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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI KADAR HAMBAT MINIMUM, KADAR
BUNUH MINIMUM, ANTIBIOFILM (PENGHAMBATAN
PERTUMBUHAN BIOFILM) Aspergillus niger TERHADAP

UroPathogenic Escherichia coli

Infeksi Saluran Kemih (ISK) merupakan salah satu penyakit infeksi tersering di dunia yang
disebabkan oleh bakteri Escherichia coli. Pengobatan penyakit ini dengan menggunakan
antibiotik, namun bakteri Escherichia coli saat ini sudah mulai resisten dengan berbagai
antibiotik, sehingga diperlukan adanya inovasi baru bahan yang dapat digunakan sebagai
antibiotik terhadap Escherichia coli. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kemampuan Aspergillus niger pada konsentrasi tertentu sebagai antibakteri dan antibiofilm
terhadap Escherichia coli dengan melakukan uji Kadar Hambat Minimum (KHM), uji
Kadar Bunuh Minimum (KBM), dan uji Minimum Biofilm Inhibitory Concentration
(MBIC) yang dilakukan pada well-microplate. Pada uji KHM dan uji MBIC dilakukan
pembacaan nilai optical density menggunakan microplate reader dan didapatkan hasil nilai
terendah pada konsentrasi 25% sebesar 0.388 dan 0.587. Sedangkan pada uji KBM diamati
pada dasar microplate dan ditemukan adanya endapan pada dasar microplate. Sehingga dari
hasil penelitian dapat disimpulkan nilai KHM dan MBIC berada pada konsentrasi 25%
berturut-turut adalah 46% dan 56%, sedangkan pada uji KBM didapatkan hasil Aspergillus
niger tidak mampu membunuh bakteri Escherichia coli.

Kata Kunci: Escherichia coli, Aspergillus niger, KHM, KBM, MBIC
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST MINIMUM INSTRUCTION,
MINIMUM KILLER LEVELS, ANTIBIOFILM (BIOFILM GROWTH
INHIBITION) Aspergillus niger AGAINST UroPathogenic Escherichia coli

Urinary Tract Infection (UTI) is one of the most common infectious diseases in the world
caused by Escherichia coli bacteria. The treatment of this disease is by using antibiotics,
but the Escherichia coli bacteria are now starting to become resistant to various
antibiotics, so that new material innovations are needed that can be used as antibiotics
against Escherichia coli. This study aims to determine the ability of Aspergillus niger at
certain concentrations as an antibacterial and antibiofilm against Escherichia coli by
performing the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test, Minimum Killing
Concentration (MBC) test, and Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) test
which was carried out on wells. microplate. In the MIC test and MBIC test, the optical
density value was read using a microplate reader and the lowest values were obtained at
a concentration of 25% of 0.388 and 0.587. Meanwhile, the KBM test was observed on the
bottom of the microplate and found deposits on the bottom of the microplate. So from the
results of the study it can be concluded that the MIC and MBIC values are at a
concentration of 25%, 46% and 56%, respectively, while the MBC test shows that
Aspergillus niger is unable to kill Escherichia coli bacteria.

Keywords: Escherichia coli, Aspergillus niger, MIC, MBC, MBIC
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BAB |

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Infeksi Saluran Kemih (ISK) adalah salah satu jenis penyakit yang
paling sering dijumpai. WHO (Wolrd Health Organization) menyatakan
bahwa ISK ini merupakan penyakit infeksi tersering di dunia setelah infeksi
saluran pernapasan atas (ISPA) dengan angka insiden pertahun sebanyak
8,3 juta kasus pada wanita dan 4,2 juta pada laki-laki (Darsono et al., 2016).
Dari data yang dilaporkan dapat disimpulkan bahwa insiden ISK lebih
banyak terjadi pada wanita dibandingkan laki-laki (Darsono et al., 2016).
Menurut American Urology Association pada tahun 2016, diperkirakan
sebesar 150 juta penduduk dunia mengalami ISK per tahun. Di Amerika
Serikat sendiri di setiap tahunnya mencapai 7 juta kasus. Hampir 15 %
antibiotik yang diresepkan di Amerika dan masyarakat Eropa adalah untuk
orang yang mengidap ISK (F Lina et al., 2019).

Departemen Kesehatan Republik Indonesia (2014) menyatakan
bahwa ada 90 sampai 100 per 100.000 masyarakat Indonesia menderita
Infeksi Saluran Kemih (ISK) setiap tahunnya, dengan kasus baru pertahun
sekitar 180.000 (Darsono et al., 2016). Di Jawa Timur pada tahun 2017,
angka kejadian ISK masih cukup tinggi yaitu sekitar 6.730 pasien wanita
dan 4511 merupakan pasien laki-laki. Angka insiden penyakit ini di
Kabupaten Malang mencapai 2.150 di tahun 2017. Menurut data pada

Rumah Sakit Dr. Soepraoen Malang, kejadian ISK menjadi penyakit dengan



insiden paling tinggi dengan 55% kasusnya adalah wanita dan 45%
kasusnya adalah laki-laki (Ana et al., 2020).

Infeksi saluran kencing sendiri terjadi karena berkembangnya
mikroorganisme pada organ-organ yang berperan dalam perkemihan. Organ
yang terlibat diantaranya adalah ginjal sebagai organ penghasil urin, ureter
dan uretra sebagai saluran pengeluaran urin, dan vesika urinaria sebagai
tempat pengumpulnya. Penyebab penyakit ini umumnya adalah bakteri
yang memang telah ada sebagai flora normal pada saluran cerna, genitalia
maupun kulit perineum. Bukan hanya bakteri yang mampu menyebabkan
ISK, tetapi juga jamur dan virus. Akan tetapi insiden tertinggi tetap karena
infeksi bakteri. Bakteri yang paling sering menyebabkan ISK adalah jenis
anaerob seperti Escherichia coli (Yashir & Apriani, 2019).

Dalam proses menginfeksi Escherichia coli memiliki faktor
virulensi yang terletak pada komponen struktural permukaan, seperti
lipopolisakarida (LPS), kapsul polisakarida, flagella, vesikel membran luar,
pili, curli, adhesins non-pilus, Outer Membran Protein (OMP), serta toksin
yang disekresikan sistem sekresi, TonBreseptor, iron-uptake receptor, juga
siderofor receptor, dan juga mampu membentuk biofilm (Terlizzi et al.,
2017). Biofilm adalah suatu agregat pada suatu bakteri, jamur, alga, ataupun
protozoa yang menutupi suatu mikroorganisme dan tersusun dari matriks
ekstraseluler (Slobodnikova et al., 2016). Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi pembentukan biofilm, seperti kurang mendukungnya
kondisi lingkungan dan quorum sensing. Esherichia coli dalam keadaan

ekstrim mampu membentuk pertahanan diri berupa biofilm yang banyak.



Hal itu terjadi apabila bakteri ini kekurangan nutrisi, pH yang netral (7-7,5),
dan temperatur antara 20°C-40°C (Marlina et al., 2018). Terbentuknya
biofilm diawali dengan adhesin dari substrat dengan permukaan bakteri.
Selanjutnya akan terjadi perlekatan yang diperantarai antara protein bakteri
maupun protein sel. Perlekatan yang terjadi selanjutnya akan bersifat
irreversible dan kemudian akan terjadi pematangan dari biofilm yang
melapisi bakteri (Rabin et al., 2015). Bakteri-bakteri yang mampu
membentuk biofilm ini cenderung lebih mampu menginfeksi, karena fungsi
dari biofilm ini adalah untuk melindunginya dari berbagai macam keadaan
dari eksternal (Abida, 2020).

Bakteri yang mampu membentuk biofilm ini lebih resisten terhadap
antibiotik, hingga mencapai 10.000 Kkali lipat dari bakteri yang tidak mampu
membentuk biofilm. Hal ini terjadi karena biofilm yang melapisi bakteri
mampu menahan antibiotik yang mencoba masuk (Rabin et al., 2015).
Selain itu, penggunaan obat obatan antibiotik juga seringkali menyebabkan
resistensi. Beberapa antibiotik yang resisten terhadap bakteri khususnya
Escherichia coli adalah penisilin, amoksisilin, dan tetrasiklin (Normaliska
et al., 2019). Sehingga perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai
alternatif lain yang dapat digunakan sebagai antibiotik, khususnya yang
disebabkan oleh Escherichia coli.

Di Al Qur’an telah disebutkan bahwa segala sesuatu yang diciptakan

di bumi ini bukanlah tanpa alasan.



Dalam surah Ar-Rad ayat 4 yang berbunyi;
slay (AL O 5hn 55 Glshen (a5 8 555 il (e Silia s 15 glaia gl a2V 3
sl 30 I3 QS 3 )7 K1 (8 (g le Ay (i 31

Yang artinya: “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang
berdampingan, dan kebun-kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon
korma yang bercabang dan yang tidak bercabang, disirami dengan air yang
sama. Kami melebihkan sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian
yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat
tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.” (QS. Ar-Rad: 4)
Dalam surah Al-Isra ayat 82

190 V) Gl & 35 5" Gt 30 Had 55 318 5 L o e O35

Yang artinya: “Dan Kami turunkan dari AI-Qur'an (sesuatu) yang
menjadi penawar dan rahmat bagi orang yang beriman, sedangkan bagi
orang yang zhalim (Al-Qur'an itu) hanya akan menambah kerugian.” (QS.
Al-lsra ayat 82)

Di dalam Al Qur’an sering menyebutkan tumbuh-tumbuhan sebagai
salah satu bukti kebesaran Allah Subhanahu wa ta’ala. Bukan hanya
disebutkan, tetapi juga dijelaskan bahwa tumbuh-tumbuhan tersebut
memiliki maanfaat bagi manusia, diantaranya sebagai penawar atau sifa’
(obat). Pemanfaatan dari tumbuh-tumbuhan tersebut bergantung juga pada
manusia. Mereka yang mau belajar dan memiliki pengetahuan dapat
menjadikan kandungan-kandungan dalam berbagai tumbuhan menjadi obat
bagi berbagai jenis penyakit (Apriadi, 2015).

Penggunaan jamur sebagai bahan obat utamanya antibakteri sudah

tidak asing lagi didengar, bahkan kontribusinyapun cukup besar. Contohnya
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1.2

1.2.1

1.2.2

adalah antibiotik yang pertama dihasilkan yaitu penisilin dibuat dari jamur
Penicilium. Selain itu, jenis jamur Aspergillus pun telah menghasilkan
antibiotik yaitu Fumigatin dan Aspergilin (A.Salmanu, 2017). Pada
penelitian ini akan digunakan bahan alami yang diduga memiliki aktivitas
sebagai antibakteri dan antibiofilm yaitu dari golongan Aspergillus karena
diketahui bahwa Escherichia coli telah resisten terhadap penisilin. Jamur
yang digunakan adalah Aspergillus niger yang merupakan golongan fungi
dari filum Ascomycetes yang mampu menghasilkan enzim dan dapat
merusak senyawa pada bakteri (Mozer, 2015). Beberapa enzim yang
dihasilkan diantaranya adalah amilase dan protease, dimana masing-masing
enzim ini mampu memecah protein dan karbohidrat yang juga terdapat pada
permukaan bakteri. Selain itu, enzim protease juga dapat menghambat
pembentukan biofilm yang didapatkan dengan menyaring supernatan pada
Aspergillus niger (Patil A, 2014).
Rumusan Masalah
Rumusan Masalah Umum

Bagaimana aktivitas antibakteri dan antibiofilm Aspergillus niger
terhadap pertumbuhan dan biofilm Escherichia coli?
Rumusan Masalah Khusus
a. Berapa Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Aspergillus niger

terhadap Escherichia coli?

b. Berapa Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Aspergillus niger terhadap

Escherichia coli?
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c. Berapakah konsentrasi minimum antibiofilm Aspergillus niger untuk
penghambatan pertumbuhan atau Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC) biofilm Escherichia coli?

Tujuan Penelitian

Tujuan Umum

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri dan antibiofilm Aspergillus
niger terhadap pertumbuhan dan biofilm Escherichia coli

Tujuan Khusus

a) Untuk mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Aspergillus

niger terhadap Escherichia coli.

b) Untuk mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Aspergillus

niger terhadap Escherichia coli.

¢) Untuk mengetahui konsentrasi minimum antibiofilm Aspergillus niger

untuk penghambatan pertumbuhan atau Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC) Escherichia coli.
Manfaat Penelitian
Bagi Masyarakat
Adanya penelitian ini diharapkan agar masyarakat dapat
meningkatkan pengetahuannya mengenai bahan alami sebagai alternatif
obat dan terbukti efektifitasnya secara ilmiah.
Bagi Tenaga Kesehatan
Adanya penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan pengetahuan

akan variasi penggunaan obat alami sebagai obat alternatif antibiofilm dan
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antibakteri, bukan hanya obat kimia, untuk mengatasi kasus-kasus terutama
yang disebabkan infeksi bakteri.
Bagi Peneliti

Adanya penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan
mengenai kandungan dan manfaat dari bahan alami yaitu Aspergillus niger
terhadap aktifitas anti bakteri dan antibiofilm yang terbukti dengan data data
yang valid secara ilmiah, sehingga dapat dipertanggungjawabkan

penggunaannya di lingkungan masyarakat.
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TINJAUAN PUSTAKA

Infeksi Saluran Kemih (ISK)
Definisi

Infeksi Saluran Kemih (ISK) disebabkan oleh infeksi dari mikroba
yaitu adanya bakteri pada saluran kemih. Beberapa bakteri memang menjadi
flora normal pada saluran kemih, namun pada jumlah tertentu yaitu
ditemukan >10° CFU/ml dalam spesimen urin baru dapat dikatakan terkena
ISK dan akan menimbulkan gejala (Irawan & Mulyana, 2018). ISK sendiri
mencakup sistitis (infeksi vesika urinaria), pielonefritis (infeksi ginjal), dan
bakterimia (bakteri dalam darah) (Bien et al., 2012).
Epidemiologi

Menurut data yang didapatkan dari National Kidney and Urologic
Diseases Information Clearinghouse (NKUDIC) menyatakan bahwa ada
sekitar 8,3 juta orang yang mengalami ISK tanpa memandang usia di setiap
tahunnya (Sari, 2018). Pada tahun 2011 CDC menyatakan bahwa ISK
adalah penyakit infeksi yang sering kali disebabkan oleh bakteri dengan
kasus sebanyak 8,6 juta (Ana et al., 2020) .

Menurut Depkes RI pada tahun 2016, telah dilaporkan terjadi 90-
100 kasus per 100.000 penduduk mengalami kejadian ISK. Dengan jumlah
penderita sebanyak 180.000 per penduduk. Sedangkan kejadian tertinggi
sering terjadi pada wanita. Didapatkan data sekitar 50% pada wanita dewasa

pernah mengalami ISK (Abida, 2020).



2.1.3

2.14

Faktor Resiko

Dari identifikasi yang telah dilakukan oleh Letica pada tahun 2019,
didapatkan kejadian ISK atau CAUTIs (Catheter-associated urinary tract
infections) sering kali terjadi pada perempuan, anak-anak, dan orang dengan
penyakit neurologi (Letica-Kriegel et al., 2019). Infeksi Saluran Kemih juga
dapat berhubungan dengan higienitas yang buruk, kebiasaan menahan
kencing, dan kebiasaan kurang minum air (Sari, 2018).

Selain beberapa hal yang disebutkan diatas, gizi yang kurang baik,
kegagalan pengosongan urin, refluks pada saluran urinaria, genitourinaria
yang tidak normal dan laki-laki yang belum disirkumsisi juga menjadi
faktor resiko terjadinya ISK (Triasta et al., 2016). Selain itu, seseorang yang
dirawat di rumah sakit dan mengalami imunodefisiensi juga memiliki resiko
cukup tinggi mengalami ISK (Abida, 2020).

Etiologi

Menurut beberapa penelitian penyebab tersering ISK adalah bakteri
gram negatif. Diantaranya Escherichia coli, Staphylococcus, Proteus sp,
Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella (Gilang et al., 2014). ISK
merupakan infeksi nosokomial tersering menurut WHO, dengan prosentase
terbesar disebabkan oleh penggunaan kateter, yaitu 80%. Dari beberapa
penelitian yang dilakukan terhadap pasien dengan ISK ditemukan penyebab
terbanyak adalah Escherichia coli dan Pseudomonas aeroginosa dengan
prosentase yang sama Yyaitu 26,7%. Namun pada penelitian lain,

kecenderungan Eschericihia coli memiliki prosentase yang lebih tinggi,



yaitu berkisar 26%, sedangkan Pseudomonas sp hanya 12% (Gilang et al.,

2014).

Uncomplicated UTI Complicated UTI
3%2%, 1%
1%

3%
2%

2%,

2% | ol

B Candida spp.

Risk factors Risk factors
* Female gender * Indwelling catheters
* Older age

* Younger age i
* Antibiotic exposure

Gambar 2. 1 Agen-agen penyebab ISK (Ana L. Flores-Mireles et
al., 2000)

Agen penyebab paling umum untuk ISK adalah UroPatogenic
Escherichia coli (UPEC) (Ana L. Flores-Mireles et al., 2000). Bakteri E.coli
dengan tipe antigen O sering kali menyebabkan timbulnya keluhan ISK
seperti poliuria, hematuria, disuria, dan pyuria (Frahesti, 2013). Sehingga
dapat disimpulkan bahwa penyebab terbesar dari ISK adalah bakteri gram
negatif Escherichia coli.

2.1.5 Patogenesis

Patogenesis dari ISK terbanyak adalah karena infeksi asenden.
Penyebab terseringnya adalah bakteri gram negatif yaitu Escherichia coli,
namun juga bisa disebabkan karena infeksi nosokomial meskipun jarang

terjadi (Triasta et al., 2016).
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Gambar 2. 2 Patogenesis Infeksi Saluran Kemih (Ana L. Flores-
Mireles et al., 2000)

Patogenesis ISK dimulai dengan masuknya bakteri ke peri uretra,
dan mampu menyebar secara menyeluruh dalam uretra. Selanjutnya bakteri
ini akan bermigrasi ke kandung kemih. Di dalam kandung kemih akan
terbentuk kolonisasi akibat ekspresi dari pili dan adhesin yang terjadi.
Tubuh akan mendeteksi adanya patogen sehingga terjadilah respon
inflamasi, salah satunya infiltrasi neutrofil. Sebagian dari bakteri akan
berhasil dihancurkan, namun beberapa bakteri mampu menghindari sistem
kekebalan dari inang dengan melakukan perubahan morfologi dan

pembentukan biofilm (Ana L. Flores-Mireles et al., 2000).
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2.1.6

Bakteri selanjutnya akan mulai mengeluarkan toksinnya untuk
mengancurkan sel inang. Begitu berhasil menginvasi di kandung kemih,
patogen ini akan menuju ke ginjal dan melakukan kolonisasi disana. Sama
seperti sebelumnya, toksin akan dikeluarkan untuk menghancurkan sel-sel
di ginjal. Apabila kondisi ini terus berlangsung tanpa pengobatan yang
adekuat, bakteri akan mampu melewati epitel tubular dan akan
menyebabkan bakterimia (Ana L. Flores-Mireles et al., 2000). Pada kasus
tertentu bahkan dapat menyebabkan hidronefrosis apabila terjadi obstruksi
pada saluran urinaria. Obstruksi ini akan membuat aliran urin terhambat
(stasis urin) yang menjadi resiko terkena ISK (Triasta et al., 2016).
Manifestasi Klinis

Asosiasi Urologi Eropa membagi ISK menjadi tiga, sistitis,
pielonefritis, dan urosepsis. Dari tingkat keparahannya, urosepsis
merupakan yang paling parah, disusul pielonefritis dan selanjutnya sistitis
(Smelov et al., 2016). Gejala yang sering muncul pada ISK bawah (sistitis)
adalah dysuria, frekuensi berkemih yang tinggi, urgensi, nyeri suprapubic
dan hematuria. Karena ISK sering terjadi pada wanita, seringkali pasien
juga mengeluhkan adanya keputihan dan rasa tidak nyaman. Pada ISK atas
(pielonefritis) gejala yang muncul biasanya merupakan gejala sistemik,
diantaranya adalah demam (suhu >38°C) hingga menggigil, dan mengalami
delirium. Nyeri pada sudut kostovertebra, dan terkadang disertai mual
muntah (Geerlings, 2016). Sedangkan untuk urosespsis, bakteri sudah
menyebar ke area lain selain saluran kemih. Gejala yang muncul merupakan

gejala sistemik seperti penurunan denyut nadi, peningkatan pernafasan,
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bahkan bisa mengalami disfungsi organ, hipoperfusi ataupun hipotensi.
Dalam kondisi yang buruk, pasien juga bisa jatuh dalam kondisi syok
(Smelov et al., 2016).

2.2 Escherichia coli

2.2.1 Taksonomi

EFEE9L Se@ WU X1500k 2080y

Gambar 2. 3 Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)

- Domain : Bacteria

- Kingdom : Eubacteria

- Phylum : Proteobacteria

- Class : Gammaproteobacteria
- Order : Enterobacteriales

- Family : Enterobacteriaceae

- Genus : Escherichia

- Species : Escherichia coli
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2.2.2 Klasifikasi

Escherichia coli

InPEC ExPEC
(Tntraintestingl E.coli) (Extraintestingl E.colil
enterotoksigenik Escherichia colf (ETEC) [ urapategenik Excherichia coli (UPEC)

neonaial meningitis Escherichia coli

teroimvasif Escherichia coli )
enteroimvasif Escherichia coli (EIEC) [ (NMEC)

enteratoagregatif Escherichia coli (EAEC) [%—

enterohemoragit Escherichia coli (EHEC) 4—

enterapatogenik Escherichia coli (EPEC)

difisi adherens Excherichia coli (DAEC)

Escherichia coli diklasifikasikan menjadi enam jenis berdasarkan
sifat patogenesisnya dan efek yang ditimbulkan pada inang vyaitu,
enterotoksigenik Escherichia coli (ETEC), enteroinvasif Escherichia coli
(EIEC), enteroagregatif Escherichia coli (EAEC), enterohemoragik
Escherichia coli (EHEC), enteropatogenik Escherichia coli (EPEC), dan
difusi adheren Escherichia coli (DAEC). (W. P. Rahayu et al., 2018)

Selain enam jenis diatas, ada juga jenis Escherichia coli yang
menginfeksi diluar dari saluran pencernaan yaitu urophatogenic
Escherichia coli (UPEC) dan neonatal meningitis Escherichia coli
(NMEC). UPEC dan NMEC ini termasuk jenis extracelluler pathogenic

Escherichia coli (EXPEC) (W. P. Rahayu et al., 2018).
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Gambar 2. 4 Patogenesis UPEC (Ana L. Flores-Mireles et al., 2000)

Pada kandung kemih, UPEC melakukan adhesi pada epitel
menggunakan pili tipe 1. Selain itu FimH akan mengikat uroplakin yang
mampu menginduksi pengaturan ulang aktin melalui mekanisme aktivasi
GTP-ase sehingga mempermudah invasi bakteri. Di dalam sel inang UPEC
akan berusaha menolak mekanisme pertahanan tubuh serta menolak
pengobatan antibiotik. Cara yang dilakukan adalah dengan membentuk
Intracellular Bacteri Community (IBC). Pematangan IBC selanjutnya akan
diikuti dengan penyebaran bakteri ke sel inang yang lain. Selain itu
pertahanan bakteri ini juga dipengaruhi oleh pengeluaran toksin yang
dilakukan, seperti pengeluaran HlyA yang menyebabkan lisis sel inang, serta
memfasilitasi pelepasan zat besi. Zat besi ini juga merupakan sumber nutrisi
dari bakteri. HIyA juga berperan dalam pengelupasan epitel sehingga
mempermudah invasi dari UPEC ini. Sitotoksik lain yang dimiliki oleh
UPEC ini adalah Cytotoxic Necrotizing Factors (CNF1). Pengeluaran

CNF1 akan menghambat proses apoptosis sel inang (utamanya apoptosis sel
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2.2.3

yang telah terinvasi bakteri), sehingga memungkinkan pertambahan jumlah
bakteri. Selain pada kandung kemih mekanisme serupa juga bisa terjadi
secara lebih luas salah satunya adalah di organ ginjal (Ana L. Flores-Mireles
et al., 2000).
Morfologi

Bakteri Escherichia coli adalah bakteri gram negatif yang tergolong
bakteri koliform. Memiliki flagela peritrikus serta fimbria sehingga dia
bersifat motil. Pada suhu 44°C Escherichia coli dapat memfermentasikan
laktosa dan menghasilkan gas dan juga asam dengan media Mac Conkey
menghasilkan warna koloni merah muda (Prasiddhanti & Wahyuni, 2015).

Antigen yang terdapat pada serotipe Escherichia coli diantaranya
adalah somatik (O), flagelar (H), proteinaceous fimbriae (F) dan juga
kapsular (K). Rantai karbohidrat menentukan spesifikasi dari antigen.
Untuk antigen somatik (O) sendiri terletak pada dinding sel bagian
permukaan dan terbentuk dari lipopolisakarida. Selain itu polisakarida juga
merupakan bahan pembentuk dari antigen kapsular (K). Antigen flagelar
sendiri juga merupakan suatu protein. Escherichia coli juga mampu
melakukan suatu perlekatan, fungsi dari perlekatan (adhesin) dilakukan oleh

antigen proteinaceous fimbriae (F) (Prasiddhanti & Wahyuni, 2015).
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2.2.4 Faktor virulensi

Toxins/adhesins
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Gambar 2. 2 Faktor virulensi Escherichia coli (Terlizzi et al., 2017)

UroPathogenic Escherichia coli (UPEC) merupakan bakteri utama
penyebab ISK. UPEC mampu menginfeksi saluran kemih dengan beberapa
faktor virulensi yang dimilikinya, diantaranya komponen struktural
permukaan, seperti lipopolisakarida (LPS), kapsul polisakarida, flagella,
vesikel membran luar, pili, curli, adhesins non-pilus, Outer Membran
Protein (OMP), serta toksin yang disekresikan, sistem sekresi, dan Ton
Breseptor, iron-uptake receptor dan juga siderofor receptor (Terlizzi et al.,
2017). Toksin yang dikeluarkan oleh bakteri ini adalah CNF 1 (cytotoxic
necrotizing factor 1), yang akan mempengaruhi pembentukan aktin dalam
sel inang. UPEC juga mengeluarkan HIyA (a-haemolysin) dalam
konsentrasi tinggi yang mampu memicu pengelupasan dan pengeksposan
lapisan uroepitel yang lebih dalam, sehingga akan meningkatkan kolonisasi
dan penyebaran bakteri (Ana L. Flores-Mireles et al., 2000).

Struktur Lipopolisakarida (LPS) yang dimiliki UPEC sangat
berperan dalam siklus hidupnya. LPS akan menyebabkan resistensi dari

antibiotik hidrofobik, mengkolonisasi bakteri secara cepat, dan membentuk
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2.2.5

reservoir. Adanya curli pada permukaan bakteri mampu menghasilkan zat
amyloid yang dapat memfasilitasi terbentuknya biofilm pada UPEC. Curli
sendiri merupakan salah satu jenis dari fimbrie yang tersusun dari protein
crulin. Sementara adanya pili mampu meningkatkan perlekatan bakteri ini
pada mukosa saluran kemih (Terlizzi et al., 2017).

Biofilm

Biofilm merupakan kumpulan mikroorganisme (koloni) yang
membentuk struktur tertentu pada matriks zat polimer ekstraseluler yang
mereka hasilkan. Biofilm ini mengandung sel mikroba yang melekat satu
sama lain pada permukaan statis pada makhluk hidup ataupun benda mati
(Jamal et al., 2018). Bakteri Escherichia coli mampu membentuk biofilm
sebagai perlindungan diri dan meningkatkan virulensinya. Biofilm sendiri
dapat terbentuk pada permukaaan suatu mikroorganisme seperti jamur,
bakteri, alga ataupun protozoa dan juga dapat terbentuk pada alat-alat medis
seperti kateter. Bakteri yang mampu membentuk biofilm ini akan lebih
resisten terhadap antibiotik. Oleh karena itu biofilm menjadi masalah yang
cukup serius pada bidang kesehatan (Abida, 2020).

Bakteri patogen sering kali ditemukan dalam air. Saat air yang
mengandung bakteri ini bersentuhan dengan permukaan benda mati ataupun
hidup dia akan mampu berkolonisasi dan membentuk biofilm. Selanjutnya
bakteri akan bermultiplikasi dan kembali dilepaskan dengan jumlah yang
lebih besar (Ishag & Ali, 2018). Ketebalan dari biofilm Escherichia coli
mencapai ratusan mikron, hal ini menimbulkan sulitnya antibiotik untuk

menembus eksopolimer dan mencapai bakteri. Mekanisme penghambatan
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masuknya antibiotik ini akan menurunkan kecepatan antibiotik menuju
target bahkan dapat memperlemah efek kerjanya sehingga menimbulkan
resistensi dengan tingkatan berbeda-beda pada jenis antibiotik yang berbeda
pula (Jamal M et al., 2015).

2.2.5.1 Struktur Biofilm

- Bacterial cell

Enzyme

OOOXXXD  Exopolysaccharide
YO@C DNA

RARAAAN  Protein

Water channel

Gambar 2. 3 Struktur pembentuk dari biofilm diantaranya
adalah ektrapolisakarida, protein dan molekul DNA. (Rabin et al., 2015)

Sebanyak 5-35% dari volume biofilm tersusun dari mikroorganisme
sedangkan sisanya merupakan matriks ekstraseluler yang terdiri dari
protein. Komponen-komponen yang terkandung dalam substansi
ekstraseluler adalah protein (>2%), polisakarida (1-2%), DNA (<1%), RNA
(<1%), ion, dan air dalam jumlah yang paling besar (97%) (Jamal et al.,
2018).

2.2.5.2 Pembentukan Biofilm

Proses pembentukan biofilm sangatlah kompleks dan tahapan dalam
pembentukan biofilmpun masih merupakan hipotesis (Sadekuzzaman et al.,
2015) Dibutuhkan suatu sinyal khusus antar sel yang disebut quorum
sensing dan juga transkripsi dari gen-gen yang ada. Secara umum, proses

pembentukan biofilm ini dibagi dalam beberapa langkah, diantaranya
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kontak awal/keterikatan ke permukaan, pembentukan mikrokoloni,
pematangan dan pembentukan arsitektur biofilm, dan pelepasan/dispersi
dari biofilm. (Jamal et al., 2018). Tahapan-tahapan pembentukan biofilm
tersebut juga didukung dengan pernyataan serupa dalam jurnal
Sadekuzzaman yang menyebutkan bahwa pembentukan biofilm dimulai
dengan perlekatan awal, perlekatan yang dibantu flagella dan pili, produksi
EPS (Eksopolisakarida), quorum sensing, pematangan biofilm, dan
penyebaran bakteri (Sadekuzzaman et al., 2015).

Secara singkat, pembentukan biofilm dapat diilustrasikan seperti

gambar berikut:

‘[ & Dis; pcrsal

~
& i ¥ ‘
(4) i Mature biofilm
Q i
¥ .o‘ \ -
= -
C = . ‘- .
Planktonic bacteria (=4 . N} ,
Growth and division EPS production and \.. . . .
t\‘ (1)) ( 2) yroduction (3 )quurum sensing ‘.
| Of flagella,pili shut off

Gambar 2. 4 Tahapan pembentukan biofilm oleh bakteri (Sadekuzzaman et
al., 2015)

a. Kontak awal/keterkaitan ke permukaan
Tahap awal dari pembentukan biofilm adalah dengan perlekatan
atau adhesi. Fimbriae, pilli dan flagella berperan penting dalam
interaksi antara bakteri dan permukaan perlekatan. Selain itu

hidrofobisitas permukaan akan memperkuat perlekatan mikroba,
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d)

karena mengurangi gaya tolak antara bakteri dan permukaan (Jamal et
al., 2018).
Pembentukan mikrokoloni

Setelah penempelan stabil, maka selanjutnya akan terjadi
pensinyalan kimiawi di dalam EPS. Akibatnya akan terjadi proses
multiplikasi dari sel mikroba yang menyebabkan jumlah selnya
meningkat pesat hingga terbentuklah mikro koloni (Jamal et al., 2018).
Pematangan dan arsitektur

Komunikasi antar sel murupakan bagian yang sangat penting.
Apabila telah terjadi penambahan mikroba dalam jumlah tertentu yang
mencukupi, maka akan terjadi induksi sinyal secara otomatis (quorum
sensing). Hal selanjutnya yang akan terjadi adalah pembentukan tiga
dimensi biofilm, dimana disini EPS sebagai bagian utamanya. Akan
terbentuk rongga intersisial dan matriks yang kemudian akan diisi
dengan air. Air inilah yang akan berfungsi layaknya darah, yang akan
mendistribusikan nutrisi dan membuang zat sisa dari komunitas mikro
organisme di biofilm tersebut (Jamal et al., 2018).
Dispersi

Tahap berikutnya adalah perubahan dari komunitas dalam
biofilm ini menjadi motil. Lalu dihasilkannya enzim sakarolitik yang
berfungsi untuk memisahkan perlekatan yang terbentuk sebelumnya
agar komunitas ini mampu menyebar dan melakukan kolonisasi

berikutnya (Jamal et al., 2018).
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2.2.5.3 Resistensi biofilm terhadap antibiotik

Bakteri yang mampu membentuk biofilm 10.000 kali lebih resisten
terhadap antibiotik maupun molekul reaktif yang dihasilkan sistem
kekebalan tubuh manusia dari pada bakteri yang tidak mampu membentuk
biofilm (Rabin et al., 2015). Resistensi antibiotik dan biosida biofilm
diklasifikasikan menjadi empat kelas yang meliputi inaktivasi molekul
antibiotik secara langsung, mengubah struktur maupun bentuk agar sistem
kekebalan tubuh tidak mampu mengenali bakteri sebagai patogen,
menurunkan konsentrasi antibiotik, dan adanya system pembuangan (Jamal

M et al., 2015).

ANTIBIOTIC RESISTANCE ASSOCIATED TO BIOFILMS

limited penetration of
Biofilm antibiotics
phenotype

Persistent cells

Antibiotic neutralization
non replicative >

Gambar 2. 5 Resistensi antibiotik pada biofilm (Sharma et al., 2019)

Penyebab utama resistensi antibiotik karena sifat multiselular dari
biofilm itu sendiri. Sifat multiselular ini yang menyebabkan antibiotik
menjadi kurang efektif dan tidak mampu membunuh bakteri patogen karena

beberapa mekanisme yang terjadi (Sharma et al., 2019), yaitu :
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a. Terbatasnya penetrasi antibiotik
Disini EPS memegang peran yang penting dengan cara menjebak
beberapa antibiotik, yang mengakibatkan kegagalan penetrasi
antibiotik menembus biofilm (Rabin et al., 2015).

b. Transfer gen horizontal
Suatu bakteri mendapat resistensi terhadap antibiotik juga berasal dari
mutasi acak dari gennya. Hasil mutasi gen ini akan menghasilkan gen-
gen yang resisten terhadap antibiotik, yang kemudian akan ditransfer
atau disebarkan. Di dalam biofilm, frekuensi transfer ini akan
meningkat karena terjadi konjugasi/mobilisasi yang lebih tinggi
dibanding bakteri tanpa biofilm (Rabin et al., 2015).

c. Sel persister
Di dalam biofilm terdapat populasi sel persister, sel yang memiliki
tingkat pertumbuhan sangat rendah atau lambat. Dengan fakta tersebut,
maka banyak antibiotik yang bekerja dengan menargetkan
pertumbuhan maupun pembelahan sel tidak akan efektif melawan sel
persister ini. Adanya sel ini juga yang diduga dapat menjadi aktif di
masa depan dan akan menjadi infeksius (Rabin et al., 2015).

d. Pompa efluks
Dengan adanya pompa ini, dapat memungkinkan sel bakteri untuk
memompa segala hal yg dianggapnya sebagai racun termasuk antibiotik

yang ada di intrasel menuju keluar (Rabin et al., 2015).
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€.

Netralisasi oleh enzim

Adanya enzim penetral yang mampu mendegradasi dan menginaktivasi
antibiotik juga menjadi salah satu penyebab resistensi terjadi. Enzim ini
merupakan protein yang terakumulasi di glikokaliks dari permukaan
biofilm dan bekerja dengan mekanisme hidrolisis (Jamal M et al.,
2015).

Tingkat pertumbuhan bakteri yang lambat

Adanya biofilm ini menyebabkan adanya perbedaan gradien nutrisi
yang membedakan antara bagian di permukaan biofilm dengan di dalam
biofilm. Pada bagian permukaan akan menghasilkan sel yang aktif
secara metabolik, sedangkan di dalam biofilm sel menjadi tidak
aktif/mengalami pertumbuhan yang lambat. Hal ini menyebabkan sel
bakteri dalam biofilm akan lambat pertumbuhannya. Sehingga
beberapa antibiotik seperti penisilin dan ampisilin tidak akan bekerja
pada bakteri ini sebab antibiotik tersebut bekerja pada saat bakteri
sedang aktif tumbuh (Jamal M et al., 2015).

Pada tahun 2019 telah dilakukan penelitian mengenai resistensi
Escherichia coli terhadap beberapa antibiotik. Dari hasil yang
didapatkan terdapat resistensi pada antibotik dari yang prosentase
tertinggi hingga terendah vyaitu, tetrasiklin, sulfamonomethaxazol,
trimethoprim, ampisilin, asam nalidiksat, ciprofloxacin, enrofloxacin,
gentamisin, dan chloramphenicol, dengan prosentase tertinggi adalah
tetrasiklin 97,3% dan chloramphenicol dengan prosentase terendah

sebesar 10,8% (Peternakan et al., 2019). Pada penelitian lain di tahun
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yang sama didapatkan resistensi antibiotik penisilin dan amoksisilin
yang memiliki prosentase mencapai 100%, streptomisin sebesar 70%,
trimetoprim-sulfametoksasol sebesar 60%, dan tetrasiklin sebesar 30%.
Resistensi antibiotik yang terjadi diduga dapat mempengaruhi bakteri
lain juga dengan cara menyebarkan gen resisten terhadap suatu
antibiotik (Normaliska et al., 2019).

2.3 Aspergillus niger

2.3.1 Taksonomi

Kingdom : Fungi

Divisi : Eumycetes

Kelas : Deuteromycetes

Ordo : Moniliales

Famili : Moniliaceae

Genus : Aspergillus

Spesies . Aspergillus niger (Irma, 2015)

2.3.1 Morfologi

Gambar 2. 6 Koloni Aspergillus niger. (Irma, 2015)

Aspergillus niger merupakan jenis jamur yang hidup pada suhu 37°C
atau lebih. Jamur ini biasanya tidak berwarna, memiliki hifa bersepta,
terdapat hifa vegetatif pada bagian permukaannya, dan memiliki miselium

yang bercabang. Aspergillus niger juga memiliki konidiofor yang bersepta
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dan akan membentuk stigmata pada bagian ujungnya. Kebanyakan stigmata
tidak berwarna, terdapat rantai kehijauan, coklat atau hitam yang merupakan
konidianya (Irma, 2015). Dari penelitian yang bertujuan untuk
mengidentifikasi Aspergillus niger, ciri khas dari spesies ini adalah
memiliki konidia dengan warna yang khas yaitu, coklat tua hingga hitam,
dengan konidiofornya uniseriate atau biseriate, hifa berpigmen hialin, dan
juga memiliki vesikula yang cenderung bulat (Silva et al., 2011).
Aspergillus niger cenderung berwarna putih kekuningan saat berusia
muda, dan semakin lama akan berubah warna menjadi coklat gelap atau
bahkan hitam. Perubahan warna ini terjadi karena mulai terbentuknya

konidiofor yang memiliki dinding halus, hialin, dan juga berwarna

190000
oréce o

\
MEA CYA CYA37 DG-18 CREA

niger Group 1
(A. niger)

A

A. niger Group II
(A. tubingensis)

Gambar 2. 7 Aspergillus niger & Aspergillus tubingensis
(Zulkifli & Zakaria, 2017)

kecoklatan. bentuk kepala konidiofornya bulat sampai semi bulat dan
berwarna coklat atau hitam dengan ornamen (Irma, 2015). Morfologi dari
Aspergillus niger ini berbeda dari spesies Aspergillus yang lain, seperti
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus
oryzae, dan Aspergillus clavatus. Namun memiliki kemiripan dengan
Aspergillus tubingensis, dan dapat dibedakan melalui identifikasi secara

molekuler (Zulkifli & Zakaria, 2017).
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2.3.2

2.3.3

Penampakan dari kedua jamur ini sangat mirip bahkan hampir tidak
dapat dibedakan antara A.niger dengan A.tubingensis. Namun pada
A.tubingensis ditemukan adanya sklerotika (Zulkifli & Zakaria, 2017).
Kandungan Aspergillus niger

Dalam beberapa penelitian telah teridentifikasi enzim yang
terkandung adalah Aspergillus niger. Enzim-enzim ini diantaranya adalah
amilase yang dapat digunakan sebagai bahan pembuatan sirup, produksi
glukosa bersama dengan enzim glukoamilase, membantu dalam
pencernaan, fermentasi alkohol dan juga berguna dalam industri tekstil. Ada
juga enzim protease yang berperan dalam industri makanan, enzim glukosa
oksidase yang berperan dalam industri telur kering karena mampu
melenyapkan oksigen dan kandungan glukosa dari makanan, serta enzim
naringinase yang berperan dalam industri sari buah terutama jeruk karena
mampu menghilangkan rasa getir dan pahit (Irma, 2015). Selain itu
Aspergillus niger juga menghasilkan enzim selulase yang mampu
mengkatalisis proses hidrolisis selulosa menjadi glukosa. Enzim CDH
(Cellobiose dehydrogenase) juga berhasil ditemukan. Pada isolat
Aspergillus niger terbukti mempunyai daya hambat terhadap pertumbuhan
bakteri (Rasouli et al., 2020).

Aspergillus niger sebagai Antibiotik dan Antibiofilm

Beberapa kandungan yang terdapat dalam Aspergillus niger diduga

mampu digunakan untuk melawan bakteri utamanya bakteri penyebab ISK,

Escherichia coli.
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a. Cellobiose Dehydrogenase Enzyme (CDH)

Cellobiose dehydrogenase (CDH) adalah enzim ekstraseluler
yang diproduksi oleh berbagai jamur Aspergillus niger yang mampu
mengoksidasi selodekstrin terlarut, manodekstrin dan laktosa secara
efisien. Dari penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil bahwa
kompleks CDH ini diketahui menunjukkan aktivitas antimikroba
dengan menghancurkan matriks biofilm melalui glikosida yang terkait
dengan pembelahan ExPs yang ada pada biofilm. CDH ini bekerja
dengan cara mendestabilisasi biofilm maupun menghambat
pembentukan biofilm. Sehingga biofilm tidak akan mampu
menghalangi agen antimikroba untuk menembus masuk (Rasouli et al.,
2020).

b. Enzim glukosa oksidase

Enzim glukosa oksidase digunakan untuk menghasilkan H20-
sebagai agen antimikroba yang dikenal dalam industri makanan.
Sehingga adanya kandungan zat ini juga diduga mampu menghambat
pertumbuhan berbagai bakteri penyebab ISK. Selain itu, H2O> juga
merupakan zat pengoksidasi yang melekat kuat yang digunakan dalam
konsentrasi rendah sebagai antiseptik (Rasouli et al., 2020).

c. Enzim selulase

Dari penelitian yang dilakukan, enzim selulase yang disintesis
biasanya memiliki kandungan AgNO3 0,5 mM sehingga dapat
menghasilkan nonpartikel perak dengan ukuran yang kecil yaitu 30 nm

hingga 60 nm. Karena ukurannya yang kecil, memudahkan partikel ini
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2.4

untuk menyebar merata ke dalam membrane selulosa bakteri sehingga
akan terjadi hidrolisis selulosa bakteri. Hal ini dapat menyebabkan
penghambatan bakteri sehingga dapat berperan sebagai antibakteri.
Enzim selulase pada bakteri E.coli dan S.aureus memiliki aktivitas
antibakteri dengan menghambat pertumbuhannya sebesar 26,69% dan
22.92% (Ecular et al., 2010).
d. Enzim protease
Salah satu yang berperan sangat penting dalam metabolisme
dan patogenisitas sel bakteri adalah protease. Struktur dari enzim
protease sendiri sangat beragam. Karena fungsinya sebagai pemecah
protein dan berpengaruh juga dalam peptidoglikan bakteri,
menyebabkan enzim ini mulai banyak diteliti untuk digunakan sebagai
antibakteri. Struktur aktif dalam protease diduga mampu menghambat
enzim yang berada dalam bakteri sehingga dapat menurunkan
toksisitasnya terhadap sel inang (Culp & Wright, 2017).
Penelitian Serupa tentang Antibiotik dan Antibiofilm dari Jamur
Estela dan Abraham pada tahun 2016 melakukan penelitian
menegenai bahan alami yaitu jamur sebagai antibiotik dan antibiofilm
bakteri patogen. Penelitian ini menggunakan ekstrak dari jamur Aspergillus
lalu di ujikan pada C.albicans dan S.aureus. Dari hasil yang didapat,
aspergillus  menghasilkan  senyawa echinocandins  (caspofungin,
micafungin, dan anidulafungin) yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dan pembentukan biofilm (Estrela & Abraham, 2016). Hal tersebut

juga membuktikan bahwa fitokimia mampu mengatasi masalah resistensi
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antibiotik pada biofilm yang menjadi masalah serius terutama di bidang
kesehatan (Mishra et al., 2020).

Pada tahun 2020 dilakukan penelitian mengenai aktivitas
Aspergillus niger sebagai antibakteri dan antibiofilm pada Staphylococcus
epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini menguji
kandungan enzim Cellobiose Dehydrogenase (CDH) dalam Aspergillus
niger dan aktivitasnya terhadap penghambatan pertumbuhan dan
penghancuran bakteri. Dari penelitian yang dilakukan didapatkan hasil
bahwa enzim CDH dalam Aspergillus niger terbukti dapat digunakan
sebagai antibakteri dan antibiofilm pada isolat Staphylococcus epidermidis
dan Pseudomonas aeruginosa (Rasouli et al., 2020). Selain enzim CDH,
ditemukan juga adanya enzim koktail di dalam Aspergillus niger. Enzim ini
mampu menghambat pembentukan biofilm dengan cara menghancurkan

pembentukan arsitektur dari biofilm (Kaur et al., 2020).
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2.5

KerangkaTeori
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BAB 111

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1  Kerangka Konsep

MEIC Kadar Hambat Kadar Bunuh
Minimum (KHM) Minimum (KBM)

Pertumbuhan Escherichia
coli

» Kemampuan Bertahan
Hidup Escherichia coli

Supernatan Aspergillus niger
dengan konsentrasi 100%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25%

m
[
©
2
A 4

Pembentukan Biofilm >

Keterangan :

—» Memengaruhi Variabel Bebaz

—| menghambat I:I Variabel Terikat
Gambar 3. 1 Kerangka Konsep Penelitian

Aspergillus niger memiliki berbagai kandungan diantaranya enzim
selulase, enzim protease, enzim glukosa oksidase, dan enzim CDH
(Cellobiose dehydrogenase). Beberapa enzim tersebut diduga berperan
dalam proses penghambatan pertumbuhan dan juga penghambatan
pembentukan biofilm bakteri gram negative Escherichia coli. Oleh karena
itu, Aspergillus niger memiliki kemungkinan untuk digunakan sebagai
antibakteri dan antibiofilm.

3.2 Hipotesis Penelitian
Ho:
- Aspergillus niger tidak memiliki aktivitas sebagai antibakteri terhadap
Escherichia coli.
- Aspergillus niger tidak memiliki aktivitas sebagai antibiofilm terhadap

Escherichia coli.
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Hi:

Aspergillus niger memiliki aktivitas sebagai antibakteri terhadap

Escherichia coli.

Aspergillus niger memiliki aktivitas sebagai antibiofilm terhadap

Escherichia coli.
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4.1

411

BAB IV

METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Pada penelitian ini menggunakan desain eksperimental murni (true
experimental design) dan posttest only control group design. Dalam
pengujian antibakteri digunakan metode dengan dilusi tabung, sedangkan
pengujian antibiofilm menggunakan metode microtiter plate biofilm assay.
Nilai Optical Density (OD) yang dihasilkan dari metode ini diukur dengan
microplate reader.
Jumlah Pengulangan

Banyaknya pengulangan sampel pada penelitian ini dihitung
menggunakan Rumus Federer:

(t-1) (n-1) =15

Keterangan:
t = Kelompok perlakuan
n = Jumlah pengulangan pada setiap kelompok perlakuan

Penelitian ini menggunakan 9 kelompok perlakuan, yang teridiri dari
5 kelompok uji (konsentrasi supernatan Aspergillus niger 100%, 50%, 25%,
12,5%, dan 6,25%), dan 4 kelompok kontrol yaitu, kelompok kontrol positif,
kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol media, dan kelompok kontrol
supernatan Aspergillus niger. Sehingga perhitungan untuk banyaknya

pengulangan adalah sebagai berikut:
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(t-1) (n-1) =15
(9-1) (n-1) =15

8(n-1) >15
8n-8 >15
8n >23
n =2.875

Dari hasil perhitungan, didapatkan jumlah pengulangan sebesar n >
2,875, sehingga pengulangan pada penelitian ini dilakukan sebanyak 3 kali
untuk masing-masing kelompok.
4.1.2 Variabel Penelitian
4.1.2.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah besarnya konsentrasi
inokulum Aspergillus niger, yaitu supernatan Aspergillus niger dengan
konsentrasi sebesar 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%.
4.1.2.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM), Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM), dan konsentrasi
minimal Aspergillus niger sebagai antibiofilm Escherichia coli melalui
mekanisme penghambatan biofilm atau Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration (MBIC).
4.1.3 Kiriteria Inklusi dan Eksklusi
4.1.3.1 Kriteria Inklusi
a. Supernatan Aspergillus niger yang dibuat dari inokulum Aspergillus
niger dengan masa inkubasi 4 hari pada suhu 28°C di inkubator

shaker.
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b. Escherichia coli
1. Isolasi Escherichia coli yang berasal dari pasien ISK
2. Escherichia coli yang berusia 24 jam
3. Koloni Escherichia coli yang mampu membentuk biofilm dan
dibuktikan dengan metode microtiter plate biofilm assay pada uji
pertumbuhan biofilm.
4.1.3.2 Kriteria Eksklusi
a. Supernatan Aspergillus niger yang tidak dibuat dari inokulum
Aspergillus niger dengan masa inkubasi 4 hari pada suhu 28°C di
inkubator shaker.
b. Escherichia coli

1. Isolasi Escherichia coli yang tidak berasal dari pasien ISK

2. Escherichia coli yang tidak berusia 24 jam.

3. Koloni Escherichia coli yang tidak mampu membentuk biofilm dan
dibuktikan dengan metode microtiter plate biofilm assay pada uji
pertumbuhan biofilm.

4.2  Tempat dan Waktu Penelitian
- Tempat : Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran dan limu
Kesehatan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.
- Waktu : Juni sampai November 2021.
4.3  Populasi Penelitian
Penelitian ini menggunakan populasi biakan bakteri Escherichia

coli pembentuk biofilm.
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4.4  Sampel Penelitian
Sampel pada penelitian ini adalah bakteri Escherichia coli
pembentuk biofilm, dari isolat murni pasien ISK pada Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Brawijaya Malang.
4.5  Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu: Microplate flat
bottom 96 wells, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), timbangan analitik,
Microplate reader, gelas ukur, oven, kuvet, ose, Bunsen, spektrofotometer,
tabung reaksi, bunsen, cawan petri, gelas ukur, ose, pipet tetes, timer,
Erlenmeyer, mikropipet, tabung falcon, kain lap, tabung Eppendorf, filter
paper 0,22 um, kertas whatmann no.42, blue disposal tip, alumunium foil,
yellow disposal tip, baskom kecil, rak tabung, ice pack, catton swab.
4.5.2 Bahan Penelitian
a. Bahan Uji
Aspergillus niger yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Brawijaya Malang.
b. Bakteri Uji
Bakteri Escherichia coli pembentuk biofilm, dari isolat murni pasien
ISK pada Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijaya Malang.
c. Bahan Lainnya
Media Potato Dextrose Broth (PDB), Trypticase Soy Agar (TSA),

Trypticase Soy Brooth (TSB), glukosa, aquades, kristal violet 0,1%,
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antibiotik ciprofloxacin, asam asetat 30%, alcohol 96%, dan Phospate
Buffer Saline (PBS).
4.6 Definisi Operasional

a. Escherichia coli
Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif yang mampu
membentuk biofilm, dan didapatkan dari hasil isolasi bakteri pada
pasien ISK. Isolat yang digunakan diambil dari Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Brawijaya Malang.

b. Biofilm Escherichia coli
Biofilm Escherichia coli merupakan kumpulan mikroorganisme
(koloni) Escherichia coli yang membentuk struktur tertentu pada
matriks zat polimer ekstraseluler yang mereka hasilkan (Jamal et al.,
2018).

Cc. Inokulum Aspergillus niger
Inokulum Aspergillus niger adalah koloni jamur Aspergillus niger yang
dibiakan pada media PDB (potato dextrose broth).

d. Metode dilusi
Metode dilusi sering disebut juga metode pengenceran yang sering
digunakan untuk mengetahui KHM dan KBM suatu antibiotik. Dalam
pengujiannya menggunakan berbagai konsentrasi dan pembacaan
hasilnya berdasarkan kekeruhan yang terjadi pada masing-masing

konsentrasi tersebut (Maulana & Ibrahim, 2020).
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Metode microtiter plate biofilm assay

Metode ini digunakan untuk pengukuran jumlah biofilm dengan cara
menginterpretasikannya dari kepekatan warna pada masing masing
microtiter plate (Maghfirah et al., 2017).

Kelompok Uji

Kelompok yang mendapatkan perlakuan dengan pemberian supernatan
Aspergillus niger dengan berbagai konsentrasi yaitu, 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%.

Kelompok kontrol

Kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak mendapatkan perlakuan
berupa pemberian berbagai konsentrasi supernatan Aspergillus niger.
Pada penelitian ini ada tiga kelompok kontrol yaitu kontrol positif yaitu
antibiotik, kontrol negatif yaitu Escherichia coli, kontrol media yaitu
LB, kontrol supernatan Aspergillus niger dengan konsentrasi 100%.
Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Uji KHM dilakukan untuk mengetahui kadar minimal supernatan
Aspergillus niger sebagai penghambat pertumbuhan bakteri Escherichia
coli.

Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Uji KBM dilakukan untuk mengetahui kadar minimal supernatan
Aspergillus niger dalam membunuh bakteri Escherichia coli.

Uji pertumbuhan biofilm

Uji ini dilakukan untuk mengetahui tingkat kemampuan Escherichia

coli sebagai pembentuk biofilm.
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4.7

4.7.1

4.7.2

k. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC)
MBIC merupakan konsentrasi terendah supernatant Aspergillus niger
dalam menghambat pembentukan biofilm Escherichia coli.
I.  Optical Density (OD)
OD merupakan ukuran kuantitatif yang menunjukan kepadatan dari
biofilm Escherichia coli setelah mendapat perlakuan berupa pemberian
supernatan Aspergillus niger.
Prosedur Penelitian
Pembuatan Inokulum Aspergillus Niger
Tujuan dari pembuatan inokulum Aspergillus niger adalah untuk
memfermentasikan dan mengekstraksi senyawa metabolit yang ada pada
jamur tersebut. Media yang digunakan adalah Potato Dextrose Broth (PDB)
yang disterilkan di autoklaf. Bahan lain yang digunakan adalah glukosa 2%
dan koloni jamur Aspergillus niger. Perbandingan dari Aspergillus niger
yang telah di isolasi dengan media adalah 1 : 9.
Langkah pertama yang dilakukan adalah mencampurkan 100 ml
PDB yang telah disterilisasi dengan glukosa 2% dalam tabung Erlenmeyer
250 ml. Selanjutnya mengambil koloni jamur Aspergillus niger
menggunakan ose untuk dicampurkan pada media PDB yang telah
ditambahkan glukosa. Tahap berikutnya adalah menginkubasi larutan tadi
pada suhu ruang 28°C selama 4-7 hari (Prateeksha et al., 2020).
Pembuatan Supernatan Aspergillus niger
Tujuan dari pembuatan supernatant Aspergillus niger ini adalah

untuk memisahkan kandungan senyawa dan enzim yang terdapat

40



didalamnya. Pemisahan ini dapat terjadi dengan cara melakukan
sentrifugasi (Suryono, 2016).
Langkah awal yang dilakukan adalah menyaring miselium
Aspergillus niger yang telah diinokulasi dengan menggunakan Kkertas
whatman no.42 steril, hasil saringan ditampung dalam gelas beaker steril
yang telah diberi ice pack pada bagian luarnya untuk menjaga agar tetap
dingin. Selanjutnya, pindahkan pada tabung eppendorf dan masukan dalam
freezer selama 10-15 menit, namun jangan sampai membeku. Berikutnya
lakukan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. Setelah
itu, saring dengan filter paper steril 0,22 um dan ditampung pada gelas
beaker yang telah diberi ice pack pada bagian luarnya. Supernatan siap
untuk digunakan (Prateeksha et al., 2020).
4.7.3 Penyiapan Bakteri
4.7.3.1 Pembuatan Media Pertumbuhan
Pada penelitian ini menggunakan media Trypticase Soy Broth (TSB)
dengan penambahan glukosa 5% (Bg. Mutmainnah, Supnawadi, 2018).
Penambahan glukosa bertujuan agar pembentukan biofilm bakteri dapat
meningkat (Handa Gustiawan, 2019). Cara pembuatannya dengan
mensterilkan 200 ml media TSB menggunakan autoklaf dengan suhu
sebesar 121°C dalam waktu 15 menit. Setelah itu tambahkan 2 gr glukosa
5% (Harris, 2015).
4.7.3.2 Penyiapan Suspensi Bakteri
Suspensi bakteri Escherichia coli dibuat dengan satu ose kultur

Escherichia coli yang diremajakan dan diinokulasi media 3 ml TSB +
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4.7.4

glukosa 1%. Homogenkan lalu inkubasi anaerob dalam waktu 18 jam pada
suhu 37°C. Kemudian tambahkan suspensi bakteri dengan media TSB 2 ml
lalu dihomogenkan. Selanjutnya inkubasi secara anaerob selama 18 jam
pada suhu 37°C. Hitung kepadatan bakteri (OD) dengan spektrofotometer
yang memiliki panjang gelombang 595 nm hingga diperoleh OD 0,5
(Yuliana, 2015).
Penyiapan Kelompok Kontrol

Antibiotik yang digunakan sebagai kelompok kontrol positif adalah
ciproflaksasin. Ciproflaksasin digunakan karena memiliki spektrum yang
luas sebagai antibiotik utamanya pada kasus ISK (Brown, 2006).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan sebelumnya, MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) ciproflaksasin pada Escherichia coli memiliki
rentang sebesar 0,015-128 pg/ml (Dong et al., 2019). Sedangkan pada
penelitian ini digunakan konsentrasi MIC 128 pg/ml sebagai kontrol positif.
Untuk kontrol negatif digunakan bakteri Escherichia coli dan untuk kontrol
media digunakan TSB + glukosa 5%. Penggunaan media ini didasarkan
pada penelitian (Yuliana, 2015) yang merekomendasikan penggunaan
campuran TSB dengan glukosa 5% . TSB memiliki kandungan pepton
kedelai dan kasein yang sangat membantu pertumbuhan bakteri (Resources
etal., 2018). Sedangkan penambahan glukosa bukan hanya dapat memenubhi
nutrisi bagi pertumbuhan bakteri, tetapi juga membantu pembentukan

biofilm bakteri (Aviantina, 2019).
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4.7.5 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Metode pengujian KHM adalah dengan dilusi tabung. Digunakan

microplate 96 wells agar meminimalkan jumlah alat yang dipakai.

Konsentrasi supernatan Aspergillus niger yang dibutuhkan adalah 100%,

50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Pembuatan supernatan Aspergillus niger

dengan berbagai konsentrasi ini dilakukan langsung pada microplate 96

wells dengan 3 kali pengulangan.

1.

Konsentrasi 100%

Berisi 100 ul supernatan Aspergillus niger

Konsentrasi 50%

Mencampurkan 100 pl supernatan Aspergillus niger dengan 100 pl
PDB. Selanjutnya ambil 100 pl dari hasil pencampuran ini untuk
dimasukkan ke microplate berikutnya.

Konsentrasi 25%

Mencampurkan 100 pl supernatan konsentrasi 50% dengan 100 pl
PDB. Selanjutnya ambil 100 pl dari hasil pencampuran ini untuk
dimasukkan ke microplate berikutnya.

Konsentrasi 12,5%

Mencampurkan 100 pl supernatan konsentrasi 25% dengan 100 pl
PDB. Selanjutnya ambil 100 pl dari hasil pencampuran ini untuk
dimasukkan ke microplate berikutnya.

Konsentrasi 6,25%

Mencampurkan 100 ul supernatan konsentrasi 12,5% dengan 100 pl

PDB. Selanjutnya buang 100 pul campuran ini.
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4.7.6

Selanjutnya menambahkan 100 ul suspensi bakteri Escherichia coli
pada semua microplate yang telah terisi beragam konsentrasi supernatant
Aspergillus niger (Rahayu, 2013 dengan modifikasi).

Pembuatan  kelompok kontrol positif dilakukan dengan
mencampurkan antibiotik ciprofloksasin 64 pg/ml sebesar 100 pl dengan
100 pl suspensi bakteri Escherichia coli. Kelompok kontrol negatif dibuat
dengan mencampurkan suspensi Escherichia coli 100 pl dengan media TSB
100 pl. Sedangkan untuk kelompok kontrol media terdiri dari pencampuran
media PDB 100 pl dengan TSB 100 pl. Terakhir membuat kontrol
supernatan Aspergillus niger sendiri 100 pl. Tahapan berikutnya adalah
menutup microplate lalu diinkubasi pada suhu 37°C dalam waktu 24 jam
(Nuraina, 2015 dengan modifikasi).

Setelah diinkubasi selama 24 jam, amati microplate dengan
Microplate Reader 595 nm (Rollando & Sitepu, 2018). Dari pengukuran ini
akan dihasilkan OD yang beragam pada masing-masing well. Untuk
mengetahui nilai KHM Aspergillus niger terhadap Escherichia coli, dapat
dianalisis melalui nilai OD pada well yang menunjukan angka konstan pada
konsentrasi yang paling rendah.

Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Dalam perhitungan KBM pada penelitian ini menggunakan metode
streak. Media yang akan ditanam adalah well yang memiliki nilai OD
sebagai KHM dan well dengan konsentrasi satu tingkat diatasnya.
Selanjutnya, ambil media dari well tersebut sebanyak 3 pul dengan yellow

micropipate. Setelah itu, tuangkan pada cotton swab, lalu streak pada media
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4.7.7

tanam Trypticase Soy Agar (TSA) pada 3 cawan petri yang berbeda.
Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Langkah terakhir adalah
menghitung KBM dengan colony counter (Mulyani et al., 2018).

Uji Deteksi Pembentukan Biofilm Escherichia coli

Metode yang digunakan pada uji pembentukan biofilm Escherichia
coli ini adalah microtiter plate biofilm assay atau tissue culture plate. Uji
ini dilakukan untuk mengetahui kekuatan bakteri Escherichia coli dalam
membentuk biofilm. Disini suspensi bakteri Escherichia coli sebagai
kelompok uji, dan campuran media TSB sebagai kelompok kontrol.

Selanjutnya melakukan dilusi dengan mengambil 1 ose Escherichia
coli lalu memasukkannya pada 10 ml TSB. Agar tidak ada bagian yang
mengendap, dilakukan vortex pada larutan ini. Langkah berikutnya,
mengambil 1 ml larutan pertama dan dimasukan pada 10 ml larutan kedua,
setelah itu divortex dan diberi nama 1072 Ulangi langkah ini hingga 107,
Semua larutan tadi diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C (Fadhila & Sari, 2019
dengan modifikasi).

Lakukan pembacaan nilai OD 24 jam pada microplate Ai-4 dan cuci
tiga kali dengan PBS agar sel-sel planktonik yang melekat pada microplate
hilang, lalu keringkan. Berikutnya warnai dengan kristal violet 0,1%
sebanyak 200 ul pada setiap microplate. Tujuannya adalah untuk mewarnai
biomassa biofilm lalu inkubasi selama 15 menit. Setelah proses inkubasi
selesai, buang isi microplate lalu cuci dengan PBS steril sebanyak tiga kali
agar sel yang tidak menempel pada microplate hilang. Lalu keringkan dalam

suhu ruang. Setelah kering, masukkan etanol 95% sebanyak 200 ml pada
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setiap sumur, lalu inkubasi selama 20 menit dalam suhu ruang. Setelah itu
hitung nilai OD menggunakan microplate reader 595 nm (Fadhila & Sari,
2019 dengan modifikasi). Langkah diatas diulangi pada waktu 48 jam dan
72 jam (Thieme et al., 2019).

Untuk mengetahui kekuatan bakteri menghasilkan biofilm adalah
dengan membandingkan ODc¢ut dengan ODisolat. ODcyt diperoleh dari ODc
(OD kontrol negatif yang merupakan media kultur) ditambah 3 kali standar
deviasi OD. tersebut. Sedangkan nilai OD didapatkan dari nilai ODisolat
(rata-rata) dikurangi nilai OD¢yt (Aviantina, 2019). Rumus perhitungannya
dapat ditulis sebagai berikut:

ODcut = OD¢ + (3 x SD OD)
Keterangan:
ODcyt = Optical Density cut-off
OD.; = Optical Density control
Intepretasi kekuatan bakteri dalam membentuk biofilm adalah

sebagai berikut:

Rata-rata nilai OD Kekuatan penghasil biofilm
ODisolat < ODcut Non-biofilm producer
ODcut <ODisolat < 2X ODcut Weal-biofilm producer
2x ODcut <ODjsotat < 4x ODcut Moderate- biofilm producer
4x ODcut <ODjsolat Strong- biofilm producer

ODcut = Optical Densitycut,ODisolat = Optical Density 1solat
Sumber: (Abida, 2020)
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4.7.8 Uji Penghambatan Biofilm Escherichia coli

Pada pengujian ini menggunakan supernatan Aspergillus niger
dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dengan masing-
masing 100 pul diletakan pada micropipet. Berikutnya memasukkan suspensi
bakteri Escherichia coli pada kelima sumur dengan berbagai konsentrasi
tadi.

Pembuatan  kelompok kontrol positif dilakukan dengan
mencampurkan antibiotik ciproflaxacin 64 pg/ml sebesar 100 pl dengan 100
pl  suspense bakteri Escherichia coli. Kelompok kontrol negatif
menggunakan dibuat dengan mencampurkan suspensi Escherichia coli 100
pl dengan media TSB 100 pl. Sedangkan untuk kelompok kontrol media
terdiri dari pencampuran media PDB 100 pl dengan TSB 100 pl. Terakhir
membuat kontrol supernatan Aspergillus niger sendiri 100 pl. Tahapan
berikutnya adalah menutup microplate lalu diinkubasi dengan suhu 37°C
selama 72 jam.

Setelah inkubasi selesai, angkat microplate lalu cuci tiga kali dengan
PBS agar sel-sel planktonik yang melekat pada microplate hilang, lalu
keringkan. Berikutnya warnai dengan kristal violet 0,1% sebanyak 200 pl
pada setiap microplate. Tujuannya adalah untuk mewarnai biomassa biofilm
lalu inkubasi selama 15 menit. Setelah proses inkubasi selesai, buang isi
microplate lalu cuci dengan PBS steril sebanyak tiga kali. Lalu keringkan
dalam suhu ruang. Setelah kering masukkan etanol 95% sebanyak 200 ml
pada setiap sumur, lalu inkubasi selama 20 menit dalam suhu ruang. Setelah

itu amati menggunakan microplate reader 595 nm.
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Untuk menghitung penghambatan pertumbuhan biofilm digunakan

ODyp — ODy i
x 1009
0Dy, %

% Penghambatan pertumbuhan biofilm =
rumus berikut:
Keterangan:

ODwn = Optical Density kontrol negative

ODyji = Optical Density uji
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4.8  Denah Perlakuan Uji Aktivitas Antibakteri dan Antibiofilm

Denah Perlakuan Uji Aktivitas Antibakteri dan Antibiofilm

menggunakan microplate 96 wells pada penelitian ini adalah sebagai

berikut:

8 9 10 M

Keterangan :

@ Kelompok uji konsentrasi 100%
@ Kelompok uji konsentrasi 50%
(O Kelompok uji konsentrasi 25%
(O Kelompok uji konsentrasi 12,5%
O Kelompok uji konsentrasi 6,25%

@ Kontrol negatif

) Kontrol positif

O Kontrol media

@ Kontrol supernatan (CFS)

Gambar 4. 1 Denah Penelitian
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49 Alur Penelitian
Escherichia coli

Aspergillus niger Peremajaan bakteri
E.coli
|dentifikasi A.niger v
(cek biokimia) Identifikasi Bakteri
v v
Pembuatan Inokulum Pembuatan suspensi
balteri Escherichia coli

Aspergillus niger

v I

Pembuatan Supernatan
b Pengukuran QD dengan

Asperqgillus niger
(Konsentrasi 100%, 50%, spektrofotometer
25%, 12,5%, 6,25%) ‘L

Uji pertumbuahan biofilm

Escherichia coli dengan

metode microfiter plate
biafilm assay

v

Escherichia coli
pembentuk biofilm

v

Pengujian aktivitas antibakteri dan antibiofilm
Aspergillus niger terhadap Escherichia coli
dengan 3 kali pengulangan

Kelompok Uji Kontrol Kontrol Kontrol
positif neqatif media
Konsentrasi Supernatan A. niger
Antibiotik
Ciproflaxacin Suspensi PDB +

12,5% 6,25% bakteri TSB

50% 25%

100%

+ Suspensi bakteri E. coli

Uji Kadar Hambat Minimum (KHM) Uji Kadar Hambat Minimum (KHM)

Uji Penghambatan biofilm (MBIC)

v

Pembacaan OD uji dengan
Mocroplafe Reader (595nm)

v

Perhitungan KHM, KBM, dan
MEIC

v

Analisis data One-way Anova

Gambar 4. 2 Alur Penelitian
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4.10 Analisis Data

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan Uji One-way Analysis
of Variance (ANOVA) dengan aplikasi SPSS for windows. Anova ini
merupakan uji parametrik menggunakan skala data numerik yang dapat
membandingkan perbedaan rerata dari dua kelompok perlakuan atau lebih
dengan taraf signifikasi data 0,05. Untuk uji normalitas distribusi data,
dilakukan uji Shapiro-wilk. Apabila didapatkan nilai signifikasi >0,05 maka
data tersebut normal. Sedangkan bila <0,05 maka data tidak terdistribusi
dengan normal. Uji homogenitas dari sampel menggunakan uji lavene,
dengan nilai signifikasi >0,05 untuk hasil yang menunjukan data homogen
(Abida, 2020).

Apabila data dari penelitian ini tidak memenuhi kriteria uji one-way
ANOVA, maka data akan diuji dengan uji kruskal wallis. Apabila
menggunakan one-way ANOVA dilanjutkan dengan uji post hoc-tukey.
Namun bila analisa data menggunkan kruskal wallis, maka dilanjutkan

dengan uji man withney (Aviantina, 2019).
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BAB V
HASIL PENELITIAN

5.1  Hasil Identifikasi Jamur
Uji identifikasi pada jamur Aspergillus niger ini dilakukan secara
makroskopis dan mikroskopis oleh peneliti dan ahli mikrobiologi.
a. Uji makroskopis
Media yang digunakan pada uji ini adalah dengan PDA (Potato
Dextrose Agar). Dari hasil pertumbuhan menghasilkan warna putih
kekuningan saat jamur berusia muda, dan semakin lama akan berubah
warna menjadi coklat gelap atau bahkan hitam yang menunjukan
tumbuhnya jamur Aspergillus niger. Hasil identifikasi jamur secara

makroskopis dapat dilihat pada gambar 5.1.

Gambar 5. 1 Spora Aspergll—i‘a's niger berwarna coklat
gelap sampai hitam pada media PDA

b. Uji Mikroskopis
Hasil uji identifikasi Aspergillus niger secara mikroskopik adalah
ditemukannya hifa bersepta dan miselium yang bercabang. Selain itu

jamur ini memiliki vesikula cenderung bulat dan warna yang cenderung
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gelap (coklat tua atau bahkan hitam). Hasil identifikasi jamur secara

mikroskopis dapat dilihat pada gambar 5.2.

.

Gambar 5. 2 Hasil uji identifikasi secara mikroskopis dengan
perbesaran 400x dan 100x menunjukan adanya hifa bersepta (panah
merah) dan vesikula berbentuk bulat berwarna gelap (panah biru)

5.2  Hasil pembuatan Cell Free Supernatant (CFS)
Pembuatan CFS didapatkan dari pengambilan spora Aspergillus
niger yang kemudian diinokulasi pada media PDB (Potato Dextrose Broth)
100 ml. Hasil dari inokulum tersebut diambil 5 ml lalu ditambahkan dengan
45 ml PDB dan glukosa 2%. Setelah itu, dilakukan inkubasi selama 7 hari
dengan suhu 28°C. CFS kemudian di saring hingga berwarna kuning bening.

Hasil pembuatan CFS dapat dilihat pada gambar 5.3.

Gambar 5. 3 Hasil CFS setelah dilakukan penyaringan
berwarna kuning bening
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5.3

Hasil Identifikasi bakteri
Uji yang digunakan untuk mengidentifikasi bakteri Escherichia coli
pada penelitian ini adalah dengan uji makroskopis, uji mikroskopis, dan uji
biokimia yang dilakukan oleh peneliti dan ahli mikrobiologi.
a. Uji Makroskopis
Media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri pada uji ini adalah
dengan MCA (Mac Conkey Agar). Ditemukan koloni berbentuk bulat
dan berwarna merah bata. Hasil isolasi bakteri Escherichia coli dapat

dilihat pada gambar 5.4.

Gambar 5. 4 Koloni Escherichia coli ada media MCA
tampak berbentuk bulat dan berwarna merah.

b. Uji Mikroskopis
Uji ini dilakukan dengan memberikan pewarnaan gram pada bakteri
Escherichia coli. Didapatkan bentuk batang pendek dan warna
kemerahan pada pewarnaan gram yang menunjukan bahwa bakteri
Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif. Hasil pewarnaan

gram ini dapat dilihat pada gambar 5.5.
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Gambar 5. 5 Hasil pewarnaan gram bakteri Escherichia coli dengan
perbesaran 400x. Bakteri tampak berbentuk batang dan berwarna merah

c. Uji Biokimia
Uji biokimia yang digunakan pada bakteri Escherichia coli ini adalah
untuk menguji adanya lysin, ornithine, H>S (Hidrogen Sulfida), glukosa,
mannitol, xylosa, ONPG (o-nitro-phenyl-s-D-galactopyranoside),
indole, urease, V-P (Voges-Proskarer), sitrat, dan TDA (Tryptopan

Deaminase). Hasil uji biokimia bakteri Escherichia coli dapat dilihat

pada gambar 5.6 dan tabel 5.1.

Gambar 5. 6 Hasil Uji Biokimia bakteri Escherichia coli

Tabel 5. 1 Hasil Uji Biokimia bakteri Escherichia coli
Uji Biokimia Hasil
Escherichia coli
Lysine
Ornithine
H»S
Glukosa
Mannitol
Xylosa
ONPG
Indole
Urease
V-P
Sitrate
TDA

+ [+

+ |+ [+ |+ [+
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5.4

5.5

Hasil Uji Deteksi Pembentukan Biofilm

Uji pembentukan biofilm bakteri Escherichia coli menggunakan
metode microtiter plate biofilm assay yang diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C lalu dihitung menggunakan microplate reader. Suspensi bakteri
yang digunakan adalah Escherichia coli yang memiliki OD 0,5. Hasil uji
deteksi pembentukan biofilm dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel 5. 2 Hasil uji pembentukan biofilm bakteri Escherichia coli

Optical Density

Kelompok Pengulangan
perlakuan 1 92 g 3 Rata-rata | SD | ODcut
Kelompok uji:

Bakteri Escherichia | 1.309 | 1.331 | 1.331 1.324 0.013
coli
Kelompok kontrol:

Media TSB dan 0.646

0.434 | 0.402 | 0.525 | 0.454 |0.064
glukosa 2%

Dari hasil diatas, pertumbuhan biofilm Escherichia coli dapat
dihitung dengan membandingkan nilai ODisolat dengan ODcyt. Nilai ODcy ini
diperoleh dengan menggunakan rumus ODcontrol + (3XSD ODcontrol). Dari
hasil tersebut memenuhi nilai pembentuk biofilm sedang OD 2x ODcut <
ODisolat < 4xODcut (1.292<1.324<2.584).

Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Metode yang digunakan untuk uji KHM adalah dengan mikrodilusi
menggunakan well microplate yang diinkubasi selama 24 jam dalam suhu
37°C lalu diukur ODnya menggunakan microplate reader. Konsentrasi
yang dapat menghambat bakteri ditunjukkan dengan kadar kekeruhan yang
paling rendah atau paling jernih. Hasil uji KHM dapat dilihat pada tabel 5.3,

dan gambar 5.7.
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Tabel 5. 3 Hasil uji KHM. Nilai rata-rata OD pada masing-masing

perlakuan
Perlakuan Nilai rata-rata OD
KHM
K+ 0.557
100% 0.707
50% 0.416
25% 0.388
12.5% 0.483
6.25% 0.396
K- 0.718
Kontrol media 0.366

Nilai Optical Density KHM Aspergillus niger
terhadap Escherichia coli

800
700
600

500
400
300
200
100

0

K+ 100% 50% 25% 12.5% 6.25% K- Kontrol
media

Nilai Optical Density (10-3)

Kelompok kontrol dan perlakuan

Gambar 5. 7 Hasil uji KHM. Nilai rata-rata OD pada masing-masing
perlakuan

Nilai KHM ditunjukan dengan nilai OD yang paling rendah pada
microplate yang diukur menggunakan microplate reader. Dari hasil diatas
dapat dilihat bahwa nilai OD terendah ada pada konsentrasi CFS 25%, yang
menandakan bahwa kadar hambat minimum Aspergillus niger terhadap

Escherichia coli adalah pada konsentrasi 25%.
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5.7

Hasil Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Setelah didapatkan nilai KHM berikutnya dilakukan uji KBM.
Tingkat keberhasilan dari uji ini dilihat pada dasar microplate. Apabila tidak
didapatkan adanya endapan pada dasar microplate maka dilakukan uji
biakan pada media agar TSA untuk melihat ada tidaknya bakteri. Hasil uji

KBM dapat dilihat pada gambar 5.8.

Gambar 5. 8 Hasil uji KBM pada well microplate

Dari hasil yang didapat dapat dilihat adanya endapan pada dasar
microplate. Hal ini menunjukan bahwa Aspergillus niger tidak mampu
membunuh bakteri Escherichia coli. Sehingga dapat dikatakan hasil uji
KBM negatif dan tidak perlu dilakukan uji lanjutan dengan menanam
bakteri pada media agar.

Hasil Uji Penghambatan Biofilm atau MBIC (Minimum Biofilm
Inhibitory Consentration)

Hasil uji MBIC dapat dilihat pada perlakuan yang dilakukan pada
microplate lalu diukur ODnya menggunakan microplate reader. Hasil Uji
MBIC dapat dilihat pada tabel 5.4 dan gambar 5.9.

Tabel 5. 4 Hasil uji MBIC bakteri Escherichia coli.
Nilai OD rata-rata pada masing-masing perlakuan.

Perlakuan Nilai rata-rata OD Biofilm
K+ 1.043
100% 3.094
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50% 0.625
25% 0.587
12.5% 0.724
6.25% 0.687

K- 1.324
Kontrol media 0.533

Nilai Optical Density Antibiofilm Aspergillus
niger terhadap Escherichia coli

3.500
o
o 3.000
2.500
2.000
1.500

1.000
I EEBRB -

K+ 100% 50% 25% 12.5% 6.25% K- Kontrol
media

nilai Optical Density (1
o

Kelompok kontrol dan perlakuan

Gambar 5. 9 Hasil uji antibiofilm. Nilai rata-rata OD pada masing-
masing perlakuan

Nilai MBIC didapatkan dari nilai OD terendah yang dihitung
menggunakan microplate reader. Dari hasil uji didapatkan nilai MBIC ada
pada CFS dengan konsentrasi 25%.
5.8  Hasil Uji Analisis Data
1. Uji KHM
a. Uji Normalitas
Tujuan: Mengetahui normalitas distribusi data OD uji KHM.
Pengambilan keputusan:
e Jika nilai signifikasi > 0.05 data terdistribusi normal

e Jika nilai signifikasi < 0.05 data tidak terdistribusi normal
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Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df  Sig. Statistic df  Sig.

OD Kontrol + 77 3 . 1.000 3 961
KHM Kontrol - 176 3 . 1.000 3 .982
CFS 100% 329 3 . .868 3 .289
CFS 50% 380 3 : 762 3 027
CFS 25% 282 3 . 936 3 512
CFS 12.5% 232 3 . 980 3 126
CFS 6.25% 289 3 . 928 3 .480
Kontrol media 372 3 . 781 3 .070
Keputusan:

Data OD uji KHM pada kelompok perlakuan memiliki p value > 0.05
pada uji normalitas shapiro-wilk sehingga data terdistribusi normal.
Meskipun ada satu data yang memiliki nilai p<0.05, namun setelah
dilihat jJumlah data dari kelompok tersebut sama dengan kelompok yang
lain, maka masih dapat dikatakan data tersebut terdistribusi secara
normal.

Uji Homogenitas

Tujuan: Mengetahui homogenitas data OD uji KHM.

Pengambilan keputusan:

= Jika nilai signifikasi > 0.05 data homogen

= Jika nilai signifikasi < 0.05 data tidak homogen
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Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
OD Based on Mean 1.951 7 16 127
KHM
Based on .505 7 16 .818
Median
Based on .505 7 6.677 .806
Median and
with adjusted
df
Based on 1.807 7 16 155
trimmed mean
Keputusan:

Data OD uji KHM memiliki p value > 0.05 sehingga data homogen

dan dilakukan analisis parametrik menggunakan one-way ANOVA.

Uji One-way Anova

Tujuan: untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan signifikan antara

kelompok perlakuan uji KHM.

Pengambilan keputusan:

= Jika nilai signifikasi < 0.05 ada perbedaan (HO ditolak)

= Jika nilai signifikasi > 0.05 tidak ada perbedaan (HO diterima)

ANOVA

OD_KHM
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.

Between 426 7 .061 30.221 .000

Groups

Within Groups 032 16 .002

Total 458 23
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Keputusan:

Data OD KHM memiliki nilai p value < 0.05 sehingga terdapat adanya

perbedaan signifikan antara data OD KHM (HO ditolak H1 diterima). Untuk

menentukan perbedaan antara masing-masing kelompok perlakuan

dilakukan uji post-hoc tukey.

d. Uji Post-Hoc Tukey

Tujuan: untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memiliki

perbedaan secara signifikan dan dimana letak nilai KHMnya.

Pengambilan keputusan:

= Nilai terendah antara kelomopk perlakuan dari hasil uji post-hoc

tukey merupakan konsentrasi nilai KHM.

OD_KHM

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
Kelompok 1 2 3
Kontrol .36633
media
CFS 25% 38767
CFS 6.25% .39600
CFS 50% 41567
CFS 12.5% 48300  .48300
Kontrol + .55667
CFS 100% .710667
Kontrol - 71767
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Sig. .083 .504 1.000

Keputusan:
Dari data hasil uji post-hoc tukey didapatkan beda signifikan pada semua
kelompok, baik kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan.
Sedangkan nilai terendah pada kelompok perlakuan ada pada CFS 25%,
sehingga CFS 25% merupakan KHM dari Aspergillus niger terhadap
Escherichia coli.

2. Uji MBIC

a. Uji Normalitas

Tujuan: Mengetahui normalitas distribusi data OD uji MBIC.
Pengambilan keputusan:

e Jika nilai signifikasi > 0.05 data terdistribusi normal
e Jika nilai signifikasi < 0.05 data tidak terdistribusi normal
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig.  Statistic df  Sig.

OD_  Kontrol + 379 3 . 765 3 .034
Anti Kontrol - 385 3 : 750 3 .000
Biofilm CFs 301 3 : 911 3 421
100%
CFS 50% 290 3 : 926 3 474
CFS 25% 333 3 : 862 3 274
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CFS 327 3 . 873 3 .303

12.5%

CFS 321 3 . 881 3 329

6.25%

Kontrol 323 3 . 879 3 321

media

Keputusan:
Data OD uji KHM pada kelompok perlakuan memiliki p value > 0.05
pada uji normalitas shapiro-wilk sehingga data terdistribusi normal.
Meskipun ada satu data yang memiliki nilai p<0.05, namun setelah
dilihat jumlah data dari kelompok tersebut sama dengan kelompok yang
lain, maka masih dapat dikatakan data tersebut terdistribusi secara
normal.
Uji Homogenitas
Tujuan: Mengetahui homogenitas data OD uji MBIC.
Pengambilan keputusan:
= Jika nilai signifikasi > 0.05 data homogen
= Jika nilai signifikasi < 0.05 data tidak homogen

Test of Homogeneity of Variances

Levene

Statistic  dfl  df2 Sig.

OD_Anti Based on Mean 4.338 7 16 .007

Biofilm  Based on Median 791 7 16 .605
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Based on Median and 791 7 7.164 .617
with adjusted df
Based on trimmed 3.862 7 16 .012

mean

Keputusan:

Data OD uji KHM memiliki p value > 0.05 sehingga data homogen dan
dilakukan analisis parametrik menggunakan one-way ANOVA.

Uji One-Way ANOVA

Tujuan: untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan signifikan antara
kelompok perlakuan uji MBIC.

Pengambilan keputusan:

= Jika nilai signifikasi < 0.05 ada perbedaan (HO ditolak)

= Jika nilai signifikasi > 0.05 tidak ada perbedaan (HO diterima)

ANOVA

OD_AntiBiofilm

Sum of Mean

Squares  df Square F Sig.
Between Groups 15.440 7 2.206 139.121 .000
Within Groups 254 16 016
Total 15.694 23
Keputusan:

Data OD MBIC memiliki nilai p value < 0.05 sehingga terdapat adanya

perbedaan signifikan antara data OD MBIC (HO ditolak H1 diterima).
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Untuk menentukan perbedaan antara masing-masing kelompok
perlakuan dilakukan uji post-hoc tukey.
d. Uji Post-Hoc Tukey

Tujuan: untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang memiliki
perbedaan secara signifikan dan dimana letak nilai KHMnya
Pengambilan keputusan:

= Nilai terendah antara kelomopok perlakuan dari hasil uji post-

hoc tukey merupakan konsentrasi nilai KHM

OD_AntiBiofilm

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kelompok N 1 2 3 4
Kontrol 3 .53300
media
CFS 25% 3  .58700
CFS 50% 3  .62533
CFS 6.25% 3 .68767  .68767
CFS 12.5% 3 .72367 .72367
Kontrol + 3 1.04267 1.04267
Kontrol - 3 1.32367
CFS 100% 3 3.09400
Sig. 596 .051 182 1.000
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Keputusan:

Dari data hasil uji post-hoc tukey didapatkan beda signifikan pada semua
kelompok, baik kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan.
Sedangkan nilai terendah pada kelompok perlakuan ada pada CFS 25%,
sehingga CFS 25% merupakan MBIC dari Aspergillus niger terhadap

Escherichia coli.
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BAB VI

PEMBAHASAN
Uji Identifikasi Aspergillus niger

Jamur Aspergillus niger merupakan salah satu jenis jamur yang
sangat mudah tumbuh di wilayah tropis, contohnya Negara Indonesia (Praja
& Yudhana, 2017). Jamur Aspergillus niger akan tumbuh optimal pada suhu
35-37°C (Irma, 2015). Uji identifikasi Aspergillus niger pada penelitian ini
dilakukan dengan menumbuhkan Aspergillus niger pada cawan petri
dengan metode streak. Media yang digunakan adalah PDA lalu diinkubasi
selama 7 hari pada suhu 37°C. Pada awal pertumbuhannya, jamur ini
berwarna putih dan berbentuk seperti filamen yang semakin lama akan
berubah warna menjadi lebih gelap bahkan berwarna hitam. Pada uji
mikroskopis, tampak hifa bersepta, konidia dan spora yang menyebar di
sekelilingnya. Penemuan pada uji identifikasi ini menunjukan hasil yang
positif bahwa jamur yang diidentifikasi merupakan Aspergillus niger. Hal
ini dikarenakan ditemukannya ciri-ciri jamur Aspergillus niger yaitu
berwarna gelap, memiliki hifa bersepta, memiliki tangkai konidia dan
kepala (vesikel) yang berbentuk bulat, serta memiliki spora (Praja &
Yudhana, 2017).

Setelah membuktikan bahwa jamur yang digunakan pada penelitian
ini memang benar Aspergillus niger, langkah berikutnya adalah membuat
CFS yang bertujuan agar Aspergillus niger mengeluarkan enzim-enzim
yang mampu digunakan sebagai antibiotik terhadap bakteri patogen. CFS

dibuat dengan mengambil spora Aspergillus niger lalu dicampurkan pada
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6.2

media PDB yang telah ditambahkan glukosa 2%, lalu diinkubasi pada
inkubator shaker selama 7 hari. Setelah itu dilakukan penyaringan dua Kkali.
Hasil dari penyaringan ini adalah CFS berwarna kuning bening. Setelah
tersaring CFS Aspergillus niger akan ditambahkan dengan PDB sesuai
dengan konsentrasi yang diinginkan yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan
6,25%.

Uji Identifikasi Escherichia coli

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari kultur
pasien ISK vyaitu bakteri UroPatogenic Escherichia coli (UPEC). Uji
identifikasi pada bakteri ini dilakukan untuk membuktikan bahwa bakteri
tersebut merupakan bakteri Escherichia coli. Uji yang dilakukan adalah uji
makroskopis, uji mikroskopis, dan uji biokimia.

Uji makroskopis dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada
media MCA (Mac Conkey Agar) pada cawan petri. Isolasi bakteri
menunjukan warna merah dan berbentuk bulat. Menurut Prasiddhanti &
Wahyuni koloni Escherichia coli yang ditumbuhkan pada media MCA akan
berwarna merah atau merah muda, sehingga pada uji makroskopis ini
menunjukan hasil positif (Prasiddhanti & Wahyuni, 2015). Pada uji
mikroskopis dilakukan pewarnaan gram pada bakteri lalu diamati
menggunakan mikroskop. Hasilnya didapatkan bakteri berbentuk batang
yang berukuran pendek dan berwarna merah. Warna merah menunjukan
bahwa bakteri yang diuji merupakan bakteri gram negatif sehingga hasil

dari uji mikroskopis adalah positif (Artha D, 2016).
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Uji biokimia pada bakteri ini bertujuan untuk mengetahui
karakteristik suatu bakteri melalui reaksi kimia (Artha D, 2016). Uji
biokimia yang akan dilakukan pada bakteri Escherichia coli ini adalah
untuk menguji adanya lysin, ornithine, H>S (Hidrogen Sulfida), glukosa,
mannitol, xylosa, ONPG (o-nitro-phenyl-5-D-galactopyranoside), indole,
urease, V-P (Voges-Proskarer), sitrat, dan TDA (Tryptopan Deaminase).
Pada uji lysin didapatkan hasil positif karena terjadi perubahan warna pada
sumur dari ungu menjadi kuning. Pada uji ornithine didapatkan hasil positif
karena terjadi perubahan warna. Pada uji H.S didapatkan hasil negatif
karena warna pada sumur adalah kuning dan bukan hitam. Pada uji glukosa,
mannitol dan xylosa didapatkan hasil positif karena sumur berubah warna
menjadi kuning jingga. Pada uji ONPG dan indole didapatkan hasil positif
karena sumur berubah warna menjadi kemerahan sedangkan uji urease
didapatkan hasil negatif karena warnanya kuning. Pada uji V-P didapatkan
hasil negatif karena tidak terjadi perubahan warna pada sumur. Pada uji
sitrat didapatkan hasil negatif karena warna sumur tetap hijau dan tidak
berubah menjadi biru. Pada uji TDA hasilnya negatif karena sumur tidak
berubah warna menjadi coklat. Interpretasi hasil ini sesuai dengan uji
biokimia bakteri oleh Awaludin Prihanto et al., pada tahun 2018.

Uji Deteksi Pembentukan Biofilm Escherichia coli

Uji deteksi pembentukan biofilm menggunakan suspensi bakteri
Escherichia coli yang memiliki OD 0,5. Bakteri diletakkan pada microplate
lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Fadhila & Sari, 2019).

Sedangkan kelompok kontrol menggunakan media TSB + glukosa 5%
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(Abida, 2020). Setelah 24 jam dilakukan pencucian menggunakan PBS tiga
kali lalu dikeringkan semalaman. Langkah berikutnya adalah memasukan
cristal violet 0,1% pada microplate dan diinkubasi selama 15 menit dalam
suhu ruang. Cuci dengan aquadest tiga kali dan ditambahkan asam asetat,
lalu ditunggu hingga 15 menit (Fadhila & Sari, 2019). Selanjutnya
dilakukan pengukuran OD microplate dengan menggunakan microplate
reader.

Hasil dari pengukuran OD Escherichia coli pada pengulangan
pertama adalah 1.309. Pada pengulangan kedua dan ketiga didapatkan nilai
OD 1.331. Dari tiga kali pengulangan tersebut didapatkan rata-rata nilai OD
1.324. Sedangkan untuk hasil nilai OD kelompok kontrol pada pengulangan
pertama, kedua, dan ketiga adalah 0.434, 0.402, 0.525 sehingga didapatkan
rata-rata 0.454. Selain itu standar deviasi dari OD kontrol adalah 0.064.

Dari hasil yang didapat pertumbuhan biofilm Escherichia coli dapat
dihitung dengan membandingkan nilai ODisolat dengan ODcyt. Nilai ODcy ini
diperoleh dengan menggunakan rumus ODcontrol + (3%SD ODcontrol) S€hingga
didapatkan hasil OD¢.t0.646. Dari hasil tersebut memenuhi nilai pembentuk
biofilm sedang 2x ODcut < ODisolat < 4xODcut (1.292<1.324<2.584).
Interpretasi ini memenuhi hasil pembentuk biofilm sedang atau moderate
biofilm producer dalam penelitian Abida tahun 2020.

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Aspergillus niger terhadap
Escherichia coli
Uji KHM menggunakan suspensi bakteri Escherichia coli yang

memiliki OD 0,5. Selanjutnya bakteri dimasukan pada microplate dan
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ditambahkan perlakuan sesuai dengan yang akan diuji yaitu pemberian CFS
Aspergillus niger 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Kelompok kontrol
yang digunakan adalah media TSB + glukosa 5% dan PDB + glukosa 2%.
Kelompok kontrol positif menggunakan suspensi bakteri Escherichia coli
dan kontrol positif menggunakan suspensi Eschericia coli + ciproflaksasin.
Kemudian microplate diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah
24 jam dilakukan pengukuran OD menggunakan microplate reader (Abida,
2020). Pengulangan dilakukan tiga kali pada uji KHM ini.

Setelah didapatkan hasil nilai OD dari semua kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol, dilakukan uji normalitas data menggunakan shapiro-
wilk. Dari uji analisa data didapatkan nilai p>0,05 yang artinya data
terdistribusi secara normal. Berikutnya dilakukan uji homogenitas
menggunakan levene test dan didapatkan hasil p>0,05 yang artinya data
homogen. Dari uji normalitas dan homogenitas dipenuhi syarat untuk uji
anlisa data parametrik one-way ANOVA. Setelah dilakukan uji analisa data
dengan one-way ANOVA didapatkan nilai signifikasi (p)<0,05 yang
menunjukan bahwa terdapat perbedaan signifikan antar data. Karena
terdapat perbedaan siginifikan, maka dilakukan uji post hoc tukey HSD dan
didapatkan hasil bahwa nilai rata-rata terendah diantara kelompok
perlakuan ada pada konsentrasi CFS 25% vyaitu 0.483 dan nilai rata-rata
tertinggi ada pada konsentrasi CFS 100% yaitu 0.707. Prosentase besar nilai
KHM didapatkan dari hasil OD kontrol negatif dikurangi OD kelompok
perlakuan terendah yaitu pada konsentrasi 25%, lalu dibagi OD kontrol

negatif dan dikali 100%. Pada hasil uji KHM penelitian ini berada pada
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konsentrasi CFS 25% dengan besar prosentase 46%. Sehingga ini
membuktikan bahwa pemberiam CFS Aspergillus niger dengan konsentrasi
25% mampu menghambat bakteri Escherichia coli sebesar 46%.

Menurut data pengukuran OD, nilai KHM Aspergillus niger
terhadap Escherichia coli terdapat pada konsentrasi 25%. Pada konsentrasi
100% justru menunjukan adanya pertumbuhan Escherichia coli yang tinggi.
Hal ini dapat terjadi karena Aspergillus niger tidak melakukan metabolik
sekunder sehingga tidak terbentuk senyawa-senyawa dan enzim sebagai
antibiotik terhadap makhluk hidup lain. Metabolit sekunder sendiri terjadi
saat suatu makhluk hidup berada pada kondisi terancam, tujuannya adalah
untuk mempertahankan diri dan sebagai pelindung terhadap makhluk hidup
lain (Anggraito et al., 2018). Konsep metabolik sekunder juga digunakan
pada awal mula ditemukannya antibiotik penisilin dari jamur Penicillium
sp. yang mampu membentuk metabolik sekunder pada fase penurunan
pertumbuhannya (Hartono, 2014). Penyebab tingginya nilai OD pada
kelompok perlakuan dengan konsentrasi 100% dapat terjadi karena
Aspergillus niger tidak pada kondisi terancam oleh keberadaan bakteri
Escherichia coli. Sehingga tidak terjadi metabolik sekunder dan tidak
terbentuk senyawa-senyawa antibiotik. Hal ini disebabkan karena jumlah
Eschericia coli sama dengan jumlah CFS Aspergillus niger yaitu 100pl.
Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Aspergillus niger terhadap
Escherichia coli

Nilai KBM diperoleh dari kelompok perlakuan yang ditetapkan

sebagai KHM lalu dilakukan kultur pada media TSA (Mulyani et al., 2018).
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Pada Uji KBM apabila didapatkan adanya titik atau endapan pada dasar
microplate menunjukan bahwa adanya bakteri yang mengendap, sehingga
hasil uji KBMnya adalah negatif. Hasil uji yang dilakukan pada penelitian
ini tampak adanya endapan pada dasar microplate dengan konsentrasi
terendah yaitu 25%. Sehingga untuk uji KBM pada penelitian ini adalah
negatif atau Aspergillus niger tidak mampu membunuh bakteri Escherichia
coli. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian yang menunjukan bahwa setelah
pemberian Aspergillus niger pada suspensi Escherichia coli tidak dapat
memusnahkan atau membunuh bakteri secara menyeluruh karena masih
ditemukan endapan pada dasar microplate yang merupakan koloni bakteri
Escherichia coli.

Uji Penghambatan Biofilm Escherichia coli (MBIC)

Uji MBIC menggunakan suspensi bakteri Escherichia coli yang
memiliki OD 0,5. Selanjutnya bakteri dimasukan pada microplate dan
ditambahkan perlakuan sesuai dengan yang akan diuji yaitu pemberian CFS
Aspergillus niger 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Kelompok kontrol
yang digunakan adalah media TSB + glukosa 5% dan PDB + glukosa 2%.
Kelompok kontrol negatif menggunakan suspensi bakteri Escherichia coli
dan kontrol positif menggunakan suspensi Eschericia coli + ciproflaksasin.
Microplate lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah 24 jam
dilakukan pengukuran OD menggunakan microplate reader (Abida, 2020).
Pengulangan dilakukan tiga kali pada uji KHM ini. Setelah 24 jam
dilakukan pencucian menggunakan PBS tiga kali lalu dikeringkan semalam.

Langkah berikutnya adalah memasukan cristal violet 0,1% pada microplate
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dan diinkubasi selama 15 menit dalam suhu ruang. Cuci dengan aquades
tiga kali dan ditambahkan asam asetat, lalu ditunggu hingga 15 menit
(Fadhila & Sari, 2019). Langkah berikutnya yaitu mengukur OD microplate
dengan menggunakan microplate reader.

Setelah didapatkan hasil nilai OD dari semua kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol, dilakukan uji normalitas data menggunakan
menggunakan shapiro-wilk. Dari uji analisa data didapatkan nilai p>0,05
yang berarti data terdistribusi secara normal. Berikutnya dilakukan uji
homogenitas menggunakan levene test dan didapatkan hasil p>0,05 yang
berarti data homogen. Dari uji normalitas dan homogenitas, dipenuhi syarat
untuk uji anlisa data parametrik one-way ANOVA. Setelah dilakukan uji
analisa data dengan one-way ANOVA didapatkan nilai signifikasi (p)<0,05
yang berarti terdapat perbedaan signifikan antar data. Karena terdapat
perbedaan signifikan, maka dilakukan uji post hoc tukey HSD dan
didapatkan hasil bahwa nilai rata-rata terendah diantara kelompok
perlakuan ada pada konsentrasi CFS 25% vyaitu 0.587 dan nilai rata-rata
tertinggi ada pada konsentrasi CFS 100% yaitu 3.094. Prosentase besar nilai
MBIC didapatkan dari hasil OD kontrol negatif dikurangi OD kelompok
perlakuan terendah yaitu pada konsentrasi 25%, lalu dibagi OD kontrol
negatif dan dikali 100%. Pada hasil uji MBIC penelitian ini berada pada
konsentrasi CFS 25% dengan besar prosentase 56%. Sehingga ini
membuktikan bahwa pemberiam CFS Aspergillus niger dengan konsentrasi

25% mampu menghambat bakteri Escherichia coli sebesar 56%.
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6.7

Menurut data pengukuran OD, nilai MBIC Aspergillus niger
terhadap Escherichia coli terdapat pada konsentrasi 25%, yang berarti jamur
Aspergillus niger pada konsentrasi 25% efisien menghambat pertumbuhan
biofilm dari Escherichia coli. Sedangkan tingginya nilai OD pada
konsentrasi 100% menunjukan bahwa Aspergillus niger tidak mampu
menghambat pertumbuhan pada Escherichia coli. Hal ini dapat terjadi
karena jamur Aspergillus niger tidak menghasilkan senyawa antibakteri.
Senyawa antibakteri baru akan terbentuk apabila Aspergillus niger
melakukan metabolisme sekunder dalam keadaan terancam ataupun untuk
bersaing mempertahan kehidupan dengan makhluk hidup lain seperti
bakteri (Anggraito et al., 2018). Pada kelompok perlakuan dengan
konsentrasi 100% ini diduga tidak membuat lingkungan yang mengancam
kehidupan dari jamur Aspergillus niger (Hartono, 2014), sehingga jamur ini
tidak menghasilkan senyawa antibakteri yang mampu membunuh bakteri
Escherichia coli.

Hasil Penelitian Terdahulu

Uji aktifitas antibiofilm pada bakteri Escherichia coli sudah pernah
dilakukan sebelumnya dengan metode yang sama namun menggunakan
bahan alami yang berbeda yaitu daun murbei hitam (Morus nigra L.)
sebagai antibiotik. Dari hasil penelitian didapatkan bahwa daun murbei
hitam memiliki aktivitas antibiofilm yang dibuktikan dengan uji MBIC.

(Abida, 2020)

Sedangkan pada penelitian antibakteri dan antibiofilm

menggunakan Aspergillus sp. sudah pernah dilakukan oleh Khoiriah pada
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6.8

tahun 2021. Uji yang dilakukan adalah uji KHM, uji KBM, uji pencegahan
perlekatan biofilm, uji penghambatan pertumbuhan biofilm, dan uji
penghancuran biofilm jamur Aspergillus sp. terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa. Perlakuan dilakukan pada microplate dan pembacaan OD
menggunakan microplate reader. Pada hasil uji KHM, dan uji antibiofilm
didapatkan hasil bahwa jamur ini mampu menghambat bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan memiliki aktivitas sebagai antibiofilm pada
bakteri tersebut. Akan tetapi hasil uji KBM menunjukan hasil negatif karena
ditemukan adanya endapan pada dasar microplate dan ditemukan adanya

koloni saat penanaman pada media agar. (Khoiriah, 2021)

Kajian Integrasi Islam mengenai Aktivitas Antibakteri dan Antibiofilm
Aspergillus niger terhadap Escherichia coli
Bakteri Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif yang
seringkali menyebabkan gangguan kesehatan pada manusia. Penyakit yang
seringkali disebabkan oleh bakteri ini adalah penyakit infeksi saluran kemih
(ISK)(Aviantina, 2019). Oleh karena itu, manusia selalu berusaha mencari
obat untuk mengatasi penyakit tersebut.
Sabda Rasulullah Shallallahu ‘Alaihi wa Sallam dalam Hadist Riwayat
Bukhari, yang berbunyi:
das Al 05 V) el 05
“Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan
penawarnya.” (HR Bukhari).
Di dalam Al Qur’an telah disebutkan bahwa segala sesuatu yang diciptakan

di bumi ini bukanlah tanpa alasan.
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Dalam surat Ar-Rad ayat 4 yang berbunyi:

slay (AL O shn 505 Olshn (a5 8 555 T (e Sllia s 15 glait gl (2N i
ot o380 I Gl 3 5" R 8 (e AL (il 215
Yang artinya: “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang
berdampingan, dan kebun-kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon
korma yang bercabang dan yang tidak bercabang, disirami dengan air yang
sama. Kami melebihkan sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian
yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat
tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.” (QS. Ar-Rad: 4)
Dari hadist dan ayat Al-Qur’an diatas Allah selalu memberikan obat
atas penyakit yang diturunkannya. Manusia hanya harus berusaha untuk
menemukan dan mencoba dengan ilmu yang dimilikinya. Banyak obat-
obatan yang diturunkan oleh Allah berasal dari tumbuhan yang tumbuh di
muka bumi. Berdasarkan hadist dan firman Allah tersebut, peneliti memiliki
gagasan untuk menggunakan jamur Aspergillus niger yang banyak tumbuh
di daerah tropis sebagai antibakteri Escherichia coli. Dari hasil penelitian
didapatkan bahwa memang benar jamur Aspergillus niger ini mampu

menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
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BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
1. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Aspergillus niger terhadap
Escherichia coli didapatkan pada konsentrasi 25% dengan besar
prosentase 46%.
2. Hasil Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) menunjukan bahwa
Aspergillus niger tidak dapat membunuh bakteri Escherichia coli.
3. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) Aspergillus
niger terhadap Escherichia coli didapatkan pada konsentrasi 25%
dengan besar prosentase 56%.
7.2  Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai senyawa aktif spesifik
pada Aspergillus niger yang dapat digunakan sebagai antibakteri dan
antibiofilm.
2. Bagi peneliti selanjutnya bisa dilakukan uji antibakteri dan
antibiofilm menggunakan metode yang berbeda.
3. Bagi peneliti selanjutnya bisa dilakukan uji antibakteri dan

antibiofilm pada bakteri Escerichia coli tipe yang lain.
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W & Wy -

Merupakan koleksi Indonesian Culture Collection (InaCC), Bidang Mikrobiologi,
Pusat Penclitian Biologi LIPL

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

A n. KepalaPusat Penelition Biologi LIPI
Keépala Bidang Mikrobiologi
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Lampiran 3. Pelaksanaan penelitian

Inokulasi Jamur Pembuatan CFS b atan media  Inokulasi bakteri
Aspergillus niger Aspergillus niger pac TSB Escherichia coli
inkubator shaker

Suspensi bakteri Inkubasi bakteri ~ Pembuatan OD bakteri ~ Pembuatan berbagai
Escherichia coli  Escherichia coli 0,5 konsentrasi CFS

ol Pengli(sli(an I Inkubasi selama Pengukuran OD Pewarnaan
elompok kontro 24 jam dengan microplate biofilm
dan perlakuan reader

pada microplate
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Lampiran 4. Prosedur uji aktivitas antibakteri

Hasil uji KHM

Hasil uji KBM

Hasil uji MBIC
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Lampiran 5. Data hasil uji antibakteri dan antibiofilm Aspergillus niger

terhadap Escherichia coli

1. Data hasil uji KHM

Media
Kontrol TSB+glukosa
Pengulangan | K+ K- 1100% | 50% | 25% | 12.5% | 6.25% | Media | CFS 2%
1 0.629 | 0.686 | 0.733 | 0.455 | 0.428 | 0.494 | 0.406 | 0.359 |0.208 0.347
2 0.486 | 0.718 | 0.665 | 0.457 | 0.333 | 0.470 | 0.422 | 0.358 | 0.196 0.276
3 0.555 | 0.749 | 0.722 | 0.335 | 0.402 | 0.485 | 0.360 | 0.382 | 0.185 0.402

2. Data hasil uji biofilm dan antibiofilm (MBIC)

1 1.093 | 1.309 | 3.287 | 0.681 | 0.626 | 0.768 | 0.625 | 0.527 | 0.433 0.434
2 1.090 | 1.331 | 3.179 | 0.768 | 0.483 | 0.601 | 0.654 | 0.550 | 0.422 0.402
3 0.945 | 1.331 | 2.816 | 0.427 | 0.652 | 0.802 | 0.784 | 0.522 | 0.356 0.525
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