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ABSTRAK

Bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan salah satu bakteri patogen yang menginfeksi manusia.
Peningkatan prevalensi infeksi akan berpotensi terjadinya resistensi terhadap antibiotik sehingga
dibutunkan mencari alternatif lain sebagai antibakteri dari bahan alam. Bahan alam yang digunakan
pada penelitian ini adalah batang sereh dan kulit buah delima. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak uji (ekstrak etanol 90% batang sereh dan kulit buah delima)
terhadap Klebsiella pneumoniae, serta pengaruhnya jika dikombinasikan. Penentuan nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Mikroba (KBM) ekstrak uji terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae menggunakan metode mikrodilusi. Penentuan diameter hambat ekstrak uji
terhadap bakteri uji menggunakan metode difusi agar. Kemudian pengujian kombinasi ekstrak uji
dilakukan dengan menggunakan metode difusi agar pita kertas. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa ekstrak etanol 90% batang sereh dan kulit buah delima memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Klebsiella pneumoniae dengan nilai KHM secara berurutan adalah 4096 pg/mL dan 256 pg/mL dan
nilai KBM kedua ekstrak uji adalah >4096 pg/mL. Kombinasi ekstrak uji terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae menunjukkan sifat sinergis. Penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak uji memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae dan memiliki sifat sinergis jika dikombinasikan.

Kata kunci: Klebsiella pneumoniae; batang sereh; kulit buah delima; KHM; KBM
ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is one of the pathogenic bacteria that infect humans. The increasing
prevalence of infection will potentially lead to resistance to antibiotics, so it is necessary to look for
other alternatives as antibacterial from natural ingredients. The natural ingredients used in this study
were lemongrass stalk and pomegranate peel. The purpose of this study was to determine the
antibacterial activity of the test extract (90% ethanol extract of lemongrass stalk and pomegranate
peel) against Klebsiella pneumoniae, and their effect when combined. Determination of the value of
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Microbial Bactericidal Concentration (MBC) of the
test extract against Klebsiella pneumoniae bacteria using the microdilution method. Determination of
the inhibition diameter of the test extract against the test bacteria using the agar diffusion method.
Then the test extract combination test was carried out using the paper tape agar diffusion method. The
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results of this study showed that 90% ethanol extract of lemongrass stalk and pomegranate peel had
antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae with MIC values respectively 4096 g/mL and 256
g/mL and the MBC value of both test extracts was >4096 g/mL. The combination of test extracts
against Klebsiella pneumoniae bacteria showed synergistic properties. It can be concluded that the
test extract has antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae and has synergistic properties

when combined.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; lemongrass stalk; pomegranate peel; MIC; MBC

PENDAHULUAN

Bakteri Klebsiella pneumoniae adalah
salah satu bakteri gram negative penyebab
Healthcare Associated Infection (HAIS) seperti
pneumonia, infeksi saluran kemih, dan sepsis
(Dewi et al., 2019). Beberapa penelitian
melaporkan bahwa angka kasus terjadinya
Healthcare  Associated Infection (HAIS)
meningkat disebabkan oleh bakteri Klebsiella
pneumoniae (Virawan et al., 2020). Prevalensi
terjadinya infeksi Klebsiella pneumoniae
dibeberapa negara yaitu 13 % di USA, 64,2%
di Negeria, 5% di Pakistan, 14,1% di Singapur,
174% di Denmark dan 33,9% di India
(Alebachew Woldu, 2016). Di Indonesia,
prevalensi bakteri Klebsiella pneumoniae
penghasil ESBL di Rumah Sakit Kariadi
sebesar 37,64% dari 85 isolat pada bulan
Oktober 2014-Mei 2015 (Fitri et al., 2015).
Banyak antibiotik yang dilaporkan mnegalami
resistensi  terhadapa  kakteri  Klebsiella
(Virawan et al., 2020). Banyaknya antibiotic
yanh mengalami resistensi akan dibutuhkan
alternatif lain sebagai antibakteri dari bahan
alam.

Bahan alam yang digunakan pada
penelitian ini adalah batang sereh dan kulit
buah  delima.  Berdasarkan  penelitian
sebelumnya, ekstrak metanol batang sereh
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Klebsiella pneumoniae pada metode difusi
agar (Subramaniam et al., 2020). Ekstrak
etanol daun sereh memiliki diameter daya
hambat terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae (Anes et al., 2017). Sedangkan
pada penelitian tentang kulit buah delima,
ekstrak  etanolnya  memiliki  aktivitas
antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae
menggunakan metode difusi agar (Chaudhary
& Nandan Rahul, 2017). Penelitian yang
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dilakukan oleh Malviya et al., (2014), ekstrak
etanol kulit buah delima juga menunjukkan
adanya aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella
pneumoniae yang dibuktikan dengan adanya
diameter daya hambat (Malviya et al., 2014).

Pada pengembangan antibakteri dari
bahan alam, kombinasi ekstrak etanol batang
sereh dan kulit buah delima belum ditemukan
datanya. Oleh karena itu, penelitian ini
dilakukan dengan tujuan menguji aktivitas
antibakteri ekstrak etanol batang sereh dan
kulit buah delima terhadap Klebsiella
pneumoniae, serta  pengaruhnya  jika
dikombinasikan.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Ekstrak etanol 90% kulit buah delima,
batang sereh, etanol 90%, alcohol 70%,
aquadest, Muller-Hinton Agar (MHA), Muller-
Hinton Broth (MHB), tetrasiklin, etil asetat,
amil alkohol, serbuk magnesium, asam klorida,
natrium hidroksida, natrium asetat, besi (1)
klorida, gelatin, eter, kloroform, asam sulfat,
amoniak, asam asetat glasial, kalium iodida
merupakan bahan yang digunakan pada
penelitian ini.

Pembuatan Ekstrak dan Karakterisasi
Ekstrak

Batang sereh (Lembang, Jawa Barat)
segar disortir, dibersihkan, dirajang,
dikeringkanginkan dan dihaluskan sehingga
menjadi serbuk simpilisia. Serbuk simpilisia di
maserasi menggunakan pelarut etanol 90%
sehingga di peroleh ekstrak etanol cair. Ekstrak
etanol cair dikentalkan dengan menggunakan
rotavapor, dipanaskan lagi di atas penangas air
(suhu 60°C) hingga kental (Departemen
Kesehatan R1, 2000). Ekstrak etanol kulit buah
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delima yang digunakan pada penelitian ini
adalah ekstrak dari penelitian sebelumnya
(Azreen, 2015).

Ekstrak uji yang digunakan dilakukan
karakterisasi ekstrak, yaitu susut pengeringan,
kadar sari larut etanol dan air, bobot jenis,
rendemen dan penapisan fitokimia (uji
alkaloid, flavonoid, tannin, kuinon,
steroid/triterpenoid, saponin)

Uji Aktivitas Antibakteri (CLSI, 2012)

Bakteri Klebsiella pneumonia diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi Analisis,
Sekolah Farmasi, Institut Teknologi Bandung.
Bakteri uji diinokulasi dengan cara digoreskan
pada media agar (MHA) miring menggunakan
jarum ose bundar, diinkubasi pada inkubator
(37°C) selama 24 jam. Bakteri yang tumbuh
diambil dengan jarum ose bundar dan
disuspensikan pada MHB sebanyak 5mL,
diinkubasi (37°C)selama 24 jam. Suspensi
bakteri uji kemudian diencerkan dengan MHB
hingga didapatkan rentang absorbansi 0,08-
0,13 (1-2x10®CFU/mL) yang setara dengan 0,5
McFarland menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (A=625 nm). Setelah itu, diencerkan
kembali hingga diperoleh jumlah akhir bakteri
kira-kira 5x10° CFU/mL (rentang 2-8x10°
CFU/mL) pada tiap satu sumur pelat.

Pengujian aktivitas antibakteri
menggunakan metode mikrodilusi (microwell
plate) dilakukan sehingga memperoleh nilai
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi  Bunuh ~ Minimum (KBM).
Microwell plate terdiri dari 8 baris dan 12
kolom. Kolom ke-1 diisi dengan 200 pL media
MHB steril (kontrol negatif), kolom ke-2 diisi
dengan 100 pL media MHB steril dan 100 pL
suspensi bakteri uji, kolom ke-3 sampai ke-12
diisi dengan 100 puL media MHB steril. Pada
kolom ke-12 ditambahkan 100 pL larutan
ekstrak uji atau antibiotik (tetrasiklin) dengan
konsentrasi tertentu, kemudian dihomogenkan.
Kemudian, 100 pL diambil dari sumur kolom
ke-12, lalu dipindahkan ke sumur kolom ke-11
dan ulangi hingga hasil pengenceran ekstrak
uji/antibiotik telah mengisi sumur kolom ke-3.
Setelah itu, suspensi bakteri dimasukkan ke
dalam semua sumur (kecuali kontrol negatif
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pada sumur ke-1). Microwell plate diinkubasi
(35+2°C)selama  18-24 jam. Nilai KHM
ditentukan dengan tidak adanya endapan
bakteri pada dasar sumur (jernih) sebagai
indikasi terhambatnya pertumbuhan bakteri.

Konsentrasi  larutan  sumur  yang
ditetapkan sebagai nilai KHM dipipet
sebanyak 5pL, digoreskan ke media MHA
steril yang telah padat di cawan petri dan
diinkubasi (37°C)selama 24 jam. Media MHA
yang permukaannya tidak ada pertumbuhan
bakteri di tetapkan sebagai nilai KBM.

Setelah diperoleh nilai KHM dan KBM,
selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas
antibakteri dengan mengukur diameter hambat.
Sebanyak 50 pL suspensi bakteri (yang sudah
disiapkan sebelumya) dimasukkan ke dalam 15
mL MHA steril yang belum memadat,
dihomogenkan, lalu dituangkan ke dalam
cawan petri steril dan tunggu sampai memadat.
Cakram kertas (diameter=5mm) dicelupkan ke
dalam ekstrak uji/tetrasiklin (yang
disuspensikan kedalam DMSO010%) dengan
konsentrasi 2xKHM, 4xKHM dan 8xKHM,
kemudian dikeringkan dan diletakkan di atas
MHA (yang mengandung bakteri). Cakram
kertas juga dicelupkan ke dalam campuran
MHB+DMSO 10% (kontrol negatif) yang
terbukti tidak memiliki hambatan. Cawan petri
kemudian diinkubasi (37°C)selama 18-24 jam.
Daerah bening yang berada di sekitar cakram
kertas sehingga diperoleh diameter hambatnya.

Penentuan sifat kombinasi ekstrak uji
dilakukan dengan metode difusi agar pita
kertas (Lorian & Fodor, 1974). Bakteri uji
disuspensikan ke MHB, diinkubasikan (37°C)
selama 18-24 jam, diencerkan sampai junlah
bakteri yang ditentukan. Sebanyak 50 pL
suspensi  bakteri yang sudah diencerkan
tersebut dimasukkan kedalam tabung yang
berisi. 15 mL MHA steril yang belum
memadat, lalu dihomogenkan. Campuran
tersebut masukkan ke dalam cawan petri steril
dan biarkan hingga memadat. Setelah
memadat, satu pita dicelupkan kedalam larutan
ekstrak etanol batang sereh dan satu pita lagi
dicelupkan dalam larutan ekstrak etanol kulit
buah delima, lalu dikeringkan. Pita kertas yang
telah kering ini diletakkan di atas MHA (yang
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mengandung bakteri) dengan mempertemukan
salah satu sisi masing-masing sisi pita kertas
sehingga membentuk sudut 90°. Cawan petri
diinkubasikan (37°C) selama 18-24 jam,
kemudian amati hambatan di pertemuan kedua
pita kertas tersebut.

HASIL

Ekstrak uji yang diperoleh dilakukan
karakterisasi ekstrak meliputi susut
pengeringan, kadar sari larut air dan etanol,
bobot jenis, rendemen dan penapisan fitokimia
(alkaloid, flavonoid, kuinon, tannin, saponin,
steroid/triterpenoid). Hasil karakterisasi
ekstrak etanol batang sereh pada penelitian ini
adalah susut pengeringan (38,84%), kadar sari
larut air (5,86%), kadar sari larut etanol
(6,16%), bobot jenis (1,16 g/mL), rendemen
(10,62%) dan penapisan fitokimia (positif
alkaloid, flavonoid, kuinon, tannin dan
steroid/triterpenoid). Sedangkan pada ekstrak
etanol kulit buah delima dilakukan oleh Azreen
(2015) dengan hasil susut pngeringan
(12,21%), kadar sari larut air (23%), kadar sari

larut etanol (15%), bobot jenis (1,59 g/mL) dan
penapisan fitokimia (positif alkaloid, flavonoid
dan tannin).

Penentuan nilai KHM dan KBM ekstrak
etanol batang sereh dan kulit buah delima
dilakukan dengan menggunakan metodde
mikrodilusi dengan hasil pada tabel 1.

Setelah diperoleh nilai KHM ekstrak
tanaman uji, penentuan diamneter hambat
ekstrak batang sereh dan kulit buah delima
terhadap bakteri  Klebsiella pneumoniae
dilakukan. Cakram yang digunakan memiliki
diameter sebesar 5 mm. Cakram yang
dicelupkan ke dalam media MHB dan
DMS010% digunakan sebagai kontrol negatif,
media MHB dan tetrasiklin digunakan sebagai
kontrol positif, MHB dan ekstrak uji
digunakan sebagai perlakuan uji. Hasil
diameter hambat ekstrak uji dengan onsentrasi
2xKHM, 4xKHM dan 8xKHM terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae dapat dilihat
pada tabel 2. Hasil kombinasi ekstrak etanol
batang sereh dan kulit buah delima terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae menunjukkan
sifat sinergis.

Tabel 1. Nilai KHM dan KBM Ekstrak Etanol Batang Sereh dan Kulit Buah Delima terhadap

Klebsiella pneumoniae

KHM dan Nilai KHM dan KBM (ug/mL)
Bakteri KBM (ug/mL) Ekstrak etanol Ekstrak etanol Tetrasiklin
kulit buah batang sereh
delima
Klebsiella KHM 256 4096 2
pneumoniae KBM >4096 >4096 32

Tabel 2. Diameter hambat Ekstrak Uji terhadap Klebsiella pneumoniae

Diameter hambat ekstrak uji (mm)
Ekstrak etanol kulit Ekstrak etanol batang Tetrasiklin

Konsentrasi buah delima sereh (KHM=4096 (KHM=2 pg/mL)
(KHM=256 pg/mL) pg/mL)

2 KHM 0,0+0,00 0,0+0,00 6,0+0,00

4 KHM 7,0+0,00 6,7+0,58 7,3+0,58

8 KHM 9,0+1,70 7,3+0,58 9,3+0,58
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PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, karakterisasi ekstrak
meliputi susut pengeringan, kadar sari larut air,
kadar sari larut etanol, bobot jenis dan
rendemen dilakukan untuk  menjadi
keseragaman mutu ekstrak agar memenuhi
persyaratan standar ekstrak (Febriani et al.,
2015). Berdasarkan hasil yang diperoleh,
ekstrak uji memiliki kualitas yang baik karena
berada dalam rentang yang telah ditentukan
olen BPOM dan Materi Medika Indonesia.

Pengujian skrining fitokimia ekstrak
juga dilakukan untuk mengetahui kandungan
senyawa metabolit sekunder yang terdapat
pada ekstrak (Agustina et al., 2017). Hasil
skrining fitokimia ekstrak etanol batang sereh
mengandung alkaloid, flavonoid, kuinon, tanin
dan steroid/triterpenoid. Hasil ini didukung
olen penelitian sebelumnya vyaitu ekstrak
etanol serai dapur (Cymbopogon citratus)
mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid,
saponin dan tanin (Pujawati et al., 2019).
Sedangkan hasil skrining fitokimia ekstrak
etanol kulit buah delima mengandung alkaloid,
flavonoid dan tanin. Hasil ini di dukung oleh
(Sopyan et al.,, 2016) , ekstrak kulit buah
delima mengandung senyawa flavonoid, tanin.
Adapun perbedaan yang terjadi dalam skrining
fitokimia, ini disebabkan karena sumber
tanaman yang digunakan memiliki perbedaan
tempat tumbuh sehingga kemungkinan besar
terjadi perbedaan jumlah komponen kimia.

Setelah dilakukan karakterisasi ekstrak,
pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol
batang sereh dan kulit buah delima terhadap
Klebsiella pneumoniae dilakukan dengan
metode mikrodilusi untuk memperoleh nilai
KHM dan nilai KBM. Penelitian ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol batang
sereh dan ekstrak kulit buah delima memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae dengan nilai KHM dan KBM
yang dapat dilihat pada tabel 1. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit buah
delima memiliki nilai KHM yang lebih rendah
dari ekstrak etanol batang sereh. Pengujian
dengan menggunakan metode mikrodiluasi
memiliki beberapa kelebihan yaitu
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reproduktifitas, penggunaan bahan lebih
sedikit, biaya lebih murah, mudah digunakan,
kuantitatif (Jorgensen & Ferraro, 20009;
Benkova et al., 2020; Langfield et al., 2004;
Chen et al.,, 2020). Penentuan nilai KBM
dilihat berdasarkan konsentrasi agar yang tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri.

Selain pengujian aktivitas antibakteri
menggunakan metode mikrodilusi, penentuan
diameter hambat ekstrak uji terhadap bakteri
juga dilakukan dengan metode difusi agar.
Penentuan diameter hambat dilakukan dengan
menggunakan konsentrasi 2xKHM, 4xKHM,
dan 8xKHM. Metode ini memiliki kelebihan
yaitu, biaya lebih murah, fleksibel, sederhana,
reproduktifitas,mudah  dalam  modifikasi
(Coorevits et al., 2015) (Benkova et al., 2020).
Metode difusi agar membutuhkan perhatian
terhadap difusibilitas senyawa yang digunakan.
(Benkova et al, 2020). Senyawa yang
terkadnugn pada pada ekstrak etanol batang
sereh kebanyakan mengandung senyawa yang
bersifat non polar salah satunya minyak atsiri
(Matasyoh et al., 2011). Pada penelitian ini,
media agar yang digunakan memiliki sifat
polar sehingga senyawa nonpolar yang
terkandung pada ekstrak akan sulit untuk
berdifusi (Novitri & Kurniati, 2021).

Aktivitas antibakteri ekstrak etanol
batang sereh dapat dikaitkan dengan
kandungan senyawa metabolit seperti alkaloid,
flavonoid, tannin. Pada penelitian sebelumnya
yang dilakukan terhadap ekstrak etanol daun
sereh juga mengaitkan terhadap adanya
kandungan flavonoid, alkaloid dan tannin
sebagai antibakteri (Anes et al., 2017).
Senyawa tannin bekerja dengan cara
menghambat aktivitas enzim protease dari
bakteri (Subramaniam et al., 2020). Ekstrak
etanol buah delima dilaporkan bahwa senyawa
elagitanin yang terkandung pada ekstrak ini
diduga  memiliki  aktivitas  antibakteri
(Machado et al., 2002). Penelitian lain juga
melaporkan bahwa adanya kandungan senyawa
fenolik pada ekstrak etanol kulit buah delima
memiliki aktivitas antibakteri (Benguiar et al.,
2020).

Penentuan sifat kombinasi ekstrak uji
terhadap  bakteri  Klebsiella ~ pneumonia
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dilakukan dengan menggunakan metode difusi
pita kertas pada konsentrasi 8xKHM. Hasil
kombinasi  ekstrak uji terhadap bakteri
Klebsiella pneumonia pada penelitian ini
menunjukkan adanya perubahan diameter
hambat pada sisi pertemuan pita kertas jika
dibandingkan dengan diameter hambat pada
sisi pita kertas yang tidak bertemu. Hal ini
menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol
batang sereh dan kulit buah delima terhadap
bakteri Klebsiella pneumonia memiliki sifat
sinergis.

KESIMPULAN

Ekstrak etanol batang sereh dan kulit
buah delima memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Klebsiella pneumonia. Kombinasi
ekstrak uji terhadap bakteri Klebsiella
pneumonia memiliki sifat sinergis.
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