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Abstract: Periodontal disease is caused by the accumulation of plaque biofilm;-one of the bacteria
involved is Staphylococcus aureus. Red betel leaf (Piper crocatum) has potential as a therapeutic agent
for various diseases, including oral cavity diseases. This study aimed to determine the effect of
administering red betel leaf extract (EDSM) in inhibiting the formation of Staphylococcus aureus
bacterial biofilms. This was a laboratory experimental study. The test group consisted of EDSM with
concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%, while the positive control used 0.2% chlorhexidine/
CHX, and 1% DMSO as a negative control. Red betel leaf extract was prepared using the 96% ethanol
maceration method. Inhibition of biofilm formation was measured using the microtiter plate biofilm
assay method with a wavelength of 595 nm. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test and the
Mann-Whitney post hoc test. The results showed significant differences between the six groups. Post
hoc test revealed significant differences between DMSO 1% vs CHX, DMSO 1% vs EDSM 50%
concentration, DMSO 1% vs EDSM 25% concentration, CHX vs EDSM 100% concentration, CHX
vs EDSM 75% concentration, CHX vs EDSM 50% concentration, CHX vs EDSM 25% concentration,
and EDSM 75% vs EDSM 25% concentration with p values <0.05. In conclusion, red betel leaf extract
is most effective in inhibiting Staphylococcus aureus biofilm formation at a concentration of 25%.
Keywords: antibiofilm; red betel leaf extract; Staphylococcus aureus

Abstrak: Penyakit periodontal disebabkan oleh akumulasi biofilm plak; salah satu bakteri yang
berperan yaitu Staphylococcus aureus. Daun sirih merah (Piper crocatum) berpotensi sebagai agen
terapi berbagai penyakit termasuk penyakit rongga mulut. Penelitian ini bertujuan menentukan efek
pemberian ekstrak daun sirih merah (EDSM) dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri S.
aureus. Jenis penelitian ialah eksperimental laboratorium. Kelompok uji terdiri dari EDSM dengan
konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, sedangkan kontrol positif menggunakan klorheksidin/CHX
0,2%, dan DMSO 1% sebagai kontrol negatif. Ekstrak daun sirih merah dibuat menggunakan metode
maserasi etanol 96%. Penghambatan pembentukan biofilm diukur menggunakan metode microtiter
plate biofilm assay dengan panjang gelombang 595 nm. Data dianalisis dengan uji Kruskal-Wallis dan
uji post hoc Mann-Whitney. Hasil analisis menunjukkan perbedaan bermakna antar enam kelompok.
Uji post hoc mengungkapkan perbedaan bermakna antara DMSO 1% vs CHX, DMSO 1% vs EDSM
konsentrasi 50%, DMSO 1% vs EDSM konsentrasi 25%, CHX vs EDSM konsentrasi 100%, CHX vs
EDSM konsentrasi 75%, CHX vs EDSM konsentrasi 50%, CHX vs EDSM konsentrasi 25%, serta
EDSM 75% vs EDSM 25% dengan nilai p<0,05. Simpulan penelitian ini yaitu EDSM paling efektif
dalam menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus aureus pada konsentrasi 25%.

Kata kunci: antibiofilm; ekstrak daun sirih merah; Staphylococcus aureus
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PENDAHULUAN

Kesehatan gigi dan mulut merupakan bagian integral dari kesehatan umum yang masih
belum mendapat perhatian optimal dari masyarakat Indonesia. Data Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) 2018 menunjukkan prevalensi penyakit gigi dan mulut pada penduduk Indonesia
mencapai 57,6%, dengan karies gigi (45,3%) dan penyakit periodontal (14%) sebagai kondisi
yang paling dominan. !

Penyakit periodontal merupakan respons inflamasi jaringan pendukung gigi akibat
akumulasi biofilm bakteri. Penyakit ini dapat berkembang dari gingivitis yang ditandai dengan
peradangan pada gingiva, menjadi periodontitis suatu kondisi yang lebih kompleks dengan
inflamasi persisten yang menyebabkan destruksi progresif tulang alveolar dan ligamen
periodontal >

Biofilm plak gigi merupakan faktor etiologi utama penyakit periodontal yang terdiri atas
komunitas mikroorganisme kompleks yang mencakup lebih dari 400 spesies bakteri dengan
dominasi bakteri anaerob gram negatif dan gram positif.> Salah satu mikroorganisme yang
berperan ialah Staphylococcus aureus, bakteri gram positif yang merupakan flora normal rongga
mulut namun memiliki potensi patogenik ketika terjadi disbiosis mikroba atau penurunan daya
tahan tubuh inang. Bakteri ini memiliki kemampuan invasif melalui produksi koagulase, suatu
protein dengan aktivitas mirip enzim yang dapat mengkoagulasi plasma yang mengandung
oksalat atau sitrat.%’

Penatalaksanaan penyakit periodontal dilakukan melalui eliminasi biofilm secara mekanis
dan kimiawi. Metode mekanis meliputi penyikatan gigi dengan sikat manual atau elektrik,
flossing, dan penggunaan sikat interdental, sedangkan pendekatan kimiawi dapat dilakukan
dengan obat kumur antimikroba Klorheksidin merupakan gold standard agen antimikroba topikal,
namun penggunaannya dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek samping seperti
disgeusia, pewarnaan gigi, dan perubahan pigmentasi mukosa sehingga diperlukan alternatif yang
lebih aman dan efektif.31°

Indonesia memiliki kekayaan biodiversitas flora yang berpotensi sebagai sumber agen
terapeutik alami, salah satunya ialah daun sirih merah (Piper crocatum). Tanaman ini secara
tradisional telah dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia, khususnya masyarakat kampung adat
Cireundeu di Kecamatan Cimahi Selatan, Kota Cimahi, Jawa Barat, sebagai remedium herbal
untuk berbagai kondisi patologis rongga mulut, antiinflamasi, antiseptik, hemostasis, antitusif,
sialagog, dan antihelmintik secara turun-temurun.'!

Sirth merah (Piper crocatum) merupakan tanaman merambat yang berasal dari Peru dan
telah tersebar luas termasuk di Indonesia. Tanaman ini memiliki daun berbentuk oval atau jantung
dengan ujung runcing dan pangkal melebar, serta batang silindris berwarna hijau kemerahan
dengan panjang mencapai 1-4 meter. Daunnya bertekstur agak kaku dengan ciri khas garis merah
tua pada permukaan atas dan merah keunguan pada permukaan bawah. '?

Aktivitas farmakologis daun sirth merah telah dilaporkan memiliki efek antiseptik,
antihiperglikemia, antikanker, serta potensi terapeutik pada kondisi odontogenik. Sifat
antimikroba dan antiinflamasi dikaitkan dengan kandungan alkaloid, saponin, tanin, dan
flavonoid yang bekerja secara multitarget melalui gangguan integritas dinding dan membran sel
bakteri serta inaktivasi komponen seluler mikroba.!3"1¢

Penelitian Agustina et al'* melaporkan aktivitas antiseptik ekstrak daun sirih merah
terhadap Staphylococcus aureus pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, dengan efektivitas
tertinggi pada konsentrasi 100%. Studi lain juga melaporkan aktivitas antibakteri ekstrak daun
sirih merah terhadap mikroorganisme rongga mulut. Putri et al'* menunjukkan kemampuan
ekstrak menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dalam kondisi planktonik, sedangkan
Oktaviani et al'® melaporkan efektivitas terhadap Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sebagai patogen periodontal, serta Herryawan et al'® dan kolega terhadap bakteri patogen rongga
mulut.!®13* Meskipun demikian, sebagian besar penelitian masih berfokus pada penghambatan
bakteri dalam bentuk planktonik, sedangkan infeksi rongga mulut umumnya terjadi dalam bentuk
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biofilm yang lebih resisten. Oleh karena itu, diperlukan evaluasi efektivitas ekstrak daun sirih
merah terhadap pembentukan biofilm Staphylococcus aureus agar diperoleh dasar ilmiah yang
lebih relevan secara klinis.

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif non-motil dan tidak membentuk
spora yang memiliki virulensi tinggi melalui kemampuan membentuk agregat dan sifat koagulase
positif. Bakteri ini dapat tumbuh pada rentang suhu 6,5-46°C dan pH 4,2-9,3, membentuk koloni
dengan diameter hingga 4 mm dalam 24 jam. Koloni berbentuk bundar, halus, menonjol, dan
berkilau dengan pigmentasi abu-abu hingga kuning emas akibat produksi pigmen
lipochrome.>™7

Berdasarkan latar belakang tersebut, eksplorasi potensi antibiofilm ekstrak daun sirih merah
terhadap Staphylococcus aureus menjadi relevan untuk dikaji. Penelitian ini bertujuan
mengevaluasi pengaruh ekstrak daun sirih merah dengan variasi konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan
100% dalam menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus aureus secara in vitro, serta
menganalisis perbedaan efektivitas antar konsentrasi untuk mengidentifikasi konsentrasi optimal
yang dapat dikembangkan sebagai alternatif agen antibiofilm dalam manajemen penyakit
periodontal.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan studi eksperimental laboratoris menggunakan enam kelompok
perlakuan. Sampel penelitian berupa ekstrak daun sirih merah yang diperoleh dari Kampung Adat
Cireundeu, Cimahi, Jawa Barat, dan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 6538 dari
Laboratorium Sentral Universitas Padjadjaran, Bandung. Ekstrak daun sirth merah dibuat melalui
metode maserasi menggunakan etanol 96% selama 72 jam, kemudian dievaporasi menggunakan
rotary evaporator pada suhu 40°C. Jumlah pengulangan ditentukan menggunakan rumus Federer
dengan minimal empat kali pengulangan untuk setiap kelompok perlakuan, meliputi kontrol
negatif (DMSO 1%), kontrol positif (klorheksidin glukonat/CHX 0,2%), dan kelompok uji
dengan konsentrasi ekstrak 25%, 50%, 75%, dan 100%.!®

Evaluasi aktivitas antibiofilm dilakukan menggunakan metode microtiter plate assay.
Suspensi bakteri Staphylococcus aureus distandarisasi sesuai McFarland 0,5 (~1,5 x 10°
CFU/mL) dan diinokulasi bersama sampel uji dalam microplate 96-well. Setelah inkubasi 24 jam
pada suhu 37°C, biofilm yang terbentuk diwarnai dengan kristal violet 0,1% selama 20 menit,
kemudian dilarutkan dengan asam asetat 30%. Absorbansi diukur menggunakan microplate
reader pada panjang gelombang 595 nm untuk menentukan optical density (OD). Persentase
penghambatan biofilm dihitung menggunakan rumus: % penghambatan = ((OD kontrol - OD
sampel)/OD kontrol) x 100%. '

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan SPSS dengan uji normalitas Shapiro-Wilk.
Karena data tidak berdistribusi normal, dilakukan uji non-parametrik Kruskal-Wallis untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok, dilanjutkan dengan uji post hoc Mann-Whitney untuk
perbandingan berpasangan antar konsentrasi. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biokimia
Fakultas Kedokteran Universitas Jenderal Achmad Yani di Cimahi, dan Laboratorium Sentral
Universitas Padjadjaran di Bandung pada September-Desember 2023 setelah mendapat
persetujuan etik dengan nomor 1281/UN6.KEP/EC/2023.

HASIL PENELITIAN

Penelitian ini melibatkan enam kelompok perlakuan yang terdiri atas berbagai konsentrasi
ekstrak daun sirih merah serta kelompok kontrol positif dan negatif. Hasil pengukuran optical
density (OD) menunjukkan bahwa nilai OD yang tinggi mengindikasikan tingkat penghambatan
ekstrak yang rendah, sedangkan nilai OD yang rendah menandakan peningkatan aktivitas
penghambatan biofilm.

Tabel 1 memperlihatkan nilai rerata OD untuk masing-masing kelompok. Ekstrak daun sirih
merah dengan konsentrasi 25% memiliki aktivitas penghambatan biofilm paling tinggi
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(2,57+0,523) dibandingkan dengan konsentrasi lainnya, dengan nilai OD terendah setelah kontrol
positif CHX (1,2040,167). Gambar 1 memperlihatkan persentase penghambatan pembentukan
biofilm untuk setiap konsentrasi. Ekstrak daun sirih merah dengan konsentrasi 25% menempati
urutan kedua setelah control positif CHX 0,2%.

Tabel 1. Hasil pengukuran biofilm menggunakan Micro Reader

R= DMSO CHX EDSM EDSM EDSM EDSM
sampel 1% 0,2% 25% 50% 75% 100%

R1 3,7996 1,2528 2,828 3,5019 3,5847 3,5708
R2 3,8209 1,3625 2,8694 3,0319 3,9849 2,9239
R3 3,7745 1,2144 2,7987 3,1289 3,7347 3,7985
R4 3,5639 0,9681 1,7869 2,0788 3,4429 2,1377
Mean 3,739725  1,19945  2,57075 293537  3,6868 3,10772
SD 0,1187 0,1665 0,5233 0,6059 0,2317 0,7452

100% 77%
80%
60% 46% 499,
40%
20% 0% 5%
0%

31%

CHX DMSO EDSM EDSM EDSM EDSM
0,2% 1% 25% 50% 75% 100%

Konsentrasi Ekstrak Daun Sirih Merah
Gambar 1. Persentase penghambatan pembentukan biofilm

Analisis statistik dilakukan untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok
perlakuan. Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk test menunjukkan bahwa data tidak
terdistribusi normal, sehingga dilanjutkan dengan uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Tabel 2
memperlihatkan hasil uji Kruskal-Wallis dengan perolehan nilai p=0,0001 (p<0,05), yang
mengindikasikan adanya perbedaan bermakna secara statistik antara keenam kelompok perlakuan.

Tabel 2. Pengaruh ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum) konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%
dibandingkan dengan CHX 0,2% dan DMSO 1% dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus

Pembentukan Biofilm bakteri Staphylococcus aureus

Variabel Mean+Std Median Range (min-max) Nilai p
DMSO 1% 3,74+0,119 3,79 3,56-3,82

CHX 1,20+0,167 1,23 0,97-1,36

EDSM 100% 3,110,745 3,25 2,14-3,80 0,0001**
EDSM 75% 3,694+0,232 3,66 3,44-3,98

EDSM 50% 2,94+0,606 3,08 2,08-3,50

EDSM 25% 2,57+0,523 2,81 1,79-2,87

Tabel 3 memperlihatkan hasil uji post hoc Mann-Whitney menunjukkan perbedaan
bermakna (p<0,05) antara DMSO 1% dengan CHX 0,2% serta ekstrak daun sirih merah
konsentrasi 25% dan 50%, dan antara CHX 0,2% dengan seluruh konsentrasi ekstrak. Selain itu,
terdapat perbedaan bermakna antara konsentrasi 75% dan 25%. Perbandingan lainnya tidak
menunjukkan perbedaan bermakna
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Tabel 3. Perbedaan pengaruh ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum) konsentrasi 25%, 50%, 75%,
dan 100% dibandingkan dengan CHX dan DMSO dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus

Nilai p Uji Mann-Whitney
No Kelompok DMSO CHX EDSM EDSM EDSM EDSM
1% 0,2%  25% 50% 75% 100%
L. DMSO 1% -
2. CHX 0,2% 0,029* -
3. EDSM 25% 0,029*  0,029* -
4. EDSM 50% 0,029*  0.029* 0,200 -
S. EDSM 75% 0,686 0.029*  0,029* 0,057 -
6. EDSM 100% 0,200 0,029* 0,200 0,686 0,343 -

Temuan ini mengonfirmasi bahwa ekstrak daun sirih merah memiliki kemampuan
menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus aureus, dengan efektivitas tertinggi pada
konsentrasi 25%. Menariknya, peningkatan konsentrasi ekstrak tidak selalu diikuti dengan
peningkatan aktivitas antibiofilm, yang menunjukkan adanya hubungan non-linear antara
konsentrasi dan efektivitas penghambatan biofilm.

BAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih merah konsentrasi 25%, 50%, 75%,
dan 100% memiliki aktivitas penghambatan pembentukan biofilm Staphylococcus aureus.
Konsentrasi 25% memberikan efek penghambatan paling optimal dengan nilai OD terendah
(2,57075), sedangkan konsentrasi 75% menunjukkan efektivitas terendah dengan nilai OD
tertinggi (3,6868). Dibandingkan klorheksidin 0,2% sebagai kontrol positif, ekstrak 25%
menunjukkan aktivitas antibiofilm yang lebih rendah (46% vs 77%), namun tetap berpotensi
sebagai alternatif agen antibiofilm alami.?’

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih merah konsentrasi 25%, 50%, 75%,
dan 100% memiliki aktivitas penghambatan pembentukan biofilm Staphylococcus aureus.
Konsentrasi 25% memberikan efek penghambatan paling optimal dengan nilai OD terendah
(2,57075), sedangkan konsentrasi 75% menunjukkan efektivitas terendah dengan nilai OD
tertinggi (3,6868). Dibandingkan klorheksidin 0,2% sebagai kontrol positif, ekstrak 25%
menunjukkan aktivitas antibiofilm yang lebih rendah (46% vs 77%), namun tetap berpotensi
sebagai alternatif agen antibiofilm alami.'®

Pola penghambatan yang diamati dalam penelitian ini dapat dijelaskan melalui kurva dosis-
respons yaitu efektivitas penghambatan optimal pada konsentrasi (25%) dan menurun pada
konsentrasi lebih tinggi, yang diduga akibat fenomena kejenuhan senyawa aktif pada target
bakteri.'®*° Mekanisme penghambatan kemungkinan berkaitan dengan gangguan quorum sensing
melalui sistem Agr, sehingga menghambat komunikasi bakteri dalam pembentukan biofilm.

Kandungan fitokimia dalam ekstrak daun sirth merah yang berperan dalam aktivitas
antibiofilm meliputi flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Flavonoid bekerja dengan
membentuk kompleks protein melalui ikatan hidrogen sehingga mengganggu penjangkaran
Biofilm-Associated Protein (BAP), menghambat proses polimerisasi matriks biofilm,
menyebabkan perubahan struktur protein dan asam nukleat yang berujung pada degradasi
komponen extracellular polymeric substances (EPS).!3%

Tanin dan flavonoid menunjukkan efek sinergis melalui pengikatan protein adhesin,
sehingga menurunkan kemampuan adhesi bakteri dan menghambat sintesis dinding sel. Kedua
senyawa ini juga dilaporkan menghambat aktivitas gen icaA dan icaD yang berperan dalam
sintesis polysaccharide intercellular adhesin (PIA) pada Staphylococcus aureus.'>*

Saponin berkontribusi melalui gangguan stabilitas matriks ekstrasel polisakarida, sedangkan
alkaloid berperan dalam penghambatan biofilm dengan mereduksi gen inisiator pembentuk
biofilm, gangguan sistem quorum sensing, dan penurunan faktor regulator.'®
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Analisis Kruskal-Wallis menunjukkan adanya perbedaan bermakna antar kelompok (p<0,05),
yang diperkuat dengan uji post hoc Mann-Whitney bahwa seluruh konsentrasi ekstrak daun sirih
merah (25%, 50%, 75%, 100%) serta kontrol positif dan negatif memiliki perbedaan bermakna
dalam penghambatan pembentukan biofilm Staphylococcus aureus. Kontrol positif menggunakan
CHX 0,2% menunjukkan persentase penghambatan biofilm tertinggi, yang konsisten dengan
penelitian sebelumnya mengenai efektivitas CHX sebagai agen antibiofilm untuk Staphylococcus
aureus. Mekanisme kerja klorheksidin melibatkan ikatan kationik dengan polisakarida
ekstraseluler dan glikoprotein pada membran sel bakteri. Struktur kimia klorheksidin yang terdiri
dari dua cincin 4-klorofenil dan dua gugus biguanida yang dihubungkan oleh rantai heksametilena
memberikan aktivitas kationik yang menarik CHX ke permukaan bermuatan negatif, termasuk
komponen biofilm bakteri. Interaksi ini terutama terjadi pada gugus fosfat asam teikoat pada
bakteri Gram-positif, yang mengakibatkan destabilisasi membran sel bakteri.'® Sebaliknya, kontrol
negatif DMSO 1% memperlihatkan penghambatan terendah dengan nilai OD tinggi, sehingga
menegaskan bahwa aktivitas antibiofilm berasal dari senyawa aktif ekstrak daun sirih merah.'®

Penghambatan biofilm oleh ekstrak daun sirth merah dapat terjadi pada berbagai fase. Pada
fase adhesi awal, ekstrak dapat mengganggu kemampuan bakteri untuk melekat pada permukaan
substrat, sehingga mencegah inisiasi pembentukan biofilm. Selama fase pembentukan matriks,
ekstrak dapat menghambat produksi dan stabilisasi matriks ekstraseluler yang merupakan
scaffolding biofilm. Pada fase pertumbuhan dan pembelahan, komponen antibakteri dalam ekstrak
dapat menghambat proliferasi bakteri dalam biofilm. Terakhir, pada fase pelepasan, ekstrak
mungkin dapat mencegah dispersi bakteri atau fragmen biofilm ke lingkungan sekitarnya.'®

Penelitian Putri et al'* dan Rosyada et al'® membuktikan aktivitas ekstrak terhadap
pertumbuhan Staphylococcus aureus dalam kondisi planktonik. Hasil penelitian ini memperluas
temuan tersebut pada bentuk biofilm yang secara klinis lebih relevan dan lebih resisten terhadap
agen antimikroba. Penelitian lain juga melaporkan aktivitas antibakteri terhadap patogen rongga
mulut seperti Aggregatibacter actinomycetemcomitans'® dan patogen periodontal’®, yang
menguatkan spektrum antimikroba daun sirih merah, dengan perbedaan utama penelitian ini
terletak pada parameter biofilm yang memiliki kompleksitas matriks lebih tinggi.!®!3

Temuan ini sejalan dengan penelitian Lukaraja et al*! yang melaporkan aktivitas antibiofilm
ekstrak metanol Hibiscus tiliaceus terhadap Streptococcus mutans dengan pola penurunan
absorbansi seiring peningkatan konsentrasi, yang dikaitkan dengan kandungan senyawa fitokimia
seperti flavonoid, saponin, polifenol, fenol, dan tanin. 2!

Aspek penting yang perlu dipertimbangkan ialah stabilitas dan bioavailabilitas senyawa aktif
ekstrak daun sirth merah. Proses ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini berpotensi
memengaruhi konsentrasi dan aktivitas senyawa bioaktif. Metode ekstraksi etanolik yang dipilih
memungkinkan ekstraksi senyawa polar dan semi-polar seperti flavonoid, tanin, dan saponin
secara optimal. Namun, efisiensi ekstraksi dapat bervariasi tergantung pada faktor-faktor seperti
suhu, waktu ekstraksi, dan rasio pelarut terhadap bahan. Variabilitas ini dapat memengaruhi
konsistensi aktivitas antibiofilm yang diamati antara batch ekstrak yang berbeda.®

Karakteristik fisikokimia seperti viskositas, pH, dan osmolalitas juga berperan dalam
penetrasi senyawa aktif ke dalam struktur biofilm Staphylococcus aureus yang kompleks.!>1416

Aktivitas antibiofilm diduga dipengaruhi oleh efek sinergis fitokompleks yaitu kombinasi
senyawa dalam ekstrak tumbuhan dapat menghasilkan efek yang lebih besar daripada jumlah efek
individual setiap komponen. Dalam konteks aktivitas antibiofilm, flavonoid mungkin bekerja
sinergis dengan tanin untuk menghambat adhesi bakteri, sementara saponin dan alkaloid dapat
mengganggu integritas matriks biofilm secara bersamaan.'®%?

Secara klinis, temuan ini menunjukkan potensi ekstrak daun sirith merah sebagai terapi
tambahan infeksi oral, namun diperlukan penelitian lanjutan terkait keamanan, toksisitas, serta
profil farmakokinetik dan farmakodinamik sebelum aplikasi klinis.'®

Evaluasi profil keamanan yang lengkap diperlukan sebelum ekstrak ini dapat
direkomendasikan untuk penggunaan klinis mengingat kemungkinan efek samping dan interaksi
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obat dari senyawa aktif tumbuhan.'>!* Stabilitas ekstrak selama penyimpanan merupakan faktor
penting karena senyawa bioaktif rentan mengalami degradasi akibat cahaya, oksigen, suhu, dan
kelembaban, sehingga diperlukan formulasi dan sistem penghantaran yang tepat untuk
mempertahankan aktivitas antibiofilm.'"® Dari aspek keberlanjutan, sirih merah mudah
dibudidayakan dan proses ekstraksinya relatif sederhana sehingga berpotensi menekan biaya
produksi.?? Variasi musiman dan kondisi budidaya dapat memengaruhi komposisi fitokimia,
sehingga standardisasi diperlukan untuk menjaga konsistensi kualitas ekstrak.

Berdasarkan perspektif ekonomi dan keberlanjutan, pengembangan ekstrak daun sirih merah
sebagai agen antibiofilm menawarkan beberapa keuntungan. Sirith merah merupakan tanaman
yang relatif mudah dibudidayakan dan memiliki pertumbuhan yang cepat, sehingga dapat
menjadi sumber bahan baku yang berkelanjutan. Proses ekstraksi yang relatif sederhana juga
dapat mengurangi biaya produksi dibandingkan dengan sintesis senyawa antimikroba sintetik
yang kompleks.??

Variasi musiman dalam kandungan senyawa bioaktif tanaman perlu dipertimbangkan untuk
memastikan konsistensi kualitas ekstrak. Faktor-faktor seperti kondisi cuaca, tahap pertumbuhan
tanaman, dan metode pemanenan dapat memengaruhi komposisi fitokimia daun sirih merah.
Standardisasi proses mulai dari budidaya hingga ekstraksi diperlukan untuk menghasilkan ekstrak
dengan aktivitas antibiofilm yang konsisten. Potensi resistensi bakteri tetap perlu dipantau meskipun
mekanisme multitarget ekstrak tumbuhan cenderung menurunkan risiko pengembangan resistensi,
sehingga pendekatan kombinasi atau rotasi agen antimikroba dapat dipertimbangkan.’?’
Optimalisasi formulasi seperti nanoenkapsulasi, sistem liposom, atau gel dapat meningkatkan
stabilitas dan bioavailabilitas serta mempermudah aplikasi topikal.'® Ekstrak daun sirih merah juga
berpotensi dikembangkan sebagai bahan aktif produk perawatan mulut seperti obat kumur atau
pasta gigi untuk pencegahan pembentukan biofilm patogen di rongga mulut sebelum terjadi infeksi
yang lebih serius.

Penelitian lanjutan perlu mencakup evaluasi spektrum aktivitas ekstrak terhadap berbagai
strain  Staphylococcus —aureus, termasuk strain resisten seperti Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), serta uji pada biofilm multispecies yang lebih
merepresentasikan kondisi klinis.>*Analisis ekonomi kesehatan diperlukan untuk menilai cost-
effectiveness ekstrak daun sirih merah sebagai terapi adjuvan dibandingkan terapi konvensional,
khususnya pada sistem kesehatan dengan keterbatasan akses antimikroba sintetik.?*
Pengembangan produk juga memerlukan perhatian terhadap aspek regulasi dan standardisasi,
termasuk penetapan marker senyawa aktif, batas kontaminan, serta validasi metode analisis untuk
menjamin keamanan dan konsistensi mutu.

Penelitian ini memiliki keterbatasan teknis. Ekstrak murni cenderung menggumpal sehingga
berpotensi mengganggu pembacaan spektrofotometer. Fenomena ini kemungkinan berkaitan
dengan kandungan polisakarida atau senyawa polimer.'"® Pada konsentrasi tinggi (75% dan
100%), kelarutan dalam DMSO 1% kurang optimal akibat kejenuhan, sehingga diperlukan
optimalisasi preparasi seperti sonikasi, pemanasan ringan, atau kombinasi pelarut untuk
meningkatkan homogenitas.”> Variabilitas antar-batch akibat perbedaan bahan baku, proses
ekstraksi, dan penyimpanan juga dapat memengaruhi reprodusibilitas, sehingga diperlukan SOP
dan kontrol kualitas yang ketat.!*!32 Keterbatasan model in vitro perlu dipertimbangkan karena
belum sepenuhnya merepresentasikan kompleksitas lingkungan rongga mulut, termasuk faktor
saliva, pH, nutrien, dan interaksi mikrobiota. Oleh karena itu, studi in vivo dan uji klinis
diperlukan untuk mengonfirmasi potensi terapeutik ekstrak daun sirih merah.

SIMPULAN

Ekstrak daun sirih merah terbukti memiliki aktivitas antibiofilm terhadap Staphylococcus
aureus secara in vitro. Konsentrasi 25% menunjukkan efektivitas optimal dibandingkan
konsentrasi 50%, 75%, dan 100%, meskipun masih lebih rendah dibandingkan klorheksidin 0,2%
sebagai kontrol positif. Temuan ini menunjukkan adanya hubungan non-linear antara konsentrasi
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dan efektivitas penghambatan biofilm yang kemungkinan berkaitan dengan penetrasi senyawa
aktif dalam matriks biofilm. Dengan demikian, ekstrak daun sirth merah berpotensi
dikembangkan sebagai agen adjuvan alami dalam pengendalian biofilm oral, namun penelitian in
vivo masih diperlukan untuk mengonfirmasi efektivitas klinis dan keamanannya.
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