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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri beberapa ekstrak tanaman dan
mengidentifikasi senyawa aktif antibakteri terhadap Escherichia coli resisten antibiotik. Rimpang lengkuas
(Alpinia galanga), biji pala (Myristica fragrans), kayu secang (Caesalpinia sappan), bunga cengkeh (Syzygium
aromaticum), umbi bawang putih (Allium sativum), daun papaya (Carica papaya), daun sirih (Piper betle), daun
kemangi (Ocimum sanctum), kulit biji jambu mete (Anacardium occidentale), dan daun jambu mete diekstraksi
menggunakan penyari etanol 96% dengan metode maserasi. Uji aktivitas antibakteri ekstrak dilakukan dengan
metode difusi disk. Kromatografi lapis tipis dan bioautografi dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa aktif
antibakteri. Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan adanya zona hambat di sekitar disk yang mengandung
ekstrak. Hal ini mengindikasikan bahwa semua ekstrak mampu menghambat pertumbuhan E. coli resisten
antibiotik. Ekstrak bunga cengkeh mempunyai aktivitas antibakteri tertinggi dengan senyawa aktif eugenol.
Ekstrak bunga cengkeh berpotensi dikembangkan sebagai agen antibakteri untuk melawan E. coli resisten
antibiotik.

Kata Kunci : antibakteri, Escherichia coli, ekstrak, resisten
ABSTRACT

This research aimed to investigate antibacterial activity of several plant extracts and identify active
antibacterial compound against antibiotic resistant Escherichia coli. Galangal (Alpinia galanga), nutmeg
(Myristica fragrans), sappan wood (Caesalpinia sappan), clove (Syzygium aromaticum), garlic (Allium
sativum), pawpaw leaves (Carica papaya), betle leaves (Piper betle), holy basil leaves (Ocimum sanctum),
cashew nut shell (Anacardium occidentale) and cashew leaves were soaked in 96% ethanol to extract the
compounds. Antibacterial activity of the extracts was tested using disc diffusion method. Thin layer
chromatography and contact bioautography were done to identify active antibacterial compounds. The results
of antibacterial activity test showed that all extracts capable of inhibiting bacterial growth. These are indicated
by inhibition zone around disc containing extracts. Clove extract has the highest antibacterial activity with
eugenol as the active compound. Clove extract has potency to be developed as antibacterial agent against
antibiotic resistant E. coli.

PENDAHULUAN

Paparan mikroorganisme oleh obat-obat antimikroba dapat merubah mikroorganisme tersebut
sehingga mikroorganisme menjadi resisten terhadap antimikroba. Hal tersebut menyebabkan obat-
obat menjadi tidak aktif. Munculnya mekanisme resistensi baru dan penyebarannya mengancam
pengobatan penyakit infeksi sehingga pasien menderita penyakit dalam waktu yang lebih lama dan
dapat menyebabkan kematian. Operasi, pengobatan diabetes, kemoterapi kanker, transplantasi organ
menjadi berisiko tinggi tanpa adanya antimikroba yang efektif untuk mencegah dan mengobati
infeksi. Resistensi terhadap antimikroba terjadi secara alami, biasanya melalui perubahan genetik.
Tetapi penyalahgunaan antimikroba dan penggunaan antimikroba secara berlebihan meningkatkan
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proses terjadinya resistensi. Mikroba yang resisten terhadap antimikroba dapat ditemukan pada
manusia, hewan, makanan, dan lingkungan (udara, tanah, dan air). Mikroba-mikroba tersebut dapat
menyebar antara manusia dan hewan termasuk dari makanan yang berasal dari hewan dan dari
manusia ke manusia. Kontrol infeksi yang rendah, kondisi sanitasi yang buruk, penyiapan makanan
yang kurang baik dapat mempercepat penyebaran resistensi (WHO, 2018).

Escherichia coli merupakan salah satu bakteri yang paling banyak dilaporkan resitensinya
terhadap antibiotik (WHO, 2018). Di Amerika, resistensi E. coli terhadap beberapa golongan
antibiotik (multidrug resistance) meningkat dari 7,2% pada tahun 1950an menjadi 63,6% pada tahun
2000an (Tadesse et al., 2012). Peningkatan prevalensi resistensi E. coli terhadap antibiotik juga terjadi
di Eropa antara tahun 2012 sampai 2016. Resistensi E. coli terhadap sefalosporin generasi ke-3
meningkat dari 6,9% menjadi 10,5% sedangkan resistensi terhadap fluorokuinolon meningkat dari
22,22% menjadi 24,5% (Struyf & Mertens, 2017). Biakan E. coli yang diperiksa di Laboratorium
Kesehatan Provinsi Kalimantan Timur menunjukkan resistensi terhadap beberapa golongan antibiotik
diantaranya sefalosporin generasi ke-3 (7,1%-48,8%), kuinolon (45,5%-66,7%), aminoglikosida dan
polimiksin (11,6%-100%), dan penisilin (67,6%-100%) (Hilda & Berliana, 2015). Pada tahun 2030,
prevalensi E. coli yang resisten terhadap sefalosporin generasi ke-3 dan karbapenem diperkirakan
berturut-turut mencapai 77% dan 11,8%. Pada tahun tersebut selafosporin generasi ke-3 dan
karbapenem kemungkinan tidak efektif untuk mengobati sebagian besar penyakit infeksi yang
disebabkan oleh E. coli di seluruh dunia. Oleh karena itu penemuan antibiotik baru untuk melawan
Enterobacteriaceae resisten sangat diprioritaskan (Alvarez-Uria et al., 2018).

Penelitian-penelitian bahan alam menunjukkan kemajuan yang signifikan dalam penemuan
senyawa baru yang mempunyai aktivitas antimikroba. Tanaman merupakan salah satu sumber
senyawa alam dengan aktivitas antimikroba dan masih banyak tanaman belum diekplorasi yang
kemungkinan mengandung senyawa penuntun antimikroba dan obat baru (Hayashi et al., 2013).
Banyak ekstrak tanaman yang sudah diujikan dan mampu menghambat pertumbuhan Escherichia coli
sensitif antibiotik diantaranya daun jambu mete (Anacardium occidentale) (Chabi et al., 2014), umbi
bawang putih (Allium sativum ) (Mohammed, 2013; Jadon dan Dixit, 2014), kulit biji jambu mete
(Doss dan Thangavel, 2011), daun pepaya (Carica papaya) (Aruljothi et al., 2014), rimpang lengkuas
(Alpinia galanga) (Sunilson et al., 2009), biji pala (Myristica fragrans) (Ibrahim et al., 2013), bunga
cengkeh (Syzygium aromaticum) (Pandey dan Singh, 2011), daun sirih (Piper betle) (Khan dan
Kumar, 2011), kayu secang (Caesalpinia sappan) (Mohan et al., 2011), dan daun kemangi (Ocimum
sanctum) (Karumari et al., 2014; Bhatt et al., 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk menguji sepuluh ekstrak tanaman terhadap E. coli resisten
antibiotik dan mengetahui senyawa aktif antibakteri dalam ekstrak yang paling poten.

METODE

Alat:
Almari pengering, rotary evaporator (Heidolph), penangas air (Memmert), neraca analitik
(Adventurer), vorteks (Thermolyne Corporation), mikropipet (Socorex), oven (Memmert),
autoklaf (Hirayama), incubator shaker (New Brunswick), inkubator (Memmert), Laminar Air
Flow (LAF) (CV. Srikandi Laboratory), dan alat-alat gelas (Pyrex).
Bahan:
E. coli, daun pepaya (dari Desa Banyudono, Boyolali), daun kemangi dan umbi bawang putih
(dari Pasar Kleco, Surakarta), daun dan kulit biji jambu mete (dari Wonogiri), kayu secang,
rimpang lengkuas, bunga cengkeh, biji pala, dan daun sirih (dari Pasar Gede, Surakarta),
etanol 70%, etanol 96%, DMSO (dimetil sulfoksida), media Brain Heart Infusion (BHI),
akuades, media Mueller Hinton (MH), larutan salin steril, lempeng silika gel GF 254, etil
asetat p.a., dan toluen p.a.
Jalannya penelitian
Ekstraksi
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Serbuk simplisia sebanyak kurang lebih 100 gram direndam dalam 1 L etanol 96% selama 3
hari pada suhu ruang dan sesekali diaduk. Maserat disaring dan penyari diuapkan menggunakan
rotary evaporator dan waterbath hingga diperoleh ekstrak kental.

Pembuatan larutan ekstrak 10%

Seratus miligram ekstrak kayu secang dan daun kemangi dilarutkan dalam 1 mL etanol 96%. Ekstrak
daun jambu mete, umbi bawang, kulit biji mete, daun pepaya, rimpang lengkuas, biji pala, bunga
cengkeh, daun sirih sebanyak 100 mg dilarutkan dalam DMSO.

Uji sensitivitas bakteri

Suspensi bakteri E. coli dengan konsentrasi 1,5 x 10% CFU/mL sebanyak 150 pL diinokulasi
pada media agar Mueller Hinton. Disk antibiotik seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg),dan
sefadroksil (30 pg) diletakkan di atas media yang telah ditanami bakteri. Kultur diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Sensitivitas bakteri terhadap antibiotik ditentukan dengan mengukur diameter
zona hambat di sekitar disk.

Uji aktivitas antibakteri

Larutan ekstrak 10% sebanyak 10 pL diteteskan ke dalam disk kosong sehingga setiap disk
mengandung 1 mg ekstrak. Etanol 96% dan DMSO sebanyak 10 L diteteskan ke dalam disk kosong
sebagai kontrol pelarut. Disk yang mengandung ekstrak dan pelarut diletakkan di atas media agar
Mueller Hinton yang telah ditanami bakteri E. coli konsentrasi 1,5 x 102 CFU/mL sebanyak 150 pL.
Media tersebut diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Aktivitas antibakteri ekstrak ditentukan
dengan mengukur diameter zona hambat di sekitar disk.

Kromatografi lapis tipis (KLT)

Senyawa-senyawa yang terkandung dalam ekstrak paling aktif (ekstrak bunga cengkeh)
dipisahkan dan diidentifikasi dengan metode KLT. Larutan ekstrak dan standard eugenol ditotolkan
pada plat silika gel GF254 lalu dielusi menggunakan fase gerak campuran toluen dan etil asetat
dengan perbandingan 93:7. Bercak pada plat silika gel GF254 diamati di bawah lampu UV 254 nm
dan UV 366 nm. Plat disemprot vanillin-asam sulfat lalu dipanaskan pada suhu 110°C selama 10
menit di dalam oven. Bercak-bercak pada plat diamati di bawah sinar tampak. Nilai Rf masing-
masing bercak dihitung.

Bioautografi

Senyawa-senyawa dalam ekstrak bunga cengkeh dipisahkan dengan metode KLT. Suspensi
E. coli dengan konsentrasi 1,5 x 10° CFU/mL sebanyak 150 pL ditanam pada media agar Mueller
Hinton. Plat silika yang sudah dielusi ditempelkan di atas media tersebut selama 20 menit. Plat
diambil kemudian kultur diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Adanya zona bening pada media
menandakan bahwa bercak mempunyai aktivitas antibakteri. Nilai Rf zona bening dihitung dan
identitas senyawa pada Rf tersebut ditentukan dari hasil KLT.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sensitivitas E. coli terhadap antibiotik perlu diuji untuk memastikan bahwa bakteri yang akan
digunakan untuk uji telah bersifat resisten. Hasil uji menunjukkan adanya zona hambat di sekitar disk
antibiotik tetapi diameternya masuk kategori bakteri telah resisten (Tabel 1). Dalam penelitian ini, E.
coli yang digunakan untuk uji telah resisten terhadap tiga antibiotik golongan sefalosporin yaitu
sefadroksil (generasi 1), sefotaksim (generasi 3), dan seftazidim (generasi 3). Resistensi E. coli
terhadap sefalosporin dapat disebabkan oleh produksi extended-spectrum f-lactamase (ESBL) oleh
bakteri tersebut (Thenmozhi et al., 2014).

Strain bakteri yang menghasilkan ESBL sudah resisten terhadap semua penisilin, sefalosporin
(termasuk generasi ke-3 dan ke-4), dan aztreonam. Bakteri tersebut juga dapat mengalami resistensi
silang terhadap trimetoprim/sulfametoksazol dan kuinolon. Kombinasi sifat-sifat tersebut dapat
mempengaruhi perkembangan dan akibat infeksi secara signifikan, baik di masyarakat maupun di
rumah sakit (Picozzi et al., 2014). Pada tahun 2030, resistensi E. coli terhadap sefaloporin generasi
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ke-3 diperkirakan mencapai 77% (Alvarez-Uria et al., 2018). Jika perkiraan tersebut benar-benar
terjadi, pengobatan infeksi menjadi lebih sulit.

Tabel 1. Hasil uji sensitivitas E. coli terhadap antibiotik. E. coli telah resisten terhadap sefadroksil,
sefotaksim, dan seftazidim.

I Hasil Uji
Antibiotik Diameter zona hambat (mm) Sifat bakteri
Sefadroksil 30 pg 6,5* Resisten
Sefotaksim 30 pg 7* Resisten
Seftazidim 30 pg 12,5%* Resisten

Keterangan:

Diameter zona hambat termasuk diameter disk antibiotik (6 mm)
* . zona hambat masih ditumbuhi beberapa koloni bakteri

** : zona hambat tanpa pertumbuhan bakteri

Munculnya strain bakteri yang resisten terhadap antibiotik menyebabkan dampak yang luas di
bidang kesehatan. Resistensi E. coli terhadap sefalosporin generasi ke-3 dengan proporsi yang tinggi
menyebabkan pengobatan infeksi bakteri tersebut membutuhkan antibiotik lain seperti karbapenem.
Hal ini mengakibatkan biaya pengobatan lebih tinggi dan dapat merangsang munculnya strain bakteri
yang resisten terhadap karbapenem. Akibat lanjutannya, infeksi yang disebabkan oleh strain yang
resisten terhadap karbapenem harus diobati dengan last-resort drugs seperti tigesiklin atau kolistin
(Adesoji et al., 2016). Ternyata E. coli yang membawa gen mcr-1 telah ditemukan di Amerika
Serikat. Gen tersebut menyebabkan bakteri resisten terhadap kolistin yang merupakan antibiotik
pilihan terakhir untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri resisten (Centers for Disease
Control and Prevention, 2016). Oleh karena itu strategi untuk menemukan antibiotik baru untuk
melawan bakteri resisten harus segera diambil. Salah satu strategi tersebut adalah eksplorasi
metabolit sekunder dari tanaman.

Pada penelitian ini, sepuluh ekstrak tanaman diuji aktivitas antibakterinya terhadap E.
coli resisten. Hasil uji menunjukkan terbentuknya zona hambat di sekitar disk yang mengandung
ekstrak. Zona hambat mempunyai diameter yang berbeda dan berupa zona radikal atau iradikal (Tabel
2). Hal ini mengindikasikan bahwa semua ekstrak mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji
dengan potensi yang tidak sama. Semua ekstrak kecuali ekstrak bunga cengkeh menghasilkan zona
hambat iradikal yang berarti ekstrak dapat menghambat pertumbuhan bakteri tetapi tidak dapat
membunuhnya. Hanya ekstrak bunga cengkeh yang mampu membunuh bakteri uji dan mempunyai
aktivitas antibakteri paling tinggi di antara ekstrak yang diujikan. Aktivitas antibakteri ekstrak bunga
cengkeh terhadap E. coli juga dilaporkan oleh Pandey & Singh (2011) dengan diameter zona hambat
sebesar 18 mm. Perbedaan diameter zona hambat pada kedua penelitian kemungkinan disebabkan
oleh perbedaan sifat bakteri uji. Pada penelitian ini, bakteri uji yang digunakan telah bersifat resisten
sehingga zona hambat yang dihasilkan berdiameter lebih kecil.

Tabel 2. Hasil uji aktivitas antibakteri sepuluh ekstrak tanaman terhadap E. coli resisten
Rata-rata diameter zona hambat + SD (mm)

No Ekstrak Ekstrak Kontrol pelarut
(1 mg) (DMSO/Etanol) (10 pl)
1 Daun jambu mete 10,75 £1,77
Umbi bawang putih 7,5£0,71 7+0
Kulit biji mete 75+0,71
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4 Daun pepaya 7,25+ 0,35

5  Rimpang lengkuas 9+£1,41 6+0

6 Bijipala 10,75+1,77

80

7 Bunga cengkeh 840

8 Daun sirih 8§+141

9 Kayu secang 145+0,71 o F

10  Daun kemangi 6,75 + 0,35 -
Keterangan:

Diameter zona hambat termasuk diameter disk (6 mm)

Semua zona hambat masih ditumbuhi beberapa koloni bakteri kecuali ekstrak bunga cengkeh.
* : zona hambat tanpa pertumbuhan bakteri

E : etanol 96%

Kromatografi lapis tipis dilakukan untuk memisahkan dan mengidentifikasi senyawa-senyawa
yang terkandung di dalam ekstrak bunga cengkeh. Hasil KLT menunjukkan bahwa ekstrak etanol
bunga cengkeh mengandung senyawa eugenol pada Rf 0,6 dan 2 senyawa lain pada Rf 0,1 dan 0,3
(Gambar 1). Eugenol pada cengkeh mempunyai beberapa aktivitas farmakologi seperti anestetik,
analgetik, antioksidan, antiinflamasi (Pramod et al., 2010), dan antibakteri (EI-Baky & Hashem,
2016). Hasil analisis Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) menunjukkan bahwa ekstrak
metanol bunga cengkeh mengandung 19 senyawa dan eugenol merupakan senyawa terbanyak
(54,88%). Senyawa lain di dalam ekstrak tersebut antara lain eugenil asetat, 1,2,3-benzentriol, dan
kariofilen (Hemalatha et al., 2016). Perbedaan banyaknya senyawa dalam ekstrak etanol dan metanol
bunga cengkeh kemungkinan besar disebabkan oleh metode pemisahan yang digunakan. Metode GC-
MS dapat memisahkan lebih banyak senyawa dibandingkan KLT.

182

A B C
Gambar 1. Hasil kromatografi lapis tipis ekstrak etanol bunga cengkeh. Lempeng diamati di bawah
sinar UV254 nm (A), 366 nm (B), dan sinar tampak setelah disemprot vanilin-asam sulfat (C). 1:
ekstrak etanol bunga cengkeh, 2: standard eugenol. Ekstrak bunga cengkeh mengandung eugenol.

Bioautografi dilakukan untuk mengetahui senyawa aktif antibakteri di dalam ekstrak bunga cengkeh.
Hasil bioautografi menunjukkan adanya satu zona bening pada kultur E. coli yang sebelumnya
ditempeli plat silika hasil KLT ekstrak bunga cengkeh (Gambar 2). Hal ini mengindikasikan
terhambatnya pertumbuhan bakteri pada daerah tersebut. Jika dilihat dari hasil KLT, zona bening
tersebut cocok dengan nilai Rf eugenol yaitu 0,6. Hal ini menunjukkan bahwa eugenol mampu
menghambat pertumbuhan E. coli. Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa senyawa aktif dalam
ekstrak bunga cengkeh yang bertanggung jawab terhadap aktivitas antibakteri terhadap E. coli resisten
antibiotik adalah eugenol. Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian lain yang menyatakan bahwa
eugenol mempunyai aktivitas antibakteri. Eugenol mampu menghambat pertumbuhan dan membunuh
E. coli dengan kadar hambat minimum (KHM) dan kadar bunuh minimum (KBM) sebesar 1600 mg/L
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(Pei et al., 2009). Eugenol juga mempunyai efek antibakteri terhadap Salmonella typhi dengan KHM
sebesar 0,0125% dan KBM sebesar 0,025% (Devi et al., 2010).

Gambar 2. Hasil bioautografi ekstrak etanol bunga cengkeh terhadap E. coli resisten antibiotik.
Eugenol menghambat pertumbuhan E. coli sehingga membentuk zona hambat.

Eugenol mempunyai beberapa mekanisme aksi sebagai antibakteri. Eugenol dapat merusak
envelope sel bakteri dan melisiskan sel sehingga menyebabkan kematian bakteri (Bennis et al., 2004).
Hal ini dikuatkan oleh Oyedemi et al. (2009) yang menyatakan bahwa sifat hidrofobik eugenol
memungkinkan senyawa tersebut mempartisi lipid membran sel bakteri sehingga mengganggu
struktur sel dan menyebabkan membran lebih permeabel. Hal ini mengakibatkan keluarnya protein
dari dalam sel. EI-Baky dan Hashem (2016) mengungkapkan bahwa eugenol menyebabkan lisis dan
kelainan bentuk sel, menghambat produksi enzim beta laktamase dan aktivitas urease, dan
melemahkan pergerakan bakteri.

KESIMPULAN

Ekstrak bunga cengkeh mempunyai aktivitas antibakteri tertinggi terhadap E. coli resisten dan
senyawa aktif antibakterinya adalah eugenol.
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