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ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) adalah salah satu penyakit yang paling membahayakan
di dunia. Penyakit TB disebabkan oleh infeksi dari Mycobacterium tuberculosis.
Pada tahun 2009, 1.7 juta orang meninggal karena TB (600.000 diantaranya
perempuan) sementara ada 9.4 juta kasus baru TB (3.3 juta diantaranya
perempuan). Daun Henna (Lawsonia inermis) memiliki aktivitas antibakteri.
Ekstrak daun henna telah terbukti memiliki aktivitas tuberkulostatik baik secara in
vitro maupun in vivo. Pengoptimalan aktivitas tuberkulostatik daun henna dengan
variasi konsentrasi dan antibiotik belum pernah dilakukan. Penelitian ini bertujuan
mengoptimalkan aktivitas tuberkulostatik ekstrak daun henna dengan variasi
konsentrasi dan antibiotik dalam menghambat pertumbuhan Mycobacterium
tuberculosis secara in vitro, sehingga diharapkan dapat mempercepat proses
penyembuhan penyakit tuberkulosis. Kadar air simplisia daun henna sebesar
3.63674%. Pelarut etanol 96% menghasilkan rendemen ekstrak sebesar 18.62%.
Ekstrak daun henna mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, dan fenol. Uji
sensitivitas menunjukkan ekstrak daun henna dapat menghambat M tuberculosis
pada konsentrasi 2-8%. Kombinasi antara rimfampisin dengan ekstrak daun henna
pada konsentrasi 1-8% terbukti efektiv dalam menghambat M tuberculosis.

Kata kunci: Aktivitas tuberkulostatik, daun henna, Lawsonia inermis,
Mycobacterium tuberculosis,tuberkulosis.
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| PENDAHULUAN

Latar Belakang

Penyakit Tuberkulosis (TB) adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh
bakteri Mycobacterium tuberculosis. Bakteri ini berbentuk batang dan bersifat
tahan asam sehingga dikenal juga sebagai Basil Tahan Asam (BTA). Penyakit TB
adalah salah satu penyakit yang paling membahayakan di dunia. Sampai saat ini,
belum ada satu negara pun yang terbebas dari TB. Angka kematian dan pesakitan
akibat bakteri M tuberculosis ini masih sangat tinggi. Pada tahun 2009, sebanyak
1.7 juta orang meninggal karena TB (600.000 diantaranya perempuan) sementara
ada 9.4 juta kasus baru TB (3.3 juta diantaranya perempuan). Sepertiga dari
populasi dunia sudah tertular TB yang sebagian besar penderitanya adalah pada
usia produktif (15-55 tahun) (BPPSDMK 2012).

Menurut Dirjen Pengendalian Penyakit dan Penyehatan Lingkungan, Prof.
Tjandra Yoga yang tertulis dalam BPPSDMK (2012), sedikitnya ada tiga faktor
yang menyebabkan tingginya kasus TB di Indonesia. Waktu pengobatan TB yang
relatif lama (6 — 8 bulan) menjadi penyebab penderita TB sulit sembuh karena
pasien TB berhenti berobat (drop) setelah merasa sehat meski proses pengobatan
belum selesai. Selain itu, masalah TB diperberat dengan adanya peningkatan
infeksi HIV/AIDS yang berkembang cepat dan munculnya permasalahan TB-
MDR (Multi Drugs Resistant = kebal terhadap bermacam obat). Masalah lain
adalah adanya penderita TB laten, yaitu penderita tidak merasakan sakit. Namun
akibat daya tahan tubuh menurun, maka penyakit TB akan muncul.

Daun Lawsonia inermis di daerah Indonesia dikenal dengan nama henna.
Daun L inermis ternyata memiliki khasiat sebagai antibakteri, antiiritan,
antioksidan, antikarsinogenik, antiinflamasi, analgesik, dan antipiretik melalui
pengujian secara in vitro dan in vivo. Beberapa kandungan daun Lawsonia inermis
adalah senyawa 2-hydroxy-1:4-napthoquinone (lawsone), asam p-coumaric, 2-
methoxy-3-methyl-1,4-naphthoquinone, apiin, apigenin, luteolin, dan cosmosiin
(Zubardiah et al. 2008).

Aktivitas tuberkulostatik dari tumbuhan L inermis secara in vitro dan in
vivo, telah diteliti dengan media biakan Lowenstein Jensen di DI S.M.S. Medical
College, Hospital for Chest and Tuberculosis, Jaipur, Indi. Hasil penelitian
tersebut tampak adanya hambatan pertumbuhan basil tuberkulosis dari sputum,
dan M tuberculosis H37Rv terhadap 6 pug/mL daun henna. Studi in vivo pada
hewan marmut dan tikus juga menunjukkan bahwa pada dosis 5 mg/kg bb dari
daun L inermis dapat mengurangi pertumbuhan kuman M tuberculosis H37Rv
secara signifikan setelah (Sharma 1990).

Berdasarkan ulasan-ulasan tersebut, dapat dikatakan bahwa daun henna (L
inermis) memiliki potensi yang besar dalam bidang farmakologi terutama sebagai
obat tuberkulosis yang sampai saat ini masih sangat dibutuhkan. Namun, pada
praktiknya daun tanaman ini belum banyak dikembangkan dan diteliti secara
mendalam di berbagai negara terutama di Indonesia. Penelitian ini diharapkan
dapat menjadi inovasi atas pengobatan herbal terhadap penyakit tuberkulosis dan
memberikan nilai tambah terhadap komoditas tanaman henna (L inermis).



Perumusan masalah

Daun henna (Lawsonia inermis) saat ini kurang dimanfaatkan oleh
masyarakat Indonesia. Hal ini disebabkan masyarakat yang kurang mengetahui
manfaat yang dimiliki oleh daun henna. Mayoritas daun henna hanya digunakan
sebagai pewarna rambut dan kuku. Ekstrak daun henna (L inermis) telah terbukti
memiliki aktivitas tuberkulostatik. Pengoptimalan aktivitas tuberkulostatik daun
henna (L inermis) dengan variasi konsentrasi dan antibiotik diharapkan dapat
mengurangi pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis secara in vitro sehingga
dapat mempercepat penyembuhan penyakit tuberkulosis secara nyata.

Tujuan program

Penelitian ini bertujuan mengoptimalkan aktivitas tuberkulostatik ekstrak
daun henna (Lawsonia inermis) dengan variasi konsentrasi dan antibiotik dalam
menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis secara in vitro, sehingga
diharapkan dapat mempercepat proses penyembuhan penyakit tuberkulosis.

Luaran yang diharapkan

Keluaran yang diharapkan dari penelitian ini antara lain dapat
menghasilkan produk ekstrak daun henna (Lawsonia inermis) dengan konsentrasi
yang optimal yang dikombinasikan dengan antibiotik untuk pengobatan penyakit
TB. Karya ini juga diharapkan dapat memberikan nilai tambah bagi komoditas L
inermis yang belum dimanfaatkan secara optimal, sehingga dapat menjadi sumber
bahan obat herbal alami yang relatif aman dikonsumsi.

Kegunaan program

Kegunaan penelitian ini adalah diperolehnya sumber herbal alami yang
relatif aman untuk alternatif pengobatan penyakit tuberkulosis, mempercepat
proses penyembuhan penyakit tuberkulosis sehingga mengurangi tingkat
resistensi Mycobacterium tuberculosis, memberikan data tambahan dan ilmiah
mengenai khazanah tanaman obat bagi bangsa Indonesia. Serta memberikan nilai
tambah terhadap komoditas tanaman henna (Lawsonia inermis).

I TINJAUAN PUSTAKA

Tuberkulosis (TB)

Tuberkulosis atau sering disebut penyakit TB adalah penyakit menular
yang disebabkan oleh kuman Mycobacterium tuberculosis (Depkes 1997).
Penyakit tuberkulosis dapat diklasifikasikan menjadi tuberkulosis paru dan
tuberkulosis ekstra paru. Organ yang paling sering diserang pada penyakit
tuberkulosis adalah paru-paru, yakni sebanyak 95.9 % kasus (Pratiwi 2008).

Mycobacterium tuberculosis adalah bakteri berbentuk batang lurus atau
sedikit bengkok dengan ukuran 0,2-0,4 x 1-4 um. Bakteri atau kuman ini tumbuh
dengan lambat, koloninya tampak setelah kurang lebih 2 minggu bahkan
terkadang setelah 6-8 minggu setelah infeksi. Suhu optimum bakteri ini adalah 37
°C. Medium padat yang biasa digunakan adalah Lowenstein-Jensen dan media
Ogawa dengan pH optimumnya 6.4 — 7.0. Kuman ini dalam keadaan dorman akan
berkembang dan bangkit kembali apabila keadaan mendukung (Kusnindar 1990).



Beberapa faktor yang dapat membuat seseorang terpapar penyakit TB antara lain
adalah status sosial ekonomi, status gizi, umur, dan jenis kelamin (Arifin 1990).

Aktivitas Tuberkulostatik Daun Henna

Tuberkulostatik adalah obat antibiotik yang digunakan untuk tuberkulosis
digolongkan menjadi dua kelompok yaitu kelompok obat primer (lini pertama)
dan obat sekunder (lini kedua). Kelompok obat primer meliputi isoniazid,
rifampisin, etambutol, streptomisin, dan pirazinamid. Adapun kelompok obat
sekunder melipouti etionamid, para aminosalisilat, sikloserin, amikasin,
kapreomisin, dan kanamisin (Ganiswara et al. 1995). Penelitian ini hanya
menggunakan satu jenis antibiotik yaitu rifampisin. Hal ini dikarenakan rifampisin
merupakan antibiotik lini pertama yang umum dipakai oleh masyarakat penderita
TB. Sehingga hasil penelitian ini diharapkan lebih aplikatif kepada masyarakat.

Henna (Lawsonia inermis) merupakan jenis tanaman yang memiliki
aktivitas tuberkulostatik (Sharma 1990). Zat warna yang diduga mengandung
aktivitas anti Mycobacterium tuberculosis adalah 2-hydroxyl-1.4-naphthoquinone,
Ci10H6O3 (Sagarin 1957). Senyawa ini merupakan senyawa fenol dan termasuk
dalam golongan protein yang memberikan kemampuan mewarnai dengan baik.
Selain itu, senyawa ini juga dapat menghambat pertumbuhan M tuberculose
dengan cara menghambat enzim girase DNA bakteri atau enzim topoisomerase I,
sehingga menghambat replikasi DNA dan transkripsi (Ise et all 1992).

11l METODE PENDEKATAN

Daun henna dikeringkan dan dihaluskan hingga menjadi sediaan simplisia
lalu dilakukan pengukuran kadar air. Simplisia daun henna kemudian diekstraksi
dengan teknik maserasi menggunakan pelarut etanol 96% dengan perbandingan 1
: 10. Ekstrak etanol daun henna selanjutnya dikeringkan dengan penguap putar.
Penapisan fitokimia dilakukan untuk menguji kandungan fitokomia yang terdapat
dalam simplisia.

Pembuatan media Ogawa 3% dilakukan dengan cara sebagai berikut : Na
glutamat 3 g dan KH,PO,4 3 g dilarutkan ke dalam labu Erlenmeyer berisi 300 mL
akuades, diaduk dan ditempatkan di atas penangas air pada suhu 100 °C selama 30
menit, setelah itu didinginkan. Sebanyak 12-16 butir telur yang telah direndam
dalam alkohol 95% selama 10 menit dipecah satu per satu kemudian dikocok
dengan mixer, disaring, dan dituangkan ke dalam labu erlenmeyer di atas.
Kemudian ditambahkan masing masing 18 mL gliserol dan 18 mL Malachite
green 2%. Setelah dihomogenkan, larutan media dituang ke dalam tabung reaksi
masing-masing sebanyak 6 mL, setelah itu tabung reaksi ditempatkan di atas
penangas air (diuapkan dengan suhu 90 °C selama 1 jam) (Aditama dan Erna
2002)

Konsentrasi obat anti TB yang dipergunakan untuk kontrol positif berupa
rifampisin sebesar 40 pg/mL. Obat yang digunakan dalam penelitian ini berkadar
murni 100%, Adapun cara pembuatan larutan stok dari masing-masing obat
adalah sebanyak 50 g rifampisin dilarutkan dengan 10 mL DMSO (WHO 1997).

Sebelum bakteri ditumbuhkan di media Ogawa, mula-mula dibuat terlebih
dahulu suspensi bakteri dengan perbandingan standar McFarland 0.5 dengan
menambahkan media cair berupa 7H9 broth sedikit demi sedikit pada tabung
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sampai kekeruhannya sama dengan McFarland 0.5 (Murray, Baron, Jorgensen,
Pfaller & Yolken 2007). Metode ini dipilih karena pengerjaannya sederhana,
umum dipakai di laboratorium dan hasil yang didapat cukup teliti (Fatimah 2009)

Sebanyak 250 uL suspensi bakteri diteteskan ke tabung ependorf 1.5 mL
yang telah berisi ekstrak dan antibiotik sesuai dengan rancangan percobaan
kemudian diinkubasi 37 °C selama 6 hari. Pelet yang berisi bakteri dan supernatan
dipisahkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 1000 rpm selama 5 menit. Pelet
yang sudah terpisah kemudian dilarutkan dengan NaCl fisiologis sebanyak 100 pL
dan diinokulasikan ke dalam media ogawa sesuai dengan rancangan percobaan
untuk penumbuhan bakteri M tuberculosis. Suspensi kuman diratakan ke seluruh
permukaan media dan diinkubasi pada suhu 38 °C selama * 2 minggu.
Pertumbuhannya diamati setiap minggu dengan kriteria pembacaan (-) : tidak ada
pertumbuhan, (+) : ada pertumbuhan (Fatimah 2009)

IV PELAKSANAAN PROGRAM
1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan selama 3 bulan yaitu dimulai dari bulan
Mei 2013 sampai bulan Juli 2013. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi Badan Penelitian Veteriner dan Laboratorium Biokimia IPB.

2. Jadwal Faktual Pelaksanaan

Bulan/2013

No | Kegiatan Mei Juni Juli
1121341234123 |4

Studi
Pustaka
Pencarian
2. bahan
penelitian
Preparasi
3. bahan dan
alat
Ekstraksi
dan
penapisan
fitokimia
Pembuatan
5. suspensi
kuman

Tes
sensitivitas
Analisis
data

9. Evaluasi




11

3. Instrumen Pelaksanaan

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun henna
(Lawsonia inermis) dalam bentuk sediaan simplisia yang diperoleh dari dari
Balitro, pelarut ekstraksi, alkohol 95%, akuades, bahan kimia untuk penapisan
fitokimia, parafin, antibiotik yang terdiri atas rifampisin, isolat Mycobacterium
tuberculosis H37Rv yang diperoleh dari Rumah Sakit Paru Cisarua Bogor,
KH2PO., Na glutamat, Gliserol, Malachite Green 2%, dan telur.

Alat-alat yang digunakan adalah alat-alat gelas, shaker, rotavapor, neraca
analitik, autoklaf, oven, corong pemisah, lemari pendingin, rak miring, inspisator,
glass homogenizer, mixer, penangas air, laminar airflow, jarum ose, lampu
bunsen, pisau, kapas steril, kertas saring, alat penetapan kadar air, dan alat untuk
penapisan fitokimia.

4. Rekapitulasi Biaya

No Jenis Pengeluaran Rincian Debet (Rp)

1 Sampel Daun Henna 3 Kg 60.000

2 Sampel MTB 1-2 ose 250.000

3 Sewa lab 2 lab 500.000

4 Rifampisin - 50.000

5 Telur 1 Kg 27.500

6 Eppendorf 95 bj 95.000

7 Malakit green 1.5 gram 52.500

8 Pengukuran Kadar Air 1 Sampel 18.000

9 Pengovenan Henna 3 Hari 24.000

12 Tabung ulir 60 @10.000 600.000

13 Masker dan sarung tangan 100.000

14 Transportasi 500.000

15 Komunikasi - 100.000

16 Kesekertariatan dan Dokumentasi 50.000

17 Pelaporan dan penjilidan 30.000

18 Pengembangan program (Submit 4 orang 5000.000
Paper International)

19 Lain-lain - 843.000

Total 8.300.000

Pemasukan : Rp. 8.300.000
Pengeluaran : RP. 8.300.000
Sisa saldo :RP 0

V. HASIL DAN PEMBAHASAN
Preparasi Sampel
Sampel daun henna yang siap diesktraksi memilliki kadar air sebesar
3.64552, 3.68187, dan 3.58283%, (gambar 1) dengan kadar air kurang dari 10 %
diharapkan dapat mengurangi rusaknya sampel yang diakibatkan oleh serangan
jamur atau bakteri dan memenuhi standar bahan baku herbal (Depkes R1 1995).



Kadar Air

3,7
3,68 -

3,68187

3,66 - 3,64552

3,64
3,62
3,6
3,58 -
3,56 -
3,54 -

3,58283

3,52

2

Simplisia

1

3
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Gambar 1 Kadar air simplisia daun henna (Lawsonia inermis)

Hasil Ekstraksi

Hasil perhitungan rendemen ekstrak henna yang didapat sebesar 18.62 %.
Rendemen ekstrak dihitung dengan cara membandingkan jumlah ekstrak yang
diperoleh dengan simplisia awal yang digunakan. Rendemen ekstrak dapat
digunakan sebagai parameter standar mutu ekstrak, semakin tinggi nilai rendemen
yang dihasilkan maka mutu ekstrak semakin baik

Flavonoid
Saponin
Alkaloid
Polifenol
Triterpenoid

Tanin

Tabel 1 Data uji fitokimia

Berdasarkan hasil pengujian fitokimia dari simplisia dan ekstrak daun
henna menunjukkan bahwa daun henna kaya akan kandungan metabolit sekunder
golongan alkaloid, flavonoid, tanin, fenol, Sedangkan Uji triterpenoid dan saponin
menunjukan hasil yang negatif.

Tabel 2 Data uji sensitivitas kontrol positif dan negatif

Pertumbuhan koloni Minggu ke -

Bahan uji Ulangan
1 Gambar 2
Kontrol 1 +
positif | /\quades 2 +

Gambar
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Kontrol 1 -
negatif RIF 2 -
Tabel 3 Data uji sensitivitas ekstrak daun henna
Pertumbuhan koloni minggu ke
Bahan uji Konsentrasi
! Gambar 1 Gambar
i
1% :
2% ;
Ekstrak
4% :
8 % :
Tabel 4 Data uji sensitivitas ekstrak + antibiotik rifampisin
Pertumbuhan koloni minggu ke
Bahan uji Konsentrasi |
Ekstrak + 0 1 -
antibiotik RIF 1% 2 .
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2% | 2|
4% ; )
8 % |

Pertumbuhan bakteri diamati setiap minggu selama 2 minggu. Hasil
pengamatan pada minggu pertama menunjukan hasil positif dengan adanya
pertumbuhan koloni-koloni M tuberculosis berwarna kuning krem pada
permukaan media ogawa kelompok kontrol positif akuades pada ulangan pertama
dan kedua (tabel 2) dan ekstrak 1 % pada ulangan pertama (tabel 3). Hasil negatif
diperoleh pada kontrol negatif berupa antibiotik rifampisin (tabel 2), kontrol
ekstrak dengan konsentrasi 2%, 4%, dan 8%, (tabel 3) dan kontrol kombinasi
ekstrak + antibiotik konsentrasi 1 %, 2 %, 4%, dan 8% (tabel 4).

Hasil yang didapat pada minggu kedua terjadi pertambahan jumlah bakteri
pada kontrol positif (akuades) (tabel 2) dan kontrol ekstrak 1 %, (tabel 3) terlihat
dari meluasnya pertumbuhan M tuberculosis pada permukaan media ogawa. Hal
tersebut menandakan bahwa akuades yang dalam penelitian ini digunakan sebagai
pelarut ekstrak dan antibiotik tidak berpotensi untuk membunuh M tuberculosis.

Hasil uji sensitivitas pada kontrol negatif berupa antibiotik rifampisin (tabel
2) tidak menunjukan adanya pertumbuhan M tuberculosis. Hal tersebut
membuktikan bahwa rifampisin efektif dalam menghambat pertumbuhan M
tuberculosis. Mekanisme Kkerja dari antibiotik ini adalah dengan cara memblok
sintesis MRNA dengan menghambat DNA dependent RNA polymerase dari
mikroorganisme lain dengan menekan permulaan terbentuknya rantai RNA dalam
sintesis RNA.

Hasil uji sensitivitas pada perlakuan ekstrak konsentrasi 2 %, 4%, 8% (tabel
3) dan kontrol perlakuan ekstrak + antibiotik konsentras 1 %, 2 %, 4%, 8% (tabel
4) juga tidak menunjukan adanya pertumbuhan M tuberculosis di atas permukaan
media. Hal ini membuktikan bahwa ekstrak daun henna dengan konsentrasi 2%,
4%, dan 8% berpotensi dalam menghambat M tuberculosis. Ini diduga karena
adanya pengaruh metabolit sekunder berupa 2-hydroxy-1:4-napthoquinone
(lawsone) untuk menghambat pertumbuhan M tuberculosis. Mekanisme kerja dari
lawson ini adalah dengan cara menghambat girase DNA bakteri atau enzim
topoisomerase 11, sehingga menghambat replikasi DNA dan transkripsi (Ise et all
1992).
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Apabila daya antimikobakteri ekstrak etanol daun henna dibandingkan
dengan antimikobakteri kontrol positif rifampisin, hasil penelitian ini
mengindikasikan daya antimikobakteri daun henna 2-8% sama baiknya apabila
dibandingkan dengan rifampisin sebab diantara dua ulangan pada masing masing
konsentrasi tidak menunjukan adanya pertumbuhan M tuberculosis. Sedangkan,
ekstrak daun henna konsentrasi 1% menunjukan adanya pertumbuhan M
tuberculosis dikarenakan konsentrasi ekstrak daun henna 1 % tidak bisa
menghambat pertumbuhan M tuberculosis. Namun demikian, hal ini perlu diteliti
lebih lanjut dengan jumlah ulangan yang lebih banyak. Rifampisin yang
digunakan sudah berupa senyawa murni, sedangkan ekstrak etanol daun henna
masih berupa ekstrak kasar yang perlu dimurnikan. Berdasarkan hasil penelitian
ini, apabila senyawa lawson yang diperoleh dari daun henna dimurnikan
kemungkinan akan memiliki daya hambat lebih tinggi bila dibandingkan dengan
rifampisin.

VI KESIMPULAN DAN SARAN

Kadar air simplisia daun henna sebesar 3.63674%. Pelarut etanol 96%
menghasilkan rendemen ekstrak sebesar 18.62%. Ekstrak daun henna
mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, dan fenol. Ekstrak daun henna (Lawsonia
inermis) dapat menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis pada
konsentrasi ekstrak 2-8%. Selain itu, kombinasi rimfampisin dengan ekstrak daun
henna menghambat pertumbuhan M tuberculosis dari konsentrasi 1% hingga 8%.

Saran dari penelitian ini adalah bagi penelitian selanjutnya diharapkan
menggunakan konsentrasi variasai yang lebih beragam dengan selang yang lebih
kecil, Selain itu juga menggunakan kontrol dan campuran antibiotik yang lebih
beragam sehingga didapatkan hasil yang lebih teliti terhadap pengoptimalanya.
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