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Artikel penelitian

Aktivitas antibiofilm ekstrak etanol daun saga
(Abrus precatorius) terhadap biofilm bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans pada
pengujian menggunakan MtPB assay:
experimental laboratoris

ABSTRAK

Pendahuluan: Aggregatibacter actinomycetemcomitans merupakan flora normal pembentuk biofilm di rongga
mulut. Peningkatan jumlah bakteri ini secara berlebihan dapat menyebabkan terjadinya periodontitis agresif
dengan prevalensi mencapai 90% sehingga berperan penting dalam peningkatan keparahan periodontitis agresif
secara cepat. Daun saga (Abrus precatorius) memiliki aktivitas farmakologis seperti antitumor, antidiabetik,
antihelmintes, dan antimikroba dengan kandungan fitokimia berupa tanin, saponin, flavonoid, steroid, dan
alkaloid. Penelitian bertujuan untuk menganalisis aktivitas antibiofilm ekstrak etanol daun saga terhadap biofilm
A. actinomycetemcomitans berfokus pada aktivitas degradasi dan penghambatan pembentukan biofilm.
Metode: Penelitian dilakukan dengan metode MtPB menggunakan pewarna kristal violet. Ekstrak diuji pada
berbagai konsentrasi bertingkat yaitu 0,39, 0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25, dan 50 (mg/mL) yang
dibandingkan terhadap kontrol negatif DMSO 1% serta kontrol positif amoksisilin+metronidazol 30 ug/mL. Data
yang didapatkan melalui desain penelitian posttest only control group design kemudian dianalisis menggunakan
analisis statistik one-way ANOVA dan analisis regresi linier Hasil: Hasil uji degradasi dan penghambatan
pembentukan biofilm menunjukkan aktivitas pada seluruh kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol
negatif (p<0,05). Ekstrak etanol daun saga konsentrasi 25 mg/mL memiliki kemampuan degradasi sebesar
76,13% serta sudah mampu menyamai kemampuan degradasi kelompok kontrol positif (p>0,05) dan mulai dari
konsentrasi 1,56 mg/mL sudah menghambat biofilm mulai dari 37,52% sehingga mampu menyamai dan
konsentrasi melebihi kemampuan penghambatan pembentukan biofilm A. actinomycetemcomitans pada
kelompok kontrol positif. Nilai Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBECs,) terdapat pada konsentrasi
4,44 mg/mL sedangkan nilai Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBICs,, pada konsentrasi 2,96 mg/mL.
Simpulan: ekstrak etanol daun saga memiliki aktivitas antibiofilm terhadap bakteri A. actinomycetemcomitans.

Kata kunci

Abrus precatorius L., Aggregatibacter actinomycetemcomitans, biofilm, periodontitis agresif, microtiter plate
assay.

Antibiofilm activity of ethanol extract of saga leaf (Abrus
precatorius) on Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Biofilm: experimental laboratoris

ABSTRACT

Introduction: Aggregatibacter actinomycetemcomitans is a normal flora that forms biofilms in the oral cavity. An excessive
increase in the number of these bacteria can cause inflammation of the periodontal tissue called periodontitis. A.
actinomycetemcomitans has the main virulence of leukotoxin which can weaken the immune cell response to pathogenic bacteria
with a prevalence in aggressive periodontitis reaching 90% so it plays an important role in the rapid increase in the severity of
aggressive periodontitis. Saga leaves (Abrus precatorius) have pharmacological activities such as antitumor, antidiabetic,
antihelminthic, and antimicrobial with phytochemical content in the form of tannins, saponins, flavonoids, steroids, and alkaloids.
The research aims to analyze the antibiofilm activity of ethanol extract of saga leaves against A. actinomycetemcomitans biofilms
by looking at the degradation activity and inhibition of biofilm formation. Methods: The research was carried out using the MtPB
method using crystal violet dye. The extract was tested at various graded concentrations, namely 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25,
12.5, 25, and 50 (mg/mL) which were compared to the negative control 1% DMSO and the positive control amoxicillin
+metronidazole 30 g/mL. Data obtained through the posttest only control group design were then analyzed using one-way ANOVA
statistical analysis and linear regression. Results: The results of the degradation and inhibition of biofilm formation tests showed
activity in all treatment groups compared to the negative control (p<0.05). The ethanol extract of saga leaves at a concentration of
25 mg/mL was able to match the degradation ability of the positive control group (p>0.05) and starting from a concentration of
1.56 mg/mL was able to match and exceed the ability to inhibit A. actinomycetemcomitans biofilm formation in the positive control
group. The MBEC50 value is found at a concentration of 4.44 mg/mL while the MBIC50 value is at 2.96 mg/mL. Conclusion: ethanol
extract of saga leaves has anti-biofilm activity against the bacteria A. actinomycetemcomitans.

Keywords

Abrus precatorius L., Aggregatibacter actinomycetemcomitans, aggressive periodontitis, biofilm, microtiter plate
assay
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PENDAHULUAN

Periodontitis adalah peradangan pada jaringan pendukung gigi yang dipicu infeksi
bakteri yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan pendukung gigi dan kehilangan
gigi.! Angka kejadian periodontitis di dunia cukup tinggi. Di dunia terdapat 1,1 miliar
orang mengalami periodontitis dengan peningkatan sebesar 8,44% dalam kurun waktu
10 tahun.? Kemenkes RI (2018) menyebutkan bahwa prevalensi periodontitis di
Indonesia pada tahun 2018 mencapai 74,1%.3 Periodontitis agresif merupakan salah
satu jenis periodontitis yang terjadi pada usia muda dengan kerusakan jaringan
periodontal yang terjadi secara cepat.*

Periodontitis agresif ditandai dengan peningkatan proporsi bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum dan
Tannerella forsythia.® Biofilm bakteri pada subgingiva dapat menyebabkan inflamasi
hingga terbentuk poket periodontal.5” Bakteri A. actinomycetemcomitans memiliki peran
penting pada kejadian periodontitis agresif dengan prevalensi mencapai 90%.8 Bakteri ini
berperan sebagai reservoir bagi penyebaran dan reinfeksi bakteri subgingiva lainnya
serta menginisiasi pembentukan biofilm pada gigi dan permukaan akar.”? Faktor virulensi
utama bakteri ini berupa leukotoksin, yang dapat merusak sel leukosit dan monosit
sehingga memengaruhi respon sel tersebut terhadap bakteri patogen lainnya.'%!!

Penggunaan antibiotik seperti metronidazol dan amoksisilin telah menjadi pilihan
terapi untuk mengatasi infeksi A. actinomycetemcomitans.*> Namun, penggunaan
antibiotik jangka panjang dapat menyebabkan resistensi bakteri dan efek samping yang
tidak diinginkan seperti diare. Oleh karena itu, diperlukan alternatif pengobatan yang
lebih aman dan efektif.'* Kandungan fitokimia pada bahan alam memiliki potensi sebagai
alternatif agen kuratif dari infeksi mulut dan jaringan periodontal.**

Salah satu bahan alam yang digunakan masyarakat Indonesia sebagai obat
tradisional adalah saga (Abrus precatorius). Tanaman saga merupakan tanaman liar yang
mudah dijumpai di daerah tropis sebagai semak-semak serta merambat pada pagar.’®
Penelitian terdahulu menyatakan bahwa daun saga memiliki aktivitas farmakologis
seperti antitumor, antidiabetik, antihelmintes, dan antibakteri.® Aktivitas antibakteri daun
saga dilaporkan dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae, S. mutans dan S. aureus.”*®Y serta bakteri gram negatif
Aeromonas hydrophila.*® Aktivitas antibiofilm ekstrak daun saga terhadap bakteri dalam
bentuk biofilm terjadi pada biofilm bakteri S. aureus.'’

Aktivitas antimikroba daun saga tersebut dikaitkan dengan kandungan senyawa
metabolit sekunder seperti, tanin, saponin, flavonoid, steroid, dan alkaloid.!®* Menurut
penelitian sebelumnya, senyawa dengan konsentrasi tertinggi adalah tanin dengan
konsentrasi pada daun, biji, dan akar berturut-turut adalah 27,71%, 21,34%, dan
12,8%.16

Penelitian-penelitian sebelumnya tentang ekstrak etanol daun saga masih belum ada
yang menggunakan kontrol positif berupa kombinasi antibiotik amoksisilin dan dan
metronidazole sehingga penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui kemampuan
penghambatan dan degradasi biofilm oleh ekstrak etanol daun saga apabila
dibandingkan dengan kombinasi antibiotik amoksisilin dan metronidazole sebagai golden
standard dalam perawatan periodontitis agresif. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis aktivitas antibiofilm ekstrak etanol daun saga terhadap biofilm A.
actinomycetemcomitans, dengan fokus pada degradasi dan penghambatan pembentukan
biofilm yang telah terbentuk.
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METODE

Penelitian berupa true experimental laboratoris secara in vitro dengan rancangan
posttest-only control group design. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi
serta Laboratorium Riset Fakultas Kedokteran Universitas Jenderal Soedirman dalam
kurun waktu Desember 2023 —Februari 2024.

Daun saga (Abrus precatorius) diperoleh dari Desa Cikaso, Kecamatan Kramatmulya,
Kabupaten Kuningan, Jawa Barat. Ekstraksi menggunakan teknik maserasi dengan
merendam simplisia kering dalam larutan etanol 70% (perbandingan 1:10).'® Uji
kandungan senyawa fitokimia ekstrak selanjutnya dilakukan dengan metode tabung.® Uji
alkaloid dilakukan dengan mencampur ekstrak daun saga sebanyak 3 gr dengan 1 mL
ammonia dan 10 mL kloroform selanjutnya ditambah asam sulfat pekat 2N sebanyak 10
mL dan dikocok. Campuran didiamkan sampai terpisah antara asam sulfat dan kloroform.
Lapisan asam sulfat dipisahkan kemudian diberikan pereaksi Dragendorff. Uji Saponin
dilakukan dengan melarutkan ekstrak daun saga sebanyak 2 gr dengan menggunakan 10
mL DMSO 1% kemudian dikocok dengan kuat selama beberapa saat. Uji Flavonoid
dilakukan dengan pereaksi serbuk Mg, 2 mL HCL 2N, dan amil alkohol. Uji Triterpenoid
menggunakan kloroform, asam asetat anhidrat, dan H,SO,, sedangkan untuk uji Tanin
dilakukan menggunakan pereaksi FeCL; 1%. Ekstrak etanol daun saga kemudian
diencerkan secara bertingkat menggunakan DMSO 1% sehingga diperoleh variasi
konsentrasi 0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL, 1,56 mg/mL, 3,125 mg/mL, 6,25 mg/mL, 12,5
mg/mL, 25 mg/mL, dan 50 mg/mL.

Uji antibiofilm dilakukan menggunakan Microtiter Plat Biofilm (MtPB) Assay dengan
well plate 96 flat bottom (Iwaki, Japan).® Uji antibiofilm ini terdiri dari dua uji utama
yaitu uji degradasi biofilm dan uji penghambatan pembentukan biofilm, yang dilakukan
pada 2 microplate secara berurutan. Sebelumnya, kultur murni bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 yang didapatkan dari Indilab Samarinda disubkultur
2x24 jam pada medium Mueller-Hinton Agar (MHA) (Himedia, India) dalam inkubator
CO,. Koloni segar kemudian di suspensi pada media Brain Heart Infusion Broth (BHIB)
(Himedia, India) dan disetarakan kekeruhannya dengan larutan standar 0,5 Mcfarland
(1,5 x 108 CFU/mL).

Kedua microplate dipersiapkan dengan menambahkan 100 pL suspensi bakteri A.
actinomycetemcomitans dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Setelah inkubasi,
suspensi dibuang perlahan dan microplate dibilas 3 kali dengan PBS (Hyelobne, USA)
untuk membuang bakteri non-adherent. Selanjutnya, 100 uL BHIB dan 100 pL ekstrak
daun saga dengan berbagai konsentrasi, kontrol negatif (DMSO 1%), dan kontrol positif
(amoksisilin (AMX) 30 pg/mL + metronidazole (MET) 20 pug/mL) ditambahkan ke dalam
microplate sesuai dengan kelompok perlakuan. Pengulangan dilakukan sebanyak 6 kali
untuk setiap konsentrasi ekstrak yang diujikan. Microplate kemudian diinkubasi selama
60 menit pada suhu 37°C, selanjutnya cairan dibuang dan microplate dibilas kembali
dengan PBS.

Pengujian degradasi biofilm, biofilm yang telah dipaparkan ekstrak langsung diberi
kristal violet 1% sebanyak 200 pL dan diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit.
Microplate kemudian dibilas PBS dan kristal violet 1% dilarutkan dengan etanol 96%.
Pembacaan optical density (OD) dilakukan menggunakan microplate reader pada
panjang gelombang 620 nm, dan persentase degradasi biofilm dihitung dengan
membandingkan OD perlakuan dengan kontrol pertumbuhan bakteri. Sementara itu,
pada uji penghambatan pembentukan biofilm, pada microplate dilakukan menambahkan
200 pL medium BHIB setelah paparan ekstrak. Microplate diinkubasi selama 24 jam,
kemudian dilanjutkan dengan pewarnaan kristal violet 1% dan pengukuran OD.
Persentase penghambatan pembentukan biofilm A. actinomycetemcomitans dihitung
berdasarkan nilai OD yang diperoleh dan dibandingkan dengan kontrol pertumbuhan.

Data berupa persentase degradasi dan penghambatan biofilm dianalisis
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menggunakan uji statistik One-way ANOVA dengan post hoc LSD pada tingkat
kepercayaan 95% untuk mengetahui perbedaan aktivitas antar kelompok dan kelompok
kontrol. Penentuan nilai Minimum Biofilm Eradication Concentration 50% (MBECs,) dan
nilai Minimum Biofilm Inhibitory Concentration 50% (MBICs,) dianalisis dengan regresi
linier. Pengukuran nilai Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBEC50) digunakan
untuk mengetahui konsentrasi terkecil dari agen antibiofiim baru yang dapat
mengeradikasi sejumlah biofilm, dan pengukuran nilai Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC50) digunakan untuk mengetahui konsentrasi terkecil dari agen
antibiofilm baru yang dapat menghambat pembentukan biofilm.

HASIL

Berdasarkan uji fitokimia, ekstrak etanol daun saga mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, steriod/triterpenoid, tanin, dan saponin (Tabel 1)

Tabel 1. Kandungan fitokimia ekstrak etanol daun saga

No. Senyawa fitokimia Hasil uji _Keterangan
Alkaloid + Terdapat endapan berwarna kemerahan

1.

2. Flavonoid + Terdapat lapisan berwarna merah kecoklatan

3. Tanin + Terdapat perubahan warna menjadi hijau kehitaman

4. Saponin + Terdapat busa yang stabil selama 10 menit, ketinggian 1-3 cm

dan apabila ditambahkan 1 tetes HCL 2N busa tidak hilang
5. Triterpenoid + Terdapat cincin hijau kebiruan
Keterangan: (+) = Positif (terdapat kandungan senyawa dalam sampel)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun saga memiliki aktivitas
degradasi dan penghambatan pembentukan biofilm Aggregatibacter
actinomycetemcomitans yang signifikan. Gambar 1. merupakan persentase degradasi
biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans oleh ekstrak etanol daun saga. Hasil degradasi
biofilm menunjukkan peningkatan persentase degradasi seiring peningkatan konsentrasi
ekstrak. Analisis statistik One Way ANOVA menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan (p<0,05) (Tabel 2). Persentase degradasi tertinggi sebesar 79,52 %
3,50% dicapai pada konsentrasi 50 mg/mL. Konsentrasi 25 mg/mL dan 50 mg/mL
menunjukkan aktivitas degradasi yang setara dengan kontrol positif. Nilai MBECs,
(Minimum Biofilm Eradication Concentration) ekstrak ditemukan pada konsentrasi 4,44

mg/mL.
=]
+ 4,50
= & 3,03 LT
P 2 30
3 o1
'é' &0 + 541
= & 5 30
|
[i7] + 4,41
ﬂ “ .18
g i
o -
S 3
& b AT
il
il 11
0 |
g o Lo & & i & o _.;5'. g
" i - - o T P e X =}
n#v .-;hﬂv & e & 5 o N .r,"p: .__:EE'
o ol G 5 oF 3 i R

e
-

s

Gambar 1. Degradasi biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans oleh ekstrak etanol daun saga
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Tabel 2. Hasil post-hoc LSD aktivitas degradasi biofilm A. actinomycetemcomitans oleh ekstrak
etanol daun saga

0,39 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 1‘.’9

AMX (30
/mL)+ME
L

DMSO

Kelompok 1%

20

0,39 mg/mL
0,78 mg/mL 0,000%*
1,56 mg/mL 0,000* 0,000*
3,125 mg/mL 0,000% 0,000% 0,001*
6,25 mg/mL 0,000% 0,000% 0,000% 0,035*
12,5 mg/mL 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000*
25mg/mL  0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
50 mg/mL  0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000%
AMX

(30L9/mL* 0,000+ 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,000* 0,761 0,456
(20pg/mL)

DMSO 1% _0,003* 0,000* 0,000% 0,000% 0,000* 0,000% 0,000% 0,000% __0,000%

Keterangan: *=Terdapat perbedaan yang bermakna dengan tingkat kepercayaan 95%

0,000%
0,000%

Uji penghambatan pembentukan biofilm juga menunjukkan hasil yang serupa,
dengan persentase penghambatan meningkat seiring konsentrasi ekstrak. Penghambatan
tertinggi sebesar 66,03 + 4,01% dicapai pada konsentrasi 25 mg/mL. Analisis statistik
One Way Anova menunjukkan perbedaan signifikan ditemukan antar kelompok perlakuan
(p<0,05) (Tabel 3). Ekstrak konsentrasi 1,56 mg/mL menunjukkan aktivitas
penghambatan setara dengan kontrol positif, sedangkan konsentrasi 3,125-50 mg/mL
menunjukkan aktivitas yang melampaui kontrol positif. Nilai MBICy, (Minimum Biofilm
Inhibitory Concentration) ekstrak ditemukan pada konsentrasi 2,96 mg/mL (Gambar 2).
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Gambar 2. Penghambatan pembentukan biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans oleh ekstrak
etanol daun saga
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Tabel 3. Hasil uji post-hoc LSD uji penghambatan pembentukan biofilm Actinomycetemcomitans
oleh ekstrak etanol daun saga

AMX (30
/mL)+ME
L

0,39 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 1‘.’9

DMSO

Kelompok 1%

20

0,39 mg/mL
0,78 mg/mL 0,056*
1,56 mg/mL 0,000*
3,125 mg/mL 0,000*
6,25 mg/mL 0,000*
12,5 mg/mL 0,000*
25 mg/mL  0,000* 0,070
50 mg/mL  0,000* 0,000* 0,000*% 0,001* 0,012* 0,040+ 0,801
AMX (30
Hg/mL)+MET 0,000*+ 0,011* 0,177 0,024* 0,005* 0,002* 0,000* 0,000*
(20ug/mL)
DMSO 1% 0,473 0,010* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

Keterangan: * =Terdapat perbedaan yang bermakna dengan tingkat kepercayaan 95%

Hasil ini mengindikasikan bahwa ekstrak etanol daun saga memiliki potensi yang
menjanjikan sebagai agen anti-biofilm terhadap A. actinomycetemcomitans, dengan
aktivitas yang sebanding dengan antibiotik konvensional pada konsentrasi tertentu.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak etanol daun saga memiliki potensi
yang signifikan sebagai agen antibiofilm terhadap bakteri A. actinomycetemcomitans.
Aktivitas antibiofilm ini dapat dikaitkan dengan kandungan senyawa bioaktif yang
teridentifikasi dalam ekstrak, terutama flavonoid, tanin, dan saponin (Tabel 1). Hal
tersebut sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan hasil positif ekstrak
etanol daun saga terhadap flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, dan triterpenoid. *’

Senyawa tanin dan flavonoid bekerja dengan menghambat proses quorum sensing
pada pembentukan biofilm bakteri dengan mengganggu pensinyalan oleh
acyl-homoserine lactones (AHLs) melalui penghambatan AHLs synthase sehingga
komunikasi antar sel bakteri dalam pembentukan biofilm terganggu.’* Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa tanin 1% memiliki kemampuan mendegradasi matriks
EPS biofilm sebesar 50%.2° Senyawa flavonoid juga dapat menonaktifkan enzim
glikosiltrasferase yang berperan dalam mentransfer karbohidrat untuk membentuk
polisakarida yang dibutuhkan dalam pembentukan lipopolisakarida bakteri.?*

Aktivitas antibiofilm juga dimiliki oleh senyawa saponin. Saponin mampu
menurunkan tegangan permukaan sehingga meningkatkan permeabilitas sel dan
mengganggu integritas membran sel yang menyebabkan kebocoran sel.?? Saponin juga
dapat berikatan dengan enzim mannitol dehyhrogenase (MDH) yang berperan dalam
sintesis alginat pada EPS.** Interaksi tersebut menghambat fungsi MDH dalam
membentuk EPS dan mengganggu fungsi DNA ekstraseluler dalam mempertahankan
integritas struktur biofilm.%

Senyawa triterpenoid dapat mengganggu proses adhesi sel bakteri karena mampu
mengubahan struktur protein adhesin pada membran sel bakteri.?® Triterpenoid juga
mengganggu aktivitas metabolisme biofilm dengan menekan penyerapan gula di
sitoplasma bakteri.?”?® Senyawa alkaloid dapat merusak fimbria bakteri sehingga proses
adhesi terhambat. Alkaloid bekerja dengan memblok reseptor yang peka terhadap
molekul pensinyal AI-2, yaitu gen /uxS sehingga menekan fungsi AI-2 dalam pensinyalan
antara bakteri pada pembentukan dan pematangan biofilm.2%3%3!

Aktivitas degradasi biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans oleh ekstrak etanol
daun saga mulai dari konsentrasi 0,39 mg/mL hingga 50 mg/mL terus meningkat
(Gambar 1), begitu juga aktivitas penghambatan pembentukan biofilm bakteri A.
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actinomycetemcomitans oleh ekstrak etanol daun saga mulai dari konsentrasi 0,39
mg/mL hingga 50 mg/mL yang terus meningkat (Gambar 2). Peningkatan aktivitas
antibiofilm seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak menunjukkan adanya efek
dose-dependent. Hal ini penting untuk dipertimbangkan dalam pengembangan formulasi
terapeutik berbasis ekstrak daun saga di masa depan. Penelitian sebelumnya juga
menunjukkan peningkatan persentase penghambatan biofilm S. aureus seiring
peningkatan konsentrasi ekstrak etanol daun saga dari konsentrasi 25 mg/mL hingga 800
mg/mL.2 Hal tersebut terjadi karena kandungan fitokimia ekstrak yang terkandung
jumlahnya semakin banyak pada konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi.*

Dibandingkan dengan antibiotik metronidazol dan amoksisilin, ekstrak etanol daun
saga menawarkan pendekatan yang lebih holistik dalam mengatasi infeksi biofilm A.
actinomycetemcomitans. Kompleksitas senyawa bioaktif dalam ekstrak dapat
memberikan efek sinergis dan diharapkan dapat mengurangi risiko resistensi bakteri.
Aktivitas degradasi biofilm ditujukan untuk mengetahui eradikasi/pengurangan massa
biofilm yang telah terbentuk selama 48 jam. Lain hal dengan aktivitas penghambatan
pembentukan biofilm, dilakukan dengan tujuan melihat apakah terdapat penambahan
biomassa biofilm setelah dipaparkan ekstrak selama 1 jam dan diinkubasi ulang selama
24 jam. Persentase degradasi biofilm kelompok konsentrasi 25 mg/mL dan 50 mg/mL
tidak berbeda secara bermakna dengan kelompok kontrol positif (Tabel 2), sedangkan
rerata persentase penghambatan pembentukan biofilm antara kelompok perlakuan
kelompok kontrol positif dan ekstrak etanol daun saga konsentrasi 1,56 mg/mL tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p>0,05), namun kembali menunjukkan
perbedaan dengan persentase yang lebih tinggi dan bermakna pada konsentrasi 3,125
mg/mL hingga 50 mg/mL (Tabel 3). Hal tersebut menunjukkan aktivitas degradasi
biofilm oleh ekstrak etanol daun saga baru mampu menyamai aktivitas degradasi biofilm
pada konsentrasi 50 mg/mL, sedangkan pada aktivitas penghambatan pembentukan
biofilm ekstrak etanol daun saga konsentrasi 1,56 mg/mL sudah mampu menyamai
aktivitas  penghambatan  pembentukan  biofiim dari kombinasi  antibiotik
amoksisilin+metronidazol sebagai kontrol positif dan konsentrasi 3,125 mg/mL hingga 50
mg/mL sudah mampu melampaui aktivitas penghambatan pembentukan biofilm dari
kombinasi antibiotik amoksisilin+metronidazol sebagai kontrol positif.

Kombinasi antibiotik metronidazole dan amoksisilin 30 pg/mL bertujuan untuk
mencegah resistensi bakteri A. actinomycetemcomitans terhadap metronidazol.
Metronidazol dapat merusak DNA bakteri melalui reduksi dari gugus nitro
2-methyF5-nitroimidazole-1-ethanol. Aktivitas reduksi tersebut terjadi melalui transpor
elektron dari bakteri anaerob ke gugus nitro pada metronidazole sehingga menyebabkan
terbentuknya radikal bebas.** Kerusakan pada DNA ekstraseluler yang terkandung di
dalam matriks EPS memengaruhi biofilm yang telah terbentuk.** Amoksisilin sebagai
antibiotik dari golongan beta-laktam memiliki mekanisme kerja dengan berikatan pada
penicillin-binding proteins bakteri yang akan menghambat proses transpeptidasi pada
pembentukan dinding sel bakteri sehingga terjadi lisis dinding sel dan destruksi sel
bakteri. Mekanisme aksi amoksisilin dan metronidazol tersebut serupa dengan
mekanisme senyawa aktif flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, dan triterpenoid, yaitu
dengan mengganggu quorum sensing dan merusak matriks EPS dari biofilm bakteri.*35%

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan bahwa nilai MBEC;, ekstrak etanol daun saga
dalam mendegradasi biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans terdapat pada
konsentrasi 4,44 mg/mL, sedangkan nilai MBIC;, dalam menghambat biofilm bakteri A.

actinomycetemcomitans terdapat pada konsentrasi 2,96 mg/mL. Hasil tersebut
menunjukkan kemampuan penghambatan (inhibisi) biofilm dari ekstrak ini lebih efektif
dibandingkan kemampuan degradasinya. Perbedaan ini mengindikasikan bahwa ekstrak
daun saga lebih optimal ketika digunakan sebagai agen pencegahan pembentukan
biofilm dibandingkan untuk menghancurkan biofilm yang sudah terbentuk. Aktivitas
penghambatan yang lebih baik kemungkinan disebabkan oleh dua senyawa utama dalam
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ekstrak etanol daun saga, yaitu tanin dan etanol memiliki mekanisme utama dengan
menghambat proses quorum sensing pada pembentukan matriks EPS bakteri.
Kemampuan degradasi yang lebih rendah dapat juga disebabkan karena pada inkubasi
48 jam biofilm telah memasuki fase maturasi. Proteksi biofilm berupa matriks EPS yang
terbentuk pada fase ini sudah tebal dan kuat sehingga agen antibakteri/antibiofilm sulit
untuk menjangkau lapisan biofilm yang lebih dalam.¢*”

Ketika dibandingkan dengan kontrol positif ekstrak daun saga menunjukkan
aktivitas yang lebih baik. Ekstrak etanol daun saga mampu menyamai efektivitas kontrol
positif pada konsentrasi yang relatif rendah untuk penghambatan biofilm (1,56 mg/mL)
meskipun membutuhkan konsentrasi yang lebih tinggi (25 mg/mL) untuk aktivitas
degradasi. Hal ini semakin memperkuat potensi ekstrak daun saga sebagai agen
preventif pembentukan biofilm. Rendahnya aktivitas antibiofilm pada kelompok kontrol
positif kemungkinan disebabkan karena waktu paparan amoksisilin+metronidazol yang
singkat sehingga tidak sepenuhnya mempengaruhi A. actinomycetemcomitans yang
pertumbuhannya lebih lambat, selain itu kerentanan bakteri A. actinomycetemcomitans
terhadap antibiotik juga menurun seiring dengan matangnya biofilm.*

Hasil penelitian ini dapat menjadi acuan bagi pengembangan penelitian selanjutnya
terutama dalam hal mengatasi biofilm rongga mulut secara komprehensif dari
pencegahan pembentukannya hingga mendegradasi biofilm yang telah terbentuk.
Keterbatasan pada penelitian ini adalah ekstrak etanol daun saga yang belum di
fraksinasi sehingga belum dapat diketahui senyawa fitokimia yang memiliki aktivitas
degradasi biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans paling tinggi. Penelitian lanjutan
dengan konsentrasi yang lebih tinggi dari 50 mg/mL juga diperlukan karena persentase
degradasi biofilm masih terus meningkat hingga konsentrasi tertinggi yang diujikan
sehingga belum dapat diketahui konsentrasi optimal dari ekstrak etanol daun saga dalam
mendegradasi degradasi biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans.

Aktivitas degradasi dan penghambatan pembentukan biofilm oleh ekstrak etanol
menunjukkan potensi yang baik untuk dikembagkan sebagai salah satu alternatif bagi
perawatan  periodontitis  agresif = dengan mengurangi  jumlah  bakteri A.
actinomycetemcomitans yang mendominasi. Berkurangnya jumlah bakteri dapat
menurunkan faktor virulensi oleh bakteri A. actinomycetemcomitans yang dapat
menyebabkan keparahan kerusakan jaringan periodontal. Keterbatasan penelitian lebih
lanjut diperlukan untuk mengetahui senyawa utama yang memiliki aktivitas antibiofilm
dengan fraksinasi dan uji aktivitas kandungan senyawa. Selain itu, diperlukan analisis in
sifico untuk melihat interaksi senyawa dan protein bakteri, serta uji in vivo untuk menguji
toksisitas dan kemampuan ekstrak pada hewan coba.

SIMPULAN

Ekstrak etanol daun saga (Abrus precatorius) memiliki aktivitas antibiofilm terhadap
biofilm bakteri A. actinomycetemcomitans, baik dalam mendegradasi maupun
menghambat pembentukan biofilm. Aktivitas ini berkorelasi dengan kandungan senyawa
bioaktif sehingga memiliki prospek yang baik untuk dikembangkan sebagai alternatif
atau pendamping terapi dalam penanganan infeksi yang melibatkan biofilm bakteri A.
actinomycetemcomitans. Implikasi penelitian ini adalah diharapkan mampu menjadi
langkah awal dalam pengurangan ketergantungan terhadap antibiotik melalui
penggunaan bahan alam yang minim efek samping.
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