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ABSTRAK

Pendahuluan: Pembentukan biofilm sangat penting dalam patogenesis periodontitis. Porphyromonas gingivalis
merupakan bakteri yang banyak ditemukan pada plak gigi dan memiliki kemampuan membentuk biofilm
demikian juga Candida albicans memiliki faktor virulensi yang dapat membantu kolonisasi dan proliferasi
bakteri di dalam poket periodontal. Ekstrak kitosan kepiting rajungan (Portunus pelagicus) mempunyai
potensi antimikrobial yang dapat digunakan sebagai alternatif terapi. Tujuan penelitian untuk menganalisis
potensi kitosan kepiting rajungan (Portunus pelagicus) dalam penghambatan biofilm Porphyromonas gingivalis
dan Candida albicans. Metode: Jenis penelitian adalah eksperimental murni. Penelitian ini menggunakan
ekstrak kitosan kepiting rajungan (Portunus pelagicus) terhadap biofilm Porphyromonas gingivalis dan biofilm
Candida albicans. Dibagi menjadi 4 kelompok, di mana tiap kelompok terdiri dari 4 sampel. Kelompok K+
(kelompok kontrol positif), P1(kitosan 0,25%), P2 (kitosan 0,5%), P3 (kitosan 1%). Penghambatan biofilm
ditentukan dengan menggunakan metode microtiter plate yang menghasilkan nilai optical density kemudian
dihitung dengan menggunakan rumus persen penghambatan. Analisis data menggunakan one-way ANOVA
diikuti dengan uji LSD. Hasil: Terdapat perbedaan yang signifikan penghambatan biofilm dari kitosan Portunus
pelagicus terhadap Porphyromonas gingivalis (p<0,05) antara kelompok, kecuali K + dengan P3. Sedangkan
untuk penghambatan Candida albicans menunjukkan bahwa ada perbedaan yang signifikan dalam persentase
penghambatan biofilm (p<0,05), antara kelompok K+ dengan P2 dan P3; kelompok P1 dengan P2 dan
P3; kelompok P2 dengan P3. Simpulan: Kitosan Portunus pelagicus memiliki potensi dalam menghambat
pembentukan biofilm Porphyromonas gingivalis dan pertumbuhan Candida albicans. Kitosan Portunus pelagicus
1% memiliki efek antimikrobial terbesar pada biofilm.

Kata kunci: Biofilm, Porphyromonas gingivalis, Candida albicans, kitosan, Portunus pelagicus, periodontitis.

Potential of flower crab (Portunus pelagicus) chitosan in the inhibition of
Porphyromonas gingivalis and Candida albicans biofilm

ABSTRACT

Introduction: Biofilm formation is important in periodontitis pathogenesis. Porphyromonas gingivalis and
Candida albicans, which are found in dental plaque and can form a biofilm, have virulence factor that facilitates
the bacterial colonisation and proliferation in periodontal pockets. Chitosan extract of flower crab (Portunus
pelagicus) has antimicrobial potential which can be used as an alternative therapy. The objective of this research
was to analyse the potential of flower crab (Portunus pelagicus) chitosan in the inhibition of Porphyromonas
gingivalis and Candida albicans biofilms. Methods: This research was a pure experimental laboratory. This study
used flower crab (Portunus pelagicus) chitosan to inhibit the biofilm formation of Porphyromonas gingivalis and
Candida albicans. The subjects were divided into four groups, where each group consisted of 4 samples. The K+
(positive control group), P1 (0.25% chitosan), P2 (0.5% chitosan), and P3 (1% chitosan). The biofilm inhibition
was determined using the microtiter plate methods, which results in the value of optical density, then calculated
using the inhibition formula percentage. Data analysis was conducted using the one-way ANOVA followed by
the LSD test. Results: There were significant differences in the Porphyromonas gingivalis biofilm inhibition
between groups (p<0.05), except in group K+ with P3. Whereas for Candida albicans biofilm inhibition showed no
significant difference (p < 0.05) between group K+ with P2 and P3; group P1 with P2 and P3; and group P2 with P3.
Conclusion: The chitosan of flower crab (Portunus pelagicus) has the potential in inhibiting the biofilm formation
of Porphyromonas gingivalis and Candida albicans. The highest antibacterial effect on the biofilm formation is
shown in the concentration of 1%.

Keywords: Biofilm, Porphyromonas gingivalis, Candida albicans, chitosan, Portunus pelagicus, periodontitis.

121



Potensi kitosan kepiting rajungan (Portunus pelagicus) dalam penghambatan pembentukan biofilm (Wedarti dkk.)

PENDAHULUAN

Periodontitis adalah masalah kesehatan mulut yang
banyak dialami oleh masyarakat Indonesia dengan
prevalensi 74,1 persen pada semua kelompok
umur.! Penyebab utama dari kelainan ini adalah
faktor lokal, yang disebut bakteri plak, dan kondisi
ini dapat diperburuk oleh kondisi sistemik.?
Periodontitis disebabkan oleh interaksi antara
mikroorganisme, produk bakteri, dan penurunan
respons imun inang, yang mengakibatkan kerusakan
pada jaringan pendukung gigi. Proses ini dikaitkan
dengan mikrobiota subgingiva yang sangat beragam
dan kompleks, termasuk bakteri gram positif dan
gram negatif yang merupakan organisme fakultatif
atau anaerob, termasuk Porphyromonas gingivalis
dan Candida albicans3*>¢ Porphyromonas gingivalis
adalah bakteri gram negatif anaerob yang dalam
jumlah normal merupakan mikroflora normal yang
dapat ditemukan di rongga mulut dan dikenal sebagai
patogen penyebab utama periodontitis kronis.’
Porphyromonas gingivalis yang ditemukan
dalam plak gigi atau biofilm, menyebabkan
perubahan patologis pada jaringan periodontal
dengan mengaktifkan respon imun dan inflamasi
inang, dan secara langsung mempengaruhi sel-
sel periodonsium.? Biofilm yang terbentuk pada
permukaan mukosa rongga rongga mulut dapat
menjadi sumber utama infeksi.’ Biofilm umumnya
memiliki struktur terorganisir yang terdiri dari
mikrokoloni sel bakteri yang didistribusikan secara
acak dalam bentuk matriks atau glikokaliks.?
Candida
albicans dilaporkan saling berinteraksi sebagai agen

Porphyromonas  gingivalis  dan
penyebab terjadinya periodontitis kronis.!® Spesies
Candida memiliki faktor virulensi yang memfasilitasi
kolonisasi dan proliferasi bakteri pada mukosa mulut
termasuk dalam poket periodontal Candida albicans
lebih banyak ditemukan pada sel epitel mukosa dari
pasien periodontitis kronis dibandingkan dengan
subjek sehat.!! Selain itu ditemukan pula adanya
hubungan peningkatan kolonisasi ragi terutama jenis
Candida albicans pada pasien periodontitis dengan
poket yang dalam.'?

Kontak antara Porphyromonas gingivalis dan
Candida albicans diinisiasi melalui modulasi ekspresi
gen dari adhesin utama permukaan jamur Als3 dan
aspartic proteasi Sap 6 dan Sap 9.3 Spesies Candida
albicans dapat bergabung dengan bakteri biofilm
pada gigi dan menempel pada sel epitel. Interaksi
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ini, terkait dengan kemampuan biofilm ini dalam
kerusakan jaringan ikat gingiva yang berkontribusi
pada perkembangan penyakit periodontal.® Candida
albicans dapat mengeluarkan proteinase yang
mampu menurunkan matriks ekstraseluler utama
dan komponen membran basal yang menyebabkan
peradangan destruktif dari jaringan periodontal
yang mendasarinya.'*

Kitosan, dikenal sebagai kitin yang mengalami
deasetilasi, terdiri dari D-glukosamin - (1-4) dan
N-asetil-D-glukosamin yang didistribusikan secara
acak dalam polimer.”® Kitosan merupakan polimer
yang baik untuk aplikasi biomedis dan farmasetik
dikarenakanmemilikisifatantaralainkemampuannya
terbiodegradasi, biokompatibel, memiliki daya
antimikroba, dan tidak toksik.!® Polycationic kitosan
dapat berinteraksi dengan membran bermuatan
negatif dan mengubah morfologi permukaan
bakteri, yang dapat meningkatkan permeabilitas
membran, menyebabkan kebocoran zat intraseluler
(mengurangi  fungsi  membran),  mencegah
transportasi nutrisi.’” Mekanisme ini menjadi dasar
aktivitas antimikroba kitosan.

Butarbutar'® melaporkan bahwa Kkitosan
kepiting Portunus pelagicus dengan konsentrasi 0,5,
1, 1,5, dan 2% dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Streptococcus aureus dan Escherichia coliyang
merupakan golongan bakteri gram negatif.'® Kitosan
kepiting Portunus pelagicus dengan konsentrasi
0,25, 0,5, dan 1% memiliki efek antibakteri terhadap
dkk.20

melaporkan adanya aktivitas antijamur nanopartikel

Porphyromonas  gingivalis.** Sudjarwo
kitosan dalam menghambat jamur Candida albicans
maksimal pada kosentrasi 40000 ppm.2° Berdasarkan
data di atas, belum ada penelitian tentang
penghambatan kitosan Kkepiting terhadap biofilm
Porphyromonas gingivalis dan Candida albicans,
oleh karena itu penelitian ini dilakukan dengan
tujuan untuk mengetahui potensi kitosan kepiting
Portunus pelagicus dengan konsentrasi 0,25, 0,5, dan
1% terhadap biofilm Porphyromonas gingivalis dan
biofilm Candida albicans yang merupakan etiologi

utama periodontitis.
METODE

Jenis penelitian eksperimental murni dengan
rancangan posttest control only group design. Teknik
pengambilan sampel adalah simple random sampling

dan penentuan jumlah sampel dihitung dengan
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rumus sampel minimal menurut Dahlan.! Unit
eksperimental adalah Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 dan Candida albicans ATCC 10231 yang
berasal dari Laboratorium Biologi Oral Universitas
Hang Tuah Surabaya. Kelompok penelitian dibagi
menjadi 4 kelompok dengan replikasi masing-
masing 4 kali untuk perlakuan terhadap biofilm
Porphyromonas gingivalis dan biofilm Candida
albicans. Kelompok tersebut masing-masing terdiri
dari kelompok kontrol positif (tetrasiklin 0,7% pada
biofilm Porphyromonas gingivalis dan nistatin pada
biofilm Candida albicans), serta masing-masing
kelompok perlakuan 1 (P1): Kitosan Portunus
pelagicus konsentrasi 0,25%, perlakuan 2 (P2):
0,5%,
dan perlakuan 3 (P3): Kitosan Portunus pelagicus

Kitosan Portunus pelagicus konsentrasi
konsentrasi 1%. Setiap kelompok terdiri dari 4

sampel. Persiapan Kkitosan?* dilakukan dengan
cangkang Kkepiting yang didapatkan dari kepiting
rajungan segar dari Surabaya yang sebelumnya telah
diidentifikasi di Fakultas Biologi Institut Teknologi
Sepuluh November Surabaya, kemudian dicuci dan
dikeringkan di bawah sinar matahari langsung
selama * 7 hari.

dihaluskan

dengan mortar dan disaring dengan saringan 50

Cangkang kering kemudian

mesh. Sampel cangkang ini kemudian diproses
sesuai dengan prosedur, termasuk demineralisasi,
deproteinasi, depigmentasi, dan deasetilasi. Kitosan
Portunus pelagicus dilarutkan menggunakan asam
asetat 1% dan kemudian dibuat konsentrasi 0,25,
0,5, dan 1%. Pembuatan kitosan ini dilakukan di
laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Widya
Mandala Surabaya. Uji penghambatan biofilm
dilakukan dengan menggunakan metode plat
mikrotiter (MTP).2*?*Hasil optical density (OD) dibaca
menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang
509 nm. Kekuatan penghambat pembentukan biofilm

dari larutan uji dihitung dengan menggunakan

0Ds - x0Dbs
% Inhibition = (1 - (%]] 100

rumus berikut?®:

Informasi:

ODs: Optical Density (509 nm) samples tested;
ODbs: Optical Density sample blank;

ODp: (OD test solvent - OD solvent blank)

Penelitian telah lulus memperoleh izin etik
dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Hang Tuah Surabaya,
nomor No.109/KEPK/X/2018.

HASIL
Aktivitas ~ penghambatan  terhadap  biofilm
Porphyromonas gingivalis dan biofilm  Candida

albicans dari kitosan Portunus pelagicus sebelumnya
ditentukan oleh Metode Plat Mikrotiter (MTP) dan
memperoleh hasil rata-rata yang disajikan dalam
Tabel 1.

Tabel 1. Persentase rata-rata penghambatan biofilm
Porphyromonas gingivalis dan biofilm Candida albicans

Grup Replikasi P. gingivalis C. albicans
K* 4 75,9 + 1,41 50,59 + 0,37
P1 4 35,3+ 1,40 48,42 +1,12
P2 4 52.6+1.18 61,03 £ 2,07
P3 4 73,8+ 0,65 69.57 +3.09

P1:Kitosan Portunus pelagicus 0,25%; P2: Kitosan Portunus
pelagicus 0,5%; P3: Kitosan Portunus pelagicus 1%; K+:
Kontrol positif Porphyromonas gingivalis (tetrasiklin 0,7%)
dan Candida albicans (Nystatin)

Data menunjukkan persentase penghambatan
tertinggi biofilm P, gingivalis terjadi pada kelompok
K+ dan tingkat persentase penghambatan terendah
terjadi pada kelompok P1. Sedangkan persentase
penghambatan tertinggi biofilm C. albicans terjadi
pada kelompok P3 dan terendah pada kelompok
P1. Data kemudian diuji normalitas dengan uji
Shapiro-Wilk dan uji Levene untuk homogenitas
yang menunjukkan bahwa data terdistribusi
normal (p>0,05) dan homogen (p>0,05) (Tabel 2).
Hasil uji homogenitas varians dengan Levene daya
hambat chitosan terhadap Porphyromonas gingivalis
(p=0,053) dan Candida albicans (p=0,539). Dari data
tersebut kemudian data diuji dengan one-way ANOVA
dengan post-hoc LSD untuk mengetahui perbedaan
antar kelompok (Tabel 3 dan 4). Berikut merupakan
hasil uji normalitas dengan Shapiro-Wilk daya
hambat chitosan terhadap Porphyromonas gingivalis
dan Candida albicans.

Tabel 2. Hasil uji normalitas dan homogenitas biofilm
Porphyromonas gingivalis dan biofilm Candida albicans

Shapiro-Wilk Uji Levene
Kelompok Sig. Sig. Sig. Sig.
(Pgingivalis) (C.albicans) (Pgingivalis) (C.albicans)
K(+) 0,61 0,69
P1 0,10 0,36
0,053 0,539
P2 0.055 0,64
P3 0,44 0,20

P1:Kitosan Portunus pelagicus 0,25%; P2: Kitosan Portunus
pelagicus 0,5%; P3: Kitosan Portunus pelagicus 1%; K+:
Kontrol positif Porphyromonas gingivalis (tetrasiklin 0,7%)
dan Candida albicans (Nystatin)

123



Potensi kitosan kepiting rajungan (Portunus pelagicus) dalam penghambatan pembentukan biofilm (Wedarti dkk.)

Tabel 3. Hasil uji LSD biofilm Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis P1 P2 P3
K(+) 0,001* 0,001* 0,001*
P1 0,240972222 0,333333333
P2 0,078472222

Tabel 4. Hasil uji LSD biofilm Candida albicans

C. albicans P1 P2 P3
K(+) 0,113194444 0,029* 0,001*
P1 0,002* 0,020*
P2 0,001*

Hasil uji LSD menunjukkan perbedaan yang
signifikan dalam nilai persentase penghambatan

biofilm kitosan Portunus pelagicus terhadap
Porphyromonas gingivalis (p<0,05) antar kelompok,
LSD untuk

menunjukkan

kecuali K+ dengan P3. Hasil uji

penghambatan Candida albicans
bahwa ada perbedaan yang signifikan dalam
persentase penghambatan biofilm (p<0,05), antara
kelompok K+ dengan P2 dan P3; kelompok P1 dengan

P2 dan P3; dan kelompok P2 dengan P3.

PEMBAHASAN

Kitosan Portunus pelagicus dengan konsentrasi 0,25,
0,5, dan 1% menunjukkan peningkatan persentase
penghambatan biofilm Porphyromonas gingivalis
diikuti oleh peningkatan konsentrasi kitosan kepiting
(Portunus pelagicus). Ini menunjukkan bahwa
kitosan Portunus pelagicus memiliki kemampuan
menghambat pembentukan biofilm Porphyromonas
gingivalis. Hasil penelitian ini memperlihatkan
bahwa kitosan kepiting (Portunus pelagicus) 1%
memiliki persentase penghambatan biofilm tertinggi
dibandingkan dengan konsentrasi lain.

Penelitian oleh Loekito dkk.'* menunjukkan
hasil yang
terbesar kitosan kepiting (Portunus pelagicus)

sama di mana daya antibakteri

pada konsentrasi 1%. Kitosan kepiting (Portunus
0,25 dan 0,5%
memiliki kandungan kitosan lebih sedikit sehingga

pelagicus) pada Kkonsentrasi

mekanisme antibakteri dalam Kkitosan dengan
konsentrasi ini tidak bekerja secara optimal. Hal ini
memberikan dampak persentase penghambatan
yang dihasilkan lebih rendah jika dibandingkan
dengan konsentrasi kitosan 1%. Sebelumnya, Costa
et al?* melaporkan bahwa kitosan menunjukkan
efek yang kuat terhadap patogen periodontal melalui
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penghambatan pembentukan biofilm. Kitosan dengan
berat molekul rendah dan tinggi terhadap biofilm
Porphyromonas gingivalis memberikan persentase
hambatan sekitar 82-88%.%
menggambarkan kelompok kontrol positif tetrasiklin

Hasil penelitian ini

memiliki persentase tertinggi dalam penghambatan
pembentukan biofilm P gingivalis dibandingkan
dengan kelompok lain (Tabel 1), tapi tidak terdapat
perbedaan signifikan dengan Kkitosan Portunus
pelagicus 1% (Tabel 3).

Hal ini menunjukkan bahwa tetrasiklin dan
kitosan Portunus pelagicus 1% memiliki efek yang
sama dalam menghambat pembentukan biofilm
Porphyromonas gingivalis. Hasil penelitian Susanto
dkk.?” menunjukkan tetrasiklin gel tanpa basis
kitosan efektif menghambat bakteri Porphyromonas
gingivalis, namun tetrasiklin gel yang ditambahkan
basis kitosan memiliki efek antibakteri terbaik
dibandingkan dengan tanpa basis kitosan. Hal
ini menunjukkan bahwa kitosan memiliki efek
antibakteri terhadap Porphyromonas gingivalis.
Mekanisme antibakteri kitosan melibatkan interaksi
muatan positif dari kitosan dengan konstituen
bermuatan negatif dinding sel mikroba sehingga
menyebabkan terganggunya metabolisme sel normal
mikroorganisme.?®

Mekanisme pada bakteri gram negatif dan
gram positif berbeda dikarenakan komposisi
fosfolipid dan asam karboksilat dari dinding sel
bakteri. Mekanisme pada bakteri gram positif, kitosan
bermassa molekul tinggi dapat membentuk lapisan
tipis di sekitar sel sehingga menghambat penyerapan
nutrisi. Kitosan bermassa molekul rendah sebaliknya
lebih mudah melakukan penetrasi dalam bakteri
gram negatif yang mengakibatkan terganggunya
metabolisme mikroorganisme tersebut.?

Penelitian ini menggunakan Porphyromonas
gingivalis yang merupakan bakteri anaerob gram
negatif, sehingga mengkonfirmasi bahwa kitosan
sensitif terhadap biofilm Porphyromonas gingivalis.
Hasil penelitian ini (Tabel 1), efek penghambatan
kitosan Portunus pelagicus dengan konsentrasi 0,25,
0,5 dan 1%, terhadap Candida albicans menunjukkan
peningkatan persentase
diikuti
Portunus pelagicus.

penghambatan biofilm
oleh peningkatan konsentrasi kitosan

Hal ini sesuai dengan penelitian oleh Costa
et al?® yang menunjukkan Kkitosan merupakan
agen anti-Candida efektif yang mampu bekerja
pada infeksi Candida albicans, baik dengan berat
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molekul tinggi (MIC=1mg/ml) dan berat molekul
rendah (MIC=3mg/ml). Dalam penelitian ini kitosan
kepiting Portunus pelagicus 1% memiliki persentase
penghambatan tertinggi dibandingkan dengan
konsentrasi 0,25%, 0,5%, dan nistatin (Tabel 4).
Kitosan Portunus pelagicus dengan Kkonsentrasi
1% memiliki kemampuan penghambatan biofilm
terbesar terhadap Candida albicans dibandingkan
dengan konsentrasi lainnya.

Penelitian oleh Martinez et al3!' melaporkan
bahwa biofilm dari Candida albicans dan Candida
parapsilosis diterapi dengan kitosan menunjukkan
terjadinya penurunan signifikan secara statistik pada
aktivitas metabolik, dibandingkan dengan biofilm
yang tidak diterapi. Costa et al** menemukan bahwa
kitosan menghambat pembentukannya biofilm
(persentase di atas 90%) dan menguranginya biofilm
dewasa sebanyak 65% dan biofilm spesies ganda
(Candida albicans dan Streptococcus mutans) yaitu
sebesar 70%.

Hasil ini menggambarkan potensi molekul
kitosan yang akan digunakan sebagai agen anti-
candida efektif mampu untuk bertindak pada infeksi
Candida albicans.®' Pena et al** melaporkan bahwa
konsentrasi kitosan yang rendah tidak memberikan
efek antifungal oleh kitosan dan mengusulkan
menggunakan konsentrasi lebih dari 1 mg/ml atau
setara dengan 0,1%. Konsentrasi pada penelitian ini
yang digunakan melebihi dari konsentrasi tersebut
dan mengkonfirmasi bahwa kitosan sensitif terhadap
biofilm Candida albicans dan memiliki aktivitas
penghambatan yang lebih efektif daripada nistatin.
Penelitian lebih lanjut mengenai aktifitas antibiofilm
bahan ini dengan bakteri patogen rongga mulut
lainnya diperlukan karena efek antimikrobial dari
bahan ini.

Penelitian ini menunjukkan kitosan Portunus
pelagicus menghambat biofilm Porphyromonas
gingivalis dan Candida albicans dan menunjukkan
peningkatan persentase
diikuti
Portunus pelagicus (Tabel 1). Hal ini memungkinkan

penghambatan biofilm
oleh peningkatan konsentrasi Kkitosan
terjadi oleh karena perbedaan jumlah gugus amina
(-NH2) pada kitosan.
bermuatan positif pada kitosan yang akan mengikat

Gugus amina (-NH2) yang

permukaan benda kerja sel bakteri bermuatan
negatif dimana semakin besar konsentrasi kitosan
semakin banyak jumlahnya gugus amina (-NH2)
yang dapat berikatan dengan permukaan sel bakteri,
membuatnya akan lebih efektif dalam menghambat

pembentukannya biofilm dan membunuh bakteri.*
SIMPULAN

Kitosan Portunus pelagicus memiliki potensi dalam
menghambat pembentukan biofilm Porphyromonas
gingivalis dan pertumbuhan Candida albicans.
Kitosan Portunus pelagicus 1% memiliki efek

antimikrobial terbesar pada biofilm.
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