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Abstrak

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang,
mampu menyebabkan infeksi di beberapa bagian tubuh, dan ditemukan telah
resisten terhadap berbagai antibiotic, salah satu factor penyebabnya adalah
kemampuannya membentuk biofilm pada jaringan. Alpinia gallanga L memiliki
kemampuan menghambat pembentukan biofilm terhadap beberapa bakteri.
Tujuan Penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan ekstrak Alpinia
galangal L dalam menghambat produksi biofilm Escherichia coli. Penelitian ini
di awali dengan ekstraksi rimpang lengkuas dengan etanol menggunakan
metode masersi, kemudian dibuat konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%, dan
50%. Escherichia coli diisolasi dari kasus Infeksi Saluran Kemih (ISK).
kemudian di lakukan karakterisasi fisiologisnya dan uji kepekaan terhadap
antibiotik. Uji penghambatan biofilm Escherichia coli dilakukan dengan metode
microtiter plate culture dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 595nm, Hasil pengukuran produksi biofilm berupa besarnya nilai
Optical Density crystal violet 0,1%, setiap perlakuan menggunakan ulangan 8
kali, data yang didapatkan dianalisis dengan One Way Anova. Hasil Penelitian
menunjukan bahwa Ekstrak Alpinia galanga L mampu menghambat produksi
biofilm Escherichia coli pada konsentrasi 30%.

Kata Kunci : Biofilm, Escherichia coli, Alpinia galanga L

Abstract
Escherichia coli is a Gram-negative rod-shaped bacteria, capable
of causing infection in several parts of the body, and has been found to be
resistant to various antibiotics, one of the contributing factors is its ability to
form biofilms in tissues. Alpinia gallanga L has the ability to inhibit biofilm
formation against several bacteria. The purpose of this study was to determine
the ability of Alpinia galangl L extract in inhibiting the production of Escherichia
coli biofilm. This research began with the extraction of galangal rhizome with
ethanol using the masersion method, then made the concentrations of 10%,
20%, 30%, 40%, and 50%. Escherichia coli was isolated from cases of Urinary
Tract Infection (UTI). then do the physiological characterization and sensitivity
test to antibiotics. Inhibition test for Escherichia coli biofilm was carried out
using the microtiter plate culture method using a spectrophotometer at a
wavelength of 595nm. The measurement results of biofilm production were
0.1% Optical Density crystal violet value, each treatment used 8 replications,
the data obtained were analyzed by One Way Anova. . The results showed that
the extract of Alpinia galanga L was able to inhibit the production of
Escherichia coli biofilm at a concentration of 30%.
Keywords : Biofilm, Escherichia coli, Alpinia galanga L
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Pendahuluan

Escherichia  coli merupakan  bakteri
Gram negatif berbentuk, ditemukan mampu
menyebabkan infeksi di beberapa bagian tubuh
(Widianingsih & de Jesu, 2018). E. c/i telah
ditemukan resisten terhadap berbagai antibiotik
(Al-Shabib et al, 2017; Hilda, 2017);
Moradigaravand ¢z al, 2018; Sumampouw,
2018; Jihan, 2019). Hal ini akan menyulitkan
pengobatan, sehingga proses penyembuhan
menjadi lebih lama dan biaya pengobatan
meningkat (Jihan, 2019; Widianingsih & de
Jesus, 2018).  Ada beberapa faktor yang
menyebabkan E. /i menjadi resisten terhadap
berbagai antibiotik, mutasi spontan yang
timbpul akbibat mengkonsumsi antibiotic tidak
sesuai dengan aturan (Widianingsih & de Jesus,
2018), factor penyebab lain yang perlu
dipertimbangkan adalah karena kemampuan E.
cofi dalam membentuk biofilm (Fajrin., 2020).
Beberapa peneliti menemukan ada hubungan
yang erat antara kemampuan membentuk
biofilm dengan resistensi bakteri terhadap
antibiotik (Wahyudi e a/, 2019., Cepas e/ al.,
2019; Viana ez al., 2020).

Biofilm  menyebabkan  penetrasi
antibiotik ke dalam sel bakteri terhambat
(Abdelhamid ez /., 2018), dan di dalam biofilm
tersebut terjadi rekombinasi DNA  bakteri
sehingga tukar menukar gen pengendali
resisten terhadap antibiotik bisa terjadi (Surgers
et al., 2019; Wahyudi e al, 2019;). Beberapa
ckstrak tanaman herbal telah ditemukan
mampu menghambat pembentukan biofilm
dan mencegah sistem quorum sensing
(Wahyudi & Silviani, 2015; Fajrin, 2020,
Nadhiroh, 2019; Viana et al., 2020); salah
satunya adalah _Afpinia  galangal 1. telah
ditemukan mampu menghambat sistem
quorum sensing pada beberapa bakteri patogen
(Wahyudi ez a/., 2011; Rini ef al., 2018; Prasetya
et al., 2019), dan beberapa ekstrak herbal
mampu menghambat pembentukan
eksoprotease Salmonella tpi, meskipun tidak
mampu menghambat pertumbuhan sel, namun
mampu menghambat produksi biofilm, dan
sistem quorum sensing (produksi
eksoprotease) (Wahyudi & Silviani, 2015).

Alpinia galangal 1. memiliki senyawa
golongan lakton yang memiliki struktur yang
mrip dengan Acil homoserin lacton yang
merupakan molekul sinyal di dalam sistem
quorum  sensing bakteri Gram  negatif
(Wahyudi e# al., 2011; Nadiroh, 2019). Senyawa

Volume 10 - Issue 1 (March, 2021)

tersebut  bekerja dengan sistem  inhibitor
competitive pada sistem quorum sensing, yang
merupakan salah satu sietm pengendali
pembentukan biofilm bakteri (Putri, 2019;
Prasetya er al, 2019). Pembentukan biofilm
pada E. c/i secara dominan dikendalikan oleh
sistem quorum sensing, yang dipengaruhi oleh
faktor-faktor lingkungan (nutrisi, kimiawi, dan
tisik), Abpini galangal 1. merupakan salah satu
herbal ~ yang  berpotensi  menghambat
pembentukan biofilm pada E. w/. Tujaun
penelitian  ini adalah untuk mengetahui
kemampuan Ekstrak Afpini galangal 1. dalam
menghambat prodiuksi biofilm pada E. cw/.

Metode Penelitian
Alat

Autoclave (Astel), inkubator (Heraeus),
oven (Heraeus), microtiter plate, laminar air flow,
waterbath; seperangkat alat untuk percobaan
kultivasi:  petridish, tabung reaksi, labu
elenmeyer, beker glass; refrigerator (National),
spektrofotometer (Shimadzu UV mini 1240),
microplate  reader (Bio-Rad iMark), shaker (AS-
One  RM-300),  centrifuge  (EppendortR),
mikropipet dan tip (Eppendorf®), timbangan
elektrik ~ (ZJMZYM  JM-B  Analytical),
aluminium foil, rak tabung reaksi, kertas saring,
pH meter (Metrohm 691),

Bahan

Alpinia galanga L. (Perkebunan Merapi-
Herbal Yogyakarta), Isolat E. coli (Kultur
koleksi Lab. Mikrobiologi STIKES Nasional),
Medium Luria-Bertani (LB) (Oxoid) (10.0 g —
Tryptone, 5.0 g - Yeast extract, 10.0 g-NaCl
dalam 1 L- air distillasi, diatur pH 7.3 £ 0.2).
Nutrient Agar (NA) (Sigma-Aldrich): 5g-
Pepton, 3g - beef extract, 5g - NaCl, 15 g- agar.
pH akhir: 7.3 £ 0.2. Medium Trypticase Soy
Broth (TSB) (Oxoid), 0.6% Yeast Extract
(ISBYE) (g/L): 30 g-Tnpticase Soy Broth,6 g-
Yeast Extract, dalam 1 L akuades, dengan pH
akhir: 7.3 £0.2.  Trypticase Soy Agar (TSA)
dengan komposisi sama dengan TSB, ditambah
15-20 g/L agat. crystal violet 0,1 %, etil alkohol
95: 20 ml, ammonium oksalat 0,8 g, akuades
80 ml

Tahapan Penelitian
1. Ekstraksi Alpinia galangalL.

Alpinia  galanga 1. (Lengkuas) yang
digunakan dalam penelitian ini adalah jenis
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Lengkuas merah besar berumur 4 — 5 bulan,
Rimpang 4. galanga L. yang masih segar
sebanyak 1 kg diparut dan dikeringkan pada
suhu 50°C selama 5 hari.

Setelah kering, 100 g larutan rimpang
Lengkuas diekstrak dalam 500 mL etanol 70%
selama 24 jam pada suhu kamar. Setelah
disaring, filtrat dievaporasi dengan rotary
evaporator (40°C, vakum). Setelah kering
ekstrak ditambah 10 mlL etanol dan 20 mlL
heksana. Setelah dikocok, lapisan heksana yang
mengandung lemak dibuang. Lapisan etanol
dikeringkan sampai menjadi kristal. Ekstrak
kering (1 g) dilarutkan dalam larutan etanol 1%
(1:100; w/v), kemudian dibuat seti konsentrasi
10, 20, 30, 40 dan 50% (Khairullah ¢ a/, 2020).

2. Purifikasi isolat E. coli.

Purifukasi Isolat E, w/ dilakukan
dengan teknik kultur koloni sel tunggal (Axler-
DiPerte, 2017), koloni isolat bakteri diambil
menggunakan ~ ohse  digoreskan = pada
permukaan media agar Mac Conkey dengan
teknik goresan dalam cawan petti (streak plate),
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Koloni yang tumbuh terpisah diambil dan
dipindahkan ke medium Nutrient Agar miring
sebagai biakan murni.

Karakterisasi kepekaan isolat terhadap
berbagai macam antibiotika dilakukan dengan
menggunakan itk 2 Compact  System
(Barenfanger e a/, 1999), berdasarkan metode
turbidimetri (dilusi) dengan satuan ug/ml dan
diinterpretasikan  berdasarkan clinical and
laboratory standar institute (CLSI) M100-S25
tahun 2015. (Palleroni, 2015).

Penyiapan biakan murni P. aeruginosa
dilakukan untuk pengujian selanjutnya dengan
membuat sub kultur cair dari masing-masing
kultur, yaitu menginokulasikan ke 10 mL media
Luria Bertani cair, diinkubasi pada suhu 37°C,
selama 24 jam.

3. Uji Pengaruh Ekstrak Alpinia galanga L
terhadap produksi Biofilm E. coli.

Kultur E. /i pada media LB segar
yang mengandung ekstrak _Apinia galanga L
pada konsentrasi 0% (sebagai kontrol) 10%,
20%, 30%, 40% dan 50%, kemudian
diinkubasi dalam 10 ml media diperkaya
TSBYE, pada suhu 37°C selama 24 jam. Tes
produksi biofilm dilakukan dengan media Luria
Bertani.  Kultur semalam di  TSBYE
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dipindahkan (0,1 ml) ke 10 ml Luria Bertani
dan divortex.

Setelah divortex, 100ul dialihkan ke
dalam delapan microtiter (Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, NJ), sebelumnya
dibilas dengan 70% etanol dan udara kering.
Setiap plate termasuk delapan sumur MWB
tanpa E. coi sebagai kontrol. Kekeruhan sel
dipantau menggunakan microtiter plate (Bio-
Rad, Richmond, Calif), dengan densitas optik
595 nm (OD595), kemudian diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C.

Setelah  inkubasi, media  telah
dihilangkan dari sumuran, dan sumur microtiter
plate dicuct lima kali dengan air suling steril
untuk menghilangkan bakteri yang tidak terikat
kuat (O’toole, 2011; Hassan ez a/., 2011).

Plate dikeringkan di udara selama 45
menit dan  masing-masing  dilakukuan
pewarnaan dengan 150 pl dari kristal violet 1%
larutan dalam air selama 45 menit. Setelah
pewarnaan, plate yang dicuci dengan air suling
steril lima kali. Pada kondisi ini, biofilm yang
terlihat sebagai cincin ungu yang terbentuk di
sisi masing-masing dengan baik. Analisis
kuantitatif produksi biofilm dilakukan dengan
menambahkan 200 pl dari 95% etanol ke
dalam sumur. Seratus mikroliter dari masing-
masing dipindahkan ke microtiter plate baru
dan OD ungu kristal yang ada diukur pada 595
nm dengan microplate reader (Hassan er al,
2011; Wahyudi ez /., 2019)

Analisa Data

Penghambatan produksi biofilm pada
E. e/ dilihat dari hasil uji produksi biofilm
dengan metode  Microtiter  Plate  Polivinil
Kioridapada media Luria bertani yang telah
ditambahkan ekstrak etanol pada masing-
masing konsentrasi 0%, 10%, 20%, 30%, 40%
dan 50%. Hasil pengukuran produksi biofilm
berupa besarnya nilai Optical Density ungu
kristal yang ada diukur pada 595 nm. Data
dianalisis dengan ome way anova dengan aplikasi
SPSS  Microsoft  Window’s, dan dilanjutkan
dengan uji banding antar kelompok (posh hock
test) sebelumnya dilakukan uji normalitas dan
homogenitas.

Hasil dan Pembahasan

E. coli hasil purifikasi dari media Mac
Conkey memiliki karakteristik koloni tipe
mucoid (mengkilap) dengan pigmen warna
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merah, dan berukuran besar dengan diameter
2-3 mm. Hasil uji kepekaan E. co/i terhadap
beberapa antibiotic menunjukkan bahwa isolat
E. coli telah resisten terhadap Amoxycillin,
Clindamisin, Sulfamethaxazole, Trimethoprim,

Cloramphenicol,  Netilmycin, = Kanamycin
(Tabel 1).
Tabel 1. Uji kepekaan E. coli terhadap
antibiotik
No. Antibiotik (ng) Hasil

1 Amoxycillin 10 resisten

2 Cefriaxone 30 sensitif

3 Clindamisin 5 resisten

4 Ciprofloxacine 5 sensitif

5 Sulfamethaxazole 100 resisten

6 Trimethoprim 5 resisten

7 Meropenem 30 sensitif

8  Imipenem 30 sensitif

9 Amikacin 300 sensitif

10 Cloramphenicol 30 resisten

11 Gentamycin 10 sensitif

12 Netilmycin 15 resisten

13 Kanamycin 15 resisten

14 Cefepime 30 sensitif

15  Ofloxacin 30 sensitif

Hasil uji kepekaan E. w/i terhadap
antibiotic tersebut sejalan dengan beberapa
penelitian sebelumnya yang menyatakan secara
umum E. co/i telah mengalami resisten dengan
antibiotic amoxicillin, sulfametaoxazole,
trimethoprim, dan kanamycin (Hilda, 2017;
Poirel et al, 2018). Secara umum antibiotic
amikacin, meropenem, imipenem, dan
ciprofloxacin merupakan antibiotic yang masih
memiliki  kemampuan yang baik dalam
mengatasi infeksi yang disebabkan FE. ¢/
(Tabel. 1), hal ini sejalan dengan hasil
penelitian yang dilaporkan Nurmala e/ a/,
(2015), Yassin et al., (2017), dan Widianingsih
& de Jesus (2018).

Produksi biofilm E. /i ketika
ditumbuhkan pada media LB yang telah di
tambahkan ekstrak Afpinia galangal 1. tetlihat
mengalami  penghambatan, semakin besar
konsentrasi ekstrak yang ditambahkan ke

dalam media maka semakin besar pula
besarnya massa biofilm yang terhambat
(Gambar 1).
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Hasil uji statistika menunjukkan bahwa
data optical density hasil pembentukan biofilm
E. ol yang ditumbuhkan pada berbagai
konsentrasi normal dan homogen, yang
ditunjukkan dengan hasil uji Shapiro Wilk 0,263
(ebih dati 0,05). Uji one way anova yang telah
dilakukan  menunjukkan  bahwa  terdapat
perbedaan signifikan antar konsentrasi, hal ini
ditunjukkan dengan nilai signifikan uji one way
anoya adalah 0,001 (minimal ada dua atau lebih
konsentrasi yang memiliki perbedaan yang
signifikan dalam menghambat pembentukan
biofilm E. /). Uji lanjut, perbedaan antar
konsentrasi dilakukan dengan post hock  tes,
didapatkan hasil bahwa pada konsentrasi 30
merupakan konsentrasi terkecil yang berbeda
signifikan dengan control negatif, sehingga bias
dikatakan bahwa bahwa Ekstrak .Ajpinia galanga
L mampu menghambat produksi biofilm E. co/
pada konsentrasi 30% (Gambar 1).

Gambar 1. Pengaruh Ekstrak Alpinia galanga L
dalam menghambat produksi
biofilm. (ket: Huruf yang sama
menunjukkan tidak berbeda
signifikan pada taraf 0,05)

Konsentrasi 30% memiliki kemampuan
yang sama dengan konsentrasi 40% dalam
menghambat biofilm E. ¢/ Konsentrasi 50%
merupakan  konsentrasi  yang  memiliki
kemampuan menghambat pembentukan biofilm
paling besar, hasil penelitian ini menjadi acuan
perdana dalam melakukan wuji selanjutnya,
ekstrak yang digunakan pada penelitian ini
adalah esktrak kasar yang petlu dilakukan uji
selanjutnya, fraksinasi dan purifikasi, agar bias
semakin diketahui potensi yang terdapat dalam
Alpinia  galangal 1. ini dalam menghambat
pembentukan biofilm pada E. cw/.
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Jika dibandingkan dengan penelitian
Wahyudi ez al., 2011 ekstrak A/pinia galanga L telah
mampu menghambat sistem guorum sensing pada
Psendomonas — aeruginosa  pada  konsentrasi 8%,
perbedaan ini bisa terjadi karena jenis bakteri uji
memang berbeda spesies, dan bahan herbal
Alpinia galanga 1. yang digunakan memang diambil
dari tempat yang berbeda.

Penghambatan biofilm bakteri dengan
haban herbal ini menjadi peluang di banyak
bidang untuk dikembangkan, terbentuknya
biofilm dalam tubuh (manusia dan hewan) lebih
banyak mengakhibatkan kerugian bagi kesehatan,
penemuan senyawa-senyawa herbal yang mempu
menghambat ~ pembentukan  biofilm  ini
diharapkan  menjadi  alternatif — pencegahan
maupun penyembuhan infeksi yang terjadi pada
manusia maupun hewan.

Kesimpulan
Eksktrak _Afpinia  galangan 1. pada
konsentrasi ~ 30%  mampu  menghambat

pembentukan biofilm Escherichia cols.
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