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ABSTRACT

AbstractmerupakanLeukocytes consist of lymphocytes, monocytes, neutrophils, eosinophils
and basophils which are white blood cells that function as one of the body's defense systems.
The existence of Plasmodium can interfere with the body's defenses. Malaria in mice is caused
by Plasmodium berghei which can be used as a model for malaria research in humans. At
present the Artemisia annua plant is antimalarial but has begun to become resistant. Therefore
itis necessary to find alternative substitutes for antimalarial drugs. Afo clove variety is the oldest
clove in the world found in North Maluku, in vitro can inhibit the growth of Plasmodium.The
purpose of this study was to determine the per-centage of leukocytes in mice infected with P.
berghei and given the afo variety clove fraction. This study used 25 mice (Mus musculus)
infected with P. berghei 1x10° and divided into 5 treatment groups, namely1) negative control
(not treated), 2) positive control (given Piperaquine), 3) group P25 (given a dose fraction of 25
mg/ kg body weight), 4) group P50 (dose 50 mg/ kg body weight), and 5) group P100 (dose 100
mg / kg body weight). Mice were given an etho acetate fraction of afo varieties for four days and
given 24 hours after the mice were infected with P. berghei. Blood is taken at the tip of the tail of
mice every 24 hours from day 0 to day 7. Blood curing preparations are made using Giemsa
staining, then examined using a microscope with magnification 1000 times to calculate the
percentage of types of leukocytes. The results of this study showed that on days 4 and 5 after
infection, treatment of P50 and P100 decreased the percentage of neutrophils because the
clove fraction contained karyofilen which could inhibit the growth of Plasmodium. Percentage
lymphocytes increased in the P50 and P100 treatments due to this clove fraction contains
flavonoids which can increase lymphocyte proliferation. The administration of the afo variety
clove ethyl acetate fraction affected the neutrophil, lymphocyte and monocyte percentage
values in mice infected with P. berghei.

Keywords :Leukocytes, afo clove fraction, P.berghei

ABSTRAK
Leukositterdiridarilimfosit, monosit, neutrofil, eosinofil dan basofil yang merupa-kan sel darah
putih berfungsi sebagai salah satu sistem pertahanan tubuh. Adanya Plasmodium dapat
mengganggu pertahanan tubuh. Malaria pada men-cit disebabkan oleh Plasmodium berghei
yang dapat digunakan sebagai model untuk penelitian malaria pada manusia. Saat ini tanaman
Artemisia annua se-bagai antimalaria tetapi sudah mulai resisten. Oleh karena itu perlu
mencari alternative pengganti untuk obat antimalaria. Cengkeh varietas afo merupakan
cengkeh tertua di dunia terdapat di Maluku Utara, secara in vitro dapat meng-hambat
partumbuhan Plasmodium. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui per-sentase jenis leukosit
pada mencit yang diinfeksi P.berghei dan diberi fraksi cengkeh varietas afo. Penelitian ini
menggunakan 25 ekor mencit (Mus mus-culus) yang diinfeksi dengan P.berghei 1x10° dan
dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, yaitu 1) kontrol negatif (tidak diobati), 2) kontrol positif
(diberi Pi-peraquine), 3) kelompok P25 (diberi fraksi dosis 25 mg/kg BB), 4) kelompok P50
(dosis 50 mg/kg BB), dan 5) kelompok P100 (dosis 100 mg/kg BB). Mencit diberi fraksi etil

asetat cengkeh varietas afo selama empat hari dan diberikan 24 iam setelah mencit diinfeksi P
ase ngxen varieigs aic ssiama empains Gicerikan 24 jam seician me iSKSii.

berghei. Darah diambil pada bagian ujung ekci imiencit setiap 24 jam sejak hari ke 0 sampai hari
ke 7. Preparat ulas darah di-buat menggunakan pewarnaan Giemsa, kemudian diperiksa
menggunakan mi-kroskop dengan pembesaran 1000 kali untuk menghitung persentase jenis
leu-kosit. Hasil penelitian ini menunjukan pada hari ke 4 dan ke 5 setelah infeksi, perlakuan P50
dan P100 terjadi penurunan persentase neutrophil karena fraksi cengkeh mengandung
karyofilen yang dapat menghambat pertumbuhan Plas-modium. Persentase limfosit meningkat
pada perlakuan P50 dan P100 karena fraksi cengkeh ini mengandung flavonoid yang dapat
meningkatkan proliferasi limfosit. Pemberian fraksi etil asetat cengkeh varietas afo
mempengaruhi nilai persentase neutrophil, limfosit dan monosit pada mencit yang diinfeksi
P.ber-ghei.

Kata Kunci :Leukosit, fraksi cengkeh afo , P.berghei
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Persentase Jenis Leukosit Pada Mencit Setelah Diinfeksi

PENDAHULUAN

Leukosit merupakan salah satu dari sis-
tem pertahanan tubuh terhadap serangan agen
penyakit melalui fagositosis dan menghasilkan
antibodi (Purnomo et al. 2015). Leukosit dibagi
menjadi dua golongan yaitu agranular (limfosit
dan monosit) dan granular (neutrofil, basofil, dan
eosinophil). Limfosit merupakan unsur penting
dalam sistem kekebalan (Yalcinkaya et al. 2008).
Monosit bersama dengan sel neutrofil dan
berperan sebagai pertahanan kedua ketika
adanya peradangan (Lokapirnasari dan Yulianto
2014). Eosinofil berperan terhadap alergi dan
perbarahan (Purnomo et al. 2015). Peranan ba-
sofil dalam respon kekebalan tubuh diawali sejak
kontak dengan substansi penyebab alergi dan
menghasilkan bahan mediator kimiawi yang
selanjutnya menarik sel-sel imun lainnya (Mo-
reira2013).

Plasmodium berghei merupakan spesies
dari genus Plasmodium yang menginfeksi sel
darah mencit dan dapat digunakan sebagai mo-
del untuk penelitian malaria.(Basir et al, 2012).
Plasmodium berghei yang menginfeksi mencit
memiliki kemiripan dengan P. falciparum secara
morfologi, siklus hidup, dan genetika, sehingga
sering dijadikan model penelitian obat antima-
laria (Karolina 2015).

Saat ini Plasmodium sudah mulai resistan
terhadap obat anti malaria klorokuin dan artemi-
sinin (Noedl 2009, Raini 2011). Oleh karena itu
perlu mencari tanaman sebagai obat anti mala-ria
yaitu cengkeh. Cengkeh varietas afo meru-pakan
jenis cengkeh tertua di dunia dan terma-suk salah
satu varietas unggul. Fraksinasi yang dilakukan
terhadap ekstrak methanol cengkeh
menunjukkan efek yang baik sebagai antimala-
ria (Taher2019).

METODE PENELITIAN
Persetujuan Penelitian Dari Komisi Etik
Hewan

Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi
Etik Hewan Fakultas Kedokteran Hewan IPB
(SKEH) nomor: 060/KEH/SKE/V/2017 tanggal 3
Mei2017.
Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah microtube, gelas ukur, mortar, sonde lam-
bung, glove, masker, mikrohematokrit tabung ka-
piler), mikroskop, mortar, tissue, syringe 1 ml,
kertas saring, gelas objek, kandang mencit, tem-
pat minum, sekam padi, timbangan digital, dan
lemari pendingin.
Bahan

Tanaman yang digunakan sebagai bahan
penelitian adalah cengkeh varietas afo, dari Ko-ta
Ternate Provinsi Maluku Utara.Tangkai bu-nga
cengkeh dipilih kemudian dihaluskan sam-pai
berukuran kurang lebih 60 mesh. Ekstraksi
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sampel cengkeh dilakukan dengan teknik mase-
rasi (merendam) dengan pelarut metanol 70%.
Fraksinasi dilakukan dengan teknik kromatografi
cair vakum (KCV). Etil asetat 70% digunakan
sebagai eluen (pelarut). Fraksi etil asetat ceng-
keh varietas afo dicampurkan dengan larutan
Carboxy methyl cellulose natrium (CMC Na) se-
banyak 0.2 mL.

Hewan coba yang digunakan adalah men-
cit jantan dari galur Deustch Democratic Yo-
kohama (DDY) berumur 2 bulan dengan berat
badan antara 20 — 30 gram, yang diperoleh dari
Laboratorium Non Ruminansia dan Satwa Hara-
pan, Fakultas Peternakan IPB.

Metode
1. Perlakuan hewan untuk uji in vivo
Penelitian ini menggunakan 25 ekor men-
cit. Mencit diaklimatisasi terlebih dahulu selama 9
hari, diberi obat cacing, antibiotik, dan anti-
protozoal sebelum diinfeksi. Mencit dibagi men-
jadi 5 kelompok, masing-masing terdiri dari 5 ekor
mencit. Pembagian kelompok perlakuan yaitu
kontrol negatif (KN) yang diinfeksi P. ber-ghei,
kontrol positif (KP) yang diinfeksi P. ber-ghei dan
diberi obat antimalaria Piperaquine, ke-lompok
perlakuan P25, mencit diberi fraksi etil asetat
cengkeh varietas afo dosis 25 mg/kg bo-bot
badan (BB), kelompok perlakuan P50, men-cit
diberi fraksi etil asetat cengkeh varietas afo dosis
50 mg/kg BB, kelompok perlakuan P100, mencit
diberi fraksi etil asetat cengkeh varietas afo dosis
100 mg/kg BB. P.berghei yang diin-feksikan pada
mencit dengan dosis 1x10°P. berghei setiap ekor
mencit. Pemberian fraksi cengkeh secara oral
satu kali sehari, dimulai 24 jam setelah mencit
diinfeksi P.berghei dan dibe-rikan selama empat
hari berturut-turut.
2. Pembuatan Preparat Ulas Darah
Pembuatan ulas darah diambil melalui ve-
na coccigea pada bagian ujung ekor mencit, di-
lakukan ulas darah setiap hari. Preparat ulas da-
rah dibuat dengan cara satu tetes darah dite-
teskan keatas objek gelas, kemudian diulas de-
ngan gelas objek lain membentuk sudut 45°.
Preparat difiksasi dengan methanol selama tiga
sampai lima menit dan dikeringkan, lalu di-warnai
dengan Giemsa 10% selama 30 menit. Preparat
ulas darah kemudian dibilas dengan air mengalir
kemudian dibiarkan hingga kering.
3. Perhitungan Diferensial Leukosit
Perhitungan diferensial leukosit dilakukan
dibawah mikroskop dengan pembesaran 1000x.
Pengamatan dibawah mikroskop ditambahkan
minyak emersi untuk memperjelas pengamatan.
Setiap 100 leukosit yang ditemukan dihitung dan
dikelompokkan kedalam masing-masing jenis
leukosit, yaitu neutrofil, eosinofil, basofil, limfosit,
dan monosit. Nilai relatif setiap jenis leukosit di-
nyatakan dalam satuan persen. Nilai relatif di-
peroleh dengan menggunakan rumus (Svobo-
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dova dan Vykusova 1991), yaitu:

> Jenis leukosit

Nilairelatif = x 100%

100

Analisis Data

Data rata-rata persentase diferensial leu-
kosit diolah dengan uji Analysis of Varian (ANO-
VA). Perbedaan masing-masing kelompok per-
lakuan di uji dengan Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada taraf 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Neutrofil

Persentase neutrophil pada perlakuan P25
dan P50 pada hari ke-1 sampai ke-3 sete-lah
infeksi dan diberi fraksi etil asetat cengkeh
varietas afo lebih rendah dibandingkan dengan
perlakuan P100 (Gambar 1). Pada hari ke 7, per-
lakuan P25 menunjukan persentase neutrofil
yang paling rendah. Rendahnya persentase
neutrophil berhubungan dengan kejadian para-
sitemia. Neutrofil akan melakukan fagositosis
terhadap benda asing (parasit), selain itu neu-
trofil juga menghasilkan enzim lisozim untuk
menghancurkan parasit (Tizard 2013).

Persentase neutrofil P50 dan P100 hari ke-
4 sampai ke-5 lebih rendah dibandingkan de-
ngan hari ke-1. Persentase neutrofil P100 hari ke-
4 sampai ke-7 lebih rendah dibandingkan de-
ngan hari ke-1. Penurunan persentase neutro-
phil berhubungan dengan parasitemia. Kejadian
tersebut diduga karena fungsi neutrofil yang
hanya berperan sebagai bentuk pertahanan awal
untuk memfagosit benda asing (parasit),
kemudian mengalami auto lisis setelah proses
fagositosis selesai (Chuang et al. 2007; Intanet al.
2016).

Persentase parasitemia pada mencit yang
diberi fraksi etil asetat cengkeh varietas afo lebih
rendah dibandingkan dengan kontrol ne-gatif, hal
ini disebabkan fraksi etil asetat ceng-keh varietas
afo memiliki kandungan karyofilen (Taher
2019).Karyofilen merupakan senyawa yang

\‘-—"‘_—'ﬁ.
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mampu menghambat perkembangan P.berghei
(Sibiya et al.2016). Karyofolen di duga mampu
menghambat perkembangan parasite-mia pada
fase ekstra eritrositik pada sel hati (Taher 2019).
Eosinofil
Eosinofil merupakan bentuk pertahanan

terhadap infeksi parasite seperti cacing dan
protozoa tertentu (/sospora belli, Dientamoeba
fragilis, dan Sarcocystis sp.) (Mehta dan Hoff-
brand 2006; Kovalszki dan Weller 2016). Nilai
persentase eosinophil semua perlakuan berada
pada taraf normal. Taraf normal eosinophil yaitu
0-4% (Malole dan Pramono1989). Persentase
eosinofil yang berada pada taraf normal menun-
jukan infeksi P.berghei dan pemberian fraksi etil
asetat cengkeh varietas afo tidak memengarubhi
eosinofil.
Basofil

Hasil pengamatan ulas darah yang dila-
kukan pada mencit setelah diinfeksi P. berghei
dan diberi fraksi etil asetat cengkeh varietas afo
tidak ditemukan adanya basofil. Hasil tersebut
membuat persentase basofil pada P25, P50, dan
P100 tidak berbeda nyata dengan KN dan KP
(p=0.05). Menurut Colville dan Bassert (2002),
basophil sulit ditemukan dalam darah pada
keadaan normal. Basofil merupakan sel leukosit
yang akan berperan aktif dalam reaksi
hipersensitivitas dan alergi (Sokol et al. 2009).
Basofil akan merangsang reaksi hipersensitivi-
tas dengan membebaskan histamin dan hepa-
rin. (Soma etal. 2013).
Limfosit

Persentase limfosit pada perlakuan P25
dan P50 pada hari ke-1 sampai ke-3 setelah in-
feksi dan diberi fraksi etil asetat cengkeh va-rietas
afo lebih tinggi dibandingakan dengan per
lakuan P100 (Gambar 2).Persentase limfosit P50
dan P100 hari ke-3 sampai ke-7 lebih tinggi
dibandingkan dengan hari ke-1. Persentase lim-
fosit pada perlakuan P50 dan P100 mengalami
peningkatan, hal itu dipengaruhi oleh pembe-rian
fraksi etil asetat cengkeh varietas afo. Menurut
Taher (2019), fraksi etil asetat cengkeh varietas
afo mengandung flavonoid. Kandungan flavonoid
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Gambar 1. Grafik rata-rata persentase neutrofil P25, P50, P100, KN, dan KP
Gambar 2. Grafik rata-rata persentase limfosit P25, P50, P100, KN, dan KP
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Gambar 3. Grafik rata-rata persentase
Monosit P25, P50, P100, KN,
dan KP

dapat meningkatkan proliferasi limfosit (Nugroho
2012), sehingga pembentukan limfosit
lebihbaik.Flavonoid juga dapat berperan dalam
meningkatkan aktivitas interleukin-2 (IL-2) (Parli-
naningrum 2014) sehingga dapat merangsang
sel T sitotoksik untuk menghancurkan benda
asing (parasit).

Monosit

Pada hari ke-1 menunjukan persentase
monosit pada perlakuan P25, P50 dan P100 lebih
ren-dah dibandingkan dengan KP. Persentase
mo-nosit P50 hari ke-7 lebih tinggi dibandingkan
dengan hari lainnya. Persentase P25, P50, dan
P100 pada hari ke-1, ke-2, ke-4 sampai ke-7 lebih
rendah dibandingkan dengan KN. Persen-tase
monosit perlakuan P50 mengalami pening-katan
pada akhir pengamatan. Menurut Themlet al.
(2004), monosit merupakan bentuk pertahan-an
kedua dari sel leukosit setelah neutrophil
terhadap serangan parasit. Peningkatan persen-
tase monosit dapat dipicu oleh senyawa fla-
vonoid yang terkandung dalam fraksi etil asetat
cengkeh varietas afo. Menurut Fatimatuzzahroh
et al. (2015), flavonoid dapat meningkatkan re-
aksi inang dalam mengaktivasi pembentukan
monosit. Nilai persentase monosit pada perla-
kuan KN melebihi taraf normal pada hari ke-5
sampaike-7.

Nilai persentase monosit hormal berada
pada rentang 0-3.5% (Malole dan Pra-mono
1989). Nilai persentase monosit yang melebihi
taraf normal pada KN disebabkan ting-ginya nilai
persentase parasitemia dalam darah (Taher
2019). Nilai persentase parasitemia pada mencit
yang diberi fraksi etil asetat cengkeh va-rietas afo
lebih rendah dibandingkan dengan KN (Taher et
al. 2019), sehingga nilai persentase monositnya
lebih rendah.

KESIMPULAN

Pemberian fraksi etil asetat cengkeh
varie-tas afo memengaruhi persentase
neutrophil, lim-fosit dan monosit pada mencit
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yang diinfeksi P.berghei tetapi tidak
mempengaruhi persenta-se basofil dan eosinofil.
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