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RINGKASAN

AKTIVITAS ANDROGRAFOLIDA ISOLAT DARI
Andrographis paniculata Nees. TERHADAP BAKTERI
Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) in vitro

Nikmah Madjid

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) adalah bakteri yang tergolong dalam
kelompok suku Enterobacteriaceae, salah satu bakteri yang menimbulkan gejala
klinis mirip Shigella yaitu menyebabkan penyakit diare berdarah (bloody diarrhoea).
Pada beberapa negara berkembang termasuk Indonesia, kira-kira 10% dari episode
diare pada anak yang berumur di bawah 5 tahun adalah diare berdarah, dan dibanding
dengan “watery diarrhoea”, umumnya “bloody diarrhoea” waktunya lebih lama,
lebih banyak komplikasi serta menyebabkan lebih banyak masalah gangguan
pertumbuhan pada anak dan menimbulkan lebih tinggi angka kematian.

Upaya untuk kelangsungan hidup manusia terutama anak, termasuk
pemberantasan penyakit diare merupakan program prioritas. Upaya ini diwujudkan
melalui penurunan angka kematian dan pencegahan penyakit diare.

Dengan memperhatikan beberapa aspek terapi diare dengan antibiotik yang
lazim digunakan, apalagi penggunaan antibiotik yang harus dengan resep dan mahal,
dan upaya menunjang penanganan diare di rumah sakit, penulis berkeinginan
melakukan penelitian tentang aktivitas tanaman obat-obatan sebagai antidiare.

Di seluruh dunia terdapat lebih kurang 600.000 jenis tumbuh-tumbuhan, lebih
kurang 400.000 diantaranya merupakan tanaman tinggi, tetapi baru sekitar 10%
diantaranya telah diteliti secara kimia dan farmakologi. Salah satu tanaman yang
banyak digunakan masyarakat sebagai obat tradisional adalah Andrographis
paniculata Nees. atau lebih dikenal sebagai Sambiloto.

Telah diketahui khasiat tanaman Andrographis paniculata Nees. sebagai
antimalaria, fonicum (penambah nafsu makan), anodyne (pemati rasa nyeri),
astringent (zat yang menciutkan), diabetes, influensa, bronkitis, piles (wasir),
gonorrhoea, hepatomegali, penyakit kulit, demam dan cacingan, bahkan berguna
sebagai antidiare, antidisentri dan menyembuhkan kolera yang merupakan penyakit
yang menyerang sistem gastrointestinal.

Andrografolida  (CH300s) adalah senyawa  diterpenoid lakton, yang
merupakan kandungan kimia utama dari 4. paniculata Nees., berbentuk serbuk
kristal berwarna putih, terasa pahit, dan berbentuk lempeng segi empat dengan titik
lebur / leleh (t.1.) 230°C — 239°C, mempunyai berat molekul 350, praktis tidak larut
dalam air (0.004% atau 1 : 25.000) tapi larut dalam pelarut organik seperti
metanol, etanol, aseton, kloroform dan eter. Gugus lakton pada andrografolida
merupakan gugus yang aktif. Dari penelitian yang telah dilakukan diperoleh
informasi bahwa andrografolida mempunyai daya schizontosida dengan cara

X



menghambat pertumbuhan Plasmodium falciparum stadium gametosit in vitro,
bahkan tidak berbeda secara bermakna dengan primakuin, tapi khasiat andrografolida
sebagai antibakteri belum diketahui.

Berdasarkan uraian di atas, ada kemungkinan andrografolida mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC]).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari senyawa
andrografolida terhadap pertumbuhan bakteri Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC)
secara in vitro.

Senyawa andrografolida dibuat empat konsentrasi perlakuan yaitu; 1250,
2500, 5000, dan 10.000 ug/ml. Perlakuan andrografolida dari empat konsentrasi
masing-masing dilakukan 8 (delapan) kali replikasi. Sehingga jumlah perlakuan
secara keseluruhan sebanyak 32. Untuk empat konsentrasi tersebut diuji dengan
metode dilusi (pengenceran), yang selanjutnya ditanam pada media agar dengan
metode dropt untuk mendapatkan jumlah bakteri hidup dalam CFU/ml. Jumlah
bakteri yang boleh dihitung hanya bakteri dengan jumlah antara 30 sampai 300. Di
atas dari 300 dianggap jumlah bakteri terlalu banyak untuk dihitung (TBUD),
sedangkan di bawah 30 hanya jumlah koloni yang terendah yang dihitung, hasilnya
dilaporkan sebagai kurang dari 30 dikalikan dengan besamya pengenceran, tetapi
jumlah sebenarnya harus dicantumkan dalam tanda kurung.

Aktivitas senyawa andrografolida yang diharapkan adalah aktivitas pada
Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bakterisida Minimal (KBM)
yaitu konsentrasi terendah yang mampu mematikan bakteri (ditetapkan scbagai
penurunan 99,9% inokulum).

Hasil penelitian menunjukan bahwa ternyata antara perlakuan pada
konsentrasi 1250, 2500 dan 5000 ug/ml rata-rata memperlihatkan jumlah bakteri
terlalu banyak untuk dihitung (TBUD) (jumlah bakteri di atas 300), tetapi pada
konsentrasi 10.000 pg/ml menunjukan jumlah bakteri hidup di bawah 30 sehingga
secara mikrobiologis dalam penelitian ini tidak diperoleh data secara kuantitatif.
Dengan demikian data hasil penelitian ini tidak dapat dianalisis secara statistik.

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa senyawa
andrografolida mempunyai aktivitas sebagai antibakteri dengan menghambat
pertumbuhan bakteri E/EC. Aktivitas KHM senyawa andrografolida dalam penelitian
ini terletak pada konsentrasi 10.000 pg/ml.



SUMMARY

THE ACTIVITY ANDROGRAPHOLIDE ISOLAT FROM
Andrographis paniculata Nees. AGAINST THE BACTERIA
Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) in vitro

Nikmah Madjid

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) is a bacteria which belongs to the
group Enterobacteriaceae, one of the bacteria which has a clinical symptom similar
to Shigella which causes bloody diarrhea (bloody diarrhoea). In some developing
countries including Indonesia about 10% of the diarrhea episode among children
under 5 is bloody diarrhea which is compared to "watery diarrhoea”, generally
"bloody diarrhoea” takes longer period, has more complications, causes more
problems in growth disturbance in children and has higher mortal rate.

Efforts to life prolongation especially for children, including those to
eliminate diarrhea is a priority program. This efforts are realized the decrease of
mortal rate and the eradication of diarrhea.

Considering some aspects in diarrhea therapy by antibiotics which commonly
used although expensive, and efforts to support the treatment of the diarrhea in
hospital, the writer intends to do a research on the activities of herbal medicines as
ant diarrhea.

In all over the world there are about 600.000 kinds of plants, of which
400.000 are tall plants. However only about 10% has been chemically and
pharmacologically studied. One of the plants which is widely used by the community
as traditional medicines is Andrographis paniculata Nees. or more known as
Sambitloto.

The values of Andrographis paniculata Nees. has been known as antimalaria,
tonicum (increasing appetite), anodyne (pain killer), astringent (substance making
something contracted), diabetes, influenza, bronchitis, haemovioid, gonorrhoes,
hepatomegaly, skin disease, cold and ascans disease, even beneficial as antidiarrhoea,
antidysentri, and it remedies cholera a disease which attacks gastrointestine.

Andrographolide (Cx Hsg Os) is compound of diterpenoid lactone which is
the main chemical content of A. paniculata Nees. which is the form of white crystal
power, bitter, square plate with its melting point 230°-239°C, has molecule weight
350. It does practically dissolve in organic dissolution like metanol, etanol, aseton,
kloroform, and ether. The lactone group in Andrographolide is an active group. From
the research it shows that Andrographolide has schizontosida power by inhibiting the
growth of Plasmodium falciparum gametosit stadium in vitro which is not even
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significanly different from primakuin. However, the value of Andrographolide as
antibacteria is not known yet.

Based on the above description there is a possibility that Andrographolide 1s
able to inhibit the growth of Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC).

This research is to find out the activity of antibacteria from the compound of
Andrographolide against the growth of Enferoinvasive Escherichia coli (EIEC) in
vitro.

The compound of Andrographolide was made into four concentrations of
treatment; 1250, 2500, 5000, and 10.000 pug/ml. The treatment of Andrographolide
from each of the four concentrations was made into 8 (eight) replication, so that the
total number of the treatments is 32. The four concentrations were tested with dilution
method, which were further planted on media so by using dropt method living
bacteria in CFU/ml were obtained. The number of bacteria which may be counted
were those between 30 up to 300. The bacteria which were over 300 were considered
too many to be counted, whereas those under 30 only the lowest colony which were
counted and the result was reported as less than 30 which were multiplied by the
amount of dilution, but the real number must be put in parentheses.

The activity of Andrographolide compound, which was expected, is that at the
Minimal Inhibited Concentration (MIC) and Minimal Bactericide Concentration
(MBC) that is the lowest concentration which was able to kill bacteria (decided as
the decrease of 99,9% inokulum).

The finding shows that among the treatments at the concentration 1250, 2500,
and 5000 pg/ml on the average the number of bacteria were too many to be counted
(the number of bacteria is over 300), but as the concentration 10.000 pg/ml it shows
that the number of living bacteria was under 30 so that microbiologically in this
research quantitative data was not obtained. Consequently, the finding cannot be
statistically analyzed.

Based on the findings it can be concluded that Andrographolide compound
has the activity as antibacterial by inhibiting the growth of E/EC bacteria. The
activity Andrographolide compound at MIC in this research is at the concentration
10.000 pg/ml.
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ABSTRACT

THE ACTIVITY ANDROGRAPHOLIDE ISOLAT FROM
Andrographis paniculata Nees. AGAINST THE BACTERIA
Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) in vitro

Nikmah Madjid

This research is to find out the activity of the compound Andrographolide
isolat from Andrographis paniculata Nees. against the bacteria Emteroinvasive
Escherichia coli (EIEC) in vifro.

This research is a True Experiment Design using Completely Randomized
Design with the pattern The Post Test-Only Control Group Design. The sample of
Andrographolide which was tested in 4 concentrated treatments namely A= 10.000
pg/ml, A= 5000 pg/ml, Ay= 2500 pg/ml, and A~ 1250 ug/ml. Treatment
Andrographolide (A) was done respectly 8 (eight) times of replication so that the total
number of treatments is 32. The function of the Minimal Inhibited Concentration
(MIC) and Minimal Bactericide Concentration (MBC) E/EC bacteria was tested by
using dilution method which was continued by counting the number of living bacteria
(Viable Count) growing on media "agar" using dropt methods.

By observing the data model of the findings of the research which was
between concentration 1250 up to 5000 pg/ml on the average it shows that the
number of bacteria was too many to count (TBUD) that is the number of living
bacteria is over 300, so the quantitative data was not obtained. Whereas the treatment
on the 10.000 pg/m! shows that the number of living bacteria was smalier than 30 so
that we can say that the data was not statistically computed. It can be concluded that
"the compound Andrographolide isolat from A. panmiculata Nees. functions as
antibacteria against the bacteria EIEC in vitro". The activity (MIC) of the compound
Andrographolide against the bacteria E/EC is at concentration 10.000 pg/ml.

Key Words: Activity, Andrographolide, E/EC, in vitro
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ABSTRACT

THE ACTIVITY ANDROGRAPHOLIDE ISOLAT FROM
Andrographis paniculata Nees. AGAINST THE BACTERIA
Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) In vitro

Nikmah Madjid

This research is to find out the activity of the compound Andrographolide
isolat from Andrographis paniculata Nees. against the bacteria Enteroinvasive
Escherichia coli (EIEC) in vitro.

This research is a True Experiment Design using Completely Randomized
Design with the pattern The Post Test-Only Control Group Design. The sample of
Andrographolide which was tested in 4 concentrated treatments namely A= 10.000
pug/ml, A= 5000 pg/ml, A= 2500 pg/ml, and Ay~ 1250 pg/ml. Treatment
Andrographolide (A) was done respectly 8 (eight) times of replication so that the total
number of treatments is 32. The function of the Minimal Inhibited Concentration
(MIC) and Minimal Bactericide Concentration (MBC) EIEC bacteria was tested by
using dilution method which was continued by counting the number of living bacteria
(Viable Count) growing on media "agar" using dropt methods.

By observing the data model of the findings of the research which was
between concentration 1250 up to 5000 pg/ml on the average it shows that the
number of bacteria was too many to count (TBUD) that is the number of living
bactena is over 300, so the quantitative data was not obtained. Whereas the treatment
on the 10.000 pg/ml shows that the number of living bacteria was smaller than 30 so
that we can say that the data was not statistically computed. It can be concluded that
"the compound Andrographolide isolat from A. paniculata Nees. functions as
antibacteria against the bacteria EIEC in vitro". The activity (MIC) of the compound
Andrographolide against the bacteria £/EC is at concentration 10.000 pg/ml.

Key Words: Activity, Andrographolide, £EIEC, in vitro
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) adalah bakteri yang tergolong dalam
kelompok famili Enterobacteriaceae (Holt et ai., 1994), salah satu bakteri yang
menimbulkan gejala klinis mirip Shigella yaitu menyebabkan diare berdarah (bloody
diarrhoea), suatu penyakit infeksi saluran pencernaan terutama pada anak (Rusli,
2001).

Meskipun mortalitas karena diare telah dapat ditekan, tetapi diare masih
merupakan salah satu masalah kesehatan masyarakat yang utama pada beberapa
negara berkembang termasuk Indonesia, khususnya masalah diare berdarah. Kira-
kira 10 % dari episode diare pada anak yang berumur di bawah 5 tahun adalah diare
berdarah, dan dibandingkan dengan “watery diarrhoea”, umumnya “bloody
diarrhoea” waktunya lebih lama, lebih banyak komplikasi serta menyebabkan lebih
banyak masalah gangguan pertumbuhan pada anak dan menimbulkan lebih tinggi
angka kematian (Sulastri, 2001).

Upaya pemberantasan diare untuk kelangsungan hidup manusia terutama
anak, merupakan program prioritas. Upaya ini diwujudkan melalui penurunan angka
kematian dan pencegahan diare. Pada diare akut dengan penyebab yang spesifik,

selain kegiatan pengobatan untuk memperbaiki keadaan umum penderita seperti



penggantian cairan dan elektrolit, perlu pemberian atau terapi antibiotik secara
rasional sebagai pengobatan kausal (Soetanto dkk., 2001).

Selanjutnya dikatakan terapi antibiotik selain memperpendek perjalanan diare
dan ekskresi bakteri patogen, juga dapat mengurangi cairan rehidrasi yang
diperlukan, serta mengurangi resiko penularan penyakit oleh karier. Permasalahannya
dalam terapi antibiotik pada diare sulit menentukan jenis antibiotik yang tepat
karena beraneka ragamnya etiologi diare dan tidak semua laboratorium rumah sakit
memiliki kemampuan untuk menemukan seluruh penyebab diare tersebut. Hal ini
semakin dipersulit lagi dengan semakin meningkatnya resistensi mikroba penyebab
diare terhadap antibiotik akibat pemakaiannya secara tidak tepat. Diduga tingkat
resistensi tersebut semakin tinggi saat memasuki milenium ketiga im ( Sutanto dkk.,
2001)

Dengan memperhatikan beberapa aspek terapi diare dengan antibiotik yang
lazim digunakan dan upaya menunjang penanganan diare di rumah sakit, penulis
berkeinginan melakukan penelitian tentang aktivitas tanaman obat-obatan sebagai
antidiare. Dari berbagai survey, diantaranya survey Kesehatan Rumah Tangga,
survey penggunaan Obat Tradisional di masyarakat Sulawesi dan Kalimantan Timur,
di Aceh dan Madura, survey Etnobotani di daerah oieh Puslithang Biolog: LIPI,
dapat disimpulkan bahwa masyarakat masih mengandalkan alam sekitarnya untuk
menanggulangi penyakit yang mungkin sekali disebabkan oleh bakteri. Terlihat cara
ini kuno, tetapi hal demikian terjadi karena sclain obat modern belum dapat

mencapai daerah jauh, penggunaan antibiotik harus dengan resep dan mabhal,



sehingga masyarakat harus puas dengan keadaan demikian (Dzulkarnaen dkk.,
1996).

Olehnya sebagai pengobat, Dokter hendaknya memberikan naschat dan
petunjuk penggunaan obat tradisional yang mungkin ingin dimanfaatkan oleh pasien
sebagai alternatif pengobatan. Dan tentu saja Dokter dapat meresepkan obat
tradisional yang telah diijinkan untuk disediakan pada sarana pelayanan formal.
Dilain pihak sebagai Manajer sarana pelayanan keschatan formal hendaknya seorang
Dokter dapat mengupayakan pengadaan obat tradisional yang telah memenuh
persyaratan (Almatsier, 2000).

Di seluruh dunia terdapat lebih kurang 600.000 jenis tumbuh-tumbuhan, lebih
kurang 400.000 diantaranya merupakan tanaman tinggi, tetapi baru sekitar 10%
diantara 600.000 jenis tersebut telah diteliti secara kimia dan farmakologi. Sumber
yang masih potensial ini diharapkan sebagai lapangan penelitian dalam usaha mencari
dan menemukan obat baru (Siswandono dan Sockardjo, 2000). Salah satu tanaman
yang banyak digunakan masyarakat sebagai obat tradisional adalah Andrographis
paniculata Nees. atau lebih dikenal sebagai Sambiloto.

Anonim® ( 2003 ) melaporkan herba 4. paniculata mempunyai khasiat
sebagai tonikum (penambah nafsu makan), anodyne (pemati rasa nyeri), astringent
(zat yang menciutkan), dan berguna untuk disentri, kolera, menyembuhkan diabetes
mellitus, influensa, bronkitis, piles (wasir), gonorrhoea, hepatomegaii, penyakit kulit,

demam dan cacingan. Tanaman ini juga berguna untuk luka, perasaan terbakar,



borok/bisul, bronkitis kronik, lepra/kusta, pruritus (gatal), kembung perut, kolik
(mulas mendadak dan hebat), dan diare.

Wijayakusuma dkk., (1996) menyatakan bahwa tanaman ini dapat digunakan
sebagai obat disentri, diare, hepatitis, infeksi saluran empedu, anti radang, TBC paru,
gigitan ular, luka bakar, tumor paru, kanker dan hipertensi. Sedangkan Heyne
(1987); Aliadi dan Sudibyo (1996) menyatakan secara empiris herba sambiloto
digunakan untuk menyembuhkan demam, gatal-gatal, tonsilitis, bisul, anti radang,
tipus, bila digigit serangga dan ular berbisa.

Andrografolida merupakan salah satu kandungan kimia atau merupakan
kandungan makro dari Andrographis paniculata Nees. disamping kandungan kimia
mikro lainnya. Dari penelitian yang telah dilakukan diperoleh informasi bahwa
andrografolida mempunyai daya schizontosida dengan cara menghambat
pertumbuhan Plasmodium falciparum (Wiranti, 2001), sedangkan pada penelitian
lain menyatakan andrografolida mempunyai efek aktivitas antimalaria dengan cara
menghambat pertumbuhan Plasmodium falciparum stadium gametosit in vifro
(Wahyuni, 2001), bahkan tidak berbeda secara bermakna dengan primakuin
(Widyowati, 2001). Selain itu pula andrografolida juga menunjukkan bioaktifitas
sebagai bahan obat anti kanker/tumor yang menginduksi diferensiasi sel myeloid,
dan pada studi klinis membuktikan bahwa andrografolida mempunyai aktivitas anti
koriokarsinoma dan malignant hydatiform mole (Matsuda, et al., 1994). Namun
informasi tentang efek senyawa andrografolida yang diperoleh dan hasil ekstraksi

Andrographis paniculata Ness. terhadap bakteri belum diketahui. Untuk



membuktikan keefektifan dan keamanan tanaman sebagai obat tradisional diperlukan
penelitian tentang khasiat tanaman sehingga diperoleh informasi yang dapat
dipertanggung jawabkan untuk keamanan para pemakai.

Berdasarkan khasiat tanaman Andrographis paniculata Nees. atau sambiloto
sebagai antidiare, antidisentri dan menyembubkan kolera, ada kemungkinan
andrografolida yang merupakan kandungan yang besar dari tanaman ini mampu
menghambat pertumbuhan bakteri EIEC secara in vitro. Dipilihnya bakteri E/EC
karena bakteri tersebut mempunyai gejala klinis yang menyebabkan bloody

diarrhoea, termsuk penyakit diare yang bisa disembuhkan menggunakan sambiloto.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Apakah pertumbuhan bakteri EJ/EC dapat dihambat oleh senyawa
andrografolida ?

1.2.2 Apakah bakteri EIEC dapat dimatikan oleh senyawa andrografolida ?

1.2.3 Berapa konsentrasi hambat minimal (KHM) senyawa andrografolida terhadap
pertumbuhan bakteri £7EC tersebut ?

1.2.4 Berapa konsentrasi bakterisidal minimal (KBM) senyawa andrografolida

terhadap bakteni £/£C tersebut ?



1.3 Tujuan

1.3.1 Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari
senyawa andrografolida terhadap pertumbuhan baktenn EIEC

secara in vitro.

1.3.2 Tujuan Khuosus

1.3.2.1 Untuk mengetahui sifat bakteriostatik senyawa andrografolida terhadap
pertumbuhan bakteri E/EC.

1.3.2.2 Untuk mengetahui sifat bakterisidal senyawa andrografolida terhadap bakteri
EIEC.

1.3.2.3 Untuk menentukan konsentrasi yang tepat andrografolida dapat menghambat
pertumbuhan bakteni E/EC.

1.3.2.4 Untuk menentukan konsentrasi yang tepat andrografolida dapat mematikan

bakteri EIEC.

1.4 Manfaat

1.4.1 Memberikan informasi pada kalangan pengusaha obat tradisional tentang
-manfaat andrografolida sebagai ekstrak mumi tanaman Andrographis
paniculata Nees. terhadap kehidupan bakteri £7EC.

1.4.2 Memberikan informasi tentang sensitifitas baktenn E/EC sebagai penyebab

diare berdarah terhadap senyawa andrografolida.



1.4.3 Menuniang perkembangan ilmu kedokteran khususnya dalam hubungannya
dengan terapi terhadap penyakit diare berdarah yang disebabkan oleh bakteri

EIEC.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Andrografolida
2.1.1 Definisi

Andrografolida  (CyoH3;0Os) merupakan senyawa  diterpenoid lakton,
berbentuk serbuk kristal berwarna putih, terasa pahit, dan berbentuk lempeng segi
empat dengan titik lebur / leleh (t1.) 230°C — 239°C (Saxena, 1998), mempunyai
berat molekul 350, praktis tidak larut dalam air (0.004 % atau 1 :25.000) tetapi
larut dalam pelarut organik seperti metanol, etanol, aseton, kloroform dan eter
(Matsuda ef al., 1994; Radjaram dkk., 2000).

Gugus lakton pada andrografolida merupakan gugus yang aktif seperti hainya
senyawa terpenoid lainnya. Kadar zat aktif tersebut 2.5 - 4.6 % dari bobot kering

senyawanya (Santa, 1996)

18 19-OH

Gambar 2.1 Struktur Molekul Andrografolida (CzoH3,0s)
(Sumber : Anonim’, 2003. COA of the Andrographolide 95 %).
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Andrografolida diperoleh dari tanaman Andrographis paniculata Nees. yang

dikenal dengan nama daerah Sambiloto. Klasifikasi tanaman tersebut adalah

sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Anak Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Anak Kelas : Sympetalae / Metaclamydeae

Bangsa : Tubiflorac / Solanales

Suku : Acanthaceae

Marga : Andrographis

Jenis : Andrographis paniculata Nees.
(Santa, 1996).

Saxena (1998) menyatakan selain andrografolida sebagai kandungan
utamanya yang terasa pahit, tanaman ini juga mengandung komponen lakton lain
yang juga terasa pahit yaitu 14-deoksi-11-oxoandrografolida (CzoH2s0s), titik leleh
(t.1) 98-100°C; 14-deoksi-11-12-didehidrografolida (CaoH3¢Os), t.1. 203-204°C; 14-
deoksiandrografolida (CaoH3004), t1. 175°C, sedangkan kandungan minor tanaman
ini yang tidak pahit adalah neoandrografolida (CysHoOg); t.1. 167-168°C.

Selanjutnya juga dikatakan dari ekstrak ether petroleumn daun A. paniculata
dari Bangladesh telah diisolasi : a-B-lakton yang tidak jenuh, seperti
homoandrografolida (C2:H3;,0); t.1. 115°C, andrografosterol (Cy3H30); t L. 135°C,
andrografana (CHsy); t 1. 67-68°C, andrografona (Ci;HgsO); t 1. 85°C, lilin dan 2

ester mengandung gugus hidroksi.
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Terakhir dikatakan pada akar herba ini mengandung epigenin 7,4-di-o-metil
eter, andrografolida dan flavon alami lainnya, 5-hidroksi 7,8,2,3-tetrametoksi flavon
(CioHig07); t1.  150-151°C. Juga mengandung monohidroksi trimetil flavon,
andrografin (CisHi¢Os); t 1. 190-191°C dan dihidroksi-di-metoksiflavon, panikolin

(C17H4O6); t 1. 263-264°C. Kehadiran a-sitosterol juga telah dilaporkan .

2.1.2 Penelitian-Penelitian Terhadap Bioaktivitas Andrografolida (Ekstrak
Murni Dari A. paniculata Nees)

Secara tradisional di Indonesia herba tanaman sambiloto atau Andrographis
paniculata Nees. telah digunakan oleh masyarakat. Dari penelitian yang telah
dilakukan diperoleh informasi bahwa sambiloto dapat digunakan sebagai obat anti
malaria ( Widyawaruyanti, 1999), obat anti kanker (Dwiputro, 2000), sedangkan
Heyne (1987) melaporkan tanaman ini sebagai obat tonsillitis, bisul, keracunan,
tifus, demam, gatal-gatal, digigit serangga atau ular berbisa, kencing manis, disentri,
radang telinga, eksema, radang usus buntu, masuk angin, difteri, ayan, kencing nanah,
anti malaria, penurun tekanan darah, keputihan dan penambah nafsu makan. Chang
and Bur (1965) menyatakan herba tanaman ini mempunyai efek antidiare, dimana
sediaan ckstrak dapat menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, E. coli, Proteus vulgaris dan Shigella dysenteriae, sedangkan
penelitian mengenai bioaktivitas dari senyawa murni andrografolida yang diperoleh

dari herba tanaman ini juga telah banyak dilakukan.
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Dari berbagai laporan penelitian bioaktivitas menyebutkan bahwa
andrografolida mempunyai berbagai efek fammakologi, antara lain sebagai
imunomodulator yaitu menstimulasi produksi antibodi dan penurunan reaksi alergi
(Widyawaruyanti, 1999; Pur ef af, 1993; Hariati, 1991)). Isolat andrografolida juga
merupakan imunostimulan terhadap sekrest IFN-y oleh subset limfosit T Helper
(TH:) dan imunosupresan terhadap sekresi TNF-ox oleh subset limfosit TH, dari
mencit (Widyawaruyanti,1998). Selain itu senyawa andrografolida mempunyai efek
sitotoksisitas pada kultur sel rabdomiosarkoma (Dwiputro, 2000) tetapi tidak
menimbulkan teratogenik pada mencit (Rahmawati, 2001). Senyawa andrografolida
dan diterpen lainnya dari A. paniculata Nees. menunjukkan aktivitas yang potensial
sebagai differentiation inducing sel terhadap sel mieloid tikus (Matsuda, ef al,
1994). Juga telah dilaporkan bahwa senyawa andrografolida yang merupakan hasil
isolasi dari tanaman A. paniculata Nees. mempunyai aktivitas antimalaria dengan
cara menghambat pertumbuhan Plasmodium falciparum stadium gametosit in vitro
(Wahyuni, 2001) bahkan tidak berbeda secara bermakna dengan primakuin
(Widyowati, 2001).

Meskipun percobaan pendahuiuan untuk menentukan daya antibakteri sudah
dilakukan  dengan menggunakan ekstrak dari herba tanaman Andrographis
paniculata Nees. namun penelitian tentang khasiat zat aktif dari tanaman ini yaitu

senyawa andrografolida sebagai antibakteri masih perlu dilakukan. Untuk itu dalam
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penelitian im1 akan mencoba membuktikan daya zat aktif andrografolida melalui

eksperimen yang menjurus kepada khasiat antibakteri.

2.2 Bakteri Escherichia coli

Escherichia coli adalah bakteri komensal yang banyak ditemukan di usus
besar manusia. Sifatnya unik karena mempunyai kemampuan untuk menimbulkan
infeksi pada jaringan lain dan galur diaregenik dapat menyebabkan infeksi primer
pada usus (Stricland, 1991).

Bakteri ini berbentuk batang pendek (kokobasili), gram negatif, ukuran 0.4
~ 0.7 um x 1.4 um, sebagian besar bergerak aktif dan beberapa strain punya kapsul
(Staf Pengajar FKUL, 1994).

Menurut Stricland (1991) Escherichia coli yang menyebabkan diare dapat
dibagi dalam 5 kategori utama :

- Enterotoxigenic E. coli (ETEC)

- Enteroinvasive E. coli (EIEC)

- Enteropathogenic E. coli (EPEC)

- Enterohemorrhagic E. coli (EHEC)
- Enteroaggregative E. coli (EaggE(C)

Masing-masing kategori FE. coli diaregenik tersebut mempunyai
patogenesis yang berbeda, mempunyai sifat virulen yang jelas, terdiri dan serotipe
O:H yang terpisah, biasanya menunjukan sifat sindroma klinik yang berbeda, dan

memperlihatkan pola epidemiolog: yang khusus.

? E-.L,L.!.-.‘. .
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EIEC merupakan salah satu £ coli penyebab diare berdarah yang
mempunyai gejala klinis yang mirip sekali dengan shigellosis. Sejak tahun 1970
diketahui menyebabkan diare dan disentri (Rusli, 2001), tetapi sangat jarang

menimbulkan penyakit di USA dibandingkan EPEC dan ETEC (Murray et al., 2003).

2.2.1 [Identifikasi EIEC

EIEC memiliki kesamaan atau mirip dengan Shigella yang secara klinik
menyebabkan disentri. E/EC mempunyai plasmid 140 mD (mega Dalton),
merupakan faktor penting sifat enteroinvasifnya untuk menyerbu sel epitel. EIEC
meliputi serotipe-serotipe 028ac, 029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152,
0164, dan OI167. Banyak juga FIEC yang mirip dengan Shigella karena
ketidakmampuan mereka meragi laktosa (Strickland, 1991).

EIEC dapat diidentifikasi melalui bermacam-macam uji in vivo,
immunoassay, dan uji asam nukleat didasarkan pada sifat invasifnya. Banyak tersedia
uji invasi kultur sel atau uji didasarkan DNA yang berkaitan dengan invasi yaitu ipa
(invasion plasmid antigen) C atau ipaH. Pada prakteknya elektroforesis DNA
plasmid yang besarnya 120-140 mD yang berhubungan dengan invasi sukar
dilakukan karena plasmid ini mudah hilang ketika isolat disubkultur (Murray ef al.,

2003).
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2.2.2 Patogenesis Diare oleh EIEC

EIEC ditularkan melalui makanan yang terkontaminasi.

EIEC mempunyai kegemaran berkolonisasi pada mukosa sebagai interaksi
parasit inang Plasmid yang besarnya 140 mD mengkode protein membran luar
bakteri EIEC pada proses invasi memasuki enterosit. Setelah invasi, EIEC
berproliferasi, mengkolonisasi usus yang pada akhirnya menyebabkan kematian sel
enterosit. Infeksi EIEC dicirikan oleh penyusupan leukosit polimorphonuklear yang
banyak ke dalam mukosa yang terkolonisasi bakteri (Anonim', 2002).

2.3 Struktur Membran Biologis

Membran sitoplasma terdiri dari lipid lapis rangkap (biomolekul). Di dalam
lapisan rangkap ini disisipkan protein ukuran besar, yaitu protein integral, dan protein
lain berukuran kecil tersemat pada membran dinamakan protein perifer. Protein
bersifat ampifil karena mengandung gugus hidrofil dan hidrofob. ((Schlegel and
Karin, 1994))

Pada membran juga terdapat mukopolisakarida dengan jumlah kecil dengan
strukturnya tidak dalam keadaan bebas tetapi dalam bentuk kombinasi dengan lemak
seperti glikolipid, atau dengan protein seperti glikoprotein. Mukopolisakarida
berperan untuk pengenalan sel dan interaksi antigen antibodi. (Schlegel and Kanin,
1994). h

Membran mempunyai fungsi metabolisme tertentu, yang mempunyai dua
fungsi utama yaitu; sebagai penghalang dengan sifat permeabilitas yang khas

(perintang osmosis dari sel), dan sebagai tempat untuk biotransformasi energi,
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dimana lapisan tipis lipid diisi oleh jembatan protein integral yang merupakan pori-
pori yang menjalankan pengaturan transpor (keluar masuknya) berbagai zat
(Schlegel and Karin, 1994).

Enzim transpor elektron dan fosforilasi oksidatif, yang pada eukaryot berada
dalam mitokondria, pada bakteri bertempat di dalam membran. Sitokrom, protein S-
Fe dan komponen lain dari transpor elektron hanya didapati di dalam membran.
Sitokrom C berada pada sisi luar membran sedangkan ATP sintase berada pada sisi
dalam membran. Juga proses biosintesis lain, seperti sintesis komponen dinding sel
dan kapsulnya, dan sekresi berbagai eksoenzim nampaknya mungkin merupakan
fungsi membran. Akhimya amat mungkin bahwa pusat replikasi DNA terletak pada
membran (Schlegel and Karin, 1994).

2.4 Dinding Sel Bakteri

Apabila membran sitoplasma bekerja sebagai perintang osmosis; membran ini
bersifat semipermiabel dan mengendalikan keluar masuk zat-zat terlarut, maka
sebaliknya dinding sel dapat dilalui oleh garam-garam dan sejumlah besar zat yang
berbobot molekul (BM) kecil (Schlegel and Karin, 1994)

Kerangka penunjang dari dinding sel bakteri terdiri atas satuan polimer-
polimer seragam, yaitu suatu peptidoglikan murein. Makromolekul ini adalah suatu
heteropolimer dan terdiri dari rantai-rantai yang merupakan penyambungan silih
berganti secara B-1,4-glikosidik dari-asetilglukosamina (G1cNAc), dan suatu ester

asam laktat dari N-asetilglukosamina yaitu asam N-asetilmuraminat. Komponen asam
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muraminat melalui gugus laktatnya dihubungkan dengan ikatan peptida pada asam-
asam amino. Rantai-rantai heteropolimer bersambungan oleh ikatan peptida dan
membentuk molekul raksasa berupa kantong, yaitu Sacculus-murein (Schlegel and
Karin, 1994).

Pada bakteri Gram-negatif: Dinding selnya mengandung tiga polimer yang
terletak di luar lapisan peptidoglikan (PG): lipoprotein (LP), selaput luar, dan
lipopolisakarida (LPS), (Gambar 2.2).

Lipoprotein Surface protein Lipopolysaccharide
{non-porin) ,

Peptidoglycan (PG}

Gambar 2.2 Diagram struktur dinding sel dan membran luar bakteri Gram negatif.
(Sumber: Baron et al., 1994. Bailey & Scott’s Diagnostic Microbiology, p.198)
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Lipoprotein merupakan protein paling banyak pada sel gram negatif yang
menstabilkan selaput luar dan mengikatkannya pada lapisan peptidoglikan. Selaput
luar memiliki saluran khusus, yang mengandung molekul protein yang disebut porin,
yang memudahkan difusi pasif senyawa hidrofilik dengan BM rendah seperti gula,
asam amino, dan ion-ion tertentu. Molekul antibiotik yang besar menembusnya relatif
lambat, hal ini menerangkan mengapa bakteri gram negatif relatif lebih resisten
terhadap antibiotik (Brooks ef a/., 1996), sedangkan LPS telah ditentukan mempunyai
tiga bagian: lipid A, daerah inti, dan rantai samping yang dinamakan antigen O. Hal
ini mempunyai makna amat penting pada penentuan diagnosis bakteriologik dan
deteksi penyakit menular. Peptidoglikan/murein berlapis tunggal dan kadarnya hanya
kurang dari 10% massa kering dinding sel, yang umumnya hanya mengandung asam
meso-diaminopimelinat, tidak ada lisin, dan tidak terdapat jembatan-jembatan
interpeptida (Schlegel and Karin, 1994).

Biosintesis dan pemasukan komponen murein ke dalam kerangka
peptidoglikan menurut Schiegel and Karin (1994) dapat dibagi tiga tahap:

1. Berlangsung dalam sitoplasma. Ditempat ini terbentuk asam muraminat
pentapeptida.

2. Berlangsung pada membran sel. Asam muraminat pentapeptida disambungkan
pada N-asetilglukosamin dan dikaitkan lima residu glisil. |

3. Terjadi pemasukan asam amino lain ke dalam kerangka peptidoglikan dan

penyambungan ikatan peptida.
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2.5 Aktivitas Obat dengan Biopolimer

Semua molekul organik asing yang masuk ke tubuh, kemungkinan besar
berikatan dengan konstituen jaringan atan biopolimer seperti protein, lemak, asam
nukleat, mukopolisakarida, enzim biotransformasi dan reseptor . Reseptor obat adalah
suatu makromoleku! sel hidup, mengandung gugus fungsional atau atom-atom
terorganisasi, reaktif secara kimia dan bersifat khas, yang dapat berinteraksi secara
terpulihkan dengan molekul obat yang mengandung gugus fungsional Kkhas,
menghasilkan respons biologis tertentu. Reseptor obat bukan suatu enzim, tetapi
sifatnya mirip dengan enzim dan merupakan bagian lengkap dan terorganisasi dalam
struktur sel (Tri Purwanto dan Sondakh, 2000).

Aktivitas biologis pada percobaan/studi obat secara in vitro, pengaruh
transpor, perubahan kimia, metabolisme dan ekskresi obat menjadi minimal dan
distribusi menjadi lebih sederhana dibanding secara in vivo, sehingga diharapkan
hubungan struktur aktivitas menjadi lebih jelas. Dengan sistem uji in vitro yang baik,
akan didapat informasi tentang kimia obat yang berperan terhadap aktivitas, baik
struktur molekul obat yang berinteraksi dengan reseptor (gugus fungsi) dan penyebab
dari efek sifat kimia obat merupakan bagian yang penting untuk tegadinya efek
biologis. Untuk memberikan efek biologis, obat dalam bentuk aktifnya harus
berinteraksi dengan reseptor atau tempat aksi atau sel target, dengan kadar yang

cukup tinggi (Siswandono dan Soekardjo, 1998).



19

2.6 Diare

Diare sampai saat ini masih merupakan masalah keschatan masyarakat di
Indonesia bila ditinjau dari angka kesakitan dan kematian. Dari data berdasarkan
kajian analisis dari beberapa survay yang pernah dilakukan bahwa angka kesakitan
diare masih tinggi pada semua kelompok umur (280/1000 penduduk), sedangkan
pada usia balita episode diare 1,5 kali pertahun. Secara etiologi penyebab diare ada
dalam kelompok 6 besar, yaitu : infeksi, malabsorbasi, alergi, keracunan, immu,
defisiensi dan sebab-sebab lain (Purwanto, 2001).

Diare berdarah (bloody diarrhoea) adalah suatu keadaan klinik dan episode
diare dimana feses secara jelas bercampur darah. Pada umumnya diare berdarah
sering bersamaan dengan sindrom disentri, karena merupakan suatu sindrom akibat
proses inflamasi pada usus. Karakteristik diare ini kebanyakan terdiri dari mukus dan
leukosit yang bercampur darah atau bercak darah serta diikuti dengan gejala demam,
mulas, atau kramp perut serta tenesmus dengan lendir dan darah dalam tinja (Sulastri,
2001).

Diare ini tergolong potensial menjadi diare yang persisten dan cenderung
bersifat fatal, khususnya pada pasien malnutrisi dengan imunitas yang rendah. Pada
masa globalisasi ini, serta maraknya produksi makanan berskala besar dan distribus:
yang luas, insiden diare int ma‘kin meningkat (Kamaruddin,2001).

Selanjutnya dinyatakan bahwa etiologi diare berdarah sangat beragam, baik
yang disebabkan oleh infeksi bakteri atau oleh infestasi parasit. Penyebab infeksi

bakteri adalah Shigella (S. dysenteriae tipe 1 paling-infeksius karena memproduksi
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shiga toksin), Escherichia coli (penyebab diare berdarah adalah E/EC dan EHEC),
Saimonella enteritidis, Vibrio parahemolyticus, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni, dan Clostridium difficile.

Menurut Rusli (2001) patogenesis diare berdarah, pada umumnya melalui
dua mekanisme, yaitu : produksi sitotoksin dan invasi.
a. Produksi Toksin

Beberapa bakteri yang menghasilkan toksin akan merusak sel epitel usus dan
endotel mikrovaskuler. Toksin ini secara spesifik terikat pada membran mikrovilus
pada reseptor Glikolipid Globatrinosil Ceranide yang secara enzimatik akan
menghambat sintesa protein pada dinding sel. Dengan analisis histopatologis
diketahui bahwa target toksin juga endotel vaskuler. Kejadian lesi vaskuler ini dapat
menimbulkan sindrom uremik hemolisis, trombositopenik purpura dan koagulasi
intravaskular diseminata. Akibat gangguan sintesa protein pada sel mukosa akan
terjadi destruksi, diikuti inflamasi, selanjutnya nekrosis, ulserasi dan terbentuk ulkus.
Shigella dysenteri tipe 1 menghasilkan shiga toksin dan dapat menimbulkan
manifestasi ekstra intestinal. £. coli 0157 H7 memproduksi verotoksin (Shiga like
toxin) yang secara struktur, imunologis dan konsekwensi klimis mirip dengan Shiga
toxin (Rusli, 2001).
b. Invasi

Beberapa jenis bakteri bersifat invasif ke dalam mukosa. Shige/la jarang
bersifat sistemik dan hanya kira-kira 3-6 % dapat menginvasi sampai ke sistem

vaskuler terutama pada neonatus dan pasien dengan imunitas rendah. Kemampuan
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invasi in: berhubungan dengan derajat virulensi bakteri yang ditunjukkan oleh sifat
kromosom serta memiliki plasmid yang besar (120-140 mD). Bakteri yang sudah
teridentifikasi dengan sifat invasif ini yakni S. sonnei, S. flekseneri dan EIEC

(Rusli, 2001).

2.7 Antimikrobsa

Antimikroba adalah suatu bahan kimia yang dapat mematikan atan
menghambat pertumbuhan sel mikroorganisme. Daya ketja senyawa-senyawa
tersebut ditujukan pada fungsi atau kegiatan sel-sel mikroba untuk kelangsungan
hidupnya (Brooks er al., 1996).

Bakterisida adalah suatu bahan antibakteri yang memiliki kemampuan untuk
membunuh atau mematikan bentuk-bentuk vegetatif bakteri (kata sifat bakterisidal)
{(Pelczar and Chan, 1988; Lay and Hastowo, 1993), sedangkan zat bakterisida dan zat
bakteriostatik adalah keduanya tergolong dalam antibakteri. Zat bakterisida (Cedere
= mematikan) adalah zat yang pada dosis biasa berkhasiat mematikan bakteri (Brooks
et al., 1996).

Lay dan Hastowo (1993) menyatakan bahwa daya bakterisidal berbeda
dengan bakteriostatika oleh karena prosesnya hanya berjalan searah yaitu bakter:
yang telah mati i1 tidak dapat berkembang biak kembali meskipun bahan baktensida

dihilangkan.
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2.8 Cara Penentuan Aktivitas Antibakteri

Berghe and Vlientinck (1991) dan Paxton (1991) menyatakan bahwa
penentuan aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan salah satu dari tiga metode
pokok yaitu dilusi, difusi dan biocautografi.

2.8.1 Metode Penyebaran (diffusion method) (Berghe and Vlientinck, 1991,
Paxton, 1991)

Metode penyebaran terdini dari:
a. Metode cakram kertas (paper disk method)
b. Metode cairan dalam cincin (Ring diffusion method)

c. Metode lubang (Hole plate method)

Metode ini dilakukan dengan cara menanam bakteri pada lempeng agar yang
sesuai, kemudian cakram/silinder yang telah ditetesi dengan bahan uji diletakkan
pada permukaan agar, atau dapat juga bahan uji dimasukkan dalam lubang/cangkir
agar, yang telah dibuat pada media. Media yang berisi inokulum bakteri dan bahan uji
diinkubasi pada suhu 36-37°C, selama 12-24 jam. Aktivitas antibakteri dapat dilihat
dengan mengukur diameter zona hambatan pertumbuhan bakteri disekitar cakram,
lubang atau cangkir agar. Makin besar daerah hambatan pertumbuhan tersebut berarti
aktivitas bahan uji terhadap bakteri makin nyata. Keuntungan metode difusi adalah
jumlah sampel sedikit dan dapat dikerjakan dalam satu petri dish 5-6 sampel
sekaligus untuk satu jenis mikroorganisme. Bilamana periu luas zona hambatan

dapat dibandingkan dengan antibiotik tertentu untuk mendapatkan gambaran sampai
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seberapa potensi antimikroba dari bahan uji, tetapi hal ini tidak dapat memperlihatkan

senyawa yang terkandung dalam bahan uji tersebut.

2.8.2 Metode Pengenceran (Dilution method) (Berghe and Vlientinck, 1991;

Paxton, 1991)

Metode pengenceran terdiri dari:

a. Metode pengenceran agar ( Agar dilution method)
b. Metode pengenceran tabung (Tube dilution method)
¢. Metode pengenceran mikro (Micro dilution method)

Metode pengenceran untuk penentuan kerentanan mikroorganisme terhadap
agen antimikrobé ini, dilakukan dengan cara : sejumlah antibiotik dipersiapkan dalam
konsentrasi cair (broth) atau padat (agar) yang menurun melalui teknik pengenceran
serial, kemudian diinokulasi dengan suspensi bakteri yang diuji. Kerentanan
mikroorganisme ditentukan setelah inkubasi melalui pengamatan pertumbuhan secara
makroskopik/visual. Pertumbuhan tidak teramati pada konsentrasi obat antimikroba
terendah merupakan pengukuran efek bakteriostatik dan umumnya disebut sebagai
kadar hambat minimal (KHM) atau ~ Minimal Inhibitory Concentration (MIC).
Dengan menggunakan media agar, teknik ini dapat diteruskan dengan penentuan
pengaruh bakterisidal dari antimikroba atau kadar bakterisida! minimal (KBM) atau
Minimal Bactericidal Concentration (MBC) (Baron, et af, 1982).

Cara pengenceran dalam tabung dapat dilakukan dengan mengencerkan bahan

w1 dengan media cair menjadi kelipatan dua secara bertahap sehingga didapatkan
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beberapa konsentrasi dengan kelipatan setengahnya, sedangkan pada pengenceran
agar menggunakan satu seri lempeng agar dengan konsentrasi bahan uji yang
berbeda. Selanjutnya diinokulasi dengan suspensi bakteri dan diinkubasi selama 24
jam pada suhu 36 - 37°C, kemudian diamati hambatan pertumbuhan bakteri dengan
membandingkan kekeruhan atau pertumbuhan dengan kontrol media yang
mengandung bakteri. Konsentrasi penghambatan minimal didapatkan pada tabung
yang jernih pada pengenceran tertinggi. Metode ini digunakan untuk mengetahui

harga kadar hambat minimal suatu bahan antibakter:.

2.8.3 Metode bioautografi (Bioautography Method) (Berghe and Vlientinck,
1991; Paxton, 1991)

Metode ini sangat berguna untuk mengetahui senyawa baru atau senyawa
yang belum diketahui aktivitas antibakterinya. Bahan uji dipindahkan ke dalam
cawan petri yang berisi agar dan inokulum bakteri melalui proses difusi, yang terdini
dari:

a. Metode bioautografi kontak (contact bioautography method)
b. Metode bioautografi langsung (direct bioautography method)

¢. Metode bioautografi pencelupan (/mmersion method)

2.8.3.1 Metode bicautografi kontak (contact bioautography)
Biocautografi kontak menggunakan prinsip difusi senyawa yang terpisah
dengan kromatografi lapis tipis atau kromatografi kertas. L.empeng kromatografi

diletakan pada permukaan agar yang telah diinokulasi bakteri. Setelah kurang lebih



25

30 menit lempeng dipindahkan, diinkubasi dan diamati senyawa antibakteri yang

akan berdifusi pada lapisan agar dan menghambat pertumbuhan bakter1.
2.8.3.2 Metode bicautografi langsung (direct bioautography)

Pada bioautografi langsung, zona hambatan diamati secara langsung pada
lempeng kromatografi yang telah disemprot suspensi bakteri dalam media cair,

kemudian diinkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai.

2.8.3.3 Metode bioautografi pencelupan (frmmersion bioautography)
Dalam hal ini, ke dalam media yang telah diinokulasi bakteri, setelah media
yang menempel pada lempeng kromatografi mengeras, lalu diinkubasi dan dilakukan

pengamatan dacrah hambatan.



BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL PENELITIAN

Penyakit infeksi mungkin merupakan penyakit yang banyak diderita
masyarakat Indonesia sejak dulu. Pada waktu sekarang penyakit infeksi (seperti
diare) dapat ditanggulangi menggunakan obat modern diantaranya antibiotik.

Permasalahan dalam terapi antibiotik pada penyakit diare adalah berancka
ragamnya etiologi diare sehingga tidak semua laboratorium rumah sakit memiliki
kemampuan untuk menemukan seluruh penyebab diare tersebut, dan sulitnya
menentukan jenis antibiotik yang tepat; hal ini disebabkan karena semakin
resistensinya mikroba penyebab diare terhadap antibiotik akibat pemakaiannya secara
tidak tepat (Soetanto dkk., 2001).

Bentuk zat aktif berbagai obat modern berasal dani alam contoh atropin,
digitalis, antibiotika penisilin; maka dapat direnungkan bahwa obat dari alam yang
digunakan secara tradisional mungkin saja mempunyai dasar kebenaran yang belum
banyak dibeberkan.

Andrographis paniculata Nees. telah diketahui mempunyai khasiat dalam
pengobatan anti malaria. Sebagai obat, ekstrak tanaman A. paniculata khususnya
dalam pengobatan diare dan disentn juga telah diketahui, tetapi penggunaan
andrografolida yang merupakan zat utama dan A. paniculata Nees. masih periu

dilakukan penyelidikan atau pembuktian. Untuk inilah akan dicoba membuktikan
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melalui eksperimen khususnya pembuktian daya zat utama andrografolida yang
menjurus kepada khasiat anti bakteri.

EIEC adalah bakteri yang invasif ke dalam mukosa usus. Kemampuan invasi
ini berhubungan dengan virulensi bakteri ini yang memiliki plasmid besar (140 mD)
yang mengkode protein membran luar untuk menyerang enterosit.

Sebagai anti bakteri diharapkan andrografolida dapat mempunyai peranan
yang terlibat dalam penghambatan terhadap plasmid yang dimiliki bakteri E/EC
untuk menyerang sel epitel enterosit pada mukosa usus. Dengan demikian
andrografolida diharapkan akan terlibat dalam pengobatan khususnya pada infeksi
enteritis  secara langsung atau sebagai campuran obat-obatan, khususnya fungsi

daya hambatnya terhadap bakteri Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC).



Ekstrak
Andrographis paniculata Nees.
Secara Tradisional
Sebagai Antidiare dan Antidisentri

Senyawa
Andrografolida
(Zat Utama yang Murni)

Dinding sel , membran sitoplasma,
sintesis asam nukleat, Sintesis protein
atau yang lain dari EIEC ?

v
Pertumbuhan terhambat

Atau Mati?

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual Penelitian
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BAB 4

MATERI DAN METODE PENELITIAN

4, 1. Rancangan Penelitian
Penelitian  ini merupakan  True FExperiment design menggunakan
Completely Randomized Design dengan pola The Post Test - Only Control Group

Design. Rancangan tersebut dapat digambarkan sebagai berikut :

—- K - O
/—) Ay - 02
R €A2 - O3
A; - 04

Ay — Os

Gambar 4.1 Bagan Rancangan Penelitian

Keterangan Gambar:

R = Senyawa andrografolida

A, A, As;, dan A, = Tingkat pengenceran andrografolida satu seri

K = Kontrol, dalam hal ini etanol dan DMSO tanpa andrografolida

0 = Hasil pengamatan, baik kontrol (0;) maupun perlakuan (0,, 03, 04, 03)
setelah inkubasi 37°C selama 24 jam.

Rancangan penelitian ini dipilih dengan asumsi bahwa tiap unit dalam

populasi adalah homogen, artinya semua karakteristik antar unit populasi adalah
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sama, maka pengukuran awal tidak dilakukan, karena dianggap sama untuk semua
kelompok yang berasal dan satu populasi.
Perlakuan (A) dari empat konsentrasi masing-masing dilakukan 8 (delapan)

kali replikasi yang diperoleh dari rumus menurut Steel and Torrie (1980) berikut

ini.
Zant Zp) o
n >
5
Keterangan:
n = Jumlah ulangan masing-masing kelompok

o’/8> = 1, (Steel and Torrie, 1980).
Zopn = Zooys = 1.96 (dari tabel Z)
Zs = Zoy = 0.84 (dari tabel Z)
sehingga jumlah perlakuan secara keseluruhan adalah 32.
4.2, Sampel Penelitian
4.2.1 Andrografolida
Bahan uji yang merupakan sampel dalam penelitian ini adalah senyawa

Andrografolida 98 % (CyH300s, BM = 350) Standar (Aldrich No. Katalog 36-
5645).
4.2.2 Bakteri uji

Bakteri uji yang merupakan sampel dalam penelitian ini adalah Enteroinvasive
Escherichia coli (EIEC) O28ac, dalam bentuk suspensi bakteri diambil dari koloni

pada media perbenihan secara acak.
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4.3 Variabel Penelitian
4,3.1 Klasifikasi Variabel
4.3.1.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi (ug/ml)  senyawa
andrografolida, dan etanol sebagai kontrol.
4.3.1.2 Variabel Tergantung
Variabel tergantung adalah pertumbuhan bakteri E/EC berdasarkan Viable count
atau jumlah bakteri hidup pada perbenihan Nutrient Agar (NA).
4.3.1.3 Variabel Kendali.
Variabel kendali dalam penelitian ini meliputi :
- Jenis medium
- Jumlah inokulum
- Temperatur ruangan inkubasi
- Lama waktu inkubasi
- Umur bakteri uji
- Alat-alat yang digunakan
4.3.2 Definisi Operasional Variabel
4.3.2.1 Variabel Bebas.
Senyawa andrografolida 98% sebanyak 10 mg dilarutkan dalam 200 ul etanol

96% dan 50 pul DMSO, kemudian diencerkan dengan kaldu steril yaitu TSB menjad:

konsentrasi 10.000 (A;), 5000 (A,), 2500 (A;, 1250 (A4) pg/mi.
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Sebagai kontrol adalah senyawa etanol dan DMSO, yang juga merupakan pelarut
andrografolida. Etanol yang digunakan adalah etanol 96% (stok), kemudian
diencerkan dengan TSB schingga diperoleh sederetan konsentrasi etanol yaitu k; =
10, ka=6, ks=2, ky=0.5, dan ks = 0,1 %. Dimetil sulfoksida (DMSO) yang
diujikan adalah 200, 100, 50, dan 25 pi.
4.3.2.2 Variabel Tergantung

Pertumbuhan bakteri EJEC  terhadap senyawa andrografolida diketahui secara
kuantitatif berdasarkan jumlah bakteri yang hidup berdasarkan perhitungan
KHM/KBM pada media N4 setiap konsentrasi senyawa andrografolida setelah
inkubasi 2848 jam pada suhu 37°C.

43.2.3 Variabel Kendali

- Medium yang diggnakan untuk menumbuhkan dan memperbanyak  bakter
EIEC, adalah NA (Natrium Agar).

- Sebagai medium uji atau medium yang digunakan untuk uji kepekaan bakteri
sekaligus sebagai pengenceran dalam membuat setiap konsentrasi sampel
andrografolida dan etanol + DMSO (kontrol) adalah kaldu 7SB, dan untuk
mengetahui jumlah bakteri yang hidup digunakan medium NA.

- Jumlah inokulum bakteri uji yang disuspensikar} pada larutan garam NaCl
0.9% disesuaikan dengan kekeruhan atau endapan BaSO,. Endapan BaSO,
terbentuk sesuai dengan jumlah bakteri yang telah ditabelkan dan dikenal dengan

nama Mc Farland.
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Tabel 4.1 MC Farland Nephelometer Standards

Tabung | Asam Sulfat 1% { Barium Klorida Perkiraan Jumlah Bakteri
(ml) 1,175% (ml) (x 10*m1)

0.5 9,95 0,05 1,5
1 9,9 0,1 3

2 9.8 0,2 | 6

3 9,7 0,3 9

4 9.6 0,4 12
5 9,5 0,5 15
6 9.4 0,6 18
7 9,3 0,7 21
8 92 0,8 24
9 9,1 0,9 27
10 9.0 1,0 30

Sumber: Baron et al., 1994. Baily & Scott’s Diagnostic Microbiology. 9 p- 170.

BaSO; diperoleh dari campuran BaCl,.2H,O 1,175% dan H;SO4 1% (Baron et
al., 1994). Dalam penelitian ini digunakan standar BaSO, 0,5 (Mc Farland 0,5);
dengan diperkirakan jumlah bakteri sebanyak 1,5 x 10°/mi .

- Temperatur pengeraman yang digunakan adalah 37°C pada inkubator dengan
lama pengeraman 24 - 48 jam.
- Umur bakteri yang digunakan adalah berumur 24 jam.

- Alat-alat yang digunakan disterilisasi memakai oven maupun autoclave.
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4.4 Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:
- Andrografolida Standar, 98% (Aldrich No. katalog 36-5645)
- Bakten: Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC)O28ac.
- Medium: BTB agar, TSB dan NA.
- Pengencer bakteri: NaCl 0.9 %
- Pelarut bahan uji: Etanol 2% dan Dimetil Sulfoksida (DMSO)
- Kapas, tissue.
- Aquadest

4.5. Instrumen Penelitian.
Dalam penelitian ini akan menggunakan beberapa macam instrumen, antara lain :

Autoklaf: Sangat penting dalam penelitian ini karena sebelum dilakukan

penelitian, semua bahan dan peralatan tertentu harus steril.

- Oven: Oven penting diperlukan untuk mensterilkan peralatan yang berasal dari
gelas sebelum dipakai dalam penelitian.

- Inkubator: Penting digunakan sebab proses pertumbuhan diatur dengan suhu
sesuai untuk kebutuhan pertumbuhan bakteri uji.

- Cawan petri ¢ 9 cm: Sebagai tempat media untuk pertumbuhan bakteri wji.

- Tabung reaksi dan rak: Digunakan untuk membuat suspensi bakteri uji dan

sebagat pengenceran.
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- Pipet dan mikropipet : Digunakan untuk mengukur volume jumlah suspensi
bakteri uji dan jumiah konsentrasi senyawa andrografolida.

- Timbangan analitik: Digunakan untuk mengukur berat sampel .

- Erlenmeyer: Digunakan untuk tempat bahan dalam pembuatan medium.

- Jarum ose: Digunakan memindahkan bakteri uji dan digunakan untuk suspensi
serta menanam bakteri uji.

- Gelas kimia (pirex): Digunakan dalam membuat medium sebelum disterilisasi.

- Pengaduk (vortex): Digunakan untuk mengaduk dalam proses pembuatan

medium

4.6. Lokasi dan Waktu Penelitian
4,6,1 Lokasi Penelitian
Pcneliﬁan telah dilaksanakan di laboratorium Gastroenteritis Tropical
Disease Centre (TDC) Universitas Airlangga Surabaya.
4.6.2 Waktu Penelitian.
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan, September sampai Desember

2003.

4.7 Prosedur Pengumpulan Data

4,71 Tahap Persiapan

4.7.1.1 Membuat Biazkan Bakteri Uji

- Biakan bakteri uji diperbanyak pada medium Brom timol biru (BTB).

- Dieramkan pada suhu 37°C, selama 12 -24 jam.
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4.7.1.2 Membuat Suspensi Bakteri Uji

Dari biakan bakteri uji diambil 4-5 koloni, kemudian disuspensikan dan
dimasukan dalam tabung yang berisi 5 ml larutan natrium klorida (NaCl) 0.9% .
Setelah itu kekeruhan NaCl yang berisi bakteri uji tersebut disesuaikan dengan
kekeruhan standar BaSO, 0,5 (McFarland 0,5). Setelah kekeruhannya sesuai, bakteri
uji dalam media cair tersebut dapat ditanam pada media pemeriksaan (755 dan NA)

yang digunakan untuk penelitian (Baron ef a/, 1982).

4.7.1.3 Membuat Pengenceran Kontrol dan Bahan Uji (Andrografolida)
Membuat pengenceran kontrol dengan konsentrasi menurun dengan
menggunakan rumus %; x Vi = %; x V,, sebagai berikut : Etanol yang digunakan
adalah etanol 96% (%), %; adalah konsentrasi etanol yang akan dibuat, sedangkan
V; adalah jumlah volume yang akan dibuat, dan V; adalah jumlah volume yang akan
diambil dari stok (%,). Lima tingkatan pengenceran yang dicobakan adalah 10, 6,
2, 0.5dan 0.1 %. Konsentrasi dimetil sulfoksida (DMSO) yang dicobakan adalah
200, 100, 50, 20, 10 pl. Semua konséntrasi etanol dan DMSO tersebut dilakukan
kombinasi kemudian ditanam bersama bakteri uji. Akhirnya diperoleh kombinasi
etanol - DMSO yang tidak mematikan bakteri dan juga sebagai kontrol (K) dalam
penelitian ini, yaitu 200 pl etanol 96 % (etanol 2 %) dan 50 pi DMSO. Kombinasi
konsentrasi inilah yang digunakan dalam melarutkan andrografolida dalam penelitian

selanjutnya.
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Membuat pengenceran bahan uji (andrografolida ) dengan konsentrasi

menurun, menurwt Soemarno (2000), sebagai bernikut:

10 mg senyawa andrografolida dilarutkan dalam 0.2 ml (200 pl) etanol 96%
(etanol 2%) dan 0.05 mi (50 pl) DMSO. Setelah larut, kemudian ditambahkan
kaldu hingga konsentrasi andrografolida menjadi 10.000 pg/ml (A, = tabung 1).

Konsentrasi di atas selanjutnya diambil 500 ml ditambahkan 500 m] kaldu (A; =
tabung 2), dari tabung 2 diambil 500 m! ditambahkan kaldu 500 ml (A; = tabung
3) dan terakhir dari tabung 3 diambil 500 ml ditambahkan 500 m! kaldu (A4 =
tabung 4), sehingga diperoleh konsentrasi untuk penelitian ini yaitu : 5000
(A2), 2500 (A;), dan 1250 pg/ml (A4). Konsentrasi akhir setelah ditambah

bakteri sama banyaknya, menjadi setengahnya.

4.7.2 Tahap Pelaksanaan

Untuk mengetahui KBM  dari andrografolida terhadap EIEC, terlebih

dahulu dilakukan metode pengenceran yaitu tube dilution method.

Dalam pemeriksaan yang dilakukan, mengacu pada Soemarno (2000), yaitu:.
10 mg andrografolida dilarutkan di dalam pelarut 200 pl etanol 96% dan 50 pl
DMSO.

Kemudian diencerkan dengan TSB, sehingga diperoleh sederetan konsentrasi
sampel, yaitu 10.000 (A,), 5000 (Az), 2500 (A3), dan 1250 (A4) pg/ml
Tiap-tiap konsentrasi ditambah masing-masing 50 ul suspensi bakteri uji umur

24 jam, sehingga masing-masing konsentrasi mengandung 7.5 x 10° CFU/500 ul
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. Campur baik-baik dan masuk inkubator 37°C 18 — 48 jam. Secara visual
kepadatan bakten dicatat.

. Pada waktunya masing-masing konsentrasi diencerkan 10 kali dan 100 kali.

. Kemudian ditanam pada media agar dengan metode drop

. Didiamkan hingga kering pada suhu kamar

. Setelah inkubasi selama 24-48 jam, suhu 37°C, dihitung CFU pada subkultur
(jumlah koloni yang muncul) pada konsentrasi terendah yang memperlihatkan
aktivitas bakteriostatik atau bakterisida (ditetapkan sebagai penurunan 99,9%
inokulum), kemudian dibandingkan dengan kontrol. Jumlah koloni bakteri yang
boleh dihitung hanya koloni bakteri dengan jumlah antara 30 dan 300. Di atas
dari 300 dianggap jumlah koloni terlalu banyak untuk dihitung (TBUD),
sedangkan di bawah 30 hanya jumlah koloni yang terendah yang dihitung,
hasilnya dilaporkan sebagai kurang dari 30 dikalikan dengan besarnya
pengenceran, tetapi jumiah koloni yang sebenamya harus dicantumkan dalam
tanda kurung (Fardiaz, 1989), sedangkan jumlah koloni yang sebenarnya dihitung
berdasarkan rumus luas permukaan petridish yang digunakan yaitu nr’, dimana

n=3,14dan r= 4,5(3:x0.9).
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Tube Dilution Method

Stok
Andrografolida

Andrografolida +Pelarut| .:'-

Suspensi
Bakten

Inkubasi 24-48 jam, suhu 37°(i

P
Y —

Inkubasi 24-48 jam, suhu 37°C

Menghitung Jurntah Koloni

Gambar 4.2 Prosedur Tube Dilution Method
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Senyawa Aundrografolida
(isolat murni dari A. paniculata Nees.)

|

Pengenceran dalam Tabung
(Tube Dilution Method)

l

Uji Aktivitas Antibakteri
Terhadap Bakteri EIEC

Pengamatan dan Perhitungan
Jumiah Bakteri Hidup
(Viable Count)

Gambar 4.3 Bagan Alur Penelitian



BAB 5

ANALISIS HASIL PENELITIAN

5.1 Preparasi Konsentrasi Andrografolida dan Kontrol untuk Uji Aktivitas

5.1.1 Pembuatan Konsentrasi Andrografolida dan Pelarut sebagai Kontrol (K)

Sebelumnya, belum pemnah dilakukan penelitian tentang efek andrografolida
terhadap bakteri EIEC, maka dalam penelitian ini terlebih dahulu dilakukan wji
aktivitas dengan sistem uji coba (trial and error) mulai dan konsentrasi andrografolida
terendah (3,906 pg/ml) sampai didapatkan konsentrasi yang mampu menghambat
bakteri. Konsentrasi awal tersebut digunakan mengacu pada penelitian sebelumnya
“Uji Aktivitas Antimalaria Senyawa Andrografolida terhadap Plasmodium
Jalciparum Secara In Vitro” yang pertumbuhannya terhambat pada konsentrasi
5,020 pg/ml (Widyowati, 2001) dan 5,3067 pg/mi (Wahyuni, 2001). Demikian pula

halnya dengan kontrol.

5.1.2 Penetapan Konsentrasi Andrografolida dan Pelarut Sebagai Kontrol.

Dan hasil uji coba (Trial and Error) ditetapkan konsentrasi 1250, 2500,
5000 dan 10.000 pg/ml untuk uji aktivitas andrografolida terhadap EIEC,
sedangkan untuk pelarut andrografolida sekaligus sebagai kontrol, ditetapkan DMSO
sebanyak 50 pl dan Etanol 96% sebanyak 200 pl (etanol 2%) dalam Rancangan

Penelitian Sesungguhnya (True Experiment Design).

41



42

5.2 Uiji Aktivitas Andrografolida terhadap Bakteri EIEC Secara In Vitro
Fungsi senyawa andrografolida dalam menghambat pertumbuhan atau
membunuh bakteri Enteroinvasive E. coli (EIEC) diuji menggunakan metode dilusi,
yang dilanjutkan dengan menghitung jumlah bakteri hidup (Viable Count) yang
tumbuh pada media agar. Namun data pertumbuhan bakteri dengan memperhatikan
kekeruhan media perbenihan (rube difution method) tidak dapat digunakan, hal ini
disebabkan oleh dua hal, yaitu:
1. Sudah ada endapan/kekeruhan setelah pencampuran medium dengan sampelr
(andrografolida)
2. Kemungkinan adanya bakteri mati yang dipastikan ikut terbaca dalam
pengukuran OD bakteri.
Dengan alasan tersebut maka data OD bakteri yang merupakan data untuk
mencari KHM dalam penelitian ini tidak dapat digunakan.
Data KHM dari aktivitas andrografolida terhadap bakteri E/EC dan E. coli flora

normal sebagai pembanding, serta dua macam kontrol terlihat pada tabel 5.1 berikut.
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Tabel 5.1 Hasil Pengamatan Aktivitas Andrografolida terhadap Bakteri Uji

dan E. coli
Konsentrasi Andrograolida (ug/ml)
Bakteni | Duplo
1250 2500 5000 10.000 KA KB
EIEC 1 + + + + + +
2 + + + + + +
E.coli i + + + - + +
2 + + + - + +

Keterangan :
KA : Kontrol A [Pelarut (etanol dan DMSO) + Medium + Bakteri] setelah inkubasi
KB : Kontrol B (Medium + Bakteri) setelah inkubasi

+ : Ada pertumbuhan

- : Tidak ada pertumbuhan

Hasil pengamatan pada tabel 5.1 diatas menunjukkan adanya pertumbuhan
pada semua petridish, kecuali E. coli flora normal pada konsentrasi andrografolida
10.000 pg/ml tidak memperlihatkan pertumbuhan sama sekali setelah inkubasi sampai
48 jam. Agar jumlah bakteri hidup pada semua petridish dapat dihitung maka
selanjutnya dilakukan pengenceran 10 x dan 100 x pada sctiap petridish, kecuali

pembanding dan kontrol, seperti terlihat pada tabel 5.2 berikut.



Tabel 5.2 Hasil Pengamatan Jumiah Bakteri EIEC Hidup (CFU/ml)

Konsentrasi Andrografolida (ug/ml)

Repli- 1250 2500 5000 10.000
Kasi Pengenceran Pengenceran Pengenceran Pengenceran
10x | 100x 10x | 100x 10x 100 x 10x 100 x

1 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD |>3,0x10° | >3,0x10° | >3,0x10° [ <3,0x10°
(39,5x10%) | (29,1x10%) | (4,4x10%) | (2,4x10%)
2 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | »3,0x10° | >3,0xI0° | <3,0x10° | <3,0x10°
(32,7x109) | (28,2x10%) | (0,4x10%) | (0.8x10°)
3 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 3,0x10° | <3,0x10°
0,8x10%) [ (1,6x10%)
4 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 3,0x10° | <3,0x10°
(0.4x10%) | (0,4x10%)
5 TBUD { TBUD [ TBUD | TBUD { TBUD TBUD 3.0x107 | <3,0x10°
(0,4x10%) | (0,4x10%)
6 TBUD |TBUD [ TBUD | TBUD | TBUD TBUD <3,0x10° | <3,0x10°
(0,8x10%) | (0,8x10°)
7 TBUD | TBUD | TBUD { TBUD | TBUD TBUD <3,0x10% | <3,0x10°
(0,8x10%) | (0.4x10")
8 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD <3,0x10* | <3,0x10°
(1,6x10%) | (0.4x10%)
MEAN - - - - - - A3,0x10° | <3,0x10°
{0,8x10%) [ (0,6x10%)

Keterangan : TBUD = Terlalu Banyak Untuk Dihitung

Dari tabel 5.2 di atas,

ternyata antara perlakuan pada konsentrasi 1250,

2500 dan 5000 pg/ml rata-rata memperlihatkan jumlah bakteri terlalu banyak untuk

dihitung (TBUD) (jumlah koloni bakteri di atas 300), tetapi pada konsentrasi 10.000
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ug/ml menunjukkan jumiah koloni bakteri hidup di bawah 30 sehingga dianggap
pada konsentrasi tersebut (10.000 ug/mi) pertumbuhan bakteri £/EC terhambat .
Dengan memperhatikan model data pada hasil penelitian ini baik pada
penelitian pertama maupun ke dua, dimana tidak diperoleh data secara kuantitatif,
dapat dikatakan bahwa data tersebut tidak dapat diolah secara statistik. Demikian pula
pada perlakuan dengan konsentrasi andrografolida 10.000 pg/ml memperlihatkan
jumiah koloni bakteri hidup lebih kecil dar 30, dengan demikian uji lanjutpun tidak

dapat dilakukan.



BAB 6
PEMBAHASAN

Pada uji aktivitas andrografolida sebagai antibakteri dalam penelitian ini,
digunakan bakteri E/EC mengingat FE/EC merupakan salah satu bakteri yang
menyebabkan diare berdarah, dan mewakili bakteri penyebab gastroenteritis yang
tergolong gram negatif.

Pada uji aktivitas ini ditentukan baik KHM maupun KBM. Namun data KHM
dari pengukuran OD menggunakan spektrofotometer yang diperoleh berdasarkan
kekeruhan bakteri pada media perbenihan, tidak dapat digunakan karena
andrografolida merupakan senyawa tergolong non polar yang ternyata menyebabkan
kekeruhan atau menghasiilkan endapan pada media perbenihan yang digunakan (kalau
senyawa polar tidak menimbulkan kekeruhan dengan senyawa dalam perbenihan).
Selain itu kemungkinan besar terdapat bakteri mati yang disebabkan aktivitas
senyawa andrografolida ikut pula terbaca dalam OD bakteri, sehingga kemurnian
data KHM yang merupakan bakteri hidup dalam penelitian ini sangat diragukan.

Dipilihmya medium TSB untuk perbenihan dalam penelitian ini karena
merupakan medium cair untuk kultivasi mikroorganisme dalam varietas luas, dan
telah dirckomendasikan oleh NCCLS (The National Committee for Clinical
Laboratory Standards) untuk uji kerentanan bakteri dengan metode Kirby-Bauer
serta medium pilihan untuk uji sterilitas (Murray ef a/., 2003). Dasar kandungan
medium TSB yang digunakan adalah Calf Brains, Beef Heart, Proteose peptone,
Sodium chloride, dan disodium phosphat (Difco, USA).
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Etanol digunakan sebagai pelarut dalam penelitian ini karena merupakan
salah satu senyawa non polar dan lebih aman untuk tubuh mikroorgaisme (kurang
toksik) dibanding senyawa organik lain seperti metanol, kioroform, eter dli. Hasil
pengujian awal menunjukan bahwa konsentrasi 6% etanol ternyata tidak mematikan
bakteri schingga dapat digunakan dalam penelitian ini, namun konsentrasi tersebut
tidak dapat melarutkan sampel (senyawa andrografolida). Sebagai alternatif
dipadukan dengan senyawa DMSQ (dimetil sulfoksid) yang sangat melarutkan
senyawa tersebut tetapi dengan konsentrasi yang sangat kecil (50 pl); dan etanol 96
% yang dibutuhkan hanya 200 pl. Dengan kombinasi tersebut, ternyata bakteri EIEC

mampu hidup dan berkembang biak (KA) (tabel 5.2).

Etanol (C;HsOH) DMSO/Dimetil sulfoksida (C;HsSO)
| l I
-C-C-OH -C-8-C -
[ |
0

Gambar 6.1 Struktur molekul dari etanol dan dimetil sulfoksida.
(Sumber : Dyah N.W. dan Sondakh R.,2000. Hubungan Struktur dan Proses
Metabolisme Obat, hal. 97).

Dalam penelitian ini telah dilakukan percobaan aktivitas andrografolida
terhadap bakteri EZEC dengan konsentrasi yang sudah sangat maksimal dinyatakan
sebagai obat, yaitu 1250, 2500, 5000, dan 10.000 pg/mi. Konsentrasi terscbut
yang ditetapkan untuk digunakan dalam penelitian ini merupakan hasil akhir dari

perkembangan percobaan yang sifatnya uji coba yang dilakukan sebelumnya,
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meskipun uji yang digunakan hanya uji aktivitas dengan tujuan untuk mendapatkan
konsentrasi yang tepat sebagai antibakteri.

Selain hal tersebut efek samping obat juga ikut dipertimbangkan Pada
banyak obat efek samping dipandang sebagai efek yang tidak diinginkan karena
mempengaruhi kesehatan individu. Walaupun senyawa Androgarfolida yang telah
diketahui mempunyai khasiat yang beragam, namun hanya dengan konsentrasi 20 mg
sehari tepung sambiloto selama 6 minggu dapat membuat infertil tikus jantan dan 2
gram sehari per kilogram berat badan (BB) selama 6 minggu (ribuan kali lebih tinggi
dari dosis biasa untuk manusia) dapat membuat tikus betina gagal hamil ketika
dipertemukan dengan jantan (Anonim’, 2003).

Dari hasil penentuan aktivitas antibakteri didapatkan hasil bahwa senyawa
andrografolida ternyata mempunyai aktivitas sebagai antibakteri. Hal ini ditunjukkan
dengan KHM senyawa andrografolida terletak pada konsentrasi 10.000 ug/ml.
Aktivitas andrografolida sebagai antibakteri, ini berkaitan dengan struktur molekul
obat tersebut (halaman 8). Sebagaimana dikemukakan oleh Siswandono dan
Soekardjo (2000) bahwa struktur kimia obat ternyata dapat menjelaskan sifat-sifat
obat dan terlihat bahwa unit-unit struktur atau gugus-gugus molekul obat berkaitan
dengan aktivitas biologis. Dengan melihat struktur molekul dari andrografolida yang
mempunyai beberapa macam gugus fungsional (halaman 8), dapat diketahui terdapat
interaksi yang sangat kuat dengan molekul reseptor biologis, sebagaimana

dikemukakan oleh Purwanto dan Susilowati (2000) bahwa aktivitas biologis
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merupakan akibat interaksi molekul obat dengan gugus fungsional molekul reseptor.
Interaksi ini dapat berlangsung karena kekuatan ikatan kimia tertentu. Untuk suatu
tujuan tertentu, misalnya diinginkan efek berlangsung lama dan imreversibel seperti
pada obat antibakteri dan antikanker diperlukan ikatan yang lebih kuat yaitu ikatan
kovalen. Ikatan kovalen merupakan ikatan yang paling kuat dengan rata-rata kekuatan
ikatan 100 kkal/mol

Sehubungan dengan hal tersebut, dalam struktur molekul andrografolida
umumnya terdapat ikatan kovalen, sehingga dengan kekuatan sisi aktif gugus metil
(-CH;) pada atom C nomor 20 struktur senyawa adrografolida (gambar 2.1.) dapat
berikatan dengan gugus hidroksil (-OH) pada permukaan reseptor obat sehingga
dapat menghancurkan proses biosintesis dalam tubuh mikroorganisme, sebagaimana
dikemukan oleh Purwanto dan Susilowati (2000) bahwa ikatan CH;-OH,
kekuatannya paling besar dari yang lain yaitu 40 — 140 kkal/mol. Selain itu
Siswandono dan Soekardjo (1994) menyatakan bahwa untuk memberikan efek
biologis, obat dalam bentuk aktifnya harus berinteraksi dengan reseptor atau tempat
aksi atau sel target, dengan konsentrasi yang cukup tinggi, sehingga dengan ikatan
kovalen tersebut dapat terjadi mekanisme kerja andrografolida dengan enzim
transpeptidase (enzim berperanan dalam sintesis dinding sel), meskipun harus dengan
konsentrasi yang cukup tinggi (10.000 pg/mi), yang ditunjukkan oleh serangan gugus
hidroksil serin enzim transpeptidase pada gugus aktif karbonil yang bermuatan

positif pada cincin diterpenoid lakton senyawa andrografolida, schingga terjadi
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hambatan sintesis peptidoglikan, seperti yang diperlihatkan oleh mekanisme kerja
antibiotika B-laktam (Soekardjo dkk, 2000). Akibatnya dinding sel menjadi lemah,
dan karena tekanan turgor dari dalam, dinding sel akan pecah atau lisis sehingga
bakteri mengalami kematian. Reaksi penghambatan enzim transpeptidase oleh
antibiotika B-laktam dapat dilihat pada gambar 6.2, sedangkan berdasarkan alasan
ikatan kovalen yang sangat kuat antara gugus aktif metil (-CH;) dani senyawa
andrografolida dengan gugus hidroksil (-OH) dari permukaan reseptor enzim
transpeptidase, maka perkiraan mekanisme kerja andrografolida terhadap enzim
transpeptidase dapat dilihat pada gambar 6.3.

Dengan memperhatikan hasil penelitian terdahulu tentang efek andrografolida,
ternyata hanya dengan konsentrasi 12,16 pg/ml uji schizontosida (Wiranti, 2001),
5,020 pg/ml (Widyowati, 2001), dan 5,3067 ug/ml (Wahyuni, 2001), andrografolida
mampu menghambat pertumbuhan Plasmodium falciparum stadium gametosit in
vitro, bahkan tidak berbeda secara bermakna (5,235 pg/ml ) dengan primakuin
(Widyowati, 2001). Hal tersebut disebabkan karena andrografolida yang merupakan
senyawa diterpen lakton mempunyai ciri-ciri yang menurut Purwanto (2000)
termasuk senyawa dengan struktur spesifik. Ciri-cirinya antara lain sebégai berikut :
1. Efektif pada kadar yang rendah
2. Melibatkan ikatan kimia yang lebih kuat dibanding ikatan pada senyawa yang

berstruktur tidak spesifik

3. Sifat fisik dan kimia sama-sama berperanan dalam menentukan efek biologis.
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Plasmodium falciparum mati dengan konsentrasi rendah dari andrografolida
kemungkinan besar karena penyebab malaria tersebut hanya memiliki membran
sitoplasma, schingga obatini dapat menembus membran dengan mudah melalui
proses difusi pasif. Penembusan andrografolida melalui pori membran sitoplasma,
tidak dimungkinkan karena mempunyat BM 350, sedang pori membran sitoplasma
dengan garis tengah 4 A hanya dapat dilewatt molekul dengan BM lebih kecil dari
150 (Tni Purwanto dan Sondakh, 2000). Dengan demikian, mudahnya penembusan
senyawa andrografolida melalui membran sitoplasma P. falciparum berkaitan
dengan sifat kelarutan senyawa non polar tersebut dalam pelarut organik (non
polar) seperti kloroform, aseton, etanol, dan lain-lain, dan juga sifat tidak
terionisasinya senyawa tersebut. Menurut Purwanto dan Susilowati, (2000) hal
tersebut disebabkan karena untuk dapat menimbulkan aktivitas biologis, pada
umumnya obat dalam bentuk tidak terionisasi sehingga makin besar nilai koefisien
partisi kloroform dari bentuk tidak terionisasi obat, makin besar persentase obat yang
diabsorpsi.

Lain halnya dengan aktivitas andrografolida terhadap pertumbuhan E/EC
yang terhambat dengan konsentrasi 10.000 pg/ml dalam penelitian ini. Hal im
kemungkinan besar disebabkan oleh adanya struktur tubuh bakteri Gram negatif,
yang tidak dimiliki oleh bakteri Gram positif dan P. falciparum, yaitu :

1. Lipopolisakarida, yang membentuk lapisan luar dinding sel bakteri merupakan

tempat penentu antigen (Ag) utama (O} pada permukaan sel bakteri (Brooks
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et al.,1996), mengkode pembentukan plasmid yang besarnya 140 mD pada E/EC
(Stricland, 1991; Anonim', 2002) dan mempunyai makna amat penting pada
penentuan diagnosis bakteriologik dan deteksi penyakit menular (Schlegel, 1994).
Penghambatan pertumbuhan FE/EC pada konsentrasi 10.000 pg/ml,
kemungkinan sebagai akibat dari terputusnya proses sintesis asam nukleat
plasmid yang besarnya 140 mD.

2. Membran fuar, yang merupakan salah satu komponen dinding sel yang ditembus
secara tidak selektif dimiliki oleh umumnya bakteri Gram negatif,
yang menghalangi lewatnya molekul yang relatif besar (Brooks er al., 1996,
Schiegel dan Karin, 1994). Namun dengan konsentrasi andrografolida
10.000 pg/ml di luar sel temyata andrografolida dapat menembus membran
luar dan masuk ke dalam sel bakteri F/EC melalui difusi pasif
terfasilitasi dan berhenti setelah mencapai keseimbangan. Gerakan ini

menurut Tr purwanto dan Sondakh (2000) terjadi secara spontan.

S CH3 b CH3
R-CONH R-CO
CH3 CH3
L e
S-OJ
; £>
Transpeptidase Transpeptidase

Gambar 6.2. Serangan nukleofil gugus hidroksil serin enzim transpeptidase
Terhadap Karbon karbonil cincin B-laktam
(Sumber:Soekardjo dkk.,2000. Hubungan Struktur-Aktivitas Obat Antibiotika,hal.112)
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Gambar 6.3 Kemungkinan serangan gugus hidroksil serin enzim transpeptidase
terhadap karbon karbonil pada cincin aktif diterpenoid lakton yang
bermuatan positif pada senyawa andrografolida.
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3. Peptidoglikan, disebut juga murein atau mukopeptida yang merupakan komponen
dinding sel yang khas dimiliki oleh bakteri umumnya.

Peptidoglikan meskipun komposisinya lebih sedikit (10%) pada dinding sel
bakteri Gram negatif dibandingkan bakteri Gram positif (30-70 %) (Schlegel
and Karin, 1994), tetapi cukup kuat menahan tckanan dari luar yang tidak
menguntungkan. Namun dengan konsentrasi andrografolida 10.000 pg/ml ternyata
senyawa andrografolida mampu mengatasi pertahanan komponen dari dinding
sel tersebut sehingga dapat menembus masuk ke dalam sel bakteri E/EC.

Reaksi penghambatan enzim transpeptidase yang mengkatalisis biosintesis
peptidoglikan  dari dinding sel bakteri £/EC dapat saja terjadi oleh senyawé
andrografolida karena kekuatan ikatan yang dimiliki oleh ke dua senyawa tersebut
seperti yang telah digambarkan sebelumnya (Gambar 6.2). Soekardjo dkk (2000)
menyatakan bahwa dinding sel bakteri Gram positif berbeda dengan bakteri Gram
negatif dan hal ini menjelaskan mengapa banyak turunan B-laktam yang tidak sensitif
terhadap bakteri Gram negatif. Perbedaan komposist dinding sel bakteri Gram positif
dan Gram negatif dapat dilihat pada gambar 6.4.

Untuk menunjukkan kerja antibiotika pada bakten Gram Vnegatif (gambar
6.4) seperti E. coli, antibiotik pertama-tama harus menembus membran terluar
selubung bakteri secara difusi pasif melalui saluran yang terbentuk oleh pori protein.
Sesudah menembus membran terluar, antibiotik ini masuk melalui dinding sel,

melewati ruang periplasma dan mencapai sasaran, yaitu enzim protease (enzim yang
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bertanggung jawab terhadap biosintesis dinding sel} yang terdapat pada membran

terdalam (sitoplasma) (Soekardjo dkk., 2000).

Gram-positif
Antibiotik
Permukazan makro-
Molekul kapsul
Peptidoglikan
h 4
)OO SOSOD
Membran sitoplasma
Sitoplasma

Gram-negatif
Antibiotik

Permukaan makro-
Moleku! kapsul
Lipopolisakarida
Membran terluar
Peptidoglikan
Ruang periplasma

} Membran sitoplasma

sitoplasma O = Sasaran

Gambar 6.4 Perbedaan penembusan antibiotik pada dinding sel bakteri
Gram positif dan Gram negatf.
(Sumber: Soekardjo dkk.,2000. Hubungan struktur-aktivitas obat antibiotika,

hal. 113).

Hal tersebut diharapkan berlaku pula pada sifat bakteriostatik dari senyawa

andrografoiida meskipun harus melalui difusi pasif terfasilitasi yang berakhir dengan:

1. Menghentikan pertumbuhan bakteri, dengan cara menghambat Dbiosintesis

peptidoglikan

2. Menurunkan kelangsungan hidup kultur.
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3. Membuat sel menjadi lisis

Dengan meningkatnya konsentrasi senyawa andrografolida, maka penembusan
terhadap dinding sel dan membran sitoplasma dari sel bakteri EIEC menjadi lebih
besar sehingga interaksi dengan reseptor biologis makin besar pula. Akibatnya
aktivitas antibakteri andrografolida lebih besar pula.

Sehubungan dengan uraian di atas terbukti bahwa senyawa dengan unit struktur
kimia sama dapat memberikan aktivitas biologis bermacam-macam oleh karena
dengan sedikit perubahan unit struktur tersebut, temyata dapat berinteraksi dengan
reseptor yang berbeda sehingga menimbutkan respon farmakologis yang berbeda pula
(Siswandono dan Soekardjo, 2000). Namun pada hasil penelitian ini, senyawa
andrografolida dapat sebagai antibakteri meskipun harus dengan konsentrasi tinggi
(10.000 pg/ml), hal ini disebabkan aktivitas biologis senyawa andrografolida
kemungkinan besar terletak pada dinding sel bakteri, sedangkan sebagai antimalaria
aktivitas biologis senyawa tersebut pada membran sitoplasma, sehingga dibutuhkan
rata-rata hanya 5 pg/ml untuk menghambat pertumbuhan P. falciparum stadium
gametosit (Wahyuni, 2001; Widyowati, 2001).

Jika dibandingkan dengan E. coli flora normal yang mati [ﬁada konsentrasi
andrografolida 10.000 pg/ml (tabel 5.2), dapat dipastikan bahwa untuk proses
pengobatan diare pada manusia, konsentrasi 10.000 pg/ml senyawa andrografolida
sulit/tidak dapat digunakan karena dapat memusnahkan E. coli flora normal pada

saluran cerna manusia.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan terdahulu, dapat ditark

beberapa kesimpulan sebagai benkut :

1.

Senyawa andrografolida isolat murni dari Andrographis paniculata Nees.
mempunyai sifat bakteriostatik terhadap bakten £/EC secara in vitro.
Senyawa andrografolida isolat murni dari A. paniculata Nees. tidak bersifat
bakterisidal terhadap bakteri £7EC secara in vitro

Sifat bakteriostatik dari senyawa andrografolida, ditunjukkan oleh KHM
senyawa tersebut pada konsentrasi 10.000 pg/ml.

Sifat bakterisidal dari senyawa andrografolida, tidak ditunjukan oleh KBM

senyawa tersebut.

7.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan hasil penelitian di atas, disarankan sebagai berikut:
Agar berfungsinya senyawa andrografolida sebagai obatratau campuran obat-
obatan untuk diare, perlu diteliti kembali konsentrasi di bawah 10.000 pg/mi
yang tidak mengganggu kehidupan flora normal usus.

Melakukan penelitian aktivitas antibakteri senyawa andrografolida terhadap

bakteri-bakteri patogen lain.
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3. Melakukan penelitian lanjutan untuk melihat kerusakan pada struktur sel

bakteri E/EC akibat aktivitas senyawa andrografolida.
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Lampiran 3

Data KBM Mentah Hasil Penelitian Jumlah Bakteri EIEC

Hidup (Viable Count)

Konsentrasi Andrografolida (ug/ml)
Repli- 1250 ] 2500 5000 10.000
Kasi Pengenceran Pengenceran Pengenceran Pengenceran
10x 100 x 10x 100 x 10x 100 x 10 x 100x

1 TBUD (TBUD | TBUD ; TBUD 99 73 1 6

2 TBUD | TBUD | TBUD 3§ TBUD 82 98 1 2

3 TBUD | TBUD { TBUD (| TBUD | TBUD TBUD 2 4

4 TBUD { TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 1 1

5 TBUD | TBUD ; TBUD | TBUD | TBUD TBUD 1 2

6 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 2 2

7 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 2 1

8 TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD TBUD 4 1
MEAN - : - : 26,6 21.4 3 2375 |

Keterangan : TBUD = Terlalu Banyak Untuk Dihitung



Lampiran 4
Gambar Pertumbuhan Bakteri EIEC pada
Kontrol A (KA) dan Kontrol B (KB)
Inkubasi 48 Jam
Keterangan :

Komposisi KA = Pelarut Andrografolida + Medium TSB + Bakteri EJEC
Komposisi KB = Medium TSB + Bakteri L/EC
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Lampiran 5

Gambar Pertumbuhan Bakteri EIEC dan E. coli

Konsentrasi Senyawa Andrografolida 10.000 pg/ml
Inkubasi 48 Jam

68



Lampiran 6

Gambar Pertumbuhan Bakteri EIEC pada
Konsentrasi Senyawa Andrografolida
10, 5, 2.5 dan 1.25 mg/ml, Pengenceran 10 x
Inkubasi 48 Jam

69



Lampiran 7

Gambar Pertumbuhan Bakteri EIEC pada
Konsentrasi Senyawa Andrografolida
10, 5, 2.5 dan 1.25 mg/ml, Pengenceran 100 x
Inkubasi 48 Jam
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