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ABSTRAK
Latar Belakang: Tuberkulosis (TB) hingga saat ini masih menjadi masalah
kesehatan global dengan angka kematian tertinggi kedua di dunia, terutama akibat
resistensi terhadap obat lini pertama. Indonesia sebagai salah satu negara dengan
beban TB tertinggi membutuhkan alternatif terapi baru yang lebih aman dan efektif.
Daun kemangi (Ocimum basilicum) diketahui memiliki aktivitas antimikroba yang
menjanjikan karena kandungan senyawa bioaktif seperti flavonoid, alkaloid,
saponin, dan tanin. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis konsentrasi hambat
minimum dari ekstrak etanol daun kemangi terhadap bakteri Mycobacterium
tuberculosis H37Rv secara in-vitro menggunakan metode Resazurin Microtiter
Assay (REMA).
Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan desain post-test only control
group secara in-vitro dengan metode penelitian deskriptif kualitatif. Ekstrak etanol
daun kemangi dibuat dengan metode maserasi pada konsentrasi 2,5%, 1,25%, dan
0,625%. Aktivitas antimikobakteri diuji menggunakan metode REMA, dimana
perubahan warna resazurin dari biru ke merah muda menandakan pertumbuhan
bakteri. Rifampisin digunakan sebagai kontrol positif dan media tanpa ekstrak
sebagai kontrol negatif.
Hasil: Hasil menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun kemangi pada konsentrasi
ekstrak 2,5%, 1,25% dan 0,625% melalui metode REMA menunjukkan perubahan
warna menjadi merah muda, sedangkan pada kelompok kontrol positif tetap
berwarna biru.
Kesimpulan: Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol daun kemangi
terhadap pertumbuhan bakteri Mycobacterium tuberculosis yang dinilai melalui
metode REMA.
Kata Kunci: Daun Kemangi, Konsentrasi Hambat Minimum, Mycobacterium
tuberculosis, REMA
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ABSTRACT
Introduction: Tuberculosis (TB) remains a global health issue and is currently the
second leading cause of death from infectious diseases worldwide, primarily due to
resistance to first-line drugs. Indonesia, as one of the countries with the highest TB
burden, requires new therapeutic alternatives that are safer and more effective.
Basil leaves (Ocimum basilicum) have been shown to possess promising
antimicrobial activity due to their bioactive compounds such as flavonoids,
alkaloids, saponins, and tannins.
This study aims to analyse the minimum inhibitory concentration (MIC) of ethanol
extract of basil leaves against Mycobacterium tuberculosis H37Rv in vitro using
the Resazurin Microtiter Assay (REMA) method.
Methods: his was an in-vitro experimental study using a post-test only control
group design. Ethanol extract of basil leaves was prepared via maceration and
tested at concentrations of 2.5%, 1.25%, and 0.625%. Antimycobacterial activity
was evaluated using the REMA method, where a colour change of resazurin from
blue to pink indicated bacterial growth. Rifampicin served as a positive control and
media without extract served as a negative control.
Results: The results showed that ethanol extract of basil leaves at concentrations
of 2.5%, 1.25%, and 0.625% using the REMA method showed a color change to
pink, whereas the positive control group remained blue.
Conclusion: There was no effect of ethanol extract of basil leaves on the growth of
Mycobacterium tuberculosis as assessed by the REMA method.
Keywords: Basil Leaves, Minimum Inhibitory Concentration, Mycobacterium
tuberculosis, REMA
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tuberkulosis (TB) hingga saat ini masih menjadi masalah kesehatan yang
serius di dunia. Pada tahun 2022, TB menempati urutan kedua sebagai penyebab
kematian terbesar di dunia yang disebabkan oleh agen infeksi setelah penyakit
COVID-19, dan menyebabkan kematian dua kali lipat lebih banyak daripada
HIV/AIDS.! Lebih dari 10 juta orang menderita TB setiap tahunnya. Pada tahun
2019 sebanyak 7,1 juta orang terdiagnosis TB, pada tahun 2020 sebanyak 5,8 juta
orang, pada tahun 2021 sebanyak 6,4 juta orang dan pada tahun 2022 dilaporkan
meningkat sebanyak 7,5 juta orang dan diperkirakan sekitar 1,3 juta orang
meninggal dunia. Terdapat 30 negara yang menyumbangkan kasus TB mencapai
87% dari total kasus TB di seluruh dunia pada tahun 2022, dan dua pertiga dari total
global berada di delapan negara, yaitu India (27%), Indonesia (10%), China (7,1%),
Filipina (7%), Pakistan (4,5%), Bangladesh (3,6%) dan Republik Demokratik
Kongo (3%).%3

Pada level regional, insidensi TB menunjukkan peningkatan pada tahun 2022
di 3 dari 6 regio World Health Organization (WHO), yaitu regio Amerika, Asia
Tenggara dan Pasifik Barat. Secara geografis kasus TB ditemukan terbanyak di Asia
Tenggara (45,6%), Afrika (23,3%), Pasifik Barat (17,8%) dan yang terkecil di
Mediterania Timur (8,1%), Amerika (2,9%) dan Eropa (2,2%)*. Dua negara dengan
kontributor terbesar dalam pelaporan jumlah populasi baru terdiagnosis TB paru
pada tahun 2022 adalah India dan Indonesia, yaitu peningkatan sebesar 56% pada
tahun 2021 hingga 2022.%°

Penyakit TB di Indonesia menempati peringkat kedua setelah India. Insidensi
TB di Indonesia pada tahun 2021 adalah sebesar 969.000 atau 354 per 100.000
penduduk, sementara TB dengan HIV sebesar 22.000 kasus per tahun atau 8,1 per
100.000 penduduk. Pada tahun 2022 terdapat sekitar 724.000 kasus TB dan pada
tahun 2023 naik menjadi 809.000 kasus.* Provinsi Sumatera Utara menempati

urutan ke-3 dengan beban kasus TB tertinggi se-Indonesia setelah Jawa Barat dan
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Jawa Timur dengan estimasi kasus sebanyak 83.949. Berdasarkan data hingga 14
September 2023, jumlah kasus TB adalah 31.150 kasus (37,1% target 91%),
sedangkan persentase keberhasilan pengobatan Provinsi Sumatera Utara yaitu
90,4% target 90%.>

Diagnosis dini dan pengobatan yang tepat merupakan kunci keberhasilan
dalam menuntaskan penyakit TB. Saat ini terapi standard yang direkomendasikan
sebagai terapi TB adalah kombinasi obat antibiotik isoniazid, rifampisin,
pirazinamid dan etambutol. Namun obat-obatan ini juga memiliki berbagai efek
samping sehingga tidak jarang menimbulkan ketidakpatuhan pasien yang memicu
durasi terapi yang lebih panjang serta munculnya resistensi obat.® Deteksi awal
terhadap TB multi drug resistance tuberculosis (TB-MDR) sangat penting untuk
mengontrol kasus TB. Pengobatan TB tanpa adanya informasi kepekaan akan
meningkatkan kegagalan pengobatan sehingga akan lebih menyebarkan strain
resisten. Hal ini menyebabkan TB semakin meluas dan sulit untuk dieradikasi.’

Dibutuhkan diagnosis cepat dalam mendeteksi adanya resistensi obat, salah
satunya yaitu dengan uji resistensi obat secara fenotipik menggunakan resazurin
microtiter plate assay (REMA). Metode ini merupakan metode inovatif yang relatif
baru dan sedang dikembangkan untuk mendeteksi adanya resistensi obat secara
cepat, sederhana dan tidak mahal.® Metode ini juga digunakan untuk menguji
keaktifan senyawa anti-mikobakterium dalam kandungan alami seperti tanaman
obat.” Metode ini menggunakan resazurin sebagai indikator dengan prinsip
oksidasi-reduksi. Berdasarkan penelitian sebelumnya, metode ini memiliki
sensitivitas 98% dan spesifisitas 94% serta dapat dijadikan sebagai alternatif dari
pemeriksaan baku emas dalam deteksi fenotipik resistensi obat pada M.
tuberculosis.'°

Indonesia memiliki sumber hayati yang beraneka ragam, termasuk jenis
tumbuhan yang memiliki banyak manfaat secara farmakologi. Salah satu tanaman
yang memiliki banyak manfaat adalah daun kemangi (Ocimum basilicum). Daun
ini dijuluki sebagai “raja herbal” yang sumbernya secara alami berasal dari wilayah
tropis dan subtropis Asia, memiliki sumber polifenol yang berlimpah dan diketahui

sejak lama dapat digunakan untuk mengobati berbagai jenis penyakit melalui
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fungsinya sebagai anti-inflamasi, anti-oksidan, imunomodulator, anti-mikroba,

analgetik dan diuretik.'"1

Di Indonesia tanaman daun kemangi banyak digunakan di pulau-pulau besar,
seperti Sulawesi, Sumatera, dan Kalimantan. Suku di Kolaka yaitu Kolaka Timur,
Sulawesi Tenggara, menggunakan daun kemangi untuk mengobati tuberkulosis.'?
Sebuah studi melaporkan bahwa ekstrak dari daun kemangi (6,25 pg/ml pelarut)
dapat membantu memperbaiki gejala TB paru.'* Penelitian lainnya menunjukkan
bahwa daun kemangi memiliki aktivitas antimikroba yang menjanjikan terhadap
strain M. tuberculosis dan M. bovis. Aktivitas ini dikaitkan dengan bahan bioaktif
yang terkandung didalamnya, seperti saponin, tannin, alkaloid, flavonoid dan
polifenol.!® Flavonoid memainkan peranan penting dalam mencegah kerusakan sel
yang disebabkan oleh radikal bebas secara langsung, memiliki aktivitas anti-
inflamasi atau immunoregulator dengan cara memodulasi produksi dari mediator-
mediator pro-inflamasi sehingga menurunkan produksi dari sitokin pro-infamasi
seperti IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y dan sitokin lainnya.'¢

Sebuah penelitian melaporkan efek anti-tuberkulosis dari minyak atsiri
Ocimum sanctum L. (OsEO). OsEO menghambat pertumbuhan H37Rv dengan
MIC sebesar 3 ml (2,931 mg). OsEO juga menghambat pertumbuhan kesembilan
isolat klinis M. tuberculosis yang diuji, dengan MIC berkisar antara 1,5 ml (1,4655
mg) hingga 6 ml (5,862 mg).!” Ekstrak etanolik kasar dari biji daun kemangi
menunjukkan aktivitas anti-mikobakteri terhadap M. tuberculosis dan M. bovis,
dengan minimum inhibitory concentration (MIC) masing-masing berkisar antara
25-100 pg/ml dan 25-50 pg/ml.'® Pada penelitian sebelumnya juga dilaporkan
bahwa ekstrak methanol 80% daun kemangi memiliki aktivitas anti-mikobakterium
terhadap M. tuberculosis dan M. bovis dengan MIC 6,25-100 png/ml menggunakan
metode REMA."

Oleh karena itu peneliti tertarik untuk melakukan penelitian untuk
menganalisis konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum
basilicum) terhadap bakteri Mycobacterium tuberculosis melalui metode Resazurin

Microtiter Assay (REMA) secara in-vitro.
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1.2. Rumusan Masalah

1. Apakah ekstrak etanol daun kemangi memiliki efek antibakteri terhadap
bakteri Mycobacterium tuberculosis?

2. Berapakah konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol daun kemangi
yang mampu menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis
melalui metode REMA?

3. Bagaimana hasil uji fitokimia ekstrak daun kemangi yang berpotensi
sebagai antibakteri?

4. Bagaimana perubahan warna indikator resazurin sebagai penanda adanya
pertumbuhan atau hambatan pertumbuhan M. fuberculosis pada berbagai

konsentrasi uji?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Untuk menganalisis konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol daun

kemangi terhadap bakteri Mycobacterium tuberculosis melalui metode

Resazurin Microtiter Assay (REMA) secara in-vitro.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mengetahui efek antibakteri ekstrak etanol daun kemangi terhadap
bakteri Mycobacterium tuberculosis.

2. Mengetahui konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak etanol daun
kemangi yang mampu menghambat pertumbuhan Mycobacterium
tuberculosis melalui metode REMA.

3. Mengetahui hasil uji fitokimia ekstrak daun kemangi yang berpotensi
sebagai antibakteri.

4. Mengamati dan menganalisis perubahan warna indikator resazurin
sebagai penanda adanya pertumbuhan atau hambatan pertumbuhan M.

tuberculosis pada berbagai konsentrasi uji.
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1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
1. Menambah pengetahuan ilmiah mengenai potensi antimikobakteri daun
kemangi terhadap Mycobacterium tuberculosis serta mendukung
pengembangan fitofarmaka berbasis bahan alam.
1.4.2. Manfaat Praktis
1. Memberikan data awal yang dapat digunakan sebagai dasar penelitian
lanjutan untuk pengembangan terapi alternatif tuberkulosis yang lebih
aman dan terjangkau.
2. Memberikan informasi kepada peneliti, akademisi, dan praktisi kesehatan
mengenai potensi ekstrak etanol daun kemangi dalam pengendalian M.

tuberculosis.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tuberkulosis
2.1.1 Definisi

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit yang disebabkan oleh infeksi
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). Kompleks Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) adalah sekelompok Mycobacteria yang terdiri dari
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii, dan
Mycobacterium caprae yang saling berhubungan secara genetik.?’ Bakteri M.
tuberkulosis pertama kali ditemukan oleh Robert Koch pada tahun 1882.2! TB
merupakan penyakit sistemik yang dapat menyerang berbagai organ seperti sistem
pernapasan, sistem gastrointestinal, sistem limforetikular, kulit, sistem saraf pusat,

sistem muskuloskeletal, sistem reproduksi dan hati.?>*

2.1.2. Struktur Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis adalah bakteri berbentuk batang lurus atau
sedikit melengkung, tidak memiliki spora dan tidak berkapsul. Bakteri ini
berukuran lebar 0,3-0,6 um dan panjang 1-4 um. Sel Mycobacterium tuberculosis
terdiri dari empat lapisan utama yaitu membran plasma, kompleks peptidoglikan
arabinogalactan (AGP), membran luar asimetris atau mikomembran dan kapsul
terluar. Kapsul ini terikat lemah ke dinding sel dan dilepaskan oleh media
pertumbuhan dengan mempertahankan sifat fisikokimia. Sekitar 60% massa dari
selubung sel Mycobacterium tuberculosis terdiri dari lipid kompleks. Molekul lipid
dinding sel mikobakterium ini terdiri dari asam mikolat, fosfatidilinositol
mannosides (PIMs), phtiocerol dimycocerosates, lipomannan (LM), dan
lipoarabinomannan yang berinteraksi dengan reseptor sel inang dan memfasilitasi
pengambilan basil ke dalam sel inang. Struktur dinding sel yang kompleks tersebut
menyebabkan Mycobacterium tuberculosis bersifat tahan asam, yaitu apabila sekali

diwarnai akan tetap tahan terhadap upaya penghilangan zat warna tersebut dengan
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larutan asam-alkohol. Atas dasar karakteristik yang unik inilah bakteri dari genus

Mycobacterium seringkali disebut sebagai Bakteri Tahan Asam (BTA).>*

Gambar 2.1. Morfologi Mycobacterium tuberculosis dengan Mikroskop
Elektron®

2.1.3. Epidemiologi
Pada tahun 2022, TB menempati urutan kedua sebagai penyebab kematian
terbesar di dunia yang disebabkan oleh agen infeksi setelah penyakit COVID-19,
dan menyebabkan kematian dua kali lipat lebih banyak daripada HIV/AIDS. Lebih
dari 10 juta orang menderita TB setiap tahunnya. Pada tahun 2019 sebanya 7,1 juta
orang terdiagnosis TB, pada tahun 2020 sebanyak 5,8 juta orang, pada tahun 2021
sebanyak 6,4 juta orang dan pada tahun 2022 dilaporkan meningkat sebanyak 7,5
juta orang dan diperkirakan sekitar 1,3 juta orang meninggal dunia. Terdapat 30
negara yang menyumbangkan kasus TB mencapai 87% dari total kasus TB di
seluruh dunia pada tahun 2022, dan dua pertiga dari total global berada di delapan
negara, yaitu India (27%), Indonesia (10%), China (7,1%), Filipina (7%), Pakistan
(4,5%), Bangladesh (3,6%) dan Republik Demokratik Kongo (3%).>
Pada level regional, insidensi TB menunjukkan peningkatan pada tahun 2022
di 3 dari 6 regio WHO, yaitu regio Amerika, Asia Tenggara dan Pasifik Barat.
Secara geografis kasus TB ditemukan terbanyak di Asia Tenggara (45,6%), Afrika
(23,3%), Pasifik Barat (17,8%) dan yang terkecil di Mediterania Timur (8,1%),
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Amerika (2,9%) dan Eropa (2,2%)*. Dua negara dengan kontributor terbesar dalam
pelaporan jumlah populasi baru terdiagnosis TB paru pada tahun 2022 adalah India
dan Indonesia, yaitu peningkatan sebesar 56% pada tahun 2021 hingga 2022.%°

Penyakit TB di Indonesia menempati peringkat kedua setelah India. Insidensi
TB di Indonesia pada tahun 2021 adalah sebesar 969.000 atau 354 per 100.000
penduduk, sementara TB dengan HIV sebesar 22.000 kasus per tahun atau 8,1 per
100.000 penduduk. Pada tahun 2022 terdapat sekitar 724.000 kasus TB dan pada
tahun 2023 naik menjadi 809.000 kasus. * Berdasarkan Riskesdas 2018 semakin
bertambah usia, pravelensi tuberkulosis akan semakin tinggi, kemungkinan terjadi
reaktivasi TB lebih lama dibandingkan kelompok umur dibawahnya. Sebaliknya,
semakin tinggi kuintil indeks kepemilikan (yang menggambarkan kemampuan
sosial ekonomi) semakin rendah prevalensi tuberkulosis. Provinsi dengan
prevalensi TB terbanyak di Indonesia adalah Provinsi Jawa Barat sebesar 186.809
orang.%¢

Sementara itu Provinsi Sumatera Utara menempati urutan ke-3 dengan beban
kasus TB tertinggi se-Indonesia setelah Jawa Barat dan Jawa Timur dengan estimasi
kasus sebanyak 83.949. Berdasarkan data hingga 14 September 2023, jumlah kasus
TB adalah 31.150 kasus (37,1% target 91%), sedangkan persentase keberhasilan
pengobatan Provinsi Sumatera Utara yaitu 90,4% target 90%.>

Bangladesh

I\(— FPhilippines
e @

) |"\;) 2

b T e o °
\%
LA

Democratic Republic
of the Congo

Gambar 2.2. Epidemiologi Tuberkulosis secara Global?
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2.1.4. Patogenesis

Patogenesis tuberkulosis manusia yang disebabkan oleh M.tb, khususnya
M. tuberculosis, merupakan proses rumit yang melibatkan interaksi kompleks
antara sistem kekebalan tubuh host dan faktor-faktor bakteri. Kekebalan tubuh
terdiri dari respons imun bawaan dan adaptif yang berperan dalam memediasi
patogenesis tuberkulosis pada manusia.?’ Sistem imun bawaan sangat kompleks
dan terdiri dari beberapa komponen, seperti epitel kulit, gastrointestinal, penapasan,
genitalia, protein antimikroba, komponen humoral (komplemen dan opsinin) serta
komponen seluler (neutrophil, makrofag, sel dendritik, dan sel limfoid).?®
Sedangkan sistem imun adaptif diinisiasi oleh pengenalan antigen oleh antigen
reseptor sel limfosit. Komponen sistem imun adaptif terdiri dari sel T dan sel B serta
sel dendritik.?’

TB ditularkan melalui droplet aerosol yang mengandung M. tuberculosis
yang ditularkan oleh pasien TB aktif ketika mereka batuk, bersin, atau berbicara.
Setelah host baru menghirup bakteri TB, bakteri akan masuk ke saluran pernapasan
dan mencapai paru-paru. Bila terinhalasi droplet dalam jumlah sedikit, kuman TB
yang terdeposisi pada saluran napas akan segera difagosit dan dicerna oleh sistem
imun non-spesifik yang diperankan oleh makrofag. Pada titik ini, sistem kekebalan
bawaan host berperan untuk mengendalikan infeksi, dimana basil tuberkel
diinternalisasi oleh makrofag alveolar. Ketika makrofag gagal menghambat atau
menghancurkan basil, bakteri berkembang biak dalam lingkungan intraseluler,
kemudian dilepaskan dan difagositosis oleh makrofag alveolar lainnya dan siklus
terus berlanjut. Beberapa fungsi makrofag pada infeksi M.tb adalah fagositosis,
induksi produksi antimikroba dan memberikan respon terhadap interferon gamma
(IFN-y). Makrofag melaksanakan berbagai fungsinya melalui sejumlah reseptor
yang terletak di permukaan sel. Kuman yang berkembang biak di dalam makrofag
ini akan keluar saat makrofag mati. Sistem imun akan merespon dengan
membentuk barrier atau pembatas di sekitar area yang terinfeksi dan membentuk
granuloma. Pada tahap ini, host masih tidak menunjukkan gejala, dan bakteri TB
mungkin tereliminasi sepenuhnya atau memasuki fase laten di dalam granuloma.

Namun, saat sistem kekebalan tubuh terganggu, penyakit ini segera berkembang
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menjadi TB aktif dengan gejala klinis. Jika respon imun tidak dapat mengontrol

infeksi ini, maka barrier ini dapat ditembus oleh kuman TB. Aktivasi makrofag

memicu produksi sitokin proinflamasi dan mengaktifkan mucosal-associated
invariant T cells yang merangsang produksi IFN-y dan TNF-q. >6-30-31

Infeksi M. tuberculosis dapat mengakibatkan tuberkulosis primer dan
tuberkulosis post-primer/sekunder (reaktivasi TB). Tuberkulosis primer biasanya
terjadi pada individu dengan kekebalan yang tidak mencukupi untuk
mengendalikan dan membatasi M. tuberculosis dalam granuloma. Granuloma
tuberkulosis tersusun atas massa yang berisi makrofag yang berdiferensiasi menjadi
sel multinucleated giant, sel epitelioid dan makrofag berisi droplet lipid dan
neutrofil. Sel kemudian terselubungi oleh limfosit, yang terdiri dari sel T CD4+, sel

T CD8+ dan sel B serta fibroblast yang membentuk kapsul fibrosis perifer*?. Lesi

tersebut menyebabkan berbagai kerusakan pada paru-paru serta memfasilitasi

penyebaran bakteri menghasilkan spektrum klinis yang luas seperti meningitis, TB
dengan acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), tuberkulosis milier, dan
granuloma ekstra pulmonari. Biasanya, ini mempengaruhi individu yang sangat
muda dan sangat tua, populasi dengan imunologis yang tidak adekuat dan
mengalami imunosupresi. Namun pada host imunokompeten TB primer
memberikan perlindungan dengan menghasilkan kekebalan sistemik efektif yang
mampu untuk mengendalikan dan menghentikan penyebaran infeksi. Infeksi
tersebut terkendali dengan baik dalam beberapa minggu dan lesi menjadi pulih.*’

TB primer dalam perjalanan lebih lanjut akan mengalami salah satu dari hal berikut:

1. Sembuh dengan tidak meninggalkan cacat sama sekali (lebih dari 90%).

2. Sembuh dengan meninggalkan sedikit bekas (garis fibrotik atau perkapuran di
hilus).

3. Menyebar dengan cara per-kontinuitatum (melalui jaringan sekitarnya),
bronkogen, hematogen dan limfogen. Penyebaran ini berkaitan dengan daya
tahan tubuh, jumlah dan virulensi kuman.’

Tuberkulosis post-primer/sekunder (reaktivasi TB) biasanya dimulai hanya
setelah pembentukan kekebalan sistemik dalam TB primer. TB post-primer, dapat

menghindari dan mengganggu respons imun sistemik, menyebabkan pembentukan
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kavitas yang memungkinkan replikasi dan pelepasan mikobakteria ke lingkungan.
Ini merupakan konsekuensi dari hipersensitivitas terhadap antigen M.
tuberculosis.** Individu dengan TB laten berisiko berkembang menjadi TB
reaktivasi bertahun-tahun setelah infeksi, yang berperan sebagai reservoir potensial
untuk penularan TB.?* Infeksi HIV adalah faktor risiko tunggal paling menonjol
yang dikaitkan dengan reaktivasi TB dari TB laten menjadi TB aktif karena
menunrunnya jumlah sel T CD4+ dan menyebabkan kelainan fungsional pada sel T
CD4+ dan sel T CD8+ yang memberikan perlindungan terhadap TB aktif. Faktor
risiko lain yang mencetuskan reaktivasi TB termasuk penuaan, kekurangan gizi,
dan kondisi medis yang mendasari yang mengganggu sistem kekebalan tubuh

seperti diabetes melitus, gagal ginjal, kanker, dan terapi imunosupresif.>®

2.1.5. Peran Sitokin dalam Infeksi TB

Bakteri M. tuberculosis (M.tb) masuk ke alveolus paru melalui droplet
aerosol dan menyerang sel epitel pernapasan, pneumosit alveolar tipe II, makrofag
alveolar, sel dendritik dan neutrofil. Pneumosit alveolar tipe II dan sel epitel
pernapasan yang kontak dengan M. tuberculosis berkontribusi terhadap mekanisme
pertahanan awal host melalui pelepasan sitokin, kemokin dan molekul lainnya yang
secara langsung membunuh M. tuberculosis atau makrofag yang terinfeksi.?’-8

Peran sitokin dalam perlindungan host terhadap infeksi M. tuberculosis
pertama kali ditunjukkan dalam model tikus percobaan yang menunjukkan peran
penting IFN-y, TNF-o, dan IL-12 dalam mengendalikan infeksi TB.** Mekanisme
yang mendasari peran sitokin-sitokin ini kemudian dijelaskan sebagai aksis IL-
12/IFN-y, dimana IL-12 yang diproduksi pada tahap awal infeksi oleh APC
(Antigen-Presenting Cells), mendorong diferensiasi sel T helper 1 (Th1) CD4+ dan
produksi IFN-y. IFN-y lebih lanjut mengaktifkan makrofag untuk menghasilkan
TNF-o dan sitokin protektif lainnya, mempromosikan pembunuhan intraseluler

patogen melalui produksi spesies oksigen dan nitrogen reaktif.*°
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Tabel 2.1. Sitokin-Sitokin yang Diproduksi selama Infeksi Mtb*!

Sitokin Penghasil utama Target/peran

IL-12 Sel dendritik Polarisasi Thl

IL-23 Sel dendritik, makrofag Polarisasi Thl dan Th17

IL-27 Sel dendritik Polarisasi Thl

IFN-B Sel dendritik Aktivitas anti-bakteri,
stimulasi sel NK,
Polarisasi Th1

TNF-a Sel epitel pernapasan, Faktor pro-inflamasi,

pneumosit alveolar tipe II, Sel menginduksi kemokin,
NK, makrofag alveolar, sel aktivasi makrofag dan
dendritik, neutrofil, CD4" (Th1) pembentukan granuloma

dan sel T CDS8"

IL-1B Makrofag, sel dendritik Pro-inflamasi, menarik dan
mengaktivasi sel fagositik,
polarisasi Thl

IL-18 Makrofag, sel dendritik Pro-inflamasi, aktivasi sel
NK, menstimulasi sekresi
IFN-vy dari sel Thl

IL-6 Makrofag, sel dendritik Pro-inflamasi,  polarisasi
Thl

TGF-B Makrofag, sel dendritik, sel Anti-inflamasi

Treg
IL-10 Neutrofil, makrofag, sel Anti-inflamasi
dendritik, sel Treg
IFN-y Sel epitel pernapasan, Aktivasi makrofag,

pneumosit alveolar tipe II, Sel menginduksi sintesis NO
NK, CD4" (Thl), CD8", sel T dan membunuh bakteri
v/6, sel T restriksi CD-1

IL-17 Sel T CD4" (Th17), sel T v/3 Pro-inflamasi, menarik
neutrofil, aktivasi
makrofag

IL-22 Sel T CD4" (Th17; Th22), sel Pro-inflamasi

NK

2.1.6. Diagnosis

Dalam menegakkan diagnosis TB paru dapat dilakukan beberapa cara,
yaitu: anamnesis, pemeriksaan fisik, pemeriksaan laboratorium seperti darah rutin
(LED, monosit, limfositosis), pemeriksaan sputum Basil tahan Asam (BTA),
pemeriksaan kultur yang merupakan gold standard dalam mendiagnosis TB, tes
cepat molekuler (TCM) atau genXpert assay, Uji tuberkulin (mantoux test),
polymerase chain reaction (PCR) TB, Uji serologi: Enzyme linked immune-
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absorbent assay (ELISA), mycodot, peroksidase anti peroksidase (PAP) dan uji
serologi yang baru (IgG TB dan uji ICT), Becton Dickinson Diagnostic Instrument
System (BACTEC), pemeriksaan antigen lipoarabinomannan (LAM), ELISA
urinary antigent test dan diagnosis TB ditegakkan berdasarkan terdapat paling
sedikit satu spesimen konfirmasi Mycobacterium tuberculosis atau sesuai dengan
gambaran histologi tuberkulosis atau bukti klinis dan radiologis sesuai
tuberkulosis.*?
1. Pemeriksaan Mikroskopik
Diagnosis bakteriologis tuberkulosis yang paling umum dilakukan adalah
pemeriksaan spesimen dahak (pemeriksaan BTA, isolasi kultur, metode
molekuler, dan lain-lain). Spesimen lainnya termasuk berbagai cairan tubuh
seperti cairan pleura, cairan serebrospinal, cairan sendi, darah, kelenjar getah
bening, dan spesimen biopsi lainnya. Pemeriksaan sputum BTA adalah metode
yang paling banyak digunakan untuk diagnosis tuberkulosis paru yaitu dengan
metode pewarnaan Ziehl-Neelsen dan diamati dengan mikroskop cahaya.*
a. Pewarnaan Ziehl-Neelsen
Kuman difiksasi pada gelas alas, kemudian dituangkan karbol fuchsin.
Lalu dipanaskan hingga keluar uap selama 5 menit. Setelah itu dicuci
dengan air, lalu diberi alkohol asam 3% selama 5 menit. Bilas dengan air,

lalu diberi metilen blue 0,5% selama 1-2 menit dan dikeringkan.

Gambar 2.3. M. tuberculosis pada Pewarnaan Ziehl-Neelsen**
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Tan Thiam Hok (Kinyoun-Gabbett)

Kuman difiksasi pada gelas alas, kemudian diberi larutan Kinyoun selama
3 menit, lalu cuci dengan air. Kemudian larutan Gabbet selama 1 menit,
cuci dengan air dan dikeringkan.

Auramin-Phenol Fluorochrome

Kuman difiksasi pada gelas alas, lalu diberi larutan Auramin phenol
selama 10 menit, cuci dengan air. Kemudian dengan asam 42ystem42 1%
selama 5 menit. Selanjutnya dengan KmnO4 selama 10 detik, cuci dengan
air dan dikeringkan.

Interpretasi pemeriksaan mikroskopis dibaca dengan skala TUATLD

(rekomendasi WHO). Skala IUATLD (International Union Against

Tuberculosis and Lung Disease) yaitu sebagai beriku

t245

Tidak ditemukan BTA dalam 100 lapang pandang, disebut negatif.
Ditemukan 1-9 BTA dalam 100 lapang pandang, ditulis jumlah basil yang
ditemukan.

Ditemukan 10-99 BTA dalam 100 lapang pandang disebut + (1+).
Ditemukan 1-10 BTA dalam 1 lapang pandang, disebut ++ (2+).
Ditemukan >10 BTA dalam 1 lapang pandang, disebut +++ (3+).

Pemeriksaan Metode Kultur

Pemeriksaan biakan bakteri atau kultur merupakan baku emas (gold standard)

dalam mengidentifikasi M. tuberculosis. Biakan bakteri untuk kepentingaan

klinis umum dilakukan menggunakan dua jenis medium biakan, yaitu:

a. Media Padat (Lowenstein-Jensen)

Media Lowenstein-Jensen adalah media padat berbasis telur. Media
ini pertama kali dibuat oleh Lowenstein dan kemudian dikembangkan oleh
Jensen sekitar tahun 1930-an. Hingga sekarang media ini terus
dikembangkan oleh peneliti lain seperti Ogawa, Kudoh, Gruft, Wayne, dan
Doubek. Media Lowenstein-Jensen digunakan untuk isolasi dan

pembiakan spesies Mycobacteria. Pemeriksaan identifikasi M.
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tuberculosis menggunakan media Lowenstein-Jensen ini memiliki

sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi dan digunakan sebagai alat

5,46

diagnostik dalam program penanggulangan tuberkulosis.

A B C

Gambar 2.4. Karakteristik Morfologi M. tuberculosis pada Media
Kultur?’

b. Media Cair (Mycobacteria Growth Indicator Tube/MGIT)

Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) menggunakan sensor
fluoresen yang ditanam dalam bahan dasar silikon sebagai indikator
pertumbuhan mikobakterium. Tabung ini mengandung 4 ml kaldu 7H9
Middlebrook yang ditambahkan 0,5 ml suplemen nutrisi dan 0,1 ml
campuran antibiotik untuk menekan pertumbuhan basil kontaminan.
Mikobakterium yang tumbuh akan mengkonsumsi oksigen sehingga
sensor akan menyala. Sensor tersebut dapat dilihat menggunakan lampu
ultraviolet dengan panjang gelombang 365 nm. Dari berbagai sumber,
ditemukan bahwa rata-rata waktu yang dibutuhkan untuk mendeteksi
pertumbuhan basil dengan metode MGIT adalah 21,2 hari (kisaran 4-53
hari), sedangkan metode konvensional Lowenstein-Jensen membutuhkan

rata-rata waktu 40,4 hari (kisaran 30-56 hari).>*¢

3. Pemeriksaan Resazurin Microtiter Assay (REMA)
Pemeriksaan mikrobiologik untuk konfirmasi TB multi drug resistant
(MDR) yang sedang dikembangkan beberapa tahun terakhir ini adalah metode

kolorimetrik. Metode kolorimetri untuk uji kepekaan obat memberikan hasil
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yang lebih cepat dibandingkan metode kultur standard dan lebih murah
dibandingkan metode molekuler. Salah satu metode kolorimetrik yang sedang
dikembangkan adalah Resazurin Microtiter Assay (REMA), yang bergantung
pada reaksi oksidasi-reduksi untuk menghasilkan perubahan warna dari biru
menjadi merah muda jika terdapat bakteri hidup. Metode ini telah
direkomendasikan oleh WHO dalam menilai kepekaan obat terhadap M.
tuberculosis.*® Hasil pengujian kerentanan OAT secara kolorimetri dapat
memberikan hasil secara cepat yaitu pada hari ke 8 dan juga menggunakan
biaya yang relatif lebih murah dengan pengerjaan yang lebih sederhana.®
Prinsip kerja metode ini yaitu:°
a. Medium Cair
Sampel sputum atau kultur MTB ditempatkan dalam medium cair
Middlebrook TH9 yang sudah dicampur dengan inhibitor antibakteri seperti
isoniazid (INH) dan rifampisin (Rif). Medium ini dirancang untuk
memfasilitasi pertumbuhan MTB, tetapi dengan tambahan inhibitor,
medium ini dapat mendeteksi apakah MTB terekspos pada dosis OAT
tertentu.
b. Indikator Redox
Setelah inkubasi selama 7 hari, indikator redoks bernama resazurin
ditambahkan ke dalam medium. Indikator ini awalnya berwarna biru, tetapi
ketika MTB mulai berkembang dan menggunakan oksigen dalam senyawa
resazurin, warnanya akan berubah menjadi merah muda.
Interpretasi hasil:
1. Hasil Positif: Jika medium berubah warna dari biru menjadi merah
muda setelah inkubasi, maka MTB masih peka terhadap OAT
2. Hasil Negatif: Jika tidak ada perubahan warna, maka MTB resisten
terhadap OAT
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Gambar 2.5. Prinsip Kerja Resazurin Microtiter Assay (REMA)’!

Pemeriksaan Tuberkulin

Pemeriksaan tuberkulin (Mantoux) merupakan salah satu jenis uji yang
digunakan untuk mendiagnosis tuberkulosis laten dan untuk mengetahui orang
yang terinfeksi dengan kuman tuberkulosis tetapi belum mengidap penyakit
yang aktif. Uji ini merupakan metode standar untuk mendeteksi tuberculosis
laten, hasil uji tuberkulosis dikatakan positif apabila indurasi yang terbentuk
>10 mm.>?

Uji ini merupakan salah satu dasar kenyataan bahwa infeksi oleh
Mycobacterium tuberculosis akan menyebabkan reaksi delayed-type
hypersensitivity terhadap komponen antigen yang berasal dari ekstrak
Mycobacterium  tuberculosis atau tuberkulin. Tuberkulin merupakan
komponen protein kuman Mtb yang mempunyai sifat tuberkulosis yang kuat.
Uji tuberkulin merupakan alat diagnosis tuberkulosis yang sudah lama dikenal,
tetapi hingga saat ini masih memiliki nilai diagnostik yang tinggi. Uji ini
dilakukan berdasar adanya hipersensitivitas tubuh akibat adanya infeksi
Mycobacterium tuberculosis terutama pada anak dengan sensitivitas dan

spesifisitas di atas 90%.%

Pemeriksaan Tes Cepat Molekuler (TCM)

Tes Cepat Molekuler (TCM) GeneXpert merupakan pemeriksaan
molekuler dengan menggunakan catridge berdasarkan Nucleic Acid
Amplification Test (NAAT) yang secara otomatis diperoleh hasil dalam kurun
waktu kurang lebih 2 jam. Pemeriksaan GeneXpert untuk diagnosis TB
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menggunakan metode Real Time Polymerase Chain Reaction Assay (RT-PCR)
secara otomatis mendeteksi M. tuberculosis dan mendeteksi resistensi terhadap
rifampisin.>* Pemeriksaan GeneXpert memiliki kekurangan dan kelebihan.
Banyak keuntungan dari pemeriksaan menggunakan GeneXpert yaitu:
pelatihan sederhana untuk menggunakan alat, waktu pemeriksaan yang cepat
kurang lebih 2 jam, dapat digunakan sebagai alat skrining diagnosis TB dan
penanganan cepat dokter dengan pemberian obat sesuai dengan diagnosis.
Kekurangan dari alat ini yaitu biaya yang dikeluarkan lebih mahal dari

pemeriksaan pewarnaan BTA.>®

Pemeriksaan Interferon-Gamma Release Assay (IGRA)

Pemeriksaan IGRA adalah uji in vitro dengan menggunakan sampel darah
lengkap yang digunakan untuk mengukur produksi interferon-y (IFN-y)
sebagai respon spesifik terhadap antigen Mycobacterium tuberculosis secara in
vitro selama 16-24 jam. Dibanding tes tuberkulin, IGRA lebih spesifik pada
populasi yang tinggi angka vaksinasi BCG. Akan tetapi, tes tuberkulin maupun
IGRA tidak dapat digunakan untuk membedakan TB Laten dengan TB aktif.*°

Prinsip IGRA adalah ketika sel T individu yang terinfeksi TB dirangsang
kembali dengan antigen Mycobacterium tuberculosis, sel T melepaskan sitokin
IFN-y. IGRA positif menunjukkan adanya antibodi spesifik dalam tubuh pasien
yang sistem kekebalannya telah terpapar TB, dan kadar IFN-y spesifik
Mycobacterium tuberculosis yang dihasilkan telah mencapai ambang hasil
IGRA positif. Hasil positif dapat menunjukkan adanya bakteri Mycobacterium

tuberculosis, baik dalam status aktif maupun dorman.>’

2.1.7. Tatalaksana

Pengobatan tuberkulosis dibagi menjadi 2 tahap pengobatan, yaitu:>®

a.

Tahap Intensif
Pada tahap intensif berlangsung selama 2-3 bulan. Penderita mendapatkan
obat setiap hari dan diawasi langsung untuk mencegah terjadinya kekebalan

untuk semua OAT, terutama Rifampisin. Bila pengobatan tahap intensif
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tersebut diberikan secara tepat, biasanya infeksi menjadi tidak menular dalam
kurun waktu 2 minggu. Sebagian besar penderita tuberkulosis BTA positif
menjadi BTA negatif (konversi) pada akhir pengobatan intensif. Pengawasan
ketat dalam tahan intensif sangat penting untuk mencegah terjadinya kekebalan
obat.

Pada fase intensif pasien diberikan kombinasi 4 obat berupa Rifampisin,
Isoniazid, Pirazinamid, dan Etambutol selama 2 bulan dilanjutkan dengan
pemberian Isoniazid dan Rifampisin selama 4 bulan pada fase lanjutan.
Pemberian obat fase lanjutan diberikan sebagai dosis harian sesuai dengan
rekomendasi WHO.?

b. Tahap Lanjutan

Tahap ini berlangsung selama 4-7 bulan. Pada tahap lanjutan penderita
mendapat jenis obat lebih sedikit, namun dalam jangka waktu yang lebih lama.
Tahap lanjutan penting untuk membunuh kuman persisten (dormant) sehingga
mencegah terjadinya kekambuhan. Panduan obat yang digunakan terdiri dari
obat utama dan obat tambahan. Jenis obat utama yang digunakan sesuai dengan
rekomen dari WHO adalah Rifampisin, INH, Pirazinamid, Streptomisin dan

Etambutol.

2.1.8.Obat Anti Tuberkulosis

a. Isoniazid
Isoniazid (INH) merupakan devirat asam isonikotinat yang berkhasiat untuk
obat tuberkulosis yang paling kuat terhadap Mycobacterium tuberculosis
(dalam fase istirahat) dan bersifat bakterisid terhadap basil yang tumbuh pesat.
Mekanisme kerja utama dari isoniazid adalah dengan berfokus pada
pembentukan berbagai senyawa reaktif yaitu reactive oxygen species (ROS).
Setelah isoniazid beredar dalam aliran darah, isoniazid akan berdifusi secara
pasif masuk ke dalam tubuh bakteri, dimana bentuk tidak aktif dari isoniazid
akan diaktitkan oleh MnCI2 dan enzim katalase-peroksidase. Enzim ini juga
berfungsi untuk melawan kadar pH rendah ketika terjadi proses oksidatif yang

mengubah radikal bebas oksigen menjadi H202 di dalam fagosom. Proses ini
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juga mengubah isoniazid menjadi bentuk aktifnya, dimana bentuk aktifnya ini
akan berikatan dengan NADH di sisi aktif protein InhA. Kompleks ini akan
menghambat elongasi dari rantai terakhir asam lemak dan karenanya
pembentukan asam mikolat dan dinding sel pun terhambat, sehingga juga
menyebabkan deoksiribonucleotida acid (DNA) bakteri rusak, dan kemudian
bakteri tersebut akan mati. Efek samping dari INH adalah neuropati perifer,
reaksi hipersensitivitas seperti hepatitis, dermatitis, demam dan anemia
hemolitik -6

Rifampisin

Rifampisin adalah antibiotik lipofilik berspektrum luas. Rifampisin dapat
dengan mudah berdifusi masuk menyebrangi membran sel karena karakteristik
lipofiliknya. Aktivitas bakterisidal obat ini bergantung pada kemampuan obat
ini untuk menghambat transkripsi ribonucleotide acid (RNA). Mekanisme
kerja obat ini adalah dengan berikatan pada beta subunit dari RNA Polimerase
(RNAP) yang bergantung pada DNA sehingga menghambat transkripsi RNA.
Komplek ikatan enzim dan obat ini menghambat inisiasi pembentukan rantai
RNA dan juga elongasinya. Efek samping dari rifampisin adalah gangguang
saluran cerna, terjadi gangguan sindrom influenza, gangguan respirasi, warna
kemerahan pada urine, dan edem.®®®' Selain itu, Rifampisin merupakan
induktor sitoktom CYP3A4 yang terkenal dan sering digunakan sebagai
kontrol positif untuk mengevaluasi potensi induksi CYP3A4 dari senyawa uji
dalam penelitian, menetapkan ambang batas terhadap respon positif induksi
mRNA CYP3A4 secara in vitro dan meningkatkan interpretasi data in vitro
untuk memprediksi interaksi berbagai jenis obat.5%%3

Pirazinamid

Pirazinamid adalah analog nikotamid yang membunuh 95% populasi dari
mikroorganisme semi dormant yang hanya aktif pada suasana asam dan bersifat
bakteriostatik. Pirazinamid dalam bentuk prodrug akan dikonversi menjadi
asam pirazinoat oleh enzim piramidase bakteri. Asam pirazinoat dan analognya
5-kloro-pirazinamid dapat menghambat sintesis asam lemak dari bakteri.

Pirazinamid mengganggu lalu lintas energi dan transport di membran bakteri.
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Akumulasi dari asam pirazinoat di dalam kondisi asam akan mengasamkan
sitoplasma dan merusak sel bakteri. Efek samping dari pirazinamid adalah
anoreksia, ikterus, anemia, mual, muntah, dan gagal hati.®*%

Streptomisin

Streptomisin adalah antibiotik yang dihasilkan oleh jamur tanah disebut
Streptomyces griseus yang dapat digunakan untuk mengatasi sejumlah infeksi
seperti tuberkulosis untuk menghambat pertumbuhan mikroba. Streptomisin
adalah aminoglikosida yang aktif melawan basil aktif yang sedang tumbubh.
Cara kerja dari antibiotik ini adalah dengan menghambat inisiasi dari translasi
untuk sintesis protein. Lebih spesifik, streptomisin bekerja dengan mengikat
subunit 30S dari ribosom pada protein ribosomal S12 dan rantai rRNA 16 yang
dikode gen rpsL dan rrs. Kedua kode gen yang sering menimbulkan resistensi.
Ikatan streptomisin inilah yang kemudian menghambat pembentukan
polipeptida sehingga proses translasi pun terhambat. Efek samping dari
streptomisin adalah gangguang fungsi ginjal, gangguan pendengaran, dan
kemerahan pada kulit.%

Etambutol

Etambutol adalah agen antimycobacterial yang termasuk dalam
ethylaminobutan. Etambutol efektif bekerja melawan Mycobacterium
tuberculosis tetapi tidak efektif melawan jamur, virus, dan bakteri lain.
Mekanisme kerja dari etambutol adalah menghambat sintesis metabolit penting
dari metabolisme sel dan multiplikasi bakteri dengan menghambat
pembentukan asam mikolat dan dinding sel. Penghambatan sintesis dinding sel
dilakukan dengan menghambat arabinosyl transferase yang terlibat dalam
sintesis dinding sel. Hal ini kemudian mengakibatkan permeabilitas dinding sel
bakteri meningkat. Efek samping penurunan tajam penglihatan pada kedua
mata, penurunan terhadap kontras sensitivitas warna serta gangguan lapang

pandang.®’

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



22

2.2. Daun Kemangi

Genus Ocimum terdiri lebih dari 150 spesies yang tumbuh secara luas dan
terdistribusi di berbagai regio di dunia. Beberapa jenis dau kemangi yaitu Ocimum
basilicum, Ocimum gratissimum dan Ocimum sanctum. Ocimum basilicum adalah
jenis yang paling banyak ditemukan di Indonesia, Mexico dan Afrika.%® Genus
Ocimum termasuk dalam famili Lamiaceae. Genus Ocimum memiliki sejumlah
spesies yang digunakan untuk mengobati berbagai jenis penyakit sejak zaman kuno,
terutama spesies Ocimum basilicum, yang juga dikenal sebagai basil manis. Ini
adalah tanaman herba tahunan yang secara universal dibudidayakan serta
merupakan herbal populer yang digunakan dalam masakan Italia dan Asia

Tenggara.®

2.2.1. Kategori Hierarki Taksonomi Daun Kemangi

Hierarki Taksonomi daun kemangi (Ocimum basilicum) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Tubiflorae

Family : Lamiaceae

Genus : Ocimum

Species : Ocimum basilicum
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2.2.2. Karakteristik

Daun kemangi merupakan tanaman yang tumbuh di daerah tropis yang
memiliki ketinggian 0,3-1,5 m. Tanaman ini termasuk dalam famili Lamiaciae
dengan akar tunggang, berwarna putih kusam dan mempunyai ciri-ciri berbatang
kayu jenis semak dengan tinggi 30-150 cm, batang berbentuk segi empat,
permukaan batang beralur dan memiliki bulu, bercabang serta berwarna hijau,
mempunyai bunga berwarna putih dan aroma dari tanaman ini sangat khas.
Daunnya memiliki bentuk bulat sampai oval. Buah kemangi berbentuk kotak
dengan warna coklat tua. Panjang kelopak buah sekitar 6-9 mm, bijinya memiliki

ukuran yang kecil, keras dan berawarna coklat tua.”!

2.2.3. Fitokimia

Daun kemangi terutama mengandung sekitar 20 senyawa seperti linalool,
estragole, methyl eugenol, 1,8-cineole, dan lain-lain, yang telah diidentifikasi
melalui GC-MS. Kamper, limonene, thymol, citral, a-linalool, B-linalool, estragole,
adalah monoterpen dari daun kemangi. Methyl eugenol adalah senyawa aktif dari
daun kemangi.”?

Analisis kromatografi dari daun kemangi menunjukkan total empat puluh
sembilan bahan yang menyumbang 98,8% dari total komposisi tanaman. Methyl
chavicol adalah bahan utama (74,9%) diikuti oleh a-bisabolene (1,1%) dan linalool
(18,4%). Menurut beberapa penelitian, komposisi minyak esensial dari tanaman ini
adalah /inalool (12,63%), eucalyptol (1,79%), eugenol (19,22%), a-bergamotene
(3,96%), germacrene D (8,55%), a-terpineol (0,95%), a-guaiene (2,33%), kamper
(0,70%), p-elemene (2,68%), tau-cadinol (15,13%), p-caryophyllene (0,61%), a-
copaene (0,33%), cubenol (1,78%), bornil acetate (1,97%), elixen (2,59%), methyl
eugenol (0,76%), epibiciclosesquiphelandrene (0,76%), o-gurjunene (5,49%), -
farnesene (0,58%), a-caryophyllene (1,67%), p-cadinene (0,80%), a-bisabolol
(0,35%), tau muralol (0,96%), dan J-cadinene (5,04%).”
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Gambar 2.7. Struktur Kimia Daun Kemangi’*

2.2.4. Aktivitas Farmakologi

Senyawa turunan hidrokarbon atau fenol dari minyak atsiri daun kemangi
memiliki aktivitas antibakteri poten yang terdiri dari 1,8-cineole, B-bisabolene,
methyl eugenol. Ketiga bahan tersebut memiliki sifat larut terhadap etanol dan
dapat menyebabkan kerusakan membran sel bakteri. Senyawa flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom
dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri.
Mekanisme kerja flavonoid menghambat fungsi membran sel adalah membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat
merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya senyawa intraseluler.”
Selain itu flavonoid juga melawan radikal bebas hidroksil, anion superoksida, dan
radikal peroksi lemak. Mekanisme ini meliputi penghambatan sintesis asam

nukleat, fungsi membran sitoplasma, metabolisme energi, penghambatan
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perlekatan dan pembentukan biofilm, penghambatan porin pada membran sel, serta
perubahan permeabilitas membran.”®

Sebuah penelitian melaporkan bahwa pemberian flavonoid secara signifikan
menurunkan kelangsungan hidup Mtb intraseluler, meningkatkan kepadatan sel,
agregasi, dan pembentukan granuloma, serta meningkatkan kadar glutation. Kadar
IL-12 dan IFN cenderung lebih tinggi, sementara IL-10 lebih rendah ketika
makrofag Th 1 dan granuloma terinfeksi Mtb dari subjek yag diberikan perlakuan
dibandingkan dengan kelompok kontrol.”’

Senyawa tanin juga memiliki peran untuk membentuk senyawa kompleks
dengan protein melalui ikatan hidrogen, jika terbentuk ikatan hidrogen antara tanin
dengan protein maka protein akan terdenaturasi sehingga metabolisme bakteri
menjadi terganggu.”® Senyawa saponin memiliki aglikogen berupa steroid dan
triterpenoid. Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu melalui
penghambatan sintesis protein dan enzim dalam sel bakteri yang berdifusi melalui
membran luar dan dinding sel kemudian mengikat membran sitoplasma sehingga
menggangu dan mengurangi kestabilan membran sel. Hal ini menyebabkan
sitoplasma keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel.”®

Senyawa alkaloid dapat mengganggu komponen penyusun peptidoglikan
pada dinding sel bakteri, sehingga dinding sel terbentuk tidak sempurna dan
cenderung menyebabkan kematian sel. Selain itu, alkaloid menghambat sintesis
DNA dengan cara menghambat enzim topoisomerase pada sel bakteri. Alkaloid
menunjukkan aktivitas antibakteri sekaligus menghambat transportasi senyawa
ATP yang bergantung pada membran sel.’”

Di Indonesia tanaman daun kemangi banyak digunakan di pulau-pulau besar,
seperti Sulawesi, Sumatera, dan Kalimantan. Suku di Kolaka yaitu Kolaka Timur,
Sulawesi Tenggara, menggunakan daun kemangi untuk membantu pengobatan
tuberkulosis.!* Suku sub-etnis Dayak seperti suku Dayak Linoh yang tinggal di
Kabupaten Sintang, Kalimantan Barat, memanfaatkan daun, bunga, dan buah untuk
mengurangi bau badan dan demam. Kelompok sub-etnis lain. Dayak Tamambaloh,
di Kabupaten Kapuas Hulu, Kalimantan Barat, menggunakan daun kemangi untuk

mengobati kurap, lepuh, dan mengurangi bau badan.”
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Daun kemangi digunakan untuk mengatasi gangguan paru-paru dan sesak
napas di Iran; asma di Kamerun; bronkitis, batuk, dan asma di India; penyakit paru-
paru akut, termasuk bronkitis, batuk, dan sakit tenggorokan, di Brazil, serta
tuberkulosis dan penyakit paru-paru akut seperti bronkitis di Ethiopia.®® Minyak
esensial, ekstrak metanol dan fraksi dari tanaman ini telah dieksplorasi beberapa
tahun terakhir dalam aktivitas anti-bakteri melawan bakteri gram positif dan gram
negatif. Bukti aktivitas anti-bakteri terhadap bakteri gram positif dan gram negatif
ditunjukkan pada konsentrasi hambat minimum.?!-#2

Kandungan minyak esensial yang diekstraksi dari daun kemangi Afrika dapat
merusak membran sel mikroba, meningkatkan pembentukan ROS yang
menyebabkan kerusakan oksidatif pada mikroba, merusak DNA mikroba beserta
roda replikasinya, mendenaturasi protein-protein penting untuk kelangsungan
hidup mikroba. Melalui metode hidrodistilasi dan dikarakterisasi menggunakan
GC-MS, menunjukkan potensi antibakteri terhadap S. aureus, S. enteritidis, E. coli,
dan P. aeruginosa. Konsentrasi hambat minimum (MIC) berkisar antara 2 hingga 4
ug/mL, dan zona hambat berada di antara 5 hingga 10.

Suatu penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun kemangi
memiliki potensi besar dalam aktivitas anti-bakteri terhadap B. cereus, P
aeruginosa, L. monocytogenes, E. coli, M. flavus, dan S. aureus, dengan minimum
inhibitory concentration (MIC) < 0,5 mg/mL dan minimum bactericidal
concentration (MBC) < 0,9 mg/mL. Ekstrak metanol ini mengandung beberapa
senyawa polifenol, seperti asam 3,4-dihydroxyphenylacetic dan rutosida, yang
terutama berkontribusi sebagai efek anti-bakteri.’* Efek anti-bakteri dari senyawa
polifenol berasal dari kemampuan untuk berinteraksi dengan dinding sel dan
membran bakteri, mengganggu regulasi protein, menghambat enzim mikroba, dan
menunjukkan kemampuan dalam kelasi besi.*®

Ekstrak metanol 80% dari biji daun kemangi (75 pg/ml pelarut) menunjukkan
aktivitas anti-mycobacterium yang menjanjikan terhadap strain M. tuberculosis dan
M. bovis. Hal ini mungkin disebabkan oleh bahan bioaktif dalam daun kemangi
seperti saponin, tanin, alkaloid, flavonoid, dan polifenol yang ada dalam ekstrak

t86

tersebut.® Ekstrak etanolik kasar dari biji daun kemangi menunjukkan aktivitas
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anti-mikobakteri terhadap M. tuberculosis dan M. bovis, dengan minimum
inhibitory concentration (MIC) masing-masing berkisar antara 25-100 pg/ml dan
25-50 pg/ml.'®* Pada penelitian sebelumnya juga dilaporkan bahwa ekstrak
methanol 80% daun kemangi memiliki aktivitas anti-mikobakterium terhadap M.
tuberculosis dan M. bovis dengan MIC 6,25-100 pg/ml menggunakan metode
REMA."

Studi lainnya juga melaporkan bahwa ekstrak dari daun kemangi (6,25 pg/ml
pelarut) dapat dijadikan sebagai pengobatan komplementer dalam memperbaiki
gejala TB paru. Hasil studi ini mendukung penggunaan daun kemangi dalam
etnomedis sebagai obat untuk gejala tuberkulosis dan tanaman ini mungkin menjadi
kandidat potensial untuk studi fitokimia dan farmakologi lebih lanjut untuk
memperoleh senyawa yang efektif melawan M. tuberculosis.'*

Ekstrak daun kemangi mengurangi ekspresi mRNA sitokin inflamasi yang
diinduksi melalui co-culture, termasuk IL-1p (Il11b), IL-6 (I16), TNF-a, dan CCL2,
serta menekan ekspresi mRNA NF-kB (Nficb1).%” Pada model tikus, ekstrak daun
kemangi dapat menurunkan jumlah total leukosit, persentase monosit, eosinofil,
neutrofil, dan kadar penanda oksidan dibandingkan dengan tikus yang sensitif dan
tidak diobati.®® Dalam studi berbeda, aktivitas anti-inflamasi dari ekstrak daun
kemangi menggunakan peripheral blood mononuclear cells (PBMC) individu yang
sehat menunjukkan bahwa ekstrak metanol O. basilicum menghambat sitokin pro-
inflamasi kunci seperti IL-1B, IL-2, TNF-a, dan mediator lainnya, yang

menjelaskan efek anti-inflamasinya.®
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2.3. Kerangka Teori
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Gambar 2.7. Kerangka Teori
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2.4. Kerangka Konsep
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Gambar 2.8. Kerangka Konsep Penelitian

2.5. Hipotesis

Ho: Ekstrak etanol daun kemangi tidak dapat menghambat pertumbuhan

bakteri Mycobacterium tuberculosis yang dinilai dengan konsentrasi

hambat minimum melalui metode Resazurin Microtiter Assay (REMA)

secara in-vitro.

Ha: Ekstrak etanol daun kemangi dapat menghambat pertumbuhan

bakteri Mycobacterium tuberculosis yang dinilai dengan konsentrasi

hambat minimum melalui metode Resazurin Microtiter Assay (REMA)

secara in-vitro.
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METODE PENELITIAN
3.1. Definisi Operasional
Variabel Definisi Alat Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur

Ekstrak Simplisia daun  Gelas ukur Ordinal  Dihasilkan

etanol daun O. basilicum dan pipet ekstrak etanol

Kemangi yang diekstraksi tetes daun kemangi
dengan yang terdiri dari
menggunakan konsentrasi 2,5%,
pelarut  etanol 1,25% dan
96% sampai 0,625%.
didapatkan
ekstrak  etanol
kentalnya

Konsentrasi Konsentrasi Microplate  Nominal e \Warna merah

hambat hambat terkecil Reader muda: terdapat

minimum yang dimiliki pertumbuhan
oleh ekstrak bakteri M.
etanol daun tuberculosis
kemangi dalam e Warna biru:
menghambat M. tidak terdapat
tuberculosis pertumbuhan
yang dilakukan bakteri M.
melalui metode tuberculosis
REMA

3.2. Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain eksperimental secara in vifro dengan

non randomized post test only controlled group design.

3.3. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2024 sampai dengan April
2025 di laboratorium mikrobiologi Fakultas Kedokteran UMSU dan
Laboratorium Mikrobiologi FK-KMK UGM.

30
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3.4. Populasi dan Sampel Penelitian
Populasi dan sampel penelitian adalah bakteri Mycobacterium tuberculosis

H37Rv yang diperoleh dari persediaan bakteri di laboratorium mikrobiologi

FK-KMK UGM. Sampel penelitian dibagi menjadi beberapa kelompok, yaitu

sebagai berikut:

a. Kelompok kontrol negatif: terdiri dari kontrol bakteri Mycobacterium
tuberculosis H37Rv tanpa perlakuan.

b. Kelompok kontrol positif: bakteri Mycobacterium tuberculosis H37Rv
yang diberikan Rifampisin dengan konsentrasi 2%, 1%, 0,5%, 0,25%,
0,125% dan 0,0625%.%

c. Kelompok perlakuan: bakteri Mycobacterium tuberculosis H37Rv yang
diberikan senyawa ekstrak etanol daun kemangi konsentrasi 2,5%, 1,25%
dan 0,625%.

Total perlakuan dalam penelitian ini adalah 9 perlakuan. Dalam penelitian
ini masing-masing perlakuan direpetisi dengan jumlah yang dapat ditentukan

dari rumus berikut:%

t-1)@r-1)>15

Keterangan:
t: jumlah perlakuan

r: jumlah pengulangan

t-1)(r-1)>15
©O-1)(-1)>15
8(r—1)>15
8r—8>15
8r > 23
r> 2,875

r>3
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Berdasarkan perhitungan tersebut, pengulangan yang dapat dilakukan

dalam penelitian ini adalah tiga kali.

3.5.Variabel Penelitian

3.5.1.

3.5.2.

Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak etanol daun kemangi
konsentrasi 2,5%, 1,25% dan 0,625%.

Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah konsentrasi hambat minimum

Mycobacterium tuberculosis yang dianalisis dengan metode REMA.

3.6.Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1. Alat
a. Timbangan
b. Ose
c. Blender
d. Yellow tip
e. Blue tip
f.  Mikropipet 50 — 200 ul
g. Mikropipet 200 — 1000 ul
h. Vortex
I. Inkubator

Microtube 1,5 ml
Rak
Ose

m. Pipet ukur 10 ml

Pipet ukur 1 ml
Tabung screw cap + 10 glassbeads + 2 tetes Twen 0,05% steril

Microplate
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3.6.2. Bahan
a. Daun kemangi (Ocimum basilicum)
b. Etanol 96%
. Standar Mc. Farland 0,5 10% (CFU/ml)
d. Aquadest steril
e. DMSO 10%
f.  Bakteri Mycobacterium tuberculosis H37RV
g. 7HO9 broth + Casitone
h. Resazurin 0,01%
I.  Rifampicin 8 pg/ml
j.  Label
K. Spidol permanen

3.7. Langkah-Langkah Penelitian

3.7.1. Pengolahan Simplisia Daun Kemangi®?

1.

Simplisia yang digunakan pada penelitian ini adalah daun kemangi
segar berwarna hijau, daun diambil pada pagi hari yang bertujuan untuk
mengurangi resiko penguapan air dan mempertahankan kandungan
pada tanaman.

Daun yang diperoleh dilakukan sortasi basah dengan cara dicuci pada
air mengalir.

Proses pengeringan dilakukan di bawah sinar matahari dengan ditutupi
kain hitam agar proses penyerapan sinar matahari optimal sehingga
mempercepat proses pengeringan, selain itu juga berfungsi untuk
mencegah adanya kontaminasi dari luar seperti debu.

Dari berat basah simplisia daun kemangi 6 kg diperoleh berat kering
sebesar 769 g dengan susut pengeringan 87,82%.

Simplisia yang sudah kering disortasi kembali untuk membersihkan
kotoran yang masih melekat pada simplisia. Simplisia yang bagus yaitu

mudah meremah bila diremas atau mudah patah.
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Proses pengecilan ukuran partikel menggunakan blender sehingga
diperoleh berat serbuk simplisia sebanyak 684,2 g dari 769 g simplisia
kering. Penggunaan blender pada proses pengolahan simplisia
dilakukan untuk memperkecil ukuran partikel maka luas permukaan
semakin besar dan zat aktif yang terkandung pada daun kemangi pada

saat maserasi dapat terserap optimal.

3.7.2. Pembuatan Ekstrak Daun Kemangi

Metode yang digunakan untuk ekstraksi daun kemangi adalah metode

maserasi. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%. Etanol 96%

merupakan pelarut yang efektif untuk mendapatkan kandungan flavonoid.

Langkah-langkah ekstraksi daun kemangi yaitu sebagai beriku
1.

t:93

Serbuk daun kemangi 500 g direndam dengan 2.500 ml etanol 96%
selama 3x24 jam dan pengadukan selama 15 menit agar homogen
selama proses perendaman dan mempercepat kontak antara serbuk
simplisia dengan cairan penyaring sehingga senyawa aktif yang
didapatkan tertarik dengan sempurna.

Maserat disaring dengan menggunakan kain dan corong Buchner. Total
maserat yang diperoleh dari 2.500 ml pelarut etanol 96% adalah 1.100
ml.

Maserat divapkan dalam vacum rotary evaporator untuk memisahkan
zat pelarut dari zat terlarut tanpa pemanasan yang tinggi agar senyawa
berkhasiat yang terkandung dalam simplisia tetap stabil dan tidak rusak
yaitu pada suhu 45°C dengan kecepatan 50-60 rpm sampai didapat
ekstrak cair sebanyak 500 ml.

Ekstrak cair yang diperoleh kemudian dikentalkan dengan kecepatan
240-260 rpm dengan suhu 60°C — 70°C.

Hasil ekstrak kental didapatkan bobot sebanyak 55,2 g.
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3.7.3. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Kemangi

Konsentrasi ekstrak etanol daun kemangi yang digunakan yaitu 2,5%,
1,25% dan 0,625%. Larutan sampel diencerkan dengan pelarut DMSO 10% hingga
volumenya 1 ml. Kemudian ekstrak disimpan di lemari pendingin pada suhu -20°C

dan terhindar dari cahaya.”?

3.7.4. Uji Fitokimia
Dilakukan uji fitokimia pada ekstrak daun kemangi menggunakan metode
kualitatif dengan menambahkan suatu pereaksi ke masing-masing senyawa yang
akan diuji dengan melihat perubahan warna dan bentuk cairan yang diujikan.**
a. Uji Flavonoid
Ekstrak daun kemangi sebanyak 10 mg ditambah 5 ml etanol dan beberapa
tetes FeCI3 sampai terjadi perubahan warna. Kandungan flavonoid ditunjuk
kan dengan perubahan warna menjadi biru, ungu, hijau, merah maupun hitam.
Apabila sampai 20 tetes FeCl3 belum terjadi perubahan warna, maka flavonoid
negatif.
b. Uji Alkaloid
Ekstrak daun kemangi sebanyak 10 mg ditambah 10 ml HCI dan dipanaskan
selama 2 menit sambil terus diaduk. Saring campuran ekstrak daun kemangi
dan HCI setelah dingin. Filtrat ditambahkan HCl 5 ml dan reagen wagner
(yodium dan kalium iodida).
c. Uji Saponin
Ekstrak daun kemangi sebanyak 0,5 g ditambahkan air suling sebanyak 5
ml dan dikocok kuat-kuat. Uji positif adanya saponin pada larutan ditandai
dengan terbentuknya busa/buih.
d. Uji Tanin
Ekstrak daun kemangi sebanyak 0,5 g direbus di dalam 20 ml akuades di
dalam tabung reaksi. Saring dan tambahkan beberapa tetes 0,1% FeCl3 sampai
berubah warna. Hasil positif mengandung tanin ditunjukkn dengan munculnya

warna hijau kecoklatan atau warna biru hitam.
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e. Uji Triterpenoid dan Steroid
Ekstrak daun kemangi sebanyak 0,5 g ditambahkan 2 ml etanol lalu
dilakukan pemanasan. Tambahkan 0,5 ml asam asetat anhidrat dan 2 ml asam
sulfat lalu homogenkan. Apabila dijumai warna merah atau ungu maka hasil
positif untuk terpenoid, tetapi apabila warna yang terbentuk adalah hijau maka

hasil positif untuk steroid.

3.7.5. Uji Kepekaan Metode REMA

Aktivitas antimikobakteri kuantitatif in-vitro dari ekstrak etanol daun
kemangi dengan konsentrasi 2,5%, 1,25% dan 0,625% dievaluasi menggunakan 96
well microtiter plates dengan resazurin sebagai indikator viabilitas bakteri. Medium
middlebrook 7H9-S sebanyak 100 pL dimasukkan kedalam setiap sumur pada
microtiter plate. Kemudian 100 pl ekstrak tumbuhan dengan berbagai konsentrasi
dimasukkan ke dalam sumur dan dicampur secara merata. Rifampisin yang
dilarutkan dalam dimetil sulfoksida, berperan sebagai kontrol positif pada
konsentrasi 8 pg/ml. sedangkan media bebas ekstrak/obat yang mengandung
suspensi strain digunakan sebagai kontrol negatif. Kemudian plate ditutup dan
inkubasi 37°C. Setelah 7 hari inkubasi, 30 pL larutan resazurin 0,01% ditambahkan
ke setiap sumur dan kembali diinkubasi semalaman. Setelah hari ke 8, diamati
apakah terjadi perubahan warna dari biru (proses oksidasi) menjadi merah muda
(proses reduksi) yang mengindikasikan pertumbuhan bakteri. Hasilnya dianalisis
menggunakan pembaca microplate pada 600 nm.”

Penelitian dilakukan dengan pengulangan tiga kali penelitian pada setiap
perlakuan. Hasil konsentrasi hambat minimum (MIC) dilaporkan sebagai nilai rata-
rata. MIC didefinisikan sebagai konsentrasi terendah dari ekstrak atau obat yang
mencegah perubahan warna resazurin dari biru menjadi merah muda (penentuan
visual). Warna biru pada sumur menandakan "tidak ada pertumbuhan mikobakteri",

sedangkan warna merah muda menandakan "pertumbuhan mikobakteri".>!
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3.8. Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan metode deskriptif kualitatif dikarenakan
variabel dependent menunjukkan hasil yang konstan, uji statistik inferensial tidak
dapat dilakukan karena memerlukan variabilitas pada kategori untuk menguji

hubungan atau perbedaan antar kelompok.
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3.9. Alur Penelitian

Pengolahan simplisia daun kemangi

v

Pembuatan ekstrak daun kemangi dengan metode maserasi

v

Pembuatan konsentrasi ekstrak etanol daun kemangi
2,5%, 1,25% dan 0,625% dengan DMSO 10%

v

Analisis fitokimia ekstrak etanol daun kemangi

v

Pembagian kelompok penelitian

l

l

v

l

l

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
1 2 3 4 5
(Kontrol Kontrol Kultur Kultur Kultur
negatif) positif M.tb yang M.tb yang M.tb yang
(diberikan diberikan diberikan diberikan
rifampisin ekstrak ekstrak ekstrak
konsentrasi etanol etanol etanol
2% - daun daun daun
0,625%) kemangi kemangi kemangi
2,5% 1,25% 0,625%

v

Uji kepekaan dengan metode REMA

v

Pengamatan dengan microplate reader

v

Pengolahan dan analisis data

Gambar 3.1. Alur Penelitian
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara dan Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan Universitas Gadjah

Mada mulai dari bulan September 2024 sampai dengan April 2025.
4.1.1. Hasil Uji Daun Kemangi

Berdasarkan hasil karakterisasi daun kemangi, didapatkan hasil seperti yang

terdapat pada tabel berikut ini.

Tabel 4.1. Hasil Uji Daun Kemangi

Metode
No. Jenis Sampel Kriteria Uji Hasil Uji
Pengujian
1.  Daun Kemangi Berat kering 500 g Pengeringan
2. Simplisia daun
‘ Ekstrak cair 3.000 ml Maserasi
kemangi
3. Ekstrak etanol daun Bentuk Kental Organoleptik
kemangi Bau Khas Organoleptik
Hijau ‘
Warna ) Organoleptik
kehitaman
Evaporasi,
Rasa Pahit
water
Hasil ekstrak Evaporasi,
5522¢
kental waterbath
Hasil
Evaporasi,
rendaman 11,04%
waterbath
esktrak
39
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4.1.2. Hasil Skrining Fitokimia

Uji ini dilakukan untuk menilai kandungan fitokimia dari ekstrak etanol 96%
daun kemangi. Sebelum dilakukan skrining fitokimia, terlebih dahulu dilakukan uji
bebas etanol. Hasil uji bebas etanol menunjukkan hasil negatif etanol, bau yang
dikeluarkan setelah dipanaskan adalah bau murni ekstrak daun kemangi. Hasil

skrining fitokimia dapat dilihat pada tabel berikut ini.

Tabel 4.2. Hasil Skrining Fitokimia

Senyawa Hasil Keterangan
Flavonoid Hitam +
Alkaloid Kuning kecoklatan dan +

terdapat endapan coklat

Saponin Tebentuk busa stabil +

Tanin Hijau kehitaman +

Fenol Biru kehitaman +

Steroid Ungu, biru atau +
kehijauan

Berdasarkan hasil skrining fitokimia yang disajikan pada tabel 4.2
ditemukan bahwa ekstrak daun kemangi mengandung senyawa flavonoid, alkaloid,

saponin, tanin, fenol dan steroid.

4.1.3. Hasil Analisis Data

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol daun
kemangi dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Ekstrak diuji dalam tiga
konsentrasi, yaitu 2,5%, 1,25%, dan 0,625% terhadap M. tuberculosis dalam tiga
kali pengulangan. Kontrol positif menggunakan Rifampisin dengan berbagai
konsentrasi penurunan (0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%), sedangkan kontrol

negatif yaitu diberikan pelarut aquadest dan tidak diberikan perlakuan apapun.
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Tabel 4.3. Hasil Uji Potensi Rifampisin terhadap Bakteri Mtb

Peng Konsentrasi Rifampisin (%)
N K (B)

ujian 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
| Tumbuh  Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak

tumbuh tumbuh tumbuh  tumbuh tumbuh tumbuh

11 Tumbuh Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
tumbuh tumbuh tumbuh  tumbuh tumbuh tumbuh
111 Tumbuh Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
tumbuh tumbuh tumbuh  tumbuh tumbuh tumbuh
Keterangan:

K (B) : Kontrol bakteri

Pada hasil di atas didapatkan bahwa dengan kontrol positif yaitu diberikan
senyawa Rifampisin pada konsentrasi 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, dan
0,0625%, dengan tiga kali pengulangan pengujian dapat menghambat pertumbuhan

bakteri M. tuberculosis.

Tabel 4.4. Hasil Uji Potensi Ekstrak Daun Kemangi terhadap Bakteri Mtb

Konsentrasi ekstrak etanol

Pengujian K (B) K M) K (P) daun kemangi (%)
2,5 1,25 0,625
| Tumbuh  Tidak  Tumbuh Tumbuh Tumbuh Tumbuh
tumbuh
11 Tumbuh  Tidak  Tumbuh Tumbuh Tumbuh Tumbuh
tumbuh
111 Tumbuh  Tidak  Tumbuh Tumbuh Tumbuh Tumbuh
tumbuh
Keterangan:

K (B): Kontrol Bakteri; K (M): Kontrol Media (Rifampisin); K (P): Kontrol Pelarut
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Pada hasil di atas didapatkan bahwa bakteri M. tuberculosis tumbuh pada
kontrol yang tidak diberikan apapun [K(B)], tidak tumbuh pada media yang
diberikan senyawa rifampisin [K(M)], tetap tumbuh pada kontrol yang diberikan
pelarut aquadeest [K(P)], sedangkan pada kontrol media yang diberikan senyawa
ekstrak etanol daun kemangi, bakteri M. tuberculosis tetap tumbuh pada konsentrasi

2,5%, 1,25% dan 0,625% setelah dilakukan tiga kali pengulangan pengujian.

Tabel 4.5. Hasil Kadar Hambat Minimum (KHM)

Pengujian  Konsentrasi Konsentrasi  Konsentrasi KHM
(2,5%) (1,25%) (0,625%) (ng/ml)
I Tumbuh Tumbuh Tumbuh >2.5
I Tumbuh Tumbuh Tumbuh >2.5
I Tumbuh Tumbuh Tumbuh >2.5

Pada hasil di atas, didapatkan kadar hambat minimum (KHM) bakteri M.
tuberculosis setelah pemberian ekstrak etanol daun kemangi pada konsentrasi 2,5%,
1,25% dan 0,625% adalah sebesar >2,5 ug/ml, artinya konsentrasi yang digunakan

belum cukup untuk menghambat pertumbuhan bakteri.
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Gambar 4.1. Kadar Hambat Minimum

(a) Pengontakan larutan esktrak senyawa dengan bakteri M. tuberculosis H37Rv;
(b) Penambahan Resazurin ke masing-masing kelompok;
(c) Pengamatan warna yang terjadi pada masing-masing kelompok
Ket: KMG: Kemangi; K(M): Kontrol Media; K(S): Kontrol Senyawa; RIF:
Rifampisin; K(B): Kontrol Bakteri; K(P): Kontrol Pelarut; I, II, III: Pengulangan
perlakuam

Berdasarkan gambar di atas, didapatkan kontrol media 7H9 [K(M)] yaitu
media tanpa bakteri Mtb tetap berwarna biru, pada ekstrak etanol daun kemangi
dengan konsentrasi 2,5%, 1,25% dan 0,625% tidak terjadi perubahan warna
menjadi biru yang menandakan masih terdapat pertumbuhan bakteri. Pada kontrol
senyawa [K(S)] yaitu ekstrak daun kemangi tanpa bakteri tetap berwarna merah
kecoklatan, sedangkan pada media yang diberikan Rifampisin didapatkan warna
biru yang menandakan tidak terdapat pertumbuhan bakteri. Pada kontrol bakteri
[K(B)] yaitu tanpa diberikan antibiotik atau ekstrak, media berwarna merah muda,
menandakan pertumbuhan bakteri. Sedangkan pada kontrol pelarut [K(P)] yaitu
bakteri yang hanya diberikan aquadest didapatkan warna merah muda, menandakan

adanya pertumbuhan bakteri. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
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daun kemangi pada konsentrasi 2,5%, 1,25% dan 0,625% tidak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri M. tuberculosis.

4.2. Pembahasan

Tuberkulosis telah menjadi masalah kesehatan mayor pada negara-negara
berkembang, termasuk Indonesia. Peningkatan resistensi baik obat lini pertama dan
lini kedua menuntut perlunya pencarian agen anti-mikobakteri baru yang efektif,
efisien, non-toksik dan hemat biaya. Senyawa anti-mikobakteri yang berasal dari
tumbuhan termasuk ke dalam berbagai kelas yang sangat beragam, seperti
flavonoid, terpenoid, alkaloid, peptida, fenolik, dan kumarin. Oleh karena itu,
tanaman obat tetap menjadi sumber penting dalam menemukan agen terapeutik
baru.*®
Metode REMA dipilih karena memiliki keunggulan dalam hal sensitivitas,
waktu yang relatif singkat, serta hasil yang dapat diinterpretasikan secara visual.
Dalam penelitian ini, perubahan warna indikator memberikan gambaran langsung
mengenai efektivitas senyawa terhadap bakteri uji. Metode REMA menggunakan
medium cair middlebrook TH9 dan pengamatannya menggunakan indikator redoks
yaitu resazurin untuk mendeteksi pertumbuhan M. fuberculosis. Bakteri dalam
medium akan menggunakan oksigen dalam senyawa resazurin sehingga akan
terjadi perubahan warna indikator dari biru menjadi merah muda. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan sebelumnya, metode REMA memiliki sensitivitas 80%
dan spesifisitas 100% dalam mendeteksi M. tuberculosis yang resisten terhadap
Rifampisin. Hal ini juga didukung dengan penelitian-penelitian yang telah
dilakukan sebelumnya di berbagai negara yang menunjukkan bahwa metode REMA
memiliki sensitivitas dan spesifisitas hingga rata-rata diatas 90% dalam
memberikan gambaran hasil uji kepekaan Rifampisin.”’

Berdasarkan hasil uji potensi antibakteri ekstrak etanol daun kemangi
(Ocimum basilicum) terhadap Mycobacterium tuberculosis dengan metode REMA,
diketahui bahwa pada konsentrasi 2,5%, 1,25%, maupun 0,625%, bakteri masih
menunjukkan pertumbuhan aktif, yang ditandai dengan perubahan warna resazurin

menjadi merah muda. Dengan demikian, konsentrasi hambat minimum (MIC)
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ekstrak tersebut terhadap M. tuberculosis > 2,5 pg/ml. Hasil ini menunjukkan
bahwa pada konsentrasi uji yang digunakan, ekstrak daun kemangi belum efektif
dalam menghambat pertumbuhan M. tuberculosis. Hasil tersebut bertentangan
dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan di Pakistan bahwa ekstrak metanol
Ocimum basilicum menunjukkan penghambatan hingga 49% terhadap M.
tuberculosis pada konsenrasi 6,25 mg/ml. Berdasarkan penelitian tersebut daun
kemangi yang memisahkan ekstrak metanol menjadi fraksi dan memurnikan
senyawa murni, menunjukkan bahwa hanya beberapa senyawa yang memberikan
efek inhibisi maksimal 49 % terhadap M. tuberculosis H37Rv pada konsentrasi
6,25 ug/mL, bukan penghambatan total.'*

Diketahui bahwa metabolit sekunder dari daun kemangi seperti flavonoid,
tanin, saponin dan alkaloid dapat menghambat pertumbuhan bakteri Mtb. Sebuah
penelitian menunjukkan bahwa metabolit sekunder berpotensi sebagai
antimikobakteri ditinjau melalui pendekatan metode in silico.”® Senyawa flavonoid
berfungsi melawan radikal bebas hidroksil, anion superoksida, dan radikal peroksi
lemak. Flavonoid juga dapat menghambat sintesis asam nukleat, fungsi membran
sitoplasma, metabolisme energi, pengikatan dan pembentukan biofilm,
penghambatan porin pada membran sel, serta perubahan permeabilitas membrane
bakteri.”®

Sedangkan tanin merupakan senyawa polifenol yang dapat mengikat protein,
asam amino, alkaloid, dan mengendapkannya sebagai biomolekul antimikroba.
Selain itu, saponin sebagai antibakteri bekerja dengan menurunkan tegangan
permukaan dinding sel bakteri, sehingga merusak permeabilitas membran sel, yang
menyebabkan lisis, membuat enzim dan protein keluar dari sel. Pelepasan isi sel ini
menyebabkan kematian sel bakteri. Mekanisme antibakteri saponin dijelaskan
melalui kerusakan dinding dan membran sel yang ditentukan dengan mengukur
kadar PPA dan protein terlarut. Senyawa alkaloid dapat mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada dinding sel bakteri, sehingga dinding sel tidak
terbentuk sempurna yang cenderung menyebabkan kematian sel. Selain itu, alkaloid
menghambat sintesis DNA dengan menghambat enzim topoisomerase sel bakteri.

Sementara itu, potensi steroid sebagai antibakteri disebabkan oleh sensitivitas
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membran lipid sel terhadap komponen steroid yang mengakibatkan kebocoran
liposom. Steroid adalah senyawa lipofilik, oleh karena itu dapat berinteraksi dengan
membran fosfolipid sel yang permeabel terhadap senyawa lipofilik.*-!%

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan di Ethiopia, ekstrak 80% metanol
dari biji O. basilicum menunjukkan aktivitas antimikobakteri yang menjanjikan
terhadap strain M. tuberculosis (H37Rv, SIT777, SIT73, SIT26, SIT37, SIT1688,
SIT336, SIT149, SIT53 dan SIT54) dan M. bovis (SB1176, SB1953 dan SB0133).
Pada penelitian tersebut dengan menggunakan metode REMA memperlihatkan
aktivitas anti-mikobakteri melawan M. tuberculosis dan M. bovis dengan rata-rata
konsentrasi hambat minimum 6,25 sampai dengan 100 pg/ml. Hal ini mungkin
disebabkan oleh kandungan senyawa bioaktif seperti alkaloid, tanin, saponin, fenol,
flavonoid, dan senyawa lainnya yang terdapat dalam ekstrak tersebut.!?!

Pada penelitian lain didapatkan hasil bahwa ekstrak daun Ocimum sanctum
dapat menghambat bakteri Mycobacterium smegmatis dengan MIC 250 pg/ml.
Kandungan fitokimia aktif seperti alkaloid, flavonoid dan saponin diduga
berkontribusi dalam menghambat bakteri tersebut.!”? Pada penelitian sebelumnya
juga terjadi penurunan signifikan dalam laju pertumbuhan M. tuberculosis
menggunakan ekstrak alkohol Ocimum sanctum dengan dosis 0,25 pl dan 0,5 pl.'®

Penelitian lainnya mengenai efek anti-tuberkulosis dari Ocimum sanctum
secara in vitro dan kultur makrofag menunjukkan bahwa Ocimum sanctum memiliki
efek anti-tuberkulosis poten baik secara langsung maupun pada kultur makrofag
yang terinfeksi.!®* Hasil yang sama juga didapatkan dari penelitian sebelumnya
yaitu efek anti-tuberkulosis dari minyak atsiri Ocimum sanctum L. (OsEO). OsEO
menghambat pertumbuhan H37Rv dengan MIC sebesar 3 ml (2,931 mg). OsEO
juga menghambat pertumbuhan kesembilan isolat klinis M. tuberculosis yang diuji,
dengan MIC berkisar antara 1,5 ml (1,4655 mg) hingga 6 ml (5,862 mg).!” Hasil
penelitian lainnya membuktikan bahwa Ocimum sanctum juga menunjukkan
penghambatan pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37Rv masing-masing

sebesar 63,71% dan 62,22% dengan menggunakan ekstrak tanaman air 5%.'%
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4.3. Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini tidak menemukan efek signifikan ekstrak etanol daun kemangi

terhadap M. tuberculosis, bertentangan dengan hipotesis awal. Namun, hasil ini

harus ditafsirkan dengan hati-hati karena beberapa keterbatasan:

1.

Rentang konsentrasi yang digunakan kemungkinan belum optimal untuk
menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis.

Komposisi kimia ekstrak belum dianalisis secara penuh, misalnya dengan LC-
MS atau GC-MS.

Tidak dilakukan analisis lanjutan untuk mengidentifikasi senyawa aktif
spesifik yang berperan, sehingga mekanisme hambat tidak dapat dijelaskan
secara pasti.

Variasi dalam fase pertumbuhan inokulum atau viabilitas bakteri dapat
memengaruhi respon pada REMA dan menimbulkan variasi hasil.

Penentuan end-point menggunakan perubahan warna resazurin dapat
dipengaruhi oleh subjektivitas pembacaan, diperlukan pengukuran absorbansi
spektral atau pengulangan dengan metode lain, misalnya Colony-Forming Unit
(CFU) count yang akan memperkuat temuan.

Proses ekstraksi etanol mungkin tidak optimal dalam menarik senyawa
antibakteri dari daun kemangi.

Penelitian ini dilakukan secara in vitro, sehingga hasil belum dapat
digeneralisasikan untuk kondisi in vivo. Faktor interaksi senyawa dengan

sistem imun dan metabolisme tubuh belum diperhitungkan.
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BABS
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Ekstrak etanol daun kemangi tidak menunjukkan aktivitas antibakteri

pada konsentrasi 2,5%, 1,25% dan 0,625% terhadap bakteri M.

tuberculosis.

. Konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol daun kemangi yang efektif

menghambat pertumbuhan M. tuberculosis adalah lebih dari 2,5%.

. Pada uji fitokimia ekstrak daun kemangi didapatkan kandungan

flavonoid, alkaloid, tanin dan saponin yang berpotensi sebagai

antibakteri.

. Pada hasil penelitian didapatkan perubahan warna indikator resazurin

menjadi warna merah muda, yang menandakan masih terdapat

pertumbuhan M. tuberculosis pada berbagai konsentrasi uji.

4.1. Saran

1.

Pada penelitian selanjutnya dibutuhkan konsentrasi ekstrak yang kebih
tinggi diatas 2,5% untuk mengevaluasi potensi penghambatan bakteri M.
tuberculosis.

Diperlukan identifikasi bakteri dan uji terhadap berbagai strain lainnya
agar dapat memberikan gambaran yang lebih komprehensif.

Perlu dilakukan standarisasi dan analisis profil fitokimia ekstrak sebelum
uji aktivitas, misalnya dengan LC-MS atau GC-MS.

Dapat dipertimbangkan uji esktrak dengan pelarut lain (misalnya air atau
metanol).

Gunakan metode tambahan (CFU plating, time-kill assays) dan
pembacaan absorbansi untuk validasi.

Diperlukan studi lebih lanjut mengenai manfaat ekstrak daun kemangi

terhadap M. tuberculosis yang dilakukan secara in-vivo.
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Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

No Tanggal Kegiatan Dokumentasi
1. | 21 September | Proses penghalusan TIy Ui
2024 daun kemangi
kering

2. | 21 September | Proses penyaringan
2024 serbuk simplisia

3. | 21 September | Proses pengadukan
2024 yang dilakukan
selama 3 hari setiap
6 jam
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vacum rotary
evaporator untuk
memisahkan zat
pelarut dari zat
terlarut
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9 April 2025
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