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MOTTO

“Allah tidak akan membebani seseorang, melainkan sesuai dengan
kesanggupannya”

(QS. Al-Bagarah: 286)

“Letakkan aku dalam hatimu, maka aku akan meletakkanmu dalam hatiku”

(QS. Al-Baqgarah: 152)

“Aku akan berlari, saat kamu memanggil namaku”

(QS. Al-Baqgarah: 186)

“Life can be heavy, especially if you try to carry it all at once. Part of growing up and
moving into new chapters of your life is about catch and release. What I mean by that
is, knowing what things to keep, and what things to release. You can’t carry all things.

Decide what is yours to hold and let the rest go.” -Taylor Swift

“Trust to Allah for everything no matter what. You lose trust to Allah, you win you
trust to Allah, you gain you trust to Allah, you have a problem you trust to Allah,
things are not going your way, you thank him even more and you talk to him, that’s a

very good habit to talk to Allah”
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UJI EFEKTIVITAS ANTIABKTERI EKSTRAK ETANOL DAUN MELINJO
(Gnetum gnemon L.) TERHADAP BAKTERI Shigella dysenteriae PENYEBAB
DIARE

Siska Irmayanti, Retno Susilowati, Ahmad Barizi

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Diare merupakan salah satu penyakit yang sering menyerang masyarakat, terutama
disebabkan oleh bakteri Shigella dysenteriae. Pengobatan disentri basiler dilakukan
dengan pemberian antibiotik, namun S. dysenteriae telah mengalami resistensi
terhadap beberapa antibiotik seperti trimethoprim-sulfamethoxazole, kloramfenikol,
dan ampisilin. Salah satu alternatif untuk mengatasi masalah ini adalah dengan
memanfaatkan senyawa aktif dari daun melinjo (Gnetum gnemon L.) sebagai
antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol daun
melinjo terhadap pertumbuhan S. dysenteriae dan menentukan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) serta Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari ekstrak tersebut.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan melakukan
pengujian daya hambat daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap bakteri S.
dysenteriae. Aktivitas antibakteri diuji menggunakan metode mikrodilusi untuk
menentukan KHM dan KBM. Analisis data menggunakan uji One-way ANOVA untuk
menguji perbedaan signifikan antar perlakuan konsentrasi ekstrak, dilanjutkan dengan
uji Tukey. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun melinjo memiliki
aktivitas antibakteri terhadap S. dysenteriae, dengan KHM pada konsentrasi 30% yang
menghasilkan jumlah sel bakteri sebesar 6,1x10° CFU/mL, dan KBM tercapai pada
konsentrasi 60% dengan jumlah sel bakteri yang tidak terdeteksi. Hasil analisis
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan (p <0,05) antar konsentrasi, dengan
efektivitas antibakteri yang semakin meningkat seiring bertambahnya konsentrasi
ekstrak.

Kata Kunci: Antibakteri, Daun Melinjo, Shigella dysenteriae



ANTIBACTERIAL EFFECTIVENESS TEST OF ETHANOLIC EXTRACT OF
MELINJO LEAVES (Gnetum gnemon L.) AGAINST Shigella dysenteriae
BACTERIA CAUSING DIARRHEA

Siska Irmayanti, Retno Susilowati, Ahmad Barizi

Biology Program Study, Faculty of Science anf Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Diarrhea is one of the diseases that often affects communities, primarily caused by the
bacterium Shigella dysenteriae. The treatment of bacillary dysentery is carried out
using antibiotics; however, S. dysenteriae has developed resistance to several
antibiotics such as trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol, and ampicillin.
One alternative to address this issue is utilizing active compounds from melinjo leaves
(Gnetum gnemon L.) as antibacterial agents. This study aimed to examine the
effectiveness of ethanol extract from melinjo leaves against the growth of S.
dysenteriae and to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the extract. This research was an
experimental laboratory study that tested the inhibitory effect of melinjo leaves
(Gnetum gnemon L.) against S. dysenteriae. Antibacterial activity was tested using the
microdilution method to determine the MIC and MBC. Data analysis employed a one-
way ANOVA test to examine significant differences between extract concentration
treatments, followed by the Tukey test. The study results showed that ethanol extract
from melinjo leaves exhibited antibacterial activity against S. dysenteriae, with the
MIC at a concentration of 30%, producing a bacterial cell count of 6.1x10°> CFU/mL,
and the MBC achieved at a concentration of 60%, with bacterial cells undetectable.
Analysis results indicated significant differences (p < 0.05) among the concentrations,
with antibacterial effectiveness increasing alongside higher extract concentrations.

Keywords: Antibacterial, Melinjo Leaves, Shigella dysenteriae
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Wilayah tropis dan wilayah dengan dinamika sosial ekonomi yang tinggi
merupakan daerah endemik bagi berbagai penyakit menular. Selain itu, daerah ini
memiliki potensi besar untuk munculnya penyakit infeksi baru. Penyakit menular tetap
menjadi masalah utama dalam kesehatan masyarakat di Indonesia. Penyakit menular
tidak mengenal batas administratif, seperti antar provinsi, kabupaten/kota, bahkan antar
negara. Upaya untuk menghilangkan sumber penyakit melibatkan deteksi dan
pencarian kasus secara proaktif serta mengurangi faktor risiko melalui intervensi
terhadap lingkungan dan perilaku. Endemik ditandai oleh keberadaan penyakit yang
menetap dalam masyarakat pada lokasi atau populasi tertentu. Suatu infeksi
dikategorikan sebagai endemik jika kondisi penularannya terjadi secara rata-rata pada
setiap individu yang terinfeksi kepada individu lain (Achmadi, 2009).

Salah satu penyakit menular adalah diare. Diare merupakan suatu keadaan
pengeluaran tinja yang tidak normal atau tidak seperti biasanya. Perubahan yang terjadi
berupa perubahan peningkatan volume, keenceran, dan frekuensi dengan atau tanpa
lendir darah lebih dari 3-4 kali/hari (Selviana et al., 2017). Menurut WHO pada tahun
2017 menyatakan bahwa diare menjadi penyebab utama kematian kedua anak dibawah
usia lima tahun. Setiap tahunnya berkisar 1,7 miliar kasus dan mematikan 525.000 anak
dibawah usia lima tahun (balita). Jumlah kematian balita karena diare di Indonesia
tahun 2015 yakni 8.600 orang, yang merupakan 12 dari 15 negara dengan angka
kematian balita tertinggi di dunia dan tertinggi di Asia Tenggara. Tahun 2018 angka
kejadian diare meningkat sebanyak 4.504.524 orang yang terdaftar di fasilitas
Kesehatan, cakupan balita sebesar 40,90%. Kasus diare menurun pada tahun 2019
dibandingkan dengan tahun sebelumnya sekitar 4.485.513 orang. Cakupan balita yang
mengalami diare di Indonesia tahun 2019 yakni 40%, hal ini menunjukkan bahwa
penyakit diare masih banyak bermunculan di dunia kesehatan.

Penyakit diare dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain keadaan

lingkungan, perilaku masyarakat, pelayanan masyarakat, gizi, kependudukan,



pendidikan yang meliputi pengetahuan, dan keadaan sosial ekonomi (Widoyono,
2008). Sementara itu penyebab dari penyakit diare itu sendiri antara lain virus yaitu
Rotavirus (40-60%), bakteri Escherichia coli (20- 30%), Shigella sp. (1-2%) dan
parasit Entamoeba hystolitica (<1%). Diare masih menjadi masalah Kesehatan
Masyarakat di negara berkembang. Hal ini dapat dilihat dari tingginya morbiditas dan
mortalitas pada anak-anak yang disebabkan oleh penyakit diare, sekitar 10% diare
terjadi pada anak usia balita di seluruh dunia merupakan diare berdarah atau disentri.
Disentri adalah salah satu jenis penyakit diare akut disertai dengan tinja cair yang
bercampur dengan darah dan lendir yang disebabkan oleh bakteri penyebab disentri
telah menembus dinding kolon sehingga tinja yang melewati usus besar akan berjalan
cepat tanpa diikuti proses absorbs air. (Adnyana et al., 2004 dalam Munfaati et al.,
2015).

Diare atau disentri basiler berasal dari bakteri genus Shigella (Bangkele &
Greis, 2015). Shigella spp. terbagi menjadi empat spesies: Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella boydii, dan Shigella sonnei (Nafianti & Sinuhaji, 2005).
Shigella dysenteriae dan Shigella boydii adalah penyebab utama disentri basiler di
negara-negara berkembang dengan kondisi kebersihan dan sanitasi yang buruk
(Prihantoro et al., 2006). Shigella dysenteriae dapat menyebabkan infeksi dengan dosis
yang lebih rendah dibandingkan dengan E. coli, yaitu 10"3 untuk Shigella dysenteriae
dan 1076-10"9 untuk E. coli. Selain itu, Shigella dysenteriae mampu membentuk
proteksi terhadap aktivitas antibiotik (Silviani & Utomo, 2017). Shigella dysenteriae
adalah bakteri patogen usus yang bersifat gram negatif, berbentuk batang pendek, tidak
berspora, tidak berflagel, memiliki kapsul, dan menghasilkan dua jenis toksin, yaitu
endotoksin dan eksotoksin (Radji, 2009). Toksin shiga yang dihasilkan oleh Shigella
dysenteriae menyebabkan kerusakan sel, dengan gejala sistemik seperti demam, nyeri
perut, rasa lemah, feses berdarah, dan berlendir (Zein et al., 2004).

Masyarakat Indonesia secara umum, menggunakan antibiotik sebagai
pengobatan utama dalam mengobati diare (Sari et al., 2018). Berdasarkan pedoman
WHO 2005 ciprofloxacin direkomendasikan sebagai pengobatan pilihan pertama untuk

shigellosis, sedangkan antimikroba pivmecillinam dan ceftriaxone digunakan apabila



strain lokal Shigella resisten terhadap ciprofloxacin (P. Williams & Berkley, 2016).
Ciprofloxacin merupakan antibiotik dari golongan fluoroquinolone yang bekerja secara
bakterisidal (Thai ef al., 2021). Antibiotik dibedakan menjadi dua yaitu bakteriostatik
yang menekan pertumbuhan bakteri dan bakterisidal yang dapat membunuh bakteri
(Safitri, 2016). Akan tetapi penggunaan antibiotik secara besar-besaran adalah faktor
utama terjadinya resisten, sehingga bakteri lebih berkembang ditubuh manusia.
Resistensi terhadap antibiotik adalah perubahan kemampuan bakteri hingga menjadi
kebal terhadap antibiotik. Bakteri yang resisten terhadap antibiotik tidak akan terbunuh
oleh antibiotik, lalu berkembang biak dan menyebar sehingga menjadi lebih berbahaya.
Menurut Jawetz et al., (1996) Shigella dysenteriae memiliki resistensi terhadap
beberapa antibiotik diantaranya seperti tertasiklin, ampisilin, dan siprofloksasin.
Pengunaan antibiotik dalam jangka panjang dan tidak tepat dosis akan menggangu
fungsi kinerja pada organ tubuh seperti ginjal, jantung dan hati (WHO, 2014). Seiring
dengan meningkatnya resistensi bakteri, harus pula diimbangi dengan penemuan obat
baru. Pengunaan obat tradisional sebagai salah satu solusi untuk mengurangi
pengunaan obat-obatan kimia. Obat tradisional merupakan suatu obat yang diracik dari
bahan-bahan alami seperti tumbuhan (Supiana, 2022). Allah berfirman dalam Q.S As-
Syuara’7:

D 58 35 08 b Leld il 18 ¥ 1535 Al
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang baik?”

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah menunjukkan kekuasaannya melalui
penciptaan tumbuh-tumbuhan dan tentunya memiliki banyak manfaat yang sangat
berlimpah di alam semesta. Hal ini sesuai dengan tafsir al-Misbah terkait dengan ayat
tersebut menjelaskan bahwa kata () pada lafad awalam yarau ila al-ard/ apakah
mereka tidak melihat kebumi merupakan kata yang mengandung batas akhir. la
berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir. Dengan demikian ayat ini,
mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya

memandang sampai mencakup seantero bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya



dan aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuhannya. Adapun kata (z3J) berarti
pasangan. Pasangan yang dimaksud pada ayat ini adalah pasangan tumbuh-tumbuhan
karena tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang terhampar di bumi. Dengan
demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuhan memiliki pasangan guna
pertumbuhan dan perkembangannya. Ada tumbuhan yang memiliki benang sari dan
putik sehingga menyatu diri pasangannya dan dalam penyerbukannnya ia tidak
membutuhkan pejantan dari bunga lain, dan ada juga yang hanya memiliki salah
satunya saja sehingga membutuhkan pasangannya. Yang jelas setiap tumbuhan
memiliki pasangannya dan itu dapat terlihat kapan saja dan siapa yang ingin
menggunakan matanya. Karena itu ayat ini dimulai dengan pertanyaan apakah mereka
tidak melihat, pertanyaan yang mengandung unsur keheranan terhadap mereka yang
tidak memfungsikan matanya untuk melihat bukti yang sangat jelas itu. Pada kata (a5)
antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap
objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik paling tidak adalah subur dan bermanfaat
(Shihab, 2002).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah Swt. telah melimpahkan anugerah dan
kasih sayang kepada sesama mahkluk-Nya dengan menumbuhkan dan menciptakan
berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik. Salah satu tumbuhan yang baik adalah
daun melinjo. Daun melinjo (Gnetum gnemon L.) sebagai salah satu tanaman yang di
jadikan sebagai antibiotik penyebab diare. Daun melinjo (Gnetum gnemon L.)
merupakan salah satu jenis tanaman berbiji terbuka (Gymnospermae), dimana

dagingnya terbungkus oleh kulit luar.

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) merupakan komoditas pangan yang
melimpah di Indonesia dan memiliki banyak manfaat bagi pengkonsumsinya mulai
dari daun muda, bunga, biji, hingga kulitnya (Haryani et al., 2016). Daun melinjo
(Gnetum gnemon L.) memiliki kandungan senyawa aktif seperti alkaloid, flavonoid,
steroid dan tanin (Kining, 2015). Senyawa kimia seperti flavonoid dan tanin memiliki
efek sebagai antibiotik (Noor & Apriasari, 2014). Menurut hasil analisis Lestari, dkk

(2013) kandungan senyawa tanin daun melinjo adalah 4.55%. Menurut Andasari



(2020), ekstrak etanol daun melinjo mengandung flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,
sementara ekstrak airnya memiliki alkaloid, steroid, tanin, dan saponin yang bersifat
antibiotik (Kining et al., 2022). Penelitian Tarigan et al., (2019) juga mengidentifikasi
adanya metabolit sekunder seperti alkaloid, tanin, saponin, flavonoid, dan triterpenoid
dalam daun melinjo yang berpotensi sebagai antibiotik. Triterpenoid sendiri merupakan
senyawa dengan kerangka karbon yang terbentuk dari enam unit isoprene (2-metilbuta-
1,3-diena) dengan hidrokarbon C30 asiklik, yaitu skualena sebagai prekursor. Senyawa
ini memiliki berbagai aktivitas farmakologis yang penting termasuk antivirus,
antibiotik, antiinflamasi, penghambatan sintesis kolestrol serta antikanker (Balafif et

al., 2013 dalam Hidayah et al., 2023).

Penelitian yang dilakukan oleh Setiawan & Widianti, (2018) memperoleh hasil
bahwa ekstrak etanol daun melinjo (Gnetum gnemon L.) menunjukkan aktivitas
antibiotik yang menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Adanya zona
hambat karena daun melinjo memiliki kandungan senyawa antibiotik. Penelitian serupa
juga dilakukan oleh Nurrahmah, AN., (2021) ekstrak etanol daun melinjo dosis 600
mg/kgBB efektif sebagai antidiare. Ilodibia, (2015) pada penelitiannya menyatakan
bahwa Gnetum africanum tanaman satu famili dengan Gnetum gnemon pada dosis
ekstrak 150 g/100 mL mampu menghambat bakteri Salmonella typhi pada zona hambat
maksimum 10,56 mm. Perbedaan penelitian ini dengan penelitian sebelumnya yaitu
bakteri yang digunakan yakni pada bakteri Shigella dysenteriae, dikarenakan bakteri
Shigella dysenteriae merupakan bakteri penyebab penyakit diare yang juga bisa
menghasilkan shiga toksin yang mampu memberikan efek lebih parah dan berbahaya
(Brener, 2007). Shigella dysenteriae menginfeksi saluran pencernaan manusia dan
primata yang mengakibatkan gejala demam, kram perut, dan diare berair atau berdarah
(Jalal et al., 2022).

Senyawa bioaktif seperti fenolik dan flavonoid memiliki sifat polar, sehingga
membutuhkan pelarut polar untuk diekstraksi (Handarni ez al., 2020). Dalam penelitian
ini, etanol 70% digunakan karena sifat polaritasnya yang tinggi memungkinkan
ekstraksi senyawa polar seperti flavonoid, saponin, dan tanin secara lebih optimal

(Saputri et al., 2019). Polaritas etanol 70% lebih besar dibandingkan etanol murni



(Tiwari et al., 2011). Selain itu, etanol juga memiliki berbagai keunggulan seperti
bersifat netral, tidak beracun, mudah bercampur dengan air, dan mampu menonaktifkan
enzim-enzim yang dapat merusak metabolit sekunder (Wicaksono dan Ulfah, 2017).
Pada penelitian Taroreh et al., (2016), ekstrak daun melinjo memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dengan diameter
zona hambat 10,6 mm. Penelitian sebelumnya telah dilakukan Kining pada tahun 2015
mengenai aktivitas antibakteri daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa menunjukkan zona hambat sebesar 11 mm (Kining, 2015).
Penelitian ini menggunakan konsentrasi ekstrak yang mengacu pada penelitian
Setiawan dan Widianti, (2018) dan Muadifah et al., (2019) dengan modifikasi yaitu
40%, 60%, 80%, dan 100%. Berdasarkan Muadifah et al., (2019) konsentrasi yang
digunakan untuk uji yaitu 50%, 60%, 70%, dan 80%. Ekstrak etanol daun melinjo pada
konsentrasi 50% dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dengan diameter zona hambat 11,5+0,10 dan zona hambat tertinggi terbentuk pada
konsentrasi 80% yaitu 13,1+0,28. Penelitian Syarifuddin ef al., (2023) menunjukkan
ekstrak etanol daun melinjo konsentrasi 80% mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Salmonella typhi dengan diameter zona hambat terbesar yaitu 12 mm.
Salmonella typhi dan Shigella dysenteriae termasuk Enterobacteriaceae, patogen
pencernaan manusia yang ditularkan fekal-oral, dengan kesamaan struktur genetik,
patogenitas, dan induksi imun melalui lipopolisakarida (LPS) (Marlina et al., 2010).
Aktivitas antibakteri diuji dengan metode difusi kertas cakram (Kirby-Bauer)
dan microdilution test (uji KHM dan KBM) untuk menentukan konsentrasi hambat
minimum (KHM) dan konsentrasi bunuh minimum (KBM). Shigella dysenteriae, yang
bersifat anaerobik fakultatif, diuji menggunakan metode difusi cakram karena sifat
bakteri ini memungkinkan untuk hasil yang jelas dalam pengujian antibakteri (Jalal et
al., 2022). KHM diukur berdasarkan kekeruhan atau kejernihan larutan, sedangkan
KBM ditentukan dengan menggoreskan konsentrasi ekstrak pada media agar (Munira
& Nasir, 2023). Pengujian ini bertujuan untuk mengevaluasi potensi antibakteri ekstrak
daun melinjo terhadap Shigella dysenteriae, mengingat kandungan senyawa aktif daun

melinjo yang berpotensi menghambat atau membunuh bakteri penyebab infeksi



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan Masalah ini 1alah:

1. Bagaimana aktivitas antibiotik ekstrak etanol 70% daun melinjo (Gretum

gnemon L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Shigella dysentriae?

2. Berapakah nilai Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi Bunuh
Minimum ekstrak etanol 70% daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap

bakteri Shigella dysentriae?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini ialah:
1. Untuk mengetahui aktivitas antibiotik dari ekstrak etanol daun melinjo (Gretum

gnemon L.) dalam membunuh bakteri Shigella dysentriae

2. Untuk mengetahui nilai Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi Bunuh
Minimum ekstrak etanol daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap bakteri

Shigella dysentriae
1.4 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini ialah:

1. Ekstrak etanol daun melinjo (Gnetum gnemon L.) memiliki aktivitas antibiotik
terhadap Shigella dysenteriae

2. Ekstrak etanol daun melinjo (Gnetum gnemon L.) memiliki nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) terhadap
Shigella dysenteriae

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat peneltitian ini ialah:
1. Bagi peneliti

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sarana dalam menambah wawasan dan

pengetahuan, serta pengalaman dalam melakukan penelitian mengenai ekstrak



daun melinjo (Gnetum gnemon L.) sebagai penghambat pertumbuhan bakteri

Shigella dysentriae
Bagi Pendidikan

Memberikan informasi berupa data ilmiah secara mikrobiologi mengenai
aktivitas antibiotik ekstrak daun melinjo (Gretum gnemon L.), sehingga dapat

dilakukan penelitian lebih lanjut

. Bagi Masyarakat

Peneltian ini diharapkan bermanfaat bagi para pembaca untuk menambah
wawasan dan informasi lanjutan yang berhubungan dengan adanya daya
antibiotik suatu tanaman khususnya daun melinjo (Gnetum gnemon L.) yang

dapat digunakan sebagai antidiare.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah penelitian ini ialah:

1.

Sampel tumbuhan yang digunakan yaitu daun melinjo (Gretum gnemon L.)
diambil dari Desa Purworejo, Kecamatan Donomulyo, Kabupaten Malang,

Jawa Timur

Isolat mikroba yang digunakan adalah Shigella dysenteriae diperoleh dari

laboratorium Agavi (online)

Ekstraksi metabolit sekunder menggunakan metode maserasi dengan pelarut

yang digunakan yaitu etanol 70%

Parameter yang digunakan untuk mengetahui aktivitas antibiotik dengan
menggunakan dua metode difusi cakram (diameter zona hambat) dan metode
Microdilution Test (uji KHM dan uji KBM). Uji KHM dilihat dari Tingkat
kekeruhan dari setiap perlakuan. Uji KBM dilakukan untuk konfirmasi jumlah

koloni mikroba yang tumbuh pada cawan petri (7otal Plate Count).



5. Konsentrasi ekstrak daun melinjo (Gnetum gnemon L.) yang digunakan untuk
uji aktivitas antibiotik dengan metode difusi cakram yaitu 40%, 60%, 80%, dan

100% sebanyak tiga kali ulangan.

6. Konsentrasi ekstrak daun melinjo (Gnetum gnemon L.) yang digunakan untuk
uji aktivitas antibiotik dengan metode Microdilution Test (uji KHM dan uji
KBM) 60%, 30%, 15%, 7,5%



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Melinjo (Gnetum gnemon L.)
2.1.1 Morfologi dan Taksonomi

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) adalah salah satu anggota tumbuhan
dalam divisi spermatophyta yang tersebar luas di Pulau Jawa. Morfologi melinjo,
seperti yang dapat dilihat pada (Gambar 2.1), mencakup bentuk pohon yang ramping,
sistem reproduksi yang bersifat uniseks dan terpisah pada individu pohon yang
berbeda, batang yang tegak dengan tinggi mencapai (5-10) m, serta kulit batang
berwarna kelabu dengan pola gelang yang khas dan terlihat jelas. Cabang melinjo
bervariasi dalam ukuran dan tersebar secara melingkar di sepanjang batang hingga ke
pangkalnya. Daun melinjo memiliki penempatan yang berhadapan dengan bentuk
jorong yang lebar dengan ukuran (4-7) cm dan panjang (10-20) cm, berwarna hijau
gelap yang mengkilap. Tulang daun melinjo melengkung dan bersatu di ujungnya. Biji
melinjo berbentuk ellipsoid, memiliki kulit tipis, dengan panjang (1-3,5) cm sedangkan
lebar bijinya setengah dari panjangnya. Perubahan warna biji terjadi dari hijau, hijau
kekuningan, kuning kehijauan, kuning, kuning kemerahan, hingga merah (Rahardja,
2002).

Melinjo memiliki kemampuan untuk berkembang subur di wilayah tropis, baik
yang memiliki iklim kering maupun lembab, pada ketinggian (0-1200 mdpl).
Tumbuhan ini mengalami pertumbuhan optimal pada daerah yang menerima curah
hujan antara (3000-5000) mm per tahun, namun juga dapat bertahan hidup dalam
kondisi curah hujan yang lebih rendah, yakni (750-7000) mm perF tahun (Cadiz and
Florido, 2001; Lim, 2012). Melinjo tidak bergantung pada tanah yang kaya akan unsur
hara atau iklim tertentu untuk pertumbuhannya (Mulyanto, 1995; Tampubolon, 2013).
Tanaman ini dapat tumbuh di berbagai jenis tanah, termasuk yang berpasir, liat,
maupun berkapur, namun akan lebih subur jika ditanam di tanah yang relatif netral

dengan curah hujan yang mencukupi (Rahayu & Rahmawati, 2021).
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Tanaman melinjo memiliki dua jenis bunga, yaitu bunga jantan dan bunga
betina. Bunga jantan ditandai dengan bulir bunga yang lebih kecil, sementara bulir
bunga betina memiliki tonjolan bakal biji. Strobilus jantan pada tanaman melinjo
mengandung banyak tepung sari yang dapat menyerbuki tanaman betina melalui
bantuan angin atau serangga. Meskipun termasuk dalam golongan tanaman berumah
satu, di Jawa Tengah dan Jawa Barat ditemukan tanaman melinjo hermaphrodit atau
memiliki dua alat reproduksi (strobilus) dalam satu pohon, yaitu jantan dan betina.
Pohon jantan dan betina dapat dibedakan berdasarkan jenis strobilus yang tumbuh dan
juga dari perbedaan daunnya. Daun pada tanaman betina memiliki pangkal bundar dan
lebih lebar daripada tanaman jantan (Sunarto, 1991).

Klasifikasi tanaman melinjo menurut (Baloch, 2011) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Filum : Tracheophyta
Kelas : Gnetopsida
Ordo : Gnetales
Famili : Gnetaceae
Genus : Gnetum

Species : Gnetum gnemon Linn.

Gambar 2.1 (a) Tumbuhan melinjo (Gnetum gnemon L.), (b) Morfologi daun melinjo

(Gnetum gnemon L.) (dokument pribadi)
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2.1.2 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Al-Qur’an
Allah SWT berfirman dalam QS. Ali Imran 191:

AW oy &L a3 . w108 P Y e 5 P N AT = PR
I Cala ) GV 5 saldl (318 208 §508805 A san Ao 513305 LWLd 4l (5378 (ol
YA Ul Colde Ui SIEARLS Sl

Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri. Duduk atau dalam
keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah engkau menciptakan semua ini sia-sia;

Mahasuci Engkau, lingdungilah kami dari azab neraka”

Ayat tersebut menyiratkan bahwa Tuhan telah menciptakan segala sesuatu yang
ada di planet ini dengan tujuan yang bijaksana, yang dapat dihargai oleh individu yang
mempertimbangkan secara mendalam. Contoh nyata dapat ditemukan dalam ragam
tanaman yang mengandung senyawa metabolit sekunder yang memiliki manfaat yang
signifikan bagi manusia. Ragam tumbuhan yang ditanamkan oleh Tuhan di bumi,

sebagaimana yang diungkapkan dalam Al-Qur'an Surat An-Naba ayat 14-16:
Ol i 5 (D s a2 A0 D) 18183 6 2 hosdl G W35

Artinya: “dan kami turunkan dari awan, air hujan yang tercurah dengan hebatnya,
untuk Kami tumbuhkan dengan air itu biji-bijian dan tanam-tanaman, dan kebun

yang rindang”

Allah menurunkan hujan dari awan yang memberikan manfaat, terutama dalam
mendukung pertumbuhan tanaman yang memberikan manfaat bagi manusia. Dalam
ayat ini, Allah menyebutkan berbagai jenis tumbuhan yang tumbuh di bumi, termasuk
yang memiliki batang dan yang tidak. Beberapa di antaranya menghasilkan biji-bijian
yang menjadi bahan makanan manusia (Kemenag, 2021). Salah satu kegunaan dari
tumbuhan adalah eksploitasi bagian-bagian tertentu dari tanaman sebagai obat, seperti

bagian daun pada tanaman Melinjo. Rasulullah SAW bersabda:
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak menurunkan penyakit kecuali menurunkan pula

obatnya. Ada yang tahu, dan ada juga yang tidak tahuZ”” (H.R. Ahmad, shahih).

2.1.3 Kandungan Fitokimia Tanaman Melinjo (Gnetum gnemon L.)

Fitokimia adalah cabang ilmu yang mengkaji karakteristik serta relasi antar
senyawa kimia yang merupakan hasil metabolit sekunder dalam tumbuhan (Julianto,
2019). Metabolit sekunder dalam tumbuhan menunjukkan spesifisitas fungsional yang
tinggi. Proses biosintesis metabolit sekunder terjadi secara merata di seluruh organ
tumbuhan (Anggraito ef al., 2018). Senyawa metabolit sekunder merupakan sumber
alami zat kimia yang dapat dijumpai di alam dan memiliki potensi dalam
pengembangan obat-obatan, pestisida, serta agen antibiotik terhadap patogen
(Darminto et al., 2009). Hasil analisis fitokimia ekstrak daun melinjo yang dilakukan
oleh Andasari et al., (2020) ditemukan senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin.
Senyawa bioaktif yang memiliki sifat sebagai agen antibiotik meliputi tannin,
triterpenoid, saponin, dan flavonoid, terutama quercetin (Handarni ez al., 2020; Kamath
et al., 2008).

Tabel 2.1 Hasil Uji Skrining Fitokimia Daun Melinjo (Gnetum gnemon L.) Dengan
Metode Maserasi Dan Sokletasi

Hasil Skrining
Pengujian Perubahan Warna Maserasi Sokletasi
Flavonoid  Merah, kuning hingga ++++ ++++
jingga
Alkaloid Endapan jingga-merah ++++ ++++
coklat
Tanin Hijau kehitaman ++++ ++++
Saponin Adanya buih +++ ++

Sumber: Andasari et al., (2020)

Keterangan: ++++ = tinggi, +++ = sedang, ++ = rendah
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Flavonoid adalah sekelompok senyawa polifenol yang sering dijumpai dalam
tumbuhan (Zhang et al., 2014). Struktur dasar flavonoid terdiri dari kerangka bifenil
propane, yang terdiri dari dua cincin benzene (cincin A dan cincin B) yang terhubung
oleh tiga rantai karbon membentuk cincin heterosiklik dengan kandungan oksigen
(cincin C) (Biharee ef al., 2020) (Gambar 2.2). Flavonoid memiliki beberapa subdivisi
yang termasuk chalcones, flavones, flavonol, dan isoflavon (Panche et al., 2016).
Flavonoid yang ditemukan dalam daun melinjo berpotensi sebagai antibiotik dengan
merusak permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom melalui interaksi
dengan DNA bakteri, yang mengakibatkan kematian bakteri (Puspitasari et al., 2023).

Senyawa flavonoid memiliki kemampuan untuk mengganggu sel bakteri dan
mengubah struktur protein, yang mengakibatkan penghambatan pertumbuhan bakteri
(Handarni et al., 2020). Aktivitas antibiotik flavonoid terjadi melalui tiga mekanisme,
yaitu pembunuhan bakteri, peningkatan kerja antibiotik secara bersinergi, dan
penurunan patogenitas bakteri. Selain itu, flavonoid juga dapat menghambat sintesis
asam nukleat, mengganggu fungsi membran sel, dan metabolisme energi. Cincin B
dalam struktur senyawa flavonoid berperan dalam interaksi interkalasi atau
pembentukan ikatan hidrogen dengan asam basa nukleat, yang mengakibatkan
penghambatan sintesis DNA dan RNA (Xie et al., 2015). Gangguan pada fungsi
membran sel oleh flavonoid terjadi melalui pembentukan kompleks dengan protein
ekstraseluler yang larut, yang mengganggu integritas membran sel bakteri (Rahman et
al., 2017).

Tanin adalah senyawa fenolik yang memiliki karakteristik rasa pahit dan
astringen, yang mampu berinteraksi dengan protein serta senyawa organik lain yang
mengandung asam amino (Julianto, 2019). Penelitian Noor & Apriasari, 2014
menunjukkan bahwa tanin memiliki efek sebagai antibiotik dalam daun melinjo.
Menurut hasil analisis Lestari ef al., (2013) kandungan senyawa tanin daun melinjo
adalah 4.55%. Menurut Cowan (1999), tanin berfungsi sebagai agen antibiotik melalui
mekanisme kerusakan dinding sel. Kerusakan tersebut mungkin terjadi karena
akumulasi komponen lipofilik yang terdapat dalam dinding sel atau membran sel, yang

mengakibatkan perubahan dalam komposisi penyusun dinding sel.
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Gugus fenol pada tannin berperan sebagai agen antibiotik karena memiliki sifat
yang mirip dengan alkohol antiseptik yang menjadi komponen antimikroba. Penelitian
awal yang dilakukan oleh Mailoa ef al. (2014) menunjukkan bahwa bakteri gram-
negatif menunjukkan zona hambat yang lebih besar dengan konsentrasi ekstrak tannin
yang rendah dibandingkan dengan bakteri gram-positif. Perbedaan ini terjadi karena
dinding sel bakteri gram-negatif cenderung lebih tipis daripada bakteri gram-positif.
Dinding sel bakteri gram-negatif memiliki ketebalan sekitar 10-15 nm dan terdiri dari
tiga lapisan, yaitu mukopeptida, lipopolisakarida, dan lipoprotein, sedangkan dinding
sel bakteri gram-positif terutama terdiri dari peptidoglikan mukopeptida dengan
ketebalan sekitar 25-30 nm.

Senyawa tannin dan gugus protein pada sel bakteri berinteraksi melalui
pembentukan ikatan hidrogen (Gambar 2.3). Pembentukan ikatan hidrogen antara
tannin dan protein ini menghasilkan denaturasi protein, yang mengakibatkan gangguan
pada metabolisme sel bakteri. Tannin menghambat pertumbuhan bakteri dengan
merusak membran plasma sel, yang terdiri dari 60% protein dan 40% lipid (dalam
bentuk fosfolipid). Di dalam membran sel, tannin bereaksi dengan membentuk ikatan
hidrogen, serta berinteraksi dengan fosfolipid, yang menyebabkan kerusakan pada
membran sel dan menyebabkan kebocoran metabolit penting serta menonaktifkan
sistem enzim bakteri (Mailoa ef al., 2014).

Saponin adalah glikosida sterol yang mampu meningkatkan permeabilitas
membran, menyebabkan kerusakan pada sel. Aktivitas antibiotik saponin terjadi
dengan cara menyebabkan kebocoran protein dan enzim dari dalam sel bakteri (Sapara
& Waworuntu, 2016). Saponin telah digunakan dalam bidang kesehatan, terutama
sebagai obat, dan memiliki sifat fisik, sintetik, dan organik yang sangat spesifik
(Handarni et al., 2020). Struktur kimia saponin dapat dilihat pada Gambar 2.4

Alkaloid merupakan senyawa aktif yang mengandung atom nitrogen dalam
rangkaian basa heterosiklik (Gambar 2.5) (Yuslianti, 2018). Sebagai agen antibiotik,
alkaloid menghambat sintesis dinding sel, khususnya pembentukan peptidoglikan,

yang menginduksi lisis sel dan mengakibatkan kematian (Dwicahyani ef al., 2018; D.
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Pratiwi et al., 2013). Alkaloid juga memiliki sifat sebagai interkalator DNA dan
menghambat aktivitas enzim topoisomerase dalam mikroba (Saputri et al., 2019).
2.2 Shigella dysenteriae
2.2.1 Morfologi dan Klasifikasi Bakteri Shigella dysenteriae

Shigella adalah bakteri gram-negatif berbentuk batang, tidak memiliki flagela,
tidak membentuk spora, dan memiliki sifat aerobik atau anaerobik fakultatif. Bakteri
ini tumbuh optimal pada suhu 37°C, membentuk koloni berbentuk cembung dan
transparan dengan tepi yang rata, dengan diameter sekitar 2 mm dalam rentang waktu
24 jam (Aini, 2018; Carroll et al., 2016). Shigella termasuk dalam keluarga
Enterobacteriaceae, yang terdiri dari empat spesies utama, yakni Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella boydii, dan Shigella sonnei (Williams & Berkley, 2018).

Shigella mampu mengfermentasi berbagai jenis karbohidrat kecuali laktosa,
dan hasil fermentasinya adalah asam tanpa produksi gas (Radji, 2009). Shigella
dysenteriae merupakan bakteri patogen usus yang bersifat gram-negatif, memiliki
dimensi sekitar 0,5-0,7 um x 2-3 pum, berbentuk batang pendek, tidak membentuk
spora, tidak memiliki flagela, mungkin memiliki kapsul, dan menghasilkan dua jenis
toksin, yaitu endotoksin dan eksotoksin (Gambar 2.2). S. dysenteriae merupakan
penyebab disentri yang sangat serius karena produksi endotoksinnya dapat
menyebabkan epidemi yang parah, terutama di daerah tropis dan subtropis (M. Azizah
& Ekawati, 2017). Suhu optimal pertumbuhan S. dysenteriae adalah 37°C dan pH
optimalnya berkisar antara 6,4 hingga 7,8 (Radji, 2009). Menurut Plantamor (2017),
klasifikasi Shigella dysenteriae adalah sebagai berikut:

(a)

10pm

Gambar 2.2 Bakteri Shigella dysenteriae, (a.) Perbesaran 1000x (mikroskop cahaya), (b).
perbesaran 40000x (mikroskop electron). (Judaibi, 2014).
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Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria

Ordo : Enterobacteriales

Famili : Enterobacteriaceae

Genus : Shigella

Spesies : Shigella dysenteriae (Plantamor, 2017)

Ketahanan S. dysenteriae terhadap berbagai zat kimia tergolong rendah, dengan
kemampuan bertahan hidup selama 5 jam dalam fenol 0,5% dan selama 1 jam dalam
fenol 1%, serta mengalami kematian pada suhu 55°C. Namun, bakteri ini memiliki
kemampuan bertahan dalam kondisi suhu dan kelembaban yang rendah, yakni selama

2 bulan dalam lemari es dan 2-5 bulan dalam air laut (Radji, 2009).

2.2.2 Struktur Antigen Bakteri Shigella dysenteriae

Shigella memiliki pola antigen yang kompleks yang disebut antigen O somatik.
Antigen O somatik ini terdiri dari lipopolisakarida, dengan spesifisitas serologisnya
ditentukan oleh polisakarida. Terdapat lebih dari 40 serotipe yang dapat dibedakan
berdasarkan komponen minor antigen O (Riedel et al., 2019). Shigella dysenteriae,
misalnya, memiliki 10 serotipe yang berbeda (Radji, 2009). Berdasarkan karakteristik
biokimia dan antigen, Shigella dibagi menjadi empat serogrup: S. dysenteriae (grup
A), S. flexneri (grup B), S. boydii (grup C), dan S. sonnei (grup D). Antigen O
merupakan bagian terluar dari lipopolisakarida dinding sel, yang bersifat alkohol dan
tahan panas, dan dapat dideteksi melalui aglutinasi bakteri. [gM merupakan antibodi

utama yang merespons antigen O (Riedel et al., 2019).

2.2.3 Toksin yang Dihasilkan Bakteri Shigella dysenteriae
Shigella dysenteriae menghasilkan dua jenis toksin, yaitu endotoksin dan
eksotoksin (Silviani & Utomo, 2017). Setelah autolisis, semua Shigella melepaskan
lipopolisakarida toksik yang berkontribusi pada iritasi dinding usus. Protein antigenik
yang memicu produksi antitoksin dan memiliki efek letal pada hewan percobaan

disebut eksotosin. Eksotosin yang dihasilkan oleh Shigella dysenteriae adalah jenis
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yang tidak tahan panas dan memiliki dampak pada usus serta sistem saraf pusat (Carroll
et al., 2016). Eksotosin ini terdiri dari enterotoksin, neurotoksin, dan sitotoksin (Radji,
2009). Enterotoksin LT (termolabil) yang dihasilkan oleh bakteri S. dysenteriae dapat
menyerang kolon. Enterotoksin ini merangsang sekresi enzim adenilat siklase pada
mukosa ileum, yang mengakibatkan peningkatan permeabilitas epitel usus dan
akumulasi cairan di dalam usus. Inilah yang menyebabkan diare berair (watery
diarrhea). Toksin ini menembus usus besar dan menyebabkan disentri (Radji, 2009).
Neurotoksin menyebabkan rasa sakit yang parah, dan infeksi oleh S.
dysenteriae yang bersifat fatal diamati dari respons yang terjadi pada susunan saraf
pusat (contohnya, meningismus, koma) (Carroll et al., 2016). Sitotoksin yang
dihasilkan oleh S. dysenteriae adalah suatu protein yang sangat poten yang dikenal
sebagai toksin Shiga, yang terdiri dari dua subunit struktural, yaitu subunit fungsional
dan subunit pengikat. Subunit fungsional, yang terdapat dalam sitoplasma, berperan
dalam katalisis dan hidrolisis RNA 28S dari subunit 60S ribosom, menghentikan
sintesis protein, dan menyebabkan kematian sel. Sementara itu, subunit pengikat adalah
glikolipid Gb3 (globotriaosylceramide) yang berfungsi sebagai reseptor seluler
spesifik. Ikatan in1 kemudian memicu aktivasi mediator reseptor endositosis dari toksin

yang dihasilkan (Nafianti & Sinuhaji, 2005).

2.3 Disentri Basiler
2.3.1 Definisi
Disentri basiler merupakan suatu kondisi infeksi usus besar yang disebabkan
oleh bakteri Shigella. Manifestasi klinisnya meliputi diare akut yang cair (tinja dengan
campuran darah, lendir, dan nanah), sering disertai dengan demam, nyeri perut, dan
tenesmus (Bangkele & Greis, 2015).
2.3.2 Epidemologi
Menurut laporan epidemiologi, setiap tahunnya terdapat 600 ribu kematian
dari total 140 juta pasien shigellosis di seluruh dunia (Bangkele & Greis, 2015). Pada
tahun 2010, terdapat sekitar 188 juta kasus shigellosis secara global, termasuk 62,3 juta
kasus pada anak-anak yang berusia di bawah 5 tahun (Kotloff et al., 2017). Prevalensi
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tertinggi shigellosis terjadi pada balita, mencapai 16,7% (Wulandari et al., 2012).
Disentri basiler menyebabkan 29% kematian pada kelompok umur 1-4 tahun
(Bangkele & Greis, 2015). Melalui analisis molekuler kuantitatif yang dilakukan oleh
Global Enteric Multicentre Study (GEMS) pada tahun 2016, teridentifikasi
peningkatan beban Shigellosis, dan dilaporkan sebagai patogen utama dari enam
patogen lain yang menjadi penyebab diare pada anak-anak (P. Williams & Berkley,
2016).

Shigella dysenteriae banyak ditemukan di wilayah Amerika Tengah dan Asia
Timur, termasuk di Indonesia. Bakteri ini dapat menyebar melalui manusia, baik yang
sedang terinfeksi maupun sebagai carrier (Radji, 2009). Penyebaran Shigella dapat
terjadi melalui makanan dan minuman, kontak langsung dengan jari atau tangan yang
kotor, tinja, dan melalui lalat yang berpindah dari satu manusia ke manusia lainnya
(Carroll et al., 2016). Di Indonesia, infeksi shigellosis telah menjadi endemik, dengan

anak-anak usia 1-4 tahun sebagai kelompok yang paling rentan terinfeksi (Radji, 2009).

2.3.3 Patogenesis dan Patologi

Infeksi Shigella umumnya terbatas pada saluran pencernaan, jarang terjadi
invasi ke dalam aliran darah. Penularan Shigella terjadi pada dosis infektif sekitar 103
organisme, melalui berbagai mekanisme seperti feses/oral, kontak antar manusia, air
yang terkontaminasi, atau benda mati yang telah terpapar oleh Shigella dengan jumlah
minimal sekitar 10-100 organisme. Setelah terjadi infeksi, spesies Shigella akan
berkembang biak dan menyebabkan diare akut yang disertai perdarahan, dengan
menyerang epitel usus besar. Proses ini memicu pelepasan sitokin proinflamasi dan
menginduksi reaksi inflamasi, yang mengakibatkan infiltrasi sel polimorfonuklear dan
kerusakan pada sel epitel yang melapisi mukosa usus, sehingga memungkinkan invasi
langsung oleh Shigella (Carroll ef al., 2016; Williams & Berkley, 2018).

Shigella dysenteriae memiliki kemampuan invasi yang memungkinkannya
menembus ke dalam sel-sel epitel mukosa usus pada bagian ileum terminal dan kolon.
Setelahnya, S. dysenteriae berkembang biak, menyebabkan pengelupasan lapisan sel
mati, yang pada gilirannya menyebabkan kerusakan pada mukosa usus. Reaksi infeksi

ini sering kali diikuti oleh gejala demam (Radji, 2009). Proses invasi sel epitel mukosa,
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seperti sel M, dipicu oleh fagositosis, diikuti dengan pelepasan dari vakuola fagositik,
perkembangan dalam sitoplasma, dan penyebaran ke sel-sel mukosa yang berdekatan.
Adanya mikroabses pada dinding ileum terminal dan kolon menyebabkan nekrosis
pada selaput lendir, wulserasi permukaan, perdarahan, serta pembentukan
pseudomembran di area ulserasi yang terdiri atas fibrin, leukosit, sisa-sisa sel,
membran mukosa nekrotik, dan bakteri. Ketika penyakit mereda, jaringan granulasi
akan mengalami transformasi menjadi luka dan menghasilkan jaringan parut (Carroll
et al.,2016) (Gambar 2.3).

Shigella memiliki kemampuan untuk bertahan dalam lingkungan asam
lambung dan mikrobiota usus sehingga dapat mencapai ileum terminal, usus besar, dan
rektum, di mana bakteri ini dapat menembus lapisan mukosa. Shigella menggunakan
berbagai protein efektor bakteri untuk melakukan serangan, replikasi, dan penyebaran
ke seluruh epitel usus. Contohnya, protein-protein seperti IpaA-IpaD digunakan untuk
menyerang, sementara VirG/IcsA berperan dalam mereplikasi dan menyebar ke seluruh
epitel usus. Protein-protein ini diinjeksikan langsung ke dalam sitosol sel inang oleh
sistem sekresi tipe III (Kotloff ef al., 2017). Shigella secara spesifik menempel pada
sel M dan kemudian mengalami transcytosis ke dalam makrofag. Di dalam makrofag,
Shigella berpindah dari fagosom menuju sitoplasma dan memicu sinyal kematian sel
(apoptosis) (Ryan, 2018). Setelah menyebabkan kematian makrofag dan menembus sel
epitel sekitarnya, Shigella melakukan replikasi dan menyebar ke seluruh mukosa
dengan menginduksi restrukturisasi sitoskeleton, polimerisasi aktin, dan perubahan
lainnya pada sel epitel (Kotloff ez al., 2017; Ryan, 2018).

Respon imun dari inang meliputi pengaktifan neutrofil dan pelepasan sitokin
inflamasi, yang pada akhirnya membantu mengatasi infeksi dan menyebabkan
pembentukan abses epitel, ulserasi, dan kerusakan. Kemampuan Shigella untuk
bertahan hidup di dalam sel dan menghindari fagositosis bergantung pada efektor yang
menekan respons inflamasi dengan menghambat jalur sinyal pro-inflamasi pada sel
inang serta produksi sitokin, sekaligus mengurangi aktivitas sel-B dan sel-T (Kotloff ef

al., 2017).
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Gambar 2.3. proses infeksi dinding usus oleh Shigella dysenteriae. Bakteri menempel pada
sel M dari dinding epitel yang terletak di atas patch peyer, dan merupakan daerah yang

diadaptasi untuk memfasilitasi transfer antigen melintasi mukosa usus (Tortora et al., 2010).

2.3.4 Tanda Klinis Penderita Disentri

Gejala klinis ditandai dengan infeksi usus akut atau radang usus yang disertai
dengan diare, feses bercampur darah, lendir, dan nanah. Sighellosis memiliki masa
inkubasi selama 1-7 hari (umumnya 4 hari) (Radji, 2009). Terjadinya diare diakibatkan
oleh pengaruh eksotoksin dalam usus kecil. Jika infeksi sudah mencapai usus bawah
dan usus besar, tinja semakin banyak disertai lendir dan darah dengan cairan yang
sedikit. Dalam 2-5 hari demam dan diare reda secara spontan. Kehilangan air dan
elektrolit pada penderita sighellosis dapat menyebabkan dehidrasi, acidosis, dan

mungkin kematian (Carroll ef al., 2016)

2.3.5 Pencegahan dan pengobatan Disentri
Pencegahan infeksi sighellosis dilakukan dengan beberapa cara sebagai berikut:
(1) menjaga kebersihan lingkungan, (2) menjaga kebersihan makanan dan minuman,
(3) melindungi makanan dan minuman dari pencemar seperti lalat, (4) melakukan
klorinasi air minum, (5) membuang dan mengolah limbah dengan memperhatikan

sanitasi lingkungan (Radji, 2009). Ketika manusia menjadi host pathogenic shigella,
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kontrol diarahkan untuk pengurangan organisme dengan cara sebagai berikut: (1)
kontrol sanitasi air, makanan, dan pembuangan sampah, (2) desinfektan dan
pengisolasian pasien, (3) pendeteksian penyebab dan kasus subklinis, (4) pengobatan
dengan antibiotik pada penderita sigelosis (Carroll et al., 2016).

Pengobatan sigelosis dilakukan dengan pemberian antibiotik, seperti
ciprofloxacin, ampicilin, tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, dan
chloramphanecol yang dapat menghambat shigella dan menekan invasi disentri akut
serta memperpendek jangka waktu gejala (Carroll et al., 2016). WHO
merekomendasikan ciprofloxacin sebagai pilihan pertama untuk mengobati disentri
pada anak-anak dan orang dewasa, azitromisin, ceftriaxone, dan pivmecilinam sebagai

pengobatan lini kedua (Kotloff ef al., 2017).

2.4 Antimikroba
2.4.1 Aktivitas Antimikroba

Antimikroba merupakan bahan kimia yang digunakan untuk mengobati
penyakit menular dengan menghambat atau membunuh patogen in vivo (Engelkirk &
Duben-Engelkrik, 2011). Antimikroba sintetik diperoleh di laboratorium dari senyawa
organik lainnya melalui reaksi kimia (Talaro & Chess, 2002). Antimikroba yang
digunakan dalam pengobatan penyakit yang diakibatkan oleh bakteri patogen disebut
antibiotik. Antibiotik merupakan zat yang dihasilkan oleh mikroorganisme (jamur dan
bakteri tertentu) yang efektif dalam menghambat pertumbuhan atau membunuh
mikroorganisme lain (Engelkirk & Duben- Engelkrik, 2011). Secara terapeutik,
antibiotik menyerang organisme infeksius dan membunuh bakteri lain yang tidak
menyebabkan penyakit. Antibiotik dibagi menjadi dua golongan, yaitu bakteriostatik
dan bakterisidal (Amin, 2014).

Bakteriostatik merupakan aktivitas antibiotik menghambat perkembangan
bakteri. Contoh antibiotik yang bersifat bakteriostatik yaitu tetrasiklin,
chloramphenicol, clindamycin, ethambutol, macrolide, trimethoprim, dan sulfonamide.
Bakterisidal merupakan antibiotik yang mampu membunuh bakteri dengan

menghambat pembentukan dinding sel dan bersifat toksin terhadap sel bakteri. Contoh
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antibiotik yang bersifat bakterisidal adalah penisilin, B-lactam, metronidazole,
aminoglycoside, dan kuinolon (Amin, 2014; R. H. Pratiwi, 2017).

Lingkup mikroorganisme yang dipengaruhi oleh aktivitas antibiotik disebut
dengan spektrum kerja antibiotik. Spektrum antibiotik dibedakan menjadi tiga yaitu,
spektrum luas, spektrum sempit, dan spektrum terbatas. Antibiotik dikatakan
berspektrum luas apabila efektif melawan prokariota, membunuh atau menghambat
berbagai bakteri gram positif maupun gram negatif. Antibiotik yang efektif hanya
melawan bakteri gram positif atau gram negative saja dikatakan berspektrum sempit.
Dikatakan berspektrum terbatas apabila efektif melawan organisme atau penyakit

tunggal (Todar, 2005)

2.4.2 Mekanisme kerja antimikroba

Mekanisme kerja antimikroba melalui beberapa cara antara lain menghambat
sintesis dinding sel, menghambat sintesis atau fungsi asam nukleat, menghambat
sintesis protein, dan menganggu fungsi membran sel (Talaro & Chess, 2002) (Gambar
2.7). Inhibitor sintesis dinding sel umumnya menghambat beberapa langkah sintesis
peptidoglikan pada dinding sel bakteri (Todar, 2005). Antibiotik dengan efek ini
tergolong dalam bakterisidal karena menyebabkan sel bakteri lisis (Gambar 2.4).
Contoh antibiotik yang memiliki mekanisme menghambat sintesis dinding sel adalah
penicillin dan cephalosporins. Penicillin dan cephalosporins mengikat dan memblokir
peptidase yang mengikat molekul glycan sehingga menganggu sintesis dinding sel

(Talaro & Chess, 2015).
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Gambar 2.4 Penghambatan sintesis dinding sel (a) sel bakteri terpapar antibiotic B-lactam
(cephalosporin), (b) peptidoglikan pada dinding sel bakteri berkurang sehingga terbentuk
weak point (titik lemah), (c) sel bakteri yang melemah terpapar lingkungan hipotonik
sehingga terbentuk tonjolan membrane ke luar dinding sel saat air berdifusi masuk dalam sel,

(d) sel bakteri lisis (Talaro & Chess, 2002).

Inhibitor membran sel merusak struktur ataupun mengganggu fungsi membran
sel. Integritas sitoplasma dan membrane luar sangat penting bagi bakteri, dan senyawa
yang menghambat fungsi membran dapat dengan cepat membunuh sel. Antibiotik yang
memiliki mekanisme menghambat fungsi membrane sel adalah Polymyxin yang
diproduksi oleh Bacillus polymyxis (Todar, 2005). Polymyxin berinteraksi dengan
membrane fosfolipid menyebabkan kebocoran protein dan basa nitrogen, khususnya

pada bakteri gram negatif (Gambar 2.5) (Talaro & Chess, 2015).
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Gambar 2.5. Penghambatan Fungsi membran sel Polymixin mengikat membrane sel luar dan
membentuk bukaan abnormal yang menyebabkan kebocoran dan lisis (Talaro & Chess,

2015).
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Penghambatan sintesis protein dilakukan dengan cara bereaksi dengan
kompleks ribosom-mRNA sel bakteri. Target penghambatan dalam ribosom adalah
subunit 30S dan subunit 50S (Talaro & Chess, 2015). Antibiotik yang mempunyai
mekanisme menghentikan sintesis protein adalah tetrasiklin, kloramfenikol, makrolida
(contohnya eritromisin), dan aminoglikosida (contohnya streptomisin) (Todar, 2005).
Aminoglikosida masuk dalam subunit 30S yang menyebabkan kesalahan membaca
mRNA sehingga menghasilkan protein abnormal. Tetrasiklin memblokir perlekatan
tRNA pada aseptor A dan secara efektif menghentikan sintesis protein. Antibiotik
kloramfenikol dan eritromisin menempel pada subunit 50S dan menghambat
terbentuknya ikatan peptide (kloramfenikol) atau perpindahan subunit selama translasi

(eritromisin) (Gambar 2.9) (Talaro & Chess, 2015).
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Gambar 2.6. Penghambatan sintesis protein pada ribosom sel bakteri (a) Aminoglikosida
masuk dalam subunit 30S menyebabkan kesalahan pembacaan mRNA, (b) tetrasiklin melekat
pada reseptor A sehingga menghentikan sintesis protein, (c) kloramfenikol menghambat
terbentuknya ikatan peptida, (d) eritomisin menghambat proses translasi (Talaro & Chess,

2015).



Antibiotik menghambat sintesis asam nukleat dengan cara memblokir sintesis
nukleotida, menghambat replikasi atau menghentikan transkripsi. Beberapa
antimikroba menghambat sintesis DNA. Antibiotik quinolones menghambat enzim
helikase yang melepas DNA sehingga replikasi dan perbaikan DNA (Talaro & Chess,
2015). Target utama quinolone adalah enzim DNA gyrase yang merupakan anggota
kelas topoisomerase tipe II. Enzim ini diperlukan untuk replikasi DNA, transkripsi
pada operon tertentu, perbaikan dan rekombinasi. Salah satu contoh antibiotik

golongan quinolone adalah ciprofloxacin (Vance-Bryan et al., 1990).

. 4, Protein synthoss inhictors acling
1. Goll will inhibaitors v on ribosormes

B

| Siee af acton
171 508 subunit

Gambar 2.7. Mekanisme kerja antibiotik pada sel bakteri (Talaro & Chess, 2015).

2.5 Uji Antimikroba
2.5.1 Metode Difusi Cakram

Difusi cakram merupakan metode pengujian aktivitas antimikroba yang sering
digunakan pada laboratorium klinis. Keuntungan menggunakan metode difusicakram
adalah sederhana, biaya lebih rendah, mempunyai kemampuan menguji sebagian besar
mikroorganisme dan agen antimikroba, serta hasil yang diperoleh mudah untuk
dianalisis. Metode difusi cakram juga memiliki kelemahandiantaranya yaitu tidak
dapat membedakan efek bakterisidal dan bakteriostatikdari suatu antimikroba, dan
tidak tepat untuk menentukan nilai KHM karena tidak dapat menghitung jumlah agen
antimikroba yang terdifusi ke dalam media agar (Balouiri ef al., 2016).

Prosedur yang dilakukan yaitu dengan inokulasi bakteri uji diatas media agar.

Kertas cakram berdiameter 6 mm dimasukkan pada ekstrak lalu diletakkan diatas
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permukaan media agar. Cawan petri diinkubasi pada suhu yang sesuai. Senyawa
antibiotik berdifusi dalam media agar dan pertumbuhan bakteri uji terhambat,
kemudian diameter zona hambat diukur (Balouiri et al., 2016).
2.5.2 Metode Dilusi

Metode dilusi adalah pilihan yang paling sesuai untuk menentukan nilai KHM
dan KBM, karena metode ini mengestimasi konsentrasi agen antimikroba yang diuji
dalam dua jenis dilusi, yaitu dilusi agar dan dilusi cair (makrodilusi dan mikrodilusi).
KHM adalah tingkat konsentrasi terendah dari antimikroba yang mampu sepenuhnya
menghambat pertumbuhan mikroorganisme uji, yang diukur dalam mg/ml atau mg/L.
Faktor-faktor seperti ukuran inokulum, jenis media pertumbuhan, dan persiapan
inokulum dapat mempengaruhi nilai KHM. Di sisi lain, KBM adalah tingkat
konsentrasi terendah dari antimikroba yang diperlukan untuk membunuh 99,9% dari
inokulum akhir setelah mengalami inkubasi selama 24 jam (Balouiri et al., 2016).
Metode dilusi terdiri dari dua varian, yaitu dilusi cair dan dilusi agar (Pratiwi, 2008).

2.5.2.1 Dilusi Cair
Dilusi cair dilaksanakan dengan cara melakukan pengenceran dua kali pada

senyawa antimikroba di dalam media cair, entah itu dalam tabung reaksi dengan
minimal volume 1 ml (makrodilusi) atau melalui plat sumuran mikrotiter 96
(mikrodilusi) dengan volume yang lebih kecil. Kemudian, suspensi mikroba uji yang
sudah disesuaikan dengan standar skala 0,5 Mc Farland ditanam pada setiap tabung
atau sumuran. Inkubasi dilakukan pada suhu yang sesuai (optimum), dan nilai KHM,
yang merupakan konsentrasi minimum dari zat antibiotik yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri, ditentukan. Selanjutnya, setelah proses
pengenceran (makrodilusi atau mikrodilusi), nilai KBM dapat ditetapkan dengan
melakukan subkultur sampel dari sumur atau tabung (Balouiri et al., 2016).

Proses penentuan KHM dilakukan dengan mengamati pertumbuhan mikroba uji
dalam larutan antimikroba. Jika larutan antimikroba tersebut tampak jernih karena
tidak ada pertumbuhan mikroba uji, maka kultur dilakukan pada media cair tanpa
penambahan agen antimikroba maupun mikroba uji dan diinkubasi selama 18-24 jam.

Apabila setelah inkubasi media tersebut terlihat jernih, maka dianggap sebagai KBM
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(Pratiwi, 2008). Jumlah mikroba yang tumbuh setelah inkubasi dihitung dan
dinyatakan dalam satuan CFU/ml (Balouiri ef al., 2016).

2.5.2.2 Dilusi Padat

Metode dilusi agar dilakukan dengan mencampurkan berbagai konsentrasi

yang diinginkan dari agen antimikroba ke dalam media agar-agar cair, biasanya
menggunakan seri pengenceran dua kali. Kemudian, inokulum diinokulasikan ke
permukaan media agar dan diinkubasi selama periode 24 jam (Balouiri et al., 2016;
Choma & Grzelak, 2011). Konsentrasi terendah dari agen antimikroba dapat
diidentifikasi dengan ketiadaan pertumbuhan mikroorganisme uji (Choma & Grzelak,
2011). Metode dilusi agar sering direkomendasikan sebagai pendekatan standar untuk
mikroorganisme anaerob dan genus Helicobacter (Balouiri et al., 2016).
2.6 Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah langkah awal yang dilakukan untuk memisahkan produk alami
yang diinginkan dari bahan mentah. Terdapat berbagai macam metode ekstraksi seperti
maserasi, distilasi, pengepresan dan sublimasi sesuai dengan prinsip ekstraksi (Zhang
et al., 2018). Maserasi merupakan metode sederhana yang banyak digunakan dengan
merendam simplisia secara keseluruhan dalam pelarut (Handarni et al., 2020). Tahapan
maserasi meliputi perendaman bahan tanaman berbentuk simplisia dalam wadah
tertutup dengan pelarut dan didiamkan pada suhu ruang dengan batas waktu minimum
3 hari. Perendaman bertujuan untuk melunakkan dan merusak dinding sel tumbuhan
sehingga senyawa aktif yang ada dalam tumbuhan dilepaskan. Senyawa metabolit
sekunder yang terekstraksi dari tanaman ditentukan oleh pelarut yang digunakan (Nn,
2015). Maserasi memiliki kelebihan yaitu mampu menarik senyawa bioaktif yang tidak
tahan panas, alat yang digunakan sederhana, dan mudah dilakukan (Wicaksono &
Ulfah, 2017).

Senyawa bioaktif yang digunakan sebagai parameter (fenolik dan flavonoid)
merupakan senyawa polar sehingga pelarut yang digunakan harus bersifat polar. Hal
tersebut dikarenakan suatu senyawa hanya terlarut dalam pelarut yang mempunyai sifat
yang sama. Contoh pelarut dengan sifat polar yaitu air, aseton, etanol, dan methanol.

Kemampuan pelarut dalam mengekstrak senyawa bioaktif juga dipengaruhi oleh
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konsentrasi dari pelarut (Handarni et al., 2020). Penelitian ini menggunakan pelarut
etanol 70%. Pelarut etanol lebih efektif dalam degradasi dinding sel sehingga polifenol
mudah dilepaskan dari sel dan terlarut dalam pelarut. Etanol juga lebih mudah
menembus membran sel untuk mengekstrak bahan intraseluler dari tanaman (Tiwari et
al., 2011) dan dapat menarik zak aktif seperti flavonoid, glikosida, tannin, saponin,
kumarin, antrakinon, dan alkaloid basa (Wicaksono & Ulfah, 2017).

Etanol juga memiliki beberapa keuntungan antara lain bersifat netral, tidak
beracun, dapat bercampur dengan air, dan menetralkan enzim-enzim yang dapat
merusak metabolit sekunder (Wicaksono & Ulfah, 2017). Konsentrasi pelarut etanol
yang digunakan yaitu 70%. Etanol 70% mempunyai polaritas yang lebih tinggi
dibandingkan dengan etanol murni. Dengan menambahkan airke etanol murni hingga

30% untuk menyiapkan etanol 70%, polaritas pelarut meningkat (Tiwari ef al., 2011).

2.7 Daya Hambat Bakteri

Kemampuan suatu senyawa aktif untuk menghambat pertumbuhan bakteri
dapat diketahui melalui keberadaan zona hambat di sekitar cakram, yang menunjukkan
bahwa bakteri yang diuji sensitif terhadap senyawa aktif tersebut (Waluyo, 2010).
Ukuran zona hambat yang dihasilkan dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti
sensitivitas organisme, pH, jenis mikroba, bahan antimikroba yang digunakan, medium
kultur, kondisi inkubasi, serta kecepatan difusi agar. Kecepatan difusi agar sendiri
dipengaruhi oleh konsentrasi mikroorganisme, komposisi media, suhu inkubasi, dan
durasi inkubasi (Siregar ef al., 2012).

Suhu inkubasi juga merupakan faktor yang dapat mempengaruhi diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri. Untuk mendapatkan pertumbuhan yang optimal,
inkubasi biasanya dilakukan pada suhu 35°C. Suhu yang lebih rendah dari 35°C dapat
menyebabkan diameter zona hambat lebih besar, terutama jika plate ditumpuk lebih
dari dua lapis selama inkubasi, di mana plate di tengah mungkin memiliki suhu di
bawah 35°C. Sebaliknya, suhu inkubasi yang lebih tinggi dari 35°C dapat mengurangi
efisiensi difusi ekstrak.

Selain itu, ketebalan media agar-agar juga berpengaruh terhadap diameter zona

hambat. Ketebalan agar-agar yang ideal adalah sekitar 4 mm; jika kurang dari 4 mm,
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difusi ekstrak akan lebih cepat, sedangkan jika lebih tebal dari 4 mm, difusi ekstrak
akan lebih lambat (Yusriyani et al., 2023). Perhitungan zona hambat bakteri dapat

dihitung dengan rumus berikut:

(Magvirah et al., 2019).

Gambar 2.8 Rumus Perhitungan Diameter Zona Hambat

Diameter zona hambat diukur dengan rumus:

(Dv —=Dc)+(DH-DC)
2

Keterangan:

[ 1 Zona hambat

DV: Diameter vertikal

DH: Diameter horisontal

DC: Diameter cakram
Tabel 2.2 Kategori daya hambat bakteri menurut David Stout (dalam A’lana et al.,
2017).

Daya Hambat Bakteri Kategori

> 20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat

5-10 mm Sedang

<5 mm Lemah




BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan

melakukan pengujian daya hambat daun melinjo (Gretum gnemon L.) terhadap bakteri

Shigella dysentrieae.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus - September 2024 di Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan, Laboratorium Kimia Organik, dan Laboratorium Mikrobiologi,
Laboratorium Genetika dan Molekuler, Laboratorium Riset Biofisika, Fakultas Sains

dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas dari penelitian ini yaitu konsentrasi dari ekstrak daun melinjo
(Gtenum gnemon L.), kontrol negatif yakni DMSO sebagai pelarut organik dan kontrol
positif siprofloksasin sebagai antibiotik. Variabel terikat dari penelitian ini yaitu
efektivitas antibakteri terhadap bakteri Shigella dysenteriae, parameter yang di uji
meliputi diameter zona hambat, uji KHM, dan uji KBM. Variabel terkendali dari
penelitian ini yaitu variabel yang dikendalikan dalam keadaan yang sama antara lain

suhu, waktu, inkubasi, kertas cakram dan media yang digunakan.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu untuk proses ekstraksi,
dan uji antibiotik adalah wadah maserasi, timbangan analitik, rotary vacuum
evaporator, alumunium foil, ayakan 40 mesh, beaker glass, kertas saring, batang
pengaduk/spatula, gelas ukur, corong kaca, sheker, colony counter, autoklaf,
spektrofotometer, cawan petri, ose, inkubator, Bio Safety Cabinet (BSC), bunsen, korek
api, hot plate, kertas cakram, tabung reaksi, pinset, mikropipet, pipet tetes, jangka
sorong, kapas, kasa, rak tabung reaksi, masker, handscoon, tip, plastik anti leleh 3 kg,

plastik 1 kg, plastik wrap.
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3.4.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun melinjo

(Gnetum gnemon L.), etanol 70%, aquades, MHB, MHA, NaCl 0,9%, DMSO,
ciprofloksasin, alkohol 70%, HCIl pekat, serbuk Mg, pereaksi Burchard, pereaksi
Mayer, pereaksi Dragendorff dan FeCl13 1%.
3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Daun Melinjo (Gnetum gnemon L.)

3.5.1.1 Preparasi Sampel

Dikumpulkan daun melinjo kemudian dicuci dengan air mengalir, digerus dan
dikeringkan dengan dijemur dibawah sinar matahari hingga kadar air menyusut.
Kemudian dimasukkan kedalam oven dengan suhu 40 - 50°C. Simplisia yang kering
ditimbang kemudian dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk
simplisia. Serbuk simplisia yang sudah jadi disimpan dalam plastik kedap udara
(Nurhayati et al., 2022).

3.5.1.2 Proses Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Ditimbang 100g simplisia daun
jambu biji australia kemudian dimasukkan kedalam wadah maserasi dan ditambah
1000 mL etanol 70%. Diaduk selama 30 menit dengan stirrer kemudian didiamkan
selama 3x24 jam. Setelah itu, disaring sampel dengan kertas saring. Filtrat yang
didapatkan dari penyaringan dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada
suhu 40°C dengan tekanan rendah sampai diperoleh ekstrak kental (Ihsan et al., 2020).
Setelah itu, dikeringkan dengan oven pada suhu 40°C selama 2 jam hingga didapatkan
ekstrak kering dan dihitung nilai rendemen (Tampedje ef al., 2016). Rendemen dapat
dihitung dengan Persamaan 1 (Sungkar et al., 2018):

Berat ekstrak

Rendemen = x 100% (Lampiran 2)

Berat bahan yang di ekstrak

3.5.2 Pengenceran
Pengenceran adalah proses menurunkan konsentrasi larutan pekat dengan
menambahkan sejumlah pelarut pada larutan dengan volume dan konsentrasi tertentu

(Hikmayanti & Utami, 2019). Pengenceran dilakukan menggunakan pelarut DMSO
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untuk memperoleh berbagai konsentrasi yang diperlukan dalam menguji kemampuan
menghambat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae. Konsentrasi yang digunakan
mengacu pada penelitian Setiawan & Widianti, (2019) dan Muadifah et al., (2019)
dengan modifikasi yaitu 40%, 60%, 80%, dan 100%.

Tabel 3.1 Pengenceran ekstrak

Konsentrasi Ekstrak Pengenceran (Ekstrak + DMSO)
40% 0,8gr +2 mL
60% 1,2gr +2 mL
80% 1,6gr +2 mL

3.5.3 Pembuatan Larutan Ciprofloxacin dan Kloramfenikol

Kontrol positif disiapkan menggunakan ciprofloxacin 500 mg. satu tablet
ciprofloxacin dihaluskan, kemudian sebanyak 50 mg ciprofloxacin dilarutkan dalam
50 ml akuades steril sehingga diperoleh konsentrasi 50 pug/50 pL. Larutan sebanyak 1
ml kemudian dipipet dan diencerkan dengan 10 ml aquades steril, sehingga diperoleh
larutan ciprofloxacin dengan konsentrasi 5 pug/50 mL (Dhuha et al., 2016).

Larutan kloramfenikol dibuat dengan melarutkan 50 mg kloramfenikol dalam
50 ml akuades steril menghasilkan konsentrasi 0,1%. Larutan kloramfenikol 0,1%
sebanyak 1 ml kemudian dilarutkan dalam 10 ml akuades steril, sehingga diperoleh

konsentrasi akhir 0,01% (M. Azizah et al., 2020).

3.5.4 Uji Antimikroba
3.5.4.1 Sterilisasi Alat

Media yang sudah dibuat di sterilisasi bersama dengan alat-alat lain yang akan
dipakai seperti cawan petri, tabung reaksi, tip mikropipet. D1 sterilisasi pakai alat
Autoklaf pada suhu 121°C tekanan 15 lbs selama 15 menit (Rosmania dan Yanti,

2020).

3.5.4.2 Pembuatan Media MHA

Media Mueller Hinton Agar (MHA) merupakan media yang secara khusus
diformulasikan untuk pengujian kerentanan (Hudaya dkk, 2014). Media MHA
dibuat dengan melarutkan 34gram media MHA dengan lliter aquadest dan

dikocok. Kemudian panaskan hingga menididih, setelah itu ditutup menggunakan
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kapas dan masukkan media tersebut kedalam autoclave. Sterilkan pada suhu 121°C
selama 15 menit, setelah itu keluarkan media MHA dan tuangkan ke dalam cawan
petri (Fitrianingsih et al, 2020).
3.5.4.3 Pembuatan Media MHB

Media Muller-Hinton Broth (MHB) dibuat dengan cara: sebanyak 21gram
serbuk media Muller-Hinton Broth (MHB) dilarutkan dalam Iliter akuades,
dilakukan pemanasan sambil diaduk. Larutan ditempatkan pada labu erlenmeyer,
ditutup dengan kasa steril kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit (Novitri & Kurniati, 2021).
3.5.4.4 Peremajaan Bakteri

Media MHA steril ditempatkan dalam cawan petri kemudian dibiarkan
memadat. Satu ose bakteri Shigella dysentrieae diambil dari stok kemudian
diinokulasikan dengan metode streak plate, diinkubasikan selama 24 jam pada
suhu 37°. Kemudian biakan bakteri dapat disuspensikan (Gading dan Rabima,
2020).
3.5.4.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Dibakar kawat ose menggunakan api bunsen hingga membara, diambil strain
bakteri Shigella dysentrieae dengan kawat ose, kemudian disuspensikan dalam
tabung reaksi yang berisi NaCl fisiologis, dikocok sampai keruh, dimana
kekeruhan sama dengan larutan standar Mc. Farland (Dewi dan Fauzana, 2017).
3.4.5.6 Pembuatan Larutan Standar Mc. Farland

Sebanyak 9 ml larutan H2SO 1% dimasukkan kedalam tabung reaksi
menggunakan pipet, tambahkan 1 ml larutan BaCI22H20 1, 175%, lalu dikocok
sampai larutan menjadi keruh, keruhnya larutan ini dipakai sebagai standar
kekeruhan suspensi bakteri uji (Dewi dan Fauzana, 2017).
3.4.5.7 Uji Zona Hambat (Kirby-baurer)

Celupkan kapas lidi steril ke dalam suspensi bakteri yang sudah

disamakan kekeruhannya dengan Mc.Farland, tunggu sampai meresap kedalam
kapas, oleskan kapas lidi tersebut pada media Mueller Hinton Agar (MHA)

sampai rata, ambil disk streptomisin menggunakan pinset sebagai kontrol positif,
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berikan tekanan sebagai kontrol positif, ambil kertas disk kosong yang berdiameter
6 mm yang sudah terlebih dahulu disterilkan dengan oven pada suhu 121°C
selama 15 menit, letakan pada permukaan media, teteskan aquades steril
menggunakan mikro pipet 10 mikroliter sebagai kontrol negatif, ambil paper
disk kosong letakan pada permukaan media, teteskan larutan ekstrak etanol daun
melinjo dengan dosis 40% menggunakan mikro pipet 10 mikroliter, beri tekanan,
lakukan juga untuk dosis 60%, 80% dan 100%, kemudian inkubasi dalam
inkubator selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C. Diukur zona hambat bakteri
yang terbentuk (Dewi dan Fauzana, 2017).
3.4.5.8 Uji KHM

Pengujian dilakukan dengan menggunakan microwell plate yang terdiri dari
8 baris dan 12 kolom sehingga total terdapat 96 sumur pelat mikro. Pada setiap
pengujian diikutsertakan kontrol negatif pada sumur pertama dan kontrol
pertumbuhan pada sumur kedua. Kontrol negatif hanya berisi media MHB saja,
sedangkan kontrol pertumbuhan berisi media MHB dan suspensi bakteri uji.
Langkah pertama adalah semua sumur diisi dengan media MHB sebanyak 100 pL,
kecuali kontrol negatif yang berisi 200 pL media MHB. Setelah itu, ke dalam
kolom kedua belas yang telah berisi 100 pLL. media MHB ditambahkan larutan
stock (ekstrak daun melinjo) diencerkan 3:5 (60%) sebanyak 200 puL. Dari kolom
kedua belas ini, diambil 100 pL. campuran kemudian dipindahkan ke dalam kolom
kesebelas. Pengenceran terus dilakukan hingga kolom ketiga yang memiliki
konsentrasi ekstrak atau pembanding terkecil yaitu 60%, 30, 15%, dan 7,5%,
Wiharningtyas et al.,, (2016) menyatakan bahwa penentuan KHM dilakukan
melalui metode dilusi serial, dimana konsentrasi agen antimikroba diturunkan
secara bertahap dengan pengenceran bertingkat, seperti 1:2 (w/v), untuk
menemukan konsentrasi terkecil yang efektif menghambat pertumbuhan bakteri
setelah konsentrasi 7,5% yang menghambat pertumbuhan bakteri diketahui.
Setelah itu Suspensi mikroba S.dysenteriae yang telah disesuaikan dengan 0,5
McFarland (1x108 CFU/mL) diencerkan 1:200 dalam media MHB steril
menghasilkan 5x106 CFU/mL. dimasukkan 100 pL suspensi bakteri dalam setiap
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sumuran kecuali pada kolom negatif (CLSI, 2015). Microwell plate diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 35 + 2°C. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
diamati sebagai konsentrasi paling rendah dimana tidak terdapat endapan bakteri
pada dasar sumur (jernih) yang mengindikasikan terhambatnya pertumbuhan
bakteri. Pengujian ini dilakukan secara triplo (Novitri dan Kurniati, 2021).
3.4.5.9 Uji KBM
Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dilakukan selama dua hari untuk
mendapatkan hasil yang optimal. Uji ini menggunakan metode pour plate, dimana
1 mL larutan dari hasil KHM dengan konsentrasi 60%, 30%, 15%, dan 7,5%
diambil menggunakan mikropipet. Larutan tersebut kemudian diteteskan ke dalam
cawan petri steril, kemudian ditambahkan 9 mL media Mueller Hinton Agar
(MHA) segar. Campuran tersebut diaduk dengan cara diputar membentuk angka
delapan hingga homogen. Setelah itu, cawan petri yang telah dicampur diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Penilaian kadar bunuh minimum dilakukan
dengan menghitung biakan menggunakan colony counter (Fadlurrahman et al.,
2022).
3.6 Analisis Data
Data yang diperoleh dari penelitian mencakup nilai uji antibakteri, KHM, dan
KBM. Uji antibakteri dilakukan dengan mengukur diameter zona hambat yang
terbentuk disekeliling sumuran. Selanjutnya, analisis statistik dilakukan menggunakan
SPSS versi 25 dengan tingkat kepercayaan 95% atau 0=0,05. Data dianalisis
menggunakan uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA) dengan syarat bahwa data
berdistribusi normal dan homogen. Uji normalitas dilakukan menggunakan Shapiro-
Wilk, sedangkan uji homogenitas menggunakan Levene Test. Jika hasil analisis
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan secara statistik, maka dilakukan uji
lanjut Tukey HSD untuk mengidentifikasi kelompok yang memiliki perbedaan efek.
Apabila data tidak berdistribusi normal, uji Kruskal-Wallis digunakan sebagai
alternatif, dan uji lanjutan dilakukan dengan Mann Whitney jika ditemukan perbedaan

yang signifikan.
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Penentuan KHM dilakukan dengan mengamati perubahan kekeruhan sebelum
dan setelah inkubasi, sementara uji KBM ditentukan berdasarkan konsentrasi terkecil
yang membunuh mikroba dilihat dari adanya pertumbuhan bakteri pada media.

Perhitungan koloni dilakukan menggunakan colony counter atau secara manual.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Aktivitas Antibakteri Berdasarkan Uji Kirby-baurer (Uji Zona Hambat)

Penelitian ini diawali dengan menguji resistensi Shigella dysenteriae terhadap
kloramfenikol. Hasil pengujian terhadap kloramfenikol menunjukkan bahwa antibiotik
ini hanya menghasilkan zona hambat sebesar 4,33 mm, yang tergolong lemah. Hal ini
menunjukkan bahwa kloramfenikol tidak lagi efektif dalam mengatasi Shigella
dysenteriae. Temuan ini sejalan dengan penelitian Meiyanti et al., (2016) yang
menemukan bahwa seluruh isolat Shigella dysenteriae (100%) menunjukkan resistensi
terhadap kloramfenikol dan trimethoprim-sulfametoksazol. Resistensi terhadap
kloramfenikol pada Shigella dysenteriae dapat dijelaskan melalui mekanisme
penghambatan jalur asetilasi oleh enzim kloramfenikol asetiltransferase yang
dikendalikan oleh gen cat. Gen cat ini terikat dalam plasmid, memudahkan transfer gen
resistensi antar bakteri (Milanda et al., 2014). Menurut Bale et al., (2023), gen cat
memiliki tiga varian, yaitu catA, cafB, dan catC. catA berperan penting dalam
resistensi terhadap kloramfenikol, sementara carB mempercepat proses resistensi.
Peran spesifik cafC belum diketahui secara rinci (Karungamye ef al., 2023). Resistensi
yang terjadi pada S. dysenteriae ini mengindikasikan bahwa penggunaan
kloramfenikol dalam pengobatan S. dysenteriae perlu dipertimbangkan kembali,
mengingat efektivitasnya yang sudah menurun.

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun melinjo (Gretum gnemon L.)
terhadap bakteri Shigella dysenteriae dilakukan sebanyak tiga kali ulangan pada empat
seri perlakuan konsentrasi yaitu: 40%, 60%, 80%, dan 100%, ciprofloxacin 1% dan
DMSO menggunakan metode difusi disk (cakram). Setelah itu, kertas cakram
diletakkan di permukaan media MHA yang telah diinokulasikan dengan suspense
bakteri uji. Hasil pengujian menunjukkan adanya aktivitas penghambatan yang terlihat
dari terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram (paper disk). Zona bening
tersebut kemudian diukur dan dihitung rata-ratanya tiap kelompok perlakuan, dapat

dilihat pada Gambar 4.1 dan Tabel 4.1
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Gambar 4.1 Diameter zona hambat etanol daun melinjo

a). konsentrasi 40%, b). konsentrasi 60%, c). konsentrasi 80%, d). konsentrasi 100%, e).

kontrol positif (ciprofloxacin), ). kontrol negatif (DMSO). g). kloramfenikol
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Tabel 4.1 Hasil Pengujian Zona Hambat (Kirby-baurer) Ekstrak Etanol Daun
Melinjo (Gnetum gnemon L.) Terhadap Bakteri Shigella dysenteriae

Perlakuan Rata-rata + SD Kategori Zona Hambat
Kontrol negatif 0,00+0,00? Tidak ada hambatan
Konsentrasi 40% 10,33+1,03° Kuat

Konsentrasi 60% 10,67+2,25° Kuat

Konsentrasi 80% 13,33+1,03° Kuat

Konsentrasi 100% 13,67+1,43° Kuat

Kontrol positif 22,83+1,25°¢ Sangat kuat

Keterangan: K-: DMSO, K+: Ciprofloxacin
NB: Rerata yang diikuti notasi huruf yang sama dalam kolom yang sama menunjukkan

tidak berbeda nyata (sama)

Hasil pengujian menunjukkan bahwa data diameter zona hambat ekstrak etanol
daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap Shigella dysenteriae telah memenuhi
syarat berdistribusi normal. Hal ini dibuktikan melalui uji normalitas yang
menghasilkan nilai signifikansi p>0,05 (Lampiran 4). Selain itu, hasil uji homogenitas
data menunjukkan bahwa nilai signifikansi sebesar 0,066 (p>0,05) yang
mengindikasikan bahwa data memiliki varians yang sama atau homogen (Lampiran 5).
Hal ini menunjukkan bahwa data memenuhi syarat untuk dilakukan analisis statistik
menggunakan uji parametik, yaitu uji One Way ANOVA.

Selanjutnya, hasil analisis statistik menggunakan uji One Way ANOVA
menunjukkan nilai signifikansi sebesar p=0,000 (p<0,05), yang menandakan adanya
perbedaan signifikan pada rata-rata diameter zona hambat antara kelompok perlakuan
dengan konsentrasi yang berbeda. Untuk menggali lebih jauh perbedaan signifikan
antar kelompok perlakuan, dilakukan uji lanjutan Beda Nyata Terkecil (BNT) atau
Tukey.

Berdasarkan hasil uji Tukey menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata antar

kelompok perlakuan yang ditunjukkan oleh notasi yang sama pada (Tabel 4.1).
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Pemberian ekstrak etanol daun melinjo dengan konsentrasi 40% hingga 100%
menghasilkan zona hambat yang sama secara statistik (Tabel 4.1). Perlakuan ekstrak
dapat menghambat pertumbuhan dari Shigella dysenteriae, hal ini ditunjukkan oleh
adanya zona hambat dibandingkan dengan kontrol negatif. Namun kurang kuat jika
dibandingkan dengan kontrol positif (Ciprofloxacin) yang memiliki daya hambat
22,83+1,25° yang berarti, kontrol positif lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak
100%.

Berdasarkan pedoman Setiawan & Widianti, (2018) membuktikan bahwa ekstrak
daun melinjo (Gnetum gnemon L.) pada konsentrasi 40%, 60%, 80%, dan 100%
menunjukkan adanya daya hambat kategori kuat terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli. Penelitian ini sejalan dengan temuan Apriliantisyah et al., (2022)
yang juga melaporkan bahwa peningkatan zona hambat pada konsentrasi ekstrak yang
lebih tinggi. Hal tersebut dikaitkan dengan meningkatnya kandungan senyawa bioaktif
pada konsentrasi tinggi yang memperkuat difusi antimikroba dan memperluas zona
hambat. Kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak etanol daun melinjo menjadi
faktor utama yang mendukung aktivitas antibakterinya.

Kandungan senyawa bioaktif dalam daun melinjo seperti flavonoid, alkaloid,
saponin, tanin, triterpenoid, memainkan peran penting dalam aktivitas antibakterinya
(Andasari et al., 2020). Flavonoid, terutama quercetin bekerja dengan merusak dinding
sel bakteri dan mengganggu proses metabolisme protein (Handarni et al., 2020;
Kamath et al., 2008). Sementara itu, alkaloid menghambat sintesis protein, dan saponin
memengaruhi tegangan permukaan membran sel bakteri, memungkinkan senyawa
antibakteri untuk menembus sel bakteri dengan mudah (Munfaati et al., 2015). Tanin
dan Triterpenoid turut mendukung aktivitas antibakteri dengan cara mengganggu
struktur membran sel dan menurunkan permeabilitasnya (Munfaati et al., 2015;
Rachmawati, (2009); Epand et al., (2007).

Quercetin, flavonoid utama yang ditemukan dalam ekstrak daun melinjo
memiliki sifat antibakteri yang signifikan. Dengan lima gugus hidroksi (-OH),
quercetin bersifat sangat polar, yang memungkinkan interaksi kuat dengan protein

dinding sel bakteri mengakibatkan kerusakan dan akhirnya kematian bakteri (Maulita
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et al., 2009). Selain itu penelitian Isnaini et al., (2021) juga menunjukkan bahwa
ekstrak daun melinjo mengandung berbagai senyawa bioaktif lain seperti steroid,
polifenol, dan hidroquinon, yang semuanya berpotensi sebagai antibakteri. Penelitian
Waulansari et al., (2020) juga menduga bahwa sifat lipofilik terpenoid dalam ekstrak ini
dapat mengganggu stabilitas membran sel bakteri, memperkuat efektivitas
antibakterinya.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun melinjo memiliki potensi
besar sebagai alternatif alami untuk mengatasi resistensi antibiotik, khususnya terhadap
kloramfenikol. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan, semakin besar
efektivitasnya dalam menghambat pertumbuhan Shigella dysenteriae. Dengan
demikian, ekstrak etanol daun melinjo dapat menjadi Solusi potensial dalam

mengembangkan pengobatan antibakteri yang lebih efektif dan berkelanjutan.

4.2 Uji konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) Ekstrak Daun Melinjo (Gretum gnemon L.) Terhadap Bakteri Shigella
dysenteriae

4.2.1 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Ekstrak Daun Melinjo (Gretum

gnemon L.) Terhadap Bakteri Shigella dysenteriae
Tujuan dari dilakukannya microdilution test untuk menentukan konsentrasi

terendah dari antibakteri ekstrak daun melinjo yang mampu menghambat pertumbuhan
mikroorganisme. Efektivitas ekstrak di uji melalui pengukuran dua jenis konsentrasi,
yaitu Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM). Hasil pengujian ini memungkinkan kita mengetahui sifat aktivitas antimikroba
bakteriostatik atau bakterisida.

Konsentrasi hambat minimum atau KHM adalah konsentrasi terendah dari
senyawa antibakteri yang mampu menekan pertumbuhan mikroorganisme. Untuk
mendapatkan hasil dari uji KHM dilakukan dengan cara mengamati pertumbuhan
bakteri S.dysenteriae sebelum maupun sesudah inkubasi yang dilihat dari perbedaan
kekeruhan larutan menggunakan spektrofotometer (Rachmawaty, 2016). Hasil uji

KHM ditunjukkan pada tabel berikut.
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Tabel 4.2 Hasil Uji KHM Ekstrak Etanol Daun Melinjo Terhadap Bakteri Shigella

dysenteriae Secara Kualitatif (Microdilution Test)

Perlakuan Hasil ulangan
Ekstrak etanol daun melinjo 1 2 3
Kontrol negatif | A +++
Kontrol positif - - -
Konsentrasi 60% - - -
Konsentrasi 30% + + -
Konsentrasi 15% ++ ++ ++
Konsentrasi 7,5% +++ | +++ +++

Keterangan: (-: jernih, +: sedikit keruh, ++: keruh, +++: sangat keruh)

Kontrol negatif: DMSO
Kontrol positif: Ciprofloxacin

60% 3

Gambar 4.2 Hasil pengamatan KHM ekstrak etanol daun melinjo dengan microdilution test

(Dokumen pribadi)

Pada tabel hasil pengujian, konsentrasi 30% ekstrak etanol daun melinjo

menunjukkan adanya kekeruhan pada dua sumur, sedangkan satu sumur tetap jernih.

Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut, Sebagian besar bakteri masih

mengalami pertumbuhan, namun ada satu sumur yang menunjukkan tanda-tanda

penghambatan pertumbuhan bakteri. Berdasarkan pengamatan ini, dapat dikatakan

bahwa konsentrasi 30% ekstrak etanol daun melinjo sudah mendekati Konsentrasi

Hambat Minimum (KHM), karena satu sumur telah menunjukkan kejernihan, yang

mengindikasikan bahwa pada konsentrasi

tersebut bakteri

mulai

terhambat
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pertumbuhannya. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) diamati sebagai konsentrasi
paling rendah dimana tidak terdapat endapan bakteri pada dasar sumur (jernih) yang
mengindikasikan terhambatnya pertumbuhan bakteri (Choirunnisa & Sutjiatmo, 2017).
Aktivitas antibakteri dapat ditingkatkan dari efek menghambat menjadi membunuh
bakteri, dengan meningkatkan konsentrasi sampel uji diatas nilai KHM. Hasil
pengamatan konsentrasi 60% ekstrak daun melinjo tidak terdapat pertunbuhan koloni
yang ditandai dengan tidak terjadinya kekeruhan pada sumur. Sehingga ekstrak daun
melinjo bersifat bakteriostatik dan bakterisida, dimana kandungan metabolit
sekundernya mampu menekan pertumbuhan dan membunuh bakteri. Kontrol negatif
tidak menunjukkan adanya aktivitas antibakteri, ditandai dengan terjadi kekeruhan
pada sumur yang menandakan adanya pertumbuhan koloni bakteri.

Metode mikrodilusi dipilih dalam penelitian ini karena memiliki beberapa
keunggulam, seperti sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan difusi, penggunaan
sampel yang lebih sedikit, serta kemampuan menghasilkan data semikuantitatif hingga
kuantitatif yang memungkinkan penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM)
secara akurat (Eloff, 1988; dalam Sari et al., 2021).

Metode dilusi cair bekerja berdasarkan prinsip pengenceran sampel uji hingga
menghasilkan berbagai tingkat konsentrasi. Setiap konsentrasi tersebut kemudian
dicampurkan dengan suspensi bakteri dalam media. Salah satu keunggulan metode
serial dilusi adalah kontak antara sampel uji dan bakteri menjadi lebih optimal karena
area permukaan media yang luas. Selain itu, metode ini memungkinkan pengujian
bakteri menggunakan jumlah sampel yang minimal, sehingga lebih hemat dan mudah
diterapkan.

Namun, metode ini juga memiliki keterbatasan, seperti konsentrasi sampel uji
yang hanya dapat dicapai pada tingkat tertentu akibat proses pengenceran berurutan,
yang berpotensi menciptakan daya hambat pada konsentrasi rendah. Selain itu, risiko
kesalahan saat mendistribusikan sampel cukup tinggi, yang dapat memengaruhi

keakuratan hasil (Hasil et al., 2022; Nurul et al., 2023).
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4.2.2 Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Ekstrak Daun Melinjo (Gnetum
gnemon L.) Terhadap Bakteri Shigella dysenteria

Penentuan nilai KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum) pada penelitian ini
dilakukan dengan menggunakan larutan uji dengan konsentrasi dari uji penentuan
KHM vyaitu 60% yang menandakan adanya kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri pada uji penentuan nilai KHM yang dilakukan sebelumnya.
Dengan menggunakan konsentrasi yang sudah diketahui bahwa memiliki kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae tersebut, diharapkan
media agar tetap jernih yang berarti larutan uji dengan masing-masing seri konsentrasi
yang diberikan dapat membunuh bakteri Shigella dysenteriae. Hasil uji penentuan nilai
KBM dengan konsentrasi 60% disajikan dalam gambar 4.3

Setelah diinkubasi selama 24 jam, didapatkan hasil dari uji penentuan nilai
KBM yang ditunjukan pada gambar 4. Hasil didapatkan diamati secara visual. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa pada semua cawan petri yang telah dituang ekstrak uji
kemudian diikuti dengan media MHA masing-masing konsentrasi yang digunakan,
bakteri Shigella dysenteriae masih dapat bertumbuh pada media ditandai dengan
bintik-bintik putih (koloni) pada media. Pada konsentrasi tertinggi yang digunakan
yaitu 60% pada penelitian ini, tidak terdapat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae
(bersih). Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi 60% yang digunakan pada penelitian
ini mampu menghambat dan membunuh bakteri Shigella dysenteriae. Dengan
demikian, nilai KBM pada penelitian ini konsentrasi 60% ekstrak etanol daun melinjo
dapat dinyatakan sebagai bakteriostatik dan bakterisida. Trisha et al., 2024 dalam
penelitiannya menyebutkan bahwa ekstrak metanol daun melinjo memiliki potensi
sebagai bakteriostatik pada bakteri gram positif B. pumilus, B. megaterium dan S.
aureus memiliki konsentrasi KHM masing-masing sebesar 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL,
dan 12,5 mg/mL, dengan konsentrasi MBC sebesar 12,5 mg/mL, 25,0 mg/mL, dan 25,0
mg/mL. Sementara itu, E. coli, S. Typhimurium, dan E. aerogenes memiliki nilai MIC
masing-masing 25,0 mg/mL, 12,5 mg/mL, dan 12,5 mg/mL dengan nilai MBC >50,0
mg/mL, 25,0 mg/mL, dan >50,0 mg/mL.
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Tabel 4.3 Hasil Perhitungan Cawan (7otal Plate Count)

Mikroba uji Konsentrasi Ekstrak Hasil Total Plate Count
Daun Melinjo (CFU/mL)
Shigella dysenteriae K- TBUD
K+ 0
30% 2,8 X 104
15% 5,12 X 10*
7,5% TBUD
Keterangan:
TBUD : Terlalu Banyak Untuk Dihitung (jumlah koloni >250)

Warna biru  : nilai positif KBM
Warna Kuning : KHM Kuantitatif

15%

7,5% (+)

Gambar 4.3 Total Plate Count (TPC)
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Aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu konsentrasi
ekstrak, kandungan senyawa antibakteri, daya difusi ekstrak dan jenis bakteri yang
dihambat (Jawetz et al., 2008 dalam Goetie ef al., 2022). Konsentrasi zat antibakteri
seperti tannin dan flavonoid memiliki korelasi dengan aktivitas antibakteri dari suatu
ekstrak. Kandungan flavonoid dan tannin yang tinggi pada sampel akan meningkatkan
aktivitas antibakterinya (Manik et al., 2014; Qonita et al., 2019). Jumlah zat
antimikroba yang semakin besar menyebabkan semakin banyak bakteri yang dirusak
baik dari struktur sel atau sistem metabolisme sel bakteri sehingga bakteri yang
terpapar zat antimikroba akan terhambat pertumbuhannya atau mati (Afifi & Erlin,
2017). Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Zhafirah et al., (2023) bahwa Daun
melinjo memiliki kandungan metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, serta steroid. Terdapatnya senyawa metabolit sekunder pada ekstrak dapat
dihubungkan dengan sifat antibakteri pada masing-masing senyawa dengan
mekanisme yang berbeda-beda.

Tumbuhan yang mengandung tanin diketahui memiliki kemampuan
antimikroba yang sangat baik. Sebagai molekul ligan multidentan, tanin dapat
berikatan dengan protein melalui interaksi hidrofobik dan ikatan hydrogen
(Kaczmarek, 2020). Pada bakteri gram negatif, lapisan lipopolisakarida yang
Menyusun membrane luarnya menjadi penghalang utama terhadap aksi antibiotik,
sedangkan dinding selnya berfungsi melindungi bakteri dari lingkungan luar, sekaligus
menjaga bentuk dan integritas stukturalnya.

Tanin dapat mengganggu sintesis dinding sel dengan menginaktivasi enzim
yang terlibat dalam proses tersebut atau langsung berikatan dengan fosfolipid pada
membran sel bakteri, yang menyebabkan kerusakan structural membran, kebocoran
metabolit esensial, dan akhirnya mengakibatkan sistem enzim bakteri menjadi tidak
aktif (Maiola et al., 2014).

Flavonoid memiliki aktivitas antibakteri dengan tiga mekanisme utama, yaitu
membunuh bakteri secara langsung, meningkatkan efektivitas antibiotik melalui
sinergi, dan melemahkan patogenitas bakteri. Selain itu, flavonoid juga dapat

menghambat sintesis asam nukleat, mengganggu fungsi membran sel, serta
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mengacaukan metabolisme energi. Cincin B pada struktur flavonoid berkontribusi
dalam proses interkalasi atau pembentukan ikatan hydrogen dengan nukleotida, yang
menyebabkan terhambatnya sintesis DNA dan RNA (Xie et al., 2015). Gangguan
fungsi membran sel terjadi akibat pembentukan kompleks flavonoid dengan protein
ekstraseluler yang larut, sehingga merusak integritas membran sel bakteri (Rahman et

al., 2017).

4.3 Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Melinjo Terhadap Bakteri
Shigella dysenteriae Berdasarkan Sudut Pandang Islam

Kandungan senyawa antibakteri daun melinjo merupakan salah satu tanda
kebesaran dan kekuasaan Allah SWT. Allah menciptakan alam semesta beserta isinya
dengan tujuan yang jelas dan penuh kebijaksanaan. Tidak ada satupun ciptaan Allah
yang sia-sia, baik di langit maupun di bumi. Setiap makhluk dan fenomena alam adalah
tanda kebesaran-Nya, yang seharusnya mendorong manusia untuk berpikir, merenungi
kebesaran Allah, dan bersyukur atas segala nikmat yang telah diberikan. Sebagaimana

firman Allah dalam (QS. Shad: 27)
@ 50 Go 1558 Gl 31581558l Gl 15 Sl g Was om0 5 sl s o

Artinya: “Kami tidak menciptakan langit dan bumi serta apa yang ada diantara
keduanya secara sia-sia. Itulah anggapam orang-orang yang kufur. Maka, celakalah

orang-orang yang kufur karena (mereka akan masuk) neraka.”

Ayat ini mengingatkan bahwa ciptaan memiliki hikmah dan tujuan yang jelas,
sehingga kita sebagai umat manusia dituntut untuk senantiasa berpikir dan bersyukur
atas segala sesuatu yang diciptakan Allah. Daun melinjo menjadi salah satu contoh dari
ciptaan Allah yang tidak hanya berguna sebagai sumber pangan, tetapi juga memiliki
potensi sebagai antibakteri yang bermanfaat bagi kesehatan. Manfaat dari daun melinjo
mengajak kita untuk merenung lebih dalam tentang kebesaran Allah yang sering kali
tersembunyi dibalik hal-hal yang terlihat sederhana.

Dengan izin Allah, senyawa aktif dalam daun melinjo berfungsi sebagai agen

antibiotik alami. Mekanisme kerja ini menunjukkan sistem yang telah ditetapkan oleh
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Allah, dimana senyawa antibakteri dalam daun melinjo dapat memberikan manfaat
optimal bila digunakan dalam dosis yang sesuai. Dalam bidang Kesehatan, pengujian
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
memiliki peran penting untuk menentukan tingkat dosis terendah yang efektif dalam
menghambat atau membunuh mikroba. Hal ini juga membantu mengurangi resiko
munculnya resistensi akibat penggunaan antibiotik dalam dosis yang berlebih (Afifi
dan Erlin, 2017). Sebagaimana firman allah dalam (QS. Al-A’raf 7:31)

O puall Samd ¥ 437158 5055155005 15K

Artinya: “Makan dan minumlah, tetapi jangan berlebihan, sesungguhnya Allah tidak

menyukai orang yang berlebih-lebihan”

Ayat di atas menunjukkan bahwa Allah tidak menyukai sesuatu yang
berlebihan. Quthb (2004) menjelaskan bahwa “israf” berarti melampaui batas dari yang
semestinya dalam segala sesuatu sehingga tidak memberikan manfaat melainkan
mudharat bagi dirinya. Hal ini menunjukkan bahwa segala sesuatu memiliki ukuran
atau takaran yang sesuai dengan kebutuhan manusia. Di dalam ilmu Kesehatan,
penggunaan antibiotik harus sesuai dengan dosisnya tidak boleh melebihi batas yang

ditentukan. Hal ini juga dipertegas dalam (QS. Al-Hijr (15): 19-21):

Al Gay Gloaa Lgd a8T UlRA 5 ¢y 9550 £ 8 (a g Ui (a3 Lo LRI 5 L3R (a3
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Artinya: “Dan bumi itu Kami hamparkan, serta Kami pancangkan padanya gunung-
gunung, dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran. Dan Kami
jadikan untukmu berbagai keperluan hidup disana, dan (Kami ciptakan pula) makhluk-
makhluk yang bukan kamu pemberi rezeki baginya.dan tidak ada sesuatu pun
melainkan pada sisi Kami-lah perbendaharaanya, dan Kami tidak menurunkannya

melainkan dengan ukuran tertentu”

Ayat diatas secara tegas menyebutkan bahwa segala sesuatu di bumi, termasuk
tumbuh-tumbuhan, diciptakan dengan “ukuran yang tertentu”. Menurut tafsir Al-

Qurthubi maksud dari ayat “0aise s & (e b Uil adalah Allah telah
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menumbuhkan dan menciptakan padanya, yakni segala sesuatu di bumi itu menurut
ukuran yang tepat sesuai kebutuhan dan hikmah.

Menurut tafsir Al-Qurthubi, segala sesuatu di bumi ini diciptakan Allah dengan
takaran yang tepat sesuai kebutuhan dan hikmah. kata “93333” (ukuran) dan “eJ:c‘-*" By
menjelaskan bahwa setiap ciptaan memiliki keseimbangan, baik dari kuantitas maupun
kualitasnya. Menurut Dr. Abdullah dalam bukunya yang berjudul Tafsir Ibnu Katsir
adalah Allah SWT dalam menciptakan bumi, gunung dan menumbuhkan sesuatu telah
menetapkan mauzunnya. Ukuran dan ketetapan Allah SWT dalam setiap ciptaan-Nya
tidak semata-mata hanya agar ada perbedaan antara ciptaan satu dengan yang lain.
Akan tetapi lebih dari pada fungsi masing-masing ciptaan Allah.

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun melinjo memiliki
potensi sebagai antibakteri yang baik, dibuktikan dengan diameter hambat, KHM, dan
KBM. Dalam penggunaan obat antibakteri, dosis atau takaran yang tepat sangat penting
untuk memperoleh hasil yang maksimal. Penggunaan antibiotik dalam dosis berlebih
dapat menyebabkan resistensi bakteri, sehingga pengobatan menjadi tidak efisien dan
efektif.

Allah juga menganjurkan setiap umat-Nya untuk berikhtiar mencari
kesembuhan terhadap suatu penyakit. dalam sebuah hadist riwayat Ahmad, Rasulullah

SAW bersabda:
das Al g5 Y e d 05

“Setiap penyakit ada obatnya, dan jika obat yang tepat digunakan untuk penyakit itu,
maka penyakit itu akan sembub dengan izin Allah” (HR. Bukhari)

Hadist ini menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan suatu penyakit tidak
terkecuali dengan obatnya. Oleh karena itu, sebagai manusia yang berakal seharusnya
mengobati penyakit yang dialami agar dapat pulih dan Kembali beribadah kepada
Allah. Berdasarkan penelitian ini, senyawa aktif dalam daun melinjo memiliki
kemampuan sebagai antibakteri sehingga dapat digunakan sebagai pengobatan

alternatif shigellosis.
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Lingkungan memiliki peran penting dalam memenunhi kebutuhan manusia,
termasuk menyediakan obat-obatan alami yang berasal dari kekayaan alam sekitar.
Sebagai khalifah di muka bumi, manusia memiliki tanggung jawab untuk
memanfaatkan setiap ciptaan Allah SWT dengan bijaksana, termasuk berbagai jenis
tanaman yang telah disediakan-Nya. Dalam penelitian ini menunjukkan bahwa daun
melinjo memiliki potensi sebagai obat tradisional yang efektif dalam mengatasi
masalah Kesehatan. Selain itu, penggunaan antibiotik berbahan alami seperti daun
melinjo dianggap lebih aman bagi tubuh dan lingkungan. Bagi individu yang memiliki
alergi terhadap antibiotik kimia, daun melinjo dapat menjadi alternatif pengobatan

yang lebih ramah lingkungan dan tetap memberikan manfaat Kesehatan.



BABV
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1.

Aktivitas ekstrak etanol 70% daun melinjo (Gnetum gnemon L.) efektif dalam
menghambat bakteri Shigella dysenteriae.

Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak etanol 70% daun melinjo
terhadap bakteri Shigella dysenteriae berada pada konsentrasi 30%, sedangkan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) berada pada konsentrasi 60%.

5.2 Saran

Saran dari penelitian ini adalah:

1.

Perlu dilakukan penelitian terhadap aktivitas antibakteri nanopartikel daun
melinjo

Penelitian perlu lanjut secara in vivo terhadap pengaruh ekstrak etanol daun
melinjo terhadap bakteri Shigella dysenteriae

Pengujian microdilution test agar dilakukan dengan pencampuran larutan
secara konsisten menggunakan pipetting naik-turun sebelum dimasukkan ke
dalam sumur, sehingga distribusi ekstrak dan bakteri lebih merata dan hasil
menjadi lebih akurat

Penelitian selanjutnya pada uji KHM mikrodilution test dapat menggunakan
alat turbidimetri untuk mengukur kekeruhan secara kuantitatif, sehingga hasil
lebih akurat dan objektif dibandingkan dengan pengamatan visual.

Sebelum dimasukkan suspensi bakteri pada pengujian KHM microdilution
test, ada baiknya dilakukan pengukuran tingkat kekeruhan pada warna ekstrak,

untuk meningkatkan akurasi penelitian
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Daun melinjo (Gretum gnemon L.)

Simplisia daun melinjo

Maserasi

Ekstrak etanol daun melinjo

Uji aktivitas antibakteri

Zona Hambat)

Uji Kirby baurer (Uji
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Microdilution test

Uji KHM

Uji KBM

Hasil




Lampiran 2. Rumus-rumus

2.1 Penentuan Ulangan
t(n-1) > 15
4(n-1) =15
4n -4 >15
4n>19
n>19
n=>4.75

2.2 Rendeman

Berat ekstrak
Rendemen = , x 100%
Berat bahan yang di ekstrak

Berat Ekstrak = Berat isi total-Berat wadah kosong
= 143 gram-99 gram

=44 gram

Berat ekstrak
Rendemen = - x 100%
Berat bahan yang di ekstrak

44 gram
=9 +100%
100 gram

=44%
2.3 Pengenceran

M1Vi=M12V>

100%.x= 40%.2 mL

40%.2 mL
X=

100%
x= 0,8 gr/Ml
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2.4 Diameter Zona Hambat
Diameter Zona Hambat (mm) = Diameter keseluruhan yang terbentuk (mm)-

Diameter kertas cakram (mm)
Diameter Zona Hambat = 18,56 mm- 6 mm

= 12,56 mm

2.5 Rumus 7otal Plate Count
. 1
Ysel = Xkoloni x —
fp

Ysel =129 x

1/200
=25,800 CFU/mL
=2,58 x 104 CFU/mL
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Lampiran 3. Diameter Zona Hambat

65

Perlakuan Diameter Zona Hambat (mm) Rata-rata Kategori
1 2 3 Zona
Hambat
Kontrol negatif 0 0 0 0.00 Tidak ada
Kloramfenikol 4 3,5 5,5 4,33 Lemah
40% 11,5 10,5 9 10,33 Kuat
60% 12,5 12 7,5 10,67 Kuat
80% 12 14,5 13,5 13,33 Kuat
100% 13,5 15,5 12 13,67 Kuat
Kontrol positif 24.5 21,5 22,5 22,83 Sangat Kuat

Keterangan: K+: Ciprofloxacin, K-: DMSO




Lampiran 4. Uji Normalitas Data Zona Hambat

Tests of Normality

66

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter Kontrol Negatif 3 3
Ciprofloxacin 0.253 3 0.964 3 0.637
Kloramfenikol 0.292 3 0.923 3 0.463
40% 0.219 3 0.987 3 0.780
60% 0.353 3 0.824 3 0.174
80% 0.219 3 0.987 3 0.780
100% 0.204 3 0.993 3 0.843
a. Lilliefors Significance Correction
Lampiran 5. Uji Homogenitas Data Zona Hambat
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Diameter Based on Mean 2.597 6 14  0.066
Based on Median 0.543 6 14  0.767
Based on Median and with 0.543 6 4.89 0.760
adjusted df 2
Based on trimmed mean 2.370 6 14  0.086
Lampiran 6. Uji ANOVA
ANOVA
Diameter
Mean
Sum of Squares df Square F Sig.
Between Groups 954.310 6 159.052 64.543 0.000
Within Groups 34.500 14 2.464
Total 988.810 20




Lampiran 7. Uji lanjutan Beda Nyata Terkecil (BNT) Tukey

Diameter

Subset for alpha = 0.05

Konsentrasi 1 2 3
Tukey HSD? Kontrol Negatif 3 0.000
Kloramfenikol 3 4.333
40% 3 10.333
60% 3 10.667
80% 3 13.333
100% 3 13.667
Ciprofloxacin 3 22.833
Sig. 0.053 0.198 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Lampiran 8. Gambar dan Data Hasil Uji Microdilution Tube

Sebelum Inkubasi

Sesudah Inkubasi

68

Keterangan:

Al, B1, C1: Konsentrasi 60%
A2, B2, C2: Konsentrasi 30%
A3, B3, C3: Konsentrasi 15%
A4, B4, C4: Konsentrasi 7,5%
A5, BS5, C5: Kontrol Positif
A6, B6, C6: Kontrol Negatif



Lampiran 9. Data Total Plate Count
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. Ulangan
Konsentrasi 1 ) 3
60% 0 0 0
30% 6 91 32
15% 30 59 167
7,5% TBUD TBUD TBUD
Ulangan
Konsentrasi
1 2 3

60%

30%

15%
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7,5%




Lampiran 10. Gambar Dokumentasi Penelitian

Proses ekstraksi

Penimbangan simplisia
daun melinjo

Perendaman simplisia
daun melinjo dalam
etanol 70%

Diaduk sampel sampai
homogen, kemudian
didiamkan selama 72 jam

Proses penyaringan
filtrat menggunakan
kertas saring whatman
No. 41 dengan alat

Vacum evaporator

Proses penguapan filtrat
menggunakan Rotary

vacum evaporator

Ekstrak kental daun
melinjo

Pengeringan ekstrak
kental daun melinjo
menggunakan oven

Rendeman yang
dihasilkan

Penyimpanan ekstrak daun
melinjo dalam botol yang
dilapisi dengan alumunium
foil dalam freezer
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Uji Aktivitas Antimikroba

o=

Isolat murni Shigella
dysenteriae

Sterilisasi alat dan media

Pere; dia uii
ersiapan media uji dalam autoklaf

Pembuatan suspense Penguj.ian suspense _ Inokulg§1 suspense
. - bakteri dengan alat mikroba uji di permukaan
mikroba uji .
Spektrofotometer media

Penanaman kertas cakram | Uji konsentrasi hambat Uji  konsentrasi  bunuh

diatas media uji minimum minimum
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Pengukuran
zona hambat

diameter

Perhitungan jumlah
koloni menggunakan
colony counter

96-well plate (kiri), kertas
cakram (kanan)




Lampiran 11. Hasil Identifikasi Asal Mikroorganisme.

||
! l PT. Agritama Sinorgl inovasi
- I Sargkuriang No. €2, Keluanan Daga.
. Kecamatan Dago kcts Bancung,
AGAV| agavim ’

Javas Harat 20155

INFORMASI PRODUK
Nama Produk Kultur mumil Isoiat Baklar Shigefia dysantenae
Koco Strain ATCC 13313
Kalegori Pathogen
Gram Negatif
edia Nuteient Agar (NA)*

Suhu perlumbuhan optimum 37 °C**

PH perlumbuhan optimum G4 -78

Jenis berdasarkan =
_kebutuban oksigen

Facultative Anasrob

e g 1)(10"[0,5Mc=mand) 2o
has ————t - -
Saran Penggunaan :

Procuk terlebih dahulu diremajakan ke media padat atau media cair yang sesual deng
keterangan produk di atas”

Metode Peremajaan :

A. Peremajaan ke media padat (agar)

1. Ambil 1 os2 koloni dari permukaan tabung

2. Goreskan Koloni secara zigzag pada permukaan media agar baru yang sesual
dengan keterangan produk di atas”

3. Inkubasl dengan kondisi suhu dan oksigen yang disertakan pada keterangan produk
di atas*. Kultur dikatakan tumbuh dangan baik jika di permukaan media agar baru
diturnbuhi koloni berwarna putin

4, Semua tahapan dilakukan secara aseptis

B. Peremajaan ke media cair

Cara 2,
| 1. Masukkan 3-5 mL aquades steril dalam tabung kultur
! 2. Kocok perlahan sampai semua kolonl putih di permukaan tabung terlarut dalam
aquades
3. Masukkan aquades yang sudah terisi koloni ke dalam media tumbuh bary yang
sesuai dengan keterangan produk di atas® dengan konsentrasi 10% {(viv)
4. Inkubasi dengan kondisi suhu dan oksigen yang diseniakan pada keterangan produk
di atas®*. Kultur dikalakan tumbuh dengan baik jika media mengalami kekeruhan
5. Semua lahapan dilakukan secara aseplis




![E PT. Agritama Sinergl Inovasi
JI. Sanghuriang Na. €2 Keluraban Dago,
m decarnatan Dago Kota Bardung,
AGAvV| agavim Jov o 5

[,

Terima kasih teiah percaya dan berbelanja di Toko kami, semoga project Anda lencer.

Teknisi Laboratoriupg,

v

Ac AW
M«v‘m%@ﬁm@q = T ama ™ T

(LN

Hasll Pewarnaan Gram pada Kultur Shigefla Dysentariae *
SD004120824
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IDENTITAS BIMBINGAN
Tanggal Tabun
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