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Abstrak

Malaria merupakan salah satu masalah kesehatan yang terbesar di Indonesia sehingga perlu dikendalikan antara
lain dengan pemberian vaksin yang dapat dibuat dengan melemahkan mikroorganisme penyebab malaria dengan
iradiasi sinar gamma. Salah satu aspek penting dalam pembuatan vaksin adalah deteksi dan identifikasi parasit
dalam darah secara mikroskopis setelah pewarnaan Giemsa. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan
persentase optimal larutan Giemsa dengan hasil visualisasi terbaik dan kualitasnya setelah penyimpanan. Darah
terinfeksi Plasmodium berghei diiradiasi sinar gamma dosis 100-250 Gy dan kemudian disuntikkan secara
intraperitoneal pada mencit. Pada waktu-waktu tertentu pasca penyuntikan dibuat apusan darah tipis dari ekor
mencit pada preparat kaca, kemudian diwarnai dengan Giemsa pada berbagai konsentrasi (5; 7,5; 10; 12; 15 dan
20%) selama variasi waktu 10 dan 20 menit. Kualitas pewarnaan diperiksa kembali 1 bulan setelah disimpan
pada suhu ruang. Pengamatan apusan dilakukan dengan mikroskop cahaya pada pembesaran 1000x dan
intensitasnya ditentukan dengan menggunakan perangkat lunak pengolahan citra digital ImageJ 1.47. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi larutan Giemsa 7,5% merupakan konsentrasi optimal untuk
pewarnaan apusan dengan waktu pewarnaan 10 menit dan nilai intensitasnya paling tinggi dimana sebelum dan
sesudah penyimpanan 1 bulan masing-masing adalah 6,84 dan 5,83 candela.
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Abstract

Malaria is one of the biggest health problems in Indonesia so it needs to be controlled, among others, by
providing vaccines that can be made by weakening the microorganisms that cause malaria with gamma ray
irradiation. One important aspect of vaccine production is the detection and identification of parasites in the
blood microscopically after Giemsa staining. This study aims to determine the optimal percentage of Giemsa
solution with best visualization results and quality after storage. The infected blood of Plasmodium berghei is
irradiated by gamma rays at doses of 100-250 Gy and then was injected intraperitoneally into mice. At certain
times after the injection, a thin blood smear is made from the tail of the mice on a glass preparation, then stained
with Giemsa at various concentrations (5, 7.5, 10, 12, 15 and 20%) for 10 and 20 minute time variations. The
quality of the staining is checked again 1 month after being stored at room temperature. The smear observations
were performed with a light microscope at 1000x magnification and the intensity was determined using digital
ImageJ Image processing software 1.47. The results showed that the concentration of Giemsa 7.5% solution was
the optimal concentration for smear staining with 10 minute staining time and the highest intensity value before
and after 1 month storage were 6.84 and 5.83 candela, respectively.

Key words : malaria, vaccine, Plasmodium berghei, gamma irradiation, Giemsa staining
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Pendahuluan

Penyakit  malaria  menyebabkan
kematian 1-2 juta jiwa per tahun terutama
akibat infeksi P. falciparum yang banyak
terjadi di daerah tropis seperti Indonesia
dimana kasusnya hingga 60%.% Sejak
dimulai lebih dari 5 dasawarsa lalu, upaya
pengendalian malaria telah membuahkan
hasil. Keberhasilan tersebut ditandai
dengan terus menurunnya angka kejadian
malaria melalui berbagai usaha untuk
membantu  mengoptimalkan  strategi
intervensi malaria.* Menurut Laporan
Direktorat Jenderal Pencegahan dan
Pengendalian Penyakit (P2P) Kementerian
Kesehatan bahwa kejadian malaria terus
menurun dari waktu ke waktu, jika pada
tahun 2011 kejadian malaria (annual
parasite incidence, API) masih mencapai
1,75/1000 penduduk, angka ini menurun
menjadi 1,69.° Jumlah daerah yang telah
mencapai eliminasi malaria pun bertambah
dimana pada tahun 2016 tercatat sebanyak
247 kabupaten/kota.

Salah satu alternatif untuk
pengendalian malaria adalah pemberian
vaksin yang dapat dibuat dengan teknik
nuklir yakni iradiasi sinar gamma untuk
melemahkan plasmodium.®” Keunggulan
teknik ini adalah terjadinya peningkatan
respon imun dibandingkan dengan teknik
konvensional seperti pemanasan atau
kimia.8 Penyuntikan parasit malaria dalam
stadium darah yang dilemahkan dapat
menghambat perkembangan parasit dalam
eritrosit sehingga dapat menyebabkan
reduksi parsial parasitemia.2® Meskipun
jenis vaksin yang telah dikembangkan
selama ini telah berhasil memicu respon
imun humoral pada imunogen terkait
patogen, namun masih diperlukan upaya
atau strategi pembuatan vaksin yang lebih
efektif, cepat dan aman. lIradiasi telah
digunakan untuk mengembangkan
berbagai macam vaksin karena teknik ini
dapat menghilangkan kontaminan kimia
dan mampu menetrasi patogen untuk
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menghancurkan asam nukleat tanpa
merusak antigen permukaan patogen.”°

Penelitian berbagai aspek imunologis
malaria, termasuk  vaksin,  banyak
menggunakan P. berghei dan mencit
sebagai hospesnya. Dengan model ini ada
kemungkinan dilakukan manipulasi pada
hospes  sehingga  dapat  dipelajari
perubahan imunologis yang terjadi selama
infeksi malaria.®®

World Health Organization (WHO)
mengharuskan agar diagnosis malaria
ditegakkan sebaik-baiknya'!, salah satunya
dengan pewarnaan apusan darah yang
baik. Diagnosis infeksi malaria dilakukan
dengan mengamati parasit dalam sediaan
atau apusan darah di bawah mikroskop
setelah dipulas dengan Giemsa pada
konsentrasi tertentu untuk mendapatkan
warna yang optimal dan sesuai dengan
standar teknis sehingga dapat diketahui
jenis-jenis leukosit, parasit, trombosit dan
benda-benda lain yang terlihat. Prinsip dari
pewarnaan  Giemsa adalah  adanya
presipitasi hitam yang terbentuk dari
penambahan larutan metilen biru dan eosin
yang dilarutkan di dalam metanol.
Pewarnaan Giemsa adalah pulasan yang
terdiri dari eosin, metilin azur dan metilen
blue yang berguna untuk mewarnai sel
darah melalui fiksasi dengan metil
alkohol.*233  Untuk memperoleh hasil
pemeriksaan mikroskopis yang efektif
maka diperlukan penentuan konsentrasi
Giemsa yang optimal meskipun dengan
beberapa kekurangan, diantaranya
pengamatan mikroskopis yang masih
tergantung pada mata yang dapat memiliki
persepsi berbeda-beda.

Dengan Kketentuan di atas maka
diperlukan metode yang dapat digunakan
untuk mengetahui kualitas pewarnaan
Giemsa secara lebih baik dan sensitif,
salah satunya dengan cara melihat nilai
intensitas warna preparat kaca terpulas
larutan Giemsa dengan program komputer
perangkat lunak pengolahan citra digital
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imageJ 1.47. Jika nilai intensitas warna
Giemsa tinggi maka dikategorikan sebagai
warna larutan Giemsa yang optimal dan
sebaliknya jika nilai intensitas warna
rendah maka warna larutan Giemsa kurang
optimal. Program pengolahan citra digital
ini digunakan untuk memanipulasi dan
menganalisis  citra dengan  bantuan
komputer. Kemampuan sistem visual
manusia dicoba dan ditiru oleh komputer
yang mana komputer menerima masukan
berupa citra objek yang  akan
diidentifikasi, memproses citra, dan
memberikan luaran berupa deskripsi objek
di dalam citra.*4*®

Metode

Parasit yang digunakan adalah P.
berghei strain ANKA yang diperoleh dari
Lembaga Eijkman Jakarta. Hewan mencit
putih jantan (Swiss Webster) berumur 2-3
bulan dengan berat badan 25-30 gram
diperoleh dari Badan Litbang Kesehatan,
Kementerian Kesehatan, Salemba Jakarta.
Penelitian diawali dengan mengembang
biakkan P. berghei secara in vivo dalam
tubuh mencit. Dua hari kemudian dibuat
apusan darah tipis dari ujung ekor mencit.
Setelah  dibersihkan  dengan  kapas
beralkohol, ujung ekor mencit digunting
dengan gunting steril, kemudian ditekan
dari bagian pangkal sampai ujung hingga
diperoleh satu tetes darah lalu ditempelkan
pada bagian tengah slide/preparat kaca
untuk dibuat sediaan darah tipis. Setelah
apusan kering kemudian difiksasi dengan
methanol selama 3-5 detik. Kemudian
dilakukan pewarnan Giemsa (Sigma-
Aldrich, Germany) atau Azure eosin
methylene blue dengan konsentrasi (persen
volume) 3%, 5%, 7,5%, 8%, 10%, 12%,
15%, 20% selama 10 menit dan 20 menit.
Apusan darah yang diwarnai dan telah
kering kemudian  diamati  dengan
mikroskop cahaya pada perbesaran 1000x
untuk mengetahui kualitas pewarnaan
dengan diberi immersion oil.® Setelah itu
intensitas pewarnaan ditentukan dengan
program komputer pengolah Citra Digital

Image 1.47 dengan mengikuti prosedur
standard, kemudian diuji analisis statistik
dengan Anova dan t-Test.

Untuk pengembangan vaksin malaria
iradiasi, darah mencit yang terinfeksi
parasit diiradiasi sinar gamma dengan
variasi dosis 100, 150, 200 dan 250 Gy
(laju dosis 350 Gy/jam) pada Fasilitas
IRPASENA Pusat Aplikasi Isotop dan
Radiasi (PAIR) BATAN Pasar Jum’at.
Darah yang telah diiradiasi kemudian
disuntikkan pada mencit secara
intraperitnoneal. Untuk  mengetahui
efektivitas iradiasi maka diambil darah
mencit dari ekor, dibuat apusan, diwarnai
dan diamati di bawah mikroskop seperti
prosedur di atas. Jumlah parasit pada
apusan darah tipis dihitung. Selain itu juga
diuji Kkualitas pewarnaan baik secara
mikroskopis ~ maupun  menggunakan
program komputer setelah disimpan 1
bulan pada suhu kamar.%®

Pengambilan citra digital dilakukan
dengan  mikroskop  cahaya  Nikon
BIOPHOT dilengkapi lensa objektif Nikon
Plan 20X DL dan kamera digital Single
Lens Reflect (DSLR) Nikon D5100.
Proses pengukuran intensitas cahaya
dilakukan dengan menggunakan perintah
Color Threshold terlebih dahulu. Metode
threshold yang digunakan adalah Otsu dan
RGB sebagai sistem warna. Perintah
Histogram kemudian digunakan dan nilai
intensitas warna dilakukan pada kanal
hijau.

Hasil

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
untuk pewarnaan pada konsentrasi 3%
selama minimal 10 menit warna sel darah
merah yang terinfeksi parasit tidak terlihat
jelas karena larutan Giemsa sangat sedikit
atau rendah dan terlalu bening. Demikian
halnya untuk pewarnaan selama 20 menit.
Untuk pewarnaan 5% baik pewarnaan
selama 10 maupun 20 menit warna sel
darah merah yang terinfeksi masih belum

79



terlihat  dengan  jelas  keberadaan
parasitnya. Pada pewarnaan 7,5% untuk
kedua waktu pewarnaan (10 dan 20 menit)
warna sel darah merah yang terinfeksi
terlihat jelas. Hasil pewarnaan Giemsa
tidak terlalu bening dan tidak terlalu gelap
sehingga parasit dan dapat diamati dengan
mudah/jelas. Untuk pewarnaan 8% warna
sel darah merah yang terinfeksi terlihat
agak gelap sehingga titik kromatin pada
parasit tidak terlihat dengan jelas, baik
untuk waktu 10 maupun 20 menit.
Sedangkan untuk pewarnaan 10% warna
sel darah merah yang terinfeksi terlihat
agak gelap sehingga parasit dapat teramati
dengan baik. Untuk pewarnaan 12% dan
15% warna sel darah merah yang
terinfeksi parasit masih gelap sehingga inti
kromatin tidak terlalu terlihat, baik untuk
waktu pewarnaan 10 menit maupun 20
menit. Untuk pewarnaan 20% warna sel
darah merah yang terinfeksi terlihat sangat

gelap karena larutan Giemsa yang terlalu
kental .1

Hasil pengamatan preparat pasca
pewarnaan dengan larutan  Giemsa
terhadap P. Dberghei setelah disimpan
selama satu bulan tidak berbeda dengan
sebelum penyimpanan. Sebelum
penyimpanan, konsentrasi 7,5%
merupakan persentase Giemsa Yyang
terbaik (optimal) untuk pengamatan parasit
dengan waktu pewarnaan 10 menit. Pada
Gambar 1 terlihat bahwa konsentrasi
Giemsa 7,5% merupakan konsentrasi yang
paling optimal dibandingkan dengan
konsentrasi lainnya  karena  pada
konsentrasi tersebut warna sel darah merah
yang terinfeksi terlihat jelas. Pewarna
Giemsa tidak terlalu bening dan tidak
terlalu gelap sehingga parasite dapat
teramati dengan jelas.

39 5%

7,5%

80
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10 %

12 %

15 %

Gambar 1.  Hasil pengamatan mikroskopis apusan pada berbagai konsentrasi Giemsa
(3; 5; 7,5; 8; 10; 12; 15 dan 20%) untuk pewarnaan 10 menit dan tidak

disimpan.

Hasil pengujian larutan Giemsa dengan
menggunakan perangkat lunak Citra
Digital Image 1.47 menunjukkan bahwa
nilai intensitas untuk konsentrasi 7,5%
dengan waktu pewarnaan 10 menit adalah
6,844. Nilai ini merupakan nilai yang
tertinggi  dibandingkan dengan nilai
intensitas untuk konsentrasi yang lain (3%,
5%, 8%, 10%, 12%, 15% dan 20%). Hal
ini menunjukkan bahwa konsentrasi 7,5%
merupakan  konsentrasi yang paling
optimal. Sedangkan nilai intensitas untuk
konsentrasi 7,5% dengan waktu pewarnaan
20 menit adalah 5,370 dimana nilai ini
paling tinggi dibandingkan dengan nilai
untuk konsentrasi 3%, 5%, 8%, 10%, 12%,
15% dan 20%. Nilai intensitas untuk
konsentrasi 7,5% dengan waktu pewarnaan
10 menit (6,844) lebih tinggi dibandingkan
nilai untuk waktu pewarnaan 20 menit

20 %

(5,370). Hal ini menunjukkan bahwa
konsentrasi 7,5 % dengan waktu
pewarnaan 10 menit lebih  baik
dibandingkan 20 menit.

Setelah preparat kaca disimpan selama
1 bulan, diketahui bahwa kualitas hasil
pewarnaannya sama dengan sebelum
disimpan. Pada konsentrasi larutan Giemsa
7,5% intensitas warnanya paling baik
karena memiliki nilai intensitas yang
tertinggi. Setelah disimpan selama 1 bulan
intensitas warna untuk konsentrasi 7,5 %
dengan waktu pewarnan 10 menit adalah
5,835. Nilai ini lebih tinggi dibandingkan
dengan pewarnaan selama 20 menit yaitu
5,454. Hal ini menunjukan bahwa pada
waktu 10 menit memiliki nilai intensitas
pewarnaan yang lebih baik daripada waktu
20 menit.® Hasilnya disajikan pada Tabel
1 dan 2.
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Tabel 1. Nilai intensitas untuk pewarnaan Giemsa terhadap apusan darah tipis P.

berghei sebelum penyimpanan.

Konsentrasi  Intensitas rata-rata untuk pewarnaan Giemsa pada apusan darah tipis
Giemsa (Candela)
Pewarnaan 10 menit Pewarnaan 20 menit
3% 4,141 4,337
5% 4,379 4,783
7,5% 6,844 5,370
8% 4,192 4,951
10% 4,726 4,822
12% 4,762 4,992
15% 4,989 5,106
20% 5,271 5,364

Tabel 2. Nilai intensitas untuk pewarnaan Giemsa terhadap apusan darah tipis P.
berghei setelah penyimpanan 1 bulan.

Konsentrasi Intensitas rata-rata untuk pewarnaan Giemsa terhadap P. berghei
Giemsa pada apusan darah tipis (Candela)
Pewarnaan 10 menit Pewarnaan 20 menit
3% 4,080 4,275
5% 4,317 4,430
7,5% 5,835 5,454
8% 4,136 4,500
10% 4,439 4,524
12% 4,615 4,846
15% 4,924 5,047
20% 5,079 5,303

Pemeriksaan apusan darah tipis secara
mikroskopis memiliki kekurangan antara
lain adalah kurang sensitif karena hanya
mengandalkan penglihatan kasat mata dan
pendapat atau opini di antara pengamat
juga dapat berbeda.!®!” Oleh karena itu
pada penelitian ini telah diuji kualitas
pewarnaan Giemsa menggunakan program
komputer Citra Digital Image 1.47.
Metode ini lebih sensitif untuk mengamati
kualitas apusan larutan Giemsa yakni nilai
intensitas pewarnaan. Jika nilai intensitas
warnanya tinggi maka dapat dinyatakan
bahwa kualitas pewarnaannya optimal.

Selain persentase larutan Giemsa dan
waktu pewarnaan, terdapat hal-hal lain
yang berpengaruh terhadap kualitas
pewarnaan sediaan antara lain kualitas
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kaca sediaan, ketebalan apusan darah,
kualitas larutan Giemsa dan proses
pewarnaan itu sendiri. Pewarnaan sediaan
dapat dilakukan setelah sediaan benar-
benar kering dan untuk sediaan darah tipis
harus difiksasi dengan metanol agar tidak
terhemolisa. Sedangkan untuk sediaan
darah tebal harus diwarnai atau dihemolisa
dengan aquades paling lambat satu malam.
Jika lebih dari sehari semalam maka
sediaan darah tebal sudah tidak bisa
terhemolisa lagi dimana warna eritrosit
yang berasal dari hemoglobin tidak dapat
dilepas. Hal ini akan menutupi sel parasit
atau menjadi gelap dan parasit tidak dapat
teramati.®

Pada saat proses pewarnaan terjadi
pengeluaran zat warna eritrosit yang
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setidaknya memerlukan waktu 15 menit
dan zat warna Giemsa akan masuk setelah
10 menit. Perendaman yang terlalu cepat
akan menyebabkan tidak sempurnanya
hemolisis dan pewarnaan. Sediaan akan
terlihat berwarna kehijauan (berasal dari
zat warna eritrosit/hemoglobin dan akan
menutupi  sel parasit). Dengan cara
tersebut hasil pewarnaan akan lebih baik
namun harus hati-hati karena slide/sediaan
mudah terkelupas.*®

Banyak program komputer dapat
dipergunakan untuk mempertinggi atau
memperbaiki kualitas pengamatan spesies
parasit malaria, terutama untuk
mengetahui densitas yang merupakan
komponen penting dalam diagnosis
malaria. Pewarnaan  Geimsa  masih
merupakan metode gold standard untuk
pengamatan parasit malaria®®. Metode
mikroskopi memiliki kelemahan dalam
memperoleh cacah parasit yang akurat
sehingga dikembangkan metode elektronik
atau berbasis komputer.?! Salah satunya
adalah oleh Frean?? yang menggunakan
perangkat lunak open-access software dan
tidak memerlukan pemrogram yang handal
atau pengelola spesial, terutama untuk
kerapatan parasit yang sangat tinggi yang
tidak dapat atau sulit dihitung secara
konvensional. Keperluan akan kamera
digital, komputer dan kualitas pewarnaan
slide yang baik dapat dengan mudah
diperoleh.  Peneliti lain menggunakan
metode atau teknik AutoCount yang
terbukti berguna untuk penentuan secara
cepat dan akurat parasitemia darah mencit
terinfeksi. Meskipun kualitas apusannya
rendah penentuan parasitemia dapat
digunakan dengan CountingAid.Z? Linder
dkk menggunakan program digital untuk
scanning apusan tipis terinfeksi P.
falciparum bentuk tropozoit dengan
kemampuan hingga 50.000 eritrosit per
sampel.?l Dengan metode ini diperoleh
sensitivitas dan spesifitas masing-masing
hingga 95% dan 100%. Sedangkan Prasad
dkk menggunakan algoritma yang mampu
mendeteksi hingga 96% parasit dengan
false positive 20%.%* Peneliti lain

menggunakan teknik molekuler yakni
nested Polymerse Chain Reaction untuk
mengidentifikasi campuran parasit.®

Kesimpulan

Konsentrasi pewarnaan Giemsa yang
paling optimal sebelum penyimpanan yaitu
7,5% selama waktu 10 menit dengan nilai
intensitas pewarna Giemsa Yyaitu 6,844
candela dan setelah penyimpanan yaitu
5,835 candela. Pemeriksaan nilai intensitas
pewarnaan Giemsa terhadap P. berghei
dengan menggunakan program computer
perangkat lunak pengolahan citra digital
imageJ 1.47 lebih optimal dibandingkan
secara mikroskopis karena menghasilkan
nilai intensitas pewarnaan Giemsa yang
sensitif dan akurat.
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