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ABSTRACT

Staphylococcus aureus has been the cause of a variety of community and nosocomial infections in humans,
including folliculitis, impetigo, sepsis, endocarditis, osteomyelitis, implant-associated biofilms, and is also a
major cause of recurrent infections in chronic wounds. This bacterium has a high efficiency in forming biofilms
which results in continuous infection. One of the virulence factors of Staphylococcus is biofilm, which has the
function of facilitating persistence in the host's body and weakening the host's defense system, resulting in resistant
bacteria to high concentrations of antimicrobials. Centella asiatica (L.) Urb. or commonly known by the common
name gotu kola, is a type of medicinal plant that has been used for a long time to treat and treat disease. Centella
asiatica has various types of secondary metabolites that are able to effectively inhibit the formation of biofilms
on bacteria. The purpose of this study was to determine the effectiveness of gotu kola ethanol extract as an
inhibitor of Staphylococcus aureus biofilm formation. This type of research was a true experimental laboratory
conducted in vitro with the microtiter dish assay method. The results obtained in this study were in the form of
optical density values for biofilm density which were then processed using the SPSS application. The results
showed that gotu kola extract was effective in inhibiting the formation of S. aureus ATCC 25923 biofilms as well
as clinical isolates. The conclusion of this study is that the ethanol extract of Centella asiatica (L.) Urb) can
inhibit the formation of Staphylococcus aureus biofilms with an MBIC value of 2 mg/mL.
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ABSTRAK

Staphylococcus aureus telah menjadi penyebab beragam infeksi pada manusia yang bersifat komunitas dan
nosokomial, termasuk folikulitis, impetigo, sepsis, endokarditis, osteomielitis, biofilm terkait implant, dan juga
merupakan salah satu penyebab utama infeksi yang berulang pada luka kronis. Bakteri ini memiliki efisiensi yang
tinggi dalam membentuk biofilm yang mengakibatkan infeksi terjadi secara terus menerus. Salah satu faktor
virulensi dari Staphylococcus adalah biofilm, yang memiliki fungsi memfasilitasi persistensi dalam tubuh host
dan melemahkan sistem pertahanan host, sehingga mengakibatkan bakteri resisten pada antimikroba dengan
konsentrasi tinggi. Centella asiatica (L.) Urb. atau yang biasa dikenal dengan nama umum pegagan, merupakan
salah satu jenis tumbuhan obat yang telah digunakan sejak lama untuk mengobati dan mengatasi penyakit.
Pegagan memiliki berbagai jenis zat metabolit sekunder yang mampu menghambat pembentukan biofilm pada
bakteri secara efektif. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol pegagan
sebagai penghambat pembentukan biofilm bakteri Staphylococcus aureus. Jenis penelitian ini adalah true
experimental laboratoris yang dilakukan secara in vitro dengan metode microtiter dish assay. Hasil yang
didapatkan pada penelitian berupa nilai optical density kepadatan biofilm yang kemudian diolah menggunakan
aplikasi SPSS. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak pegagan efektif dalam menghambat pembentukan
biofilm S. aureus ATCC 25923 maupun isolat klinis. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak etanol pegagan
(Cent/ella asiatica (L.) Urb) dapat menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus aureus dengan nilai MBIC
2 mg/mL.

Kata kunci: Staphylococcus aureus; biofilm; pegagan

PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus telah menjadi penyebab beragam infeksi pada manusia yang bersifat komunitas dan
nosokomial, termasuk folikulitis, impetigo, sepsis, endokarditis, osteomielitis, biofilm terkait implant, dan juga
merupakan salah satu penyebab utama (65%) infeksi yang berulang pada luka kronis.®? Bakteri ini memiliki
efisiensi yang tinggi dalam membentuk biofilm yang mengakibatkan infeksi terjadi secara terus menerus.®

Biofilm adalah kumpulan bakteri interaktif yang menempel pada permukaan padat atau satu sama lain dan
terbungkus dalam matriks eksopolisakarida. Biofilm membentuk suatu mantel tipis pada permukaan padat
sehingga bakteri yang terbungkus dalam matriks eksopolisakarida terlindung dari sistem imun host. Matriks
eksopolisakarida memiliki fungsi sebagai penghalang difusi untuk beberapa antimikroba yang mengakibatkan
infeksi sulit untuk diobati.®® Salah satu faktor virulensi dari Staphylococcus adalah biofilm, yang memiliki fungsi
memfasilitasi persistensi dalam tubuh host dan melemahkan sistem pertahanan host, sehingga mengakibatkan
bakteri resisten pada antimikroba dengan konsentrasi tinggi. Bakteri biofilm memiliki kemampuan 100-1000 kali
relatif lebih resisten dibandingkan sel plankton bakteri.® Biofilm juga merupakan salah satu faktor penting dalam
infeksi manusia yang menyebabkan infeksi terjadi secara persisten dan sulit diobati.®
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Studi terbaru menunjukkan bahwa metabolit sekunder tanaman memiliki kemampuan untuk menganggu
pembentukan biofilm.® Centella asiatica (L.) Urb. (C. asiatica) atau yang biasa dikenal dengan nama umum
pegagan, merupakan salah satu jenis tumbuhan obat yang telah digunakan sejak lama untuk mengobati dan
mengatasi penyakit. Pegagan memiliki berbagal khasiat yang diantaranya adalah mengobati luka, mengatasi
gangguan syaraf, dan menstimulasi sel otak.©) Beberapa penelitian in vitro dan in vivo menunjukkan bahwa
ekstrak C. asiatica dan triterpennya sangat menjanjikan sebagal obat alami untuk mengurangi jerawat,
menyembuhkan luka bakar, dermatitis atopik, dan luka terbuka. Kandungan senyawa triterpenoid saponin, yang
diantaranya adalah a3|at|003|de asiatic acid, madecassw aC|d madecassoside pada C. asiatica memiliki efek
antimikroba dan dapat menlngkatkan aktivasi makrofag.® ) Selain saponln senyawa lain yang terkandung pada
pegagan, seperti flavonoid dan tannin juga memiliki efek antimikroba.®

Penelitian yang telah dilakukan Nasution et al. pada tahun 2018, membuktikan bahwa C. asiatica
memiliki efek antimikroba pada beberapa bakteri, yang diantaranya adalah Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus albus, Streptococcus pyogens, dan Streptococcus pneumonia.®® ) Menurut penelitian
Vasavi et al. (2016) Ekstrak C a5|at|ca dapat menghambat pembentukan biofilm P. aeruginosa sebesar > 80%
pada konsentrasi 400 pg/mL.® Penelitian sebelum yang telah dilakukan oleh Cho et al. pada tahun 2015
menyatakan bahwa kaempferol yang merupakan salah satu jenis senyawa flavonoid yang terkandung dalam
pegagan, memI|k| kemampuan yang efektif dalam menghambat pembentukan biofilm pada bakteri S. aureus
hingga > 90%.¢

Penelltlan ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica (L.)
Urb) terhadap pembentukan biofilm Staphylococcus aureus dan mengetahui nilai Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC)-nya. Ekstrak pegagan yang mengandung senyawa triterpene dan flavonoid diharapkan
dapat menghambat pembentukan biofilm S. aureus.

METODE

Jenis penelitian ini adalah true experimental laboratoris yang dilakukan secara in vitro untuk mengetahui
efektivitas ekstrak etanol pegagan dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri Staphylococcus aureus
dengan metode microtiter dish assay, sedangkan rancangan penelitian yang digunakan adalah Post Test Only
Control Group Design untuk mengamati pertumbuhan biofilm bakteri Staphylococcus aureus setelah
ditambahkan berbagai variasi ekstrak etanol pegagan.

Penelitian ini menggunakan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica (L) Urb.) dan bakteri
Staphylococcus aureus isolat klinis yang didapatkan dari usap luka pasien diabetes di RUMAT Dharmahusada
Spesialis Perawatan Luka Diabetes dan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang didapatkan dari Balai
Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya. Isolat bakteri diamati dengan menggunakan pewarnaan gram,
Eenanzlaman pada media agar darah, penanaman pada media mannitol salt agar (MSA), uji katalase, dan uji

oagulase.

Uji pertumbuhan biofilm dengan metode microtiter dish assay dilakukan dengan prosedur mengisi
sumuran microtiter plate dengan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dalam media Tryptic Soy Broth +
Glukosa 1% sebanyak 200 uL, setelah itu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C di dalam inkubator.
Kemudian, semua cairan pada setiap sumuran dibuang, sehingga hanya ada biofilm yang melekat pada dinding
sumuran saja, setiap sumuran dicuci dengan menggunakan PBS pH 7 sebanyak 200 pL, dilakukan sebanyak empat
kali pengulangan, lalu dibuang. Setelah itu, menambahkan pewarna kristal violet 1% sebanyak 200 L pada setiap
sumuran, lalu ditunggu selama 15 menit dan dibuang, setiap sumuran dicuci dengan aquades steril sebanyak 200
pL, kemudian mengeringkan sumuran yang telah terwarnai dengan cara diangin-anginkan pada suhu ruang dalam
keadaan steril. Lalu, asam asetat glasial 30% ditambahkan sebanyak 200 pL pada tiap sumuran untuk melarutkan
kristal violet. Suspensi sebanyak 125 pL diambil dari sumuran yang telah ditambahkan asetat glasial, kemudian
dipindahkan ke dalam sumuran yang baru dan diukur nilai optical density-nya menggunakan ELISA reader
dengan panjang gelombong 595 nm.!

Prosedur uji penghambatan biofilm dengan metode microtiter dish assay dilakukan dengan cara mengisi
sumuran microtiter plate dengan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dalam media Tryptic Soy Broth +
Glukosa 1% sebanyak 110 puL kemudian ditambahkan masing-masing 90 uL berbagai variasi kosentrasi ekstrak
etanol pegagan yaitu 2 mg/mL, 4 mg/mL, 8 mg/mL, 16 mg/mL, 32 mg/mL dan 64 mg/mL ke dalam tiap sumuran,
setelah itu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C di dalam inkubator. Kemudian, semua cairan pada setiap
sumuran dibuang, sehingga hanya ada biofilm yang melekat pada dinding sumuran saja, setiap sumuran dicuci
dengan menggunakan PBS pH 7 sebanyak 200 pL, dilakukan sebanyak empat kali pengulangan, lalu dibuang.
Setelah itu, menambahkan pewarna Kristal violet 1% sebanyak 200 pL pada setiap sumuran, lalu ditunggu selama
15 menit dan dibuang, setiap sumuran dicuci dengan aquades steril sebanyak 200 pL, kemudian mengeringkan
sumuran yang telah terwarnai dengan cara diangin-anginkan pada suhu ruang dalam keadaan steril. Lalu, asam
asetat glasial 30% ditambahkan sebanyak 200 pL pada tiap sumuran untuk melarutkan kristal violet. Suspensi
sebanyak 125 pL diambil dari sumuran yang telah ditambahkan asetat glasial, kemudian dipindahkan ke dalam
sumuran yang baru dan diukur nilai optical density-nya menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombong
595 nm.

HASIL
Didapatkan hasil pewarnaan gram sampel berupa bakteri berbentuk bulat, berwarna ungu, dan tersusun

dalam kelompok yang menyerupai bentuk anggur. Hasil penanaman pada media agar darah didapatkan koloni
berbentuk bulat, halus, terangkat, mengkilat, berwarna putih keemasan, dan membentuk zona hemolisis,
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sedangkan pada media MSA diapatkan koloni berbentuk bulat, halus, terangkat, mengkilat, berwarna putih
teemalsan, dan mengubah warna media dari merah menjadi kuning. Didapatkan hasil positif pada uji katalase dan
oagulase.

Uji pertumbuhan dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif untuk melihat kemampuan isolat dalam
membentuk biofilm. Hasil uji pertumbuhan secara kualitatif menunjukkan kedua isolat S. aureus, baik klinis
maupun ATCC dapat membentuk biofilm. Kemudian dilanjutkan dengan uji pertumbuhan secara kuantitatif, hasil
pertumbuhan dihitung dengan membandingkan nilai ODcut dengan nilai OD pertumbuhan. Nilai ODcut
didapatkan dengan cara: ODcut = ODavg of negative control + 3 x standard deviation (SD).** Pada penelitian
ini didapatkan nilai ODcut sebesar 0,151. Singh et al., pada tahun 20174 mengklasifikasikan pertumbuhan
biofilm menjadi empat kategori, yaitu: Non-Biofilm-Former (NBF) = ODsampel < ODcut, Weak Biofilm-Former
(WBF) = ODcut < ODsampel <2 x ODcut, Moderate Biofilm-Former (MBF) = 2 x ODcut < ODsampel < 4 x
ODcut, Strong Biofilm-Former (SBF) = ODsampel > 4 x ODcut. Pada penelitian ini didapatkan nilai 2 x ODcut
sebesar 0,301 dan nilai 4 x ODcut sebesar 0,602. Hasil perhitungan OD S. aureus isolat klinis memiliki nilai
sebesar 1,980. Hal tersebut menjadikan S. aureus isolat klinis yang didapatkan dari sampel swab luka pasien
diabetes masuk ke dalam kategori Strong Biofilm-Former (SBF), sedangkan untuk S. aureus ATCC, didapat hasil
perhitungan nilai OD sebesar 0,536, yang berarti S. aureus ATCC masuk ke dalam kategori Moderate Biofilm-
Former (MBF).

Setelah dilakukan uji penghambatan pembentukan biofilm bakteri S. aureus isolat klinis dan ATCC
menggunakan ekstrak pegagan dengan variasi konsentrasi mulai dari 2 mg/mL, 4 mg/mL, 8 mg/mL, 16 mg/mL,
32 mg/mL, 64 mg/mL, kontrol positif yang berisi suspensi bakteri S. aureus, dan kontrol negatif yang berisi TSB
+ glukosa 1%, didapatkan hasil bahwa ekstrak etanol pegagan memiliki kemampuan yang baik dalam
menghambat pembentukan biofilm S. aureus, baik isolat klinis maupun ATCC. Pada konsentrasi 2 mg/mL
pegagan sudah bisa menghambat pembentukan biofilm S. aureus isolat klinis sebesar 40,93%, penghambatan
optimal didapatkan pada konsentrasi 64 mg/mL yaitu sebesar 75,90%. Sedangkan pada S. aureus ATCC pada
konsentrasi 2 mg/mL pegagan dapat menghambat pembentukan biofilm sebesar 48,56% dan pada konsentrasi 64
mg/mL sebesar 79,27%.

Hasil Uji Penghambatan Biofilm S. aureus Isolat Klinis
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Gambar 1. Diagram batang persentase hasil uji penghambatan biofilm S. aureus isolat klinis

Hasil Uji Penghambatan Biofilm S. aureus ATCC
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Persentase
Penghambatan

Gambar 2. Diagram batang persentase hasil uji penghambatan biofilm S. aureus ATCC

Persentase penghambatan didapatkan dengan cara menghitung nilai OD kontrol positif dikurangi dengan
nilai OD penghambatan, kemudian dibagi dengan nilai OD kontrol positif. Dapat disimpulkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi yang diberikan, diperoleh hasil penghambatan yang lebih optimal. Berdasarkan hasil analisis
statistik nilai optical density kepadatan biofilm bakteri S. aureus, baik isolat klinis maupun ATCC, setelah
ditambahkan variasi konsentrasi ekstrak pegagan dengan menggunakan uji ANOVA one way, didapatkan nilai p
sebesar 0,000 untuk bakteri S. aureus isolat klinis dan ATCC. Hal tersebut berarti bahwa terdapat minimal dua
kelompok data yang memiliki perbedaan nilai optical density secara signifikan. Hasil uji Post Hoc Multiple
Comparison dengan metode uji Least Significant Difference (LSD) didapatkan nilai p sebesar 0,000 pada masing-
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masing kelompok perlakuan untuk bakteri S. aureus isolat klinis dan ATCC, maka dari itu perbedaan dianggap
signifikan.

PEMBAHASAN

Staphylococcus aureus dapat menghasilkan biofilm berlapis-lapis yang tertanam di dalam glikokaliks atau
lapisan lendir dengan ekspresi protein yang heterogen di seluruh bagiannya. Penelitian terdahulu, menggambarkan
komponen padat utama glikokaliks terdiri dari asam teikoat (80%), staphylococcal, dan protein inang. Dalam
studi lanjutan, antigen polisakarida spesifik bernama Polysaccharide Intercellular Antigen (PIA), berhasil
diisolasi. PIA diproduksi secara in vitro dari UDP-N-acetylglucosamine melalui produk dari lokus intercellular
adhesive gene (ica). Gen dan produk dari ica locus (icaR (regulator) dan icaADBC (biosynthetic) gen) telah
terbukti berperan penting dalam pembentukan biofilm dan virulensi yang diregulasi sebagai respons terhadap
pertumbuhan anaerobik. 9

S. aureus mengekspresikan MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) yang mempunyai kapasitas untuk mengikat matriks protein manusia seperti fibrinogen dan fibronectin,
serta sering menggabungkan kapasitas pengikatan untuk mengikat beberapa protein matriks yang berbeda. S.
aureus memiliki kemampuan yang luar biasa untuk menempel pada permukaan plastic.*® PIA merupakan
molekul utama yang berperan dalam perlekatan intraseluler. PIA berfungsi sebagai “lem” yang bertugas
melekatkan sel-sel melalui interaksi elektrostatis. Selain PIA, komponen lain yang memiliki peran penting dalam
bentukan biofilm S. aureus adalah staphylococcal accessory regulator (sarA) dan accessory gene regulator (agr).
sarA dan agr adalah regulator yang saling melengkapi, di mana sarA menginduksi terjadinya perlekatan awal dan
pematangan, dan juga permulaan terbentuknya biofilm dengan mengekspresikan enzim ekstraseluler nukleolitik
dan proteolitik. Saat populasi quorum yang dimiliki biofilm signifikan, agr akan meningkatkan jumlah faktor
virulensi untuk memerangi respon imun hospes serta mendukung penyebaran infeksi berikutnya.*® Protein
penting lain yang dimiliki oleh S. aureus, yaitu biofilm-associated protein SBap), memiliki peran dalam perlekatan
pada permukaan polystyrene, adhesi antar sel, dan pembentukan biofilm. (6)

Pembentukan biofilm oleh S. aureus dipengaruhi berbagai macam faktor yang di antaranya adalah faktor
lingkungan seperti gula (glukosa dan/atau laktosa) atau protease yang ada dalam media pertumbuhan, serta
bergantung pada susunan genetik dari isolat S. aureus tertentu.*”) Kekuatan pembentukan biofilm S. aureus juga
dikaitkan dengan garis keturunan MRSA, disfungsi agr, pigmentasi, dan beberapa faktor pasien.*® Menurut
penelitian terdahulu diperkirakan bahwa penilaian pembentukan biofilm dapat menjadi penanda yang berguna
untuk menilai patogenisitas S. aureus. Mekanisme adhesi aktif S. aureus saat ini dianggap sebagai salah satu
faktor virulensi yang penting dan sering dipertimbangkan untuk karakterisasi isolat klinis dalam studi patogenesis
molekuler dan epidemiologi infeksi.®°

Seluruh tanaman C. asiatica telah diakui aktivitas biologisnya, serta banyak zat fitokimia yang terkandung
di dalamnya, seperti alkaloid, flavonoid, asam fenol, triterpene, glikosida, tannin, dan masih banyak lagi senyawa
lain yang terkandung di dalamnya.®® Kaempferol merupakan salah satu jenis senyawa flavonoid yang memiliki
kemampuan untuk menghambat pembentukan biofilm pada S. aureus.®") Penelitian sebelum yang telah dilakukan
oleh Cho et al. (2015) menyatakan bahwa kaempferol memliki kemampuan yang efektif dalam menghambat
pembentukan biofilm pada bakteri S. aureus hingga > 90%.9 Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat
pembentukan biofilm yaitu dengan cara menghambat proses quorum sensing pada bakteri. Selain itu, flavonoid
bekerja dengan cara interaksi fitokimia dengan protein dan struktur dinding sel bakteri, dan menyebabkan
terjadinya kerusakan pada membran sitoplasma dengan mengurangi fluiditas membrane, serta beberapa flavonoid
menunjukkan penghambatan proses sintesis asam nukleat, sintesis dinding sel dan metabolisme energi.® Gen ica
merupakan gen pengkode P1A yang memiliki peran penting dalam pembentukan biofilm.? Penelitian yang telah
dilakukan oleh Slobodnikova et al., 2016 menyatakan bahwa senyawa flavonoid dan tannin memiliki kemampuan
untuk menekan regulasi dari gen ica sehingga terjadi penurunan produksi PIA. Penurunan produksi PIA
menyebabkan terjadinya agregasi interseluler sehingga proses pematangan biofilm terganggu. Ketika proses
pematangan terganggu, maka proses selanjutnya dalam siklus biofilm juga akan terganggu. Vasavi et al., pada
tahun 2016 juga menyatakan bahwa ekstrak etanol Centella asiatica mampu menghambat pembentukan biofilm
P. aeruginosa sebesar sebesar > 80% dengan cara menghambat proses quorum sensing bakteri.

Asiatic acid merupakan salah satu jenis senyawa terpenoid yang terkandung dalam pegagan.® Senyawa
triterpenoid yang paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik*® Asiatic acid termasuk dalam golongan
triterpenoid “pentasiklik yang memiliki kemampuan untuk menghambat pembentukan biofilm.?* Menurut
penelitian terdahulu Asiatic acid memiliki kemampuan untuk menghambat sintesis EPS pada biofilm bakteri. Di
bawah pengaruh Asiatic acid, terjadi penurunan aktivitas metabolisme bakteri yang hidup dalam biofilm spesies
tunggal pada semua tahap pembentukannya, serta pada bakteri Gram-negatif dan Gram-positif Asiatic acid
menunjukkan aktivitas antibiofilm saat pembentukan dan pemberantasan pada biofilm spesies tunggal.??
Kepekaan bakteri terhadap Asiatic acid dapat dikaitkan dengan disintegrasi membran, hal ini dibuktikan dengan
hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Liu et al. (2015) yang menyatakan bahwa Asiatic acid menyebabkan
kerusakan membran pada bakteri Gram-negatif (E. coli O157:H7, S. typhimurium, P. aeruginosa) dan bakteri
Gram-positif (L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, B .cereus).®®

KESIMPULAN
Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica (L.) Urb ) dapat

menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus aureus hingga > 70% dengan nilai Minimum Biofilm
Inhibitory Concentration 2 mg/mL.
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