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Abstrak

Tuberkulosis merupakan masalah kesehatan global, bahkan terdapat peningkatan kasus multidrug-resistant
tuberculosis di dunia. Oleh karena itu, diperlukan penelitian yang dapat menemukan obat antituberkulosis
(OAT) yang lebih efektif untuk pengobatan tuberkulosis. Pada penelitian ini, efek (-)-epigallocatechin-gallate
(EGCQG) dari daun teh (Camellia sinensis) yang dikombinasikan dengan OAT lini pertama akan diamati dengan
tujuan untuk mengetahui apakah EGCG memiliki aktivitas antituberkulosis dan dapat meningkatkan potensi
OAT lini pertama secara in vitro. Aktivitas antituberkulosis EGCG ditentukan dengan metode broth dilution
menggunakan media Middlebrook 7H9 pada konsentrasi 50, 100, 150, dan 200 ppm, kemudian ditentukan
potensi OAT lini pertama sebelum dan setelah dikombinasikan dengan EGCG. Hasil penelitian menunjukkan
aktivitas antituberkulosis EGCG pada konsentrasi 50 ppm dan 100 ppm sebesar 80%, konsentrasi 150 ppm
sebesar 90%, dan konsentrasi 200 ppm sebesar 100%. Aktivitas OAT lini pertama sebelum dikombinasikan
dengan EGCG tercapai > 90% pada konsentrasi rifampisin 5 ppm, isoniazid 0,5 ppm, pirazinamid 50 ppm, dan
etambutol 5 ppm. Sedangkan setelah dikombinasikan dengan EGCG, potensi masing-masing obat tersebut
meningkat ditandai dengan aktivitas antituberkulosis tercapai > 90% pada konsentrasi yang lebih rendah, yaitu
rifampisin 0,5 ppm, isoniazid 0,25 ppm, pirazinamid 20 ppm, dan etambutol 2 ppm. Hasil tersebut menunjukkan
bahwa potensi masing-masing OAT lini pertama meningkat setelah dikombinasikan dengan EGCG, serta EGCG
memberikan efek potensiasi. Kesimpulan, EGCG dapat meningkatkan aktivitas OAT lini pertama.

Kata kunci: (-)-Epigallocatechin-gallate; Obat antituberkulosis lini pertama; Anti-Mycobacterium

tuberculosis; Efek sinergis

Abstract

Tuberculosis is a global health problem, and there is even an increase in cases of multidrug-resistant
tuberculosis in the world. Therefore, research is needed that can find new anti-tuberculosis drugs (OAT) that
are more effective for tuberculosis treatment. In this study, the effect of (-)-epigallocatechin-gallate (EGCG) of
tea leaves (Camellia sinensis) combined with the first-line OAT will be observed, in order to find out whether
EGCG has anti-tuberculosis activity and can increase the potential of first-line OAT in-vitro. The anti-
tuberculosis activity of EGCG was determined by broth dilution method using Middlebrook 7H9 media at
concentration of 50, 100, 150, dan 200 ppm, then the potential of first-line OAT before and after combined with
the EGCG was observed. The results showed that the activity of EGCG at concentration 50 ppm and 100 ppm
could inhibit the Mycobacterium tuberculosis growth by 80%, at concentration 150 ppm by 90%, and at
concentration 200 ppm by 100%. First-line OAT activity before combined with EGCG was > 90% at 5 ppm
rifampicin, 0.5 ppm isoniazid, 50 ppm pyrazinamide, and 5 ppm ethambutol. Whereas after combined with
EGCG, the potential of each drug increased, marked by anti-tuberculosis activity achieved > 90% at lower
concentrations, i.e. rifampicin 0.5 ppm, isoniazid 0.25 ppm, pyrazinamide 20 ppm, and ethambutol 2 ppm. These
results indicated that the potential of each first-line OAT increases after being combined with EGCG, and
EGCG has potentiation effect when combined with those drugs. In conclusion, EGCG can increase the first-line
OAT activity.

Keywords:  (-)-Epigallocatechin-gallate; First-line antituberculosis drugs; Anti-Mycobacterium

tuberculosis; Synergism effect
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan masalah
kesehatan global. Berdasarkan data dari
World Health Organization (WHO),
terdapat 8,6 juta kasus TB baru pada tahun
2012 dan sebanyak 1,3 juta meninggal
dunia.' Pada tahun 2017, kasus TB yang
tercatat di Indonesia ada sejumlah
442.000.% Permasalahan lain yang timbul
kemudian adalah multidrug-resistance TB
(MDR-TB), yaitu Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) yang telah
resisten terhadap sedikitnya dua obat
antituberkulosis (OAT) vyang paling
efektif, vyaitu isoniazid (INH) dan
rifampisin (RIF).% Dari 442.000 kasus TB
di Indonesia, diperkirakan ada 8.600-
15.000 kasus MDR-TB.? Pengobatan yang
tidak adekuat merupakan salah satu faktor
resiko MDR-TB. Penyebab pengobatan
yang tidak adekuat antara lain lambatnya
diagnosis, terlambat diketahui adanya
resistensi obat, regimen kemoterapi yang
tidak sesuai, penyediaan obat yang tidak
adekuat dan tidak teratur, serta kepatuhan
yang kurang, baik dari pihak pasien
maupun Klinisi.*

Pengobatan yang tidak adekuat
merupakan salah satu faktor kegagalan
dalam terapi, namun ada beberapa faktor
lain ikut berperan yaitu kualitas obat yang
kurang bagus, kegagalan pengobatan,
perawatan penyakit sebelumnya, infeksi
HIV dan penyakit diabetes. Dari hal
tersebut, prediktor paling kuat untuk
timbulnya kasus MDR-TB vyaitu karena
kesalahan dalam manajemen TB seperti
penggunaan single drug untuk pengobatan
TB, regimen yang gagal, kegagalan
mengidentifikasi resistensi awal, inisiasi
regimen yang tidak adekuat menggunakan
OAT lini  pertama, serta variasi
bioavailabilitas OAT.

Penelitian intensif diperlukan untuk
mencapai pengobatan TB yang efektif,
memperpendek durasi pengobatan, dan
meminimalkan efek samping pengobatan
TB. (-)-Epigallocatechin-gallate (EGCG)
merupakan senyawa polifenol  yang
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ditemukan dalam teh hijau (Camellia
sinensis), dan dilaporkan memiliki efek
antimikroba. Penelitian sebelumnya
tentang aktivitas antimikroba dari ekstrak
teh dapat terjadi karena adanya ikatan kuat
antara muatan negatif pada EGCG dengan
muatan positif pada lapisan lipid bilayer
bakteri Gram-positif. Senyawa katekin
berpartisi ke dalam membran lipid bilayer
yang menyebabkan struktur dan fungsi sel
bakteri menurun, sehingga mengakibatkan
kematian sel bakteri.® Penelitian yang
dilakukan Anand dkk menunjukkan bahwa
komponen utama polifenol teh hijau, yaitu
EGCG memiliki kemampuan inheren
untuk  menurunkan  transkripsi  gen
Tryptophan-Aspartate-containing Coat
Protein (TACO) dalam makrofag manusia
melalui  kemampuannya  menghambat
faktor transkripsi SP1. Penurunan ekspresi
gen TACO oleh EGCG dibarengi dengan
penghambatan  hidup ~ mycobacterium
dalam makrofag.’

EGCG mempunyai fungsi lain yaitu
sebagai antioksidan yang dapat berperan
menghambat pertumbuhan M.
tuberculosis. Induksi dan aktivasi reactive
oxygen species (ROS) dan sitokin pro-
inflammatory TNF-o (tumor necrosis
factor) berperan penting dalam proliferasi
M. tuberculosis pada sel host (human
monocytes).® Fatima dkk telah melakukan
penelitian secara in vitro dan menunjukkan
berdasarkan ~ potensi  antioksidannya,
EGCG dapat menghambat jalur ROS dan
reactive nitrogen intermediates (RNI),
selain itu EGCG juga memberikan hasil
yang lebih baik dalam penghambatan
ekspresi gen TNF-a dan MTB 85B
dibandingkan OAT lini pertama lain.>*°

EGCG mempunyai aktivitas sebagai
antituberkulosis, sehingga jika
dikombinasikan dengan OAT lini pertama
akan dapat meningkatkan potensi OAT
tersebut. Kombinasi EGCG dengan OAT
lini pertama dapat meningkatkan potensi
antituberkulosis, maka pengobatan TB
akan lebih efektif dan mencegah resiko
resistensi obat.
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METODE

Metode yang  digunakan  pada
penelitian ini menggunakan metode broth
dilution dengan media Middlebrook 7H9
untuk  menentukan  aktivitas  anti-
tuberkulosis, mengacu pada metode
standar yang digunakan untuk menguji
aktivitas antituberkulosis di Institute of
Tropical Disease, Universitas Airlangga,
Surabaya, dan sesuai dengan metode yang
digunakan pada penelitian Pefiuelas-
Urquides dkk dengan sedikit modifikasi.**

Tahap pertama yang dilakukan pada
yaitu menentukan  aktivitas  anti-
tuberkulosis masing-masing OAT lini
pertama dan EGCG dengan metode broth
dilution menggunakan media Middlebrook
7H9, kemudian diukur optical density-
yang dihasilkan dengan Nephelometer.

Dipilih metode broth dilution tersebut
karena pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Chen dkk menggunakan
metode broth dilution dengan media
Middlebrook 7H9 untuk menentukan
aktivitas senyawa yang menghambat M.
tuberculosis. Klancnik  dkk  juga
menyarankan untuk evaluasi penentuan
aktivitas antibakteri dari ekstrak tanaman
sebaiknya menggunakan metode broth
dilution.'*"?

Penentuan aktivitas OAT lini pertama
dilakukan untuk mengevaluasi potensi
OAT terhadap M. tuberculosis H37Rv
sebelum dikombinasikan dengan EGCG,
sedangkan observasi  aktivitas  anti-
tuberkulosis EGCG dilakukan  untuk
menentukan konsentrasi EGCG yang akan
dikombinasikan dengan OAT.

Angka pertumbuhan adalah selisih
optical density masing-masing campuran
uji tiap waktu terhadap hari ke-0,
sedangkan persentase hambatan
pertumbuhan adalah persentase selisih
angka pertumbuhan masing-masing
campuran uji terhadap kontrol positif

dibandingkan angka pertumbuhan kontrol
positif. Obat anti-tuberkulosis lini pertama
dan EGCG memiliki aktivitas dalam
menghambat pertumbuhan M. tuberculosis
H37Rv jika masing-masing mampu
menghasilkan hambatan pertumbuhan >
90% terhadap kontrol positif.*

Alat dan bahan

Bahan yang digunakan yaitu standar
EGCG (kemurnian 98%) dari Xi'an
Rongsheng Biotechnology Co.,Ltd., China,
standar isoniazid (INH) dari Second
Pharma Co., Ltd., standar rifampisin (RIF)
dari Shenyang Antibiotic Manufacturer,
standar pirazinamid (PZA) dari DIFC Co.,
Ltd., standar etambutol (EMB) dari LUPIN
Ltd., Dimethyl Sulfoxide (DMSO) p.a.,
Dimethyl Formamide (DMF) p.a.,
Aquadest, media Middlebrook 7H9
(Difco™), media  Lowenstein-Jensen
(Difco™). M. tuberculosis H37Rv ATCC
strains diperoleh dari Institute of Tropical
Disease, Universitas Airlangga Surabaya.

Alat yang digunakan yaitu Bio Safety
Cabinet (Lab Gard), autoklaf (Biolab),
inkubator (Memmert), dan Nephelometer
(BD Phoenix Spec).

Pembuatan inoculum dan larutan baku

Inokulum dibuat dari M. tuberculosis
strain H37Rv yang telah ditumbuhkan
pada media Lowenstein-Jensen, lalu
dimasukkan ke dalam tabung berisi media
broth Middlebrook 7H9, selanjutnya
kekeruhannya  dibandingkan  dengan
standar McFarland 0,5.

Larutan baku induk INH dan EMB
dibuat dalam pelarut akuades, RIF dibuat
dalam pelarut DMF, PZA dibuat dalam
pelarut DMSO, dan EGCG dibuat dalam
pelarut akuades panas. Larutan baku induk
diencerkan ke dalam media broth
Middlebrook 7H9 untuk membuat larutan

Angka pertumbuhan kontrol positif — angka pertumbuhan campuran uji

Persentase hambatan =

X 100%

Angka pertumbuhan kontrol positif
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baku kerja INH, EMB, RIF, PZA dan
EGCG dengan kadar yang diinginkan.™

Penentuan aktivitas antituberkulosis
OAT lini pertama dan EGCG

Campuran uji terdiri dari larutan baku
kerja OAT dan EGCG dipipet sebanyak 1
mL, kemudian dimasukkan ke dalam
tabung uji (kuvet) yang telah berisi 4 mL
media Middlebrook 7H9 yang
mengandung 0,5 mL inokulum M.
Tuberculosis strain H37Rv setara dengan
McFarland 05 (1,5 x 10° cfu/mL),
dicampur hingga homogen.

Kontrol ~ positif  dibuat  dengan
menambahkan 0,5 mL inokulum M.
Tuberculosis strain H37Rv yang setara
dengan McFarland 0,5 (1,5 x 10° cfu/mL)
ke dalam tabung uji (kuvet) yang telah
berisi 4,5 mL media Middlebrook 7H9,
dan dicampur homogen. Setiap sampel
dilakukan replikasi sebanyak 2 kali
(duplo).

Media Middlebrook 7H9 (kontrol
negatif), kontrol positif, dan campuran
larutan uji, masing-masing diinkubasi pada
suhu 37°C selama 28 hari. Pengamatan
optical density pada tiap sampel dilakukan
dengan menggunakan Nephelometer.™*

Penentuan aktivitas antituberkulosis
kombinasi OAT lini pertama dan
EGCG

Konsentrasi EGCG yang
dikombinasikan dengan masing-masing
OAT lini pertama vyaitu 150 ppm,
merupakan konsentrasi dengan aktivitas
antituberkulosis EGCG mencapai 90%..
Campuran uji  terdiri  dari larutan
kombinasi OAT dan EGCG dengan
konsentrasi OAT yang berbeda. Larutan

OAT dan EGCG masing-masing dipipet
sebanyak 1 mL, kemudian dimasukkan ke
dalam tabung uji yang telah berisi 3,5 mL
media Middlebrook 7TH9 yang
mengandung 0,5 mL inokulum M.
tuberculosis strain H37Rv setara dengan
McFarland 0,5 (1,5 x 10%® cfu/mL),
selanjutnya dicampur homogen. Masing-
masing sampel dilakukan replikasi
sebanyak 2 kali (duplo).

Kontrol obat dibuat dengan memipet
larutan baku kerja OAT pada konsentrasi
yang digunakan sebanyak 1 mL dan
kontrol uji dengan memipet larutan baku
kerja EGCG 150 ppm sebanyak 1 mL,
kemudian setiap sampel dimasukkan ke
dalam tabung uji (kuvet) yang telah berisi
4 mL media Middlebrook 7H9 yang
mengandung 0,5 mL inokulum M.
Tuberculosis strain H37Rv setara dengan
McFarland 0,5 (1,5 x 10° cfu/mL), lalu
dicampur homogen. Tiap sampel dilakukan
replikasi sebanyak 2 kali (duplo).

Kontrol positif dibuat sama seperti
pada penentuan aktivitas antituberkulosis
sebelumnya. Media Middlebrook 7H9
(kontrol negatif), kontrol positif, kontrol
obat, kontrol uji dan campuran uji, masing-
masing diinkubasi pada suhu 37°C selama
28 hari. Pengamatan optical density
masing-masing sampel dilakukan
menggunakan nephelometer.*!

HASIL DAN PEMBAHASAN

Obat anti-tuberkulosis lini pertama dan
EGCG  memiliki  aktivitas  dalam
menghambat pertumbuhan M. tuberculosis
H37Rv jika masing-masing mampu
menghasilkan hambatan pertumbuhan >
90% terhadap kontrol positif.**

Tabel 1. Rerata angka pertumbuhan dan persentase hambatan pertumbuhan
M. tuberculosisoleh EGCG (n=2)

Sampel

Angka pertumbuhan

Hambatan pertumbuhan

(NTU) (%)
Kontrol positif 0,10 + 0,007 0+ 0,007
EGCG 200 ppm 0,00 + 0,000 100 + 0,000
EGCG 150 ppm 0,01 + 0,007 90 + 0,007
EGCG 100 ppm 0,02 = 0,007 80 £ 0,007
EGCG 50 ppm 0,02 + 0,007 80 £ 0,007

EGCG = (-)-Epigallocatechin-gallate
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Data awal yang yang diperoleh dalam
riset ini adalah rerata angka pertumbuhan
dan persentase hambatan pertumbuhan M.
tuberculosis oleh EGCG (Tabel 1).
Konsentrasi EGCG yang  mampu
menghasilkan hambatan pertumbuhan 90%
adalah 150 ppm, yang selanjutnya
digunakan untuk kombinasi dengan OAT
lini pertama. Rerata angka pertumbuhan
dan persentase hambatan pertumbuhan M.
tuberculosis oleh masing-masing OAT

sebelum dan setelah dikombinasikan
dengan EGCG menunjukkan bahwa
potensi masing-masing OAT lini pertama
meningkat jika dikombinasikan dengan
EGCG. Hal ini ditandai dengan konsentrasi
OAT vyang mampu  menghasilkan
hambatan pertumbuhan > 90% setelah
dikombinasikan dengan EGCG 150 ppm
lebih rendah dari pada konsentrasi OAT

sebelum dikombinasikan (Tabel 2,3,4,5).

Tabel 2. Rerata persentase hambatan pertumbuhan M. tuberculosis oleh RIF
sebelum dan setelah kombinasi dengan EGCG 150 ppm (n=2)

Hambatan Hambatan pertumbuhanM.

Konsentrasi pertumbuhanM. tuberculosis(+ EGCG 150 ppm)

tuberculosis(%0) (%)

RIF RIF

20 ppm 100 £ 0,000 -
10 ppm 100 + 0,000 -
5 ppm 90+0,014 90 £+ 0,000
1 ppm - 90 + 0,000
0,5 ppm - 90 + 0,000
0,25 ppm - 70 £ 0,007
0,2 ppm 80 + 0,000 -

RIF = Rifampisin; EGCG = (-)-Epigallocatechin-gallate

Tabel 3. Rerata persentase hambatan pertumbuhan M. tuberculosisoleh INH
sebelum dan setelah kombinasi dengan EGCG 150 ppm (n=2)

Hambatan Hambatan pertumbuhanM.

Konsentrasi pertumbuhanM. tuberculosis(+ EGCG 150 ppm)

tuberculosis(%0) (%)

INH INH

5 ppm 100 £ 0,000 -
1 ppm 100 £ 0,000 90 £ 0,000
0,5 ppm 90 + 0,000 90 £ 0,000
0,25 ppm 80 + 0,000 90 + 0,000
0,1 ppm - 80 + 0,014

INH = Isoniazid; EGCG = (-)-Epigallocatechin-gallate

Tabel 4. Rerata persentase hambatan pertumbuhan M. tuberculosisolen PZA
sebelum dan setelah kombinasi dengan EGCG 150 ppm (n=2)

Hambatan Hambatan pertumbuhanM.

Konsentrasi pertumbuhanM. tuberculosis(+ EGCG 150 ppm)

tuberculosis(%) (%)

PZA PZA

100 ppm 100 + 0,000 -
50 ppm 90 + 0,000 90 + 0,000
25 ppm 80 £ 0,007 90 + 0,000
20 ppm 70 + 0,000 90 + 0,000
10 ppm - 80+ 0,014

PZA = Pirazinamid; EGCG = (-)-Epigallocatechin-gallate
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Tabel 5.Rerata persentase hambatan pertumbuhan M. tuberculosisoleh EMB
sebelum dan setelah kombinasi dengan EGCG 150 ppm (n=2)

Hambatan Hambatan pertumbuhanM.

Konsentrasi pertumbuhanM. tuberculosis(+ EGCG 150 ppm)

tuberculosis(%) (%)

EMB EMB

10 ppm 100 £ 0,000 90 £ 0,007
5 ppm 90 + 0,007 90 £ 0,000
2 ppm - 90 + 0,000
1 ppm 80+ 0,014 80 + 0,007
0,5 ppm 70 + 0,007 -

EMB = Etambutol; EGCG = (-)-Epigallocatechin-gallate

Potensi masing-masing OAT lini pertama
bisa meningkat setelah dikombinasikan
dengan EGCG disebabkan oleh mekanisme
penghambatan pertumbuhan M.
tuberculosis oleh OAT tersebut dengan
EGCG berbeda, sehingga terjadi efek
potensiasi. Mekanisme EGCG dalam
menghambat pertumbuhan bakteri belum
benar-benar dijelaskan. Penelitian yang
dilakukan oleh Anand dkk menunjukkan
bahwa komponen utama dari polifenol teh
hijau, yaitu EGCG memiliki kemampuan
inheren untuk menurunkan transkripsi gen
host tryptophan-aspartate containing-coat
protein (TACO) dalam makrofag manusia.
Gen TACO tersebut telah menunjukkan
peran penting pada penahanan proses
pematangan fagosom yang mengandung
M. tuberculosis patogen dalam makrofag.
Penurunan ekspresi gen TACO oleh
EGCG dibarengi dengan penghambatan
hidup M. tuberculosis dalam makrofag.
Berdasarkan  hasil  tersebut, EGCG
berpotensi digunakan sebagai pencegahan
infeksi tuberkulosis.”

Beberapa penelitian juga menyatakan
hipotesis tentang aktivitas antimikroba dari
ekstrak teh dapat terjadi karena adanya
ikatan kuat antara muatan negatif dari
EGCG dengan muatan positif pada lapisan
lipid bilayer pada bakteri Gram-positif.
Senyawa katekin berpartisi ke dalam
membran lipid bilayer yang menyebabkan
struktur dan fungsi sel bakteri menurun,
sehingga akhirnya mengakibatkan
kematian sel bakteri tersebut.’
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EGCG mempunyai fungsi yang
berbeda selain fungsi sebagai antimikroba,
yaitu sebagai antioksidan yang juga dapat
berperan menghambat pertumbuhan M.
tuberculosis. Fatima dkk telah melakukan
penelitian secara in vitro mengenai hal
tersebut, dan menunjukkan bahwa karena
sifat  antioksidannya, @EGCG  dapat
menghambat jalur ROS dan RNI, selain itu
EGCG juga memberikan hasil yang lebih
baik dalam penghambatan ekspresi gen
TNF-o dan MTB 85B dibandingkan
dengan OAT lini pertama lain.>*°

Mekanisme penghambatan dari
pertumbuhan M. tuberculosis oleh OAT
berbeda dengan EGCG yaitu, RIF dapat
menghambat DNA-dependent RNA
polymerase dari mikobakteri, INH dapat
mengganggu  sintesis asam  mikolat
sehingga dinding M. tuberculosis tidak
terbentuk, PZA mengganggu energetika

membran  bakteri dan  menghambat
transportasi membran, serta EMB
mengganggu  biosintesis  dinding  sel
arabinogalactan.’>*°

EGCG memiliki aktivitas

antituberkulosis dan dapat meningkatkan
potensi OAT lini pertama (RIF, INH, PZA
dan EMB). Jika terapi penyakit TB
menggunakan EGCG sebagai komplemen,
diharapkan dapat menurunkan dosis OAT
yang digunakan, dan meminimalkan efek
samping OAT tersebut serta menurunkan
toksisitas OAT, sehingga terapi akan lebih
efektif, serta timbulnya resistensi obat
dapat dicegah dan ditangani.
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KESIMPULAN

(-)-Epigallocatechin-gallate  (EGCQG)
memiliki aktivitas antituberkulosis dan
secara potensiasi dapat meningkatkan
potensi  OAT  lini  pertama jika
dikombinasikan bersama.

SARAN

Penelitian ini menyarankan adanya
penelitian lebih lanjut mengenai penentuan
aktivitas OAT lini pertama yang
dikombinasikan dengan EGCG terhadap
MDR-TB, serta penelitian mengenai
penentuan regimen dosis EGCG dan teh
hijau untuk terapi komplemen pasien TB
sehingga terapi menjadi lebih efektif.
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