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ABSTRAK

AYU SRI MULYANI . Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kelopak bunga
Rosella Terhadap Bakteri Enterobacter cloacae dan Acinetobacter
baumannii. (dibimbing oleh Sartini dan Nana Juniarti).

Prevalensi kasus resistensi antimikroba yang disebabkan Acinetobacter
baumannii dan Enterobacter cloacae semakin meningkat di Indonesia
disertai minimnya antimikroba yang masih sensitif terhadap kedua
patogen tersebut. Ekstrak tanaman—salah satunya dari Rosella—dapat
menjadi sumber senyawa antimikroba baru baik untuk penggunaan
tunggal maupun kombinasi dengan antibiotika yang telah resisten. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak kelopak bunga
rosella dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. cloacae dan A.
baumanni. Ekstrak air kelopak bunga rosella di uji aktivitas antibakteri
dengan metode mikrodilusi untuk menentukan Kadar Hambat Minimum
(KHM) dalam microplate 24 wells dan metode difusi menggunakan
medium Mueller Hinton Agar dengan waktu inkubasi 1x24 jam suhu 37°C.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kelopak bunga rosella
memiliki KHM >2%, dan pada uji difusi sampai konsentrasi 20% (4
mg/disc) tidak menunjukkan penghambatan pertumbuhan E. cloacae dan
A. baumannii. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak rosella tidak memiliki
aktivitas antibakteri pada bakteri E. cloacae dan A. baumannii.

Kata Kunci: Ekstrak Kelopak Bunga Rosella, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter baumannii, KHM (Kadar Hambat Minimum).



ABSTRACT

AYU SRI MULYANI. Antibacterial activity evaluation of Roselle Calyx
Extract on bacteria Enterobacter cloacae and Acinetobacter baumannii
(guided by Sartini and Nana Juniarti).

The prevalence of cases of antimicrobial resistance caused by
Enterobacter cloacae and Acinetobacter baumannii increases in
Indonesian, while the number of sensitive antimicrobial against these
pathogens decreases. Therefore, sourcing new antimicrobial compounds
from natural product—including Roselle—either for single use or in
combination with resistant antibiotic becomes an alternative. This research
aims to determine the antibacterial activity of Roselle Calyx Extract against
E. cloacae and A. baumannii. The water extract of Roselle calyx was
tested for its antibacterial activity against clinical isolate of E. cloacae and
A. baumannii using microdilution method to determine its Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) in microplate 24-wells. The assay was
followed with disc diffusion assay in Mueller Hinton Agar for 1 x 24 hours
at 37°C using the same test bacteria. The results showed that Rosella
Calyx extract had MIC >2% and did not show inhibition of the growth of
E. cloacae and A. baumannii in disc diffusion test. In conclusion, rosella
calyx extract did not have antibacterial activity on E. cloacae and A.
baumannii.

Keywords: Roselle Calyx Extract, Enterobacter cloacae, Acinetobacter
baumannii, MIC (Minimum Inhibitory Concentration).
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BAB |

PENDAHULUAN

I.1 Latar belakang

Acinetobacter baumannii merupakan salah satu bakteri penyebab
meningitis, infeksi luka, dan infeksi saluran kemih yang telah menunjukkan
resistensi terhadap beberapa golongan antibiotika (Abdallah, 2016).
Multidrug resistant (MDR) A. baumannii menyebabkan kematian mencapai
17-46% (Tjoa dkk. 2013). Selain bakteri A.baumannii, menurut WHO,
bakteri Enterobacter cloacae juga menjadi penyebab dari infeksi
nosokomial yang menyebabkan kematian mencapai 6,67% dan juga
resistensi terhadap beberapa antibiotika termasuk karbapenem (Blu dkk.
2015). Bakteri A. baumannii dan E. cloacae resisten terhadap beberapa
antibiotika, yaitu antibiotika golongan penisillin, sefalosporin generasi
pertama dan kedua, beta laktam monosiklik, aminoglikosida, dan kuinolon
(Ayu, 2019; Deni dkk. 2019).

Penggunaan bahan alami sangat disarankan karena memiliki efek
samping minimal dan aman untuk tubuh. Salah satunya adalah rosella
terutama bagian kelopak bunganya yang banyak mengandung polifenal,
asam-asam organik, dan polisakarida, polifenol yang terkandung dalam
kelopak bunga rosella antara lain yaitu antosianin, asam protokatekuat
dan gossepetin (Djide dkk, 2019). Penelitian yang dilakukan oleh Timothy

dkk. (2017) menunjukkan bahwa senyawa aktif yang terdapat dalam



kelopak bunga rosella diantaranya antosianin dan asam protokatekuat.
Asam protokatekuat dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus, Klebisella pneumonia, Pseudomonas aeroginosa, dan
Acinetobacter baumannii (Timothy dkk, 2017). Diketahui pada konsentrasi
10%, 7,5%, 5% dan 10% ekstrak rosella dapat menghambat bakteri P.
gingivalis (bakteri Gram negatif) dan S. sanguis (bakteri Gram positif)
(Indriani dkk. 2018).

Namun, saat ini belum diketahui aktivitas antibakteri ekstrak kelopak
bunga rosella terhadap bakteri A. baumannii dan E. cloacae. Sehingga,
penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)
terhadap E. cloacae dan A. baumannii dilakukan.

[.2 Rumusan masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah apakah ekstrak
kelopak bunga rosella dapat menghambat pertumbuhan E.cloacae dan A.
baumannii ?

[.3 Tujuan penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri

ekstrak kelopak bunga rosella dalam menghambat pertumbuhan

E.cloacae dan A.baumannii.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

[I.1 Tanaman rosella
[1.1.1 Taksonomi tanaman rosella

Saat ini terdapat lebih dari 100 varietas rosella yang tersebar
diseluruh dunia. Tetapi rosella yang sering dijumpai orang adalah rosella
merah. Dalam taksonomi tumbuhan, rosella merah diklasifikasikan

sebagai berikut (Haidar, 2017):

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Devisio . Spermatophyta

Subdiviso : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Malvaceales

Famili : Malvaceae

Genus - Hibiscus Sabdariffa L.

Varietas : Hibiscus Sabdariffa Varietas sabdariffa L.

s &

Gambar 1. Kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) (Nurnasari.E, 2017)



[1.1.2 Morfologi tanaman

Rosella merupakan tanaman semusim yang tumbuh tegak
bercabang, batangnya bulat, tegak, berkayu, dan berwarna kemerah-
merahan. Daunnya tunggal. Berbentuk bulat telur. Pertulangan menjari
dan letaknya berseling dan pinggiran daun bergerigi panjang dan 6-15 cm
dan lebarnya 5-8 cm. Warna daun bervariasi, dari hijau gelap sampai
kemerahan. Tangkai daun bulat berwarna hijau, dengan panjang 4-7 cm.
Jika sudah dewasa, tanaman ini akan mengeluarkan bunga berwarna
merah yang ujungnya berwarna agak gelap. Bunga ini dilengkapi dengan
benang sari dan putik. Biji terdapat dalam cangkang, yang dilindungi oleh
semacam kelopak lembut berwarna merah. Bagian bunga dan biji inilah
yang memiliki banyak manfaat untuk kesehatan. Bunga rosella bertipe
tunggal yaitu hanya terdapat satu kuntum bunga pada setiap tangkai
bunga. Setiap bunga mempunyai 8-11 helai kelopak yang berbulu dengan
panjang 1 cm, pangkal saling berkelatan dan berwarna merah. Mahkota
bunga rosella berwarna merah sampai kuning dengan warna yang lebih
gelap (Nurnasari. Khulug, 2018).
[1.1.3 Kandungan dan manfaat

Rosella sebagai obat herba memiliki banyak manfaat. Hal ini
dikarenakan kandungan berbagai zat penting yang dimilikinya. Rosella
mengandung berbagai senyawa berkhasiat seperti, antioksidan, asam
esensial, beta karoten, potassium, zat besi dan berbagai jenis vitamin.

Selain kelopak bunga, daun, buah dan bijinya juga berperan sebagai



diuretik, antisariawan, dan pereda nyeri. Rosella memiliki kandungan
antioksidan tinggi yang sangat dibutuhkan, semakin pekat warna merah
pada kelopak bunga rosella, semakin tinggi kandungan antosianin
(antioksidan). Antosianin yang berperan menjaga kerusakan sel akibat
penyerapan sinar ultraviolet berlebih. Kelopak bunga rosella dapat diambil
sebagai bahan minuman segar berupa sirup, teh, selai dan jenis minuman
lainnya, terutama dari tanaman yang berkelopak bunga tebal, yaitu rosella
merah. Kelopak bunga tersebut mengandung vitamin C, vitamin A, dan
asam amino. Asam amino yang diperlukan tubuh, 18 diantaranya terdapat
dalam kelopak bunga rosella, termasuk arginine dan lisin yang berperan
dalam proses peremejaan sel tubuh. Selain itu, rosella juga mengandung
protein dan kalsium. Kelopak bunga rosella juga diketahui membantu
melancarkan peredaran darah dengan mengurangi derajat kekentalan
darah. Hal ini terjadi karena adanya asam organik, polisakarida dan
flavonoid yang terkandung dalam ekstrak kelopak bunga rosella
(Nurnasari. Khulug, 2018).

[I.2 Enterobacter cloacae

11.2.1 Klasifikasi Enterobacter cloacae

Gambar 2. Enterobacter cloacae (Warren, 2020)



Kingdom : Bacteria

Subkingdom : Negibacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria

Ordo : Enterobacteriales

Famili : Enterobacteriaceae

Genus : Enterobacter

Spesies : Enterobacter cloacae (Anonim, 2020)

11.2.2 Morfologi Enterobacter cloacae

Enterobacter adalah bakteri gram negatif. Bakteri genus ini memiliki
bentuk batang yang pendek dan bagian ujung membulat, tebal 0,5-1,5 pum.
memiliki banyak flagella, memiliki kapsul, dan bakteri ini termasuk bakteri
motil (Pana, 2012).

Bakteri Enterobacter termasuk ke dalam bakteri anaerob fakultatif
(dapat tumbuh dengan ada atau tidak adanya oksigen). Suhu
pertumbuhannya yaitu 37°C. Selain itu bakteri ini mudah tumbuh pada
media umum (Pana, 2012).

[1.2.3 Patogenitas Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae menjadi penyebab infeksi nosokomial dalam
tubuh. Patogenitasnya berkaitan dengan kemampuannya membentuk
biofilm dan mensekresikan berbagai sitotoksin (enterotoksin, hemolisin,

racun pembentuk pori). Enterobacter cloacae juga resistensi terhadap



beberapa golongan antibiotik seperti ampisillin, amoksisilin-asam
klavulanat, sefalotin dan cefoksitin (Davin-Regli and Pages, 2015) .
[1.3 Acinetobacter baumannii

11.3.1 Klasifikasi Acinetobacter baumannii

AccV  SpotMagn  Dat WD Exp

250 kVA0 1333x SE 1663

Gambar 3. Acinetobacter baumannii (Joly-Guillou, 2015)

Kingdom : Bacteria

Subkingdom : Negibacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria

Ordo : Pseudomonadales

Famili : Morexellaceae

Genus : Acinetobacter

Spesies : Acinetobacter baumannii (Anonim, 2020)

11.3.2 Morfologi Acinetobacter baumannii

Acinetobacter adalah bakteri Gram negatif, bakteri non maotil,
berbentuk bulat dan basil. Tebal 1.5-2.5 pm. mudah tumbuh dimedia
umum. Tidak memfermentasi gula. Oksidasi negatif, dan reduksi negatif.
Umumnya ditemukan dilingkungan rumah sakit menyebabkan infeksi

nosokomial (Joly-Guillou, 2015).



[1.3.3 Patogenitas Acinetobacter baumannii

A. baumannii menjadi penyebab utama infeksi nosokomial dan
pneumonia dalam tubuh. dan menjadi penyebab yang tinggi terhadap
penyakit invasif. Patogenisitasnya berhubungan dengan porin,
polisakarida kapsuler dan lipopolisakarida, protein pengikat penisilin,
sistem akuisisi logam dan sistem sekresi protein (Mahendra, 2016)
I1.4 Metode pengujian antibakteri

Secara umum, metode pengujian aktivitas antibakteri terdiri atas
dua yaitu metode difusi dan metode dilusi. Kedua metode terdiri dari
(Balouiri, 2015):
[1.4.1 Metode difusi

Metode Difusi terdiri atas tiga yaitu:
11.4.1.1 Metode difusi agar

Metode disk difusi agar dilakukan dengan menggunakan media
agar yang diinokulasikan inokulum mikroorganisme uji. Kemudian
kertas cakram (diameter 6 mm) yang mengandung senyawa uji dengan
konsentrasi yang diinginkan diletakkan pada permukaan media agar.
Cawan petri tersebut diinkubasi pada kondisi yang sesuai dan agen
antimikroba akan berdifusi ke dalam agar dan menghambat
pertumbuhan mikroorganisme yang dapat dilihat dari zona hambat yang
terbentuk di sekitar kertas cakram.

Keuntungan metode disk difusi agar dibandingkan dengan metode

lain adalah mudah, murah, tidak memerlukan peralatan khusus, dapat



menguji banyak mikroorganisme dan agen antimikroba, serta sangat
mudah dalam menginterpretasikan hasil yang diperoleh. Namun
kekurangannya yaitu metode ini tidak cocok digunakan dalam penentuan
nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), dan tidak dapat membedakan
efek bakterisidal dan efek bakteriostatik (Balouiri, 2015 ; Jorgensen &
Turnidge, 2016).

11.4.1.2 Metode gradien antimikroba (E-test)

Metode gradien antimikroba menggabungkan antara prinsip
metode dilusi dan metode difusi dalam menentukan nilai KHM. Metode ini
digunakan dalam penentuan nilai KHM antibiotik, antifungi, antibakteri dan
juga untuk mengetahui interaksi dari kombinasi antara dua agen
antimikroba. Nilai KHM ditentukan dengan melihat perpotongan antara
strip dan elips penghambatan pertumbuhan bakteri.
11.4.1.3 Metode kromatografi lapis tipis (KLT)-bioautografi

Metode KLT-bioautografi terdiri atas metode kontak, bioautografi

langsung, dan bioautografi pencelupan.
[1.4.2 Metode dilusi

Metode dilusi merupakan metode yang sangat cocok digunakan
dalam menentukan nilai KHM, karena pada metode ini dapat diperkirakan
konsentrasi senyawa antimikroba pada media agar maupun media cair.
Metode dilusi secara garis besar terdiri atas metode dilusi cair dan dilusi

padat.
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[1.4.2.1 Metode dilusi cair

Metode Dilusi Cair terbagi atas dua yaitu:
[1.4.2.1.1 Metode makrodilusi

Metode makrodilusi digunakan dalam volume yang besar dalam
tabung yang menggunakan medium cair dengan volume minimum 2 mL.
Lalu tabung diinokulasikan dengan inokulum yang setara dengan standar
0,5 McFarland dan diinkubasi pada kondisi yang sesuai.

Kerugian metode makrodilusi dibandingkan dengan mikrodilusi
adalah melelahkan, dilakukan secara manual, resiko terjadinya kesalahan
pada pembuatan larutan uji, dibutuhkan banyak reagen serta ruang dalam
melakukan metode ini dan metode ini umumnya tidak praktis untuk
pengujian di sebagian besar laboratorium mikrobiologi klinis (Balouiri,
2015 ; Jorgensen & Turnidge, 2016).

[1.4.2.1.2 Metode mikrodilusi

Metode mikrodilusi dapat digunakan untuk mengukur secara kualitatif
dan kuantitatif aktivitas antimikroba terhadap bakteri maupun fungi. Nilai
KHM dinyatakan sebagai konsentrasi terendah dari agen antimikroba
yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme uji (Balouiri,
2015).

Metode mikrodilusi cair merupakan salah satu metode paling dasar
dalam pengujian aktivitas antimikroba. Metode ini dilakukan dengan
menyiapkan pengenceran berkelipatan dua ke dalam media pertumbuhan

cair pada microplate. Kemudian pada setiap well diinokulasikan dengan
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mikroba yang telah disesuaikan dengan standar McFarland. Setelah itu,
well microplate diinkubasi pada kondisi yang sesuai dengan
mikroorganisme uji. Jika dibandingkan dengan metode dilusi lain seperti
makrodilusi, kerugian dari metode makrodilusi yaitu membutuhkan waktu
yang lama, beresiko terjadinya kesalahan dalam penyiapan larutan
antimikroba pada setiap uji, dan juga dibutuhkan banyak media, reagen,
dan ruang dalam pengujiannya. Kelebihan metode mikrodilusi yaitu lebih
sensitif (Balouiri. 2015; Jorgensen & Turnidge., 2016).

Penentuan nilai KHM dari suatu antimikroba dapat dilakukan dengan
menggunakan perangkat untuk membaca pengujian mikrodilusi dan
mencatat hasil dengan baik dalam membedakan pertumbuhan
mikroorganisme di dalam well dan dengan menggunakan reagen warna.
Beberapa reagen warna yang dapat digunakan yaitu seperti reagen
garam-garam tetrazolium dan resazurin (Balouiri. 2015).
11.4.2.2 Metode dilusi padat

Metode dilusi padat dilakukan dengan berbagai konsentrasi yang
diinginkan ke dalam media agar (agar cair), yang biasa menggunakan
pengenceran seri berlipat ganda dan di atas permukaan media padat
diinokulasikan suspensi mikroba. Hasilnya dapat dilihat dari konsentrasi
terendah senyawa antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme. Metode ini cocok jika digunakan dengan metode E-
test, khususnya dalam pengujian antibakteri gram positif dan gram

negatif.



Jika dibandingkan dengan metode dilusi lain seperti dilusi cair
kontaminasi mikroba atau heterogenitas populasi lebih mudah dideteksi
dengan metode dilusi agar daripada dengan metode dilusi cair.
Kerugian utama dari metode dilusi agar yaitu membutuhkan waktu

yang lama (Balouiri, 2015 ; Jorgensen & Turnidge, 2016).
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