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Abstrak

Biofilm adalah kumpulan mikroorganisme yang menempel pada suatu permukaan
dengan membentuk matriks Extracellular Polymeric Substance (EPS) sehingga bakteri
mampu bertahan dari ancaman fisis, kimiawi, atau biologis. Biofilm bekerja dengan menolak
aktivitas sistem imun dan menciptakan resistensi terhadap antibiotik yang menyebabkan
biofilm resistan terhadap agen antimikroba seperti antibiotik, desinfektan, dan germisida.
Permasalahan resistansi akibat biofilm membutuhkan penanganan yang lebih tepat, salah
satunya dengan metode fotodinamik inaktivasi. Fotodinamik inaktivasi adalah metode
penghambatan aktivitas metabolisme sel yang memanfaatkan interaksi antara cahaya dengan
molekul fotosensitiser sehingga menyebabkan kematian sel bakteri. Metilen biru merupakan
fotosensitiser eksogen yang dapat menghasilkan oksigen singlet apabila terkena oksigen dan
cahaya menghasilkan ROS yang mereduksi biofilm.  Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui dosis energi yang efektif untuk mereduksi biofilm Staphylococcus aureus dengan
penambahan metilen biru sebagai fotosensitizer. Perlakuan dibagi menjadi 4 kelompok,
kelompok kontrol tanpa ada perlakuan apapun, kelompok kontrol positif dengan penambahan
fotosensitiser metilen biru, perlakuan laser, dan perlakuan laser dengan penambahan metilen
biru. Perlakuan laser memiliki variasi pemaparan sebesar 60 detik (10,96 J / cm2), 120 detik
(21,92 J / cm2), 180 detik (32,88 J / cm2), 240 detik (43,84 J / cm2), dan 300 detik ( 54,80 J /
cm2). Reduksi biofilm diukur menggunakan ELISA reader dan dianalisis dengan uji ANOVA
faktorial. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fotoinaktivasi dengan metilen biru 5 uM
selama 5 menit mampu mereduksi biofilm bakteri sebesar %. Treatmen dengan laser diode
merah dengan rapat energi penyinaran 54,80 J/cm2 selama 5 menit menghasilkan reduksi
biofilm sebesar 69,11% dan 92,01% untuk perlakuan laser diode merah dengan penambahan
fotosensitiser metilen biru 5 uM. Sehingga kombinasi laser dengan fotosensitiser metilen biru
optimal untuk mereduksi biofilm Staphylococcus aureus.

Kata kunci—3-5 kata kunci, Algoritma A, algoritma B, kompleksitas

Abstract
Biofilm is a collection of microorganisms that attach to a surface by forming a
matrix of Extracellular Polymeric Substance (EPS) so that bacteria can survive
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physical, chemical, or biological threats. Biofilms work by rejecting the activity of the
immune system and creating resistance to antibiotics that cause biofilms to be
resistant to antimicrobial agents such as antibiotics, disinfectants, and germicides.
Resistance problems due to biofilms require more precise handling, one of them is the
photodynamic method of inactivation. Photodynamic inactivation is a method of
inhibiting cell metabolic activity that utilizes the interaction between light and
photosensitic molecules, causing bacterial cell death. Methylene blue is an exogenous
photosensitiser that can produce singlet oxygen when exposed to oxygen and light
produces ROS which reduces biofilm. This study aims to determine the effective
energy dosage for reducing Staphylococcus aureus biofilm by adding methylene blue
as photosensitizer. The treatment was divided into three groups, the control group
without any treatment, the control group with methylene blue photosensitizer, laser
treatment group, and methylene blue and laser treatment groups. The laser treatment
group has variation of exposure time 60s (10.96 J / cm2), 120s (21.92 J / cm2), 180s
(32.88 J/ cm2), 240s (43.84 J / cm2), and 300s (54.80 J / cm2). Biofilm reduction was
measured using an ELISA reader and analyzed using factorial ANOVA. The results
showed that photoinactivation with 5 uM methylene blue for 5 minutes reduced
bacterial biofilms by 58.34%. Treatment with a red laser diode with a radiation energy
density of 54.80 J/cm? for 5 minutes resulted in biofilm reduction of 69.11% and
92.01% for red laser diode treatment with the addition of 5 uM methylene blue
photosensitiser. So that the laser combination with methylene blue photosensitiser is
optimal for reducing Staphylococcus aureus biofilm.

Keywords— photoinactivation, red diode laser, Staphylococcus aureus biofilm, methylene
blue
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1. Pendahuluan

Penyakit infeksi menjadi masalah
kesehatan yang harus diperhatikan
terutama di negara berkembang. Penyakit
infeksi yang menyerang manusia salah
satunya  disebabkan  oleh  bakteri
Staphylococcus aureus yang termasuk
dalam jenis bakteri gram positif. Infeksi
yang disebabkan oleh bakteri
Staphylococcus aureus diantaranya bisul,
jerawat, pneumonia, meningitis, dan
arthritits  (Firmansyah, 2015). Bakteri
Staphyloccocus aureus dapat mengalami
resistensi terhadap antibiotik, sehingga
mampu hidup meski diberi antibiotik.
Selain itu bakteri memiliki kemampuan

membentuk biofilm sehingga
meningkatkan resistansi terhadap
antibiotik.

Biofilm adalah kumpulan

mikroorganisme yang menempel pada
suatu permukaan dengan membentuk
matriks Extracellular Polymeric Substance
(EPS) (Donlan, 2002) yang menyebabkan
biofilm secara alami resistan terhadap agen
antimikroba seperti antibiotik, desinfektan,
dan germisida  (Gunardi et al., 2007 ).
Adanya biofilm mengakibatkan bakteri
mampu bertahan dari ancaman fisis,
kimiawi, atau biologis. Biofilm bekerja
dengan menolak aktivitas sistem imun dan
menciptakan resistensi terhadap antibiotik
(Stephens, 2002).

Resistensi  terhadap  antibiotik
merupakan salah satu karakteristik dari
biofilm. Penyebab adanya resistansi karena
penggunaan antibiotik yang kurang tepat
serta adanya sifat alami biofilm sehingga
antibiotik tidak dapat mereduksi bakteri.
Resistansi  bakteri terhadap antibiotik
menjadi salah satu masalah serius dalam
dunia kesehatan. Data Cancer for Disease
Prevention menyebutkan bahwa 13.300

pasien meninggal akibat infeksi bakteri
yang resisten (Setiawati, 2015).

Permasalahan  resistansi  akibat
biofilm membutuhkan penanganan yang
lebih tepat, salah satunya dengan metode
fotodinamik  inaktivasi.  Fotodinamik
inaktivasi adalah metode penghambatan
aktivitas metabolisme sel yang
memanfaatkan interaksi antara cahaya
dengan molekul fotosensitiser sehingga
menyebabkan kematian sel bakteri. Hal ini
dimanfaatkan untuk menghancurkan sel
target dengan cara oksidasi yang
menyebabkan lisis sel dan inaktivasi
protein membran (Pereira et. al., 2018).

Photodynamic Inactivation (PDI)
memiliki tiga komponen utama, yakni
cahaya, fotosensitiser serta oksigen
(Rusydi, 2015). Fotosentiser adalah suatu
molekul yang bersifat peka terhadap
cahaya. Interaksi antara cahaya dengan
fotosensitiser  terjadi  jika  adanya
kesesuaian antara panjang gelombang
serap  fotosensitiser ~ dan  panjang
gelombang sumber cahaya. Interaksi
antara keduanya mampu menyebabkan
elektron pada fotosensitiser tereksitasi
sehingga menyebabkan ketidakstabilan.
Elektron yang tidak stabil memiliki
kecenderungan untuk kembali ke kondisi
semula. Jika molekul fotosensitiser
berinteraksi dengan oksigen menyebabkan
terbentuknya ROS (Reactive Oxygen
Species) yang mampu memicu kematian
sel bakteri.

Fotosensitiser dibagi menjadi 2
yaitu fotosensitiser endogen dan eksogen.
Secara alamiah, bakteri mempunyai
senyawa porfirin sebagai fotosensitiser
endogen vyang peka terhadap cahaya.
Penelitian Papageorgiou (2000)
menunjukkan bahwa penyinaran cahaya
dengan spektrum panjang gelombang yang

sesuai dengan spektrum serap
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fotosensitiser porfirin serta dosis energi
penyinaran yang tepat mampu
menyebabkan fotoinaktivasi sel bakteri..
Sedangkan fotosensitiser eksogen adalah
molekul yang berupa bahan metal, organik
atau logam yang ditambahkan. Nugraha
(2006) melaporkan bahwa penggunaan
fotosensitiser eksogen harus memiliki
toksisitas rendah dalam keadaan tanpa
cahaya. Salah satu fotosensitiser eksogen
yang umumnya digunakan di bidang
kedokteran adalah metilen biru.

Metilen biru merupakan
fotosensitiser ~ eksogen yang  dapat
menghasilkan oksigen singlet apabila
terkena oksigen dan cahaya. Aisa et al.,
(2009) menyatakan bahwa metilen biru
efektif untuk mereduksi bakteri gram
positif dan gram negatif. Metilen biru
menjadi agen pewarnaan jaringan vital,
penawar racun terhadap nitrit/anilin,
antiseptik, anti rematik dan mempunyai
toksisitas rendah. Toksisitas suatu zat
dapat diketahui melalui nilai MLC
(Minimum Lethal Concentration), yaitu
konsentrasi terendah zat toksik yang
mampu membunuh spesies uji pada
kondisi yang telah ditetapkan. Pada
penelitian Phoenix (2003) menyatakan
bahwa metilen biru yang diuji dalam
kondisi gelap menunjukkan nilai MLC
sebesar 10 pM.  Hasil penelitian D.
Melgoza (2009) menunjukan bahwa
spektrum absorbansi metilen biru berada
pada panjang gelombang 200 nm hingga
700 nm dengan puncak absorbansi pada
panjang gelombang 665 nm.

Laser dioda merah menjadi salah
satu sumber cahaya yang memiliki panjang
gelombang yang sesuai dengan panjang
gelombang serap dari metilen biru. Laser
dioda merah memiliki spektrum panjang
gelombang antara 620-750 nm, sehingga
sesuai dengan spektrum serap metilen biru.

Berkas cahaya keluaran laser dioda
bersifat koheren, monokromatis dan sejajar
(collimation) (Csele, 2004). Penelitian
Pratiwi (2014) juga menyatakan bahwa
metilen biru mampu mengabsorbsi cahaya
laser dengan panjang gelombang maksimal
661 nm sehingga sesuai jika diaplikasan
dengan laser dioda merah.

Penelitian Pereira et al., (2018)
menunjukan bahwa metilen biru dengan
konsentrasi 0,1 mg/L yang dikombinasikan
dengan laser dioda merah (660 nm)
mampu mereduksi bakteri E. coli sebesar
99,1%. Del et al. (2005) melaporkan terapi
fotodinamik yang menggunakan sumber
cahaya laser dioda dengan fotosensitiser
metilen biru memiliki potensi untuk
perawatan penyakit kanker atau non
kanker pada toksisitas rendah sehingga
tidak menimbulkan efek samping. Pada
penelitian  Heineck et al., (2015)
menyatakan bahwa laser dioda (45 J/cm?)
dengan fotosensitiser eksogen metilen biru
mampu mereduksi biofilm
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sebesar 57%.

Berdasarkan permasalahan
tersebut, maka penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui efisiensi fotodinamik
terapi menggunakan laser diode merah dan
fotosensitiser  metilen  biru  terhadap
biofilm Staphyloccoccus aureus sebagai
target. Pada penelitian ini digunakan
variasi rapat energi pemaparan laser.

2. Bahan dan Metode

Penelitian ini menggunakan bakteri gram
positif  Staphylococcus aureus ATCC
25923 yang diperoleh dari Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Surabaya.
Bakteri dikultur menggunakan Tryptone
Soy Broth (TSB) hingga memperoleh nilai
Optical Density (OD) 595nm sebesar 0,5.
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. Luas
Panja
ng Daya Pena .
Gelom | Laser | "°¢ | Waktu (s) Rapat Erzlergl
ng (J/ecm?)
bang | (mMW) )
(cm
(nm) )
0.2 60 + 0,05 10,96
(658,0 | (36,53 (() ’+ 120 £ 0,05 21,92
0 0+ 0 0_1 180 £ 0,05 32,88
0,05) | 0,05) ’) 240 £ 0,05 43,84
300 +0,05 54,80

Kultur ditambah sukrosa 2% lalu diambil
sebanyak 100 pM ditempatkan pada
micro-well plate dan diinkubasi selama 48
jam. Fotosensitiser yang digunakan dalam
penelitian ini adalah larutan metilen biru
dengan variasi konsentrasi 0 uM, 5 pM, 10
MM, dan 20 pM. Konsentrasi metilen biru
yang digunakan sebagai fotosensitiser
sebesar 5 UM dengan melakukan uji
antibiofilm metode difusi. Sumber cahaya
yang digunakan adalah laser dioda merah
(658,00+£0,05) nm, intensitas berkas
(182,00+0,01) mWcm? dengan luas
berkas (0,20+0,01) cm?. Perlakuan dibagi
menjadi 4 kelompok, kelompok kontrol
tanpa ada perlakuan apapun, kelompok
kontrol  positif dengan  penambahan
fotosensitiser metilen biru, perlakuan laser,
dan perlakuan laser dengan penambahan
metilen biru. Perlakuan laser memiliki
variasi pemaparan sebesar 60 detik (10,96
Jlem?), 120 detik (21,92 J/cm?), 180 detik
(32,88 Jicm?), 240 detik (43,84 J/cm?), dan
300 detik (54,80 J/cm?). Reduksi biofilm
diukur menggunakan ELISA reader.
Persentase  reduksi  biofilm dihitung
melalui konversi nilai OD hasil pembacaan
ELISA reader menjadi Log cfu/ml. Uji
statistik dengan uji SPSS ANOVA faktorial
dan uji Tukey pada p <0,05.

3. Hasil dan Pembahasan

Laser dioda merah yang digunakan
dalam penelitian ini memiliki diameter
berkas keluaran sebesar (0,50+0,01) cm
pada jarak 1 cm dari target, diameter
berkas laser ini sesuai dengan diameter
microwell-plate. Hasil karakterisasi suhu
laser diperoleh sebesar (29,30+0,245).
Kestabilan suhu laser harus
dikarakterisasi untuk menunjukkan bahwa
penyebab kematian bakteri S.aureus
bukanlah suhu yang tinggi, melainkan
akibat dari adanya ROS. Hasil
karakterisasi laser  dioda  merah
menunjukkan panjang gelombang puncak
sebesar 658 nm dengan stabilitas daya
waktu setelah 600 detik pada jarak

(1,00+0,05) cm dengan daya
(36,530,005) mW .
S B
0,010 f -
,'
g 0,006 r -l\
g ] 1
0O 0,004 : ’-\-
0,000 - e——"l k—%

Panjang Gelombang (nm)

Gambar 1 : Karakterisasi Laser
Dioda Merah. Gambar yang
ditambahkan adalah stabilitas daya
laser

Berdasarkan hasil berkas keluaran
laser  dapat  dihitung  dosis
pemaparan laser dengan lama
waktu penyinaran. Hasil
perhitungan dapat dilihat pada
Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil Perhitungan dosis
pemaparan laser dioda merah
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Melalui uji antibakteri dengan metode
difusi, diperoleh bahwa metilen biru
dengan konsentrasi 5 pM menunjukkan
zona hambat sebesar (7,0+0,5) mm. Zona
hambat yang dihasilkan metilen biru 5 pM
lebih kecil daripada konsentrasi metilen
biru yang lain. Oleh karena itu, dalam
penelitian ini konsentrasi metilen biru
yang digunakan dalam penelitian sebesar 5
HM.
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Gambar 1. Absorbansi metilen
biru

Hasil penelitian Whang et. al.,
(2009) menunjukan rentang spektrum UV-
Vis metilen biru berkisar antara panjang
gelombang 350 nm hingga 800 nm dengan
absorbansi maksimum pada 668 nm. Hasil
penelitian Patel (2009) juga menunjukan
bahwa spektrum metilen biru berada pada
kisaran panjang gelombang 200 nm hingga
700 nm dengan puncak gelombang pada
665 nm. Hasil uji absorbansi metilen biru
dalam penelitian ini menunjukan puncak
absorbansi metilen biru pada panjang
gelombang 663 nm. Besar energi yang
dapat mengeksitasi foton berdasarkan
panjang gelombang metilen biru (663 nm)
dapat dihitung melalui  persamaan

E= %sebesar 1,872 eV. Laser merah

dalam penelitian ini memiliki puncak
panjang gelombang pada (658,0+0,05) nm
dengan persentase aborbansi sebesar :

T = exp(—A)

= 0,653

Maka, %A =(1—T) 100%
=(1-0,653) 100%
= 34,70%

Jadi persentase absorbansi
metilen biru sebesar 34,70%

Besar energi laser dihitung sehingga
diperoleh energi laser sebesar 1,886 eV.
Energi laser pada penelitian ini digunakan
untuk mengeksitasi metilen biru ke
keadaan singlet tereksitasi sehingga
memicu terjadinya proses fotokimia.

Penelitian ini dilakukan menjadi 4
kelompok perlakuan, vyaitu kelompok
kontrol tanpa perlakuan apapun, kelompok
perlakuan dengan penambahan
fotosensitiser, pemaparan laser saja dan
kelompok perlakuan dengan pemaparan
laser serta penambahan fotosensitiser.
Hasil data perlakuan dilakukan
perhitungan log cfu/ml yang ditunjukkan
pada Gambar 2.

=
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Gambar 2 : Grafik log cfu/ml
terhadap waktu pemaparan
Perlakuan dibagi menjadi 4

kelompok, kelompok kontrol tanpa ada
perlakuan apapun, kelompok kontrol
positif dengan penambahan fotosensitiser
metilen  biru, perlakuan laser, dan
perlakuan laser dengan penambahan
metilen biru. Perlakuan laser memiliki
variasi pemaparan sebesar 60 detik (10,96
6
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Jlem?), 120 detik (21,92 J/cm?), 180 detik
(32,88 Jicm?), 240 detik (43,84 J/cm?), dan
300 detik ( 54,80 J/cm?). Perlakuan yang
paling potensial untuk meningkatkan
reduksi biofilm S. aureus adalah perlakuan
pemaparan laser dengan rapat energi
sebesar 54,80 Jicm? mereduksi 69,11%
untuk kelompok perlakuan laser, 92,01%
untuk kelompok perlakuan metilen biru
yang diaktivasi oleh laser pemaparan
selama 300 detik. Hasil analisis faktorial
ANOVA menunjukan nilai signifikasi
kelompok perlakuan dengan fotosensitiser
saja, laser saja dan kelompok perlakuan
dengan laser penambahan fotosensitiser
adalah 0,000. Nilai signifikasi dari ketiga
kelompok kurang dari 0,05 maka terdapat

absorbansi fotosensitiser akan diserap
sehingga menyebabkan  fotosensitiser
keadaan  singlet tereksitasi  menuju

fotosensitiser keadaan triplet tereksitasi.
Fotosensitiser keadaan triplet tereksitasi
dapat bereaksi dengan molekul oksigen
keadaan dasar melalui dua reaksi
fotokimia yang berbeda. Reaksi fotokimia
tipe | terjadi saat fotosensitiser keadaan
triplet tereksitasi mengoksidasi substrat
dengan cara mentransfer elektron sehingga
menghasilkan ~ molekul  fotosensitiser
tereduksi. Molekul fotosensitiser tereduksi
bereaksi dengan oksigen menghasilkan
anion soperoksida radikal. Radikal ini
bereaksi dengan oksigen membentuk
oskigen reaktif (Reactive Oxygen Species),

perbedaan yang signifikan diantara termasuk hidroksil radikal dan hidrogen
kelompok perlakuan. peroksida melalui reaksi fenton. Hidroksil
5E§ser radikal mudah berdifusi melalui membran

N I L=ser &) merusak sel (Astuti, 2011). Reaksi

90

% Reduksi

1 2 3 4 5
Waktu (menit)

Gambar 3 : Grafik hubungan
persentase reduksi biofilm Stapylococcus
aureus terhadap waktu pemaparan laser

Gambar 3 menjelaskan bahwa
besar reduksi biofilm S.aureus disebabkan
fotoinaktivasi dengan kelompok perlakuan
pemaparan laser dengan penambahan
metilen biru yang mampu mereduksi
biofilm S. aureus sebesar 92,01%.
Mekanisme fotoinaktivasi diawali dengan
proses fotofisika yaitu proses absorbsi
cahaya oleh fotosensitiser. Cahaya dengan
panjang gelombang sesuai dengan

fotokimia tipe Il, fotosensitiser keadaan
triplet langsung bereaksi dengan oksigen
keadaan dasar triplet menyebabkan
molekul oksigen tereksitasi dari keadaaan
triplet ke keadaan oksigen tereksitasi
singlet sehingga oksigen singlet dapat
bereaksi dengan bahan molekul. oksigen
menjadi sitotoksik yang akhirnya bereaksi
dengan biomolekul seperti asam nukleat,
protein, lipid dan membran. Irradiasi dari
sensitiser yang terlokalisasi pada membran
menyebabkan membran lisis dan memicu
lisisnya sel / organela sehingga
mengakibatkan inaktivasi sel yang pada
penelitian ini dibuktikan oleh peningkatan
persentase reduksi biofilm.

Beberapa penelitian lain terkait
fotodinamik pada bakteri fase planktonik
maupun biofilm dengan variasi dosis
energi serta penambahan fotosensitiser
eksogen antara lain; penelitian Astuti et.
al., (2016) yang menunjukan pemaparan

laser dioda biru (405 nm) pada jarak 1,5
.
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cm dari target dan waktu pemaparan 75
detik dengan dosis energi 25 J/cm? serta
penambahan Klorofil (0,2 mg/ml) sebagai
fotosensitiser eksogen dapat mereduksi
bakteri Streptococcus mutant sebesar 74%.
Penelitian Astuti et. al., (2016) efisiensi
pemaparan  laser CNC  (Computer
Numerical Control) selama 75 detik
dengan penambahan fotosensitiser klorofil
dapat mereduksi biofilm Staphylococcus
aureus sebesar 22,28% Pada penelitian
Heineck et. al, (2015) menunjukkan
biofilm Aggregatibacter actinomycetemcomitans
dengan penambahan fotosensitiser metilen
biru konsentrasi 100 um yang telah diberi
pemaparan laser dioda merah (665 nm)
selama 5 menit dengan dosis energi
sebesar 75 J/cm? menghasilkan reduksi
sebesar 99,85%. Penelitian sebelumnya
menunjukan persentase reduksi yang
berbeda-beda  bergantung pada fase
bakteri, fotosensitiser, jenis bakteri, dan
rapat energinya. Berdasarkan uji viabilitas
bakteri, menunjukkan bahwa klorofil tidak
bersifat toksik dan tidak mempengaruhi
viabilitas bakteri, sedangkan melalui uji
antibiofilm  dengan  metode  difusi
menunjukkan bahwa fotosensitiser metilen
biru  memiliki tingkat toksisitas yang
rendah. Perbedaan jenis bakteri juga
mempengaruhi  efektifitas fotodinamik
inaktivasi, perbedaan struktural dinding sel
antara bakteri gram positif dan negatif,
serta perbedaan permeabilitas relatif dari
membran bakteri gram positif sebagai
fasilitator masuknya fotosensitiser
sedangkan membran eksternal kompleks
gram negatif bekerja sebagai penghalang
masuknya fotosensitiser.

4. Kesimpulan
Pemaparan menggunakan laser dioda
merah (658,00 + 0,05) nm yang

menginaktivasi metilen biru dalam proses
fotoinaktivasi mampu mereduksi biofilm
Staphylococcus aureus. Perlakuan laser
memiliki variasi pemaparan sebesar (10,96
Jem?), (21,92 Jlem?), (32,88 Jlcm?),
(43,84 Jlcm?), dan (54,80 J/lcm?) sebagai
aktifator metilen biru untuk fotinaktivasi
biofilm Staphylococcus aureus pada rapat
energi 54,80 Jicm? dengan pemaparan
waktu sebesar (300+0,05) detik yang
mampu mereduksi biofilm Staphylococcus
aureus hingga 92,01%
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