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ABSTRACT

This study aims to determine the effect of hepatitis B vaccine of spleen weight and white
pulp diameter in rat (Rattus norvegicus). This study used 20 male wistar rats aged 8 weeks with an
average weight of 200-250 grams, which was divided into four groups. Control group (P0) was
given PBS solution, treatment group 1 (P1) was given type 1 hepatitis B vaccine, treatment group
2 was given type 2 hepatitis B vaccine, and treatment group 3 (P3) was given type 3 hepatitis B
vaccine. Dose administered 0.4 ml and given repeatedly at days 0,30, and 60. Animals model to
euthanize on day 75 for sampling. The spleen organ is weighed after the necropsing process and
then the spleen is stored for the preparation of histopathologic with HE staining (Hematoxylin
Eosin). The data obtained are weight data of spleen organ and spleen white pulp diameter. The
results showed the highest weight of spleen organ 0.92 gram in group PO and the largest white
pulp diameter 34,34 pm in group P1. The results of data analyzed using one-way ANOVA
(Analysis of Variance) and continued with Duncan alpha test. One Way Anova and Duncan alpha
test showed that there were non significantly different between groups (p>0.05). The conclusion is
we know that hepatitis B vaccine type 1,2, and 3 can’t give the effect for spleen weight and white
pulp diameter in rat (Rattus norvegicus).
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PENDAHULUAN digolongkan ke dalam kelompok daerah
endemisitas sedang sampai tinggi, dan
termasuk negara yang sangat dihimbau
oleh WHO untuk segera melaksanakan
usaha pencegahan terhadap hepatitis B
(Soejoenoes, 2001). Vaksinasi
merupakan salah satu cara untuk
mencegah terjadinya hepatitis B.

Vaksin hepatitis B yang digunakan
saat ini berasal dari antigen permukaan
virus hepatitis B yang diinaktifkan
(HBsAg), dibuat dengan teknik
rekombinan DNA  vyaitu dengan
menginsersi gen S virus hepatitis B
(Hidayat, 2008). Ilmu pengetahuan dan
teknologi yang semakin berkembang

Hepatitis adalah kondisi inflamasi
pada organ hati yang banyak
disebabkan oleh infeksi virus. Virus
hepatitis B merupakan salah satu virus
yang dapat menyebabkan terjadinya
hepatitis (WHO, 2002). Diperkirakan
sekitar dua milyar penduduk dunia
pernah terinfeksi virus hepatitis B, dan
360 juta orang sebagai pengidap (carrier)
HBsAg dan 220 juta (78%) diantaranya
terdapat di Asia. Lima ratus ribu hingga
750 ribu orang diduga meninggal
karena sirosis atau berkembang menjadi
kanker hati (Rosalina, 2012). Indonesia
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membawa imunisasi menjadi program
penyelenggaraan  pelayanan  yang
bermutu dan efisien, upaya ini
didukung dengan penemuan vaksin
baru (Hadianti dkk., 2015).
Pengembangan obat baru harus diikuti
dengan uji keamanan, salah satunya uji
toksisitas (BPOM, 2014). Uji toksisitas
merupakan suatu uji untuk mendeteksi
tingkat ketoksikan suatu zat atau bahan
yang akan digunakan sebagai obat
(Meles, 2010). Limpa merupakan organ
limfoid sekunder, tempat terjadinya sel
T dan sel B dapat mengenal secara
spesifik  antigen  non-self,  setelah
berdiferensisasi di dalam jaringan
limfoid primer (Baratawidjaja, 2006).
Secara makroskopis dapat terlihat
pembesaran organ-organ limfoid dan
terdapat  hubungan erat antara
perubahan ukuran limpa pada kasus
imunologik yang menyatakan bahwa
adanya pembesaran ukuran limpa
disebabkan oleh kerja limpa yang lebih
berat dalam memproduksi limfosit
(Djoko  dkk., 2000). Pengukuran
diameter pulpa putih merupakan
pengamatan secara kuantitatif yang
dapat digunakan untuk mengetahui
efek dari ketoksikan suatu bahan
diamati dari seberapa banyak jumlah sel
limfosit yang mati dan mengamati
tingkat proliferasi sel limfosit (Libriani,
2007; Miksusanti, 2010).

MATERI DAN METODE
Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan
dalam penelitian ini bersifat Spesific
Pathogenic Free (SPF) yaitu, tikus jantan
(Rattus norvegicus) sebanyak 20 ekor
dengan berat badan awal 200-250 gram
dan berumur 8 minggu. Hewan coba
dipelihara di dalam kandang individu
dengan kondisi yang sama, pakan dan
minum diberi secara ad libitum.
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Hewan coba dibagi menjadi empat
kelompok dengan metode Rancangan
Acak Lengkap (RAL). Kelompok kontrol
(PO) diberi larutan PBS, kelompok
perlakuan 1 (P1) DIBERI vaksin
hepatitis B tipe 1, kelompok perlakuan 2
(P2) diberi vaksin hepatitis B tipe 2,
kelompok perlakuan 3 (P3) diberi vaksin
hepatitis B tipe 3. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini berasal
dari perusahaan vaksin Indonesia.
Pemberian PBS dan vaksin dilakukan
pada hari ke 0,30 dan 60 dengan dosis
0,4ml secara intramuscular di empat
regio (Kedua kaki depan dan kaki kiri).
Pengambilan sample dilakukan pada
hari ke-75.

Diameter Pulpa Putih

Pengamatan histopatologi limpa
menggunakan mikroskop nikon E 100
dengan optilab viewer pada perbesaran
100x. Pengukuran diameter pulpa putih
menggunakan software image raster
yang telah terkalibrasi. Hasil yang
didapat berasal dari rata-rata diameter
pulpa putih pada lima lapangan
pandang.

Analisis Data

Data yang diperoleh untuk berat
organ dan diameter pulpa putih
dianalisis secara statistik dengan uji
ANOVA (analysis of wvariance) yang
dilanjutkan  dengan  uji = Duncan
menggunakan program SPSS 22 for
windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penimbangan berat limpa
dan pengukuran diameter pulpa putih
didapatkan rerata berat limpa dan
diameter pulpa putih pada empat
perlakuan di Tabel 1
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Tabel 1. Rerata Berat dan Diameter
Pulpa Putiith Limpa.

Perlakuan | Mean+SD | Mean £ SD
Berat (g) Diameter
(pm)
PO 0922+£0.14 |29.54a+7.46
P1 0.872+0.20 | 34.34a+3.52
P2 0.842+0.06 | 32.80a+4.72
P3 0.902+0.15 | 32.32a+5.38

Keterangan: Superskrip yang sama pada
tiap kelompok menunjukkan bahwa
perubahan  tersebut tidak  signifikan
(p>0.05).

Tabel 1 menunjukkan bahwa
pemberian vaksin hepatatitis B dengan
tipe yang berbeda tidak memberikan
perbedaan yang signifikan (p>0.05)
pada berat dan diameter pulpa putih
limpa tikus putih (Rattus norvegicus).

Limpa adalah salah satu organ
yang bertanggung jawab terhadap
pertahanan tubuh dan organ limfoid
terbesar yang menjadi pertahanan
pertama terhadap serangan benda asing
atau antigen yang masuk dalam aliran
darah (Owen et al. 2013).

Antigen non-self yang masuk ke
dalam tubuh akan dikenali secara
spesifik oleh sel B dan sel T
(Baratawidjaja, 2006). Presentasi
fragmen antigen non-self akan diikuti
oleh sekresi IL-2 dan IL-18 yang
kemudian menstimulasi sel T untuk
menghasilkan interferon-gamma (IFN-y)
sehingga dapat mengakibatkan
proliferasi dan diferensiasi sel B pada
germinal  center limpa. Terjadinya
proliferasi limfosit B akibat adanya
antigen dalam tubuh secara mikroskopis
akan meningkatkan diameter germinal
center (Campbell, 2004 dalam Winarni
2011). Germinal center merupakan daerah

yang banyak mengandung limfosit B
dan tempat proliferasi, seleksi dan
produksi antibodi. Selain itu juga
sebagai tempat pembentukan sel B
memori. Infeksi pada tubuh akan
merangsang sel-sel limfosit dalam organ
limfoid wuntuk membentuk antibodi
(Volk dan Wheeler, 1993).

Berat organ merupakan salah satu
parameter yang dapat digunakan dalam
uji toksisitas atau uji imunotoksisitas
(Kuper et al, 2000). Terjadinya
penurunan berat organ merupakan
salah satu gejala terjadinya toksisitas
pada suatu individu. Penurunan berat
organ limpa dapat menandakan
terjadinya penurunan seluler pada
jaringan yang mengalami kematian atau
kerusakan sel pada jaringan. Menurut
Kuper et al (2000) berat limpa pada tikus
umumnya berkisar 0.2% dari berat
badan. Berat organ limpa pada tikus
jantan normal yaitu 0.72 - 1.10 gram
(Piao., et al 2013).

Pemeriksaan terhadap berat organ
limpa dilanjutkan dengan pengamatan
pada  histopatologi limpa  untuk
mengetahui kerusakan sel di dalam
jaringan limpa. Perubahan histopatologi
yang mungkin dapat dilihat jika limpa
terpapar zat toksin adalah fibrosis,
pigmentasi makrofag, apoptosis sel dan
nekrosis (Elmore, 2006).

Limpa dapat mengalami atropi
jika terpapar senyawa berbahaya,
sehingga akan merusak sel di dalam
pulpa putih (Underwood, 1999). Jumlah
sel yang mati dan tingkat proliferasi sel
limfosit dapat diamati secara kuantitatif
dengan mengukur rataan diameter
pulpa putih untuk mengetahui efek
toksik dari suatu bahan (Libriani, 2007;
Miksusanti, 2010). Kerusakan sel di
dalam pulpa putih dapat menyebabkan
penyusutan ukuran diameter pulpa
putih. Pengukuran pada diameter pulpa
putih dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. gambaran mikroskopik limpa (pulpa putih) setelah pemberian vaksin
hepatitis b dosis booster pada tikus jantan pewarnaan HE perbesaran 100X. PO:
kontrol; P1: vaksin hepatitis b tipe 1; P2: vaksin hepatitis b tipe 2; P3: vaksin hepatitis

b tipe 3.

Pemberian vaksin hepatitis B tidak
memberikan perubahan yang signifikan
terhadap organ limpa baik secara
mikroskopis dan makroskopis. Hal ini
dapat disebabkan karena sistem imun
sangatlah dinamis (Kuper et al, 2000).
Pergerakan sel-sel pada limpa tidak
selalu tetap, melainkan dapat berubah
karena organ limpa tergabung dalam
sirkulasi pembuluh darah. Sel-sel darah
merah dan sel-sel darah putih secara
dinamis bergerak keluar dan masuk
melalui organ limpa, sehingga bentuk
pulpa putih dan pulpa merah dapat
berubah (Steiniger et al., 2005).

Pada tabel 1 menunjukkan bahwa
rerata berat organ limpa dengan
diameter berbanding terbalik.
Seharusnya peningkatan berat organ
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diikuti dengan peningkatan diameter
pulpa putih. Beberapa faktor yang
menyebabkan hasil berat organ limpa
berbanding terbalik dengan ukuran
diameter pulpa putih. Hal ini dapat
disebabkan kesalahan pengukur dalam
mengukur diameter pulpa putih. Selain
itu perubahan selularitas pada jaringan
histologi limpa tidak terlalu signifikan
sehingga tidak mempengaruhi berat
organ limpa.

KESIMPULAN

Pemberian vaksin hepatitis B tipe
1,2, dan 3 tidak berpengaruh terhadap
berat dan diameter pulpa putih limpa
tikus. Vaksin hepatitis B tidak bersifat
toksik pada organ limpa tikus putih
(Rattus norvegicus).
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