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1.1.

BAB1
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Diare menjadi masalah kesehatan global baik di negara maju dan
negara yang sedang berkembang. Diare kerap masuk kedalam Kejadian
Luar Biasa (KLB) dilihat dari segi banyaknya penderita, kematian maupun
waktu kejadian. Diare ini dapat menjadi akibat dari adanya infeksi ataupun
kejadian non infeksi, namun sebagian besar penyakit ini lebih banyak
disebabkan oleh infeksi kuman atau bakteri yang memiliki sifat patogen
baik dari bakteri, parasit maupun virus (Purwanto, 2015).

Diare merupakan salah satu penyebab kematian nomor dua pada anak
di bawah usia 5 tahun. Diperkirakan 525.000 a]( di bawah usia 5 tahun
meninggal karena diare. Secara global, hampir 1,7 miliar anak mengalami
diare setiap tahunnya (WHO, 2017). Keberadaan penyakit diare sih
menjadi masalah kesehatan global termasuk di Indonesia. Kejadian luar
biasa diare tahun 2018 tercatat 10 kali di 8 provinsi dan 10 kabupaten/kota,
dengan 756 penderita dan 36 kematian (CFR 4,76%) (Profil Kesehatan
Indonesia 2018, 2018). Pada tahun 2018 Jawa Timur terdapat 151.878
kausus diare dengan prevalensi 7,6 % (Riskesdas, 2019), sedangkan di
Kabupaten Jombang terdapat 28.869 kasus diare yang ditangani (Dinkes,
2018).

Salah satu penyebab penyakit diare adalah E. coli. E. coli merupakan

bakteri yang biasa hidup di dalam usus manusia dan hewan. lazimnya E.




coli tidak berbahaya, tetapi beberapa bakteri Escherichia coli bersifat

patogen dan dapat menimbulkan penyakit usus seperti diare. Escherichia
coli dapat tersebar makanan atau air yang terkontaminasi (Sumampouw et
al., 2018). Penyakit diare infeksi bakteri biasanya diatasi dengan
antibiotik. Namun. pemberian antibiotik secara berturut-turut akan
mempercepat kemajuan resistensi antibiotik. Resistensi antibiotic terhadap
bakteri Escherichia coli telah banyak dilaporkan (Walewangko et al.,
2015).

Berdasarkan permasalahan di atas, perlu dilakukan pengembangan
dalam bidang ngobatan alternatif dengan bahan alami yang tidak
memiliki efek samping, seperti menggunakan tanaman obat. Sambiloto
(Andrographis paniculata Nees) meruapakan tanaman obat yang sering
dibudidayakan di banyak negara termasuk Indonesia dan dipercaya secara
luas dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional (Cendranata, 2012).

Sambiloto diyakini memiliki khasiat dalam pengobatan tradisional,
seperti peningkat daya tahan tubuh terhadap infeksi bakteri, anti diare,
penyakit lever dan antibakteri (Sikumalay et al., 2016). Komponen pokok
daun sambiloto adalah andrographolide dan flavonoid. Kandungan zat
dalam daun sambiloto yang dianggap mampu melawan penyakit adalah
andrographolide. Selain itu, zat seperti tanin, alkaloid dan saponin juga
terdapat di dalam daun sambiloto (Yanti & Mitika, 2017). Andrographis
paniculata juga memiliki efek antidiare secara in situ. Kandungan
diterpene lakton yaitu andrographolide dan neoandrographolide memiliki

aktivitas menghambat pelepasan enterotoksin bakteri Escherichia coli
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yang dapat menjadi penyebab diare di dalam tubuh (Yuli Widiyastuti,
2017).

Bersumber pada uraian di atas, penelitian ini memiliki tujuan untuk
mengetahui gambaran aktivitas antibakteri rebusan daun sambiloto
(Andrographis  paniculata Nees.) terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli. Menggunakan metode rebusan agar dapat lebih mudah
diterapkan oleh masyarakat luas. Kelebihan metode rebusan apabila
dibandingkan dengan metode ekstraksi adalah selain lebih mudah dan
lebih praktis juga tidak perlu membutuhkan waktu yang lama, sedangkan
metode ekstraksi membutuhkan alat dan bahan khusus serta waktu yang

lebih lama dalam pembuatannya.

Rumusan Masalah
Bagaimana gambaran aktivitas rebusan daun sambiloto
(Andrographis paniculata) dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%

dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli?

Tujuan Penelitian
Mengidentifikasi gambaran aktivitas rebusan daun sambiloto
(Andrographis paniculata) dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%

dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

Manfaat Penelitian

14.1 Teoritis




Diharapkan penelitian ini dapat memberikan penambahan ilmu
pengetahuan bagi peneliti selanjutnya. Selain itu juga digunakan
sebagai pembanding pada topik yang sama serta dapat dikembangkan

dengan menggunakan metode lain dan menjadi lebih akurat.

142 Praktis

Diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai pilihan lain pengobatan

secara alami.
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Tumbuhan Sambiloto

BABII

TINJAUAN PUSTAKA

Sambiloto (Andrographis paniculata Nees.) merupakan obat herbal

yang sangat diminati oleh industri obat tradisional di Indonesia. Tanaman

ini sebenarnya asli India dan kemudian tumbuh di banyak negara tropis

termasuk Indonesia (Yuli Widiyastuti, 2017).

2.1.1

i/ o
Gambar 2.1 Daun Sambiloto (Andrographis paniculata Nees.)

Taksonomi Sambiloto

Sambiloto secara taksonomi, diklasifikan sebagai berikut :

Divisi
Kelas

Sub kelas
Ordo
Familia
Sub familia
Genus

Species

: Angiospermae

: Dicotyledoneae
: Gamopetalae

: Personales

: Acanthaceae

: Acanthoidae

: Andrographis

: Andrographis paniculata Nees (Kamila, 2017).




2.1.2 Nama Lain Sambiloto

Sambiloto memiliki sinonim Andrographis paniculata
(Burm.f.) Nees, Justicia paniculata Burm f. di Indonesia sendiri,
sambiloto juga memiliki beragam nama yang berbeda di setiap
daerah. Masyarakat di Jawa Barat menyebut sambiloto ki peurat, ki
oray, dan takilo. Di Jawa Timur, masyarakat menyebutkannya
dengan bidara, sadilata, sambilata, dan takila. Sedangkan
masyarakat di Sumatera menyebut sambiloto dengan pepaitan.
Sambiloto juga memiliki berbagai sebutan dari berbagai negara
diantaranya, lan he lian, yi jian xi, dan chuan xin lian (China),
cong cong dan xuyen tam lien (Vietnam), kirata mahatitka
(India/Pakistan), karityat, green chiretta, creat, halviva, (Inggris)
(Badrunasar & Santoso, 2016).

Deskripsi Sambiloto

Sambiloto merupakan tanaman dengan perawakan terna
tegak, memiliki rasa yang sangat pahit, tinggi 40-90 cm. memiliki
banyak cabang berhadapan (simpodial), bentuk cabang segi empat
gundul. Daun tunggal dengan epipodium berbentuk lanset,
mempunyai pangkal daun yang runcing hingga sedikit runcing,
daun tepian rata, lebar 1-3 cm, panjang 3-12 cm, tangkai daun
0,25-0,50 cm, daun bagian ujung sebagai daun pelindung. Susunan
bunga majemuk malai, tegak, bercabang-cabang, tangkai bunga 3-
7 mm, kelopak bunga 3—4 mm. Bunga berbibir, tabung mahkota

lurus, panjang 6 mm, cuping mahkota kurang-lebih sama
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menggunakan tabung mahkota, bibir atas berwarna putih berujung
kuning panjang 7-8 mm, bibir bawah berbentuk pasak, berwarna
ungu, panjang rata-rata 6 mm. Buah kapsul, berbentuk lanset
memipih, membuka secara longitudinal, ujung tajam, berambut
kelenjar pendek, panjang rata-rata 1,75 cm, lebar 3.5-4 mm, biji 3—
7 buah (Yuli Widiyastuti, 2017).

Kandungan zat aktif daun sambiloto

Seluruh bagian tumbuhan sambiloto baik batang, akar, daun
maupun bunganya memiliki rasa yang amat pahit saat direbus atau
dimakan. Hal tersebut diduga disebabkan oleh andrographolide
yang terkandung di dalamnya. Seluruh bagian dari tumbuhan
sambiloto dapat digunakan sebagai obat, namun yang banyak
dimanfaatkan untuk dasar pembuatan obat tradisional adalah
bagian daun dari tanaman sambiloto dan juga batangnya (Kamila,
2017).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, terdapat 23
senyawa kimia yang terkandung di dalam herba sambiloto yang
meliputi golongan flavenoid, andrografolid dan asam fenolat yaitu
5, 7, 2, 3 -tetrametoksiflavanon, 5-hidroksi,7,2°3 -
trimetoksiflavon, f-sitosterol, andrografolid, 14-deoksi-11, 12-7-
O-metildihidrowogonin, dihidroskulkapflavon I, 7-0-
metilwogonin, 5’-tetrametoksiflavon, 3 -tetrametoksiflavon, 5-
hidroksi-7,8,2°, , 5-hidroksi-7,2",6 -trimetoksiflavon, 12°-metileter-

skulkapflavon, asam sinamat, asam kafeat, asam ferulat, asam




klorongenat, 7-O-metil-wogonin-5-glukosida, skulkapflavon 1-2°-
glukosa,14-deoksi-15-isoprepiliden-11,12-didehidro-
andrografolid, 14-deoksi-11-hidrosiandrografolid,
neonandrografolid, dan androhrafosid (Yuli Widiyastuti, 2017).

Kandungan andrografolid sambiloto dari beberapa lokasi
0.95%-2% dari berat kering. Kandungan sambiloto dipengaruhi
lokasi geografis penanaman, musim tumbuh, genetik, dan variasi
somaklonal. Usia, waktu panen, dan stadium tumbuh juga
mempengaruhi kualitas bahan aktif yang terkandung di dalam
sambiloto. Pada usia tanaman 30-120 hari diperoleh andrografolid
0.25%-302%. namun pada keadaan optimum, kandungan
andrografolid pada sambiloto dapat mencapai 5-7% (Yuli
Widiyastuti, 2017).

Secara kimiawi sambiloto mengandung lakton dan flavonoid.
Bahan utama dari lakton adalah andrographolide, zat ini disebut
sebagai zat yang memiliki sifat aktif paling berpengaruh pada
tumbuhan. Andrographolide yang diisolasi dalam bentuk murni
telah menunjukkan aktivitas-aktivitas farmakologis. Senyawa aktif
herbal dapat ditentukan dengan metode gravimetri atau
kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) (Kamila, 2017).

Zat paling banyak terdapat di dalam sambiloto adalah zat
andrographolide.  Kandungan  andrographolide  memiliki
kemampuan bersifat menghambat atau membunuh bakteri dan juga

dapat mengakibatkan aktitnya sel limfosit B yang bertujuan untuk




menghasilkan antibodi. Kompleks antara antigen dengan antibodi
mengakibatkan datangnya makrofag untuk memfagositosis juga
memakan mikroba jenis lain. Zat saponin yang terdapat pada
sambiloto berbentuk glikosida yang berfungsi dalam perlawanan
terhadap bakteri dengan mekanisme menimbulkan kacaunya
kestabilan membran dari bakteri tersebut. Sedangkan zat flavonoid
berfungsi merusak permeabilitas dinding sel bakteri, lisosom, dan
mikrosom sebagai hasil interaksi DNA bakteri dan flavonoid
sehingga menghambat pertumbuhan bakteri (Sawitti er al., 2013).
Zat alkaloid yang terkandung di dalam daun sambiloto dapat
mengakibatkan kematian sel bakteri dengan mengacaukan elemen
penyusun peptidoglikan dalam sel, mengakibatkan pisan dinding

sel gagal terbentuk dengan sempurna hingga terjadi kematian sel.

Sedangkan zat tannin pada sambiloto mempunyai kemampuan

antibakteri dengan cara merusak membran sel bakteri (Sawitti er

al.. 2013).

22. Escherichia coli

221

Morfologi

Struktur tubuh yang dimiliki Escherichia coli adalah batang
dengan ukuran pendek sekitar 2.4 u x ,4 sampai 0,7 u, gram
negatif, motil dengan flagella peritrichous juga tidak memiliki
spora. Escherichia coli adalah flora normal yang hidup disaluran

pencernaan. Termasuk bakteri komensal di usus besar manusia dan
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memiliki peran dalam membentuk vitamin K yang berguna pada
sistem pembekuan darah (Puspitasari, 2019).

E. coli dijadikan sebagai parameter aman atau tidaknya air
yang akan digunakan untuk kebutuhan rumah tangga. Hal ini
penting karena kebanyakan sumber penyebab wabah penyakit
gangguan pencernaan contohnya kolera, diare, disentri, tifus,
hingga cacingan adalah air. Sumber dari penyakit-penyakit tersebut
adalah berasal dari kotoran-kotoran manudia yang menderita
penyakit tersebut. Maka dari itu dilakukan upaya untuk
menghindari tercemarnya air untuk keperluan rumah tangga
dengan kotoran manusia (Puspitasari, 2019).

Air yang tercemar dengan bakteri Escherichia coli harus
melalui proses pemanasan hingga mendidih untuk membunuh
bakteri E. coli yang terdapat di dalamnya. Apabila proses tersebut
tidak dilakukan, maka orang yang mengkonsumsi air tercemar
tersebut akan terkena penyakit saluran pencernaan dimulai dari
diare hingga kolera. Escherichia coli umumnya tidak berbahaya

dan bukan merupakan bakteri patogen. namun bakteri ini dapat
menjadi patogen apabila jumlah di dalam saluran pencernaan
meningkat. Apabila bakteri ini berada di luar usus dapat menjadi
patogen. Dalam beberapa kasus E. coli juga dapat memproduksi

enterotoksin pemicu penyakit diare. Bakteri ini menghasilkan

toksin di dalam sel epitel dengan cara berikatan dengan
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enteropatogenik. Telah banyak ditemukan bakteri E. coli yang
menjadi penyebab diare (Puspitasari, 2019).

E. coli bisa hidup pada media nutrisi sederhana, dan dapat
memfermentasi laktosa dengan menghasilkan gas dan asam. E. coli
dapat berkembang biak dengan interval kecepatan 20 menit apabila
memenuhi beberapa faktor yang sesuai seperti derajat keasaman,
media dan suhu tetap. Bakteri ini tahan terhadap suhu sekalipun
pada suhu ekstrem, juga tersebar di berbagai tempat dan kondisi.
Pada suhu 9—46°C E. coli dapat berkembang dengan baik, namun
suhu optimum untuk bakteri ini adalah 37°C. Maka dari itu, bakteri
E. coli bisa bertahan di dalam tubuh manusia dan vertebrata

lainnya (Puspitasari, 2019).

EFEES1_aw0 KV xls‘ék"é;b'n'
30/ - P
Gambar 2.2 Bakteri Escherichia coli

Klasifikasi

Berikut adalah klasifikasi bakteri Escherichia coli :

Kingdom : Bacteria
Divisi : Firmicutes
Kelas : Cocci

Ordo : Bacillales
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Family
Genus

Species

12

: Escherichicaceae
: Escherichia

: Escherichia coli (Puspitasari, 2019)

Uji daya hambat atau sensitivitas

Uji daya hambat atau sensitivitas dapat dilakukan dengan mengukur

hasil pertumbuhan bakteri terhadap agen antibakteri. Pengujian ini

bertujuan untuk mengetahui kemampuan dan sebagai pengamatan kualitas

proses produksi zat aktibakteri di pabrik, selain itu juga untuk mengetahui

farmakokinetik obat pada manusia ataupun hewan serta sebagai alat

pemantauan kemoterapi obat. Terhadap beberapa metode uji antibakteri

diantaranya :

23.1 Metode difusi

a. Metode disc diffusion (tes Kirby-Bauer)

Metode difusi cakram merupakan metode uji daya hambat

yang paling sering digunakan. Prinsip dari metode ini adalah
menggunakan kertas cakram (paper disc) yang direndam di
dalam suatu ekstrak dan kemudian meletakkannya di media
perbenihan agar padat yang sudah diolesi secara merata dengan
bakteri uji yang telah diinokulasi dan dibuat suspensi,
dilanjutkan dengan inkubasi dalam waktu 18 hingga 24 jam di
suhu 37°C. Selanjutnya, dilakukan pengamatan adanya zona
bening disekitar cakram disc sebagai tanda terhambatnya

pertumbuhan bakteri (Agastia, 2020).




13

Tabel 2.1 kategori zona hambat (Allo, 2016)

Diameter zona hambat Kategori zona hambat

>20mm Sangat kuat

10 — 19mm Kuat

5 — 10mm Sedang

<5mm Lemah

b.

E-test

Metode bertujuan untuk mengetahui kadar hambat
minimum (KHM). KHM merupakan konsentrasi minimum zat
yvang memiliki kandungan antibakteri sebagai penghambat
tumbuhnya bakteri (Agastia, 2020).

Pada metode ini menggunakan agen dengan kandungan
penghambat pertumbuhan bakteri yang terdapat dalam strip
plastik dari kadar paling rendah hingga paling tinggi yang
selanjutnya diletakkan pada permukaan media agar yang telah
ditanami bakteri. Hasil dapat dilihat dengan melihat daerah
bening yang terbentuk sebagai tanda kadar zat ﬂng dapat
menghambat bakteri pada media agar (Agastia, 2020).
Cup-plate Technique

Metode ini memiliki prinsip yang mirip dengan difusi
cakram, pada metode ini mikroorganisme ditanam pada

sumuran di media agar dan pada sumuran tersebut diberi zat

antibakteri yang akan dilakukan uji (Agastia, 2020).

d.

Ditch-plate Technique




~a

15
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Metode pengujian ini dilakukan dengan menggunakan
sampel berupa zat antibakteri yang dimasukkan ke dalam
sumuran dan dibuat dengan memotong bagian tengah media
agar pada cawan petri secara melintang dan bakteri uji
digoreskan secara merata ke arah sumuran yang mengandung
zat antibakteri (Agastia, 2020).

Gradient-plate Technique

Konsentrasi zat antibakteri pada media agar secara teoritis
bermacam-macam dari 0 hingga maksimum, larutan uji
ditambahkan setelah media agar dicairkan. Campuran tersebut
kemudian dituang kedalam cawan petri dan diletakkan pada
posisi sedikit miring. Nutrisi tersebut kemudian dituang pada
cawan petri dan diinkubasi selama 24 jam untuk melihat
pertumbuhan agen antibakteri berdifusi dan permukaan media

mengering. Bakteri uji digoreskan secara zig zag (Agastia,

2020).

232 Metode dilusi

a.

Dilusi cair (Broth Dilution Test/Serial Dilution)

Metode ini berfungsi untuk mengukur kadar hambat
minimum (KHM) dan kadar bunuh minimum (KBM). Metode
ini dibuat dengan membuat pengenceran zat antibakteri uji.
Larutan yang terlihat jernih menandakan bahwa pada larutan
tersebut memiliki zat antibakteri kadar rendah dikarenakan

tidak terjadi pertumbuhan bakteri sehingga ditetapkan sebagai
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kadar hambat minimum (KHM) kemudian larutan ini dilakukan
kultur kembali pada media padat tanpa penambahan bakteri uji
ataupun zat antibakteri. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama
18 hingga 24 jam. Media padat yang masih terlihat jernih
ditetapkan sebagai kadar bunuh minimum (KBM) (Agastia,
2020).

b. Dilusi padat (Selid Dilution Test)

Metode dilusi padat memiliki prinsip yang sama dengan
metode dilusi cair. Namun, metode ini tidak menggunakan
media cair seperti pada metode dilusi cair, melainkan
menggunakan media padat. Keuntungan dari metode dilusi

padat adalah konsentrasi antibakteri yang diuji dapat digunakan

untuk menguji beberapa bakteri uji (Agastia, 2020).

Hasil penelitian yang berkaitan
Hasil penelitian Suaib (2016) menunjukkan bahwa ekstrak daun

sambiloto dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dengan terbentuknya zona bening paling besar pada konsentrasi 15%
dengan diameter 12 mm dan pat menghambat tumbuhnya bakteri E. coli
ditandai dengan zona bening yang terbentuk paling besar da konsentrasi
15% dengan diameter 10 mm. Kedua zona hambat yang dihasilkan

terhadap kedua bakteri tersebut termasuk ke dalam kategori kuat. Hasil

penelitian oleh Sawitti (2013) juga menunjukkan bahwa semakin besar




konsentrasi perasan daun sambiloto maka akan terjadi peningkatan daerah
hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli secara in vitro.
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BAB III

KERANGKA KONSEPTUAL

Kerangka Konseptual

Sambiloto

(Andrographis paniculata Nees.)

]

Rebusan Sambiloto

(Andrographis paniculata Nees.)

|

25%

Y

50%

75%

100

v

Metode Difusi Cakram

'

Escherichia coli

|

1

Tidak Menghambat

Menghambat

Gambar 3.1”Kerangka konseptual gambaran aktivitas antibakteri daun sambiloto

terhadap bakteri Escheric

hia coli ™
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Keterangan :

1 1. T
L1 : Tidak diteliti

: Diteliti

Penjelasan Kerangka Konseptual

Tumbuhan sambiloto (Andrographis paniculata Nees.)) diyakini
memiliki khasiat dalam pengobatan tradisional, salah satunya adalah
sebagai antibakteri. Dari beberapa bagian tanaman paling sering digunakan
adalah bagian daunnya. Daun sambiloto memiliki berbagai kandungan
senyawa antibakteri diantaranya adalah andrographolide, flavonoid,
alkaloid, saponin, dan tannin. Dengan teknik rebusan dalam konsentrasi
25%, 50%, 75%, 100% kemudian dilanjutkan pengujian aktivitas
antibakteri dengan metode disc diffusion guna mengetahui apakah rebusan
daun sambiloto dapat mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan bakteri

Escherichia coli atau tidak.
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BAB IV

METODE PENELITIAN
Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah deskriptif analitik.
Penelitian dengan metode ini memiliki tujuan guna memberikan
gambaran, penjelasan, serta validasi terhadap suatu fenomena yang diteliti.
Pada penelitian ini peneliti membuat deskripsi atau gambaran tentang
rebusan un sambiloto (Andrographis paniculata Nees.) sebagai
antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri E. coli dengan mengamati
pembentukan zona hambat. Peneclitian ini menggunakan difusi cakram
sebagai metode uji dengan prinsip menempelkan cakram disc yang telah
melalui proses perendaman di dalam rebusan daun sambiloto di media
agar yang sebelumnya diolesi suspensi bakteri Escherichia coli.
Waktu dan Tempat Penelitian
421 Waktu penelitian
Penelitian ini dimulai dengan kegiatan perencanaan
proposal hingga penyusunan laporan akhir yang dimulai dari bulan
Maret hingga Juli 2021.
422 Tempat penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi

D3 Teknologi Laboratorium Medis STIKes ICMe Jombang.
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Populasi Penelitian, Sampling dan Sampel

431

Populasi penelitian

Populasi adalah bahan yang memenuhi syarat yang telah
ditentukan (Nursalam, 2017). Populasi pada penelitian ini adalah
bakteri Escherichia coli yang didapatkan dari RSUD Jombang.
Sampling

Sampling merupakan pemilihan suatu populasi yang bisa
mewakili populasi yang ada (Nursalam, 2017). Pada penelitian ini
digunakan random sampling diterapkan pada saat mengambil
koloni isolat murni bakteri E. coli untuk dilakukan inokulasi.
Sampel

Sampel adalah komponen populasi yang terjangkau dan
berfungsi sebagai subjek penelitian melalui sampling (Nursalam,
2017). Dalam penelitian ini sampel yang digunakan adalah

suspensi dari isolat murni bakteri Escherichia coli yang didapatkan

dari RSUD Jombang dan telah dilakukan peremajaan.
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44 Kerangka kerja
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h
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Bakteri Escherichia coli

A A

Teknik sampling
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h

Desain penelitian

Deskriptif analitik
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Pengumpulan data

v

Pengolahan data
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Analisa data
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Penyajian data
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Penyusunan laporan akhir

Gambar 4 4 Kerangka kerja gambaran aktivitas antibakteri daun sambiloto
terhadap bakteri Escherichia coli.
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451 Variabel
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Variabel dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri

rebusan daun sambiloto (Andrographis paniculata Nees.) pada

pertumbuhan bakteri E. coli.

452 Definisi operasional variabel

Definisi operasional variabel digunakan untuk memberikan

batasan ruang lingkup atau pemahaman tentang variabel yang

diteliti (Yusitta, 2018).

1
gabel 4.1 Definisi operasional variabel
Variabel | Definisi Operasional | Parameter Kategori Alat Skala
Variabel ukur | ggdata
Hambatan |Ekrhambatnya Aktivitas | - Sangat Jangka | Ordinal
pertumbuh | pertumbuhan bakteri | antibakteri kuat(=20m | sorong
an bakteri | Escherichia coli yang | dengan m)
Escherichi | ditandai dengan | konsentras | - Kuat(10-
a coli terbentuk zona jernih | i 25%, 19mm)
di  daerah sekitar | 50%, - Sedang(5-
cakram disk yang | 75%, 10mm)
ditempel pada media | 100%. - Lemah(<5
MHA. mm)

46  Pengumpulan data

4.6.1 Instrumen penelitian

Instrumen yaitu alat bantu yang berguna untuk menampung

data agar mempermudah pekerjaan dan dapat memperoleh hasil

yang lebih baik sehingga lebih mudah dalam proses pengolahan

(Mukaromah, 2020). Instrumen penelitian yang digunakan adalah

observasi atau pengamatan.
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4.6.2 Alat dan bahan

A. Alat:

1. Oven 9. Pipet volume

2. Beaker glass 10. Kapas lidi

3. Mikropipet 11. Autoclave

4. Ose 12, Push ball

5. Erlenmeyer 13. Pembakar spirtus
6. Inkubator 14. Batang pengaduk
7. Hot plate 15. Bluetip

8. Cawan petri

B. Bahan :

1. Rebusan daun sambiloto

2. Disk Blank

3. Media MHA

4. Media NA

5. Isolat murni bakteri Escherichia coli
6. Aquades

7. Gentamicin

4.6.3 Prosedur penelitian

A. Sterilisasi alat
Sterilisasi dilakukan pada seluruh alat guna

menghilangkan atau membunuh mikroorganisme yang ada
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pada peralatan laboratorium yang akan digunakan, serta

menghindari  terjadinya  kontaminasi yang  dapat

mempengaruhi  hasil. Proses sterilisasi  dilakukan

gnggunakan autoclave selama 15 — 20 menit dengan suhu

121°C.

Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA)

1. Melakukan penimbangan media MHA sebanyak 5,7
gram

2. Melarutkannya dalam aquadest sebanyak 140 mL di
dalam beaker glass

3. Memanaskannya menggunakan hot plate sampai media
terlarut sempurna

4. Mengukur pH dengan menggunakan pH meter

5. Apabila pH sudah tercapai pH 74, ditambahkan
aquades sampai tanda 150 mL

6. Aduk dan panaskan hingga mendidih lalu tuang ke
dalam Erlenmeyer

7. Menutup Erlenmeyer dengan kapas

8. Melakukan sterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit

9. Menunggu hingga suhu turun sampai 50°C kemudian
menuangkan pada cawan petri steril

10. Setelah itu dibiarkan hingga dingin dan mengeras

11. Cawan petri berisi media ditutup dengan plastic wrap

dan simpan di dalam refrigenerator
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C. Pembuatan media NA

I

2.

10.

I

Menimbang media NA

Melarutkan media engan aquadest sebanyak 90 mL
dalam beaker glass

Memanaskannya menggunakan /ot plate sampai media
terlarut sempurna

Mengukur pH dengan menggunakan pH meter

. Apabila pH sudah tercapai pH 7,0 ditambahkan aquades

sampai tanda 100 mL

Aduk dan panaskan hingga mendidih lalu tuang ke
dalam Erlenmeyer.

Menggunakan kapas steril sebagai tutup Erlenmeyer
Melakukan sterilisasi pada suhu 121°C selama 15 menit
Menunggu hingga suhu turun sampai 50°C kemudian
menuangkan pada tabung steril

Setelah itu dibiarkan hingga dingin dalam posisi miring
Tabung ditutup dengan kapas steril dan di bungkus
dengan plastic wrap kemudian disimpan di dalam

refrigenerator (Wijayanti & Safitri, 2018).

D. Pembuatan rebusan daun sambiloto

I.

Melakukan pencucian 30 lembar daun sambiloto
dewasa yang diperoleh dari tanaman milik salah satu
warga di daerah Kaliwungu Kecamatan Jombang

Kabupaten Jombang.
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Memasukkan ke dalam panci dan ditambahkan 500 mL
aquades

Merebus hingga mendidih selama 15 menit

Menunggu hingga dingin kemudian saring dengan kasa

steril

. Menampung dalam beaker glass kemudian tutup

(Trianingsih, 2019).

E. Pembuatan konsentrasi rebusan daun sambiloto

Rebusan daun sambiloto diencerkan ke dalam masing-

masing konsentrasi yaitu :

I.

4.

C1 = 25% dengan 2,5 mL air rebusan daun sambiloto +

7.5 mL aquades

. C2 =50% dengan 5 mL air rebusan daun sambiloto + 5

mL aquades

. C3 =75% dengan 7.5 mL air rebusan daun sambiloto +

2.5 mL aquades

C4 = 100% dengan 10 mL air rebusan daun sambiloto.

F. Peremajaan bakteri Escherichia coli

I.

Mengambil bakteri E. coli dari isolat murni dengan
jarum ose steril

Ditanamkan pada media NA miring dengan cara di
gores

Diinkubasi selama 1x24 jam selama 37°C (Hasanuddin

& Salnus, 2020)
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G. Pembuatan standart 0,5 McFarland

I

Menyiapkan larutan 1 yaitu 1% BaClz sebanyak 0,05
mL
Menyiapkan larutan 2 yaitu 1 % H2SOa4 sebanyak 9,95

mL

. Kedua larutan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan

dihomogenkan (Widiastuti & Pramestuti, 2018).

H. Pembuatan suspensi bakteri

I.

2.

4.

Menyiapkan bakteri Escherichia coli

11
Mengambil koloni bakteri E. coli dengan ose bulat steril

dan memasukkannya ke dalam tabung reaksi yang
berisi 10 mL larutan NaCl 0,9% dan homogenkan
Melakukan perbandingan kekeruhan dengan standart

McFarland

Melakukan inkubasi selama 1x24 jam

I. Uji aktivitas antibakteri

1.

Menyiapkan media MHA yang sudah padat
Menyiapkan suspensi bakteri Escherichia coli
Mengambil 0,1 ml suspensi dengan menggunakan pipet
kemudian di teteskan pada media uji
Meratakan suspensi dengan menggunakan lidi kapas pada
seluruh permukaan media
Diamkan terlebih dahulu selama 5 hingga 10 menit agar

bakteri terdifusi dengan media
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10.

I1.

12.

28

Merendam paper disk ke dalam rebusan daun sambiloto
pada masing setiap konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan
1009% selama kurang lebih 15 menit. Sebagai kontrol
negatif menggunakan konsentrasi 0% sehingga direndam
ke dalam aquades saja.

Menempelkan paper disk yang telah direndam pada setiap
konsentrasi dan paper disk berisi antibiotik gentamicin
menggunakan pinset steril pada media MHA sesuai
dengan konsentrasi rebusan daun yang telah ditentukan
Memberi jarak antar paper disk satu dan yang lainnya
Membungkus cawan petri dengan plastic wrap
Menginkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C
Mengamati adanya zona hambat/zona bening di sekitar
paper disk (Wijayanti & Safitri, 2018)

Pada setiap konsentrasi dilakukan pengulangan sebanyak

3 kali.

4.7  Teknik pengolahan dan analisa data

471

Teknik pengolahan data

1.

Editing

Editing merupakan upaya yang berguna untuk mengontrol

ulang data yang didapatkan seperti lengkap atau tidaknya dan

kesempurnaan data (Mukaromah, 2020).

Coding
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Coding adalah pengubahan data berupa kalimat menjadi

data berupa angka (Mukaromah, 2020). Pengkodean yang

digunakan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Air rebusan daun sambiloto (Andrographis paniculata

Nees.)
Konsentrasi 25%
Konsentrasi 50%
Konsentrasi 75%
Konsentrasi 100%
Hasil

Sangat Kuat (>20mm)
Kuat (10-19mm)
Sedang (5-10mm)
Lemah (<5mm)
Kontrol

Positif

Negatif

Tabulating

kode C1

kode C2

kode C3

kode C4

kode SK

kode K

kode 1

kode L

kode P

kode N

Tabulating yaitu mengelompokkan data penelitian lalu

memasukkannya ke dalam tabel yang cocok dengan tujuan

penelitian (Mukaromah, 2020).
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4.8 Analisa data
Penelitian ini menggunakan analisa data statistik deskriptif. Rebusan
daun sambiloto (Andrographis paniculata Nees.) dengan nsentrasi 25%,
50%, 75%, dan 100% diuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia
coli. Zona bening yang dihasilkan dari masing-masing konsentrasi dirata-

rata sehingga memberikan nilai akhir. Nilai akhir tersebut dilaporkan dengan

skala pengukuran ordinal, apakah sangat kuat, kuat, sedang, atau lemah.




k)
BAB S

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

5.1.1

Gambaran Lokasi Penelitian

Pelaksanaan penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi, Program studi D3 cknologi Laboratorium Medis
Sekolah Tinggi Kesehatan ICMe Jombang yang telah tersedia alat
penunjang penelitian salah satunya adalah Laminar Air Flow yang
berfungsi untuk menghindari kontaminasi bakteri lain pada saat
melakukan proses penanaman bakteri dan tetap terjaga kesterilannya
serta media MHA (Mueller Hinton Agar) sebagai media untuk
pemeriksaan uji aktivitas antibakteri metode difusi cakram.
Hasil

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui gambaran
aktivitas antibakteri rebusan daun sambiloto (Andrographis
paniculata Nees) terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Pada penelitian ini cnggunakan metode difusi cakram dengan
mengukur diameter zona bening atau zona hambat yang terbentuk di
sekitar cakram disk yang telah dilakukan perendaman di dalam
setiap konsentrasi (25%, 50%, 75%, dan 100%) air rebusan daun
sambiloto dan kemudian di tempelkan pada media MHA yang telah
dilakukan penanaman bakteri. Hasil penelitian dijabarkan ke dalam

tabel sebagai berikut :

31
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Tabel 5.1 Hasil yang giperoleh dari pengamatan zona bening.

Diameter zona bening
Kode Keterangan Rata-rata Kategori
1 2 3
8 .
Cl . 6 mm | 6 mm | 6 mm 6 mm Sedang
25%
) Konsentrasi 7 6 6 633 Sed
50% mm mm mm ,33 mm ang
c3 | Komentrasi |4 7 7 733 Sed
750, mm mm mm .33 mm ang
cq | Komsentrasi |4 8 7 7.66 Sed
100% mm mm mm ,66 mm ang
B Tidak
45
N Kontrol negatif 0 mm 0 mm terbentuk
zona
hambat
P Kontrol positif 11 mm 11 mm Kuat

52 Pembahasan
Penelitian ini dilaksanakan mulai tanggal 5 Juli hingga 8 Juli 2021 di

Laboratorium Mikrobiologi STIKes ICMe Jombang dengan judul Gambaran

23
Aktivitas Antibakteri Rebusan Daun Sambiloto (Andrographis paniculata)

Pada Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli menggunakan metode disc

diffusion atau difusi cakram. Pada penelitian ini menggunakan 4 konsentrasi

rebusan daun sambiloto yang berbeda yaitu 25%, 50%, 75%, dan 100%.

Selain itu juga menggunakan antibiotik gentamicin sebagai kontrol positif
dan aquades steril sebagai kontrol negatif.
Hasil pengamatan yang diperoleh pada penelitian ini ditunjukkan

pada tabel 5.1 bahwa tiap konsentrasi rebusan daun sambiloto memberikan

hasil diameter zona bening yang bertingkat. Besaran aktivitas antibakteri
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didapatkan dari hasil pengukuran diameter zona bening atau zona hambat

yang terbentuk di sekitar cakram disk. Rata-rata ukuran zona bening yang

terbentuk yaitu pada konsentrasi 25% terbentuk diameter zona hambat

sebesar 6 mm, pada konsentrasi 50% terbentuk na hambat sebesar 6,33
mm, pada konsentrasi 75% terbentuk zona hambat 7,33 mm, dan pada
konsentrasi 100% terbentuk zona hambat sebesar 7,66 mm. Tidak terbentuk
zona hambat si sekitar kontrol negatif sedangkan di sekitar kontrol positif
terbentuk zona hambat sebesar 11 mm.

Menurut Allo (2016) terdapat beberapa kategori diameter zona
hambat diantaranya ialah kategori lemah untuk diameter zona hambat
<5mm, kategori sedang untuk diameter 5-10mm, kategori kuat untuk
diameter 10-19mm, dan kategori sangat kuat untuk diameter >20mm. ada
tabel 5.1 dapat diketahui bahwa seluruh konsentrasi rebusan daun sambiloto
memberikan hasil termasuk ke dalam golongan sedang.

Kontrol negatif dari penelitian ini adalah aquades steril karena
aquades steril merupakan bahan yang tidak bersifat bakterisida dan
merupakan bahan yang tidak memiliki zat aktif yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Kontrol negatif digunakan sebagai pembanding antara
bahan yang tidak memiliki zat aktif antibakteri dan bahan yang memiliki zat
aktif antibakteri.

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah antibiotik

gentamicin. Kontrol positif digunakan sebagai bahan pembanding yang pasti

dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
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Berdasarkan tabel 5.1 pada konsentrasi 25% diperoleh hasil rataan
diameter zona bening sebesar 6 mm. Hasil tersebut merupakan hasil zona
hambat terkecil diantara seluruh konsentrasi. Pada konsentrasi ini dibuat
dengan menggunakan 2,5 mL air rebusan daun sambiloto dan 7.5 mL
aquades. Faktor yang menyebabkan konsentrasi tersebut membentuk zona
hambat terkecil adalah karena pada konsentrasi tersebut paling sedikit
mengandung zat aktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri.

Pada konsentrasi 50% menunjukkan sedikit peningkatan hasil rataan
zona hambat yaitu sebesar 6,33% hal ini dikarenakan karena terdapat
peningkatan volume air rebusan daun sambiloto yaitu 50 mL dan aquades
steril 50 mL. Sehingga bahan aktif yang terkandung di dalam konsentrasi ini
lebih banyak daripada konsentrasi sebelumnya.

Pada konsentrasi 75% menunjukkan hasil rataan diameter zona
hambat sebesar 7,33 mm hal ini dikarenakan terdapat peningkatan volume
air rebusan daun sambiloto yaitu 7.5 mL dan aquades steril 2.5 mL.

Pada konsentrasi 100% menunjukkan hasil rataan diameter zona
hambat terbesar daripada hasil pada konsentrasi sebelumnya yaitu 7.66%.
Konsentrasi ini hanya terdiri dari air rebusan daun sambiloto murni tanpa
dilakukan pengenceran dengan aquades steril.

Hasil yang diperoleh secara keseluruhan tidak memberikan hasil
yang berbeda jauh namun tetap menunjukkan peningkatan hasil yang mana
semakin besar konsentrasi air rebusan daun sambiloto akan rna](in besar
ukuran diameter zona bening yang dihasilkan. Hal ini sesuai dengan

penelitian oleh Sawitti dkk (2013) bahwa meningkatnya konsentrasi maka
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akan meningkatkan ukuran diameter zona bening/zona hambat yang

terbentuk.

Keempat zona hambat yang terbentuk pada konsentrasi tersebut
masuk ke alam kategori sedang. Pada konsentrasi 100% terbentuk zona
hambat terbesar karena mungkin terkandung zat aktif lebih banyak
dibandingkan konsentrasi lainnya.

Diperoleh hasil yang tidak sesuai dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Sawitti dkk (2013) bahwa perasan daun sambiloto
konsentrasi 0%, 25%, 50%, 75%, dan 100% menunjukkan rata-rata diameter
secara berturut-turut diantaranya 0,00 mm, 08 mm, 8,34 mm, 9,038 mm,
dan 10063 mm. Berdasarkan hasil penelitian Sawitti (2013) menunjukkan
bahwa konsentrasi tertinggi yaitu 100% masuk ke dalam kategori kuat
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Sementara itu,
gnelitian yang dilakukan oleh Suaib (2016) memberikan hasil bahwa
ekstrak daun sambiloto mempunyai sifat antibakteri terhadap bakteri E. coli
pada konsentrasi 15% dengan menunjukkan hasil diameter zona bening
sebesar 10mm yang mana hasil tersebut termasuk ke dalam kategori kuat.

Menurut peneliti penyebab utama perbedaan hasil tersebut
dikarenakan perbedaan dalam memproses daun sambiloto. Metode rebusan,
perasa, dan ekstraksi masing masing memberikan hasil yang berbeda.
Diantara ketiga metode tersebut, metode ekstraksi menunjukkan hasil yang
baik yaitu pada konsentrasi 15% sudah dapat memberikan zona hambat yang

termasuk ke dalam katogori kuat. Metode ekstraksi daun sambiloto

merupakan metode penarikan seluruh zat kimia yang terkandung di dalam
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daun sambiloto sehingga yang digunakan sebagai bahan uji aktivitas
antibakteri hanya zat-zat kimia yang ada di daun sambiloto. Maka dari itu
metode tersebut dapat memberikan hasil yang lebih efektif.

Kandungan kimia antibakteri pada daun sambiloto juga dapat
dipengaruhi oleh lokasi tanaman dan pemilihan bagian tanaman yang
memiliki kandungan antibakteri yang berbeda. Kemungkinan lainnya adalah
pada metode penyiapan daun meliputi usia daun dan teknik pengolahan daun
sambiloto (Sikumalay er al., 2016). Pada penelitian ini peneliti tidak
memperhatikan lokasi tanaman sehingga memungkinkan terdapatnya
perbedaan konsentrasi zat antibakteri yang ada di dalam daun sambiloto.
Peneliti juga menggunakan teknik pengolahan daun dengan metode
perebusan yang mana metode perebusan merupakan adalah metode
termudah untuk dilakukan. Hal ini juga dapat mempengaruhi kuantitas dan
kualitas zat kimia antibakteri yang terkandung di dalam daun sambiloto.

Penelitian ini menggunakan antibiotik gentamicin sebagai kontrol
positif. Daya hambat keempat konsentrasi rebusan daun sambiloto terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli lebih lemah daripada daya hambat antibiotik
gentamicin yaitu sebesar 11 mm. Hasil rneter zona hambat yang
didapatkan tidak cocok dengan hasil penelitian yang dilakukan Arivo dan
iningtyas (2017) tentang uji sensitivitas antibiotik terhadap bakteri
Escherichia coli yang menjadi penyebab infeksi saluran kemih menunjukkan
hasil bahwa bakteri Escherichia coli sensitif terhadap gentamicin sebesar

100%, dari 10 responden besar diameter zona hambat antibiotik gentamicin

seluruhnya lebih dari 15 mm. Perbedaan hasil tersebut kemungkinan




dikarenakan antibiotik yang peneliti gunakan sudah kadaluarsa dan cara

penyimpanan antibiotik tidak sesuai dengan prosedur yang ada.
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BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan diperoleh

kesimpulan bahwa hasil yang ditunjukkan dari rebusan daun sambiloto

1]
(Andrographis paniculata Nees.) konsentrasi 25%, 50%, 75%. dan 100%

masuk ke dalam kategori sedang dalam menghambat bakteri Escherichia

coli.

6.2 Saran

62.1

622

623

Diharapkan kepada peneliti berikutnya dapat melakukan penelitian
serupa namun menggunakan metode ekstraksi dalam pengolahan
daun sambiloto (Andrographis paniculata Nees.). Selain itu,
diharapkan peneliti berikutnya dapat melakukan penelitian yang
bertujuan untuk mengidentifikasi zat-zat yang telah banyak
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli.

Kepada tenaga kesehatan untuk dapat mengedukasi masyarakat
sekitar mengenai manfaat daun sambiloto yang dapat digunakan
sebagai antibiotik alternatif untuk mengobati diare akibat infeksi
bakteri Escherichia coli.

Bagi institusi pendidikan terutama jurusan D3 Teknologi
Laboratorium Medis STIKes ICMe Jombang agar lebih
meningkatkan pengetahuan mengenai aktivitas antibakteri daun

sambiloto pada pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

38
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6.24 Bagi masyarakat diharapkan dapat menggunakan metode rebusan
dalam pengolahan daun sambiloto (Andrographis paniculata
Nees.) untuk mengobati penyakit gangguan pencernaan yang
diakibatkan bakteri E. coli karena metode pengolahan daun yang

tergolong cukup mudah untuk dilakukan.
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