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ABSTRAK
Pendahuluan: Daun kelor (Moringa oleifera) adalah tanaman herbal yang tumbuh di Indonesia dan sering digunakan
dalam sediaan jamu untuk mengobati osteoarthritis (OA) dan memiliki aktivitas antibakteri. Staphylococcus aureus
merupakan salah satu bakteri penyebab artritis septik yang merupakan penyulit OA. Azitromisin merupakan antibiotik
yang digunakan untuk terapinya. Terapi kombinasi herbal dan antibiotik dapat menimbulkan interaksi farmakologis
seperti sinergis, aditif, potensiasi, not-distinguishable, dan antagonis. Penelitian bertujuan untuk mengidentifikasi
interaksi kombinasi antara jamu Moringa oleifera dengan Azitromisin dalam menghambat S. aureus.
Metode: Penelitian in vitro ini menggunakan campuran larutan jamu M. oleifera dengan etanol dengan lima variasi dosis
yaitu 400.000, 200.000, 100.000, 50.000 dan 25.000 ppm. Uji interaksi larutan etanol jamu bersama azitromisin 25 ug
sesuai dengan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST). Data dianalisis menggunakan One-Way
Anova dilanjutkan dengan post-test Tamhane’s T2 dengan tingkat signifikansi p < 0,05.
Hasil: Diameter zone of inhibition (ZOI) kombinasi azitromisin dengan jamu M. oleifera pada dosis-dosis yang digunakan
(dari tertinggi ke terendah) adalah 33,35 + 1,77, 34,50 + 1,77, 34,03 £ 1,50, 33,83 + 0,21 dan 32,90 £ 0,87 mm.
Azitromisin secara tunggal memiliki ZOI dengan rentang 31,33 * 0,55-32,53 £ 0,57 mm. Perbedaan signifikan (p<0,05)
antara kombinasi dengan antibiotik tunggal didapatkan pada dosis 50.000 ppm saja. Secara tunggal, jamu tidak memiliki
ZOl terhadap S. aureus.
Kesimpulan: Kombinasi jamu M. oleifera dengan azitromisin berpotensi menghambat S.aureus.
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ABSTRACT
Introduction: Moringa oleifera is a herbal plant that grows in Indonesia and is often used in jamu preparations to treat
osteoarthritis (OA) and has antibacterial activity. Staphylococcus aureus is one of the bacteria that causes septic arthritis
which is a complication of OA. Azithromycin is an antibiotic used for its therapy. Combination therapy of herbal and
antibiotics can cause pharmacokinetic interactions such as synergistic, additive, potentiating, not-distinguishable, and
antagonist. The aim of this study was to identify the combination interaction between Moringa oleifera jamu and
Azithromycin in inhibiting S. aureus.
Methods: This in vitro study used a mixture of herbal solution of M. oleifera with ethanol with five dosage variations,
namely 400,000, 200,000, 100,000, 50,000 and 25,000 ppm. Interaction test of herbal ethanol solution with azithromycin
25 ug according to the Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST) method. Data were analyzed using
One-Way Anova followed by post-test Tamhane's T2 with a significance level of p< 0.05.
Results: The diameter of the zone of inhibition (ZOI) of the combination of azithromycin with M. oleifera jamu at the
doses used (from highest to lowest) was 33.35 + 1.77, 34.50 + 1.77, 34.03 + 1.50, 33.83 + 0.21 and 32.90 + 0.87 mm.
Azithromycin alone had a ZOl in the range of 31.33 + 0.55-32.53 + 0.57 mm. A significant difference (p<0.05) between
the combination with a single antibiotic was found at a dose of 50,000 ppm only. Alone, jamu did not have ZOI against
S. aureus.
Conclusion: The combination of jamu M. oleifera with azithromycin has the potential to inhibit S. aureus.
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PENDAHULUAN

Indonesia ialah negara yang kaya akan sumber
daya alam hayati yang tersebar luas di berbagai wilayah
dari sabang sampai merauke. Keanekaragaman hayati
yang terdapat didalamnya ialah kekayaan yang tidak
ternilai harganya.! Diantara berbagai macam kekayaan
flora tersebut, 9.600 diantaranya berkhasiat sebagai obat.
200 spesies telah dimanfaatkan sebagai bahan baku obat
tradisional. Peluang pengembangan keanekaragaman
hayati sebagai obat herbal atau jamu sangat terbuka lebar.
Hal ini dikarenakan terus meningkatnya permintaan
pasar dan pertambahan penduduk Indonesia.? Pernyataan
ini didukung data dari Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas)
tahun 2013 yang menunjukkan bahwa konsumsi jamu
atau obat herbal sendiri di masyarakat telah mencapai
59,12% dengan didominasi oleh kelompok umur 55-64
(67,69%).5 Daun kelor (Moringa oleifera) termasuk
tanaman herbal yang tumbuh di Indonesia dan sering
digunakan untuk kesehatan yang dapat dikonsumsi
dengan sediaan jamu.

Ekstrak Moringa oleifera mengandung berbagai
metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid dan lain-
lain yang bermanfaat sebagai antioksidan, antibakteri,
antiinflamasi, antidiabetes dan manfaat lainnya.*
Moringa oleifera seringkali digunakan untuk mengobati
berbagai macam penyakit inflamasi sendi seperti
osteoarthritis (OA) yang bersifat kronis.> Prevalensi
terjadinya OA paling banyak terjadi pada usia >61 tahun
(65%) dan diikuti oleh usia 40-60 tahun (30%).° Dengan
melihat konsumsi jamu dan penderita OA yang
kebanyakan pada usia lanjut kemungkinan masyarakat
mengonsumsi  jamu untuk mengobati OA sangatlah
mungkin terjadi.

OA adalah penyakit inflamasi kronis yang terjadi
pada sinovium sendi dan mengakibatkan kerusakan
mekanis pada tulang dan kartilago sendi.” OA seringkali
bersifat kronis dan berdampak signifikan pada kesehatan
masyarakat. Selain bersifat kronis, OA dapat
berkembang menjadi penyakit infeksi seperti artritis
septik, infeksi bakterial yang merusak kartilago sendi dan
menyebabkan kehilangan fungsi sendi yang ireversibel.
Acrtritis septik seringkali disebabkan oleh Staphylococcus
auerus.? Keadaan tersebut memerlukan pemberian
antibiotik dalam menanganinya. Azitromisin memiliki
affinitas yang tinggi untuk persendian dan potensi
sebagai terapi untuk artritis septik yang disebabkan oleh
S auerus.®1°

Konsumsi jamu Moringa oleifera untuk
mengatasi OA dan pemberian azitromisin saat OA
berkembang menjadi artritis septik berpotensi menjadi
terapi kombinasi. Interaksi kombinasi Moringa oleifera
dan azitromisin terhadap S. aureus telah dilakukan
sebelumnya dan berinteraksi secara sinergis namun
penelitian ini hanya sebatas menggunakan ekstrak
akuades Moringa oleifera.’* Sampai saat ini belum ada
penelitian yang menguji interaksi antara jamu Moringa
oleifera dengan azitromisin sehingga penelitian ini masih
perlu dilakukan. Pada penelitian ini akan menguji daya
hambat azitromisin secara tunggal maupun kombinasi
dengan jamu Moringa oleifera  terhadap bakteri

Staphylococcus aureus. Uji daya hambat antibiotik ini
menggunakan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic
Synergism Test (AZDAST) untuk mengidentifiasi jenis
interaksi yang terjadi apakah berinteraksi secara sinergis,
potensiasi, aditif, non distinguishable atau antagonis.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian eksperimental secara in vitro yang
bersifat analitik laboratorik. Penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui Zone of Inhibition (ZOI) jamu berbasis
Moringa oleifera secara tunggal dan kombinasi dengan
antibiotik Azitromisin terhadap bakteri S aureus.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-Juli 2021
yang dilakukan di Laboratorium Pusat Riset Kedokteran
Universitas Islam Malang.

Uji Metabolit Sekunder

Kandungan metabolit sekunder flavonoid dan
alkaloid yang terdapat pada jamu Moringa oleifera akan
diuji dengan uji fitokimia metabolit sekunder. Hal ini
bertujuan untuk kontrol kualitas sampel apakah jamu
yang digunakan pada penelitian ini mengandung
metabolit sekunder tersebut atau tidak. Uji fitokimia
metabolit sekunder kandungan senyawa flavonoid dan
alkaloid pada jamu daun Kkelor dilakukan dengan
mengirimkan 2 g dalam sediaan serbuk ke Unit Pelaksana
Teknis (UPT) Laboratorium Herbal Materia Medica
Batu, Jawa Timur. Uji identifikasi metabolit sekunder
dengan menggunakan parameter untuk mengetahui
kandungan flavonoid dan alkaloid secara kualitatif
dengan nomor surat 074/171/102.7-D/2021. Uji
flavonoid menggunakan pereaksi HCI dan serbuk Mg
sedangkan alkaloid akan diuji dengan tiga pereaksi yaitu
Meyer, Bouchardat, dan Dragendorff.

Ekplorasi Pelarut Jamu Daun Kelor

Sediaan serbuk esktrak dikeluarkan dari kapsul.
Sediaan serbuk dicampur dengan tiga pelarut uji yaitu
metanol, etanol dan aquades. Sedian serbuk dilarutkan
dengan tiga pelarut dengan perbandingan 1:10 (sedian
serbuk : pelarut). Larutan kemudian diaduk selama 15
menit selama dua jam. Setelah diaduk, larutan disaring
menggunakan kertas saring. Ekstrak yang telah disaring
kemudian di evaporasi di dalam oven selama sehari
dengan suhu 40°C. Kertas saring kemudian ditimbang
dengan mengurangi berat endapan dengan berat kertas
untuk diketahui berat bersih endapannya. Dua pelarut
yang memiliki endapan paling sedikit akan digunakan
dalam uji eksplorasi dosis. Selanjutnya, larutan jamu
disaring menggunakan membran filter agar larutan
menjadi streril.

Eksplorasi Dosis Larutan Jamu Daun Kelor

Uji eksplorasi dosis larutan jamu daun kelor
menggunakan metode ZOI dengan metode Kirby-Bauer
Disk Diffusion Susceptibility Test (Hudzicki, 2009).
Bakteri yang telah diremajakan distandarisasi dengan
standar McFarland 0,5. Bakteri yang telah distandarisasi
McFarland kemudian diinokulasikan kedalam media



Muller Hinton Agar (MHA) yang telah dibuat sesuai
ketentuan American Society for Microbiology (ASM).
Cakram larutan jamu terdiri atas variasi dosis larutan
yang diuji yaitu 100.000 ppm, 50.000 ppm, 25.000 ppm,
12.500 ppm, 6.250 ppm, 3.125 ppm dan 0 ppm sebagai
variabel kontrol.

Cakram direndam kedalam variasi dosis larutan
jamu selama 10 menit kemudian dikeluarkan dan
dikeringkan.  Cakram larutan  jamu  kemudian
ditempelkan ke permukaan cawan petri yang telah di
siapkan sebelumnya. Cawan petri tersebut diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Setelah itu diagonal
zona hambatan dapat diukur dengan penggaris atau
kaliper. Dosis terendah yang didapatkan adanya
bentukan zona bening setelah pengukuran akan
digolongkan sebagai dosis hambat minimum zona
hambat ekstrak jamu daun kelor.

Penentuan dosis larutan jamu daun kelor
melanjutkan dari hasil uji eksplorasi dosis. Rentang dosis
akan berupa rentang dari dosis hambat minimum yang
ditambahkan dua dosis tambahan pada ambang atas dan
ambang bawah dosis. Dosis tambahan akan berupa dua
kali lipat dosis hambat minimum kelipatan atas dan
bawah. Apabila tidak didapatkan zona hambat dalam uji
eksplorasi atau rata-rata zona hambat kurang dari 10 mm,
maka dosis yang dipilih untuk pengujian adalah dosis
100.000 ppm. Setelah penentuan dosis, cakram direndam
selama 10 menit kemudian dikeluarkan dan
dikeringanginkan, sebelum diletakkan pada media MHA
yang telah ditanami bakteri untuk uji AZDAST.

Uji AZDAST

Media MHA dibuat dengan dua botol skotch yaitu:
botol A sebagai lem sebanyak 100 ml dan botol B
digunakan sebagai pembuatan media. Keduanya
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 90
menit. Cawan petri steril ditandai untuk memudahkan
penempelan cakram antibiotik dan cakram herbal pada
dasar cawan petri. Cakram ditempel dengan cara
dicelupkan pada media MHA lem. Untuk melakukan hal
tersebut, cakram antibiotik dan herbal dicelupkan ke
dalam media MHA ‘lem’ yang berbentuk semisolid
dengan menjaga suhu medium tersebut pada 50°C
menggunakan hotplate. Setelah semua cakram terpasang
di dasar cawan petri, media MHA dituang hingga
setengah ketinggian cawan petri (20 - 25 ml).

Bakteri yang telah diremajakan kemudian
distandarisasi dengan ketentuan McFarland 0.5. Bakteri
tersebut diinokulasi ke media MHA dengan kapas lidi.
Kemudian distreaking sesuai metode ASM sebanyak tiga
kali pengulangan. Streaking dipola berzig-zag ke seluruh
permukaan cawan petri dan diputar 60° setiap
pengulangan streaking. Cawan petri tersebut diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Diameter zona bening
yang terbentuk diukur dengan jangka sorong atau
penggaris.

Metode Interpretasi Interaksi AZDAST

Interpetasi ZOl kombinasi antibiotik dan jamu
diukur berdasarkan metode AZDAST untuk menilai efek
kombinasi keduannya dengan mengisi cakram sesuai

dosis yang sudah ditentukan. Hasil dikatakan sinergis
apabila diameter zona bening yang terbentuk pada
kombinasi antibiotik dan herbal jamu (A+B) lebih besar
dari pada antibiotik tunggal (A) dan herbal jamu tunggal
(B), antagonis apabila kombinasi (A+B) lebih kecil
dibandingkan (A) dan (B), tidak dapat dibedakan (non-
distinguishable) apabila (A+B) sama dengan salah satu A
atau B, potensisasi apabila salah satu dari antibiotik tau
herbal jamu sama dengan nol dan kombinasi herbal jamu
dan antibiotik (A+B) lebih besar dari A dan B, serta aditif
apabila kombinasi herbal dan antibiotik (A+B) sama
dengan antibiotik-antibiotik (AA) dengan atau herbal
jamu-herbal jamu (BB) dimana salah satu lebih besar dari
antibiotik (A) dan herbal jamu (B).

Analisa Data Statistik

Penghitungan rata-rata dan standar deviasi
didapatkan dengan menghitung hasil ZOI tunggal dan
kombinasi menggunakan Statistical package for the
social science (SPSS). Uji statistik yang digunakan
ditentukan berdasarkan uji normalitas dan homogenitas
untuk melihat distibusi data dan homogenitas data. Pada
penelitian ini menggunakan One Way Anova dilanjutkan
dengan post test Tamhane’s T2. Variabel yang terdapat
pada penelitian ini adalah diameter ZOI pada antibiotik
ganda, larutan herbal ganda, antibiotik & herbal,
antibiotik dan herbal yang diinterpretasikan dengan
metode AZDAST.

HASIL dan ANALISA DATA
Uji Metabolit Sekunder

Uji fitokimia metabolit sekunder dilakukan untuk
mengetahui  kandungan metabolit sekunder yang
terkandung dalam jamu Moringa oleifera. Keterangan
kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam jamu
Moringa oleifera tercantum pada Tabel 1. Yang
menunjukkan data hasil uji fitokimia kualitatif jamu daun
kelor yang dilakukan di UPT Laboratorium Herbal
Materia Medica Batu, Jawa Timur. Berdasarkan hasil
tersebut jamu Moringa oleifera mengandung metabolit
sekunder flavonoid dan alkaloid pada dua dari tiga reagen
yang diujikan yaitu pada reagen Meyer dan Bouchardat
dan menunjukkan hasil negatif pada reagen Dragendrof.

Uji Ekplorasi Pelarut Jamu Daun Kelor

Hasil dari pengeringan kemudian ditimbang
sehingga didapatkan data hasil sebelum dan setelah
pengeringan Kertas saring seperti pada Tabel 2. juga
hasil total endapan akhir pada kertas saring pada Tabel
2. Berdasarkan hasil endapan pada kertas saring telah
ditemukan hasil endapan tertinggi pada pelarut metanol
dengan 1,27 gram dan hasil endapan terendah adalah
pelarut aquades dengan 0,51 gram. Melihat hasil akhir
endapan pada kertas saring ditemukkan bahwa pelarut
aquades dengan hasil endapan terendah memiliki tingkat
kelarutan paling tinggi dibandingkan pelarut etanol dan
metanol. Berdasarkan hasil diatas pelarut yang akan
digunakan dalam eksplorasi dosis adalah aquades dan
etanol.



Tabel 1.Kandungan Metabolit Sekunder Jamu Daun Kelor

No Identifikasi Senyawa Parameter Hasil
1. Flavonoid Jingga, Merah Bata, (+) Positif
Merah Muda, Merah Tua
2. Alkaloid
Meyer Endapan Putih (+) Positif
Dragendorff Endapan Jingga (-) Negatif
Bouchardat Endapan Cokelat (+) Positif

Keterangan: (+)= Positif, (-)= Negatif

Pengukuran Zone of Inhibition (ZOIl) Eksplorasi
Variasi Dosis Larutan Daun Kelor

Berdasarkan hasil pengukuran zona hambat (ZOI)
eksplorasi variasi dosis larutan aquades daun kelor pada
Tabel 3. terlihat pada dosis 100.000 ppm, 50.000 ppm,
25.000 ppm, 12.500 ppm, 6.250 ppm dan 3.125 ppm
memiliki diameter ZOI kurang dari 10 mm dan pada
pengulangan pertama dan kedua tidak menunjukkan ada
zona hambatan, sehingga tidak sesuai dengan syarat
penggunan dosis terendah yang digunakan. Sedangkan
pada eksplorasi variasi dosis larutan etanol daun kelor
pada Tabel 3. terlihat pada dosis 100.000 ppm, 50.000
ppm, 25.000 ppm, 12.500 ppm, 6.250 ppm dan 3.125
ppm memiliki diameter ZOI kurang dari 10 mm. Dari dua

jenis pelarut yang digunakan, pelarut etanol memiliki zoi
yang lebih baik dan memiliki ZOI pada setiap dosis dan
pengulangan daripada pelarut aquades sehingga pelarut
etanol akan digunakan untuk uji AZDAST. Berdasarkan
hasil ZOI variasi dosis jamu daun kelor yang telah
dilakukan, dosis tertinggi yaitu 100.000 ppm akan
digunakan sebagai dosis minimum zona hambat daun
kelor. Rentang variasi diambil dari dua kelipatan keatas
dan kebawah dosis 100.000 ppm sehingga didapatkan
rentang dosis untuk uji AZDAST yaitu 400.000 ppm,
200.000 ppm, 100.000 ppm, 50.000 ppm, dan 25.000
ppm. Hasil eksplorasi vaariasi dosis larutan daun kelor
didapatkan seperti pada Tabel 3.

Tabel 2. Data Hasil Sebelum dan Setelah Pengeringan Larutan Daun Kelor

Sebelum Pengeringan

Sesudah Pengeringan

Aguades Metanol

Berat kertas

Etanol

Aqguades Metanol Etanol

saring (gr) 1,33gram 1,33 gram 1,33gram 0,51gram 1,27gram 1,19gram

Keterangan: Perbandingan berat endapan larutan jamu daun kelor sebelum dan sesudah pengeringan

Tabel 3. Hasil Pengukuran Zona Hambat Variasi Dosis Pelarut Aquades dan Etanol

Variasi Dosis (ppm) Reratat SD (mm) Rerata £ SD (mm)

Aqguades Etanol

100.000 2,33+4,04 8,53+0,96
50.000 2,10+3,64 7,58+0,73
25.000 2,23+3,87 9,01+2,02
12.500 2,17+3,75 6,24+5,42

6.250 2,10+3,64 9,98+0,49

3.125 2,03+3,52 8,03+1,44
Kontrol 0+0 0+0

Keterangan: ppm= part per million, SD= standar deviasi, mm= milimeter

Pengukuran Zone of Inhibition (ZOIl) Kombinasi
Jamu Moringa oleifera Dengan Azitromisin Terhadap
Bakteri Staphylococcus aureus

Pengukuran ZOI kombinasi herbal dan antibiotik
diukur dengan memperhatikan panjang diameter zona
bening yang terbentuk disekitar cakram dalam satuan

mm. Dalam pengukuran ZOI ini herbal (H) dan herbal
herbal (H-H) tidak menghasilkan ZOIl sama sekali dan
tidak dilakukan pengukuran.

Perhitungan pengukuran ZOIl kombinasi Moringa
oleifera dengan azitromisin terhadap bakteri S aureus
dapat dilihat pada Tabel 4. Pada Tabel 4. menunjukkan



hasil uji interaksi kombinasi antara jamu daun kelor
dengan antibiotik azitromisin terhadap bakteri S aureus
yang jenis interaksinya beragam dari potensiasi, aditif,
dan non-distinguishable. Pada dosis 400.000 ppm
didapatkan hasil tidak signifikan (p>0,05) antara H-AB
dengan AB-AB dan AB dimana terdapat standar deviasi
yang tinggi pada H-AB.Selanjutnya hasil AB-AB dengan
AB berbeda signifikan (p<0,05), serta didapat hasil
signifikan (p<0,05) antara H-AB dengan H dan H-H
maka interaksi pada dosis 400.000 ppm digolongkan
sebagai aditif. Interaksi AZDAST ini diuji melalui One
Way Anova dengan post test Tamhane’s T2.

Pada dosis 200.000 ppm didapatkan hasil tidak
signifikan (p>0,05) H-AB dengan AB-AB dan AB serta
signifikan (p<0,05) antara H-AB dengan H dan H-H.

Namun karena hasil AB-AB dengan AB yang berbeda
signifikan (p<0,05), maka interaksi pada dosis 200.00
ppm digolongkan sebagai aditif. Pada dosis 100.000 ppm
juga didapatkan hasil yang sama dengan dosis 200.000
ppm dan dapat digolongkan sebagai aditif.

Pada dosis 50.000 ppm didapatkan hasil tidak
signifikan (p>0,05) H-AB dengan AB-AB dan
didapatkan hasil signifikan (p<0,05) H-AB dengan AB
serta signifikan (p<0,05) antara H-AB dengan H dan H-
H jadi interaksi pada dosis ini dapat digolongkan sebagai
potensiasi.

Terakhir, pada dosis 25.000 ppm didapatkan hasil
signifikan (p<0,05) H-AB dengan AB-AB dan tidak
signifikan (p>0,05) H-AB dengan AB serta signifikan
(p<0,05) antara H-AB dengan H dan H-H jadi interaksi
pada dosis ini dapat digolongkan sebagai Non-
Distinguishable.

Tabel 2. Hasil Rerata Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran ZOI Kombinasi Moringa oleifera
dengan Azitromisin terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Variasi Dosis (ppm) Sampel Rerata £ SD (mm) Jenis Interaksi
400.000 H 0,00* Aditif
H-H 0,00*
H-AB 33,35 +1,77
AB-AB 34,97 £ 0,60**
AB 31,33 £ 0,55**
200.000 H 0,00* Aditif
H-H 0,00*
H-AB 34,50+ 1,77
AB-AB 36,27 £ 0,40**
AB 32,53 £ 0,57**
100.000 H 0,00* Aditif
H-H 0,00*
H-AB 34,03+ 1,50
AB-AB 37,43 £0,93**
AB 32,47 £ 0,61**
50.000 H 0,00* Potensiasi
H-H 0,00*
H-AB 33,83+£0,21
AB-AB 34,00 £ 0,56**
AB 32,03 £ 0,25*
25.000 H 0,00* Non-Distinguishable
H-H 0,00*
H-AB 32,90+0,87
AB-AB 34,77 £ 1,00*
AB 32,03 £ 0,81**

Keterangan: SD= standar deviasi; H= cakram herbal tunggal; H-H= cakram herbal ganda; H-A= cakram
gabungan herbal-antibiotik; Ab-Ab= cakram antibitoik ganda; Ab= cakram antibiotik tunggal; *= berbeda
signifikan dengan H-AB; **= berbeda tidak signifikan dengan H-AB.



Gambar 1. Uji ZOIl Kombinasi Jamu Daun Keor degaAitromisin Pada Dosis

a). 400.000 ppm b). 200.000 ppm c). 100.000 ppm d). 50.000 ppm €). 25.000 ppm

PEMBAHASAN

Jenis Kandungan Metabolit Sekunder dari Hasil Uji
Fitokimia Kualitatif

Jamu Moringa oleifera mengandung metabolit
sekunder flavonoid dan alkaloid. Pada uji alkaloid dua
dari tiga reagen yang diujikan yaitu pada reagen Meyer
dan Bouchardat dan menunjukkan hasil negatif pada
reagen Dragendrof. Hasil ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang mengatakan bahwa daun kelor
mengandung berbagai metabolit sekunder seperti
alkaloid, flavonoid dan lain-lain.*> Diantara berbagai
metabolit sekunder tersebut flavonoid dan alkaloid
adalah metabolit sekunder yang terbesar dalam daun
kelor.!314 Kuersetin diketahui merupakan jenis flavonoid
terbesar yang terkandung dalam tanaman kelor.

Pada uji flavonoid ditambahkan pereaksi HCI dan
serbuk Mg. Tujuan penambahan kedua pereaksi itu ialah
mereduksi inti benzopiron dalam struktur flavonoid. Hal
ini meyebabkan senyawa flavonoid akan tereduksi
dengan Mg dan HCI sehingga menghasilkan warna
merah, kuning atau jingga.'’

Terbentuknya endapan putih hingga kekuningan
pada pereaksi mayer menunjukkan hasil yang positif.
Pereaksi Mayer dibentuk dengan cara larutan
merkurium(11) klorida (HgCl,) ditambah dengan kalium
iodida bereaksi menjadi merkurium(ll) iodida (Hgl2)
yang berbentuk endapan merah. Endapan merah tersebut
lalu ditambahkan dengan kalium iodida (KI) berlebih
sehingga membentuk kalium tetraiodomerkurat(Il)
(K2Hgls). Pada saat dilakukannya uji alkaloid dengan
pereaksi Mayer, nitrogen dalam alkaloid memiliki
pasangan elektron bebas sehingga dapat membentuk
ikatan kovalen koordinat dengan ion logam kalium (K*)
dari KzHgls dan membentuk kompleks kalium-alkaloid
yang mengendap.'®

Endapan coklat yang terbentuk pada uji bouchardat
menandakan hasil positif alkaloid. Pereaksi bouchardat
memiliki kandungan Kl dan iodin (l;). Pada saat
dilakukan uji bouchardat, ion logam dari Kl akan
membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen
yang terdapat pada alkaloid yang membentuk endapan
kompleks kalium alkaloid yang berwarna coklat. 6%

Suatu senyawa dikatakan mengandung alkaloid jika
pada pengujian dengan reagen Dragendorff akan
membentuk endapan berwarna coklat orange, atau
jingga, karena senyawa alkaloid akan berinteraksi
dengan ion tetraiodobismutat(l1l) (Bils).'” Endapan
tersebut adalah kalium alkaloid.'® Pada uji kualitatif
fitokimia yang telah dilakukan jamu daun Kkelor,
didapatkan hasil negatif pada pereaksi Dragendorff.
Penjelasan yang bisa menjelaskan kenapa hasil uji
kualitatif tersebut negatif ialah tidak semua alkaloid bisa
terdeteksi dengan pereaksi Dragendorff. Berbagai hasil
positif palsu dari tes alkaloid seringkali dilaporkan dalam
literatur. Berbagai tes tersebut diketahui adalah hasil dari
tes reaksi Dragendorff dengan unsur nitrogen dan non-
nitrogen. Seluruh unsur non-nitrogen telah diketahui
memiliki reaksi positif yang kuat dengan Dragendorff
dan begitupun sebaliknya dengan unsur yang
mengandung nitrogen.®  Alkaloid memiliki atom
nitrogen yang membagi golongan alkaloid menjadi dua
yaitu heterosiklik dan non-heterosiklik berdasarkan letak
atom dalam strukturnya.®

Pemilihan Pelarut Herbal dan Penentuan Variasi
Dosis

Etanol ditetapkan sebagai pelarut pada jamu daun
kelor untuk digunakan pada uji metode AZDAST.
Kemampuan suatu herbal dalam  menghambat
pertumbuhan  mikroorganisme  bergantung  pada
konsentrasi dosis serta pelarut yang ikut berperan dalam



proses pengambilan senyawa metabolit dari suatu herbal.
Jenis pelarut yang digunakan tentu akan mempengaruhi
daya hambat suatu herbal terhadap pertumbuhan
mikroorganisme yang diuji. Dalam memilih jenis pelarut,
kandungan senyawa aktif yang dikandung dalam ekstrak
harus diperhatikan. Sesuai dengan konsep like dissolve
like, senyawa aktif yang besifat non polar akan larut
dalam pelarut non polar, begitupun sebaliknya. Senyawa
aktif yang yang bersifat polar akan larut pada pelarut
polar.?

Kuersetin merupakan turunan dari flavonoid yang
merupakan golongan polifenol yang terdistribusi secara
luas di tumbuhan dan merupakan senyawa yang bersifat
polar. Pelarut yang ideal yang sering digunakan dalam
mengekstraksi senyawa flavonoid adalah pelarut alkohol
atau campurannya dengan air.?* Beberapa contoh pelarut
yang sering digunakan untuk ekstraksi flavonoid adalah
metanol, aseton, etanol, air dan isopropanol. Pada metode
eksplorasi dosis ini menggunakan etanol. Karbon,
hidrogen, dan oksigen merupakan unsur-unsur yang
menyusun senyawa etanol. Etanol memiliki gugus OH
yang membantu melarutkan molekul polar dan ion-ion.??
Metabolit sekunder lain yang terkandung dalam daun
kelor adalah alkaloid. Alkaloid adalah senyawa yang
bersifat polar dan terektraksi pada pelarut yang bersifat
polar.?® Pelarut etanol dan aquades adalah pelarut yang
paling cocok untuk daun kelor.?*

Pelarut etanol menunjukkan hasil yang lebih baik
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus dibandingkan dengan pelarut air. Pelarut aquades
merupakan pelarut yang lebih polar dibandingkan etanol,
sehingga komponen vyang bersifat polar seperti
karbohidrat ikut terekstrak dan menyebabkan total
kandungan metabolit sekunder per berat sampel menjadi
rendah. Pelarut etanol memiliki tingkat kepolaran yang
menyerupai dan lebih efektif dalam melarutkan senyawa
flavonoid, sehingga ekstrak yang menggunakan pelarut
etanol menghasilkan senyawa flavonoid lebih tinggi.?*
Pelarut etanol memiliki tingkat kepolaran yang hampir
sama dengan flavonoid dan lebih efektif dalam
melarutkannya, sehingga ekstrak dengan pelarut etanol
menghasilkan senyawa flavonoid tertinggi.?®

Variasi dosis 100.000 ppm merupakan dosis yang
dianggap paling baik dalam menghambat Staphylococcus
aureus. Dosis ini kemudian dibuat rentangan dengan
mengambil kelipatan dua pada ambang atas dan kelipatan
dua pada ambang bawah, sehingga didapatkan dosis uji
yaitu 400.000 ppm, 200.000 ppm, 100.000 ppm, 50.000
ppm, dan 25.000 ppm untuk selanjutnya digunakan
dalam uji interaksi kombinasi pada metode AZDAST.

Pengaruh Kombinasi Azitromisin dan Jamu Daun
Kelor Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus
Terdapat tiga jenis interaksi yang berbeda saat jamu
Moringa oleifera dikombinasikan dengan antibiotik
azitromisin 25 pg terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Kombinasi antara keduanya dapat meningkatkan
efek antibakteri dari antibiotik azitromisin baik secara
potensiasi maupun aditif pada variasi dosis 400.000 ppm,
200.000 ppm, 100.000 ppm, dan 50.000 ppm. Sedangkan

pada variasi dosis 25.000 ppm tidak dianggap
meningkatkan efek antibakteri azitromisin karena
interaksinya tidak bisa dibedakan (non-distinguishable).
Peningkatan aktivitas antibakteri terjadi jika kedua jenis
antibakteri memiliki mekanisme kerja yang berbeda.?

Azitromisin  memiliki mekanisme kerja vyaitu
merusak perpanjangan siklus rantai peptidil dengan
menghambat sintesis protein di subunit ribosom 50S.%
Hal ini mencegah translasi dari mMRNA dan menginhibisi
pertumbuhan bakteri. Golongan makrolida sendiri
biasanya bersifat bakteriostatik namun dapat menjadi
bakterisidal apabila dalam konsentrasi yang cukup tinggi
dan terhadap bakteri yang sensitif.?® Pada daun kelor,
flavonoid merupkan senyawa metabolit sekunder
terbesar yang terkandung dalam daun kelor. Kuersetin
diketahui merupakan jenis flavonoid terbesar yang
terkandung dalam tanaman kelor.®® Selain komponen
fenolik, alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder
lain yang terdapat banyak pada daun kelor.*3

Kuersetin memiliki aktivitas antibakteri yaitu
dengan merusakan dinding sel bakteri, membran
sitoplasma dan menghambat sintesis protein.?®3°
Perbedaan mekanisme Kkerja antara kuersetin dan
azitromisin diduga menjadi alasan kuat terjadinya
peningkatan aktivitas antibakterial dari azitromisin.
Selain itu kuersetin juga berperan sebagai agen
penghambat  inhibitor  biofilm  pada  bakteri
Staphylococcus aureus.?%%%2 Biofilm adalah kumpulan
sel mikroorganisme seperti bakteri yang melekat di
permukaan bakteri dan berperan dalam membantu
mencegah lepasnya sel-sel dari permukaan benda hidup
atau mati yang menyebabkan peningkatkan toleransi
bakteri terhadap kondisi lingkungan yang kurang
menguntungkan. Biofilm dapat melindungi sel bakteri
terhadap agen antibakteri dengan membatasi difusi
antibakteri tersebut.®® Biofilm terdapat dimanapun baik
di alam atau tempat umum seperti laboratorium, kamar
mandi, rumah sakit dan tempat pembuangan air. Biofilm
juga dapat terbentuk di permukaan  benda.
Pembentukannya dapat terjadi pada permukaan benda
hidup dan tidak hidup.®*

Kuersetin memiliki beberapa mekanisme Kkerja
sebagai inhibitor biofilm  seperti menghambat
pembentukan biofilm dengan menargetkan BAP (Biofilm
Associated Protein) sehingga mengurangi kolonisasi dari
bakteri Staphylococcus aureus.® BAP berperan penting
dalam maturasi biofilm dan beriteraksi dengan bakteri
lain sehingga dengan menargetkan BAP secara langsung
juga menghambat pembentukan biofilm.% Selain itu
kuersetin  juga memiliki mekanisme kerja dengan
mencegah perlekatan permukaan sel dengan biofilm
sehingga agen antibakteri dengan mudah berdifusi ke
dalam sel bakteri.®? Aktivitas kuersetin dalam
menghambat pembentukan biofilm lebih tinggi daripada
antibiotik  namun  jika  dikombinasikan  akan
meningkatkan kerja dari antibiotik.?®

Disisi lain alkaloid memiliki aktivitas antibakteri
dengan menganggu pembentukan dinding sel, membrane
sitoplasma dan sintesis protein.’”3® Selain mekanisme
kerja yang berbeda dengan azitromisin, alkaloid juga



diketahui memiliki peran sebagai agen inhibitor biofilm.
Cinchonidine salah satu turunan alkaloid diketahui
mampu menghambat pembentukan biofilm pada
Staphylococcus aureus dan jika diberikan dalam dosis
yang tinggi dapat mengeradikasi biofilm yang sudah
bermaturasi.*® Alkaloid juga memiliki interaksi sinergis
meningkatkan kerja antibiotik ketika dikombinasikan
dengan antibiotic seperti tetrandrine dari kelas
bisbenzylisoquinoline  alkaloid dengan  cefazolin
terhadap methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA),% tomatidine dari kelar steroid alkaloid dengan
gentamisin terhadap Staphylococcus aureus,*! dan
sanguinarine dari benzophenanthridine alkaloids dengan
Asam  etilenadiaminatetraasetat  (EDTA)  serta
streptomisin  terhadap K. pneumoniae dan P.
aeruginosa.*?

Interaksi aditif pada 400.000, 200.000, dan 100,000
ppm diduga terjadi karena tingginya standar deviasi pada
H-AB. Tingginya standar deviasi diduga terjadi karena
perbedaan tingkat densitas inokulum. Perbedaan tingkat
densitas inokulum menyebabkan berbagai variasi pada
diameter ZOlI pada setiap pengulangan H-AB di masing-
masing dosis. Selain itu faktor lain yang dapat
mempengaruhi diameter ZOI adalah komposisi medium,
jeda waktu antara penempelan cakram dengan inkubasi,
dan temperature inkubasi. 4344

Sedangkan pada dosis 25.000 ppm memiliki efek
interaksi yang berbeda yaitu non-distinguishable atau
tidak dapat dibedakan karena efek penggunaan
kombinasi jamu daun kelor dan azitromisin dibandingkan
dengan penggunaan tunggal tidak memiliki perbedaan
yang signifikan. Banyak faktor yang mempengaruhi
cakram antibiotik termasuk pada cakram jamu daun kelor
dengan dosis terendah 25.000 ppm yaitu potensi dari
cakram jamu sendiri. Potensi dari cakram dipengaruhi
kandungan dalam cakram sehingga semakin tinggi dosis
yang terdapat pada cakram semakin tinggi potensinya
begitupun sebaliknya.* Dosis 25.000 ppm adalah dosis
terendah dari lima dosis dan diduga memiliki potensi
yang terendah daripada yang lain sehingga memiliki
interaksi non-distinguishable.

Daun kelor dan juga kandungan metabolit
sekundernya diketahui mampu meningkatkan aktivitas
dari azitromisin dan penggunaan kombinasi antara
keduanya dapat menjadi alternatif sebagai terapi terhadap
infeksi atau resistensi antibiotik yang disebabkan
Staphylococcus aureus. Namun penelitian ini hanya
sebatas pada strain bakteri S. aureus non Klinis.
Dibutuhkan penelitian lebih lanjut untuk
mengidentifikasi interaksi jamu Moringa oleifera dengan
azitromisin terhadap S.aureus klinis maupun strain
S.aureus yang resisten terhadap antibiotik seperti MRSA.

KESIMPULAN
Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini adalah
sebagai berikut:
1. Jamu daun kelor mengandung senyawa
metabolit sekunder flavonoid dan alkaloid.
2. Kombinasi jamu daun kelor dengan azitromisin
pada dosis 400.000 ppm, dosis 200.000 dan

100.000 ppm berinteraksi aditif, dosis 50.000
ppm menunjukkan interaksi potensiasi dan
dosis 25.000 ppm  berinteraksi  non-
distinguishable dengan azitromisin.

SARAN
Adapun saran untuk meningkatkan dan mengembangkan
penelitian ini lebih lanjut adalah:

1. Melakukan studi survei penggunaan obat herbal
(jamu, OHT dan fitofarmaka) bersamaan
dengan antibiotik pada masyarakat untuk
menunjang data penggunaan herbal di
Indonesia.

2. Dilakukannya uji pembanding kemampuan
daya hembat antibakteri antara ekstrak murni
herbal, herbal dalam bentuk produk seperti jamu
dan isolat bahan aktif guna menilai secara
mendetail kemampuan antibakteri masing-
masing bahan.

3. Penggunaan bakteri klinis pada model bakteri
infeksi pada penyakit kronis

4. Melakukan uji lebih lanjut menggunakan HPLC
(High-performance liquid chromatography)
atau LCMS (Liquid Chromatography Mass
Spectrometry) untuk mengetahui jenis alkaloid
yang terkandung dalam jamu daun kelor.
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