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DAYA ANTIBAKTERI MENIRAN (Phyllanthus niruri)
TERHADAP Escherichia coli SECARA IN VITRO

Eniek Suwarni

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah tanaman Meniran
(Phyllanthus niruri) dapat menghambat ataupun membunuh bakteri Escherichia
coli dan membandingkannya dengan Kloramfenikol.

Metode yang digunakan adalah metode dilusi yaitu Minimal Inhibitory
Concentration (MIC), Minimal Bactericidal Concentration (MBC) dan metode
disk diffusi. Rancangan Penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak
lengkap (RAL) terbagi menjadi lima perlakuan dan lima kali ulangan. Data yang
didapat diuji dengan analisis varian atau uji F. Kemudian dilanjutkan dengan ujt
Beda Nyata Terkecil (BNT).

Hasil penelitian menggunakan metode dilusi menunjukkan bahwa Meniran
dapat menghambat ataupun membunuh bakteri [scherichia coli. Adapun
konsentrasi MIC (Minimal Inhibitory Concentration) adalah 3,125% dan MBC
(Minimal ~ Bactericidal ~Concentration) adalah 6,25%. Hasil penelitian
menggunakan metode disk diffusi menunjukkan hambatan pertumbuhan
Escherichiua coli pada kertas disk berisi Meniran 100%, 50%, 25% berbeda sangat
nyata. Hasil tertinggi terdapat pada kertas disk berisi Kloramfenikol, sedangkan
hasil terendah pada kertas berisi aquades.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Masalah

Pemerintah Indonesia dewasa ini sedang berupaya menata kembali
peternakan yang sudah terpuruk karena goncangan ekonomi, baik pada peternakan
unggas maupun non unggas. Pemerintah Indonesia berupaya memenuhi
kebutuhan protein hewani melalui swasembada peternak dalam negeri. Hal ini
sudah terlihat titik terang pada peternakan unggas (Karyoto, 1999).

Selain faktor ekonomi salah satu faktor yang berperan dalam keberhasilan
peternakan adalah penanggulangan penyakit. Adapun agen dari penyakit-penyakit
yang menyerang ternak dapat berupa virus, bakteri, parasit dan jamur.
Colibacillosis merupakan salah satu penyakit yang disebabkan oleh bakteri.
Penyebab dari Colibucillosis adalah Escherichia coli. Escherichia coli adalah
flora normal pada usus besar (colon). Te@pi dalam keadaan tertentu dapat bersifat
patogen yang menyerang hewan maupun manusia (Merchant and Packer, 1971).

[oscherichia coli dalam dunia peternakan dapat menyerang sapi (terutama
anak sapi), domba, babi dan unggas. Eschérichia coli juga diduga menjadi
penyebab wtama diare. Fscherichia coli juga diduga bertindak sebagai penyebab
penyakit sekunder yang mampu merusak dinding usus setelah saluran makanan
tersebut dirusak oleh virus sebelumnya (Subronto, 1985). fischerichia coli juga
dapat menyerang manusia. Lscherichia coli menyebabkan infeksi intestinal vang

bersifat fatal pada anak-anak dan pada yang dewasa menyebabkan peritonitis,
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infeksi vesica urinaria, infeksi pankreas, urogenital, pneumonia dan meningitis
(Merchant and Packer, 1971).

Penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini sebenarnya dapat sembuh
dengan sendirinya. Secara alamiah sistem kekebalan tubuh dapat menanggulangi
penyakit ini. Akan' tetapt mekanisme pertahanan tubuh tiap makhluk hidup
berbeda, karena itu proses penyembuhan dapat berlangsung secara cepat, lama,
bahkan dapat pula semakin parah. Oleh karena itu sistem kekebalan ini sering
ditunjang dengan penggunaan antibiotik. Kloramfenikol adalah salah satu
antibiotik yang sering digunakan untuk pengobatan infeksi baik pada manusia
maupun hewan. Tetapi penggunaan Kloramfenikol dapat menimbulkan masalah,
yaitu menimbulkan ancmia aplastik yang fatal serta reaksi toksik (Setiabudy dan
Kunardi, 1995).

Pengobatan alternatif yang banyak dipilih untuk menghindan efek
samping dan harganya lebih terjangkau untuk pengobatan penyakit manusia dan
hewan yaitu men‘ggunakan obat-obatan tradisional. Terutama dalam masa
sckarang dimana Indonesia sedang merigalami goncangan ckonomi yang
mengakibatkan harga obat-obatan semakin mahal, pengobatan tradisio.nal semakin
populer. Bahan-bahan obat yang digunakan untuk pengobatan tradisional dapat.
berasal dari tumbuh-tumbuhan dan hewan di alam. Indonesia adalah negara tropis
dengan curah hujan yang cukup tinggi. Keadaan demikian sangat memungkinkan
tanaman yang digunakan sebagai obat tradisional tumbuh subur, sehingga dapat

dimanfaatkan potensinya misalnya seperti- tanaman Meniran,
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Wijayakusuma dkk (1996) menyebutkan bahwa tanaman Meniran ini
dapat digunakan sebagai obat diuretik, anti diare, penurun panas, dan sebagainya.
Hal ini berhubungan dengan kandungan zat yang diambil dari tanaman tersebut. .
Melalui penelitian ini peneliti ingin mengetahui manfaat tanaman Meniran sebagai
antibakterial terhadap Lscherichia coli.

1.2. Perumusan Masalah

Dari latar belakang diatas timbul beberapa permasalahan yang dapat
diajukan peneliti adalah sebagai berikut:

a) Apakah Meniran dapat menghambat dan membunuh bakteri

Escherichia coli secara in vitro.

b) Berapakah Minimal Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimal
Bactericidal Concentration (MB(C) dari Meniran terhadap  bakteri
Escherichia coli

c) Apakah terdapat perbedaan daya antibakterial antara Meniran dengan
Kloramfenikol terhadap bakteri Escherichia coli

1.3. Tujuan Penelitian

a) Untuk mengetahui daya antibakterial Meniran terhadap bakteri
Escherichia coli

b) Untuk menentukan Minimial Inhibitory Concentration (MIC) dan
Minimal Bactericidal Concentration (MBC) dari Meniran terhadap
bakteri Lscherichia coli

¢) Membandingkan daya antibakterial Meniran .dan Kloramfenikol

terhadap bakteri Lscherichia coli
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1.4. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan kepada
masyarakat tentang penggunaan Meniran sebagai antibakterial
1.5. Landasan Teori

Tanaman Meniran yang selama ini diabaikan bahkan sering dianggap
sebagal tanaman pengganggu setelah diteliti banyak manfaatnya. Menurut
Anonimus 1980 kegunaan tanaman Méniran adalah untuk obat radang ginjal, obat
infeksi dan batu saluran kencing, menambah nafsu makan pada anak-anak , anti
diare, anti disentri, penyembuhan radang selaput lendir mata , anti virus hepatitis,
obat sariawan, peluruh dahak dan peluruh haid.

Tanaman Meniran dapat digunakan sebagai antibakteri karena zat-zat vang
dikandung dalam tanaman tersebut dapat berfungsi sebagai antibakteri seperti
tanin, alkaloid, damar dan triterpenoid (Anonimus 1983). Tanin adalah suatu zat
vang berfungsi sebagai astringensia . Astringensia adalah senyawa yang dengan
protein dalam larutan netral atau asam lemah dapat membentuk endapan yang
tidak larut, terasa kesat dan jika diberikan pada mukosa akan bekerja menciutkan
(Jatmiko, 1998). Alkaloid berfungsi sebagai zat racun yang melindungi tanaman
dari serangga dan herbivora vang dalam hal ini memungkinkan juga membunuh
mikroba.. Damar atau resin yang terdiri dari asam-asam organik dan alkohol dapat
menyebabkan kematian mikroba. Triterpenoid sebagai pelindung untuk menolak
serangga dan serangan mikroba (Tuti, 1997).

Pemakaian Meniran secara berlebihan akan menimbulkan efek samping

yang cukup berbahaya seperti kerusakan ginjal, abortus dan impotensia. Tetapi
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.sampai saat ini belum ada penelitian -lebih lanjut sejauh mana efek yang
ditimbulkannya (Chairul dan Harapini, 1994).

Dalam penelitian ini peneliti akan membandingkan dengan obat paten
Kloramfenikol. Klloramfenikol merupakan antibiotik berspektrum luas yang
umumnya bersifat bakteriostatik. Kloramfenikol spesifik terhadap bakteri
Salmonella typhosa, Haemophilus influenza, lischerichia coli dan lain-lain. Efek
toksik kloramfenikol pada sel mamalia terutama terlihat pada sistem hemopoetik
dan diduga berhubungan dengan mekanisme kerja obat (Setiabudy dan Kunardi,
1995).

Pada umumnya meskipun tanaman tradisional dapat digunakan untuk
menggantikan obat paten tetapi ada perbedaan daya antibakterial antara obat paten
dan obat tradisional, karena bagaimanapun juga obat paten sudah diuji dengan
serangkaian uji farmakologik.

1.6. Hipotesis

Dari latar belakang, permasalahan, tujuan penelitian, manfaat penelitian
dan landasan teori di atas maka peneliti mengajukan hipotesis sebagai berikut:

a) Meniran dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli secara in vitro

b) Meniran dapat digunakan sebagai pengganti Kloramfenikol
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BAB LI

TINJAUAN PUSTAKA

IL.1. Tinjauan tentang Meniran

2.1.1. Habitat dan Morfologi
- Habitat :
Tanaman Meniran merupakan tanaman yang tumbuh liar pada tempat
yang .lembab dan berbatu, di pinggir jalan, tanah kosong antara rumput-
rumpuf, pinggir selokan (Wijayakusuma dkk,1996).
Tanaman Meniran juga disebut tanaman kuburan karena sering tumbuh di
tempat pemakaman (Steenis, 1975).
Tanaman 1ni tumbuh di tempat-tempat yang ketinggiannya sampai
mencapal 1000 meter ;ii atas permukaan laut.
- Morfologt :
Tumbuh tegak, tinggi kira-kira 5 cm, bercabang terpencar, cabang
mempunyai daun tunggal yang berseling, bentuk daun bundar telur sampat
bundar memanjang, ujung bundar atau lancip, permukaan daun bagian
bawah berbintik-bintik kelenjar. Batang berwarna htjau pucat (Phy/lunthus
niruri) atau hijau kemerahan (Phyllanthus urinuria).
Dalam satu tanaman ada bunga jantan dan bunga betina. Bunga jantan
keluar di bawah ketiak daun dan bunga betina keluar di atas ketiak daun.

Buah bulat, licin, garis tengah 2 mm — 2,5 mm.
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2.1.2. Klasifikasi, sinonim dan nama dacrah
- Kilasifikasi tanaman Meniran (Phyllanthus niruri) menurut Metcalfe

and Chalk (1979) adalah sebagai berikut :

Divisi ~: Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Euphorbiaceae

Marga : Phyllanthus

Jenis . Phyllanthus niruri Linn

- Sinonim :

P. alatus B.1, P. cantonensis Homem = P. echinatus Wall = P,

lepidocarpus Sieb.et Zuce = Pleprocarpus Wight (Wijayakusuma dkk,

1996)

- Nama daerah :
Meniran (Jawa), Meniran Merah (Jawa), Memeniran (Sunda),
(Wijayakusuma dkk, 1996).

2.1.3. Kandungan dan kegunaan tanaman Meniran

- Kandunga;p tanaman Meniran menurut Wijayakusuma dkk (1996)
adalah filantin, hipofilantin, kalium, damar, dan tanin. Adapun
kandungan dari tanaman Meniran adalah Hipofilantin dan filantin
dapat menghambat terjadinya kerusakan sel-sel hati yang diinduksi

dengan CCl, atau dengan galaktosamin sehingga dapat dikatagorikan

sebagai anti hepatoksik (Syamasundar dkk,1985).. Kalium berfungsi

menjaga keseimbangan dan volume cairan dalam tubuh. Kalium
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banyak ditemukan pada tanaman Meniran yang masih segar

oo

(Syamasundar dkk, 1985). Tanin berfungsi sebagai antiseptik dan
astringensia. Damar digunakan untuk terapi diare (Mustschler, 1991).
Meniran juga mengandung flavonoid (Subarnas dan Sidik, 1993) yanghj
berfungsi sebagai anti inflamasi, antivirus, antibakteri dan antiparasit

juga dapat sebagai anti alergi dan anti trombotik (Evans,1989;

Robinson, 1995). Selain itu Meniran juga mergandung alkaloid
(Berghe, 1991) yang berfungsi sebagai antimikroba dan juga
mengandung triterpenoid yang berfungsi untuk menolak serangga dan
antimikroba (Tuti, 1997).

- Kegunaan tanaman Meniran menurut Heyne (1987) untuk obat sakit
perut mulas (pada kolik), penyakit keri'cing batu, dapat dipakai sebagai |
obat gosok untuk  sakit perut, nyeri pinggang, dikunyah bersama $
pinang untuk menyembuhkan sakit gigi, diberikan kepada anak yang
menderita epilepsi dan kejang,'di Eropa sering dipakai sebagai obat
Gonorhoe dan banyak disalahgunakan untuk menggugurkan ]
kandunﬁan.

2.2. Tinjauan téntang Escherichia coli
2.2.1. Klasifikasi Escherichia coli

Adapun klasifikasi Lscherichia coli menurut Wistreich and Lechtman | )

(1988) adalah :
i
Kingdom : Plantae }!
|
Phylum . Thallophyta |

‘I
:
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Class : Eubacteriales

Ordo/order  : Eubacteriales

Family . Eubacteriaceae
Genus : Escherichia
Species s lischerichia coli

2.2.2.Morfologi dan sifat pewarnaan

Menurut Dey and Dey (1982) morfologi Escherichia coli sebagal berikut:
berbentuk cogobacillus maupun filamentous dan batang pendek, panjangnya
antara dua sampai empat milimikron, bergerak dengan flagella, tetapi ada strain
yang: bersifat tidak “'bergerak. Kuman ini mudah diwarnai dengan pewarnaan
sederhana, pewarnaan differensial yaitu pewarnaan gram dan pewarnaan tahan
asam (Kingscote, 1989). |
2.2.3. Sifat pupukan

Media buatan yang banyak dipakai diantaranya : Mac Conkey Broth,
Brilliant Green Bile Broth, Laktosa Broth dan sebagainya. Pada media cair yang
mengandung laktosa, /<scherichia coli akan tumbuh subur dengan membentuk
asam dan gas (Ewing and Edward, 1973). Media padat yang sering dipakai Losin
Methylen Blue Agar. Pada media ini bakteri akan tumbuh dan membentuk koloni
dalam waktu 24 — 48 jam pada suhu 37°C. Escherichia coli akan membentuk
koloni hijau metalik dengan pusat koloni berwarna kehitaman (Merchant and

Packer, 1971).
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2.2.4, Sifat biokimia

Lscherichia coli dapat memfermentasikan laktosa menjadi asam dan gas
dalam waktu 24 sampai 48 jam pada temperatur 30° - 37° C. Selain itu
Escherichia coli juga dapat memproduksi asam dan gas dari glukosa, fruktosa,
galaktosa, maltosa, arabinosa, xylosa, dan manitol.
Methyl Red positif, V.P negatif, tidak mencerna/mencairkan gelatin, indol positif,
mereduksi nitrat, mengkoagulasikan serta mengasamkan susu tanpa peptonisasi,
mengoksidasi kentang menjadi warna coklat tua dan tidak membentuk H,S
(Merchant and Packer, 1971).
2.2.5. Penyebaran dan Penularan

Sumber utama penularan bakteri ini adalah air minum atau makanan.
Bahkan FLischerichia coli dipakai sebagai indikator adanya pencemaran tinja pada
air minum. Hal ini disebabkan Escherichic coli dapat bertahan hidup lebih lama
dan daya hidup yang lebih tinggi di udara terbuka daripada anggota
Enterobacteriaceae lain yang bersifat pathogen (Strobbe, 1971; Redalsi Jawa Pos,
2000). B

Lscherichia coli selain flora normal pada usus manusia dan hewan
terutama colon, ku{pan ini juga ditemukan pada tanah, air dan debu. Jadi
Escherichia coli dapat menular atau masuk ke tubuh manusia dan hewan melalui
makanan dan minuman yang sudah tercemar . |
2.2.6. Resistensi

Ischerichia coli mati pada pemanasan 60° C selama 30 menit, meskipun

ada beberapa strain yang dapat hidup. Beberapa strain fscherichiu coli juga

SKRIPSI DAYA ANTIBAKTERI MENIRAN ... ENIEK SUWARNI




SKRIPSI

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAYA ANTIBAKTERI MENIRAN ...

ENIEK SUWARNI




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 1

ditemukan dapat hidup pada temperatur dingin di bawah 0° C atau pada keadaan
beku selama enam bulan (Merchant and Packer, 1971).
2.2.7. Patogenesis
Escherichia coli yang baru diisolasi dari penderita dapat mematikan
marmut, tikus putih, tikus dan kelinci dalam 48 jam. Kematian hewan coba adalah
disebabkan peritonitis fibrino purulent dan pada beberapa karena septicemia.
Pada hewan besar dapat diisolési dari jaringan atau organ yang terinfeksi
Escherichia coli. Escherichia coli dapat sebagai penyebab utama diare, tetapi
dapat juga sebagai penyebab sekunder. Pada anak sapi dapat menyebabkan diare
yang biasa disebut White Scour. Pada kenyataannya semua hewan muda dapat
terinfeksi oleh kuman ini. kEscherichia coli dapat menyebabkan pyelonephritis,
cervicitis, cystitis, mastitis, metritis dan lain-lain (Schlegel and Schmid, 1994).
Pada tahun 1945 Hjarre dan Wramby di Sweden pernah menemukan
coligranuloma yang disebabkan oleh /uscherichia coli di sepanjang usus ayam.
Penyakit ini sering disebut Hjarre's disease. Pada ayam yang menderita penyakit
ini terdapat lesi granulomatous pada usus, hepar dan paru-paru (Subronto, 1985).
Lischerichia  coli dapat juga menyerang manusia. Pada manusia
Escherichia coli menyebabkan diare, peritonitis, kerusakan usus, perabengkakan
pankreas, infeksi saluran urogenital, pneumonia dan meningitis (Merchant and

Packer, 1971).
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2.2.8. Diagnosa dan Pengobatan

Pada kejadian [scherichia coli, dapat didiagnosa berdasarkan gejala klinis,

pemeriksaan patologi anatomi ataupun mengisolasi Fscherichia coli dari

spesimennya. Pengobatan dilakukan terutama untuk mengatasi dehidrasi dan

infeksinya. Penggunaan antibiotik tidak selalu memberikan hasil yang baik, sebab

banyak strain Escherichiu coli yang resisten terhadap antibiotika. Lscherichiu coli

diisolasi pada media selektif EMBA dan diidentifikasi dengan cara ditanam pada

media TSIA, SIM, Citrat.,

2.3 Kloramfenikol

2.3.1 Scjarah dan struktur kimia

Kloramfenikol diisolasi pertama kali 1974 dari Strepromyees venezuela.

Karena mempunyai daya antimikroba yang kuat maka penggunaan obat ini

meluas dengan cepat , sampai tahun 1950 diketahui dapat menimbulkan anemia

aplastik yang fatal. Kloramfenikol merupakan kristal putih yang sukar larut dalam

air (1 : 400) dan rasanya sangat pahit.

SKRIPSI

Rumus molekul Kloramfenikol adalah sebagai berikut :

OH CH,OH 0]

NO, %_%_ T—! —Cq:

H H H H

(Djamhuri, A. 1995) ‘
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2.3.2. Aktifitas antimikroba

Kloramfenikol berspektrum luas umumnya bersifat bakteriostatik.
Pada konsentrasi tinggi kadang-kadang bersifat bakterisidik terhadap
bakteri-bakteri tertentu. Kloramfenikol bekerja dengan jalan menghambat
sintesis protein bakteri, diméma yang dihambat adalah enzim peptidil
transferase yang berperan sebagai katalisator untuk membentuk ikatan-
ikatan peptida pada proses sintesis protein bakteri.

Kloramfenikol spesifik terhadap Salmonella typhosa, Haemophilus
influenza, Escherichia coli, dan lain-lain. Efek toksik kloramfenikol pada
sel mamalia terutama terlihat pada 'sistem hemopoetik dan diduga
berhubungan dengan mekanisme kerja obat (Setiabudy dan Kunardi,
1993).

Pemberian utama per oral diserap dengan baik dan distribusinya
luas. Biotransformasinya terjadi di hati dan dikeluarkan melalui air kemih
serta empedu (Djamhuri, 1995). Penyerapan obat melalui saluran cerna
cukup baik ( 75-90 % ), kadar plasma tertinggi dicapai dalam 2-3 jam.
Waktu paruh kira-kira 3 jam, untuk orang dewasa 2 - 3 jam dan untuk bayi
di bawah 1 bulan 12 sampai 24 jam. Kloramfenikol mempunyai rasa
sangat pahit, untuk pemakaian oral pada anak-anak biasanya digunakan
bentuk esternya, yaitu Kloramfenikol palmitat (Lanacetine, pharocetin),

yang disuspensikan dengan pembawa air (Siswandono dan Soekardjo,

1995).
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BAB II1

MATERI DAN METODE
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BAB III

MATERI DAN METODE

3.1, Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Pakan Ternak Fakultas Kedokteran
Hewan , Laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi, Laboratorium Bakteriologi
dan Mikologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.
Penelitian dilakukan selarﬁa satu bulan dari tanggal 01 April 2000 sampai tanggal
04 Mei 2000.
3.2. Materi Penelitian
3.2.1. Isolat Bakteri

Isolat bakteri Lscherichia coli diperoleh dari Laboratorium Bakteriologi
dan Mikologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.
Adapun strain bakteri yang dipakai adalah ATCC (American Type Cultur
Collection) 25922, Sebelum digunakan untuk penelitian, terlebth dahulu
dilakukan identifikasi dengan pemeriksaan mikroskopis, uji biokimia. Setelah ity
dilakukan isolasi dengan media EMB  (Fosin Methylen Blue) Agar untuk
membuktikan isolat bakteri tersebut memang benar-benar Escherichia coli.
3.2.2. Media

Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah Fosin Mcﬂzylen Blue
(EMB) Agar sebagai pertumbuhan kuman, Brain Heart Infusion (BHI) Agar,
media untuk uji biokimia (TSIA, SIM, urease, citrat, gula-gula) serta MHA

(Mueller Hinton Agar).
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3.2.3. Bahan-bahan Penelitian

Bahan-bahan yang dipakai dalam penelitian ini adalah ekstrak Meniran,
kertas disk, Kloramfenikol komersial, metanol, aquades steril, kapas steril,
alkohol 70%. |
3.2.4. Alat-alat penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian cawan petri, tabung reaksi, rak
tabung, pembakar bunsen, spatulla, ose, pinset, inkubator, pipet Pasteur,
erlenmeyer, timbangan Sartorius, mikroskop, glass obyek, cover glass, almari
pendingin, autoclave, cotton swab, spidol marker, kertas etiket, alat ukur panjang
(penggaris) dengan ketelitian 1 mm.
3.3 Metode Penelitian
3.3.1. Pembuktian Bakteri Escherichia coli

Menurut Balows 1991 pembuktian bakteri Escherichia coli dilakukan
dengan cara mengambil satu koloni fischerichia coli dari hasil pupukan EMBA
dan dipupuk kembali pada EMBA. Kemudian diinkubasi pada suhu 37° C
selama 24 jam. Hasil pupukan bakteri berbentuk bulat, warna hijau metalik.
Koloni hasil pupukan dilanjutkan dengan pemeriksaan mikroskopis dengan
pewarnaan sederhana . Kemudian dilanjutkan dengan uji biokimia (TSIA, SIM,
urease, citrat, gula-guia).
3.3.2. Persiapan penelitian secara in vitro
3.3.2.1. Pembuatan suspensi bakteri

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan cara mengambil satu koloni

Escherichia coli dari hasil pupukan EMBA dan dipupuk kembali pada satu media
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EMBA, kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam. Koloni hetsil
pupukan diambil empat sampai lima koloni bakteri dan disuspensikan dengan
media BHI Broth, kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama empat sampai
delapan jam. Selanjutnya ditambahkan aquades steril sampai kekeruhannya
sebanding dengan .105~108 CFU (Colory Forming Units) permilimeter sesual
dengan standard Mc. Farland No. 1 (Kingscote, 1989).

3.3.2.2. Pembuatan Ekstrak Meniran

Tanaman M;aniran dikumpulkan dari daerah Probolinggo, di sekitar tanah
kosong. Meniran yang sudah dikumpulkan dipotong-potong kira-kira sepanjang
5 ¢cm. Meniran yang sudah dipotong dikeringkan dengan cara diangin-anginkan.
Pengeringan tidak dilakukan pada suhu tinggi karena dapat mengakibatkan
perubahan kimia pada kandungan senyawa aktifnya. Meniran yang sudah kering
kemudian dibuat serbuk. Penyerbukan ini dilakukan di Laboratorium Pakan
Ternak Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.

Prowses selanjutnya adalah pembuatan ekstrak yang dilakukan di
Laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Airlangga. Meniran yang
sudah menjadi serbuk direndam metanol. Perendaman metanol dilakukan selama
3 hari dan tiap hari dilakukan penyaringan serta penggantian metanol.
Perendaman dengan metanol bertujuan untuk menghentikan proses enzimatik
yang dapat menguraikan senyawa aktifnya dan mengisolasi senyawa tersebut dari
jaringan. Kemudian ekstrak metanol dipekatkan dalam penguap putar (Rotary

Vacuum evaporator) pada suhu 30°C - 40°C. Tujuannya adalah untuk
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memisahkan metanol dan senyawa yang telah berhasil ditariknya (Anonimus,
1979).

3.3.3. Pelaksanaan Penelitian

3.3.3.1. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimal Baktericidal

Concentration test (MBC)

MIC test digunakan untuk mengetahui  konsentrasi minimal suatu
larutan anti mikroba terhadap hambatan pertumbuhan bakteri tertenty. Cara
kerjanya adalah membuat ckstrak Meniran dari konsentrasi 100% menjadi
beberapa konsentrasi. Disiapkan 11 tabung reaksi yang steril dan diberi nomor 1 -
11. Tabung nomor satu dan dua diisi ekstrak Meniran 100% sebanyak satu
mililliter. Tabung nomor dua sampai sepuluh diisi satu mililiter aquades steril.
Tabung nomor dua yang diisi ekstrak Meniran 100% dan aquades kemudian
dikocok sampai homogen. Dari tabung nomor dua diambil satu mililiter dengan
pipet steril dimasukkan ke dalam tabung nomor tiga lalu dikocok lagi sampai
homogen. Dari tabung nomor tiga diambil satu mililiter untuk dimasukkan ke
dalam tabung nomor empat, demikian seterusnya sampai tabung nomor sepuluh.
Dari tabung nomor sepuluh diambil satu mililiter untuk dibuang, tabung nomor
sebelas sebagai kontrol aquades.

Selanjutnya tabung nomor satu sampai dengan tabung nomor 11 ditambah
suspensi  bakteri sebanyak satu mililiter kemudian dikocok sampai homogen.
Setelah itu diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam dan pengamatan dilakukan

dengan melihat tingkat kekeruhannya.
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Minimal Bacrericidal Concentration (MBC) adalah konsentrasi minimal
antitakteri yang dapat membunuh kuman. Untuk mengetahuir MBC test, terlebih
dahulu disiapkan EMBA steril sebanvak dua buah. Media pertama dibagi menjadi
enam bagian dan diberi nomor satu sampai dengan enam. Media kedua dibagi
menjadi lima bagian dan diberi nomor 7 - 11 . Kemudian pada masing-masing
tabung hasil MIC yaitu tabung 1 - 11 ditanam pada media EMBA tersebut sesuai
dengan nomor. Setelah itu diinkubaﬁ pada suhu 37° C selama 24 jam. Hasil
pupukan diamati ada tidaknya pertumbuhan koloni pada media untuk dapat
menentukan MIC dan MBC (Alien et al. 1992).
3.3.3.2. Metode diffusi Disk

Metode diffusi disk ini untuk mengetahui kepekaan bakteri Escherichia
coli terhadap ekstrak Meniran dalam berbagai konsentrasi dan Kloramfenikol.
Jumlah bakteri yang digunakan dalam pengujian ini adalah 10° - 10° .CFU
permililiter sesuai dengan standard Mac. Farland No. 1 .

Dalam penelitian ini menggunakan 25 buah kertas disk yang terdiri atas
lima buah kertas disk mengandung ekstrak Meniran 25%, lima kertas disk
mengandung ekstrak Meniran 50%, lima kertas disk mengandung ekstrak Meniran
100%, lima kertas disk mengandung Kloramfenikol dan lima kertas disk kosong
sebagai kontrol berisi aquades steril. Cara pengisian kertas disk adalah
menyiapkan ekstrak Meuniran 100%, 50%, 25% pada tabung reaksi.Lima kertas
disk dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi ekstrak Meniran 100%, lima
kertas disk dimasukkan dalam tabung yang berisi ekstrak Meniran 50% dan lima

kertas disk dimasukkan dalam tabung yang berisi ekstrak Meniran 25%.
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Didiamkan dua sampai tiga menit kemudian dirotator agar ekstrak Meniran cepat
diserap oleh kertas disk. Setelah itu kertas disk diangkat dari tabung reaksi dengan
pinset dan diletakkan di gelas beker. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Kloramfenikol menggunakan kertas disk berisi Kloramfenikol
yang dijual di pasar.an.

Penelitian ini menggunakan lima perlakuan yaitu :

PO . kertas disk berisi aquades

P1 : kertas disk mengandung ekstrak Meniran 25%

P2 : kertas disk mengandung ekstrak Meniran 50%

P3  : kertas disk mengandung ekstrak Meniran 100%
P4 : kertas disk mengandung Kloramfenikol komersial

Di dalam setiap perlakuan ada lima kali ulangan.

Disiapkan lima cawan petri steril yang berisi media MHA yang masih cair |
dengan suhu 40°-50°C. Media ini digunakan untuk metode diffusi disk dengan
lima kali ulangan dan lima kali perlakuan. Media kemudian dibiarkan memadat.
Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk uji sterilitasnya.
Suspenst bakteri sebanyak 0,2 ml dituangkan pada permukaan media padat
tersebut dan diratakan dengan spatel, biarkan selama 5 —10 menit agar bakteri
meresap dengan baik (Koneman dkk, 1992).

Setelah itu kertas disk dengan berbagai perlakuan (ekstrak meniran dalam
berbagai konsentrasi, Kloramfenikol sebagai pembanding dan aquades sebagai
kontrol) diletakkan pada permukaan media dengan menggunakan pinset steril.

Diamkan selama kurang lebih 15 menit agar bahan obat dalam kertas disk
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dapat berdiffusi ke dalam media. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah itu amati daerah hambatan pertumbuhan bakteri yang
ada di sekehling kertas disk dan diukur diameternya menggunakan alat ukur
penggaris dengan ketelitian 1 mm (Koneman dkk, 1992).
3.3.3.4. Peubah yang diamati

Pada penentuan MIC (Minimal Inhibitory Conceniration) yang diamati
adalah perubahan larutan menjadi jernih. Adanya perubahan kekeruhan menjadi
jernih berarti larutan antibakteri pada konsentrasi tertentu dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Penentuan Minimal Baciericidal Concentration (MBC)
yang diamati adalah dengan melihat ada tidaknya pertumbuhan koloni pada
konsentrasi tertentu. Tidak adanya pertumbuhan koloni pada konsentrasi tertentu
menunjukkan bahwa zat antibakteri tersebut dapat membunuh bakteri. Pada
penelitian disk diffusi yang diamati adalah terbentuknya daerah jernih di sekitar
kertas disk yang merupakan diameter daerah hambatan yang tidak ditumbuhi
bakteri (Subiyatmoko, 1998).
3.4. Rancangan Penelitian dan Analisa Data

Rancangan penelitian yang digﬁnakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL), data yang di dapat ditabulasi. Kemudian diuji dengan analisis varian atau
uji F. Jika ada perbedaan yang nyata dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil

(BNT) dengan taraf signifikan 5% (Kusriningrum, 1989).
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BAB IV

HASIL PENELITIAN
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BAB IV

HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian mengenai Daya Antibakteri Meniran (Phvilanthus niruri)
terhadap Fscherichia coli dengan uji sensitivitas metode dilusi yaitu penentuan
Minimal  [nhibitory  Concentration (MIC) dan Minimal  Bactericidal
Concentration (MBC) diperoleh hasil seperti tabel 1 dan tabel 2 ( Staf Pengajar

Lab. Bakteriologi dan Mikologi, 1995).

Tabel 1. Daya hambat Meniran terhadap Lscherichia coli dengan metode

dilusi

No. { Konsentras: Meniran (%) E Dava Hambat Pertumbuhan bakteri
1. } 100 % Jernih
% 2, E 50 { Jernih
3. 25 ; Jernih R
% 4. 12,5 § Jernth |
| 5. 6,25 % Jermth 3
6. 3,123 2 Jernily %
7. 1,56 g Keruh |
8. 0,7812 ; Keruh
| 9. ‘! 0,3906 g Keruh
% 10. g 0,1935 g Keruh |
% i % Kontrol aquades i tetap }
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Keterangan : jernih = dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Keruh = tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Tetap = tidak terjadi perubahan

Tabel 2. Pertumbuhan koloni fsscherichia coli pada media MHA setelah
diinkubasi pada 37 ” C selama 24 jam (MBC)
P

No. | Konsentrasi Meniran (%) } Pertumbuhan Koloni bakteri ll
|1 100 !{ Tidak ada pertumbuhan {
1 2. 50 { Tidak ada petumbuhan l(
| 3 { 25 g Tidak ada pertumbuhan |
%; 4 12,5 T} Tidak ada pertumbuhan
:L 5. } 6,25 E Tidak ada pertumbuhan
% 6. | 3,125 i Ada pertumbuhan (sedikity |
; 7 1,56 Iﬁ Ada pertumbuhan (banyak)

}L 8. i 0,7812 g Ada pertumbuhan (banyak) JE

,' 9. | 80,3906 ! Ada pertumbuhan (banyak)

![ {0. 0,1953 ; Ada pertumbuhan (banyak)

{L il. ‘L Kontrol aquades | Ada pertumbuhan (banyak)
Keterangan : Tidak ada pertumbuhan = bakterisid (membunuh)

Ada pertumbuhan (sedikit ) = bakteriostat (menghambat)
Ada pertumbuhan (banyak) = tidak menghambat ataupun
membunuh

Dari tabel 1 dan tabel 2 diketahui bahwa konsentrasi minimal tanaman

yang dapat menghambat pertumbuhan Baktcn’ (MIC) terdapat pada konsentrasi
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3,125%, sedangkan konsentrasi minimal tanaman Meniran yang dapat membunuh

bakteri (MBC) terdapat pada konsentrasi 6,25%.

Adapun hasil penelitian mengenai uji kepekaan bakteri dengan
menggunakan metode disk diffusi adalah terbentuknya daerah jernih di sekitar
kertas disk yang merupakan diameter hambatan yang tidak ditumbuhi bakteri.
Rata-rata hasil pengukuran diameter hambatan pada masing-masing perlakuan
seperti tercantum pada tabel 3 (Staf Pengajar Lab. Bakteriologi dan Mikologi,
1997).

Tabel 3. Hasil rata-rata dan simpangan baku diameter hambatan
pertumbuhan Bakteri Fscherichia coli (Diffusi disk)

| !

% No. | Perlakuan g Rata-rata diameter dacrah hambatan (mim)

% 1 PO } 6 + 0°

¥ 2 Pi f 0,66+ 0,5

% 3 P2 | 12,8 + 0,8366°

{4 P3 16,8 + 1,0955°

‘ILS { r4 % 30,6 + 0,8944"

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama

menunjukkan berbeda nyata (p< 0,05)
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PEMBAHASAN
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BABYV

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian dengan memperhatikan tingkat kekeruhan dan
pertumbuhan koloni bakteri dapat diketakui bahwa konsentrasi Meniran yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli (MIC) adalah pada
konsentrasi 3,125% (tabel 1). Sedangkan konsentrasi Meniran yang dapat
membunuh bakteri Escherichia coli (MBC) adalah 6,25% (taoel 2).

| Adanya daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli ditunjukkan
dengan adanya kejernihan tabung reaksi pada konsentrasi tertentu pada percobaan
dilusi setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Adapun hasil dari
penelitian tersebut menunjukkan bahwa dari konsentrasi 100% sampai 3,125%
tabung reaksi jernih, sedangkan konsentrasi 1,56% sampai 0,1935% tabung reaksi
keruh. Dari hasil di atas dapat disimpulkan bahwa konsentrasi minimum pada
konsentrasi 3,125%. Semakin rendah konsentrasi ekstrak Meniran maka semakin
kecil daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli. Daya bunuh terhadap bakteri
Escherichia coli dapat diketahui setelah dilakukan penanaman pada media EMBA
dan setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Adapun hasil dari
penelitian tersebut pada konsentrasi 3,125% terdapat sedikit pertumbuhan koloni
bakteri Lscherichia coli, dimana dapat ditarik kesimpulan bahwa pada konsentrasi
tersebut pertumbuhan Lscherichia coli dapat dihambat. Sedangkan pada
konsentrasi 100% sampai 6,25% tidak ada pertumbuhan koloni £scherichia coli,

hal ini berarti bakteri mati dan pada konsentrasi 1,56% sampai 0,1953% ada
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pertumbuhan bakteri yang berarti pada konsentrasi tersebut ekstrak Meniran tidak
dapat menghambat ataupun membunuh balteri Escherichia coli. Dari hasil di atas
dapat disimpulkan bahwa Meniran (Phyllanthus niruri) pada konsentrasi 3,125%
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Esc};éric/zia coli (bakteriostatik) dan
pada konsentrasi 6,25% dapat membunuh bakteri Lscherichia coli (bakterisidik).

Hasil dari penelitian Daya Antibakteri Meniran dengan metode disk diffusi
dapat dilihat berdasarkan terbentuknya daerah jernih di sekitar kertas disk yang
merupakan diameter hambatan pertumbuhan bakteri. Adapun hasil dari penelitian
menunjukkan bahwa Meniran dengan konsentrasi 100% menghasilkan diameter
hambatan rata-rata 16,8 mm, konsentrasi 50% dan 25% masing-masing
menghasitkan diameter hambatan rata-rata 12,8 mm dan 10 mm. Sedangkan
Kloramfenikol menghasilkan diameter hambatan rata-rata terbesar yaitu 30,6 mm.
Dengan bertambahnya konsentrasi 'Meniran maka bertambah pula panjang -
diameter daerah hambatan pertumbuhan bakteri Escherichia coli (tabel 3).

Meniran (Phyllunthus niruri) dapat menghambat pertumbuhan bakteri
maupun membunuh bakteri Escherichia coli karena zat-zat yang terkandung di;
dalam tanaman tersebut berfungsi sebagai antibakteri seperti tanin (Wijayakusuma
dkk, 1996), flavonoid (Evans, 1989), damar atau resin, alkaloid (Berghe, 1991)
dan triterpenoid (Tuti, 1997).

Tanin adalah suatu zat yang berfungsi sebagai astringensia. Astringensia
adalah senyawa yang dengan protein dalam larutan netral atau asam lemah akan
membentuk endapan yang tidak larut, terasa kesat dan jika diberikan pada mukosa

akan bekerja menciutkan. Tanin sebagai astringent apabila diberikan kepada
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Escherichia coli akan menyebabkan membran sel baktert mengkerut yang
mengakibatkaﬁ perubahan permiabilitas sel. Membran sitoplasma merupakan
tempat keluar masuknya makanan dan memelihara integritas komponen-
komponen sel, sehingga apabila membran sel bakteri rusak akan mengganggu
metabolisme bakteri yang dapat menyebabkan sel bakteri rusak akibatnya bakteri

akan mati (Berghe, 1991).  Tanin juga dapat menghambat sekresi jaringan yang

meradang (Ewing and Edward, 1973‘). Hal ini menyebabkan tanin sering dipakai

sebagai terapi diare.

Golongan flavonoid yaitu rutin, quercetin, quercitrin, isoquercitrin,
astragalin dimana golongan flavonoid dapat berfungsi sebagai anti inflamasi, anti
virus, antibakteri dan anti parasit, juga dapat sebagai anti alergi dan anti
trombolik. Sebagai zat anti bakteri flavonoid menghambat pertumbuhan bakteri
dengan cara merusak dinding sel dan membran sitoplasma bakteri, mencegah
pembelahan bakteri, sehingga bakteri tidak dapat berkembang biak (Evans, 1989 ;
Robinson 1995). Golongan flavonoid yang terbanyak pada tanaman Phyllanthus
niruri Linn. adalah derivat rutin (Tuti,1997).

Meniran juga mengandung damar atau resin yang terdiri dari asam-asam
organik dan alkohol yang menyebabkan kematian mikroba. Alkohol merupakan
antibakteri yang bekerja dengan jalan mempresipitasi protein, denaturasi protein.
Alkohol juga merupakan pelarut lemak sehingga dapat merusak membran sel.
Alkohol yang efektif adalah alkohol dengan konsentrasi 70% (Alcamo, 1994).

Asam organik juga merupakan antibakteri karena kuman tidak dapat tumbuh pada

suasana yang terlalu asam. Suasana yang terlalu asam dapat mempengaruhi
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penurunan pH yang dapat mengakibatkan perubahan struktur protein. Damar juga
digunakan sebagai terapi diare kholagen. Diare kholagen adalah diare yang
disebabkan karena peningkatan permiabilitas mukosa usus yang dapat terjadi

karena penyakit pada usus halus dan usus besar (misalnya colitis ulcerosa atau

karsinoma kolon) atau karena tidak terabsorbsinya asam empedu. Hal im .

ditemukan setelah reseksi ileum, yang merupakan tempat utama reabsorbsi
kembali asam empedu. Asam empedu yang masuk ke kolon akan ke lumen usus
dan di sini akan menyebabkan diare (Mustchler, 1991).

Alkaloid berfungsi sebagai zat racun yang melindungi tanaman dari
serangga dan herbivora yang dalam hal ini memungkinkan juga membunuh
mikroba (Berghe, 1991). Pemeriksaan fitokimia dari ekstrak alkohol daun
Meniran menunjukkan bahwa senyawa—seny;wa golongan alkaloid merupakan
komponen yang dominan dibanding dengan senyawa-senyawa golongan lainnya
(Chairul dan Mindarti, 1994). Sedangkan Triterpenoid merupakan senyawa yang
kerangka karbonnya berasal dari enam satuan isoprena, senyawa ini kebanyakan
berstruktur siklik berupa alkohol, aldehida atau asam karboksilat yang berfungsi
sebagai pelindung untuk menolak seranggga dan serangan mikroba (Tuti, 1997).
Alkohol apabila diberikan pada Escherichia coli dapat mengakibatkan denaturasi
protein, mempresipitasi protein dan dapat merupakan pelarut lemak sehingga
dapat merusak membran sel. Aldehida apabila diberikan pada Escherichia coli
dapat mengakiba‘;kan denaturasi protein. Asam karboksilat apabila dibenkan pada

Escherichia coli akan mempengaruhi penurunan pH yang dapat mengakibatkan

SKRIPSI DAYA ANTIBAKTERI MENIRAN ... ENIEK SUWARNI-




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI DAYA ANTIBAKTERI MENIRAN ... ENIEK SUWARNI



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
28

perubahan struktur protein. Pada keadaan seperti ini bakteri tidak dapat tumbuh
atau mati (Claus et al., 1970).

Hasil penelitian menggunakan metode diftfusi disk menunjukkan bahwa
daerah hambatan rata-rata Kloramfenikol lebih besar dari daerah hambatan rata-
rata Meniran. Hal ini tidak menunjukkan bahwa Kloramfenikol lebih efektif
dibandingkan Meniran, sebab belum ada ketentuan yang pasti tentang kepekaan
tanaman Meniran seperti yang terdapat pada obat paten. Hal ini juga dapat terjadi
karena pada penelitian ini tanaman Meniran yang diambil tidak memperhatikan
aspek lingkungan tumbuh, umur tanaman dan waktu panen schingga bisa jadi
kandungan senyawa aktif sebagai antibakteri pada tanaman tersebut relatif sangat
kecil (Gaman and Sherrington, 1992).

Kloramfeniko!l merupakan antibakteri berspektrum luas yang bereaksi
dengan bakteri dengan jalan menghambat sintesis protein bakteri, dimana yang
dihambat adalah enzim peptidil transferase yang berperan sebagai katalisator
untuk membentuk ikatan-ikatan peptida pada proses sintesis protein bakteri.
Kloramfenikol mempunyai efek toksik pada sel mamalia terutama terlihat pada
sistem hemopoetik, dapat mengakibatkan anemia aplastik dan diduga
berhubungan dengan mekanisme kerja obat (Setiabudy dan Kunardi, 1995).

Penelitian ini menggunakan metode dilusi dan diffusi disk. Metode dilusi
merupakan metode vang paling akurat untuk menentukan kepekaan antibakteri.
Penggunaan metode ini memerlukan waktu yang lama, keahlian yang cukup dan

merupakan cara yang kurang praktis terutama untuk mengetahui kepekaan bakteri

terhadap beberapa antibiotik. Sedangkan metode diffusi disk merupakan metode
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untuk menguji kepekaan bakteri di laboratorium. Hal ini karena pelaksanaanya
tidak memerlukan waktu yang lama, keahlian khusus dan cepat memberikan hasil
(Jawetz et al., 1984; Jr. Michael, 1988).

Hasil uji statistik menunjukkan perbedaan yang sangat nyata (p<<0,01) dan
pemberian Meniran (konsentrasi 25%, 50%, 100%) dan Kloramfenikol bila
dibandingkan dengan kontrol (lampiran 4). Pengujian lebih lanjut terhadap
metode disk diffusi dengan menggunakan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) tentang
pengaruh perlakuan terhadap daya hambat pertumbuhan bakteri. Hasilnya seperti
vang tercantum dalam lampiran 3 dan 4, terlihat bahwa dengan taraf signifikan
5% perlakuan 4 (Kloramfenikol) menghasilkan daerah hambatan terbesar yang
berbeda sangat nyata dengan perlakuan yang lain. Perlakuan 1 (Meniran 25%),
perlakuan 2 (Meniran 50%) dan perlakuan 3 (Meniran 100%) juga berbeda sangat

nyata. Hasil terendah didapatkan pada perlakuan O (kontrol).
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BAB V1

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan yang didapat dari hasil penélitian ini adalah :

Meniran .dapat menghambat  pertumbuhan  fescherichia  coli
(bakteriostatik) dan membunuh bakteri Escherichia coli (bakterisidik)
secara in vitro.

Minimal [nhibitory Concentration (MIC) dari Meniran terhadap
Escherichia coli adalah 3,125%, sedangkan Minimal Bactericidal
Concentration (MBC) dari Meniran terhadap Escherichia coli adalah
6,25% .

Daya antibakterial Kloramfenikol lebih besar bila dibandingkan dengan
Meniran pada konsentrasi  100%, 50%,25% dalam menghambat

pertumbuhan bakteri Escherichia coli secara in vitro.

Berdasarkan penelitian ini penulis menyarankan :

l.

~

(V8]

SKRIPSI

Adanya penelitian lebih lanjut untuk mengetahui khasiat tanaman Meniran
terhadap penyakit yang disebabkan oleh bakteri Lscherichia coli secara in
Vivo,

Adanya penelitian lebih lanjut untuk mengetahui spesifitas tanaman
Meniran terhadap strain Lscherichia coli dan bakteri lain selain bakteri
luscherichi coli

Adanya penelitian lebih lanjut untuk mengetahui sejauh mana efek

samping yang ditimbulkan oleh Meniran
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RINGKASAN

ENIEK SUWARNIL Daya Antibakteri Meniran (Phyllanthus niruri)
tethadap Escherichia coli secara in vitro (di bawah bimbingah Bapak Didik
Handijatno, Drh.,M.S sebagai pembimbing pertama dan Ibu Eka Pramyrtha
Hestianah, Drh.,, M.Kes. sebagai pembimbing kedua). Krisis ekonomi yang
mengakibatkan harga obat-obatan semakin mahal mengakibatkan manusia
cenderung menggunakan obat—obafan tradisional untuk pengobatan manusia
sendiri maupun hewan. Seperti halnya pemanfaatan tanaman Meniran sebagai
antibakteri. Zat-zat yang terkandung dalam tanaman Meniran diduga dapat
menghambat ataupun membunuh bakteri, baik bakteri gram positip maupun gram
negatip. Adapun bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah baktéri
Escherichia coli strain ATCC 25922.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah tanaman Meniran
dapat menghambat atau membunuh bakteri Escherichia coli secara in vitro dan
membandingkannya dengan Kloramfenikol. Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi bahwa tanaman Meniran dapat digunakan sebagai
antibakteri. Hal ini perlu karena selama ini tanaman Meniran banyak diabaikan
oleh masyarakat, dianggap sebagal tanaman pengganggu (gulma) bahkan banyak
masyarakat yang belum mengetahui tanaman Meniran.

Persiapan penelitian dilakukan dengan pengumpulan tanaman Meniran dan
pembuatan ekstrak tanaman Meniran yang dilakukan di Laboratorium Fitokimia
Fakultas Farmasi Universitas Airlangga. Kemudian juga dilakukan pembuatan

suspensi bakteri Escherichia coli yang sebelumnya telah dilakukan isolasi dan
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identifikasi terhadap bakteri Eschercihia coli tersebut untuk membuktikan bahwa
bakteri tersebut benar-benar Lscherichia coli. Penelitian ini menggunakan metode
dilusi yaitu MIC (Minimal Inhibitory Concentration) dan MBC (Minimal
Bactericidal Concentration) serta metode disk diffusi. Sebelas tabung reaksi yang ?
steril disiapkan dan diberi nomor 1 - 11. Tabung nomor satu dan dua diisi ekstrak
Meniran 100% sebanyak satu mililiter. Tabung nomor 2 - 11 diisi satu mililiter
aquades. Tabung nomor dua yang diisi ekstrak Meniran 100% dan aquades
kemudian dikocok sampai homogen. Dari tabung nomor dua diambil satu mililiter
dengan pipet steril dimasukkan dalam tabung nomor tiga lalu dikocok lagi sampai
homogen. Dari tabung nomor tiga diambil satu mililiter untuk dimasukkan ke
dalam tabung nomor empat, demikian seterusnya sampai tabung nomor sepuluh.
Dari tabung nomor sepuluh diambil satu mililiter untuk dibuang, tabung nomor 11
sebagai kontrol aquades.

Selanjutnya tabung nomor 1 - 11 ditambah suspensi bakteri sebanyak satu
mililiter kemudian dikocok sampai homogen. Kemudian diinkubasi pada suhu
37 °C selama 24 jam dan diperhatikaﬁ kekeruhannya. Kemudian masing-masing
tabung ditanam pada media MHA (Mugl/er Hinton Agar) untuk mengetahui
MBC.

Hasil dari penelitian dengan metode dilusi ini adalah MIC pada :
konsentrasi 3;125% dan MBC pada konsentrasi 6,25%.

Selanjutnya uji kepekaan kuman dilakukan dengan metode difusi disk,
yang dilakukan lima kali ulangan dan lima perlakuan yaitu PO (kontrol),

P I(ekstrak Meniran 25%), P2 (ekstrak Meniran 50%), P3 (ekstrak Meniran 100%)
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dan P4 (Kloramfenikol). Disiapkan lima cawan petri yang berisi media MHA.
Suspensi bakteri sebanyak 0,2 ml dituaﬁgkan pada permukaan media tersebut dan
diratakan dengan spatel, biarkan selama 5 — 10 menit. Kertas diskvdengan kelima
perlakuan di atas d‘iletakkan di atasnya dengan pinset steril, didiamkan 15 menit
dan diinkubasi pada suhu 37"C} ‘selama 24 jam. Hasil pengamatan ditunjukkan
dengan adanya daerah jernih di sekitar kertas disk.

Dari hasil pengolahan data didapatkan perbedaan yang sangat nyata dari
masing-masing perlakuan. Dengan uji BNT 5% diketahui bahwa hambatan
pertumbuhan Escherichia coli tertinggi adalah P4 (Kloramfenikol) dan daerah
hambatan terendah adalah PO (kontrolj yang berbeda sangat nyata dengan
perlakuan yang lain.

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa : 1. tanaman Meniran dapat
menghambat dan membunuh bakteri Escherichia coli secara in vitro. 2. terdapat
perbedaan daya anti bakteri antara tanaman Meniran dengan Kloramfenikol
terhadap bakteri Escherichia coli.

Penulis menyarankan agar dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap
khasiat tanaman Meniran secara in vivo, spesifitasnya terhadap strain Escherichia

coli dan bakteri lain serta sejauh mana efek samping yang ditimbulkannya.
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Lampiran 1. Skema Kerja Penentuan MIC dan MBC

! ml Meniran 100% ,
1 ml aquades + 1 ml | m dibuang

L OOV
sinisininlninlninining

L |

\L I ml aquades

Suspensi kuman

Ll
ujsiuisinisisinisia®

\L Inkubasi 37° C selama 24 jam

Ei' E—;:i EMBA
v b

diinkubasi 37°C
selama 24 jam

x
6 4 1 j
Diamati ada / tidaknya koloni
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Lampiran 2.Metode Difusi Disk
5 Buah diisi dengan ekstrak Meniran 25 %

5 Buah diisi dengan ekstrak Meniran 50 %

Pengisian Kertas Disk 5 Buah diisi dengan ekstrak Meniran 100 %
S Buah diisi dengan Kloramfenikol

5 Buah diisi dengan aquades steril

) o o o o)
Oo O (% @) Oo @) % O (% O
O O @) O O
0 e Ot Klormn;enikol
100 % 50 % 25 % Aquades Steril

l dikeringkan selama 24 jam, 37°C

menyiapkan cawan petri yang berisi MHA (Mueller
Hinton Agar) yang cair dengan suhu 40 - 50°C

=5 = =S

l dibiarkan memadat
diinkubasi 37° C, 24 jam

v

suspensi kuman 0,2 ml dituangkan dan diratakan

’

dibiarkan 5 — 10 menit

v

kertas disk diletakkan dan didiamkan {5 menit

diinkubasi 37° C, 24 jam

amati daerah hambatan
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Lampiran 3. Hasil pengukuran daerah hambatan pertumbuhan fischerichia coli oleh

Meniran dan Kloramfenikol

Perlakuan

Ulangan PO ri P2 P3 P4 Total
] 6 10 | 13 | 18 | 30
2 6 9 12 17 32
3 6 10 13 17 30
4 0 10 14 15 31
5 0 11 12 17 30
Total 30 50 64 84 153 381
Rata-rata 6 10 12,8 |1 16,8 | 30,6

PO = kertas disk berisi aquades

P1 =kertas disk mengandung Meniran 25%
P2 = kertas disk mengandung Meniran 50%
P3 = kertas disk mengandung Meniran 100%
P4 = kertas disk mengandung Kloramphenikol

Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)

Faktor koreksi (FK) =(381)* = 145.161 = 5806,44
5x5 25

JK total = (6)° + (10)* + (13)* + ... + (30)* - 5806,44
7.605 - 5.806,44 :
]

798,56

JK Perlakuan = (30)° +(50)% + ... +(153)* - FK

5

=37.961 - 5806,44

5
=75922 - 5806,44
=1.785,76

JK sisa =JKT-JKP =1798,56 - 1785,76
= 12,8
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Menghitung Kuadrat Tengah

KT Perlakuan = JKT = 1798.56 =449,64
t-1 4
KT sisa = JKS =128 = 0,64
t (n-1) 20
Jadi F hitung = KTP = 44964 = 702,5625
KTS 0,64
= 702,56
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Lamp. 4. Sidik Ragam Daerah Hambatan Pertumbuhan Escherichia colioleh  Meniran
dan Kloramfenikol

F.tabel
S.K Db JK KT F hit.
| 0,05 0,01
Perlakuan | 4 1.785,76 | 449,64 702,56 2,87 443
sisa 200 12,8 0,64
Total 24 1798,56

Kesimpulan : terdapat perbedaaan yang sangat nyata dari masing-masing perlakuan
terhadap daya hambat pertumbuian bakteri (sebab F. hitung > F. tabel
0,01).

Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 5%
BNT (o)

t (o) (db sisa) x V2 KTS
n

t(5%) (20) x V2x0,64

5
= 2,086 x V0,256
= 2,086 x 0,51
= 1,064
Selisih rata-rata perlakuan
- Beda Selisih
Perlakuan X BNT 5%
X-P0 | X-Pl | X-P2 | X-P3
P4 30,6° 24,6 * 20,6 * 17,8* 113,8%
P3 16,8° 10,8* 6,8* 4% i
P2 12.8°¢ 6.8* 2,8% | 1.064
PI 10¢ 4+ |
70 G |
- D - -
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Menentukan Notasi

P4 P3 P2 Pl PO
30,6 168 ., 12,8 10 6
L] 9 ; ¢ ;

Perlakuan yang menghasilkan hambatan pertumbuhan Escherichia coli tertinggi adalah
perlakuan 4 (Kloramfenikol) yang berbeda sangat nyata dengan perlakuan lain.
Perlakuan 3 (100%), perlakuan 2 (50%) dan perlakuan 1 (25%) juga berbeda sangat

nyata. Hasil terendah pada PO yang berbeda sangat nyata dengan perlakuan lain.
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Lampiran 5. Pembuktian kuman Escherichia coli

No.

Uji biokimia

Cara

Hasil

1

TSIA (triple Sugar
Iron Agar)

- Pada media TSIA
dilakukan pemupukan
dengan jalan
pengambilan kuman
dari biakan mumni
dengan needle steril

- Kemudian ditusukkan
pada media dasar
tabung agar dan
digoreskan pada
bagian agar yang
miring

- Setelah itu dieramkan
pada temperatur 37°C
selama 24 jam

- Pemupukan pada
media ini bertujuan
untuk mengetahui
kemampuan bakteri
memfermentasikan
glukosa, laktosa,
sukrosa dar juga

- untuk mengetahul
apakah bakteri
tersebut menghasilkan
H,S dan gas

- pada bagian media
yang miring
berwarna kuning dan
pada bagian media
yang tegak berwarna
kuning (asam)

- pembentukan gas
yang ditandal
dengan pecahnya
medium atau
terangkatnya
medium pada dasar
tabung

SIM (Sulfit Indol
Motility)

- pada media SIM
pemupukan dilakukan
dengan jalan
mengambil koloni
dari kultur murni
dengan ose steril

- Kemudian ditusukkan
sampai setengah
bagian dari media

- Setelah itu diinkubasi
pada 37° C selam 24
jam

- Pengamatan dilakuakn
dengan penambahan
kloroform dan reagen
kovach sama banyak

- hasil positif terdapat
cincin warna merah
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No. | Uji biokomia

Cara

Hasil

3 Citrat agar

- pada media ini
pemupukan dilakukan
dengan jalan
melakukan
goresan/streak pada
permukaan media

- pemupukan pada media
ini bertujuan untuk
mengetahui apakah
bakteri menggunakan
unsur karbon dari citrat
atau tidak

- hasil negatif, media
tetap bernwarna hijau

4 Urease/urea agar

- pemupukan pada media
ini dilakukan dengan
jalan mengambil kultur
murni bakteri dengan
ose steril

- Kemudian digoreskan
pada permukaan
miring media urea agar

- pemupukan pada media
ini bertujuan untuk
mengetahui apakah
bakteri menghasilkan
enzim urease yang
dapat menghidrolisa
urea menjadi amoniak

- hasil negatif, warna
tetap merah muda

5 Gula-gula: - pemupukan pada media | - hasil positif warna
- glukosa ini dilakukan dengan gula-gula menjadi
- laktosa jalan mengambil Kuning
- manitol bakteri dengan ose
- maltosa - Kemudian dicelupkan
- sukrosa pada media
- pemupukan ini
bertujuan untuk
mengetaliui apakah
bakteri
memfermentasikan
gula-gula atau tidak
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Gambar 1. Metode Dilusi dengan memperhatikan tingkat kekeruhan pada ¢
_« konsentrasi tertentu ‘é{ &

"’

Gambar 2.> Pertumbuhan koloni bakteri setelah ditanam pada media MHA
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Gambar 3, Metode diffusi disk
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£

Gambar 4. Tanaman Meniran (Phyllanthus niruri)
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