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ABSTRAK: Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penggunaan ekstrak
saga terhadap pertumbuhan biofilm bakteri, dan mengetahui dosis ekstrak saga yang paling tepat
dalam menurunkan aktivitas biofilm MRSA 22156. Penelitian ini menggunakan metode Dowd
untuk menentukan kandungan flavonoid total daun A. precatorius L. Perlakuan penurunan
pertumbuhan biofilm MRSA 22156 menggunakan metode Plate Biofilm Assay dengan tiga kali
ulangan. Hasil dari penelitian menunjukkan flavonoid total dapat menurunkan pertumbuhan
biofilm MRSA 22156. Penggunaan flavonoid total dari daun A. precatorius L. konsentrasi 800
mgL sampai dengan 25 mgL™ terbukti berpengaruh terhadap aktivitas pertumbuhan biofilm yang
ditunjukkan dengan menurunnya pertumbuhan biofilm MRSA 22156 sebesar 67,9% dan 25%.
Ekstrak etanol A. precatorius L. memiliki aktivitas antibiofilm dalam menurunkan pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus yang resisten terhadap Methicillin.

Kata Kunci: Biofilm, MRSA 22156, Saga.

ABSTRACT: The aim of this research is to determine the effect of using saga extract on bacterial
biofilm growth, and to determine the most appropriate dose of saga extract in reducing MRSA
22156 biofilm activity. This research uses the Dowd method to determine the total flavonoid
content of A. precatorius L leaves. Treatment reduction in MRSA 22156 biofilm growth using the
Plate Biofilm Assay method with three repetitions. The results of the research show that total
flavonoids can reduce the growth of MRSA 22156 biofilms. The use of total flavonoids from A.
precatorius L. leaves in concentrations of 800 mgL* to 25 mgL™* has been proven to have an effect
on biofilm growth activity as indicated by the reduction in MRSA 22156 biofilm growth by 67 .9%
and 25%. The ethanol extract of A. precatorius L. has anti-biofilm activity in reducing the growth
of Staphylococcus aureus bacteria that are resistant to Methicillin.
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PENDAHULUAN

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah salah satu
penyebab penyakit pada manusia, mulai dari infeksi kulit hingga infeksi invasif
yang serius seperti pneumonia, infeksi jaringan lunak, tulang, katup jantung, dan
septikemia (Tong et al., 2015). Infeksi MRSA disebabkan oleh meningkatnya
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prevalensi resistensi antimikroba pada Staphylococcus aureus akibat lemahnya
pengendalian infeksi dan meluasnya penggunaan antibiotik (Neyra et al., 2014).
Prevalensi infeksi MRSA terus meningkat dan infeksi ini menyebabkan kematian
lebih sering dibandingkan infeksi yang disebabkan oleh bakteri lain sebesar 40%
(Melzer, 2013). Di Indonesia, angka kejadian dan prevalensi infeksi bakteri masih
cukup tinggi. Hal ini dikarenakan masyarakat masih memiliki tingkat kesehatan
yang jauh dari standar dan tingkat kehidupan sosial ekonomi yang belum merata
(Muthia et al., 2014).

Biofilm merupakan bentuk pertahanan dan perlindungan diri dari
mikroorganisme terhadap lingkungan, sistem imun, dan antibiotik. Pembentukan
biofilm MRSA merupakan faktor virulensi yang mempengaruhi persistensi
lingkungan dan organisme inang. Pembentukan biofilm S. aureus disintesis oleh
Adhesi Intraseluler Polisakarida (PIA) yang dikodekan oleh Adhesi Interseluler
Operon (ICA).

Penggunaan obat-obatan alami dirasakan semakin terlihat dalam pola
kehidupan masyarakat, baik dari segi kehidupan maupun ekonomi. Masyarakat
semakin terbiasa menggunakan olahan alami dan semakin percaya akan manfaat
kesehatannya. Penggunaan ekstrak tumbuhan yang memiliki aktivitas antimikroba
sangat membantu dalam penyembuhan. Salah satu tanaman yang memiliki
kemampuan sebagai antimikroba adalah Abrus precatorius L. A. precatorius L.
yang mengandung flavonoid, terpenoid, tanin, alkaloid, dan saponin (Gnanavel &
Saral, 2013). Ekstrak etanol daun dan batang A. precatorius L. mengandung
glukosida flavanon glucopyranoside, vitexin, isohemiphloin, cirsimaritin,
hispidulin, apigenin, dan eupatorin. A. precatorius L. digunakan sebagai
pengencer dahak (mukolitik) (Noviana, 2013); obat indikatif untuk pencegahan
dan penyembuhan sariawan, radang tenggorokan, dan tonsilitis (Rasyidin, 2018);
antibakteri, dan sebagai agen antibakteri alami untuk pengobatan sakit
tenggorokan (Gnanavel & Saral, 2013).

Senyawa turunan flavan dilaporkan secara in vitro menghambat
pembentukan S. aureus ATCC dan biofilm Newman sebesar 50% dan 90% pada
konsentrasi masing-masing 10 M dan 13 M (Manner et al.,, 2013). Adanya
senyawa tanin dan flavonoid dalam ekstrak etanol daun kelor yang secara in vitro
memiliki aktivitas antibiofilm pada S. aureus dengan Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC) sebesar 4% (Loresta, 2013). Flavonoid senyawa dari
ekstrak etanol akar A. precatorius L. dapat menghambat pertumbuhan biofilm
bakteri Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) dari urin dan darah
pasien masing-masing sebesar 96% dan 97% (Mutmainnah et al., 2019).
Berdasarkan penelitian ekstrak etanol akar A. precatorius L. yang menghambat
biofilm MSSA, diharapkan ekstrak etanol daun A. precatorius L. juga memiliki
kemampuan menghambat biofilm MRSA 22156.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh aktivitas penurunan
pertumbuhan bakteri biofilm MRSA 22156 dengan berbagai konsentrasi ekstrak
etanol daun A. precatorius L. Ekstrak etanol A. precatorius L. diharapkan efektif
menghambat pertumbuhan bakteri biofilm MRSA 22156. Oleh karena itu, ekstrak
etanol daun A. precatorius L. yang mengandung flavonoid dapat digunakan
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sebagai senyawa alternatif dalam pengembangan antibiofilm untuk pengendalian
infeksi S. aureus.

METODE

Penelitian ini telah dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Rumah Sakit
Penyakit Tropik Infeksi, Universitas Airlangga. Penelitian ini adalah penelitian
eksperimen. Populasi dari penelitian ini adalah koleksi strain bakteri dari
Departemen Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Airlangga. Sampel
diperoleh dari isolat urin pasien yang resisten antibiotik methicilin. Teknik
sampling yang digunakan adalah purposive sampling. Bahan penelitian yang
digunakan pada penelitian ini adalah bakteri S. aureus strain MRSA 22156, dan
tanaman ekstrak daun saga dengan konsentrasi 25 mgL™ sampai 800 mgL™. Alat
yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV, perangkat
peralatan rotary evaporation, autoklaf, Laminar Air Flow cabinet, dan vortex
mixer.

Ekstraksi Daun Abrus precatorius L.

Daun simplisia A. precatorius 30 gr diekstrak dengan 3000 mL etanol
dalam labu alas bulat dan direfluks selama 5 jam. Ekstrak cair yang diperoleh
dipisahkan dari residu padatnya dengan penyaringan vakum, dan dipekatkan
menggunakan rotary evaporator. Penentuan kandungan flavonoid total daun A.
precatorius L. dilakukan dengan menggunakan metode Dowd. Aluminium Klorida
(AICI3) 5 mL 2% dicampur dengan ekstrak etanol daun A. precatorius L. 0,4 mgL"
1 Absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada
panjang gelombang 415 nm. Kandungan flavonoid total dinyatakan dalam mg
Equivalent Catechin (CE)/g ekstrak etanol. Pengujian dilakukan dalam 3 (tiga)
ulangan.

Inhibisi Pertumbuhan Biofilm Bakteri MRSA 22156

Perlakuan  penghambatan  pertumbuhan  biofilm MRSA 22156
menggunakan metode Plate Biofilm Assay (Yamanaka-Okada et al., 2014).
Ekstrak daun A. precatorius L. 50 pL ditambahkan ke setiap sumur yang berisi
biofilm bakteri. Suspensi biofilm bakteri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Semua cairan di setiap sumur dihilangkan dengan pipet, hanya menyisakan
biofilm yang menempel pada dinding bagian dalam sumur. Sumur yang
membentuk biofilm dicuci empat kali dengan 200 pL larutan PBS pH 7. Sumur
yang telah dicuci dengan PBS pH 7 ditambahkan larutan pewarna kristal violet
0,5% sebanyak 200 pL dan ditunggu selama 15 menit, kemudian sumuran dicuci
dengan 200 uL aquades. Sumur yang telah diwarnai diangin-anginkan pada suhu
kamar dalam kondisi steril. Sumur kering ditambahkan 200 pL etanol 95% yang
bertujuan untuk melepaskan zat warna kristal violet yang tidak melekat pada sel
bakteri. Suspensi biofilm bakteri dimasukkan ke dalam sumur baru sebanyak 125
uL, kemudian diukur dengan microplate ELISA reader pada panjang gelombang
595‘nm. Hasil pembacaan ELISA reader adalah nilai absorbansi yang
menggambarkan besaran pembentukan biofilm. Pengujian dilakukan dalam 3
(tiga) ulangan. Data dianalisis menggunakan uji One-Way ANOVA dan uji
lanjutan Tukey HSD.
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Gambar 1. Skema Tahapan Penelitian.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fitokimia flavonoid menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun A.
precatorius L. mengandung flavonoid. Ekstrak berubah warna dari kuning
menjadi jingga yang menunjukkan adanya flavonoid pada ekstrak A. precatorius
L. Total flavonoid pada ekstrak A. precatorius L. dianalisis menggunakan kurva
kalibrasi katekin. Kurva kalibrasi ekstrak flavonoid total A. precatorius L.
terhadap larutan katekin diperoleh persamaan regresi y = 0,003x + 0,005 dan
koefisien korelasinya adalah 0,994. Kandungan flavonoid total ekstrak etanol
diperoleh 205 mg CE/g.

Hasil uji antibiofilm dengan metode plate biofilm assay menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun A. precatorius L. memberikan hasil yang berbeda
dalam menghambat pertumbuhan biofilm MRSA 22156. Hal ini dibuktikan
dengan adanya perbedaan OD biofilm MRSA 22156 (Gambar 2). Daya hambat
pertumbuhan biofilm MRSA 22156 menurun sebanding dengan penurunan sampel
uji ekstrak etanol daun A. precatorius L.
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Gambar 2. Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Bakteri MRSA 22156 oleh Ekstrak Etanol
Daun A. precatorius L. a) Jumlah Pewarna Kristal Violet pada Sel Bakteri yang Menempel
pada Dinding Bagian Dalam Sumur Setelah Perlakuan Ekstrak A. precatorius L.; dan b)
Kemampuan Ekstrak Etanol Daun A. precatorius L. dalam Menghambat Pembentukan
Matriks Biofilm MRSA 22156. *° = Notasi yang Berbeda Menunjukkan Perbedaan
yang Nyata.
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Sampel uji ekstrak daun A. precatorius L. konsentrasi 800 mgL™ dan 25
mgL? dapat menghambat biofilm MRSA 22156 sebesar 67,9% dan 25%. Uji
Tukey HSD pada taraf 5% diketahui bahwa perlakuan sampel uji ekstrak etanol
daun A. precatorius L. konsentrasi 800 mgL™ dengan kontrol (+) menunjukkan
perbedaan yang nyata. Klasifikasi adherence bakteri MRSA 22156 setelah
pemberian ekstrak etanol daun A. precatorius L. dikategorikan membentuk
biofilm sedang dan kuat.

Penghambatan pertumbuhan biofilm MRSA 22156 dengan sampel uji
ekstrak etanol daun A. precatorius L. memiliki persentase penghambatan yang
hampir sama. Karakteristik ekstrak etanol daun A. precatorius L. berpengaruh
terhadap penghambatan pembentukan biofilm MRSA 22156. Prinsip pengukuran
ELISA reader adalah mengukur biofilm bakteri yang menempel pada permukaan
plat mikrotiter. Bakteri yang menempel pada plat mikrotiter dapat menjadi
indikator pengukuran jumlah biofilm yang terbentuk melalui proses pewarnaan,
dan pengukuran absorbansi yang diukur dengan ELISA reader (ODsgs). Semakin
banyak jumlah biofilm bakteri yang terbentuk maka semakin tinggi nilai
absorbansi yang diperoleh.

Hasil penghambatan pertumbuhan biofilm bakteri berkaitan dengan adanya
senyawa kimia hasil metabolit sekunder yang digunakan sebagai pewarna, racun,
aroma makanan, obat-obatan, dan sebagainya. Analisis fitokimia sangat berguna
untuk menentukan golongan utama senyawa aktif terlarut. Ekstrak daun A.
precatorius L. diketahui mengandung senyawa steroid dan flavonoid dengan
ekstrak etil asetat, senyawa flavon dan flavanon yang diekstraksi dengan metanol.
Semua metabolit sekunder tergolong senyawa polar yang mampu larut dalam
pelarut polar, karena suatu senyawa akan menunjukkan kelarutan yang berbeda
dalam pelarut yang berbeda.

Kemampuan ekstrak etanol daun A. precatorius L. dalam menghambat
pembentukan biofilm MRSA 22156 lebih rendah dibandingkan ekstrak etanol akar
A. precatorius L. yang menghambat MSSA yang diisolasi dari darah dan urin
penderita infeksi saluran kemih pada konsentrasi 8000 mgL™ masing-masing
sebesar 96% dan 97% (Mutmainnah et al., 2019). Ekstrak etil asetat A.
precatorius L. juga dapat menghambat pertumbuhan biofilm Streptococcus
mutans sebesar 72,7% (Mutmainnah et al., 2018), dan biofilm S. aureus sebesar
87,9% pada konsentrasi 8000 mgL? (Mutmainnah & Ni'matuzahroh, 2017).
Mutmainnah et al. (2018) juga melaporkan bahwa ekstrak etanol Mimosa pudica
L. menghambat pertumbuhan biofilm S. aureus sebesar 88,7% pada konsentrasi
8000 mgL™. Tabita (2016) melaporkan bahwa fraksi ekstrak etanol buah
mengkudu mampu menghambat pertumbuhan biofilm S. aureus sebesar 99,2%
pada konsentrasi 21800 mgL™. Kanja (2017) melaporkan ekstrak etanol daun
Cerberra odollam G. menghambat pembentukan biofilm S. aureus sebesar 100%
pada konsentrasi 18750 mgL™.

Ekstrak etanol dan daun A. precatorius L. memiliki kemampuan untuk
menghambat pembentukan biofilm MRSA 22156 pada berbagai konsentrasi
ekstrak A. precatorius L. yang dilakukan secara in vitro. Ekstrak etanol daun A.
precatorius L. mengandung flavonoid total yang mempengaruhi pembentukan
biofilm MRSA 22156. Ekstrak A. precatorius L. yang mengandung flavonoid
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tersebut memberikan daya hambat yang berbeda terhadap MRSA 22156. Ekstrak
etanol dan etil asetat daun A. precatorius L. yang digunakan dalam pengujian ini
masih berupa ekstrak kasar dari konsentrasi 25 mgL™ hingga 800 mgL™ membuat
perbedaan dalam penghambatan dan pertumbuhan MRSA 22156.

Penelitian ini memberikan informasi tentang kemampuan ekstrak etanol
daun A. precatorius L. dalam menghambat pertumbuhan biofilm MRSA 22156.
Perbedaan tingkat kepolaran ekstrak pada daun A. precatorius L. memberikan
daya hambat yang berbeda terhadap pertumbuhan biofilm MRSA 22156.
Penggunaan daun A. precatorius L. sebagai bahan baku antibakteri sangat
prospektif untuk digunakan di masyarakat. Melimpahnya tanaman A. precatorius
L. lokal di Indonesia akan menjamin keberlangsungan ketersediaan bahan baku
untuk proses produksi.

SIMPULAN

Hasil dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun A.
precatorius L. dapat digunakan sebagai inhibitor pembentukan biofilm S. aureus
strain MRSA 22156.

SARAN

Ekstrak etanol A. precatorius L. memiliki aktivitas antibiofilm yang
diharapkan dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus yang resisten
terhadap Methicillin.
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