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Abstract.

Background : Malaria is a major public health problem in the world and developing countries
in particular, causing an estimated 1-2 million deaths per year, an annual incidence of 300-500
million clinical cases and more than 2 billion people were at risk of infection from it. But it is
also becoming more difficult to treat malaria due to the increasing drug resistance. Therefore,
the need for alternative drugs is acute. This study aims at investigating the in vivo
antiplasmodial activity of Piper betle L., fruit (buah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R.
BR., (daun miyana), honey and egg yolk combination. Methods: A rodent malaria parasite,
Plasmodium berghei, was inoculated into Swiss albino mice. The mice were infected with Ixl0’
parasites intraperitoneally. The Piper betle L., fruit (buah sirih), Plectranthus scutellarioides
(L.) R. BR., (daun miyana), honey and egg yolk combination were combined and administered
by an intra gastric tube daily for seven days starting from the day of parasite inoculation. The
control groups received the same amount of solvent (vehicle) used to suspend each dose of the
herbal drug. Chloroquine was used as a standard drug, administered through the same route.
Results: Combination of Piper betle L., fruit (buah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R.
BR., (daun miyana), honey and egg yolk were observed to inhibit Plasomodium berghei
parasitaemia in the Swiss albino mice 100 % on the sixth day. Conclusion: The study could
partly confirm the claim in East Sulawesi traditional medicine that the Piper betle L., fruit
(buah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R. BR., (daun miyana), honey and egg yolk
combination has therapeutic values in human malaria. There was, thus, the need to initiate
further in-depth investigation by using different experimental models.
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Abstrak.

Latar Belakang: Malaria merupakan masalah kesehatan masyarakat yang utama di
dunia dan negara-negara berkembang pada khususnya, menyebabkan kematian
diperkirakan 1-2 juta per tahun, sebuah kejadian tahunan 300-500 juta kasus klinis
dan lebih dari 2 miliar orang menghadapi risiko infeksi dari itu. Tetapi juga menjadi
lebih sulit untuk mengobati malaria karena resistensi obat
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meningkat. Oleh karena itu, kebutuhan untuk obat alternatif adalah penting. Penelitian
ini bertujuan untuk menyelidiki aktivitas anti plasmodial in vivo dari Piper betle L.,
buah (huah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R. BR., (Daun miyana), madu dan
telur kombinasi kuning. Metode : Sebuah malaria paras it hewan pengerat,
Plasmodium berghei, diinokulasi ke tikus Swiss albino. Tikus terinfeksi dengan parasit
IxI05 intraperitoneal. Piper betle L., buah (huah sirih), Plectranthus scutellarioides
(L.) R. BR., (Daun miyana), madu dan telur kombinasi kuning digabungkan dan
dikelola oleh tabung lambung intra setiap hari selama tujuh hari mulai dari hari
inokulasi parasit. Kelompok kontrol menerima jumlah yang sama pelarut (vehicle)
digunakan untuk menangguhkan setiap dosis dari obat herbal. Klorokuin digunakan
sebagai obat standar, diberikan melalui rute yang sama. Hasil .. Kombinasi dari Piper
betle L., buah (huah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R. BR, (daun miyana),
madu dan kuning telur diamati untuk menghambat Plasomodium berghei parasitemia
pada tikus Swiss albino I 00% pada hari keenam. Kesimpulan : Penelitian ini sebagian
bisa mengkonfirmasi klaim dalam pengobatan tradisional Timur Sulawesi bahwa
Piper betle L., buah (huah sirih), Plectranthus scutellarioides (L.) R. BR, (daun
miyana), madu dan telur kombinasi kuning telah terapeutik. nilai-nilai dalam malaria
manusia. Dengan demikian, ada kebutuhan untuk memulai investigasi lebih lanjut dan

mendalam dengan menggunakan model percobaan yang berbeda.

Kata kunci : obat tradisional, antimalaria invivo

PENDAHULUAN

Malaria adalah penyakit infeksi yang
penyebarannya di dunia sangat luas me liputi
100 negara yang beriklim tropis dan
subtropis. Di seluruh dunia setiap tahunnya
ditemukan 300-500 juta kasus malaria yang
mengakibatkan 1-3 juta orang meninggal
dunia. Di negara tropis seperti Indonesia,
malaria masih merupakan penyakit endemik
@. Di Indonesia, diperkirakan 50 persen
penduduk masih tinggal di daerah endemis
malaria. Angka kesakitan malaria yang
terbesar  terdapat di  propinsipropinsi
Indonesia bagian timur. Spesies plasmodium
yang banyak dijumpai adalah Plasmodium
falciparum (P falciparum) dan Plasmodium
vivax (P. vivax), sedangkan Plasmodium
malariae (P. malariae) ditemukan di
beberapa daerah namun prevalensinya sangat
rendah. Plasmodium ovale (P.ovale) hanya
ditemukan di daerah Papua (2).
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Di negara-negara endemik malaria
tanaman obatlobat tradisional sering di-
gunakan untuk mengo bati malaria. Analisis o
bat tradisional yang digunakan untuk pe-
ngobatan malaria merupakan potensi untuk
penemuan senyawa baru untuk pengem-
bangan obat antimalaria (3). Misalnya, turunan
kina dimodelkan pada struktur molekul,
ditemukan dari kulit pohon kina ). Baru-baru
ini dirumuskan turunan artemisinin yang
efektif yang diisolasi dari Artemisia annua (s).
Keberhasilan isolasi artemisinin  telah
menginspirasi banyak peneliti untuk mencari
obat antimalaria baru dari tanaman o bat yang
digunakan untuk mengobati malaria oleh
pengobat tradisional.

Tanaman  obatlobat  tradisional
Indonesia merupakan sumber yang potensial
sebagai sumber bahan ant imalaria baru.
Salah satu diantaranya adalah ramuan buah
sirih (Piper betle L.), daun



miyana (Plectranthus scutellarioides (L.) R.
Br.), madu dan kuning telur. Ramuan ini telah
lama dikenal o leh masyarakat di Sulawesi
Utara sebagai bahan obat tradisional ().
Berdasarkan uji toksisitas akut menggunakan
tikus galur wistar menunjukkan bahwa
pemberian ramuan sampai dengan 6,328
mUZ200 gBB tidak menunjukkan gejala toksik
. Selain data penelitian yang telah ada
sebelumnya, sirih  diketahui ~ memiliki
kandungan kimia arekolin pada seluruh
bagian tanaman (89,10). Arekolin merupakan
senyawa alkaloid yang bersifat sebagai
antibakteri dan dapat meningkatkan imunitas
(1. Daun miyana telah ditelit i mengandung
alkaloid yang bersifat sebagai antibakteri (12).
Suatu senyawa baru atau ramuan dapat
digunakan sebagai obat apabila telah
dilakukan uji di beberapa temp at dan
menghasilkan hasil yang baik dan sarna.
Mengingat di daerah lain seperti beberapa
daerah di Nusa Tenggara Timur (NTT),
merupakan daerah endemis malaria yang
tinggi dan masyarakatnya ~mempunyai
kebiasaan makan sirih, maka perlu dilakukan
pene lit ian tentang efek antiplasmodium
ramuan buah sirih, daun miyana, madu dan
kuning telur dengan menggunakan bahan dari
Kupang terhadap mencit yang diinfeksi P.
berghei.

Penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian eksperimental secara in vivo,
bertujuan mengetahui efek pemberian ramuan
buah sirih (Piper betle L.), daun miyana
(Plectranthus scutellarioides (L.) R. Br.),
madu dan kuning telur yang berasal dari
Kupang (NTT) berdasarkan penurunan angka
parasitemia, dan daya tahan hidup (survival)
mencit yang terinfeksi P. berghei.

Aktivitas Antimalaria (In Vivo) .......cccceeeunneee. ( Yun)

BAHAN DAN CARA
Bahan penelitian

Bahan penelitian adalah buah sirih,
daun miyana, madu dan kuning telur yang
diperoleh dari Kupang (NTT). Tanaman yaitu
buah sirih dideterminasi di Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat
dan Obat Tradisional (B,P, TO0, T)
Tawangmangu, Solo dan daun miyana
dideterminasi di Herbarium Bogoriensis,
Bogor.

Hewan Percobaan

Hewan co ba yang digunakan adalah
mencit jantan, galur swiss derived, berat
badan + 25-30 gram, umur + 2 bulan,
sebanyak 50 ekor, diperoleh dari Labo-
ratorium Hewan Coba, Pusat Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan Balitbang
Kesehatan, Kementerian Kesehatan, RI.
Jakarta. Sebelum digunakan dalam percobaan
mencit dipelihara terlebih dahulu selama 1
minggu untuk penyesuaian lingkung an,
mengontrol kesehatan, berat badan serta
menyeragamkan makanan.

Cara

Pembuatan ramuan

Pembuatan ramuan dengan cara
sebagai berikut : Buah sirih dan daun miyana
dibersihkan dan dicuci dari kotoran-kotoran.
Sebanyak 40 g buah sirih dijus tanpa air lalu
disaring, 5 g daun miyana dijus tanpa air lalu
disaring, ditambah 2 sendok makan madu dan
1 butir kuning telur kemudian dicampur lalu
disaring. Bahn uji dibuat tiga hari sekali
dengan penyimpanan di kulkas.

Parasit dan infeksi:

Infeksi parasit malaria dilakukan
dengan menyuntikkan secara intraperitoneal
(ip) pada lima ekor mencit donor. Setelah
positif, diambil darahnya dari mata
menggunakan pipa kapiler berisi heparin,
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lalu dihitung angka parasitemianya. Kelima
darah meneit tersebut kemudian dieampur
dan dieneerkan dengan RPMI untuk
mendapatkan jumlah parasit dalam volume
tertentu. Tiap meneit untuk pereo baan
disuntikkan  darah yang mengandung
P.berghei sebanyak + 10° parasit/O,2 ml
seeara ip. Pemeriksaan angka parasitemia
dilakukan dengan membuat sediaan apus
darah tipis tebal dari ekor, bila sudah positif
maka dilakukan pemberian o bat seeara oral.

Aktivitas antimalaria ramuan

Hewan eoba meneit jantan, galur
swiss derived yang diinfeksi dengan
P.berghei 10° parasit/O,2 ml seeara ip dibagi
seeara aecak menjadi 5 kelompok @ 9 meneit/
kelompok. Meneit yang terinfeksi seeara aeak
dibagi menjadi 3 kelompok uji dan 2
kelompok kontrol (klorokuin sebagai obat
standar dan akuades sebagai kontrol negatif).

Ramuan disiapkan dalam 3 dosis
berbeda (0,25mVekor; 0,50mL/ekor;
ImL/ekor) dan diberikan seeara oral sebagai
dosis tunggal per hari, dosis klorokuin adalah
25mg/kg dan akuades 0.5mVekor.

0 x-JK-rX--rlIC,

0(;) 0" ~ 0'0 -:1P 0"(;) 0"""

Waktu (Hari)

Pemberian bahan uji dimulai 3 jam
setelah positif terinfeksi pada hari -0 dan
kemudian dilanjugkan setiap hari selama
empat hari (hari = 3) untuk kefpmpok
kontrol positif dan tujuh hari (hari =~ 6)
untuk ramuan dan akuades.

Pemeriksaan parasitemia dan pengamatan
efek pengobatan

Untuk  pemeriksaan  parasitemia
dibuat sediaan apus darah tebal maupun tip is
dari darah ekor dan dihitung persentase (%)
angka parasitemia (13).

Pengamatan efek pengobatan di-
lakukan terhadap keadaan fisik me liputi berat
badan, temperatur dan sikap tubuh serta
terhadap daya tahan hidup (survival) yang
dilakukan setiap hari setelah meneit diinfeksi
dengan P.berghei ataupun selama dan
sesudah pengobatan (14).

HASIL

Hasil pemeriksaan sediaan apus darah
(tebal dan tipis) meneit didapatkan data angka
parasitemia (%) untuk tiap-tiap kelompok
kontrol dan perlakuan setelah pemberian
seeara oral ramuan buah sirih, daun miyana,
madu dan kuning telur.

__Akuades
_ Oasis 0.25ml/ekar

Oasis 0.5ml/ekar

Oasis 1.0ml/ekar

___________ J _Klarokuin

Gambar 1. Grafik Perkembangan Angka Parasitemia (%) pada Semua Kelompok Perlakuan Selama

Pengamatan 28 hari
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Gambar 2. Grafik Berat Badan (Gram) Mencit pada Semua Kelompok

Perlakuan

Tabell. Daya Tahan Hidup (Survival) Mencit yang Terinfeksi Piberghei

Jumlah mencit yang hidup (ekor)

Hari Kontrol Dosis 0,5 Dosis 1,0 Kontrol
negative Dosis 0,25 ml ml ml positif
N (%) N (%) N(%) N(%) N(%)
H-O 9(100) 9(100) 9(100) 9(100) 9(100)
H-1 9(100) 9(100) 9(100) 9(100) 9(100)
H-2 8(88.89) 9(100) 9(100) 9(100) 9(100)
H-3 7(77.77) 9(100) 9(100) 9(100) 9(100)
H-4 4(44.44) 3(33.33) 9(100) 9(100) 9(100)
H-5 4(44.44) 2(22.22) 9(100) 9(100) 9(100)
H-6 4(44.44) X 9(100) 9(100) 9(100)
H-7 3(33.33) X 9(100) 9(100) 9(100)
H-8 3(33.33) X 9(100) 9(100) 9(100)
H-9 3(33.33) X 9(100) 9(100) 9(100)
H-10 3(33.33) X 9(100) 9(100) 9(100)
HII-28 X X 9(100) 9(100) 9(100)
Keterangan :

Kontrol negatif : akuades
Kontrol positif  : klorokuin
X : hewan uji mati
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Pengamatan keadaan fisik meneit
didapatkan dengan mengukur berat badan
(gram), yang ditimbang setiap tiga hari sekali.
Pada kelompok kontrol negatif (akuades)
tampak penurunan berat badan sampai meneit
mati. Demikian juga dengan kelompok dosis
0,25 ml/ekor. Sedangkan pada kelompok
kontrol positif (klorokuin), kelompok dosis
0,5 ml serta 1,0 ml/ekor tidak terjadi
penurunan berat badan namun terjadi sedikit
peningkatan pada akhir pengamatan (Gambar
2).

Daya tahan hidup (survival) untuk tiap-tiap
kelompok kontrol dan perlakuan dihitung
berdasarkan jumlah hewan yang mati setiap
hari. Pada kelompok kontrol negatif
(akuades) dan kelompok dosis 0,25 ml/ekor
tampak penurunan daya tahan hidup yang
mengakibatkan meneit lebih eepat mati.
Sedangkan pada kelompok kontrol positif
(klorokuin), kelompok dosis 0,5 ml dan 1,0
ml/ekor tidak tampak penurunan daya tahan
hidup sampai akhir pengamatan (Tabell).

PEMBAHASAN

Pada pengujian efek antiplasmodium,
hewan perea baan yang digunakan adalah
meneit jantan dengan umur = 2 bulan dan
berat yang relatif seragam (2530 g). Pada
penelitian ini digunakan meneit jantan, karena
jika digunakan meneit betina terjadi masa
estrus yang dapat mempengaruhi
fisiologisnya, sehingga kondisi
masing-masing meneit menjadi tidak
seragam.

Sebelum penelitian dilakukan pada
manusia, maka terlebih dahulu dilakukan
pada hewan eoba (meneit) yang terinfeksi
parasit P.berghei (penyebab malaria pada
roden). Semua spesies plasmodium memiliki
siklus hidup yang sarna, yang berbeda adalah
masa inkubasi (intrinsik dan
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ekstrinsik). P.berghei mempunyai kesamaan
dengan P falciparum dalam hal menyerang
semua umur eritrosit, maka P.berghei sering
digunakan pada penelitian

malaria pada hewan cob a ! 5]jlég'amping

itu seeara analisis molekuler dilaporkan
adanya persamaan antara P. berghei dengan P
falciparum. Untuk memelihara kelangsung an
hidup plasmodium ini adalah dengan 2 eara
yaitu menyimpannya pada suhu rendah
(-80°C atau -120°C) atau menginokulasikan
parasit tersebut pada meneit. Pasase (transfer
dari meneit ke meneit lain) sangat diperlukan
karena meneit akan mati dalam jangka waktu
tertentu (7 sampai 10 hari) a7.

Pada kelompok kontrol negatif
(akuades) tidak tampak adanya penurunan
angka  parasitemia melainkan  terjadi
peningkatan angka parasitemia. Hal ini
didukung oleh hasil penelitian lain bahwa
meneit yang terinfeksi P.berghei tanpa
pengobatan dan dipelihara pada suhu kamar
mengalami peningkatan angka parasitemia
dengan eepat (18). Pada kelompok dosis 0,25
ml/ekor tidak memperlihatkan adanya
perubahan ke arah perbaikan meneit yang
diinfeksi P.berghei. Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian dosis tersebut kurang
memadai untuk pengobatan malaria. Dosis
yang biasa digunakan seeara empirik oleh
masyarakat untuk pengobatan malaria adalah
50 ml dan apabila disetarakan dengan meneit
(30 g) yaitu 0,50 mL. Pada kelompok dosis
0,50 mL dan 1,0 mL/ekor memperlihatkan
penurunan angka parasitemia dan perbaikan
keadaan meneit. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian dosis tersebut mempunyai efek
sebagai antiplasmodium.

Buah sirih memiliki kandungan
saponin, steroid, minyak atsiri (golongan
terpenoid termasuk di dalanmya) dan tanin
19). Golongan senyawa tanin telah terbukti



menghambat perkembangan parasit malaria
pada spesies primata Microcebus murinus (20),
disamping itu juga diketahui bahwa golongan
terpen  (artemisininpiperaquine)  terbukti
sebagai antimalaria. Senyawa ini merupakan
derivat  terbaru terpen yang tengah
diunggulkan sebagai senyawa antimalaria
untuk menghadapi kasus multidrug-resistant
(MDR) pada P falciparum dan P. vivax @1).
Golongan saponin dari ekstrak akar
Vangueria infausta (Rubiaceae) dapat
menghambat uptake dari [G3H]-hypoxantine
yang merupakan suplemen dalam
perkembangan P. falciparum secara in vitro
dan mempunyai aktivitas sebagai antimalaria
pada P.berghei (22). Pada daun miyana di-

ketahui memiliki golongan senyawa minyak
atsiri, tanin, tanin katekat dan flavonoid.

Derivat flavonoid (dehidrosilybin dan
8-(1;1)-DMA-kaempferide) mempunyai
aktivitas sebagai antiplasmodium secara in
vitro (23). Selain itu minyak atsiri dari daun
Virola surinamensis (Rol.) Warb. juga
dilaporkan memiliki aktivitas ant imalaria dan
mampu menghambat (secara sempuma)
pertumbuhan fase tropozoit menuju skizon
setelah masa inkubasi 48 jam (4. Madu dan
kuning telur merupakan sumber energi
sehingga penambahan kedua unsur tersebut
pada ramuan kemungkinan dapat
meningkatkan sistem metabo lisme dan
berakibat peningkatan sistem kekebalan
tubuh, sehingga mencit memiliki daya tahan
hidup yang baik walaupun telah terinfeksi
malaria.  Mekanisme  ramuan  dalam
menghambat perkembangan parasit belum
diketahui, kemungkinan ada persamaan
dengan o bat antimalaria lainnya seperti
klorokuin yang bekerja pada vakuola
makanan parasit. Pada kelompok kontrol
positif (klorokuin) memperlihatkan
penurunan angka parasitemia yang lebih
tinggi dan parasit lebih cepat hilang
dibandingkan kelompok dosis

Aktivitas Antimalaria (In Vivo) .......cccceeeunneee. ( Yun)

yang lain. Terdapat suatu kesamaan persepsi
bahwa klorokuin berperan menghambat
proses degradasi hemoglobin, suatu proses
yang sangat penting bagi kelangsungan hidup
parasit di dalam tubuh manusia (25).

Pengamatan terhadap keadaan fisik
dan daya tahan hidup memperlihatkan
penurunan berat badan, temperatur dan
perubahan keadaan fisik mencit. Penurunan
berat badan terjadi karena mencit kehilangan
nafsu makan kemungkinan adanya gangguan
pencemaan akibat terinfeksi P.berghei. Hal
ini terlihat pada sikap tubuh kiposis pada
hewan yang terinfeksi. Sikap tubuh kiposis
merupakan indikasi atau gejala yang
menunjukan bahwa hewan mengalami rasa
sakit di daerah abdomen. P. berghei dapat
menyebabkan diare dan menyerang ginjal
(glomerulonefritis akut). Pada manusia, salah
satu gejala yang menonjol pada penderita
malaria adalah mual dan gangguan
pencemaan. Peningkatan temperatur pada
awal infeksi terjadi karena hewan mengalami
demam setelah terinfeksi, setelah itu diikuti
dengan penurunan temperatur. Hal ini terjadi
karena adanya gangguan pada susunan syaraf
pusat terutama pada sistem termoregulator
(pengatur suhu tubuh) yang tidak berfungsi
dengan baik atau panas yang terbentuk akibat
radang lebih banyak terbuang daripada
menaikkan suhu tubuh, dan ini sesuai dengan
penelitian lain bahwa mencit yang terinfeksi
P.berghei tidak menunjukkan adanya demam
melainkan  penurunan  temperatur  (26).
Penurunan terhadap temperatur diikuti
perubahan keadaan fisik seperti pucat pada
selaput mata, kaki dan ekor karena anemia
berat, hal ini disebabkan banyaknya sel darah
merah yang terserang dan kemudian pecah
atau hilang pada saat pecahnya skizon.
Banyaknya  eritrosit yang terinfeksi
menyebabkan  banyak  eritrosit  yang
hilang/pecah dan hal ini menyebabkan anemi
yang berat.
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Kematian pada mencit yang terinfeksi
P.berghei terutama karena anemi berat (27).

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  pengamatan,
pengukuran dan pemeriksaan mencit yang
terinfeksi P. berghei dengan pemberian
ramuan buah sirih (Piper betle 1.), daun
miyana (Plectranthus scutellarioides (L.) R.
Br.), madu dan kuning telur dari Kupang
(NTT) maka dapat disimpulkan bahwa
aktivitas antimalaria ramuan terhadap P.
berghei mengindikasikan ramuan tersebut
mengandung beberapa senyawa
antiplasmodial namun harus ada penelitian
lebih lanjut.
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