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ABSTRAK
Latar Belakang : Melatonin merupakan radikal bebas yang sering digunakan sebagai
antioksidan. Melatonin merupakan salah satu obat yang sedang dikembangkan sebagai terapi
sepsis. Toksisitas serius akibat pemberian melatonin tidak muncul pada pemakaian dosis
tinggi. Sepsis menyebabkan peningkatan kadar asam laktat melalui glikolisis anaerob yang
terjadi akibat hipoksia jaringan. Melatonin sangat efektif digunakan pada keadaan tersebut,
dimana melatonin dapat menurunkan kadar asam laktat sehingga mencegah terjadinya
kematian.
Tujuan : Mengetahui pengaruh melatonin terhadap kadar asam laktat pada tikus wistar model
sepsis dan memperoleh informasi tentang melatonin dalam menurunkan kadar asam laktat.
Metode : Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain Randomized
Control Group Pre-Post Test. Sampel adalah 12 ekor tikus wistar jantan dengan kriteria
tertentu, dibagi secara acak menjadi 2 kelompok. Kelompok | sebagai kelompok kontrol
diberi injeksi Lipopolisakarida (LPS) intraperitoneal dan tidak diberi melatonin. Kelompok I1
sebagai kelompok perlakuan diberi injeksi LPS intraperitoneal dan melatonin via sonde oral.
Setelah tikus diadaptasi selama 7 hari, pada hari ke-8 tikus diinjeksi LPS pada kedua
kelompok dan melatonin via sonde oral hanya pada kelompok perlakuan. Kemudian tiap tikus
diambil darahnya melalui pembuluh darah retroorbita dan diukur kadar asam laktatnya. Uji
statistik menggunakan uji Paired t-Test, Independent t-Test dan Mann-Whitney Rank Test.
Hasil : Pada uji Independent t-Test didapatkan nilai rerata kadar asam laktat pada kelompok
kontrol lebih tinggi dibanding dengan kelompok perlakuan. Pada uji Paired t-Test tidak
didapatkan perbedaan yang signifikan p > 0,05 pada kelompok kontrol maupun perlakuan
kecuali pada postl-post 2 dan pre-post 2 yang memiliki perbedaan yang signifikan pada
kelompok kontrol. Pada uji Mann-Whitney Rank Test juga tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan pada selisih pre — post 1 dan selisih pre — post 2.
Kesimpulan : Pemberian melatonin tidak menyebabkan penurunan kadar asam laktat yang
signifikan.
Kata kunci: Sepsis, Kadar Asam Laktat, Melatonin, Lipopolisakarida.

ABSTRACT

THE EFFECT OF MELATONIN TO THE LEVEL OF LACTATE ACID IN THE
WISTAR RAT MODEL OF SEPSIS

Background : Melatonin was a free radical used frequently as an antioxidant. Melatonin was
one of medicine developed as a sepsis therapy. There was no severe toxicity even though high
dose was given. Sepsis caused increased levels of lactic acid through anaerobic glycolysis that
caused by tissue hypoxia. Melatonin was effectively used to lower lactic acid levels so as to
prevent the occurrence of death.
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Objective : to find out melatonin’s influence to the level of lactate acid toward wistar rat in
sepsis model and to obtain the information of melatonin in decreasing the level of lactate acid.
Method : This research was an experimental research with a randomized control group using
pre and post test design. The samples were 12 male wistar rats with certain criteria divided
into 2 groups. The first group was given an intraperitoneal injection of lipopolysaccharide
(LPS) and was not given melatonin as control group. The second group was given an
intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS) and was given melatonin via oral sonde
as experimental group. After a week, in the eighth day, the blood of each rat was taken from
the retro-orbital blood vessel. The statistical test used were paired t-test, independent t-test,
and Mann Whitney test.

Results : In the independent test, the average score of the level of lactate acid from control
group was higher than the experimental group. In the paired t-test, there was no significant
difference between control and experimental group except in the post 1 — post 2 and pre-post
2 which had significant difference in control group. In the Mann Whitney test, there was also
no significant difference in pre-post 1 and pre-post 2.

Conclusions : Melatonin treatment did not cause significant decrease of the level of lactate
acid.

Keywords : Sepsis, The level of lactate acid, Melatonin, Lipopolysaccharide.

PENDAHULUAN

Sepsis merupakan sindroma klinik akibat respon yang berlebihan dari sistem imun
yang distimulasi oleh mikroba atau bakteri yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan,
kegagalan organ, dan kematian." Sepsis yang disertai dengan disfungsi organ yang letaknya
jauh dari fokal infeksi disebut dengan severe sepsis. Sepsis dan komplikasinya merupakan
penyebab tersering tingginya angka morbiditas dan mortalitas di ICU.? Studi epidemiologi di
Amerika Serikat memperlihatkan bahwa angka kejadian sepsis mencapai 750 juta pasien
dirawat dirumah sakit dari tahun 1979-2000, didapatkan 10.319.418 diantaranya adalah kasus
sepsis.® Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh The Management of Severe Sepsis in
Asia’s Intensive Care Units (MOSAIC) study group dengan melibatkan 16 negara di Asia
pada tahun 2009, menyebutkan bahwa angka kematian di rumah sakit akibat sepsis adalah
44,5%.* Pada tahun 2015, dilakukan penelitian terkait dengan demam, sepsis, tifoid dan HIV.
Penelitian sepsis bertujuan untuk memperoleh data penyebab terjadinya penyakit sepsis pada
dewasa dan anak-anak. Lokasi penelitian adalah RS dr. Wahidin Sudiro Husodo Makassar
dan RS Sardjito Yogyakarta. Data yang diperoleh sampai dengan Mei 2015 berjumlah 42
pasien di RS Wabhidin Sudiro Husodo dan 43 pasien di RS Sardjito dari target masing-masing
125 kasus.® Hal ini tentu menjadi suatu hal yang tidak bisa diacuhkan begitu saja. Diperlukan
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ketepatan dalam melakukan tindakan dan diagnosis dini dari gejala yang muncul agar dapat
menghindarkan penderita sepsis dari kematian.

Dalam hal penanganan sepsis, biasanya pasien akan dimasukkan kedalam Intensive
Care Unit (ICU). Ini dilakukan dikarenakan pada penderita sepsis cenderung ditemukan
adanya komplikasi menyeluruh pada sistem organ tubuh. Terapi sepsis di masa depan
mungkin akan lebih berkembang seiring dengan pemahaman yang lebih baik tentang
patofisiologi sepsis.®

Diagnosis sepsis sering menggunakan biomarker, antara lain asam laktat, C-reactive
protein dan procalcitonin. Biomarker yang digunakan bertujuan untuk dapat memberikan
intervensi dini sehingga risiko kematian akibat sepsis dapat dikurangi.” Sedangkan gold
standard untuk mendiagnosis sepsis adalah pemeriksaan kultur bakteri yang memerlukan
waktu lebih lama.?

Melatonin adalah radikal bebas yang sangat poten dan secara tidak langsung berfungsi
sebagai antioksidan. Pengobatan melatonin sangat efektif pada keadaan iskemia atau
reperfusi. Melatonin adalah produk endogen dengan penyerapan yang baik melalui injeksi
intavena atau oral. Toksisitas serius akibat pemberian melatonin tidak muncul pada
pemakaian dosis tinggi.” Melatonin merupakan salah satu obat yang sedang dikembangkan
sebagai terapi sepsis. Melatonin dapat mengurangi kadar sitokin inflamasi, stress oksidatif
dan disfungsi mitokondria. Melatonin sangat efektif digunakan pada keadaan hipoksia
jaringan. Keadaan tersebut menyebabkan peningkatan kadar asam laktat melalui mekanisme glikolisis
anaerob sehingga melatonin dapat menurunkan kadar asam laktat yang meningkat saat sepsis.*>**

Dengan memperhatikan hasil penelitian terdahulu, peneliti tertarik untuk meneliti
pengaruh melatonin terhadap kadar asam laktat pada tikus wistar model sepsis dengan

menggunakan marker asam laktat.

METODE
Penelitian eksperimental dengan rancangan randomized control group pre-post test
yang dilakukan pada kelompok tikus wistar jantan. Kriteria inklusi penelitian ini antara lain,
tikus wistar jantan berusia antara 2-3 bulan, berat badan 150-300 gram, tampak aktif selama
masa adaptasi dan tidak terdapat kelainan anatomi. Kriteria eksklusi penelitian ini adalah tikus
tampak sakit sebelum perlakuan dan tampak kelainan anatomi.
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Sampel dikelompokkan dengan simple random sampling ke dalam dua kelompok
yaitu, kelompok kontrol yang diberi injeksi lipopolisakarida saja dan kelompok perlakuan
yang diberi injeksi lipopolisakarida dan melatonin via sonde oral. Besar sampel ditentukan
berdasarkan ketentuan WHO, yaitu minimal 5 ekor dan cadangan 2 ekor tikus tiap kelompok.
Pada penelitian ini jumlah tikus wistar jantan untuk setiap kelompok sebanyak 6 ekor,
sehingga jumlah tikus wistar jantan yang dibutuhkan adalah 12 ekor.

Variabel bebas penelitian ini adalah pemberian suplementasi melatonin. Variabel
terikat penelitian ini adalah kadar asam laktat tikus wistar.

Pada penelitian ini terdiri dari 2 kelompok dimana masing-masing kelompok terdiri
dari 6 ekor hewan percobaan. Kelompok pertama adalah kelompok kontrol yang hanya diberi
injeksi LPS (lipopolisakarida) intraperitoneal dosis 2 mg/200 g tikus. Kelompok kedua adalah
kelompok perlakuan yang diberi injeksi LPS intraperitoneal dosis 2 mg/200 g tikus dan
melatonin 4 mg/200 g tikus via sonde oral. Tikus diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari.
Selama masa adaptasi tikus diberi makan dan minum standar. Pada hari ke-8 kedua kelompok
penelitian diberi injeksi LPS intraperitoneal kemudian 6 jam pasca injeksi diambil darahnya
melalui vena retroorbita dan diukur kadar asam laktatnya. Selanjutnya kelompok kontrol
hanya diberi placebo (aquadest) dan kelompok perlakuan diberi melatonin dosis 4 mg/200 g
tikus via sonde oral. Kemudian 1 jam dan 2 jam pasca pemberian melatonin, tikus diambil
kembali darahnya melalui vena retroorbita dan diukur kadar asam laktatnya.

Data yang dikumpulkan adalah data primer yang diperoleh dari pembacaan hasil pada
alat Accutrend Plus. Kemudian data tersebut diuji normalitasnya dengan uji Saphiro-Wilk.
Bila diperoleh distribusi data normal, maka dilakukan uji beda menggunakan uji parametric t-
Test, yaitu Paired t-Test dan Independent t-Test. Bila distribusi data tidak normal, dilakukan

uji beda dengan uji non-parametric t-Test Mann-Whitney Rank Test.
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HASIL

Tabel 1. Uji Normalitas Data dengan Uji Shapiro-Wilk
Kelompok
Variabel (Kadar Asam Laktat) Keterangan
Kontrol Perlakuan

Setelah LPS (pre) 0,260 0,730 Normal
Melatonin 1 (post 1) 0,199 0,377 Normal
Melatonin 2 (post 2) 0,395 0,367 Normal
A Setelah LPS — Melatonin 1 0,282 0,755 Normal
A Setelah LPS — Melatonin 2 0,849 0,018 Tidak normal

Keterangan : p > 0,05 : data berdistribusi normal

Tabel 2. Kadar Asam Laktat pada Kelompok Kontrol dan Perlakuan

Kadar Asam Laktat Kelompok Kadar Asam Laktat p
Kontrol Perlakuan
Setelah LPS (pre) 13,43 £1,53; 13,0 9,23 +£2,46; 8,8 0,005*"
(11,8-15,4) (6,3-13,4)
Melatonin 1 (post 1) 13,37 £ 3,03; 13,9 12,2 £5,79; 10,6 0,671°
(9,6-16,4) (6,6-22,1)
Melatonin 2 (post 2) 16,62 + 1,53; 16,7 11,8 +6,95; 9,6 0,153
(14,6-18,3) (5,2-23,6)
p (pre-post 1) 0,946° 0,156° -
p (post 1-post 2) 0,005** 0,874° -
p (pre-post 2) 0,001** 0,311° -
A pre — post 1 -0,067 £2,28;0,7 (- | 2,98+4,38;2,7 (- 0,171°
3,1-2,7) 2,9-8,7)
A pre — post 2 3,183 +1,13;2,95 | 2,583 +5,61;0,85 0,229°
(1,8-4)9 (-1,3-13,4)

Nilai dalam tabel adalah Rerata + SD; median (min-maks)

*Signifikan p < 0,05
2Uji Paired t-Test

PUji Independent t-Test
Uji Mann-Whitney
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Berdasarkan tabel 7, uji Paired t-Test, perbandingan kadar asam laktat pada kelompok
kontrol pre-post diperoleh nilai (p=0,946) yang menunjukkan perbedaan kadar asam laktat
yang tidak signifikan, sedangkan pada kelompok yang sama post 1-post 2 diperoleh nilai
(p=0,005) dan pre-post 2 didapatkan nilai (p=0,001) sehingga dapat disimpulkan bahwa kedua
data tersebut memiliki perbedaan kadar asam laktat yang signifikan. Kemudian pada
kelompok perlakuan memiliki data pre-post 1 nilai (p=0,156), post 1-post 2 nilai (p=0,874)
dan pre-post 2 nilai (p=0,311) yang menunjukkan bahwa ketiga data tersebut memiliki
perbedaan kadar asam laktat yang tidak signifikan.

Selanjutnya, untuk uji Independent t-Test, pada kelompok kontrol dan perlakuan
variabel setelah LPS diperoleh nilai (p=0,005) yang menunjukkan bahwa LPS memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap kadar asam laktat. Kemudian untuk variabel melatonin 1
dan melatonin 2 pada kelompok kontrol maupun perlakuan diperoleh nilai p masing-masing
0,671 dan 0,153, sehingga dapat disimpulkan bahwa LPS tidak memiliki pengaruh yang
signifikan terhadap kadar asam laktat pada kedua kelompok tersebut.

Kemudian, hasil yang didapatkan dari uji normalitas untuk data selisih pre dan post
seperti selisih pre — post 1 yang memiliki distribusi data normal, diuji menggunakan uji
Independent t-Test dan diperoleh nilai (p=0,171) yang menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang tidak signifikan. Selanjutnya untuk data selisih pre — post 2 yang memiliki
distribusi data tidak normal, diuji menggunakan uji Mann-Whitney Rank Test dan didapatkan

nilai (p=0,229) sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang tidak signifikan.

PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian melatonin terhadap
kadar asam laktat tikus wistar model sepsis. Sampel penelitian ini adalah 12 ekor tikus wistar
yang telah memenuhi kriteria inklusi yang ditetapkan. Dari ke-12 tikus wistar tersebut dibagi
menjadi 2 kelompok yaitu 6 ekor tikus wistar sebagai kelompok control dan 6 ekor tikus
wistar sebagai kelompok perlakuan yang diberi injeksi intraperitoneal LPS dan melatonin via
sonde oral.

Analisis data didapatkan perbedaan yang bermakna dari kadar asam laktat pada
kelompok kontrol (diberi injeksi LPS intraperitoneal dan placebo via sonde oral) dengan
kelompok perlakuan (diberi injeksi LPS intraperitoneal dan melatonin via sonde oral).
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Dimana pada kelompok kontrol kadar asam laktat mengalami peningkatan terus menerus
dibanding kelompok perlakuan yang mengalami perubahan tapi tidak sesuai hipotesis.

Definisi sepsis adalah infeksi yang disertai dengan systemic inflammatory response
syndrome (SIRS). Angka kematian sepsis yang tingggi, utamanya pada pasien — pasien
dengan penyakit kritis mendorong untuk dilakukannya penelitian — penelitian tentang obat —
obatan yang dapat menghambat kaskade inflamasi.*?

Asam laktat atau laktat merupakan hasil akhir dari proses metabolisme.
Diperkirakan 1400 mmol/L asam laktat diproduksi setiap hari. Semua jaringan dapat
memproduksi asam laktat dan asam piruvat dari glukosa.*® Sepsis dan syok sepsis
berhubungan dengan hiperlaktatemia (Sepsis Associated Hyperlactatemia). Hingga saat ini
SAHL diakui sebagai marker pada keadaan hipoksia jaringan yang berfungsi untuk
menunjukkan adanya ‘oxygen debt’ atau ‘hypoperfusion’ yang menyebabkan terjadinya
peningkatan asam laktat melalui glikolisis anaerob. Penambahan oksigen pada pasien
merupakan langkah awal terapi SAHL dan asam laktat digunakan sebagai metode evaluasi
keberhasilan resusitasi dan respon tubuh terhadap terapi awal tersebut.**

Melatonin merupakan molekul serbaguna, disintesis tidak hanya oleh kelenjar pineal
melainkan juga oleh banyak organ. Melatonin berperan dalam pengaturan siklus tidur dan
irama sirkadian, immunoregulation, antioksidan dan fungsi proteksi mitokondria,
reproduksi, dan mood.™ Sejak tahun 1926 telah dilaporkan efek pemberian melatonin untuk
meningkatkan resistensi terhadap infeksi virus dan bakteri pada hewan coba. Dari
penelitian-penelitian setelahnya diketahui melatonin berperan dalam melawan radikal bebas,
meningkatkan respon imun, dan membantu proses sitoprotektif. Dalam beberapa model
hewan, melatonin telah diidentifikasi untuk membantu melawan infeksi yang disebabkan
bakteri, virus, dan parasit. Dengan melalui berbagai mekanisme, seperti immunomodulasi
atau aktivitas antioksidan. Melatonin merupakan salah satu obat yang dikembangkan
sebagai terapi sepsis. Melatonin dapat mengurangi kadar sitokin inflamasi, stress oksidatif
dan disfungsi mitokondria.'”® Bukti pertama yang menyatakan bahwa melatonin dapat
mengontrol kerusakan akibat lipopolisakarida pada tikus dikemukakan oleh Sewerynek et al
yang melaporkan bahwa pemberian melatonin dapat menurunkan stres oksidatif akibat
induksi LPS, yang terbukti dengan menurunnya Malondialdehyde (MDA) hepar dan 4-
hydroxyalkenal (4-HDA).*® Melatonin dapat mencegah endotoksemia akibat induksi LPS
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dengan menurunkan sirkulasi TNF-a, produksi superoksida dalam aorta, dan iNOS dalam
hepar.’” Pemberian melatonin (10-60 mg/kgBB) intraperitoneal pada tikus sebelum dan
setelah pemberian LPS secara signifikan dapat menurunkan peroksidasi lemak pada paru
dan menetralkan peningkatan NO akibat induksi LPS dalam paru dan hepar dengan dosis
yang tepat.’® Pemberian melatonin (60 mg/kgBB) secara efektif dapat menurunkan aktivitas
NOS mitokondria dan produksi NO, sehingga dapat mencegah toksisitas akibat LPS.*

Lama paparan dan dosis berperan dalam memengaruhi efek melatonin terhadap
penurunan kadar asam laktat. Kaya O et al dalam penelitiannya yang berjudul Melatonin
Supplementation to Rats Subjected to Acute Swimming Exercise : It’s Effect on Plasma
Lactate Levels and Relation with Zinc menyebutkan bahwa penurunan kadar asam laktat
yang signifikan pada pemberian melatonin dosis 3 mg/kg/hari selama 28 hari.?’ Sedangkan
pada penelitian ini, dengan dosis 4 mg/200 g tikus selama 1 jam dan 2 jam pasca injeksi
LPS intraperitoneal tidak didapatkan penurunan kadar asam laktat yang signifikan. Dengan
demikian, pada lama pemberian dapat menurunkan kadar asam laktat. Sedangkan lama
pemberian yang singkat tidak menyebabkan kenaikan kadar asam laktat.

Tilden A et al menyatakan bahwa melatonin menyebabkan pergeseran dalam siklus
glukosa dan laktat. Melatonin menyebabkan peningkatan glukosa menjadi tertunda yang
bersamaan dengan hal tersebut kenaikan laktat menjadi lebih rendah.?* Pernyataan Tindel A
et al didukung dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh penulis. Hasil penelitian tersebut
menyebutkan melatonin tidak menurunkan kadar asam laktat secara signifikan namun
melatonin dapat mencegah kenaikan kadar asam laktat akibat sepsis menjadi tidak terlalu
tinggi. Hal tersebut terlihat dari hasil statistik dimana kadar asam laktat pada kelompok
perlakuan setelah injeksi LPS mengalami peningkatan yang jauh dari normal dan setelah
diberi melatonin mengalami penurunan yang tidak signifikan bahkan sedikit sekali atau bisa
dibilang setelah pemberian melatonin kadar asam laktat tidak lagi mengalami pelonjakan
seperti setelah injeksi LPS.

Keterbatasan pada penelitian ini adalah penulis tidak dapat mengontrol beberapa
faktor seperti lingkungan, asupan makanan, penyakit lain, serta internal tikus seperti stres
dan daya tahan. Oleh karena itu, perlu penelitian lebih lanjut dengan objek penelitian lebih

banyak serta dengan terapi sepsis yang lain.
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SIMPULAN DAN SARAN
Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian diatas dapat diambil kesimpulan bahwa melatonin tidak
dapat menurunkan kadar asam laktat tetapi melatonin dapat mencegah peningkatan kadar
asam laktat yang berlebihan. Selain itu, melatonin merupakan suplemen sehingga tidak
dapat digunakan terapi utama sepsis. Oleh karena itu, melatonin hanya dapat digunakan
sebagai terapi pendamping.
Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh pemberian melatonin dosis
bertingkat dan lama paparan yang bervariasi dan dengan melakukan analisis kimia darah lain
untuk mengetahui tingkat kerusakan organ akibat pemberian lipopolisakarida. Selain itu,
diperlukan studi epidemiologi mengenai dosis aman melatonin dalam penggunaannya sebagai

antioksidan.
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