Efek Antibakteri Kombinasi Dekokta atau Ekstrak Metanol Daun Syzygium polyanthum dengan Kloramfenikol pada Staphylococcus aureus dan Escherichia coli secara In Vitro
Nuryanti Fardila, Reza Hakim, Erna Sulistyowati*
*Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang

ABSTRAK
Latar Belakang: Kombinasi herbal-antibiotik dapat menjadi solusi terapi resistensi terhadap penggunaan antibiotik kloramfenikol. Daun salam memiliki potensi sebagai antibakteri yang bekerja pada dinding sel maupun secara intrasel. Penelitian ini akan menilai efek kombinasi dekokta dan ekstrak metanol daun salam dengan antibiotik intrasel kloramfenikol menggunakan uji zona hambat S. aureus dan E. coli.
Metode: Pengujian zona hambat menggunakan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST) yang dimodifikasi. Variabel uji terbagi dalam 5 kelompok, yaitu kloramfenikol dosis tinggi dan rendah (ADT dan ADR), ekstrak metanol daun salam dosis tinggi dan rendah (HDTm dan HDRm), dekokta daun salam dosis tinggi dan rendah (HDTd dan HDRd), kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol (KMSK), dan kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol (KDSK) pada S. aureus dan E. coli. Data zona hambat dianalisa dengan uji Mann-Whitney dengan tingkat signifikansi p<0.05. 
Hasil: Pada S. aureus dan E. coli, KDSK tidak memberikan efek yang berbeda dari penggunaan antibiotik tunggal. Hal demikian juga ditemukan pada KMSK terhadap S. aureus dan E. coli.
Kesimpulan: Kombinasi dekokta atau ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol tidak meningkatkan daya hambat terhadap S. aureus dan E. coli.
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The Antibacterial Effect on Combination of Syzygium polyanthum Leaf Decoction or Methanol Extract with Chloramphenicol on In Vitro in Staphylococcus aureus and Escherichia coli
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ABSTRACT
Background: A combination between herbs and antibiotic ingredients could become a breakthrough application within endurance therapy upon chloramphenicol usage. Antibacterial features derived from bay leaves are executable both in cellular wall and intracellular system. The combination effect between methanol extract of bay leaf and chloramphenicol intracellular antibiotics decoction will be assessed in this research using zone of inhibition test of S. aureus and E. coli.
Method: Inhibition zone will be tested by utilizing modified Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST) method. The variables were divided into 5 groups consisting high and low dosages of chloramphenicol (HDA and LDA), high and low dosage of Bay leaves methanol extract (HDHm and LDHm), high and low dosages of Bay leaves decoction (HDHd and LDHd), the methanol extract of bay leaves and chloramphenicol combination (CSMC), and bay leaves decoction-chloramphenicol (CSDC) compound in S. aureus and E. coli. The inhibition zone will be analyzed by Mann-Whitney test with significance level value of p<0.05. 
Results: In S. aureus and E. coli, CSDC show not distinguishable effect compared to the single use of antibiotic. Similar results were generated in CSMC in S. aureus and E. coli.
Conclusion: The combination of bay leaves decoction and methanol extract did not increase the inhibition of S. aureus and E. coli 
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PENDAHULUAN
Tingginya penggunaan antibiotik berpengaruh pada angka resistensi bakteri yang dapat menjadi ancaman secara global.1 Perkiraan penduduk yang akan mengalami resistensi antibiotik saat ini mencapai 10 juta jiwa per tahun.2 Angka kejadian resistensi di Eropa menurut European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) dari tahun 2002-2009 sebesar 71% pada infeksi Escherichia coli dan 34% pada Staphylococcus aureus.3 Hasil penelitian yang dilakukan oleh Antimicrobial Resistant in Indonesia (AMRIN-Study) mendapatkan bahwa Eschericia coli dinyatakan resisten dengan pengobatan berbagai antibiotik begitu pula dengan Staphylococcus aureus.4 Kedua bakteri tersebut mengalami resisten salah satunya dengan pemberian antibiotik kloramfenikol.5,6 
Salah satu antibiotik yang lazim digunakan dan cukup optimal pada infeksi bakteri  adalah kloramfenikol.7 Mekanisme kerja dari kloramfenikol adalah dengan menghambat sintesis polipeptida melalui ikatan dengan subunit ribosom 50s dari bakteri.8 Namun, hasil penelitian di beberapa rumah sakit di Israel menunjukkan bahwa penggunaan kloramfenikol dapat meningkatkan risiko anemia aplastik disertai berbagai penyakit lainnya.9
Strategi yang mulai dikembangkan saat ini untuk mencegah peningkatan resistensi terhadap penggunaan kloramfenikol adalah dengan mengkombinasi antibiotik dengan herbal yang berpotensi sebagai antibakteri.10 Tanaman obat di Indonesia yang diketahui memiliki potensi sebagai antibakteri salah satunya adalah dari genus Syzygium. Daun dari Syzygium polyanthum (tanaman Salam) berpotensi sebagai antibakteri dengan kandungan tanin, flavonoid, dan minyak atsiri.11 Studi terdahulu menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun S. polyanthum menunjukkan efek yang signifikan dalam menghambat pertumbuhan berbagai jenis bakteri termasuk S. aureus dan E. coli.12
Penggunaan herbal sebagai terapi tambahan (adjuvant) diharapkan dapat meningkatkan efek kerja terapi utama dengan meminimalisir efek samping obat yang ditimbulkan.13 Belum ada data mengenai aktivitas  antibakteri kombinasi ekstrak metanol dan dekokta S. polyanthum dengan kloramfenikol. Sehingga perlu dilakukan penelitian mengenai efek antibakteri kombinasi ekstrak metanol dan dekokta S. polyanthum dengan kloramfenikol pada S. aureus dan E. coli secara in vitro yang diukur menggunakan uji zona hambat bakteri.

METODE
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian
	Penelitian ini menggunakan metode penelitian eksperimental laboratorium secara in vitro. Penelitian ini telah dilakukan di Laboratorium Herbal Biomedik dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang pada bulan Maret-Mei 2019.
Pembuatan Ekstrak Metanol Daun Salam
Metode maserasi dilakukan dengan tahapan simplisia ditimbang menggunakan neraca digital sebanyak 40 gram dan dicampurkan dengan pelarut metanol 96% sebanyak 400 ml di dalam erlenmeyer. Kemudian, tabung erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil, lalu dimasukkan dalam shaker waterbath dengan kecepatan 4,5 rpm dan dibiarkan selama 24 jam. Setelah itu hasil ekstrak disaring dengan vacum Buchner dan dievaporasi pada suhu 55°C. Selanjutnya, ekstrak dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C. Bila ekstrak telah kering, ekstrak dilarutkan kembali dengan metanol hingga diperoleh ekstrak cair.14,15,16

Pembuatan Dekokta Daun Salam
Penelitian sebelumnya dekokta dengan konsentrasi 5% merupakan rujukan dosis eksplorasi. Pembuatan dekokta dengan konsentrasi 5% dilakukan melalui tahapan penimbangan serbuk simplisia herbal menggunakan timbangan digital sebanyak 20 gram kemudian diletakkan dalam panci dekokta. Kemudian ditambahkan 400 ml akuades ke dalam panci dan  dipanaskan sampai suhu 90oC. Simplisia dimasukkan dan dibiarkan selama 30 menit. Setelah itu, hasil dekokta diangkat lalu disaring dengan vacuum Buchner.17

Pembuatan Larutan Antibiotik
Antibiotik kloramfenikol sediaan kapsul 250 mg dipersiapkan. Kapsul dibuka dan serbuk ditimbang dengan neraca digital sebanyak 1 gram. Kemudian, serbuk dilarutkan di dalam 10 ml akuades steril sehingga didapatkan konsentrasi 100 mg/ml. Larutan dengan konsentrasi 100 mg/ml diambil 1 ml, kemudian ditambahkan akuades steril hingga didapatkan konsentrasi 10 mg/ml. Kemudian, larutan dengan konsentrasi 10 mg/ml diambil 1 ml dan ditambahkan akuades steril hingga volume menjadi 10 ml sehingga didapatkan larutan kloramfenikol dengan konsentrasi 1 mg/ml.18

Persiapan Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
	Bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli didapatkan dari Laboratorium Terpadu Universitas Islam Malang. Bakteri dibiakkan dalam media Nutrient Agar (NA) selama ±18-24 jam. Pembuatan suspensi bakteri menggunakan metode spektrofotometri dengan nilai absorbansi 1 kemudian diambil 1 ml dan ditambahkan 9 ml NaCl. Suspensi bakteri dicampur pada media NA cair dengan konsentrasi 1%.19

Zona Hambat Bakteri
Pengujian zona hambat dilakukan dengan metode AZDAST dengan modifikasi sumuran. Perluasan clear zone menunjukkan peningkatan daya hambat pada bakteri.  Uji zona hambat diawali dengan persiapan media dan bakteri S. aureus dan E. coli. Platting dilakukan pada media secara merata hingga padat lalu dilubangi dengan cork borer berukuran 6 mm. Kemudian, pada lubang sumuran diberi tetesan larutan antibiotik dan ekstrak herbal. Uji zona  hambat antibiotik dan herbal tunggal diteteskan sebanyak 30 µl, sedangkan pada uji zona hambat kombinasi diteteskan masing-masing antibiotik kloramfenikol dan ekstrak S. polyanthum sebanyak 15 µl, sehingga diperoleh volume total 30 µl. Dosis yang digunakan pada uji zona hambat antibiotik tunggal yaitu 10 mg/ml sampai dengan 0.0010 mg/ml, dekokta daun salam tunggal digunakan 0,05 mg/ml hingga 10 kali pengenceran, dan ekstrak metanol daun salam tunggal digunakan 1 g/ml hingga 10 kali pengenceran. Dosis uji zona hambat dibagi menjadi 4, yaitu Antibiotik Dosis Tinggi (ADT) dengan hasil ZOI tunggal >10mm, Antibiotik Dosis Rendah (ADR) dengan hasil ZOI tunggal ≤10mm, Herbal Dosis Tinggi (HDT) dengan ZOI tunggal >10mm, dan Herbal Dosis Rendah (HDR) dengan ZOI tunggal ≤10mm. Kemudian, media diinkubasi dengan suhu 37oC selama 18 jam.20

Analisa Data Statistik
	Penghitungan hasil zona hambat tunggal dan kombinasi menggunakan mistar  dengan tingkat ketelitian 1 mm dan data dibuat menggunakan Microsoft Excel 2016 untuk mendapat nilai rerata dan standar deviasi. Uji statistik normalitas distribusi data menggunakan Shapiro Wilk, karena data terdistribusi tidak normal (p<0,05), maka uji dilanjutkan menggunakan uji non-parametrik Mann-Whitney.

HASIL DAN ANALISA DATA

Hasil zona hambat memperlihatkan bahwa aktivitas daya hambat antibiotik kloramfenikol tunggal lebih sensitif terhadap S. aureus dibandingkan E. coli. Zona hambat pada S. aureus  terlihat sampai dilusi 1/4 dengan rata-rata zona hambat 3,0mm. Sedangkan, pada E. coli zona hambat hanya terlihat sampai dilusi 1/2 dengan rata-rata 6,3mm. Hasil zona hambat tunggal kloramfenikol dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Zona Hambat Tunggal Kloramfenikol
	Sumuran
	Dilusi
	Rerata  x ± SD (mm)

	
	
	S. aureus
	E. coli

	1
	1/1
	15,3±2,1
	14,0±1,0

	2
	1/2 
	10,7±0,6
	6,3±5,5

	3
	1/4
	3,0±5,2
	0

	4
	1/16
	0
	0

	5
	1/32
	0
	0

	6
	1/64
	0
	0

	7
	1/128
	0
	0

	8
	1/256
	0
	0

	9
	1/512
	0
	0

	10
	1/1024
	0
	0

	KN
	
	0
	0


Keterangan: Rerata zona hambat antibiotik kloramfenikol dengan tiga kali pengulangan pada bakteri S. aureus dan E. coli dimulai dari dilusi 1/1; KN, kontrol negatif berupa pelarut akuades.
	Hasil zona hambat tunggal dekokta daun salam dapat dilihat pada Tabel 2. Hasil zona hambat pada E. coli lebih kuat dibandingkan dengan S. aureus. Hal ini dibuktikan dengan luas zona hambat pada E. coli lebih besar dibandingkan pada S. aureus yakni pada dilusi 1/1, 1/2, 1/4, dan 1/16. Sehingga penggunaan dekokta daun salam tunggal pada penelitian ini lebih potensial terhadap E. coli dibandingkan pada S. aureus.

Tabel 2. Hasil Zona Hambat Tunggal Dekokta Daun Salam
	Sumuran
	Dilusi
	Rerata x ± SD (mm)

	
	
	S. aureus
	E. coli

	1
	1/1
	13,0±1,0
	14,7±1,5

	2
	1/2
	10,3±0,6
	13,0±0

	3
	1/4
	8,7±0,6
	10,0±0

	4
	1/16
	5,3±4,6
	5,3±4,6

	5
	1/32
	0
	0

	6
	1/64
	0
	0

	7
	1/128
	0
	0

	8
	1/256
	0
	0

	9
	1/512
	0
	0

	10
	1/1024
	0
	0

	KN
	
	0
	0


Keterangan: KN, kontrol negatif akuades

Hasil zona hambat ekstrak metanol daun salam pada penelitian ini lebih sensitif terhadap S. aureus dibandingkan E. coli. Didapatkan zona hambat pada S. aureus dimulai dari dilusi 1/1 hingga dilusi 1/128. Adapun pada E. coli dilusi 1/1 tidak memberikan zona hambat tetapi pada dilusi 1/2, 1/4, 1/16, dan 1/32 didapatkan zona hambat dengan rata-rata kurang dari 10mm sehingga daya hambat ekstrak metanol daun salam tunggal terhadap E. coli pada penelitian ini dikatakan minimal. Hasil zona hambat tunggal ekstrak metanol daun salam dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Zona Hambat Tunggal Ekstrak Metanol Daun Salam
	Sumuran
	Dilusi
	Rerata x ± SD (mm)

	
	
	S. aureus
	E. coli

	1
	1/1
	13,7±1,5
	0

	2
	1/2
	12,0±2,0
	9,0±1,0

	3
	1/4
	11,0±2,0
	6,0±5,3

	4
	1/16
	9,7±1,5
	5,7±4,9

	5
	1/32
	9,7±0,6
	2,7±4,6

	6
	1/64
	8,7±0,6
	0

	7
	1/128
	2,3±4,0
	0

	8
	1/256
	0
	0

	9
	1/512
	0
	0

	10
	1/1024
	0
	0

	KN
	
	0
	0


Keterangan: KN, kontrol negatif pelarut metanol


[bookmark: _GoBack]Tabel 4. Hasil Zona Hambat Kombinasi Dekokta Daun Salam dan Kloramfenikol pada S. aureus
	Sumuran
	Dosis
	Rerata x ± SD (mm)

	1
	ADT+HDT
	24,7±1,5

	2
	ADT+HDR
	26,3±1,5

	3
	ADR+HDT
	23,7±1,5

	4
	ADR+HDR
	23,3±0,6

	5
	-
	-

	6
	ADT
	25,0±1,0

	7
	ADR
	24,3±0,6

	8
	-
	-

	 9
	HDT
	10,0±1,0

	10
	HDR
	5,3±4,6


Keterangan: Sumuran 5 dan 8 dikosongkan untuk memberi jarak perlakuan; ADT, Antibiotik Dosis Tinggi (dilusi 1/1); ADR, Antibiotik Dosis Rendah (dilusi 1/2); HDT, Herbal Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDR, Herbal Dosis Rendah (dilusi 1/2).

Tabel 5. Hasil Zona Hambat Kombinasi Dekokta Daun Salam dan Kloramfenikol pada E. coli
	Sumuran
	Dosis
	Rerata x ± SD (mm)

	1;3;5
	ADT+HDT
	12,0±1,7

	2;4;6
	ADT+HDR
	11,7±0,6

	7
	-
	-

	8
	ADT
	11,0

	9
	HDT
	0

	10
	HDR
	0


Keterangan: Sumuran 7 dikosongkan untuk memberi jarak perlakuan; ADT, Antibiotik Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDT, Herbal Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDR, Herbal Dosis Rendah (dilusi 1/4).
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Keterangan: Gambar 1. A. Zona hambat kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol terhadap S. aureus; B. Zona hambat  kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol terhadap E. coli

Berdasarkan Tabel 4 dan Tabel 5, serta Gambar 1 menunjukkan kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol terhadap S. aureus dan E. coli memiliki efek yang tidak berbeda dari penggunaan tunggalnya. Selain itu, berdasarkan uji statistik Mann-Whitney Test didapatkan interaksi dosis kombinasi dengan kedua bakteri uji menunjukkan hasil yang tidak signifikan pada semua dosis uji dibandingkan dengan penggunaan tunggalnya.




Tabel 6. Hasil Zona Hambat Kombinasi Ekstrak Metanol dan Kloramfenikol pada S. aureus
	Sumuran
	Dosis
	Rerata x ± SD (mm)

	1
	ADT+HDT
	19,7±2,1

	2
	ADT+HDR
	13,0±11,3

	3
	ADR+HDT
	16,3±1,5

	4
	ADR+HDR
	17,0±1,7

	5
	-
	-

	6
	ADT
	19,3±4,0

	7
	ADR
	6,0±10,4

	8
	-
	-

	 9
	HDT
	10,3±9,1

	10
	HDR
	6,7±5,9


Keterangan: Sumuran 5 dan 8 dikosongkan untuk memberi jarak perlakuan; ADT, Antibiotik Dosis Tinggi (dilusi 1/1); ADR, Antibiotik Dosis Rendah (dilusi 1/2); HDT, Herbal Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDR, Herbal Dosis Rendah (dilusi 1/16).

Tabel 7. Hasil zona hambat kombinasi ekstrak metanol dan kloramfenikol pada E. coli
	Sumuran
	Dosis
	Rerata x ± SD (mm)

	1;3;5
	ADT+HDT
	11,3±1,2

	2;4;6
	ADT+HDR
	11,7±0,6

	7
	-
	-

	8
	ADT
	10,0

	9
	HDT
	11,0

	10
	HDR
	0


Keterangan: Sumuran 7 dikosongkan untuk memberi jarak perlakuan; ADT, Antibiotik Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDT, Herbal Dosis Tinggi (dilusi 1/1); HDR, Herbal Dosis Rendah (dilusi 1/2).
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Keterangan: Gambar 2. A. Zona hambat Kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol terhadap S. aureus; B. Zona Hambat Kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol terhadap E. coli

Berdasarkan Tabel 6 dan Tabel 7, serta Gambar 2 menunjukkan kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol terhadap S. aureus dan E. coli memiliki efek yang tidak berbeda dari penggunaan tunggalnya. Selain itu, berdasarkan uji statistik Mann-Whitney Test didapatkan interaksi dosis kombinasi dengan kedua bakteri uji menunjukkan hasil yang tidak signifikan pada semua dosis uji dibandingkan dengan penggunaan tunggalnya.


Gambar 3. Grafik Perbandingan Zona Hambat Kombinasi pada S. aureus


Gambar 4. Grafik Perbandingan Zona Hambat Kombinasi pada E. coli
Keterangan: Perbandingan dekokta dan ekstrak metanol daun salam tidak berbeda signifikan pada zona hambat S. aureus dan E. coli; ADT, Antibiotik Dosis Tinggi; ADR, Antibiotik Dosis Rendah; HDT, Herbal Dosis Tinggi; HDT, Herbal Dosis Rendah

PEMBAHASAN
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Hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil bahwa zona hambat antibiotik kloramfenikol tunggal pada S. aureus memiliki daya hambat sedang hingga resisten. Hasil ini menunjukkan daya hambat kloramfenikol yang lebih kecil dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan sebelumnya yang mendapatkan hasil zona hambat pada S. aureus sebesar 22,5mm pada konsentrasi 250mg.21 Akan tetapi, hasil zona hambat pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan dengan hasil yang didapatkan oleh Purnamaningsih, dkk. (2017) yang mendapatkan hasil zona hambat kloramfenikol tunggal pada S. aureus dengan rata-rata 8mm pada konsentrasi 250ppm dan 12,5mm pada konsentrasi 500ppm.22
Hasil zona hambat tunggal kloramfenikol pada E. coli pada penelitian ini menunjukkan daya hambat yang lebih rendah dari penelitian sebelumnya. Penelitian sebelumnya didapatkan zona hambat kloramfenikol pada E.coli dengan rata-rata 25mm (250mg kloramfenikol), 15,8mm (konsentrasi 30 µg), dan 18,5mm (konsentrasi 250ppm), dan 19,5mm (konsentrasi 500ppm).21,22,23 
Berdasarkan Presscot dan Klein (2005), kondisi bakteri terhadap kloramfenikol sebanyak 30µg dibagi 3, yaitu zona hambat 12mm dikatakan resisten, 13-17mm dikatakan intermediet, dan >18mm dikatakan sensitif.24 Kloramfenikol bekerja dengan menghambat sintesis protein bakteri melalui ikatan pada sub unit 50s ribosom RNA 70s dan peningkatan ikatan persenyawaan aminoasil molekul  tRNA bermuatan ke aseptor mRNA ribosom. Aminoasil yang tidak menyatu sempurna pada aseptor menghambat reaksi transpeptidase yang dikatalisis enzim peptidil transferase sehingga ikatan peptida tidak terbentuk pada proses sintesis protein bakteri.25 
	Adanya perbedaan hasil zona hambat pada antibiotik kloramfenikol tunggal dapat terjadi dikarenakan oleh beberapa faktor. Adanya zat pembawa yang terkandung dalam kapsul kloramfenikol diduga dapat mempengaruhi kadar dari antibiotik sehingga mempengaruhi luas zona hambat terhadap bakteri. Sediaan kapsul kloramfenikol mengandung tidak kurang dari 90% dan tidak lebih dari 120% dari jumlah yang tertera pada etiket.26 Selain itu, proses pelarutan antibiotik dengan akuades diduga dapat mempengaruhi kerja antibiotik. Dari studi literatur disebutkan bahwa kadar kloramfenikol 1 gram akan larut sempurna dalam 400 ml air.26 Beberapa literatur menyebutkan bahwa kloramfenikol larut dalam air dengan pH 6.27 Pemilihan pH dianggap penting karena dapat mempengaruhi kelarutan dan laju disolusi obat atau kecepatan efek yang diberikan obat terhadap target.28
Hal lain yang diduga dapat mempengaruhi aktivitas antibakteri kloramfenikol adalah suhu yang digunakan saat melakukan pengenceran dan penyimpanan larutan kloramfenikol. Didapatkan bahwa kenaikan suhu dapat menyebabkan penurunan kadar dari kloramfenikol.29 Proses pembuatan larutan standar kloramfenikol dilakukan pada suhu ruangan berkisar antara 25̊C. Saat sudah menjadi larutan, penyimpanan dilakukan di dalam lemari pendingin sehingga dalam penelitian ini dipastikan kadar larutan antibiotik tidak mengalami penurunan dikarenakan suhu penyimpanan tidak mengalami kenaikan. 
Kemungkinan lain yang dapat menyebabkan perbedaan hasil zona hambat pada antibiotik kloramfenikol adalah penentuan dosis yang terlalu rendah sehingga menghasilkan zona hambat yang lebih kecil pada E. coli dari penelitian yang telah dilakukan. Akan tetapi, pada S. aureus didapatkan zona hambat yang lebih tinggi dibandingkan penelitian sebelumnya dikarenakan pada dilusi 1/1 dengan kadar 10 mg/ml sudah memberikan daya hambat yang cukup baik. Dalam studi lain disebutkan bahwa antibiotik kloramfenikol pada konsentrasi 1-10 µg/ml telah mampu memberikan efek antibakteri terhadap bakteri gram positif dan pada konsentrasi 0,2-5 µg/ml terhadap bakteri gram negatif.30
Didapatkan kemungkinan lain bahwa strain bakteri yang digunakan di Laboratorium Mikrobiologi FK Unisma telah mengalami resistensi terhadap kloramfenikol. Data menunjukkan bahwa resistensi terhadap kloramfenikol mengalami peningkatan pada bakteri S. aureus dan E. coli dari tahun 2010 hingga 2012 pada beberapa rumah sakit di Surabaya.31 Oleh karena itu, pemberian antibiotik kloramfenikol pada konsentrasi yang diujikan tidak terlalu menunjukkan daya hambat terhadap kedua bakteri tersebut.
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	Hasil penelitian yang dilakukan menunjukkan aktivitas antibakteri pada dekokta daun salam terhadap S. aureus cukup kuat. Dibandingkan dengan penelitian yang pernah ada sebelumnya didapatkan zona hambat sebesar 10,67mm pada konsentrasi 10% dan 13,67mm pada konsentrasi 50%.32
Pada E. coli aktivitas antibakteri dekokta daun salam menunjukkan daya hambat yang cukup kuat. Penelitian sebelumnya menunjukkan tidak adanya zona hambat dekokta daun salam terhadap E. coli.33 Metode infusa daun salam juga tidak menunjukkan adanya zona hambat terhadap E. coli pada konsentrasi tinggi maupun rendah.34
Penggunaan metode dekokta diharapkan mampu menyari senyawa aktif lebih banyak dikarenakan waktu yang digunakan untuk penyarian ekstrak lebih lama.32 Selain itu, pemilihan metode dekokta dimaksudkan agar lebih mudah diaplikasikan dalam kehidupan sehari-hari mengingat daun salam sering digunakan dalam bahan masakan.11 Kandungan zat aktif yang didapatkan dari dekokta daun salam antara lain, tanin dan saponin.32,35 Tanin merupakan senyawa aktif yang bekerja melalui reaksi dengan membran sel, inaktivasi enzim, inaktivasi fungsi materi genetik, mengganggu transport protein serta merusak dinding sel bakteri.35,36 Saponin bekerja melalui hambatan pada membran sel, menghambat sintesis dinding sel, dan menghambat sintesis protein dengan pembentukan senyawa kompleks terhadap protein bakteri melalui ikatan hidrogen.37
Terdapat berbagai faktor yang dapat mempengaruhi luasnya zona hambat dekokta daun salam. Faktor simplisia diduga dapat berpengaruh terhadap hasil zona hambat yang ditimbulkan. Proses pembuatan simplisia harus sesuai dengan kriteria standarisasi pembuatan simplisia meliputi pengumpulan bahan baku, sortasi basah (pemilihan hasil panen saat tanaman masih segar), pencucian, pengubahan bentuk, pengeringan, sortasi kering, pengepakan dan penyimpanan.38 Dalam penelitian ini, simplisia yang digunakan sudah dalam berbentuk kemasan yang dibeli dari Materia Medica, Batu sehingga dianggap sudah terstandarisasi sesuai kriteria yang berlaku.
Proses penanaman Salam di wilayah UPT Materia Medica, Batu merupakan proses budidaya sehingga tidak hidup secara liar yang diharapkan kandungan zat aktif dapat terkendali dari berbagai faktor yang dapat mempengaruhinya. Terdapat berbagai faktor yang dapat mempengaruhi sifat hasil tanaman obat, yaitu faktor dalam, faktor luar, dan faktor tingkat kematangan hasil. Faktor dalam meliputi sifat genetik dari tanaman meliputi jenis dan varietasnya akan menentukan kandungan kimia yang dihasilkan. Faktor luar meliputi faktor budidaya, perawatan, dan lingkungan seperti cahaya matahari, suhu dan kelembaban, musim, habitat, dan unsur hara di sekitar tempat tumbuh suatu tanaman. Faktor tingkat kemasakan dimaksudkan bahwa setiap tanaman memiliki masa panen masing-masing. Tingkat kemasakan yang berbeda-beda menyebabkan perbedaan sifat hasil, seperti fisik, kimia, maupun biologi tanaman obat yang dapat diamati pada kandungan zat-zat penyusun, tekstur, dan warnanya.39 Dalam penelitian ini, tanaman salam dibudidaya sesuai karakteristik tempat hidupnya sehingga diduga aktivitas antibakteri daun salam dari Batu, Malang dikatakan kuat. 

[bookmark: _Toc9685958]Daya Hambat Ekstrak Metanol Daun Salam
	Hasil penelitian ekstrak metanol daun salam terhadap S. aureus didapatkan daya hambat yang cukup kuat. Belum ada data penelitian terdahulu terhadap aktivitas ekstrak metanol pada S. aureus. Sedangkan pada E. coli, zona hambat ekstrak metanol daun salam dikategorikan minimal. Penelitian sebelumnya didapatkan bahwa konsentrasi ekstrak metanol daun salam 25 µg/sumuran memperlihatkan zona hambat sebesar 10,44mm, pada konsentrasi 50 µg/sumuran 11,33mm, konsentrasi 200 µg/sumuran 12,11mm, dan konsentrasi 400 µg/sumuran 12mm.37 Hal ini menunjukkan efek antibakteri pada ekstrak metanol daun salam dalam penelitian ini kecil.
[bookmark: _Toc9685959]Metanol merupakan pelarut polar dimana dapat membuat solvent memasuki pori-pori simplisia saat proses ekstraksi sehingga dapat menyari zat aktif lebih sempurna.32 Selain itu, metanol juga merupakan pelarut dengan tingkat polaritas tinggi sehingga mampu melarutkan banyak senyawa aktif yang terkandung dalam daun salam. Dari beberapa penelitian sebelumnya didapatkan bahwa ekstrak metanol daun salam mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, triterpen, steroid.36 Diduga pada daun salam banyak mengandung senyawa polar yang akan mudah terekstraksi dalam pelarut polar seperti metanol dibandingkan non-polar.32

[bookmark: _Toc9685960]Daya Hambat Kombinasi Dekokta Daun Salam dengan Kloramfenikol (KDSK)
Hasil pada penelitian ini didapatkan kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol pada S. aureus diamati dari rata-rata luas zona hambat menunjukkan peningkatan, tetapi secara statistik tidak terdapat interaksi atau tidak dapat dibedakan dari penggunaan tunggalnya. Sedangkan pada E. coli, kombinasi ini secara statistik juga tidak menunjukkan efek yang signifikan pada semua dosis uji. Hal ini dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor yang telah dipaparkan sebelumnya sehingga menyebabkan perbedaan hasil zona hambat.
Penelitian lain mendapatkan bahwa kombinasi dekokta daun salam dengan amoksisilin pada S. aureus dan E. coli memberikan efek sinergis yang signifikan pada beberapa dosis perlakuan. Amoksisilin bekerja pada dinding sel bakteri yang akan mengganggu reaksi transpeptidasi sintesis dinding sel sehingga menghentikan sintesis peptidoglikan yang menyebabkan kematian bakteri. Amoksisilin bekerja dengan baik pada golongan bakteri gram negatif ketika diberikan bersamaan dengan klavulanat atau salbaktam karena dapat mencegah hidrolisis yang disebabkan oleh beta-laktamase.40 Akan tetapi, pada penelitian tersebut dipastikan tidak ada pengaruh dari klavulanat atau salbaktam karena amoksisilin yang digunakan merupakan antibiotik murni yang hanya dikombinasikan dengan dekokta daun salam sehingga diduga efek sinergis yang ditimbulkan berasal dari interaksi obat dengan dekokta daun salam yang mengandung tanin dan saponin yang keduanya bekerja pada dinding sel serta inaktivasi enzim.32,35
Selain itu, hasil kombinasi antara kloramfenikol dengan dekokta daun teh hijau pada S. aureus juga menunjukkan efek sinergis yang signifikan. Hal demikian juga berlaku pada kombinasi kloramfenikol dengan dekokta herbal lain yang memberikan efek lebih baik ketika dilakukan kombinasi antara antibiotik dan herbal. Akan tetapi, dalam penelitian ini tidak terjadi efek yang sinergis dari kombinasi daun salam dengan kloramfenikol.
Terjadinya efek sinergistik pada kombinasi ekstrak dan antibiotik dapat disebabkan oleh adanya efflux pump inhibitor (EPI) dari senyawa aktif tanaman yang merupakan mekanisme resistensi bakteri. EPI bekerja dengan menghambat efflux pump sehingga menyebabkan peningkatan konsentrasi antibiotik di dalam sel bakteri.41 Konsentrasi kloramfenikol akan meningkat ketika terjadi hambatan efflux pump oleh senyawa tanin daun salam sehingga dapat meningkatkan aktivitas antibakteri kloramfenikol. 
Pemilihan pelarut air atau akuades steril yang merupakan pelarut polar menyebabkan senyawa antibakteri yang terekstrak cenderung polar. Kepolaran dari senyawa antibakteri ini yang menyebabkan senyawa lebih mudah menembus dinding sel bakteri gram positif. Molekul yang bersifat hidrofobik akan lebih sulit melewati lipopolisakarida dibandingkan hidrofilik. Pada bakteri gram positif tidak memiliki struktur lipopolisakarida sehingga molekul yang bersifat hidrofobik maupun hidrofilik dapat mengakses bakteri.42

[bookmark: _Toc9685961]Daya Hambat Kombinasi Ekstrak Metanol Daun Salam dengan Kloramfenikol (KMSK)
Hasil penelitian ini didapatkan kombinasi ekstrak metanol daun salam dan kloramfenikol terhadap S. aureus secara statistik tidak terdapat interaksi datau tidak dapat dibedakan dari penggunaan tunggalnya. Sedangkan pada E. coli, kombinasi tersebut tidak memberikan efek signifikan pada semua dosis uji. Tingginya nilai standar deviasi pada kombinasi antibiotik dosis tinggi dan herbal dosis rendah dikarenakan dalam tiga kali pengulangan terdapat zona hambat yang bernilai 0. Diduga hal ini terjadi karena kondisi media yang kurang terstandar, seperti volume media NA yang dituangkan pada setiap plate dan proses peletakan plate pada Bio Safety Cabinet yang miring sehingga ketebalan NA pada setiap plate berbeda yang diduga mempengaruhi luas zona hambat kombinasi antibiotik dan herbal. Selain itu, diduga faktor human error juga menjadi salah satu bias yang mempengaruhi tingginya nilai standar deviasi yakni pada saat melakukan penetesan antibiotik dan herbal ke dalam plate yang menyebabkan konsentrasi antibiotik dan herbal kurang sesuai dengan dosis yang telah ditentukan.
Penggunaan pelarut metanol yang merupakan pelarut polar dalam proses ekstraksi bertujuan agar solvent dapat memasuki pori-pori simplisia secara lebih optimal sehingga senyawa aktif yang didapatkan lebih sempurna.32 Selain itu, metanol merupakan pelarut dengan tingkat polaritas tinggi sehingga mampu melarutkan banyak senyawa aktif dalam ekstrak daun salam.35 Akan tetapi, senyawa aktif flavonoid dari ekstrak metanol daun salam memiliki karakteristik yang tidak tahan terhadap panas.43 Hal ini diduga dapat menjadi penyebab adanya penurunan kadar flavonoid pada ekstrak metanol daun salam yang berdampak pada aktivitas antibakteri yang ditimbulkan. 
	Kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol terjadi interaksi antara obat dengan senyawa aktif dari herbal. Flavonoid yang merupakan kandungan utama dari daun salam tercampur sebagai glikosida pada jaringan tumbuhan.44 Sedangkan kloramfenikol memiliki interaksi yang dapat mengendapkan beberapa obat dari golongan aminoglikosida sehingga dapat menekan aktivitas antibakteri jika diberikan bersamaan.45 Diduga efek kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol terhadap E. coli dipengaruhi oleh interaksi antara obat dan senyawa aktif herbal sehingga efek pada bakteri gram negatif yang memiliki struktur yang lebih kompleks saling meniadakan. Di sisi lain, tingginya resistensi terhadap E. coli juga dimungkinkan dapat menyebabkan pemberian kombinasi ekstrak dan herbal tidak memberikan efek yang signifikan terhadap aktivitas antibakteri.
	Penelitian lain mendapatkan bahwa kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan amoksisilin dosis rendah mampu memberikan efek sinergis yang signifikan pada S. aureus. Hal ini serupa dengan penelitian yang telah dilakukan bahwa ekstrak daun salam dosis rendah mampu meningkatkan efek terapi. Namun, pada E. coli kombinasi keduanya juga menunjukkan hasil serupa dimana pada penelitian ini tidak ditemukan hasil yang signifikan pada E. coli sehingga diduga penggunaan ekstrak metanol dan kloramfenikol pada bakteri gram negatif tidak dapat meningkatkan efek terapi.

Simpulan
Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini adalah:
1. Kombinasi dekokta daun salam dengan kloramfenikol tidak meningkatkan daya hambat terhadap terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
2. Kombinasi ekstrak metanol daun salam dengan kloramfenikol tidak meningkatkan daya hambat terhadap terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Saran
Saran yang dapat dilakukan untuk meningkatkan penelitian ini:
1. Melakukan pengkajian ulang terkait strain bakteri yang digunakan dalam penelitian selanjutnya.
1. Melakukan penelitian terkait analisa fitokimia dekokta daun salam dan ekstrak metanol daun salam secara lebih terstandar.
1. Melakukan penelitian in silico terkait daun salam dan kloramfenikol.
1. Melakukan penelitian lanjutan dengan meminimalisir terjadinya bias pada zat pembawa antibiotik, suhu, pelarut yang digunakan, dan simplisia yang digunakan.
1. Melakukan uji in vivo untuk mengetahui respon kombinasi dari daun salam sebagai terapi tambahan.
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Perbandingan Luas Zona Hambat Kombinasi pada E. coli
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