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Pengantar Redaksi

Berjumpa kembali dengan Jurnal Kefarmasian Indonesia. Pada edisi Volume 9 Nomor
2 ini, JKI menyajikan delapan artikel pilihan yang sebagian besar bertemakan obat bahan alam.

Artikel pertama ditulis oleh Sari Haryanti, dkk. Artikel ini membahas efek ekstrak kayu
secang dan rimpang lempuyang pada sel kanker payudara. Kedua bahan alam ini diketahui
mengandung senyawa-senyawa yang menunjukkan aktivitas sitotoksik. Artikel selanjutnya
menyajikan hasil penelitian terhadap bahan alam yang sangat populer untuk digunakan sebagai
obat tradisional di Indonesia, yakni daun sirih. Kali ini, Almasyhuri dkk melakukan pengujian
aktivitas antiseptik ekstrak etanol daun sirih terhadap bakteri Staphylococcus sureus secara in
vitro. Dalam artikel ke-3, Dwi Hartanti, dkk menuliskan hasil penelitian mengenai efek infusa
daun salam sebagai pengawet alami daging ayam. Penelitian ini didasarkan pada aktivitas
antimikroba yang diketahui ada pada daun salam hingga muncul potensi untuk
mengembangkan bahan ini sebagai pengawet alami.

Bahasan mengenai keragaman bakteri endofit penghasil L-asparaginase bebas L-
glutamase disajikan oleh Tri Ratna Sulistiani, dkk dalam artikel keempat yang dimuat pada
edisi kali ini. Penelitian yang dilakukan oleh penulis bertujuan untuk mengoleksi dan
mengidentifikasi bakteri endofit dari tanaman obat tropis serta melakukan penapisan potensi
penghasil enzim L-asparaginase. L-asparaginase sendiri merupakan enzim pertama dengan
aktivitas antileukimia yang sedang intensif dipelajari.

Artikel selanjutnya yang ditulis oleh Reni Herman membahas mengenai studi in silico
lima senyawa aktif sebagai penghambat virus dengue. Semua senyawa aktif yang diuji berasal
dari bahan alam, yakni artemisinin, katekin, mangiferin, epigalo katekin galat, dan kuersetin
yang sebelumnya telah diketahui memiliki potensi sebagai antivirus. Artikel keenam dalam
edisi ini menyajikan bahasan menarik mengenai pengginaan daun tembakau selain sebagai
rokok. Elda Nurnasari, dkk meneliti mengenai aktivitas antibakteri minyak atsiri daun
tembakau terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Topik
pemanfaatan bahan alam terakhir dalam edisi ini ditulis oleh Andi Nurul Annisa, dkk.Dalam
artikel ini, penulis membahas mengenai uji sensitisasi dermal masker gel kombinasi ekstrak
ampas daun teh dan air cucian beras.

Acrtikel terakhir memiliki topik berbeda dari artikel lainnya di edisi ini. Rasmaya Niruri,
dkk, yang merupakan salah satu peserta terpilih dari acara International Conference on
Pharmaceutical Research and Practice yang diselenggarakan oleh UlI tahun 2018, menyajikan
kajian sistemik tentang efek gen multi drug resistance-1 pada farmakokinetik klopidogrel.

Terbitnya JKI Volume 9 Nomor 1 ini tak lepas dari kerja keras banyak pihak. Untuk
itu, redaksi mengucapkan banyak terima kasih atas bantuan dan kerja sama yang baik dari
seluruh tim editor, mitra bebestari, dan sekretariat. Kami berharap edisi ini dapat menambah
pengetahuan dan bermanfaat bagi pembaca. Salam sehat Indonesia.

Redaksi
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Sari Haryanti, lka Yanti M. Sholikhah, Yuli
Widiyastuti

(Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman
Obat dan Obat Tradisional, Tawangmangu)

Efek Sinergis Kombinasi Ekstrak Etanolik Kayu
Secang dan Rimpang Lempuyang pada Sel Kanker
Payudara MCF-7

Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):1-9

Abstrak

Kanker merupakan salah satu penyakit kritis, kronis,
kompleks, dan menjadi penyebab kematian yang cukup
tinggi di dunia. Kayu secang (Caesalpinia sappan L.)
mengandung senyawa brazilin dan  brazilein,
sedangkan rimpang lempuyang (Zingiber zerumbet L.)
mengandung zerumbon. Senyawa tersebut
menunjukkan aktivitas sitotoksik dengan mekanisme
yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
efek kombinasi kayu secang dan rimpang lempuyang.
Kayu secang dan rimpang lempuyang dimaserasi
dengan etanol 96% 3x24 jam, disaring, dan diuapkan
hingga diperoleh ekstrak kering. Uji sitotoksik pada sel
MCF-7 dilakukan dengan MTT assay. Nilai index
kombinasi  (Cl) dianalisis dengan CompuSyn
berdasarkan hasil sitotoksik kombinasi. Profil siklus sel
dan induksi apoptosis dikaji dengan flow cytometry.
Ekstrak secang dan rimpang lempuyang menunjukkan
efek sitotoksik pada sel MCF-7 dengan nilai 1Csq
berturut-turut 30 dan 155 pg/mL. Kombinasi ekstrak
secang 15 pg/mL dan lempuyang 8, 12, 24, dan 60
pg/mL menghasilkan efek sinergis dengan nilai Cl
0,57-0,85. Kombinasi secang 15 pg/mL dengan
lempuyang 8 dan 24 pg/mL  menunjukkan
penghambatan siklus sel di fase G2/M. Kombinasi
keduanya juga meningkatkan terjadinya induksi
apoptosis  dibandingkan kontrol dan perlakuan
tunggalnya. Kombinasi ekstrak etanolik kayu secang
dan rimpang lempuyang menghasilkan efek sitotoksik
yang sinergis. Sinergisme kombinasi terjadi melalui
penghambatan siklus sel di fase G2/M dan induksi
apoptosis.

Kata kunci: Caesalpinia sappan; Zingiber zerumbet;
Indeks kombinasi
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Almasyhuri, Dian Sundari
(Pusat Penelitian dan Pengembangan Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan)

Uji Aktivitas Antiseptik Ekstrak Etanol Daun Sirih
(Piper betle Linn.) dalam Obat Kumur terhadap
Staphylococcus aureus secara in Vitro

Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):10-18

Abstrak

Daun sirih (Piper betle Linn.) sangat populer dalam
kehidupan masyarakat di Indonesia. Daun sirih
berguna untuk kesehatan gigi dan sering digunakan
sebagai obat kumur; menghilangkan bau badan dan
mulut; mengobati sariawan, mimisan, gatal-gatal,
koreng dan keputihan pada wanita. Rongga mulut
merupakan tempat berkumpulnya bakteri. Bila terjadi
penurunan imunitas bakteri yang semula bersifat
komensal dapat berubah menjadi patogen sehingga
dapat menimbulkan infeksi. Bakteri yang biasa
terdapat dalam rongga mulut salah satunya adalah
Staphylococcus aureus. Bakteri ini  memiliki
kemampuan untuk menempati dan membentuk biofilm
pada biomaterial yang menyebabkan resistensi
terhadap antimikroba, dengan demikian membuat
mereka sulit untuk memberantas host yang terinfeksi S.
Aureus Berbagai penelitian terdahulu melaporkan
adanya multidrug resisten dari golongan S.aureus yang
dapat menimbulkan kematian, sehingga untuk
mengatasi  bakteri tersebut dilakukan penelitian
aktivitas antiseptik ekstrak etanol daun sirih terhadap
S.aureus secara in vitro. Pengujian dilakukan dengan
metode koefisien fenol menggunakan bakteri S.
auereus ATCC 25923. Sebagai pembanding adalah
obat kumur dengan povidon iodine yang beredar
dipasaran. Hasil penelitian menunjukkan bahwa obat
kumur yang mengandung ekstrak etanoldaun sirih
memiliki nilai koefisien fenol 1,87 sedangkan obat
kumur dengan povidon iodine mempunyai nilai
koefisien fenol 1,0. Terlihat bahwa obat kumur yang
mengandung ekstrak etanol daun sirih mempunyai
efektifitas antiseptik lebih tinggi daripada obat kumur
pembandingnya.

Kata kunci: Antiseptik; Ekstrak daun sirih; Obat
kumur; S.aurues
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Dwi Hartanti, Asmiyenti Djaliasrin Djalil, Nur
Yulianingsih, Alwani Hamad (Fakultas Farmasi
Universitas Muhammadiyah Purwokerto)

Efek Infusa Daun Salam Syzygiumpolyanthum
(Wight) Walp. sebagai Pengawet Alami Daging
Ayam

Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):19-27




Abstrak
Salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) telah
diketahui memiliki aktivitas antimikroba, yang
memungkinkan tumbuhan tersebut untuk
dikembangkan menjadi pengawet makanan alami.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan
kimia dan potensi infusa daun salam sebagai pengawet
alami daging ayam. Kandungan kimia infusa daun
salam dianalisis dengan menggunakan metode
penapisan fitokimia. Potensi infusa daun salam sebagai
pengawet alami daging ayam ditentukan berdasarkan
aktivitasnya dalam menghambat pertumbuhan bakteri
pada daging ayam dan juga pengamatan terhadap
kondisi fisik daging yang diawetkan. Penapisan
fitokimia menunjukkan bahwa infusa daun salam
mengandung flavonoid, tanin, dan saponin. Infusa daun
salam pada konsentrasi optimum 10% mampu
menghambat pertumbuhan bakteri pada daging ayam
selama penyimpanan dan memperpanjang masa
simpannya hingga 3 hari pada suhu 3-7°C
Kata kunci: Daging ayam; Syzygium
polyanthum; Infusa; Pengawet alami
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Tri Ratna Sulistiyani, Dinihari Indah Kusumawati
(Pusat Penelitian Biologi-LIPI, Cibinong)

Keragaman Bakteri Endofit Penghasil L-
Asparaginase Bebas L-Glutaminase
Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):28-39

Abstrak

Endofit merupakan mikroba potensial sumber
penghasil senyawa aktif penting. Endofit yang diisolasi
dari tanaman obat tropis telah menarik perhatian
karena biodiversitasnya yang tinggi dan diperkirakan
mampu menghasilkan senyawa baru di bidang
kesehatan. L-asparaginase merupakan enzim pertama
dengan aktivitas antileukemia yang sedang intensif
dipelajari. Penelitian ini bertujuan untuk mengoleksi
dan mengidentifikasi bakteri endofit dari tanaman obat
tropis serta melakukan penapisan potensi penghasil
enzim L-asparaginase. Tanaman Gliricidia sepium,
Pittosporum moluccanum, Clerodendrum buchanani,
dan Zingiberaceae dikoleksi dari Desa Wanggameti,
Sumba Timur, NTT. Sampel disterilkan menggunakan
metode sterilisasi permukaan dan bakteri endofit
diisolasi menggunakan metode plant piece pada media
R2A. Bakteri endofit terisolasi diidentifikasi
berdasarkan sekuen 16S rDNA. Penapisan bakteri
endofit penghasil enzim L-asparaginase dilakukan
secara  kualitatif  menggunakan  media R2A
termodifikasi dengan penambahan L-asparagin dan
indikator phenol red. Terdapat 34 isolat bakteri endofit
berhasil diisolasi dari 5 sampel tanaman obat.
Sebanyak 14 genus terdiri dari 17 spesies bakteri yang
berbeda diperoleh dari 34 isolat terseleksi. Bakteri
endofit Pseudomonas stutzeri strain SMKL1 dan
Rhizobium radiobacter strain SMKW?2 dari tanaman
Kahili berpotensi sebagai penghasil L-asparaginase
bebas L-glutaminase dan bepeluang sebagai kandidat
penghasil senyawa kemoterapi kanker leukemia.

Kata kunci:  Bakteri endofit; L-asparaginase;
Tanaman Obat
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Reni Herman

(Pusat Penelitian dan Pengembangan Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan)

Studi in Silico Lima Senyawa Aktif sebagai
Penghambat Protein Virus Dengue
Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):40-47

Abstrak

Infeksi dengue merupakan salah satu penyakit endemik
di daerah tropis dan subtropis, disebabkan oleh infeksi
virus dengue (DENV). Beberapa senyawa sudah
dibuktikan memiliki efek antivirus terhadap beberapa
virus. Uji in silico dilakukan untuk memprediksi
stabilitas ikatan senyawa dari bahan alam untuk
senyawa artemisinin, katekin, mangiferin,
epigalokatekin galat (EGCG), dan kuersetin dengan
protein virus dengue pada tingkat molekuler. Uji ini
dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak
Molecular Operating Environment (MOE) versi
2008.10. Ligan adalah senyawa ribavirin sebagai
kontrol antiviral sedangkan artemisinin, mangiferin,
EGCG, dan kuersetin dengan struktur 3D format mol.
Protein DENV dengan format dokumen PDB yang
diunduh adalah protein selubung (envelope) DENV
serotipe 2 dengan kode 10KE, protein non struktural 3
(NS3) dengan kode 2VBC dan protein NS5 dengan
kode 1L9K. Uji in silico ini secara umum
memperlihatkan senyawa katekin, mangiferin, EGCG,
dan kuersetin memiliki stabilitas ikatan yang lebih baik
terhadap protein DENV. Secara khusus senyawa
mangiferin memiliki stabilitas ikatan lebih baik pada
protein selubung, NS3 (helikase dan protease) dan pada
NS5-metiltransferase dibandingkan dengan senyawa
ribavirin. Senyawa katekin pada NS3-protease, EGCG
pada NS3 (helikase dan protease) dan kuersetin pada
NS3-protease. Artemisinin  memiliki ikatan yang
kurang stabil dibandingkan dengan ribavirin. Hasil
prediksi ini mengindikasikan bahwa senyawa katekin,
mangiferin, EGCG, dan kuersetin memiliki potensi
untuk menghambat protein DENV dan mangiferin
merupakan senyawa yang memiliki potensi hambatan
paling baik dengan ikatan lebih stabil pada semua
protein yang diuji.

Kata kunci: Antiviral, Katekin; Mangiferin, EGCG;
Kuersetin
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Elda Nurnasari, Kristiana Sri Wijayanti
(Balai Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat,
Karangploso,Malang)

Aktivitas  Antibakteri Minyak Atsiri Daun
Tembakau terhadap  Pertumbuhan  Bakteri
Escherichia coli dan Stapphylococcus aureus

Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):48-56




Abstrak

Tanaman tembakau banyak dimanfaatkan sebagai
bahan baku rokok, namun hasil penelitian
menunjukkan bahwa daun tembakau mengandung
senyawa aktif yang dapat digunakan dalam bidang
farmasi dan kesehatan. Daun tembakau mengandung
minyak atsiri yang memiliki aroma khas. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji aktivitas antibakteri minyak
atsiri tembakau yang berasal enam sentra yaitu
Temanggung, Yogyakarta, Purwodadi, Boyolali, Blitar,
dan Probolinggo. Minyak atsiri tembakau diperoleh
dengan metode distilasi uap-air. Pengujian aktivitas
antibakteri dilakukan dengan metode difusi dan uji
konsentrasi hambat tumbuh minimum dilakukan
terhadap dua bakteri yakni Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Rendemen minyak atsiri daun
tembakau berkisar antara 0,54-3,39%. Minyak atsiri
daun tembakau memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri E.coli dan S.aureus dari daun tembakau
Yogyakarta sebesar 26 mm, sedangkan untuk bakteri
E.coli zona hambat terbesar pada minyak atsiri daun
tembakau Blitar yakni sebesar 21 mm. Besarnya zona
hambat ini tidak berbeda jauh dengan zona hambat
pada pengujian antibiotik tetrasiklin sebagai kontrol
positif yakni 25 mm pada bakteri S.aureus dan 21.5
mm pada bakteri E.coli. Minyak atsiri daun tembakau
asal Probolinggo mampu menghambat pertumbuhan
bakteri S. aureus mulai konsentrasi 6,25% dan bakteri
E. coli mulai konsentrasi 12,5%.

Kata kunci: Minyak atsiri; Daun tembakau;
Antibakteri; Escherichia coli; Stapphylococcus
aureus
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Andi  Nurul Annisa, Wahyu Utaminingrum, Erza
Genatrika

(Fakultas  Farmasi, Universitas Muhammadiyah
Purwokerto)

Uji Sensitisasi Dermal Masker Gel kombinasi
Ekstrak Ampas Daun Teh dan Air Cucian Beras
Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):57-64

Abstrak
Kombinasi ekstrak ampas daun teh dan air cucian beras
sebagai masker gel peel-off diketahui stabil dalam
penyimpanan 28 hari dan memiliki nilai 1Cs, sebesar
20,4 ppm. Potensi tersebut dapat memberikan efek
optimal sebagai bahan kosmetika.Akan tetapi, untuk
memenuhi persyaratan regulasi Badan Pengawas Obat
Makanan (BPOM) RI dan ISO 10993, uji sensitisasi
kulit juga harus dilakukan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui reaksi sensitisasi kulit dari masker
gel  peel-offyang mengandung kombinasi ekstrak
ampas daun teh (Camellia sinensis L.) dan air cucian
beras (Oryza sativa L.) pada hewan uji. Desain
penelitian menggunakan eksperimental laboratorium
dan pemilihan sampel secara simple random sampling.
Perlakuan diberikan berdasarkan posttest-only control
group design. Hasil uji reaksi sensitisasi kulit
ditentukan menggunakan metode Guinea Pig

Maximization Test (GPMT). Hasil penelitian
menunjukkan adanya reaksi eritema maupun edema
menurut Skala Magnusson dan Kligman setelah
pemberian masker gel peel-off sebagai sampel dalam
uji topikal pada hewan uji muncul pada hari ke-11 dan
pada uji tantang baru muncul pada hari ke-24. Hal ini
disebabkan masa inkubasi selama 1 minggu dimana
keadaan hipersensitivitas dapat berkembang sehingga
reaksi  tersebut disebut juga dengan reaksi
hipersensitivitas tertunda.

Kata kunci: Masker gel; Ampas daun teh; Air
cucian beras; Uji sensitisasi
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Rasmaya Niruri, Rini Noviyani, Indah Mei Rahajeng
(Program Studi Farmasi, FMIPA, Universitas Sebelas
Maret)

Kajian Sistemik: Efek Gen Multi Drug Resistance-1
pada Farmakokinetik Klopidogrel
Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):65-72

Abstrak

Polimorfisme gen Multi Drug Resistance-1 (MDR-1),
yang merupakan gen penyandi P-glycoprotein, dapat
mempengaruhi absorpsi pada saluran cerna. Kajian
sistematik ini bertujuan untuk mengidentifikasi efek
dari gen MDR-1 varian 3435 pada farmakokinetik
klopidogrel. Literatur kajian diperoleh dari database
MEDLINE, Science Direct, Scopus, Clinical Key,
ProQuest dan Google Scholar. Dilakukan critical
review dan analisis artikel riset yang diperoleh untuk
mencapai tujuan kajian ini. Hasil kajian menunjukkan
bahwa pada pasien dengan penyakit kardiovaskular,
kadar puncak (Cnws) dan total daerah dibawah
kurva/total Area Under Curve (AUC) Kklopidogrel
dan/atau metabolit aktifnya adalah lebih rendah secara
signifikan pada subjek dengan 3435TT dibandingkan
pada 3435CC. Namun, varian Gen MDR-1 tidak
berkorelasi secara signifikan pada konsentrasi plasma
subjek sehat. Profil farmakokinetik Kklopidogrel
menunjukkan perbedaan pada MDR-1 varian 3435 dan
status kesehatan yang berbeda.

Kata kunci: MDR-1; Varian 3435; Farmakokinetik
klopidogrel
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Abstract
Cancer is one of critical, chronic, and complex
disease, also becoming the high cause of death in the
world. Brazilin and brazilein in sappan wood
(Caesalpinia sappan L.) and zerumbone in bitter
ginger rhizome (Zingiber zerumbet L.) are known
having cytotoxic activity with different mechanisms.
This study aimed to examine combination effect of
sappan wood and bitter ginger rhizome. Sappan wood
and bitter ginger rhizomes macerated with ethanol
96% for 3x24 hours, filtered, and evaporated to obtain
dried extract.Cytotoxic effect on MCF-7 cells was done
using MTT assay. Combination Index (CI) was
determined by CompuSyn based on the result of
cytotoxic combination. Cell cycle profile and apoptosis
induction was analyzed by flow cytometry. Sappan
wood extracts and bitter ginger rhizome exhibited
cytotoxic effects on MCF-7 cells with the 1C50 values
of 30 and 155 ug/mL respectively. The combination of
sappan wood 15 ug/mL and bitter ginger 8, 12, 24, and
60 ug/mL produced synergistic effect with the CI value
of 0.57-0.85. Sappan wood 15 ug/mL combined with
bitter ginger 8 and 24 ug/mL showed cell cycle
inhibition at G2/M phase. The combination also
increased apoptosis induction compared to untreated
cells and its single treatment.The combination of
sappan wood ethanolic extracts and bitter ginger
rhizome showed synergistic cytotoxic effect. Its
synergism effect revealed through cell cycle arrested at
G2/M phase and acceleration of apoptotic induction.
Keywords:Caesalpinia sappan; Zingiber zerumbet;
Combination index
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Abstract

Betle leaf (Piper betle Linn.) is very popular in
Indonesia. Betle leaf is useful for dental health and
frequently used as mouthwash; to eliminate body and
mouth odor; treats mouth ulcer, nosebleed, itching,
ulceration and vaginal discharge in women. An oral
cavity is a place for bacteria. If there is a bacterial
immunity reduction, that was originally commensal
bacteria can turn into a pathogen that cause infection.
One of bacteria that commonly found in the oral cavity
is Staphylococcus aureus. The bacteria have the ability
to occupy and form biofilm on biomaterials that cause
resistant to antimicrobials, thus making it difficult to
eradicate host that is infected by S. aureus. Previous
study reported a multidrug resistant of S. aureus that
could cause death, that to overcome it, betle leaves
extract ethanol in vitro antiseptic test to S.aureus was
conducted. The test was conducted by the phenol
coefficient method using S. auereus ATCC 25923
bacteria. Povidone iodine mouthwash that is circulated
in the market is used as a comparison. The results
showed that mouthwash containing ethanol extract of
betle leaf had a phenol coefficient value of 1.87 while
povidone iodine mouthwash as a comparison, had a
phenol coefficient of 1.0. Mouthwash containing
ethanol extract of betle leaf had higher antiseptic
effectiveness than the comparative mouthwash.
Keywords: Antiseptic; Betle leaf extract; Mouthwash;
S. aureus.
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Abstract

Syzygium polyanthum (Wight) Walp. (Indonesian bay
leaf) is known for possessing antimicrobial activity that
might be applied for natural food preservative. In this
study, we analyzed the constituents of infusion of S.
polyanthum leaves and evaluated its potency as the
preservative of fresh chicken meats. The infusions were
prepared with the method described in Indonesian
Pharmacopeia. Phytochemical content of infusion of S.
polyanthum leaves was analyzed by qualitative
phytochemical screening using colorimetric methods.
Its application for preservative of fresh chicken meat
was evaluated based on its activity in inhibiting the
growth of bacteria on the meats as well as the physical
observation of the preserved meats. The infusion of S.
polyanthum leaves contained flavonoids, tannins, and
saponins. The infusion at the optimum concentration of
10% was capable of inhibiting bacterial growth on
chicken meats and extending their shelf life up to 3
days in temperature of 3-7°C.

Keywords: Chicken meat; Syzygium polyanthum;
Infusion; Natural preservative
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Abstract

Endophytes are potential as a source of active
compound producer. Endophytes that is isolated from
tropical medicinal plants has been getting attention
due to its high biodiversity and active compound
producing ability. L-asparaginase is the first enzyme
used as chemotherapeutic agent for leukemia. The aim
of this study is to collect the endophytic bacteria
associated with tropical medicinal plants from Sumba
Island and investigate the activity of L-asparaginase
without L-glutaminase from endophytic bacteria
isolates. The samples Gliricidia sepium, Pittosporum
moluccanum, Clerodendrum  buchanani, and
Zingiberaceae are collected from Wanggameti, East
Sumba, NTT. Samples are sterilized using surface-
sterilization method and endophytic bacteria are
isolated using plant piece method on R2A media.
Selected endophytic bacteria are identified by 16S
rDNA sequences. L-asparaginase screening is
conducted using modified R2A with addition of L-
asparagine and phenol red as colour indicator. A total
of 34 isolates of endophytic bacteria were collected
from 5 samples. A total of 14 genus consisted of 17
different bacterial species were obtained from 34
selected isolates. Endophytic bacteria of P. stutzeri
strains of SMKL1 and R. radiobacter strains of
SMKW2 from the Kahili plant were needed as L-
glutaminase-free L-asparaginase and were potential to
be candidate of leukemia cancer chemotherapy.

Keywords: Endophytic bacteria; L-asparaginase;
Medicinal plants
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Abstract

Dengue infection is an endemic disease in the tropics
and subtropics, caused by dengue virus (DENV)
infection. Some compounds have been shown to have
antiviral effects on some viruses. In silico study is
conducted to predict the stability of natural ingredient
compounds:  artemisinin,  catechin,  mangiferin,
epigallocatechin gallate (EGCG), and quercetin in
their interactions with dengue virus proteins at
molecular level. This study is carried out using the
2008 version of the Molecular Operating Environment
(MOE) software. Ligands are ribavirin as antiviral
control whereas artemisinin, mangiferin, EGCG, and
quercetin with 3D mole format structures. The
downloaded DENV protein with PDB document format
is the DENV serotype 2 envelope protein with 10KE
code, non structural protein 3 (NS3) with 2VBC code
and NS5 protein with 1L9K code. In silico test
generally showed that catechin, mangiferin, EGCG,
and quercetin had more stable docking ligands to
DENV’s proteins. In particular, mangiferin had stable
docking ligand to envelope proteins, NS3 (helicase and
protease) and in NS5-methyltransferase compared to
ribavirin. Catechin stabled on NS3-protease, EGCG on
NS3 (helicase and protease) and quercetin on NS3-
protease. Artemisinin had less stabled bonds than
ribavirin. The results indicated that catechin,
mangiferin, EGCG, and quercetin had potential
inhibition to DENV proteins whereas mangiferin was
the most potential compound to inhibit dengue virus
protein targets.

Keywords: Antiviral; Catechin; Mangiferin; EGCG;
Quercetin
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Abstract
Tobacco plants are widely used as raw material for
cigarettes, but the results of the study show that in
tobacco leaves contain compounds that can be used in
the pharmaceutical and health fields. Tobacco leaves
contain essential oils that have a distinctive aroma.
The study aims to examine the antibacterial activity of
tobacco essential oil from six sources tobacco such as
Temanggung, Yogyakarta, Purwodadi, Boyolali, Blitar
and Probolinggo. Tobacco essential oil is obtained by
the steam-water distillation method. Antibacterial
activity evaluation was carried out by diffusion method
and the minimum inhibitory concentration on two
bacteria, Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
The yield of tobacco essential oil ranged from 0.54-
3.39%. Tobacco essential oil had antibacterial activity
against bacteria E. coli and S. aureus in the presence
of inhibition zones in bacterial media. The biggest
inhibition zone was in Yogyakarta tobacco essential oil
of 26 mm for S. aureus bacteria, while for E. coli
bacteria the biggest inhibition zone was Blitar tobacco
essential oil which was equal to 21 mm. The inhibition
zone was not much different from the inhibition zone in
tetracycline antibiotic testing (positive control) which
was 25 mm in S. aureus and 21.5 mm bacteria in E.
coli bacteria. Tobacco essential oil from Probolinggo
was able to inhibit the growth of S. aureus bacteria up
to a concentration of 6.25% and E. coli bacteria to a
concentration of 12.5%.
Keywords: Essential oils; Tobacco leaf; Antibacterial;
Escherichia coli; Staphylococcus aureus
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Abstract
The combination of tea leaf dregs extract and rice
washing water as a peel-off gel mask was found to b
stable up to 28 days of storage and had an IC50 value
20.4 ppm. This potential can provide an optimal effects
as cosmetic ingredients.However, to meet the
regulatory requirements of Badan Pengawas Obat
Makanan (BPOM) RI and 1SO 10993, a dermal
sensitization test also need to be done. The aim of this
study was to determine the dermal sensitization
reaction from peel-off gel mask containing a
combination of tea leaf dregsextract (Camellia sinensis
L.) and rice washing water (Oryza sativa L.) in test
animal. Thisstudy was designed based on experimental
laboratory methods and sample selection by simple
random sampling. The intervention was given based on
posttest-only control group design. The test results for
dermal sensitization were determined using the Guinea

Pig Maximization Test (GPMT) method. The results
showed erythema and edema reactions according to
the Magnusson and Kligman scale after administration
of peel-off gel masks as samples in the topical tests in
test animals, appeared on the 11" day and in the
challenge test appeared on the 24th day. This was due
to incubation period for one week where the
hypersensitivity state can develop, so that this reaction
is also called the delayed hypersensitivity reaction.
Keywords: Gel mask; Green tea waste; Rice washing
water; Sensitization test

LM : QW 45

Rasmaya Niruri, Rini Noviyani, Indah Mei Rahajeng
(Program Studi Farmasi, FMIPA, Universitas Sebelas
Maret, Indonesia, Program Studi Farmasi, FMIPA,
Universitas Udayana, Indonesia, Program Studi lIimu
Keperawatan, Fakultas Kedokteran, Universitas
Udayana, Indonesia, Doctor of Phylosophy Program in
HTA (International Program), Faculty of Pharmacy,
Mahidol University, Thailand)

A Systematic Review: Impact of Multi Drug
Resistance-1 Gene on Clopidogrel Pharmacokinetics
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2019;9(1):65-72

Abstract

Multi Drug Resistance-1 (MDR-1) gene
polymorphisms encoding for P-glycoprotein can affect
clopidogrel intestinal absorption. This systematic
review aim to identify the impact of MDR-1 gene 3435
variants on clopidogrel pharmacokinetics. Literature
review were retrieved from MEDLINE, Science Direct,
Scopus, Clinical Key, ProQuest and Google Scholar
databases. The articles are critically reviewed and
analyzed to answer this systematic review’s aim. The
result showed that, in patients with cardiovascular
disease, the peak plasma concentration (C) and the
total area under the plasma concentration-time curve
(AUC) of clopidogrel and its active metabolites were
lower in 3435TT compared to 3435CC. Nevertheless,
the variants of MDR-1 gene were not significantly
correlated to the plasma concentration in healthy
subjects. Clopidogrel pharmacokinetic profile varied
widely between MDR-1 3435 variants and subjects.
Keywords: MDR-1; 3435 variant; Clopidogrel
pharmacokinetic




Jurnal Kefarmasian Indonesia
The Indonesian Pharmaceutical Jouwrnal
Vol.9 No.1-Februari 2019

DAFTAR ISI

Efek Sinergis Kombinasi Ekstrak Etanolik Kayu Secang dan Rimpang Lempuyang
pada Sel Kanker Payudara MCF-7

Sari Haryanti, Ika Yanti M. Solikhah, Yuli Widiyastuti .............ccccocrinininnninennn,

Uji Aktivitas Antiseptik Ekstrak Etanol Daun Sirih (Piper betle Linn.) dalam Obat
Kumur terhadap Staphylococcus aureus secara in Vitro

AIMasyUri, DIAN SUNGAIT ..ocveieeiieiieiiee e

The Effect of Infusion of Syzygium polyanthum (Wight) Walp. Leaves as Natural
Preservative Chicken Meats
Dwi Hartanti, Asmiyenti Djaliasrin Djalil, Nur Yulianingsih,

ADWANT HAMA ..ot e et e e e e e e e e e e e

Keragaman Bakteri Endofit Penghasil L-Asparaginase Bebas L-Glutaminase

Tri Ratna Sulistiyani, Dinihari Indah Kusumawati ............cccccceeviveveiiieiienesiennnn

Studi in Silico Lima Senyawa Aktif sebagai Penghambat Protein Virus Dengue

RENT HEIMAN <.,

Aktivitas Antibakteri Minyak Atsiri Daun Tembakau terhadap Pertumbuhan Bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Elda Nurnasari, Kristiana Sri Wijayanti ..........c.ccoceeveiiieneneieniseeeee e

Uji Sensitisasi Dermal Masker Gel Kombinasi Ekstrak Ampas Daun Teh dan Air
Cucian Beras

Andi Nurul Annisa, Wahyu Utaminingrum, Erza Genatrika ...............ccccccevvviiennnn

Kajian Sistematik: Efek Gen Multi Drug Resistance-1 pada Farmakokinetik
Klopidogrel

Rasmaya Niruri, Rini Noviyani, Indah Mei Rahajeng ..........ccccceveiiieiiciiee i,

10-18

19-27

28 - 39

40 — 47

48 — 56

57 —64

6572

Pusat Penelitian dan Pengembangan
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan
Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan
Kementerian Kesehatan RI
JI. Percetakan Negara No.23 Jakarta 10560



Artikel Riset Jurnal Kefarmasian Indonesia
DOI :10.22435/jki.v9i1.324 Vol.9 No.1-Februari 2019:1-9
p-1SSN: 2085-675X
e-1SSN: 2354-8770

Efek Sinergis Kombinasi Ekstrak Etanolik Kayu Secang dan Rimpang
Lempuyang pada Sel Kanker Payudara MCF-7

The Synerqgistic Effect of Sappan Wood and Bitter Ginger Rhizome Ethanolic Extract in
MCF-7 Human Breast Cancer Cell Lines

Sari Haryanti’, Ika Yanti M. Sholikhah, Yuli Widiyastuti

Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Tawangmangu, Indonesia
*E-mail: sari.haryanti@gmail.com

Diterima: 23 Agustus 2018 Direvisi: 24 Januari 2019 Disetujui: 7 Februari 2019

Abstrak

Kanker merupakan salah satu penyakit kritis, kronis, kompleks, dan menjadi penyebab kematian yang cukup tinggi
di dunia. Kayu secang (Caesalpinia sappan L.) mengandung senyawa brazilin dan brazilein, sedangkan rimpang
lempuyang (Zingiber zerumbet L.) mengandung zerumbon. Senyawa tersebut menunjukkan aktivitas sitotoksik
dengan mekanisme yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efek kombinasi kayu secang dan rimpang
lempuyang. Kayu secang dan rimpang lempuyang dimaserasi dengan etanol 96% 3x24 jam, disaring, dan diuapkan
hingga diperoleh ekstrak kering. Uji sitotoksik pada sel MCF-7 dilakukan dengan MTT assay. Nilai index
kombinasi (CI) dianalisis dengan CompuSyn berdasarkan hasil sitotoksik kombinasi. Profil siklus sel dan induksi
apoptosis dikaji dengan flow cytometry. Ekstrak secang dan rimpang lempuyang menunjukkan efek sitotoksik pada
sel MCF-7 dengan nilai I1Csy berturut-turut 30 dan 155 pg/mL. Kombinasi ekstrak secang 15 pg/mL dan lempuyang
8, 12, 24, dan 60 pg/mL menghasilkan efek sinergis dengan nilai Cl 0,57-0,85. Kombinasi secang 15 pg/mL dengan
lempuyang 8 dan 24 pg/mL menunjukkan penghambatan siklus sel di fase G2/M. Kombinasi keduanya juga
meningkatkan terjadinya induksi apoptosis dibandingkan kontrol dan perlakuan tunggalnya. Kombinasi ekstrak
etanolik kayu secang dan rimpang lempuyang menghasilkan efek sitotoksik yang sinergis. Sinergisme kombinasi
terjadi melalui penghambatan siklus sel di fase G2/M dan induksi apoptosis.

Kata kunci: Caesalpinia sappan L; Zingiber zerumbet L; Indeks kombinasi

Abstract

Cancer is one of critical, chronic, and complex disease, also becoming the high cause of death in the world. Brazilin
and brazilein in sappan wood (Caesalpinia sappan L.) and zerumbone in bitter ginger rhizome (Zingiber zerumbet
L.) are known having cytotoxic activity with different mechanisms. This study aimed to examine combination effect
of sappan wood and bitter ginger rhizome. Sappan wood and bitter ginger rhizomes macerated with ethanol 96%
for 3x24 hours, filtered, and evaporated to obtain dried extract.Cytotoxic effect on MCF-7 cells was done using
MTT assay. Combination Index (CI) was determined by CompuSyn based on the result of cytotoxic combination.
Cell cycle profile and apoptosis induction was analyzed by flow cytometry. Sappan wood extracts and bitter ginger
rhizome exhibited cytotoxic effects on MCF-7 cells with the IC50 values of 30 and 155 pug/mL respectively. The
combination of sappan wood 15 ug/mL and bitter ginger 8, 12, 24, and 60 ug/mL produced synergistic effect with
the CI value of 0.57-0.85. Sappan wood 15 ug/mL combined with bitter ginger 8 and 24 ug/mL showed cell cycle
inhibition at G2/M phase. The combination also increased apoptosis induction compared to untreated cells and its
single treatment.The combination of sappan wood ethanolic extracts and bitter ginger rhizome showed synergistic
cytotoxic effect. Its synergism effect revealed through cell cycle arrested at G2/M phase and acceleration of
apoptotic induction.

Keywords: Caesalpinia sappan L; Zingiber zerumbet L; Combination index
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PENDAHULUAN
Sekitar 70% populasi penduduk di
berbagali wilayah dunia telah

memanfaatkan produk berbasis tumbuhan
(herbal) sebagai upaya pemeliharaan
kesehatan primer. Produk herbal digunakan
sebagai ramuan tunggal, kombinasi
ramuan, atau kombinasi ramuan dan obat
konvensional. Ketika ramuan digunakan
dalam kombinasi, efek yang dihasilkan
bisa menjadi lebih kompleks karena
berbagai kemungkinan interaksi dapat
terjadi.  Interaksi  kombinasi  yang
diharapkan adalah manfaat terapeutik
tambahan atau sinergis. Terapi kombinasi
diperlukan untuk pengobatan penyakit
kritis, kronis dan kompleks, seperti kanker,
AIDS, dan tuberkulosis paru.t

Kanker masih menjadi salah satu
penyebab kematian tertinggi di dunia.
Kanker payudara merupakan jenis kanker
yang paling banyak diderita wanita.
Negara di Asia dengan jumlah kasus
kanker payudara tertinggi pada tahun 2012
adalah Cina (187.213 Kkasus), selanjutnya
India (144.937 kasus), Jepang (55.710
kasus), Indonesia (48.998), dan Pakistan
(34.038 kasus). Berdasarkan data tersebut,
estimasi prevalensi kanker payudara di
Indonesia adalah 40,3 per 100.000
penduduk, dengan estimasi angka kematian
sebesar 16,6 per 100.000.

Kanker merupakan penyakit dengan
etiologi dan patofisiologi yang sangat
kompleks. Sel kanker sangat mudah dan
cepat menjalani adaptasi molekuler,
sehingga spesifisitas dan efisensi terapi
secara tunggal cukup sulit mencapai efek
pengobatan optimal. Selain itu, agen
kemoterapi konvensional saat ini seringkali
meninggalkan masalah klinis berupa efek
toksik ~ pada  organ lain serta
berkembangnya peristiwa resistensi. Bahan
alami, terutama tumbuhan, dapat saling
dikombinasikan sehingga mencapai efek
sinergis dengan meningkatkan
sitotoksisitas pada sel kanker, serta
meningkatkan sensitivitas respon imun
untuk melawan kanker.?

Penemuan kombinasi tumbuhan yang
menghasilkan interaksi sinergis merupakan
strategi yang cukup potensial dalam
pengembangan terapi kanker payudara.
Beberapa tumbuhan diketahui memiliki
mekanisme  yang  berbeda  dalam
menghasilkan efek sitotoksik. Kajian
perbedaan  mekanisme  aksi  dapat
digunakan sebagai salah satu dasar dalam
penentuan kombinasi tumbuhan. Sebagai
contoh, secang (Caesalpinia sappan L.)
merupakan  tumbuhan dalam  famili
Leguminosae yang digunakan secara luas
dalam pengobatan tradisional di Asia.*
Ekstrak etanolik kayu secang memiliki
efek sitotoksik kuat terhadap sel kanker
payudara 4T1. Namun demikian, aktivitas
antimetastasis secang tergolong lemah
dibandingkan daun awar-awar (Ficus
septica).” Secang menghambat siklus sel
fase G2/M pada sel MCF-7 dan MCF-
7/HER2.%’

Lempuyang atau Zingiber zerumbet L.
Roscoe ex Sm. merupakan tumbuhan
famili Zingiberaceae. Di Asia Tenggara,
rimpang lempuyang digunakan dalam
pengobatan tradisional untuk mengatasi
radang, demam, sakit gigi, gangguan
pencernaan, dan meredakan nyeri.®
Zerumbon adalah salah satu senyawa
seskuiterpen utama yang berkontribusi
dalam aktivitas farmakologi lempuyang.’
Zerumbon merupakan salah satu agen
kemopreventif potensial untuk kanker
kolon  dan  kulit.***  Zerumbon
menurunkan ekspresi VEGF dan NF-xB
sehingga menghambat angiogenesis pada
sel kanker lambung.*?

Perbedaan mekanisme secang dan
lempuyang menarik untuk diteliti lebih
lanjut. Kombinasi keduanya diharapkan
dapat menghasilkan  efek  sinergis.
Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji
aktivitas sitotoksik, profil siklus sel, dan
induksi apoptosis ekstrak etanolik kayu
secang dan rimpang lempuyang, baik
tunggal maupun kombinasi.



METODE

Penelitian dilakukan pada tahun 2017
di laboratorium Biologi Molekuler, Balai
Besar Penelitian dan Pengembangan
Tanaman Obat dan Obat Tradisional
(B2P2TO2T), Tawangmangu.

Alat dan bahan
Alat

ELISA Reader Biorad dan flow
cytometry BD Accuri C6.

Bahan

Simplisia kayu secang dan rimpang
lempuyang diperoleh dari Laboratorium
Pascapanen, B2P2TO2T. Kedua simplisia
diserbuk menggunakan blender, kemudian
dimaserasi dengan etanol 96% selama
3x24 jam secara terpisah. Maserat
kemudian disaring, dan diuapkan pada
oven suhu 40 °C hingga didapatkan ekstrak

kering kayu secang dan rimpang
lempuyang.
Sel kanker payudara MCF-7

merupakan koleksi Laboratorium Biologi
Molekuler, B2P2TO2T, diperoleh dari
American Type Culture Collection
(ATCC). Sel dipelihara dalam media kultur
Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM, Sigma) yang ditambahkan Fetal
Bovine Serum (FBS) 10% (Gibco), dan
penisilin-streptomisin 1% (Gibco).

Prosedur kerja

Uji sitotoksik dilakukan dengan metode
MTT assay pada sel MCF-7. Sel yang telah
konfluen dalam cawan dipanen dengan
tripsin EDTA 0,25% (Sigma). Sel dihitung
dengan hemositometer. Sejumlah 10°
sel/sumuran didistribusikan ke dalam 96-
well plate. Sel diinkubasi selama 48 jam di
dalam inkubator CO, 5%, 37 °C. Ekstrak
10 mg dalam 100 uL DMSO, diencerkan
dalam media kultur dengan konsentrasi
lempuyang 20, 40, 80, 150, 200, 250
pg/mL; secang 10, 20, 30, 32, 35, 40
pg/mL.  Ekstrak  dimasukkan  dalam
sumuran, masing-masing perlakuan
sebanyak 3 sumuran (triplo).  Sel
diinkubasi selama 24 jam di dalam
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inkubator CO,. Pada akhir inkubasi, media
dibuang, sel dicuci dengan phospate buffer
saline (PBS) 100 pL/sumuran,
ditambahkan MTT 100 pL/sumuran,
diinkubasi dalam inkubator CO, selama 3
jam. Selanjutnya ditambahkan stopper
sodium dodesil sulfat (SDS, Sigma) 10%
dalam HCI 0,01IN. Plate dibiarkan
semalam pada suhu kamar terlindung dari
cahaya, dibaca dengan ELISA reader
panjang gelombang 595 nm.= Uji
sitotoksik kombinasi dilakukan dengan seri
konsentrasi lempuyang 8, 12, 24, 60
pg/mL; secang 2, 3, 6, 15 pg/mL.

Profil siklus sel dianalisis dengan flow
cytometry.  Sel  dipanen,  dihitung
menggunakan hemositometer, kemudian
didistribusikan ke dalam 6-well plate, yang
terdiri dari 6 well (sumuran). Masing-
masing sumuran berisi sejumlah 1x10’ sel
dalam 1,5 mL media kultur, kemudian
diinkubasi selama 2x24 jam. Selanjutnya,
sel dalam sumuran diberikan 6 perlakuan
yaitu ekstrak secang 15 pg/mL, lempuyang
8 dan 24 pg/mL, kombinasi secang
15ug/mL dengan lempuyang 8 pg/mL,
kombinasi secang 15 pg/mL dengan
lempuyang 24 pg/mL, dan kontrol sel
tanpa perlakuan, kemudian diinkubasi
dalam inkubator CO, selama 24 jam. Pada
akhir perlakuan, media dalam setiap
sumuran dimasukkan dalam conical yang
berbeda. Tiap conical diberi tanda dan
selanjutnya digunakan untuk perlakuan
yang sama. Sel dicuci dengan 500 uL PBS,
kemudian PBS dimasukkan ke dalam
conical. Sel ditambahkan 200 pL tripsin-
EDTA 0,25%, diinkubasi 3 menit,
diberikan 500 pL media dan diresuspensi.
Suspensi sel dimasukkan dalam conical
yang sama, dipusingkan 500 rpm selama 5
menit. Endapan difiksasi dengan etanol
70% dingin, dibiarkan 1 jam dalam suhu
ruang, dipusingkan 2000 rpm selama 3
menit, dicuci dengan PBS, dipusingkan
kembali, ditambahkan 400 pL reagen PI
(propidium iodide) 1 mg/mL (Sigma), 10
mg/mL RNAse (Sigma) dan 0,1% (v/v)
Triton-X 100 (Sigma). Sel diresuspensikan
dan diinkubasi 5 menit dalam ruang gelap,
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kemudian dibaca dengan flow cytometer.

Untuk pengamatan apoptosis, tahapan
cara kerja hingga diperoleh endapan sel,
sama dengan profil siklus sel. Endapan sel
kemudian diresuspensi dengan 100 pL
binding buffer (BD), 2 pL Anexin-V (BD)
dan 2 pL PI (BD), lalu diinkubasi dalam
ruang gelap selama 10 menit. Suspensi sel
dibaca dengan flow cytometer.

Analisis Data

Data MTT assay dianalisis dengan
regresi linier Excel MS Office 2013,
sehingga diperoleh nilai I1Cs. Analisis nilai
Cl (indeks kombinasi) menggunakan
software CompuSyn. Interpretasi nilai ClI
terlihat pada Tabel 1. Data flow cytometer
dianalisis menggunakan  Accuri  C6
software.

Tabel 1. Interpretasi nilai Cl

Cl Interpretasi

<0.1 Sinergis sangat kuat
0.10-0.30 Sinergis kuat
0.30-0.70 Sinergis
0.70-0.90 Sinergis menengah
0.90-1.10 Mendekati aditif
1.10-1.45 Antagonis menengah
1.45-3.30 Antagonis

>3.3 Antagonis kuat

A)
120 q

100 4
20 1

60 1

viabilitassel (%4)

40

20 1

10 20 30 3z 35 40
Konsentrasi secang (UgfmL)

B)

Viabilitas sell (%)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan analisis hasil MTT assay,
ekstrak etanolik kayu secang dan rimpang
lempuyang mampu menurunkan viabilitas
sel MCF-7. Hasil perhitungan persentase
viabilitas dan hubungannya dengan
konsentrasi ekstrak dapat dilihat pada
grafik di Gambar 1. Secang memberikan
efek yang lebih baik dengan nilai 1Cso 30
pg/mL, jauh lebih poten dibandingkan 1Csg
lempuyang sebesar 155 pg/mL.

Penelitian lain melaporkan ekstrak
metanol kayu secang menunjukkan efek
sitotoksik pada sel kanker paru A-549
dengan nilai 1Cso 40ug/mL™, sedangkan
pada sel kanker serviks HelLa nilai 1Csq 26
ng/mL." Hasil penelitian Nurzijah, dkk.,
2012, ekstrak etanol kayu secang memiliki
efek sitotoksik terhadap sel kanker
payudara T47D dengan nilai 1C5035
ng/mL.®  Penelitian lain menggunakan
ekstrak heksan rimpang lempuyang pada
sel Human Myeloid Leukemia HL60
memberikan nilai 1Csq 63,7 pg/mL."

120
100
80
60
40 A

20 1

20 40 a0 150 200 250
Konsentrasi lernpuyang (ug/ml)

Gambar 1. Grafik konsentrasi ekstrak secang (A) dan lempuyang (B) tunggal vs viabilitas sel.
Masing-masing perlakuan diulang tiga kali. Data persentase viabilitas sel merupakan
representasi dari rerata + SD
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Tabel 2. Viabilitas sel MCF-7 setelah diberi perlakuan kombinasi ekstrak kayu secang dan
rimpang lempuyang

Viabilitas kombinasi (%)

_EI Konsentrasi secang (ug/mL)
g § 0 2 3 6 15
§ > 0 - 934+32 933+1,9 949+15 951+24
2§ 8 96,0+38 96,9+0,3 98,6+18 98,0+1,3 88,0+2,1
2 §_‘ 12 949+32 975+4,4 951+2,0 93,1+2,1 76,8+1,1
£ 24 102,6+28 100,1+1,3 100,4+7,3 100,4+2,2 64,9457
— 60 110,0+3,8 101,0+#1,7 100,2+2,1 86,5+0,4 9,8+3.1

Ket.:
representasi dari rerata + SD

A)

Cl

0

0 05 1

Fa

masing-masing perlakuan kombinasi diulang tiga kali. Data persentase viabilitas

Lem

sel merupakan

oint 1
oint 2

<BFOO
DT T

oint 3

5 o]
P aint 4

0

0,5
® Sec. d

Gambar 2. Nilai Cl (A) dan isobologram (B) kombinasi ekstrak kayu secang dan rimpang
lempuyang dengan CompuSyn. Nilai Cl<1 dan point kombinasi di bawah garis miring
isobologram menunjukkan efek sinergis. Fa merepresentasikan viabilitas sel, Fa=1 artinya
viabilitas sel 100%o, Fa<1 viabilitas sel 0%

Kombinasi secang dan lempuyang
masing-masing menggunakan konsentrasi
tidak lebih dari “2ICso. Hasil MTT assay
menunjukkan ~ kombinasi  lempuyang
dengan secang konsentrasi kurang dari 15
pg/mL belum berpengaruh nyata terhadap
penurunan viabilitas sel. Efek penurunan
viabilitas terlihat pada kombinasi secang
15 pg/mL dengan lempuyang 8, 12, 24,
dan 60 pg/mL (Tabel 2). Selanjutnya,
empat seri kombinasi tersebut dianalisis
menggunakan software CompusSyn.
Kombinasi secang 15 pg/mL dan
lempuyang 8, 12, 24, dan 60 pjg/mL
menghasilkan efek sinergis dengan nilai
combination index (Cl)<1 berturut-turut
0,85, 0,75, 0,74, dan 0,57; serta poin
kombinasi berada di bawah garis aditif
isobologram  (Gambar  2).  Analisis
CompuSyn juga menunjukkan kombinasi
kedua ekstrak memiliki nilai dose
reduction index (DRI)>1 mengindikasikan
efek saling memperkuat.

Selanjutnya, mekanisme sitotoksik
dikaji melalui pengamatan siklus sel dan
apoptosis pada dua kombinasi, yaitu
secang 15 pg/mL dengan lempuyang 8 dan
24 pg/mL menggunakan flow cytometer.
Pemilihan konsentrasi berdasarkan hasil
viabilitas kombinasi seperti terlihat pada
Tabel 2.

Kombinasi secang:lempuyang (15:8)
dan  (15:24) upg/mL  berturut-turut
menghasilkan viabilitas 88,0% dan 64,9%.
Besaran nilai viabilitas tersebut diharapkan
dapat merepresentasikan jumlah sel hidup
yang cukup untuk menggambarkan
gambaran profil siklus sel maupun
kematian sel.

Profil siklus sel perlakuan tunggal
ekstrak kayu secang 15 pg/mL tunggal
menunjukkan peningkatan populasi sel di
fase G2/M menjadi 42,3%, sedangkan
kontrol tanpa perlakuan 27,6%. Ekstrak
rimpang lempuyang 8 dan 24 pug/mL hanya
sedikit meningkat, berturut-turut 32,3%

5
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dan 30,7%. Profil siklus sel kombinasi
menunjukkan  dominasi efek  secang
sehingga menghambat siklus sel di fase
G2/M berturut-turut 43,5% dan 41,5%
(Gambar 3). Sejalan dengan hasil
penelitian ini, Handayani dkk. 2017,
melaporkan senyawa brazilin dan brazilein
yang diisolasi dari kayu secang
menghambat siklus sel di fase S dan G2/M
pada sel kanker kolon WiDr."® Pada sel
multiple  myeloma U266, brazilin
memperlihatkan hambatan pada fase
G2/M.*®

Peningkatan populasi di fase G2/M
menunjukkan terhentinya siklus sel di fase
tersebut. Pembuatan protein dan organel
sel serta persiapan menuju pembelahan sel
(mitosis) merupakan peristiwa yang terjadi
pada fase G2/M. Gangguan atau hambatan
pada fase G2/M menyebabkan terjadinya
kesalahan regulasi yang menyebabkan
pembelahan sel tertunda, bahkan terhenti.?
Berhentinya siklus sel menggambarkan
terjadinya mekanisme pertahanan diri sel
kanker untuk memperbaiki kerusakan
DNA. Penghentian siklus sel sebelum
proses repair sempurna, akan mengaktivasi
signal yang mengarah pada kematian sel.

Profil siklus sel kombinasi secang 15
pg/mL  dan lempuyang 24 pg/mL
menunjukkan peningkatan populasi sel di
subG1 menjadi 2,7%, sedangkan kontrol
tanpa perlakuan 0,3%. Peningkatan
populasi sel di SubGl mengindikasikan
terjadinya kematian sel. Penelusuran jenis
kematian sel yang terjadi, dilakukan
dengan uji induksi apoptosis double
staining Pl dan anexin V menggunakan
flow cytometer. Anexin akan mengikat
lipid phosphatidylserine (PS), yang dalam
kondisi normal berada di dalam membran
plasma bagian dalam. Saat awal terjadi
apoptosis, PS akan keluar ke bagian
membran luar dan terikat anexin. Pada sel
yang mengalami apoptosis lanjut dan
nekrosis, anexin juga akan masuk ke dalam
membran plasma. Sedangkan Pl hanya bisa
masuk pada sel yang mengalami kerusakan
membran atau nekrosis.

Profil kematian sel menunjukkan

ekstrak rimpang lempuyang menginduksi
terjadinya apoptosis lanjut berturut-turut
sebesar 2,3% dan 7,5%. Sel apoptosis
lanjut pada perlakuan secang tunggal
belum memperlihatkan kenaikan yang
berarti (1,8%) dibandingkan kontrol
(0,8%). Lempuyang 24 pg/mL
menginduksi  nekrosis  sebesar  9,2%.
Kombinasi secang dan lempuyang
menunjukkan peningkatan sel apoptosis
lanjut menjadi 13,7% dan sel nekrosis
10,0% (Gambar 4). Menurut Crowley dkk.,
2016, jumlah sel apoptosis dan nekrosis
dalam suatu populasi tergantung pada
dosis, durasi dan tingkat keparahan
perlakuan. Pada  perlakuan in Vvitro,
apoptosis  berlangsung dengan  cepat
selama beberapa jam, dan setelah itu sel
mengalami nekrosis sekunder.??  Profil
kematian sel pada perlakuan kombinasi
menunjukkan kemiripan dengan profil
lempuyang tunggal. Hasil penelitian
Sithara dkk., 2017, zerumbon dosis 50 dan
75 MM menginduksi apoptosis namun
belum terjadi perubahan profil siklus sel.
Pada dosis 100 pM terjadi induksi
apoptosis dan penghambatan siklus sel di
fase G2/M.%

Apoptosis atau kematian sel terprogram
merupakan proses yang berperan penting
dalam perkembangan organisme dan
homeostasis jaringan. Dalam kondisi
patologis, terutama kanker, terjadi
deregulasi ekspresi protein antiapoptosis
sehingga sel terhindar dari kematian dan
terus ber-proliferasi.** Sel kanker juga
mengalami disfungsi regulasi siklus sel,
sehingga terjadi proliferasi yang tidak
terkontrol dan atau terganggunya proses
kematian sel terprogram. Penghambatan
apoptosis selama proses karsinogenesis
berperan sangat penting dalam
perkembangan dan pertumbuhan  sel
kanker.”®  Berdasarkan  profil  flow
cytometry, sinergisme kombinasi dalam
penelitian ini terjadi melalui penghambatan
siklus sel di fase G2/M oleh ekstrak kayu
secang, dan percepatan induksi apoptosis
oleh rimpang lempuyang.
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Gambar 3. Profil distribusi siklus sel perlakuan ekstrak tunggal dan kombinasi, dengan
staining propidium iodide (PI) dan flow cytometry. Sel MCF-7 diberi perlakuan tunggal secang
(Se), lempuyang (Le) dan kombinasinya selama 24 jam. (A) Histogram siklus sel; (B) analisa

populasi sel di setiap fase
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Gambar 4. Deteksi sel apoptosis perlakuan ekstrak tunggal dan kombinasi, menggunakan
doublestaining propidium iodide (PI) - annexin V dan flow cytometry. Sel MCF-7 diberi
perlakuan tunggal secang (Se), lempuyang (Le) dan kombinasinya selama 24 jam. (A)

Histogram sel apoptosis; (B) analisa % kematian sel apoptosis/nekrosis

Apoptosis atau kematian sel terprogram
merupakan proses yang berperan penting
dalam  perkembangan

homeostasis

jaringan.

organisme  dan
Dalam  kondisi

patologis, terutama kanker, terjadi deregulasi
ekspresi protein antiapoptosis sehingga sel
terhindar dari kematian dan terus ber-
proliferasi.®* Sel kanker juga mengalami
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disfungsi regulasi siklus sel, sehingga terjadi
proliferasi yang tidak terkontrol dan atau
terganggunya proses kematian sel
terprogram. Penghambatan apoptosis selama
proses karsinogenesis berperan  sangat
penting  dalam perkembangan dan
pertumbuhan sel kanker.?® Berdasarkan profil
flow cytometry, sinergisme kombinasi dalam
penelitian ini terjadi melalui penghambatan
siklus sel di fase G2/M oleh ekstrak kayu
secang, dan percepatan induksi apoptosis
oleh rimpang lempuyang.

KESIMPULAN

Kombinasi ekstrak etanolik kayu secang
dan rimpang lempuyang menghasilkan efek
sitotoksik ~ yang  sinergis.  Sinergisme
kombinasi terjadi melalui penghambatan
siklus sel di fase G2/M oleh ekstrak kayu
secang, dan percepatan induksi apoptosis
oleh ekstrak rimpang lempuyang.

SARAN

Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
mengkaji aktivitas penghambatan metastasis

yang dihasilkan oleh kombinasi secang
dengan lempuyang.
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Abstrak

Daun sirih (Piper betle Linn.) sangat populer dalam kehidupan masyarakat di Indonesia. Daun sirih berguna untuk
kesehatan gigi dan sering digunakan sebagai obat kumur; menghilangkan bau badan dan mulut; mengobati
sariawan, mimisan, gatal-gatal, koreng dan keputihan pada wanita. Rongga mulut merupakan tempat berkumpulnya
bakteri. Bila terjadi penurunan imunitas bakteri yang semula bersifat komensal dapat berubah menjadi patogen
sehingga dapat menimbulkan infeksi. Bakteri yang biasa terdapat dalam rongga mulut salah satunya adalah
Staphylococcus aureus. Bakteri ini memiliki kemampuan untuk menempati dan membentuk biofilm pada
biomaterial yang menyebabkan resistensi terhadap antimikroba, dengan demikian membuat mereka sulit untuk
memberantas host yang terinfeksi S. Aureus Berbagai penelitian terdahulu melaporkan adanya multidrug resisten
dari golongan S.aureus yang dapat menimbulkan kematian, sehingga untuk mengatasi bakteri tersebut dilakukan
penelitian aktivitas antiseptik ekstrak etanol daun sirih terhadap S.aureus secara in vitro. Pengujian dilakukan
dengan metode koefisien fenol menggunakan bakteri S. auereus ATCC 25923. Sebagai pembanding adalah obat
kumur dengan povidon iodine yang beredar dipasaran. Hasil penelitian menunjukkan bahwa obat kumur yang
mengandung ekstrak etanoldaun sirih memiliki nilai koefisien fenol 1,87 sedangkan obat kumur povidon iodine
mempunyai nilai koefisien fenol 1,0. Terlihat bahwa obat kumur yang mengandung ekstrak etanol daun sirih
mempunyai efektifitas antiseptik lebih tinggi daripada obat kumur pembandingnya.

Kata kunci : Antiseptik; Ekstrak daun sirih; Obat kumur; S. aureus.

Abstract

Betle leaf (Piper betle Linn.) is very popular in Indonesia. Betle leaf is useful for dental health and frequently used
as mouthwash; to eliminate body and mouth odor; treats mouth ulcer, nosebleed, itching, ulceration and vaginal
discharge in women. An oral cavity is a place for bacteria. If there is a bacterial immunity reduction, that was
originally commensal bacteria can turn into a pathogen that cause infection. One of bacteria that commonly found
in the oral cavity is Staphylococcus aureus. The bacteria have the ability to occupy and form biofilm on
biomaterials that cause resistant to antimicrobials, thus making it difficult to eradicate host that is infected by S.
aureus. Previous study reported a multidrug resistant of S. aureus that could cause death, that to overcome it, betle
leaves extract ethanol in vitro antiseptic test to S.aureus was conducted. The test was conducted by the phenol
coefficient method using S. auereus ATCC 25923 bacteria. Povidone iodine mouthwash that is circulated in the
market is used as a comparison. The results showed that mouthwash containing ethanol extract of betle leaf had a
phenol coefficient value of 1.87 while povidone iodine mouthwash as a comparison, had a phenol coefficient of 1.0.
Mouthwash containing ethanol extract of betle leaf had higher antiseptic effectiveness than the comparative
mouthwash.

Keywords: Antiseptic; Betle leaf extract; Mouthwash; S. aureus.
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PENDAHULUAN

Sirih  (Piper betle Linn.) termasuk
familia Piperaceae. Tradisi makan sirih
sangat populer dalam kehidupan masyarakat
di Indonesia. Sirih berguna untuk kesehatan
gigi dan menghilangkan bau badan dan bau
mulut yang tidak sedap, sebagai obat kumur,
sariawan, mimisan, gatal-gatal, koreng dan
mengobati keputihan pada wanita. Daun
sirih mempunyai aroma yang khas dengan
kandungan  minyak  atsiri = 4,2%.?
Komponen utama minyak atsiri adalah
senyawa fenol yaitu betlephenol dan kavikol
yang merupakan senyawa aromatik, dan
senyawa turunannya seperti kavibetol,
karvakol, eugenol, allilpyrocatechol dan
ketekin. Kavikol merupakan komponen
paling banyak ditemui pada daun sirih dan
menyebabkan bau khas sirih. Selain itu daun
sirih mengandung suatu  seskuiterpen,
diastase, tannin, gula dan pati. Senyawa
fenol yang terkandung dalam minyak atsiri
daun sirih  bersifat antimikroba dan
antijamur  yang kuat dan  efektif
menghambat pertumbuhan beberapa jenis
bakteri.?*

Rongga mulut dan gigi merupakan
bagian tubuh yang memiliki fungsi penting
dalam kaitannya dengan kesehatan tubuh.
Dengan menjaga kesehatan mulut dan gigi
secara tidak langsung telah mengurangi
resiko terkena penyakit yang menyangkut
kesehatan tubuh  khususnya kesehatan
rongga mulut dan gigi. Masalah mulut yang
sering muncul adalah bau mulut, sariawan
dan infeksi mulut, selain itu ditemukan pula
masalah lain seperti mulut kering, radang
gusi dan kanker mulut.®

Rongga mulut merupakan tempat
berkumpulnya  bakteri, bila  terjadi
penurunan imunitas bakteri yang semula
bersifat komensal dapat berubah menjadi
patogen sehingga dapat menimbulkan
infeksi, Bakteri yang biasa terdapat dalam
rongga mulut salah satunya adalah
Staphylococcus aureus (S. aureus). Bakteri
ini memiliki kemampuan untuk menempati
dan membentuk biofilm pada biomaterial
yang menyebabkan resistensi terhadap
antimikroba, dengan demikian membuat

11

mereka sulit untuk memberantas host yang
terinfeksi.® S. aureus saat ini juga menjadi
penyebab utama infeksi nosokomial. Karena
banyaknya pasien yang dirawat di luar
rumah  sakit, maka  penyebarannya
dimasyarakat juga semakin meningkat.
Penelitian terdahulu melaporkan adanya
multidrug resisten dari golongan S.aureus
yang dapat menimbulkan  kematian,
sehingga  berbagai  penelitian  untuk
mengatasi hal ini sangat diperlukan.® Untuk
mengatasi  bakteri  tersebut dilakukan
penelitian aktivitas antiseptik obat kumur
terhadap bakteri S. aureus.

Obat kumur adalah sediaan berupa
larutan yang digunakan untuk
membersihkan rongga mulut dan gigi secara
lebih bersih dibandingkan dengan sikat gigi
biasa. Obat kumur memiliki kandungan
dasar berupa air, agen pembersih, bahan
pengharum, pewarna dan alkohol.”®
Berdasarkan kandungan bahan aktif yang
terkandung di dalamnya, obat kumur dapat
digolongkan menjadi beberapa jenis, yaitu :
obat kumur yang mengandung bahan aktif
antiseptik/antimikroba  seperti  povidone
iodine, cetylpyridinium chloride berfungsi
mengontrol  pertumbuhan bakteri pada
mulut, mengurangi plak, menyembuhkan
radang gusi, dan menghilangkan bau mulut.
Ada obat kumur yang bahan aktifnya
fluoride, berfungsi membantu mencegah
terbentuknya lubang gigi dan mencegah
kerusakan gigi. Bahan pewangi bisa menjadi
salah satu kandungan pada obat kumur.
Bahan aktif ini akan berperan sebagai bahan
kimia yang mampu menetralisir bau mulut.®

Obat kumur yang beredar di pasaran
adalah obat kumur yang mengandung bahan
kimia  seperti  alkohol dan  bahan
antiseptik/antimikroba. Alkohol sebagai zat
pelarut dapat menimbulkan beberapa efek
seperti sensasi terbakar ketika berkontak
dengan mukosa dan rasa Kkering pada
mukosa mulut. Pengunaan yang berlebihan
bahan antiseptik obat kumur akan merusak
keseimbangan bakteri dalam mulut karena
kandungan alkohol dan antiseptiknya
membunuh mikroorganisme dalam mulut
termasuk mikroorganisme normal yang ada
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di dalam mulut® Efek penggunaan obat
kumur berbahan kimia sebenarnya dapat
diminimalisir dengan menggunakan bahan
alami, salah satu bahan alami yang dapat
digunakan vyaitu daun sirih. Kandungan
yang terdapat pada daun sirih berupa
minyak atsiri yang didalamnya terdapat
senyawa fenol yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri pada mulut.>°

Telah dilakukan uji daya antiseptik
ekstrak etanol daun sirih formula obat
kumur terhadap bakteri S. aureus secara in
vitro. Pengujian dilakukan dengan metode
koefisien fenol menggunakan bakteri S.
aureus ATCC 25923. Sebagai pembanding
digunakan obat kumur yang beredar di
pasaran dengan bahan aktif povidon iodine
1%.

METODE

Penelitan ini merupakan eksperimen
laboratorium yang dilakukan di
laboratorium mikrobiologi Gizi Bogor.
Pengujian ekstrak etanol daun sirih sebagai
antiseptik  dilakukan  dengan  metode
koefisien fenol menggunakan bakteri S.
auereus ATCC 25923.

Alat dan bahan

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini terdiri dari oven (Memmert),
rotary evaporator (Buchi) dan tabung reaksi
steril,

Bahan uji adalah daun sirih (Piper betle
Linn.) yang didapat dari daerah Depok.
Bakteri  Staphylococcus aureus ATCC
25923 berumur 24 jam dari Laboratorium
Teknologi  Bio  Industri  PUSPITEK
Serpong. Bahan kimia yang digunakan
adalah  etanol; Nutrien Agar (oxoid),
Nutrien Broth; Tween 80 (Merck), Span 80
Gliserin; fenol (Merck), NaCl (Merck),
aquades  steril, obat kumur yang
mengandung zat aktif Povidon iodine 1%

Cara kerja

Pembuatan ekstrak etanol daun sirih
Sebanyak 3 kg daun sirih segar

dibersihkan dan dicuci dengan air,

kemudian dirajang halus dan dijemur di

bawah sinar matahari langsung hingga
kering. Dari 3 kg daun sirih segar
menghasilkan simplisia sebanyak 1,5 kg
kemudian simplisia dihaluskan hingga
menjadi serbuk. Serbuk daun sirih ini
diekstraksi dengan cara maserasi
menggunakan etanol 70% sehingga didapat
ekstak kental untuk kemudian dihitung
rendemen ekstrak yang diperoleh.®

Pembuatan formula obat kumur dengan
ekstrak dan tanpa ekstrak daun sirih

Gliserin sebanyak 20 ml ditambahkan ke
dalam 2 g ekstrak daun sirih sambil diaduk
hingga merata, kemudian ditambahkan 0,5
ml  Tween 80 dan 1 ml span 80, aduk
campuran hingga larut dan 100 ml air
ditambahkan agar larutan menjadi homogen.
Formulasi obat kumur tanpa ekstrak daun
sirih dibuat dengan cara gliserin sebanyak
20 ml ditambahkan 0,5 ml Tween 80 dan 1
ml span 80, kemudian diaduk, tambahkan
100 ml air, aduk agar larutan menjadi
homogen.

Pembuatan stok bahan uji formula obat
kumur ekstrak dan tanpa ekstrak daun
sirih

Dari hasil pembuatan formula obat
kumur ekstrak dan obat kumur tanpa ekstrak
daun sirih di atas, masing-masing diambil
sebanyak 5 ml sebagai stok bahan uiji.

Pembuatan stok obat kumur
mengandung povidon iodine sebagai
pembanding

Sebagai pembanding antiseptik
digunakan obat kumur yang mengandung
bahan aktif povidon iodine 1%. Diambil 5
ml obat kumur povidon iodine sebagai stok
bahan uji.

Pembuatan larutan stok fenol

Larutan stok fenol dibuat dengan cara
melarutkan 5 gram kristal fenol dengan 100
ml air suling steril, maka didapat larutan
fenol dengan konsentrasi 5%.?
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Pengenceran obat kumur ekstrak daun
sirih dan obat kumur povidon-iodine

Sebanyak 1 ml larutan obat kumur
ektrak etanol 70% daun sirih dimasukkan ke
dalam tabung reaksi steril kemudian
diencerkan dengan air suling steril dengan
berbagai konsentrasi yaitu 1:20; 1:30; 1:40;
1:50; 1:60; 1:70; 1:80; 1:90; 1:100; 1:110;
1:150; 1:200; 1:250. Larutan tersebut
dihomogenkan kemudian dipindahkan ke
tabung steril lain masing-masing sebanyak
5 ml. Lakukan pengenceran pada obat
kumur povidon iodine dengan cara yang
sama seperti pengenceran obat kumur
ekstrak daun sirih.***4*°

Pengenceran fenol 5%

Sepuluh tabung steril disiapkan dengan
diberi nomor (no.) 1-10. Tabung 1-5 diberi
air suling steril sebanyak 5; 6; 7; 8 dan 9 ml.
Kemudian dari tabung 1-5 masing-masing
diberi pengenceran fenol (1:20) sebanyak 2
ml dan homogenkan. Sebanyak 5 ml larutan
pada tabung 1 dipindahkan ke dalam tabung
no. 6, demikian juga dari tabung no. 2 ke
tabung no. 7; dari tabung no. 3 ke tabung
no. 8; dari tabung no. 4 ke tabung no. 9 dan
dari tabung no. 5 ke tabung no. 10, maka
didapat pengenceran larutan fenol 1:70;
1:80; 1:90; 1:100; dan 1:110.*"

Uji koefisien fenol larutan stok (stok fenol
5%, obat kumur ekstrak etanol 70%
daun sirih, obat kumur tanpa ekstrak
daun sirih, obat kumur povidon iodine)
Sebanyak 5 ml stok fenol 5%
dimasukkan dalam tabung steril lalu
ditambahkan 0,5 ml biakan kaldu bakteri S.
aureus, dihomogenkan kemudian dalam

waktu 5, 10, 15 menit dipindahkan satu
mata ose ke tabung yang berisi kaldu
nutrien broth (NB) steril, dihomogenkan
lalu diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu
30-37 °C, diamati ada tidaknya
pertumbuhan bakteri pada setiap tabung. Uji
koefisien fenol untuk stok obat kumur
ektrak daun sirih, stok obat kumur tanpa
ekstrak daun sirih dan stok obat kumur
povidon-iodine  terhadap S.  aureus
perlakuannya sama dengan uji koefisien
fenol pada stok fenol 5%.%

Uji koefisien fenol dari pengenceran fenol
5%, obat kumur ekstrak daun sirih dan
obat kumur povidon iodine

Sebanyak 5 ml larutan pengenceran
fenol 5% di atas dimasukkan ke dalam
tabung steril dan ditambahkan 0,5 ml biakan
kaldu bakteri S. aureus kemudian
dihomogenkan. Dalam waktu 5, 10, 15
menit dipindahkan satu mata ose ke dalam
tabung yang berisi kaldu NB steril,
dihomogenkan dan diinkubasi selama 24-
48 jam pada suhu 30-37 °C, kemudian
diamati terlihat ada tidaknya pertumbuhan
bakteri pada setiap tabung. Uji koefisien
fenol untuk pengenceran obat kumur ektrak
daun sirih, pengenceran obat kumur
povidon-iodine perlakuannya sama dengan
uji koefisien fenol pada pengenceran fenol
5%."

Hasil uji koefisien fenol adalah hasil
bagi pengenceran tertinggi dari bahan uji
terhadap pengenceran larutan fenol yang
mematikan bakteri dalam 10 menit tetapi
tidak mematikan dalam 5 menit."> Dalam
rumus sebagai berikut:

Pengenceran tertinggi bahan uji yang mematikan dalam waktu
10 menit tetapi tidak mematikan dalam 5 menit

Koefisien fenol =

Pengenceran tertinggi larutan fenol yang mematikan dalam waktu
10 menit tetapi tidak mematikan dalam 5 menit
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi dengan cara maserasi
dari 3 kg daun sirih segar dengan etanol
70% didapat 24 gram ekstrak kental.
Rendemen ekstrak daun sirih dapat dilihat
pada Tabel 1.

Hasil ekstraksi daun sirih menggunakan
etanol 70% memberikan rendemen 4,8%.
Rendemen yang diperoleh cukup kecil
dimana rendemen yang Kkecil akan
menghasilkan  ekstrak  yang  sedikit.
Penelitian sebelumnya memperoleh
rendemen ekstrak etanol daun sirih hijau
dengan cara maserasi sebesar 14,16%.%
Lebih rendahnya rendemen pada penelitian
ini  dibanding penelitain  sebelumnya
kemungkinan dipengaruhi oleh beberapa
faktor antara lain ukuran partikel, jenis
pelarut, metode, dan lama ekstraksi."’

Penggunaan  etanol 70%  dalam
pembuatan ekstrak dikarena kapang dan
kuman sulit tumbuh, tidak beracun, netral
dan absorbsinya bagus. Etanol dapat
bercampur dengan air pada segala
perbandingan dan hanya membutuhkan
panas sedikit untuk pemekatannya. Etanol
dapat melarutkan alkaloid basa, minyak

atsiri, glikosida, kurkumin, antrakinon,
flavonoid, steroid, damar dan Kklorofil,
sedangkan lemak, malam, tanin dan saponin
hanya sedikit larut.*

Pengamatan aktivitas antiseptik stok
fenol 5%, stok formula obat kumur dengan
ekstrak daun sirih, stok obat kumur povidon
iodine dan stok formula obat kumur tanpa
ekstrak daun sirih terhadap S. aureus dapat
dilihat pada Tabel 2.

Berdasarkan hasil pada Tabel 2 stok
fenol 5%, stok formula obat kumur ekstrak
daun sirih dan stok obat kumur povidon
iodine pada semua waktu kontak dapat
mematikan bakteri, sedangkan pada formula
obat kumur tanpa ekstrak daun sirih terlihat
adanya pertumbuhan bakteri. Berdasarkan
hal tersebut, larutan stok fenol, obat kumur
ekstrak daun sirih, dan obat kumur povidon
iodine bersifat antiseptik terhadap bakteri S.
aureus. Formula obat kumur tanpa ekstrak
daun sirih tidak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus, dan untuk
selanjutnya formula obat kumur tanpa
ekstrak daun sirih ini tidak digunakan lagi
untuk pengujian selanjutnya.

Tabel 1. Rendemen ekstrak etanol 70% daun sirih (Piper betle Linn.)

Bahan ekstrak Daun segar Serbuk Ekstrak kental Rendemen
(gram) (gram) (%)
Daun sirih 3000 24 48

Tabel 2. Pengamatan aktivitas antiseptik ke empat stok bahan uji terhadap bakteri
S. aureus pada menit ke-5, 10 dan 15

Waktu kontak

Menit ke-5 Bahan uji

Menit ke-10 Bahan uji

Menit ke-15Bahan uji

Bakteri 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
S. aureus - - - + + - - - +
Keterangan :

- : tidak mengandung bakteri S. aureus
+ : mengandung bakteri S. aureus
Bahan uji 1 : stok fenol 5%

Bahan uji 2 : stok formula obat kumur ekstak daun sirih.

Bahan uji 3 : stok obat kumur Povidon iodine.

Bahan uji 4 : stok formula obat kumur tanpa ekstrak daun sirih.
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Tabel 3. Hasil pengamatan aktivitas antiseptik obat kumur ekstrak etanol
daun sirih dan fenol terhadap bakteri S. aureus
Obat kumur ekstrak daun sirih Fenol
Pengenceran Waktu kontak dan ulangan Waktu kontak dan ulangan
Menit ke-5 Menit ke-10 Menit ke-15 Menit ke-5  Menit ke-10  Menit ke-15
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1:20 e,
1:30 e,
1:40 e,
1:50 e,
1:60 e,
1:70 T,
1:80 T,
1:90 - - - - - - - - - + + + 4+ o+ o+ 4+ o+ o+
1:100 - - - - - - - - - + 4+ + + o+ 4+ o+ o+ o+
1:110 - - - - - - - - - + 4+ + + o+ 4+ o+ o+ o+
1:150 + - - - - - - - - + 4+ + + o+ 4+ o+ o+ O+
1:200 + + + o+ o+ - + - - + 4+ + + o+ 4+ o+ o+ O+
1:250 + + + + + o+ o+ o+ + + 4+ + + o+ 4+ o+ o+ O+

Keterangan : - : tidak mengandung bakteri S. aureus
+: mengandung bakteri S. aureus
1,2,3: ulangan 1,2 dan 3

Tabel 4. Hasil pengamatan aktivitas antiseptik obat kumur povidon iodine
dan fenol terhadap bakteri S. aureus

Obat kumur povidon iodine

Fenol

Pengenceran

Woaktu kontak dan ulangan

Woaktu kontak dan ulangan

Menit ke-5 Menit ke-10

Menit ke-15

Menit ke-5 Menit ke-10  Menit ke-15

1:20

1:30

1:40

150

1:60

1:70

1:80

1:90

1:100

1:110

1:150

+ |||+ [+
+ 4|+ |+
+ 4|+ |+ |+
+ 4|+ |+ ]+
+ 4|+ ]+

1:200

|||+

1:250 + + + o+ +

|+ [+ |+ [+ ]+
AR ESERE
AR

Keterangan : - : tidak mengandung bakteri S. aureus
+ : mengandung bakteri S. aureus
1,2,3: ulangan 1,2 dan 3

Fenol merupakan bahan kimia yang
dapat membunuh mikroorganisme,
germisidal kuat yang telah digunakan
dalam jangka waktu panjang. Fenol
(CeHsOH) merupakan zat pembaku daya
antiseptik  sehingga daya antiseptik
dinyatakan  dengan  koefisien  fenol.
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Koefisien fenol merupakan sebuah nilai
aktivitas  germisidal  suatu  antiseptik
dibandingkan dengan efektivitas germisidal
fenol.  Aktivitas  germisidal  adalah
kemampuan suatu senyawa antiseptik untuk
membunuh mikroorganisme dalam jangka
waktu tertentu.'*
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Untuk mengetahui efektivitas antiseptik
terhadap bakteri S. aureus, dilakukan
pengamatan terhadap aktivitas antiseptik
pada pengenceran formula obat kumur
ekstrak daun sirih dan pengenceran obat
kumur povidon iodine terhadap fenol pada
menit ke-5, ke-10, dan ke-15 menit dengan
3 kali pengulangan. Hasil pengamatan
aktivitas antiseptik obat kumur ekstrak daun
sirih dan obat kumur povidon iodine
terhadap fenol dapat dilihat pada Tabel 3
dan 4.

Salah satu cara pengujian antiseptik
adalah dengan metode pengenceran.
Kekuatan antiseptik pada metode tersebut
dinyatakan dengan  koefisien  fenol.?
Komponen utama minyak atsiri dari esktrak
daun sirih adalah senyawa turunan fenol
yaitu betle phenol dan kavikol. Senyawa
fenol yang terkandung daun sirih bersifat
antimikroba dan antijamur yang kuat dan
efektif menghambat pertumbuhan beberapa
jenis  bakteri.>®  Efektivitas  senyawa
antiseptik ~ sangat  dipengaruhi  oleh
konsentrasi dan lama paparannya. Semakin
tinggi konsentrasi dan semakin lama
paparan akan meningkatkan efektivitas
senyawa antiseptik.>*® Hasil penelitian lain
menunjukkan  senyawa kavikol yang
memberikan bau khas daun sirih, memiliki
daya membunuh bakteri lima kali lebih
besar dari fenol biasa.™

Hasil pengamatan pada Tabel 3
dilanjutkan dengan menghitung koefisien
fenol. Fenol memberikan efektivitas
terhadap antiseptik pada pengenceran 1:80
sedangkan untuk obat kumur ekstrak daun
sirih pada pengenceran 1:150. Untuk obat
kumur ekstrak daun sirih menit ke-10 pada
semua ulangan menghasilkan kematian
bakteri, tetapi pada menit ke-5 bakteri yang
tidak mati hanya pada ulangan 1, sedangkan
pada ulangan ke-2 dan ke-3 bakteri S.
aureus mati. Oleh karena itu, perhitungan
koefisien fenol tidak dapat dihitung.
Pengenceran tertinggi obat kumur ekstrak
daun sirih terjadi pada pengenceran 1:200
tetapi bakteri yang mati pada menit ke-10
dari tiga kali ulangan hanya terjadi satu kali
yaitu pada ulangan ke-3 saja sehingga

diambil kesimpulan pengenceran tertinggi
obat kumur ekstrak daun sirih ini efektif
sebagai antiseptik pada pengenceran 1:150
dimana pada menit ke-10 bakteri S. aureus
mati pada ke tiga ulangan obat kumur
ekstrak daun sirih.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
pengenceran obat kumur dengan povidon
iodine mempunyai sifat antiseptik yang
setara dengan fenol (Tabel 4). Pada
pengenceran 1:80, baik obat kumur povidon
iodine maupun fenol pada menit ke-10
dapat menyebabkan kematian bakteri,
sedangkan obat kumur ekstrak daun sirih
memberikan efektivitas antiseptik pada
pengenceran 1:150.

Hasil pengamatan tersebut dilanjutkan
dengan menghitung koefisien fenol untuk
masing-masing obat kumur. Nilai koefisien
fenol obat kumur ekstrak daun sirih adalah
1,87 (lebih dari 1) sedangkan untuk fenol
dan obat kumur povidon iodine adalah 1.
Hal ini menunjukkan formula obat ekstrak
daun sirih mempunyai efektivitas antiseptik
yang lebih baik dibandingkan dengan fenol
dan obat kumur povidon iodine.

Penelitian terdahulu dari ekstrak daun
sirih  menyatakan khasiat antiseptik dan
antibakteri ekstrak daun sirih juga terlihat
pada formulasi sediaan pasta gigi yang
mengandung ekstrak daun sirih dan ekstrak
kulit jeruk lemon dimana formulasi pasta
gigi ini dapat menghambat pertumbahan
Streptococcus mutans, dan senyawa yang
berperan sebagai antiseptik ini adalah
kandungan polifenol dan tannin yang
terdapat dalam daun sirih.** Penelitian
lainnya telah pula dilakukan terhadap
pengamatan sediaan gel ekstrak etanol 96%
daun saga 5%, dimana pada menit ke-10
ekstrak tersebut dapat mematikan bakteri S.
aures dan pada menit ke-5 bakteri tersebut
tetap ada dalam sediaan.’® Pengujian
terhadap toksisitas akut ekstrak daun sirih
telah pula dilakukan oleh Sari dimana
ekstrak etanol daun sirih masuk dalam
kategori praktis tidak toksik.?’ Dari hasil
penelitian ini dan peneliti sebelumnya dapat
dikatakan formulasi obat kumur dengan
bahan ekstrak etanol daun sirih ini efektif

16



Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):10-18

sebagai antiseptik dan aman digunakan
sebagai obat kumur.

KESIMPULAN

Obat kumur ekstrak etanol daun
sirih  secara in vitro efektif sebagai
antiseptik terhadap bakteri S. aureus.
Berdasarkan nilai koefisien fenol, obat
kumur dengan ekstrak daun  sirih
mempunyai aktivitas antiseptik yang lebih
tinggi dibandingkan dengan formula obat
kumur povidon iodine yang beredar di
masyarakat.
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Abstract

Syzygium polyanthum (Wight) Walp. (Indonesian bay leaf) is known for possessing antimicrobial activity that
might be applied for natural food preservative. In this study, we analyzed the constituents of infusion of S.
polyanthum leaves and evaluated its potency as the preservative of fresh chicken meats. The infusions were
prepared with the method described in Indonesian Pharmacopeia. Phytochemical content of infusion of S.
polyanthum leaves was analyzed by qualitative phytochemical screening using colorimetric methods. Its
application for preservative of fresh chicken meat was evaluated based on its activity in inhibiting the growth of
bacteria on the meats as well as the physical observation of the preserved meats. The infusion of S. polyanthum
leaves contained flavonoids, tannins, and saponins. The infusion at the optimum concentration of 10% was
capable of inhibiting bacterial growth on chicken meats and extending their shelf life up to 3 days in
temperature of 3-7 °C.

Keywords: Chicken meat; Syzygium polyanthum; Infusion; Natural preservative

Abstrak

Salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) telah diketahui memiliki aktivitas antimikroba, yang
memungkinkan tumbuhan tersebut untuk dikembangkan menjadi pengawet makanan alami. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kandungan kimia dan potensi infusa daun salam sebagai pengawet alami daging
ayam. Kandungan kimia infusa daun salam dianalisis dengan menggunakan metode penapisan fitokimia.
Potensi infusa daun salam sebagai pengawet alami daging ayam ditentukan berdasarkan aktivitasnya dalam
menghambat pertumbuhan bakteri pada daging ayam dan juga pengamatan terhadap kondisi fisik daging yang
diawetkan. Penapisan fitokimia menunjukkan bahwa infusa daun salam mengandung flavonoid, tanin, dan
saponin. Infusa daun salam pada konsentrasi optimum 10% mampu menghambat pertumbuhan bakteri pada
daging ayam selama penyimpanan dan memperpanjang masa simpannya hingga 3 hari pada suhu 3-7 °C.

Kata kunci: Daging ayam; Syzygium polyanthum; Infusa; Pengawet alami
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INTRODUCTION

Syzygium polyanthum (Wight) Walp.
(Indonesian bay leaf, salam in Bahasa
Indonesia, Myrtaceae), is a spice commonly
used in Indonesian culinary, typically as a
spice for savory meals. It has been known
for possessing antimicrobial activity and
traditionally used to treat bacterial-related
diarrhea.*® The extracts of S. polyanthum
leaves were active as antibacterials and
antifungals, it was reported for growth
inhibition activity of Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, B. cereus, Pseudomonas
aeruginosa, and Candida albicans.*® The
essential oil of this plant also demonstrated
antimicrobial activity against B. subtilis, S.
aureus, Salmonella typhimurium, and Vibrio
cholera.”® The antimicrobial activity
exhibited by S. polyanthum leaves might
support its use as a natural food
preservative. The use of spices as a food
preservative is desirable. We are familiar
with the flavor, aroma, and color of those
spices so their use might enhance the
reception level of the preserved food.

Fresh chicken meat is largely consumed
worldwide.® Its nature that is rich with
protein and water enables the growth of
microbes at room temperature. Chicken
meat is easily damaged by microbial
activity, so preservation is needed to extend
the shelf life and ensure the quality of
chicken meat.*® Campylobacter spp., E. coli,
and Salmonella sp. were reported as the
common contaminants of fresh poultry
meat.™* The use of essential oil of spices as a
natural preservative in chicken meat has
been reported.”>*®* However, the use of
essential oils is not practical in the
household setting for its preparation needs a
special technique and relatively high cost
expended. Hence, a more practical use of
spices as natural fresh chicken meat needs to
be studied further. In this paper, we report
the chemical constituents and application of
infusion of S. polyanthum leaves as a natural
preservative of fresh chicken meat.
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MATERIALS AND METHODS
Plant materials

The leaves of S. polyanthum were
collected from Banjarnegara, Indonesia. The
leaves were dried at room temperature for
seven days and ground into a fine powder
using grinding machine. The plant was
authenticated at Laboratory of Botany,
Jenderal Soedirman University, Purwokerto,
Indonesia.

Infusion preparation

Infusion of S. polyanthum leaves was
prepared according to a common infusion
preparation method.*® Infusion was prepared
in four concentrations: 0%, 5%, 10%, and
20%. Ten percent infusion was prepared by
weighing 10 g of powdered dry leaves and
then adding it with 100 ml of distilled water.
Those materials were put in an infuse
apparatus, and boiled for 15 minutes at a
temperature of 90 °C. The infusion was
filtered and its volume was fixed into 100
ml with distilled water. Five and 20%
infusions were prepared accordingly. Zero
percent of infusion was a boiled distilled
water in the same manner and used as the
negative control in this study.

Qualitative phytochemical screening

The main constituents of infusion of S.
polyanthum leaves were analyzed with the
standard qualitative phytochemical
screening method.*"*® Briefly, Zn-chloride
acid, sulphuric acid, Dragendorf’s reagent,
and ferric chloride were used to identify
flavonoids, terpenoids, alkaloids, and
tannins, respectively. Formation of foam
method was used to identify saponins in
infusion.

Preservative potency evaluation

The fresh chicken meat used in this
study was obtained from a local market at
Purwokerto, Indonesia. They were cut in
size of 1x1x1 cm. Each piece was immersed
in boiling water for 2 minutes to reduce the
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number of the microorganisms on their
surfaces. Meats were placed in 100 ml of 4
different concentrations of infusion of
Syzygium polyanthum leaves under sterile
condition, they were 0%, 5%, 10%, and
20%, respectively. The meats preserved in
the infusion were stored at a temperature of
3-7°C. On day 3, 6, 9, and 12, the bacterial
growth on the meats was determined and
their physical appearance was evaluated. On
the respective observation days, meat from
each cube was put in 25 ml of sterile
nutrient broth (NB) medium and then
homogenized for a minute. One ml of
suspension was transferred into 9 ml of
sterile NB and then incubated in temperature
of 37 °C for 24 hours. The optical densities
of cultured bacterial suspensions were
recorded with UV-Vis spectrophotometer at
a wavelength of 600 nm for evaluating the
indirect enumeration of bacterial growth.
One ml of first mentioned suspension was
also cultured on 15 ml of nutrient agar (NA)
to observe the direct growth of bacteria.
The physical observation of the preserved
meats includes the evaluation of odor,
texture, and formation of slime to determine
the shelf life of the meats compared to that
treated with the negative control.**? All the
works were replicated 3 times.

Statistical analysis

Means separation of the optical densities
of cultured bacterial suspensions in NB was
accomplished by Duncan’s multiple range
tests. Significance was evaluated at p-value
< 0.05. Statistical analysis was conducted by

the general procedures of SPSS Statistics
v.17 (SPSS Inc.).

RESULT AND DISCUSSION

Infusion of S. polyanthum leaves used in
this study contained tannins, flavonoids, and
saponins (Table 1). Water, as the solvent in
our study is a strongly polar compound,
extracted flavonoids and tannins which are
relatively polar compounds contained in
leaves of S. polyanthum. A less polar
ethanolic extract of this plant contains
alkaloids, saponins, quinines, phenols,
triterpenoids, steroids, and flavonoids.?*
Another report mentioned that the ethanolic
extract of the plant obtained from
Samarinda-Indonesia  contains  carbo-
hydrates, tannins, alkaloids, steroids,
triterpenoids, and flavonoid.?? Saponins
were previously reported as the main
constituents of infusion of S. polyanthum
leaves grown in Bali.'®

The antimicrobial activity of flavonoids,
tannins, and saponins has been reported.
Tannins from leaves of Samanea saman was
responsible for its activity against E. coli.?®
Another report also mentioned that
polyphenol compounds including tannins
and flavonoids from Jatropha curcas were
the active compounds that supporting its use
as an antimicrobial agent against S.
aureus.”® Hence, those three groups of
compounds contained in the infusion of S.
polyanthum leaves might be responsible for
the antibacterial activity and further meat
preservative potency.

Table 1. The result of qualitative phytochemical screening analysis of infusion of S.
polyanthum leaves

Results

Conclusion

Constituents  Reagents Positive

Observed

Flavonoids  Zn-HCI
Terpenoids  H,SO4

Alkaloids Dragendorf  formation of a brown color
Tannins FeCL; formation of dark green color
Saponins - formation of stable foam

formation of a red color
formation of the transparent ring
on the surface of the upper layer

a red hue was formed positive
brown color in the upper  negative
layer was formed

orange precipitation was  negative

observed

a dark green hue was positive
observed

the stable foam was positive
formed
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Figure 1. The profile of optical density of cultures of meats preserved with infusion of S.
polyanthum leaves in NB media

The potency of the infusion of S.
polyanthum leaves to preserve fresh chicken
meat was evaluated by the indirect
enumeration of microbial growth on the
meat. The preservation with infusion in
different concentrations affected the optical
density of the samples, which represented
the number of microbes grew on the meats.
The degree of the increasing optical density,
and hence the microbial growth on the
meats, was different among treatments. On
day 3, there were no differences of optical
densities between meats preserved with
infusions of S. polyanthum leaves in all
given concentrations and that of the negative
control. This result indicated that bacterial
growth in all given concentrations was equal
with bacterial growth in negative control. It
is assumed that the microbes on the meats
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were still in lag phase. Their number simply
represented the initial microbial burden of
the samples. On day 6, the optical densities
of samples in all treatments were increased.
However, the meats preserved with 10% and
20% infusion of S. polyanthum leaves
showed inhibition of bacterial growth,
shown by a significantly different optical
density compared to that of negative control
(p-value < 0.05). There were increasing
optical densities of all samples on day 9 and
12 compared to day 6. Nevertheless, all
given concentrations of infusion were also
significantly different from that in the
negative control group. Hence, infusion of S.
polyanthum leaves at concentrations of 5%,
10%, and 20% were capable of inhibiting the
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Table 2. Physical characteristic of the meats preserved with infusion of
S. polyanthum leaves

Preservation time (day)

Treatment groups  Physical characteristic

3 6 9 12

0% infusion odor fresh fresh fresh deteriorated
texture firm firm friable friable
slime none none none none

5% infusion odor fresh, aromatic  fresh, aromatic ~ fresh, aromatic  fresh, aromatic
texture firm firm friable friable
slime none none none none

10% infusion odor fresh, aromatic  fresh, aromatic ~ fresh, aromatic  fresh, aromatic
texture firm firm firm friable
slime none none none none

20% infusion odor fresh, aromatic  fresh, aromatic  fresh, aromatic ~ fresh, aromatic
texture firm firm firm friable
slime none none none none

Note: Bold printed words indicated first changes of the physical characteristic for the given treatment groups.

0% infusion 5% infusion 10% infusion 20% infusion

Day 3

Day 6

Day 9

Day 12

Figure 2. Bacterial growth on meats preserved with infusions of S. polyanthum leaves
cultured in NA, on day 3, 6, 9, and 12 of preservation
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growth of bacteria on preserved meats
compared to the negative control. This result
demonstrated that the higher concentration
of infusion, the better it inhibited the growth
of the bacteria. However, infusion of S.
polyanthum leaves in both concentrations of
10% and 20% demonstrated the equal
bacterial growth inhibitory activity, as their
optical densities in day 6, 9, and 12 were not
statistically different (Figure 1).

We also evaluated the profile of direct
growth of bacteria on the meat preserved
with the infusion of S. polyanthum leaves on
the  NA medium to determine its
preservation potency (Figure 2). In general,
the number of bacterial colonies increased
with the time of preservation, while a higher
concentration of infusion generated a less
bacterial colony. On day 3, there was no
visually microbial growth on meat observed
at any given concentration of the extract. On
day 6, bacterial growth was observed on
meats in negative control and those
preserved with 5%, while those preserved
with 10% and 20% of infusions were
remained clear without microbial growth.
On day 9, microbial growth was visually
observed on meats preserved with infusions
of S. polyanthum leaves at all given
concentration. The most number of bacteria
colony on preserved meats was observed in
0% of infusion, followed by those preserved
with infusion at a concentration of 5%, 10%,
and 20%, respectively. On day 12, there was
more microbial growth on meats compared
to day 9. The result of this direct
enumeration of the bacteria on the meats
preserved with the infusions of S.
polyanthum leaves demonstrated that the
higher concentrations of the infusion, the
better inhibitory activity was observed.
Compared to the indirect enumeration
method, the result was similar to a slight
difference in 20% infusion. However, we did
not quantitatively enumerate the bacterial
counts and just utilized the limited visual
observations so we could not confirm if the
number of bacteria in meats preserved with
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10% infusion was truly less than that of 20%
infusion.

In general, the use of infusions of S.
polyanthum leaves changed the color of the
meats from pinkish white to brownish. The
higher concentration of infusion, the darker
the meats preserved. We utilized a physical
evaluation of the preserved meats to
determine their shelf life with the treatment
of infusion of S. polyanthum leaves (Table
2). Odor, texture, and formation of slime on
the meats were used as the parameters
observed and then compared to those treated
with negative control. According to SNI
3924:2009 on the quality of carcass and
meat of chicken, a good quality of chicken
meats could be tested by visual and
palpation evaluation.”® The fresh chicken
meats should possess a consistent color, firm
texture, and slime-free. All those characters
were observed at the beginning of the
preservation. There was a different odor
between meats preserved with negative
control and those preserved with infusion.
The first mentioned groups were chicken-
fresh, whereas the later was fresh with a hint
of specific aromatic odor from S.
polyanthum. As more bacteria were
observed (Figure 2), meats in negative
control and those preserved with 5%
infusion group started to be friable at day 9,
while those preserved with infusion at higher
concentrations started to change at day 12.
Hence, the infusion at a concentration of 5%
was not capable of extending the shelf life of
the meats. The odor of meats in negative
control started to change at day 12, while
meats preserved with infusion at higher
concentrations were remained fresh with the
aromatic scent of S. polyanthum. It can be
concluded that fresh chicken meat preserved
with infusion of S. polyanthum leaves at
concentrations of 10% and 20% are capable
of extending shelf life up to 3 days longer
than unpreserved fresh chicken meat.

Based on the inhibition of bacterial
growth (both direct and indirect) and
physical evaluation of the meats, infusion
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of S. polyanthum leaves was potential to be
used as a natural preservative of fresh
chicken meats. Infusions in  both
concentration of 10% and 20%
demonstrated the same potency in
inhibiting bacterial growth as well as
physical changes of meats. However, we
chose 10% as the optimal concentration of
the infusion due to its color changed. The
color of infusion at a concentration of 20%
was dark brown and it changed the color of
the meats. Darker-looked meat might be
not preferable and has low acceptability.
The infusion of S. polyanthum leaves could
inhibit bacterial growth on meats at the
optimum concentration of 10%, as well as
capable of extending the meats shelf life
up to 3 days at a temperature of 3-7'C
compared to that of the negative control
group.

Our finding that infusion of S.
polyanthum leaves can be used as fresh
chicken meat was in accordance with
previously reported data. The infusion of S.
polyanthum leaves was capable of
extending the shelf life and decreasing the
total bacterial count of Broiler chicken
meat at a concentration of 20%% and
10%.2" Another report demonstrated that it
was able to maintain the quality of pork up
to 9 hours at room temperature storage.*®

Our results demonstrated that the
infusion of spices could be developed for
natural preservatives. It might be studied
further so it can be used as the alternative
for essential oil of spices for that said
purposes. Essential oils of spices were
potential to be used as food preservatives
but their use were limited by their
unpractical  preparation needed and
insolubility in water, 2142830

CONCLUSION

Infusion of S. polyanthum leaves at the
optimum concentration of 10% was
potential to be wused as a natural
preservative of fresh chicken meats. It was
capable of inhibiting bacterial growth on
meats during refrigerated storage and
extending its shelf life up to 3 days.

Flavonoids, tannins, and saponins might be
responsible  for antibacterial activity
accounted for this preservative potency.
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Abstrak

Endofit merupakan mikroba potensial sumber penghasil senyawa aktif penting. Endofit yang diisolasi dari
tanaman obat tropis telah menarik perhatian karena biodiversitasnya yang tinggi dan diperkirakan mampu
menghasilkan senyawa baru di bidang kesehatan. L-asparaginase merupakan enzim pertama dengan aktivitas
antileukemia yang sedang intensif dipelajari. Penelitian ini bertujuan untuk mengoleksi dan mengidentifikasi
bakteri endofit dari tanaman obat tropis serta melakukan penapisan potensi penghasil enzim L-asparaginase
bebas L-Glutaminase. Tanaman Gliricidia sepium, Pittosporum moluccanum, Clerodendrum buchanani, dan
Zingiberaceae dikoleksi dari Desa Wanggameti, Sumba Timur, NTT. Sampel disterilkan menggunakan metode
sterilisasi permukaan dan bakteri endofit diisolasi menggunakan metode plant piece pada media R2A. Bakteri
endofit terisolasi diidentifikasi berdasarkan sekuen 16S rDNA. Penapisan bakteri endofit penghasil enzim L-
asparaginase dilakukan secara kualitatif menggunakan media R2A termodifikasi dengan penambahan L-
asparagin dan indikator phenol red. Terdapat 34 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dari 5 sampel tanaman
obat. Sebanyak 14 genus terdiri dari 17 spesies bakteri yang berbeda diperoleh dari 34 isolat terseleksi. Bakteri
endofit Pseudomonas stutzeri strain SMKL1 dan Rhizobium radiobacter strain SMKW2 dari tanaman Kahili
berpotensi sebagai penghasil L-asparaginase bebas L-glutaminase dan bepeluang sebagai kandidat penghasil
senyawa kemoterapi kanker leukemia.

Kata kunci: Bakteri endofit; L-asparaginase; Tanaman obat

Abstract

Endophytes are potential as a source of active compound producer. Endophytes that is isolated from tropical
medicinal plants has been getting attention due to its high biodiversity and active compound producing ability.
L-asparaginase is the first enzyme used as chemotherapeutic agent for leukemia. The aim of this study is to
collect the endophytic bacteria associated with tropical medicinal plants from Sumba Island and investigate the
activity of L-asparaginase free L-Glutaminase from endophytic bacteria isolates. The samples Gliricidia
sepium, Pittosporum moluccanum, Clerodendrum buchanani, and Zingiberaceae are collected from
Wanggameti, East Sumba, NTT. Samples are sterilized using surface-sterilization method and endophytic
bacteria are isolated using plant piece method on R2A media. Selected endophytic bacteria are identified by 16S
rDNA sequences. L-asparaginase screening is conducted using modified R2A with addition of L-asparagine and
phenol red as colour indicator. A total of 34 isolates of endophytic bacteria were collected from 5 samples. A
total of 14 genus consisted of 17 different bacterial species were obtained from 34 selected isolates. Endophytic
bacteria of P. stutzeri strains of SMKL1 and R. radiobacter strains of SMKW2 from the Kahili plant were
needed as L-glutaminase-free L-asparaginase and were potential to be candidate of leukemia cancer
chemotherapy.

Keywords: Endophytic bacteria; L-asparaginase; Medicinal plants
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PENDAHULUAN

Kebutuhan senyawa obat kanker untuk
kemoterapi semakin meningkat seiring
meningkatnya angka kejadian 36 jenis
kanker di 185 negara yang mencapai 18.1
juta kasus dan 9.6 juta kematian.! Kanker
menempati  peringkat  ke-7  sebagai
penyebab kematian utama di Indonesia
dengan persentase kematian 5.7% dari total
angka kejadian dengan tingkat prevalensi
4.3 per 1000 populasi.? Obat-obatan dari
tanaman herbal telah lama digunakan oleh
masyarakat untuk mengobati berbagai
penyakit seperti diabetes, kanker, dan
masalah kulit. Beberapa tanaman yang
dapat digunakan untuk terapi kanker
diantaranya Tapak dara (Catharanthus
roseus), Kemangi (Ocimum sanctum),
Lidah buaya (Aloe vera), Ginseng India
(Withania somnifera), Bawang putih
(Allivum  sativum), Kunyit (Curcuma
longa)®, Taxus brevifolia, dan beberapa
tanaman  obat  lainnya. Senyawa
kurkuminoid yang terkandung dalam
tanaman kelompok famili Zingiberaceae
mempunyai banyak manfaat salah satunya
sebagai antikanker.*

Selama beberapa dekade pengobatan
kanker dilakukan dengan kemoterapi,
operasi dan radiasi, atau kombinasi dari
ketiganya.” Akan tetapi, penggunaan obat
melalui kemoterapi secara konvensional
sering kali tidak efisien dan memiliki
kendala dalam pengiriman obat ke target
sel kanker sehingga kemoterapi justru
membahayakan sel-sel sehat pasien.
Perkembangan kemoterapi saat ini semakin
pesat untuk meningkatkan efisiensi obat ke
sel kanker dan meminimalisir pengaruh
obat ke sel sehat menggunakan Drug
Delivery System (DDS) yang
dikombinasikan dengan nanopartikel yang
berfungsi sebagai molekul pembawa obat
ke sel kanker.®

Pengetahuan tentang etnobotani suatu
tanaman mampu memberikan informasi
yang cukup untuk melakukan isolasi
senyawa aktif dari tanaman tradisional.
Keterbatasan sediaan tanaman di alam
dianggap sebagai faktor pembatas untuk

memperoleh senyawa aktif baru. Bakteri
endofit merupakan salah satu mikroba
sumber senyawa bioaktif potensial. Bakteri
endofit hidup mengolonisasi pada tanaman
terutama daun, batang, akar, dan dapat
tinggal untuk seluruh atau sebagian dari
siklus hidupnya tanpa menyebabkan
kerusakan atau penyakit bagi inangnya.
Populasi dan profil bakteri endofit pada
tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor
yaitu kondisi lingkungan tempat tumbuh
tanaman inang, jenis tanaman, umur
tanaman, dan umumnya tanaman dengan
sejarah etnobotani tinggi memiliki prospek
keragaman mikroba endofit yang tinggi
pula.”

Endofit saat ini dipandang sebagai
sumber potensial untuk menghasilkan
metabolit sekunder dan enzim penting
dalam industri. Senyawa alami berupa
enzim yang berasal dari mikroba
dimanfaatkan oleh industri farmasi sebagai
obat, contohnya L-asparaginase, kitinase,
kolagenase, lipase, nattokinase, L-amino
acid o-ligase, dan serratiopeptidase.'®
Enzim L-asparaginase merupakan enzim
yang rutin digunakan dalam kemoterapi
terutama untuk kanker sel darah putih.'?*?
Enzim akan mengambil asam amino
esensial asparagin dari sel kanker dan
memecahnya  sehingga  sel  kanker
mengalami kelaparan dan akhirnya mati.
Enzim tersebut bertanggung jawab dalam
konversi L-asparagin menjadi L-aspartat
dan amonia. L-asparaginase dari bakteri
yang telah digunakan adalah Elspar® dari
Escherichia coli dan Erwinase® dari
Erwinia chrysantemi.’ Selain dalam bidang
kesehatan, L-asparaginase juga digunakan
dalam membantu proses reduksi kadar L-
asparagin  yang merupakan prekursor
utama dalam pembentukan kontaminasi
makanan akrilamid. Bakteri endofit yang
berasal dari lima tanaman  obat
Catharanthus roseus, Ocimum sanctum,
Aloe vera, Withania somnifera, dan
Marrayo konengi memiliki aktivitas L-
asparaginase yang dapat dikembangkan
sebagai senyawa antikanker baru.°
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Beberapa mikroba dapat menghasilkan
L-asparaginase dan memiliki aktivitas L-
glutaminase karena L-asparagin dan L-
glutamin memiliki struktur yang sama.
Mikroba tersebut antara lain Serratia
marcescens, E. coli, E. chrysantemi,
Pseudomonas sp. dan Acinetobacter
glutaminasificans.  Studi  melaporkan
bahwa adanya aktivitas L-glutaminase
dapat menyebabkan efek samping selama
terapi antara lain alergi, pankreatitis,
diabetes, dan kelainan koagulasi.'

Secara tradisional tanaman obat yang
digunakan untuk isolasi bakteri endofit
memiliki sifat antimikroba, namun belum
ada data ilmiah yang mempelajari sifat
antikankernya. Oleh karena itu, penapisan
mikroba penghasil L-asparaginase bebas
L-glutaminase perlu dilakukan dari
berbagai sumber, terutama dari bakteri
endofit. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi, mengidentifikasi, dan
melakukan penapisan bakteri endofit
penghasil enzim L-asparaginase bebas L-
glutaminase dari tanaman obat Yyang
dikoleksi dari Desa Wanggameti, Sumba
Timur, Nusa Tenggara Timur (NTT).

METODE

Penelitian ini merupakan percobaan
laboratorium yang dilakukan di
Laboratorium Biosistematika dan Kultur
Koleksi Mikroba, Pusat Penelitian Biologi-
LIPI.

Alat dan bahan

Alat yang digunakan antara lain mesin
PCR (Thermo Scientific), Elektroforator
(Takara, model Mupid-EXu), dan UV
transilluminator (Biorad). Bahan kimia
yang digunakan adalah etanol 70%.

natrium hipoklorit 3%, sikloheksamida
(Merck), media R2A (Difco), KOH
(Merck), gliserol (Merck), GoTaq Green
Master Mix 2x (Promega), primer 27F dan
1492R (IDT), DMSO for molecular
(Sigma), agarosa (Thermo Scientific),
etidium bromida (Biotech), pati terlarut
(Merck), K;HPO, (Merck), MgSO,
(Merck), agar (Difco), phenol red (Sigma),
L-asparagin (Merck), L-glutamin (Merck).

Sampel tanaman

Sampel tanaman obat diambil dari Desa
Wanggameti, Sumba Timur, NTT dari
ketinggian yang berbeda pada tahun 2016.
Tanaman terpilih adalah tanaman sehat
bebas kontaminasi patogen tanaman.
Sampel yang digunakan sebanyak lima
tanaman obat (Tabel 1). Sampel tanaman
diidentifikasi di Herbarium Bogoriense,
Pusat Penelitian Biologi-LIPI berdasarkan
karakteristik morfologi.

Penyiapan sampel tanaman

Sampel tanaman dari lokasi
pengambilan sampel dibawa ke
laboratorium  untuk  diisolasi  bakteri
endofitnya. Sampel tanaman (rimpang,
batang, daun, bunga, dan buah) dicuci
dengan air mengalir selama 5-10 menit,
dipotong-potong, dan dilanjutkan dengan
proses sterilisasi permukaan.

Sterilisasi permukaan jaringan tanaman
Sampel tanaman direndam dalam
etanol 70% selama 3 menit, lalu direndam
dengan natrium hipoklorit 3% selama 5
menit, dan dibilas dengan etanol 70%
selama 30 detik, dilanjutkan pencucian
dengan akuades steril selama 2 menit.

Tabel 1. Tanaman obat yang diambil dari Sumba Timur

Manfaat tanaman
Kode sampel Nama Tanaman L

(secara tradisional)
SMG Gamal (Gliricidia sepium) Pengawet mayat
SMK Kabhili (Pittosporum moluccanum) Obat luka kulit
SMR Rarawala (Clerodendrum buchanani) Obat sakit kepala
SMKz Zingiberaceae Imunostimulan
SMZg Zingiberaceae Antimikroba
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Pencucian dengan akuades steril
diulang sebanyak tiga kali.'* Sampel
kemudian  dikeringkan  menggunakan
kertas tisu steril. Efisiensi sterilisasi
permukaan diuji dengan menyebar 100 pL
akuades hasil pencucian terakhir pada
beberapa jenis media yang ditambah
sikloheksamida 50  pg/mL  untuk
menghambat  pertumbuhan  cendawan.
Media yang digunakan adalah R2A dengan
konsentrasi 1/10. Akuades hasil pencucian
yang menunjukkan adanya pertumbuhan
mikroba tidak digunakan sebagai sampel
isolasi bakteri endofit.

Isolasi bakteri endofit

Isolasi  bakteri endofit dilakukan
dengan metode plant piece.”® Sampel
tanaman yang telah steril dipotong menjadi
ukuran 4-6 mm. Sampel kemudian
diletakkan di atas media yang telah
ditambah sikloheksamida 50 pg/mL.
Cawan petri selanjutnya diinkubasi selama
2-15 hari pada suhu 28 °C. Bakteri yang
tumbuh dari metode plant piece diisolasi
dan dipurifikasi. Bakteri endofit yang
memiliki karakteristik morfologi berbeda
dipilih untuk digunakan pada tahap
berikutnya. Karakteristik fenotip yang
diamati antara lain adalah warna, tepian
permukaan, serta reaksi Gram
menggunakan uji KOH.*

Pemurnian bakteri endofit

Koloni bakteri yang telah tumbuh
dimurnikan pada media Nutrient Agar
(NA) dengan cara digores berdasarkan
metode kuadran. Pemurnian dilakukan
sampai diperoleh koloni tunggal. Koloni
yang telah murni kemudian ditanam dalam
tabung reaksi yang berisi agar miring NA
dan disimpan pada suhu 4 °C. Isolat murni
selanjutnya dipelihara dengan baik dan
disimpan dalam gliserol 10% pada suhu —
80 °c.*

Ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, dan
elektroforesis

Sel dari koloni tunggal pada permukaan
media padat diambil menggunakan tusuk

31

gigi steril dan disuspensikan ke dalam 20
pL air bebas nuklease. Suspensi kemudian
di-vortex selama 10 detik dan diinkubasi
pada suhu 98 °C selama 5 menit.
Supernatan  dipisahkan dari  endapan
dengan sentrifugasi untuk selanjutnya
digunakan sebagai cetakan DNA.

DNA  diamplifikasi  menggunakan
GoTaq Green Master Mix 2x dengan
sepasang primer universal 27F (5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan
1492R  (5’-GTTACCTTGTTACGACTT-
3”). Setiap tabung berisi Ultrapure water
9,75 pL, GoTaq Green Master Mix 2x 12,5
pL, primer 27F (10 uM) 0,625 pL, primer
1492R (10 pM) 0,625 pL, DMSO 0,5 pL,
dan 1 pL sampel DNA dengan total
volume 25 pL. Amplifikasi dilakukan pada
kondisi PCR: predenaturasi 95 °C selama
90 detik, dilanjutkan 30 siklus terdiri atas
denaturasi (95 °C, 30 detik), annealing (50
°C, 30 detik), elongasi (72 °C, 90 detik),
dan final extension pada 72 °C selama 5
menit, dilanjutkan 4 °C selama 20 menit.
Hasil amplifikasi dielektroforesis pada gel
agarosa 1%. Setelah selesai, gel direndam
dalam larutan etidium bromida 5 pg/mL
selama 30 menit. Hasil elektroforesis
dilihat menggunakan alat uv
transilluminator.™>*°

Sekuensing 16S rDNA dan analisis
bioinformatika

Hasil amplifikasi PCR disekuensing di
Laboratorium Macrogen Korea
menggunakan automated DNA sequencer
(ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer)
(Applied  Biosystems).  Data  hasil
sekuensing diolah dengan  program
Bioedit. Homologi sekuen 16S rDNA
dicari pada server Eztaxon. Sekuen
referensi  diperolen dari bank data

GenBank/DDBJ/EMBL  yang  diakses
secara online melalui internet
www.ezbiocloud.net.  Analisis  pohon
filogenetik menggunakan metode

neighbour-joining yang terimplementasi
dalam MEGA 7.0 dengan nilai bootstrap
1000x.1%°


http://www.ezbiocloud.net/
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Penapisan bakteri endofit dalam
menghasilkan L-asparaginase atau L-
glutaminase

Penapisan kemampuan bakteri endofit
dalam menghasilkan L-asparaginase atau
L-glutaminase menggunakan metode uji
lempeng cepat berdasarkan kemampuan
membentuk warna merah muda di sekitar
koloni yang ditumbuhkan pada media R2A
termodifikasi. Komposisi media R2A
termodifikasi adalah dextrose 0.5 g, pati
terlarut 0.5 g, K;HPO,4 0.3 g, MgSO, 0.05
g, Agar 16 g, akuades 1000 mL. Media
ditambah dengan phenol red 0.009%, dan
asam amino (L-asparagin 5 g atau L-
glutamin 5 g) dengan pH 6.2. Isolat bakteri
selanjutnya digores pada permukaan media
R2A termodifikasi dan diinkubasi pada
suhu 30 °C selama 24-48 jam. Isolat
bakteri juga ditumbuhkan di media R2A
termodifikasi tanpa asam amino (L-
asparagin atau L-glutamin) sebagai kontrol
negatif.?*

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi bakteri endofit dari tanaman
obat

Isolasi bakteri endofit asal tanaman
obat dengan metode sterilisasi permukaan
berhasil mensterilkan permukaan sampel.
Hal ini ditunjukkan dengan tidak
ditemukan mikroba yang tumbuh pada
cawan petri yang telah disebar dengan

akuades cucian terakhir hasil proses
sterilisasi  permukaan. Hasil isolasi
menunjukkan bahwa bakteri  endofit

ditemukan pada semua bagian tanaman
mulai dari rimpang, batang, daun, bunga,
dan buah. Bakteri endofit ditemukan
hampir pada semua bagian tanaman inang
termasuk akar atau rimpang, batang, daun,
biji, buah, umbi, dan juga dalam nodul
tanaman legum.??

Bakteri yang keluar dari bagian
tanaman sampel dianggap sebagai bakteri

endofit. Bakteri yang terisolasi dari lima
jenis tanaman sampel menunjukkan jumlah
yang bervariasi (Gambar 1). Jumlah
terbanyak diperoleh dari sampel tanaman
obat Kahili (SMK) sebanyak 11 isolat.
Terdapat dua faktor umum yang
berpengaruh terhadap kelimpahan dan
distribusi  bakteri endofit pada suatu
tanaman yaitu musim dan usia tanaman
dimana tanaman vyang lebih tua
mempunyai organ yang lebih besar
sehingga diperkirakan jumlah endofit akan
lebih banyak.?*?* Beberapa faktor lain
yang berpengaruh adalah rotasi tanaman,
kondisi tanah, jaringan tanaman, dan
keberadaan patogen tanaman. Jumlah
endofit pada tanaman obat paling banyak
terdapat pada bagian daun, diikuti batang,
dan akar. %

Daun pada umumnya dipilih oleh
endofit karena permukaannya yang luas,
kaya nutrisi, dan dinding selnya tipis
sehingga memudahkan kolonisasi endofit.
Hal tersebut berbeda dengan hasil studi
yang menunjukkan bahwa jumlah bakteri
endofit terisolasi lebih banyak dikoleksi
dari bagian batang. Hal ini disebabkan
batang merupakan tempat menyalurkan
sari makanan dari daun menuju seluruh
bagian tanaman.
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u
m
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h 6
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Samp el tanaman

Gambar 1. Bakteri endofit terisolasi dari

tanaman obat di Sumba Timur ((Gamal (SMG);

Kahili (SMK); Rarawala (SMR);

Zingiberaceae (SMKz); Zingiberaceae (SMZg)).

Sebanyak 34 isolat bakteri endofit
berhasil diisolasi dari 5 sampel tanaman
obat yang diteliti. Isolat bakteri endofit
yang berasosiasi dengan tanaman obat dari
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Sumba Timur menunjukkan karakteristik
yang beragam. Sebagian besar isolat
memiliki  karakteristik Gram negatif,
bentuk circular, tepian entire, permukaan
shiny, tidak tembus pandang, dan berwarna
putih dan kuning. Hasil uji KOH

menunjukkan 85,29% merupakan bakteri
Gram negatif dan 14,71% bakteri Gram
positif (Tabel 2). Hasil pewarnaan Gram
menunjukkan semua isolat memiliki sel
berbentuk batang.

Tabel 2. Identitas bakteri endofit dari tanaman obat berdasarkan sekuen 16S rDNA

Isolat Uji KOH Identitas terdekat Kesamaan (%) Filum
SMGW1 - Chryseobacterium pallidum DSM 18015(T) 99,42 Bacteroidetes
SMGW?2 - Pantoea eucrina PSNIH 99,70 Gammaproteobacteria
SMGW3 - Pantoea anthophila LMG2558(T) 99,81 Gammaproteobacteria
SMGW4 - Chryseobacterium pallidum DSM 18015(T) 99,42 Bacteroidetes
SMGWS5 + Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317(T) 99,48 Actinobacteria
SMGW6 - Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) 99,69 Alphaproteobacteria
SMGW7 - Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) 99,69 Alphaproteobacteria
SMGW8 - Sphingobium yanoikuyaeATCC 51230 (T) 99,62 Alphaproteobacteria
SMKL1 - Pseudomonas stutzeriATCC 17588(T) 99,86 Gammaproteobacteria
SMKL2 - Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) 99,62 Alphaproteobacteria
SMKL3 + Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) 99,70 Alphaproteobacteria
SMKL4 - Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317(T) 99,48 Actinobacteria
SMKL5 - Cupriavidus metallidurans CH34(T) 98,98 Betaproteobacteria
SMKW1 - Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317(T) 99,93 Actinobacteria
SMKW2 - Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) 99,51 Alphaproteobacteria
SMKW3 - Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230(T) 99,69 Alphaproteobacteria
SMKW4 - Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230(T) 99,70 Alphaproteobacteria
SMKWS5 - Methylobacterium oryzae CBMB20(T) 99,91 Alphaproteobacteria
SMKFr1 + Curtobacterium oceanosedimentum 99,70 Actinobacteria
SMRW1 - Xanthomonas cynarae CFBP 4188(T) 99,93 Gammaproteobacteria
SMRW?2 - Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) 99,88 Gammaproteobacteria
SMRW3 - Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) 99,69 Gammaproteobacteria
SMRFrl - Xanthomonas cynarae CFBP 4188(T) 99,93 Gammaproteobacteria
SMRFI1 - Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) 99,81 Gammaproteobacteria
SMRFI2 - Xanthomonas cynarae CFBP 4188(T) 99,93 Gammaproteobacteria
SMKzR1 - Stenotrophomonas panacihumi JCM 16536(T) 96,94 Gammaproteobacteria
SMKzR2 - Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) 99,90 Gammaproteobacteria
SMZgR1 - Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) 99,89 Gammaproteobacteria
SMZgR2 - Enterobacter asburiae 99,89 Gammaproteobacteria
SMZgR3 - Ancylobacter sonchi Osot(T) 99,62 Alphaproteobacteria
SMZgFI1 - Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) 98,25 Alphaproteobacteria
SMZgFI2 + Pseudomonas entomophila L48(T) 99,78 Gammaproteobacteria
SMZgFI3 - Bacillus mobilis 0711P9-1(T) 100,00 Firmicutes
SMZgFl4 - Variovorax gossypiiJM-310(T) 99,85 Betaproteobacteria

Ket: (+) bakteri Gram positif; (-) bakteri Gram negatif
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Identifikasi  bakteri  endofit dari
tanaman obat

Analisis sekuen 16S rDNA isolat
bakteri endofit yang dilakukan secara
parsial dan perbandingan dengan sekuen
tipe bakteri lain di bank data DNA,
diperoleh nilai tingkat kesamaaan yang

tinggi dengan data base yaitu 98%-100%.

Tingkat keragaman bakteri endofit yang
berasal dari tanaman yang dikoleksi dari
Sumba Timur juga sangat tinggi yaitu dari
34 isolat teridentifikasi terdiri dari 14
genus yang merepresentasikan 17 spesies
yang berbeda seperti yang ditampilkan
pada Tabel 2.

Gambar 2. Komposisi bakteri endofit yang berasosiasi dengan tanaman obat
asal Sumba Timur

1

aktivitas L-
asparaginase

2

aktivitas L-
glutaminase

Gambar 3. (1) Deteksi produksi L-asparaginase (2) Deteksi produksi L-glutaminase
dari bakteri endofit yang berasosiasi dengan tanaman obat dari Sumba Timur (A:
media dengan L-asparaginase/L-glutamin; B: media tanpa L-asparagin/L-glutamin,
kontrol negatif)
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Sebanyak 34 isolat terisolasi terdiri
dari 4 filum antara lain Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes, dan
Proteobacteria dengan isolat paling
dominan adalah filum Proteobacteria yang
terdiri dari kelompok y-proteobacteria, a-
proteobacteria, dan  p-proteobacteria
(Gambar 2). Hal ini sejalan dengan studi
Chowdhury et al. yang menyatakan
bahwa Proteobacteria dominan pada
tanaman gingseng dari Korea.”® Studi ini
menunjukkan bahwa isolat Firmicutes
merupakan filum dengan isolat terkecil
dengan satu isolat yang teridentifikasi
sebagai Bacillus yaitu Bacillus mobilis.
Hal tersebut berbeda dengan hasil studi
lain yang menyatakan bahwa bakteri
endofit genus Bacillus dan Pseudomonas
lebih  banyak terisolasi dibandingkan
dengan genus lainnya.®® Studi ini
mengambil sampel tanaman obat dari
lingkungan  dengan temperatur  dan
ketinggian yang berbeda, dimana hal
tersebut memengaruhi populasi dan profil
bakteri endofit pada tanaman.?*%’

Penapisan bakteri endofit penghasil L-
asparaginase dan L-glutaminase

Hasil penapisan awal menunjukkan
beberapa isolat bakteri endofit berpotensi
menghasilkan L-asparaginase. Hal ini
ditandai dengan terbentuknya warna merah
muda disekeliling isolat bakteri pada
media R2A  termodifikasi  dengan
penambahan senyawa L-asparagin.
Berdasarkan reaksi kimia yang terjadi pada
L-asparagin, adanya L-asparaginase yang
dihasilkan oleh bakteri endofit
menyebabkan terbentuknya L-aspartat dan
amonia. Indikator phenol red pada kondisi
asam berwarna kuning, sedangkan pada
kondisi basa akan berwarna merah muda.

Amonia yang dihasilkan dari reaksi L-
asparaginase bersifat basa dan kondisi ini
akan mengubah warna media menjadi
merah muda (Gambar 3). Warna media
akan tetap kuning pada isolat yang tidak
memiliki kemampuan menghasilkan L-
asparaginase.
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Aktivitas L-glutaminase selama
produksi L-asparaginase dapat
menyebabkan efek samping selama terapi
secara enzimatis.”® Beberapa isolat
penghasil L-asparaginase juga
menghasilkan L-glutaminase yang
ditunjukkan dengan terbentuknya warna
merah muda pada media dengan
penambahan L-glutamin (Gambar 3).

Tabel 3 menunjukkan aktivitas L-
asparaginase dari 23 isolat. Kemampuan
isolat bakteri dalam menghasilkan L-
asparaginase berbeda-beda berdasarkan
besar kecilnya zona merah muda yang
terbentuk. Hasil uji kualitatif produksi L-
asparaginase menunjukkan 12 dari 23
isolat memiliki aktivitas L-asparaginase
yang tinggi. Bakteri potensial penghasil L-
asparaginase adalah kelompok
Enterobacteriaceae contohnya E. coli dan
E. chrysanthemi.?® Hal ini sesuai dengan
hasil penapisan bahwa bakteri dengan
aktivitas L-asparaginase sebagian besar
dari kelompok Enterobacteriaceae yaitu
genus Pantoea dan Enterobacter (Tabel 3).

Tabel 3 menunjukkan 4 isolat dari 23
isolat memiliki aktivitas L-asparaginase
dan tidak menunjukkan aktivitas L-
glutaminase. Hasil penapisan
menunjukkan bahwa P. stutzeri strain
SMKL1 dan R. radiobacter strain
SMKW?2 memiliki aktivitas L-
asparaginase yang tinggi dan tidak
memiliki aktivitas L-glutaminase sehingga
berpotensi sebagai kandidat penghasil
senyawa agen  kemoterapi  kanker
leukemia. P. eucrina dan R. radiobacter
strain SMZgFI1 meskipun tidak memiliki
aktivitas L-glutaminase tetapi aktvitas L-
asparaginase yang rendah sehingga tidak
potensial sebagai kandidat penghasil
senyawa agen  kemoterapi  kanker
leukemia.

Analisis filogenetik bakteri endofit
penghasil  L-asparaginase bebas L-
glutaminase menggunakan isolat-isolat
strain type yang diambil secara online dari
List of Procaryotic names with Standing in
Nomenclature LPSN (Gambar 4).” Empat
bakteri endofit terseleksi berdasarkan
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analisis filogenetik termasuk dalam filum
Proteobacteria  yaitu =~ Gammaproteo-
bacteria dan Alphaproteobacteria. Isolat
SMKL1 vyang teridentifikasi sebagai P.

stutzeri termasuk dalam genus
Pseudomonas, ordo Pseudomonadales,
Kelas ~ Gammaproteobacteria. Isolat

SMGW?2 teridentifikasi sebagai P. eucrina
genus Pantoea, ordo Enterobacteriales,
Kelas Gammaproteo-bacteria, sedangkan
isolat SMKW2 dan SMZgFI1
teridentifikasi sebagai R. radiobacter
termasuk dalam genum Rhizobium, Ordo
Rhizobiales, Kelas Alphaproteobacteria.

Tabel 3. Penapisan bakteri endofit penghasil L-asparaginase dan L-glutaminase yang
berasosiasi dengan tanaman obat

Kode ldentitas Famili Aktivitas L-  Aktivitas L-
isolat asparaginase  glutaminase
SMGW2  Pantoea eucrina PSNIH1 Enterobacteriaceae + -
SMGW3  Pantoea anthophila LMG2558(T) Enterobacteriaceae +++ +
SMRW?2  Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) Enterobacteriaceae +++ +
SMRW3  Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) Enterobacteriaceae +++ +
SMRFI1  Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) Enterobacteriaceae +++ +
SMKzR2  Enterobactertabaci YIM Hb-3(T) Enterobacteriaceae +++ ++
SMZgR1 Enterobacter tabaci YIM Hb-3(T) Enterobacteriaceae +++ +
SMZgR2  Enterobacter asburiae Enterobacteriaceae +++ +
SMGW6  Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) Sphingomonadaceae + ++
SMGW8  Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) Sphingomonadaceae ++ +
SMKL2  Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230 (T) Sphingomonadaceae ++ +
SMKW3  Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230(T) Sphingomonadaceae ++ ++
SMKW4  Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230(T) Sphingomonadaceae ++ ++
SMGW?7  Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) Rhizobiaceae +++ ++
SMKW2  Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) Rhizobiaceae +++ -
SMZgFI1  Rhizobium radiobacter ATCC 19358(T) Rhizobiaceae + -
SMKL1  Pseudomonas stutzeri ATCC 17588(T) Pseudomonadaceae +++ -
SMKL4  Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317(T)  Microbacteriaceae + +
SMKL5  Cupriavidus metallidurans CH34(T) Burkholderiaceae +++ +++
SMKWS5  Methylobacterium oryzae CBMB20(T) Methylobacteriaceae + +
SMKzR1  Stenotrophomonas panacihumi JCM 16536(T) Xanthomonadaceae + +++
SMZgFl4  Variovorax gossypii JM-310(T) Comamonadaceae +++ ++
SMZgFI3  Bacillus mobilis 0711P9-1(T) Bacillaceae ++ +

Ket: (+++) aktivitas tinggi; (++) aktivitas sedang; (+) aktivitas rendah; (-) tidak ada aktivitas
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Gambar 4. Pohon filogenetik berdasar sekuen 16S rDNA dari bakteri endofit penghasil L-
asparaginase tanpa aktivitas L-glutaminase menggunakan metode neighbour-joining,
model K2 dan distribusi Gamma dengan nilai bootstarp 1000 replikasi
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Abstrak

Infeksi dengue merupakan salah satu penyakit endemik di daerah tropis dan subtropis, disebabkan oleh infeksi virus
dengue (DENV). Beberapa senyawa sudah dibuktikan memiliki efek antivirus terhadap beberapa virus. Uji in silico
dilakukan untuk memprediksi stabilitas ikatan senyawa dari bahan alam untuk senyawa artemisinin, katekin,
mangiferin, epigalokatekin galat (EGCG), dan kuersetin dengan protein virus dengue pada tingkat molekuler. Uji ini
dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak Molecular Operating Environment (MOE) versi 2008.10. Ligan
adalah senyawa ribavirin sebagai kontrol antiviral sedangkan artemisinin, mangiferin, EGCG, dan kuersetin dengan
struktur 3D format mol. Protein DENV dengan format dokumen PDB yang diunduh adalah protein selubung
(envelope) DENV serotipe 2 dengan kode 10KE, protein non struktural 3 (NS3) dengan kode 2VBC dan protein
NS5 dengan kode 1L9K. Uji in silico ini secara umum memperlihatkan senyawa katekin, mangiferin, EGCG, dan
kuersetin memiliki stabilitas ikatan yang lebih baik terhadap protein DENV. Secara khusus senyawa mangiferin
memiliki stabilitas ikatan lebih baik pada protein selubung, NS3 (helikase dan protease) dan pada NS5-
metiltransferase dibandingkan dengan senyawa ribavirin. Senyawa katekin pada NS3-protease, EGCG pada NS3
(helikase dan protease) dan kuersetin pada NS3-protease. Artemisinin memiliki ikatan yang kurang stabil
dibandingkan dengan ribavirin. Hasil prediksi ini mengindikasikan bahwa senyawa katekin, mangiferin, EGCG, dan
kuersetin memiliki potensi untuk menghambat protein DENV dan mangiferin merupakan senyawa yang memiliki
potensi hambatan paling baik dengan ikatan lebih stabil pada semua protein yang diuiji.

Kata Kunci: Antiviral; Katekin; Mangiferin; EGCG; Kuersetin

Abstract

Dengue infection is an endemic disease in the tropics and subtropics, caused by dengue virus (DENV) infection.
Some compounds have been shown to have antiviral effects on some viruses. In silico study is conducted to predict
the stability of natural ingredient compounds: artemisinin, catechin, mangiferin, epigallocatechin gallate (EGCG),
and quercetin in their interactions with dengue virus proteins at molecular level. This study is carried out using the
2008 version of the Molecular Operating Environment (MOE) software. Ligands are ribavirin as antiviral control
whereas artemisinin, mangiferin, EGCG, and quercetin with 3D mole format structures. The downloaded DENV
protein with PDB document format is the DENV serotype 2 envelope protein with 10KE code, non structural
protein 3 (NS3) with 2VBC code and NS5 protein with 1L9K code. In silico test generally showed that catechin,
mangiferin, EGCG, and quercetin had more stable docking ligands to DENV’s proteins. In particular, mangiferin
had stable docking ligand to envelope proteins, NS3 (helicase and protease) and in NS5-methyltransferase
compared to ribavirin. Catechin stabled on NS3-protease, EGCG on NS3 (helicase and protease) and quercetin on
NS3-protease. Artemisinin had less stabled bonds than ribavirin. The results indicated that catechin, mangiferin,
EGCG, and quercetin had potential inhibition to DENV proteins whereas mangiferin was the most potential
compound to inhibit dengue virus protein targets.

Keywords: Antiviral; Catechin; Mangiferin; EGCG; Quercetin
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PENDAHULUAN

Infeksi virus dengue merupakan salah
satu penyakit endemik di daerah tropis dan
subtropis yang disebabkan oleh empat
serotipe  virus  dengue. Belum ada
pengobatan spesifik untuk infeksi dengue.
Virus dengue (DENV) berupa partikel sferis
dengan diameter 40-50 nm, diliputi oleh
lipopolisakarida. DENV memiliki genom
sebesar ~11 kb dengan materi genetik RNA
untai tunggal sense positif. Genom
mengkode 3 protein struktural dan 7 protein
nonstruktural (NS). Protein struktural terdiri
dari capsid (C), envelope (E) dan pre-
membrane/membrane (prM/M). Protein
nonstruktural terdiri dari NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS 4A, NS4B, dan NS5."

Beberapa protein DENV yang telah
diketahui berperan penting pada proses
infeksi dan replikasi yaitu protein selubung
(envelope), NS3 protease/helikase dan NS5
metiltransferase/RdRp.  Protein  selubung
berperan penting pada saat infeksi karena
memediasi perlekatan virus dengan reseptor
pada permukaan sel.” Senyawa yang dapat
menghambat proses ini berpeluang untuk
dikembangkan sebagai antivirus. Protein
struktural 3 (NS3) merupakan protein yang
ditemukan di dalam sel, terdiri dari 2 domain
yaitu protease dan helikase. Protease ini
berperan  untuk  proses  pemotongan
poliprotein yang penting untuk replikasi
virus di dalam sel® dan helikase berperan
dalam proses replikasi genetik virus.*
Protein nonstruktural 5 (NS5) terdiri dari 2
domain vyaitu metiltransferase dan RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp) yang
berperan pada replikasi RNA virus.

Beberapa  senyawa  bahan  alam
dilaporkan memiliki kemampuan sebagai
antiviral  seperti  epigalokatekin  galat
(EGCG) terhadap infeksi virus hepatitis C,’
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mangiferin dapat menghambat infeksi HIV,°
kuersetin dapat menghambat virus influenza
A,” katekin dapat menghambat virus zika,®
dan  artemisinin  dapat  menghambat
sitomegalovirus.®!® Pada studi ini diprediksi
interaksi dan stabilitas ikatan terbaik dari
senyawa bahan alam: artemisinin, katekin,
mangiferin, EGCG, dan kuersetin terhadap
protein virus dengue pada tingkat molekuler
menggunakan simulasi komputer (in silico).
Ikatan senyawa ini diharapkan dapat
menghambat aktivitas protein dan proses
replikasi virus.

METODE

Pengambilan data dan pemodelan molekul
senyawa bahan alam

Pada penelitian ini uji dilakukan dengan
perangkat lunak Molecular Operating
Environment (MOE) versi 2008.10. Sebagai
data pembanding dipersiapkan data ligan
yaitu  ribavirin.  Artemisinin,  katekin,
mangiferin, EGCG, dan kuersetin
menggunakan struktur 3D dengan format
mol yang diunduh melalui http://chemspider.
com/ (Tabel 1). Situs ini menyediakan
database struktur senyawa untuk keperluan
virtual ~ screening.  Perangkat  lunak
melakukan minimalisasi energi terhadap
keenam struktur senyawa tersebut dengan
metode  forcefild untuk  mendapatkan
molekul yang paling stabil.*

Struktur protein struktural DENV dengan
format dokumen pdb (protein data bank)
diunduh melalui portal informasi struktur
biologi makromolekuler RCSB (http://www.
rcsb.org/pdb/), dan PDBJ (protein data bank
Japan) melalui situs http://pdbj.org/. Protein
yang diunduh adalah protein selubung
(envelope) DENV-2 (kode: 10KE), protein
NS3 (kode: 2VBC), dan NS5 (kode: 1L9K).
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Tabel 1. Struktur senyawa ribavirin, artemisinin, katekin,
mangiferin, EGCG, dan kuersetin

Nama Senyawa Struktur

Nama Senyawa

Struktur

Ribavirin A@'@\f Mangiferin

ue© o N
Artemisinin EGCG . O
Katekin Kuersetin L (10 o

Preparasi protein target dan simulasi

Preparasi protein dilakukan dengan
menambahkan ~ molekul  polar  untuk
menyamakan kondisi di dalam larutan.
Berikutnya dilakukan pencarian sisi aktif
yang dapat berikatan dengan ligan. Docking
molekul dilakukan di antara sisi aktif pada
protein DENV dengan senyawa. Protonasi
3D dan minimalisasi energi menggunakan
parameter force field, AMBER99 +
salvation, gradient 0,05. Struktur ini yang
kemudian digunakan sebagai reseptor untuk
analisis docking.

Active site finder digunakan untuk
mengidentifikasi dan mengkalkulasi posisi
aktif pada reseptor molekul. Parameter yang
digunakan adalah London dG, placement:
triangle matcher, Retain: 10, refinement:
forcefield dan re-scoring 2: London dG.
Hasil ditampilkan dalam bentuk energi yang
paling kecil pada ikatan ligan dengan protein
struktural DENV.

Analisis

Hasil analisis menampilkan posisi ikatan
antara kelima senyawa dengan protein,
gugus yang mengadakan ikatan hidrogen

dengan asam amino serta kekuatan ikatan
yang ditampilkan dalam bentuk nilai energi
bebas Gibbs (AG). Nilai ini merupakan
parameter kekuatan ikatan dengan reseptor.
Semakin rendah nilai AG, ikatan ligan
dengan reseptor semakin stabil. Selain itu
juga ditampilkan konstanta inhibisi (pKi)
untuk menentukan afinitas ikatan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penambatan molekul atau molecular
docking merupakan metode komputasi yang
digunakan untuk menghitung afinitas ikatan
maupun memperkirakan tempat ikatan
senyawa dengan protein.'> Prosedur ini
digunakan sebagai acuan untuk menentukan
orientasi yang baik dari suatu senyawa
dengan senyawa yang telah dijadikan obat
yang sifatnya relatif. Uji ini dilakukan untuk
memprediksi kemampuan senyawa artemi-
sinin, katekin, mangiferin, ECGC, dan
kuersetin untuk berikatan dengan protein
virus dengue. Hasil uji lima senyawa ini
secara in silico ditampilkan pada Tabel 2
dengan senyawa  ribavirin  sebagai
pembanding. Tabel 3 menunjukkan interaksi
ligan dengan protein, residu, tipe ikatan, skor
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Tabel 2. Nilai AG (kkal/mol) hasil uji in silico artemisinin, katekin,
mangiferin, ECGC, dan kuersetin

Protein Virus

Ribavirin  Artemisinin  Katekin ~ Mangiferin EGCG Kuersetin
Dengue
Selubung - -11,1121
(Envelope) DENV -10,1510 -6,7842 -10,6318 -12,1607 -10,7043

-15,7530*

NS3-Protease -11,4780 -9,3786 -14,7234 -15,0470 -15,7316*
NS3-Helicase 122861  -8.4054  -16,8596%  -157248  -17,6025% 130082
NS5-Metil -10,3158 -8,3839 -14,7972 -17,6264* -13,8701 -14,6770
transferase

Ket: * = Nilai yang dianggap paling stabil

pengikatan, jarak atom serta afinitas ikatan
dari senyawa yang memiliki nilai AG paling
baik. Secara umum nilai AG pada masing-
masing protein lebih rendah pada katekin,
mangiferin, EGCG, dan  kuersetin
dibandingkan dengan senyawa ribavirin dan
artemisinin, yang artinya ikatan senyawa
katekin, mangiferin, EGCG, dan kuersetin
lebih stabil terhadap protein DENV
dibandingkan  dengan  ribavirin  dan
artemisinin. Masing-masing senyawa ini
juga memiliki nilai AG paling rendah pada
protein tertentu, seperti katekin memiliki
nilai AG paling rendah pada ikatan dengan
NS3-helikase, EGCG pada NS-3 (protease
dan helikase) dan kuersetin pada protein
NS3-protease. Mangiferin memiliki nilai AG
lebih rendah pada hampir semua protein.
Berdasarkan hasil ini kemudian ditampilkan
interaksi ligan dan protein, residu, tipe
ikatan, skor pengikatan, jarak atom, dan
konstanta inhibisi dari senyawa yang
memiliki nilai AG paling rendah pada Tabel
3. Berikut adalah rincian hasil uji in silico.

Katekin

Dibandingkan dengan senyawa lain,
katekin memiliki ikatan paling stabil jika
berikatan dengan NS3-helikase, dengan nilai
nilai AG -16.8596 kkal/mol dan konstanta
inhibisi 11.286 uM. Katekin berikatan pada
4 residu, 2 site donor H dan 3 site akseptor
H. Skor pengikatan paling baik pada residu

43

Lys 398 dengan jarak atom 2.77 A (Tabel 2
dan 3).

Mangiferin

Hasil analisis in silico menunjukkan
ikatan senyawa mangiferin dengan selubung
DENV memiliki ikatan paling stabil
dibandingkan dengan ikatan senyawa lain
pada protein yang sama. Hasil uji
memberikan nilai energi bebas (AG) -
12.1607 kkal/mol dengan konstanta inhibisi
(pKi) 9.604 M. Interaksi ikatan
ditampilkan pada Tabel 3. Mangiferin
berikatan pada 2 site sebagai donor H dan 5
site sebagai akseptor H. Skor pengikatan
tinggi pada residu GIn 271 sebesar 98,1%
dan jarak atom 1.69 A. Mangiferin juga
memiliki nilai AG paling baik jika berikatan
dengan protein metiltransferase. Nilai AG
17.6264 kkal/mol dan nilai pKi 11.356 pM.
Senyawa ini berikatan dengan 9 residu, 6
site donor H dan 5 site akseptor H. Skor
paling tinggi pada ikatan dengan residu Lys
61 dengan jarak 2,79 A (Tabel 3).

EGCG

Senyawa EGCG memiliki ikatan lebih
stabil jika berikatan dengan NS3-protease
dan NS3-helikase. Ikatan dengan NS3
protease memiliki nilai AG -15.7316
kkal/mol dengan nilai pKi 11.955 pM.
Katekin berikatan pada 7 residu, 6 site donor
H, dan 3 site akseptor H. Skor pengikatan



Studi In Silico Lima Senyawa Aktif...(Reni Herman)

paling tinggi sebesar 85,3% dengan jarak HMM. Berikatan pada 4 residu, 4 site donor H
atom 2.7 A. Ikatan EGCG juga paling baik dan 3 site akseptor H. Skor pengikatan
dengan NS3-helikase, nilai AG -17.6025 paling besar 56.4% dengan jarak atom 2.80
kkal/mol dan konstanta inhibisi (pKi) 12.016 A (Tabel 2 dan 3).
Tabel 3. Hasil prediksi ikatan ligan dengan protein virus dengue berdasarkan nilai dg terbaik
Senyawa
dengan Tipe Skor Jarak Konstanta
ikatan Interaksi ligan dan protein Residu Ikatan Pengikatan @) Inhibisi
paling (%) (PKi)
baik
Katekin L ALA 419*  H-don 10.5 3.74
-helikase - S . ALA 419*  H-don 45.3 1.97 11.286
s LYS 199*  H-acc 63.1 2.75
@ A NG N LYS 398  H-acc 86.1 2.77
\Qil T ARG 418*  H-acc 11.0 3.32
@
Mangiferin: GLN 52 H-don 354 2.20
- selubung GLN 271 H-don 98.1 1.69
(envelope) GLN 52 H-acc 38.9 295  9.604
LYS 58 H-acc 73.3 2.79
LYS 58 H-acc 58.7 2.75
LYS 128 H-acc 33.2 2.82
GLN 200 H-acc 26.3 3.08
- NS5 v SER 56 H-don  76.9 270  11.356
Metiltransfe _ _. 7 4 . GLY 81 H-don 11.7 1.94
rase R . GLU 111 H-don  75.1 1.59
ASP 146  H-don 69.2 1.53
ASP 146  H-don  19.0 1.92
GLU 149  H-don  19.3 1.50
SER 56 H-acc 76.9 2.70
ARG 57*  H-acc 39.8 2.79
ARG 57* H-acc 15.4 3.08
LYS 61 H-acc 81.0 2.79
LYS 181* H-acc 61.0 2.72
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Lanjutan Tabel 3.

Senyawa Skor
dengan - . . Tipe ) Jarak  Afinitas
ikatan Interaksi ligan dan protein Residu Ikatan Pengikatan (A°) (0Ki)
. . (%)
paling baik
EGCG GLU 230 H-don 29.1 1.62 12.016
- NS3 GLU 230 H-don 22.2 2.94
Helicase GLU 230 H-don 27.1 1.72
GLU 233 H-don 38.7 1.54
LYS 199* H-acc 19.8 2.55
LYS 199 * H-acc 56.4 2.80
ARG 418* H-acc 56.1 2.76
- NS3 ASP 75* H-don 64.7 1.60 11.955
Protease THR 120  H-don 85.3 2.70
P o THR 156  H-don 36.1 2.89
Cay : sl oH VAL 162  H-don 37.4 1.66
»_ e i THR 120 H-acc 85.3 2.70
s ASN 152  H-acc 12.7 3.15
: o THR 156  H-acc 36.1 2.89
® .o ;
Quercetin : @ THR 118 H-don 49.9 2.73 9.964
- Protease ’ GLY 121 H-don 35.2 1.83
GLU 122 H-don 48.1 1.76
ASN 152 H-don 19.7 1.71
THR 118 H-acc 49.9 2.73
Ket: * = Residu dengan fungsi penting bagi replikasi DENV
Kuersetin 1 site akseptor H. Skor pengikatan paling
Senyawa ini memiliki nilai AG 15.7530 tinggi 49.9% dengan jarak atom 2.73 A.
kkal/mol dan konstanta inhibisi 9.964 uM. (Tabel 2 dan 3).

Berikatan pada 5 residu, 4 site donor H dan
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Hasil uji in silico pada Tabel 2
memperlihatkan nilai AG terhadap 5
senyawa yang diuji dan ribavirin sebagai
kontrol antivirus. Ribavirin sudah diketahui
memiliki efek antivirus terhadap DENV dan
juga digunakan sebagai kontrol pada uji
antivirus.’® Hasil uji ini mengindikasikan
katekin, mangiferin, EGCG, dan kuersetin
memiliki nilai  AG yang lebih baik
dibandingkan artemisinin  yang sudah
dilaporkan memiliki efek antivirus® dan
memiliki nilai AG paling tinggi dengan
prediksi stabilitas konformasi kompleks
yang lebih rendah. Hasil ini juga
menunjukkan senyawa katekin, EGCG, dan
kuersetin memiliki stabilitas kompleks lebih
tinggi pada protein NS3, sementara
mangiferin memiliki stabilitas konformasi
kompleks yang lebih tinggi pada empat
protein DENV dibanding senyawa lainnya.
Meskipun nilai AG mangiferin terhadap
NS3-protease dan NS3-helikase kurang kuat
dibanding katekin, EGCG, dan kuersetin
namun ikatan H donor maupun akseptor
pada mangiferin dan NS3 lebih banyak.

Selain penilaian ikatan ligan dengan
protein, perlu juga dilihat lokasi
interaksinya.  Beberapa studi  tentang
proteomik virus dengue telah melaporkan
bagian penting untuk infeksi atau active site
dari protein DENV. Misalnya struktur
protein selubung DENV, terdapat 3 domain
yang penting untuk proses infeksi, yaitu
domain | berfungsi proses perubahan
konfirmasi ketika partikel DENV menempel
dengan reseptor, domain Il berperan pada
saat fusi dengan membran sel dan domain Il
bagian yang menempel pada reseptor sel.**

Pada protease, telah dilaporkan residu
yang berperan penting pada proses replikasi
yaitu His 51, Asp 75, dan Ser 135.° Hasil
uji menunjukkan EGCG berikatan dengan
Asp 75 (Tabel 3). Studi lain juga
melaporkan residu yang berperan sebagai
active site pada protein NS3-helikase,™ hasil

Studi In Silico Lima Senyawa Aktif...(Reni Herman)

uji pada katekin dan EGCG juga
menunjukkan ada ikatan dengan residu yang
penting untuk replikasi DENV (Tabel 3).

Beberapa residu juga telah dilaporkan
berperan penting pada NS5 metiltransferase,
residu yang dilaporkan penting untuk proses
replikasi RNA DENV ini diantaranya adalah
Phe 25, Lys 30, Arg 57, Lys 181, dan Arg
212."° Hasil pada studi ini memperlihatkan
mangiferin berikatan dengan residu Arg 57
dan Lys 18 (Tabel 3). Pada uji ini tidak
dapat dilakukan prediksi terhadap protein
NS5-RdRp karena tidak ditemukan struktur
protein dengan format pdb.

Pada protein selubung dilaporkan 18
residu pada protein E DENV-3 yang
berperan penting pada proses infeksi yaitu
H149, 1162, S104, R186 (DI), T76, N89,
Y96, W101, F108, K110, N240, M258,
H259, A265, 1276 (DIl), S296, S311, dan
K321 (DIII).*" Hasil uji molecular docking
ini memperlihatkan posisi ikatan mangiferin
berada antara domain | dan Il dari protein
selubung. Asam amino pada domain Il lebih
nonpolar, berkaitan dengan proses fusi
dengan membran sel.**

KESIMPULAN

Hasil uji menunjukkan bahwa Kkatekin,
mangiferin, EGCG, dan kuersetin secara in
silico memiliki potensi sebagai penghambat
protein virus dengue. Di antara senyawa
tersebut yang memiliki potensi hambatan
paling baik terhadap semua protein DENV
adalah mangiferin.

UCAPAN TERIMA KASIH

Kami mengucapkan terimakasih kepada
Kepala Puslitbang Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan Balitbangkes yang atas
izinnya studi ini dapat terlaksana dan Ibu
Dra. Ani Isnawati, M.Kes atas masukan dan
bantuannya dalam pelaksanaan penelitian.

46



Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2019;9(1):40-47

DAFTAR RUJUKAN

1.

47

Henchal EA, Putnak JR. The dengue
viruses. Clinical Microbiology Review.
1990 Oct;3(4):376-96.

Alen MMF, Schols D. Dengue virus entry
as target for antiviral therapy. Journal of
Tropical Medicine. 2012;2012:1-13.

Luo D, Xu T, Hunke C, Gruber G,
Vasudevan SG, Lescar J. Crystal structure
of the NS3 protease-helicase from dengue
virus.  Journal of  Virology. 2008
Jan;82(1):173-83.

Wang CC, Huang ZS, Chiang PL, Chen CT,
Wu HN. Analysis of the nucleoside
triphosphatase, RNA triphosphatase, and
unwinding activities of the helicase domain
of dengue virus NS3 protein. FEBS Letters.
2009 Feb;583(4):691-6.

Steinmann J, Buer J, Pietschmann T,
Steinmann E. Anti-infective properties of
epigallocatechin-3-gallate  (EGCG), a
component of green tea. British Journal of
Pharmacology. 2013 Mar;168(5):1059-73.
Wang RR, Gao YD, Ma CH, Zhang XJ,
Huang CG, Huang JF, et al. Mangiferin, an
anti-HIV-1 agent targeting protease and
effective  against  resistant  strains.
Molecules. 2011 May;16(5):4264—77.

Wu W, Li R, Li X, He J, Jiang S, Liu S, et
al. Quercetin as an antiviral agent inhibits
influenza a virus (IAV) Entry. Viruses.
2015 Dec;8(1):1-18.

Carneiro BM, Batista MN, Braga ACS,
Nogueira ML, Rahal P. The green tea
molecule EGCG inhibits Zika virus entry.
Virology. 2016 Sep;496:215-8.

Flobinus A, Taudon N, Deshordes M,
Labrosse B, Simon F, Mazeron M-C, et al.
Stability and antiviral activity against
human cytomegalovirus of artemisinin
derivatives. The Journal of Antimicrobial
Chemotherapy. 2014 Jan;69(1):34-40.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Roy S, He R, Kapoor A, Forman M,
Mazzone JR, Posner GH, et al. Inhibition of
human cytomegalovirus replication by
artemisinins: effects mediated through cell
cycle modulation. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy. 2015 Jul;59(7):3870-9.

Isnawati A, Adelina R. Studi docking
molekuler catechin gallate, epicatechin
gallate,  gallocatechin  gallate,  dan

epigallocatechin  gallate sebagai obat
dislipidemia. Jurnal Kefarmasian Indonesia.
2015;5(1):25-32.

Meng XY, Zhang HX, Mezei M, Cui M.
Molecular docking: a powerful approach for
structure-based drug discovery. Current
Computer Aided Drug Design. 2011
Jun;7(2):146-57.

Chang J, Schul W, Butters TD, Yip A, Liu
B, Goh A, et al. Combination of alpha-
glucosidase inhibitor and ribavirin for the
treatment of dengue virus infection in vitro
and in vivo. Antiviral Research. 2011
Jan;89(1):26-34.

Wahala WMPB, Donaldson EF, Alwis R
De, Loper MAA, Baric RS, Silva AM De.
Natural Strain Variation and Antibody
Neutralization of Dengue Serotype 3
Viruses. 2010;6(3):1-10.

Perera R, Kuhn RJ. Structural proteomics of
dengue  virus. Current  Opinion in
Microbiology. 2008 Aug;11(4):369-77.
Henderson BR, Saeedi BJ, Campagnola G,
Geiss BJ. Analysis of RNA binding by the
dengue virus NS5 RNA capping enzyme.
PLoS One. 2011 Oct;6(10):1-9.

Christian EA, Kahle KM, Mattia K, Puffer
BA, Pfaff JIM, Miller A, et al. Atomic-level
functional model of dengue virus envelope
protein infectivity. Proceeding of The
National Academy Sciences.
2013;110(46):1-6.



Artikel Riset Jurnal Kefarmasian Indonesia
DOI :10.22435/jki.v9i1.1219 Vol.9 No.1-Februari 2019:48-56
p-1SSN: 2085-675X
e-1SSN: 2354-8770

Aktivitas Antibakteri Minyak Atsiri Daun Tembakau terhadap
Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

Antibacterial Activities of Tobacco Leaf Essential Oil Against Escherichia coli and
Stapphylococcus aureus

Elda Nurnasari*, Kristiana Sri Wijayanti

Balai Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat, Karangploso, Malang, Indonesia
*Email: eldanurnasari@yahoo.com

Diterima:18 Desember 2018 Direvisi: 27 Januari 2019 Disetujui: 22 Februari 2019

Abstrak

Tanaman tembakau banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku rokok, namun hasil penelitian menunjukkan
bahwa daun tembakau mengandung senyawa aktif yang dapat digunakan dalam bidang farmasi dan kesehatan.
Daun tembakau mengandung minyak atsiri yang memiliki aroma khas. Penelitian ini bertujuan untuk menguji
aktivitas antibakteri minyak atsiri tembakau yang berasal enam sentra yaitu Temanggung, Yogyakarta,
Purwodadi, Boyolali, Blitar, dan Probolinggo. Minyak atsiri tembakau diperoleh dengan metode distilasi uap-
air. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi dan uji konsentrasi hambat tumbuh
minimum dilakukan terhadap dua bakteri yakni Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Rendemen minyak
atsiri daun tembakau berkisar antara 0,54-3,39%. Minyak atsiri daun tembakau memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus dari daun tembakau Yogyakarta sebesar 26 mm, sedangkan untuk bakteri
E. coli zona hambat terbesar pada minyak atsiri daun tembakau Blitar yakni sebesar 21 mm. Besarnya zona
hambat ini tidak berbeda jauh dengan zona hambat pada pengujian antibiotik tetrasiklin sebagai kontrol positif
yakni 25 mm pada bakteri S. aureus dan 21.5 mm pada bakteri E. coli. Minyak atsiri daun tembakau asal
Probolinggo mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus mulai konsentrasi 6,25% dan bakteri E. coli
mulai konsentrasi 12,5%.

Kata kunci: Minyak atsiri; Daun tembakau; Antibakteri; Escherichia coli; Staphylococcus aureus

Abstract

Tobacco plants are widely used as raw material for cigarettes, but the results of the study show that in tobacco
leaves contain compounds that can be used in the pharmaceutical and health fields. Tobacco leaves contain
essential oils that have a distinctive aroma. The study aims to examine the antibacterial activity of tobacco
essential oil from six sources tobacco such as Temanggung, Yogyakarta, Purwodadi, Boyolali, Blitar and
Probolinggo. Tobacco essential oil is obtained by the steam-water distillation method. Antibacterial activity
evaluation was carried out by diffusion method and the minimum inhibitory concentration on two bacteria,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The yield of tobacco essential oil ranged from 0.54-3.39%.
Tobacco essential oil had antibacterial activity against bacteria E. coli and S. aureus in the presence of
inhibition zones in bacterial media. The biggest inhibition zone was in Yogyakarta tobacco essential oil of 26
mm for S. aureus bacteria, while for bacteria the biggest inhibition zone was Blitar tobacco essential oil which
was equal to 21 mm. The inhibition zone was not much different E. coli from the inhibition zone in tetracycline
antibiotic testing (positive control) which was 25 mm in S. aureus and 21.5 mm bacteria in E. coli bacteria.
Tobacco essential oil from Probolinggo was able to inhibit the growth of S. aureus bacteria up to a
concentration of 6.25% and E. coli bacteria to a concentration of 12.5%.

Keywords: Essential oils; Tobacco leaf; Antibacterial; Escherichia coli; Staphylococcus aureus
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PENDAHULUAN

Tanaman  menghasilkan  senyawa
metabolit primer dan sekunder. Metabolit
primer bersifat esensial dalam proses
metabolisme sel dan proses sintesis pada
tanaman tersebut.! Metabolit sekunder
adalah senyawa yang dihasilkan oleh
tanaman sebagai mekanisme pertahanan
terhadap predator dan mikroorganisme
patogen.

Minyak atsiri merupakan salah satu
senyawa metabolit  sekunder  yang
dihasilkan oleh tanaman yang memiliki
bau atau aroma khas. Minyak atsiri adalah
campuran senyawa volatil yang beraroma
kuat dan memiliki susunan senyawa
kompleks. Minyak atsiri memiliki aktivitas
farmakologi antara lain  antiseptik,
bakterisida, virusida, fungisida, dan sifat-
sifat farmakologi yang lain.”

Minyak atsiri umumnya dijumpai pada
jenis tanaman yang memiliki bau atau
aroma. Tembakau merupakan salah satu
tanaman yang memiliki aroma yang khas.
Daun tembakau mengandung minyak atsiri
dengan rendemen berkisar antara 0,0267 —
0,8428 %.® Hasil penelitian meyebutkan
bahwa minyak atsiri tembakau memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, dan
Pseudomonas aeruginosa.*

Bakteri patogen seperti E. Coli dan S.
aureus merupakan bakteri penyebab
infeksi  pada manusia.  Masyarakat
mengobati penyakit infeksi akibat bakteri
menggunakan antibiotik yang mudah
diperoleh seperti tetrasiklin, ampisilin, atau
antibiotika jenis lainnya. Pemakaian
antibiotik secara berlebihan dan dengan
dosis yang kurang tepat  dapat
mengakibatkan  terjadinya  resistensi
antibotik.”> Adanya resistensi terhadap
antibiotik memerlukan alternatif senyawa
antibakteri lain yang dapat berasal dari
bahan alami. Salah satu yang potensial
adalah minyak atsiri daun tembakau.

Isolasi minyak atsiri daun tembakau
juga merupakan langkah diversifikasi
produk tembakau non rokok. Minyak atsiri
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tembakau dapat diperoleh dari hasil
samping pertanian tembakau seperti daun
tembakau yang memiliki mutu rendah dan
bunga tembakau. Hasil  penelitian
sebelumnya daun tembakau yang tidak
laku dijual dapat menghasilkan minyak
atsiri dengan rendemen 3,25%
menggunakan metode ekstraksi pelarut.
Minyak atsiri tersebut mengandung 91
senyawa kimia dengan neofitadiena
sebagai senyawa utama.’ Penelitian ini
bertujuan  untuk  menguji  aktivitas
antibakteri minyak atsiri daun tembakau di
enam sentra terhadap bakteri E.coli dan S.
aureus.

METODE

Desain penelitian ini adalah
eksperimental laboratorium. Kegiatan yang
dilakukan adalah  preparasi  sampel,
ekstraksi minyak atsiri daun tembakau, uji
aktivitas antibakteri, dan uji konsentrasi
hambat tumbuh minimum.

Alat dan bahan

Peralatan yang digunakan adalah
seperangkat alat destilasi uap-air, rotary
vacuum evaporator, autoklaf, shaking
incubator, inkubator, Laminar Air Flow
(LAF), dan spektrofotometer
(Spektrophotometer 600 UV-Vis Thermo
Scientific), Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) (Shimadzu QP-
2010S)

Bahan yang digunakan adalah daun
tembakau rajangan yang diperoleh dari
enam daerah penghasil tembakau, yaitu
Yogyakarta  (tembakau  Yogyakarta),
Temanggung (tembakau Temanggung),
Boyolali (tembakau Boyolali), Purwodadi
(tembakau Purwodadi), Blitar (tembakau
Blitar), dan Probolinggo (tembakau
Paiton), isolat E. coli dan S.aureus dari
Food and Nutrition Culture Collection
(FNCC) Pusat Studi Pangan dan Gizi
Universitas Gajah Mada, Nutrient Agar
(NA), Nutrient Broth (NB), tetrasiklin
sebagai kontrol positif.
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Preparasi sampel

Sampel daun tembakau yang digunakan
dalam penelitian ini berasal dari enam
daerah sentra tembakau yaitu
Temanggung, Yogyakarta, Purwodadi,
Boyolali, Blitar dan Probolinggo. Daun
tembakau rajangan  kering  sebelum
dilakukan destilasi uap-air dipotong kecil-
kecil, disaring, dan diayak dengan saringan
10 mesh.

Ekstraksi minyak atsiri daun tembakau

Sebanyak 796,2 gram daun tembakau
Temanggung,706,9 gram daun tembakau
Yogyakarta, 535,7 gram daun tembakau
Purwodadi, 683,4 gram daun tembakau
Boyolali, 437,9 gram daun tembakau Blitar
dan 446,2 gram daun tembakau
Probolinggo  didistilasi ~ menggunakan
metode distilasi uap selama £6 jam. Hasil
distilasi ditampung kemudian dipekatkan
sehingga air dan minyak terpisah. Minyak
atsiri yang diperoleh selanjutnya disimpan
untuk uji aktivitas antibakteri.

Uji aktivitas antibakteri dengan metode
difusi’

Sebanyak satu ose bakteri dari stok
biakan diambil lalu diinkubasi dalam 10
mL medium cair NB selama 20 jam pada
suhu 37 °C dan dihomogenkan. Medium
NA sebanyak 15 mL pada suhu * 40°C
dituangkan ke dalam cawan petri steril dan
didiamkan pada suhu kamar sampai
memadat.

Sejumlah biakan bakteri dalam medium
cair NB diambil dan disebarkan di dalam
medium NA lalu diukur absorbansinya
pada panjang gelombang 600 nm. Jika
nilai absorbansinya <0,5 maka diambil 100
pL  biakan bakteri sedangkan jika
absorbansinya 0,6-1,0 biakan bakteri yang
diambil 50 pL.

Tetrasiklin  sebagai kontrol positif
ditimbang 100 mg kemudian dilarutkan
dengan akuades steril sampai 1 mL
sehingga diperoleh larutan stok tetrasiklin
10 %. Larutan stok tetrasiklin 10 %
kemudian diencerkan dengan mengambil
7,5 pL dilarutkan dalam akuades steril

sampai 500 pupL sehingga diperoleh
konsentrasi tertrasiklin 0,15%. Media NB
tanpa penambahan larutan uji dan kontrol
positif digunakan sebagai kontrol negatif.

Media yang telah diinokulasi kultur
bakteri uji dilubangi dengan diameter +8
mm. Sampel minyak atsiri dan larutan
kontrol dimasukkan ke dalam lubang
tersebut lalu diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 20 jam. Zona hambat yang terlihat
bening di sekeliling lubang menandakan
adanya aktivitas antibakteri. Zona hambat
yang terbentuk diukur menggunakan
penggaris.

Pengujian konsentrasi hambat tumbuh
minimum (KHTM)?

Setelah aktivitas antibakteri minyak
atsiri daun tembakau diketahui tahap
selanjutnya menentukan KHTM minyak
atsiri  terhadap bakteri uji. Variasi
konsentrasi  yang  digunakan  untuk
menentukan KHTM pada penelitian ini
yaitu 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %,6,25 %,
3,125 %, 1 %, dan 0,5 % (v/v).

Pengamatan dilakukan dengan
mengamati kejernihan media. Media yang
jernih, kemudian ditanam dengan metode
streak plate. Prosedur yang dilakukan
adalah media NA yang telah dimasak
dimasukkan ke dalam cawan petri + 22 ml
dan dibiarkan sampai padat. Inokulan
diambil pada tabung dengan media yang
jernih, digoreskan pada cawan petri, dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24
jam. Pertumbuhan bakteri diamati untuk
hasil Konsentrasi Bunuh  Minimum
(KBM).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil distilasi uap-air sampel daun
tembakau yang berasal dari enam lokasi
yakni Temanggung, Boyolali, Yogyakarta,
Purwodadi, Blitar, dan Probolinggo
diperoleh rendemen minyak atsiri berkisar
antara 0,54-3,39%. Berat daun tembakau
yang digunakan tidak sama karena
menyesuaikan ketersediaan sampel daun
tembakau yang ada. Pemilihan lokasi
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pengambilan sampel berdasarkan
ketersediaan sampel diluar musim panen.

Ekstraksi minyak atsiri daun tembakau
menggunakan metode distilasi uap-air
karena metode ini merupakan metode yang
sederhana dan murah. Kelebihan dari
metode ini adalah penetrasi uap lebih
merata dan dapat masuk ke dalam jaringan
tanaman, dan suhu yang dapat
dipertahankan sampai 100 °C. Keuntungan
yang lain adalah waktu penyulingan lebih
singkat dan rendemen minyak atsiri lebih
besar bila dibandingkan dengan metode
distilasi air.’

Minyak atsiri tembakau memiliki
aroma yang khas dan kuat karena
mengandung senyawa aromatis. Minyak
atsiri dari tembakau oriental Prilep
memiliki aktivitas antibakteri sebesar 15
mm pada bakteri E. coli dan 15,2 mm
pada bakteri S. aureus.* Antibakteri
merupakan senyawa kimia khusus yang
dihasilkan oleh organisme hidup dalam
konsentrasi rendah serta dapat
menghambat proses penting
mikroorganisme.***!

Hasil uji aktivitas antibakteri minyak
atsiri daun tembakau menunjukkan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
dan S. aureus yang ditandai dengan
adanya zona bening di sekitar lubang
sampel. Diamater zona hambat terlihat dari
zona bening di sekitar lubang. Jika
semakin luas zona bening maka semakin
besar suatu bahan dalam menghambat

pertumbuhan bakteri. Data besarnya zona
hambat disajikan pada Tabel 1.

Zona hambat terbesar untuk bakteri
S.aureus diperoleh dari minyak atsiri
tembakau Yogyakarta sebesar 26 mm,
sedangkan untuk bakteri E. coli zona
hambat terbesar diperolen dari minyak
atsiri tembakau Blitar yakni sebesar 21
mm. Pengukuran zona hambat bakteri pada
penelitian ini menggunakan metode difusi.
Metode difusi dengan menggunakan
sumuran lebih  sensitif dibandingkan
dengan cakram. Susanto, dkk.
mengategorikan diameter zona hambat
sesuai dengan kekuatan daya hambatnya.
Kategori lemah, sedang, kuat, dan sangat
kuat secara berturut-turut adalah diameter
zona hambat < 5, 6-10, 11-20, dan > 21
mm.* Berdasarkan kategori zona hambat
tersebut maka minyak atsiri tembakau
Blitar memiliki zona hambat yang kuat
terhadap bakteri E.coli dan S.aureus
dengan zona hambat sebesar 21 mm dan
245 mm (Tabel 1). Hasil pengujian
aktivitas antibakteri minyak atsiri daun
tembakau dapat dilihat pada Gambar 1, 2,
dan 3.

Tetrasiklin sebagai kontrol positif untuk
uji  aktivitas  antibakteri merupakan
golongan antibiotik  spektrum  luas.
Tetrasiklin memiliki kemampuan melawan
sejumlah besar patogen diantaranya adalah
bakteri gram positif (S. aureus) dan bakteri
gram negatif (E. coli).”

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri enam minyak atsiri tembakau terhadap bakteri
E. coli dan S. aureus

Jenis minyak atsiri tembakau

Rata-rata zona hambat (mm)

E. coli S. aureus
Tembakau Temanggung 13,25 25,75
Tembakau Boyolali 6,00 22,25
Tembakau Yogyakarta 10,75 26,00
Tembakau Purwodadi 0,00 14,50
Tembakau Blitar 21,00 24,50
Tembakau Probolinggo 1,30 8,50
Kontrol negatif 0,00 0,00

21,50 25,00

Kontrol positif
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(1)

Gambar 1. Hasil uji aktivitas antibakteri (zona hambat) (1) Bakteri E. coli (2) Bakteri S. aureus
(3) Kontrol negatif (A: tembakau Temanggung B: tembakau Yogyakarta C: tembakau Boyolali
D: tembakau Purwodadi)

M)

©)

Gambar 2. Hasil uji aktivitas antibakteri (zona hambat) (1) Bakteri E. coli (2) Bakteri
S. aureus (3) Kontrol negatif (E: tembakau Probolinggo F: tembakau Blitar)

(b)

Gambar 3. Zona hambat antibiotik tetrasiklin terhadap bakteri (a) E. Coli dan
(b) S. aereus

Mekanisme kerja tetrasiklin dengan
menghambat sintesis protein pada ribosom
bakteri. Tetrasiklin masuk ke dalam bakteri
melalui dua proses yaitu difusi pasif dan
transport aktif. Setelah tetrasiklin masuk ke

dalam ribosom maka akan berikatan
dengan ribosom 30s dan menghalangi
masuknya kompleks tRNA-asam amino
pada lokasi asam amino sehingga proses
sintesis protein tidak dapat berlangsung
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yang mengakibatkan bakteri tidak dapat
bermetabolisme.**°

Hasil uji GCMS menunjukkan bahwa
salah satu kandungan senyawa utama
dalam minyak atsiri daun tembakau adalah
piridin. Piridin termasuk dalam golongan
alkaloid. Senyawa alkaloid memiliki
kemampuan sebagai antibakteri dengan
mekanisme aksi mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri
sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh dan menyebabkan
kematian sel tersebut. Selain itu, alkaloid
juga menghambat pembentukan sintesis
protein sehingga dapat mengganggu
metabolisme bakteri.'® Hasil yang hampir
sama diperoleh pada pengujian aktivitas
antibakteri ekstrak kulit manggis yang juga
mengandung senyawa alkaloid, dimana
ekstrak kulit manggis mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli dan memiliki
kesetaraan dengan antibiotik tetrasiklin.'’
Senyawa alkaloid merupakan senyawa

metabolit sekunder yang digunakan oleh
tanaman sebagai mekanisme pertahanan
diri dari serangan bakteri patogen dan
predator.'®

Konsentrasi hambat tumbuh minimum
(KHTM)
Uji Tumbuh
untuk

Konsentrasi Hambat
Minimum (KHTM) bertujuan
mengetahui  konsentrasi minimal suatu
bahan yang dapat digunakan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri. Hasil
uji KHTM minyak atsiri dari 6 sampel
daun tembakau terhadap bakteri E. coli dan
S. aureus menunjukkan bahwa positif
menghambat pada berbagai konsentrasi
(Tabel 2). Hasil penelitian Puspita
menyebutkan  bahwa  ekstrak  daun
tembakau pada konsentrasi 20% b/v dapat
menghambat S. aureus dan E. coli nhamun
kemampuannya cenderung lemah, dan
tergolong sedang pada konsentrasi 40%-
60% (b/v)."

Tabel 2. Pengaruh penggunaan minyak atsiri daun tembakau terhadap kadar hambat
tumbuh minimum bakteri E. coli dan S. aureus

Konsentrasi

Hasil uji KHTM bakteri E. coli

minyak atsiri
tembakau

Tembakau Tembakau

Tembakau

Tembakau  Tembakau
Blitar Probolinggo

Tembakau

Kontrol (+) -
100%
50%
25%
12,5%
6,25%
3,125%
Kontrol (-)

+ + + + + +
+ + 4+ 4

Temanggung Boyolali  Yogyakarta Purwodadi

+ o+ 4

+

+ + + 4+
+ o+ + + + 4
+ + +

Konsentrasi

Hasil uji KHTM bakteri S. aureus

minyak atsiri Tembakau  Tembakau

tembakau

Tembakau

Tembakau  Tembakau
Blitar Probolinggo

Tembakau

Kontrol (+) -
100%
50%
25%
12,5%
6,25%
3,125%
Kontrol (-) + +

+ + + 4+ + o
+ + +

Temanggung Boyolali  Yogyakarta Purwodadi

+ + + 4+ +

+ o+ + 4 o
+ o+ + + + 4
1

Keterangan: (-): jernih (menghambat)
(+): keruh (tidak menghambat)

53



Aktivitas Antibakteri Minyak Atsiri Daun Tembakau...(Elda Nurnasari, dkk)

Pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
minyak atsiri daun tembakau asal
Probolinggo mampu menghambat
pertumbuhan E. coli dan S. aureus pada
konsentrasi 12,5% dan 6,25%.

Kemampuan minyak atsiri  daun
tembakau dalam menghambat
pertumbuhan bakteri tergantung pada

beberapa faktor antara lain konsentrasi
minyak atsiri, kandungan senyawa aktif
dalam minyak atsiri serta jenis bakteri.

Konsentrasi minyak atsiri sangat
memengaruhi daya hambat pertumbuhan
bakteri. Semakin tinggi  konsentrasi
minyak atsiri maka semakin kuat daya
hambatnya. Hal ini terlihat pada Tabel 2
dimana pada konsentrasi 100% semua
jenis minyak atsiri dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus.

Kandungan senyawa aktif dalam
minyak atsiri secara kuantitatif dan
kualitatif tergantung pada beberapa faktor
antara lain jenis tembakau, tanah dan
iklim, ukuran daun, waktu panen, cara
pengeringan daun, umur tanaman dan
waktu  pengeringan.’® Minyak  atsiri
tembakau asal Probolinggo mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
dan S. aureus berturut-turut mulai dari
12,5 dan 6,25%.

Hasil uji GC-MS menunjukkan minyak
atsiri daun tembakau asal Probolinggo
terdapat senyawa aktif piridin dengan luas
area sebesar 12635464 (Gambar 4). Piridin
merupakan salah satu jenis alkaloid.

Kandungan utama senyawa kimia dalam
tembakau adalah alkaloid seperti nikotin,
nornikotin, anatabin. Nikotin adalah suatu
alkaloid dengan nama kimia 3-(1-metil-2-
pirolidil) piridin. Senyawa piridin dapat
diperoleh dari senyawa nikotin yang
mengalami perubahan struktur. Senyawa
alkaloid bersifat basa sehingga mudah
mengalami dekomposisi karena panas dan
sinar. Perubahan ini dapat disebabkan
karena proses destilasi dan proses
pemurnian dengan rotary evaporator.*
Penelitian ini menunjukkan minyak atsiri
tembakau dapat menghambat pertumbuhan
bakteri S. aureus sampai konsentrasi
6,25% sedangkan pada bakteri E. coli
hanya mampu menghambat sampai
konsentrasi 12,5%. Bakteri gram positif
seperti S. aureus memiliki dinding sel
yang relatif lebih sederhana, terdiri dari
komponen  peptidoglikan dan asam
teikoat.?? E. coli merupakan salah satu
bakteri gram negatif. Bakteri gram negatif
memiliki dinding sel yang lebih tebal
karena terdiri dari peptigoglikan dan lebih
banyak mengandung lipid. Bakteri gram
negatif juga memiliki sistem membran luar
berupa bilayer yang terdiri dari fosfolipid
(lapisan dalam) dan lipopolisakarida
(lapisan luar) yang bersifat nonpolar. Hal
ini yang menyebabkan senyawa antibakteri
lebih sulit untuk masuk ke dalam sel
sehingga aktivitas antibakterinya lebih
lemah dibandingkan dengan bakteri gram
positif.?*

Chromatogram Tembakau Probolinggo CAGCMSsolution\Dats Project 22048 (C_GCMS\Temibakan Probolinggo.qad
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Gambar 4. Kromatogram GC-MS minyak atsiri tembakau Probolinggo
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KESIMPULAN

Minyak atsiri tembakau memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri E.
coli dan S. aureus dengan adanya zona
hambat di media bakteri. Zona hambat
terbesar pada minyak atsiri tembakau
Yogyakarta sebesar 26 mm untuk bakteri
S. aureus, sedangkan untuk bakteri E. coli
zona hambat terbesar pada minyak atsiri
tembakau Blitar yakni sebesar 21 mm.
Minyak atsiri tembakau asal Probolinggo
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
S. aureus sampai konsentrasi 6,25% dan
bakteri E. coli sampai pada konsentrasi
12,5%.
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Abstrak

Kombinasi ekstrak ampas daun teh dan air cucian beras sebagai masker gel peel-off diketahui stabil dalam
penyimpanan 28 hari dan memiliki nilai I1Csy sebesar 20,4 ppm. Potensi tersebut dapat memberikan efek optimal
sebagai bahan kosmetika.Akan tetapi, untuk memenuhi persyaratan regulasi Badan Pengawas Obat Makanan
(BPOM) RI dan ISO 10993, uji sensitisasi kulit juga harus dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
reaksi sensitisasi kulit dari masker gel peel-off yang mengandung kombinasi ekstrak ampas daun teh (Camellia
sinensis L.) dan air cucian beras (Oryza sativa L.) pada hewan uji. Desain penelitian menggunakan eksperimental
laboratorium dan pemilihan sampel secara simple random sampling. Perlakuan diberikan berdasarkan
posttest-only control group design. Hasil uji reaksi sensitisasi kulit ditentukan menggunakan metode Guinea Pig
Maximization Test (GPMT). Hasil penelitian menunjukkan adanya reaksi eritema maupun edema menurut Skala
Magnusson dan Kligman setelah pemberian masker gel peel-off sebagai sampel dalam uji topikal pada hewan uji
muncul pada hari ke-11 dan pada uji tantang baru muncul pada hari ke-24. Hal ini disebabkan masa inkubasi
selama 1 minggu dimana keadaan hipersensitivitas dapat berkembang sehingga reaksi tersebut disebut juga
dengan reaksi hipersensitivitas tertunda.

Kata kunci: Masker gel; Ampas daun teh; Air cucian beras; Uji sensitisasi

Abstract

The combination of tea leaf dregs extract and rice washing water as a peel-off gel mask was found to be stable up
to 28 days of storage and had an IC50 value 20.4 ppm. This potential can provide an optimal effects as cosmetic
ingredients.However, to meet the regulatory requirements of Badan Pengawas Obat Makanan (BPOM) RI and
ISO 10993, a dermal sensitization test also need to be done. The aim of this study was to determine the dermal
sensitization reaction from peel-off gel mask containing a combination of tea leaf dregsextract (Camellia sinensis
L.) and rice washing water (Oryza sativa L.) in test animal. Thisstudy was designed based on experimental
laboratory methods and sample selection by simple random sampling. The intervention was given based on
posttest-only control group design. The test results for dermal sensitization were determined using the Guinea Pig
Maximization Test (GPMT) method. The results showed erythema and edema reactions according to the
Magnusson and Kligman scale after administration of peel-off gel masks as samples in the topical tests in test
animals, appeared on the 11" day and in the challenge test appeared on the 24th day. This was due to incubation
period for one week where the hypersensitivity state can develop, so that this reaction is also called the delayed
hypersensitivity reaction.

Keywords: Gel mask; Green tea waste; Rice washing water; Sensitization test
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PENDAHULUAN

Teh dan beras merupakan bahan yang
secara empiris digunakan untuk perawatan
kecantikan sebagai warisan tradisional di
Indonesia. Disisi lain, penggunaan teh dan
beras lebih banyak digunakan sebagai
bahan pangan yang menghasilkan limbah
yaitu ampas daun teh dan air cucian beras.
Ampas daun teh dan air cucian beras hingga
saat ini masih dimanfaatkan sebagai
kompos yang dapat meningkatkan kualitas
pertumbuhan tanaman hias dan pakan
ternak.>* Namun, masih banyak potensi
yang dimiliki ampas daun teh dan air cucian
beras yang dapat digunakan sebagai bahan
baku kosmetik.

Ampas daun teh mengandung senyawa
antioksidan yang berpotensi sebagai bahan
baku kosmetik. Senyawa antioksidan
tersebut adalah senyawa polifenol total,
flavanoid total, asam galat, katekin dan
epigallocatechin gallate (EGCG) dengan
nilai masing-masing sebesar 7,1%; 1,04%;
2,76%; 0,83%:; dan 5,18%.* Selain itu, air
cucian beras juga berpotensi sebagai
antioksidan dan antiaging karena memiliki
starch atau pati halus. Senyawa golongan
karbohidrat tersebut dapat merontokkan
debu dan sel kulit mati pada wajah dan
dapat meregenerasi sel-sel kulit.* Potensi
air cucian beras sebagai antioksidan juga
telah dilaporkan yakni adanya total
polifenol sebesar 390,98 mg/100 g bahan
dan daya penangkapan radikal bebas
sebesar 385, 27 mmol eg.trolox/ g bahan.?
Ampas daun teh yang dilaporkan
mengandung bahan antioksidan, memenuhi
syarat sebagai bahan baku kosmetik dan
memiliki efek sinergisme jika
dikombinasikan dengan air cucian beras
sebagai masker antioksidan.

Kandungan antioksidan dari ampas
daun teh sebanyak 7% dan air cucian beras
sebanyak 5% yang dikombinasikan dalam
formula masker gel peel-off telah
dilaporkan stabil dalam penyimpanan 28
hari pada uji stabilitas sediaan dan memiliki
ICso sebesar 20,4 ppm.5 Potensi kedua
ekstrak tersebut dalam sediaan masker gel
peel-off diharapkan dapat memberikan efek
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optimal dan sinergisme untuk perawatan
wajah, karena masker gel peel-off memiliki
retensi yang baik, dapat mengurangi
komedo dan kulit mati, serta mengurangi
keriput.® Oleh karena itu, untuk dapat
digunakan sebagai perawatan wajah maka
diperlukan tes keamanan kosmetika sesuai
persyaratan Badan Pengawasan Obat dan
Makanan (BPOM).

Tes keamanan kosmetika menurut
persyaratan BPOMt ahun 2014 terdiri dari,
9 jenis, diatur dalam peraturan BPOM
nomor 7 tahun 2014 tentang Pedoman Uji
Toksisitas Nonklinik secara in-vivo.” Salah
satu persyaratan tes keamanan kosmetika
yang akan diujikan pada formula masker
gel peel-off kombinasi ampas daun teh
(Camellia sinensis L.) dan air cucian beras
(Oryza sativa L.) adalah uji sensitisasi
dermal pada hewan uji. Uji sensitisasi
dermal ini dilakukan untuk mengetahui
reaksi sensitivitas pada kulit jika sediaan
tersebut digunakan sebagai kosmetika
perawatan wajah.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium untuk
melakukan uji sensitisasi dermal terhadap
sediaan masker gel peel-off kombinasi
ekstrak ampas daun teh yang diekstrak
menggunakan etanol dan air cucian beras
secara in vivo.>* Hewan uji yang digunakan
adalah tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Wistar dewasa muda dan sehat, berjenis
kelamin jantan dengan bobot 160-300 gram
menyesuiakan dengan bobot hewan uji
pada BPOM RI untuk uji sensitisasi
dermal.Teknik sampling untuk menentukan
hewan uji menggunakan simple random
sampling dengan perlakuan posttest-only
control group design, dimana hewan uji
dikelompokkan menjadi 3 kelompok yaitu
kontrol normal (tanpa perlakuan) sebanyak
5 tikus, kontrol negatif (NaCl fisiologis)
sebanyak 5 tikus dan kelompok sampel
(masker  wajah  dengan  kombinasi
konsentrasi 7% ekstrak ampas daun teh dan
5% endapan air cucian beras) sebanyak 10
tikus. Hewan uji tersebut kemudian
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diaklimatisasi di ruang percobaan selama 5
hari. Hewan uji dicukur bulunya 24 jam
sebelum penelitian dimulai.

Penelitian ini dilakukan dalam dua
tahapan uji, yaitu uji pendahuluan dan uji
utama. Uji pendahuluan bertujuan untuk
mengidentifikasi reaksi sensitisasi dermal
yang berpotensi muncul akibat pemberian
sampel uji. Uji pendahuluan dilakukan
dengan melalui dua fase yaitu fase induksi
intradermal dan fase uji topikal. Pada uji
utama dilakukan untuk melihat respon
sensitisasi dermal pada hewan uji. Uji
utama dilakukan melalui tiga fase yaitu fase
induksi intradermal, uji topikal dan uji
tantang.

Penelitian ini telah memenuhi kaidah
etik yang tertera dalam Deklarasi Helsinki
2008 sesuai dengan surat ijin Komisi Etik
dan Penelitian Kedokteran FK UNSOED
dengan nomor persetujuan etik Ref.
0472/KEPK/1/2018.

Alat dan Bahan

Timbangan analitik, alat-alat gelas
laboratorium, stamper dan mortir, kertas
saring, pinset, kompor penangas, panci,
occlusive patch, elastic bandage, kassa
steril, injeksi 1 ml dan 3 ml serta gunting.

Masker gel peel-off yang mengandung
komposisi ampas daun teh, air cucian beras
basis gel pembentuk peel-off (HPMC dan
PVA), humektan (Propilenglikol) dan
pengawet (Metil paraben dan propil
paraben), Freund’s Complete Adjuvant
(FCA,Sigma), NaCl fisiologis (Otsuka),
etanol  70%  (Bratachem),  sodium
dodesilsulfat 10% (Merck), dan hewan uji
tikus putih (Rattus norvegicus)

Prosedur kerja

Penelitian ini menggunakan prinsip
dari metode Guinea Pig Maximization Test
(GPMT) untuk menilai reaksi sensitisasi
dermal terhadap kulit tikus.”® Tikus
percobaan  diaklimatisasi selama 5
harisebelum digunakan di kandang Sarana
Pemeliharaan Hewan Uji Laboratorium
Farmakologi dan Toksikologi Fakultas
Farmasi  Universitas  Muhammadiyah

Purwokerto. Setiap kelompok percobaan
melalui dua tahapan uji yaitu tahap uji
pendahuluan dan uji utama sesuai dengan
peraturan BPOM nomor 7 tahun 2014 dan
ISO 10993-10. Hewan uji diberikan sampel
jadi dari masker gel peel-off kombinasi
ampas daun teh dan air cucian beras di area
tengkuk untuk uji pendahuluan dan area
punggung pada uji utama. Sampel tersebut
diberikan selama 24 jam dengan dibalut
oleh kassa dan perban selanjutnya ditutup
dengan occlusive patch.Setelah itu,
dilakukan ~ pengamatan  untuk  uji
pendahuluan selama 24 jam kemudian
dilanjutkan ke uji utama.Pengamatan pada
uji utama terhadap kulit tikusdimulai dari
hari ke-O (sebagai awal dari fase induksi
intradermal), ke-1,dan ke-7 (sebagai awal
fase  induksi  topikal).  Selanjutnya,
pengamatan dilanjutkan pada fase induksi
topikal di hari ke-9 untuk melihat reaksi
eritema dan edema. Pada fase ini sodium
deodesilsufat 10% diberikan ke hewan uji
jika fase induksi topikal hari ke-7 tidak
terlinat reaksi eritema dan edema.
Pengamatan kemudian dilanjutkan pada
hari ke-11 hingga fase uji tantang di hari
ke-22, ke-23, dan ke-24 dengan melakukan
skoring eritema dan edema menurut skala
Magnusson dan Kligman pada Tabel 1.
Tabel 1.Skala Magnusson dan Kligman

Reaksi topikal Skor
Tidak terlihat perubahan 0
Eritema ringan atau bercak 1
eritema

Eritema sedang atau kumpulan 9
eritema

Eritema kuat dan/atau 3
edema/pembengkakan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil yang diperoleh dari uji
pendahuluan dapat dilihat pada gambar 1.
dan tabel2. sedangkan interpretasi data skor
mengacu pada Skala Magnusson dan
Kligman.”®
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Kelompok normal;
Kelompok kontrol negatif
Kelompok sampel

Gambar 1. Hasil Pengamatan Uji
Pendahuluan
Pada Tabel 2 menunjukkan bahwa pada
semua kelompok percobaan tidak terjadi

a.
b.
C.

reaksi  sensitisasi dermal. Hal ini
dikarenakan reaksi sensitisasi
membutuhkan proses untuk membentuk
respon imunitas. Oleh karena itu, percobaan
dilanjutkan dengan tahap uji utama untuk
melihat respon sensitisasi dermal.

Hasil uji utama pada fase induksi
intradermal dan uji topikal ternyata
menunjukkan bahwa tidak terlihat tanda
klinis eritema dan edema pada hewan uji.

Namun, setelah pengamatan induksi topikal
hari ke-11 pada kelompok sampel diperoleh
gambaran klinis eritema dan edema yang
dapat dilihat pada gambar 2.

Gambaran klinis eritema dan edema
juga terlihat pada uji tantang (Gambar 3).
Sedangkandata pengamatan uji topikal dan
uji tantang dapat dilihat pada Tabel 3.
dimana interpretasi data skor mengacu pada
Tabel 1.

Berdasarkan Tabel 3. tikus percobaan
kelompok sampel pada hari ke-11 sebanyak
4 ekor memiliki skor 3, sebanyak 4 ekor
memiliki skor 1 dan sebanyak 2 ekor
memiliki skor 0. Selanjutnya, data yang
diperoleh pada uji tantang untuk kelompok
sampel pada hari ke-22, ke-23 dan ke-24
berturut-turut yaitu sebanyak 4 ekor
memiliki skor 1 dan 6 ekor memiliki skor 0.
Interpretasi untuk skor 3 menunjukkan
eritema kuat dan/atau edema
(pembengkakan). Sedangkan nilai skor 1
yaitu eritema ringan atau bercak eritema
serta skor 0 menunjukkan tidak ada
perubahan. Data tersebut di atas
menunjukkan adanya reaksi sensitisasi
dermal. Reaksi sensitisasi tersebut terlihat
karena antara uji induksi intradermal dan
uji topikal terdapat periode masa inkubasi
minimal 1 minggu dimana keadaan
hipersensitivitas  dapat  berkembang.
Dengan demikian, hasil yang diperoleh
menunjukkan adanya reaksi sensitisasi
pada hewan uji dibandingkan dengan
kelompok normal dan kelompok negatif
yang hanya diberikan NaCl fisiologis.

Tabel 2. Hasil pengamatan reaksi sensitisasi dermal pada uji pendahuluan

Hari ke-0 Hari ke-1
Tikus (Induksi Intradermal) (Induksi Topikal)
KN K(-) KS KN K(-) KS

T1 0 0 0 0 0 0
T2 0 0 0 0 0 0
T3 0 0 0 0 0 0

Keterangan:

T1-T3 : Tikus percobaan 1-3 K () : Kelompok negatif

KN : Kelompok normal KS : Kelompok sampel

60



Uji Sensitisasi Dermal Masker Gel ...(Andi Nurul Annisa, dkk)

Keterangan:
a. Tikus kelompok normal c. Tikus kelompok sampel yang mengalami berkas eritema
b. Tikus kelompok negatif d. Tikus kelompok sampel yang mengalami edema

Gambar 2. Hasil Pengamatan Uji Topikal Hari ke-1

Keterangan:
a. Tikus kelompok normal c. Tikus kelompok sampel yang mengalami berkas eritema
b. Tikus kelompok negatif
Gambar 3.Hasil Pengamatan Uji Tantang
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Tabel 3. Hasil pengamatan reaksi sensitisasi dermal pada uji utama topikal hari ke-11

sampai uji tantang hari ke-24

Uji Topikal Uji Tantang
Tikus (Hari ke-11) Hari ke-22 Hari ke-23 Hari ke-24
KN K(-) KS KN K() KS KN K() KS KN K(-) KS
T1 0 0 3 0 0 1 0 0 1 0 0 1
T2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1
T4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T () ) o = O 0 (O 06 0 () () 0
T7 ) ) 3 0 O 1 0 0 1 () () 1
T8 () ) 10 6 0 6 06 0 () () 0
T () ) 3 0 O 1 0 0 1 () () 1
T10 () () 3 (B (B 0 ) () 0 ) () 0
Keterangan:
T1-T10 : Tikus percobaan 1-10
KN : Kelompok normal
K () : Kelompok negatif
KS : Kelompok sampel
Skor (-) :TanpaT6-T10

Reaksi sensitisasi merupakan reaksi
biologi kompleks yang melibatkan banyak
tahap termasuk penetrasi kulit, induksi dari
sinyal yang berbahaya, ikatan peptida,
tahap metabolit dan aktivasi dari Antigen
Presenting Cells (APC).? Tanda dan gejala
klinis pada reaksi sensitisasi dermal berupa
eritema dan edema terlihat pada hewan uji
kelompok sampel. Eritema dan edema
timbul akibat adanya peningkatan tekanan
dan bertambahnya permeabilitas pembuluh
darah serta akumulasi volume cairan
interstisial  yang  disebabkan  oleh
mekanisme vasodilatasi.*® Kedua gambaran
Klinis tersebut termasuk respon inflamasi
yang timbul akibat reaksi hipersensitivitas.

Reaksi hipersensitivitas ini merupakan
reaksi akibat respon sistem imum yang
berlebihan pada antigen. Reaksi tersebut

dikategorikan sebagai reaksi
hipersensitivitas selular atau
hipersensitivitas tipe 1V.  Reaksi ini

diperantai oleh sel T CD4" dan CD8".*! Hal
ini dikarenakan limfosit T di sensitisasi

khusus tanpa peran antibodi sehingga
menyebabkan respon tertunda
(delayed-responding).  Respon  hiper-

sensitivitas tertunda dipengaruhi oleh FCA
(bahan ajuvan) sebagai antigen spesifik
yang membentuk respon imun melalui
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reaksi granulomatosa. Prosesnya ditandai
dengan pembentukan granuloma berupa
sel-sel berinti tunggal yang mengalami
perubahan histosit, sel-sel epiteloid dan
sel-sel dari benda asing. Kemudian, FCA
sebagai antigen spesifik akan mengaktifkan
makrofag yang khas dan memicu kepekaan
limfosit T untuk mengeluarkan limfokin.
Selain itu, adanya akumulasi neutrofil di
venula daerah paparan akibat dari interaksi
antar sel limfosit T dengan FCA,
menyebabkan terlepasnya limfokin dan
menarik makrofag ke daerah paparan.
Aktivasi makrofag melepaskan monokin
dan sitokin yaitu IL-1 dan TNF yang
mengaktivasi sel limfosit  untuk
menghasilkan ~ IFN-,, yang akan
merangsang monosit ke jaringan sehingga
meningkatkan respon inflamasi untuk
menghancurkan benda asing.*!*2

Benda asing yang dimaksud dalam
penelitian ini adalah sodium dodesilsulfat
dan masker gel peel-off kombinasi ekstrak
ampas daun teh dan air cucian beras.
Sodium dodesil sulfat (SDS) adalah
surfaktan yang digunakan dalam formula
masker gel peel-offsebagai zat aktif
permukaan. SDS telah dilaporkan pada
penelitian terdahulu menunjukkan hasil
yang signifikan dalam menginduksi reaksi
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iritasi setelah dioleskan ke kulit dan
wajah.™® Penggunaan SDS dalam pasta gigi
juga dapat menghasilkan reaksi alergi dan
iritasi  eritematosa  nonspesifik  pada
penggunanya.* Hal tersebut terjadi karena
SDS memicu reaksi alergi dan iritasi pada
sel epitel. SDS dapat merangsang pelepasan
sitokin dari sel epitel dan bertindak sebagai
agen inflamasi yang menyebabkan
deskuamasi mukosa mulut serta iritasi.'®
Penelitian lain menunjukan bahwa reaksi
iritasi kulit dapat terdeteksi hanya dengan
menggunakan SDS konsentrasi rendah
yang dilarutkan dalam  basis  gel
dibandingkan basis lainnya. Hal ini
dikarenakan kosmetika yang mengandung
basis gel memiliki bobot molekul zat yang
tinggi dan mudah larut dalam air serta
menguap lebih lambat setelah kosmetik
tersebut diaplikasikan. Oleh karena itu,
durasi kontak antara sampel dan kulit akan
lebih lama pada penggunaan gel dan dapat
menyebakan reaksi iritasi yang lebih kuat
dalam penggunaan aplikasi berulang.®
Selain SDS, masker gel peel-off dalam
penelitian ini juga berperan sebagai benda
asing.

Masker gel peel-off pada kelompok
sampel hewan uji menimbulkan reaksi
sensitisasi jika dibandingkan dengan hasil
dari  kelompok negatif yang hanya
diberikan NaCl fisiologis dan kelompok
normal. Hal ini dikarenakan efek eritema
dan edema muncul setelah periode
hipersensitivitas berkembang pada
pemberian sampel masker gel peel-off
kombinasi ekstrak ampas daun teh dan air
cucian beras. Sampel tersebut dikenali oleh
sistem imunitas sebagai benda asing.
Pengenalan  benda  asing  tersebut
menimbulkan  respon  hipersensitivitas
untuk  menghancurkan  benda asing
sehingga timbul eritema dan edema pada
hewan uji. Potensi SDS dan sampel masker
gel peel-off sebagai benda asing tersebut
yang mengaktivasi sel limfosit T dan
monosit di dalam jaringan sehingga
menyebabkan tanda kemerahan (eritema)
dan pembengkakan (edema) pada kulit.*
Hasil yang didapatkan pada uji tantang

selama hari ke-22, ke-23, dan ke-24
memiliki skor nilai yang sama karena ruam
eritema akan mengalami proses terlepasnya
stratum korneum/terkelupasnya jaringan
epitel kulit (deskuamasi) dalam waktu 1-2
minggu.®

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa
formula masker gel peel-off kombinasi
ekstrak ampas daun teh (Camellia sinensis
L.) dan air cucian beras (Oryza sativa L.)
dengan bahan surfaktan SDS menimbulkan
reaksi sensitisasi kulit pada hewan uji
setelah pemberian pada uji utama fase uji
topikal pada hari ke- 11 yang dinilai
menurut Skala Magnusson dan Kligman
karena  kandungan SDS dilaporkan
memiliki efek signifikan untuk
menginduksi reaksi alergi dan iritasi.

SARAN

Perlu dilakukan uji sensitisasi kulit pada
masker gel peel-off ampas daun teh
(Camellia sinensis L.) dan air cucian beras
(Oryza sativa L.) yang tidak mengandung
SDS sebagai bahan surfaktan.
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Abstrak

Polimorfisme gen Multi Drug Resistance-1 (MDR-1), yang merupakan gen penyandi P-glycoprotein, dapat
mempengaruhi absorpsi pada saluran cerna. Kajian sistematik ini bertujuan untuk mengidentifikasi efek dari gen
MDR-1 varian 3435 pada farmakokinetik klopidogrel. Literatur kajian diperoleh dari database MEDLINE,
Science Direct, Scopus, Clinical Key, ProQuest dan Google Scholar. Dilakukan critical review dan analisis
artikel riset yang diperoleh untuk mencapai tujuan kajian ini. Hasil kajian menunjukkan bahwa pada pasien
dengan penyakit kardiovaskular, kadar puncak (C.ks) dan total daerah dibawah kurva/total Area Under Curve
(AUC) Kklopidogrel dan/atau metabolit aktifnya adalah lebih rendah secara signifikan pada subjek dengan
3435TT dibandingkan pada 3435CC. Namun, varian Gen MDR-1 tidak berkorelasi secara signifikan pada
konsentrasi plasma subjek sehat. Profil farmakokinetik klopidogrel menunjukkan perbedaan pada MDR-1 varian
3435 dan status kesehatan yang berbeda.

Kata kunci: MDR-1; Varian 3435; Farmakokinetik klopidogrel

Abstract

Multi Drug Resistance-1 (MDR-1) gene polymorphisms encoding for P-glycoprotein can affect clopidogrel
intestinal absorption. This systematic review aim to identify the impact of MDR-1 gene 3435 variants on
clopidogrel pharmacokinetics. Literature review were retrieved from MEDLINE, Science Direct, Scopus,
Clinical Key, ProQuest and Google Scholar databases. The articles are critically reviewed and analyzed to
answer this systematic review’s aim. The result showed that, in patients with cardiovascular disease, the peak
plasma concentration (Cn.) and the total area under the plasma concentration-time curve (AUC) of
clopidogrel and its active metabolites were lower in 3435TT compared to 3435CC. Nevertheless, the variants of
MDR-1 gene were not significantly correlated to the plasma concentration in healthy subjects. Clopidogrel
pharmacokinetic profile varied widely between MDR-1 3435 variants and subjects.

Keywords: MDR-1; 3435 variant; Clopidogrel pharmacokinetic
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PENDAHULUAN

Gen Multi Drug Resistance-1(MDR-1)
varian 3435 ditemukan dengan frekuensi
tinggi pada populasi asia.® Varian tersebut
berkaitan secara signifikan pada major
adverse cardiovascular outcome (MACE).?
P-glycoprotein (P-gp), yang disandi oleh
Gen MDR-1, adalah suatu adenosine
triphosphate  (ATP)-dependent-drug-efflux
pump. P-gp atau MDR-1 transporter
berperan penting dalam bioavailabitas
xenobiotika. Adanya varian pada gen MDR-
1 dapat mempengaruhi tingkat ekspresi dan
fungsi P-gp.!

Respon yang buruk (poor
responsiveness) pada terapi clopidogrel
berkaitan dengan genotip TT pada
polimorfisme 3435. Pasien yang mengalami
agregasi  platelet  lebih  dari  70%
diklafikasikan kedalam poor
responsiveness.® Terdapatnya T allele carier
pada 3435 tersebut juga merupakan faktor
resiko terjadinya MACE pada pasien dengan
loading dose klopidogrel 300 mg.”> Riset
kajian  sistematik ini  bertujuan  untuk
mengidentifikasi efek dari Gen MDR-1
varian 3435 pada farmakokinetik
klopidogrel.

METODE

Dilakukan kajian sistematik terhadap
sejumlah artikel riset dari tahun 2006 yang
ditelusuri, diseleksi, dan dilakukan penilaian
terhadap kualitasnya. Seleksi dan penilaian
kualitas artikel riset dilakukan oleh 2 (dua)
reviewer. Jika terdapat perbedaan, maka
dipecahkan dengan diskusi antara 2 reviewer.
Ketika perbedaan tetap tidak dapat
diselesaikan maka dilakukan konsultasi lebih
lanjut dengan reviewer ketiga.

Strategi pencarian dan seleksi artikel riset

Pencarian secara komprehensif pada
database MEDLINE, Science Direct, Scopus,
Clinical Key, ProQuest, dan Google Scholar
dilakukan untuk memperoleh literatur yang
paling relevan dengan tujuan kajian ini.
Keseluruhan kombinasi kata kunci yaitu
(("platelet aggregation inhibitors™) or
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(“clopidogrel”)) and (("mdrl gene™) or
(“ABCB17)) and ((“bioavailability”’) or
(“pharmacokinetic”) or (“pharmacokine-
tics”)) diterapkan pada pencarian artikel
riset pada database.

Acrtikel riset yang memenuhi kriteria
inklusi akan dianalisis, yaitu fulltext
studi observasional dan clinical trial
yang original dimana  subjeknya
mendapatkan pemeriksaan genotip pada
gen MDR-1 varian 3435 dan dilakukan
evaluasi parameter farmakokinetik dari
klopidogrel. Artikel yang memenuhi
kriteria eksklusi akan dikeluarkan dan
tidak dianalisis. Kriteria eksklusi pada
kajian ini adalah: artikel riset yang tidak
dalam Bahasa Inggris, adanya duplikasi
artikel, artikel riset yang hanya diperoleh
dalam bentuk abstrak atau dalam bentuk
laporan, dan jika keseluruhan data pada
fulltext tidak dapat diakses. Jika artikel
merupakan duplikasi (terdapat lebih dari
satu artikel dengan pengarang yang
sama, judul, dan abstrak yang sama)
namun dipublikasikan pada penerbit
yang berbeda, maka akan dipilih artikel
dengan tahun terbit lebih awal. Artikel
riset yang potensial dan relevan akan di
ekstrak berdasarkan judul dan abstrak,
selanjutnya fulltext disaring berdasarkan
kriteria kajian ini.

Penilaian kualitas artikel riset dan
sintesis data

The Quality Assessment Tool for
Observational Cohort and Cross-
Sectional Studies dari the National
Institutes of Health, National Heart,
Lung, and Blood Institute digunakan
untuk mengevaluasi kualitas dari artikel
riset>  Pada  penilaian  kualitas
metodologi, yang dimasud exposure
adalah subjek (pada artikel riset yang
dianalisis) yang telah  dilakukan
pemeriksaan genotip gen MDR-1 pada
posisi 3435 dan outcome adalah hasil
parameter farmakokinetik pada subjek
dengan varian 3435. Data yang
terekstrak akan  dianalisis  secara
deskriptif.
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MEDLINE, Science Direct, Scopus, Clinical Key,

ProQuest dan Google Scholar
N= 1434

1380 dieksklusi karena tidak

berbahasa Inggris, duplikasi, atau
tidak relevan (berdasarkan judul
dan abstrak)

46 dieksklusi karena tidak relevan
(setelah membaca lebih lanjut pada

fulltext) atau tidak bisa diakses
keseluruhan data pada fulltext-nya

N=28

Gambar 1. Flow chart hasil seleksi riset artikel

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi artikel

Terdapat 1434 artikel yang dapat diakses
judul dan abstraknya melalui enam database
yang digunakan. Dari artikel tersebut,
diperoleh 8 artikel riset yang memenuhi
kriteria (Gambar 1, Tabel 1, dan Tabel 2) dan
dilakukan penilaian kualitas metodologi.

Berdasarkan penilaian kualitas, terdapat
setidaknya 1 Kkriteria yang tidak sesuai
dengan tool criteria, sehingga
mempengaruhi kualitas (Tabel 2 dan Tabel
3). Faktor yang berkontribusi membuat
kualitas artikel lebih rendah adalah jumlah

sampel yang relatif sedikit, jumlah
persentase yang besar (>20%) untuk
partisipan yang tidak dapat diikuti
hingga akhir penelitian (participants who
loss to follow wup), tidak adanya
adjustment/pengukuran dari confounding
variable yang potensial berpengaruh
pada farmakokinetik klopidogrel, serta
ketidakcukupan data pada baseline
karakteristik subjek riset.

Hasil penilaian kualitas artikel pada
kajian ini (Tabel 3) diperoleh 1 artikel
dengan rating yang bagus, 6 artikel
rating cukup, dan 1 artikel rating kurang.

Tabel 1. Area Under Curve pada subyek sehat dan pasien

Dosis

AUC dari klopidogrel

AUC darimetabolit aktifklopidogrel *

Subyek Klopidrogel Genotipe (ng/ml x jam) (ng/ml x jam)
TT 45+1.7 236.6
Subyek 300 mg TC 117479
sehat® cC 81469 1641 +61.2
T 195.7 +136.4
TT 11.35+3.27 1.88 +£1.03
Pasien 300 mg TC 33.38 £ 26.12 7.62 15.82
c CcC 38.08+ 30.93 8.22 +6.07
oronary
e o T 2500+ 7.72 3.48+ 1.65
600 M TC 120.58 +96.78 11.72 +9.20
CcC 109.43 +84.03 14.25 + 9,53

AUC: Area Under Curve; Data AUC diberikan dalam nilai mean + standar deviasi (SD);
(*): Metabolit aktif klopidogrel yang dievaluasi adalah metabolit thiol
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Tabel 2. Ringkasan riset artikel yang terseleksi

. Etnis/ . . Profil farmakokinetik pada Pustaka
Subjek/(N) negara Dosis klopidogrel gen MDR-1 varian 3435 nomor
Klopidogrel 300 mg
Korea (hari pertama) dan 75 AUC dari klopidogrel dan metabolit
Subjek sehat/(22) mg sehari sekali aktifnya adalah 3435 TT < 3435CC < 6
selama 6 hari 3435TC (tapi tidak berbeda bermakna)
berturut turut
. . AUC dan konsentrasi maksimum (Cax)
Se“hb;t‘j'(‘mo) USA mg/f]ﬁf’;i?g;f; » Klopidrogel metabolit aktif tidak 7
berkorelasi dengan varian 3435
Pasien Acute Klopidogrel 300 mg AU_C dar_1 Cinax klopidogrel dan metabolit
coronary Cina loading dose (inaktif dan aktif) berkurang secara 8
syndrome signifikan pada 3435TT dan 3435TC,
(ACS)/(401) dibandingkan 3435CC
Pasien Coronary . AUC_dan Chax Klopidogrel dap m_e_tabolit
artery disease Jerman Klopidogrel aktifnya berkurang secara signifikan 9
300 mg, 600 mg pada TT, dibandingkan dengan
(CAD)/(60) TC dan CC
Subjek yang akan
menjalani elective
;(r)];?gggphy dan Kaukasia Klorggc:ﬁ?ers;;?emg AUC pada_ qupidrogel lebih rendah
Percutancous (central dose setidaknya 7 hari secara signifikan pada 3435TT 10
Poland) ) dibandingkan pada 3435CC dan 3435TC
Coronary sebelum tindakan
Intervention
(PCI)/(38)
Pasien kandidat Italia Klopidogrel (single AUC dan Cdiukur. Hasilnya adalah 11
untuk oral loading dose) 3435TT genotip menurunkan secara
revascularization 600mg, diikuti 75 mg signifikan absorpsi klopidogrel
dengan PCI/(10) per hari
Pasien yang _ 3435TT geno_tip ad_alah _kovariat dari
menjalani Kaukasia Klopldogrel 75-mg clearance/bioavailabilitas (CL/F),
coronarography setldaknyg 7 hari dengan adanya 34_135TT apparent 12
atau PCI/(22) Sebelum tindakan clearance darl_ klc_)pldqgrel
adalah lebih tinggi
Pasien dengan Kaukasia l;:f;ﬁ"g%%ﬁ'g%'gg; Tidak dapat mendeteksi efek dari 13

coronary artery
disease/(73)

(mayoritas)

600mg, diikuti
75 mg per hari

ABCBL genotip, karena 3435CC
tidak ditemukan
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Tabel 3. Hasil penilaian kualitas riset artikel yang terseleksi

Kriteria*

Kim Frelinger Wang Taubert Karazniewicz- Danese  Danielak Braun

etal etal’ etal® etal’ lada et al* etal etal® etal®

1 Y Y Y Y Y Y Y Y

2 Y Y Y Y Y Y Y Y

3 N NR NR NR NR Y N NR

4 Y Y NR Y Y Y Y Y

5 N N N Y N N N N

6 Y Y Y Y Y Y Y Y

7 Y Y Y Y Y Y Y Y

8 Y Y Y Y Y Y Y Y

9 Y Y Y Y Y Y CD Y
10 NA NA NA NA NA NA NA NA
11 Y Y Y Y Y Y Y CD

12 NR NR NR NR NR NR NR N

13 Y Y NR Y Y N Y Y

14 N Y N N N N N N
Rating Cukup Bagus Cukup Cukup Cukup Kurang Cukup Cukup
Y= Yes (Ya), N= No (Tidak), NR = Not Response (tidak ada respon), NA = Not Applicable (tidak dapat

diterapkan), CD = Cannot be Determined (Tidak dapat ditentukan)
(*)Kualitas metodologi berdasarkan 14 kriteria pada Quality Assessment Tool for Observational Cohort and
Cross-Sectional Studies, dari the National Institutes of Health, National Heart, Lung, and Blood Institute, yaitu :

1.
2.
3.

4.

9.

10.
11.

12.
13.

14.

Apakah pertanyaan atau tujuan riset dinyatakan secara jelas?

Apakah populasi pada penelitian sudah diyatakan secara spesifik dan jelas batasannya?

Apakah subjek yang dapat berpartisipasi dalam penelitian tersebut adalah setidaknya 50% dari
populasi ?

Apakah keseluruhan subjek diseleksi atau direkrut dari populasi yang sama atau hampir sama
(termasuk periode waktu yang sama)? Apakah kriteria inklusi dan eksklusi pada penelitian telah
dinyatakan secara spesifik dan diterapkan pada keseluruhan partisipan?

Apakah ada justifikasi tentang besar sampel, power description, atau variance and effect
estimates?

Untuk analisis pada artikel tersebut, apakah exposure of interes telah diukur atau ditentukan
sebelum outcome diukur?

Apakah waktu pengamatan adalah cukup untuk dapat melihat hubungan exposure dan outcome
jika ada?

Untuk exposure yang berbeda jumlah atau tingkatannya, apakah dilakukan pengukuran dengan
berbagai level yang berbeda dari exposure yang berkaitan dengan outcome (seperti kategori
exposure atau exposure diukur dengan variabel continuous)?

Apakah pengukuran exposure (sebagai variabel bebas) dinyatakan secara jelas, valid, reliabel, dan
dimplementasikan secara konsisten di seluruh partisipan?
Apakah exposure dinilai lebih dari satu kali?

Apakah pengukuran outcome (sebagai variabel tergantung) dinyatakan secara jelas, valid,
reliabel,dan diimplementasikan secara konsisten di seluruh partisipan?

Apakah outcome assessors blinded pada status exposure pada partisipan?

Apakah subjek yang tidak dapat mengikuti penelitian hingga akhir (loss to follow-up) adalah 20%
atau kurang dari jumlah awal penelitian (baseline)?

Apakah potensial confounding variables diukur dan dilakukan adjustment secara statistik terkait
impact-nya pada hubungan antara exposure(s) dan outcome(s)?
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Outcome (efek gen MDR-1 varian 3435
pada parameter farmakokinetik)

Gen MDR-1 terdapat pada exon 26.
Varian genotip yang terdapat pada gen
MDR1 posisi 3435 adalah CC, TT, dan
TC.'?% Tabel 2 menunjukkan bahwa 535
subjek dengan ischemia-related cardio
vascular disease (yaitu pasien dengan
diagnosis acute coronary syndrome/ACS,
coronary artery disease/CAD, dan pasien
percutaneous coronary intervention/PCI)
yang diperoleh dari 5 artikel riset®%1%1
menunjukkan varian 3435 dari gen MDR-1
dapat mengubah farmakokinetik klopidogrel.
Sejumlah 513 dari 535 pasien tersebut
menunjukkan kadar puncak (Cpmax) dan total
area dibawah kurva (AUC) Kklopidogrel
dan/atau metabolit aktifnya, menurun secara
signifikan pada 3435TT dibandingkan pada
3435CC.291% Dilaporkan pula pada 22
subjek  menunjukkan  bahwa  3435TT
merupakan  kovariat ~ dari  clearance
(CL)/bioavailabilitas (F) klopidogrel; dan
nilai apparent clearance klopidogrel lebih
tinggi pada subjek dengan polimorfisme
tersebut.*?

Klopidogrel adalah substrat  P-gp.
Absorpsi, bioavailabilitas, dan eliminasi dari
substrat P-gp dapat dipengaruhi dengan
adanya induksi atau inhibisi pada ekspresiP-
gp.'** Pada sel epitel intestinal, P-gp
bertanggung jawab terhadap efluks obat
sehingga membatasi drug cellular uptake
dan absorpsinya sedangkan pada sel tubuli
ginjal dan permukaan kanalikular hepatosit,
ekspresi P-gp dapat meningkatkan eliminasi
obat.*®

Adanya varian 3435TT dapat
menyebabkan tingginya ekspresi P-gp
sehingga dapat mengakibatkan peningkatan
intestinal efluks. Peningkatan efluks tersebut
dapat menyebabkan nilai AUC klopidogrel
dan metabolit aktifnya yang lebih rendah
pada pasien coronary artery disease dengan
genotip TT dibandingkan pada genotip CC
maupun TC (Tabel 1 dan 2). Peningkatan
intestinal efluks, dapat membatasi absorbsi
klopidogrel, sehingga dapat berimplikasi
pada keterbatasan  fungsinya  sebagai
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antiplatelet.®**

Tabel 1 dan 2 memperlihatkan hasil
riset pada subjek sehat, yaitu efek
polimorfisme 3435 pada farmakokinetik
klopidogrel yang berbeda dibandingkan
hasil yang diperoleh pada pasien dengan
ischemia-related cardiovascular disease.
Pada 182 subjek sehat (dari 2 artikel
riset), menunjukkan bahwa AUC
klopidogrel dan/atau metabolit aktifnya
adalah lebih rendah pada mutant 3435TT
dibandingkan ~ dengan  wild  type
(3435CC), namun perbedaan hasil
tersebut  tidak  bermakna  secara
signifikan. Nilai Cpnax dari metabolit
klopidrogel juga tidak berkorelasi
dengan polimorfisme tersebut pada
subjek sehat.®’

Status penyakit (metastasis kanker,
iskemia, infeksi) dapat mengubah fungsi
P-gp.”® Kondisi  iskemia  dapat
mempengaruhi  ekspresi P-gp. Pada
kondisi normal, ekspresi P-gp tidak
ditemukan pada jantung atau hanya
ditemukan pada endothelial cells of
arterioles dan kapiler, tapi tidak pada
kardiomiosit.*° Namun, terjadi
overekspresi P-gp pada kardiomiosit
yang mengalami hipoksia iskemik akut
maupun kronik.*>® Iskemia juga dapat
mempengaruhi fungsi P-gp pada otak.
Pada  studi  tentang  cilnidipine,
dilaporkan bahwa pada otak umumnya
cilnidipine diblok oleh P-gp. Tapi pada
otak yang iskemik, cilnidipine dapat
terdistribusi masuk kedalam otak.”
Ekspresi  P-gp dapat menurunkan
absorpsi  obat.**'"  Terdapat variasi
ekspresi P-gp pada berbagai segmen
intestinal manusia. Pada usus Kkecil,
aktivitas P-gp paling tinggi dideteksi
pada daerah ileum sentral.® Variasi
ekspresi P-gp juga telah ditemukan pada
kolon dan lambung manusia.'” Penelitian
lebih lanjut perlu dilakukan untuk
mengidentifikasi efek iskemia dan
polimorfisme gen dalam kaitannya
dengan farmakokinetik klopidogrel.



KESIMPULAN

Pada pasien dengan dengan ischemia-

related cardiovascular disease, AUC, dan
Cnmax klopidogrel dan/atau metabolit aktifnya
lebih rendah secara signifikan pada 3435 TT
dibandingkan dengan 3435 CC. Namun pada
subjek sehat, adanya varian 3435 dari gen
MDR-1 tidak berkorelasi dengan AUC and
Cmax klopidogrel dan/atau metabolit aktifnya.
Profil farmakokinetik klopidogrel dapat
bervariasi dengan adaya varian 3435 dari gen
MDR-1 dan pada status kesehatan yang
berbeda.
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