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Abstract— Setiap jaringan tubuh hewan memiliki variasi dalam hal daya akumulatif terhadap logam berat
timbal (Pb). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pola distribusi dan eliminasi Pb dalam tubuh hewan.
Penelitian menggunakan 24 ekor tikus (Rattus norvegicus) strain wistar jantan yang dibagi atas 4 kelompok
perlakuan dengan 6 ulangan. Perlakuan berupa pemberian larutan Pb asetat dalam PBS masing-masing dosis 0,00
ppm sebagai kontrol (T1), dosis 0,50 ppm (T2), dosis 1,00 ppm (T3) dan dosis 2,00 ppm (T4). Semua tikus
diberikan pakan dan air minum ad libitum. Perlakuan diberikan selama 30 hari. Pada hari 31, diambil 3 ekor dari
masing-masing kelompok perlakuan untuk dinekropsi dan diambil jaringan hati, ginjal, limpa, paru-paru, usus,
jantung dan otak. Sedangkan 3 ekor dari masing-masing kelompok perlakuan dipelihara terus selama 30 hari tanpa
pemberian larutan Pb asetat. Jaringan yang telah diambil selanjutnya dibuat sediaan histopatologi dengan metode
pewarnaan hematoxylin-eosin (HE). Demikian pula untuk tikus yang dipelihara selama 30 hari selanjutnya,
dilakukan hal yang sama pada hari ke 61. Hasil pemeriksaan histopatologi dibuat skoring sesuai tingkat lesi jaringan
berupa degenerasi, peradangan, hemorhagis dan nekrosis. Hasil analisis satatistik non parametrik menunjukkan
pemberian dosis larutan Pb asetat dosis 2,00 ppm menimbulkan lesi yang signifikan pada hati, ginjal dan limpa
dibandingkan dengan kontrol, dosis 0,50 ppm dan 1,00 ppm. Sedangkan pada tikus yang dipelihara berlanjut,
diperoleh hasil yang signifikan pada hati. Dapat disimpulkan bahwa distribusi Pb dalam jaringan selama 30 hari,
tertinggi pada hati, ginjal dan limpa. Eliminasi Pb dalam jaringan hati terjadi paling lambat dibandingkan jaringan

lainnya.
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I. PENDAHULUAN

Logam berat timbal (Pb) semakin meningkat di alam akibat degradasi dari barang-barang elektronik, bahan
pewarna dan bahan kimia lainnya. Cemaran Pb dapat mengancam kelestarian lingkungan tanah, air maupun udara.
Hewan-hewan produksi termasuk sapi banyak dilaporkan terpapar Pb akibat memakan tanaman yang hidup di tanah
yang tercemar Pb [1]. Demikian pula ternak sapi yang terpapar Pb, apabila dagingnya dikonsumsi manusia, akan
menyebabkan manusia terpapar Pb. Begitulah siklus cemaran Pb akan terjadi secara berantai [2]. Walaupun kadar
cemaran masih berada di bawah batas aman dikonsumsi yaitu <1,00 ppm (BSN, 2009), tetapi sifat akumulatif Pb
sangat berisiko terhadap kesehatan manusia. Sifat akumulatif tersebut akibat Pb tidak dapat dimetabolisme dalam
tubuh [3].

Logam berat Pb sangat membahayakan kesehatan hewan maupun manusia. Keracunan logam berat Pb
umumnya dapat menyebabkan degenerasi otak [4], anemia [5], menimbulkan penurunan imunitas terhadap agen
infeksius [6], gastroenteritis dan encephalopati [7]. Karakteristik Pb yaitu dapat mensubstitusi unsur besi (Fe) pada
hemoglobin, menyebabkan terjadinya anemia [5]. Paparan kronis Pb pada hewan dapat menyebabkan kerusakan
struktur jaringan hati, ginjal, limpa dan paruparu [8]. Pada jaringan limfoid, cemaran Pb dapat merusak struktur
(Tukay, et al., 2015) dan fungsinya [6]. Demikian pula sistem eliminasi logam berat timbal dari dalam tubuh,
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kemungkinan juga seperti nutrisi lainnya. Untuk memastikannya, maka diperlukan penelitian tentang pola distribusi
dan eliminasi logam berat timbal pada tubuh hewan coba.

Il. METODE DAN PROSEDUR
2.1. Sampel dan perlakuan

Penelitian menggunakan 32 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar, dewasa, berat badan 250-300
g. Hewan coba dibagi 2 kelompok yaitu kelompok kontrol (PO) dan kelompok yang diberikan larutan Pb 2,0 ppm
(P1) secara oral, setiap hari selama 30 hari. Pada hari ke 31 (fase I) diambil masing-masing 8 ekor, selanjutnya
dinekropsi dan diambil organ hati, ginjal, limpa, paru-paru, usus, otot jantung dan otak. Sisa 8 ekor dari masing-
masing kelompok perlakuan, dipelihara secara berlanjut tanpa pemberian larutan Pb. Pada hari ke 61(Fase Il), semua
hewan coba dinekropsi dan diambil organ hati, ginjal, limpa, paru-paru, usus, otot jantung dan otak. Setelah organ
diambil pada fase | dan fase Il, dimasukkan ke dalam larutan neutral duffer formalin 10% (NBF) dan selanjutnya
diproses untuk dibuat sediaan histopatologi.
Larutan Pb asetat 2,0 ppm dibuat dari 2 mg Pb asetat dalam 1 liter aquades. Sebelum diberikan pada hewan
coba, dikocok terlebih dahulu agar konsentrasinya sesuai dengan konsentrasi yang diinginkan. Pemberian dilakukan
dengan memakai sonde agar sesuai dengan konsentrasi Pb asetat perlakuan.

2.2. Pembuatan sediaan histopatologi

Pembuatan preparat histopatologi jaringan sesuai dengan metode Kiernan [9]. Jaringan difiksasi dengan merendam
organ ke dalam larutan Buffer Neutral Formalin 10% dengan perbandingan lebih kurang 1 : 20 (volume
organ/volume formalin) selama + 48 jam pada suhu kamar. Jaringan yang telah difikasi kemudian diiris dengan
ukuran 1 x 1 x 1 cm agar dapat dimasukkan ke dalam kotak untuk diproses dalam tissue processor. Tahap
selanjutnya adalah dehidrasi dengan merendam sediaan kedalam alkohol secara berturut-turut dengan konsentrasi
alkohol 70%, 80%, 90%, alkohol absolut I, alkohol absolut I, dengan lama waktu masing-masing perendaman
selama £ 2 jam. Selanjutnya dilakukan clearing untuk membersihkan sisa alkohol dari jaringan. Setelah di
bersihkan, jaringan siap untuk dimasukkan ke dalam blok parafin. Langkah berikutnya adalah embeding dan
blocking. Organ ditanam pada blok parafin yang telah disediakan kemudian disimpan dalam lemari es selama 24
jam. Blok-blok parafin tersebut kemudian dipotong (cutting) dilakukan dengan menggunakan microtome dengan
ketebalan 4-5 um. Jaringan yang terpotong selanjutnya diapungkan dalam water bath dengan suhu 60°C untuk
menghindari terjadi lipatan irisan jaringan setelah pemotongan. Sediaan dipindahkan ke object glass. Selanjutnya
dikeringkan dalam suhu kamar 26-27°C. Proses selanjutnya adalah pewarnaan sediaan jaringan dengan metode
Haris Hematoksilin-Eosin (HE). Prosedur pewarnaan meliputi tahap deparafinasi yaitu merendam preparat diatas
gelas objek dalam xylol bertingkat I-111 masing-masing selama lima menit. Setelah itu dehidrasi dengan tujuan
untuk memberikan air pada jaringan yaitu dengan cara merendam preparat dalam larutan alkohol absolut lalu
dipindahkan ke larutan alkohol 95% dengan durasi masing-masing lima menit. Lalu dibilas dengan air mengalir
selama 1 menit.

Preparat kemudian direndam dalam larutan Harris hematoksilin selama 15 menit. Celupkan ke dalam aquades
selama 1 menit dengan cara mengangkat dan menurunkan, selanjutnya celupkan ke dalam campuran asam-alkohol
1% secara cepat 5-7 celupan. Lalu bilas dalam aquades selama 1 menit dan bilas kembali dengan aquades selama 15
menit. Celup sebanyak 3-5 kali dalam larutan lithium karbonat selama 15-30 detik hingga potongan berwarna biru
cerah dan kemudian cuci dengan air mengalir selama 15 menit. Preparat kemudian direndam dalam eosin selama 2-3
menit. Berikutnya dilakukan tahapan dehidrasi dengan memasukkan preparat dalam alkohol bertingkat dari 80%,
90% dan 95% hingga alkohol absolut I-111. Selanjutnya dilakukan clearing yaitu dengan memasukkan preparat pada
xylol I-1l1 dan dikeringkan. Selanjutnya dilakukan proses mounting yaitu penutupan preparat dengan cover glass
dengan menggunakan permount sebagai perekat. Selanjutnya sediaan histopatologi diamati dibawah mikroskop.

2.3. Kategori pemeriksaan Jaringan
Pemeriksaan jaringan hati, ginjal, limpa, paru-paru, usus, otot jantung dan otak didasarkan pada adanya lesi

pendarahan, peradangan dan nekrosis. Tingkat keparahan masing-masing lesi tersebut didasarkan pada luasnya area
lesi meliputi fokal, multifokal dan difusa. Analisis data hasil pemeriksaan dilakukan secara deskriptif kualitatif.
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I1l. HASIL DAN PEMBAHASAN
Tabel 1. Tabulasi perubahan histopatologi jaringan akibat pemberian logam berat Pb

Derajat keparahan Lesi histopatologi Kategori

Jaringan Perlakuan Pendarahan Peradangan Nekrosis Keparahan
Fase | Fase Il Fase | Fase Il Fase | Fase Il Fase | Fase Il
Hati PO + - + - - - Normal Normal
P1 ++ ++ +++ ++ + - Parah ringan
Ginjal PO + - + - - Normal Normal
P1 ++ - +++ + - - Parah ringan
Limpa PO + - + - - - Normal Normal
P1 ++ + +++ + + - Parah ringan
Paru-paru PO + - + - - - Normal Normal
P1 ++ - ++ - + - Ringan Ringan
Usus PO + - + - - - Normal Normal
P1 + - - - - - Normal Normal
Jantung PO - - - - - - Normal Normal
P1 - - - - - - Normal Normal
Otak PO - - - - - - Normal Normal
P1 - - - - - Normal Normal

Keterangan : PO= tanpa pemberian Pb; P1=Pemberian Pb 2,0 ppm
Derajat keparahan : N=normal; +=ringan; ++=Sedang; +++=parah
Fase | = perlakuan pemberian Pb selama 30 hari. Fase 1l = hari ke 31-61

Dampak dari pemberian logam berat Pb yang didasarkan pada tingkat keparahan lesi histopatologi terliaht
jaringan hati, ginjal dan limpa paling dominan pada fase | perlakuan. Hasil tersebut sesuai dengan laporan bahwa
akumulasi logam berat umum terjadi pada hati dan ginjal [10]. Pada sapi yang dipelihara di tempat pembuangan
sampah menunjukkan pada hati dan ginjal terbanyak mengandung logam berat Pb [11]. Hati sebagai organ pusat
metabolisme akan selalu berupaya memetabolisme berbagai bahan organic dan anorganik yang masuk tubuh.
Sedangkan ginjal merupakan organ yang berpran dalam ekskresi sangat rentan terhadap bahan-bahan beracun
termasuk logam berat.

Limpa sebagai organ pembentuk sel darah (eritropoesis) memiliki pola berbeda dari pada hati dan ginjal.
Logam berat Pb pada limpa dapat menimbulkan kerusakan struktur jaringan limpa [12]. Partikel logam berat Pb
dalam sirkulasi akan menyebabkan peroksidasi atau toksisitas pada setiap jaringan yang dilewati. Akibat toksisitas
tersebut menyebabkan terbentuknya radikal bebas dan merusak struktur sel sehingga mengalami pendarahan,
peradangan dan nekrosis dalam berbagai tingkat keparahan [7][13]. Toksisitas kronis logam berat Pb pada jaringan
limfoid terutama limpa, dapat menyebabkan terjadinya imunotoksisitas [6].

Pada paru-paru terjadi pendarahan dan peradangan tingkat sedang pada fase I menunjukkan bahwa ada
partikel logam berat Pb yang lewat di sirkulasi paru-paru. Sistem sirkulasi yang sangat kompleks dan intensif,
menyebabkan paru-paru sangat peka terhadap kontaminasi bahan-bahan anorganik [2].

Pada usus terdapat perubahan berupa pendarahan dan peradangan ringan, menunjukkan bahwa pada
konsentrasi 2,0 ppm logam berat Pb sudah dapat menimbulkan lesi di usus. Logam berat Pb di usus terseleksi,
dimana partikel kecil akan diserap dan partikel lainnya diekskresikan [7]. Adanya logam berat Pb kadar tinggi dalam
usus dapat menyebabkan perubahan perilaku pada hewan [14].

Jaringan jantung dan otak secara keseluruhan tidak ada lesi pendarahan, peradangan maupun nekrosis.
Tampaknya pada pemberian Pb dosis 2,0 ppm belum menimbulkan lesi histopatologi. Kalau pada manusia,
perubahan berupa degenerasi otak dapat terjadi akibat kontaminasi yang lama [4].

V. KESIMPULAN

Distribusi Pb dalam jaringan berdasarkan lesi histopatologi, secara berurutan pada fase | tinggi pada hati, ginjal,
limpa dan paru-paru. Sedangkan pada usus, otot jantung dan otak, secara umum normal. Pada fase 11 ditemukan lesi
histopatologi hanya pada hati, menunjukkan bahwa eliminasi Pb dalam jaringan hati paling lambat dari jaringan lain.
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