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ABSTRAK
Pendahuluan: Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai mendorong munculnya resistensi antibiotik. Resistensi
antibiotik dapat terjadi secara spontan yang frekuensinya dapat diukur. Penggunaan kombinasi pada antibiotik
memiliki tingkat resistensi yang rendah, namun kombinasi antara antibiotik dengan herbal belum diketahui.
Penelitian ini dilakukan untuk membandingkan frekuensi resistensi bakteri Bacillus subtilis (sebagai model
organisme) terhadap Tetracycline tunggal dengan kombinasi dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa L.).
Metode: Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium secara in vitro. Metode yang
dilakukan adalah mengukur zona inhibisi yang selanjutnya digunakan untuk menentukan kadar hambat
minimum (KHM). Kemudian, dilakukan pengukuran frekuensi resistensi pada media agar dengan 3 Kali
pengulangan.
Hasil: Zona Inhibisi dari dekokta Rosella dengan konsentrasi tertinggi (100%) adalah 15 mm, sedangkan pada
antibiotik Tetracycline adalah sebesar 40 mm. KHM antibiotik Tetracycline adalah 1/1024 yang setara dengan
0.0048 mg/ml dan dekokta Rosella adalah 1/16 yang setara dengan 6.25 mg/ml. Frekuensi resistensi pada
Tetracycline adalah sebesar 0.69 x 10 sampai dengan 9.72 x 10° . Sedangkan, pada dekokta Rosella tidak
didapatkan adanya bakteri yang resisten. Pada kombinasi antara dekokta Rosella dengan antibiotik
Tetracycline juga tidak didapatkan adanya antibiotik yang resisten terhadap bakteri B. Subtilis.
Kesimpulan: Dari penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dapat
digunakan sebagai kombinasi dengan antibiotik untuk menurunkan resistensi bakteri Bacillus subtilis terhadap
Tetracycline.
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ABSTRACT
Introduction: The use of inappropriate antibiotics encourages the emergence of antibiotic resistance. It can be
known by measuring the frequency of resistance. The use antibiotic combination has a low resistance, but the
combination of antibiotic with herb is unknown. This study was conducted to prove the comparison frequency
of bacterial resistance of Bacillus subtilis to Tetracycline and combination with dekokta Rosella (Hibiscus
sabdariffa L.).
Methods: This research uses laboratory experimental method in vitro. The method used is to measure the zone
of inhibition which is then used to determine the minimum inhibitory (KHM). Then, the measurement of
resistance frequency on the media with 3 times repetition.
Results: Zone Inhibition of dekokta Rosella with the highest concentration (100%) is 15 mm, while the
Tetracycline antibiotic is 40 mm. KHM Tetracycline antibiotic is 1/1024 which is equivalent to 0.0048 mg / mi
and dekokta Rosella is 1/16 equivalent to 6.25 mg / ml. The frequency of resistance in Tetracycline is 0.69 x
10-9 to 9.72 x 10-9. Meanwhile, in Rosella dekokta not found any resistant bacteria. In combination between
dekokta Rosella and Tetracycline antibiotics, there was no antibiotic resistant to B. Subtilis bacteria.
Conclusion: From this research can be concluded that dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) can be used as
a combination with antibiotics to reduce resistance frequency of Bacillus subtilis to Tetracycline
Keywords: Resistance, Resistance Frequency, Tetracycline, Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)
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PENDAHULUAN

Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai
mendorong munculnya  resistensi  antibiotik®.
Resistensi antibiotik merupakan salah satu masalah
dunia. Di Amerika, setiap tahun lebih dari 2 juta
orang mengalami resistensi terhadap antibiotik®. Di
Indonesia, sekitar 40-62% antibiotik digunakan
secara tidak tepat’. Resistensi yang terjadi
ditentukan oleh mutasi dari bakteri tersebut. Mutasi
dapat terjadi salah satunya dengan cara spontan”.
Tinggi rendahnya mutasi dapat diketahui dengan
mengukur frekuensi resistensi. Frekuensi resistensi
bakteri adalah jumlah bakteri mutasi yang muncul
pada setiap kultur bakteri®.

Bakteri Bacillus subtilis merupakan model
organisme yang digunakan pada penelitian
screening antibiotik®. Bakteri ini tidak bersifat
patogen pada manusia, sehingga aman untuk
dilakukan pengajian di Laboratorium’. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Wannarat et al.,
2014, bakteri Bacillus subtilis mempunyai resistensi
terhadap antibiotik tetracycline dengan
pembentukan efflux pump?®.

Banyaknya penggunaan obat herbal di
masyarakat yang mempunyai efek antibakteri
tetapi, masih belum diketahui apakah bakteri
tersebut dapat resisten apabila dikombinasi dengan
antibiotik. Oleh karena itu, sebaiknya dilakukan
penelitian untuk mengetahui frekuensi resistensinya
sehingga apabila didapatkan hasil resistensi yang
rendah maka dapat digunakan sebagai patokan
dalam  kombinasi dengan antibiotik  dan
menanggulangi masalah resistensi antibiotik yang
terjadi sekarang ini. Salah satu herbal yang sering
dibudidayakan di daerah tropis dan digunakan
dalam minuman seperti teh adalah Hibiscus
sabdariffa L.°. Hibiscus sabdariffa L. atau bunga
rosella merupakan tanaman yang mempunyai efek
anti mikroba. Tanaman tersebut mengandung
glikosida, saponin, flavonoid, triterpenoid dan
alkaloid'®. Pada suatu penelitian untuk menilai
aktivitas antimikroba pada ekstrak bunga Hibiscus
sabdariffa L, didapatkan zona inhibisi untuk
melawan bakteri Bacillus subtilis™.

Berdasarkan hal diatas, penelitian dilakukan
untuk mengetahui efek kombinasi dekokta Rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) dengan antibiotik dalam
menurunkan frekuensi resistensi bakteri Bacillus
subtilis  terhadap  Tetracycline. Hasil yang
didapatkan diharapkan dapat digunakan sebagai
acuan dalam menanggulangi masalah dari bakteri
Bacillus laiinnya, seperti Bacillus cereus dan
Bacillus anthracis.

METODE PENELITIAN

Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode penelitian
eksperimental laboratorium secara in vitro.
Penelitian telah dilakukan di  Laboratorium
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Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang pada bulan Mei-Juli 2017.

Pembuatan Dekokta Herbal

Metode dekokta herbal diawali dengan
mempersiapkan simplisia Hibiscus sabdariffa L.
sebanyak 20 gram yang diperoleh dari Balai
Materia Medika Batu Malang. Pertama, simplisia di
timbang menggunakan neraca dan dimasukkan ke
dalam tabung erlenmeyer. Tabung erlenmeyer
tersebut kemudian diisi dengan aquades sebanyak
200 ml dan tabung dimasukkan kedalam air
mendidih pada temperatur 90°C selama 30 menit.
Setelah dingin air hasil dekok Hibiscus sabdariffa
L. disaring dan ditampung ke dalam tabung ukur.
Hasil yang didapatkan dioven dalam suhu 70°C
selama 1 hari dan diukur berat kering. Kemudian
dilarutkan kembali dengan ditambahkan aquades
untuk mencapai konsentrasi 100 mg/ml atau
100.000 ppm. Hasil yang didapatkan disimpan
didalam kulkas.

Kultur Bakteri

Bakteri Bacillus subtilis induk didapatkan dari
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijaya.
Bakteri tersebut ditumbuhkan pada media padat
Nutrient Agar selama + 18-20 jam, kemudian
diinokulasikan pada media cair Nutrient Broth
dalam inkubator pada suhu 37°C selama + 18-20
jam.

Zona Inhibisi

Kultur bakteri yang digunakan untuk zona
inhibisi  adalah  bakteri dengan ODgp=0.2,
kemudian bakteri tersebut dicampur dengan media
padat yaitu NA sebesar 1% v/v dan diplatting.
Media yang telah padat dibuat lubang sumuran
sebesar = 6 mm. Setelah itu, Tetracycline dan
Rosella diencerkan dalam berbagai konsentrasi dan
dimasukkan 40 ul pada tiap lubang sumuran. Plate
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama + 18-
20 jam dan dilakukan pengukuran zona bening
menggunakan mistar.

Kadar Hambat Minimum

Bakteri yang digunakan adalah bakteri dengan
ODgs=0.2 vyang diencerkan sebanyak 20x,
kemudian masukkan 1 ml bakteri dan 1 ml
tetracycline atau rosella dengan berbagai
konsentrasi pada tabung reaksi serta dibuat kontrol
positif dan negatifnya. Setelah itu, diinkubasi pada
suhu 37°C selama * 18-20 jam dan dilakukan
pengamatan kejernihan untuk mengetahui kadar
hambat minimum.

Frekuensi Resistensi

Bakteri yang digunakan adalah bakteri dengan
ODg,5=0.2 yang diencerkan sebanyak 3 kali dalam
eppendorf. Bakteri tersebut dipisahkan masing-
masing sebanyak 100ul, lalu diinkubasi pada suhu
37°C selama + 18-20 jam. Bakteri yang telah
diinkubasi dimasukkan ke dalam plate yang telah
berisi media padat Nutrient Agar dan konsentrasi
IxKHM antibiotik, herbal, dan kombinasi antara
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antibiotik dengan herbal pada masing-masing plate.
Setelah itu, diinkubasi pada suhu 37°C selama + 18-
20 jam dengan 3 kali pengulangan dan dilakukan
pengamatan untuk mengetahui ada tidaknya bakteri
yang resisten.

Perhitungan Bakteri pada Media Non Selektif

Bakteri pada media non selektif susah untuk
dihitung karena menyerupai lawn. Bakteri
kemudian diukur menggunakan spektofotometer
dan dikalikan dengan standar perhitungan bakteri
bahwa 0,1 pada ODgy=10° cfu/ml.

Perhitungan Frekuensi Resistensi

Frekuensi resistensi  didefinisikan  sebagai
jumlah bakteri resisten dibandingkan jumlah bakteri
non resisten. Untuk menghitung frekuensi resistensi
maka digunakan rumus sebagai berikut.

f:MI
No

Keterangan : f: Frekuensi Resistensi; N;: Jumlah
bakteri resisten; N,: Jumlah bakteri non resisten®.

HASIL PENELITIAN

Hasil Zona Inhibisi

Hasil zona inhibisi dekokta Rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) dan antibiotik Tetracyline terhadap
bakteri Bacillus subtilis yang dilakukan dalam
berbagai konsentrasi dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Zona Inhibisi.

Tetracycline
No | Konsentrasi 5 mg/ml Rosella 100
(mm) mg/ml (mm)
1 1 40 15
2 1/2 30 8
3 1/4 30 <6
4 1/8 26 <6
5 1/16 26 <6
6 1/32 26 <6
7 1/64 20 <6
8 1/128 14 <6
9 1/256 14 <6
10 1/512 12 <6
11 1/1024 <6 Tdk dilakukan
12 1/2048 <6 Tdk dilakukan
13 1/4096 <6 Tdk dilakukan

*Ket: 10-20mm: daya hambat kuat; 6-10mm: daya hambat
sedang; <6mm: daya hambat lemah.

E-ISSN: 2580 927X

14 1/8192 <6 Tdk dilakukan

Berdasarkan data tabel diatas, hasil yang
didapatkan didapatkan adalah Zona Inhibisi dari
dekokta Rosella dengan konsentrasi tertinggi
(100%) adalah 15 mm, sedangkan pada antibiotik
Tetracycline adalah sebesar 40 mm. Zona Inhibisi
hilang (<5mm) pada konsentrasi dekokta Rosella ke
1/4 dilusi atau setara dengan 25 mg/ml. Namun,
pada antibiotik Tetracycline zona inhibisi hilang
pada dilusi ke 1/1024 atau setara dengan 0.0048
mg/ml. Gambar hasil Zona Inhibisi dapat dilihat
pada gambar 1 berikut.

w

¥,
2 = 1/8192 |
i 1/4096

1/2048

Gambar 1. Hasil Zona Inhibisi. A: Uji Zona Inhibisi
antibiotik Tetracycline; B: Uji Zona Inhibisi Dekokta
Rosella.

Hasil Kadar Hambat Minimum (KHM)

Hasil Kadar Hambat Minimum dekokta Rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) dan antibiotik Tetracyline
terhadap bakteri B. subtilis yang dilakukan dalam
berbagai konsentrasi dapat dilihat pada gambar 2
dan hasil gambar dirangkum dalam tabel 2.
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Kontrol (+)

Gambar 2. Hasil Kadar Hambat Minimum. A: Uji
Kadar Hambat Minimum antibiotik Tetracycline; B: Uji
Kadar Hambat Minimum Dekokta Rosella.

Berdasarkan data gambar diatas, didapatkan
kadar hambat minimum antibiotik Tetracycline
terhadap bakteri Bacillus subtilis adalah 1/1024
yang setara dengan 0.0048 mg/ml dan dekokta
Rosella terhadap bakteri Bacillus subtilis adalah
1/16 yang setara dengan 6.25 mg/ml. Hal tersebut
telah dirangkum dalam tabel 2.

Tabel 2. Hasil Pengukuran Kadar Hambat Minimum.

N| Konsentr | Tetracycline | Konsen Rosella 100
0 asi 5 mg/ml trasi mg/ml
1| Kontrol +
positif
2 | Kontrol -
negatif
3 1/512 - 1/4 -
4 1/1024 - 1/8 -
5| 1/2048 + 1/16 -
6| 1/4096 + 1/32 +
7| 1/8192 + 1/64 +
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Hasil Frekuensi Resistensi

Hasil penelitian mengenai Frekuensi Resistensi
bakteri B. subtilis terhadap antibiotik Tetracyline,
dan dekokta Rosella dengan antibiotik Tetracycline

Tabel 3. Hasil Frekuensi Mutasi.

Juml Rata-Rata

Jumlah N, Frekuensi .
Ket ah ] | Frekuensi
(Non Selektif) Resistensi

I\ Resistensi
R1 0 1.44 x 10° 0 (zero
resistance)
R2 0 1.44 x 10° 0 (zero 0 (zero
resistance) resistance)
R3 0 1.44 x 10° 0 (zero
resistance)
T1 5 1.44 x 10° 3.47x 107
T2 1 1.44 x 10° 0.69x107° | 4.62x10°

T3 14 1.44 x 10° 9.72x 107

T- 0 1.37 x 107 0 (zero

R1 resistance)

T 0 1.37 x 10%° 0 (zero 0 (zero
R? resistance) | resistance)
T- 0 1.37 x 107 0 (zero

R3 resistance)

Berdasarkan tabel diatas, pada Tetracycline
didapatkan hasil Frekuensi Resitensi sebesar 0.69 x
10 sampai dengan 9.72 x 10° . Sedangkan, pada
dekokta Rosella tidak didapatkan adanya bakteri
yang resisten. Pada kombinasi antara dekokta
Rosella dengan antibiotik Tetracycline juga tidak
didapatkan adanya antibiotik yang resisten terhadap
bakteri B. Subtilis.

PEMBAHASAN

Perbandingan Zona Inhibisi pada Bakteri
Bacillus subtilis terhadap Tetracycline dengan
Dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Hasil Zona Inhibisi didapatkan pada antibiotik
Tetracycline dan dekokta Rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) memiliki daya yang kuat untuk

Page | 32



J. Islamic. Med. Res.

menghambat pertumbuhan bakteri. Zona inhibisi
dikatakan memiliki daya hambat kuat apabila
memiliki diameter zona bening sebesar 10-20 mm.

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan
Dodgen, 2008 didapatkan pada Tetracycline zona
inhibisi terhadap bakteri E. Coli adalah >20 mm,
hal tersebut menunjukkan bahwa tetracycline
memiliki daya hambat yang kuat untuk membunuh
bakteri'?. Pada Rosella telah dilakukan penelitian
oleh Prabhakaran et al, 2016 terhadap esktrak
etanol kelopak Rosella (Hibiscus sabdariffa)
terhadap bakteri Bacillus subtilis. Dari penelitian
tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
kelopak Rosella memiliki daya hambat yang kuat
untuk membunuh bakteri*!,

Zona inhibisi antibiotik Tetracycline hilang
(<6mm) pada dilusi ke 1/1024 atau pada 10x
pengenceran, sedangkan pada dekokta Rosella zona
inhibisi hilang (<6mm) pada dilusi 1/4 atau pada 2x
pengenceran. Hal tersebut menunjukkan bahwa
dibutuhkan pengenceran yang lebih banyak pada
Tetracycline dibandingkan dengan dekokta Rosella
karena daya hambat yang dimiliki oleh Tetracycline
lebih kuat untuk melawan bakteri Bacillus subtilis.

Perbandingan Kadar Hambat Minimum (KHM)
pada Bakteri Bacillus subtilis terhadap
Tetracycline dengan Dekokta Rosella (Hibiscus
sabdariffa L.)

Kadar Hambat Minimum bertujuan untuk
mengetahui konsentrasi minimal dari suatu bahan
yang dapat digunakan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri. Kadar Hambat Minimum
dapat dilihat secara makrodilusi pada kejernihan
larutan. Pada Tetracycline didapatkan kadar hambat
minimum antibiotik Tetracycline terhadap bakteri
Bacillus subtilis adalah 1/1024 yang setara dengan
0.0048 mg/ml atau 4.8 pg/ml. Pada penelitian yang
telah dilakukan oleh Soleha, 2015 kadar hambat
minimum antibiotik tetracycline adalah < 4 pg/ml*,

Pada dekokta Rosella didapatkan kadar hambat
minimum terhadap bakteri Bacillus subtilis adalah
1/16 yang setara dengan 6.25 mg/ml. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Soleha, 2015 bahwa
Zona inhibisi berbanding terbalik dengan Kadar
Hambat Minimum®®, Hasil KHM yang didapatkan
pada dekokta Rosella lebih besar dari antibiotik
Tetracycline. Hal ini menunjukkan bahwa kekuatan
untuk menghambat bakteri lebih besar pada
antibiotik  Tetracycline dibandingkan dengan
dekokta Rosella karena dibutuhkan konsentrasi
yang lebih kecil untuk membunuh bakteri pada
jumlah yang sama. Rosella memiliki potensi yang
lemah dibandingkan Tetracycline kemungkinan
dapat disebabkan oleh banyaknya senyawa yang
terkandung dalam Rosella. Senyawa tersebut yaitu
glikosida, saponin, flavonoid, triterpenoid, dan
alkaloid™.
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Perbandingan Frekuensi Resitensi Bakteri
Bacillus subtilis terhadap Tetracycline dan
Kombinasi Dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa
L.) dengan Tetracycline

Pada antibiotik Tetracycline dengan konsentrasi
1xKHM terhadap bakteri Bacillus subtilis secara
spontan didapatkan adanya bakteri yang mengalami
resistensi. Pada Tetracycline didapatkan hasil
Frekuensi Resistensi sebesar 0.69 x 10° sampai
dengan 9.72 x 10° . Menurut penelitian yang
dilakukan oleh Levin et al., 1997 resistensi
dikatakan rendah apabila hasil yang didapatkan 10
atau dibawahnya sehingga menurut hasil yang
didapatkan tetracycline mengalami frekuensi
resistensi yang tergolong rendah®. Antibiotik ini
bekerja dengan cara menghambat sintesis protein
bakteri dengan berikatan pada rantai 30S RNA yang
berada di ribosom®™. Rendahnya resistensi yang
terjadi dapat diakibatkan oleh target antibiotik yaitu
ribosom yang susah untuk mengalami mutasi
(highly conserved) karena proses penting yang
terjadi di ribosom yaitu proses sintesis protein.
Mekanisme resistensi yang terjadi pada Bacillus
subtilis terhadap tetracycline adalah efflux pump®.
Mekanisme ini  mengeluarkan pompa tetA yang
bersifat spesifik sehingga bakteri tersebut susah
untuk mengalami resistensi atau mempunyai nilai
resistensi yang rendah’.

Pada penelitian ini, pada dekokta Rosella
dengan konsentrasi 1xKHM terhadap bakteri
Bacillus subtilis secara spontan tidak didapatkan
adanya bakteri yang mengalami resistensi. Hal ini
dapat disebabkan oleh banyaknya senyawa yang
terkandung, yaitu glikosida, saponin, flavonoid,
triterpenoid, dan alkaloid”. Mekanisme kerja
saponin  sebagai  antibakteri adalah  dapat
menurunkan tegangan permukaan dinding sel, dan
merusak permeabilitas membran bakteri. Flavonoid
bekerja dengan cara menghambat pertumbuhan
bakteri®®. Triterpenoid bekerja dengan cara
melunakkan membran sel bakteri sehingga
mengakibatkan hancurnya dinding sel bakteri'®.
Alkaloid bekerja dengan cara menganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri®®. Dari penjelasan diatas diketahui bahwa
Rosella memiliki berbagai mekanisme untuk
membunuh bakteri.  Kondisi seperti ini yang
dimungkinkan dapat menyebabkan bakteri lebih
sulit untuk mengalami resistensi, karena bakteri
harus mempunyai satu mekanisme resistensi seperti
mekanisme efflux pump, modifikasi target, dan lain
sebagainya sehingga susah untuk mengalami
resistensi  apabila bekerja bersamaan untuk
mengeluarkan bakteri tersebut’.

Pada kombinasi dekokta Rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) terhadap antibiotik Tetracycline
dengan konsentrasi masing-masing 1XKHM secara
spontan, tidak didapatkan adanya bakteri yang
mengalami resistensi. Pada kombinasi dekokta
Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) terhadap antibiotik
Tetracycline dengan konsentrasi masing-masing
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1xKHM secara spontan, tidak didapatkan adanya
bakteri yang mengalami resistensi. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Al-Alak et al., 2016
bahwa pemberian herbal yaitu ekstrak Hibiscus
rosasinensis  dengan  antibiotik  Amoxicilin
mempunyai efek yang lebih baik dalam melawan
beberapa patogen pada manusia. Penelitian tersebut
menjelaskan bahwa ekstrak Hibiscus rosasinensis
mempunyai efek sebagai efflux pump inhibitor
(EPI) sehingga menekan proses resistensi yang
terjadi akibat pemakaian antibiotik?*. Hasil yang
didapatkan pada kombinasi ini kemungkinan
disebabkan oleh adanya kandungan pada dekokta
Rosella yang memiliki efek sebagai efflux pump
inhibitor (EPI) sehingga menghambat proses
resistensi yang terjadi pada bakteri Bacillus subtilis
terhadap tetracycline.

KESIMPULAN

Dari penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa
dekokta Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dapat
digunakan sebagai kombinasi dengan antibiotik
untuk menurunkan resistensi bakteri Bacillus
subtilis terhadap Tetracycline.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh,
peneliti menyarankan beberapa hal berikut ini guna
mengembangkan dan memajukan ilmu
pengetahuan:

1. Pada pengukuran Kadar Hambat Minimum
sebaiknya menggunakan spektofotometer
untuk mengurangi subjektifitas hasil dan
mendapatkan angka untuk menjadi batas
antara hasil jernih dan keruh.

2. Dibutuhkan penelitian lanjutan untuk
mengetahui senyawa aktif dari Rosella
(Hibiscus sabdariffa L.) Sebagai EPI
(Efflux Pump Inhibitor).
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