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Abstrak

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan masalah
serius dalam pengobatan infeksi sebab bakteri telah resisten terhadap
beberapa antibiotik. Agen antibakteri yang dapat melawan MRSA sangat
diperlukan untuk mengatasi masalah tersebut. Penelitian ini dilakukan untuk
menguji aktivitas antibakteri beberapa ekstrak tanaman terhadap MRSA dan
mengetahui senyawa aktif dari ekstrak dengan aktivitas antibakteri tertinggi.

Serbuk kering daun kemangi (Ocimum sanctum), daun sirih (Piper betle),
daun pepaya (Carica papaya), bunga cengkeh (Syzygium aromaticum), kayu
secang (Caesalpinia sappan), biji pala (Myristica fragrans), dan rimpang
lengkuas (Alpinia galanga) diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan etanol 96%. Uji aktivitas antibakteri ekstrak dilakukan
dengan metode difusi disk menggunakan 1 mg ekstrak/disk. Senyawa aktif
antibakteri dalam ekstrak yang paling poten ditentukan dengan
bioautografi.

Hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak dapat menghambat pertumbuhan
MRSA. Ekstrak bunga cengkeh mempunyai aktivitas anti-MRSA tertinggi
dengan senyawa aktif antibakteri eugenol.

1. PENDAHULUAN

Resistensi

bakteri terhadap antibiotik

Sakit Umum Daerah Abdul Moeloek
Lampung merupakan bakteri MRSA. Bakteri
tersebut diperoleh dari tenaga medis dan

adalah kekebalan bakteri penyebab infeksi
terhadap antibiotik yang awalnya efektif
untuk melawan bakteri tersebut [1]. Beberapa
bakteri resisten yang menjadi perhatian
internasional ialah Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Salmonella non
tifoid, Shigella, dan Neisseria gonorrhoeae.
Data yang diperolen menunjukkan bahwa
86% S. aureus telah resisten terhadap
metisilin [2]. Di Indonesia, sebanyak 26 dari
68 (38,24%) sampel yang diuji di Rumah
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paramedis di ruang Intensive Care Unit (ICU)
dan ruang perawatan bedah [3]. Di berbagai
rumah sakit di Indonesia, prevalensi infeksi
MRSA terus meningkat. Dari tahun 2001
sampai 2017 terjadi peningkatan kasus MRSA
sebanyak 7,95% [4].

Peningkatan angka kejadian resistensi
bakteri idealnya diiringi dengan peningkatan
penemuan agen antibakteri yang poten untuk
melawan bakteri resisten. Kenyataannya
pengembangan antibakteri baru sangat kurang
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dan penelitian tentang pengobatan alternatif
sebagai pengganti antibiotik masih dalam
tahap awal [2]. Alternatif senyawa pengganti
antibiotik dapat diperoleh dari tanaman karena
beberapa tanaman menghasilkan
menghasilkan  metabolit sekunder yang
mempunyai aktivitas antibakteri [5].

Beberapa tanaman telah diteliti aktivitas
antibakterinya terhadap S. aureus. Ekstrak
tanaman yang telah terbukti mempunyai
aktivitas terhadap S. aureus ialah daun sirih
(Piper betle) [6], daun kemangi (Ocimum
sanctum) [7], daun pepaya (Carica papaya)
[8], bunga cengkeh (Syzygium aromaticum)
[9], kayu secang (Caesalpinia sappan) [10],
biji pala (Myristica fragrans) [11], dan
rimpang lengkuas (Alpinia galanga) [12].
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
aktivitas antibakteri ekstrak tanaman tersebut
terhadap MRSA dan senyawa aktif antibakteri
dalam ekstrak dengan aktivitas tertinggi.

METODE

. Alat

Alat-alat yang digunakan  untuk
penelitian ini adalah rotary evaporator
(Heidolph), neraca analitik (Adventurer),
penangas  air  (Memmert),  autoklaf
(Hirayama), oven (Memmert), inkubator
(Memmert), incubator shaker  (New
Brunswick), Laminar Air Flow (LAF) (CV.
Srikandi Laboratory), almari pengering,
vorteks (Thermolyne Corporation), alat-alat
gelas (Pyrex), blender, dan  mikropipet
(Socorex).

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada
penelitian ini adalah daun kemangi (dari
Pasar Kleco, Surakarta), daun sirih, bunga
cengkeh, kayu secang, biji pala, dan rimpang
lengkuas (dari Pasar Gede, Surakarta), daun
pepaya (dari Desa Banyudono, Boyolali),
etanol 96%, etanol 70%, akuades, dimetil
sulfoksida (DMSO), media Mueller Hinton
(MH), media Brain Heart Infusion (BHI),
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larutan salin steril, lempeng silika gel GF
254, toluen p.a., dan etil asetat p.a.

2.3. Jalannya Penelitian
2.3.1. Ekstraksi

Seratus gram serbuk tanaman dimaserasi
dalam 1 L etanol 96% selama 3 hari dan
sesekali diaduk. Maserat disaring lalu
diuapkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu 40°C dan waterbath pada suhu
60°C hingga ekstrak mengental.

2.3.2. Pembuatan larutan ekstrak

Seratus milligram ekstrak dilarutkan dalam
1 mL pelarut yang sesuai untuk
mendapatkan larutan 10%. Ekstrak kayu
secang dan daun kemangi dilarutkan dalam
etanol 96% sedangkan ekstrak daun
pepaya, rimpang lengkuas, biji pala, bunga
cengkeh, daun sirih dilarutkan dalam
DMSO.

2.3.3. Uji aktivitas antibakteri ekstrak

Disk kosong ditetesi 10 pL larutan ekstrak
10% sehingga setiap disk mengandung 1
mg ekstrak. Disk kontrol pelarut ditetesi 10
uL pelarut ekstrak (DMSO atau etanol
96%). Media MH diinokulasi dengan 150
uL suspensi bakteri (1,5 x 108 CFU/mL).
Disk diletakkan di atas media yang telah
ditanami  bakteri.  Selanjutnya  kultur
diinkubasi pada suhu suhu 37°C selama 24
jam. Diameter zona hambat di sekitar disk
diamati dan diukur untuk menentukan
antivitas antibakteri.

2.3.4. Kromatografi lapis tipis (KLT)

Larutan ekstrak bunga cengkeh ditotolkan
ke lempeng silika lalu dielusi dengan fase
gerak toluen : etil asetat (93 : 7).
Identifikasi golongan senyawa pada bercak
hasil KLT dilakukan dengan mengamati
bercak pada lampu UV 254 nm dan UV
366 nm. Lempeng disemprot dengan
vanilin asam sulfat lalu dipanaskan dalam
oven pada suhu 110°C selama 10 menit.
Bercak diamati di bawah sinar tampak.

2.3.5. Bioautografi

Senyawa yang terkandung di dalam
ekstrak dipisahkan dengan metode KLT.
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Lempeng KLT ditempelkan pada media MH
yang telah diinokulasi dengan 150 pL
suspensi bakteri (1,5 x 10® CFU/mL), lalu
didiamkan selama 20 menit. Selanjutnya
lempeng diambil dan kultur diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Senyawa aktif
antibakteri akan menyebabkan zona hambat
pada kultur bakteri.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Uji aktifitas

Ekstrak daun kemangi, daun sirih, daun
pepaya, bunga cengkeh, kayu secang, biji
pala, dan rimpang lengkuas diuji aktivitas
antibakterinya terhadap MRSA
menggunakan metode difusi disk. Hasil uji
menunjukkan bahwa ekstrak mempunyai
aktivitas antibakteri yang ditandai dengan
terhambatnya pertumbuhan bakteri di sekitar
disk yang mengandung ekstrak (Tabel 1).
Daerah hambatan pertumbuhan berupa zona
radikal yaitu daerah yang tidak ditumbuhi
bakteri uji dan zona iradikal yaitu daerah
yang masih ditumbuhi bakteri uji dengan
pertumbuhan yang kurang subur.

Aktivitas antibakteri antar ekstrak
terhadap MRSA tidak sama. Ekstrak
menunjukkan zona hambat dengan diameter
yang bervariasi berkisar antara 8 sampai
12,5 mm. Zona hambat di sekitar ekstrak
masih ditumbuhi bakteri dengan kepadatan
yang lebih rendah dibanding kepadatan di
luar zona hambat kecuali ekstrak bunga
cengkeh yang zona hambatnya jernih.
Walaupun diameter zona hambat ekstrak
bunga cengkeh lebih kecil dibandingkan
ekstrak rimpang lengkuas dan kayu secang,
tidak adanya pertumbuhan pada zona
hambat mengindikasikan bahwa diantara
ekstrak yang diujikan, ekstrak bunga
cengkeh mempunyai aktivitas antibakteri
paling tinggi terhadap MRSA.

Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya. Ekstrak etanol bunga
cengkeh mempunyai aktivitas antibakteri
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terhadap isolat MRSA dengan nilai kadar
hambat minimum 64- 512 [ig/mL dan
diameter zona hambat 19-23 mm [13].
Ekstrak etanol bunga cengkeh dapat
menghambat pertumbuhan MRSA dengan
diameter zona hambat 12-21 mm [14].
Perbedaan hasil di antara penelitian
kemungkinan disebabkan oleh perbedaan
sensitivitas bakteri, konsentrasi ekstrak,
penyari, asal tanaman, dan konsentrasi
bakteri uji yang digunakan.

Kromatografi Lapis Tipi

Kromatografi lapis tipis dilakukan
untuk mengetahui senyawa yang terkandung
dalam ekstrak bunga cengkeh. Pengamatan
lempeng di bawah sinar UV 254 nm
menunjukkan adanya 3 bercak pemadaman
pada ekstrak (Gambar 1). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak bunga cengkeh
mengandung senyawa yang mempunyai
ikatan rangkap terkonjugasi. Pembanding
eugenol diharapkan hanya mempunyai 1
bercak saja tetapi hasil KLT menunjukkan 4
bercak. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
pembanding eugenol yang digunakan tidak
murni. Ketika lempeng diamati di bawah
sinar UV 366 nm, pada ekstrak terlihat 2
bercak berfluoresensi biru dan bercak
berwarna gelap di bagian atas sedangkan
pada pembanding eugenol ada bercak yang

berfluoresensi kuning, biru, dan bercak
gelap. Setelah lempeng disemprot dengan
vanilin-asam  sulfat dan  dipanaskan,
pengamatan di bawah sinar tampak

menunjukkan bercak berwarna coklat dan
oranye-coklat pada ekstrak sedangkan pada
pembanding eugenol terlihat 2 bercak
berwarna biru dan bercak berwarna oranye-
coklat. Bercak berwarna oranye-coklat pada
ekstrak dan pembanding eugenol berada
pada Rf yang hampir sama. Senyawa
eugenol jika disemprot dengan vanilin-asam
sulfat akan berwarna kuning-coklat atau
oranye-coklat [15].
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Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri
Ekstrak terhadap MRSA, terlampir dibawah.

B

Gambar 1. Hasil Kromatografi Lapis
Tipis Ekstrak Bunga Cengkeh. Lempeng
diamati di bawah sinar UV 254 nm (A), 366
nm (B), dan sinar tampak setelah disemprot
vanilin-asam sulfat (C). 1: ekstrak etanol
bunga cengkeh, 2: pembanding eugenol.

Bunga cengkeh mengandung banyak
senyawa metabolit sekunder. Hasil analisis
Gas Chromatography Mass Spectrometry
(GC-MS) terhadap ekstrak metanol bunga
cengkeh menunjukkan banyak senyawa

yang terkandung di dalam ekstrak
diantaranya eugenol;  1,2,3-benzentriol;
kariofilen; dan eugenol asetat. Eugenol

merupakan komponen utama ekstrak bunga
cengkeh yang berperan dalam aktivitas
antibakteri ekstrak [16]. Ekstrak air bunga
cengkeh mengandung saponin, tanin, fenol,
glikosida jantung, flavonoid, alkaloid, dan
antrasen [17]. Penelitian lain melaporkan
bahwa bunga cengkeh mengandung tanin,
saponin, terpenoid, flavonoid, dan alkaloid
[18]. Perbedaan kandungan ekstrak bunga di
antara penelitian dapat disebabkan oleh
perbedaan metode identifikasi, penyari, dan
asal tanaman.

3.3.Biautografi

Bioautografi dilakukan untuk
mengetahui senyawa di dalam ekstrak bunga
cengkeh yang bertanggung jawab terhadap
aktivitas antibakteri. Hasil bioautografi
menunjukkan adanya satu zona hambat
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pertumbuhan bakteri MRSA pada daerah
yang sebelumnya ditempeli lempeng silika
hasil KLT (Gambar 2). Zona hambat
tersebut berada di bagian atas bekas
penempelan lempeng dan senyawa yang
terdeteksi di daerah tersebut adalah eugenol.
Kemungkinan besar senyawa pada ekstrak
etanol bunga cengkeh yang berperan dalam
menghambat pertumbuhan MRSA adalah
eugenol.

Hasil penelitian ini didukung oleh
penelitian-penelitian lain yang menyatakan
bahwa eugenol mempunyai aktivitas
antibakteri. Eugenol dapat menghambat
pembentukan biofilm, mengganggu
hubungan antar sel, melepaskan biofilm
yang sudah terbentuk, dan membunuh
MRSA [19]. Eugenol dengan konsentrasi 50

L/mL mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Gram positif dan negatif
dengan kisaran diameter zona hambat 8,7-15
mm  [20]. Pertumbuhan 30  strain
Helicobacter pylori dapat dihambat oleh
eugenol dengan konsentrasi 2 [g/mL [21].
Eugenol juga dilaporkan dapat menghambat
pertumbuhan Escherichia coli dan Klebsiella
pneumoniae [22].

Gambar 2. Hasil Bioautografi Ekstrak
Bunga Cengkeh terhadap MRSA

Beberapa penelitian telah dilakukan
untuk mengetahui mekanisme aksi eugenol
sebagai antibakteri. Eugenol mengurangi
viabilitas seluler dengan cara menginduksi
pelepasan substansi sel. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa kematian sel
disebabkan oleh lisis seluler. Eugenol juga

ISSN 2407-9189



The 6" University Research Colloguium 2017 [ 15T o1

merusak envelope sel bakteri [23]. Eugenol
sangat aktif dalam menyebabkan lisis dan
kebocoran isi sel. Hasil scanning electron
microscopy (SEM) menunjukkan bahwa
eugenol menyebabkan kelainan bentuk sel.
Selain itu, eugenol dapat menghambat
produksi enzim beta laktamase dan aktivitas
urease serta melemahkan pergerakan bakteri
[24]. Pada Salmonella typhi eugenol
meningkatkan ~ permeabilitas  membran,
merusak ~ membran  sitoplasma, dan
mengubah bentuk makromolekul pada
membran [25]. Hal tersebut menunjukkan
bahwa eugenol mempunyai beberapa
mekanisme aksi antibakteri.

4. KESIMPULAN

Ekstrak etanol bunga cengkeh berpotensi
sebagai agen anti-MRSA dengan eugenol
sebagai senyawa aktif antibakteri.
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Lampiran

Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak terhadap MRSA

N ] Rata-rata diameter zona hambat £ SD (mm)
Bagian Tanaman

0 Ekstrak (1 mg) Kontrol pelarut (10 pul)

1 Daun pepaya 8+0,71* 6+ 0°

2 Rimpang lengkuas 12,5 + 3,54*

3 Bijipala 11+1,41*

4 Bunga cengkeh 8,75 + 0,35** 6+ 0°

5 Daunsirih 85 + 0,71*

6 Kayu secang 11,75 + 0,35* 6 + 0F

7 Daun kemangi 6,75 + 0,35*

Keterangan:

Diameter zona hambat termasuk diameter disk (6 mm).

* zona hambat masih ditumbuhi sedikit bakteri
** zona hambat tidak ditumbuhi bakteri

D: DMSO
E: etanol
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