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Abstrak

Salah satu cara penanggulangan resistensi bakteri adalah kombinasi produk tanaman alam
dengan antibiotik. Daun kembang sepatu terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Shigella dysentriae. Siprofloksasin merupakan antibiotik pilihan pertama untuk mengobati
infeksi Shigella dysentriae. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek pemberian
ekstrak metanol daun kembang sepatu (Hibiscus rosasinensis L.) dan siprofloksasin
terhadap bakteri S. dysentriae secara in vitro. Jenis penelitian ini yaitu quasi experimental
design dengan rancangan posttest only control group design. Penelitian ini menggunakan
sembilan kelompok perlakuan (dengan variasi konsentrasi 0,5 pg/mL, 1 ug/mL, 2 ug/mL, 4
pg/mL, 8 ug/mL, 16 ug/mL, 32 pug/mL, 64 ug/mL, dan 128 pug/mL, dikombinasi dengan
siprofloksasin 5 pg /5uL) dan satu kelompok kontrol (hanya siprofloksasin 5 pg/5 puL).
Metode yang digunakan yaitu difusi sumuran. Data berupa diameter zona hambat di
sekitar sumuran. Hasil uji menunjukkan bahwa kombinasi daun kembang sepatu dan
siprofloksasin dapat menghambat pertumbuhan Shigella dysentriae namun membentuk
diameter zona hambat yang lebih kecil daripada siprofloksasin secara tunggal.

Kata Kunci: kombinasi, daun kembang sepatu, ciprofloxacin, Shigella dysentriae

Abstract

One of way to preventing bacterial resistance is a combination of natural plant products
with antibiotics. Hibiscus rosasinensis leaf proved to have antibacterial activity against
Shigella dysentriae. Ciprofloxacin is the first-choice antibiotic to treat Shigella dysentriae
infection. The purpose of this study was to determine the effect of methanol extract of
Hibiscus rosasinensis leaves and ciprofloxacin against S. dysentriae bacteria in vitro. The
type of this study was quasi experimental design with posttest only control group design
using nine treatment groups (with concentration variation of 0.5 ug /mtL, 1 ug/ mlL, 2 ug /
mL, 4ug/mL, 8 ug/mlL, 16 ug / mL, 32 ug /mlL, 64 ug / mL, and 128 ug / mL with 5 ug / 5
ulL ciprofloxacin) and one control group (only 5 ug / 5 ulL ciprofloxacin). The method used
was agar well diffusion. The data was the diameter of inhibition zone around the well. The
results showed that the variant of hibiscus leaf concentration could inhibit the growth of
Shigella dysentriae but formed smaller inhibition zone diameter than ciprofloxacin alone.
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Pendahuluan

Indonesia merupakan negara beriklim hujan tropis
dengan tingkat kelembaban udara yang tinggi

(Relative Humidity >80%) dan suhu rata-rata 28°-
33°C. Hal tersebut menyebabkan negara Indonesia
menjadi  tempat yang  potensial untuk
perkembangbiakan mikroorganisme baik bakteri,
virus, parasit maupun jamur. Salah satu bakteri
yang bersifat patogen terhadap manusia yaitu
Shigella dysentriae yang mampu menyebabkan
infeksi saluran pencernaan yang ditandai dengan
diare akut yang disertai darah, lendir atau nanah
(disentri  basiler atau Shigellosis).  Penyakit
shigellosis bersifat endemik di berbagai negara
berkembang termasuk Indonesia, sekitar 80 juta
diare berdarah di dunia dengan 700.000
diantaranya meninggal dunia disebabkan oleh
penyakit tersebut. Bahkan 99% infeksi yang
disebabkan oleh Shigella muncul di negara
berkembang dengan 60% kasusnya terjadi pada
anak-anak di bawah usia 5 tahun (WHO, 2005).
Sayangnya, resistensi Shigella terhadap ampisilin,
kotrimoksazol, dan asam nalidisat telah
berkembang luas sehingga obat-obat tersebut
tidak direkomendasikan lagi (WHO, 2005; Nafianti,
2005). Hal tersebut menjadikan siprofloksasin
sebagai antibiotik berspektrum luas yang menjadi
pilihan pertama (drug of choice) pada semua kasus
diare disertai darah termasuk yang disebabkan
oleh bakteri patogen S. dysentriae (Shigellosis)
(WHO, 2005). Shigella dysentriae merupakan salah
satu bakteri yang sering mengalami resistensi
sehingga kemungkinan S. dysentriae untuk
menjadi tidak sensitif lagi terhadap
antimikrobanya di masa depan sangatlah besar.
Hal tersebut didukung dengan adanya laporan di
tahun 2003 dari beberapa negara (India,
Bangladesh, Myanmar, dan Thailand) bahwa
ditemukan S. dysentriae yang resisten terhadap
siprofloksasin dan fluorokuinolon lain (WHO, 2005;
Talukder et al., 2004). Berdasarkan hal tersebut,
dibutuhkan solusi untuk mengatasi terjadinya
resistensi bakteri terhadap antibiotik di masa yang
akan datang dengan cara mengkombinasikannya
dengan tanaman yang mengandung antimikroba.

Salah satu tanaman obat yang memiliki efek
terhadap kesehatan manusia yaitu kembang
sepatu (Hibiscus rosasinensis L.). Kembang sepatu
mengandung beberapa senyawa yang berpotensi
sebagai antimikroba yaitu flavonoid, saponin, dan
tanin. Studi sebelumnya membuktikan bahwa
daun kembang sepatu dapat berpotensi
menyembuhkan beberapa penyakit  yang
disebabkan oleh bakteri patogen (Agarwal dan
Prakash, 2014). Daun dari kembang sepatu
memiliki aktivitas antimikroba paling tinggi dalam
menghambat beberapa patogen seperti
Staphylococcus aureus dan Candida parapsilosis
hanya dengan konsentrasi yang rendah yaitu 2,5

pg/mL (Kumari et al., 2015). Penelitian mengenai
senyawa antibakteri dalam ekstrak daun kembang
sepatu (Hibiscus  rosasinensis L.) vyang
dikombinasikan dengan siprofloksasin  belum
pernah dilakukan sebelumnya. Produk alam yang
melimpah ditambah meningkatnya kasus resistensi
antibiotik mendasari peneliti untuk menguiji secara in
vitro efek kombinasi ekstrak daun kembang sepatu
dan siprofloksasin terhadap S. dysentriae.

Metode Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan ialah penelitian
semu (quasi experimental design) dengan
rancangan post test only control group design.
Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik
dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas
Jember, dikerjakan di Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas  Jember,
sedangkan ekstraksi dilakukan di Laboratorium
Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas
Jember. Sampel dalam penelitian ini yaitu suspensi
bakteri S. dysentrice yang didapatkan dari
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Jember
yang disesuaikan dengan larutan standar 0,5 Mc
Farland kemudian dibagi menjadi sepuluh
kelompok yaitu kelompok kontrol positif (K+) yang
hanya diberi siprofloksasin 5 pg /5uL dan
kelompok perlakuan P1-P9 vyaitu kombinasi
ekstrak daun kembang sepatu dengan variasi
konsentrasi (0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL, 4
pug/mL, 8 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pug/mL, 64 pg/mL,
dan 128 pg/mL) dan siprofloksasin 5 pg /5ulL.
Pembuatan ekstrak dilakukan dengan metode
maserasi dengan pelarut berupa metanol 80%.
Filtrat dipekatkan menggunakan rotary evaporator

dengan suhu 50 °C agar pelarut yang tersisa
menguap secara sempurna.

Uji kombinasi siprofloksasindan ekstrak daun
kembang sepatu dilakukan dengan metode difusi
sumuran. Lidi kapas dicelupkan pada suspensi
bakteri hingga seluruh bagian kapas tercelup.
Selanjutnya lidi kapas diusap pada seluruh
permukaan media MHA secara merata. Kemudian
media didiamkan 3-5 menit pada suhu ruang.
Kemudian dibuat sumuran dengan besi pelubang
media dan dilakukan pelabelan di bagian bawah
plate sesuai jumlah kelompok. Siprofloksasin
sebanyak 50 pL dengan konsentrasi 5 pg/5 pL
dimasukkan pada well A1-H2 di microtiter plate.
Kemudian 50 pL ekstrak daun kembang sepatu
dengan berbagai konsentrasi dimasukkan pada
well yang sudah berisi siprofloksasin tadi secara
berurutan lalu dilakukan pipetting agar kedua
larutan tercampur merata. Selanjutnya media
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
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Penilaian pH pada tiap kelompok dilakukan dengan
menggunakan pH Universal Test. Pengukuran
diameter zona hambat dilakukan menggunakan
jangka sorong pada daerah jernih di sekitar
sumuran setelah inkubasi. Data yang diperoleh
dari penelitian ini adalah diameter zona hambat
yang kemudian dianalisis secara komputerisasi
menggunakan perangkat lunak program stastistik.
Sampel dianalisis dengan uji normalitas Shapiro-
Wilk dan uji Lavene dan dilanjutkan uji parametrik
One Way ANOVA.

Hasil Penelitian

Penelitian telah berhasil dilakukan dan didapatkan
ekstrak daun kembang sepatu sebanyak 41,07
gram dengan warna hijau kehitaman dan
konsistensi agak kental. Hasil penilaian pH
menunjukkan bahwa semua kelompok memiliki pH
sebesar 7 (netral). Hasil kombinasi ekstrak daun
kembang sepatu dan siprofloksasin yang mewakili
setiap kelompok uji dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambarl. Hasil penelitian kombinasi siprofloksasin
dan ekstrak daun kembang sepatu
terhadap S. dysentriae pada media MHA

Data penelitian berupa rerata diameter zona
hambat tiap kelompok yang disajikan pada Tabel
1 dan Gambar 2.

Tabel 1. Hasil pengukuran diameter zona hambat
kombinasisiprofloksasindan ekstrak daun
kembang sepatu secara in vitro

Rerata-rata diameter zona

Kelompok hambat (mm)£SD
K(+) 32,5310,22
P1 26,0110,16
P2 26,3410,08
P3 26,5610,18
P4 26,94+0,04
P5 27,01+0,09
P6 27,3610,06
P7 27,90+0,15
P8 28,3210,09
P9 29,0410,24

Hasil  uji normalitas dan  homogenitas
menunjukkan p>0,05 yang menunjukkan bahwa
data terdistribusi normal dan memiliki varian
yang sama. Hasil uji One-Way ANOVA
menunjukkan bahwa ada perbedaan vyang
signifikan antar semua kelompok (p=0,000),
sedangkan hasil uji LSD menunjukkan adanya
perbedaan vyang signifikan antar semua
kelompok kecuali pada P2 terhadap P3 dan
kelompok P4 terhadap P5. Power analysis dari
penelitian ini sebesar 0,19 sehingga pembuktian
perbedaan antar kelompok vyang dilihat
berdasarkan data yang dimiliki tidak adekuat.

Pembahasan

Hasil rata-rata diameter zona hambat oleh
siprofloksasin sebesar 32,53 mm sehingga hal
tersebut menunjukkan bahwa S. dysentriae yang
digunakan pada penelitian masih sensitif terhadap
siprofloksasin. Kelompok P1 memiliki rata-rata
diameter zona hambat paling kecil yaitu sebesar
26,01 mm, sedangkan kelompok P9 memiliki rata-
rata diameter zona hambat paling besar yaitu
29,04 mm. Hal ini terjadi karena kelompok P9
mengandung ekstrak daun kembang sepatu paling
tinggi (128 pg/mL) yang memiliki kandungan
senyawa antibakteri paling banyak sehingga
mampu membentuk diameter zona hambat paling
besar dibandingkan kelompok perlakuan yang lain.
Hal tersebut sesuai dengan penelitian Nugraha
(2016) yang membuktikan bahwa semakin besar
suatu konsentrasi zat antibakteri maka semakin
besar juga daya antibakteri yang terkandung di
dalamnya.

Penelitian mengenai aktivitas antibakteri daun
kembang sepatu sudah pernah dilakukan
sebelumnya. Pada penelitian Kumari et al. (2015)
membuktikan bahwa ekstrak daun kembang
sepatu memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Salmonella typhii pada konsentrasi 10 upg/mL
dengan diameter zona hambat sebesar 16 mm.
Aktivitas antibakteri tersebut terjadi karena
ekstrak daun kembang sepatu memiliki beberapa
senyawa antibakteri seperti flavonoid, saponin
dan tanin. Mekanisme flavonoid dalam
membunuh bakteri yaitu menghambat sintesis
asam nukleat dan merusak membran sel bakteri
baik lapisan luar maupun dalam (Chusnie dan
Lamb, 2005). Kerusakan membran bakteri
diakibatkan oleh larutnya lemak yang terdapat
pada dinding sel. Senyawa ini mampu melakukan
migrasi dari fase cair ke fase lemak (Rohyani,
2015).
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Mekanisme saponin sebagai antibakteri yaitu
menurunkan tegangan permukaan sehingga
permeabilitas sel meningkat dan mengakibatkan
senyawa intraseluler akan keluar. Senyawa ini
berdifusi melalui membran luar dan dinding sel
yang rentan kemudian mengikat membran
sitoplasma dan mengganggu kestabilannya. Hal ini
menyebabkan sitoplasma bocor keluar dari sel
sehingga sel bakteri mati (Ngajow et al., 2013).
Tanin diduga dapat mengkerutkan dinding sel atau
membran sel sehingga mengganggu permeabilitas
sel bakteri (Mariyani, 2016; Ajizah, 2004). Menurut
Ngajow (2013), tanin mempunyai target pada
polipeptida dinding sel sehingga pembentukan
dinding sel menjadi kurang sempurna.

Kelompok P1-P9 memiliki diameter zona hambat
yang lebih kecil dibandingkan kontrol positif yang
mengandung siprofloksasin saja. Hal tersebut
terjadi karena ekstrak daun kembang sepatu
memiliki mekanisme  kerja  sebagai agen
bakteriostatik, sedangkan siprofloksasin bersifat
bakterisidal (Katzung et al., 2013). Flavonoid,
saponin dan tanin pada ekstrak daun kembang
sepatu bersifat bakteriostatik terhadap Shigella
dysenteriae (Chung et al., 2010),
sedangkansiprofloksasinbersifat bakterisidal
karena menghambat aktivitas enzim DNA gyrase
dan topoisomerase IV (Katzung et al., 2013).
Kombinasi dari dua antibakteri yang memiliki sifat
yang berbeda (bakteriostatik dan bakterisidal)
mungkin menghasilkan efek antagonis (Brooks et
al., 2013), hal tersebut didukung oleh penelitian
yang dilakukan oleh Ocampo et al. (2014) yang
menyimpulkan bahwa kombinasi antibakteri
bakteriostatik dan bakterisidal dapat
menyebabkan interaksi antagonis yang sangat
kuat.

Antibakteri yang bersifat bakteriostatik mampu
mengantagonis kerja antibakteri yang bersifat
bakterisidal karena antibakteri bakterisidal bekerja
pada sel-sel bakteri yang aktif tumbuh sedangkan
antibakteri bakteriostatik justru menghentikan
proses pertumbuhan bakteri tersebut (Katzung et
al., 2013; Ocampo et al., 2014). Menurut Ocampo
et al. (2014) menyatakan bahwa mekanisme kerja
yang berbeda antara dua antibakteri yang
dikombinasikan kemungkinan juga menghasilkan
interaksi yang bersifat antagonis. Selain itu, hasil
diameter zona hambat pada kelompok perlakuan
yang belum dapat melampaui kontrol positif pada
penelitian ini kemungkinan juga disebabkan
karena ekstrak kasar masih mengandung berbagai
senyawa yang dapat mempengaruhi aktivitas
antibiotik untuk menjadi senyawa tidak aktif

sehingga akan berpengaruh juga terhadap
kombinasi antara antibiotik dan ekstrak (Ayu,
2013).

Shigella dysentriae sebagai bakteri Gram negatif
cenderung lebih resisten terhadap zat antibakteri
karena struktur dinding sel bakteri Gram negatif
lebih kompleks dibandingkan struktur dinding sel
bakteri gram positif sehingga mempersulit
senyawa antibakteri untuk masuk ke dalam sel S.
dysentriage. Struktur dinding sel bakteri S.
dysentriae lebih banyak mengandung lipid, sedikit
peptigoglikan, dan membran luar berupa bilayer
(berfungsi sebagai pertahanan selektif senyawa-
senyawa vyang keluar atau masuk sel dan
menyebabkan efek toksik). Membran luar terdiri
dari fosfolipid (lapisan dalam) dan lipopolisakarida
(lapisan luar) tersusun atas lipid A yang bersifat
nonpolar sehingga penetrasi senyawa hidrofilik
flavonoid, saponin dan tanin ke dalam membran
sel dicegah oleh sifat lipid yang dimilikinya. Pada
bagian membran luar, protein transmembran dan
membran sitoplasma S. dysentriae terdapat
saluran (channel) khusus mengandung protein
yang disebut porin sebagai efflux pump. Saluran
tersebut mempersulit masuknya molekul-molekul
besar seperti antibakteri atau bahkan membuang
keluar antibakteri yang berada di dalam sel
(Sudewi et al., 2016; Octarina, 2010). Terdapat 2
tipe efflux pump yang dikenal sebagai faktor
penyebab dari resistensi tersebut yaitu OgxAB dan
Qep. Kedua efflux tersebut dapat muncul apabila
terjadi mutasi gen QepA pada bakteri Gram
negatif (Dalhoff, 2012). Adanya beberapa hal
tersebut menyebabkan senyawa antibakteri pada
ekstrak daun kembang sepatu lebih sulit untuk
masuk ke dalam sel S. dysentrice atau bahkan
aktivitas antibakterinya tidak bekerja sama sekali.

Pada penelitian ini juga dilakukan pengukuran pH
untuk mengetahui pengaruhnya terhadap hasil
penelitian. Berdasarkan hasil penelitian, kelompok
perlakuan P1-P9 memiliki pH sebesar 7 yang
menandakan bahwa larutan tersebut bersifat
netral. Bakteri Shigella dysentriae tumbuh dengan
baik pada rentang pH 6,4-7,8 dengan suhu
pertumbuhan optimal pada 37°C dan mulai
mengalami kematian pada pH diatas 9 atau
dibawah 5 (Brooks et al., 2013) sehingga pH pada
penelitian ini mendukung pertumbuhan dari
bakteri tersebut dan tidak menyebabkan bias pada
penelitian.

Kesimpulan

Kombinasi ekstrak daun kembang sepatu dengan
konsentrasi 0,5 pg/mL, 1 upg/mL, 2 ug/mL, 4
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ug/mL, 8 ug/mL, 16 ug/mL, 32 ug/mL, 64 ug/mL,
128 pg/mL dan siprofloksasin sebesar 5 pg/5uL
dapat menghambat pertumbuhan  Shigella
dysentriae secara in vitro namun diameter zona
hambat yang terbentuk lebih kecil daripada
siprofloksasin secara tunggal.
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