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Abstrak

Escherichia coli pada kondisi tertentu dapat diobati dengan ampisilin. Namun ampisilin saat ini mulai ditinggalkan
karena tingginya kasus E. coli yang resisten ampisilin. Salah satu cara untuk mengatasi masalah resistensi ini
adalah dengan mengkombinasi ckstrak rimpang kunyit (ERK) dan ampisilin. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui efek antimikroba dan efek sinergis kombinasi ERK (Curcuma domestica Val.) dan ampisilin terhadap
E. coli secara in vitro. Penelitian ini menggunakan desain uji esksperimental laboratorik sungguhan secara in vitro
dengan metode agar diffusion. Data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel dan dinalisis secara deskriptif.
Dari hasil penelitian didapatkan bahwa konsentrasi ERK pada Muller-Hinton Agar (MHA) 165, 330, 660 pg/ml
tidak didapatkan zona inhibisi terhadap E. celi. Persentasi peningkatan zona inhibisi MHA-ERK-ampisilin 165,
330, 660 pg/ml: 24, 11%; 38,79%; 47,39% lebih besar dibanding ampisilin tunggal. Simpulan dari penelitian ini
adalah ckstrak rimpang kunyit 165 pg/ml, 330 pg/ml, dan 660 pg/ml tidak memiliki efek antimikroba terhadap E.
coli secara in vitro sedangkan kombinasi ekstrak rimpang kunyit dan ampisilin memiliki efek sinergis terhadap E.
coli secara in vitro.

Kata Kunci: Escherichia coli; kunyit; Curcuma domestica val.; sinergis; antimikroba

Synergistic Effect of Combination of Turmeric (Curcuma domestica Val.) Rhizome
Extract and Ampicillin Against Escherichia coli In Vitro

Abstract
Escherichia coli can be treated with ampisilin in certain condition. However, ampicilin is currently seldom being
used because of a lot of case of ampicilin-resistant E. coli. One of ways to overcome this resistance problem with
combining curcuma rhizome extract (CRE) and ampicilin. The aim of this study was to investigated antimicrobial
susceptibility test and synergie effect of combination CRE (Curcuma domestica Val.) and ampisilin against E. coli
in vitro. This study was a frue experimental laboratory test deisgn in vitro with agar diffusion method. The data
were presented in table form and analyzed descriptively. The result shows that there is no inhibitory zone of E. coli
formed in CRE on Muller-Hinton Agar (MHA) at concentration 163, 330, 660 ug/ml. The fold increases inhibition
zone are observed for MHA-CRE-Ampisilin 163, 330, 660 ug/ml: 24,11%; 38,79% ; 47,39% higher compared to
ampicilin alone. The conclusion was eurcuma rhizome extract (Curcuma domestica Val.) 165 pug/ml, 330 pg/ml, and
660 ug/ml does not have antimicrobial effect against Escherichia coli in vitro while the combination of curcuma
rhizome extract (Curcuma domestica Val.) and ampisilin does have synergic effect against Escherichia coli in vitro.
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Pendahuluan

Bakteri intestinal E. coli patogen
merupakan penyebab diare terbanyak ke-
dua setelah rotavirus. Menurut World Health
Organization(WHO) Diare adalah penyebab
kematian ke-dua pada anak dibawah usia
5 tahun (balita) setelah pneumonia atau
penyakit infeksi saluran nafas lainnya.'?
Di Indonesia angka kesakitan diare secara
umum sebesar 6,8% dan usia balita adalah
kelompok paling tinggi menderita diare
sebesar 11% dengan episode serangan diare
rata-rata 3,3 setiap tahun.’* Berdasarkan
penelitian Caulfield es al.® pada tahun 2004
di beberapa negara berkembang termasuk
Indonesia, sekitar 52,5% kematian pada
anak disebabkan malnutrisi dan dehidrasi
dan sekitar 60,7% akibat kematian tersebut
berhubungan dengan diare.

Pengobatan utama infeksi E. coli
umumnya tidak menggunakan antibiotik,
penggunaanya sangat dibatasi hanya pada
beberapa kondisi tertentu untuk mengurangi
durasi dan tingkat keparahan dari gejala
infeksi serta mengurangi risiko penularan
penyakit. Antibiotik dapat diberikan pada
infeksi £. coli penyebab diare bila penderita
dalam kondisi sakit berat, disertai penyakit
kronik, malnutrsi, imunokompromis, dan
risiko sepsis.*” Salah satu antibiotik yang
digunakan sebagai terapi infeksi E. coli
adalah ampisilin.**

Penggunaan ampislin terhadap infeksi
E. coli saat ini mulai ditinggalkan karena
tingginya kasus infeksi E. coli yang resisten
terhadap ampisilin.  Escherichia  coli
dikatakan resisten terhadap ampisilin jika
diameter zona inhibisi yang terbentuk kurang
dari 13 mm berdasarkan standar interpretasi
National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS).* Berdasarkan
penelitian Jurnalis et al." pada tahun 2008,
didapatkan resistensi kuman E. coli terhadap
ampisilin sebesar 53,3%, tetrasiklin 67,4%,
dan sulfametoksazole-trimetroprim  87%.

Berdasarkan penelitian lain pada tahun 2019
dilaporkan peningkatan persentase spesies
bakteri termasuk E. coli yang resisten
terhadap ampisilin yaitu sebesar 30-50%
sejak awal antibiotik tersebut digunakan
pada tahun 1960."

Dengan meningkatnya strain E. coli
yang resisten ampisilin, maka dibutuhkan
suatu  agen antimikroba yang dapat
meningkatkan sensitivitas ampisilin. Saat
ini para peneliti sudah mulai mencari
solusi untuk meningkatkan sensitivitas
antibiotik dengan mengembangkan strategi
pengobatan melalui kombinasi antibiotik
dengan produk herbal yang memiliki efek
antimikroba, salah satunya adalah rimpang
kunyit.""* Senyawa aktif yang terkandung
dalam rimpang kunyit (Curcuma longa
Linn.) seperti polifenol kurkumin, flavonoid,
alkaloid, tanin dan minyak atsiri dapat
berperan sebagai agen antimikroba terhadap
beberapa bakteri patogen termasuk E. coli.'*
' Banyak penelitian yang meneliti tentang
aktivitas antimikroba rimpang kunyit ini
dengan berbagai konsentrasi dan dilaporkan
mempu menghambat pertumbuhan E. coli
secara in vitro.'*"

Produk herbal yang dikombinasi dengan
antibiotik sebagai terapi komplementer
diharapkan mampu meningkatkan
efek antimikroba satu sama lain (efek
sinergis).'*"” Penelitian mengenai efek
sinergis dari kombinasi herbal dan antibiotik
pada penelitian Azucena ef al."? pada tahun
2019 didapatkan bahwa zat kurkumin tidak
memiliki efek antimikroba, tetapi kombinasi
kurkumin murni dan ampisilin memiliki
efek sinergis terhadap E. coli dengan
menggunakan metode agar diffusion."

Namun saat ini penelitian mengenai
kombinasi ERK dan ampisilin belum ada.
Alasan memilih rimpang kunyit karena
mengandung senyawaaktifyang lebihbanyak
dibandingkan bagian lain dari tanaman
kunyit seperti batang, daun, atau bunga serta
cukup ekonomis dan mudah didapatkan di




berbagai tempat di Indonesia.'*'” Penelitian

ini adalah penelitian mengenai efek sinergis
kombinasi ERK (Curcuma domestica Val.)
dan ampisilin terhadap E. coli menggunakan
konsentrasi ERK (Curcuma domestica Val.)
pada beberapa konsentrasi.

Bahan dan Cara

Penelitian merupakan uji eksperimental
laboratorik secara in vitro menggunakan
metode agar diffusion dengan bahan uji
kombinasi ERK dan ampisilin pada medium
MHA (Mueller Hinton Agar) vyang telah
ditanam E. ecoli kemudian diameter zona
inhibisi yang terbentuk diukur menggunakan
jangka sorong manual dengan ketelitian
0,01 mm. Produk ERK yang digunakan
dalam bentuk kapsul yang berisi serbuk
terstandarisasi dari salah satu perusahaan
herbal di Indonesia, sedangkan stok bakteri
E. coli didapatkan dari koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Kristen Maranatha, kemudian
dilakukan identifikasi mikroba uji secara
mikroskopis, makroskopis dan biokimia
menggunakan RaplD ONE system. Uji efek
antimikroba dan uji efek sinergis dilakukan
secara triplo.

Ekstrak yang digunakan serbuk ERK
dengan komposisi 500 mg, setara 100 mg
kurkuminoid terstandarisasi atau 40 g kunyit
segar per kapsul. Perhitungan konsentrasi
larutan ERK sudah termasuk volume total
pelarut media MHA-ERK yang dibuat
secara triplo. Serbuk ERK dicampur dengan
2.3 ml dimetil sulfoksida (DMSO) per 10 mg
ERK dan disentrifugsi dengan vortex hingga
homogen. Setelah itu larutan dimasukan
kedalam botol masing-masing untuk setiap
konsentrasi yang dicampurkan dengan MHA
cair untuk membentuk MHA-ERK 165 pg/,
330 pg/ml, dan 660 pg/ml dan dibuat secara
triplo. Sedangkan pembuatan cakram ERK
165 pg/, 330 pg/ml, dan 660 pg/ml dibuat

dengan merendam cakram steril dalam
larutan ERK masing-masing konsentrasi.'?

Suspensi £. coli dibuat dari biakan agar
MacConkey yang telah diinkubasi selama
24 jam. Suspensi diambil dari koloni yang
terpisah dengan morfologi yang sama.
Kekeruhan  suspensi  untuk  mencapai
kerapatan yang setara dengan 0,5 standar
McFarland.

Uji  efek  antimikroba  dilakukan
menggunakan metode disc diffitsion Kirby
Bauer pada media MHA, cakram ERK 165
pg/, 330 pg/ml, dan 660 pg/ml diletakan pada
permukaan MHA yang telah diinokulasi £.
celi dengan metode spread plate, kemudian
diinkubasi dalam suhu 37°C selama 24
jam. Diameter zona inhibisi yang terbentuk
diukur menggunakan jangka sorong dengan
ketelitian 0,01 mm.

Uji efek sinergis dilakukan mengunakan
metode agar diffusion menggunakan MHA
yang dicampur dengan ERK konsentrasi 165
pg/, 330 pg/ml, dan 660 pug/ml. Kemudian
di inokulasi dengan £. coli menggunakan
metode spread plate setelah itu diletakkan
cakram ampisilin 10pg pada permukaan
agar. MHA-ERK diinkubasi dalam suhu
37°C selama 24 jam. Diameter zona inhibisi
yang terbentuk diukur menggunakan
jangka sorong dengan ketelitian 0,01 mm
dan persentase peningkatannya dihitung
menggunakan rumus (b*a’)/a*x100. Dengan
a adalah zona inhibisi ampisilin dan b zona
inhibisi kombinasi ERK dan ampisilin. Data
yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel
dan dilakukan analisis secara deskriptif.

Hasil

Dari uji efek antimikroba dan efek
sinergis kombinasi ekstrak rimpang kunyit
dan ampisilin - metode agar diffusion
didapatkan data seperti pada Tabel 1 sebagai
berikut:




Tabel 1. Hasil Uji Efek Antimikroba
dan Efek Sinergis Kombinasi Ekstrak
Rimpang Kunyit dan Ampisilin terhadap
Escherichia coli dan Kontrol

Rata-Rata Zona

Media Uji Inhibist ()

Ampislilcills]igili(_)untml 19,20 + 0,85
DMSI(zd[ilﬁg:;tml Tidak ada zona inhibisi
Akuag:z;'ég“""' Tidak ada zona inhibisi

ERK 165 pg/ml Tidak ada zona inhibisi
ERK 330 pg/ml

ERK 660 pg/ml

Tidak ada zona inhibisi
Tidak ada zona inhibisi

MHA-ERK 165 pg/ml 21,39+ 0,55
MHA-ERK 330 pg/ml 22,62 £0,31
MHA-ERK 660 pg/ml 2331 £1,28

Keterangan: DMSO: dimetil sulfoksida

Berdasarkan data yang didapatkan
pada penelitian menunjukkan bahwa ERK
(Curcuma domestica Val)) 165 pg/ml, 330
pg/ml, dan 660 pg/ml tidak didapatkan zona
inhibisi terhadap E. coli.

Pada  penelitian efek sinergis
menggunakan kombinasi ERK dan ampisilin
didapatkan zona inhibisi lebih besar dibanding
kontrol ampisilin, seperti terlihat pada tabel
1. Persentasi peningkatan zona inhibisi
kombinasi ERK dan ampisilin dapat dilihat
pada Gambar 1 dengan hasil peningkatan
MHA-ERK 165 pg/ml sebesar 24,11%,
MHA-ERK 330 pg/ml sebesar 38,79%, dan
MHA-ERK 660 pg/ml sebesar 47,39%.

50,00% 47,39%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%

38,79%
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MHA-ERK
165 pg/ml

MHA-ERK
300 pg/ml

MHA-ERK
660 pg/ml
Gambar 1. Persentasi Peningkatan Sensitivitas
Ampisilin Pada Kombinasi ERK dan Ampisilin
terhadap E. coli

Diskusi

Pada penelitian didapatkan hasil bahwa
ERK (Curcuma domestica Val.) 165 pg/ml,
330 pg/ml, dan 660 pg/ml tidak memiliki
efek antimikroba terhadap E. coli. Hasil
yang didapat pada penelitian ini dapat
disebabkan karena faktor konsentrasi ERK
165pg/ml, 330pg/ml dan 660 pg/ml yang
digunakan dalam penelitian terlalu kecil
sehingga tidak cukup untuk menghambat
pertumbuhan £. coli bila menggunakan
metode disc diffusion dan juga dapat
disebabkan karena diversivikasi atau sampel
ekstrak rimpang kunyit yang digunakan
berbeda dengan penelitian sebelumnya
sehinga kandungan kimia nya pun ikut
berbeda menyebabkan zona inhibisi yang
didapatkan ikut berbeda.*?' Hasil ini
sejalan dengan penelitian Kumara er al?®!
tahun 2019 yang menggunakan metode disc
diffusion, ekstrak etanol kunyit (Curcuma
longa Linn.) dengan konsentrasi 10%,
20%, 30%, dan 40% tidak didapatkan zona
inhibisi terhadap Strepfococcus mutans,
kontrol positif vankomisin sebesar 23,8 mm.
Penelitian Al-Daihan er al.”® menggunakan
metode disc diffusion, ERK (Curcuma longa
Linn.) 40mg/disc didapatkan zona inhibisi
ekstrak metanol terhadap E. ceoli sebesar
12 + 0,65 mm dan etanol sebesar 11 + 0,55
mm dengan kontrol positif kanamisin 30ug/
disc sebesar 20 + 0,33 mm. Penelitian Hosea
(2018) menggunakan metode well diffusion
dengan konsentrasi ERK (Curcuma longa
Linn.) 0,2g/ml didapatkan zona inhibisi
ekstrak etanol terhadap E. coli sebesar 25,33
mm dan ekstrak akuades sebesar 21,33 mm
dengan kontrol positif tetrasiklin 0,5g/ml
sebesar 29,67 mm." Penelitian Rini et al**
di tahun 2018 menggunakan metode disc
diffusion Kirby Bauer ekstrak etanol kunyit
kering (Curcuma longa) konsentrasi 15%
didapatkan zona inhibisi terhadap E. coli
sebesar 0,63 mm dan konsentrasi 100%
sebesar 1,13 mm. Hasil Penelitian, Al-




Daihan ef al.”, Hosea et al.'* dan Rini et al.™

menunjukkan bahwa ERK memiliki efek
antimikroba terhadap E. coli tetapi tidak
sebaik kontrol positif. ERK memiliki efek
antimikroba yang lebih rendah dibanding
kontrol positif terhadap E. coli dapat
disebabkan oleh beberapa faktor seperti,
faktor metode uji efek antimikroba, metode
ekstraksi bahan uji, konsentrasi ekstrak,
diversivikasi tanaman kunyit (perbedaan
kandungan kunyit yang dapat dipengaruhi
oleh lokasi tanaman, umur rimpang, proses
pengeringan yang dapat mempengaruhi
kualitas dan kuantitas kandungan kimia
rimpang).“’"‘

Kombinasi ERK (Curcuma domestica
Val.) dan ampisilin memiliki efek sinergis
terhadap £. coli, hal ini sejalan dengan
penelitian Azucena ef al.'? yang meneliti
kombinasi kurkumin 110, 220, 330 pg/
ml dan ampisilin terhadap £. coli. Dari
penelitian  tersebut  diketahui  bahwa
kombinasi kurkumin murni 330 pg/ml
dengan ampisilin dapat meningkatkan
sensitivitas ampisilin 10 pg terhadap £. coli
sebesar 56,2% dengan zona inhibisi sebesar
11 = 1.0 mm."? Efek sinergis dapat terjadi
karena ERK mengandung senyawa aktif
seperti kurkumin, flavonoid, alkaloid, tannin,
dan minyak atsriri yang berperan sebagai
antibiotic resistance breaker (ARB) dengan
mencegah atau mengatasi mekansime
resistensi £. coli sehingga ampisilin dapat
bekerja secara efektif. Kurkumin merupakan
senyawa fenolik yang berperan paling
akitf sebagai agen antimikroba dengan
mekanisme kerja merusak integritas dinding
sel dan membran sel pada bakteri baik Gram
positif (S. auwreus) maupun Gram negatif
(E. coli) hal ini disebabkan karena molekul
kurkumin bersifat amphipathic dan lipophilic
sehingga memungkinkan kurkumin masuk
ke dalam lapisan membran luar lapis
ganda (lipopolisakarida dan fosfolipid)
kemudian berikatan dengan peptidoglikan
menyebabkan peningkatan permeabilitas

membran dan menyebabkan lisis pada sel
bakteri sehingga ampisilin dapat mudah
untuk masuk dan mencapai target PBP pada
dinding sel E. celi, kurkumin juga diduga
dapat menghambat modifikasi struktur
target PBP pada E. coli seperti peranya
dalam menghambat modifikasi PBP pada S.
aureus, sehingga afinitas ampisilin terhadap
PBP meningkat dan akhirnya meningkatkan
efektifitas kerja ampisiln terhadap E. coli
* Disisi lain senyawa flavonoid diduga
dapat meningkatkan akses ampisilin dengan
meningkatkan permeabilitas sel dengan cara
merusak integritas dan menghambat sintesis
dinding sel dan membran menyebabkan
ampisilin mudah masuk kedalam sel E.
coli. Flavonoid juga dapat menghambat

pembentukan protein. ¥  Senyawa
alkaloid juga diduga dapat meningatkan
akses ampisilin  dengan meningkatkan

permeabilitas membran, dan menghambat
kerja enzim E. coli**¥'* Senyawa alkaloid
diduga dapat merusak integritas dinding
sel E. ecoli, meningkatkan permeabilitas
membran, dan kebocoran intrasel serta dapat
mendenaturasi protein.***'** Senyawa tannin
diduga dapat meningkatkan akses ampisilin
dengan cara merusak integritas dinding sel
dan membran menyebabkan peningkatan
permeabiltas sel terhadap ampisilin, serta
menghambat fungsi kerja enzim (termasuk
enzim ekstraseluler mikroba).*¥*** Selain
itu kandungan minyak atsiri juga dapat
meningkatkan akses ampisilin dengan cara
meningkatkan  permeabilitas  membran
E. coli'™* FEfek dari flavonoid dalam
menghambat pembentukan protein, efek
alkaloid dalam mendenaturasi protein dan
menghambat pembentukan enzim, serta
efek tannin dalam menghambat fungsi
kerja enzim (termasuk enzim ekstraseluler
mikroba) diduga berperngaruh terhadap
tidak efektifnya peran enzim beta-laktamase
E. coli untuk mendegradasi ampisilin. ¥+
Akhirnya dari kesemua itu didapatkan
bahwa kombinasi ekstrak rimpang kunyit




dan ampisilin memiliki efek sinergis untuk
meningkatkan sensitivitas ampisilin terhadap
E .coli, 93224353138

Kesimpulan

Ekstrak rimpang kunyit (Curcuma
domestica Val.) 165 pg/ml, 330 pg/ml, dan
660 ng/ml tidak memiliki efek antimikroba
terhadap Escherichia coli secara in vitro.

Kombinasi ekstrak rimpang kunyit
(Curcuma domestica Val.) dan ampisilin
memiliki efek sinergis terhadap Escherichia
coli secara in vitro. Kombinasi ekstrak
rimpang kunyit (Curcuma domestica Val.)
165pug/ml dan ampisilin - memiliki zona
inhibisi yang lebih besar dibanding ampisilin.
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