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ABSTRAK

Malaria merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh parasit apicomplexa darah yaitu
Plasmodium sp. khususnya Plasmodium falciparum yang dibawa oleh nyamuk Anopheles.
Teripang keling (Holothuria atra) merupakan invertebrata yang mengandung komponen aktif
seperti saponin, terpenoid, flavonoid dan alkaloid yang memiliki efektivitas sebagai
antiplasmodium.  Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis efektivitas
antiplasmodial dari ekstrak etanol teripang keling (Holothuria atra) terhadap perkembangan
P.falciparum melalui studi in vitro. Dalam studi in vitro penelitian ini menggunakan sampel
kultur P.falciparum strain 3D7 dan ekstrak etanol H.atra. Media kultur akan terbagi menjadi
3 kelompok yakni kontrol negatif, kontrol positif serta dengan penambahan ekstrak etanol
H.atra. Ketiga kelompok tersebut akan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C lalu
dilakukan pemeriksaan kadar parasitemia dan inhibitory rate menggunakan mikroskop cahaya
serta pengukuran 1Csp menggunakan analisis probit melalui program SPSS versi 23. Hasil
penelitian memperlihatkan adanya efek antiplasmodial dalam menghambat perkembangan
P.falciparum. Semakin besar dosis yang diberikan maka efek hambatannya juga semakin
besar. Nilai ICsg ekstrak etanol H.atra adalah 1,54 pg/ml. Penggunaan ekstrak teripang keling
(Holothuria atra) memiliki efek antiplasmodial yang mampu menekan perkembangan
P.falciparum dan nilai ICsp ekstrak etanol mempunyai aktivitas yang tinggi sebagai
antiplasmodial.

Kata Kunci: antiplasmodial, Holothuria atra, in vitro, malaria, Plasmodium falciparum

ABSTRACT

Malaria is an infection is caused by the blood apicomplexan parasite, Plasmodium sp. in
particular, is Plasmodium falciparum which is carried by the Anopheles mosquito. Sea
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cucumber (Holothuria atra) is an invertebrate that contains active components such as
saponins, terpenoids, flavonoids, and alkaloids which are good as antiplasmodial. This study
to determine the antiplasmodial effect of the sea cucumber (Holothuria atra) extract with
ethanol as a solvent on the development of P.falciparum through in vitro study. In this in vitro
study, culture samples of P.falciparum strain 3D7 and H.atra extract were given ethanol
solvent. The culture media will be divided into three control groups, namely negative control,
positive control, and ethanol solvent H.atra extract. The three control groups will be incubated
for 48 hours at 37° C and then examined for levels of parasitemia and inhibitory rates using a
light microscope and 1Csp measurements using probit analysis through the SPSS version 23
program. This study showed an antiplasmodial effect in inhibiting the development of P.
falciparum. The larger the dose is given, the greater the inhibitory effect. The ICsg value of
H.atra ethanol extract was 1.54 g/ml. The result showed use black sea cucumber extract
(Holothuria atra) has an antiplasmodial effect that can suppress the development of
P.falciparum and ICsp ethanol extract has a high antiplasmodial activity

Keywords: Antiplasmodial, Holothuria atra, In vitro, Malaria, Plasmodium falciparum

PENDAHULUAN

Malaria merupakan salah satu lebih jarang dan pernah dilaporkan kejadian

vector borne disease yang disebabkan
parasit Plasmodium Sp. khususnya adalah
Plasmodium falciparum dan dibawa oleh
nyamuk Anopheles. Diketahui terdapat 1,5
juta kasus dan 7,6 juta kematian akibat
malaria di seluruh dunia, pada akhir tahun
2019.! Terdapat lima spesies Plasmodium
sp. yang menginfeksi dan menyebabkan
penyakit pada manusia meliputi
P.falciparum, P.malariae, P.ovale, P.vivax,
dan spesies P.knowlesi yang awalnya
menginfeksi monyet berekor panjang
ternyata juga terbukti mampu menyebakan
penyakit pada manusia. Di antara kelima
spesies Plasmodium sp. yang paling banyak
menyebabkan kasus malaria di Indonesia
adalah malaria tropika yang disebabkan
P.falciparum dan malaria tertiana yang

disebabkan P.vivax. Malaria karena P.ovale

infeksinya di wilayah Indonesia Timur
yaitu Papua dan Nusa Tenggara Timur.?3
Infeksi yang disebabkan P.falciparum
menyebabkan komplikasi yang paling berat
dan mematikan antara lain anemia berat,
malaria serebral, distress pernafasan,
hipoglikemi, metabolik asidosis, kerusakan
organ, disfungsi makrofag spesifik,
functional hyposplenism dan wanita hamil
yang terinfeksi malaria akan menyebabkan
anemia maternal dan melahirkan bayi
dengan berat bayi yang rendah.

WHO (World Health Organization)
menetapkan  terapi  artemisinin-based
combination (ACT) sebagai regimen stndar
untuk infeksi malaria  P.falciparum.
Namun, beberapa  laporan kasus
membuktikan bahwa terjadi kegagalan

terapi  ACT vyang disebabkan adanya
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resistensi terhadap regimen tersebut.®> Salah
satu biota laut yang belum banyak
dieksplorasi mengenai khasiat antimalaria
nya adalah Holothuria atra (Teripang
keling). H.atra merupakan invertebrata dan
memiliki kulit yang berduri terdapat
senyawa aktif seperti flavonoid, terpenoid,
saponin, dan alkaloid yang bermanfaat
sebagai antimalaria.®’ Pelarut etanol dapat
berfungsi sebagai bahan pelarut dalam
proses ekstrak karena sifat etanol yang polar
sehingga dapat melarutkan senyawa polar
misalnya alkaloid, flavonoid, tannin, dan
saponin 8

Ulasan serta fenomena yang
dipaparkan pada paragraf sebelumnya,
menjadi landasan bagi peneliti untuk
melakukan  penelitian  eksperimental
melalui studi in vitro untuk mengetahui ada
atau tidaknya efek inhibisi dari kadar
P.falciparum dengan pemberian ekstrak

etanol teripang keling (Holothuria atra).

BAHAN DAN METODE

Desain dan metode studi yang
digunakan adalah penelitian eksperimental
melalui studi in vitro dengan ”Post test Only
Kontrol Group Design”. Penelitian ini
akan terbagi menjadi 3 kelompok :

1. Kelompok pertama/K1: 10 media kultur
P.falciparum tanpa pemberian ekstrak

H.atra dan obat antimalaria
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2. Kelompok kedua/K2: 10 media kultur
P.falciparum dengan pemberian obat
antimalaria

3. Kelompok ketiga/K3: 10 media kultur
P.falciparum dengan pemberian ekstrak
etanol H.atra

Sampel yang digunakan media
kultur P.falciparum yang diperoleh dari

ITD (Tropical Disease Center) Fakultas

Kedokteran Universitas Airlangga serta

Teripang keling H.atra diperoleh dari laut

pulau Madura kecamatan  Sapeken

kabupaten Sumenep. Penelitian ini akan
dilakukan di ITD FK Universitas Airlangga
untuk kegiatan kultur P.falciparum dan
pemberian ekstrak H.atra, FKH Universitas

Airlangga untuk kegiatan ekstraksi H.atra

dan Lab MIPA Institut Teknologi Sepuluh

Nopember untuk proses uji taksonomi.

Penelitian ini terbagi menjadi 3
tahap vyaitu preparasi dan ekstraksi,
pembiakan P.falciparum serta pengujian
aktivitas malaria in  vitro dengan
pengamatan pada kadar parasitemia,

inhibitory rate dan ICsqo.

Preparasi dan Ekstraksi

Penelitian dimulai dengan
pengumpulan dan preparasi sampel. H.atra
akan dipotong kecil, dikeringkan, dan
dihaluskan menggunakan hammer mills.
Ekstraksi dilakukan dengan teknik maserasi
dengan alat shaker selama 24 jam dan

disimpan pada wadah kedap udara dan
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dimasukkan ke pendingin. Pelarut yang

digunakan untuk ekstraksi adalah etanol.

Pembiakkan Plasmodium falciparum

Proses pembentukan media biakkan

akan terbagi menjadi 2 yaitu media lengkap
dan tak lengkap yang akan dimanfaatkan
untuk biakkan P.falciparum secara in vitro
dengan menggunakan parasit Plasmodium
falciparum dengan strain 3D7.
Pengujian aktivitas antimalaria diawali
dengan preparasi suspensi sel parasit
dengan kadar kadar parasitemianya 1 %
serta hematokritnya 10%. Sebanyak 500 ul
suspensi sel parasit dimasukkan kedalam 15
well yang telah diisi larutan uiji.

Sampel ekstrak etanol H.atra dibuat
berdasarkan metode Trager and Jensen
(1976). Konsentrasi ekstrak H.atra
bertingkat dari konsentrasi tertinggi 100
ug/ml; 10 ug/ml; 1 ug/ml; 0,1 ug/ml ; dan
konsentrasi  terendahnya 0,01  ug/ml.
Larutan ekstrak akan dimasukkan ke
microwell bersamaan dengan suspensi
parasit lalu dimasukkan ke dalam candle jar
dan dilakukan inkubasi hingga 48 jam
dengan suhu 37°C.°

Uji Aktivitas Antiplasmodim H.atra
Aktivitas antiplasmodium akan
diamati dan diukur dengan pemeriksaan
kadar parasitemia, inhibitory rate serta I1Csp.
1. Pemeriksaan kadar parasitemia

dilakukan untuk melihat berapa banyak

total eritrosit  yang  terinfeksi
P.falciparum pada kurang lebih 5000
eritrosit yang diperiksa. Rumus untuk
pemeriksaan kadar parasitemia sebagai

berikut :

% Parasitemia =

Jumlah Eritrosit yang terinfeksi

0,
5000 x 100%

2. Kepiawaian senyawa yang akan diuji
dalam  menginhibisi  perkembangan
membandingkan parasitemia uji dan
kontrol negatif. Rumus inhibitory rate
sebagai berikut.

% Inhibisi =

Parasitemia larutan uji
Parasitemia kontrol negatif

100% - x 100%

3. Inhibitory concentration (ICso) untuk
menginhibisi  sekitar  50%  dari
pertumbuhan parasit yang memerlukan
konsentrasi obat tertentu. Untuk
menghitung 1Csop menggunakan analisis
probability unit (probit) dengan
menghubungkan kurva probit persen
inhibisi dengan logaritma konsentrasi
sampel memakai persamaan garis

regresi linier.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengukuran Kadar Parasitemia
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Tabel 1 Persentase rerata parasitemia tiap kelompok

Grup

Dosis (ug/ml))

0,01 0,1 1 10 100

K1 6,73 6,73 6,73 6,73 6,73

K2 3,67 2,79 2,09 1,46 0

K3 6,36 5,44 3,96 2,88 0
Pada kelompok 1 persentase strain 3D7). Mekanisme dari klorokuin

parasitemia pada kelima dosis sama sebab
dalam kelompok kontrol negatif tidak ada
perlakuan yang diberikan selain media
perkembangan bagi P.falciparum.
Kelompok 2 menunjukkan bahwa kadar
parasitemia tertinggi terjadi pada pemberian
dosis klorokuin yang terkecil yaitu 0.01
ug/ml, sebaliknya angka kadar parasitemia
terendah (0) ada pada pemberian dosis
klorokuin tertinggi 100 ug/ml. Kelompok 3
menunjukkan hasil yang sama dengan
kelompok 2 dimana pemberian dosis makin
besar berkaitan dengan kadar parasitemia
yang rendah. Pada tabel

menunjukkan bahwa kadar parasitemia

diatas juga

kelompok 2 lebih rendah dari kelompok 3
pada pemberian dosis yang sama. Namun
100  wpg/ml

menunjukkan persamaan kadar parasitemia

pada pemberian dosis
yaitu 0. Kelompok 1 terdapat data yang
homogen karena kelompok 1 tidak diberi
perlakuan atau sebagai kontrol negatif.
Kelompok 2 sebagai kelompok kontrol
positif menunjukkan aktivitas antimalaria
yang sangat tinggi hal ini disebabkan
sampel yang digunakan adalah parasit yang

sensitif dengan klorokuin (P.falciparum
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yaitu didalam eritrosit yang terinfeksi
terdapat asam amino dan heme bebas yang
dimiliki

mendetoksifikasi

parasit, klorokuin akan

dengan  merubahnya
menjadi kristal tidak larut hemozoin (Fe3+
protoforfirin) hal ini dapat terjadi karena
degradasi hemoglobin inang oleh protease
parasit untuk kebutuhan vital. Klorokuin
menekan parasit tidak hanya dengan
berikatan dengan DNA/RNA, bisa juga
dengan efek dari basa lemah klorokuin yang
strukturnya seperti heme. Klorokuin basa
lemah akan menghalangi pembentukan
hemozoin yang mengakibatkan toksisitas
heme dan kematian dari  parasit
P.falciparum.?

Pada penelitian terdahulu yang
dilakukan oleh Moelyadi et al (2020)
penelitian yang dilakukan menggunakan
studi in sillico menunjukkan H.atra
memiliki komponen aktif seperti katekin
dan pirogalol yang mampu menghambat
pertumbuhan P.falciparum dengan cara
berikatan dengan protein pada P.falciparum
yang mengakibatkan perubahan morfologi
dan perubahan

fisiologi pada

perkembangan dari P.falciparum serta
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menginhibisi pertumbuhan P.falciparum
dalam tahap trofozoit dan skizont dengan

menginduksi mekanisme stress oksidatif .

Inhibitory Rate

Tabel 2 Hasil pengukuran inhibitory rate

Dosis (ug/ml)

Grup 0,01
K1 0
K2 53,68
K3 6,58

0,1 1 10
0 0 0
69,12 81,40 92,46
22,72 48,60 67,63

Kelompok 1 data yang didapatkan
persentase pertumbuhannya sama karena
sampel tidak mendapat perlakuan (kontrol
negatif). Kelompok 2 pertumbuhan
P.falciparum tertinggi pada dosis ,01 ug/ml

Dari pengukuran diatas, hal yang
dapat menghalangi pertumbuhan yang
terjadi pada kelompok 2 dan 3 karena efek
inhibisi pertumbuhan P.falciparum dari
aktifitas antimalaria pada komponen
ekstrak etanol H.atra yang bekerja melalui
berbagai jalur serta mekanisme klorokuin
dalam menekan angka pertumbuhan
P.falciparum. Mekanisme Kkerja ekstrak
teripang keling dalam  menghambat
P.falciparum belum diketahui secara pasti,
namun dalam studi lain telah dibuktikan
jika  masing-masing komponen yang
terkandung  dalam  ekstrak  H.atra

mempunyai aktivitas antimalaria melalui

jalur sebagai berikut (1) Alkaloid.
Senyawa 16-demethoxycarbonylvoacamine
yang merupakan turunan dari alkaloid
memiliki fungsi sebagai antimalaria dengan
P.falciparum  3D7.22  (2)

Flavonoid. Menginhibisi transport nutrisi

melawan

yang dibutuhkan parasit P.falciparum pada
NPP (new permeation pathway) serta
menghambat proses degradasi hemoglobin
P.falciparum.'® (3) Saponin. Glinoside A
menunjukkan aktivitas anti-plasmodial
dengan melawan strain  P.falciparum
3D7(sensitif klorokuin) dan mampu untuk
melubangi dinding membran sel sehingga
dapat melisiskan eritrosit.** (4) Terpenoid.
hambatan

Limoene menyebabkan

proliferasi P.falciparum.®®

Inhibitory Concentration 50/ 1Cso
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Tabel 3 Hasil pengukuran IC 50

I1Cso

Grup Dosis (ug/ml) (ug/ml)
0,01 0,1 10 100
K2 53,68 69,12 81,40 92,46 - 0,04
K3 6,58 22,72 48,60 67,63 - 1,54

Berdasarkan analisis Probit SPSS
untuk 1Cso konsentrasi ekstrak teripang
yang dibutuhkan untuk menghambat
pertumbuhan P.falciparum yang diberikan
ekstrak H.atra pelarut etanol adalah 1,54
ug/ml.  sedangkan 1Cso klorokuin yang
dibutuhkan untuk menghambat
pertumbuhan adalah 0,04 ug/ml. Dosis 100
ug/ml tidak dilakukan pengukuran oleh
dilakukan

pengamatan serta penghitungan inhibitory

karena eritrosit dapat

rate.

Ketetapan WHO dan kriteria dasar
dalam kegiatan meneliti obat antiparasit
bahan ekstrak dikategorikan menjadi 4
kelas ICso. Dari keempat kelas tersebut
terdiri dari: aktivitas tinggi (1Cso < 5 pg/ml)
; aktivitas yang menjanjikan (5 pg/ml < 1Cso
< 15 ug/ml); aktivitas sedang (15 pg/ml <
IC 50 < 50 pg/ml) ; aktivitas lemah (ICso >
50 pg/ml). Senyawa murni diartikan
sebagai sangat aktif saat ICso < 1 pg/ml °,
Berdasarkan kriteria tersebut ekstrak etanol
H.atra mempunyai aktivitas antimalaria
yang tinggi.

Pelarut etanol yang bersifat polar

mempunyai berbagai kelebihan vyaitu

MK | Vol.6 | No.2 | JUNI 2023

menghasilkan volume ekstrak yang paling
banyak dibandingkan pelarut lain.!” Etanol
dapat melarutkan berbagai komponen aktif
dalam suatu biota, sehingga pelarut ini
memang secara umum sering digunakan
untuk pelarut ekstrak dibandingkan pelarut
lainnya. Etanol dapat melarutkan senyawa
polar seperti alkaloid, flavonoid dan
saponin serta senyawa non-polar seperti
terpenoid sehingga dapat membantu
kandungan kimia dari ekstrak H.atra untuk
memberikan hasil terhadap mekanismenya
masing-masing.®

Dari semua parameter pengukuran
aktivitas antimalaria dari ekstrak H.atra
dengan pelarut etanol membuktikan bahwa
teripang ini memiliki potensi yang besar
sebagai kandidat baru terapi antimalaria.

Penelitian yang  menggunakan
ekstrak H.atra sebagai antimalaria secara in
vitro belum pernah dilakukan, beberapa
penelitian telah meneliti ekstrak H.atra
dapat berperan sebagai anti-bakteri serta
anti-fungi, sehingga besar kemungkinannya
bahwa H.atra dapat berperan sebagai
antimalaria. Pada penelitian sebelumnya

yang diakukan oleh Sukmiwati et al (2020)
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melaporkan bahwa dalam penelitiannya
H.atra dapat memberikan aktifitas anti-
bakterial pada Pseudomonas aureginosa
dengan kandungan komponen aktif seperti
saponin  yang mampu  menghambat
pertumbuhan atau membunuh mikroba
dengan cara bereaksi dengan membran
sterol dari bakteri serta efek utamanya pada
bakteri adalah melepaskan protein dan
enzim dari sel.® Penelitian yang dilakukan
oleh Parishni dan Revianti (2013)
menunjukkan bahwa penelitiannya
terhadap H.atra menunjukkan aktifitas anti-
fungal terhadap Candida albicans oleh
karena kandungan aktifnya seperti saponin.
Saponin dari H.atra berinteraksi terhadap
membran sterol dan mengganggu keutuhan
dari  dinding sel yang akhirnya
menyebabkan kematian sel.?® Dari kedua
penelitian tersebut terdapat hasil yang dapat
telah lisis sehingga tidak menghambat
pertumbuhan bakteri maupun fungi karena
kandungan aktif dari H.atra yaitu saponin.
Mekanisme saponin dari kedua penelitian
tersebut sama-sama mengarah  pada
pembentukan lubang pada permukaan sel

dan menyebabkan kematian sel.

KESIMPULAN

Penggunaan ekstrak etanol teripang
keling (Holothuria atra) memiliki efek
antiplasmodial yang mampu menekan
perkembangan P.falciparum. Nilai 1Cso

ekstrak etanol mempunyai aktivitas sebagai

antiplasmodial yang tinggi. Berdasarkan
dilakukan

eksplorasi lebih lanjut mengenai efek

kesimpulan  diatas dapat

antiplasmodial H.atra menggunakan hewan
coba atau secara in vivo untuk melihat
efektivitas antiplasmodialnya, toksisitas
dan efek samping dari kandungan ekstrak

teripang keling (Holothuria atra).
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