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ABSTRACT

Introduction: The increasing number of resistance
cases of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and  Multidrug-resistant ~ Pseudomonas
aeruginosa (MRPA) to common antibiotics has called
the need for new modalities to combat these resistance
problems. The ingredients that are thought to influence
the growth of MRSA and MRPA are Tahi Kotok flowers
(. erecta) and Jamblang leaves (S. cumini). This study
aimed to evaluate the effect of the combined Tahi Kotok
flowers and Jamblang leaves ethanol extract on the
growth of MRSA and MRPA bacteria.

Methods: The research was conducted as a true
experimental design using a post test only control
group design. The combination of ethanol extract
in several concentrations (25%, 50%, 75%, 100%)
were tested on MRSA ATCC 3351 bacteria and MRPA
bacteria cultured on agar media. The data obtained
are the results of laboratory observations with the disk
diffusion methods which are then statistically analyzed

parametrically using the SPSS application which is
shown as mean = SEM.

Results: The inhibitory activity of T erecta flower
extract with MRSA and MRPA bacteria was found. The
largest inhibition zone diameter was at 75% extract
concentration, with inhibition zones of 17.25 + 1.25
am and 11.25 £ 0.50 cm, respectively. The largest
inhibition zone of S. cumini leaf experiment with MRSA
bacteria was at concentration of 75 percent, which
resulted in @ 9.50 = 0.57 cm inhibition diameter. In
MRPA bacteria, however, there was no inhibition zone.
At a concentration of 75 percent, the combination of T.
erecta flower extract and S. cumini leaf had the highest
inhibitory activity against MRSA bacteria, but had no
inhibitory activity against MRPA bacteria.

Conclusion: The concentration of extract combination
in 96% ethanol influences the diameter of the MRSA
inhibition zone, whereas in MRPA no inhibition zones
were generated from this in vitro experiments.

Keywords: Tagetes erecta, Syzygium cumini, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Multidrug-resistant

Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRAK

LatarBelakang: Meningkatnyakasusresistensibakteri
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan
Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa (MRPA)
terhadap antibiotik menyebabkan perlunya modalitas
baru sebagai potensi untuk mengatasi masalah
resistensi tersebut. Salah satu bahan yang diduga
berpengaruh terhadap pertumbuhan MRSA dan MRPA
adalah bunga Tahi Kotok (T. erecta) dan daun Jamblang
(S. cumini). Penelitian ini ditujukan untuk melihat

adanya pengaruh kombinasi ekstrak etanol bunga
Tahi Kotok dan daun Jamblang terhadap pertumbuhan
bakteri MRSA dan MRPA.

Metode: Penelitian ini menggunakan rancangan
true experimental post test only control group design.
Kombinasi ekstrak etanol dalam beberapa konsentrasi
(25%, 50%, 75%, 100%) diujikan pada bakteri MRSA
ATCC 3351 dan MRPA yang dikultur pada media agar.
Data yang diperoleh merupakan hasil pengamatan

~
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laboratorium dengan metode disk diffusion yang
selanjutnya dianalisis secara statistik dengan statistik
parametrik menggunakan aplikasi SPSS untuk
menghitung nilai mean + SEM.

Hasil: Pada percobaan ekstrak bunga T. erecta dengan
bakteri MRSA dan MRPA menunjukkan adanya daya
hambat dengan daya hambat tertinggi terdapat pada
konsentrasi 75%, zona hambat 17,25 =+ 1,25 ¢m dan
11,25 £ 0,50 cm berturut-turut. Pada percobaan
daun S. cumini dengan bakteri MRSA didapatkan zona

hambat tertinggi pada konsentrasi 75% sebesar 9,50 +
0,57 cm. Akan tetapi, tidak terdapat zona hambat pada
bakteri MRPA. Kombinasi ekstrak bunga T. erecta dan
daun S. cumini memiliki daya hambat terhadap bakteri
MRSA yang tertinggi pada konsentrasi 75%, akan
tetapi tidak memiliki daya hambat pada bakteri MRPA.
Simpulan: Konsentrasi ekstrak kombinasi dalam
etanol 96% berpengaruh terhadap diameter zona
hambat MRSA tetapi tidak ditemukan zona hambat
yang dihasilkan pada MRPA dari percobaan in vitro.

~
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PENDAHULUAN

Staphylococcus ~ aureus  (S.  aureus)
merupakan salah satu patogen umum
dan berperan secara signifikan terhadap
morbiditas dan mortalitas penyakit
infeksi di masyarakat. Bakteri tersebut
merupakan bakteri komensal gram positif
dan umumnya menyebabkan infeksi kulit
dan jaringan lunak. S. aureus tidak hanya
menjadi patogen dari komunitas tetapi
juga merupakan salah satu penyebab
utama infeksi nosokomial seperti infeksi
pasca pembedahan, pneumonia dan
sepsis.! Terdapat bakteri selain S. aureus,
yang menjadi perhatian baik di komunitas
maupun rumah sakit yaitu Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa). P. aeruginosa
merupakan bakteri gram negatif aerob
yang sering menjadi penyebab infeksi
saluran kemih, saluran pernafasan,
dermatitis serta infeksi sistemik pada
pasien kanker dan luka bakar.?
Akhir-akhir ini resistensi bakteri
terhadap antibiotik semakin meningkat
hingga pada ambang yang mengancaman
dunia  kesehatan. Resistensi bakteri
merupakan salah satu masalah serius yang
menyebar di semua negara berkembang
bahkan negara maju.’ Dari hari ke hari
ancaman infeksi bakteri terus meningkat,
karena kemampuan dari patogen untuk
terus berkembang menjadi resisten
terhadap antimikroba yang ada. Patogen
yang resisten menyebar dan menjadi agen

infeksi pada rumah sakit dan komunitas,
termasuk yang utama adalah S. aureus
dan P aeruginosa.’> Dibutuhkan agen
baru sebagai alternatif antibakteri untuk
menyikapi meningkatnya kasus resistensi
bakteri pada S. aureus dan P. aeruginosa,
salah satunya dengan mengeksplorasi
tanaman obat dari bahan alam.

Salah satu tanaman yang dipakai
sebagai tanaman obat tradisional adalah
tanaman Tahi Kotok (Tagetes erecta L.)
dan tanaman Jamblang (Syzygium cumini).
T. erecta biasanya dipakai sebagai tanaman
hias dan tanaman obat tradisional oleh
masyarakat Bali. Tanaman ini termasuk
dalam famili Aesteraceae dan dikenal
dengan nama bunga kenikir/qumitir di
daerah Bali. Selain T. erecta, terdapat
tanaman obat tradisional yang dipakai
secara turun temurun yaitu tanaman
Jamblang (Syzygium cumini L). S. cumini
merupakan tanaman hijau tropis yang
termasuk dalam famili Myrtaceae dan
berasal dari negara Bangladesh, India,
Nepal, Pakistan dan Indonesia. S. cumini
diketahui mempunyai berbagai macam
khasiat kesehatan, dimana dikaitkan
dengan kandungan bioaktif dari masing-
masing bagian tanaman tersebut, seperti
daun S. cumini yang sering dipakai pada
pengobatan penyakit kulit, konstipasi,
leukorea dan diabetes.* Uraian dari
penelitian sebelumnya sangat mendukung
potensi kedua bahan alami tersebut
menjadi sumber antimikroba baru. Oleh

karena itu, penelitian ini dilakukan untuk
menguji aktivitas ekstrak kombinasi bunga
T. erecta dan daun S. cumini terhadap
pertumbuhan bakteri Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
3351 dan Multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa (MRPA) secara in-vitro.

METODE

Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian true
experimental dengan rancangan post fest
only control group design. Sampel pada
penelitian ini menggunakan sampel
bakteri dengan jumlah sampel ditentukan
dengan rumus standar pengulangan baku
pengujian bakteri, yaitu rumus Federer.”
Perhitungan rumus Federer menghasilkan
tiap kelompok perlakuan membutuhkan
pengulangan minimal 4 kali. Penelitian
ini telah mendapatkan persetujuan dari
Komite Etik Universitas udayana/RSUP
Sanglah (2018.01.1.0847).

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah bunga Tahi Kotok (T. erecta) dan
daun Jamblang (S. cumini). Bunga T. erecta
yang didapatkan dari perkebunan bunga
Tahi Kotok di desa Dawan, Kecamatan
Dawan, Kabupaten Klungkung masing-
masing sebanyak 1 kg. Daun Jamblang
didapatkan  dari perkebunan daun
Jamblang di desa Besan, Kecamatan
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Dawan, Kabupaten Klungkung masing—
masing sebanyak 1 kg. Determinasi
kedua bahan dilakukan di Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Udayana-
Bali untuk memastikan bahwa bunga
dan daun yang diperoleh adalah bunga T.
erecta dan daun S. cumini.

Prosedur Ekstraksi

Bunga Terecta dan daun S. cumini
yang diperoleh dari perkebunan dicuci
menggunakan air bersih, ditiriskan dan
dikeringkan pada suhu ruangan. Setelah
kering, bahan dirajang sebelum dibuat
ekstrak dengan metode maserasi.

Metode maserasi dimulai dengan
merendam simplisia bunga 1. erecta
dan daun S. cumini dalam 6-7 liter
pelarut etanol 96% selama 3x24 jam
yang kemudian dilakukan penyaringan.
Hasil penyaringan tersebut kemudian
dipekatkan menggunakan alat Rotary
Vacuum Evaporator pada suhu 60-70°C
hingga volume hasil ekstraksi berkurang.
Setelah itu, hasil evaporasi diuapkan
sehingga diperoleh ekstrak kental yang
kemudian diencerkan dengan etanol 96%
menjadi konsentrasi 25%, 50%, 75% dan
100%.

Organisme Penelitian

Adapun bakteri yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Methicillin-resistant
Staphylococcus  aureus ATCC 3351
dan  Multidrug-resistant ~ Pseudomonas
aeruginosa, yang merupakan biakan
murni yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi ~ Fakultas ~ Kedokteran
Universitas Udayana, Bali. Suspensi
bakteri telah dikalibrasi dengan jumlah
10 CFU/ml atau setara dengan standar
kekeruhan 0,5 McFarland.

Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian dilakukan dengan metode disk
diffusion. Langkah pertama yaitu swab
kapas steril dicelupkan ke dalam suspensi
bakteri, kemudian swab kapas diperas
dengan memberikan penekanan ke
dinding tabung suspensi bakteri. Hal ini
untuk menghindari terlalu banyak cairan
berpindah ke lempeng uji agar Mueller-
Hinton (MH). Selanjutnya swab tersebut
diusapkan ke media agar MH di seluruh
permukaan secara merata dan berikan

Gambar 1.

Hasil pengukuran zona hambat ekstrak kombinasi bunga T.erecta dan

daun S.cumini. A : Bakteri Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
ATCC 3351. B: Multidrug-resistent Pseudomonas aeruginosa.

Gambar 2.

waktu biakan bakteri mengering selama
3-5 menit pada suhu ruangan (25°C).
Selanjutnya ekstrak diambil dengan
menggunakan micropipette sebesar 20 ul
dan diteteskan masing-masing pada setiap
paper disk dan dibiarkan 2-3 jam pada suhu
ruangan, agar paper disk dalam kondisi
kering. Paper disk kemudian diletakkan
pada cawan petri yang sudah terisi koloni
bakteri dengan menggunakan pinset steril.
Setiap cawan petri yang berdiameter 10
cm diletakkan 6 paper disk yang masing-
masing mengandung: 1) Vancomycin
(30pug) pada MRSA dan meropenem pada
MRPA; 2) etanol 96%; 3-6) paper disk

Hasil pengukuran zona hambat ekstrak bunga T.erecta. A : Bakteri
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 3351. B: Multidrug-
resistant Pseudomonas aeruginosa.

yang mengandung kombinasi ekstrak
etanol bunga T. erecta dan S. cumini secara
berturut-turut yaitu 25%, 50%, 75%,
100%. Cawan petri yang telah berisi paper
disk tersebut diinkubasi pada suhu 37°C
selama 18-24 jam. Setelah itu, diameter
zona bening terbentuk di sekitar disk
yang diukur dengan menggunakan jangka
sorong dengan satuan millimeter.

Analisis Data

Data yang diperoleh merupakan hasil
pengamatan secara laboratorium yang
selanjutnya akan dianalisis secara statistik
dengan menggunakan statistik parametrik
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menggunakan aplikasi SPSS  untuk

memperoleh nilai mean + SEM.

HASIL

Diameter zona hambat dari hasil uji
daya hambat ekstrak kombinasi bunga
T. erecta dan daun S. cumini terhadap
bakteri MRSA dan MRPA secara in vitro
ditunjukkan pada Tabel dan Gambar
1, 2 dan 3. Secara visual dapat dilihat
adanya aktivitas antibakteri. Selain itu,
peneliti juga menguji masing - masing
ekstrak yang terpisah terhadap bakteri
MRSA dan MRPA yang ditunjukkan pada
Tabel 1. Terlihat pada percobaan ekstrak
bunga T. erecta dengan bakteri MRSA
menunjukkan adanya daya hambat.
Daya hambat tertinggi terdapat pada

konsentrasi 75% sebesar 17,25 + 1,25 cm.
Pada bakteri MRPA daya hambat tertinggi
terdapat pada konsentrasi 75% sebesar
11,25 £ 0,50 cm. Pada percobaan daun S.
cumini dengan bakteri MRSA didapatkan
zona hambat tertinggi pada konsentrasi

75% sebesar 9,50 + 0,57 cm. Akan tetapi,
tidak terdapat zona hambat pada bakteri
MRPA. Kombinasi ekstrak bunga T. erecta
dan daun S. cumini memiliki daya hambat
terhadap bakteri MRSA yang tertinggi
pada konsentrasi 75%, akan tetapi tidak
memiliki daya hambat pada bakteri
MRPA.

PEMBAHASAN

MRSA merupakan penyebab utama
infeksi di rumah sakit di berbagai belahan
dunia. Dari waktu ke waktu, semakin sulit
untuk melawan MRSA dan cara terbaik
untuk mencegah penularannya masih
banyak diperdebatkan. Strain MRSA
telah memperoleh gen yang membuat
mereka menjadi resisten terhadap
semua antibiotik golongan beta-laktam.
Resistensi terhadap beberapa antibiotik
sering terjadi, khususnya di rumah sakit.
Organisme ini merupakan patogen
nosokomial yang serius dan menjadi
tantangan dalam mencari pengobatan

Gambar 3.

Hasil pengukuran zona hambat ekstrak daun S.cumini. A : Bakteri

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 3351. B: Multidrug-
resistant Pseudomonas aeruginosa.

Tabel 1.

yang efektif. Selain di rumah sakit, adanya
bakteri  Community-associated ~MRSA
juga mempunyai prevalensi yang tinggi di
beberapa daerah.®

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa
terjadi peningkatan bermakna diameter
zona hambat MRSA pada kelompok
kontrol dengan kelompok perlakuan
yang diberi ekstrak kombinasi bunga T.
erecta dan daun S. cumini. Terjadinya
efek hambatan tersebut kemungkinan
disebabkan karena kandungan dari bunga
T. erecta dan daun S. cumini. Bunga T.
erecta mempunyai kandungan alkaloid,
glikosida, tanin, flavonoid dan triterpens,
dimana komponen tersebut diketahui
mempunyai aktivitas kuratif terhadap
beberapa patogen dan dapat digunakan
sebagai pengobatan tradisional berbagai
penyakit.® Hal ini didukung dengan
laporan sebelumnya menyatakan bahwa
bunga T. erecta mempunyai flavonoid
bebas dan flavonoid glikosida dengan

jumlah yang signifikan.”
Alkaloid merupakan bagian produk
alam dari mikroba, tanaman dan

bagian hewan. Alkaloid menginspirasi
perkembangan beberapa obat antibakteri,
misalnya dengan menyintesis kuinolon
darikuinin. Alkaloid juga berfungsi sebagai
kerangka substruktur pada beberapa obat
lain seperti linezolid dan trimethoprim.
Alkaloid masih menjadi fokus beberapa
penelitian dan perkembangannya sebagai
obat antibakteri didukung oleh penelitian
dari sektor akademik serta industri.®’
Mekanisme aksi dari alkaloid telah
diteliti terutama pada kelas polyamine.
Alkaloid bekerja dengan menghambat
sintesis asam nukleat, sebagaimana
mereka menghambat enzim dihydrofolate
reductase pada cell-free assays.>' Selain
itu, terdapat zat yang dapat menghambat

Aktivitas antibakteri dari berbagai ekstrak terhadap bakteri MRSA dan MRPA.

Zona Hambat

Konsentrasi ekstrak (

MRSA MRPA
png/ml)
TE SC cm TE SC CM
25% 12.00+1.63 7.00%0.00 10.50+1.73 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
50 % 16.25+1.70 8.00%0.00 11.50+1.29 10.25%0.50 0.00+0.00 0.00+0.00
75 % 17.25+1.25 9.50+0.57 16.25+2.06 11.25%0.50 0.00+0.00 0.00+0.00
100 % 15.00+0.81 8.75+0.50 11.50+1.29 9.50+1.73 0.00+0.00 0.00+0.00
(+) vancomycin 18.00+0.81 19.50+0.57 19.50+1.29 - - -
(+) meropenem - - - 27.25+1.50 25.75+1.25 31.25+£0.95

TE: bunga T. erecta; SC : daun S. cumini; CM: kombinasi ekstrak bunga T. erecta dan daun S. cumini
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bakteri yaitu flavonoid.  Flavonoid
merupakan kelas primer dari polifenol
yang mempunyai aktivitas biologis seperti
antioksidan, anti-inflamasi, antikanker,
kardioprotektor serta antibakteri.'"'>

Tanaman Jamblang (S.cumini)
memiliki berbagai macam fitokimia dan
sebagian besar telah diamati efek dan
manfaat kesehatannya. Daun jamblang
diketahui mengandung S-sitosterol, asam
betulinik, mycaminose, asam krategolik
(maslinic), quercetin, myicetin, myricitrin
dan glikosida flavonol. Minyak esensial
dari daun S. cumini mengandung fitokimia
pinocarveol,  a-terpeneol,  myrtenol,
eucarvone, murolol,  cineole, geranyl
aseton, alpha-cardinol dan pinocarvone.”
Penelitian Rossama dan Reddy tahun 2002
melaporkan bahwa minyak atsiri dari daun
S. cumini memiliki aktivitas antijamur
dan antibakteri.* Minyak atsiri S. cumini
terkenal dengan aktivitas biologisnya
dikarenakan  keberadaan  I,8-cineole.
Hasil penelitian Prabhakaran dkk., tahun
2011 melaporkan bahwa ekstrak daun
Jamblang mengandung fenol, karbohidrat,
flavonoid dan tanin sebagai metabolit
sekunder. Selain itu, dalam penelitian
tersebut menyatakan bahwa ekstrak etanol
biji dan ekstrak etanol daun S. cumini
ditemukan memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri gram positif maupun
gram negatif."®

Daun S. cumini dipilih sebagai
bahan penelitian ini didasarkan pada
kandungan dan penggunaannya secara
empirik. Daun S. cumini dapat diambil
dalam jumlah yang banyak dikarenakan
daun S. cumini mengalami proses
regenerasi/pertumbuhan  lebih  cepat
dibandingkan bagian lainnya sehingga
tidak menyebabkan kepunahan spesies
tanaman ini. Selain itu, daun juga dapat
dimanfaatkan lebih cepat karena tidak
harus menunggu musim. Mekanisme
penghambatan bakteri oleh senyawa
antibakteri yang terkandung pada ekstrak
daun S. cumini yaitu dengan merusak
dinding sel sehingga mengakibatkan
lisis. Kemudian terjadi perubahan
permeabilitas membran sitoplasma yang
menyebabkan kebocoran nutrien dari
dalam sel, mendenaturasi protein serta
penghambatan kerja enzim intraseluler
sehingga  terjadi  kerusakan sistem
metabolisme di dalam sel.'®"”

Hasilpenelitianmenunjukanperbedaan
konsentrasi mempengaruhi diameter zona
hambat yang dihasilkan. Konsentrasi
ekstrak yang lebih besar memperlihatkan
daya hambat pertumbuhan bakteri MRSA
yang semakin besar pula. Ini diperlihatkan
oleh diameter zona yang dihasilkan. Hasil
yang mirip dikemukakan oleh Verma pada
tahun 2012, bahwa ekstrak etanol bunga
T. erecta memiliki aktivitas antibakteri
terhadap pertumbuhan S. aureus dengan
zona hambat sebesar +10 mm dalam
konsentrasi ekstrak 75%.'®

MRPA merupakan bakteri gram
negatif aerob  dimana  merupakan
penyebab penting dari infeksi akibat
bakteri komunitas maupun rumah sakit.
Hasil penelitian menunjukan bahwa tidak
terdapat zona hambat pada bakteri MRPA
pada kelompok perlakuan yang diberi
ekstrak kombinasi. Tidak terdapatnya
efek hambatan tersebut kemungkinan
disebabkan karena kandungan senyawa
dari ektrak kombinasi bunga Tahi Kotok
dan daun Jamblang belum mampu
melisiskan dinding sel bakteri maupun
meginaktivasi enzim dan menginaktivasi
fungsi materi genetik. Penelitian yang
sama diungkapkan oleh Oliviera pada
tahun 2007, bahwa ekstrak hidroalcoholic
S. cumini tidak memiliki aktivitas
antibakteri pada bakteri MRPA."

Penyebaran resistensi bakteri
terhadap antibiotik masih sangat luas
dan merupakan masalah besar dalam
bidang kedokteran, khususnya pada
bidang mikrobiologi. Bakteri patogen
seperti MRSA dan MRPA merupakan
organisme utama penyebab pada ulkus
kaki. Perkembangan saat ini menunjukan
adanya peningkatan resistensi terhadap
penggunaan antibiotik.'** Potensi ekstrak
kombinasi bunga Terecta dan S.cumini
terhadap pertumbuhan bakteri MRSA
dan MRPA dapat dieksplorasi lebih
lanjut untuk mengembangkan terapi
antimkroba.

Penelitian ini memiliki beberapa
kekurangan yang dapat digunakan
sebagai acuan dasar penelitian-penelitian
selanjutnya. Penelitian belum dapat
menentukan konsentrasi hambat
minimum (KHM) dari ekstrak terhadap
pertumbuhan bakteri MRSA dan belum
dapat menentukan kandungan kimia
aktif yang terdapat dalam ekstrak etanol

96% kombinasi kedua ekstrak. Selain
itu, diperlukan penelitian lebih lanjut
mengenai pelarut yang memberikan
konsentrasi maksimal dari zat aktif
antibakteri yang terdapat dalam ekstrak
kombinasi T. erecta dan S. cumini sehingga
nantinya dapat dijadikan pertimbangan
dalam penerapan lanjutan dalam sebuah
produk yang dapat dikonsumsi.

SIMPULAN

Ekstrak kombinasi bunga T. erecta dan
daun S. cumini mempunyai efek dalam
menghambat pertumbuhan Methicillin-
resistant  Staphylococcus aureus ATCC

3351 secara in vitro, tetapi tidak
menunjukkan adanya daya hambat
terhadap  pertumbuhan  Multidrug-

resistant Pseudomonas aeruginosa secara
in vitro. Daya hambat ekstrak kombinasi
paling kuat pada konsentrasi 75% dan
pada konsentrasi lebih tidak terdapat
peningkatan daya hambat pertumbuhan.
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