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Adanya penemuan tentang infeksi dan  Helicobacter pylori  dan
keterlibatan bakten int terhadap penyakit tukak peptik, kanker gastrik, dan beberapa
bentuk dari sindrom dispepsia lainnya telah mengubah pandangan para ilmuwan tentang
bagaimana diagnosa dan pengatasan dari penyakit ini. Sekarang dengan adanya
penemuan tersebut , banyak dilakukan penelitian untuk mengobati penyakit tukak peptik
dengan terapi antimikroba yang potent terhadap H. pylori daripada mengobati pasien
dengan biaya mahal dan waktu yang lama dengan terap: penekan pengeluaran asam.

D1 Indonesia, bahan alam yang sering dipakai oleh masyarakat untuk
mengobati penyakit lambung dan cukup potensial untuk dikembangkan sebagai
antimikroba penghambat infeksi Helicobacter pylori adalah tanaman dari suku
Zingiberaceae. Beberapa peneliti telah melakukan pengujian dari tanaman suku
Zingiberaceae 1ni terhadap khasiatnya untuk mengobati beberapa penyakit
Jambung, seperti sebagai anti emetik, anti ulcer ataupun aktivitasnya terhadap
bakteri yang diduga penyebab tukak peptik seperti Staphylococus sp, . coli dll.
namun demikian belum pernah dilakukan uji antimikroba terhadap Helicobcater
pylori sebagai penyebab utama terjadinya tukak peptik ataupun gastritis Khronis..

Untuk itulah pada penelitian kali ini dilakukan upi aktivitas dari ekstrak metanol
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rimpang beberapa tanaman suku Zingiberaceae yaitu - Cuwcurma domestica,
Cucurma xanthorriza, Cucurma acruginosa. Alpinia galanga, Boesenbergia
pandurata, Zingiber officinale. Zingiber cassumunar dan Zingiber aromaticum
terhadap Helicobacter pylori penyebab tukak lambung dan gastritis kronis.

Uy aktivitas anti Helicobacter pylori dilaksanakan dengan metode
pengenceran agar dengan menggunakan kloramfenikol sebagai kontrol positip.
Sebelum uji aktivitas dilaksanakan terlebih dahulu dilakukan identifikasi terhadap
Helicobacter pylori yang meliputi uji urease, uji oksidase dan uji katalase .

Hasil penehitan menunjukkan bahwa hanya 2 dari 9 macam ekstrak
metanol tanaman suku Zingiberaceae vang ditehiti terbukti dapat menghambat
pertumbuhan Helicobacter pylori yaitw = Zingiber cassumunar dengan Kadar
Hambat Mimimal (KHM) sebesar 7.5 mg/ml dan Zingiber aromaticum dengan

KHM sebesar 2.5 mg/ml.

Dari hasil penelitian yang diperoleh. dapat disarankan untuk perlunya
dilakukan penelitian lebih lanjut tentang akuvitas anti Helicobacter pylori dan tanaman
Zingiber aromaticum menggunakan berbagai macam pelarut dengan polaritas berbeda
sehingga dapat diketahui pada polaritas mana dari tanaman ini yang mempunyai aktivitas
paling tinggi yang nantinya dapat dilanjutkan pula dengan mengisolasi kandungan kimia

yang berkhasiat aktif sebagai anti Helicobacter pylori.
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BAB I

PENDAHULUAN

1. LATAR BELAKANG

Pengetahuan akan penyebab penyakit tukak peptik, kanker gastrik, dan
beberapa bentuk dari sindrom dispepsia seperti kembung, nyeri ulu hati, rasa tidak
enak diperut, nyeri epigastrum, rasa kenyang, rasa penuh, mual, muntah dan lain
sebagainya mengalami perubahan. Adanya penemuan tentang infeksi dari
Helicobacter pylori dan keterlibatan bakteri ini terhadap penyakit diatas telah
mengubah pandangan para ilmuwan tentang bagaimana diagnosa dan pengatasan
dari penyakit ini. (Dooley, 1993 ; Dunn 1994). Sckarang dengan adanya penemuan
terscbut lebih banyak dilakukan penelitian untuk mengobati penyakit tukak peptik
dengan terapi antimikroba yang potent terhadap Helicobacter pylori daripada
mengobati pasien dengan biaya yang mahal dan waktu yang lama dengan terapi
penekan pengeluaran asam.

Helicobacter pylori adalah bakteri gram negatip berbentuk spiral yang hidup
dalam lambung dan usus. Kehadiran bakteri ini dalam mukosa gastrik dihubungkan
dengan gastristik khronis, yang seringkali bergabung dengan komponen aktif
inflamasi serta terjadinya tukak peptik pada individu terinfeksi. Penelitian secara
retrospektif menunjukkan bahwa individu yang terinfeksi oleh Helicobacter pylori
mempunyai resiko vang cenderung meningkat untuk berkembang menjadi
adenokarsinoma. Gastrik yang terkolonisasi dalam waktu lama dengan Helicobacter
pylori dapat menginduksi terjadinya atropik gastritis kronik , yang mana ini

merupakan perkusor dari kanker gastrik Hal inilah yang dimaksudkan bahwa

e =

D owmn T L .7 S
wge . . . - -.‘. . )
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eradikasi dari bakteri ini khususnya dalam populasi dimana infeksi Helicobacter
pyvlori didapat pada usia muda, dapat menurunkan tingkat kejadian dari neoplasma
ini. (Jong, 1996).

Angka prevalensi infeksi Helicobacter pylori di negara yang sedang
berkembang pada usia £ 20 tahun sudah mencapai 70 %, sedangkan dinegara maju
Ichih rendah. Peningkatan resiko terjadinya gastritis khronis, tukak peptik serta
keganasannya dapat disebabkan tingginya infeksi Helicobacter pylori pada usia muda
(O’Morain, 1994). Sedang Harijono (1992) melakukan penelitian di Malang dan
mendapatkan angka prevalensi relatif gastritis kronis dengan penderita dispepsia
sebesar 90.3% dimana dari kultur mukosa antrum didapatkan Helicobacter pylori
sebesar 69%. Gastritis khronis karena infeksi Helicobacter pyvlori banyak didapatkan
pada usia produktif yaitu antara 20 - 49 tahun.

Untuk terapi tukak peptik dan gastritis khronis yang disebabkan oleh
Helicobacter pylori biasanya digunakan antibiotika dengan tujuan untuk membunuh
bakteri ini. Tetapi biasanya dikombinasikan dengan obat-oabat lain dengan
mekanisme yang berbeda yaitu H2 bloker, penghambat pompa proton atau obat-obat
lain yang dapat meningkatkan pertahanan mukosa lambung agar efektif digunakan
sebagai anti Helicobacter poylori, misalnya kombinasi bismut subsalisliat, tetrasiklin
dan metronidazol. Kombinasi ini dapat menimbulkan efek samping yang merugikan
seperti terjadinya resistensi, anafilaksis, sindroma Stevens Johnson dll (Anonim,

1994).
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Dari berbagai hal tersebut diatas, maka tidaklah mengherankan pencarian obat
vang poten terhadap bakteri ini terus ditakukan, diantaranya adalah yang berasal dari
bahan alam seperti yang telah dilakukan oleh Cassel (1991) ; Fabry (1996) dil.

Di Indonesia. bahan alam yang sering dipakai oleh masyarakat untuk
mengobati penyakit lambung dan cukup potensial untuk dikembangkan sebagai
antimikroba penghambat infeksi Helicobacter pylori adalah tanaman dari suku
Zingiberaceae ( Heyne, 1987). Masyarakat memakai rimpang dari beberapa tanaman
suku ini untuk obat sakit perut, maag, memperkuat lambung, mencegah mual dan
muntah, kembung dan berbagal rasa yang tidak cnak di perut.

Reberapa penctiti telah melakukan  pengujian  dari  tanaman suku
Zingiberaceae ini terhadap khasiainya untuk mengobati beberapa penyakit lambung,
seperti sebagai anti emetik, anti ulcer ataupun aktivitasnya terhadap bakteri yang
diduga penyebab tukak peptik seperti Staphylococus sp, E. coli dll. namun demikian
belum pernah dilakukan uji antimikroba terhadap Helicobcater pylori sebagal
penyebab utama terjadinya tukak peptik ataupun gastritis khronis. Untuk itulah pada
penelitian kali ini akan dilakukan uji aktivitas dari ekstrak metanol rimpang beberapa
tanaman suku Zingiberaceae yaitu . Curcuma domestica, Curcuma xanthorriza,
Curcuma aeruginosa, Alpinia galanga, Boesenbergia pandurata, Zingiber officinale,
Zingiber cassumunar dan Zingiber aromaticum sebagai tanaman yang sering dipakai
secara tradisional oleh masyarakat terhadap Helicobacter pylori penyebab tukak
lambung dan gastritis kronis dengan menggunakan metode pengenceran agar dapat
diketahui Konsentrasi Hambat Minimalnya sehingga didapatkan landasan ilmiah

tentang penggunaan tanaman ini.
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2. RUMUSAN MASALAH
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah ckstrak metanol rimpang dari tanaman Curcuma domestica, Curcumd
anthorriza, Curcuma  zedoaria, Curcuma Qaeruginosa, Alpinia galanga,
Boesenbergia pandurata , Zingiber officinale, Zingiber cassumunar dan Zingiber
aromaticum menunjukkan aktivitas hambat pertumbuhan Helicobacter pylori?

2. Berapakah Konsentrasi Hambat Minimal dan dari masing-masing ekstrak ?

3. TUJUAN PENELITIAN

3.1, TUJUAN UMUM
Untuk memperoleh data ilmiah tentang aktivitas antimikroba terhadap Helicobater
pylori dari tanaman suku Zingiberaceae, sehingga dapat dipilih satu tanaman yang
mempunyai aktivitas antimikroba yang terkuat yang mempunyai prospek untuk

dikembangkan sebagai obat antimikroba yang baru.

3.2 TUJUAN KHUSUS
1. Untuk mengetahui apakah ekstrak metano! rimpang tanaman Curcuma domestica,
Curcima xanthorriza, Curcuma zedoaria, Curcuma aerugirosa, Alpinia galanga,
Boesenbergia pandurata , Zingiber officinale, Zingiber cassumunar dan Zingiber
aromaticum menunjukkan aktivitas hambat pertumbuhan Helicobater pylori
2. Untuk menentukan berapakah Konsentrasi Hambat Minimal dari masing-masing

ckstrak
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4. MANFAAT PENELITIAN
Dengan diperolehnya data ilmiah mengenai aktivitas tanaman suku Zingiberaceae
tethadap felicobacter pylori, maka akan dapat dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengisolasi senyawa akuf tersebut sampai didapatkan senyawa mumi yang
berkhasiat scbagai antimikroba selingga didapatkan bahan obat nabati yang dapat

menghambat Ielicobacter pylori
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

1. Tinjauan tentang Tanaman
1.1. Tanaman Curcuma domestica (Cucurma Longa, Kunir)

Tanaman ini tumbuh dimana-mana di scluruh Jawa terutama di hutan jati,
merupakan jenis temu vang paling terkenal dan merupakan jenis temu yang paling
banyak digunakan dan paling tingai harganya. Potongan rimpang yang tua
merupakan bahan yang lebih baik ditanam dan lebih awal dapat dipanen. Sepanjang
tahun orang dapat terus-menerus menanam, tetapi pertumbuhan yang paling baik
dapat dicapai kalau ditanam pada akhir musim hujan.

Thamlikitkul (1989) melakukan studi terhadap 160 orang untuk mengetahui
kemampuan tanaman ini untuk pengobatan dispepsia dengan cara random yang
dibandingkan dengan plasebo pada satu propinsi dengan 5 rumah sakit, dari hasil
penelitian ini ternyata terdapat perbedaan yang bermakna antara Curcuma domestica
dengan plascbo dan ini merupakan hasil klinik yang amat penting untuk diteliti lebih
lanjut. Sedangkan Rafatullah (1990) juga melaporkan bahwa ekstrak metanol dari
tanaman ini dapat menghambat sekresi gastrik dan melindungi mukosa
gastroduodenal terhadap luka yang disebabkan oleh pylorik, stress hipotermik serta
indometasin. Pemakaian bahan ini secara oral dengan dosis 500 mg/kg pada tikus
ternyata mempunyai aktivitas yang bermakna sebagai anti ulcerogenik terhadap

bahan diatas.
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Sri (1991) juga telah meneliti bahwa ekstrak air ini. dapat mencegah dan
menyembuhkan ulkus ventrikuli tikus yang disebabkan oleh salisilat. Dari daya
antimikrobanya, rimpang dari tanaman ini juga dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli serta Pseudomanas aeruginosa (Nana, 1981 ; Susilowati,

1085)

Tanaman Curcuma xauthorriza Roxb. (Temulawak)

Terna, tinggi hingea 2,3 m, susunan akar terdiri dari suatu umbi sebesar telur,
atau lebih besar lagi, kesamping ada 3-4 jari-jari panjangng tebalnya 21/5 cm. Pada
penampang rimpang dipinggir berwarna muda, di tengah berwarna kuning. Baunya
tajam dan rasanya pahit

Sebagai bahan pewarna, jenis ini digunakan di Madura. Sobekan pandan yang
akan di cat kuning dircbus dengan ekstrak temu ini, dicampur dengan cairan dari
kulit Gareinia dulcis, scbagai bahan fiksir diberikan air sitrun atau buah asam. Di
tempat lain khasiat temutawak sebagai bahan pewarna banyak pula dimanfaatkan.

Netti (1986) melaporkan bahwa rimpang tanaman ini mempunyai daya
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, E.coli, Staphylococus thypusa dan
Bacillus subtilis . Studi klinikal tentang pemakaian tanaman ini sebagai antimikroba
juga telah diteliti oleh Hentshel (1996). Kemudian Claeson (1993) juga telah
mengisolasi senyawa tanaman yang di Eropa dipakai sebagai obat penyakit lambung

dalam aktivitasnya sebagai antiinflamasi.
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1.3. Tanaman Curcuma zedoaria (Temu putih)
Terna, tinggi + 2 m , rimpang putih, rasanya pahit sekali. Tumbuh liar di
Sumatra dan di hutan Jawa Timur. Rimpangnya dimanfaatkan untuk mengobati
gangguan pencernaan, merangsang keluarnya gas, tonikum, menghilangkan rasa
sakit sewaktu haid dan sebagai obat luar untuk memecah bisul, memar. Abunya yang
masih hangat dan berasal dari rimpang vang segar, bersifat antiseptik yang

dipergunakan untuk menutup luka (Anonim, 1988)

1.4, Tanaman Curcuma aeruginosa (Temu ireng)

Terna, di Jawa pada ketinggian 400 hingga 750 m diatas permukaan laut,
mudah dikenal dari lingkaran yang berwarna biru atau berwarna seperti timah.
Rimpangnya yang berdaging sering dipakai sebagai sumber pati pengganti ketela
pohon atau jagung dimasa paceklik. Sebagai obat dalam digunakan untuk obat
cacing, merangsang keluarnya pas perut. meredakan kolik atau mules, obat batuk,
asma dan sariawan. Bubur akar yang diremas-remas dengan minyak kelapa

digunakan sebagai obat penyakit kudis (Anonim, 1988).

1.5. Tanaman Alpinia galanga (Lengkuas)

Terna, tinggi 7-8 kaki, bagian dalamnya berwarna putih berbau seperti
rempah-rempah, rasanya pedas dan panas, terasa keras pada lidah. Sukar dipotong
karena seratnya kasar. Kalau dikeringkan bagian dalamnya berwarna abu-abu.
Sebagai obat dalam rimpang lengkuas digunakan untuk mengobati gangguan

pencernaan, meredakan kolik atau mules (sebagai pereda peristaltik usus),
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memperkuat lambung dan isi perut . Sebagai penawar racun atau kejang, parutan
rimpang segarnya digunakan untuk menanggulangi gangguan limpa dan herpes
(Heyne, 1988). Hiroshi (1987) telah melakukan uji sitotoksisitas dan aktivitas anti
jamur dari tanaman ini, hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa diterpen dari

lenekuas mempunyai aktivitas yang poten.
a puny £p

6. Tanaman Boesenbergia pandurata (Temu Kunci)

Terna, tumbuh liar di hutan jati dan dibudidayakan dimana-mana, tingginya
tidak lebih dari satu kaki. Temu kunci tidak boleh dibiarkan dalam tanah lebih dari 4
bulan, karena kalau lebih dari itu bagian yang berguna akan hilang. Umbi induk
merupakan bola kecil vang dilingkari oleh akar-akar kecil seperti kunci-kunci yang
menggantung dengan leher sempit yang lambat-laun bertambah lebar. Temu kunci
ini yang diambil untuk dimanfaatkan sedang akar induk dapat ditanam kembali.

Rimpang kunci ini bila diris-iris dan dikunyah dengan pinang merupakan obat
batuk yang kering dan sariawan ditenggorokan. Dapat juga sebagai obat perut yang
menggemuk, sukar kencing pada anak-anak, obat cacing gelang dan dapat sebagai
obat untuk wanita yang mengalami bengkak di kandungan , dicampur dengan
rempah-rempah lain dapat sebagai obat infeksi pada alat kelamin wanita.

Tanaman ini telah diteliti oleh Yulvia (1990) terhadap beberapa bakteri
penyebab tukak secara in vitro dan didapatkan hasil bahwa rimpang tanaman ini
dapat menghambat bakten Staphylococcus sp, Pseudomonas sp, Klebsiella sp. dan

Streptoceaceus sp. Sedangkan Ida (1998) juga melaporkan bahwa rimpang tanaman

Laporan Penelitian  Uji Anti Helicobacter Pylori Dari Ekstrak Metanol Beberapa Rimpang... Wiwied Ekasari, dkk



1.7.

IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

ini mempunyai aktivitas antimikroba terhadap bakteri Staphyloccoccus aureus dan

jamur Candida albicans.

Tanaman Zingiber officinale (Jahe)

‘Tanaman ini berupa herba tahunan, tegak /condong, tinggi bisa mencapai 1 m,
berbatang semu, terdiri dari guludan pelepah daun, ramping, bulat dan lunak,
tumbuhnya membentuk rumpun. Daun menyirip berseling, helai daun bentuk lanset
ramping dengan ujung dan pangkal meruncing, warna hijau tua dengan pertulangan
daun berwarna lebih muda namun tampak jelas. Perbungaan keluar dari rimpang
samping, muncul dari permukaan tanah, bertangkai semu, panjangnya 1/4 tinggi
tanaman. Tangkai tersusun dari guludan pelepah daun penumpu bunga. Rimpangnya
bercabang rapat, panjang membuiat. buntak, sisi luar berwarna coklat kotor, irisan
melintang berwarna kuning atau jingga, berserat. Seluruh bagian tanaman berbau
aromatis khas jahe, terutama rimpang baunya sangat tajam dan agak pedas.

Tanaman ini sering dipakai dalam pengobatan tradisional untuk mencegah
muntah, penyakit gastrointestinal serta sebagai antimikroba. Ini dapat dibuktikan
dengan Toshiyasu (1993) yang dapat mengisolasi senyawa 6,8 dan 10 — shogaols dan
6,8,10- gingerol dari tanaman ini yang berkhasiat sebagai anti emetik. Hal ini
didukung pula oleh Sharma (1997) yang meneliti kemampuan antiemetik dan
tanaman ini terhadap cisplatin yang dapat menginduksi muntah pada anjing, dan
didapatkan hasil bahwa tanaman ini mempunyai aktivitas yang menjanjikan serta
dapat sebagai obat antiemetik yang murah. Sedangkan dari aktivitas antimikrobanya

telah diteliti olech Sustiami (1994) dengan hasil yang memuaskan.
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1.8. Tanaman Zingiber cassumunar (Bangle)

Merupakan herba tahunan tegak yang berumpun rapat, tinggi bisa mencapai
1,5 m, berbatang semu terdiri dari guludan pelepah daun. Daun walaupun berpelepah
namun tidak bertangkai, susunan daun menyirip berseling. Bentuk daun lanset
ramping, tipis dan lemas, tidak berbulu. Bunganya muncul dari permukaan tanah,
berasal dari rimpang samping, bertangkai semu terdiri dari guludan pelepah daun
penumpu bunga. Bunga berbentuk gelondong. Daun penumpu tersusun seperti sisik
ikan atau genting sirap, kaku, tebal, berwarna merah, hijau kecoklatan. Rimpangnya
buntak, tidak bercabang banyak, warna kehijauan, bau aromatis tidak enak khas
bangle, tajam, rasanya pahit dan pedas.

Seduhan rimpang bangle digunakan sebagai antidotum, demam dan gangguan
perut. Daging rimpang sebagai obat luar digunakan untuk tapel menutup luka lama,
borok. Dekok daun digunakan untuk mengobati nyeri lambung. Air parutan rimpang
digunakan untuk obat cacing, penenang anak kecil, merangsang keluarnya gas perut
(karminativum) dan stimulansia. Rimpang bersama daun jati belanda digunakan

untuk mengurangi berat badan (Anonim).

1.9. Tanaman Zingiber aromaticum (Lempuyang wangi)
Tanaman ini merupakan herba tahunan, tegak berbatang semu terdiri dari
guludan pelepah, (onggi bisa mencapai 1,5 m. Susunan daun menyirip berseling,
daun berbentuk lanset dengan ujung dan pangkal meruncing, warna hijau tua,

pertulangan daun tampak jelas. Bunga muncul dari dalam tanah berasal dari rimpang

samping, berwarna kuning atau jingga kekuningan. Rimpangnya lebih besar dari
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lempuyang emprit namun lebih kecil dari lempuyang gajah, lebih berserat. Bau
sangat aromatis khas lempuyang wangi, rasa pahit dan pedas. Perbanyakan
menggunakan stek rimpang atau memisahkan tunas dari rumpunnya. Ekstrak dingin
dari tumbuha ini digunakan untuk menyembuhkan penyakit empedu, sedang air
rebusannya untuk obat penyakit kuning. Seduhan rimpang untuk stimulansia, asma,
merangsang membran mukosa lambung, penambah nafsu makan Sebagai obat luar

untuk mengurangi rasa sakit (Anonim, 1988)

2. Tinjauan tentang Helicobacter Pylori

Kehadiran mikroorganisme yang berbentuk spiral dalam mukosa lambung
telah dilaporkan hampir 100 tahun yang lalu, awalnya dinamakan Campylobacter
pyloridis, yang kemudian dirubah menjadi Campylobacter pylori dan terakhir
menjadi Helicobacter pylori. Mula-mula bakteri ini ditemukan oleh ilmuwan dari
Australia yaitu Warren dan Marshal. Bakteri ini terdapat pada antrum lambung, yang
belum pernah dikulturkan dan hubungannya dengan gastritis kronis belum
dijabarkan. Dugaan pertama bakteri ini terdapat dalam genus Campylobacter tetapi
morfologi flagelnya tidak seperti genus Campylobacter. Campylobacter mempunyai
satu flagel yang tidak terlindungi pada salah satu atau kedua ujung dari sel, sedang
organisme ini mempunyai empat atau lima flagel yang terlindungi pada satu ujung
selnya. Schingga pada awalnya organisme ini dinamakan Campylobacter pyloridis
yang sekarang lebih dikenal dengan Helicobacter pylori (Marshall, BJ. Warren,

1983)
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Bakteri ini motile, termasuk gram negatip, berbentuk bengkok dengan
sifat oksidase, katalase dan urease yang positip.

Marshall (1984) melaporkan adanya hubungan yang kuat antara kehadiran
Helicobacter pylori dan adanya inflamasi pada biopsi gastrik. Orang yang tidak
terkena gastritis tidak mempunyai bakteri ini.

Helicobacter pylori mempunyai panjang 2 - 4 pm dan lebar 0,5 — 1,0 pum,
motil. mempunvai lapisan pelindung vang halus, punya 5 - 6 flagela yang
terselubune dan ujung terminalnya berbentuk bulat. Bakteri ini dapat tumbuh pada
lingkungan yang sangat asam, dimana sebagian besar mikroorganisme mati pada
lingkungan ini. Bakteri ini memproduksi urease dalam jumiah banyak, yang
merupakan enzim yang mengubah urca menjadi amonia yang menghasilkan pH
tinggi pada tempat tumbuhnya dan dapat merusak sel epitel lambung. Toksin dan
lipopolisakarida yang dihasilkan oleh Helicobacter pylori dapat merusak lapisan
mukosa sel schingga asam lambung dapat memperparah iritast dinding sel lambung
(Tortora, 1994).

Mukosa lambung manusia merupakan habitat bagi Helicobacter pylori
terutama dimukosa antrum atau mukosa duodenum. Heliobacter pylori dapat
diisolasi dari ludah, karang gigi dan tinja. Mamalia seperti kera, babi, babon dan
kucing juga merupakan sumber penularannya. Di Peru pengadaan air bersih untuk
kota-kota merupakan sumber penularan yang penting terjadinya infeksi pada anak-
anak (Owen, 1995). Pada studi eksperimen ternyata Helicobater pylori dapat hidup

dalam air dan makanan dingin untuk beberapa hari. Bakteri ini diduga mempunyai
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bentuk non spiral yaitu berbentuk kokoid yang dapat bertahan hidup dalam air segar
sampat satu tahun (West, 1992)

Helicobacter pylori telah diketahui dapat mengikat antigen dari golongan
darah O pada sel epitel lambung (orang dengan golongan darah O memiliki resiko
dua kali lebih besar dari golongan darah lain menderita penyakit tukak dan kanker
lambung). Sistem imun dapat bereaksi bila terdapat Helicobacter pylori dan secara
tidak sengaja dapat menyebabkan kerusakan yang menimbulkan efek korosif asam
(Tortora, 1994)

Pola dari infeksi Helicobacter pylori seperti polyomyelitis atau hepatitis A
yaitu dengan kontak sccara oral, dan berhubungan dengan higienis dan sanitasi selain
itu dapat juga ditularkan melaui alat-alat kedokteran seperti instrumen biopsi dan
endoskopi (Sleisenger. 1993).

Helicobacter pylori dapat tumbuh pada lingkungan yang sangat asam,
dimana sebagian besar mikrooranisme mati pada lingkungan ini. Helicobacter pylori
memproduksi urease dalam jumlah banyak, suatu enzim yang mengubah urea
menjadi amonia yang menghasilkan pH tinggi pada tempat tumbuhnya (Tortora,
1994). Tumbuhnya bakteri ini menyebabkan rusaknya lapisan mukus sehingga asam
lambung dapat mengiritasi dinding sel lambung.

Terapi Helicobacter pylori sangat menarik dan unik sebab bakteri 1ni
dapat hidup pada suasana yang sangat asam di lambung. Pertimbangan pemilihan
terapi didasarkan pada efisiensi, efek samping dan biaya. Kombinasi tiga
antimikroba yang mengandung bismut subsalisilat, tetrasiklin dan metronidazol

dapat memberikan hasil rata-rata 90 % . Gabungan amoksisilin dan tetrasiklin atau
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metronidazol lebih rendah sekitar 80 %. Kombinasi ranitidin, metronidazol dan
amoksisilin memberikan hasil 90 %. Kombinasi ganda dari omeprazol (penghambat
pompa proton) dan amoksisilin memberikan hasil kurang dari 80%. Efek samping
terapi dengan kombinasi tiga obat lebih besar daripada kombinasi dua obat.

Problem utama dari terapi ini adalah resistensi terhadap antimikroba
golongan nitromedazol seperti metronidazol akibatnya dalam beberapa pengobatan
terjadi kesalahan.

Selain menggunakan antibiotika, sekarang mulai dikembangkan
pengobatan alternatif dengan menggunakan tanaman obat, misalnya tanaman yang

mengandung {lavonoid, alkaloid dan scbagainya

3. Tinjauan tentang Aktivitas Antimikroba dari Tanaman

Pada pengujian ada atau tidaknya aktivitas antimikroba dari senyawa-
senyawa yang terkandung dalam suatu tumbuhan tertentu umumnya digunakan
ekstrak kasar dari organ tumbuhan tersebut sebagai bahan uji. Pengujian dapat
dilakukan dengan metode difusi, dilusi maupun bioautografik. Sebagai langkah awal,
pengujian terhadap ekstrak kasar ini dapat digunakan sebagai petunjuk pertama ada
tidaknya senyawa kandungan yang memiliki aktivitas antimikroba.Hoffmann et al.
(1993) menvatakan bahwa sari kasar yang menunjukkan aktivitas antimikroba pada
kadar 2000 pg/ml pada metode dilusi agar dikategorikan sebagai ekstrak yang
memberi harapan untuk ditemukannya senyawa kandungan yang bersifat anti infeksi.
Mengingat bahwa di dalam 2000 pg/ml sari kasar masih terdapat puluhan sampai

ratusan senyawa maka kadar zat aktif yang sebenarnya dapat hanya beberapa
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mikrogram saja yang berarti zat akuf tersebut memiliki potensi yang cukup kuat
schagai anti mikroba. Oleh karena itu pada pengujian aktivitas anti mikroba ada
peneliti yang membatasi agar sebaiknya menggunakan batas konsentrasi tertinggi

2000 pg/ml namun sejumlah peneliti Jain masih menggunakan konsentrasi sampai

5000 pg/ml untuk mendapatkan senyawa aktif yang kadarnya sangat rendah didalam

ekstrak. Ekstrak yang masih menunjukkan aktivitas pada kadar 100 pg/ml dapat
dikategorikan sebagai sangat potensial. Karena pada umumnya konsentrasi hambat
minimum dari antibiotika adalah < 10 pg/ml maka zat murni yang tidak
menunjukkan aktivitas pada konsentrasi 100 pg/ml dapat dipandang sebagat tidak
bermantaat secara klinik (Rios et al., 1988).

Prosedur ekstraksi dan isolasi senyawa-senyawa kandungan tumbuhan
sangat beragam sesuai dengan sifat dan ragam zat kandungan yang akan diisolasi.
Salah satu ha! yang harus diperhatikan adalah menghindari kerusakan zat kandungan
karena panas atau reaksi enzimatik (Robinson, 1983). Oleh karena itu metode
pengeringan sampel sangat mempengaruhi hasil. Pengeringan yang cepat dapat
mengurangi resiko kerusakan akibat reaksi enzimatik, namun pengeringan dengan
sinar matahari langsung dapat merusak senyawa kandungan akibat panas yang tinggi
dan enegi cahaya yang mengenai bahan. Demikian juga dengan metode ekstraksi
yang digunakan. Untuk menghindarkan kerusakan senyawa kandungan maka
sebaiknya digunakan ekstraksi dingin tanpa menggunakan pemanasan. Tidak
terdeteksinya aktivitas antimikroba dari suatu ekstrak dapat disebabkan karena zat

aktif telah mengalami kerusakan selama pengeringan sampel atau selama ekstraksi.
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Untuk telaah awal ada tidaknya aktivitas biologis dari zat kandungan suatu
tumbuhan maka penggunaan metode ekstraksi total dengan menggunakan dua atau
tiga macam pelarut yang memiliki kepolaran berbeda banyak digunakan. Untuk
menarik zat-zat kandungan yang bersifat non polar dapat digunakan n-heksana,
kloroform atau diklormetana dan untuk menarik zat-zat kandungan yang bersifat
polar digunakan metanol. Dengan demikian diperoleh dua atau tiga jenis ekstrak
vang diharapkan tetah dapat menyari seluruh zat kandungan tumbuhan yang diteliti.
Dengan cara demikian deteksi awal dapat dilakukan dengan lebih cepat dan lebih
murah.

Untuk isolasi senyawa aktif maka dapat digunakan prosedur fraksinasi
yang dipandu bioaktivitas. Pemisahan dapat dilakukan dengan didasarkan pada
perbedaan sifat fisiko-kimia senyawa kandungan menggunakan metode fraksinasi
zat-zat kandungan antara dua jenis solven yang tidak saling campur dan dilanjutkan
dengan metode kromatografi.

Pada penelitian aktivitas anti mikroba maka hal penting yang harus
diperhatikan adalah ada atau tidaknya sifat antimikroba dari solven yang digunakan.
Oleh karena itu sebelum pelaksanaan pengujian, sisa solven harus diuapkan dengan

seksama agar ekstrak uji telah bebas dari solven.

4. Tinjauan Tentang Metode Pengujian Aktivitas Antimikroba

Terdapat berbagai metode untuk deteksi sifat antimikroba dari senyawa yang

terkandung di dalam tumbuhan. Secara umum metode uji aktivitas antimikroba dapat
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dikelompokkan menjadi tiga yaitu : metode difusi, metode dilusi dan metode

bioautografik (Rios et al, 1988) dengan keunggulan dan kelemahan masing-masing.

Mectode Difusi

Metode ini banyak digunakan karena lebih murah dibandingkan metode yang
lain karena pada sebuah cawan petri yang berisi biakan mikroba uji dapat digunakan
sampai 6 jenis ekstrak. Pada metode difusi , zat uiji diserapkan pada cakram kertas
saring kemudian cakram yang berisi bahan uji diletakkan diatas media yang telah
diinokulasi dengan mikroba uji. Cara lain ialah dengan menempatkan sejumlah
tertentu bahan uji didalam sumur yang dibuat pada media yang telah diinokulasi dan
selanjutnya zat uji dibiarkan melakukan kontak dengan kultur mikroba uji. Adanya
aktivitas antimikroba dari zat uji diketahui dari tidak terdapatnya pertumbuhan
mikroba uji disekitar cakram atau sumur yang mengandung zat uji, umumnya
teramati beupa zona jernih yang melingkari cakram atau sumur. Besarnya aktivitas
zat uji diukur berdasarkan parameter hambatan pertumbuhan mikroba uji dibanding
dengan antibiotika kontrol yang digunakan. Metode ini tidak membutuhkan dispersi
yang homogen dari zat uji di dalam media, Kelemahan dari metode ini adalah pada
pengujian senyawa yang bersifat non polar karena senyawa tersebut akan sukar
berdifusi ke dalam media yang berair. Oleh karena itu hasil negatif yang ditunjukkan
oleh metode ini dapat disebabkan karena zat uji tidak dapat berdifusi ke media. Pada
penugunaan cakram, zat uji dapat dilarutkan atau disuspensikan terlebith dahuiu
menggunakan alkohol 20 %, tween 80 0,5% atau PEG kemudian diimpregnasikan ke

dalam cakram setelah pelarut alkohol menguap seluruhnya (Rios, et al, 1988).
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4.2, Mctode Dilusi

Metode dilusi memerlukan dispersi yang homogen dari zat ujii di dalam
media berair. Hal ini dapat dicapai dengan melarutkan terlebih dahulu zat uji
kedalam solven vang sesuai baru kemudian dicampur homogen dengan media.
Sedapat mungkin solven yang digunakan tidak memiliki aktivitas anti mikroba pada
batas konsentrasi yang digunakan. Pada media yang telah bercampur homogen
dengan bahan uji ini kemudian diinokulasikan mikroba uji dengan cara sebaran
menggunakan ose atau dengan cara spot/totolan menggunakan pipet mikro dan
selanjutnya diinkubasi. Ada tidaknya aktivitas antimikroba dari bahan uji dapat
diketahui dengan mengamati ada tidaknya pertumbuhan koloni miroba uji. Kadar zat
uji dapat mencapai 5 mg/ml media dan ekstrak yang masih menunjukkan aktivitas
anti mikroba pada kadar Img/ml dapat dikategorikan sebagai sangat potensial.
Karena umumnya konsentrasi hambat minimum dari antibiotika adalah 10 ug/ml
maka isolat murni yang tidak menunjukkan aktivitas pada konsentrasi 100 g/ml
dapat dipandang sebagai kurang bermanfaat secara klinik (Rios et al, 1988)

Menurut Sahm and Washington II (1991), metode dilusi dapat digunakan
untuk menetapkan konsentrasi hambat minimum (KHM) dari suatu senyawa aktif,
Konsentrasi hambat minimum adalah konsentrasi terendah dari suatu senyawa yang
dapat menghambat atau membunuh mikroorganisme dan dinyatakan dalam satuan
ng/ml. Prosedur untuk penetapan konsentrasi hambat minimum im dapat
dilaksanakan dengan metode berbasis agar atau berbasis broth. Bahan antimikroba
biasanya diujii dengan cara pengenceran lipat dua secara berurutan dan konsentrasi

terendah yang menghambat pertumbuhan kasat mata dari suatu mikroorganisme
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dicatat sebagai konsentrasi hambat minimum.Jangkah konsentrasi uji dapat beragam
terpantung pada bahan uji dan mikroorganisme uji yang digunakan.

Keuntungan metode ini adalah fleksibilitasnya karena semua bahan yang
berbentuk serbuk dapat digunakan dengan cara dilarutkan dahulu dalam pelarut yang
sesuai kemudian diencerkan dengan akuadest atau larutan buffer fosfat, disamping
itu hasilnya bersifat kuantitatif. Ekstrak yang bersifat non polar dapat didispersikan
dengan bantuann DMSO atau DMF dengan kadar maksimum 2% dalam media.
Keuntungan lainnya dari metode dilusi dibandingkan metode difusi adalah metode
ditusi kontak antara mikroba uji dengan bahan uji lebih baik karena bahan wji telah
terdispersi homogen di dalam media. Pada metode difusi hal ini tidak terjadi atau
sulit terjadi karena zat uji hanya diletakkan pada tempat tertentu diatas media dan
diharapkan zat uji mampu berdifusi ke media sekitarnya. Kemampuan difusi dari zat
uji terutama akan ditentukan oleh sifat kepolaran 2at tersebut. Zat-zat polar akan
lebih mudah berdifusi atau larut karena media yang digunakan merupakan media

berair.

Metodc bioautografik

Metode bioautografik secbenarnya berdasarkan kepada metode difusi di
mana zat aktif berdifusi dari plat kromatogram ke media (Rios et al, 1988).
Kcuntungannya ialah media yang digunakan hanya tipis saja sehingga difusi zat aktif
ke media lebih mudah terjadi. Keuntungan lain adalah senyawa kandungan dalam
ekstrak uji telah dipisahkan secara kromatografi lapis tipis sehingga mempermudah

untuk mengetahui zat mana yang aktif dari sejumlah senyawa lain yang terdapat
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dalam ekstrak uji. Penetapan aktivitas antimikroba dengan metode bioautografik
sangat ideal untuk tujuan isolasi senyawa aktif yang terpandu bioaktivitas karena
dengan metode ini lokasi senyawa aktif pada kromatografi lapis tipis dapat langsung
diketahui walaupun berada dalam campuran yang kompleks. Dengan penggunaan
metode ini dimungkinkan untuk melakukan isolasi yang terpandu dengan
bioaktivitas dari zat kandungan (Rahalison et al, 1991)
Menurut Rios et al. (1988) metode bioautografik memiliki tiga variasi yaitu :
1. Bioautografik kontak. Pada metode bioautografik kontak, lempeng kromatogram
yang telah dibebaskan dari solven pengembang atau eluen diletakkan tengkurap
diatas media yang telah diinokulasi dengan mikroba wji dan zat kandungan
dibiarkan berdifusi selama 15-30 menit pada sshu 0-5 C. Kemudian plat
kromatogram diangkat dengan hati-hati dan selanjutnya media yang telah berisi
hasil difusi zat uji diinkubasi untuk selanjutnya diamati bercak yang berisi zat
aktif, yaitu ditandai dengan tidak terdapatnya pertumbuhan mikroba uji pada
wilayah tersebut. Pengamatan ada tidaknya pertumbuhan mikroba uji dapat
dilakukan dengan cara visual biaa yaitu mengamati spot jemih yang menandakan
tidak adanya pertumbuhan mikroba uji. Cara lain adalah dengan menggunakan

indikator yang berubah warna akibat aktivitas pertumbuhan mikroba uji.

2. Bioautografik langsung. Pada metode bioautografik langsung, media cair yang
telah diinokulasi dengan mikroba uji disemprotkan atau diratakan kelempeng
kromatogram dan selanjutnya dilakukan inkubasi seperti cara bioautografik

kontak. Pada cara ini maka pengamatan ada atau tidaknya pertumbuhan mikroba
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uji hanya dapat dilakukan dengan bantuan zat indikator. Indikator yang umumnya
digunakan adalah garam-garam tetrazolium seperti p-iodonitrotetrazolium violet
(INT), trinitro blue tetrazolium(TNBT) dan methyl thyazolyl tetrazolium (MTT)
(Hamburger and Cordell, 1987). Oleh aktivitas enzim dehidrogenase yang
dilepaskan oleh mikroba hidup maka garam tetrazolium akan diubah menjadi
senyawa formasan yang berwarna. Dengan demikian bercak-bercak kromatogram
yang dapat membunuh mikroba akan tidak berwama sehingga bercak aktif akan

tampak sebagai spot tak berwarna dengan latar belakang warna.

3. Bioautografik imersi. Pada metode bioautografik imersi, plat kromategram
dibenamkan kedalam media kemudian dibiarkan selama 4 jam pada suhu kamar

atau pada freezer, sesudah itu dilakukan inokulasi dan inkubasi.

Kesukaran yang dihadapi pada uji aktivitas anti mikroba dari sari tumbuhan
adalah rendahnya kelarutan dari zat-zat nonpolar dalam media berair yang digunakan.
Untuk membantu dispersi zat uji yang kurang polar ke dalam media berair dapat
digunakan tween 20 dengan rasio antara zat uji dengan tween = 1 : 8 kemudian
disuspensikan kedalam media. Selain itu dapat juga dilakukan dengan cara melarutkan
zat uji dalam metanol atau aseton sedemikian hingga konsentrasi akhir pelarut ini
dalam media uvji tidak lebih dari 2 % (Rios et al, 1988). Wahyuono (1991)
menggunakan DMSO 2 % untuk membantu dispersi zat uji dan Kubo et al. (1993)
menggunakan DMF dengan konsentrasi akhir dari DMF adalah 1% dimana pada

konsentrasi ini baik DMSO maupun DMF tidak mengganggu pertumbuhan mikroba.
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Selain itu , zat uji dapat juga dilarutkan terlebih dahulu dalam pelarut yang sesual
dengan kadar diatas 1000pg/ml dan diperlakukan sebagai larutan stok. Sebagai pelarut
untuk larutan stok dapat digunakan air, bufer fosfat, metanol, dimetilformamid,
dimetil sulfoksid, NaOH 0,1 M atau HCL 0,05 M. Untuk pengenceran digunakan air
steril atau bufer fosfat 0,1 M pH 6 (Anhalt dan Washington II, 1991). Preparasi bahan
uji dapat juga dilakukan sebagai berikut : 10 mg ekstrak dilarutkan dalam 0,2 ml
pelarut (air, metanol, aseton atau solven lain yang tidak memiliki aktivitas antimikroba
sampai konsentrasi akhir 2%) dan dicampur dengan 10 ml media secara aseptik.
Ekstrak yang aktif diuji lagi pada kadar 100 pg/mb. Untuk sampel minyak atsiri maka
minyak atsiri dilarutkan terlebih dahulu dalam tween 20 dengan konsentrasi minyak

atsirl 10 % (Rios et al , 1988)

5, Mctode Aktivitas Antibakteri yang Digunakan
Metode yang digunakan pada penelitian kali ini adalah Metode Pengenceran
(Dillution Method) dengan menggunakan pengenceran agar. Disini digunakan metode
pengenceran agar , karena metode ini adalah metode yang paling tepat digunakan
untuk mengetahui harga Kadar Hambat Minimal suatu bahan antimikroba (Berghe,
1991).

Untuk metode pengenceran agar, ekstrak tanaman uji dicampur dengan media
yang sesuai dan setelah itu diinokulasi dengan mikroba. Setelah inokulasi,
pertumbuhan mikroba dapat diperiksa dengan visualisasi secara langsung dengan
komparasi kekeruhan yang terjadi dengan kontrol media yang tidak diberi perlakuan

atau dengan menumbuhkan mikroba hasil uji tersebut. Pada media ini , dilakukan
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beberapa pengenceran dan setelah inokulasi, dilihat pertumbuhan mikroba tersebut.
Pada pengenceran terbesar (konsentrasi terkecil) dimana tidak terjadi pertumbuhan

maka konsentrasi tersebut disebut Konsentrasi Hambat Minimal (KHM)
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BAB 111

METODE PENELITIAN

1. Bahan Penelitian

1.1. Bahan tumbuhan

Rimpang Curcuma domestica

- Rimpang Curcuma xanthorriza

- Rimpang Curcuma zedoaria

- Rimpang Curcuma aeruginosa

- Rimpang Alpinia galanga

- Rimpang Boesenbergia pandurata
- Rimpang Zingiber officinale

- Rimpang Zingiber cassumunar

- Rimpang Zingiber aromaticum

1.2. Mikroba Uji

Bakteri Helicobacter pylori yang dipergunakan sebagai mikroba uji diperoleh dari
pasien, yang merupakan koleksi Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya-Malang
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2. Alat-alat

Vakum evaporator, bejana tertutup, gelas ukur , petri disk, inkubator, autoklaf,

sengkelit, pipet , sochorex, timbangan analitik, tabung reaksi, candle jar, botol

berskrup.

3. Lokasi penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Botanifarmasi-Farmakognosi Fakultas
Farmasi Universitas Airlangga untuk preparasi bahan tanaman sampai dengan

ekstraksi, sedang uji aktivitas dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya-Malang.

4. Proscedur Penelitian

4.1. Ekstraksi Bahan Coba

Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi dingin (maserasi) yang
dimaksudkan untuk menghindari kerusakan zat-zat kandungan dari bahan uji.
Rimpang dari tanaman Cucurma domestica, Cucurma xanthorriza, Cucurma
zedoaria,Cucurma aeruginosa, Alpinia galanga , Boesenbergia pandurata, Zingiber
officinale , Zingiber cassumunar dan Zingiber aromaticum dikeringkan, dan diserbuk
dengan menggunakan mesin penggtling.

Serbuk-serbuk terscbut sebanyak 100 g masing-masing diekstraksi dengan cara
maserasi selama 24 jam pada suhu kamar dengan menggunakan 500 ml metanol dan
selanjutnya disaring dengan corong buchner. Ampas dimaserasi lagi dengan cara

yang sama sebanyak 2 kali dan disaring. Filtrat-filtrat hasil ekstraksi yang diperoleh
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\ digabung dan diuapkan dengan menggunakan rotavapour sampai didapat ekstrak

meiano! kental.

4.2. Pembuatan Media Kultur Helicobacter pylori

a. Pembuatan Media transport
Diperlukan bila letak laboratorium jauh dari ruang endoskopi (pengambilan bakteri).
Dibuat dari 7,25 g tioglikolat yang dilarutkan dalam 250 ml aquadest dan dididihkan
sampai homogen. Media transport inii dituangkan kedalam botol yang berskrup
selanjutnya disterilkan dalam autoklaf 121°selama 15 menit.

b. Media Agar Darah
Agar darah base 10 g dilarutkan dalam 250 ml aquadest dididihkan sampai homogen,
selanjutnya disterilkan dalam autoklaf 121° selama 15 menit. Kemudian didinginkan
sampai suhu 45% - 50° C. Media tersebut ditambah dengan 17,5 ml darah manusia
golongan O, suplemen Skirrow 1ml dan fungizone. Media sebanyak 15 ml kemudian
dituang ke petri steril.

4.3. Cara Penanaman sampai pengamatan pertumbuhan
Potongan biopsi lambung diambil dari media transport thioglikolat dan dimasukkan
kedalam botol flakon. Bahan biopsi ditumbuk dengan pengaduk gelas supaya lebih
pipth.setelah ttu ditanam diatas media agar darah. Kemudian dimasukkan kedalam
anaerob jar, ditutup dan dimasukkan kedalam inkubator yang bertemperatur suhu 45°
- 50° C selama 2- 5 hari dalam kondisi mikroaerofilik (10% CCO2, 5% 02 dan 85%
N2) dengan cara anaerocult C yang sudah ditambah dengan 6 ml aquadest

dimasukkan kedalam anaerobic jar . Setelah 2 — 5 hari inkubasi, koloni berwarna abu-
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abu kehijauan dan berlendir. Koloni yang muncul kemudian diuji dengan tes urease,

tes katalase dan tes oksidase. Hasil tes ini haruslah sesuai dengan test untuk

Helicobacter pylori.

5. Uji untuk penentuan Helicobater pylori

5.1. Uji Ureasc
Ditimbang 2,4 g urea agar base CM 53 dilarutkan dengan 95 ml aquadest, disterilkan
dalam autoklaf 115% selama 20 menit. Setelah suhu media mencapai 50° “tambahkan
dengan 5 ml urea 40 % buatan oxoid SR 20. Selanjutnya dibagikan kedalam tabung
steril lalu dimiringkan, koloni yang positip akan merubah warna media menjadi

merah.

5.2. Uji oksidasc
Dilarutkan 50 mg paraamino dimetil aniline oxalate dalam 5 ml air suling steril.
Dengan menggunakan pipet, reagen oksidase diteteskan pada koloni yang dicurigai.
Perubahan warna koloni yang ditetesi menjadi merah lalu hitam dikatakan uji

oksidase positip.

3.3. Uji katalase
Medium Mueller Hinton 25 g dilarutkan dalam 1 L air suling. Kemudian dimasukkan
ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 5 ml . Lalu disterilkan dalam
autoklaf 121° selama 20 menit dan selanjutnya dibiarkan dingin pada suhu kamar.

Kemudian diuji sterilitasnya dengan cara diinkubasi pada suhu 37° selama semalam.
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Medium air Mueller Hinton yang tetap steril siap untuk ditanami. Kuman subyek
penelitian ditanam pada medium air Mueller Hinton dan diinkubasi dalan anaerobik
jar selama 5 hari pada suhu 37° C. Pertumbuhan kuman yang terjadi ditetesi dengan
0,5 ml larutan H202 3% lalu dikocok. Bila timbul gelombang-gelombang gas dari

dasar tabung reaksi menuju ke permukaan, biakan air dikatakan uji katalase positip.

6. Uji Antimikroba

6.1

6.2,

. Preparasi ekstrak uji

Preparasi ekstrak uji dilaksanakan scbagai berikut : Ditimbang sebanyak 100 mg
masing-masing ckstrak. LEkstrak dilarutkan terlebih dahulu dalam 0,5% tween 80 dan
0.3% DMSO, baru kemudian ditambahkan 0,5% metanol. Selanjutnya dilarutkan
dengan aquadest sampai 5 ml. Kemudian dibuat pengenceran sehingga konsentrasi
akhir yang didapat adalah 7,5mg/ml; 5 mg/mi; 2,5 mg/ml; 1,25 mg/ml dan 0,625

mg/mi.

Preparasi Mcdia

1. Media Mueller Hinton : dilarutkan Media MH ke dalam aquadest panas dengan
konsentrasi 38 g per liter dan selanjutnya disterilkan menggunakan otoklaf dengan
suhu 121°C selama 15 menit dan setelah itu media ditempatkan didalam penangas
air bersuhu 48-50°C sampai saat digunakan

2. Media DST (oxoid} : dilarutkan Media DST ke dalam aquadest panas dengan

konsentrasi 40 g per liter dan selanjutnya disterilkan menggunakan otoklaf dengan
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suhu 121°C selama 15 menit dan sctelah itu media ditempatkan didalam penangas

air bersuhu 48-50°C sampai saat digunakan

6.3. Preparasi mikroba uji
Diambil 4 atau 5 koloni mikroba hasil pertumbuhan semalam pada media berbasis
agar Mueller Hinton. Kemudian dinokulasikan kedalam 5 ml medium cair Mueller
Hinton dan kemudian diinkubasi pada anaerobik jar dengan kondisi mikroaerofilik
sclama 2 x 24 jam pada suhu 37" .C sampai diperoleh kekeruhan. Kekeruhan
kemudian diatur dengan pengenceran agar setara dengan 1 Mc Farland (3 x 10°
CFU/ml). Sebagai pembanding digunakan suspensi BaS04 pembanding yang setara

dengan 1 Mc Farland.

6.4. Pelaksanaan uji antimikroba
Disiapkan sederetan tabung dan dibuat pengenceran dari larutan stock tadi sehingga
didapatkan pengenceran 7,5; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/ml Kemudian dicampurkan 0,5
ml ckstrak uji dengan 4,5 ml media steril dalam cawan petri. Dimasukkan masing-
masing 100 p suspensi mikroba uji (3 x 10® CFU/ml) kedalam semua cawan petri
kecuali cawan petri ke 6. Konsentrasi akhir dari mikroba uji adalah : 5 x 10°
CFU/mlCawan petri ke 6 adalah kontrol sterilitas, sedang cawan petri ke 7 adalah
kontrol negatip / kontrol pelarut (tanpa bahan uji). Sebagai pembanding dipakai
antibiotika kloramfenikol 100 pg/ml. Cawan petri tersebut kemudian diletakkan
kedalam anaerob jar, ditutup dan dimasukkan kedalam inkubator yang bertemperatur

suhu 37° C selama 2- 5 hari dalam kondisi mikroaerofilik {10% CCO2, 5% 02 dan
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\ 83% N2) dengan cara anaerocult C yang sudah ditambah dengan 6 ml aquadest

dimasukkan kedalam anaerobic.

Hasil : Media yang tidak ditumbuhi kuman pada pengenceran tertinggi adalah merupakan

KHM (Kadar Hambat Minimal) dari bahan antibakteri tersebut.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil ckstraksi
Dari 100 g serbuk rimpang masing-masing tanaman yang diekstraksi dengan metanol

didapatkan hasil ckstraksi scbagai berikut:

Tabel 1: Hasil ekstraksi dari tumbuhan yang diteliti

No. Nama Tumbuhan Berat ekstrak (Gram)
1. Curcuma domestica 5,6982
2. Cucurma xanthorriza 5,8754
3. Cucurma Zedoaria 5,9675
4. Cucurna ueruginosa 5,9983
5. Alpinia galanga 6,3020
0. Boesenbergia pandurata 8,4975
7. Zingiber officinale 9,9651
8. Zingiber cassumunar 6,0064
9. Zingiber aromaticum _ 5,8342
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2. Hasil Penentuan/Identifikasi Helicobacter pylori

2.1. Uji Urease
Dari uji urease didapatkan hasil bahwa media yang semula berwarna jernih agak
kekuningan menjadi berwarna merah keunguan yang menandakan bahwa uji urease
ini positip

2.2. Uji Oksidase
Setelah reagen oksidase diteteskan pada koloni kuman, didapatkan hasil bahwa warna
koloni kuman berubah menjadi merah lalu hitam, yang berarti menandakan bahwa uji
oksidase ini hasilnya positip.

2.3. Uji Katalase
Setelal kuman yang tumbuh ditetesi dengan 0.5 ml larutan H202 3% lalu dikocok.
Maka timbul geclombang-gelombang gas dari dasar tabung reaksi menuju ke

permukaan biakan air, yang menandakan bahwa uji katalase ini positip.
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3. Hasil uji aktivitas anti mikroba
Hasil uji aktivitas anti Helicobacter pylori dari ekstrak-ekstrak tanaman yang diteliti
adalah seperti yang tercantum pada tabel 2.
Tabel 2. Hasil Uji aktivitas dari ekstrak tanaman yang diteliti
( +) = ada aktivitas anti Helicobacter pylori

( - ) = tidak ada aktivitas anti Helicobacter pylori

No. | Nama tanaman Konsentrasi (mg/ml)

7.5 5 2,5 1,25 0,625
1. Cucurma domestica - - - - -
2. Cucurmea xanthorriza - - - - -
3. Cucurma zedoaric - - - - .

4. Cucurma aeruginosa - - - - -

5. Alpinia galanga - - - - -

6. Boesenbergia pandurata - - - - -

7. Zingiber officinale - - - - -

8. Zingther cassumunar + - - - -

9. Zingiber aromaticun + + + - -
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Tanaman dari suku Zingiberaceae adalah tanaman obat yang sering digunakan
oleh masyarakat Indonesia untuk mengatasi berbagai keluhan penyakit lambung.
Masyarakat memakai rimpang dari beberapa tanaman suku ini untuk obat sakit perut,
maag, memperkuat lambung, mencegah mual dan muntah, kembung dan berbagai rasa
yang tidak enak di perut. Beberapa peneliti telah pula melakukan pengujian dari tanaman
suku ini terhadap khasiatnya sebagai anti emetik, anti ulcer ataupun aktivitasnya dengan
bakteri yang diduga penyebab tukak peptik seperti Staphylococcus sp, Escherichia coli
dil. Beberapa diantaranya menunjukkan hasil yang memuaskan dalam aktivitasnya
menghambat bakteri-bakteri tersebut. Namun demikian belum pernah dilakukan uji
antimikroba terhadap Helicobacter pylori sebagai penyebab utama terjadinya tukak
peptik ataupun gastritis khronis.

Hasil penelitian diatas menunjukkan ternyata dari 9 ekstrak metanol tanaman suku
Zingiberaceae yang diteliti aktivitasnya terhadap H. pylori sebagai penyebab utama tukak
peptik dan gastritis khronis, hanya 2 ekstrak metanol tanaman yang menunjukkan
aktivitas anti Helicobacter pylori. walaupun hampir semua tanaman suku Zingiberaceae
tersebut mempunyai aktivitas anti bakteri untuk bakteri staphylococcus ataupun E. coli.
Ini menunjukkan pula bahwa bakteri H. Pylori mempunyai mekanisme kerja yang
berbeda dengan bakteri lainnya, yang dibuktikan dengan kemampuannya untuk dapat
tumbuh pada lingkungan yang sangat asam, dimana sebagian besar mikroorganisme
Jainnya mati pada lingkungan ini.

Hasil penelitian diatas menunjukkan pula bahwa tanaman Zingiber aromaticum
(Lempuyang wangi ) mempunyai aktivitas anti Helicobacter pylori yang menjanjikan.

Bae (1988) menyatakan bahwa ekstrak tanaman dengan konsentrasi Kadar Hambat
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Minimal (KHM ) lebih dari $ mg/ml dinyatakan tidak mempunyai aktivitas anti
Helicobacter pylory dan bila mempunyai KHM < dari 5 mg/ ml berarti ekstrak tersebut
mempunyai aktivitas anti Helicobacter pylori dan mempunyai prospek untuk diteliti lebih
lanjut. Hal ini berarti bahwa dari tanaman Zingiber aromaticum ini perlu dilakukan lagi
penelitian tentang aktivitasnya sebagai anti Helicobacter pylori menggunakan pelarut
dengan polaritas yang berbeda sehingga dapat diketahui pada polaritas mana tanaman ini
mempunyai aktivitas paling tinggi yang nantinya dapat dilanjutkan pula untuk
mengisolasi kandungan kimianya yang berkhasiat aktif sebagai anti Helicobacter pylori .

Disini juga berarti bahwa Zingiber cassumunar  walaupun ada aktivitas
penghambatannya tetapi karena KHM nya adalah 7, 5 mg/ml  lebih dari 5 mg/ml) maka
dapat dianggap bahwa ckstrak tanaman tersebut tidak dapat dianggap sebagal anti

Helicobacter pylori.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Dua dari 9 macam ckstrak metanol tanaman dari suku Zingiberaceae yang dapat
menghambat pertumbuhan flelicobacter pylori, adalah : Zingiber cassumunar dan
Zingiber aromaticum.

2. Kadar Hambat Minimal dart ekstrak metanol Zingiber cassumunar adalah 7,5 mg/ml

sedangkan KHM darn ekstrak metanol Zingiber aromaticum adalah 2,5 mg/ml

SARAN

Dari hasil penelitian yang diperoleh, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang aktivitas anti  [lelicobacter pylori dari tanaman Zingiber aromaticum
menggunakan berbagai macam pelarut dengan polaritas berbeda sehingga dapat diketahui
pada polaritas mana dari tanaman ini yang mempunyai aktivitas paling tinggi yang
nantinya dapat dilanjutkan pula dengan mengisolasi kandungan kimia yang berkhasiat

aktif sebagai anti Helicobacter pylori .
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