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ABSTRAK:

Saat ini banyak infeksi biofilm yang diakibatkan karena mikroorganisme atau bakteri, salah satu
bakteri tersebut adalah Staphylococcus aureus. Tumbuhan kulim (Scorodocarpus borneensis Becc.)
ialah salah satu tumbuhan yang banyak digunakan sebagai pengobatan tradisional dalam penyembuhan
luka. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektivitas ekstrak daun kulim sebagai penyembuhan
luka akibat infeksi biofilm dalam bentuk sediaan nano gel. Tujuan dilakukan penelitian ini adalah
untuk mengetahui efektivitas ekstrak daun kulim dalam menyembuhkan luka infeksi akibat biofilm
dan mengetahui konsentrasi yang efektif dalam menghambat serta menyembuhkan luka infeksi
biofilm. Dilakukan pembuatan nano gel menggunakan magnetic stirrer dan dilakukan uji in vivo untuk
mengetahui efektivitas penyembuhan luka biofilm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun
kulim memberikan hambatan antibiofilm terhadap bakteri S. aureus. Pada formulasi nano gel dengan
konsentrasi 4% menunjukkan bahwa formulasi memberikan efektivitas yang lebih baik daripada
konsentrasi 2% dan 3%.

KATA KUNCI: Nano gel, Staphylococcus aureus, Kulim, Antibiofilm, Ekstrak



PENDAHULUAN:

Biofilm adalah komunitas mikroorganisme, contohnya adalah bakteri yang mampu hidup dan
bereproduksi sebagai entitas kolektif yang dikenal sebagai koloni.> Biofilm mikroba didefinisikan
sebagai 'agregat sel mikroba yang dikelilingi oleh matriks polimer yang diproduksi sendiri’, dan ada
biofilm monospesies dan polispesies. Biofilm dapat atau tidak dapat menempel pada permukaan, tetapi
mereka sebagian besar terletak di jaringan atau sekresi, dan komponen dari inang dapat ditemukan di
biofilm.?

Pada negara berkembang terkhususnya negara Indonesia, infeksi kulit yang diakibatkan karena bakteri
seperti Staphylococcus aureus seringkali dialami oleh masyarakat-masyarakat di Indonesia sehingga
dari masalah tersebut dapat mengganggu diri dalam hal penampilan dan menyebabkan rasa tidak
nyaman.? Masalah yang terjadi ini tidak hanya ada di Indonesia, pada beberapa negara maju contohnya
seperti Amerika Serikat pun ditemukan ada sekitar 20.000 kematian tiap tahunnya, hal ini disebabkan
karena infeksi nosocomial yang terjadi. Di seluruh dunia, terdapat 10% pasien dalam masa rawat inap
menderita infeksi baru saat masa perawatan, yaitu ada sekitar 1,4 juta infeksi yang terjadi setiap tahun.
Menurut WHO sebanyak 55 rumah sakit di 14 negara di seluruh dunia, menunjukkan adanya 8,7%
pasien rumah sakit yang mengalami infeksi selama perawatan. Sedangkan, di negara berkembang ada
lebih dari 40% pasien terkena infeksi nosocomial. S. aureus adalah bakteri yang paling umum
didapatkan pada kasus infeksi bakteri.*

Pembentukan biofilm pada S. aureus dimulai ketika sel-sel planktonik mengambang bebas menempel
pada permukaan yang tersedia dan mulai berkolonisasi. Perlekatan S. aureus ke permukaan
dipengaruhi oleh interaksi hidrofobik dan hidrofilik antara permukaan sel S. aureus dan permukaan
biotik atau abiotik. Telah ditemukan bahwa permukaan sel S. aureus melekat pada permukaan
hidrofobik dengan bantuan banyak makromolekul yang berikatan lemah, sedangkan perlekatannya
pada permukaan hidrofilik melibatkan lebih sedikit tetapi makromolekul yang mengikat lebih kuat.
Pembentukan mikrokoloni diikuti oleh pembentukan zat polimer ekstraseluler (EPS) yang berkembang
menjadi biofilm yang matang sepenuhnya. Setelah biofilm matang sepenuhnya, sel bakteri yang berada
di dalamnya melepaskan bahan kimia tertentu, yaitu asam D-amino dan enzim pendegradasi EPS
seperti alginate lyase, untuk memecah dan membubarkan biofilm. Sel-sel planktonik ini siap untuk
mengkolonisasi kembali situs yang sama atau menempel ke situs yang berbeda dan mengulangi proses
tersebut untuk membentuk biofilm baru.®

Bakteri Staphylococcus aureus termasuk ke dalam bakteri MRSA (Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus). Bakteri MRSA adalah bakteri yang memiliki kekebalan pada golongan
antibiotik jenis metisilin. MRSA memiliki kekebalan terhadap antibiotik karena adanya perubahan
genetik yang disebabkan oleh terapi antibiotik yang tidak rasional. Beberapa faktor resiko yang dapat
menyebabkan terjadinya MRSA adalah lingkungan, populasi, kontak saat berolahraga, kebersihan pada
diri individu, riwayat operasi, riwayat perawatan, riwayat infeksi dan penyakit, riwayat pengobatan,
serta kondisi medis.® Sel S. aureus dalam matriks biofilm kompleks bersifat refrakter terhadap agen
antimikroba sistemik dan respon imun inang. Pengobatan infeksi biofilm membutuhkan antibiotik
yang sensitif dan memiliki penetrasi yang baik untuk memastikan konsentrasi antibiotik efektif yang
cukup di lokasi infeksi biofilm.” Oleh karena itu, perlu dicari kandidat obat baru sebagai terapi
terhadap luka dengan infeksi biofilm S. aureus. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
tumbuhan kulim dalam penyembuh luka sayat akibat infeksi biofilm terhadap bakteri S. aureus.

Di Indonesia sebesar 49% penduduknya memanfaatkan pelayanan kesehatan tradisional yaitu dengan
cara menggunakan ramuan dalam mengatasi gangguan penyakit yang dimiliki.® Salah satu bahan alam
yang dapat dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional adalah tumbuhan kulim, tumbuhan ini adalah
salah satu tumbuhan yang sangat potensial. Semua bagian dari pohon kulim yaitu kayu, kulit pohon,
daun, dan buahnya dapat dimanfaatkan.® Tumbuhan kulim termasuk ke dalam tumbuhan endemik
Kalimantan yang biasa dikenal dengan sebutan ‘“Kayu Bawang,” tumbuhan kulim ini merupakan
kelompok famili dari Olacaceae. Buah yang dimiliki oleh tumbuhan kulim memiliki kulit yang keras
dan bentuk serta ukurannya serupa dengan buah kenari. Tumbuhan kulim juga dapat digunakan
sebagai pengganti aroma dari bawang putih, bagian yang digunakan adalah biji dan kulit kayu. Bau
dari bawang putih itu sendiri dapat didapatkan pada daun, bunga dan buahnya. Selain itu, daun dari
kulim juga dapat digunakan sebagai sayuran yang dapat dimakan, kulit juga daunnya biasanya
digunakan dalam upacara ritual, dan akar serta daunnya juga dapat digunakan untuk obat tradisional .*®



Penelitian tanaman kulim belum banyak dilakukan. Melihat banyaknya potensi dari tanaman kulim
tersebut dan belum banyaknya penelitian yang ada, mendorong peneliti untuk meneliti lebih lanjut
potensi tanaman kulim khas Kalimantan, khususnya sebagai penyembuh luka sayat akibat infeksi
biofilm bakteri S. aureus. Oleh karena itu, dengan melihat potensi yang sangat besar dari tanaman
kulim, penelitian ini akan mengkaji aktivitas tumbuhan kulim dalam penyembuh luka sayat akibat
infeksi biofilm terhadap bakteri S. aureus.

BAHAN DAN METODE:

Bahan

Bahan yang digunakan adalah kelinci, etanol 96%, air suling atau aquadest, ekstrak daun kulim,
HPMC (Hydroxypropyl Methylcellulose), gliserin, metil paraben, salep mupirocin, dan kloroform.

Determinasi Tanaman
Tanaman kulim ditentukan berdasarkan pengamatan ciri morfologi tanaman.

Persiapan Serbuk Simplisia

Pembuatan simplisia daun kulim dimulai dengan mengumpulkan daun kulim menjadi satu, lalu
dilakukan penimbangan berat basah. Selanjutnya, sortasi basah dilakukan dengan mencuci daun kulim
air bersih mengalir. Daun kulim lalu dijemur di bawah sinar matahari dan di atasnya ditutupi
menggunakan plastik agar tidak terkena sinar UV secara langsung. Setelah kering, dilakukan sortasi
kering untuk memisahkan daun kulim dari benda asing. Daun kulim dirajang menggunakan blender.

Ekstraksi Tumbuhan Kulim

Serbuk simplisia dimasukkan ke dalam wadah berupa toples kaca kemudian diberi pelarut etanol 96%
hingga serbuk simplisia terendam. Maserasi dilakukan selama 3 hari dan diaduk berulang setiap hari.
Kemudian pelarut dan serbuk simplisia dipisahkan dengan cara disaring menggunakan kertas saring.
Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan waterbath hingga
diperoleh ekstrak kental .

Formulasi Nano Gel Daun Kulim

Formulasi yang digunakan dalam membuat sediaan nano gel ekstrak daun kulim merupakan
modifikasi dari formulasi yang sudah ada sebelumnya. Formulasi dapat dilihat pada tabel 1 dan tabel 2
berikut.

a) Nanoemulsi
Tabel 1. Formulasi Nanoemulsi Dalam Pembuatan Nano Gel

Bahan Kegunaan Konsentrasi
Ekstrak daun kulim Bahan aktif 560 mg
VCO Fase minyak 1%
Tween 80 Surfaktan 7%
PEG 400 Ko-surfaktan 2%
Aquadest (ad) Pelarut 100%
b) Basis Gel
Tabel 2. Formulasi Basis Gel Dalam Pembuatan Nano Gel
Bahan Kegunaan Konsentrasi Formula Nano Gel (%)
Formula | Formula 1 Formula 111
Nanoemulsi gkstrak Bahan aktif 2 3 4
daun kulim
HPMC Pembentuk gel 1,90 1,90 1,90
Metil paraben Pengawet 0,02 0,02 0,02
Gliserin Humektan 10 10 10
Aquadest (ad) Pembawa/pelarut 100 100 100




Sediaan Nano Gel Daun Kulim

Proses pembuatan nano gel dimulai dengan menyiapkan bahan dan alat yang diperlukan. Sediaan
nanoemulsi dibuat dengan mencampurkan fase minyak dengan fase air menggunakan alat stirrer.
Langkah pertama adalah dengan menghomogenkan ekstrak daun kulim dengan VVCO (Virgin Coconut
Oil), tween 80, dan PEG 400 di dalam beaker glass 250 ml menggunakan alat stirrer selama 2 jam
lamanya. Kemudian, setelahnya dimasukkan pelarut aquadest ad 100 mL dan dihomogenkan semua
bahan menggunakan alat stirrer selama kurang lebih 1 jam.?

Bahan HPMC yang memiliki fungsi sebagai pembentuk gel dikembangkan menggunakan air suling
dengan suhu 90°C di dalam sebuah beaker glass. Selain itu, bahan metil parabean yang berguna
sebagai pengawet juga dilarutkan menggunakan air suling dengan suhu normal. Kemudian, Basis
HPMC yang telah mengembang sebelumnya ditambah atau dicampur dengan bahan metil paraben
yang sebelumnya dilarutkan ke dalam aquadest, kemudian kedua bahan tersebut dihomogenkan
menjadi satu sesuai dengan konsentrasi sediaan yang akan dibuat. Lalu, setelahnya semua bahan
selesai, dilakukan inkorporasi atau penggabungan semua bahan dan dihomogenkan menjadi satu
hingga terbentuk sediaan nano gel.'>3

Pengujian In vivo

Efek penyembuhan luka dengan menggunakan formulasi nano gel ekstrak daun kulim dilakukan pada
hewan uji berupa kelinci, kelinci yang digunakan adalah kelinci dengan kondisi tubuh yang sehat.
Pertama, kelinci diberikan anestesi menggunakan kloroform untuk menghindari rasa sakit, lalu bulu-
bulu kelinci yang berada di bagian punggung dicukur hingga bersih. Setelahnya, bagian punggung dan
paha dari kelinci disayat atau dilukai menggunakan sebuah pisau bedah steril dengan panjang luka
sebesar 1 cm. Setelahnya, luka dioles dengan bakteri S. aureus dan diamati, pengamatan untuk
mendapatkan luka yang terinfeksi biofilm dilakukan selama kurang lebih 24 jam, setelah terdapat
adanya infeksi pada luka sayat tersebut lalu dilakukan pengamatan pada luka sayat tersebut selama 7
hari untuk melihat proses penyembuhan luka akibat infeksi biofilm bakteri S. aureus. Pengamatan pada
luka yang terinfeksi dilaksanakan sebelum dan setelah pemberian perlakuan (5 perlakuan) yang
diamati sampai dengan timbulnya tanda proses penyembuhan luka. Cara memeriksa adanya proses
penyembuhan luka yaitu dengan mengukur panjang luka yang telah terinfeksi tersebut menggunakan
penggaris yang sesuai. Masing-masing kelinci diberi perlakuan yang berbeda, pembagiannya sebagai
berikut:1#

Perlakuan | : Luka sayat terinfeksi diberi perlakuan aquadest sebagai kontrol negatif

Perlakuan Il : Luka sayat terinfeksi diberi perlakuan salep mupirocin sebagai kontrol positif

Perlakuan 11l : Luka sayat terinfeksi diberi perlakan nano gel ekstrak daun kulim dengan konsentrasi
2%

Perlakuan IV : Luka sayat terinfeksi diberi perlakuan nano gel ekstrak daun kulim dengan konsentrasi
3%

Perlakuan V : Luka sayat terinfeksi diberi perlakuan nano gel ekstrak daun kulim dengan konsentrasi
4%

Luka infeksi biofilm S. aureus yang sudah diberi perlakuan kemudian ditutup sepanjang lukanya
menggunakan kasa dan plester. Pengolesan formulasi nano gel ekstrak daun kulim dilakukan sebanyak
tiga kali sehari £1 g.

HASIL:

Pengamatan Penyusutan Luka Sayat Pada Hewan Uji Kelinci Yang Diuji Secara In vivo

Pada gambar di bawah menunjukan penyusutan luka yang terjadi pada hari ke-0, hari ke-1, dan hari
ke-7. Pengamatan penyusutan luka ini dilakukan secara makroskopis pada 5 kelompok perlakuan yang
berbeda selama 7 hari.



a) Perlakuan | (Kontrol Negatif Aquadest)
Ls v Ty

Gambar 1. Penyusutan Luka Sayat Pada Perlakuan | (Kontrol Negatif)

Keterangan:

a : Sayatan awal dan pemberian bakteri (hari ke-0)
b : Fase pertengahan atau 24 Jam (hari ke-1)

¢ : Penutupan luka (hari ke-7)

b) Perlakuan Il (Kontrol Positif Salep Mupirocin)

Gambar 2. Penyusutan Luka Sayat Pada Perlakuan 11 (Kontrol Positif)

Keterangan:

a : Sayatan awal dan pemberian bakteri (hari ke-0)
b : Fase pertengahan atau 24 Jam (hari ke-1)

¢ : Penutupan luka (hari ke-7)

c) Perlakuan 111 (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 2%0)
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Gambar 3. Penyusutan Luka Sayat Pada Perlakuan 111 (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 2%)

Keterangan:

a : Sayatan awal dan pemberian bakteri (hari ke-0)
b : Fase pertengahan atau 24 Jam (hari ke-1)

¢ : Penutupan luka (hari ke-7)

d) Perlakuan 1V (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 3%b)




Gambar 4. Penyusutan Luka Sayat Pada Perlakuan 111 (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 3%)

Keterangan:

a : Sayatan awal dan pemberian bakteri (hari ke-0)
b : Fase pertengahan atau 24 Jam (hari ke-1)

¢ : Penutupan luka (hari ke-7)

e) Perlakuan V (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 49%b)

Gambar 5. Penyusutan Luka Sayat Pada Perlakuan 111 (Nano Gel Ekstrak Daun Kulim 4%)
Keterangan:

a : Sayatan awal dan pemberian bakteri (hari ke-0)

b : Fase pertengahan atau 24 Jam (hari ke-1)

¢ : Penutupan luka (hari ke-7)

Pengukuran Panjang Luka Sayat Pada Hewan Uji Kelinci Yang Diuji Secara In vivo

Dalam penelitian ini, dilakukan penyembuhan luka sayat pada kelinci akibat infeksi biofilm S. aureus
yang dilihat secara makroskopis. Hal ini bertujuan untuk membandingkan penyembuhan luka sayat
yang terjadi pada 5 kelompok perlakuan dan pengamatan ini dilakukan selama 7 hari dengan
pemberian sediaan nano gel ekstrak daun kulim sebanyak 3 kali sehari. Hasil dari pengukuran Panjang

luka sayat dengan infeksi biofilm S. aureus dapat dilihat pada tabel 3.
Tabel 3. Pengukuran Panjang Luka Sayat Terinfeksi Biofilm S. aureus

Kelompok Panjang Luka Terinfeksi (cm)
Perlakuan | Hari Ke-0 | Hari Ke-1 | Hari Ke-2 | Hari Ke-3 | Hari Ke-4 | Hari Ke-5 | Hari Ke-6 | Hari Ke-7
Pl 1.00 0,98 0,90 0,89 0,84 0,73 0,76 0.68
Pl 1.00 0,91 0,82 0,73 0,62 0,53 0,44 0,32
Pl 1.00 0,96 0,88 0,86 0,81 0,70 0,65 0,60
PIV 1.00 0,95 0,85 0,79 0,72 0,60 0,58 0,50
PV 1.00 0,93 0,84 0,77 0,70 0,61 0,53 0,41
Keterangan :
Pl : Kontrol negatif aquadest
Pl : Kontrol positif salep mupirocin
P 1 : Formulasi nano gel ekstrak daun kulim 2%
P IV :Formulasi nano gel ekstrak daun kulim 3%
PV : Formulasi nano gel ekstrak daun kulim 4%
PEMBAHASAN:

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas ekstrak daun kulim terhadap penyembuhan luka
sayat yang terinfeksi biofilm S. aureus. Uji in vivo penghambatan biofilm S. aureus pada luka sayat
dilakukan pada kelinci uji. Formulasi ekstrak daun kulim dibuat sebanyak tiga konsentrasi. Kontrol
positif dan negatif yang digunakan adalah salep mupirocin dan aquadest. Mupirocin dipilih sebagai
kontrol positif karena dapat menghambat sintesis protein dari bakteri S. aureus. Cara kerjanya adalah
mengikat isoleucyl-tRNA synthetase sehingga dapat mengakibatkan dinding sel bakteri berubah,®
sedangkan aquadest dipilih sebagai kontrol negatif karena tidak memiliki aktivitas antibakteri.



Penggunaan kontrol positif berfungsi sebagai pembanding efek penyembuhan nano gel ekstrak daun
kulim dengan obat yang biasanya digunakan oleh masyarakat dalam menyembuhkan luka yang
terinfeksi biofilm. Luka dengan fungsi fisiologis kulit sebenarnya dapat sembuh dengan sendirinya
tanpa diobati, tetapi luka menyebabkan kulit terbuka dan memudahkan bakteri untuk hidup di
dalamnya hingga menimbulkan biofilm, sehingga dibutuhkan obat yang dapat menghentikan dan
mematikan perkembangan bakteri tersebut.'®

Dari pengamatan yang telah dilakukan selama 7 hari, didapatkan bahwa penyembuhan luka sayat
akibat infeksi biofilm S. aureus dari ketiga formulasi nano gel ekstrak daun kulim dapat memberikan
efek penutupan luka yang ditandai dengan penyusutan luka. Proses penyusutan luka sendiri memiliki
mekanisme penyusutan yaitu setelah luka mengalami inflamasi dan inflamasi berhenti, maka terjadilah
proses penutupan luka.

Proses penyembuhan atau penutupan luka diawali dengan pembentukan jaringan granular, jaringan
granular terdiri dari beberapa sel, yaitu sel fibroblas, deposit sel inflamasi, serat kolagen, kapiler baru,
dan produk angiogenesis. Penyusutan yang terjadi pada luka adalah akibat kontraksi serat kolagen
yang mengikat tepi luka, kemudian akan mengalami terjadinya epitelisasi yang diakibatkan karena
migrasi dan proses mitosis dari sel stratum basal dan keratinosit lain (sel kelenjar sebaceous, kelenjar
keringat, dan akar rambut) yang telah terpapar luka ke bagian tengah luka.'®

Berdasarkan tabel 3 di atas, dapat dilihat adanya perbedaan waktu (hari) yang dibutuhkan oleh tiap
kelompok perlakuan dalam penyusutan luka sayat. Pada kontrol positif salep mupirocin menunjukkan
hasil yang berbeda jauh dan lebih baik dari perlakuan sediaan nano gel ekstrak daun kulim. Sedangkan,
pada kontrol negatif menggunakan aquadest menunjukkan hasil yang kurang baik dalam penyembuhan
luka akibat infeksi biofilm S. aureus. Pada sediaan formulasi nano gel ekstrak daun kulim, konsentrasi
4% menunjukkan hasil yang lebih baik (lebih efektif) daripada konsentrasi ekstrak lainnya (2% dan
3%).

Hasil yang menunjukkan bahwa konsentrasi 4% memiliki hasil yang lebih baik sejalan dengan
penelitian Sani et al (2022), yang dimana formulasi dengan konsentrasi tinggi memiliki efektifitas
yang baik dikarenakan semakin banyak ekstrak maka akan semakin tinggi zat aktif yang akan bekerja
dalam penyembuhan.’® Selain itu, pada penelitian Wahyuni et al (2021), juga menyatakan bahwa
semakin tinggi konsentrasi sediaan gel ekstrak maka akan semakin cepat penyembuhan luka sayat pada
hewan uji kelinci dan jika konsentrasi sediaan gel ekstrak semakin rendah maka akan semakin lambat
proses penyembuhan luka sayat pada hewan uji kelinci.*’

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun kulim memiliki aktivitas sebagai penyembuh luka
sayat akibat biofilm S. aureus. Penelitian ini tidak memberikan banyak informasi mengenai
mekanisme kerja spesifik dari ekstrak daun kulim sebagai antibiofilm. Belum banyak informasi yang
diketahui mengenai mekanisme kerja ekstrak daun kulim sebagai antibiofilm. Sebagian besar
penelitian yang berkaitan dengan ekstrak daun kulim dilakukan dengan menggunakan metabolit
sekunder sebagai komponen utama.

KESIMPULAN:

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan bahwa sediaan nano gel ekstrak
daun kulim dengan konsentrasi 2%, 3%, dan 4% memiliki aktivitas penghambat antibiofilm pada luka
akibat bakteri S. aureus dan pada konsentrasi 4% memiliki efektivitas yang lebih baik dalam
menghambat biofilm S. aureus.
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