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Abstrak

Penelitian uji antimalaria ekstrak spons Xestospongia sp. telah dilakukan terhadap
Plasmodium sp. secara in vitro. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui penghambatan ekstrak
spons Xestospongia sp. terhadap Plasmodium falciparum berdasarkan nilai 1Cso. Uji
antimalaria ekstrak spons Xestospongia sp. menggunakan lempeng sumur mikro, dimana
kontrol berisi medium dan * 50 pl suspensi parasit dan yang lain ditambahkan ekstrak dengan
masing-masing konsentrasi 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg/ml. Pengamatan pengujian setelah 48
jam dan 72 jam dengan melihat jumlah eritrosit yang terinfeksi pada mikroskop. Hasil penelitian
menunjukkan hubungan antara konsentrasi dengan penghambatan yaitu konsentrasi 0,1
pg/ml, 15.67%; konsentrasi 1 pg/ml, 24.83%; konsentrasi 10 pg/ml, 45,50%; konsentrasi 100
pg/ml, 54.17; dan konsentrasi 1000 pg/ml, 68.00%. Aktivitas antimalaria berdasarkan nilai 1Cso.
Pada penelitian ini diketahui bahwa nilai ICso sebesar 46.51 pg/ml yang berarti ekstrak spons
Xestospongia sp. berpotensi aktif sebagai antimalaria.

Kata kunci : Spons Xestospongia sp.; antimalaria

PENDAHULUAN

Salah satu penyakit infeksi yang disebabkan beberapa protozoa dengan genus
Plasmodium adalah malaria. Plasmodium falciparum menjadi parasit penyebab dengan kasus
yang parah dan fatal (Fattorusso dan Scafati, 2009). Penularan parasit malaria disebabkan
oleh nyamuk Anopheles betina. Parasit kemudian berkembang biak dalam sel darah merah
(RBC) yang menyebabkan gejala seperti demam, menggigil, mual, dan seperti flu, tetapi yang
parah pada kasus seperti koma dan kematian (Mudi dan Muhammad, 2009).

Jumlah parasit Plasmodium dalam tubuh dapat menyebabkan berat ringan infeksi yang
akan terlihat dari demam periodik, splenomegali, dan anemia (Harijanto, 2009). Siklus hidup,
mekanisme pertahanan imunologi, dan klinis pengembangan malaria pada manusia adalah
proses yang kompleks. Infeksi Plasmodium falciparum dapat menimbulkan efek serius,
misalnya anemia, komplikasi otak (hingga koma), hipoglikemia dan glomerulonephritis (Kaur
et. al,2009).

Timbulnya kasus multiresistensi terhadap senyawa antimalaria menyebabkan

permasalahan dalam penyakit infeksi (Nofiani dkk, 2009). Hal ini mendorong para peneliti agar
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mencari antimalaria baru untuk menggantikan antimalaria yang tidak efektif lagi (Depkes R,
2006). Peneliti kemudian beralih pada biota laut yang menyediakan beragam bahan alam dari
invertebrata laut misalnya spons, tunikata, bryozoa, dan moluska (Donia dan Hamann, 2003).

Salah satu biota laut adalah spons. Spons diketahui memiliki banyak manfaat bagi ahli
kimia (Joseph dan Sujatha, 2011). Spons laut memiliki potensi sebagai obat untuk penyakit
seperti malaria, kanker dan penyakit yang diakibatkan oleh virus (Ravichaddran et. al, 2009).
Salah satu contoh, spons laut dari genus Xestospongia (Haploscleridae, Petrosiidae) telah
terbukti menjadi sumber yang kaya akan metabolit bioaktif sekunder seperti alkaloid
(xestospongins/araguspongines, aaptamines, manzamines, ingenamines, dan renieramicins),
polisiklik kuinon, aminoalkohol, senyawa heterosiklik dan sterol (aragusterol). Beberapa
senyawa menunjukkan bioaktivitas sitotoksik, antimikroba, antiplasmodium, atau aktivitas
vasodilator (Lauren et. al, 2006). Xestospongia dilaporkan mengandung xestosaprol D dan E
untuk bahan obat-obatan. Selain itu, spons laut

Xestospongia sp., kelas Demospongiae, ordo Haplosclerida, dan family
Nepheliospongiidae terbukti mengandung antimalaria. Spesies ini mengandung senyawa aktif
terhadap malaria yaitu protein kinase yang diyakini dapat menghambat Plasmodium
falciparum (Lauren et. al, 2006).

Spesies Xestospongia lainnya (Xestospongia muta dan Xestospongia testudinaria)
diketahui dapat memproduksi varietas dari rantai lurus senyawa acetylenat, yang
menunjukkan bioaktivitas antimikroba dan sitotoksik.

Dari uraian di atas, genus Xestospongia yang telah banyak diteliti kandungan bioaktif
malarianya maka permasalahan yang timbul yaitu apakah ekstrak metanol spons
Xestospongia sp. sebagai salah satu spesies dari Xestospongia mempunyai aktivitas
antimalaria terhadap Plasmodium sp. secara in vitro.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui penghambatan ekstrak metanol
spons Xestospongia sp. terhadap Plasmodium sp. secara in vitro berdasarkan pada nilai
IC50. Dengan penelitian ini diharapkan dapat menambah ilmu pengetahuan yang diperoleh
dari senyawa kimia pada spons laut serta dapat memaksimalkan pemanfaatan seluruh

senyawa kimia pada spons laut yang ada.

METODE
Desain, tempat dan waktu

Desain penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratorium secara in vitro.
Pelaksanaan penelitian di laboratorium farmasi Universitas Megarezky pada bulan Mei -
Oktober 2019.
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Populasi dan sampel

Sampel adalah ekstrak spons Xestospongia sp. berasal dari Pulau Barrang Lompo,
Sulawesi Selatan.
Alat dan bahan

Alat - alat digunakan adalah alat gelas, autoklaf, conical tube, desikator, filter 0,22,
inkubator, mikroplate 96 sumuran, mikroskop, mikropipet, tabung effendorf, rotavapor,
sentrifuge, spoit dan timbangan analitik.

Bahan-bahan digunakan adalah aquadestilata, ekstrak spons Xestospongia sp., darah
golongan “O”, etanol 70%, hipoxantin, minyak emersi, metanol, natrium bikarbonat 5%,
pewarna Giemsa, Plasmodium sp., Rosewell Part Memorial Institute (RPMI) 1640, gentamisin

sulfat, serum manusia, sorbitol 5%.

Prosedur kerja
1. Pengambilan dan pengolahan sampel

Sampel spons diambil dalam laut kemudian dicuci bersih-bersih dengan air laut.
Setelah bersih, sampel dipotong-potong kecil dan ditimbang untuk ekstraksi. Sampel
diekstraksi secara maserasi menggunakan metanol, disimpan selama 24 jam pada suhu
kamar. Setelah itu disaring kemudian filtrat dipekatkan dengan rotary evaporator dan
dikeringkan menggunakan freeze dryer.
2. Pembuatan bahan penelitian
a. Pembuatan Medium Stok

RPMI 1640 sebanyak 500 ml ditambahkan gentamisin sulfat. Medium stok difilter dan
disimpan suhu 4 °C
b. Pembuatan Medium Transport

Medium stok sebanyak 50 ml ditambah larutan NaHCO3 5%. Medium transport difilter
dan disimpan pada suhu -25 °C.
c. Pembuatan Medium Lengkap

Medium transport ditambahkan serum golongan darah O. Larutan difilter dan disimpan
pada suhu -25 °C.
d. Pembuatan growth medium (medium GM)

Medium transport ditambahkan hipoxantin. Larutan difilter dan disimpan pada suhu -
25 °C.

e. Pembuatan RBC 50%
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Darah "O” sebanyak 10 ml disentrifuge 1500 rpm selama 15 menit. Supernatan
dibuang, darah yang tertinggal dicuci dengan medium transport sebanyak dua kali. Packed
cell dan medium disuspensikan ke dalam medium lengkap dengan perbandingan volume 1:1.
Suspensi ini disimpan pada suhu 4°C dan tiap seminggu sekali perlu pengantian medium
lengkap.

f. Perhitungan persentase parasitemia

Persen parasitemia yang terkandung dalam biakan diamati melalui slide apusan darah
tipis. Slide diamati dengan mikroskop pada pembesaran 10 x 10
3. Pengujian antimalaria secara in vitro

Parasit dengan kadar parasetimia 1% dikumpulkan setelah hasil sinkronisasi selama
48 jam. Parasit diambil dengan cara disentrifus selama 15 menit dengan kecepatan 1500 rpm,
supernatan dibuang dengan mikropipet dan dihitung sisa endapan. Jika volume endapan
sebanyak 0,2 ml maka ditambahkan dengan growth medium (GM) sampai 10 ml. Pada conical
tube lain disiapkan RBC 50% sebanyak 0,4 ml dan ditambahkan growth medium (GM) sampai
10 ml. Dicampur sampai homogen, dan dilakukan uji aktivitas antimalaria. Uji aktivitas
antimalaria dilakukan tiga kali dengan tiga kali replikasi, memakai lempeng sumur mikro.

- Kelompok A, kelompok kontrol
- Kelompok B, ekstrak uji dengan konsentrasi 1000 pug/ml
- Kelompok C, ekstrak uji dengan konsentrasi 100 pg/ml
- Kelompok D, ekstrak uji dengan konsentrasi 10 pg/ml
- Kelompok E, ekstrak uji dengan konsentrasi 1 ug/ml
- Kelompok F, ekstrak uji dengan konsentrasi 0,1 pg/ml
4. Pemanenan dan evaluasi hasil pengujian antimalaria

Lempeng sumur mikro dikeluarkan dari inkubator dan desikator. Suspensi bagian
atas dibuang 20 pl sehingga yang tertinggal hanya supensi yang lebih pekat. Suspensi
tersebut diambil 5 pl dengan mikropipet selanjutnya diteteskan pada slide mikroskop,untuk
dibuat slide apusan darah tipis. Dihitung persentase penghambatan parasit.
Analisis data

Data yang diamati dalam penelitian adalah persen penghambatan setelah pemberian
ekstrak metanol spons Xestospongia sp. Aktivitas antimalaria diketahui dengan mendapatkan
nilai ICso dengan cara melakukan analisis probit. Analisis probit ini dilakukan dengan melihat

hubungan antara nilai probit penghambatan dan log konsentrasi sehingga diperoleh nilai ICso.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Pengujian ekstrak spons Xestospongia sp. dilakukan secara in vitro dengan
menggunakan konsentrasi 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 1000 pg/ml. Tujuan
pengujian ini adalah untuk mengetahui aktivitas ekstrak metanol spons Xestospongia sp.
terhadap penghambatan Plasmodium sp. secara in vitro.

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi tertinggi menunjukkan efek
penghambatan tertinggi setelah inkubasi 72 jam dibandingkan 48 jam. Presentase
penghambatan setelah 72 jam pada masing-masing konsentrasi 0,1 ug/ml; 1 pg/ml; 10 pg/ml;
100 pg/ml; dan 1000 pg/ml yaitu 15.67%; 24.83%; 45.50%; 54.17%; dan 68.00%. Hasil ini
menunjukkan bahwa konsentrasi uji sampel semakin tinggi maka penghambatan terhadap

Plasmodium falciparum juga semakin tinggi.
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Gambar 1. Grafik linier penghambatan ekstrak

Suatu bahan dikatakan berpotensi aktif sebagai antimalaria jika ICso < 5 -50 pg/ml, aktif
lemah > 50 pg/ml sampai 100 pg/ml dan tidak aktif jika 1Cso > 100 pg/ml (Pan dkk, 2018).

Adapun penelitian lain yang menggunakan spons Xestospongia sp. menunjukkan
ekstrak spons Xestospongia sp. dari tahap partisi cair-cair beberapan pelarut antara lain
pelarut etil asetat menunjukkan nilai ICso sebesar 21,75 pg/ml; pelarut air menunjukkan nilai
ICs0 sebesar 46,63 ug/ml; pelarut heksan menunjukkan nilai ICso sebesar 16,73 pug/ml. Ekstrak
Xestospongia sp. memiliki aktivitas antimalaria dengan melihat nilai ICso yang terkecil berasal
dari pelarut heksan yang bersifat non-polar dibandingkan dengan pelarut air yang bersifat
polar dan pelarut etil asetat (Murtihapsari, 2010).

Penelitian lanjutan Murtihapsari dkk, 2017 pada isolat murni dengan galur 3D7
menunjukkan ICso sebesar 6.49x 107 pg/ml. Suatu bahan dikatakan berpotensi sebagai
antimalaria jika nilai ICso < 50 pg/ml untuk ekstrak sedangkan untuk fraksi nilai 1Cso <25 pg/ml
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(Murtihapsari dkk, 2017).
Pada penelitian ini diperoleh bahwa ekstrak spons Xestospongia sp. menunjukkan nilai
ICs0 sebesar 46.51 pg/ml. Oleh karena itu ekstrak spons Xestospongia sp. berpotensi aktif

sebagai antimalaria.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian analisis data dan pembahasan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak spons Xestospongia sp. memiliki efek penghambatan setelah inkubasi 72 jam
pada masing-masing konsentrasi 0,1 pg/ml; 1 pg/ml; 10 pug/ml; 100 pg/ml; dan 1000 pg/mi
yaitu 15.67%; 24.83%; 45.50%; 54.17%; dan 68.00%.

2. ICsp ekstrak spons Xestospongia sp. dengan analisis probit sebesar sebesar 46.51 pg/ml

yang berpotensi aktif sebagai antimalaria.
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