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ABSTRAK
Pendahuluan: Penggunaan antibiotik yang tidak tepat akan menyebabkan terjadinya resistensi antibiotik. Hal ini
didukung dengan pengukuran frekuensi resistensi bakteri terhadap antibiotik. Aktivitas antibakteri juga ditemukan
banyak pada obat herbal yang dikonsumsi sebagai obat tradisional, sehingga dimungkinkan resistensi terjadi pada
obat herbal. Penelitian ini bertujuan untuk mengukur frekuensi resistensi pada bakteri Enterococcus faecalis
terhadap dekok Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn). Metode yang digunakan akan dibandingkan dengan antibiotik
Amoksisilin sebagai kontrol.
Metode: Metode sumuran dilakukan untuk mengukur zona inhibisi (ZOI). Tahap selanjutnya metode dilusi
digunakan untuk menentukan kadar hambat minimum (KHM). Uji frekuensi resistensi bakteri Enterococcus faecalis
menggunakan metode Luria-Delbriick, dengan 5 plate dan 2 kontrol dan dilakukan 3 kali pengulangan. Hasil diuji
secara statistik menggunakan Mann Whitney U Test (p < 0.05).
Hasil: ZOI dekok Rosella dan Amoksisilin sebesar 20 mm pada masing-masing konsentrasi 250 mg/ml dan 200
mg/ml. KHM dari dekok Rosella adalah sebesar 3,125 mg/ml, sedangkan Amoksisilin menggunakan KHM dari
literatur (0.00902 mg/ml). Dari 3 kali pengulangan, 1 koloni ditemukan resisten terhadap dekok Rosella pada
kelompok pengulangan ke-2 dengan rerata frekuensi resistensi sebesar 7,8 x 10™ mutasi per total populasi sel.
Amoksisilin memiliki rerata frekuensi resistensi dari 3 kali pengulangan sebesar 1,2-1,8 x 10” mutasi per total
populasi sel. Data kemudian dilakukan uji analisa secara statistik dan menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna antara pengaruh dekok Rosella dan Amoksisilin terhadap frekuensi resistensi bakteri Enterococcus
faecalis.
Kesimpulan: Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penggunaan herbal Rosella sebagai obat tradisional,
khususnya sebagai pengobatan antibakteri didapatkan memiliki frekuensi resistensi yang rendah. Hal ini dapat
dibuktikan bahwa penggunaan Rosella dalam jangka pendek tidak menimbulkan resistensi.

Kata Kunci: Resistensi, Metode Luria-Delbriick, Frekuensi Resistensi, Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn)
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ABSTRACT

Introduction: The inappropriate use of antibiotics leads to antibiotic resistance. This can be supported by measuring
resistance frequency of bacteria to antibiotics. Antibacterial activity is also found in many herbal medicines
consumed as a traditional medicine, therefore resistance is suspected to occur in herbal medicine. This study aims to
measure the frequency of resistance in Enterococcus faecalis applied to againts Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn)
decocta. The method used will also be applied to Amoxicillin as a control.

Method: Disc diffusion method was used to the measure inhibition zone (ZOI). Dilusion method used for minimum
inhibition concentration (MIC). Resistance frequency was tested using Luria-Delbriick method, using 5 plates and 2
controls performed in 3 repetitions. Results were measured statistically using Mann Whitney U Test (p < 0.05).
Results: The ZOI from Rosella decocta and Amoxicillin was 20 mm at each concentration of 250 mg/ml and 200
mg/ml, respecticly MIC from Rosella decocta was 3,125 mg/ml, whereas Amoxicillin used the MIC from literature
(0,00902 mg/ml). From 3 repetition, 1 coloni was found to be resistance to Rosella decocta on repetition 2 and the
resistance frequency was 7,8 x 10™ mutant per total population cell. Amoxicillin was calculated the resistance
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frequency from 3 repetition which was 1,2-1,8 x 10 mutant per total population cell. The data was tested
statistically and showed that there is a significant difference between the resistance frequency of Enterococcus
faecalis towards Rosella decocta resistance and Amoxicillin resistance.

Conclusion: From this study it can be concluded that the use of Rosella herbal as a traditional medicine, especially
for antibacterials has a low resistance frequency of mutation. Therefore, resistance to Rosella decocta cannot

occurred in short term.

Keywords: Resistance, Luria-Delbriick Method, Resistance Frequency, Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn).

PENDAHULUAN

Resistensi antibiotik merupakan salah satu
masalah kesehatan saat ini. Secara klinis, resistensi
antibiotik mengakibatkan peningkatan kasus infeksi
yang mengancam jiwa antara lain sepsis, demam
dengan neutropenia dan meningitis bakterial. Hal ini
terjadi karena penggunaan antibiotik tidak tepat
dosis, tidak sesuai dengan penyakit yang diderita dan
jangka waktu penggunaan yang tidak sesuai’. Salah
satu bakteri yang diketahui mengalami resistensi
adalah Enterococcus faecalis. Bakteri ini diketahui
telah resisten terhadap antibiotik golongan B-lactam
yaitu ampisilin, amoksisilin, dan penisilin®.

Prosesmutasi dapat berlangsung secara induksi,
kondisi ini dapat tejadi karena penggunaan dosis
subinhibisi atau subletal. Contonya pada penelitian
terhadap bakteri Streptococcus pneumonia Yyang
diketahui mengalami resistensi terhadap optochin
setelah pemberian subinhibitory penicilin®. Selain itu,
penggunaan dosis tinggi juga dapat meningkatkan
frekuensi resistensi®.

Frekuensi resistensi memiliki satuan yang
digunakan dalam pengukuran frekuensi resistensi
yaitu jumlah bakteri mutan per jumlah total populasi
bakteri. Kondisi ini merupakan kemampuan bakteri
untuk menjadi resisten terhadap suatu antibakteri
pada satu waktu®. Sementara itu, aktifitas antibakteri
diketahui juga terdapat pada herbal yang sering
digunakan dalam pengobatan tradisional
dimasyarakat.

Dalam pengobatan tradisional, Rosella (Hibiscus
sabdariffa Linn) merupakan salah satu tanaman
herbal yang dapat digunakan sebagai peluruh air seni
dan penurun panas’. Selain itu, Rosella merupakan
tanaman yang diketahui memiliki efek antibakteri
dan antioksidan®. Kandungan senyawa kimia yang
terdapat pada Rosella yang berperan sebagai obat
antibakteri adalah asam malat, antosianin, saponin
dan tannin®.

Penggunaan obat herbal Rosella sebagai
antibakteri belum diketahui tingkat resistensinya.
Selain itu, penelitian terkait frekuensi resistensi
bakteri terhadap herbal juga belum pernah diteliti
sebelumnya. Maka, pada penelitian ini akan
dilakukan pengukuran frekuensi resistensi pada
bakteri Enterococus faecalis terhadap dekok Rosella
dengan antibiotik Amoksisilin sebagai kontrol. Hal
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ini  dilakukan untuk  mengetahui  keamanan
penggunaan herbal sebagai antibakteri.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini akan dilaksanakan eksperimental
laboratorium secara in vitro, untuk mengetahui
frekuensi resistensi bakteri Enterococcus faecalis
terhadap dekok Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn)
dan antibiotik Amoksisilin sebagai kontrol. Herbal
yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman
Rosella yang didapatkan dari Balai Materia Medika
Batu Malang dengan nomor determinasi 074/ 258/
102.7/ 2017, kemudian dilakukan ekstraksi di
Laboratorium  Biokimia  Fakultas  Kedokteran
Universitas Islam Malang.

Pembuatan Dekok Rosella

Prosedur pembuatan dekok Rosella, dimulai dari
mempersiapkan simplisia yang ditimbang
menggunakan neraca digital sebanyak 20 g dan
dicampur  pelarut aquades sebanyak 200ml.
Campuran simplisia dengan aquades diletakkan
dalam wadah untuk dilakukan dekok selama + 30
menit dengan suhu 90°C. Setelah itu, hasil dekok
disaring dengan vaccum Buchner yang dilapisi oleh
kertas saring sebanyak 3 lapis. Kemudian hasil
filtrasi diletakkan pada oven dengan suhu 60°C
selama 2 hari untuk mendapatkan ekstrak yang
kering. Tahap terakhir ditambahkan 100 ml air steril
untuk penggunaan selanjutnya.

Pembuatan Larutan Antibiotik Amoksisilin

Pembuatan larutan antibiotik Amoksisilin,
dimulai dari mempersiapkan 2 buah kapsul
Amoksisilin yang berisi 500 mg. Kemudian dicampur
pelarut aquades steril sebanyak 100ml. Sehingga,
menghasilkan konsentrasi sebesar 5 mg/ml. Tahap
terakhir simpan dalam almari pendingin untuk
penggunaan selanjutnya.

Strain dan Kultur Bakteri

Bakteri Enterococcus  faecalis  induk
didapatkan  dari  Laboratorium  Mikrobiologi
Universitas Brawijaya yang diambil dari sample
klinis. Bakteri tersebut ditumbuhkan pada media
padat Nutrient Agar selama + 18-20 jam. NA yang
digunakan mengandung 5 mg/ml Peptone, 3 mg/ml
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Meat extract dan 12 mg/ml Agar. Kemudian
diinokulasikan pada media cair Nutrient Broth
selama + 18-20 jam. NB vyang digunakan
mengandung 5 mg/ml Peptone, 3 mg/ml Meat
extract.

Kurva Standar Bakteri Enterococcus faecalis

Kurva standar dilakukan untuk menentukan
jumlah koloni pada bakteri. Tahap awal dilakukan
inokulasi bakteri Enterococcus faecalis yang diambil
dari kultur pada media cair Nutrient Broth selama +
18-20 jam.  Selanjutnya  dihitung  dengan
menggunakan spektrofotometri untuk mendapatkan
nilai ODgy50.8, 0.6 dan 0.4 .

Masing-masing konsentrasi diencerkan hingga
7x pengenceran. 100 pl inokulasi diambil dan
diratakan pada media padat Nutrient Agar, kemudian
diinkubasi selama + 18-20 jam. Tahap akhir,
dilakukan penghitungan koloni bakteri yang ada
secara makroskopis dan dimasukkan hasil pada tabel
kurva, dengan rumus sebagai berikut;

Cfu/ml =} koloni x faktor dilusi
Volume inokulasi (ml)

Zona Inhibisi

Inokulasi bakteri Enterococcus faecalis yang
digunakan untuk zona inhibisi adalah ODgy5=0,2.
Pada uji ZOl inokulasi tersebut dicampur dengan
media padat yaitu NA sebesar 1 % v/v. Kemudian,
dilakukan plating dengan komposisi media setiap
plate sebanyak 25 ml. Setelah media menjadi padat,
dibuat lubang sumuran sebesar + 6mm setiap plate.
Lalu dimasukkan 40 pl setiap lubang sumuran
dengan beberapa konsentrasi yang berbeda, yaitu 1%,
20%, 30%, 50%, 70%, 100% dan air aquades yang
digunakan sebagai kontrol negatif. Plate kemudian
diinkubasi  selama  +18-20 jam dan dilakukan
pengukuran zona bening menggunakan mistar.

Kadar Hambat Minimum

Pada uji KHM, inokulasi bakteri dengan
konsentrasi awal 10°® atau setara ODgys=0,2
diencerkan sebanyak 20x. Hal ini supaya bakteri
yang diujikan berjumlah 10° Cfu/ml. Setelah itu,
beberapa konsentrasi disiapkan untuk uji KHM vyaitu
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 dan 1/512 dari
konsentrasi induk, yakni 100 mg/ml. Uji KHM
dilakukan menggunakan tabung reaksi dan media cair
yaitu Nutrient Broth. Setiap tabung reaksi diisi
dengan total volume 2 ml yang terdiri dari kultur
bakteri dan konsentrasi herbal. Kemudian tabung
reaksi diinkubasi selama * 18-20 jam dan dilakukan
pengamatan batas kejernihan untuk menentukan
kadar hambat minimum. Untuk Amoksisilin, KHM
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yang digunakan adalah dari literatur penelitian
sebelumnya yaitu sebesar 0,00902mg/mI*.

Frekuensi Resistensi

Pengukuran frekuensi resistensi pada penelitian
ini menggunakan metode Luria-Delbriick. Inokulasi
bakteri yang digunakan untuk tahap ini sama dengan
inokulasi bakteri yang diujikan untuk menentukan
KHM.

Tahap awal untuk seleksi bakteri mutan, dibuat
campuran inokulasi bakteri dengan komposisi 1/4
KHM dari masing-masing perlakuan yang memiliki
volume total sebanyak 500ul dengan pelarut Nutrient
Broth. Kemudian diinkubasi selama + 48 jam.

Plate yang digunakan sebagai kontrol dibuat dari
NA non selektif (tanpa pemberian Rosella maupun
Amoksisilin) dan Plate untuk perlakuan digunakan
NA selektif yang ditambahkan 2x KHM dari masing-
masing perlakuan. Pada media tersebut, inokulasi
bakteri sebanyak 500ul diratakan ke seluruh
permukaan plate. Kemudian diinkubasi selama * 48
jam untuk proses seleksi bakteri yang mengalami
resistensi’’.  Hasil  akhir  dihitung  dengan
menggunakan metode P,. Pada tahap ini dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali.

Metode Penghitungan Frekuensi Resistensi

Metode ini merupakan metode sederhana untuk
menghitung dan menggambarkan dari prinsip Luria-
Delbriick. Prinsipnya adalah jumlah awal bakteri
pada Kkultur harus sangat kecil, sehingga jumlah
mutasi yang terjadi selama siklus pembelahan
pertama dari bakteri adalah jumlah terkecil®. Rumus
yang digunakan sebagai berikut;

f=Nm/N,

untuk mengetahui frekuensi resistensi:
f = frekuensi resistensi
N = jumlah koloni yang mutasi
No = jumlah koloni mula-mula
Metode ini kurang effisien jika digunakan pada
penelitian dengan jumlah kultur yang banyak.

Metode Serial Passage

Metode ini dilakukan untuk mengetahui berapa
kali kadar hambat minimum pada koloni bakteri yang
mengalami resistensi®®.

Mula-mula  dilakukan pengambilan  koloni
bakteri yang resisten pada plate NA selektif.
Kemudian diinokulasikan pada media cair Nutrient
Broth sebanyak 500ul dan diinokubasi selama * 18-
20 jam untuk proses pertumbuhan bakteri mutan.

Plate untuk serial passage dibuat dari NA yang
dicampur dengan 4x KHM dari Rosella. Setelah itu,
inokulasi bakteri sebanyak 100ul diratakan pada
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seluruh permukaan plate, lalu dilakukan inkubasi
selama + 18-20 jam.

HASIL
Hasil Kurva Standar Bakteri Enterococcus
faecalis
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Gambar 1. Kurva Standar bakteri Enterococcus
faecalis.

Dari gambar kurva standar koloni bakteri
Enterococcus faecalis didapatkan ODgys = 0.2 yang
digsunakan untuk pengujian awal yaitu setara dengan
10°.

Hasil Zona Inhibisi

Hasil penelitian mengenai pengaruh dekok
Rosella terhadap bakteri Enterococcus faecalis
memiliki zona inhibisi 20 mm pada konsentrasi
100%. Pada uji zona inhibisi ini dilakukan dalam
beberapa konsentrasi, yang diperjelas dengan data
penelitian pada tabel 1 sebagai berikut.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Zona Inhibisi

Konsentrasi | Amoksisilin | , R°%¢ll
No 250 mg/ml
Perlakuan 0,2 g/ml (mm)
(mm)
1 | Kontrol + <6 <6
3| 20% B =
4 [ 30% 1 -
5 | 50% 16 T
6 | 70% 18 T
7| 100% 50 T

Zona inhibisi yang diamati adalah zona bening
pada sekitar lubang sumuran. Seperti yang
ditunjukkan gambar 2 berikut ini.
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Gambar 2. Hasil Uji Zona Inhibisi; A. ZOlI
Amoksisilin; B. ZOI Dekok Rosella.

Dari gambar 2, dapat menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi dekok Rosella maka
semakin besar pula zona bening terhadap bakteri
Enterococcus faecalis. Dan semakin luasnya zona
bening, dapat diketahui jika suatu zat memiliki efek
yang kuat sebagai antibakteri.

Hasil Kadar Hambat Minimum Rosella
Kadar hambat minimum yang diujikan terhadap
dekok Rosella ditunjukkan pada gambar 3 berikut.

Hasil Frekuensi Resistensi

Frekuensi resistensi pada bakteri Enterococcus
faecalis terhadap dekok Rosella dan Amoksisilin
dapat dilihat pada tabel 2 berikut.
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Tabel 2. Hasil Frekuensi Resisensi bakteri
Enterococcus faecalis terhadap dekok Rosella dan
Amoksisilin.

Frekuensi
Resistensi
No | Ket | JmlNg, Jml N (mutasi per
total populasi
sel)
1 | Rl 0 18x 100 | Zeromutation
2 |R2 1 25x10° | 7.8x107
3 | R3 0 25y 100 | 2eromutation
4 | Al | 31x10%° | 22x10% 1,3x107
5 | A2 | 34x10° | 2,4x10% 1,2x107
6 | A3 | 31x10° | 1,6x10% 1,8x107

Keterangan :
R1 :Rosella perlakuan 1
R2 :Rosella perlakuan 2
R3 :Rosella perlakuan 3
Al : Amoksisilin perlakuan 1
A2 : Amoksisilin perlakuan 2
A3 : Amoksisilin perlakuan 3
Dari tabel 2. Didapatkan hasil frekuensi resitensi
tertinggi pada dekok Rosella, yaitu pada pengulangan
ke-2 frekuensi sebesar 7,8 x 10" mutasi per total
populasi sel. Dan Amoksisilin menujukkan frekuensi
resistensi pada seluruh pengulangan dengan hasil
sebesar 1,2-1,8 x 107 mutasi per total populasi sel.
Uji normalitas data dilakukan dengan shapiro
wilk dan didapatkan nilai  yang menunjukkan
distribusi data tidak normal. Maka data selanjutnya
dianalisis menggunakan uji Mann Whitney U test dan
didapatkan nilai p<0.05 (p<0.05). Dari hasil analisa
tersebut menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
yang bermakna antara pengaruh dekok Rosella dan
Amoksisilin terhadap frekuensi resistensi bakteri
Enterococcus faecalis.

Hasil Serial Passage

Uji percobaan serial passage pada 1 koloni yang
mengalami  resistensi pada 2x KHM telah
ditumbuhkan pada konsentrasi 4x KHM dan
dilakukan inkubasi selama £ 18-20 jam.

Hasil yang didapatkan adalah tidak adanya
pertumbuhan koloni bakteri yang mengalami
resistensi pada media selektif dengan konsentrasi 4x
KHM dekok Rosella.
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PEMBAHASAN

Daya Hambat Dekok Rosella dan Amoksisilin
sebagai Antibakteri terhadap Bakteri
Enterococcus faecalis.

Dari tabel 1, zona inhibisi terbesar didapatkan
pada konsentrasi 100% untuk masing-masing
perlakuan yaitu sebesar 20 mm. Dan zona hambat
terkecil pada dekok Rosella yaitu sebesar 12 mm
terdapat pada konsentrasi 20%, sedangkan
Amoksisilin sebagai kontrol memiliki zona hambat
terkecil sebesar 10 mm dengan konsentrasi 1%.

Hasil zona inhibisi menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi dekok Rosella maka semakin
tinggi pula daya hambat terhadap bakteri
Enterococcus faecalis. Pengenceran 1% dekok
Rosella diketahui sudah tidak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis, hal ini
dimungkinkan karena kandungan senyawa kimia
sebagai antibakteri yang terdapat pada Rosella terlalu
sedikit.

Berdasarkan hasil uji KHM menggunakan dekok
Rosella terhadap bakteri Enterococcus faecalis
didapatkan hasil kadar hambat pada konsentrasi 1/32
yang setara dengan 3,125 mg/ml. Pada penelitian
sebelumnya juga telah dilakukan pengamatan pada
kadar hambat minimum pada bakteri Gram positif
yaitu S. aureus dan S. epidermidis yang memiliki
KHM masing-masing 5 mg/ml dan 0,625 mg/ml*.
Perbedaan konsentrasi untuk menghambat bakteri
pada Gram positif ini dapat dispekulasi oleh faktor
mekanisme pertahanan dari bakteri terhadap senyawa
antibakteri tersebut.

KHM Amoksisilin diambil dari literatur karena
terdapat persamaan Kkarakteristik bakteri dan
pengambilan sampel bakteri yang diujikan, yaitu
bakteri Gram positif bentuk coccus yang diperoleh
dari sampel isolate klinis. Hasil dari KHM ini akan
selanjutnya digunakan untuk perlakuan pada tahap
frekuensi resistensi.

Frekuensi Resistensi Bakteri Enterococcus faecalis
Terhadap Dekok Rosella dan Amoksisilin sebagai
Antibakteri

Pada hasil frekuensi resitensi dekok Rosella
didapatkan hanya 1 koloni yang mengalami resistensi
pada 3 kali pengulangan. Sedikitnya jumlah koloni
yang mengalami resistensi juga dapat dimungkinkan
karena Rosella memiliki kandungan senyawa kuat
yang berperan sebagai antibakteri yaitu antosianin
yang merupakan jenis dari flavonoid, saponin, dan
tannin"®. Senyawa yang terdapat pada Rosella
tersebut memiliki efek antibakteri yang berbeda-
beda.
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Antosianin merupakan salah satu jenis flavonoid,
yang juga merupakan senyawa fenolik®. Senyawa ini
diketahui bersifat disinfektan yang mempunyai
mekanisme antibakteri dengan cara mendenaturasi
protein. Sehingga, akan menyebabkan metabolisme
sel terhenti dan menyebabkan kematian pada
bakteri',

Selain itu, senyawa saponin juga merupakan
senyawa antibakteri yang terdapat pada Rosella.
Senyawa saponin dikenal sebagai “surfactant agent”
karena memiliki sifat seperti sabun. Mekanisme
antibakteri saponin adalah dengan cara merusak
permukaan sel. Hal ini yang kemudian akan
mengakibatkan tidak seimbangnya permeabilitas atau
dapat terjadi kebocoran pada membran sel. Sehingga,
komposisi essensial yang dibutuhkan oleh bakteri
untuk kehidupannya hilang dan dapat menyebabkan
kematian sel bakteri®.

Senyawa lain yang juga diketahui memiliki
kemampuan sebagai antibakteri pada Rosella adalah
tanin. Mekanisme tanin sebagai antibakteri adalah
membentuk ikatan dengan protein sehingga terjadi
koagulasi protoplasma bakteri. Mekanisme ini akan
mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan dari
bakteri dan menyebabkan kematian pada bakteri
tersebut™.

Hal ini juga didukung oleh penelitian
sebelumnya, yang menyebutkan bahwa kombinasi
antibiotik yang digunakan pada pengobatan TB
memiliki tingkat resistensi yang rendah. Pemberian
obat TB dengan antibiotik Isoniazid, Rifampicin,
Ethambutol dan Steptomycin memiliki laju mutasi
sebesar 1,0 x 107 — 22 x 10" mutasi per
pembelahan sel . Dengan kombinasi pemberian
antibiotik akan membuat bakteri lebih sulit menjadi
resisten karena perbedaan mekanisme Kkerja untuk
membunuh bakteri.

Dari semua senyawa kimia yang berperan
sebagai antibakteri, telah diketahui mempunyai
mekanisme kerja pada tiga lokasi yang berbeda untuk
membunuh bakteri. Kondisi seperti ini yang
dimungkinkan dapat menyebabkan bakteri lebih sulit
untuk mengalami resistensi, karena bakteri harus
mempunyai mekanisme resistensi yang bekerja
secara bersamaan untuk mengeluarkan senyawa
antibakteri  tersebut. Namun, 1 koloni yang
ditemukan resisten terhadap dekok Rosella
kemungkinan memiliki mekanisme resistensi untuk
Rosella.

Frekuensi  resistensi  bakteri  Enterococcus
faecalis terhadap antibiotik Amoksisilin sebagai
kontrol didapatkan sebesar 1,2-1,8 x 10 mutan
pertotal populasi sel. Hal ini dapat dimungkinkan
karena bakteri telah mengalami resistensi pada
antibiotik golongan B-lactam, yang pada penelitian
ini menggunakan antibiotik Amoksisilin.
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Antibiotik Amoksisilin diketahui mempunyai
mekanisme kerja pada satu lokasi saja untuk
membunuh bakteri, yaitu dengan cara menghambat
biosintesa pada dinding sel. Amoksisilin akan
membentuk ikatan cincin g-lactam pada dinding sel
bakteri, sehingga akan  menganggu  proses
multiplikasi dan permeabilitas bakteri'®. Sementara
itu, pada bakteri juga telah diketahui memiliki
mekanisme resistensi untuk antibiotik golongan p-
lactam yaitu dengan cara memproduksi enzim pg-
lactamase yang akan memecah ikatan cincin g-
lactam dengan dinding sel bakteri sehingga antibiotik
menjadi tidak efektif".

Resistensi pada Amoksisilin juga dapat terjadi
akibat penggunaan yang tidak rasional. Menurut
penelitian sebelumnya, antibiotik di Indonesia dijual
secara bebas diapotek mana saja, serta dapat dibeli
tanpa resep dokter. Dan telah diketahui bahwa
Amoksisilin merupakan lini pertama untuk penyakit
infeksi1’®®. Hal ini yang dimungkinkan dapat
mempengaruhi  tingginya  frekuensi  resistensi
terhadap amoksisilin pada penelitian ini.

Pada tahap pengujian serial passage tidak
didapatkan adanya pertumbuhan bakteri resisten.
Kondisi ini dapat disebabkan oleh karena sedikitnya
koloni awal yang mengalami resistensi dan
kandungan senyawa kimia sebagai antibakteri yang
kuat pada Rosella. Sehingga, sampel bakteri yang
telah mengalami resistensi pada konsentrasi 2x KHM
tidak dapat tumbuh pada konsentrasi 4x KHM.

KESIMPULAN

Rosella diketahui memiliki daya hambat yang
kuat terhadap bakteri Enterococcus faecalis, dengan
zona hambat yang dimiliki sebesar 20 mm dan KHM
yang didapatkan adalah sebesar 3,125 mg/ml.
Selanjutnya, pada tahap laju mutasi pengulangan ke-2
didapatkan frekuensi mutasi sebesar 7,8 x 1072
mutasi per total populasi sel. Hasil ini termasuk
sangat rendah, sehingga dapat membuktikan bahwa
penggunaan Rosella dalam jangka panjang tidak akan
menyebabkan terjadinya resistensi secara cepat.

Hasil yang berbeda didapatkan pada frekuensi
resistensi Amoksisilin yaitu sebesar 1,2-1,8 x 10
mutasi per total populasi sel. Kondisi ini yang
memungkinkan resistensi terjadi sangat tinggi pada
antibiotik ini, sehingga perlu pengawasan dalam
penggunaan antibiotik tersebut.

SARAN
Untuk penelitian selanjutnya, perlu dikaji lebih
mendalam terkait mekanisme resistensi pada bakteri
terhadap herbal Rosella dan perubahan gen yang
mengalami mutasi sehingga dapat menyebabkan
resistensi pada bakteri Enterococcus faecalis.
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