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ABSTRACT

[bookmark: _Hlk12656149]Introduction: A combination of herb and antibiotic is an alternative treatment for infectious disease. The herb that has been studied before is E.scabr which was found that crude extract was antagonistic with chloramphenicol. Possibly, that interaction can happen because of the active compounds effect that is contained in the extract. Fractination is necessary to separate the active compound from E.scabr  which may affect the combination interaction. The result of fractionation will be tested for phytochemicals identification from the fraction 33-37 E.scabr and measured for antibanterial activity with amoxicillin and chloramphenicol  against S.aureus and E.coli.

Methods: The ZOI test was carried out by the Kirby-Bauer method, then the clear zone was measured using a ruler. Antibiotic interactions is interpreted by the AZDAST guideline.

Results: Single ZOI test in fraction 33 E.scabr obtained clear zone with 9.33 ± 1.53 mm diameter against S. aureus, whereas in other fractions no clear zone was found. Combination of E.scabr fraction with amoxicillin and chloramphenicol in ZOI test for S. aureus cannot be distinguished from the single test. Combination of fraction 35 with chloramphenicol against E. coli showed a significantly decreased result from a single test with a value of F35 0 ± 0 mm, chloramphenicol 18 ± 1 mm and a combination of F35 with chloramphenicol 16 ± 1 mm. 

Conclusion: Fraction 35 E.scabr obtained antagonistic interactions with chloramphenicol against E. coli, whereas in other fractions the interaction could not be determined (not distinguishable) in amoxicillin and chloramphenicol against S. aureus and E. coli. An alkaloid compound is an ingredient in F35 which is thought to affect the interaction.
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PENDAHULUAN

       Perkembangan penyakit akibat infeksi di Indonesia dapat dilihat dari data Riskesdas tahun 2018 yang disebabkan oleh beberapa bakteri seperti S.aureus dan E.coli 3. Penggunaan antibiotik merupakan terapi yang tepat untuk pengobatan tersebut. Karena penggunaan antibiotik yang tidak bijak oleh masyarakat dapat memicu peningkatan kejadian resistensi sehingga dapat meningkatan angka morbiditas dan mortalitas terhadap pasien7. Salah satu langkah untuk menangani kejadian resistensi tersebut adalah dengan penggunaan multiple drug therapy (MDT). Dimana mekanisme kerjanya terjadi pada dua tempat yang berbeda dari bakteri, sehingga memiliki efek yang sinergis dalam membunuh atau menghentikan metabolisme bakteri8. 
       Sebagai upaya meningkatkan kerja antibiotik, beberapa penelitian terbaru melakukan uji kombinasi herbal dengan antibiotik yang sudah ada sebagai alternatif baru dalam menangani kasus resistensi. Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan penelitian terhadap kombinasi herbal dengan antibiotik oleh Yaumi (2018) di Universitas Islam Malang (UNISMA), dengan menggunakan ekstrak E.scabr (Tapak Liman) yang dikombinasi dengan antibiotik amoksisilin, kloramfenikol dan cotrimoksazole. Pada penelitian tersebut didapatkan interaksi antagonis antara herbal dan antibiotik, dimana diperlukan dosis amoksisilin yang lebih tinggi untuk menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan E.coli apabila dikombinasikan dengan E.scabr dan dosis kloramfenikol yang lebih tinggi pula untuk membunuh bakteri S.aureus jika dikombinasikan dengan E.scabr.  Namun belum diketahui jenis senyawa aktif dalam kandungan E.scabr yang dapat menimbulkan interaksi tersebut. Sehingga perlu dilakukan fraksinasi untuk pemisahan senyawa aktif pada ekstrak E.scabr.
       Sebuah penelitian yang melakukan isolasi terhadap E.scabr telah mendapatkan beberapa kandungan senyawa aktif  yang bekerja sebagai antibakterial antara lain 17,19-dihydrodeoxyelephantopin, iso-17,19dihydrodeocyelephantopin dan 8-hydoxyl 2. Beberapa dari kandungan tersebut berasal dari golongan terpenoid yang memiliki aktifitas membran disruption terhadap dinding sel bakteri 7. 
       Berdasarkan pemaparan di atas, penelitian ini akan melakukan uji fitokimia terhadap fraksi 33-37 E.scabr untuk mengetahui jenis kandungan senyawa aktifnya serta pengujian kombinasi antara fraksi tersebut dengan antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol. Dengan menghitung perubahan zone of inhibition (ZOI) terhadap bakteri S.aureus dan E.coli.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian
       Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek dari fraksi polar (F33-F37) ekstrak metanolik E.scabr yang dikombinasikan dengan antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol terhadap perubahan ZOI kombinasi pada bakteri S.aureus dan E.coli. Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorium in vitro. Penelitian ini dilakukan antara bulan Januari-Mei 2019 di Lab Herbal dan Mikrobiologi FK UNISMA.

Pembuatan Ekstrak Metanolik E.scabr
       Prosedur pembuatan ekstraksi E.scabr dengan metode maserasi dengan modifikasi yang diawali dengan mempersiapkan simplisia tersebut dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOT). Simplisa selanjutnya ditimbang menggunakan neraca digital sebanyak 200 gr dan diberikan metanol PA sebanyak 2 liter. Hasil ekstrak disaring menggunakan Vacum buchner untuk memperoleh filtrat, kemudian filtrat dievaporasi menggunakan Rotary vacum evaporator dalam suhu 55oC.  Ekstrak kental ditampung didalam gelas beker 250 ml dan dioven dengan suhu 40°C selama 3-5 hari. Diamkan sampai menjadi mengental seperti pasta. 

Metode Fraksinasi E.scabr
       Pada tahapan ini ekstrak pekat methanol tanaman herbal difraksinasi menggunakan kromatografi kolom dengan diameter kolom 2 cm dan panjang kolom 30 cm. Fasa diam yang digunakan adalah resin silica gel dan fasa gerak yang digunakan merupakan campuran pelarut metanol dan etil asetat. 

Uji Fitokimia E.scabr
       Identifikasi E.scabr dilakukan dengan metode KLT yang menggunakan reagen penampak noda. Larutan yang digunakan adalah dragendorff, formaldehyde, dan FeCl3. Uji fitokimia yang pertama dilakukan adalah untuk menentukan kandungan alkaloid, dengan menyemprotkan larutan dragendorff pada KLT yang sudah ditotol fraksi polar (F33-37) ekstrak metanolik E.scabr. Identifikasi dilakukan dengan pengamatan dan dicatat nilai Rf dan perubahan warnanya. Nilai Rf didapatkan melalui pembagian jarak tempuh substansi dengan jarak tempuh pelarut (3,8 mm). Menurut teori hasil positif apabila ada perubahan warna oranye yang menandakan adanya kandungan alkaloid di dalamnya6.
	Untuk uji fitokimia selanjutnya dengan menggunakan reagen ferric chloride (FeCl3) yang digunakan untuk mendeteksi adanya kandungan fenol. Dengan  pemanasan hingga 110oC, KLT yang sudah disemprot dapat diamati dan dicatat perubahan warnanya. Hasil menunjukkan positif apabila ada perubahan warna biru tua-kehitaman6.
	Reagen yang selanjutnya digunakan formaldehyde yang dapat digunakan untuk mendeteksi kandungan steroid alkaloid, steroid sapogenins dan derivat phenothiazine. Sebelum mengamati dan mencatat perubahan warna keringkan KLT yang telah disemprot dengan reagen tersebut dalam suhu ruang. Hasil menunjukkan positif apabila ada perubahan warna kecoklatan6.
Pembuatan Larutan Antibiotik
       Pembuatan larutan antibiotik dimulai dengan  mempersiapkan antibiotik yang digunakan yaitu amoksisilin dalam bentuk serbuk dan kloramfenikol serbuk dalam sediaan kapsul. Untuk amoksisilin dibuat larutan dengan konsentrasi awal 100 mg/ml dan kloramfenikol dengan konsentrasi awal 10 mg/ml. kemudian diencerkan hingga 10 kali.

Zone of Inhibition (ZOI)
       Uji zona inhibisi dilakukakan menggunakan metode Kirby-Bauer dengan sumuran yang digunakan untuk menilai efek ZOI tunggal pada E.scabr, ZOI tunggal pada antibiotik dan ZOI kombinasi pada keduanya. Pengujian aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan menggunakan metode Pour plate yang menggunakan nilai absorbansi dan dicatat kemudian dilakukan pengenceran dengan target OD600nm adalah 0,2, sesuai dengan rumus berikut: 

Pengenceran dilakukan sesuai rumus di atas dengan NaCl 0,9% steril. Inokulum dimasukkan sebanyak 1% dari media (10 ml/ 1 liter media) ketika suhu media kurang dari 50°C. Media dituang ke dalam cawan petri sehingga mengisi setengah ketinggian cawan (kira kira 20 - 25 ml pada cawan 90 mm). 
	Pembuatan sumuran dilakukan menggunakan cork borer dengan melubangi media agar sebanyak 10 lubang pada tiap cawan petri. Pada tiap lubang dimasukkan sempel sebanyak 30 µl dan 15 µl sesuai takaran masing-masing. Setelah 10 menit diinkubasi dengan posisi cawan petri terbalik pada suhu 37oC selama 18- 24 jam. Apabila ditemukan zona bening disekitar lubang menandakan bahwa bahan coba dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Diameter zona tersebut diukur dengan penggaris dengan ketelitian 1 mm. Tingkat kekuatan daya hambat bakteri menurut Davis dan Stout (1971), dapat dikategorikan menjadi lemah, sedang, kuat, dan sangat kuat. Dikatakan lemah apabila diameter hambat yang diukur ≤ 5 mm, sedang apabila diameter hambat berukuran 5-10 mm, kuat apabila diameter hambat yang diukur 10-20 mm dan sangat kuat apabila diameter hambat yang diukur >20 mm.

Interpretasi Interaksi Herbal-Antibiotik
       Setelah dilakukan Analisa data statistik, hasil yang signifikan dievaluasi menggunakan metode AZDAST, hasil dikatakan sinergistik jika AB > A&B atau AA dan atau BB,  potensiasi jika A/B = 0 dan AB > A & B atau AA dan atau BB, antagonistik jika AB < A & B atau AA dan atau BB, aditif jika AB = AA dan atau BB atau A & B, not distinguishable  jika AB = A atau B A+B lebih besar dari A dan B dan lebih kecil atau lebih besar dari A+A atau B+B27.


Analisa Data Statistik
       Hasil ZOI dievaluasi menggunakan mistar dengan tingkat ketelitian 1 mm dan diolah menggunakan Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) untuk mendapatkan rerata dan standar deviasi. ZOI kombinasi diuji menggunakan Mann-Whitney Test pada data yang tidak terdistribusi normal dan dengan One-Way ANOVA pada data yang terdistribusi normal untuk mengetahui perbandingan ZOI kombinasi dengan hasil ZOI tunggalnya. 
HASIL
Hasil Uji Fitokimia
       Uji fitokimia merupakan proses identifikasi senyawa aktif yang terdapat pada fraksi E.scabr. Hasil  kromatografi lapis tipis (KLT) spray dari fraksi 33-37 tapak liman dapat dilihat pada tabel 1 berikut :      
Tabel 1. Hasil Identifikasi Fitokimia
	
	Alkaloid
(dragendorff)
	Fenol
(FeCl3)
	Steroid
(Formaldehyde)

	Fraksi 33*
	+ 
(oranye)
	+
(kehitaman)
	+
(coklat)

	Fraksi 34*
	+
(oranye)
	+
(kehitaman)
	+
(coklat)

	Fraksi 35*
	+
(oranye)
	-
	+
(coklat)

	Fraksi 36*
	+
(oranye)
	-
	+
(coklat)

	Fraksi 37*
	-
	+
(kehitaman)
	+
(coklat)


Keterangan : *Tailling, 
[bookmark: _Hlk12445462]       Pada tabel di atas menunjukkan bahwa  pada fraksi 33 dan 34 didapatkan kandungan alkaloid, fenol, dan steroid. Pada fraksi 35 dan 36 didapatkan kandungan alkaloid dan steroid. Fraksi 37 didapatkan kandungan fenol dan formaldehyde. 

Hasil Pengukuran Zona Inhibisi Antibiotik Tunggal Amoksisilin dan Kloramfenikol pada Bakteri S.aureus dan E.coli
       Zone of Inhibition (ZOI) merupakan zona bening (clear zone) di sekitar sumuran yang hasilnya didapatkan dengan mengukur diameter menggunakan mistar. Hasil pengukuran zona inhibisi ini dapat digunakan untuk mengetahui seberapa kuatnya suatu senyawa dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Pengujian pada bakteri S.aureus didapatkan hasil seperti berikut :
Tabel 2. Rerata Dalam Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zona Inhibisi Tunggal Antibiotik Amoksisilin dan Kloramfenikol terhadap Bakteri S.aureus 
	Dilusi
	Konsentrasi
(mg/ml)
	AMX Rata-Rata ±SD
	CHL Rata-Rata ±SD

	
	
	
	

	
	
	
	

	1
	100
	21,3±1,1
	15,3±2,0

	 1/2
	50 
	21,7±2,0
	10,7±0,5

	 1/4
	25 
	19,7±0,5
	0

	 1/8
	12,5 
	19,7±2,0
	0

	  1/16
	6,25 
	18±1
	0

	  1/32
	3,125 
	15,7±1,5
	0

	   1/64 
	1,56 
	13±2,6
	0

	1/128
	0,78 
	11,3±2,8
	0

	1/256
	0,39 
	10±2
	0

	1/512
	0,19 
	5,7±5,13
	0


Keterangan: AMX= Antibiotik Amoksisilin; CHL=Antibiotik Kloramfenikol
       Menurut tabel di atas didapatkan hasil zoi pada amoksisilin lebih kuat daripada kloramfenikol pada berbagai dilusi terhadap bakteri S.aureus. Efek amoksisilin lebih sensitif terhadap S.aureus jika dibandingkan dengan kloramfenikol.

Tabel 3. Rerata Dalam Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zona Inhibisi Tunggal Antibiotik Amoksisilin dan Kloramfenikol terhadap Bakteri E.coli
	Dilusi
	Konsentrasi
(mg/ml)
	AMX Rata-Rata ±SD
	CHL Rata-Rata ±SD

	
	
	
	

	
	
	
	

	1
	10 
	11,2±6,1
	14±1

	 1/2
	5 
	9,3±1,5
	6,3±1,5

	 1/4
	2,5 
	8,3±1,5
	0

	 1/8
	1,25 
	0
	0

	  1/16
	0,625 
	0
	0

	  1/32
	0,31 
	0
	0

	   1/64 
	0,16 
	0
	0

	1/128
	0,08 
	0
	0

	1/256
	0,04 
	0
	0

	1/512
	0,02 
	0
	0


Keterangan: AMX= Antibiotik Amoksisilin; CHL=Antibiotik Kloramfenikol
              Menurut tabel di atas didapatkan hasil zoi pada amoksisilin lebih kuat daripada kloramfenikol pada dilusi ke-1 terhadap bakteri E.coli. Efek amoksisilin lebih sensitif terhadap S.aureus jika dibandingkan dengan kloramfenikol.

Hasil Uji Zona Inhibisi pada Pengujian Bersama Antara E.scabr dan Antibiotik pada S.aureus dan E.coliC

       Pada gambar 4 terlihat setiap sumuran pada semua perlakuan selain fraksi dosis 30µl memiliki zona inhibisi. Pada uji zoi F33F33 memiliki zona inhibisi, sedangkan pada fraksi 34-37 pada dosis 30µl tidak memiliki zona inhibisi. 
       Pada gambar 5 menunjukkan bahwa hanya pada sumuran CC, C, dan FxC pada fraksi 33-37 yang memiliki zona inhibisi. Sedangkan pada sumuran lainnya tidak memiliki zona inhibisi terhadap bakteri E.coli. Gambar 4 dan 5 dapat menjelaskan beberapa hal dalam sub bab yang akan dipaparkan [image: ]selanjutnya.

Hasil Uji Zona Inhibisi pada E.scabr dan Amoksisilin pada Bakteri S.aureus
       Pengamatan dan penghitungan pada uji zona inhibisi tapak liman dan amomksisilin pada bakteri S.aureus dapat dilihat pada tabel 4.  
	[bookmark: _Hlk9644558]Fraksi 
	Kombi-nasi
	 Rata-rata (mm) ± SD
	jenis interaksi

	
	
	
	

	F33
	F33 
	0,0±0,0
	N.d

	
	A 
	9,0±1,0
	

	
	F33F33
	9,3±1,5
	

	
	AA
	9,6±1,1
	

	
	F33A
	9,6±1,1
	

	F34
	F34
	0,0±0,0
	N.d

	
	A
	10,0±1,0
	

	
	F34F34
	0,0±0,0
	

	
	AA
	12,3±1,1
	

	
	F34A
	11,3±1,5
	

	F35
	F35
	0,0±0,0
	N.d

	
	A 
	7,3±0,5
	

	
	F35F35
	0,0±0,0
	

	
	AA
	9,6±1,1
	

	
	F35A
	8,6±0,5
	

	F36
	F36 
	0,0±0,0
	N.d

	
	A
	9,0±0,0
	

	
	F36F36
	0,0±0,0
	

	
	AA
	10,0±1,0
	

	
	F36A
	9,0±1,0*a
	

	F37
	F37 
	0,0±0,0
	N.d

	
	A
	8,6±1,1
	

	
	F37F37
	0,0±0,0
	

	
	AA
	10,3±1,1
	

	
	F37A
	11,0±2,0
	


Tabel 4. Rerata Dalam Tiga Kali Pengulangan Uji ZOI pada Pengujian Bersama Antara Fraksi E.scabr dan Amoksisilin terhadap Bakteri S.aureus
[bookmark: _Hlk9644655][bookmark: _Hlk9644724]Keterangan: FxFx= uji zoi tunggal fraksi E.scabr dosis 30µl; Fx= uji zoi tunggalfraksi E.scabr dosis 15µl; AA= uji zoi tunggal amoksisili dosis 30µl; A= uji zoi tunggal amoksisilin dosis 15µl; FxA= uji zoi kombinasi fraksi E.scabr dan amoksisilin.                      * P < 0,05. a berbeda dengan A. N.d : Not Distingushable
[bookmark: _Hlk9644845]       Pada tabel 4 diatas menunjukkan uji kombinasi antara fraksi E.scabr dan amoksisilin. Pada fraksi 33, 34,35,37 didapatkan hasil tidak berbeda signifikan (p>0,05) pada uji statistik Mann-Whitney Test , sehingga antara 4 fraksi diatas dengan amoksisilin pada bakteri S.aureus memiliki jenis interaksi not distinguishable. Namun berdasarkan rerata dan standar deviasi pada fraksi 34,35 dan 37 menunjukkan bahwa uji kombinasi meningkat dibandingkan dengan amoksisilin dosis 15µl, tetapi tidak signifikan. Sedangkan pada fraksi 36 didapatkan hasil yang berbeda signifikan (p<0,05) pada uji statistik ANOVA, sehingga pada fraksi 36 yang dikombinasi dengan amoksisilin memiliki jenis interaksi not distinguishable. 

Hasil Uji Zona Inhibisi pada E.scabr dan Kloramfenikol pada Bakteri S.aureus
       Sama halnya dengan pengujian sebelumnya, kombinasi antara fraksi E.scabr dan kloramfenikol pada S.aureus memiliki hasil seperti berikut : 
	[bookmark: _Hlk12445933]fraksi 
	Kombi-nasi
	Rata-rata (mm) ± SD 
	Jenis Interaksi

	
	
	
	

	F33
	F33 
	0,0±0,0
	N.d

	
	C 
	15,6±1,1
	

	
	F33F33
	9,3±1,5
	

	
	CC
	16,7±3,5
	

	
	F33C
	15,0±2,0
	

	F34
	F34
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	14,3±3,51
	

	
	F34F34
	0,0±0,0
	

	
	CC
	16,6±4,5
	

	
	F34C
	13,6±1,1
	

	F35
	F35
	0,0±0,0
	N.d

	
	C 
	12,3±1,5
	

	
	F35F35
	0,0±0,0
	

	
	CC
	14,0±1,7
	

	
	F35C
	11,6±2,5
	

	F36
	F36 
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	13,6±0,5
	

	
	F36F36
	0,0±0,0
	

	
	CC
	15,0±1,0
	

	
	F36C
	12,0±1,0
	

	F37
	F37
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	15,0±2,0
	

	
	F37F37
	0,0±0,0
	

	
	CC
	16,3±2,5
	

	
	F37C
	14,3±3,2
	


Tabel 5. Rerata Dalam Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zona Inhibisi pada Pengujian Bersama Antara Fraksi E.scabr dan Kloramfenikol terhadap Bakteri S.aureus
[bookmark: _Hlk12446439]Keterangan: FxFx= uji zoi tunggal fraksi E.scabr dosis 30µl; Fx= uji zoi tunggal fraksi E.scabr dosis 15µl; CC= uji zoi tunggal kloramfenikol dosis 30µl; C= uji zoi tunggal kloramfenikol dosis 15µl; FxC= uji zoi kombinasi fraksi E.scabr dan kloramfenikol. N.d : Not Distingushable
[bookmark: _Hlk10186992]       Pada tabel diatas menunjukkan uji kombinasi antara fraksi 33-37 E.scabr dan antibiotik kloramfenikol pada S.aureus didapatkan hasil tidak berbeda signifikan (p>0,05) pada uji statistik Mann-Whitney Test , sehingga berdasarkan hasil diatas kombinasi fraksi 33-37 tapak liman dengan kloramfenikol memiliki jenis interaksi not distinguishable. Namun berdasarkan rerata dan standar deviasi fraksi 33-37 menunjukkan bahwa uji kombinasi menurun dibandingkan dengan kloramfenikol dosis 15µl, tetapi tidak signifikan.
Hasil Uji Zona Inhibisi pada E.scabr dan Amoksisilin pada Bakteri E.coli
       Pada gambar 5 dapat dilihat bahwa hasil uji zoi tunggal pada herbal  dan amoksisilin tidak memiliki zona inhibisi, baik dengan dosis 30µl maupun 15µl. Pada uji zoi kombinasi antara herbal dengan amoksisilin juga tidak memiliki zona inhibisi. Sehingga data yang diperoleh tidak dilakukan perhitungan.

Hasil Uji Zona Inhibisi pada E.scabr dan Kloramfenikol pada Bakteri E.coli
       Sama halnya dengan pengujian sebelunya, kombinasi antara fraksi tapak liman dan kloramfenikol pada E.coli memiliki hasil seperti berikut :
	[bookmark: _Hlk12446148]fraksi 
	Kombi-nasi
	Rata-rata (mm) ± SD  
	Jenis Interaksi

	
	
	
	

	F33
	F33 
	0,0±0,0
	N.d

	
	C 
	15,3±2,5
	

	
	F33F33
	0,0±0,0
	

	
	CC
	18,0±1,0
	

	
	F33C
	14,6±1,5
	

	F34
	F34
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	17,0±1,0
	

	
	F34F34
	0,0±0,0
	

	
	CC
	18,6±2,5
	

	
	F34C
	17,0±1,0
	

	F35
	F35
	0,0±0,0
	Antagonis

	
	C 
	18,0±1,0
	

	
	F35F35
	0,0±0,0
	

	
	CC
	20,0±2,0
	

	
	F35C
	16,0±1,0*c
	

	F36
	F36 
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	13,3±0,5
	

	
	F36F36
	0,0±0,0
	

	
	CC
	16,3±1,5
	

	
	F36C
	13,6±1,5
	

	F37
	F37
	0,0±0,0
	N.d

	
	C
	15,3±0,5
	

	
	F37F37
	0,0±0,0
	

	
	CC
	18,3±0,5
	

	
	F37C
	13,0±1,7
	


 Tabel 6. Rerata Dalam Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zona Inhibisi pada Pengujian Bersama Antara Fraksi E.scabr dan Kloramfenikol terhadap Bakteri E.coli
[bookmark: _Hlk12446368]Keterangan: FxFx= uji zoi tunggal fraksi E.scabr dosis 30µl; Fx= uji zoi tunggal fraksi E.scabr dosis 15µl; CC= uji zoi tunggal kloramfenikol dosis 30µl; C= uji zoi tunggal kloramfenikol dosis 15µl; FxC= uji zoi kombinasi fraksi E.scabr dan kloramfenikol.  * p < 0,05. c berbeda dengan C. N.d : Not Distingushable 
       Pada tabel diatas menunjukkan uji kombinasi antara fraksi 33,34,36 dan 37 E.scabr dan kloramfenikol pada E.coli didapatkan hasil tidak berbeda signifikan (p>0,05) pada uji statistik Mann-Whitney test , sehingga berdasarkan hasil diatas kombinasi fraksi 33-36 E.scabr dengan kloramfenikol memiliki jenis interaksi not distinguishable. Namun berdasarkan rerata dan standar deviasi fraksi 33 dan 37 menunjukkan bahwa uji kombinasi menurun dibandingkan dengan kloramfenikol dosis 15µl, tetapi tidak signifikan. Sedangkan pada fraksi 35 didapatkan hasil yang berbeda signifikan (p<0,05) pada uji statistik ANOVA, sehingga pada fraksi 35 yang dikombinasi dengan kloramfenikol memiliki jenis interaksi antagonis.
PEMBAHASAN
Analisa Kandungan Senyawa Aktif yang Terdapat pada Fraksi 33-37 E.scabr
[bookmark: _Hlk12446970]       Pada hasil penelitian uji KLT spray didapatkan sejumlah spot, yang diduga mengandung senyawa aktif pada fraksi 33-37 E.scabr. Spot yang didapatkan pada KLT mengalami tailing sehingga dapat menyebabkan proses identifikasi menjadi lebih sulit. Hal ini dapat di sebabkan oleh beberapa faktor salah satunya yakni kurang tepatnya pemilihan fasa gerak sehingga chamber menjadi kurang jenuh, dosis fraksi yang ditotolkan terlalu pekat sehingga menyebabkan tailing, dan juga panjang jarak elusi yang kurang tepat atau terlalu pendek sehingga proses elusi tidak sempurna23. 
       Hasil KLT pada fraksi 33-37 didapatkan spot berwarna orange pada pewarnaan Dragendorff diduga mengandung senyawa aktif berupa alkaloid, spot berwarna coklat pada pewarnaan Formaldehyde diduga mengandung senyawa aktif berupa steroid dan/ turunannya, bisa berupa terpenoid dengan modifikasi susunan senyawa kimia, spot  berwarna biru tua-kehitaman dengan pewarnaan FeCl3 diduga mengandung fenol24.
[bookmark: _Hlk2277481][bookmark: _Hlk2277543][bookmark: _Hlk2277557]       Sejumlah penelitian fitokimia telah menunjukkan adanya beberapa senyawa aktif yang terkandung dalam E.scabr, yaitu fenolik acid, flavonoid, terpenoid, kumarin, kuinon, minyak atsiri17. Menurut penelitian yang lain mengungkapkan bahwa tapak liman memiliki kandungan sesquiterpen lactone yang merupakan kandungan utama dari tanaman tersebut. Sesquiterpen lactone merupakan turunan dari terpenoid yang susunan kimianya mirip dengan steroid 1.
       Pada fraksi 33 dan 34 didapatkan kandungan senyawa aktif berupa alkaloid, steroid dan/derivatnya, serta fenol. Pada fraksi 35 didapatkan kandungan senyawa aktif alkaloid dan steroid dan/derivatnya. Sedangkan di dalam fraksi 36 mengandung senyawa aktif berupa steroid dan/derivatnya saja. Pada fraksi 37 didapatkan kandungan senyawa aktif berupa fenol dan steroid dan/derivatnya. Sehingga pada fraksi 33-37 E.scabr didapatkan senyawa aktif yang memiliki kepolaran berbeda-beda pada setiap fraksi berdasarkan perbedaan  Rf. Berdasarkan hasil tersebut, proses fraksinasi ini dapat  memisahkan senyawa aktif yang terkandung dalam E.scabr meskipun belum sempurna.
       
Daya Hambat Tunggal Antibiotik Amoksisilin dan Kloramfenikol terhadap Bakteri S.aureus dan E.coli
[bookmark: _Hlk12447256]       Uji ZOI tunggal yang dilakukan terhadap antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol didapatkan kesimpulan bahwa daya hambat pada amoksisilin dan kloramfenikol terhadap bakteri S.aureus lebih kuat dari pada terhadap bakteri E.coli. Namun amoksisilin memiliki efek antibiotik yang lebih sensitif terhadap S.aureus dan E.coli dibandingkan kloramfenikol. Faktor bias dapat mempengaruhi hasil zona bening pada sumuran, dikarenakan adanya pengenceran yang dilakukan tidak tepat, pada pembuatan larutan amoksisilin seharusnya digunakan dapar untuk pengenceran akhir dan pada kloramfenikol digunakan alkohol pada pengenceran awal. Pada penelitian ini hanya di gunakan air sebagai pengencer sehingga dapat mempengaruhi hasil zona bening.	
       Hal tersebut dapat terjadi karena adanya perbedaan struktur pada dinding bakteri S.aureus dan E.coli, dimana E.coli merupakan bakteri gram negatif yang memiliki dinding sel yang tersusun atas membran luar, peptidoglikan dan membran dalam, sedangkan pada S.aureus yang merupakan bakteri gram positif hanya terdiri dari lapisan peptidoglikan yang tebal dan membran plasma. Pada membran luar bakteri gram negatif terdiri atas lipopolisakarida yang berfungsi sebagai sawar yang tidak dapat ditembus oleh beberapa antibiotik 12. 
       Adanya perbedaan mekanisme kerja pada masing-masing antibiotik, dimana amoksisilin menghambat pertumbuhan bakteri dengan mengikat Penicillin Binding Protein (PBP) sehingga mengganggu transpeptidase pada proses sintesis dinding sel bakteri yang dapat menyebabkan lisisnya bakteri oleh karena perbedaan tekanan osmotik. Lapisan pada gram negatif lebih kompleks, menyebabkan E.coli menjadi susah di tembus oleh amoksisilin. Sehingga bakteri ini menjadi tidak rentan terhadap amoksisilin 9.
       Kloramfenikol menghambat sintesis protein bakteri dengan mengikat subunit 50s dari ribosom. Obat ini menganggu pengikatan asam amino baru pada rantai peptida yang sedang dibentuk, dengan menghambat enzim peptidil transferase 11. Terhambatnya sintesis protein dapat menyebabkan penurunan metabolisme pada bakteri yang dapat menghambat pembentukan energi maupun struktur dari bakteri, sehingga dapat mempengaruhi perkembangan bakteri.  

Daya Hambat Kombinasi Fraksi 33-37 E.scabr dan Antibiotik Amoksisilin dan Kloramfenikol Terhadap S.aureus dan E.coli.
       Pada hasil penelitian uji ZOI tunggal yang dilakukan dalam pengujian bersama, fraksi 33-37 E.scabr tidak memiliki efek antibiotik berdasarkan zona hambatnya terhadap bakteri S.aureus dan E.coli. Berbeda dengan hasil sebelumnya, hanya fraksi 33 dengan dosis 30 µl yang memiliki zona hambat terhadap S.aureus. Dengan diameter zona hambat antara 5-10 mm, sehingga pada fraksi 33 dengan dosis  30 µl memiliki efek antibiotik dengan kekuatan sedang.
[bookmark: _Hlk12447407]       Menurut data yang didapatkan melalui hasil pengolahan data SPSS dan penilaian menggunakan metode AZDAST, hasil kombinasi antara fraksi 33-37 tapak liman dengan antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol terhadap bakteri S.aureus tidak bisa dibedakan (Not Distinguishable), interaksi tersebut menunjukkan bahwa zona yang dihasilkan berasal dari efek antibiotik tanpa dipengaruhi efek dari fraksi 33-37 E.scabr. Sama halnya dengan pembahasan di atas, terhadap bakteri E.coli kombinasi fraksi 33,34,36 dan 37 tidak bisa dibedakan (Not Distinguishable). Sedangkan pada kombinasi fraksi 33-37 E.scabr dengan amoksisilin terhadap bakteri E.coli tidak memberikan hasil zona bening (clear zone) pada sumuran. Hal ini selaras dengan alasan bahwa E.coli merupakan jenis bakteri gram negatif yang tidak peka terhadap amoksisilin.
        Namun berdasarkan hasil rerata dan standart deviasi kombinasi fraksi 34,35 dan 37 dengan amoksisilin pada S.aureus, memiliki potensi terhadap sifat sinergis atau potensiasi karena hasil tersebut menunjukkan nilai yang meningkat meskipun tidak signifikan antara kombinasi fraksi dan antibiotik dibandingkan dengan antibiotik tunggal. Berdasarkan rerata dan standart deviasi kombinasi fraksi 33-37 E.scabr dengan kloramfenikol pada S.aureus, memiliki potensi terhadap sifat antagonis karena hasil tersebut menunjukkan nilai yang menurun tetapi tidak signifikan. Sedangkan pada kombinasi fraksi 33 dan 37 tapak liman dengan kloramfenikol pada E.coli memiliki potensi bersifat antagonis tetapi tidak signifikan. Hal ini dapat terjadi karena konsentrasi yang rendah dalam proses fraksinasi ataupun adanya interaksi antar senyawa aktif yang terkandung dalam setiap fraksi.  
       Berbeda dari hasil di atas, kombinasi fraksi 35 tapak liman dengan kloramfenikol pada E.coli memiliki jenis interaksi antagonis. Berdasarkan uji fitokimia, hal ini kemungkinan berhubungan dengan  kandungan senyawa aktif yang terkandung dalam fraksi tersebut yaitu alkaloid, di mana alkaloid ini bekerja pada dinding sel bakteri dengan merusak susunan  peptidoglikannya, sehingga dapat menyebabkan lisis dan kematian pada bakteri. Menurut mekanisme kerjanya, alkaloid ini bersifat bakterisida yang membutuhkan pertumbuhan sel untuk membunuh bakteri, namun obat yang bersifat bakteriostatik dapat mencegah pertumbuhan sel tersebut 19. Kloramfenikol merupakan jenis antibiotik yang bersifat bakteriostatik, sehingga memungkinkan terjadinya interaksi antagonis antara kombinasi senyawa alkaloid dengan kloramfenikol.  Berdasarkan hasil dari penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Yaumi 2018, pada uji KHM didapatkan bahwa uji ekstrak metanolik E.scabr bersifat antagonis pada bakteri S.aureus dan E.coli dengan amoksisilin dan pada uji KBM bersifat antagonis pada S.aureus dengan kloramfenikol. Kemungkinan akan berbeda hasilnya jika beberapa senyawa yang berpotensi sinergis atau potensiasi digabung dalam uji kombinasi, sehingga akan didapatkan efek sinergis yang lebih signifikan.
KESIMPULAN
       Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian dan analisa diatas adalah sebagai berikut :
1. Dalam fraksi 33-37 E.scabr didapatkan 3 senyawa aktif yaitu alkaloid, steroid dan/derivatnya, serta fenol dengan jenis senyawa aktif yang berbeda pada setiap fraksi.
2. Fraksi-fraksi E.scabr secara tunggal tidak memiliki efek antibiotik kecuali pada Fraksi 33 terhadap S.aureus dengan kekuatan sedang.
3. Fraksi 35 memiliki interaksi antagonis dengan kloramfenikol terhadap E.coli.
SARAN
       Adapun saran untuk meningkatkan dan mengembangkan penelitian ini lebih lanjut adalah:
1. Melakukan isolasi dan identifikasi senyawa aktif pada F33-F37 E.scabr.
2. Meningkatkan konsentrasi pada fraksi dengan melakukan pengeringan pada hasil fraksi E.scabr
3. Melakukan uji FICI dan FBCI pada Fraksi 35 E.scabr.
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