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Abstract

Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium spp. The cause of mortality in malaria is
the parasite’s resistance to malaria drugs and immune system problem. Interleukin-10 is an anti-
inflammatory cytokine during plasmodium infection. Bangle is a herbal remedy that contains high
amount of curcumin showing immunostimulant activity. The purpose of this study was fo
determine the difference of IL-10 level in Plasmodium berghei-infected Balb/C mice given with
methanolic fraction of bangle (Zingiber cassumunar Roxb.) as a complementary therapy. This
study was a true experimental with posttest control group design using 25 mice Balb/c which
divided into 5 groups (A, B, C, D and E). All groups except group A were infected with P. berghei.
After positively infected, group B was not treated, C was treated with artemisinin, group D was
given with artemisinin and methanolic fraction bangle 0,017 mg/gBW, group E was treated with
methanolic fraction bangle 0,017 mg/gBW. The result showed that group D had the highest-level
ot IL-10 among the treatment groups. The Post Hoc LSD test showed p value = 0,05. In
conclusion, there was no significant difference ol IL-10 serum level in P. berghei-infected Balb/C
mice given with methanolic fraction of bangle (Z. cassumunar Roxb.) as complementary therapy.
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Abstrak

Malaria adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh Plasmodium spp. Mortalitas akibat malaria
adalah hasil dari resistensi parasit terhadap Obat Anti Malaria (OAM) dan ketidakseimbangan
sistem imun. Interleukin-10 merupakan sitokin anti-inflamasi pada infeksi malaria. Bangle
merupakan obat herbal dengan kandungan curcumin tinggi dan mempunyai efek imunostimulan.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaan kadar IL-10 mencit Balb/C terinfeksi
Plasmodium berghei dengan pemberian fraksi metanol bangle (Zingiber cassumunar Roxb.)
sebagai terapi komplementer. Penelitian ini menggunakan true experimental dengan rancangan
posttest control group yang menggunakan subjek 25 ekor mencit Balb/c dibagi menjadi 5
kelompok (A, B, C, D dan E). Semua kelompok kecuali kelompok A diinfeksi P. berghei, setelah
positif terinfeksi, kelompok B tidak diberikan terapi, kelompok C diberikan terapi artemisinin,
kelompok D diberikan terapi artemisinin dan fraksi metanol bangle 0,017 mg/gBB/har, kelompok
E diberikan terapi fraksi metanol bangle 0,017 mg/gBB/hari. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kadar IL-10 serum kelompok D mempunyai nilai kadar IL-10 tertinggi diantara kelompok
perlakuan. Uji Post Hoc LSD menunjukkan nilai p = 0,05. Kesimpulannya, bahwa tidak
didapatkan perbedaan bermakna kadar IL-10 mencit Balb/C terinfeksi P. berghei dengan
pemberian fraksi metanol bangle (Z. cassumunar Roxb.) sebagai terapi komplementer.

Kata kunci: Interleukin-10, Plasmodium berghei, Bangle (Zingiber cassumunar Roxb.)
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Pendahuluan

Penyakit malaria sampai saat ini masih
menjadi masalah yang utama dalam skala
Internasional maupun Nasional. World malaria
report tahun 2015, kasus malaria di dunia
mencapai 214 juta dan diperkirakan 438 ribu
orang meninggal [1]. Pada tahun 2013 di
Indonesia, insiden malaria sebesar 1,9% [2].
Sedangkan di Kabupaten Jember ditemukan 46
kasus [3]. Penyebab mortalitas adalah akibat
malaria berat seperti malaria serebral, anemia
berat, dan gagal ginjal akut yang secara
patofisiologi merupakan akibat dari overproduksi
dari sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IFN-y,
IL-1 dan radikal bebas seperti ROI, ROS, dan
NO oleh sel-sel fagosit dan sel endotel yang
teraktivasi [4].

Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin anti-
inflamasi yang memainkan peran pusat dalam
membatasi respon imun inang terhadap
patogen, sehingga mencegah kerusakan host
dan mempertahankan homeostasis jaringan
normal [5,6]. Pada malaria, eritrosit yang
mengandung Plasmodium sp. akan dikenali
Antigen Presenting Cell (APC) kemudian
merangsang keluarnya Th1 (T helper-1) akan
menghasilkan sitokin pro-inflamatory vyaitu
interferon-gamma (IFN-y) dan necrosis factor-
alpha (TNF-a) sedangkan Th-2 akan
menghasilkan sitokin anti-inflamatory yaitu IL-10
dan IL-4 [7]. Keseimbangan antara sitokin yang
dikeluarkan oleh Th1 serta sitokin yang
dikeluarkan oleh Th2 dapat menentukan berat
ringannya malaria. Tingginya rasio karakteristik
TNF-a /IL-10 pada pasien malaria serebral
mencerminkan produksi IL-10 tidak cukup untuk
mencegah atau melawan penghambatan
eritropoesis dan peningkatan
erythrophagocytosis yang diinduksi oleh TNF-a
dan atau mengurangi rangsangan pro-
inflamatori [8]. Penelitian menunjukkan bahwa
IL-10 dapat menghambat produksi TNF-a, IL-1
dan IL-6 [9].

Meningkatnya resistensi obat anti malaria
dan gangguan keseimbangan sistem imun
sehingga pengobatan malaria memerlukan
terapi komplementer. Di Indonesia, pengobatan
malaria menggunakan Artemisinin-based
Combination Therapy (ACT) [10]. Kandungan
bioaktif beberapa tanaman telah terbukti
memiliki efek sebagai imunomodulator termasuk
sebagai imunostimulan, sehingga tanaman-
tanaman tersebut bisa dikembangkan sebagai
terapi komplementer pada malaria [11].

Bangle (Zingiber cassumunar Roxb.) merupakan
rempah-rempah d.ari famili yang sama dengan
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kunyit (Curcuma sp.) dan telah terbukti sebagai
imunomodulator. Penelitian sebelumnya
membuktikan bahwa senyawa yang terkandung
dalam bangle yaitu curcumin, alkaloid, flavonoid
dan phenilbutanoid. Curcumin telah terbukti
sebagai imunomodulator dapat meningkatkan
TLR2 sebagai reseptor produksi dari IL-10 pada
APC dan juga meningkatkan ekspresi CD36
pada monosit atau makrofag yang memediasi
terjadinya fagositosis secara non-opsonisasi
[12,13]. Telah dilakukan uji efektivitas tiga
macam fraksi bangle dengan tiga dosis,
menunjukan bahwa jenis dan dosis fraksi bangle
terbaik adalah fraksi metanol Bangle (Z
cassumunar Roxb.) dosis 0.017mg/gBB
mencit/hari [14].

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan frue
experimental design secara in vivo dengan
rancangan post test control group design yang
menggunakan binatang percobaan sebagai
subyek penelitian. Penelitian ini telah disetujui
oleh komisi etik dengan nomor surat nomor
970/H.25.1.11/KE/2016.

Rimpang bangle (Z. cassumunar Roxb.)
didapat dari Sentra Tanaman Obat Ponorogo, di
telah diidentifikasi di Herbarium Jemberiense,
Jurusan Biologi, MIPA Universitas Jember.
Pembuatan sediaan ekstrak rimpang Bangle
dilakukan dengan cara maserasi dengan pelarut
metanol 96%. Fraksinasi dilakukan dengan tiga
pelarut, yaitu n-heksana, diklorometana, dan
metanol yang berbeda tingkat kepolarannya di
dalam corong pisah sehingga didapatkan
senyawa polar murni yang terkandung Bangle.

Sejumlah 25 sampel mencit galur Balb/C,
umur 2-3 bulan, BB 20-30 gr dibagi dalam 5
(lima) kelompok vyaitu A, B, C, D dan E.
Kelompok D dan E mendapat imunostimulasi
fraksi metanol bangle selama 14 hari. Kemudian
semua kelompok mendapat infeksi P. berghei
sejumlah 2x ;47 kecuali kelompok A. Setelah

dilakukan hapusan darah untuk memastikan
mencit telah terinfeksi P. berghei maka dimulai
terapi pada kelompok perlakuan. Kelompok C
diterapi ACT 0,0182 mg/gBB, kelompok D
diterapi ACT 0,0182 mg/gBB dan fraksi metanol
bangle 0,017 mg/gBB, kelompok E diterapi ACT
0,0182 mg/gBB. Setelah terapi lengkap selama
3 hari, mencit di narkose kemudian diambil
darah intrakardial dan disentrifugasi. Kadar IL-
10 serum diukur menggunakan metode ELISA
dengan satuan pg/mL.
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Data hasil penelitian bersifat kuantitatif
dan disajikan dalam bentuk diagram kolom.
Tujuan analisis data adalah uji beda antar
kelompok. Analisis data menggunakan uji One
Way Annova dilanjutkan dengan Post Hoc LSD
Test dengan nilai signifikansi p<0,05. Software
yang digunakan dalam pengolahan data adalah
IBM SPSS versi 21.

Hasil Penelitian

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
rerata kadar IL-10 serum pada setiap kelompok
adalah A 18,798 + 1,60 pg/mL, B 148,798 +
119,34 pg/mL, C 84,028 + 30,77 pg/mL, D
104,428 + 5,96 pg/mL dan E 74,03 + 23,29
pg/mL. Hasil rerata menunjukkan bahwa ada
perbedaan kadar IL-10 serum mencit masing
masing kelompok perlakuan. Data dapat dilihat
pada Gambar 1.
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Gambar 1. Rerata kadar IL-10 serum dalam
satuan pg/mL.

Data yang diperoleh di analisis
menggunakan uji One Way Annova
menunjukkan ada perbedaan tiap kelompok. Uji
Post Hoc LSD menunjukkan kelompok A
signifikan dengan semua kelompok. Sedangkan
antar kelompok perlakuan tidak ada perbedaan
yang bermakna(p=0,05).

Pembahasan

Rerata kelompok A memiliki nilai yang
paling rendah daripada rerata semua kelompok
B, C, D, dan E yang merupakan kelompok
terinfeksi P. berghei. Hal ini membuktikan bahwa
infeksi malaria oleh P. berghei pada mencit
Balb/C mampu meningkatkan kadar IL-10
serum. Diketahui bahwa IL-10 merupakan
regulator penting pada infeksi malaria akut yang
berfungsi mengontrol imun respon pada model
eksperimental malaria maupun malaria pada
manusia [15]. Analisis data dengan uji Post Hoc
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menunjukkan bahwa kelompok A terdapat
perbedaan yang bermakna dengan semua
kelompok (p=0,000).

Rerata kelompok B memiliki nilai
tertinggi diantara rerata semua kelompok.
Eritrosit yang terinfeksi Plasmodium ditangkap
oleh antigen presenting cell (APC) dan dibawa
ke sitoplasma sel kemudian terbentuk fagosom
yang akan bersatu dengan lisosom menjadi
fagolisosom. Fagolisosom mengeluarkan
mediator yang akan mendegradasi antigen
Plasmodium menjadi peptida-peptida yang
akan berasosiasi dengan molekul MHC I
(major histocompatibility complex) dan di
presentasikan ke sel T CD, selanjutnya
menyebabkan aktivasi dan deferensiasi sel T
menjadi Th1 dan Th 2 [16,17]. T helper-1
menghasilkan sitokin pro-inflamasi seperti TNF-
a sedangkan Th2 yang menghasilkan sitokin
anti-inflamasi 1L-10 [4]. Pada inflamasi akut
malaria, produksi TNF-a oleh monosit/makrofag
akan berlebihan kemudian cepat merangsang
counter-regulatory produksi IL-10 yang tinggi [9].
Rendahnya rasio karakteristik IL-10/TNF-a
dapat menentukan derajat berat ringan malaria.
Rasio kurang dari 1 pada malaria berat
dianggap produksi IL-10 tidak cukup untuk
mencegah atau melawan penghambatan
eritropoesis dan peningkatan
erythrophagocytosis yang diinduksi oleh TNF-a
dan atau mengurangi rangsangan pro-
inflamatori [8]. Oleh karena itu dipastikan TNF-a
pada kelompok B juga tinggi, sehingga IL-10
juga diproduksi lebih banyak untuk menghambat
produksi TNF-a. Penelitian lain juga
menunjukkan bahwa IL-10 dapat menghambat
produksi TNF-a, IL-1B dan IL-6 [9]. Analisis data
dengan uji Post Hoc menunjukkan bahwa
kelompok B tidak terdapat perbedaan yang
bermakna dengan semua kelompok.

Rerata kadar IL-10 serum kelompok C
lebih tinggi daripada kelompok E. Telah
dibuktikan bahwa curcumin secara in vitro
mengurangi produksi proinflamatori TNF-a [12].
Menurut penelitian sebelumnya hambatan
produksi TNF-a oleh bangle (Z. cassumunar
Roxb.) lebih besar daripada hambatan oleh
artemisin [18]. Sehingga berdasar penelitian
tersebut kadar IL-10 serum pada kelompok C
lebih tinggi daripada kelompok E. Namun
secara statistik tidak bermakna.

Kelompok D memiliki rerata kadar IL-10
serum tertinggi dari kelompok perlakuan
kemudian kelompok C dan kelompok E. Hal ini
disebabkan imunomodulasi oleh curcumin pada
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fraksi metanol bangle (Z. cassumunar Roxb.)
meningkatkan jumLah TLR2 teraktivasi pada
APC, yang kemudian memulai jalur yang
memberi sinyal untuk mengaktifkan produksi
sitokin IL-10 (13,19). Curcumin juga dapat
mengatur pergeseran respon dari Th1 ke Th2
(20). Artemisinin yang diketahui merupakan
terapi lini pertama antimalaria yang
direkomendasikan WHO dapat meningkatkan
respon Th2 sehingga terjadi peningkatan
produksi serum IL-10 dan IL-4. Selain itu
artemisinin juga memiliki aktivitas anti-inflamasi,
menghambat makrofag dari melepaskan faktor
inflamasi TNF-alpha dan IL-6 [21,22]. Sehingga
didapatkan kombinasi artemisinin dan fraksi
metanol bangle (Z. cassumunar Roxb.) memiliki
rerata kadar serum IL-10 yang lebih tinggi
dibandingkan pemberian tunggal. Akibat
penekanan produksi TNF-a dan peningkatan
produksi IL-10 sehingga rasio IL-10/TNF-a yang
rendah yang merupakan patogenesis malaria
berat dapat dicegah.

Penelitian ini membuktikan bahwa
kombinasi artemisinin dan fraksi metanol bangle
(Z. cassumunar Roxb.) dapat meningkatkan IL-
10 tetapi hasil ini tidak memiliki perbedaan
statistik yang bermakna apabila dibandingkan
dengan pemberian artemisinin maupun fraksi
metanol bangle (Z. cassumunar Roxb.) secara
tunggal (p=0,237 dan p=0,121). Tidak adanya
perbedaan yang bermakna tersebut disebabkan
oleh beberapa penelitian menunjukkan [L-10
diekspresikan oleh banyak sel pada jalur
imunitas adaptif maupun bawaan [13]. Sehingga
peningkatan produksi IL-10 melalui jalur
peningkatan pengaktifan TLR2 saja oleh
curcumin tidak dapat meningkatkan kadar IL-10
serum secara bermakna.

Produksi IL-10 juga diperankan oleh
imunitas spesifik yaitu sel Treg (T Regulator)
yang merupakan salah satu kelas sel Th. Sel
Treg mengekspresikan dan melepas IL-10
sebagai petanda supresif yang akan menekan
fungsi APC dan aktivasi makrofag. Pengaktifan
imunitas spesifik berbeda setiap host, mulai dari
12 jam hingga 5 hari setelah terpapar antigen
[6]. Diduga perbedaan waktu tersebut
menyebabkan kadar IL-10 selama 3 hari post
infeksi tidak meningkatan secara bermakna.
Sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan waktu yang lebih dan mengurai interaksi
molekuler antara sel imun adaptif dan bawaan
pada pemberian fraksi metanol bangle (Z.
cassumunar Roxb.).

Fraksinasi menggunakan metanol pada
penelitian ini bertujuan untuk memurnikan
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senyawa polar pada rimpang bangle (Z
cassumunar Roxb.). Kandungan rimpang
bangle yang berperan sebagai imunomodulator
adalah curcumin yang merupakan senyawa
polar. Senyawa polar yang terdapat pada
rimpang bangle adalah beberapa derivat
phenilbutanoid, sabine, terpinen-4, dan
curcumin [23]. Ketidakmurnian fraksi metanol
bangle (Z. cassumunar Roxb.) menyebabkan
efek imunostimulan untuk meningkatkan kadar
IL-10 kurang bermakna. Sehingga perlu
dilakukan skrining fitokimia terlebih dahulu serta
isolasi senyawa aktif pada fraksi metanol bangle
(Z. cassumunar Roxb.) untuk mengetahui
secara rinci senyawa yang terkandung didalam
fraksi yang dapat digunakan dalam terapi
komplementer melalui peningkatan respon imun
terhadap malaria.

Simpulan dan Saran

Tidak didapatkan perbedaan bermakna
kadar IL-10 mencit Balb/C terinfeksi P. berghei
dengan pemberian fraksi metanol bangle (Z
cassumunar Roxb.) sebagai terapi
komplementer.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mengetahui kadar sitokin yang lain baik
pro-inflamatori maupun anti-inflamatori dan
mengurai interaksi molekuler saling
mempengaruhi antara sitokin dan sel imunitas
spesifik pada pemberian fraksi metanol metanol
bangle (Z. cassumunar Roxb.) sebagai terapi
komplementer bersama ACT.
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