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ABSTRAK

Pendahuluan: Penggunaan secara tidak tepat dan tanpa indikasi yang jelas menyebabkan peningkatan resistensi kotrimoksazol. Daun teh hijau (C.sinensis) dapat digunakan sebagai pengobatan alternatif penyakit infeksi karena mengandung senyawa aktif antibakteri. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui daya hambat kotrimoksazol yang dikombinasikan dengan daun C.sinensis (ekstrak metanolik;dekokta) terhadap S.aureus dan E.coli. 
Metode: Daya hambat tunggal dan kombinasi dosis rendah maupun dosis tinggi diukur melalui uji Zone of inhibition (ZOI) dengan metode agar well diffusion. Interpretasi hasil ZOI kombinasi dilakukan menggunakan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST). Analisa statistik yang digunakan adalah Kolmogorov-Smirnov dilanjutkan uji non-parametrik Mann-Whitney Test dengan nilai signifikansi p<0.05.
Hasil: Kombinasi ekstrak metanolik daun C.sinensis dengan kotrimoksazol (EMCK) dan kombinasi dekokta daun C.sinensis dengan kotrimoksazol (DCK) mampu meningkatkan diameter ZOI S.aureus secara signifikan (p<0.05) yaitu berturut- turut 25.67±5.8 dan 25.67±1.53 mm dibandingkan perlakuan tunggal kotrimoksazol dosis rendah (10.33±0.58), ekstrak metanolik daun C.sinensis dosis tinggi dan rendah (9.67±0.58 mm ; 8.67±0.58 mm) , maupun dekokta daun C.sinensis semua dosis (0 mm). Namun kedua kombinasi EMCK dan DCK tidak menghasilkan diameter ZOI pada E.coli. 
Kesimpulan: Pada S.aureus kombinasi EMCK bersifat sinergis dan DCK bersifat potensiasi, namun keduanya bersifat antagonis pada E.coli. 
Kata kunci: Daun C.sinensis, Kotrimoksazol, Resistensi Antibiotik, S.aureus, E.coli
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Antibacterial Effects of Combination Camellia sinensis L. with Cotrimoxazole in Staphylococcus aureus and Escherichia coli in vitro
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ABSTRACT

Introduction: Irrasional use without appropriate indications leads to increased cotrimoxazole resistance. Green tea leaf (C.sinensis) can be used as an alternative treatment of infectious diseases because its contains antibacterial compounds. This study was conducted to define the antimicrobial activity of cotrimoxazole combined with C. sinensis leaf (methanolic extract; decoction) against S. aureus and E. coli.
Method: The antibacterial activities (single;combined) were measured through zone of inhibition (ZOI) test with agar well diffusion method. The results of the ZOI combinations were interpreted with the Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST). The data was analysed with Kolmogorov-Smirnov, followed by a non-parametric test Mann-Whitney Test, significant at p<0.05. 
Results: Combination of Methanolic extract of C. sinensis leaf with Cotrimoxazole (EMCK) and combination of Decoction of C. sinensis leaf with Cotrimoxazole (DCK) were significant increased the diameter of ZOI on S. aureus (p<0.05) I.e 25.67 ± 5.8 mm and 25.67 ± 1.53 mm , respectively, compared to cotrimoxazole low dose (10.33±0.58), methanolic extract of C.sinensis leaf high and low doses (9.67±0.58 mm ; 8.67±0.58 mm) and decoction of C.sinensis leaf all doses (0 mm). Otherwise, both EMCK and DCK combinations was not showed clear zones on E. coli.
Conclusion: The combination of EMCK and DCK are synergistic and potentiation, respectively on S. aureus. Otherwise, both combinations are antagonistic on E. coli 
Keywords: Camellia sinensis, Cotrimoxazole, Antibiotic Resistance, S.aureus, E.coli
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PENDAHULUAN
       Penggunaan antibiotik secara tidak tepat dan tanpa indikasi yang jelas menyebabkan resistensi antibiotik terus mengalami peningkatan 1. European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) melaporkan tahun 2002-2009 di Eropa angka resistensi mencapai 34% pada S.aureus dan 71% pada E.coli 2. Berdasarkan penelitian Antimicrobial Resistant in Indonesia (AMRIN-Study) Eschericia coli dinyatakan resisten terhadap berbagai antibiotik seperti gentamisin (18%), siprofloksasin (22%), dan kotrimoksazol (56%). Demikian pula Staphylococcus aureus yang telah resisten terhadap penisilin 3 serta pada antibiotik non-β-laktam seperti eritromisin, klindamisin, gentamisin, siprofloksasin dan kotrimoksazol 4. Resistensi dapat mempengaruhi keberhasilan terapi, semakin besar angka resistensi maka semakin sulit infeksi disembuhkan dan semakin besar pula biaya yang dikeluarkan 5,6.      
Beberapa herbal dapat digunakan sebagai pengobatan alternatif penyakit infeksi karena mengandung senyawa antibakteri, salah satunya adalah daun teh hijau (C.sinensis) 7,8. Herbal memiliki aktivitas kerja yang lebih lama dan kurang spesifik karena keberagaman  jenis dan kadar senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Oleh karena itu herbal sebaiknya digunakan sebagai terapi adjuvan 9. Terapi kombinasi antibiotik dengan herbal merupakan salah satu upaya yang dapat digunakan untuk mengatasi masalah resistensi antibiotik 10,11. Namun demikian, penting untuk mengetahui interaksi yang ditimbulkan pada penggunaan terapi antibiotik dan herbal secara bersamaan 9. Beberapa penelitian kombinasi herbal dengan antibiotik yang telah dilakukan antara lain daun teh hijau (Camellia sinensis) dengan amoksisilin 12, kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanni) dengan ampisilin 13, dan daun sirih (Piper betle L.) dengan amoksisilin 14. 
Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan uji fitokimia daun C.sinensis dan ditemukan beberapa senyawa aktif seperti saponin, alkaloid dan polifenol (katekin, tanin, quercetin) yang bersifat polar 15. Hal tersebut menjadi dasar pemilihan metode ekstraksi pada penelitian ini, yaitu maserasi dengan pelarut metanol serta dekoktasi dengan pelarut aquades dimana kedua pelarut tersebut juga bersifat polar, sehingga diharapkan dapat menarik senyawa aktif daun C.sinensis. Metode maserasi dapat digunakan untuk mengekstrak senyawa yang relatif tidak tahan panas, sedangkan dekokta mampu mengekstrak senyawa yang tahan terhadap panas. Kedua metode ini cukup mudah dilakukan dan tidak memerlukan peralatan yang mahal, sehingga dapat mudah diaplikasikan oleh masyarakat 16.
Penelitian kombinasi daun C.sinensis dengan kotrimoksazol masih belum dilakukan. Dalam penelitian ini S.aureus dan E.coli menjadi organisme model yang mewakili bakteri Gram positif dan Gram negatif. Mengingat tingginya prevalensi serta resistensi bakteri terhadap berbagai antibiotik salah satunya kotrimoksazol, maka peneliti tertarik untuk mengetahui efek antibakteri kombinasi daun C.sinensis dan kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli.


METODE PENELITIAN
Desain Penelitian
[bookmark: _GoBack]       Penelitian ini merupakan penelitian in vitro yang dilaksanakan secara eksperimental laboratorium, untuk mengetahui efek antibakteri kombinasi daun C.sinensis dengan kotrimoksazol terhadap Zone of Inhibition (ZOI) S.aureus dan E.coli. Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Februari sampai dengan April 2019 di Laboratorium Herbal Biomedik dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang.

Pembuatan Ekstraksi Daun C.sinensis
Prosedur pembuatan ekstrak daun C.sinensis dengan metode maserasi dan dekoktasi diawali dengan mempersiapkan simplisia serbuk daun C.sinensis dari UPT Materia Medika, Batu.
Metode maserasi dilakukan dengan tahapan simplisia ditimbang menggunakan neraca digital sebanyak 20 gram dan dicampurkan dengan pelarut metanol 96% sebanyak 200 ml untuk direndam didalam Erlenmeyer. Erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil lalu dimasukkan dalam shaker water bath dan dibiarkan selama 24 jam. Setelah itu hasil ekstrak disaring dengan vacum buchner dan dievaporasi pada suhu 45°C. Selanjutnya, ekstrak dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C. Bila ekstrak telah kering dilarutkan kembali dengan metanol 60% hingga diperoleh ekstrak cair 16,17,18.
Pembuatan dekokta daun C.sinensis dilakukan melalui tahapan penimbangan serbuk simplisia daun C.sinensis menggunakan neraca digital kemudian dilarutkan dalam aquades atau air dengan perbandingan 1:10. Selanjutnya larutan dipanaskan di dalam panci dekokta selama 30 menit dengan suhu 90°C. Larutan dekokta daun C.sinensis kemudian diangkat dan disaring dengan vacuum buchner 19.

[bookmark: _Toc3454128]Pembiakan Bakteri S.aureus dan E.coli
S.aureus dan E.coli yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Malang yang diambil dari isolat klinis, selanjutnya dilakukan inokulasi bakteri dalam media Nutrient Agar (NA), kemudian diinkubasi selama ± 18-24 jam pada suhu 37°C 20.
 
Pembuatan Suspensi Bakteri 
Bakteri hasil inokulasi sebelumnya dilarutkan dengan NaCl 0.9% steril dalam tabung reaksi kemudian dihomogenkan menggunakan vorteks. Selanjutnya larutan diambil menggunakan mikropipet dan dibaca dengan spektrofotometer pada gelombang 600nm. Hasil absorbansi kemudian dilakukan pengenceran (dilusi) dengan NaCl 0.9% sesuai rumus berikut :
volume total dilusi =  

Pembuatan Suspensi Kotrimoksazol
       Tablet kotrimoksazol (generik; 480 mg) yang didapatkan dari apotek digerus dan ditimbang sebanyak 1 g kemudian dilarutkan dalam 10 ml aquades steril sehingga didapatkan konsentrasi larutan 100 mg/ml 22.

Pembuatan Media
Nutrient Agar (NA) dilarutkan dalam aquades steril dengan perbandingan 1:50 kemudian di autoklaf. Setelah steril suhu media diukur menggunakan termometer cahaya, apabila suhu <50°C suspensi bakteri yang telah dibuat pada tahap sebelumnya dimasukkan sebanyak 1% (5 ml dalam 500 ml media), selanjutnya media digoyangkan hingga suspensi bakteri tercampur rata lalu dituang ke dalam cawan petri (20-25ml) 21.

Uji Zona Hambat (Zona Inhibisi)
Uji zona inhibisi dilakukan dengan metode agar well diffusion, diawali dengan melakukan persiapan media yang telah ditambahkan dengan suspensi S.aureus dan E.coli pada tahap sebelumnya. Kemudian pada tiap media dibuat 10 lubang berdiameter sekitar 6 mm menggunakan cork borer 23,24. Metode ini menggunakan konsentrasi 100 mg/ml kotrimoksazol, 100 mg/ml Ekstrak metanol daun C.sinensis, dan Dekokta daun C.sinensis konsentrasi 10%, serta dilakukan pengenceran sebesar ½, ¼, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 dari konsentrasi awal.  Pada tiap lubang dimasukkan sampel sebanyak 30μl untuk uji ZOI tunggal, dan masing- masing 15μl untuk ZOI kombinasi. Media tersebut dibagi menjadi lima kelompok yakni kelompok pertama adalah ekstrak metanolik daun C.sinensis tunggal (EMC), kelompok kedua yaitu dekokta daun C.sinensis tunggal (DC), kelompok ketiga yakni larutan kotrimoksazol tunggal (K), kelompok keempat terdiri dari larutan ekstrak metanolik daun C.sinensis dan kotrimoksazol (EMCK), serta kelompok kelima yang terdiri dari dekokta daun C.sinensis dan larutan kotrimoksazol (DCK). Selanjutnya media diinkubasi dengan suhu 37oC selama 24 jam dengan posisi cawan petri terbalik 23. 
Terdapat dua dosis yang digunakan untuk uji ZOI kombinasi, yaitu dosis tinggi (+) dan dosis rendah (-). Dosis+ adalah dosis perlakuan tunggal yang menghasilkan diameter ZOI terbesar (dilusi 1), sedangkan dosis- adalah dosis terendah pada perlakuan tunggal yang masih menghasilkan diameter ZOI ≥8 mm 13.
Apabila didapatkan zona bening disekitar lubang, maka hal tersebut menandakan bahan coba memiliki daya hambat pertumbuhan bakteri. Pengukuran diameter ZOI dilakukan menggunakan penggaris dengan satuan millimeter (mm). Tingkat kekuatan daya hambat bakteri menurut Davis dan Stout (1971) yaitu sangat kuat (diameter ZOI >20 mm), kuat (diameter ZOI 10-20 mm), sedang (diameter ZOI 5-10 mm), dan lemah (diameter ZOI <5 mm) 23.

Analisa Data Statistik
       Data uji ZOI yang diperoleh selanjutnya diolah menggunakan Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) untuk mendapatkan rerata dan standar deviasi. Didapatkan data penelitian tidak terdistribusi normal, sehingga dilanjutkan dengan uji non parametrik Mann-Whitney Test untuk mengetahui perbandingan hasil ZOI kombinasi dengan ZOI tunggalnya. Interpretasi dilakukan dengan metode AZDAST. Apabila A adalah antibiotik dan B adalah herbal, maka kombinasi dikatakan sinergis jika AB > A dan B atau AA dan atau BB, potensiasi jika A/B = 0 dan AB > A dan B atau AA dan atau BB, aditif jika AB = AA dan atau BB atau A dan B, antagonis jika AB < A dan B atau AA dan atau BB, serta not distinguishable jika AB = Aatau B, A+B lebih besar dari A dan B dan lebih besar atau kecil dari A+A atau B+B 25.


HASIL DAN ANALISA DATA 
Zona Inhibisi Ekstrak Metanolik Daun C.sinensis terhadap S.aureus dan E.coli
Hasil ZOI EMC ditunjukkan pada Gambar 1 dan Tabel 1.
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Gambar 1.  Hasil ZOI tunggal Ekstrak Metanolik C.sinensis terhadap S.aureus (A) dan E.coli (B)



Tabel 1.  Rata-rata diameter ZOI tunggal Ekstrak Metanolik  daun C.sinensis  terhadap S.aureus dan E.coli



	Hole
	Dilusi
	ZOI S.aureus ± SD(mm)
	ZOI E.coli ± SD(mm)

	1
	1
	9.67 ± 0.58
	8.33 ± 0.58

	2
	½
	9.33 ± 0.58
	8.00 ± 0

	3
	¼
	8.67 ± 0.58
	0 ± 0

	4
	1/8
	0 ± 0
	0 ± 0

	5
	1/16
	0 ± 0
	0 ± 0

	6
	1/32
	0 ± 0
	0 ± 0

	7
	1/64
	0 ± 0
	0 ± 0

	8
	1/128
	0 ± 0
	0 ± 0

	9
	1/256
	0 ± 0
	0 ± 0

	10 Keterangan : >20mm daya hambat sangat kuat, 10-20 daya hambat kuat, 5-10 daya hambat sedang, ≤5 daya hambat lemah

	1/512
	0 ± 0
	0 ± 0


       
Tabel 1 menunjukkan rata-rata 3 kali pengulangan uji ZOI EMC pada S.aureus dan E.coli. Dapat dilihat bahwa pada dilusi yang sama EMC menghasilkan diameter ZOI yang lebih besar pada S.aureus daripada  E.coli. Pada dilusi ¼ EMC masih menghasilkan ZOI pada S.aureus, sedangkan pada E.coli sudah tidak didapatkan ZOI. Hal tersebut menunjukkan bahwa EMC lebih efektif menghambat S.aureus dibanding E.coli.

Zona Inhibisi Dekokta Daun C.sinensis terhadap S.aureus dan E.coli
Hasil ZOI DC ditunjukkan pada Gambar 2 dan Tabel 2.
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Gambar 2.  Hasil ZOI tunggal Dekokta daun  C.sinensis terhadap S.aureus (A) dan E.coli (B)




Tabel 2.  Rata-rata diameter ZOI tunggal Dekokta daun C.sinensis  terhadap S.aureus dan E.coli


	Hole
	Dilusi
	ZOI S.aureus ± SD (mm)
	ZOI E.coli ± SD (mm)

	1
	1
	0 ± 0
	0 ± 0

	2
	½
	0 ± 0
	0 ± 0

	3
	¼
	0 ± 0
	0 ± 0

	4
	1/8
	0 ± 0
	0 ± 0

	5
	1/16
	0 ± 0
	0 ± 0

	6
	1/32
	0 ± 0
	0 ± 0

	7
	1/64
	0 ± 0
	0 ± 0

	8
	1/128
	0 ± 0
	0 ± 0

	9
	1/256
	0 ± 0
	0 ± 0

	10 Keterangan : >20mm daya hambat sangat kuat, 10-20 daya hambat kuat, 5-10 daya hambat sedang, ≤5 daya hambat lemah

	1/512
	0 ± 0
	0 ± 0




       Tabel 2 menunjukkan rata-rata 3 kali pengulangan uji ZOI DC pada S.aureus dan E.coli. Dapat diketahui bahwa DC dalam berbagai dilusi tidak memiliki daya hambat terhadap S.aureus maupun E.coli. 

Zona Inhibisi Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
       Hasil uji ZOI Kotrimoksazol ditunjukkan pada Gambar 3 dan Tabel 3.
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Tabel 3.  Rata-rata diameter ZOI tunggal Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli

	Hole
	Dilusi
	ZOI S.aureus ± SD(mm)
	ZOI E.coli ± SD(mm)

	1
	1
	28.67 ± 4.17
	11.33 ± 1.53

	2
	½
	27 ± 6.08
	9.33 ± 0.58

	3
	¼
	24 ± 1
	6 ± 5.19

	4
	1/8
	19 ± 1
	0 ± 0

	5
	1/16
	16 ± 1.73
	0 ± 0

	6
	1/32
	10.33 ± 0.58
	0 ± 0

	7
	1/64
	0 ± 0
	0 ± 0

	8
	1/128
	0 ± 0
	0 ± 0

	9
	1/256
	0 ± 0
	0 ± 0

	10 Keterangan : >20mm daya hambat sangat kuat, 10-20 daya hambat kuat, 5-10 daya hambat sedang, ≤5 daya hambat lemah

	1/512
	0 ± 0
	0 ± 0




Tabel 3 merupakan hasil rata-rata 3 kali pengulangan uji ZOI kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli, ditunjukkan bahwa kotrimoksazol menghasilkan diameter ZOI yang lebih tinggi terhadap S.aureus dibandingkan E.coli. Pada dilusi 1/32 masih didapatkan ZOI pada S.aureus, sedangkan pada E.coli tidak terbentuk ZOI sejak dilusi 1/8. Hal tersebut menunjukkan bahwa kotrimoksazol lebih efektif menghambat S.aureus dibanding E.coli.

Zona Inhibisi Kombinasi Ekstrak Metanolik Daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
Hasil ZOI kombinasi EMCK ditunjukkan pada Gambar 4 dan Tabel 4.
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Gambar 4.  Hasil ZOI Kombinasi Ekstrak Metanolik daun  C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus (A) dan E.coli (B)




Tabel 4.  Rata-rata diameter ZOI Kombinasi Ekstrak  Metanolik Daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli



	Bakteri
	Kelompok Kombinasi
	Dosis Konsentrasi (Dilusi)
[EMC],[K]
	Rata-rata ZOI (mm) ± SD

	S.aureus
	EMC+,K+
	[1],[1]
	25.67 ± 5.78

	
	EMC-,K+
	[1/4],[1]
	25.67 ± 4.04

	
	EMC+,K-
	[1],[1/32]
	17 ± 2

	
	EMC-,K-
	[1/4],[1/32]
	16 ± 1

	E.coliKeterangan : EMC+ = Ekstrak metanolik daun C.sinensis dosis tinggi; EMC- = Ekstrak metanolik daun C.sinensis dosis rendah; K+ = Kotrimoksazol dosis tinggi; K- = Kotrimoksazol dosis rendah. 

	EMC+,K+
	[1],[1]
	0 ± 0

	
	EMC-,K+
	[1/2],[1]
	0 ± 0

	
	EMC+,K-
	[1],[1/2]
	0 ± 0

	
	EMC-,K-
	[1/2],[1/2]
	0 ± 0





Gambar 3.  Hasil ZOI tunggal Kotrimoksazol terhadap S.aureus (A) dan E.coli (B)


Gambar 4 menunjukkan hasil ZOI kombinasi EMCK (hole ke-1,2,3 dan 4) yang terdiri dari 4 kelompok kombinasi (EMC+K+, EMC-K+, EMC+K-, dan EMC-K-). 
Tabel 4 merupakan rata-rata 3 kali pengulangan uji ZOI kombinasi EMCK terhadap S.aureus dan E.coli, didapatkan bahwa kombinasi EMCK mampu menghasilkan zona bening pada S.aureus namun tidak membentuk zona bening pada E.coli.
Interpretasi sifat interaksi yang ditimbulkan kombinasi EMCK pada S.aureus dan E.coli dilakukan menggunakan uji statistik Mann-Whitney Test, hasil ditunjukkan pada Tabel 5.

Tabel 5.  Analisa Data ZOI Tunggal Ekstrak Metanolik daun C.sinensis; Kotrimoksazol dan Kombinasinya pada S.aureus dan E.coli


Keterangan : Syn. : Kombinasi meningkatkan efek antibakteri, Ant. : Kombinasi menurunkan efek antibakteri, Add. = Kombinasi tidak mempengaruhi efek antibakteri, * : ZOI kombinasi berbeda signifikan, # : ZOI kombinasi tidak berbeda signifikan.

	Bakteri
	Kombinasi
	Tunggal

	
	
	K+
	K-
	EMC+
	EMC-

	S,aureus
	EMC+,K+
	Add.#
	-
	Syn.*
	-

	
	EMC-,K+
	Add.#
	-
	-
	Syn.*

	
	EMC+,K-
	-
	Syn.*
	Syn.*
	-

	
	EMC-,K-
	-
	Syn.*
	-
	Syn.*

	E..coli
	EMC+,K+
	Ant. *
	-
	Ant. *
	-

	
	EMC-,K+
	Ant. *
	-
	-
	Ant. *

	
	EMC+,K-
	-
	Ant. *
	Ant. *
	-

	
	EMC-,K-
	-
	Ant. *
	-
	Ant. *





       Pada Tabel 5  menunjukkan kombinasi EMCK pada S.aureus tidak berbeda signifikan dengan K+ (p>0.05), namun terdapat peningkatan ZOI yang signifikan dibanding perlakuan tunggal K-, EMC+ maupun EMC- (p<0.05) . Sedangkan pada E.coli kombinasi EMCK ternyata menyebabkan penurunan diameter ZOI yang signifikan dibanding semua perlakuan tunggalnya (p<0.05). Sesuai kriteria AZDAST, maka  kombinasi EMCK bersifat sinergis pada S.aureus namun bersifat antagonis pada E.coli.

Zona Inhibisi Kombinasi Dekokta Daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
Hasil ZOI kombinasi DCK ditunjukkan pada Gambar 5 dan Tabel 6.
[image: ]Gambar 5.  Hasil ZOI Kombinasi Dekokta daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aures (A) dan E.coli (B)











Tabel 6.  Rata-rata diameter ZOI Kombinasi Dekokta Daun C.sinensis  dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli


	Bakteri
	Kelompok Kombinasi
	Dilusi
[DC],[K]
	Rata-rata ZOI (mm) ± SD

	S.aureus
	DC+,K+
	[1],[1]
	25.67 ± 5.78

	
	DC-,K+
	[1/2],[1]
	23.67 ± 2.08

	
	DC+,K-
	[1],[1/32]
	15 ± 1

	
	DC-,K-
	[1/2],[1/32]
	14.33 ± 0.58

	E.coli
	DC+,K+
	[1],[1]
	0

	
	DC-,K+
	[1/2],[1]
	0

	
	DC+,K-
	[1],[1/2]
	0

	
	DC-,K-
	[1/2],[1/2]
	0


Keterangan : K+ = Kotrimoksazol dosis tinggi; K- = Kotrimoksazol dosis rendah; DC+ = Ekstrak metanolik daun C.sinensis dosis tinggi; DC- = Ekstrak metanolik daun C.sinensis dosis rendah. 





Gambar 5 menunjukkan hasil ZOI kombinasi DCK (hole ke-1,2,3 dan 4) yang terdiri dari 4 kelompok kombinasi (DC+K+, DC-K+, DC+K+, dan DC-K-). 
Tabel 6 merupakan rata-rata 3 kali pengulangan uji ZOI kombinasi DCK terhadap S.aureus dan E.coli, didapatkan bahwa kombinasi DCK mampu menghasilkan zona bening pada S.aureus namun tidak menghasilkan zona bening pada E.coli.
Interpretasi sifat interaksi yang ditimbulkan kombinasi DCK pada S.aureus dan E.coli dilakukan menggunakan uji statistik Mann-Whitney Test, hasil ditunjukkan pada Tabel 7.
Tabel 7.  Analisa Data ZOI Tunggal Dekokta daun C.sinensis; Kotrimoksazol dan Kombinasinya pada S.aureus dan E.coli




	Bakteri
	Kombinasi
	Tunggal

	
	
	K+
	K-
	DC+
	DC-

	S.aureus
	DC+,K+
	Add. #
	-
	Syn.*
	-

	
	DC-,K+
	Add. #
	-
	-
	Syn.*

	
	DC+,K-
	-
	Syn.*
	Syn.*
	-

	
	DC-,K-
	-
	Syn.*
	-
	Syn.*

	E.coli
	DC+,K+
	Ant. *
	-
	Add.#
	-

	
	DC-,K+
	Ant. *
	-
	-
	Add.#

	
	DC+,K-
	-
	Ant. *
	Add.#
	-

	
	DC-,K-
	-
	Ant. *
	-
	Add.#


Keterangan : Syn. : Kombinasi meningkatkan efek antibakteri, Ant. : Kombinasi menurunkan efek antibakteri, Add. = Kombinasi tidak mempengaruhi efek antibakteri, * : ZOI kombinasi berbeda signifikan, # : ZOI kombinasi tidak berbeda signifikan.





Pada Tabel 7  menunjukkan kombinasi DCK pada S.aureus tidak berbeda signifikan dengan K+ (p>0.05), namun terdapat peningkatan ZOI yang signifikan dibanding perlakuan tunggal K-, DC+ maupun DC- (p<0.05). Sedangkan pada E.coli kombinasi DCK menyebabkan penurunan ZOI yang signifikan dibanding pemberian tunggal K (p<0.05), namun tidak berbeda signifikan dengan pemberian tunggal DC. Sesuai kriteria AZDAST, maka  kombinasi DCK bersifat potensiasi pada S.aureus namun bersifat antagonis pada E.coli.


PEMBAHASAN
Daya Hambat Tunggal Ekstrak Metanolik Daun C.sinensis, Dekokta Daun C.sinensis, serta Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
Pada hasil penelitian didapatkan ekstrak metanolik daun C.sinensis memiliki daya hambat terhadap S.aureus maupun E.coli, sesuai dengan hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya 8,26,27,28,29. Daun C.sinensis mengandung berbagai senyawa antibakteri, seperti flavonoid (katekin, quercetin, tanin), saponin dan alkaloid 7,8,30. Katekin menyebabkan kerusakan dinding sel dan membran sitoplasma bakteri 31, quercetin menghentikan pembentukan DNA bakteri 22,32, tanin mengganggu pembentukan dinding sel bakteri 33, saponin mengurangi permeabilitas membran sel 17, dan alkaloid mengganggu komponen peptidoglikan bakteri sehingga dinding selnya tidak terbentuk utuh 34. Selain itu, Nakayama et al., (2015) menyebutkan bahwa epigallocatechin-3 gallate (EGCG) yang merupakan jenis katekin dalam daun C.sinensis dapat berikatan dengan permukaan protein transporter bakteri, salah satunya glucose phosphor-transferase system. Hal tersebut menyebabkan penurunan fungsi transporter sehingga kemampuan uptake glukosa pun menurun, menyebabkan kematian bakteri 35.
Hasil ZOI ekstrak daun C.sinensis pada penelitian ini jauh lebih kecil dibandingkan hasil yang dilaporkan oleh Michael (2012) 36. Hal tersebut dapat disebabkan karena perbedaan pelarut yang digunakan, yaitu metanol. Senyawa terbanyak dan paling berpotensi sebagai antibakteri pada daun C.sinensis adalah katekin yang merupakan gugus polifenol dan termasuk golongan flavonoid 8. Etanol lebih efektif menarik flavonoid dibandingkan metanol 37, selain itu Perva-Uzunalić, et al., (2006) dalam penelitiannya mengukur kadar katekin daun C.sinensis yang diekstraksi menggunakan berbagai jenis pelarut membuktikan bahwa ekstrak etanol daun C.sinensis mengandung senyawa katekin paling tinggi 38.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa EMC lebih efektif menghambat S.aureus daripada E.coli. Hal tersebut dapat disebabkan karena E.coli memiliki dinding sel yang lebih kompleks dan tekanan osmotik yang lebih kecil sehingga lebih sulit mengalami lisis dibanding S.aureus, sehingga katekin yang merupakan senyawa aktif dominan daun C.sinensis kurang efektif bekerja merusak dinding sel bakteri 39. Selain itu, ditunjukkan hasil ZOI yang lebih besar pada konsentrasi yang lebih tinggi. Hal tersebut sesuai dengan teori bahwa semakin tinggi konsentrasi, jumlah senyawa antibakteri ekstrak yang dilepaskan semakin besar, sehingga memudahkan penetrasi senyawa aktif tersebut ke dalam sel bakteri 40.

Daya Hambat Tunggal Dekokta Daun C.sinensis, terhadap S.aureus dan E.coli
Penelitian efek antibakteri Dekokta daun C.sinensis terhadap S.aureus dan E.coli belum pernah dilakukan sebelumnya. Pada penelitian ini, didapatkan hasil Dekokta daun C.sinensis tidak mampu menghambat pertumbuhan S.aureus maupun E.coli. Hal tersebut diduga karena berkurang atau hilangnya senyawa antibakteri yang terkandung di dalam daun C.sinensis. Flavonoid, saponin serta beberapa senyawa alkaloid memiliki sifat tidak tahan terhadap panas 41. Suhu tinggi dan waktu ekstraksi yang lama dapat menyebabkan epimerisasi, oksidasi dan degradasi senyawa aktif daun C.sinensis, terutama katekin 38. Waktu inkubasi juga mempengaruhi daya hambat dekokta, sesuai hasil penelitian Pratama et al., (2016) yang menyimpulkan bahwa semakin lama waktu inkubasi maka semakin menurunkan aktivitas dekokta dalam menghambat pertumbuhan bakteri 42. Tidak munculnya daya hambat Dekokta daun C.sinensis terhadap S.aureus dan E.coli juga dapat disebabkan karena rendahnya konsentrasi bahan coba 28,42, dimana pada penelitian ini hanya digunakan Dekokta daun C.sinensis 10%.  Selain itu, Hardiningtyas (2009) menyebutkan bahwa meskipun air memiliki tingkat kepolaran yang tinggi, namun penggunaannya sebagai pelarut ekstraksi jarang dilakukan karena mempunyai beberapa kelemahan seperti menyebabkan reaksi fermentatif (mengakibatkan perusakan bahan aktif lebih cepat), pembengkakan sel serta mudah terkontaminasi jamur maupun bakteri, sehingga dapat menurunkan efektivitas kinerja zat aktif herbal 43. 
Daya Hambat Tunggal Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kotrimoksazol lebih efektif menghambat pertumbuhan S.aureus dibanding E.coli, sesuai dengan hasil yang dilaporkan Taufiqa et al., (2018) 44. Namun diameter ZOI E.coli yang terbentuk pada penelitian ini jauh lebih kecil dibanding hasil penelitian sebelumnya oleh Setianegara et al., (2012) 45. Dalam hal ini peneliti menduga beberapa faktor penyebab, meliputi faktor sediaan kotrimoksazol, teknik pembuatan dan pengenceran larutan kotrimoksazol, serta bakteri E.coli yang digunakan.
Penelitian ini menggunakan kotrimoksazol generik sediaan tablet 480 mg, namun berdasarkan penelitian Sari et al., (2015) tidak didapatkan perbedaan daya hambat yang signifikan antara kotrimoksazol sediaan generik dan sediaan paten 46. Namun, diketahui bahwa selain mengandung sulfametoksazol dan trimetoprim, kotrimoksazol sediaan tablet juga memiliki kandungan bahan lain seperti zat pengisi (saccharum lactis, calcii carbonas, dll), zat pengikat (solution methyl-cellulosum 5%, dll), zat penghancur (gelatinum, natrium alginate, dll), serta zat pelicin (talcum 5%, magnesia stearas, dll), dimana kandungan tersebut dapat mempengaruhi jumlah sulfametoksazol dan trimetoprim yang terlarut pada penelitian 47. Teknik pembuatan dan pengenceran larutan kotrimoksazol pada penelitian ini merujuk pada penelitian sebelumnya oleh Taufiqa et al., (2018) yang menggunakan pelarut aquades steril 44, sedangkan sulfametoksazol dan trimetoprim memiliki kelarutan yang rendah didalam air 48, sehingga hal tersebut menjadi bias pada penelitian ini. 
Bakteri E.coli yang digunakan juga dapat mempengaruhi hasil penelitian. Berdasarkan kriteria Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) kotrimoksazol dikatakan resisten jika menghasilkan diameter ZOI ≤ 10 mm, intermediet 11-15 mm, dan sensitif ≥ 16 mm 49. Pada penelitian ini didapatkan hasil ZOI kotrimoksazol pada E.coli termasuk kategori intermediet dan mendekati resisten. Hal tersebut dapat disebabkan karena beberapa faktor, seperti kesalahan pada teknik pembiakan, pembuatan suspensi serta media E.coli maupun bias pada strain E.coli yang digunakan. Penelitian Setianegara et al., (2012) melaporkan bahwa terdapat perbedaan sensitivitas kotrimoksazol pada strain E.coli terstandarisasi (American Type Culture Collection/ ATCC ) dengan strain E.coli lokal 45. Hal itu terjadi karena E.coli ATCC dikultur ulang tanpa pengaruh lingkungan yang berarti, sedangkan strain E.coli lokal/ isolat klinis sebagaimana yang digunakan pada penelitian ini telah banyak mendapat pengaruh dari lingkungan yang dinamis bahkan mengancam hidupnya seperti pemakaian antibiotik yang luas, sehingga timbul mekanisme pertahanan diri dengan mutasi gen mengakibatkan resistensi 45.

Daya Hambat Kombinasi Ekstrak Metanolik Daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol dan Dekokta Daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol terhadap S.aureus dan E.coli
Uji kombinasi Ekstrak Metanolik daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol (EMCK) pada S.aureus bersifat sinergis karena didapatkan peningkatan diameter ZOI yang signifikan (p<0.05) dibanding ZOI tunggalnya. Sedangkan kombinasi Dekokta daun C.sinensis dengan Kotrimoksazol (DCK) pada S.aureus bersifat potensiasi, karena setelah dilakukan kombinasi terdapat peningkatan diameter ZOI yang signifikan dibanding ZOI pemberian tunggal Dekokta daun C.sinensis yang semula tidak memiliki daya hambat (diameter ZOI = 0 mm) serta pemberian tunggal kotrimoksazol dosis rendah.  
Sifat sinergis kombinasi EMCK dan sifat potensiasi DCK pada S.aureus dapat disebabkan karena adanya interaksi yang saling menguatkan antara kotrimoksazol dengan ekstrak metanolik maupun dekokta daun C.sinensis sehingga menyebabkan peningkatan daya hambat bakteri yang signifikan. Katekin merupakan senyawa daun C.sinensis dengan kadar terbesar dan paling berpotensi sebagai antibakteri 8. Katekin bekerja dengan cara merusak dinding sel dan membran sitoplasma bakteri 31, sehingga mempermudah kotrimoksazol untuk bekerja menghambat pembentukan DNA bakteri. 
Kombinasi EMCK dan DCK bersifat antagonis pada E.coli karena kedua kombinasi menyebabkan penurunan diameter ZOI yang terbentuk secara signifikan dibanding pemberian tunggal kotrimoksazol. Sifat antagonis tersebut dapat terjadi karena adanya interaksi yang saling melemahkan atau mengganggu antara kotrimoksazol dengan ekstrak metanolik maupun dekokta daun C.sinensis. Katekin tidak mampu merusak dinding sel E.coli yang strukturnya lebih kompleks dibanding S.aureus 39. Selain itu, pada uji ZOI tunggal kotrimoksazol sebelumnya didapatkan hasil rata-rata diameter ZOI yang terbentuk pada E.coli termasuk dalam kriteria intermediet, dimana hal tersebut dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti bias pada pembuatan larutan kotrimoksazol maupun bias pada strain E.coli yang digunakan. Daun C.sinensis mengandung banyak senyawa metabolit primer maupun sekunder, beberapa diantaranya tidak berpotensi sebagai antibakteri 30. Sehingga, peneliti menduga bahwa keberagaman kandungan daun C.sinensis tersebut menyebabkan kotrimoksazol menjadi kurang efektif atau lebih sulit bekerja pada E.coli. 


SIMPULAN
Simpulan
Berdasarkan hasil analisa data dan pembahasan penelitian ini, maka dapat disimpulkan bahwa :
1. Ekstrak metanolik daun C.snensis bekerja lebih efektif pada S.aureus dibandingkan E.coli
2. Dekokta daun C.sinensis konsentrasi 10% tidak memiliki daya hambat terhadap S.aureus maupun E.coli 
3. Pada S.aureus kombinasi ekstrak metanolik daun C.sinensis dengan kotrimoksazol memiliki sifat sinergis, sedangkan kombinasi dekokta daun C.sinensis dengan kotrimoksazol bersifat potensiasi. Namun kedua kombinasi tidak memberikan efek yang lebih baik daripada penggunaan kotrimoksazol tunggal dosis tinggi
4. Pada E.coli kombinasi ekstrak metanolik daun C.sinensis dengan kotrimoksazol maupun kombinasi dekokta daun C.sinensis dengan kotrimoksazol bersifat antagonis. 
Saran
Adapun beberapa saran untuk meningkatkan penelitian ini di masa mendatang yaitu :
1. Melakukan penelitian lanjutan uji fitokimia untuk mengetahui perbedaan jenis dan kadar senyawa antibakteri pada ekstrak metanolik dan dekokta daun C.sinensis  
1. Melakukan penelitian serupa dengan menghilangkan faktor bias antara lain :
· Melakukan ekstraksi daun C.sinensis dengan pelarut yang lebih efektif (etanol)
· Membuat larutan kotrimoksazol menggunakan pelarut yang sesuai (etanol) 
· Menggunakan kotrimoksazol sediaan murni.
· Menggunakan strain bakteri yang terstandarisasi, ataupun strain lokal (isolat klinis) yang dikultur dengan teknik yang tepat.
1. Melakukan penelitian lanjutan fraksinasi senyawa aktif daun C.sinensis . Dilanjutkan identifikasi interaksi yang dihasilkan serta efektivitasnya dalam menghambat pertumbuhan S.aureus ketika dikombinasikan dengan antibiotik
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