuk mengurangi respon

inflamasi.(Kapoor, G. et al., 2011)

Parasit malaria dapat melepaskan toksin malaria, yang dapat merangsang

makrofag untuk mengeluarkan TNF-a, terutama terkait dengan malaria serebral

dan memainkan peran penting dalam induksi apoptosis. Perubahan yang cepat

dalam populasi selular darah di limpa selama infeksi malaria P. chabaudi

dipengaruhi oleh peristiwa apoptosis yang tampaknya, dimediasi oleh Fas. Fas

(CD95), anggota dari superfamili TNFR, diakui sebagai reseptor permukaan sel

utama memicu sinyal apoptosis dalam berbagai sel. Tingginya molekul massa

TNF-a berkorelasi dengan peningkatan kerentanan terhadap kematian sel yang

dimediasi dengan Fas dalam folikel sel tiroid, sedangkan TGF-b menghambat

apoptosis yang dimediasi Fas pada berbagai tipe sel, merupakan molekul yang

diketahui mengatur aktivasi caspase-8. Hasil stimulasi Fas dapat dipengaruhi oleh

kombinasi sitokin tertentu seperti TNF-a dan TGF-b. Ada laporan bahwa

apoptosis meningkat selama infeksi malaria pada host, yang mungkin memicu

keparahan malaria. (Keswani, 2013)
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2.7 Sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.f) Wall.ex.Nees)

Sumber:http://www.phytoconcentrates.com

Gambar 2. 2. Sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.f) Wall.ex.Nees)

2.7.1 Klasifikasi tanaman

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Sub divisi : Spermatophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Lamiales

Famili : Acanthaceae

Genus : Andrographis Wall. ex Nees

Spesies : Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees

(http://www.itis.gov)

2.7.2 Morfologi Tanaman

Ciri morfologi sambiloto yaitu batangnya berkayu, berpangkal bulat,

berbentuk segi empat saat muda dan bulat setelah tua, percabangan monopodial,

dan berwarna hijau. Daun kecil-kecil berbentuk lanset, pangkal rata, permukaan

berwarna hijau tua, tepi tidak bergerigi. Bunga berwarna putih kekuningan dan

bertangkai. Buah berbentuk jorong kecil, bila tua akan pecah menjadi 4 keping.
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Bunganya berwarna putih atau ungu dan berbunga sepanjang tahun. Buah yang

dihasilkan berbentuk memanjang sampai jorong, sedang bijinya berbentuk

gepeng. (WHO,2002)

2.7.3 Habitat

Sambiloto ialah herba tegak yang tumbuh secara alami di daerah dataran

rendah hingga ketinggian sekitar 1600 dpl. Habitat sambiloto ialah di tempat

terbuka seperti ladang, pinggir jalan, tebing, saluran atau sungai, semak belukar,

di bawah tegakan pohon jati atau bambu. (WHO, 2002)

2.7.4 Kandungan kimia

Daun dan percabangannya mengandung lakton yang terdiri dari

deoksiandrografolid, andrografolid (zat pahit), neoandrografolid, 14-deoksi-11-

12-didehidroandrografolid, dan homoandrografolid. Juga terdapat flavonoid,

alkane, keton, aldehid, mineral (kalium, kalsium, natrium), asam kersik, dan

damar. Flavonoid diisolasi terbanyak dari akar, yaitu polimetoksiflavon,

andrografin, panikulin, mono-0-metilwithin, dan apigenin-7,4-dimetileter. Zat

aktif andrografolid terbukti berkhasiat sebagai hepatoprotektor (melindungi sel

hati dari zat toksik).(WHO,2002)

2.7.5 Farmakologi

Ekstrak sambiloto dosis 16,8 mg/20g BB dapat meningkatkan survival

mencit yang diinfeksi P. berghei. (Djamiatun dkk, 2004 dalam Agustin Y, 2008)

Ekstrak sambiloto dapat meningkatkan IFN-γ. IFN-γ merupakan salah satu sitokin

yang telah dibuktikan bersifat protektif selama infeksi P. berghei pada mencit.

Pemberian ekstrak herbal sambiloto dosis 16,08 mg/20g BB mempunyai pengaruh

meningkatkan IFN-γ mencit Balb/c selama  perjalanan infeksi P. berghei pada

hari ke-3.(Agustin Y, 2008)

Ekstrak etanol 50% dari bagian aerial menghambat pertumbuhan P. berghei

secara in vitro (100 mg/ml) dan pada tikus setelah pemberian intragastrik (1g/kg

berat badan). Andrografolide (5mg/kg berat badan) dan neoandrografolid (2,5
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mg/kg berat badan) juga efektif sebagai antimalaria bila diberikan secara

oral.(WHO, 2002)

Pengaruh ekstrak sambiloto sebagai antimalaria terdapat dalam monoterapi

dan dalam kombinasi dengan klorokuin dan artemisinin. (Zein, 2013) Penelitian

klinis, randomized double blind control study terhadap  sambiloto tunggal (n=40)

dan sambiloto 500 mg (n=38) tiga kali sehari selama lima hari serta kombinasi

sambiloto 250 mg masing-masing dengan klorokuin 1000 mg hari I dan hari II

dan 500 mg hari III (n=37) dan artesunat 200 mg perhari selama 3 hari (n=40).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa efikasi  antimalarial sambiloto tunggal 250

mg, 500 mg, kombinasi sambiloto 250 mg masing-masing dengan klorokuin dan

artesunat adalah 90,9; 90,5; 90,2 dan 95,2% (p>0,3). (Zein, 2009)

Diterpen lakton andrografolida dan neoandrografolid yang diisolasi sebagai

komponen aktif dari ekstrak dapat menekan produksi NO dengan cara yang

tergantung konsentrasi, dalam kisaran konsentrasi 0,1-100 pM dan nilai-nilai IC50

masing-masing 7,9 dan 35,5 pM. Neoandrografolid juga menekan produksi NO

oleh 35 dan 40% makrofag setelah pemberian oral neoandrografolide pada dosis 5

dan 25 mg/kg/hari dan LPS. Namun, andrografolid tidak mengurangi produksi

NO pada pemberian oral dengan dosis yang sama. Hasil ini menunjukkan bahwa

neoandrografolid, yang menghambat produksi NO secara in vitro dan ex vivo

berperan penting dalam penggunaan A. paniculata sebagai simplisia anti-

inflamasi. Efek antiinflamasi andrografolid juga terdapat pada hambatan adesi

endotel pada monosit yang diinduksi TNF tergantung konsentrasi. Andrografolid

menekan apoptosis jalur mitokondria dengan menghambat pelepasan sitokrom c

ke dalam sitoplasma, sebagai akibatnya, mencegah aktivasi caspase-3 dan

9.(EMA, 2010)

2.7.6 Toksikologi

Uji toksisitas akut ekstrak sambiloto merek KalmCold, pada dosis 5000 mg/kg

tidak memperlihatkan efek samping yang berarti selam 14 hari pengamatan.

Ekstrak sambiloto termasuk bahan yang aman dengan toksisitas akut (LD50)

sebesar 17 g/kg berat badan. (EMA, 2013) Uji toksisitas subkronik selama 60 hari
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terhadap testis tikus putih yang diberi ekstrak Andrographis paniculata dengan

dosis 20, 200 dan 1000 mg/kg tidak menunjukkan terdapat kelainan pada sel

leydig dan kadar testosterone tikus jantan. Uji teratogenik ekstrak daun sambiloto

dosis ekstrak yaitu 0 (kontrol); 0,004 (1 x dosis manusia); 7,5; 15; dan 22,5 g/g

bb/ hari, yang diberikan pada induk selama masa organogenesis menyebabkan

kelainan morfologi fetus berupa kerdil, hemoragi dan cacat kaki bengkok,  seiring

peningkatan dosis perlakuan. (Setyawati, I., 2009).

2.7.7 Farmakokinetik

Penentukan kandungan andrografolid (AP) dan 14-deoxy-

11,12didehidroandrografolid (DIAP) pada plasma tikus setelah pemberian oral

ekstrak metanol daun sambiloto dengan dosis 1 g/kg BB, dilakukan dengan

HPLC. Peningkatan konsentrasi plasma AP dan DIAP diobservasi dari 30 menit

hinggan 3 jam setelah pemberian ekstrak. Konsentrasi maksimum AP dan DIAP

dalam plasma yaitu  1.42 +/- 0.09  µg/ ml dan 1.31 +/- 0.04 µg/ ml (Akowuah et

al., 2009).

Studi farmakokinetik dengan menggunakan metode HPLC, untuk

mengevaluasi kadar andrografolid (AND) dalam plasma tikus setelah pemberian

secara oral ekstrak Andrographis paniculata (APE). AND diserap secara cepat

dan hampir 91% berada di dalam darah tikus setelah pemberian oral APE dengan

dosis 20 mg/kg BB. Bioavailabilitasnya menurun 4x lipat jika dosis dinaikkan

menjadi 10x lipat. Meningkatnya dosis hingga 200 mg/kg BB tidak meningkatkan

konsentrasi AND dalam darah tikus. Kurang dari 10% AND dieksresikan lewat

urin, mengindikasikan ekskresi lewat ginjal bukan satu-satunya jalan eliminasi

AND. (Panoscian et al., 2000).
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2.8 Spirulina (Arthrospira platensis Gomont)

Sumber:www.herbwisdom.com

Gambar 2.3. Spirulina (Arthrospira platensis.)

2.8.1 Klasifikasi

Kingdom : Eubacteria

Filum : Cyanobacteria

Kelas : Cyanophyceae

Ordo : Oscillatoriales

Famili : Spirulinaceae

Genus : Spirulina

Spesies : Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont

Sinonom : Spirulina platensis (Nordstedt) Gomont

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



18

Universitas Indonesia

2.8.2 Morfologi

Spirulina (Arthrospira platensis) adalah ganggang bersel tunggal yang termasuk

dalam Cyanobacteria. Kapasitas sel untuk berproliferasi dan kecenderungan untuk

berikatan dalam koloni menyebabakan spirulina menjadi massa tumbuhan yang

besar dan mudah bergabung. Dahulu genus ini bernama spirulina, namun

kesepakatan sekarang menyebut genus ini Arthrospira. Arthrospira platensis

memiliki pigmen klorofil (hijau) dan fikosianin (biru) dalam struktur selulernya.

Secara alamiah terdapat pada danau-danau di daerah tropis dan sub tropis dengan

kosentrasi bikarbonat yang tinggi. Dengan demikian Arthrospira platensis tumbuh

subur pada air hangat dengan pH agak basa. Arthrospira platensis banyak terdapat di

Afrika, Asia dan Amerika. (Wulandari,A.F.S,2010)

2.8.3 Kandungan kimia

C-fikosianin dalam Arthrospira platensis adalah antioksidan alami atau

primer dari kelompok fitokimia, golongan flavonoid dan larut dalam air. Struktur

kimia pada c-fikosianin, dapat menghilangkan radikal peroksida dengan

menambahkan satu atom hidrogen. Kemampuan menghambat radikal hidroksil

tergantung dari kadar fikosianin. (Dewi R.S, 2014)

Spirulina termasuk dalam sianobakteri yang berukuran mikroskopis dan

berbentuk filamen serta memiliki kandungan protein tinggi (50-70%), vitamin

B12, vitamin A (beta karoten), dan mineral terutama zat besi. (Murtini, J.T.

2010) Flavonoid dan senyawa fenolik memberikan aktifitas antioksidan pada

spirulina. (Salamatullah, A., 2014)

2.8.4 Farmakologi

Uji toksisitas sub-kronik Spirulina platensis pada mencit jantan galur

DDY, umur 2-3 bulan dengan bobot 20–30 g/ekor. Pemberian bahan uji (bubuk

spirulina kering disuspensikan dalam larutan 0,5% CMC-Na) dilakukan secara

oral selama 4 minggu, selanjutnya dilakukan masa pemulihan selama 2 minggu

dan setiap 2 minggu dilakukan pengambilan darah dan organ (hati, ginjal, dan

lambung). Berdasarkan hasil pengamatan terhadap nilai ratarata kandungan GOT,

GPT, kreatinin, dan albumin, yang ditunjukkan setelah pemberian Spirulina
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platensis sampai dengan dosis 10,4 mg/20 g bobot badan mencit (setara dengan 4

g/70 kg berat badan manusia) secara keseluruhan masih  dalam  rentang nilai

normal. Hasil pengamatan secara histopatologis menunjukkan bahwa pada

perlakuan kontrol dan dosis (2,6 mg spirulina/20 g bb mencit) tidak terjadi

kerusakan yang berat pada organ hati dan ginjal, sedangkan perlakuan dosis 5,2

dan 10,4 mg spirulina/ 20 g bb mencit memberikan kerusakan ringan pada organ

hati dan ginjal yang ditandai dengan adanya degenerasi sel hati (organ hati);

nekrosis pada sel tubulus, dan adanya endapan protein pada glomerulus (organ

ginjal). Kerusakan ringan pada hati ternyata dapat pulih kembali setelah masa

pemulihan. Pada organ lambung, pemberian S. platensis sampai dengan dosis 10,4

mg/20 g bobot badan mencit ternyata tidak memberikan kerusakan buluh darah

lambung. (Murtini, J.T. 2010)

Ekstrak spirulina mengurangi secara signifikan kematian sel apoptosis (p

<0,05) karena difenilpikrilhidrazil (DPPH), 4 sampai 5 kali lipat meskipun

aktivitas itu kurang dari vitamin C. Berdasarkan uji DPPH, aktivitas radikal

ekstrak spirulina lebih tinggi dari fikosianin dan 50% lebih kecil dari vitamin C

dan vitamin E. (Wan, et al, 2010)

C-fikosianin (c-PC) dari Spirulina platensis memberikan perlindungan

terhadap kerusakan oksidatif pada protein plasmid DNA dan membran eritrosit.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa c-PC dapat mengurangi persentase

kerusakan DNA yang disebabkan oleh reaksi Fenton seiring dengan kenaikan

dosis. c-PC juga memiliki efek perlindungan pada protein membran eritrosit.

Seperti yang ditunjukkan oleh analisis SDS-PAGE membran sel darah merah, c-

PC dapat mencegah degradasi kerangka sel darah merah setelah terpapar hidrogen

peroksida. Kedua percobaan menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan c-PC lebih

tinggi dari trolox pada konsentrasi yang sama. Hasil penelitian menunjukkan

bahwa c-phycocyanin diharapkan menjadi pendekatan terapi baru untuk penyakit

yang dimediasi stres oksidatif. (Pleonsil, P., 2013)

Pemberian bubuk spirulina dosis 250 dan 500 mg/kgBB selama 14 hari pada

tikus putih, dapat mencegah penurunan Hb, eritrosit dan leukosit tikus yang

diinduksi siklofosfamid. (Dewi, R.S, 2014)
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2.9. Kerangka Teori

KET: ADR=andrografolid = menghambat

Gambar 2.4 Kerangka teori
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2.10 Kerangka Konsep

Gambar 2.5 Kerangka konsep penelitian
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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Desain

penelitian adalah eksploratif, dengan rancangan acak lengkap (RAL).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Hewan Badan Penelitian dan

Pengembangan Kesehatan, Kemenkes, Laboratorium Histopatologi Fakultas

Kedokteran IPB serta Laboratorium Fitokimia, Pusat Studi Biofarmaka-IPB,

selama bulan Januari 2015 sampai dengan Mei 2015.

3.3 Bahan

Ekstrak etanol 70% sambiloto, ekstrak etanol 80% spirulina, tablet

dehidroartemisisnin piperaquin (DHP) dan CMC. Parasit uji menggunakan biakan

Plasmodium berghei strain ANKA yang diperoleh dari Laboratorium Parasitologi,

Balitbangkes. Hewan coba menggunakan mencit jantan strain Swiss Webster.

Ketamine, silazin, formalin, buffer sitrat, etanol 70%, minyak imersi, PBS, RPMI,

EDTA. Antibodi primer yang digunakan adalah antibodi poliklonal caspase-3

(rabbit polyclonal anti-mouse caspase-3, (Abcam), polymer HRP yang

dikonjugasikan dengan antibody sekunder (The Envision+Dual Link System-HRP

(Dako) serta kromogen DAB (Dako). Set reagen hematology analyzer.

Bahan untuk karakterisasi ekstrak: alkohol 95% (Merck), akuades, methanol

(Merck), asam klorida (Merck), asam asetat (Merck), asam sulfat pekat (Merck),

kloroform (Merck), etil asetat (Merck), toluene (Merck), heksan, vanillin sulfat

(Merck), ammonium sulfat (Merck), asam indigo sulfat (Merck), baku

pembanding kuercetin (Sigma) dan andrografolid (Sigma).

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



23

Universitas Indonesia

3.4. Peralatan

Alat-alat yang digunakan yaitu: kandang mencit, timbangan hewan

(Compact balance), timbangan analitik (Mettler toledo), mikroskop cahaya

(Nikkon), glass objek, peralatan gelas, rotary evaporator (Buchi), seperangkat alat

bedah (Esculap), sonde lambung (Kent scientific), microtube, seperangkat alat

histopatologi dan Hematologi analyzer (Nihon Kohden), HPLC (Shimadzu

LC2010 CHT), Spektrofotometer (Hitachi U 2000).

3.5 Variabel

a.variabel tergantung adalah persen parasitemia, persen survival, jumlah eritrosit,

kadar Hb serta  persen apoptosis.

b.variabel bebas adalah perlakuan

3.6 Cara Kerja

3.6.1. Bahan uji

Bahan uji yaitu herba sambiloto yang berasal dari Balai Penelitian

Tanaman Rempah dan Obat. Sambiloto dipanen saat berumur 3-4 bulan pada saat

tanaman mulai berbunga.

Bahan uji spirulina yang digunakan berupa powder produksi dari PT.

Trans Pangan Spirulindo yang merupakan hasil budidaya asli dari Teluk Awur,

Jepara, Jawa Tengah.

3.6.2 Hewan uji

Hewan coba mencit yang dipilih sudah memperhatikan prinsip 3R

(Replacement penggunaan hewan dengan relative yaitu dengan menggunakan sel,

jaringan atau organ dari hewan coba yang dimatikan dengan menggunakan

ketamin, Refinement penggunaan metoda yang mengurangi atau menghilangkan

rasa nyeri dan kesusahan sehingga menjamin kesejahteraan hewan coba,

Reducement telah dihitung penggunaan hewan coba sehingga didapat jumlah

hewan coba yang sesuai untuk uji antimalaria).

Sebelum digunakan untuk penelitian, mencit diberi obat cacing

(anthelmintik) sejak berumur 6 minggu. Setelah itu mencit dikelompokkan, dan
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dikarantina terlebih dahulu setidaknya selama 7 hari. Mencit dipelihara dalam

kandang fiber glass dengan tutup stainless steel serta diberi pakan pelet dan air

minum secukupnya.

3.6.3 Kriteria inklusi dan eksklusi

3.6.3.1 Kriteria inklusi:

a. Mencit strain Swiss Webster

b. Mencit berjenis kelamin jantan

c. Mencit berumur 8-10 minggu

d. Mencit memiliki berat 24-28 gram dan seragam

e. Sudah diberi obat cacing

f. Sudah terinfeksi Plasmodium berghei

3.6.3.2 Kriteria eksklusi:

a. Setelah observasi selama 7 hari hewan coba mencit menunjukkan tanda-tanda

sakit.

b. Aktifitas dan tingkah laku tidak normal (bulu berdiri dan kusam, ekor

diangkat).

3.6.4 Jenis dan jumlah hewan uji

Penelitian ini menggunakan hewan percobaan mencit Swiss Webster,

jantan umur 8-10 minggu, berat 24-28 gram

Tabel 3.1 Jumlah hewan yang digunakan dalam penelitian

Uji Jml

kelompok

N Jumlah

mencit

Uji antimalarial seri 1 5 6 30

Uji antimalarial seri 2 5 9 45

Jumlah mencit total (ekor) 75
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3.6.5 Pemeliharaan Hewan

Hewan percobaan ditempatkan pada kandang ukuran 425 x 260 x 185 mm,

yang terbuat  dari polikarbonat. Hewan ditempatkan pada rak kandang dalam

ruangan dengan pencahayaan dan sirkulasi udara yang baik. Suhu ruangan sesuai

dengan suhu kamar, dengan kelembaban udara sekitar 26 – 27 %.

3.6.6 Makanan hewan percobaan

Makanan dalam bentuk pelet dengan komposisi makanan standar untuk

mencit: Selulosa 4%; Protein 25%; Lemak 3,5% dan mineral-mineral 7%. Untuk

satu hari mencit diberi makanan 10g/hari/ekor. Makanan berasal dari Lab. Hewan,

Balitbangkes. Air minum menggunakan air kran (PAM) dan minum yang

diperlukan untuk setiap hewan 1-2 mL/g makanan, diberikan tanpa batasan.

3.6.7 Estimasi besar sampel.

Besar sampel ditentukan berdasar rumus Frederrer sebagai berikut :

(t-1) (n-1) ≥ 15

dimana t = Jumlah kelompok dan n = jumlah ulangan (mencit).

Jadi bila dalam penelitian ini terdapat 5 kelompok maka jumlah minimum mencit

dalam tiap kelompok adalah 4 ekor.

3.7 Prosedur Kerja

3.7.1 Pembuatan ekstrak etanol 70% Andrographis paniculata L.

Pembuatan ekstrak yang digunakan dalam percobaan ini dilakukan

dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Simplisia dikeringkan,

kemudian diserbuk dan diayak dengan ayakan berukuran 40 mesh. Serbuk

ditimbang sejumlah 250 g dibasahi dengan pelarut etanol 70% didiamkan selama

18 jam dalam wadah tertup dari gelas. Maserat kemudian disaring dan residu

dimasrasi lagi dengan etanol 70%. Maserasi dilakukan hingga 3 tahap. Filtrat

yang diperoleh dikumpulkan dan dikentalkan dengan rotary evaporator, ekstrak

kental diuapkan dalam cawan porselen yang telah ditara kemudian diuapkan di

atas tangas air dengan suhu ± 400 C hingga etanol menguap dan diperoleh ekstrak

kering. Rendemen ekstrak dihitung. (Depkes RI,2000)
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3.7.2 Pembuatan ekstrak etanol 80% Arthrospira platensis

Serbuk spirulina sebanyak 100 g dimaserasi dengan ethanol 80% sebanyak

500 ml,  diseratai pengadukan selama 20 menit, pada suhu 60o C. Filtrat kemudian

disaring dan terhadap residu dilakukan remaserasi kembali sebanyak 2 kali. Cara

ekstraksi ini akan menghasilkan Total fatty acid (TFA) terbanyak. (Chaiklahan,

R., et al., 2008) Ekstraksi spirulina dengan ethanol akan menghasilkan komponen

yang mempunyai aktivitas antioksidan tertinggi, diantaranya yaitu flavonoid dan

fenolik. (Salamatullah, A., 2014)

3.7.3. Karakterisasi ekstrak

3.7.3.1 Penapisan fitokimia

a. Tanin

Sebanyak 20 mg sampel tumbuhan yang telah dihaluskan ditambah etanol

sampai sampel terendam. Kemudian sebanyak 1 ml larutan dipindahkan ke

dalam tabung reaksi dan ditambah FeCl3 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan

terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau.

a. Saponin

Sebanyak 2 g sampel tumbuhan yang telah dihaluskan dimasukkan ke dalam

tabung reaksi, ditambah air suling sehingga seluruhnya terendam, dididihkan

selama 2-3 menit dan selanjutnya didinginkan, kocok kuat-kuat. Hasil positif

ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang stabil.

b. Steroid dan triterpenoid

Sebanyak 50-100 mg sampel tumbuhan yang telah dihaluskan, ditempatkan

pada plat tetes dan ditambahkan asam asetat anhidrat sampai terendam

seluruhnya, dibiarkan selama kira-kira 15 menit, enam tetes larutan

dipindahkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah 2-3 tetes asam sulfat pekat.

Adanya triterpenoid ditunjukkan dengan terjadinya warna merah jingga atau

ungu, sedangkan adanya steroid ditunjukkan dengan warna biru.

c. Flavonoid

Sebanyak 200 mg sampel tumbuhan yang telah diekstrak dengan 5 ml etanol

dan dipanaskan selama 5 menit di dalam tabung reaksi. Selanjutnya ditambah

beberapa tetes HCl pekat. Kemudian ditambahkan 0,2 g serbuk Mg. Hasil
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positif ditunjukkan dengan timbulnya warna merah tua (magenta) dalam

waktu 3 menit.

d. Alkaloid

Sebanyak 4 g sampel tumbuhan yang telah dihaluskan ditambahkan kloroform

secukupnya lalu dihaluskan lagi. Kemudian  ditambah 10 ml amoniak dan 10

ml kloroform. Larutan disaring ke dalam tabung reaksi, dan filtrat

ditambahkan asam sulfat 2 N sebanyak 10 tetes. Filtrat dikocok dengan teratur

kemudian dibiarkan beberapa lama sampai terbentuk dua lapisan. Lapisan atas

dipindahkan ke dalam tiga tabung reaksi masing-masing 2,5 ml untuk

dianalisis dengan pereaksi Mayer, Dragendorf dan Wagner. Terbentuk

endapan putih bila direaksikan dengan Mayer, dengan pereaksi Dragendorf

terbentuk endapan merah jinga dan pereaksi Wagner terbentuk endapan

coklat. (Dekes RI, 2000)

3.7.3.2 Penetapan kadar andrografolid dalam ekstrak sambiloto dengan metode

HPLC.

Penetapan kadar andrografolid menggunakan HPLC Shimadzu model-

LC2010 CHT, menggunakan kolom C 18 (250 nm x 4,6 nm). Pembawa elusi

yaitu methanol dengan flow rate 1,5 ml/menit. Deteksi menggunakan Lampu D2

pada panjang gelombang 223 nm. Kalibrasi dilakukan dengan menggunakan LC

Solution Software. Fase gerak yaitu metanol : air (65:35).

Ekstrak sambiloto ditimbang sebanyak 0,1g, ditambahkan 10 ml metanol

dan dilarutkan dengan sonikator selama 3x30 menit. Kemudian sampel disaring.

Semua ekstrak metanol dikumpulkan, volume disesuaikan sampai 50 ml, dan

difilter dengan filter membran 0,45 µm. Sebagai larutan standar yaitu

andrografolid (99,8%)  sebanyak 10 µg yang dilarutkan dalam 100 ml metanol

sehingga konsentrasi larutan menjadi 100 µg/ml. Kemudian larutan standar ini

diencerkan menjadi 35 ppm.

Sebanyak 20 µl aliquot sampel/standar diinjeksikan pada HPLC. Analisa

HPLC dilakukan selama 15 menit. Waktu retensi andrografolid yaitu 2,871 ±

0,004 menit. Kemudian ditetapkan kadar andrografolid (Sharma, 2012)
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3.7.3.3 Penetapan Total Flavonoid  dalam Ekstrak dan powder Spirulina dengan

Spektrofotometer UV-VIS

Prosedur penentuan kandungan total flavonoid menggunakan metode

Depkes RI, 2000). Flavonoid ditetapkan kadarnya sebagai aglikon dengan terlebih

dahulu dilakukan hidrolisis dan selanjutnya dilakukan pengukuran

spektrofotometri dengan mereaksikan AlCl3 yang selektif dengan penambahan

Heksametilentetramina pada panjang gelombang maksimum.

a. Cara kerja hidrolisis:

Timbang tepat ekstrak yang setara 200 mg simplisia dan masukkan ke dalam

labu alas bulat. Tambahkan sistem hidrolisis yaitu 1,0 ml larutan 0,5 b/v

Heksametilentetramina, 20,0 ml aseton dan 2,0 ml larutan 25% HCl dalam air.

Lakukan hidrolisis dengan pemanasan sampai mendidih (gunakan pendingin

air/refluk) selama 30 menit. Campuran hasil hidrolisis disaring menggunakan

kapas ke dalam labu ukur 100 ml. Residu hidrolisis ditambah 20 ml aseton

untuk dididihkan lagi sebentar, lakukan dua kali dan filtrat dikumpulkan

semua ke dalam labu ukur. Setelah labu ukur dingin, volume ditepatkan

menjadi 100 ml dan kocok rata. Dua puluh milliliter filtrate hidrolisa

dimasukkan ke corong pisah dan ditambahkan 20 ml H2O selanjutnya lakukan

ekstraksi kocok, pertama dengan 15 ml etilasetat. Kemudian 2x dengan 15 ml

etil asetat ke dalam labu ukur 50 ml.Untuk replikasi spektrofotometri, lakukan

prosedur ini sebanyak 3-4 kali.

b. Cara kerja spektrofotometri:

Masukkan larutan 10 ml larutan fraksi etilasetat (hidrolisa) ke dalam labu ukur

25 ml, tambahkan 1 ml larutan 2 g AlCl3 dalam 100 ml larutan asam asetat

glasial 5%v/v dalam methanol secukupnya. Hasil reaksi siap diukur pada

spekrofotometer pada panjang gelombang 450 nm setelah 30 menit berikutnya

pada panjang gelombang maksimum. Perhitungan kadar menggunakan bahan

standar quercetin dengan menggunakan kurva baku dan nilai kadar terhitung

sebagai bahan standar tersebut.
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3.7.4 Uji Antimalaria

3.7.4.1 Pelaksanaan percobaan

Percobaan ini menggunakan 2 seri kelompok perlakuan. Seri pertama,

mencit dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, yang terdiri dari 6 ekor mencit pada

setiap kelompok, untuk mendapatkan data persen parasitemia dan persen

ketahanan hidup (survival). Seri kedua mencit dibagi menjadi 5 kelompok

perlakuan, yang terdiri dari 3 ekor mencit pada setiap kelompok, untuk

mendapatkan data jumlah eritrosit dan kadar Hb serta persentase apoptosis sel

limpa pada 3 titik waktu (hari ke-3, 10, 21). Kelompok tersebut terdiri dari

kelompok AP (mencit diinfeksi P. berghei yang diterapi ekstrak sambiloto),

kelompok AP+ES (mencit diinfeksi P. berghei yang diterapi kombinasi sambiloto

dan ekstrak spirulina), kelompok AP+PS (mencit diinfeksi P. berghei yang

diterapi kombinasi sambiloto dan powder spirulina), kelompok kontrol (mencit

diinfeksi P. berghei dan diberi CMC), kelompok DHP (mencit diinfeksi P.berghei

yang diterapi DHP).

Tablet DHP diberikan dengan dosis 195 mg/kg BB (mengandung 15,5 mg

dehidroartemisinin dan 124 mg piperakuin) dengan cara meminumkannya dengan

menggunakan sonde berturut-turut setiap hari selama 4 hari. Ekstrak kombinasi

diberikan peroral melalui sonde 3 hari sebelum mencit diinfeksi (H-3), kemudian

hewan diinfeksi P. berghei (H0), selanjutnya diberi ekstrak bahan uji lagi selama

penelitian hingga hari terakhir percobaan.

Pada seri pertama, bahan uji diberikan 3 hari sebelum induksi (H-3 s.d

H0). Mencit diinfeksi P. berghei pada H0. Kemudian dilakukan pembuatan

preparat ulas untuk menentukan angka parasitemia pada hari ke 3, 10, 15, 21 dan

28. Setelah itu dilakukan analisa persen parasitemia dan survival selama infeksi.

Pada seri kedua, bahan uji diberikan sejak 3 hari sebelum induksi H-3.

Mencit diinfeksi P. berghei pada H0. Pemberian bahan uji diteruskan hingga H21.

Pengambilan darah untuk pemeriksaan parameter hematologi dan pengambilan

organ limpa dilakukan dengan cara mengorbankan 3 ekor mencit pada tiap

kelompok pada hari ke 3, 10 dan 21. Mencit dianestesi dengan ketamin dosis 75-

100 mg/kg IP dan xylazine dosis 10 mg/kg IP, menggunakan syiringe dan needle

ukuran 23-26 G x 13-25 m, kemudian dilakukan pengambilan darah dari vena
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orbitalis sebanyak 1,5 ml dengan antikoagulan EDTA, untuk analisa hematologi.

Setelah mencit mati mencit dibedah dan dilakukan pengambilan organ limpa

untuk pemeriksaan apoptosis sel limpa. (Tripathy, S., 2012)

3.7.4.2 Induksi Plasmodium berghei

Proses inokulasi Plasmodium berghei diinfeksikan secara intraperitoneal

(i.p) suspensi parasit stok sebanyak 0,1 ml per ekor mencit secara i.p pada 5 ekor

mencit donor. Setelah 4-5 hari, mencit yang diinfeksi dimonitor parasitemianya

dengan cara mengambil darah dari perifer setiap hari dari ujung ekor, kemudian

kepadatan parasit dalam darah (parasitemia) diperiksa melalui pengamatan dengan

mikroskop.

Bila tingkat parasitemia mencit donor telah mencapai lebih dari 30% maka

dilakukan pengambilan darah dari jantung menggunakan syringe setelah terlebih

dahulu mencit dibius dengan ketamin dan silazine. Darah yang diperoleh dari

jantung ditampung dalam tabung yang mengandung antikoagulan heparin,

kemudian semua darah yang diperoleh dicampur.

Untuk menghitung jumlah eritrosit per mikroliter, dilakukan dengan

menghitung jumlah eritrosit dengan alat hematologi analyzer. Setelah itu,

terhadap darah EDTA yang telah dicampur, dilakukan pengenceran dengan PBS

hingga 1,3 x 106 eritrosit terinfeksi parasit per milliliter, lalu diinfeksikan ke

hewan coba dengan volume 0,1 ml secara intraperitoneal sehingga setiap mencit

diinfeksikan 1,3 x 105 eritrosit terinfeksi parasit per milliliter. (Moll, K., et al.,

2008)

3.7.4.3 Penetapan dosis

Dosis dehidroartemisinin piperakuin (DHP) yang dipakai sebagai kontrol

positif adalah adalah 195 mg/kg BB (mengandung 15,5 mg dehidroartemisinin

dan 124 mg piperakuin) tablet DHP yang telah ditimbang, digerus dengan mortar,

kemudian diencerkan dengan menggunakan campuran akuades dan Na CMC

0,5% dan diaduk menggunakan vortex.
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Dosis ekstrak sambiloto yang dipakai adalah 200 mg/kg BB mencit, sesuai

dosis yang telah memberikan aktivitas penghambatan terhadap P. berghei pada

mencit dan merupakan dosis yang aman secara subkronik (Kusumawardhani, D,

2005; Gaur P, 2014) Sedangkan dosis spirulina powder yang digunakan adalah

dosis 130 mg/Kg BB. Hal ini didasarkan pada uji toksisitas sub kronik pada

mencit, dosis 130 mg/kg BB selama 28 hari, merupakan dosis yang aman.

(Murtini J.T., 2010) Dosis ekstrak spirulina yang digunakan mengacu pada dosis

powder spirulina yang dikalikan dengan persen rendemen ekstrak etanol yang

diperoleh.

Ekstrak sambiloto dicampur dengan spirulina powder dan dilarutkan

dengan Na CMC 0,5% dengan dosis seperti yang telah diuraikan di atas, serta

volum pemberian maksimal 1 ml/30 g BB. Pemberian formula bahan uji pada

mencit dilakukan 3 hari sebelum induksi (H-3), kemudian seluruh mencit

diinduksi P. berghei (H0), dan dilanjutkan kembali pemberian formula bahan uji

hingga akhir percobaan H28 untuk seri pertama dan H21 untuk seri ke dua.

3.7.4.4 Perhitungan parasitemia

Pemeriksaan parasitemia dilakukan dengan mengambil darah dari ekor

mencit dengan melakukan pengurutan dari pangkal hingga ujung ekor untuk

mengeluarkan darah kemudian diletakkan pada ujung gelas preparat dan dibuat

apusan tebal dan tipis. Setelah apusan kering kemudian difiksasi dengan metanol

dan diwarnai dengan larutan Giemsa 10% didiamkan selama 30 menit setelah itu

dicuci dengan air mengalir. Sediaan apus darah disiapkan untuk hitung

parasitemia. Pemeriksaan dengan mikroskop pembesaran 100X dengan

penambahan minyak imersi.

Parasitemia menunjukkan kepadatan sel darah terinfeksi parasit dalam

1000 sel darah merah. Pada apusan darah tipis, sel darah merah dihitung hingga

mencapai ± 1000 eritrosit atau 10 lapang pandang. Rumus perhitungan nilai

persentase sel darah merah yang terinfeksi parasit malaria yang ditemukan pada

sediaan darah tipis adalah :

Parasitemia = (Ʃ eritrosit yang terinfeksi parasit / Ʃ total eritrosit) × 100%
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3.7.4.5 Analisa Hematologi

Sejumlah 1,0 ml darah ditambah antikoagulan 45µl EDTA 10%

kemudian dilakukan analisa hematologi dengan alat hematologi analyzer, dengan

parameter utama jumlah eritrosit dan kadar Hb.

3.7.4.6 Pemeriksaan Apoptosis Sel limpa (ekspresi caspase-3)

Pemeriksaan Cytosolic aspartate-specific cysteine protease-3 (caspase-3),

menggunakan prosedur standar pewarnaan imunohistokimia. Antibodi primer

yang digunakan adalah antibodi poliklonal caspase-3 (rabbit polyclonal anti-

mouse caspase-3, (Abcam), polymer HRP yang dikonjugasikan dengan antibodi

sekunder (The Envision+Dual Link System-HRP (Dako). Ekspresi caspase-3

dilihat secara mikroskopis yaitu dengan mengamati pewarnaan kecoklatan karena

dari reaksi antibodi anti caspase-3 yang divisualisasi dengan oleh kromogen DAB

(Dako). Dilakukan tiga pengulangan untuk tiap perlakuan pada percobaan ini.

Penghitungan dengan menggunakan mikroskop cahaya (Nikkon) pada 10

lapangan pandang dengan perbesaran 1000 kali. Jumlah ekspresi caspase-3

dihitung dengan cara menghitung jumlah sel limpa yang menunjukkan pewarnaan

kecoklatan pada 10 lapang pandang. (Maritha, I.D, dkk.,2006).

Ada pun proses imunohistokimia dilakukan dengan cara:

(petunjuk Dako Envision Dual link system HRP):

a. Preparat sudah mengalami proses deparafin, area dibersihkan dengan lint-free

tissue. Kemudian dicover dengan dual endogenous enzyme block secukupnya.

Setelah itu diinkubasi 5-10 menit, kemudian dibilas dengan akuades atau

larutan buffer, hindari langsung ke jaringan, tempatkan di buffer bath.

b. Slide dibersihkan terlebih dahulu, kemudian ditetesi dengan antibodi caspase 3

yang telah diencerkan secukupnya (sesuai optimasi) hingga menutupi

specimen. Inkubasi selama 30 menit. Bilas dengan air mengalir dengan botol

semprot, hindari mengalirkan air ke jaringan.

c. Sisa buffer pada slide dibersihkan kemudian ditetesi dengan Polymer-HRP

sampai menutupi specimen, inkubasi 30 menit. Bilas seperti di atas, dan

tempatkan pada buffer bath.
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d. Sisa buffer pada slide dibersihkan kemudian diteteskan larutan substrat-

kromogen hingga menutupi specimen. Inkubasi selama 5-10 menit. Bilas

dengan air mengalir dengan botol semprot, hindari mengalirkan air ke

jaringan.

e. Preparat di counterstain dengan hematoksilin, slide dibilas selama 2-5 menit

f. Spesimen di mounting dan di cover slip

3.8 Analisis data

Analisa data terahadap persen parasitemia, persen survival, jumlah eritrosit

dan kadar Hb, serta persen apoptosis sel limpa dilakukan dengan dengan uji

Anova satu arah yang dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil.

3.9 Pertimbangan etik penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan coba sebagai subyek penelitian, maka

perlu dimintakan persetujuan etik (Ethical Clearance) dari Komisi Etik Penelitian

Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Beberapa tanaman obat yang telah dilaporkan menunjukkan aktivitas

antiplasmodium,  di antaranya yaitu sambiloto (Andrographis paniculata L.)

Ekstrak sambiloto memiliki efek antimalaria falciparum in-vitro dan efek

maksimum pada dosis 200 µg/ml. Pengaruh ekstrak sambiloto sebagai antimalaria

terdapat dalam monoterapi dan dalam kombinasi dengan klorokuin dan

artemisinin. (Zein, 2013) Hasil penelitian klinis menunjukkan bahwa efikasi

antimalaria sambiloto tunggal 250, 500 mg, kombinasi sambiloto 250 mg masing-

masing dengan klorokuin dan artesunat adalah 90,9; 90,5; 90,2 dan 95,2%

(p>0,3). (Zein, 2009) Pemberian ekstrak herbal sambiloto berpengaruh

meningkatkan survival dan keadaan umum mencit selama infeksi, namun tidak

berpengaruh pada peningkatan eritrosit mencit Balb C selama perjalanan infeksi

P. berghei Anka. (Kisdjamiatun, 2004)

Penggunaan mikronutrien yang bersifat antioksidan pada terapi obat pada

mencit antimalaria memberikan hasil yang lebih baik. (Iribhogbe, et al., 2013)

Antioksidan bekerja dengan menetralisir radikal bebas yang dihasilkan parasit dan

sistem imun, menghambat peroksidasi membran lipid, sehingga membantu

mempertahankan eritrosit yang terinfeksi (iRBC) agar tidak lisis. Dengan

demikian dapat mengurangi resiko anemia pada malaria (Tjahyani, 2010).

C-fikosianin dari Spirulina platensis memberikan perlindungan terhadap

kerusakan oksidatif pada protein plasmid DNA dan membran eritrosit. Pemberian

bubuk spirulina dosis 250 dan 500 mg/kg BB selama 14 hari pada tikus putih,

dapat mencegah penurunan Hb, eritrosit dan leukosit tikus yang diinduksi

siklofosfamid. (Dewi R.S, 2014)

Kelompok uji yaitu terdiri dari kelompok AP (ekstrak sambiloto), kelompok

AP+ES (kombinasi sambiloto dan ekstrak spirulina), kelompok AP+PS

(kombinasi sambiloto dan powder spirulina), kelompok kontrol (CMC), kelompok

DHP. Seluruh mencit diinfeksi P. berghei pada hari ke 0. Ekstrak bahan uji

diberikan 3 hari sebelum infeksi (H-3) dan setiap hari, dengan interval 24 jam,
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selama 28 hari setelah infeksi. Data persen parasitemia, jumlah eritrosit dan kadar

Hb serta persen apoptosis sel limpa diambil pada H3, H10 dan H21. Pengolahan

data dilakukan dengan uji Anova satu arah yang dilanjutkan dengan uji beda nyata

terkecil.

Perhitungan dosis didasarkan pada dosis yang sub kronik yang aman untuk

digunakan pada mencit serta berkhasiat antimalaria. Pemberian ekstrak sambiloto

pada penelitian ini dilakukan selama 28 hari, karena bila hanya diberikan 4 hari

(D0-D3) seperti pada pemberian antimalaria konvensional, maka pertumbuhan

parasit mengalami peningkatan setelah penghentian pemberian ekstrak sambiloto.

Hal ini disebabkan karena dalam tubuh mencit masih tersisa parasit yang masih

hidup, yang dapat mengalami pembelahan kembali. Sementara itu bahan obat

sudah diekskresikan keluar tubuh. Dosis ekstrak sambiloto 231,48 mg/Kg BB

memberikan penghambatan 70% terhadap pertumbuhan P. berghei pada The 4

day suppressive test of blood schizontocidal action. (Kusumawardhani, D., 2005).

Penggunaan ekstrak sambiloto sampai dengan dosis 300 mg/KgBB merupakan

dosis yang aman pada pemberian selama 28 hari. (Gaur P., 2014)

Dalam penelitian ini digunakan dosis ekstrak sambiloto 200 mg/Kg BB

atau 5 mg/25 g BB. Adapun dosis powder spirulina yang digunakan, ditetapkan

berdasarkan penelitian Murtini, J.T dkk. (2010) yang menyatakan bahwa

konsumsi powder spirulina sebanyak 1 g/70 kg BB manusia atau 130 mg/kg BB

mencit selama 28 hari tidak menimbulkan kelainan organ mencit secara

mikroskopis. Sedangkan dosis ekstrak spirulina ditetapkan berdasarkan rendemen

ekstrak etanol spirulina yaitu 20% dari berat powder spirulina yang diekstrak.

Pemilihan dosis yang digunakan dalam penelitian ditetapkan setelah

sebelumnya dilakukan optimasi dosis. Penggunaan dosis sambiloto sebesar 400

dan 900 mg/Kg BB sampai hari ke-4 dapat memberikan persen penghambatan

parasit sebesar 89,84 dan 72,75%. (Kusumawardhani, D., 2005). Namun

demikian, dosis tersebut tidak dapat diteruskan untuk pemberian dalam jangka

waktu lama, karena beberapa hewan dalam tiap kelompok tidak bertahan hidup

hingga akhir penelitian. Hal ini dimungkinkan karena ekstrak sambiloto

mengandung saponin, besarnya konsentrasi saponin seiring dengan peningkatan

dosis ekstrak sambiloto dapat menyebabkan hemolisis. Saponin menginduksi

hemolisis dengan cara meningkatkan transport air pada kanal aquaporin. (Edagha,

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



36

Universitas Indonesia

I.A, et al., 2014) Eritrosit terinfeksi yang pecah dapat meningkatkan penyebaran

parasit sehingga meningkatkan derajat parasitemia. (Tjahjani, S., 2010) Penelitian

Bukoye, O., 2011, juga menunjukkan bahwa pemberian ekstrak sambiloto dosis

1000 mg/Kg BB setiap hari menyebabkan kematian pada mencit normal pada hari

ke-32. Analisa hematologi menunjukkan peningkatan eritrosit, penurunan Hb

serta peningkatan laju endap darah. (Bukoye, O., 2013)

Penetapan kadar flavonoid dalam powder dan ekstrak spirulina secara

spektrofotometri menghasilkan kadar flavonoid dalam ekstrak lebih besar

daripada yang terkandung dalam powder spirulina. Namun demikian, dosis

powder spirulina yang digunkan dalam penelitian ini adalah 5x bobot ekstrak.

Dengan demikian setiap hewan coba diberikan ekstrak atau powder spirulina yang

memiliki kandungan flavonoid yang kurang lebih sama banyak.

Tabel 4.1 Kadar zat aktif ekstrak dan powder spirulina serta ekstrak sambiloto

Sampel uji Zat aktif Kadar Metode uji

Ekstrak spirulina Flavonoid 0,64 %  b/b Spektrofotometri

Powder spirulina Flavonoid 0, 10%  b/b Spektrofotometri

Ekstrak sambiloto Andrografolid 8,30 %  b/b HPLC

Tabel 4.2 Uji fitokimia ekstrak dan powder spirulina serta ekstrak sambiloto

Ekstrak spirulina Powder spirulina Ekstrak sambiloto

Alkaloid - - -

Flavonoid + + +

Tanin - - -

Steroid - + +

Saponin + + +

Hidrokuinon - - -

Triterpenoid + - -
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Analisa fitokimia ekstrak dan powder spirulina serta ekstrak sambiloto dilakukan

dengan metode visualisasi warna. Ekstrak dan powder spirulina masing-masing

mengandung flavonoid, demikian juga ekstrak sambiloto.

Keterangan: Kelompok: AP= sambiloto 200 mg/kg BB; AP+ES= sambiloto 200 mg/kg BB
+ ekstrak spirulina 26 mg/kgBB; AP+PS= sambiloto 200 mg/kg BB +powder
spirulina 130 mg/kgBB; DHP= dehidroartemisinin piperakuin
(dehidroartemisinin 15,6 mg; piperakuin 124,5 mg/kgBB); CMC=
Carboxymethil cellulose 0,5%

Gambar 4.1 Grafik survival hewan coba selama penelitian

Kelompok AP, AP+ES, AP+PS dan DHP menunjukkan survival 100%,

berarti bahwa semua hewan coba pada ketiga kelompok hidup seluruhnya hingga

akhir penelitian. Mekanisme kerja obat herbal sebagai antimalaria yaitu dengan

cara menghambat pertumbuhan parasit atau membunuh parasit secara tidak

langsung. (Percario, S., et al., 2012). Pada kelompok CMC terjadi kematian secara

bertahap mulai dari hari ke 7 hingga hari ke 20 setelah infeksi. Pada hari ke-21,

hewan coba pada kelomok CMC telah mati seluruhnya.
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Keterangan: Kelompok: AP= sambiloto 200 mg/kg BB; AP+ES= sambiloto 200 mg/kg BB +
ekstrak spirulina 26 mg/kgBB; AP+PS= sambiloto 200 mg/kg BB +powder
spirulina 130 mg/kgBB; DHP= dehidroartemisinin piperakuin (dehidroartemisinin
15,6 mg; piperakuin 124,5 mg/kgBB); CMC= Carboxymethil cellulose 0,5%

Gambar 4.2 Grafik persen parasitemia

Pada hari ke-3, terdapat perbedaan yang signfikan (p= 0,02) pada persen

parasitemia antara semua kelompok perlakuan dengan kelompok DHP. Hal ini

menunjukkan bahwa obat DHP telah memperlihatkan efek schizontosida. Data

parasitemia pada hari ke-10 di analisa dengan uji Kruskal Wallis menunjukkan

signifikansi (p=0,00), berarti ada perbedaan parasitemia yang signifikan antar

kelompok. Perbedaan persentase parasitemia yang signifikan terjadi antara semua

kelompok perlakuan dan kelompok DHP dengan kelompok CMC. Signifikansi

(p=0,032) juga terjadi pada kelompok AP (sambiloto) dan kelompok AP+PS

(kombinasi powder spirulina+sambiloto). Data ini menunjukkan bahwa kombinasi

spirulina dan sambiloto dapat mempercepat eliminasi parasit dibanding kelompok

perlakuan sambiloto saja. Sementara itu kelompok kombinasi sambiloto dan

ekstrak spirulina (AP+ES) tidak menunjukkan signifikansi (p=0,06) terhadap

kelompok sambiloto (AP). Perbedaan hasil yang dipresentasikan antara ekstrak

spirulina dan powder spirulina kemungkinan terkait dengan adanya senyawa larut

air yang bersifat antiparasit, yang terdapat dalam powder spirulina namun tidak

terdapat pada ekstrak.
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C -fikosianin dalam Arthrospira platensis adalah antioksidan alami atau

primer kelompok fitokimia golongan flavonoid dan larut dalam air. Struktur kimia

pada c-fikosianin, dapat menghilangkan radikal peroksida dengan menambahkan

satu atom hidrogen. Kemampuan menghambat radikal hidroksil tergantung dari

kadar phycocyanin. (Dewi R.S, 2014)

Persentase parasitemia kelompok CMC terus naik hingga > 80% sehingga

menyebabkan kematian pada seluruh hewan kelompok ini pada hari ke 20. Dalam

10 hari pertama infeksi, terdapat peningkatan enzim NADPH oksidase dan NO

pada serum mencit percobaan. Enzim NADPH oksidase memberikan elektron dari

NADPH yang berada pada membran sitoplasma bagian dalam ke ekstraselular

menghasilkan O2
- (superoksida). NO bereaksi dengan O2

- menghasilkan

peroksinitril yang dapat berinteraksi dengan berbagai molekul biologi dan bersifat

merusak. (Tripathy, S., et al., 2012)

Pada hari ke 15 setelah infeksi terjadi penurunan tingkat parasitemia yang

cukup tajam (Gambar 4.2). Seluruh kelompok perlakuan herbal menunjukkan

parasitemia yang hampir mendekati 0%. Pada hari ke-21 setelah infeksi, seluruh

kelompok perlakuan kecuali kelompok CMC telah dapat mengeliminasi parasite

(parasitemia 0%). Data ini menunjukkan bahwa seluruh kelompok perlakuan

herbal sudah menunjukkan tanda kesembuhan dari infeksi. Terjadinya eliminasi

parasite pada hari ke 15 dikarenakan peran andrografolid dalam menghambat

penyebaran parasit pada fase ring kemungkinan berhubungan dengan fungsinya

sebagai “transcription blockers” yaitu menghambat sintesis protein dan asam

nukleat.(Mishra, K., 2011) Secara umum, mekanisme kerja obat herbal sebagai

antimalaria yaitu dengan cara menghambat pertumbuhan parasit atau membunuh

parasit secara tidak langsung. Seperti yang dikutip dari Percario, S., et al. 2012,

”Tidak seperti pada umumnya mekanisme obat antimalaria yaitu menginduksi

stress oksidatif, antimalaria yang berasal dari bahan alam bekerja dengan

memodulasi sistem imun, dengan tidak secara langsung membunuh parasit.”

Dengan demikian dihasilkan mekanisme antiparasit dengan meminimalkan

perubahan pada kesetimbangan redoks host.
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Keterangan: Kelompok: AP= sambiloto 200 mg/kg BB; AP+ES= sambiloto 200 mg/kg BB +
ekstrak spirulina 26 mg/kgBB; AP+PS= sambiloto 200 mg/kg BB +powder
spirulina 130 mg/kgBB; DHP= dehidroartemisinin piperakuin
(dehidroartemisinin 15,6 mg; piperakuin 124,5 mg/kgBB); CMC= Carboxymethil
cellulose 0,5%
Huruf yang berbeda pada hari yang sama menyatakan perbedaan yang signifikan

Gambar 4.3 Grafik jumlah eritrosit (x106/ml)

Keterangan: Kelompok: AP= sambiloto 200 mg/kg BB; AP+ES= sambiloto 200 mg/kg BB +
ekstrak spirulina 26 mg/kgBB; AP+PS= sambiloto 200 mg/kg BB +powder
spirulina 130 mg/kgBB; DHP= dehidroartemisinin piperakuin
(dehidroartemisinin 15,6 mg; piperakuin 124,5 mg/kgBB); CMC= Carboxymethil
cellulose 0,5%
Huruf yang berbeda pada hari yang sama menyatakan perbedaan yang signifikan

Gambar 4.4 Grafik kadar hemoglobin (g/dl)
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Pada kelompok DHP hari ke-3, jumlah eritrosit mengalami penurunan

secara signifikan dibandingkan dengan kelompok AP (p=0,01) dan dibandingkan

dengan kelompok AP+ES (p=0,015). Hal ini dikarenakan DHP mengandung

piperakuin yang merupakan turunan klorokuin.  Klorokuin mempunyai

mekanisme mencegah terjadinya hemozoin dan menyebabkan akumulasi free

heme.  Free heme adalah pembangkit radikal bebas yang dapat menyebabkan

kerusakan serius pada host dan parasite. Kelompok heme ini mengandung atom

Fe2+ yang mengkatalisasi reaksi Fenton dan Haber-Weiss yang menghasilkan

radikal bebas. (Percario, S., et al 2012) Radikal bebas menyebabakan peroksidasi

lipid di membrane sel darah merah dan mempersingkat umur eritrosit dengan

menyebabkan kerusakan oksidatif di membran sel sehingga terjadi hemolysis.

(Murray.R, 2009)

Pada hari ke-10 terjadi penurunan jumlah eritrosit dan hemoglobin

terutama pada kelompok CMC dan kelompok AP. Aktivitas hemoglobin

proteolisis pada intra eritrosit dimana Fe2+ teroksidasi menjadi Fe3+ meningkat

pada 10 hari pertama infeksi. Elektron yang dihasilkan bereaksi dengan molekul

oksigen menghasilkan superoksida. (Tripathy, S., et al., 2012) Superoksida dan

agen pengoksidasi lainnya yang membentuk methemoglobin yang tidak mampu

mengangkut oksigen. (Murray,R., 2009) Hal ini menjelaskan mengapa pada

kelompok yang dikombinasikan dengan powder spirulina (kelompok AP+PS)

tidak terjadi penurunan eritrosit dan hemoglobin secara signifikan. C-fikosianin

yang merupakan pigmen larut air dari Spirulina platensis memberikan

perlindungan terhadap kerusakan oksidatif pada protein plasmid DNA dan

membran eritrosit. Pemberian bubuk spirulina dosis 250 dan 500 mg/kgBB

selama 14 hari pada tikus putih, dapat mencegah penurunan Hb, eritrosit dan

leukosit tikus yang diinduksi cyclophospamid. (Dewi R.S, 2014) Pemberian

ekstrak air spirulina dosis 100 mg/Kg BB, setiap hari selama 14 hari pada tikus

normal dapat meningkatkan secara signifikan RBC, Hb, PCV dibanding dengan

kontrol normal. (Davis, et al, 2003 dalam Elmalawany, 2014) Pengaruh spirulina

pada gambaran hematologi disebabkan oleh adanya c-fikosianin yang dapat

menstimulasi produksi eritropoietin (EPO) untuk menginduksi hematopoiesis.

(Henrikson, 1994, dalam Elmalawany, 2014)
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Infeksi P. berghei meningkatkan kadar lipid peroksidasi pada eritrosit

pada 10 hari pertama infeksi. Hal ini menyebabkan eritrosit mudah rusak atau

hemolisis. (Tripathy, S., et al., 2012) Hemolisis juga dapat terjadi karena

penghancuran eritrosit terinfeksi maupun tidak terinfeksi oleh sistem

retikuloendotelial limpa. Deformabiliitas eritrosit yang menjadi kaku

menyebabkan eritrosit tidak dapat melalui sinusoid limpa, eritrosit tidak dapat

lolos dan akan difagositosis oleh makrofag. Berkurangnya deformabiliitas eritrosit

disebabkan oleh kegagalan pompa Na+/K+, dengan akibat akumulasi ion Na+

intraseluler. Kegagalan pompa Na+/K+diduga disebabkan oleh peningkatan kadar

NO yang dipicu oleh sitokin. Diseritropoiesis juga mungkin karena peranan TNF

dan IFNγ dan IL yang dapat mengganggu produksi eritrosit. (Harijanto, PN.,2009)

Terdapat perbedaan kemaknaan hasil antara kelompok AP dan (AP+ES),

dalam hal jumlah eritrosit dan kadar Hb pada hari ke-10. Jumlah eritrosit antara

kelompok AP dan (AP+ES) berbeda bermakna (p=0,041), namun kadar Hb

anatara kelompok AP dan (AP+ES) tidak berbeda bermakna (p=0,264).

Seharusnya ada keselarasan antara jumlah eritrosit dan kadar Hb pada setiap

kelompok. Sebagai acuan, pada penelitian ini dilakukan pengukuran jumlah

eritrosit pada mencit normal yaitu 8 x 106/ml, sedangkan kadar Hb mencit normal

yaitu 12 g/dl. Kadar Hb yang rendah pada kelompok (AP+ES) dimungkinkan

karena eritrosit pada kelompok (AP+ES) mengandung badan Heinz, sehingga

jumlah eritrosit tidak selaras dengan kadar hemoglobin. Terokidasinya

hemoglobin ditandai dengan adanya methemoglobin dan atau badan Heinz.

Beberapa gugus SH hemoglobin mengalami oksidasi sehingga terjadi

pengendapan protein di bagian dalam sel darah merah membentuk Badan Heinz.

Adanya badan Heinz menunjukkan bahwa sel darah merah telah mengalami stress

oksidatif. (Murray, R., 2009)

Pada hari ke-21 setelah infeksi, seluruh kelompok perlakuan kecuali

kelompok CMC telah dapat mengembalikan jumlah eritrosit ke level normal.

Peningkatan jumlah eritrosit dan kadar glutation terjadi pada pemberian ekstrak

sambiloto secara subkronik. Hal ini dikarenakan glutation dapat mencegah RBC

dari radikal bebas, dengan demikian dapat menjaga integritas membran RBC.

(Gaur P., 2014) Sedangkan pada kelompok CMC, hemolisis terjadi karena tidak

adekuatnya persediaan antioksidan, dimana antioksidan endogen seperti SOD dan
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GSH telah mengalami oksidasi. Peningkatan kadar MDA yang merupakan

penanda stres oksidatif terkait dengan penurunan kadar SOD dan GSH. (Sharma,

L., et al., 2012)

Keterangan: Kelompok: AP= sambiloto 200 mg/kg BB; AP+ES= sambiloto 200 mg/kg BB +
ekstrak spirulina 26 mg/kgBB; AP+PS= sambiloto 200 mg/kg BB +powder
spirulina 130 mg/kgBB; DHP= dehidroartemisinin piperakuin
(dehidroartemisinin 15,6 mg; piperakuin 124,5 mg/kgBB); CMC=
Carboxymethil cellulose 0,5%
Huruf yang berbeda pada hari yang sama menyatakan perbedaan yang signifikan

Gambar 4.5 Grafik persen apoptosis sel limpa

Peningkatan dan penurunan persen apoptosis sel limpa pada grafik yang

ditunjukkkan pada Gambar 4.4 berhubungan dengan persen parasitemia (gambar

4.2) Tingkat apoptosis sel host berkorelasi secara signifikan dengan tingkat

infeksi P. berghei. (Kapoor, G. et al., 2011) Pada hari ke-3 (awal infeksi) tidak

ditemukan perbedaan persentasi apoptosis yang signifikan diantara semua

kelompok. Pada kelompok DHP menunjukkan persentasi apoptosis yang lebih

tinggi daripada persentasi apoptosis kelompok DHP pada hari ke-10 dan 21. Hal

ini disebabkan karena obat DHP yang diberikan selama 3 hari pada mencit masih

tinggi konsentrasinya dalam tubuh mencit dan mempengaruhi apoptosis. Obat-

obat antimalarial merupakan pro-oksidan, karenaya obat-obat tersebut mempunyai

efek farmakologi yang kuat. Mekanisme ini terdapat pada klorokuin, primakuin,

artemisinin dan lain-lain. Mekanisme ini memberikan efek yang efektif pada

destruksi parasit dengan efek samping yang minimal pada host.(Percario, 2012)
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Pada hari ke-10 (puncak infeksi) terdapat perbedaan tingkat apoptosis

kelompok AP, AP+ES dan AP+PS dengan  kelompok DHP dan kelompok CMC.

Dengan analisis Anova diikuti dengan uji LSD didapat signifikansi antara

kelompok CMC, AP, AP+ES dan AP+PS dengan kelompok DHP (masing-masing

0,000; 0,000; 0,001 dan 0,005). Adanya perbedaan yang signifikan persen

apoptosis pada semua kelompok perlakuan dengan kelompok CMC menandakan

tingginya tingkat parasitemia kelompok CMC pada hari ke10. Superoksida dan

ROS yang dihasilkan pada infeksi parasit dapat berakibat pada kerusakan

makromolekul seperti lipid, protein, DNA dan enzim antioksidan.  (Tripathy, S.,

et al., 2012). Selain itu parasit dapat merangsang makrofag untuk mengeluarkan

TNF-a yang memainkan peran penting dalam induksi apoptosis. (Keswani, 2013)

Tidak ada perbedaan yang signifikan terhadap persentasi apoptosis diantara

kelompok AP terhdap kelompok AP+ES dan AP+PS. Walaupun terlihat adanya

persen apoptosis pada kelompok AP+PS yang lebih rendah dibanding dengan

kelompok AP serta AP+ES, namun angka ini tidak berbeda secara statistik.

Sehingga dapat dikatakan bahwa kombinasi spirulina dan sambiloto memberikan

persentase apoptosis yang sama dengan kelompok yang diberi sambiloto saja.

Pada hari ke-21 semua kelompok perlakuan kecuali kelompok CMC dapat

menurunkan persentasi apoptosis, dengan angka yang tidak berbeda bermakna

dengan kelompok DHP. Hal ini sejalan dengan persentasi parasitemia yang

hampir tereliminasi seluruhnya pada hari ke-21 pada semua kelompok kecuali

kelompok CMC (Grafik 4.2) Aksi proteksi A. paniculata melindungi sel-sel hepar

pada infeksi P. berghei yaitu melalui reaktifasi enzim antioksian SOD. (Chander,

R., et al 1995 dalam Jarukamjorn, K., 2008) Pemberian spirulina pada tikus 4

minggu sebelum diinduksi iskemia pada otak menunjukkan penurunan infark

serebral dan penurunan aktivitas caspase-3 setelah infark dibanding tikus kontrol.

Hal ini menunjukkan pemberian spirulina dapat memberikan proteksi melalaui

mekanisme antiapoptosis.(Wan, et al, 2010; Wang, Y., 2005) Dengan demikian

penggunaan suplemen antioksidan mungkin efektif sebagai terapi ajuvan pada

infeksi malaria untuk meminimalkan kerusakan pada host. (Percario, 2012)
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

a. Ekstrak sambiloto mengandung saponin, flavonoid dan terpenoid dengan kadar

androgafolid 8,30% b/b. Sedangkan ekstrak dan powder spirulina mengandung

saponin, steroid dan flavonoid, dengan kadar flavonoid masing-masing yaitu

0,64 dan 0,10% b/b yang dihitung sebagai kuersetin.

b. Kombinasi ekstrak sambiloto dan powder spirulina (AP+PS) memberikan hasil

yang bermakna dalam menekan angka parasitemia (p=0,02), meningkatkan

eritrosit (p=0,03) dan hemoglobin (p=0,01) pada puncak infeksi, dibanding

kelompok yang diberi sambiloto saja (AP).

c. Seluruh kelompok uji kecuali kelompok CMC dapat survive atau bertahan

hidup sampai akhir penelitian.

d. Pemberian ekstrak sambiloto dan atau tanpa spirulina dapat menurunkan

persen apoptosis sel limpa secara bermakna (AP p= 0,001; AP+ES p= 0,000;

AP+PS p=0,000) dibanding dengan kelompok CMC pada puncak infeksi.

5.2 SARAN

a. Dilakukan pengambilan data parasitemia di antara hari ke 10 dan hari ke 15,

sehingga dapat diketahui secara tepat kapan parasit mulai tereliminasi.

b. Dilakukan penelitian ke arah respon imun yang terlibat dalam eliminasi parasit

terutama di antara hari ke 10 dan hari ke 15.
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Lampiran : -
Perihal : Hasil identifikasi/determinasi Tumbuhan

Kepada Yth.
Bpk./Ibu/Sdr(i). Tri Wahyuni Lestari
NPM : 1306433771
Mhs. Univ. Indonesia
Fak. Farmasi
Gedung Pascasarjana Fakultas Farmasi UI
Kampus UI, Depok
16424

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang

Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-

LIPI Bogor, adalah sebagai berikut :

No. Nama Jenis Suku

1 Sambiloto Andrographis paniculata
(Burm.f.) Nees

Acanthaceae

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Kepala Bidang Botani
Pusat Penelitian Biologi-LIPI,

Dr. Joeni Setijo Rahajoe

NIP. 196706241993032004
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Lampiran 3. Determinasi spirulina
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Lampiran 4.Tabel persen parasitemia mencit selama infeksi P.berghei

No mencit Parasitemia (%) Hari ke-
H3 H7 H10 H14 H21 H28

Kelompok I
1 8 18 26 1 0 0
2 10 10 30 1.5 0 0
3 8 19 31 1 0 0
4 9 20 20 1.5 0 0
5 8 15 15 0.5 0 0
6 9 13 20 1 0 0

Rata-rata 9 15.8 23.6 1.08
Kelompok II

1 10 12 12 0.5 0 0
2 8 10 12 0.5 0 0
3 9 12 14 1 0 0
4 7 12 15 0.5 0 0
5 9 14 15 0.5 0 0
6 10 12 14 0.5 0 0

Rata-rata 9 12 13.6 0.58 0 0
Kelompok III

1 8 8 8 0.5 0 0
2 8 9 10 0.5 0 0
3 10 12 12 0.5 0 0
4 9 10 10 0.5 0 0
5 8 10 12 1 0 0
6 10 7 14 0.5 0 0

Rata-rata 9 9.33 11 0.58 0 0
Kelompok IV

1 2 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0
6 2 0 0 0 0 0

Rata-rata 2 0 0 0 0 0
Kelompok V

1 8 25 50 70
2 10 20 65 -
3 10 25 45 72
4 15 22 67 -
5 14 27 65 -
6 12 22 50 75

Rata-rata 12 23.5 57 72.3
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Lampiran 5. Uji statistik persen parasitemia

Tabel Rata-rata dan Standar deviasi angka parasitemia

Parasit_3 Parasit_7 Parasit_10 Parasit_15 Parasit_21 Parasit_28  * Klp_parasit

Klp_parasit Parasit_3 Parasit_7 Parasit_10 Parasit_15 Parasit_21 Parasit_28

AP Mean 8.6667 15.8333 23.6667 1.0833 .0000 .0000

N 6 6 6 6 6 6

Std.

Deviation
.81650 3.86868 6.34560 .37639 .00000 .00000

AP_ES Mean 8.8333 12.0000 13.6667 .5833 .0000 .0000

N 6 6 6 6 6 6

Std.

Deviation
1.16905 1.26491 1.36626 .20412 .00000 .00000

AP_PS Mean 8.8333 9.3333 11.0000 .5833 .0000 .0000

N 6 6 6 6 6 6

Std.

Deviation
.98319 1.75119 2.09762 .20412 .00000 .00000

DHP Mean 1.6667 .0000 .0000 .0000 .0000 .0000

N 6 6 6 6 6 6

Std.

Deviation
.51640 .00000 .00000 .00000 .00000 .00000

CMC Mean 11.5000 23.5000 57.0000 72.3333

N 6 6 6 3

Std.

Deviation
2.66458 2.58844 9.69536 2.51661

Total Mean 7.9000 12.1333 21.0667 8.5370 .0000 .0000

N 30 30 30 27 24 24

Std.

Deviation
3.60412 8.13563 20.41793 22.99955 .00000 .00000
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(lanjutan)

Uji normalitas persen parasitemia hari ke 3

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Parasit_3

N 30

Normal Parametersa,b Mean 7.9000

Std. Deviation 3.60412

Most Extreme Differences Absolute .278

Positive .180

Negative -.278

Test Statistic .278

Asymp. Sig. (2-tailed) .000c

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Karena signifikansi <0,05, maka data parasitemia pada hari ke 3 tidak normal.

Uji homogenitas persen parasitemia pada hari ke 3

Test of Homogeneity of Variances

Parasit_3

Levene Statistic df1 df2 Sig.

6.261 4 25 .001

Karena signifikansi <0,05, maka data tidak homogen.

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



56

(lanjutan)

Karena data persen parasitemia pada hari ke 3 tidak normal dan tidak homogen,
maka digunakan uji non parametrik.

Uji non parametrik persen parasitemia hari ke 3

Kruskal-Wallis Test
Ranks

Klp_parasit N Mean Rank

Parasit_3 AP 6 15.75

AP_ES 6 17.08

AP_PS 6 16.75

DHP 6 3.50

CMC 6 24.42

Total 30

Test Statisticsa,b

Parasit_3

Chi-Square 18.321

df 4

Asymp. Sig. .001

Karena signifikansi <0,05, berarti ada perbedaan yang signifikan persen
parasitemia pada hari ke 3, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney

Ringkasan Signifikansi Mann Whitney Test Parasitemia Hari ke 3

AP AP+ES AP+PS DHP CMC

AP - - - - -

AP+ES 0,669 - - - -

AP+PS 0,818 0,937 - - -

DHP 0,02 0,02 0,02
-

-

CMC 0,041
0,065 0,065 0,02

-

Ket: Nilai p ≤ 0,05 menunjukkan signifikansi
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(lanjutan)

Uji normalitas persen parasitemia hari ke 10

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Parasit_10

N 30

Normal Parametersa,b Mean 21.0667

Std. Deviation 20.41793

Most Extreme Differences Absolute .250

Positive .250

Negative -.151

Test Statistic .250

Asymp. Sig. (2-tailed) .000c

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Karena signifikansi <0,05, maka data parasitemia pada hari ke 10 tidak normal.

Uji homogenitas persen parasitemia pada hari ke 10

Test of Homogeneity of Variances

Parasit_10

Levene Statistic df1 df2 Sig.

33.577 4 25 .000

Karena signifikansi <0,05, maka data parasitemia pada hari ke 10 tidak homogen.

Karena data persen parasitemia pada hari ke 10 tidak normal dan tidak homogen,
maka digunakan uji non parametrik.
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(lanjutan)
NPar Tests
Kruskal-Wallis Test

Ranks

Klp_parasit N Mean Rank

Parasit_10 AP 6 21.33

AP_ES 6 14.83

AP_PS 6 10.33

DHP 6 3.50

CMC 6 27.50

Total 30

Test Statisticsa,b

Parasit_10

Chi-Square 27.379

df 4

Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

Klp_parasit

Karena signifikansi <0,05, berarti ada perbedaan yang signifikan persen
parasitemia pada hari ke 10, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney

Ringkasan Signifikansi Mann Whitney Test Parasitemia Hari ke 10

AP AP+ES AP+PS DHP CMC

AP - - - - -

AP+ES 0,06 - - - -

AP+PS 0,02 0,032 - - -

DHP 0,02 0,02 0,02
-

-

CMC 0,02
0,02 0,02 0,02

0,02

Ket: Nilai p ≤ 0,05 menunjukkan signifikansi
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(lanjutan)

Uji normalitas persen parasitemia hari ke 15

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Parasit_15

N 27

Normal Parametersa,b Mean 8.5370

Std. Deviation 22.99955

Most Extreme Differences Absolute .509

Positive .509

Negative -.355

Test Statistic .509

Asymp. Sig. (2-tailed) .000c

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Karena signifikansi <0,05, maka data parasitemia pada hari ke 15 tidak normal.

Uji homogenitas persen parasitemia pada hari ke 15

Test of Homogeneity of Variances

Parasit_15

Levene Statistic df1 df2 Sig.

11.247 4 22 .000

Karena signifikansi <0,05, maka data parasitemia pada hari ke 15 tidak homogen.

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



60

(lanjutan)

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test

Ranks

Klp_parasit N Mean Rank

Parasit_15 AP 6 19.83

AP_ES 6 13.33

AP_PS 6 13.33

DHP 6 3.50

CMC 3 26.00

Total 27

Test Statisticsa,b

Parasit_15

Chi-Square 22.585

df 4

Asymp. Sig. .000

Karena signifikansi <0,05, berarti ada perbedaan yang signifikan persen
parasitemia pada hari ke 15, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney

Ringkasan Signifikansi Mann Whitney Test Parasitemia Hari ke 15

AP AP+ES AP+PS DHP CMC
AP - - - - -

AP+ES 0,041 - - - -

AP+PS 0,041 1,00 - - -

DHP 0,02 0,02 0,02 - -

CMC 0,024 0,024 0,024

Ket: Nilai p ≤ 0,05 menunjukkan signifikansi
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Lampiran 6. Tabel jumlah sel darah merah mencit selama infeksi P. berghei (x 106)

Mencit Hari ke-
H3 H15 H21

Kelompok I
1 10.5 5.5 10.4
2 9.79 6.2 10.5
3 9.29 5.06 11.2

Rata-rata 9.86 5.58 10.7
Kelompok II

1 8.48 6.92 10.7
2 10.3 6.08 10.3
3 8.64 7.92 11.8

Rata-rata 9.14 6.97 10.93
Kelompok III

9.31 8.96 11.8
2 9.28 7.18 11.8
3 9.68 7.42 9.38

Rata-rata 9.423333 7.853 10.99
Kelompok IV

1 6.99 8.06 9.99
2 7.71 8.53 8.78
3 8.31 9.33 11.1

Rata-rata 7.67 8.64 9.95
Kelompok V

1 6.01 4.27 10.4
2 6.29 4.1 10.5
3 5.97 4.67 11.2

Rata-rata 5.97 4.34 10.7
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Lampiran 7. Tabel kadar Hb mencit (g/dl) selama infeksi P. berghei

Mencit Hari ke-
H3 H15 H21

Kelompok I
1 15.6 8.2 15.5
2 14.2 8.9 15.3
3 13.9 8.3 14.3

Rata-rata 14.56667 8.466667 15.03333
1 12.9 9.7 14.5
2 13.9 9.2 14.3
3 12.3 8.96 15.6

Rata-rata 13.03333 9.286667 14.8
1 13.2 13.4 15.6
2 14.3 11 15.6
3 12.8 11.2 13.8

Rata-rata 13.43333 11.86667 15
1 10.9 11.9 15.1
2 10.4 12.8 13.2
3 13.7 13.6 15

Rata-rata 11.66667 12.76667 14.43333
1 10.4 8.2
2 10.6 7.1
3 9.9 8.9

Rata-rata 10.3 8.066667
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Lampiran 8. Uji statistik jumlah eritrosit dan hemoglobin

Tabel rata-rata dan standar deviasi jumlah eritrosit.

Report

perlakuan ERI_3 ERI_10 ERI_21

AP Mean 9.8600 5.5867 10.7000

N 3 3 3

Std. Deviation .60803 .57492 .43589

AP_ES Mean 9.1400 6.9733 10.9333

N 3 3 3

Std. Deviation 1.00777 .92116 .77675

AP_PS Mean 9.4233 7.8533 10.9933

N 3 3 3

Std. Deviation .22279 .96588 1.39719

DHP Mean 7.6700 8.6400 9.9567

N 3 3 3

Std. Deviation .66091 .64211 1.16036

CMC Mean 6.0900 4.3467

N 3 3

Std. Deviation .17436 .29263

Total Mean 8.4367 6.6800 10.6458

N 15 15 12

Std. Deviation 1.52527 1.71240 .96426
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(lanjutan)

Tabel rata-rata dan standar deviasi kadar Hb.

Report

perlakuan HB_3 HB_10 HB_21

AP Mean 14.5667 8.4667 15.0333

N 3 3 3

Std. Deviation .90738 .37859 .64291

AP_ES Mean 13.0333 9.2867 14.8000

N 3 3 3

Std. Deviation .80829 .37754 .70000

AP_PS Mean 13.4333 11.8667 15.0000

N 3 3 3

Std. Deviation .77675 1.33167 1.03923

DHP Mean 11.6667 12.7667 14.4333

N 3 3 3

Std. Deviation 1.77858 .85049 1.06927

CMC Mean 10.3000 8.0667

N 3 3

Std. Deviation .36056 .90738

Total Mean 12.6000 10.0907 14.8167

N 15 15 12

Std. Deviation 1.76230 2.07534 .79411
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(lanjutan)

Tabel uji normalitas data jumlah eritrosit dan kadar Hb

Uji homogenitas data jumlah erotrosit dan Hb.
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(lanjutan)

Karena data jumlah eritrosit normal dan homogen (signifikansi >0,05) maka data
normal dan homogen, dan dilanjutkan dengan uji Anova.

Uji anova jumlah eritrosit dan Hb

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna jumlah eritrosit masing-
masing pada hari ke 3, 10 dan 21

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna antara jumlah eritrosit
masing-masing pada hari ke 3, 10 dan 21

H1= Terdapat perbedaan bermakna antara jumlah eritrosit
masing-masing pada hari ke 3, 10 dan 21

α                      : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanjtnya
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(lanjutan)

Hasil : Jumlah eritrosit dan Hb pada hari ke 3 dan 10 menunjukkan α <
0,05, maka terdapat perbedaan bermakana jumlah eritrosit dan Hb
masing-masing pada hari ke 3 dan 10

: Jumlah eritrosit dan Hb pada hari ke 21 menunjukkan α > 0,05,
maka terdapat tidak perbedaan bermakana jumlah eritrosit dan
Hb pada hari ke 21
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(lanjutan)

Uji anova jumlah eritrosit pada hari ke 3

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 3

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 3

H1= Terdapat perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 3

α                      : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanujtnya
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(lanjutan)
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(lanjutan)

Uji anova kadar Hb pada hari ke 3

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna  kadar Hb antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 3

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna kadar Hb antar
kelompok perlakuan pada hari ke 3

H1= Terdapat perbedaan bermakna kadar Hb antar kelompok
perlakuan pada hari ke 3

α                      : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanujutnya
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(lanjutan)
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(lanjutan)
Uji anova jumlah eritrosit pada hari ke 10

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

H1= Terdapat perbedaan bermakna jumlah eritrosit antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

α : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanujtnya
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(lanjutan)

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



74

(lanjutan)

Uji anova kadar Hb pada hari ke 10

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna  kadar Hb antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna kadar Hb antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

H1= Terdapat perbedaan bermakna kadar Hb antar kelompok
perlakuan pada hari ke 10

α                      : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanujutnya
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(lanjutan)

Ringkasan signifikansi jumlah eritrosit  antar kelompok pada hari ke3,10
dan 21

Hari ke-
Jumlah Eritrosit x 106

AP
±SD

(AP+ES)
±SD

(AP+PS)
±SD

DHP
±SD

CMC
±SD

3 9.86ad

±0.608
9.14d

±1.007
9.4233d

±0.222
7.67b

±0.660
6.09c

±0.174
10 5.58a

±0.574
6.97c

±0.921
7.85cd

±0.965
8.64d

±0.642
4.34ab

±0.292
21 10.7a

±0.435
10.9333a

±0.776
10.9933a

±1.397
9.9567a

±1.160
Ket: Huruf yang berbeda pada lajur yang sama menyatakan perbedaan yang

signifikan

Ringkasan signifikansi kadar hemoglobin antar kelompok pada hari ke 3,10
dan 21

Hari ke-
Nilai Hemoglobin (g/dl)

AP
±SD

(AP+ES)
±SD

(AP+PS)
±SD

DHP
±SD

CMC
±SD

3 14.56a

±0.907
13.03ac

±0.808
13.4ac

±0.776
11.6c

±1.778
10.30c

±0.360
10 8.46a

±0.378
9.28b

±0.377
11.86bc

±1.331
12.76cd

±0.850
8.06a

±0.907
21 15.03a

±0.642
14.80a

±0.700
15.00a

±1.039
14.43a

±1.069
Ket: Huruf yang berbeda pada lajur yang sama menyatakan perbedaan yang

signifikan
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Lampiran 9. Persen apoptosis sel limpa

Tabel apoptosis sel limpa hari ke 3
Kelompok Hari ke 3
perlakuan Lapang pandang

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Jumlah sel persen
AP 3 328 344 283 317 321 269 284 274 293 320 3033 0.0026
Sel apoptosis 1 1 2 0 0 1 0 1 2 0 8

10 243 372 343 315 385 298 310 308 373 303 3250 0.0021
0 0 1 0 0 1 1 0 1 3 7

21 462 235 334 262 432 368 318 279 359 419 3257 0.0012
1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 4

AP_ES 3 312 204 334 217 287 298 315 284 276 286 2813 0.003
Sel   apoptosis 0 3 2 1 1 0 1 1 0 1 10

10 269 321 264 296 189 220 279 220 272 362 2692 0.002
0 0 1 2 2 0 0 0 1 0 6

21 378 329 209 267 274 345 286 282 315 289 2974 0.001
1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 3

AP_PS 3 376 365 278 298 175 356 365 354 320 336 3223 0.0009
Sel   apoptosis 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 3

10 270 265 243 202 179 320 345 347 335 342 2848 0.0017
1 0 0 1 3 0 0 0 0 0 5

21 270 276 265 278 262 280 283 273 282 295 2764 0.001
0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 3
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(Lanjutan)
DHP 3 294 320 334 315 298 332 343 325 346 343 3250 0.0015
Sel   apoptosis 1 1 0 0 0 1 2 0 0 5

10 424 368 354 363 360 348 347 320 356 362 3602 0.0019
1 1 0 1 0 2 0 1 0 1 7

21 432 272 320 334 276 344 363 368 363 382 3454 0.0011
0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 4

CMC 3 235 264 243 335 267 243 262 287 264 278 2678 0.007
Sel  apoptosis 3 1 4 0 1 1 3 0 2 4 19

10 281 274 284 235 263 284 320 334 320 323 2918 0.007
3 3 0 5 6 0 1 1 1 2 22

21 264 285 297 321 274 282 306 267 274 278 2848 0.007
2 1 3 2 1 4 3 2 1 2 21
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Tabel apoptosis sel limpa pada hari ke 10

Hari ke 10
Lapang pandang

jml sel persen
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AP 3 222 238 232 228 245 250 235 225 230 236 2341 0.011
Sel   apoptosis 3 3 3 3 2 2 2 3 2 3 26

10 305 320 333 268 284 278 284 284 273 274 2903 0.009
2 2 1 3 2 6 4 2 2 3 27

21 237 383 272 368 374 268 278 384 285 320 3169 0.006
3 0 6 3 0 4 2 2 0 2 22

AP_ES 3 330 343 276 280 286 283 343 361 340 278 3120 0.009
Sel   apoptosis 3 1 4 1 5 4 3 2 1 5 29

10 329 323 235 323 263 278 320 286 293 280 2930 0.009
2 4 4 1 2 4 1 3 4 3 28

21 79 157 240 280 276 306 294 270 243 196 2341 0.005
1 1 1 1 3 1 1 0 1 3 13

AP_PS 3 369 343 356 286 343 320 228 364 320 284 3213 0.009
Sel   apoptosis 2 2 3 3 0 3 4 5 4 4 30

10 265 286 267 264 282 320 324 263 272 284 2827 0.005
1 4 2 2 1 0 2 2 1 0 15

21 282 264 254 267 264 232 286 294 274 278 2695 0.004
1 1 1 2 1 2 1 1 1 2 13
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(Lanjutan)

DHP 320 324 314 327 330 332 321 298 295 304 3165 0.0003
Sel   apoptosis 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

287 278 285 264 289 268 245 255 287 263 2721 0.0003
10 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

341 317 407 317 315 327 297 289 283 285 3178 0.0003
21 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

CMC 3 308 220 262 172 224 220 243 260 242 234 2385 0.015
Sel apoptosis 2 2 3 3 3 3 2 4 5 9 36

10 347 320 209 236 304 329 211 228 240 235 2659 0.018
2 2 6 5 8 6 5 4 6 5 49

21 346 358 342 328 292 284 276 324 280 246 3076 0.018
3 3 8 7 5 4 6 6 8 7 57

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 



81

TabTabel apoptosis sel limpa hari ke 21
Hari ke 21

Lapang pandang jml sel persen
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AP                         3 416 420 404 403 416 413 440 412 403 423 4150 0.003
Sel apoptosis 3 1 2 1 3 2 0 0 2 0 14

10 432 419 405 428 416 403 417 423 405 418 4166 0.002
2 1 1 2 1 0 0 1 1 0 9

21 380 378 423 268 368 364 382 328 365 355 3611 0.001
1 0 2 0 0 1 0 0 1 0 5

AP_ES 3 428 416 423 412 424 386 437 418 432 440 4216 0.001
Sel apoptosis 2 1 1 0 1 0 0 3 0 0 8

10 365 380 278 264 391 284 382 262 264 404 3274 0.001
0 0 1 0 0 0 0 2 2 0 5

21 354 338 346 357 368 362 347 359 324 321 3476 0.001
0 0 1 1 2 0 0 0 0 0 4

AP_PS 3 268 286 306 315 328 317 305 295 304 312 3036 0.0003
Sel apoptosis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

10 433 360 420 384 378 346 406 387 364 380 3858 0.0005
1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2

21 424 435 424 385 396 406 421 397 405 421 4114 0.0002
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
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(lanjutan)
DHP 3 344 326 320 312 306 343 324 282 341 288 3186 0.0006
Sel apoptosis 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2

10 282 386 329 310 305 313 305 406 365 386 3387 0.0005
0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 2

21 328 364 332 278 323 386 403 278 362 430 3484 0.0005
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2
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Lampiran 10. Uji statistik persen apoptosis

Uji homogenitas persen apoptosis pada hari ke 3

Test of Homogeneity of Variances

Apop_3

Levene Statistic df1 df2 Sig.

1.839 4 10 .198

Uji normalitas persen apoptosis pada hari ke 3

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Apop_3

N 15

Normal Parametersa,b Mean .00273

Std. Deviation .002288

Most Extreme Differences Absolute .276

Positive .276

Negative -.212

Test Statistic .276

Asymp. Sig. (2-tailed) .003c

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Karena nilai signifikansi uji homogenitas >0,05, dan nilai signifikansi uji

normalitas <0,05, maka persen apoptosis pada hari ke 3 homogen namun tidak

normal.

Oleh karenya analisisis dilanjutkan dengan uji non parametrik
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Kruskal-Wallis Test

Ranks

perlakuan N Mean Rank

Apop_3 AP 3 8.67

AP_ES 3 7.83

AP_PS 3 3.50

DHP 3 6.00

CMC 3 14.00

Total 15

Test Statisticsa,b

Apop_3

Chi-Square 9.190

df 4

Asymp. Sig. .057

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

perlakuan

Karena nilai signifikansi >0,05 maka tidak terdapat perbedaan persen apoptosis
antar kelompok perlakuan pada hari ke 3
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Uji statistik persen apoptosis pada hari ke 10

Test of Homogeneity of Variances

Apop_10

Levene Statistic df1 df2 Sig.

2.779 4 10 .087

NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Apop_10

N 15

Normal Parametersa,b Mean .00787

Std. Deviation .005927

Most Extreme Differences Absolute .158

Positive .158

Negative -.109

Test Statistic .158

Asymp. Sig. (2-tailed) .200c,d

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Karena nilai signifikansi uji homogenitas <0,05, dan nilai signifikansi uji

normalitas <0,05, maka data persen apoptosis pada hari ke 10 homogen dan

normal.

Oleh karenya analisisis dilanjutkan dengan uji anova
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Uji anova persen apoptosis  pada hari ke 10

Tujuan : Mengetahui adanya perbedaan bermakna persen apoptosis antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

Hipotesis         : H0= Tidak terdapat perbedaan bermakna persen apoptosis antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

H1= Terdapat perbedaan bermakna persen apoptosis antar
kelompok  perlakuan pada hari ke 10

α                      : 0,05

Kriteria            :  H0 ditolak jika nilai signifikansi < 0,05

H0 diterima jika nilai signifikansi > 0,05

Hasil                : pada halaman selanujutnya
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Multiple Comparisons

Dependent Variable:   Apop_10

LSD

(I) perlakuan (J) perlakuan

Mean

Difference (I-J) Std. Error Sig.

95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound

AP AP_ES .001000 .001700 .569 -.00279 .00479

AP_PS .002667 .001700 .148 -.00112 .00645

DHP .008667* .001700 .000 .00488 .01245

CMC -.008333* .001700 .001 -.01212 -.00455

AP_ES AP -.001000 .001700 .569 -.00479 .00279

AP_PS .001667 .001700 .350 -.00212 .00545

DHP .007667* .001700 .001 .00388 .01145

CMC -.009333* .001700 .000 -.01312 -.00555

AP_PS AP -.002667 .001700 .148 -.00645 .00112

AP_ES -.001667 .001700 .350 -.00545 .00212

DHP .006000* .001700 .005 .00221 .00979

CMC -.011000* .001700 .000 -.01479 -.00721

DHP AP -.008667* .001700 .000 -.01245 -.00488

AP_ES -.007667* .001700 .001 -.01145 -.00388

AP_PS -.006000* .001700 .005 -.00979 -.00221

CMC -.017000* .001700 .000 -.02079 -.01321

CMC AP .008333* .001700 .001 .00455 .01212

AP_ES .009333* .001700 .000 .00555 .01312

AP_PS .011000* .001700 .000 .00721 .01479

DHP .017000* .001700 .000 .01321 .02079

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Uji statistik persen apoptosis hari ke 21

Test of Homogeneity of Variances

Apop_21

Levene Statistic df1 df2 Sig.

3.424 3 8 .073

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Apop_21

N 12

Normal Parametersa,b Mean .00097

Std. Deviation .000799

Most Extreme Differences Absolute .317

Positive .317

Negative -.169

Test Statistic .317

Asymp. Sig. (2-tailed) .002c

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Karena nilai signifikansi uji homogenitas >0,05, dan nilai signifikansi uji

normalitas <0,05, maka data apoptosis pada hari ke 21 homogen namun tidak

normal.

Oleh karenya analisisis dilanjutkan dengan uji non parametrik
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Kruskal-Wallis Test

Ranks

Klp_parasit N Mean Rank

Apop_21 AP 6 9.50

AP_ES 6 3.50

Total 12

Test Statisticsa,b

Apop_21

Chi-Square 8.735

df 1

Asymp. Sig. .003

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

Klp_parasit

Karena signifikansi < 0,05, maka terdapat perbedaan bermakna persen apoptosis

antar kelompok pada hari ke 15. Analisis dilanjutkan dengan uji Mann Whitney.

Ringkasan signifikansi uji Mann Whitney  persen apoptosis hari ke 15

AP AP+ES AP+PS DHP
AP - - - -

AP+ES 0,2 - - -

AP+PS 0,1 0,1 - -

DHP 0,1 0,1 0,2 -

Ket: Nilai α≤ 0,05 menunjukkan signifikansi
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Lampiran 7. Gambar hasil pewarnaan IHK pada jaringan limpa mencit dengan
antibodi primer anticaspase 3 pada hari ke 3

Kelompok AP hari ke 3 Kelompok AP+ES hari ke 3

Kelompok AP+PS hari ke 3 Kelompok DHP hari ke 3

Kelompok CMC hari ke 3

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 
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Lampiran 8. Gambar hasil pewarnaan IHK pada jaringan limpa mencit dengan
antibodi primer anticaspase 3 pada hari ke 10

Kelompok AP hari ke 10 Kelompok AP+ES hari ke 10

Kelompok AP+PS hari ke 10 Kelompok DHP hari ke 10

Kelompok CMC hari ke 10
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Lampiran 9. Gambar hasil pewarnaan IHK pada jaringan limpa mencit dengan
antibodi primer anticaspase 3 pada hari ke 21

Kelompok AP hari ke 21 Kelompok AP+ES hari ke 21

Kelompok AP+PS hari ke 21 Kelompok DHP hari ke 21
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Lampiran 14. Perhitungan kadar andrografolid dalam sambiloto secara HPLC

Bobot ekstrak = 0,1012 g

Konsentrasi standar = 35 ppm.

Luas area sampel = 808060

Luas area standar = 3366603

Volume labu = 50 mL

Faktor pengeceran (fp)= 20 x

Kandungan andrografolid dalam sampel dihitung dengan rumus:

= ×[ ]× ×( ) ×
= ×[ ]× ×, ( ) ×
=  83,012 mg/gram

= 8,301 %
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(lanjutan)
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(lanjutan)
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Lampiran 15. Perhitungan kadar flavonoid

a. Perhitungan kadar flavonoid dalam powder spirulina

Dari kurva kalibrasi didapat persamaan

y = 0,096 x  + 0,001

y = Absorbansi; x = konsentrasi

bila y = 0,812    maka x = 8,36

% b/b ekstrak = x 100%

= = 1,827 % b/b

% b/b sampel = x x 100% = 0,103% b/b

sampel

Jadi kadar flavonoid dalam powder spirulina adalah 0,103 % b/b dihitung sebagai
kuersetin
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b. Perhitungan kadar flavonoid ekstrak spirulina

Dari kurva kalibrasi didapat persamaan

y = 0,075 x  + 0,004

y = Absorbansi; x = konsentrasi

bila y = 0,231    maka x = 3,026

% b/b = x 100%

= = 0,643 % b/b

Jadi kadar flavonoid dalam ekstrak spirulina adalah 0,643 % b/b dihitung sebagai
kuersetin

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 
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Lampiran 16. Contoh perhitungan dosis suspensi ekstrak

Perhitungan ini didasarkan pada dosis sub kronik ekstrak sambiloto dan spirulina

yang yang aman untuk digunakan pada mencit serta berkhasiat antimalaria.

Dalam penelitian ini digunakan dosis ekstrak sambiloto 200 mg/Kg BB atau

5 mg/25 g BB.

Pembuatan suspensi ekstrak untuk 50 mencit.

Volume yang akan diberikan adalah 0,4 ml/25 g BB.

Jumlah ekstrak sambiloto yaitu 5 mg x 50 ekor = 250 mg.

Volume akuades yang dibutuhkan adalah 0,4 ml x 50 ekor= 20 ml.

Dilarutkan dalam CMC 0,5%  (100 mg/20ml)

Jadi untuk membuat suspensi ekstrak sambiloto yang dibutuhkan untuk 50 ekor

mencit.

250 mg ekstrak sambiloto ditambah 100 mg CMC kemudian diberi sedikit

akuades untuk digerus sehingga menjadi pasta, setelah itu dimasukkan sisa

akuades, digerus sehingga  dihasilkan suspensi ekstrak etanol sambiloto.

Suspensi ekstrak sambiloto yang telah dibuat dibagi menjadi 3 bagian: untuk

kelompok AP, AP+ES dan AP+PS, masing-masing sekitar 7 ml suspensi.

Perhitungan dosis powder spirulina (Arthrosphira platensis)

Dosis powder spirulina 130 mg/kg BB atau 3,25 mg/25 g BB.

Untuk 7 ml suspensi ekstrak sambiloto, maka powder spirulina yang ditambahkan

adalah

(7ml : 0,4 ml) x 3,25 mg = 56,87 mg

Maka untuk 17 ekor mencit, ditimbang sebanyak 56,87 mg dan dicampurkan ke

dalam 7 ml suspensi sambiloto.
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(lanjutan)

Perhitungan dosis ekstrak etanol spirulina (Arthrosphira platensis)

Dengan memperhitungkan rendemen ekstrak yaitu 20% maka jumlah ekstrak

etanol spirulina yang digunakan yaitu 20% x 56,87 mg = 11,37 mg.

Maka untuk 17 ekor mencit, ditimbang sebanyak 11,37 mg ekstrak spirulina dan

dicampurkan ke dalam 7 ml suspensi sambiloto.

Dosis tersebut di atas diberikan 0,4 ml/25 g bb, apabila berat mencit lebih atau

kurang dari 25 gram, maka volume suspensi yang diberikan disesuaikan.

Skema pembuatan suspensi ekstrak bahan uji

21 ml suspensi
ekstrak sambiloto

7 ml suspensi ekstrak
sambiloto

(klp AP)

7 ml suspensi ekstrak
sambiloto

+56,87 mg powder spirulina
(klp AP+PS)

7 ml suspensi ekstrak
sambiloto

+11,37 mg ekstrak spirulina
(klp AP+ES)
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Ulas darah-
Derajat parasitemia

Survival

Seri 1, N=30

Harii ke
3,7,10,15,21
dan 28

DHP

AP

AP+PS

AP+ES

CMC
DHP

CMC

AP+PS

AP+ES

CMC

Gambaran
Hematologi

Apoptosis
limpa

Seri 2, N=15

Dikorban
kan hari ke
3,10,21

 Uji fitokimia

 Penetapan kadar
flavonoid

 Penetapan kadar
andrografolid

Uji karakterisasi
ekstrak

Pembuatan ekstrak etanol herba
sambiloto dan spirulina

Uji antimalaria

Lampiran 17. Alur kerja

Mencit diinfeksi P. berghei

Pengaruh pemberian..., Tri Wahyuni Lestari, FF UI, 2015. 


	Halaman judul
	Abstrak
	Daftar isi
	Bab I
	Bab II
	Bab III
	Bab IV
	Kesimpulan dan Saran
	Daftar pustaka
	Lampiran



