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ABSTRACT

Malaria is a health problem for the world's population in tropical and subtropical regions. Malaria infection is
caused by the protozoa Plasmodium spp. This study aims to determine the effectiveness of Azadirachta indica leaf
extract on interleukin-10 levels in Swiss mice inoculated with Plasmodium berghei ANKA (PbA). This study used
a post-test only design with control group which used 24 Swiss mice weighing 30-35 grams as subjects and divided
into 4 groups (K, T1, T2, T3); all groups were inoculated with PbA. Group T1 (inoculated with PbA and treated
with Azadirachta indica at a dose of 0.25 mg/gBW), Group T2 (inoculated with PbA and treated with Azadirachta
indica at a dose of 0.5 mg/grBW), Group T3 (inoculated with PbA and treated with Azadirachta indica with a
dose of 1 mg/gBB). Data analysis used Anova + posthoc test. The results showed that there were differences in
IL-10 levels, both in the control group and in the treatment group after being given treatment with a p value
<0.05. A greater increase in IL-10 levels occurred in the T3 group (mean +158.6 pg/ml) compared to the K group
(mean +73.4 pg/ml), the T1 group (mean +143.2 pg/ml), and the T2 group (mean +136.7 pg/ml).
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ABSTRAK

Malaria merupakan salah satu masalah kesehatan bagi penduduk dunia yang berada di kawasan tropis maupun
subtropis. Infeksi malaria disebabkan oleh protozoa Plasmodium spp. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efektivitas ekstrak daun Azadirachta indica terhadap kadar interleukin-10 pada mencit Swiss yang diinokulasi
Plasmodium berghei ANKA (PbA). Penelitian ini menggunakan rancangan post-test only with control group yang
menggunakan subjek mencit Swiss dengan berat 30-35 gram sebanyak 24 ekor dan dibagi menjadi 4 kelompok
(K, T1, T2, T3); semua kelompok diinokulasi PbA. Kelompok T1 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica
dengan dosis 0,25 mg/gBB), Kelompok T2 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica dengan dosis 0,5
mg/grBB), Kelompok T3 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica dengan dosis 1 mg/gBB). Analisis data
menggunakan uji Anova + posthoc. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada perbedaan kadar IL-10, baik pada
kelompok kontrol maupun pada kelompok perlakuan setelah diberikan treatment dengan nilai p <0,05.
Peningkatan kadar IL-10 yang lebih besar terjadi pada kelompok T3 (rerata +158,6 pg/ml) dibandingkan
kelompok K (rerata +73,4 pg/ml), kelompok T1 (rerata +143,2 pg/ml), dan kelompok T2 (rerata +136,7 pg/ml).
Kata kunci: ekstrak Azadirachta indica; interleukin-10; Plasmodium berghei ANKA

PENDAHULUAN

Plasmodium Sp, merupakan kelompok protozoa yang menyebabkan penyakit menular malaria. Penyakit
ini ditularkan melalui salifa dari gigitan nyamuk anopheles betina. ) Pada laporan secara global pada world
malaria report 2019 menyatakan bahwa terdapat sekitar 228 juta kasus malaria dengan jumlah kematian sebanyak
405.000 yang disebabkan oleh malaria. PrevalenS| kasus pada tahun 2018 yaitu sebanyak 93% di Afrika, 2,1% di
Mediterania dan 3,4% di Asia Tenggara. @ Sedangkan di Indonesia, terdapat sekitar 33% yang tergolong endemic
rendah (172 kota/kabupaten) 7% yang tergolong endemic sedang (37 kota/kabupaten) dan 8% endemic tinggi
(247 kota/ kabupaten) yang terdapat di daerah Papua Barat, Papua dan NTT. ¢

Selama infeksi malaria, eritrosit yang terinfeksi dan mengandung sklzont matur akan mengalami lisis dan
mengeluarkan ribuan merozoit, hemozoin, serta GPI (Glycosylphospatidylinositol). GPl merupakan senyawa
toksin yang dihasilkan oleh merozoit dan berperan sebagai Phatogen Associated Molecular Pattern (PAMP).
Interaksi antara GPI dengan TLR (Toll like Receptor) mengaktifkan sel T-Helper (Th) yang memicu sekresi dari
TNF-a. Sel Th-2 juga akan teraktivasi sehlngga mensekresi Interleukin-10 (IL-10) untuk mengimbangi produksi
TNF-o untuk melawan infeksi malaria. ® Sitokin yang disekresi oleh sel Th-1 akan menanggulangi terjadinya
infeksi malaria dengan cara mempengaruhi fungsi fagositosis dari makrofag. sebaliknya sitokin yang diproduksi
oleh TNF-a akan mengaktifkan fun%si fogitosis dari makrofag dalam memberantas eritrosit yang terinfeksi serta
parasite 7%/ang rusak didalam darah. ® Produksi sitokin pro-inflamasi (TNF-a) oleh sel Th-1 akan dihambat oleh
IL-10. ¢V Produksi TNF-o yang optimal akan memicu pemberantasan parasite sehingga tingkat parasitemia
menurun. Sedangkan produksi TNF-a yang berlebihan akan berisiko memicu terjadinya komplikasi malaria
serebral, dan tingginya produksi IL-10 juga akan memberikan perlindungan akibat kadar TNF-o yang berlebih.
®9) Keselmbangan antara sitokin Th-2 (IL-10) dan sitokin Th-1 (TNF-a), memiliki peran yang sangat penting
dalam proses keparahan infeksi malaria. Sitokin tipe 1 (TNF-a) memiliki peran yang penting dalam mengontrol
diawal terjadinya infeksi, namun juga perlu adanya keseimbangan renpons dari sitokin tipe 2 (IL-10). Sitokin IL-
10 akan menekan produksi dari TNF-o, juga berfungsi dalam mengurangi presentasi antigen serta menetralkan
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patologi dari makrofag. ©Y Upaya untuk memberantas malaria telah ban%/ak dilakukan namun prevalensinya
masih tinggi karena resitensi plasmodium terhadap obat yang sudah ada. ¢?1%

Obat anti malaria merupakan salah satu kunci dalam pemberantasan dan pengendalian malaria. 4 Terapi
kombinasi artemisinin (artemisinin combination therapy-ACT) telah direkomendasikan oleh WHO dan telah
dilaksanakan sejak tahun 2004 untuk pengobatan utama pada malaria. Saat ini obat antimalarial telah mengalami
resistensi, kecuali artemisinin. Jika resistensi juga terjadi pada artemisinin, maka pengobatan terhadap malaria
tidak akan bisa terselesaikan. Penelitian yang menggunakan kombinasi artemisinin dengan tanaman ekstrak yang
mengandung senyawa Flavonoid memberikan hasil yang lebih efektif dalam mengobati dan menurunkan jumlah
parasitemia. Hal ini membuktikan tanaman ekstrak yang mengandung Flovanoid dapat dijadikan sebagai obat
pendamping utama dalam pengobatan malaria. > Penelitian ini bermaksud menganalisis kadar 1L-10 pada mencit
Swiss yang diinokulasi plasmodium berghei ANKA yang diberi perlakuan Ekstrak Daun Azadirachta indica

METODE

Jenis studi laboratorium experimental pada penelitian ini menggunakan desain true experimental desaign
in vivo, dengan rancangan post-test onlu control group desaign. Percobaan dilakukan pada mencit strain swiss
dengan berat 30-35 gram sebanyak 24 ekor. Penentuan sampel pada penelitian ini telah sesuai dengan standar
WHO (Word Healts Organization) yaitu berdasarkan uji coba research guidelines for evaluating the savety and
efficaty of herbal medicine dengan menggunakan 5 (lima) ekor mencit strain Swiss pada setiap kelompok.
Sebelum diberlakukan treatment pada semua kelompok diinokulasi denganplasmodium berghei ANKA
(2x107PbA). Mencit strain Swiss yang digunakan dalam penelitian ini berumur 8 minggu.

Dalam penelitian ini digolongkan menjadi 4 (empat) kelompok yaitu (K), kelompok kontrol negatif adalah
mencit yang diinokulasi PbAtanpa pemberian ekstrak Azadirachta indica. (T1), mencit yang diinokulasi PbA
dengan pemberian ekstrak Azadirachta indica dengan dosis 0,25 mg/grBB. (T2), kelompok mencit yang
diinokulasi PbA dengan pemberian ekstrak Azadirachta indica dengan dosis 0,5 mg/grBB. (T3), Kelompok
mencit yang diinokulasi PbA dengan pemberian ekstrak Azadirachta indica dengan dosis 1 mg/grBB.

Pemeriksaan ekspresi sitokin I1L-10 limpa diukur dengan menggunakan metode Enzyme Linked Immuno
Assay (ELISA) dengan satuan pg/ml menggunakan (Mouse IL-10 Elisa Kit). Data hasil pemberian ekstrak
Azadirachta indica, kadar sitokin IL-10 dalam penelitian ini disajikan dalam bentuk mean + (standar deviasi)
dengan CI (convidence Interval) 95%. Jika hasil data bernilai atau berdistribusi norma maka dilanjutkan dengan
Uji bivariate menggunakan paired sampel T test sedangkan untuk melihat perbedaan kadar sitokin IL-10 pada
kelompok K (kontrol negatif), T1, T2, dan T3 setelah diberikan perlakuan. Selain itu, juga dilakukan Uji One Way
ANNOVA untuk melihat perbedaan sitokin IL-10 antar kelompok dan dilanjutkan analisis post hoc LCD.

HASIL

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh nilai rerata kadar IL-10 pada kelompok K (kontrol Negatif) yaitu +
73,4 pg/ml. setelah diberikan Ekstrak Daun Azadirachta indica dosis 0,25 mg/grBB nilai rerata kadar 1L-10
meningkat menjadi +143,2 pg/ml dengan p=0,0006. Kelompok T2 memiliki nilai rerata +136,7 pg/ml lebih tinggi
dibanding kelompok K dengan p=0,0000. Sedangkan pada kelompok T3 memiliki rerata 158,6 pg/ml juga
mengalami peningkatan dibanding kelompok K dengan p=0,002. Jadi antara kelompok T1, T2 dan T3
dibandingkan dengan kelompok K memiliki hasil pengukuran kada IL-10 berbeda dengan p=0,002.

Tabel 1. Rerata perbedaan kadar IL-10 pada setiap kelompok

No Kelompok sampel Kadar 1L-10 (pg/ml) mean+SD Nilai p

1. Kelompok K (diinokulasi PbA tanpa terapi) 734+155 0,0222
Kelompok T1 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica *

2. dengan dosis 0,25 mg/grBB) 143,2+400 0,011®
Kelompok T2 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica %

3. dengan dosis 0,5 mg/grBB) 136,7+458 0,025
Kelompok T3 (diinokulasi PbA dan terapi Azadirachta indica *

4. dengan dosis 1 mg/grBB) 158,6 +30,0 0,006*

Nilai p 0,002°

*ANOVA; ®Repaited Anova; "One way Anova disajikan dalam bentuk rerata+SD

PEMBAHASAN

Rerata kadar IL-10 pada kelompok T1, T2, dan T3 mengalami peningkatan dibandingkan dengan rerata
kelompok K, ini membuktikan bahwa infeksi malaria oleh plasmodium berghei ANKA pada mencit Swiss ternyata
mampu meningkatkan kadar IL-10 Limpa. IL-10 merupakan salah satu regulator penting pada infeksi malaria
akut atau malaria serebral yeng memiliki fungsi mengontrol respon imun pada model ekperimental malaria atau
malaria pada manusia. ® Analisis data dengan menggunakan uji Post Hoc menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna antara kelompok K dengan kelompok T1, T2, dan T3 (p=0,002). Eritrosit yang
terinfeksi dan mengandung skizont matur akan mengalami lisis dan mengeluarkan ribuan merozoit, hemozoin,
serta GPI (Glycosylphospatidylinositol). GPI merupakan senyawa toksin yang dihasilkan oleh merozoit dan
memiliki peran sebagai Phatogen Associated Molecular Pattern (PAMP). Interaksi antara GP1 dengan TLR (Toll
like Receptor) akan mengaktifkan sel T-Helper (Th) yang memicu peningkatan sekresi dari TNF-a. Sel Th-2 juga
akan teraktivasi sehingga mensekresi Interleukin-10 (1L-10) untuk mengimbangi produksi TNF- a untuk melawan
infeksi malaria. ® Sitokin yang disekresi oleh sel Th-1 akan menanggulangi terjadinya infeksi malaria dengan
cara mempengaruhi fungsi fagositosis dari makrofag. sebaliknya sitokin yang diproduksi oleh TNF-o akan
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mengaktifkan fungsi fogitosis dari makrofag dalam memberantas eritrosit yang terinfeksi serta parasite yang rusak
didalam darah. ® Produksi sitokin pro-inflamasi (TNF- a) oleh sel Th-1 akan dihambat oleh IL-10. 17

Produksi TNF-a yang optimal pada infeksi malaria akan memicu pemberantasan parasite sehingga tingkat
parasitemia menurun. Sedangkan produksi TNF- o yang berlebihan akan berisiko memicu terjadinya komplikasi
malaria serebral, dan tingginya produksi IL-10 juga akan memberikan perlindungan akibat kadar TNF-a yang
berlebih. G218 Keseimbangan antara sitokin Th-2 (IL-10) dan sitokin Th-1 (TNF-a)), memiliki peran yang sangat
penting dalam proses keparahan infeksi malaria. Sitokin tipe 1 (TNF-a) memiliki peran yang penting dalam
mengontrol diawal terjadinya infeksi, namun juga perlu adanya keseimbangan renpons dari sitokin tipe 2 (IL-10).
Sitokin IL-10 akan menekan produksi dari TNF-a, juga berfungsi dalam mengurangi presentasi antigen serta
menetralkan patologi dari makrofag. ©-1%

Pemberian terapi Azadirachta indica dapat meningkatkan produksi sitokin anti-inflamasi yitu IL-10,
sehingga menghambat keparahan dari malaria serebral. Berdasarkan uraian diatas peneliti berasumsi ekstrak daun
Azadirachta indicadapat dijadikan terapi komplementer atu terapi pendamping dalam pengobatan ataupun
penanganan malaria karena mampu meningkatkan kadar IL-10 yang berperan sebagi anti-inflamasi sehingga dapat
menekan reaksi inflamasi pada malaria serebral.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dan pembahasan maka dapat disimpulkan pemberian ekstrak daun mimba (Azadirachta
indica) dapat meningkatkan kadar sitokin IL-10 pada limpa mencit Swiss yang diinokulasi oleh Plasmodium
berghei ANKA. Peningkatan kadar IL-10 sangat terlihat pada semua kelompok perlakuan dibandingkan kelompok
kontrol. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kadar sitokin pro-inflamasi maupun anti-
inflamasi yang lain dan mengurai keterkaitan antara sitokin dan sel imunitas spesifik pada pemberian ekstrak daun
Azadirachta indica sebagai obat pendamping bersama ACT.
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