
EFEKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT HERBA PEGAGAN (Centella asiatica (L.) Urban.) SEBAGAI ANTIBAKTERI TERHADAP ISOLAT KLINIS Pseudomonas aeruginosa MULTIDRUG RESISTANT (MDR)  Fina Alimatul Gina, Bayu Tirta Dirja, Lina Permatasari  ABSTARK Penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri merupakan salah satu ancaman utama bagi kesehatan masyarakat. Penyakit infeksi yang sering terjadi adalah infeksi nosokomial. Infeksi nosokomial adalah infeksi yang terjadi dirumah sakit, di mana sebelum masuk rumah sakit pasien tidak menderita penyakit tersebut. Salah satu efek infeksi nosokomial adalah pneumonia yang disebabkan oleh infeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa. Pemberian antibiotik dilakukan sebagai pengobatan utama, akan tetapi terjadi banyak penggunaan antibiotik yang tidak tepat sehingga terjadi multidrug resistant (MDR) terhadap golongan obat. Oleh karena itu, perlu pengembangan antibiotik baru sebagai alternatif pengobatan lain seperti yang berasal dari bahan alam. Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai antimikroba adalah herba pegagan (Centella asiatica (L.) Urban.). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil fitokimia ekstrak etil asetat herba pegagan (Centella asiatica (L.) Urban.) dan mengetahui nilai zona hambat dari ekstrak etil asetat herba pegagan (Centella asiatica (L.) Urban) dalam membunuh bakteri Pseudomonas aeruginosa multidrug resistant (MDR). Herba pegagan diekstrak menggunakan metode sonikasi dengan pelarut etil asetat dan dilakukan skrining fitokimia dengan uji tabung. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram dan dilakukan pengukuran diameter zona hambat setelah 24 jam. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan 3 konsentrasi yaitu 1000 ppm, 3000 ppm, dan 5000 ppm. Zona hambat yang didapatkan secara berturut-turut yaitu 0.375 mm, 1.25 mm, dan 1.75 mm. Akan tetapi hasil ini tidak akurat menurut SPSS, sehingga dikatakan uji aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat herba pegagan memiliki efek yang lemah terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa MDR. Kata kunci: Centella asiatica, Multidrug Resistant (MDR), Pseudomonas aeruginosa.  ABSTRACT Infectious diseases caused by bacteria are a major threat to public health. The most common infectious disease is nosocomial infection. Nosocomial infection is an infection that occurs in a hospital, where before entering the hospital the patient did not suffer from the disease. One of the effects of nosocomial infection is pneumonia caused by infection with the bacterium Pseudomonas aeruginosa. Antibiotics are given as the main treatment, but there is a lot of inappropriate use of antibiotics resulting in multidrug resistant (MDR) to this class of drugs. Therefore, it is necessary to develop new antibiotics as an alternative to other treatments such as those derived from natural ingredients. One of the natural ingredients that has the potential as an antimicrobial is Centella asiatica (L.) Urban.. This study aims to determine the phytochemical profile of the ethyl acetate extract of Centella asiatica (L.) Urban. and determine the inhibitory zone value of the ethyl acetate extract of Centella asiatica (L.) Urban. in killing Pseudomonas bacteria. aeruginosa multidrug resistant (MDR). Centella asiatica herb was extracted using the sonication method with ethyl acetate solvent and the phytochemical screening was carried out using a test tube. The antibacterial activity test was carried out using the disc diffusion method and the diameter of the inhibition zone was measured after 24 hours. Antibacterial activity test was carried out with 3 concentrations, namely 1000 ppm, 3000 ppm and 5000 ppm. The inhibition zones obtained were 0.375 mm, 1.25 mm and 1.75 mm respectively. However, this result was not accurate according to SPSS, so it was said that the antibacterial activity test of the ethyl acetate extract of Centella asiatica has a weak effect on Pseudomonas aeruginosa MDR bacteria. Keywords: Centella asiatica, Multidrug Resistant (MDR), Pseudomonas aeruginosa.   PENDAHULUAN Penyakit infeksi yang disebabkan oleh mikroba menjadi salah satu ancaman utama bagi kesehatan masyarakat. Penyakit akibat infeksi merupakan salah satu penyebab utama kematian di dunia. 



       2Data World Health Organization (WHO) menyatakan pada tahun 2010 penyebab tertinggi kematian anak berusia dibawah 5 tahun di Indonesia disebabkan oleh penyakit infeksi dengan persentase 2-25% (WHO, 2013). Penyebab infeksi yang paling banyak ditemui disebabkan oleh bakteri, sehingga pemberian antibiotik merupakan pilihan utama untuk pengobatan infeksi. Berbagai studi menemukan bahwa sekitar 40-62% antibiotik digunakan secara tidak tepat antara lain untuk penyakit-penyakit yang sebenarnya tidak memerlukan antibiotik (Menkes RI, 2011). Oleh karena itu, timbul berbagai macam organisme Multidrug Resistant (MDR) terhadap beberapa golongan obat.  Penyakit infeksi yang sering terjadi adalah infeksi nosokomial. Infeksi nosokomial adalah infeksi yang terjadi di rumah sakit atau fasilitas pelayanan kesehatan setelah pasien dirawat selama 2 x 24 jam, dimana sebelum dirawat pasien tidak menderita penyakit tersebut (Rikayanti dan Sang, 2014). Data World Health Organization (WHO) 2009 menunjukkan pasien rumah sakit sekitar 8,7% orang mengalami infeksi nosokomial dan lebih 1,4 juta orang di dunia menderita infeksi yang didapat di rumah sakit dari negara Mediterania Timur, Eropa, Asia Tenggara dan Pasifik Barat. Salah satu bakteri yang menjadi penyebab infeksi nosokomial adalah bakteri P. aeruginosa. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Lutpiatina (2017) menunjukkan bahwa P. aeruginosa menjadi salah satu bakteri penyebab infeksi nosokomial di rumah  sakit di kota Banjarbaru dengan presentase 17%. Berdasarkan penelitian yang dilakukan di RSUP dr. M. Djamil Padang dengan menggunakan sampel klinis pasien dengan hasil penelitian dari 79 isolat P. aeruginosa sebanyak 34,17% bersifat MDR dan 15,19% bersifat resisten terhadap satu atau dua jenis antibiotik (Rustini et al., 2016). Hingga saat ini terapi yang digunakan untuk pengobatan infeksi adalah dengan pemberian antibiotik. Penggunaan antibiotik secara tidak rasional dapat menyebabkan banyak bakteri yang resisten terhadap antibiotik (Kuswndi, 2011). Adanya resistensi antibiotik ini menunjukkan bahwa perlu untuk mengembangkan antibakteri baru sebagai alternatif pengobatan antibakteri yang bersumber dari bahan alam. Terdapat beberapa keuntungan dari senyawa antibakteri bahan alam yaitu seperti efek samping yang lebih sedikit, mudah diterima oleh pasien, lebih murah dan mudah didapatkan (Gur et al., 2006). Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai antimikroba adalah herba pegagan (Centella asiatica (L.) Urban.). Pegagan adalah tanaman liar yang banyak ditemukan di perkebunan, persawahan, tepi jalan dan ladang. Tanaman ini berasal dari Asia tropik dan tersebar di Asia tenggara. Tanaman ini dikenal di masyarakat memiliki banyak khasiat sebagai obat. Pegagan (Centella asiatica (L.) Urban) sudah sejak lama dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Tanaman ini memiliki efek farmakologi yang telah dibuktikan dari penelitian sebelumnya (Aulia et al., 2018). Salah satu manfaat dari pegagan yaitu sebagai antibakteri yang berasal dari kandungan metabolit sekunder dari pegagan diantaranya yaitu flavonoid, saponin, tannin, fenol dan steroid (Sutrisno et al., 2014). Belum terdapat penelitian yang meneliti mengenai aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat herba pegagan terhadap bakteri P. aeruginosa multidrug resistant (MDR). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis efektivitas antimikroba ekstrak etil asetat herba pegagan (Centella asiatica (L.) Urban) terhadap bakteri P. aeruginosa multidrug resistant (MDR).  METODE PENELITIAN 1. Alat dan Bahan Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung Erlenmeyer (IWAKI CTE33, Indonesia), gelas beaker (IWAKI CTE33, Indonesia), sonikator (ELMA, 



       3Germany), kertas saring, batang pengaduk (IWAKI CTE33, Indonesia), rotary evaporator (Heidolph, UK), lemari asam, water bath   (Labnet, USA), cawan porselin (IWAKI CTE33, Indonesia), thermometer (IWAKI CTE33, Indonesia), autoclave, petri dish, ose, bunsen, laminar air flow (Thermo Scientific, UK), inkubator (Memmert UN 55, Germany), mikropipet, vortex (Labnet, UK), hot plate, penggaris, blue tip, yellow tip, rubber bulb, pipet ukur (IWAKI CTE33, Indonesia), pipet tetes, vial, aluminium foil, timbangan analitik (Ohaus®, USA), ayakan nomor mesh 40 dan blander. Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia herba Centella asiatica (L.) Urban., Etil Asetat teknis, isolat bakteri P. aeruginosa bagian sputum, aquades, Mac Konkey Agar, Mueller Hinton Agar, kapas, kertas perkamen, kertas cakram (Oxoid), cakram Colistin 10µg (BD BBLTM Sensi-DiscTM), aluminium foil, catton swab steril (Onemad). 2. Perolehan Sampel Uji Sampel herba Pegagan (Centella asiatica (L.) Urban.) didapatkan dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Karanganyar, Jawa tengah yang sudah berbentuk simplisia. 3. Determinasi Sampel Determinasi sampel dilakukan di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Karanganyar, Jawa tengah. 4. Ekstraksi  Simplisia kering dihaluskan menggunakan blander kemudian diayak menggunakan ayakan dengan nomor mesh 40 karena dibutuhkan serbuk yang sedikit kasar dengan ukuran serbuk 425 μm. Serbuk kemudian disimpan dalam wadah tertutup rapat agar terlindungi dari debu maupun partikel lain (Lestari et al., 2015). Serbuk simplisia kemudian diambil sebanyak 300gram dan dicampurkan dengan 1500 mL etil asetat kemudian di sonikasi menggunakan sonikator dengan suhu 35ºC selama 30 menit dan diulangi sebanyak 2 kali dengan menggunakan pelarut etil asetat sebanyak 1500 mL pada tiap pengulangan. Hasil sonikasi disaring untuk memisahkan filtrat dan bahan pengotor lain menggunakan kertas saring. Filtrat diuapkan menggunakan vacuum rotary evavorator dengan kecepatan 50 rpm dengan suhu pemanasan 40°C dan kemudian dipekatkan menggunakan water bath pada suhu 40°C hingga pelarut menguap dan diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental yang diperoleh kemudian ditimbang untuk menghitung rendemen dan disimpan dengan wadah tertutup (Putra et al., 2020). Dihitung persen rendemen dari ekstrak yang dihasilkan dengan rumus (Nahor et al., 2020). Rendemen (%) = ������ �	
���	 ��� ����
��	��  ������ 
�����
�� ��� ������	��  x 100 5. Skrining Fitokimia a. Alkaloid Uji alkaloid menggunakan 3 reagen berbeda yaitu, reagen wagner, mayer dan dragendorff. Ekstrak cair sebanyak 6 mL ditambahkan dengan 1 mL HCl 2N, kemudian dibagi dalam 3 tabung reaksi berbeda. Tabung I ditambahkan 3 tetes reagen mayer, kemudian dilihat perubahan warna yang terjadi, hasil positif ditandai dengan terbentuk endapan berwarna putih. Tabung II ditambahkan 3 tetes reagen wagner, hasil positif ditandai dengan terbentuknya endapan jingga hingga coklat. Tabung III ditambahkan dengan 3 tetes reagen dragendorff, dengan hasil positif ditandai dengan warna menjadi jingga (Setiawan, 2016). 



       4b. Flavonoid Uji Flavonoid dilakukan dengan menggunakan serbuk magnesium dan asam klorida pekat. Ekstrak cair ditambahkan dengan sedikit serbuk magnesium dan 3 tetes asam klorida pekat. Tanda positif ditandai dengan terjadinya perubahan warna menjadi warna merah (Yanti & Yulia, 2019). c. Fenolik Ekstrak cair diteteskan sebanyak 2 – 3 tetes larutan FeCl3 5 % kemudian diamati. Jika teramati warna hijau kekuningan, menunjukkan sampel mengandung senyawa fenolik (Abriyani et al., 2022). d. Tanin Uji senyawa saponin dilakukan dengan menambahkan larutan FeCl3 1% ke larutan sampel. Hasil positif ditandai dengan perubahan warna menjadi biru kehitaman atau hijau kecokelatan (Yanti & Yulia, 2019). e. Saponin Uji saponin dengan melarutkan sampel dalam aquades kemudian dipanaskan selama 15 menit lalu dikocok selama 10 detik. Jika terbentuk buih atau busa yang stabil selama 10 menit dan ditambahkan beberapa tetes asam klorida 2 N, maka sampel tersebut positif mengandung saponin (Yanti & Yulia, 2019). f. Triterpenoid dan Steroid Uji ini dilakukan dengan melarutkan sampel dengan pereaksi Liebermann Burchard (asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat). Hasil positif senyawa golongan steroid akan berubah warna menjadi hijau kebiruan, sedangkan senyawa golongan triterpenoid akan berubah warna membentuk cincin coklat atau violet (Yanti & Yulia, 2019). 6. Uji Aktivitas Antibakteri a. Sterilisasi Alat dan Bahan Semua alat yang akan digunakan harus melalui tahap sterilisasi yang bertujuan untuk mematikan semua bentuk kehidupan mikroorganisme yang ada pada alat, khususnya alat-alat dari gelas disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit sedangkan alat ose dan pinset disterilkan dengan cara pemijaran diatas api spiritus (Isnaeni et al., 2021).  b. Pembuatan Media MHA Serbuk MHA ditimbang sebanyak 38 gram dan dilarutkan dalam 1 L aquades dengan bantuan pemanasan menggunakan hot plate supaya cepat homogen. Larutan yang sudah homogen kemudian dimasukkan ke dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Larutan media yang sudah di sterilisasi, dituangkan ke dalam petri dish di dalam laminar air flow untuk menjamin kesterilan dari media yang akan digunakan. c. Peremajaan Bakteri Bakteri diambil menggunakan jarum ose pada media Mac Conkey ager kemudian dioleskan ke dalam media MHA secara aseptis di bawah LAF dengan mendekatkan mulut petri dish ke pijara api bunsen. Petri dish yang sudah berisi bakteri diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam. d. Preparasi Sampel Sampel ekstrak etil asetat herba pegagan dilarutkan ke dalam larutan etil asetat dengan konsentrasi yang sudah ditentukan yaitu 1000 ppm, 3000 ppm dan 5000 ppm. Setiap konsentrasi dibuat dengan menggunakan 4 replikasi larutan yang berbeda. Ekstrak ditimbang menggunakan timbangan analitik masing-masing sebanyak 5 mg, 15 mg, dan 25 mg. 



       5Proses penimbangan ini dilakukan dengan 4 kali penimbangan. Ekstrak dilarutkan dengan 2 mL etil asetat kemudaian dimasukkan ke dalam labu ukur 5 ml dan di ad hingga tanda batas, dan dihomogenkan. e. Pembuatan Suspensi Bakteri Larutan NaCl 0,9% disiapkan didalam tabung reaksi yang sudah disterilisasi, kemudian dimasukkan sedikit bakteri P. aeruginosa menggunakan ose dan dihomogenkan menggunakan bantuan vortex. Suspensi yang terbentuk dibandingkan kekeruhannya menggunakan larutan standar 0,5 McFarland.  f. Uji Aktivitas Antibakteri Uji aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat herba pegagan terhadap bakteri P. aeruginosa dilakukan dengan metode difusi cakram. Kertas cakram dicelupkan ke dalam setiap bahan uji dengan seri konsentrasi ekstrak etil asetat herba pegagan. Perendaman kertas cakram dilakukan selama 15 menit (Zeniusa et al., 2019). Suspensi bakteri yang sudah dibuat dioleskan secara menyeluruh menggunakan catton swab steril pada permukaan media MHA. Kertas cakram diletakkan di atas permukaan media MHA menggunakan pinset steril. Petri dish diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 24 jam. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan sebanyak 4 kali pengulangan (Munthe et al., 2020). Zona bening yang terbentuk diamati setelah 24 jam inkubasi kemudian dilakukan pengukuran diameter zona hambat yang ditandai dengan zona bening yang terbentuk di sekitar cakram dengan menggunakan jangka sorong.  7. Analisis Data Data yang diperoleh pada uji aktivitas antibakteri yaitu berupa diameter zona hambat dari variasi konsentrasi ekstrak dianalisis menggunakan uji statistik One Way ANOVA untuk melihat adanya perbedaan yang bermakna atau tidak pada data uji aktivitas antibakteri, kemudian dilanjutkan dengan uji tukey. Sebelum uji One Way ANOVA dilakukan uji normalitas menggunakan metode shapiro wilk terlebih dahulu, jika p > 0,05 artinya ada terdistribusi normal, kemudian dilakukan uji homogenitas, jika p > 0,05 artinya data homogen. Jika data tidak terdistribusi normal dan tidak homogen maka dilakukan uji non parametrik seperti Kruskal Walis dan  Mann Whitney (Wahyudin et al., 2017).  HASIL DAN PEMBAHASAN Determinasi dilakukan untuk mengetahui kebenaran sampel tanaman yang akan diteliti dan menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan serta menghindari kemungkinan tercampurnya tanaman yang akan diteliti dengan tanaman lain (Klau & Rosa, 2021). Determinasi sampel simplisia pegagan dilakukan di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Karanganyar, Jawa tengah. Hasil determinasi sampel adalah benar simplisia yang digunakan adalah simplisia herba pegagan (Centella asiatica (L). Urban). Hasil determinasi dapat tertera dalam surat nomor KM.04.01/2/1526/2022. Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstraksi cara dingin dengan metode sonikasi. Metode sonikasi menggunakan alat sonikator yang menggunakan gelombang ultrasound dengan frekuensi tinggi yaitu 20 kHz. Hal ini dilakukan untuk membuat rongga pada sampel dan dapat meningkatkan kelarutan senyawa dalam pelarut (Tetti, 2014). 



       6Simplisia dihaluskan menggunakan blander kemudian diayak menggunakan ayakan nomor mesh 40. Tujuan dari pengayakan ini adalah untuk menyeragamkan ukuran simplisia agar lebih mudah larut dan senyawa yang diharapkan terserap dengan baik (Handayono & Pranoto, 2020). Menurut Jayani dan Helena (2018) tujuan penyerbukan simplisia adalah untuk memperkecil ukuran partikel yang dapat membesarkan luas permukaan simplisia, sehingga dapat mempermudah proses ekstraksi, sedangkan tujuan pengayakan adalah agar ukuran simplisia seragam.  Ekstraksi dilakukan dengan menggunkaan perbandingan 1:5 antara simplisia dan pelarut. Sonikator diatur dengan suhu 35˚C selama 30 menit. Ekstraksi dilakukan sebanyak 2 kali pengulangan menggunakan pelarut baru. Ekstrak cair kemudian disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtrat dan cairan ekstrak. Ekstrak cair yang sudah disaring kemudian diuapkan menggunakan vacuum rotary evaporator. Penguapan dan pengentalan ekstrak dilanjutkan menggunakan waterbath agar seluruh larutan habis dan tersisa ekstrak kental.  Pelarut yang digunakan pada ekstraksi ini adalah pelarut etil asetat. Pelarut etil asetat merupakan pelarut yang bersifat semi polar yang memiliki gugus metoksi yang dapat membentuk ikatan hidrogen (Romadanu et al, 2014). Penggunaan pelarut etil asetat ini dipilih karena dapat menyari senyawa-senyawa yang dapat memberikan aktivitas antibakteri seperti alkaloid, flavonoid dan steroid (Kusuma & Rizal, 2021).  Rendemem ekstrak dihitung dan didapatkan hasil sebanyak 7,254% hal ini < 10%. Ekstrak yang bagus memiliki nilai randemen > 10%. Nilai rendeman yang rendah pada ekstraksi ini menandakan pelarut etil asetat yang semi polar menarik sedikit metabolit sekunder (Kusuma & Rizal, 2021). Hasil rendemen ini menandakan bahwa senyawa semipolar yang ditarik pada ekstrak etil asetat herba pegagan sedikit. Uji pendahuluan yang dilakukan adalah skrining fitokimia untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak yang dihasilkan. Uji ini meliputi uji alkaloid, flavonoid, fenolik, tannin, saponin, triterpenoid dan steroid. Skrining fitokimia ini dilakukan dengan menggunakan ekstrak etil asetat herba pegagan dan reagen pendeteksi senyawa aktif. Hasil uji dapat dilihat pada Tabel 1. Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia Pengujian Hasil Keterangan Alkaloid : - Mayer - Wagner - Dragendorff  - + +  Tidak ada Merah-jingga Merah kecoklatan Flavonoid  - Tidak ada Fenolik - Tdak ada Saponin  - Tidak ada Tanin - Tidak ada Steroid dan Triterpenoid - Tidak ada  Identifikasi senyawa alkaloid dilakukan dengan menggunakan 3 reagen berbeda yaitu, mayer, wagner, dan dragendorff. Hasil yang didapatkan yaitu pada tabung I dengan reagen mayer, tidak terbentuk endapan berwarna putih. Tabung II dengan reagen wagner, terjadi perubahan warna menjadi merah-jingga. 



       7Tabung III dengan reagen dragendorff, terjadi perubahan menjadi warna kuning kecoklatan.  Uji senyawa alkaloid menggunakan reagen wagner membentuk warna jingga hingga kecokelatan. Wagner mengandung KI dan I2 yang dapat beraksi membentuk I3- yang berwarna kecoklatan. Pada saat terjadinya reaksi ion logam K+ membentuk kompleks kalium-alkaloid yang menghasilkan endapan (Kopon et al., 2020). Uji senyawa alkaloid dengan reagen dragendorff menghasilkan warna jingga. Reagen dragendorff mengandung kalium tetraiodo-bismutat (K[BiL4]). Gugus nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion logam K+ dan kalium tetraiodobismutat (K[BiL4]) sehingga membentuk endapan berwarna jingga cokelat (Yanti & Yulia, 2019). Senyawa alkaloid merupakan senyawa semipolar sehingga dapat ditarik oleh pelarut etil asetat yang bersifat semipolar. Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri. Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Kurniawan & Wayan, 2015). Hasil skrining fitokimia yang diperoleh yaitu pada sampel ekstrak etil asetat Centella asiatica tidak mengandung senyawa flavonoid, fenolik, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid. Senyawa flavonoid, fenolik, dan tanin merupakan senyawa yang bersifat polar sehingga dapat larut pada pelarut polar (Harborne, 1984; Robinson 1995; Novita dan Rahmat 2021). Etil asetat merupakan senyawa semipolar yang dapat menarik senyawa polar maupun nonpolar, akan tetapi etil asetat tidak dapat menarik senyawa yang terlalu polar maupun terlalu nonpolar (Putri et al., 2013).  Hasil skrining fitokimia yang dilakukan oleh Saadati dan Nofran  (2022) berbeda dengan hasil yang didapatkan pada penelitian ini, dimana pada penelitian tersebut didapatkan hasil positif alkaloid, fenolik, saponin, tanin, terpenoid dan steroid, sedangkan pada penelitian ini hanya positif alkaloid. Perbedaan hasil skrining fitokimia ini dapat dikarenakan adanya perbedaan lokasi pengambilan sampel sehingga dapat mempengaruhi kandungan metabolit sekunder (Nomer et al., 2019). Isolat klinis bakteri P. aeruginosa bagian scuntum didapatkan dari Balai Laboratorium Pengujian Dan Kalibrasi Provinsi Nusa Tenggara Barat, dalam bentuk isolat bakteri dalam petri dish menggunakan media Mac Conkey Agar.  Peremajaan bakteri dilakukan 24 jam sebelum dilakukannya uji aktivitas antibakteri agar mendapatkan isolat bakteri yang baru. Peremajaan dilakukan untuk mengaktivasi isolat bakteri dan mengoptimalkan pertumbuhan bakteri tersebut (Prihanto et al., 2018).  Preparasi sampel dilakukan dengan membuat 3 konsentrasi ekstrak dengan masing-masing sebanyak 4 replikasi. Seri konentrasi yang digunakan yaitu 1000 ppm, 3000 ppm, dan 5000 ppm. Pemilihan seri konsentrasi berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh sutrisno et al., 2014 yang menyatakan bahwa ekstrak etanol 96% pegagan memiliki aktivitas bakteriostatik terhadap P. aeruginosa pada konsentrasi 1000 ppm aktivitas bakterisidal pada konsentrasi 3000 ppm, dan 5000 ppm. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram. Media yang digunakan untuk peremajaan bakteri dan uji antibakteri adalah media Mueller Hinton Agar (MHA). MHA merupakan media yang memiliki nutrisi yang baik untuk kebanyakan kultur bakteri, MHA juga memiliki sifat yang netral sehingga tidak memiliki pengaruh dalam uji antibakteri (Utomo et al., 2018). Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan membuat suspensi bakteri dalam larutan NaCl 0,9 % dengan kekeruhan sebanding dengan larutan standar 0,5 McFarland. Larutan standar McFarland digunakan sebagai pembanding kekeruhan 



       8suspensi bakteri dalam media cair (Rosmania & Fitri, 2020). Suspensi bakteri yang sudah setara dengan larutan standar 0,5 McFarland dioleskan secara aseptis menggunakan catton swab di atas permukaan media MHA secara menyeluruh. Kertas cakram dimasukkan ke dalam tiap-tiap larutan uji dan kontrol negatif, kemudian didiamkan selama 15 menit. Kertas cakram yang sudah direndam diletakkan diatas permukaan media yang sudah terdapat bakteri.  Kontrol positif yang digunakan pada uji ini adalah colistin yang sudah berbentuk cakram dengan konsentrasi 10 
µg. Colistin digunakan sebagai kontrol positif karena colistin merupakan antibiotik yang efektif melawan sebagian besar basil gram negaitf. Colistin efektif terutama dalam mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri gram negatif yang resistensi terhadap berbagai obat (MDR-GNB) (Si et al, 2018). Kontrol negatif yang digunakan adalah larutan etil asetat. Larutan etil asetat digunakan sebagai control negaitf karena ekstrak etil asetat Centella asiatica tidak larut dalam pelarut DMSO. Hal ini disebabkan karena ekstrak etil asetat merupakan senyawa semipolar dan DMSO merupakan senyawa polar. Masing-masing petri dish diisi dengan kertas cakram uji yang sudah disiapkan. Petri dish yang sudah berisi bakteri dan cakram uji diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dalam inkubator. Zona hambat dihitung setalah 24 jam dengan menggunakan penggaris. Hasil diameter zona hambat dapat dilihat pada Tabel 2. Tabel 2. Hasil Pengamatan Diameter Zona Hambat  Diameter zona hambat 5 mm atau kurang dikatakan memiliki aktivitas penghambatan kategori lemah, diameter zona hambat 6-10 mm masuk ke dalam kategori sedang, dan diameter zona hambat 10-20 mm masuk ke dalam kategori sangat kuat (Susanto et al, 2012). Berdasarkan hasil penelitian ekstrak etil asetat herba pegagan seluruh larutan uji berada di kategori lemah. Hal ini dapat terjadi karena hasil skrining fitokimia hanya positif pada senyawa alkaloid. Data diameter zona hambat di olah menggunakan SPSS. Data tersebut dilakukan uji normalitas menggunakan metode shappiro wilk, dengan nilai sigma p > 0.05. Uji homogenitas kemudian dilakukan dengan nilai sigma p > 0.05. Uji normalitas dan homogenitas menggunakan data diameter zona hambat pada masing-masing kelompok uji. Nilai sigma uji normalitas dan homogenitas yang didapatkan sesuai dengan Tabel 3. dimana nilai tersebut lebih kecil dari 0.05 yang berarti data tidak normal dan tidak homogen. Data tidak normal dan tidak homogen dilanjutkan dengan tes nonparametrik yaitu kruskal wallis test dengan sigma 0.13, dimana ini dibawah sigma level 0.05. Hal ini dapat disimpulkan bahwa hipotesis ditolak yang artinya ekstrak etil asetat herba pegagan tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri p. aeruginosa MDR. Konsentrasi Rata-Rata Diameter Zona Hambat (mm) Kategori Kekuatan Antibakteri 1000 ppm 0.375 Lemah 3000 ppm 1.25 Lemah 5000 ppm 1.75 Lemah Kontrol Negatif 0 Lemah Kontrol Positif 8 Sedang 
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