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ABSTRAK

Latar Belakang Virus Dengue serotipe 2 (DENV-2) merupakan serotipe paling banyak ditemukan sebanyak
80% dengan kasus infeksi sekunder yang dapat menyebabkan keparahan yang fatal seperti Demam Berdarah
Dengue (DBD), dan Sindrom Syok Dengue (SSD). Kasus infeksi Dengue di beberapa wilayah Indonesia
meningkat sejak januari 2020, dan ditengah pandemi COVID-19. Terapi hanya terdiri dari perawatan suportif,
dan diperlukan perawatan khusus antivirus. Beberapa penelitian mengatakan bahwa kandungan zat kakao
memiliki peran sebagai antivirus. Sehingga perlu penanggulangan virus Dengue dengan alternatif antivirus
seperti kakao.Tujuan Membuktikan efektivitas ekstrak biji kakao terhadap penghambatan replikasi virus
Dengue Serotipe 2 New Guinea C. Metode Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain
post-test only control group design. Penelitian ini menggunakan 6 kelompok, 2 kelompok kontrol dan 4
kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan terdiri dari pemberian ekstrak dari kulit biji kakao (7heobroma
cacao L.) dengan konsentrasi bertingkat 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, kelompok kontrol yaitu
kelompok kontrol negatif pemberian Dimethyl sulfoxide (DMSO) 0,1%, sedangkan kontrol positif pemberian
Cylosphorin A (CsA). Data diuji menggunakan vji Kruskal Wallis dengan uji Mann-Whitney. Hasil Konsentrasi
10 pg/ml memiliki efektivitas daya hambat paling tinggi sebesar 54%, dan pada uji Kruskal Wallis terdapat
nilai P=0,007 dan pada uji post hoc didapatkan perbedaaan daya hambat pada masing-masing konsentrasi.
Kesimpulan Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) memiliki daya hambat terhadap virus dengue.
Kata Kunci Theobroma cacao L., virus dengue, ekstrak kulit biji kakao

ABSTRACT

Background Dengue virus serotype 2 (DENV-2) is the most prevalent serotype of Dengue virusup to 80% with
secondary infection cases can cause severity like Dengue Hemorrhagic Fever (DHF), and Dengue Shock
Syndrome (SSD). Dengue infection cases in several parts of Indonesia had increased since January 2022, and
in the COVID-19 pandemic. Therapy only of supportive care, and special antiviral treatment is required. Some
studies said cocoa substances contains as an antiviral. So it is necessary to overcome the Dengue virus
alternative antivus such as cocoa. Aim To tested the effectiveness of cocoa seed skin extract against the
replication inhibition of Dengue Virus Serotype 2 New Guinea C. Methods This study is an experimental with
a post-test only control group design research design. This study uses 6 groups, namely 2 control groups and
4 treatment groups. The treatment group consisted of extracting cocoa seed skin (Theobroma cacao L.) with a
concentration of 10 ug /ml, 20 ug /ml, 40 ug /mi, and 80 ug /ml. The control group was a negative control is
giving Dimethyl sulfoxide (DMSO) 0.1%, while positive control is giving Cylosphorin A
(CyA). Data were tested using the Kruskal Wallis Post hoc Mann-Whitney. Result Concentration of 10 ug /ml
has the highest inhibition effectiveness of 54%, Kruskal Wallis test there were P-value= 0,007, and the Post
Hoc test there were difference between concentrations. Conclusion Cocoa seed skin extract (Theobroma cacao
L.) has inhibitory power against dengue virus.
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PENDAHULUAN

Hasil serotipe menunjukkan bahwa
DENV-2 merupakan serotipe virus yang
paling banyak ditemukan yaitu 80%, diikuti
infeksi ganda DENV-2 dan DENV-3 (15%)
serta DENV-3 (5%).Y Pada penelitian
sebelumnya serotipe DENV-2 merupakan
kasus dengan infeksi sekunder yang dapat
menyebabkan tingkat keparahan yang fatal
seperti demam berdarah dan syok sindrom
Dengue, serta menimbulkan manifestasi yang
berat.” Manifestasi klinis infeksi DENV
berkisar dari infeksi asimptomatik ataupun
sindrom seperti flu ringan, juga dikenal
sebagai Demam Dengue (DD), hingga bentuk
yang lebih parah dan mengancam jiwa, yaitu
Demam Berdarah Dengue (DBD) dan
Sindrom Syok Dengue (SSD).®)®

Pada tahun 2017, terdapat 59.047 kasus
DBD dan 444 kematian akibat DBD di
Indonesia dengan masing-masing 22,55
per100.000 orang-tahun dan masing-masing
0,75% dari IR dan CFR (Case Fatality Rate)."”
Dirjen P2P (Pencegahan dan Pengendalian
Penyakit) memlalui surat edaran nomor
HK.02.02/1V/2360/2020 menyampaikan
bahwa ada peningkatan kasus infeksi Dengue
di beberapa wilayah indonesia sejak Januari
2020 dan di tengah pandemi COVID-19.®)

Saat ini belum ada perawatan anti-virus
khusus dan terapi hanya terdiri dari perawatan
suportif. Selama tiga dekade terakhir,
beberapa upaya untuk mengembangkan
vaksin yang efektif telah dilakukan,” faktor
pencegahan lainnya yaitu hanya dengan
pemberantasan vektor, penyuluhan, dan lain-
lain.

Pada sebuah penelitian diketahui kulit
biji kakao memiliki kandungan kimia
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, serta
triterpenoid."”  Tanin  dan  flavonoid

(kompleks lignin-karbohidrat) telah diketahui
memiliki efek antivirus terutama terhadap
HIV dan Virus Influenza."® Selain efek
antivirus, ekstrak kulit biji kakao memiliki
efek  antibakteri dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
serta efek antioksidan alami.!!"(®

METODE

Penelitian ini  adalah  penelitian
eksperimental murni (true experiment design)
dengan rancangan penelitian post-test only
control group design dan teknik simple
random sampling. Objek yang digunakan pada
penelitian ini adalah virus dengue dan
dilakukan secara in vitro.

Penelitian  ini  menggunakan 6
kelompok, yaitu 2 kelompok kontrol dan 4
kelompok perlakuan dengan tujuan untuk
mengetahui efektivitas daya hambat dari
ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.)
terhadap kelompok tersebut. Virus dengue
yang digunakan sebagai sampel penelitian ini
adalah virus dengue serotipe 2 strain New
Guinea C (DENV-2 NGC) yang diinfeksikan
ke dalam Vero Cell Line.

Kriteria inklusi pada penelitian ini
adalah sel vero yang terinfeksi virus dengue
dengan jumlah 2x10° cell/well atau persumur,
dan virus dengue dengan multiplicity of
infection (MOI) 0,1%. Kriteria eksklusi dalam
penelitian ini adalah medium pertumbuhan
virus yang dilakukan studi in vitro
terkontaminan.

Dalam penelitian ini, pembuatan
ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi,
serta penelitian terhadap virus dengan
melakukan tahap uji ekstrak terhadap virus
kemudian dilanjutkan dengan uji daya hambat,
hasil uji daya hambat dapat ditandai dengan
adanya focus cokelat yang dilihat
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menggunakan mikroskop cahaya. Analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan uji
kruskal wallis dan dilanjutkan dengan uji

mann-whitney.

HASIL

Hasil penelitian ini didapatkan dengan
mencari daya hambat (Tabel 1), dan tes
toksisitas terhadap sel vero (Tabel 2) .
Menentukan daya hambat dapat dilakukan
dengan menggunakan metode Focu Forming
Unit Assay, dan untuk menentukan toksisitas
sel vero dapat dilakukan dengan metode MTT
Assay.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan
didapatkan hasil presentase daya hambat
replikasi virus dengue pada (Tabel 1),

Berdasarkan Tabel 1, diketahui bahwa
ekstrak Theobroma cacao L. Pada setiap
konsentrasinya memiliki persentase hambatan
>50%. Konsentrasi 10 pg/ml  memiliki
efektivitas daya hambat sebesar 54%,
konsentrasi 20 pg/ml memiliki persentase

daya hambat sebesar 72%,
konsentrasi 40 pg/ml memiliki persentase
daya hambat sebesar 90%, dan pada
konsentrasi 80 pug/ml persentase daya hambat

sebesar 100%. Konsentrasi yang memiliki

sedangkan

efektivitas daya hambat tertinggi dalam
menghambat replikasi virus DENV-2 pada
Tabel 1 adalah konsentrasi 10 pg/ml, sama
seperti pada Gambar 1 dimana tampak daya
hambat pada P1 (10 pg/ml) lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan konsentrasi
yang lain. Hal ini menjelaskan bahwa hanya
dengan  konsentrasi 10 ug/ml dapat
menghambat replikasi virus dengan persentase
daya hambat sebesar 54% dan rata-rata
infektivitas sebesar 46,1%.

Penentukan toksisitas ekstrak
Theobroma cacao L. dapat dinilai melalui
persentase viabilitas sel dengan metode MTT
Assay. Hasil wuji toksisitas pada setiap
konsentrasi ekstrak Theobroma cacao L

terhadap sel vero dapat dilihat pada Tabel 2, :

Tabel 1. Presentase daya hambat replikasi virus dengue

Perlakuan (ug/ml) Rata-Rata Infektivitas (%) Persentase Hambatan (%)
P1(10) 46,1 34
P2 (20) 28,0 72
P3 (40) 10,5 90
P4 (80) 0,0 100
K(-) DMSO 99,9 0
K(+) CsA 45,4 >3

*Prosedur Focus forming unit Assay

https://jurnal.ugj.ac.id/index.php/inabhs
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Gambar 1. Nilai presentase daya hambat dari setiap perlakuan

Keterangan:
K(-) : DMSO 0,1% (kontrol negatif)
K(+) : CsA 200 pl (kontrol positif)

P1 : Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 10 pg/ml
P2 : Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 20 pg/ml
P3 : Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 40 pg/ml
P4 : Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 80 pg/ml

Tabel 2. Persentase viabilitas sel

Perlakuan (ng/ml) Rata-Rata Viabilitas (%)
P1 (10) 100
P2 (20) 919
P3 (40) 100
P4 (80) 794
K(-) DMSO 100
K(+) CsA 100

*Prosedur MTT Assay



InaBHS | Indonesian Journal of Biomedical & HealthSciences

100.00

80.00

60.00

Toksisitas

40.00

20.00

0o — — —

P1 P2 P3

Perlakuan

Gambar 2. Nilai toksisitas yang diamati dari setiap perlakuan

Berdasarkan Tabel 2 didapatkan hasil
toksisitas ekstrak Theobroma cacao L. dari
kosentrasi terendah sampai tertinggi tidak
memiliki toksisitas terhadap sel vero, dengan
hasil rata-rata viabilitas sebesar >50%, sama
seperti pada Gambar 2 yaitu menjelaskan
bahwa nilai dari hasil toksisitas pada setiap
konsentrasinya sama dan tidak bersifat toksik.
Semakin tinggi persentase viabilitas sel, maka
semakin rendah toksisitas terhadap sel vero.

Persentase infektivitas dan viabilitas
diatas, didapatkan bahwa konsentrasi ekstrak
kulit biji kakao 10 pg/ml memiliki daya
hambat yang efektif terhadap replikasi DENV-
2, yaitu dengan nilai persentase hambatan
sebesar 54% dan rata-rata infektivitasnya
sebesar <20%. Semua konsentrasi bersifat
tidak iritan terhadap sel vero, diketahui bahwa
rata-rata viabilitas sel vero yang dipaparkan
oleh konsentrasi penelitian ini sebesar >60%.
Sehingga hal ini menunjukan bahwa ekstrak
kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) pada

https://jurnal.ugj.ac.id/index.php/inabhs

konsentrasi 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, dan
80 pg/ml tergolong efektif sebagai antivirus
dengue secara in vitro."'”

Uji normalitas digunakan untuk
menguji apakah data berdistribusi normal atau
tidak. Uji normalitas menggunakan uji
Shapiro-Wilk karena data yang digunakan
kurang dari 50. Pada hasil uji normalitas
Shapiro-Wilk didapatkan hasil signifikansi
kelompok P1 (10 pg/ml), P2 (20 pg/ml), P3
(40 pg/ml), K(-), dan K(+) yaitu menunjukkan
nilai (p>0,05) yang artinya data berdistribusi
normal, namun pada kelompok P4 (80 pg/ml)
mendapatkan  hasil  signifikansi  <0,05,
sehingga data berdistribusi tidak normal.
Maka disimpulkan bahwa data uji normalitas
berdistribusi tidak normal.

Uji homogenitas levene diperoleh nilai
signifikansi sebsar 0,007. Berdasarkan hasil
dari uji homogenitas ini disimpulkan bahwa
data tidak homogen (p<0,05), sehingga
dilanjutkan dengan analisis Kruskal-Wallis.
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. Tabel 3. Analisis efektifitas ekstrak kulit biji kakao (Theobroma cacao L.) terdahadap virus

dengue
Variabel Kelon?pok P1 P2 P3 P4 K© K#)
Konsentrasi
P1(10) 0,050 0,050 0,037 0,658 0,050
P2 (20) 0,050 0,050 0,037 0,050 0,513
P3 (40) 0,050 0,050 0,037 0,050 0,050
P4 (80) 0,037 0,037 0,037 0,037 0,037
K (-) 0,658 0,050 0,050 0,037 0,050
K#) 0,050 0,513 0,050 0,037 0,050
* Uji Post Hoc Mann-Whitney
Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan PEMBAHASAN

nilai signifikansi sebesar 0,007 (p<0,05),
sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat
perbedaan pengaruh efektivitas daya hambat
anatara pemberian ekstrak Theobroma cacao
L. konsentrasi 10 ug/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml,
80 ug/ml, K(-), dan K(+). Selanjutnya untuk
mengetahui signifikansi perbedaan pada setiap
konsentrasinya dilakukan uji post hoc mann-
whitney, dengan didapatkan hasil pada Tabel
3

Berdasarkan  Tabel 3, terdapat
perbedaan pada hasil signifikansinya,
kelompok perlakuan dengan pemberian
ekstrak Theobroma cacao L. memiliki nilai P
= 0,050, dan P = 0,037 pada setiap konsentrasi
10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, dan 80 pg/ml,
yang artinya terdapat perbedaan yang
signifikan pada daya hambat antar kelompok,
namun pada perbandingan antara P1 (10 pg/ml
) dan K (-) memiliki nilai P = 0,658, dan pada
P2 (20 pg/ml) dengan K (+) memiliki nilai P =
0,512, sehingga disimpulkan bahwa tidak
terdapat perbedaan yang signifikan pada daya
hambat antar kelompok P1 (10 pg/ml) dengan
K (-), dan P2 (20 pg/ml) dengan K (+).

Penelitian ini menguji efektivitas
antivirus ekstrak kulit biji kakao (Theobroma
cacao L.) terhadap penghambatan virus
dengue serotipe 2 new guinea c¢, dengan
kontrol positif yaitu Cyclosphorin A, dan
kontrol negatif yaitu Dmso 0,1%. Uji daya
hambat ekstrak Theobroma cacao L. dinilai
dengan melihat efektivitasnya pada persentase
infektivitas atau daya hambat replikasi virus
dengue, sedangkan daya toksik ekstrak
terhadap sel vero dilihat melalui persentase
viabilitas pada ekstrak kakao.

Uji daya hambat ekstrak Theobroma
cacao L. dilakukan dengan menggunakan
metode Focus forming unit Assay, yang
dimana merupakan metode dengan tujuan
untuk melihat dan menghitung jumlah virus
dengue yang menginfeksi sel vero. Persentase
infekstivitas adalah jumlah virus dengue
dalam satuan persen yang menginfeksi sel
vero dengan kriteria yang harus dipenuhi yaitu
rata-rat infektivitas <20%.°” Berdasarkan
hasil uji hambat ekstrak terhadap DENV-2
pada Tabel 1 menunjukkan bahwa konsentrasi
10 pg/ml ekstrak Theobroma cacao L.
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memiliki efektivitas yang cukup tinggi dalam
menghambat DENV-2 yaitu sebesar 54%.
Penelitian terkait antivirus dari ekstrak kulit
biji kakao terhadap replikasi virus dengue
serotipe 2 new guinea C saat ini masih sangat
terbatas, namun terdapat beberapa penelitian
terkait daya hambat kakao (Theobroma cacao
L.) terhadap virus lain seperti pada penelitian
Osvaldo Yanez et al, mengenai efek kakao
(Theobroma cacao L.) terhadap virus
SarsCov-2. Osvaldo Yanez et al, dalam
penelitiannya menjelaskan bahwa kakao
(Theobroma cacao L.) memeiliki efek
signifikan dalam menghambat virus SarsCov-
2, hal ini disebabkan karena kandungan
Isorhoifolin dan Rutin flavanoid pada kakao
dapat menghambatan secara kuat terhadap
SARS-CoV-2.GD 2

Ekstrak ~ Theobroma  cacao L.
memiliki kandungan flavanoid paling besar,
dimana senyawa dominan yang terdapat pada
turunan flavanoid pada kakao yaitu Quarcetin,
Epicattechin, dan Catechin. Kandungan
tersebut dapat menghambat infeksi virus
Dengue dengan menghambat NS3 helicase,
dan menghambat endositosis, transkipsi
genom, dan sintesis pada virus.*® Selain
kandungan yang dijelaskan diatas, terdapat
turunan flavanoid lain yaitu Baicalein, yaitu
memiliki afinitas pengikatan yang kuat dengan
protein DENV NS3/NS2B. Kandungan selain
flavanoid, yang terdapat pada kulit biji kakao
adalah, kandungan alkaloid. Alkaloid pada
kakao dapat sebagai antivirus alami terhadap
beberapa virus, diantaranya virus Hepatitis,

menghambat  transkriptase  virus  pada
HIV 2903

Uji toksisitas ekstrak terhadap sel vero
dilakukan dengan metode MTT Assay.
Metode MTT Assay dilakukan untuk melihat
viabilitas sel dengan mengukur kemampuan

https://jurnal.ugj.ac.id/index.php/inabhs

sel yang hidup berdasarkan efektivitas
mitokondria dari kultur sel. Presentasi
viabilitas sel diperoleh dari perhitungan
dengan rumus seperti yang tercantum pada
metode penelitian. Persentase viabilitas adalah
jumlah sel sehat dan tidak toksik dalam satuan
persen dengan kriteria yang harus dipenuhi
yaitu viabilitas >50%. ?¢

Berdasarkan penelitian toksisitas,
yang tertera pada Tabel 2 dan gambar grafik
rata-rata viabilitas sel menunjukan bahwa
seluruh konsentrasi ekstrak Theobroma cacao
L. 10 pg/ml, 20 ug/ml, 40 pg/ml, dan 80 ug/ml
tidak toksik terhadap sel vero. Karena rata-rata
viabilitas sudah dari sel yang terpapar masing-
masing  konsentrasi  >50%.  Penelitian
sebelumnya oleh Mokra D, et al, menunjukkan
kandungan berupa Methylxanthines dan
Polifenol memiliki efek sebagai anti-
inflamasi, anti-kanker, antidiabetik, dan efek
antioksidan.®” Turunan Polifenol pada kakao
adalah tanin, dimana memiliki efek mencegah
radikal bebas. Berdasarkan penelitian Fitriani
F, dkk, menunjukkan bahwa kandungan
triterpenoid memiliki senyawa yang dapat
berinteraksi dengan protein membran dan
biomembran sehingga dapat menyebabkan
ketidakstabilan ion dan metabolit dalam sel.*®
Penelitian pada saponin yang dilakukan oleh
Yang H, et al, menunjukkan bahwa saponin
dapat digunakan sebagai regimen terapi
imunienhancment yaitu memiliki efek
terhadap imunomodulator dan terkait sindrom
yang disebabkan oleh infeksi virus. ®

SIMPULAN

Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma
cacao L.) dengan konsentrasi 10 pg/ml, 20
pg/ml, 40 pg/ml, dan 80 pg/ml masing-masing
memiliki efektivitas daya hambat replikasi
virus yang berbeda-beda, dengan persentase
hambatan sebesar 54%, 72%, 90%, dan 100%.
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Serta memiliki perbedaan yang signifikan paling tinggi adalah konsentrasi 10 pg/ml
dalam menghambat replikasi virus dengan dengan persentase hambatan sebesar 54% dan
nilai P=0,007 (P<0,05). rata-rata infektivitasnya <20%.

Ekstrak kulit biji kakao (Theobroma

cacao L.) yang memiliki daya hambat yang
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