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ABSTRAK 

 

Koresy, Dennis. 2018. Efek Ekstrak Etanol Teh Hijau (Camellia sinensis var. 
assamica) Sebagai Penghambat Pembentukan Biofilm Klebsiella 
pneumoniae Secara In Vitro. Tugas Akhir, Program Studi Kedokteran, 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing : (1) Prof. Dr. dr. 
Noorhamdani AS, DMM, Sp. MK(K) (2) dr. Iriana Maharani, Sp. THT-KL (K) 

 Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen yang banyak 
ditemukan pada kasus Ventilator Associated Pneumonia (VAP). Bakteri ini mampu 
membentuk biofilm sehingga penyakit pasien semakin parah. Teh hijau 
merupakan salah satu tumbuhan yang banyak digunakan dan digemari 
masyarakat Indonesia. Tujuan penelitian ini untuk membuktikan efektivitas ekstrak 
etanol teh hijau sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri K. 
pneumoniae secara in vitro. Metode yang digunakan adalah metode dilusi tabung. 
Hasil pengamatan difoto dan dikuantifikasi menggunakan Adobe Photoshop CS6 
menjadi nilai mean gray value. Hasil penelitian membuktikan bahwa peningkatan 
konsentrasi ekstrak berkolerasi positif dengan peningkatan nilai mean gray value, 
diikuti dengan tipisnya cincin biofilm yang terbentuk pada area airfluid border di 
tabung. Hasil ini juga sesuai dengan uji statistik penelitian, dimana terdapat 
korelasi yang kuat antara konsentrasi ekstrak dan nilai mean gray value (korelasi 
Pearson, p = 0,761). Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak etanol teh hijau 
dapat menghambat pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae secara in vitro 
secara signifikan. 

Kata kunci: ekstrak etanol teh hijau, antimikroba, Klebsiella pneumoniae, biofilm. 
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ABSTRACT 

 

Koresy, Dennis. 2018. Effect of Green Tea (Camellia sinensis var. assamica)  
Ethanol Extract as Inhibitor of Biofilm Formation in Klebsiella 
pneumoniae In Vitro. Final Assignment, Medical Program, Faculty of 
Medicine, Brawijaya University. Pembimbing : (1) Prof. Dr. dr. 
Noorhamdani AS, DMM, Sp. MK(K) (2) dr. Iriana Maharani, Sp. THT-KL (K) 

 Klebsiella pneumoniae is a common pathogenic bacteria found in patients 
with Ventilator Associated Pneumonia (VAP). These bacteria can produce biofilm 
which exacerbate the disease of patient with VAP. Green tea is a kind of most used 
dan liked herb by Indonesians. This study was aimed to prove the effectivity of 
green tea ethanol extract as inhibitor of biofilm formation in K. pneumoniae in vitro. 
The method used is tube dilution method. The result is photographed and be 
quantified to be mean gray value using Adobe Photoshop CS6. The results showed 
that the enhancement of extract concentration have positive correlation with the 
escalation of mean gray value, as well as depletion of biofilm ring on the airfluid 
border area of the tube. Final results of the study are also appropriate with the 
statistic test, there is a strong correlation between extraxt concentration and mean 
gray value (Pearson correlation, p = 0,761). This study concludes that green tea 
ethanol extract can significantly inhibit the formation of biofilm in Klebsiella 

pneumoniae in vitro. 

Keywords: green tea ethanol extract, antimicrobial, Klebsiella pneumoniae, 
biofilm. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Penyakit infeksi adalah salah satu masalah serius di bidang kesehatan 

yang banyak terjadi di Indonesia. Salah satu penyebab infeksi adalah bakteri 

(Noorhamdani et al., 2015). Bakteri membentuk biofilm sebagai bentuk pertahanan 

diri. Biofilm adalah lapisan yang dibentuk oleh bakteri, dimana sel-sel bakteri saling 

menempel satu sama lain pada permukaan hidup maupun tak hidup dan terbentuk 

dari matriks polimer ekstraseluler (Jamal et al., 2015). Salah satu bakteri yang 

membentuk biofilm adalah Klebsiella pneumoniae. Bakteri ini dapat membentuk 

biofilm pada penggunaan ventilator di rumah sakit sebagai penyebab Ventilator 

Associated Pneumonia (VAP). Berdasarkan data rekam medis Laboratorium 

Mikrobiologi RSAB Harapan Kita Jakarta periode Januari hingga Juni 2010, 

ditemukan 5,2% biakan positif Klebsiella pneumoniae pada pasien VAP 

(Widyaningsih dan Buntaran, 2012).  

Klebsiella pneumoniae adalah bakteri batang Gram negatif dari famili 

Enterobacteriaceae, mampu memfermentasikan laktosa, nonmotil, dan memiliki 

kapsul yang tebal (Tsay et al., 2002). Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri 

patogen bagi manusia. Bakteri ini akan menimbulkan infeksi apabila fungsi 

kekebalan tubuh hospes menurun. Oleh karena itu, Klebsiella pneumoniae disebut 

sebagai bakteri patogen oportunistik yang memanfaatkan penurunan fungsi 

kekebalan tubuh untuk menginfeksi hospes (Gannik dan Guassora, 2011). Bakteri 

ini dapat menyebabkan primary community-acquired pneumonia, infeksi saluran 

kemih, infeksi pada luka, bakteremia, meningitis, dan pneumonia nosokomial pada 
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alkoholisme, chronic bronchopulmonary disease atau diabetes melitus 

(Noorhamdani et al., 2015). 

 Biofilm pada Klebsiella pneumoniae terbentuk dari matriks 

eksopolisakarida yang dapat melemahkan sistem pertahanan hospes. 

Pembentukan biofilm ini diperantarai oleh mekanisme komunikasi antarbakteri, 

yaitu Quorum Sensing (QS). Bakteri saling berkomunikasi dengan sinyal kimia 

sehingga dapat membentuk suatu populasi yang besar. Bakteri Klebsiella 

pneumoniae menggunakan sinyal kimia autoinducer LuxS yang akan berikatan 

dengan reseptor LuxP/Q dan menyebabkan aktivasi pembentukan multimer 

kompleks LM21-∆luxS. Kompleks ini yang berperan sebagai protein regulator pada 

sistem quorum sensing (Balestrino et al., 2005). Setelah terbentuknya biofilm, 

bakteri dapat bertahan dari sistem imunitas hospes dan menyebabkan terjadinya 

resistensi antibiotik sehingga menurunkan keberhasilan terapi pada infeksi 

Klebsiella pneumoniae (Stewart dan Costerton, 2001). 

 Solusi yang harus ditemukan saat ini adalah upaya mencegah 

terbentuknya lapisan biofilm akibat infeksi bakteri khususnya Klebsiella 

pneumoniae. Salah satunya adalah dengan pemanfaatan tanaman yang potensial 

untuk mencegah terbentuknya biofilm dari bakteri patogen. Kandungan ekstrak 

tanaman yang dapat digunakan antara lain tanin dan katekin yang dapat 

ditemukan pada daun teh (Camellia sinensis). Klasifikasi tanaman teh terdiri atas 

teh hitam, teh putih, teh hijau, teh kuning, dan oolong. Teh hijau memiliki 

kandungan tanin dan katekin yang lebih tinggi dibandingkan jenis teh lainnya 

(Wang et al., 2000; Bastos et al., 2006). Salah satu kandungan yang terdapat pada 

teh hijau adalah Epigallocatechin-gallate (EGCg) yang memiliki efek antibakteri 

yang dapat menghambat autoinducer pada sistem Quorum Sensing (QS) 

(Roccaro et al., 2004). 
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 Berdasarkan pemaparan di atas dan memperhatikan sukarnya terapi 

akibat biofilm yang terbentuk dari infeksi bakteri Klebsiella pneumoniae, maka 

perlu dilakukan penelitian terkait efektifitas kandungan tanin dan katekin yang 

terkandung di ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) dalam 

menghambat pembentukan biofilm oleh bakteri Klebsiella pneumoniae. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini ditujukan untuk menjawab 

rumusan masalah sebagai berikut : 

Apakah ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) memiliki efek 

sebagai penghambat pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae secara in 

vitro? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Membuktikan bahwa ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. 

assamica) memiliki efek antibakteri sebagai penghambat pembentukan biofilm 

pada Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Mengetahui perbedaan hasil dari pemberian masing-masing 

konsentrasi ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) dalam 

menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella pneumoniae 

secara in vitro. 
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2. Mengetahui Kadar Hambat Minimal (KHM) dari ekstrak teh hijau 

(Camellia sinensis var. assamica) yang dapat menghambat 

pembentukan biofilm (MBIC = Minimal Biofilm Inhibitory Concentration) 

pada bakteri Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 

 

1.4 Manfaat Penelitian  

1.4.1 Manfaat Akademis 

1. Dapat digunakan sebagai dasar teori untuk menambah ilmu pengetahuan 

dalam bidang kesehatan mengenai manfaat ekstrak teh hijau (Camellia 

sinensis var. assamica) sebagai penghambat pembentukan biofilm pada 

bakteri Klebsiella pneumoniae. 

2. Dapat menambah ilmu yang dapat dikembangkan dalam melakukan terapi 

terhadap biofilm yang dibentuk oleh Klebsiella pneumoniae. 

1.4.2 Manfaat Praktis 

1. Dapat digunakan sebagai terapi tambahan untuk pengobatan pasien 

dengan infeksi Klebsiella pneumoniae. 

2. Dapat meningkatkan pemanfaatan teh hijau sebagai antibiofilm. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae adalah bakteri batang Gram negatif, memiliki 

kapsul, non motil, dan dapat memfermentasikan laktosa. Berdasarkan 

kebutuhannya akan oksigen, Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri fakultatif 

anaerob (Elfidasari et al., 2013). Menurut Pelczar & Chan (1988), bakteri ini dapat 

tumbuh optimum pada suhu 35-37ºC. Pada pertumbuhannya, bakteri ini 

menggunakan amonia sebagai sumber nitrogen, dan sitrat dan glukosa sebagai 

sumber karbon.  

 Klebsiella pneumoniae membentuk biofilm untuk membantu kelangsungan 

hidupnya, terutama saat membentuk koloni pada inang. Koloni yang dibentuk 

halus bulat dan berwarna merah muda. Biofilm yang dibentuk melindungi bakteri 

terhadap proses opsonisasi dan fagositosis sehingga bakteri dapat terus 

berkembang dengan baik (Anderl et al., 2000). 

 Beberapa strain Klebsiella pneumoniae dapat menghasilkan lendir 

ekstraseluler kental, yang kemudian dapat membentuk koloni mukoid. Koloni 

mukoid ini berasal dari produksi berlebih pada matriks eksopolisakarida Klebsiella 

pneumonia kemudian akan menghasilkan matriks agar bakteri dapat hidup dalam 

biofilm. Lapisan membran ini dapat menghambat penetrasi antibiotik dalam 

membunuh bakteri sehingga meningkatkan resistensi antibiotik (Anderl et al., 

2000). 
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Gambar 2.1 Bakteri Klebsiella pneumoniae secara Mikroskopis pada 

Pengecatan Gram (Todar, 2012) 

2.1.1 Taksonomi Klebsiella pneumoniae 

 Klebsiella pneumoniae termasuk dalam genus Klebsiella, yang ditentukan 

oleh Cowan pada tahun 1974. Golongan yang termasuk dalam genus tersebut 

adalah bakteri Gram negatif, nonmotil, dan memiliki kapsul yang tebal. Berikut 

adalah taksonomi dari bakteri K. pneumoniae : (Barr, 1977) 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gammaproteobacteria  

Order  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobacteriaceae 

Genus : Klebsiella 

Spesies : Klebsiella pneumoniae 
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2.1.2 Karakteristik Bakteri 

 Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif, berbentuk 

batang, dan tidak membentuk spora. Klebsiella pneumoniae tumbuh baik pada 

suhu 37ºC.  Bakteri ini berukuran kecil (0,5 x 3,0 µm). Klebsiella pneumoniae dapat 

dibedakan dengan bakteri Enterobacteriaceae yang lain karena bersifat non-motil 

(Noorhamdani et al., 2015). 

 Klebsiella pneumoniae tampak sebagai lactose-fermenting colonies pada 

media diferensial. Bakteri ini memiliki kapsul yang tebal. Adanya kapsul tersebut 

menyebabkan koloni Klebsiella pneumoniae yang tumbuh pada media 

pembenihan tampak besar, basah, dan mukoid (Noorhamdani et al., 2015). 

 Klebsiella pneumoniae tumbuh baik pada suhu 37ºC. Bakteri ini bersifat 

anaerob fakultatif. Jika ditumbuhkan dalam keadaan anaerob, bakteri dapat 

meragikan karbohidrat. Jika ditumbuhkan dalam keadaan aerob, bakteri akan 

menggunakan siklus asam trikarboksilat dan sistem transport elektron untuk 

memperoleh energi. Klebsiella pneumoniae dapat mereduksi nitrat menjadi nitrit, 

tidak dapat mencairkan alginat, tes oksidasenya negatif, dan meragikan glukosa 

menggunakan butanediol fermentative pathway (Maisonneuve, 2017). 

 Klebsiella memiliki antigen O dan K. Antigen polisakarida K adalah antigen 

yang paling berguna untuk penggolongan secara serologis (serotype typing). 

Terdapat 77 antigen K yang diketahui dan tidak satupun dari serotipe tampak lebih 

cenderung menyebabkan penyakit tertentu atau lebih virulen dari serotipe lainnya. 

Antigen K pada Klebsiella pneumoniae merupakan kapsul polisakarida yang 

tampak dengan jelas seperti pada pneumokokus. Antigen K merupakan antigen 
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yang bertanggung jawab atas pembentukan biofilm pada koloni Klebsiella 

pneumoniae (Cescutti et al., 2016). 

 

2.1.3 Identifikasi Karakteristik Klebsiella pneumoniae 

2.1.3.1 Pewarnaan Gram 

 Bakteri adalah mikroorganisme yang hanya dapat diamati dengan 

menggunakan mikroskop. Karena ukuran bakteri yang sangat kecil dan 

morfologinya yang tidak berwarna, diperlukan suatu pewarnaan agar bakteri 

tersebut dapat diidentifikasi. Salah satu cara pewarnaan pada bakteri yang telah 

dimatikan adalah pewarnaan diferensial. Pewarnaan diferensial yang digunakan 

salah satunya adalah pewarnaan Gram yang dapat membedakan bakteri 

berdasarkan struktur dinding selnya. Setelah dilakukan pewarnaan, warna akhir 

bakteri Gram positif akan tampak berwarna ungu dan bakteri Gram negatif akan 

tampak berwarna merah. Selanjutnya, bentuk bakteri dapat ditentukan dengan 

menggunakan mikroskop (Tortora et al., 2004). Klebsiella pneumoniae berukuran 

sangat kecil dan berbentuk basil (Derakhshan et al., 2008). 

2.1.3.2 Uji Biokimia 

 Reaksi biokimia dipakai untuk melihat perbedaan metabolisme bakteri. 

Setiap bakteri membutuhkan energi untuk bertahan hidup. Secara khusus, famili 

Enterobacteriaceae dapat meragikan glukosa, mereduksi nitrat menjadi nitrit, 

tetapi tidak dapat mencairkan alginat. Bakteri Klebsiella pneumoniae dapat 

meragikan laktosa. Untuk mengetahui ada atau tidaknya fermentasi laktosa, 

dilakukan uji pada agar MacConkey. Apabila terjadi fermentasi laktosa, warna agar 

akan berubah menjadi merah (Hansen et al., 2004). 
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Pada famili Enterobacteriaceae, identifikasi spesies dapat dilakukan 

dengan uji biokimia (Abdullah et al., 2015). Secara khusus, bakteri Klebsiella 

pneumoniae dapat diidentifikasi menggunakan Microbact. Identifikasi dengan 

Microbact dilakukan berdasarkan perbedaan pH. Terdapat dua varian strip 

Microbact, yaitu 12A dan 12B. Masing-masing varian strip menguji 12 variasi 

biokimia yang berbeda. Strip 12A digunakan untuk identifikasi bakteri dengan 

oksidase negatif dan hasil fermentasi glukosa-nitrat positif. Sedangkan pada strip 

12B digunakan untuk identifikasi bakteri dengan oksidase positif dan hasil 

fermentasi glukosa-nitrat negatif. Pada bakteri Klebsiella pneumoniae digunakan 

varian strip Microbact 12A dengan jenis uji biokimia yang akan diuji, yaitu Lysine, 

Ornithine, H2S, Glucose, Mannitol, Xylose, ONPG, Indole, Urease, VP, Citrate, dan 

TDA. Pada bakteri Klebsiella pneumoniae didapatkan hasil positif pada uji Lysine, 

Glucose, Mannitol, Xylose, ONPG, Urease, VP, dan Citrate (O’hara, 2005). 

 

2.2 Biofilm 

Biofilm merupakan suatu agregat dari interaksi bakteri yang menempel 

pada permukaan padat dan berada pada suatu matriks eksopolisakarida (Kumar 

et al., 2017). Biofilm membentuk suatu lapisan lendir pada permukaan padat dan 

terbentuk secara alami. Satu spesies bakteri atau lebih dari satu spesies dapat 

membentuk suatu biofilm. Setelah biofilm terbentuk, molekul quorum sensing yang 

dihasilkan oleh bakteri akan terakumulasi dan mampu mengubah aktivitas 

metabolik pada bakteri (Brooks et al., 2015). 

Biofilm secara umum tersusun atas sel mikroba dan EPS. EPS merupakan 

komponen penyusun 50% hingga 90% pada karbon organik biofilm sehingga 

menjadikannya sebagai komponen utama pada biofilm. Produksi EPS bergantung 
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pada status nutrient pada medium pertumbuhan; keberadaan karbon yang 

melimpah dan sedikitnya kadar nitrogen, kalium, atau fosfat (Donlan, 2002). 

Bakteri yang berada pada maktriks eksopolisakarida (EPS) dapat 

terlindungi dari sistem imun hospes. Matriks ini juga berperan sebagai sawar difusi 

terhadap antimikroba. Beberapa bakteri yang menghasilkan biofilm menunjukkan 

adanya resistensi terhadap antimikroba dibandingkan bakteri yang tumbuh bebas 

tanpa adanya biofilm. Hal ini menyebabkan infeksi akibat bakteri yang 

menghasilkan biofilm, sukar untuk diterapi (Brooks et al., 2015). 

 

2.2.1 Mekanisme Pembentukan Biofilm 

 Bakteri membentuk biofilm pada beberapa tahap. Tahap pertama diawali 

ketika sel-sel bakteri berkumpul dan menempel pada suatu permukaan benda mati 

atau jaringan hospes. Bakteri akan menghasilkan lebih banyak faktor adhesif 

terutama untuk menempel pada hospes. Proses penempelan bakteri ini 

terpengaruh oleh gaya van der Waals. Bakteri yang hidup bebas (sel planktonik) 

akan memperbanyak diri dan membentuk satu lapisan tipis (monolayer) biofilm. 

Pada tahap ini sel planktonik banyak berubah menjadi sel biofilm yang 

perlekatannya masih bersifat sementara (Donlan, 2002). 

 Selanjutnya, sel-sel bakteri akan menempel secara permanen akibat 

terbentuknya matriks EPS. Matriks ini akan merekatkan bakteri pada permukaan 

dan membentuk suatu linking film yang menjadi tempat sel bakteri melekat dan 

membentuk mikrokoloni. Pada tahap mikrokoloni, biofilm bakteri akan terbentuk 

semakin tebal dan membentuk suatu struktur tiga dimensi yang memiliki sel-sel 

terselubung namun saling terhubung (Solano et al., 2014). 
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 Pada akhirnya, terjadi dispersi sel biofilm sehingga sel-sel tersebut akan 

berpindah dan membentuk biofilm baru. Pada biofilm baru ini, proses pembelahan 

sel jarang terjadi. Selanjutnya, sel akan membentuk eksopolisakarida dengan 

menggunakan sebagian besar energi guna memberikan nutrisi bagi bakteri selama 

berada dalam lapisan biofilm tersebut (Kumar et al., 2017). 

 

2.2.2 Pembentukan Biofilm pada Klebsiella pneumoniae 

 Proses pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae pada umumnya 

sama dengan proses pembentukan biofilm pada bakteri Gram negatif lainnya. 

Secara umum, bakteri akan menghasilkan sinyal kimia berupa autoinducer untuk 

saling berkomunikasi. Sinyal tersebut berperan dalam proses quorum sensing 

untuk koordinasi aktivitas dan maturasi biofilm. 

 

Gambar 2.2 Pembentukan Biofilm (Li dan Wang, 2011) 

 Sel-sel bakteri, khususnya Klebsiella pneumoniae menggunakan 

mekanisme quorum sensing untuk saling berkolaborasi dalam suatu mikrokoloni 

(De Araujo et al., 2010). Selain itu, mikrokoloni yang telah terbentuk akan berupaya 

membentuk jaringan sel kompleks yang menopang kehidupan secara kolektif. 
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Jaringan sel kompleks tersebut terdiri atas saluran penghubung guna mengirimkan 

air dan nutrisi ke setiap bagian sel dan sekaligus membantu ekskresi zat-zat sisa 

metabolisme. Hal inilah yang semakin memperkuat daya resistensi biofilm 

terhadap antibiotik (Høiby et al., 2010). 

 

2.2.3 Quorum Sensing 

 Quorum sensing adalah mekanisme yang digunakan bakteri untuk dapat 

berkomunikasi satu sama lain. Mekanisme ini dapat menghasilkan perilaku kolektif 

dengan menggunakan sinyal kimia berupa autoinducer untuk saling 

berkomunikasi. Masing-masing bakteri menggunakan molekul yang berbeda untuk 

saling berkomunikasi. Pada bakteri Gram positif menggunakan autoinducer 

berbasis peptida, sedangkan bakteri Gram negatif menggunakan autoinducer 

berupa senyawa N-acyl homoserine lactone (AHL) yang mengatur fungsi biologis, 

seperti sifat patogen dan pembentukan biofilm. N-acyl homoserine lactone (AHL) 

disintesis oleh kelompok protein homolog Luxl. Jika konsentrasi AHL telah 

mencapai batas tertentu, autoinducer ini akan berikatan dengan molekul reseptor 

(LuxR) yang mengaktifkan pembentukan dimer atau multimer kompleks LuxRAHL. 

Kompleks tersebut berperan dalam regulasi transkripsi gen target sistem quorum 

sensing (Turan et al. 2017). 
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Gambar 2.3 Quorum Sensing pada Bakteri Gram Negatif (Li dan Tian, 2016) 

 Quorum sensing merupakan mekanisme regulasi genetik pada bakteri, 

baik Gram positif maupun negatif sebagai respon terhadap perubahan densitas 

populasi mikroorganisme dan ekspresi gen tertentu. Respon kolektif akan terjadi 

jika densitas populasi mikroorganisme mencapai jumlah yang cukup. Densitas 

populasi ini diatur oleh level sinyal molekul yang diperantarai oleh mekanisme 

quorum sensing. Mekanisme quorum sensing juga berperan bagi bakteri patogen 

untuk menghindar dari sistem kekebalan tubuh dengan menunda bertemunya 

sinyal molekul dan reseptor sampai bakteri mencapai jumlah yang cukup untuk 

membentuk biofilm dan memulai proses infeksi (Delle Side et al., 2015). 

 

2.2.3.1 Quorum Sensing (QS) pada K. pneumoniae 

 Klebsiella pneumoniae bersifat patogen dan dapat menyebabkan primary 

community-acquired pneumonia dan pneumonia nosokomial. Keadaan ini 

biasanya terjadi pada penderita usia pertengahan dan usia tua dengan latar 

belakang alkoholisme, chronic bronchopulmonary disease atau diabetes melitus 

Transkripsi tidak aktif pada 

kepadatan sel rendah 

Transkripsi aktif pada 

kepadatan sel tinggi 



14 

 

(Noorhamdani et al., 2015). Ketika menyerang sel inang, bakteri saling 

berkomunikasi melalui mekanisme quorum sensing dan akan membentuk lapisan 

biofilm. Mekanisme quorum sensing yang terjadi berupa proses transmisi sinyal 

antara molekul dan reseptor melalui N-acyl homoserine lactones (AHLs) dan auto 

inducer-2 (AI-2). AHLs berperan dalam mengatur kepadatan populasi pada sistem 

QS. AI-2 berperan dalam komunikasi interspesies (Asfour, 2017). 

 AHLs adalah mekanisme standar yang terdapat pada bakteri Gram negatif 

dalam proses kerja quorum sensing. Sistem protein LuxI dan LuxR mengontrol tipe 

komunikasi pada AHLs. Protein LuxI mensintesis suatu molekul acylated 

homoserine-lactone (HSL) yang memulai proses sirkuit quorum sensing. 

Sementara protein LuxR berperan untuk mengaktivasi gen target ketika 

konsentrasi auto inducer yang disintesis telah mencapai ambang batas (Turan et 

al., 2017). 

 Pada bakteri Gram negatif, seperti Klebsiella pneumoniae, proses 

pembentukan biofilm juga melibatkan autoinducer, salah satunya adalah AI-2 

(Jass, 2003). AI-2 dikenal sebagai furanosylborate diester yang disintesis oleh 

famili protein LuxS. AI yang diproduksi akan berdifusi secara bebas keluar dari sel. 

Ketika konsentrasi AI telah mencapai ambang batas, akan terjadi umpan balik 

positif yang meningkatkan jumlah auto inducer. AI yang terbentuk baru ini akan 

berikatan dengan reseptor dan membentuk auto inducer-receptor complex yang 

akan mempengaruhi regulasi gen pada quorum sensing. Konsentrasi AI akan 

meningkat secara proporsional seiring dengan pertumbuhan populasi bakteri dan 

akan mempengaruhi transkripsi gen sehingga dapat menghasilkan biofilm (Asfour, 

2017). 
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 Bakteri akan berusaha melindungi diri terhadap lingkungan luar yang dapat 

mengancam kelangsungan hidupnya dengan membentuk mikrokoloni yang 

kemudian berlanjut sebagai lapisan biofilm. Klebsiella pneumoniae menggunakan 

sistem QS dalam komunikasi dan proses pembentukan lapisan biofilm. Lapisan ini 

berperan sebagai pertahanan sel bakteri terhadap sistem imunitas tubuh sel inang 

dan meningkatkan resistensi antibiotik karena bakteri semakin sukar untuk 

dilisiskan (Turan et al., 2017). 

 

2.2.4 Uji Pembentukan Biofilm 

2.2.4.1 Metode Tabung 

 Kultur bakteri yang telah dibiarkan semalam diinokulasi pada tabung kaca 

borosilikat yang mengandung 10 mL campuran antara TSB dan sukrosa 2%. 

Tabung kemudian diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam secara aerob. 

Selanjutnya, isi tabung dibuang dan dibersihkan dengan buffer saline fosfat pada 

pH 7,3 dan dikeringkan. Tabung kemudian diwarnai dengan 0,1% kristal violet 

selama 15 menit. Pewarnaan dibuang dan dibersihkan dengan air bersih dan 

dikeringkan pada posisi terbalik. Pembentukan biofilm positif jika tampak ada garis 

film yang melapisi bagian dinding dan dasar tabung. Jumlah biofilm dinilai sebagai 

0 = tidak ada, 1 = lemah, 2 = sedang atau 3 = kuat. Metode ini mengukur MIC 

(Minimum Inhibitory Concentration) atau KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) dan 

MBC (Minimum Bactericidal Concentration) atau KBM (Kadar Bunuh Minimum). 

Pada KHM, akan didapatkan larutan uji agen antibakteri pada kadar terkecil yang 

terlihat jernih tanpa pertumbuhan bakteri. Larutan-larutan yang tergolong sebagai 

KHM akan dikultur ulang pada media cair tanpa penambahan bakteri uji ataupun 
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agen antibakteri selama 24 jam. Pada KBM, media cair tetap terlihat jenih setelah 

diinkubasi (Ruchi et al., 2015). 

 

2.2.4.2 Metode Congo Red Agar 

 Metode Congo Red Agar (CRA) adalah metode yang sederhana dan dapat 

mendeteksi produksi biofilm secara kualitatif. Medium ini terdiri atas campuran 

Brain Heart Infusion (BHI) (37 g/L) yang dilengkap dengan sukrosa (50 g/L), agar 

No 1 (10 g/L) dan Congo Red (0,8 g/L). Pewarnaan Congo Red disiapkan sebagai 

suatu larutan cair yang terkonsentrasi dan mengalami proses autoklaf (121ºC 

selama 15 menit) agar dapat terpisah dengan medium konstituen lainnya. 

Selanjutnya, Congo Red akan ditambahkan pada agar BHI dan sukrosa pada suhu 

55ºC. Congo Red Agar akan diinokulasi pada organisme yang akan diuji dan 

dinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam secara aerob. Bakteri tergolong sebagai 

penghasil biofilm jika warna agar tampak hitam, kering, dan terdapat koloni kristalin 

(Ruchi et al., 2015). 

2.2.4.3 Metode Tissue Culture Plate 

 Kultur bakteri yang telah dibiarkan semalam diinokulasi  pada plate yang 

mengandung 10 mL campuran antara Trypticase soy dan glukosa 1%, lalu 

diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Plate kemudian diisi dengan 200 µL 

suspensi bakteri. Hanya campuran yang dijadikan sebagai kontrol dapat diuji 

sterilitas dan ikatan tidak spesifik terhadap medium. Plate diinokulasi pada suhu 

37ºC selama 24 jam. Kemudian, isi dari plate dibuang lalu dibersihkan dengan 300 

µL steril saline sebanyak 3 kali. Bakteri yang masih tersisa kemudian difiksasi 

dengan suhu panas 60ºC selama 60 menit. Selanjutnya, diwarnai dengan 

menggunakan 150 µL kristal violet 2%, lalu dicuci melalui proses dekantasi. 
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Kemudian, diberikan 150 µL 95% etanol dan dibiarkan selama 30 menit untuk 

melihat munculnya optical densities (OD) dari film bakteri yang telah diwarnai. Jika 

OD dapat terlihat dengan menggunakan microtiter plate reader pada 600 nm, 

bakteri tersebut menghasilkan biofilm (Ruchi et al., 2015). 

 

2.3 Teh (Camellia sinensis) 

 Teh (Camellia sinensis) adalah salah satu tanaman herbal yang dikenal 

memiliki sifat sebagai antimikroba dan antiinflamasi. Teh sudah lama dikenal dan 

dikonsumsi oleh masyarakat sebagai minuman. Berdasarkan cara 

pengolahannya, teh dapat diklasifikasikan menjadi teh yang tidak terfermentasi 

(teh hijau atau green tea), teh yang terfermentasi (teh hitam atau black tea), teh 

yang semi terfermentasi (teh oolong), dan teh yang hanya dikeringkan (teh putih 

atau white tea) (Engelhardt, 2010). 

 

2.3.1 Morfologi Teh (Camellia sinensis) 

 Daun teh berbau khas aromatik dengan rasa pahit. Daun teh memiliki ciri-

ciri berupa helai-helai daun yang cukup tebal, kaku, berbentuk sudip memanjang, 

tepi daun bergerigi, dan agak tergulung ke bawah. Ukuran daun teh pada 

umumnya adalah kurang dari 5 cm. Daun teh bagian atas memiliki kenampakan 

mengkilat, sedangkan pada daun teh muda kenampakan bawahnya memiliki 

rambut. Pada daun teh yang telah tua, kenampakan bawah daun akan menjadi 

lebih licin. Daun teh (Camellia sinensis) memiliki dua varietas yang berbeda asal, 

yakni var. sinensis dari Cina dan var. assamica dari India. Varietas sinensis 

memiliki daun yang kecil dengan ujung yang menumpul. Varietas ini digunakan 
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untuk memproduksi teh hitam. Varietas assamica memiliki daun yang lebih besar 

dengan ujung yang meruncing. Varietas ini digunakan untuk memproduksi teh 

hijau (Somantri, 2011). 

 

Gambar 2.4 Dedaunan Camellia sinensis (Hartoyo, 2003) 

 

2.3.2 Teh Hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

 Teh hijau diperoleh tanpa melalui proses fermentasi dan dibuat dengan 

menginaktifkan enzim polifenol oksidase di dalam pucuk daun teh. Proses 

inaktifasi enzim ini terjadi melalui pemanasan sehingga oksidasi zat antioksidan, 

seperti katekin, dapat dicegah (Cabrera et al., 2006). Proses pemanasan dapat 

dilakukan dengan udara kering (pemanggangan atau sangrai) dan pemanasan 

basah dengan uap (steam). Cara pemanggangan banyak ditemui pada produksi 

teh hijau di Cina. Sedangkan steam banyak ditemui pada produksi teh hijau 

Jepang (sencha) (Wang et al., 2000). 
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Gambar 2.5 Diagram Alir Pengolahan Teh (Setyamidjaja, 2000) 

 

2.3.3 Taksonomi Teh Hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

Taksonomi tanaman teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) adalah sebagai 

berikut: 

 Kerajaan : Plantae 

 Divisi  : Magnoliophyta 

 Kelas  : Magnoliopsida 

 Ordo  : Ericales 

 Famili  : Theaceae 

 Genus  : Camellia 
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 Spesies : Camellia sinensis 

 Varietas : var. assamica 

 (Nazaruddin, 1993) 

 

2.3.4 Teh Hijau sebagai Antibakteri 

 Teh dapat berperan sebagai antibakteri karena mengandung katekin. 

Katekin adalah prekursor pembentuk tanin. Tanin adalah kelompok polifenol yang 

menghambat fungsi membran sitoplasma dan mendenaturasi protein (Riedl dan 

Hagerman, 2001). Katekin berperan dalam degradasi membran lipid bilayer 

sehingga sel menjadi lisis (Ikigai et al., 1993). 

 Beberapa senyawa katekin yang banyak ditemukan pada teh hijau adalah 

epigalokatekin dan epigalokatekin gallat. Kedua senyawa tersebut berperan dalam 

menghambat sintesis asam lemak bakteri. Bakteri membutuhkan asam lemak 

untuk membentuk membran selnya. Jika sintesis asam lemak dihambat, 

pembentukan membran sel bakteri dapat terganggu. Akibatnya, struktur dan fungsi 

membran sel bakteri menjadi rusak dan akhirnya sel bakteri akan lisis (Ikigai et al., 

1993). 

 Katekin mudah melekat pada protein dan toksin yang dihasilkan bakteri 

karena sifat katekin yang larut air dan lipofilik. Oleh karena itu, perlekatan katekin 

pada bakteri dapat menyebabkan hambatan perlekatan pada sel tubuh manusia 

(Taylor et al., 2005). Proses pemanasan pada ekstraksi tidak berefek pada 

kerusakan bahan bioaktif teh hijau, sehingga dapat menghasilkan tanin dan 

katekin yang tinggi (Zia dan Shahid, 2017). 
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2.3.4.1 Tanin 

 Tanin adalah senyawa kimia yang termasuk dalam kelompok senyawa 

polifenol (Bravo, 1998). Tanin dapat mengendapkan protein karena dapat 

berikatan kuat dengan molekul protein sehingga dapat menghasilkan ikatan silang 

(Frazier et al., 2003). Terdapat dua jenis tanin pada tanaman, yaitu tanin 

terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Tanin terkondensasi atau proantosianidin 

adalah polimer dari katekin dan epikatekin. Tanin terhidrolisis memiliki struktur 

poliester yang dapat dihidrolisis oleh asam, mineral panas, dan enzim-enzim 

saluran cerna. Hasil hidrolisis ini berupa asam polifenolat dan gula sederhana 

(Khanbabaee dan van Ree, 2001). 

2.3.4.2 Katekin (Polifenol) 

 Katekin atau poilifenol teh adalah zat yang berbeda dengan jenis katekin 

yang terdapat pada tanaman lain. Katekin pada teh berpengaruh baik terhadap 

pencernaan makanan dan bersifat sebagai antimikroba, antioksidan, antiradiasi, 

dan menginhibisi pertumbuhan sel kanker. Katekin adalah kelompok utama yang 

terkandung dalam teh hijau (Cabrera et al., 2006). 

 Katekin merupakan senyawa yang tidak berwarna, larut air, dan terkait 

dalam sifat produk-produk teh, baik dari segi rasa, warna, dan aroma. Kandungan 

katekin yang ditemukan pada teh hijau antara lain epicatechin (EC), epicatechin-

3-gallate (ECG), epigallocatechin (EGC), dan epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 

(Namal, 2013). EGCG adalah katekin yang terbanyak pada teh hijau dengan kadar 

mencapai 59% dari total katekin pada ekstrak daun teh hijau (Cabrera et al., 2006). 
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Gambar 2.6 Susunan dari Epicatechin, Epicatechin-3-gallate, 

Epigallocatechin, dan Epigallocatechin-3-gallate (Namal, 2013) 

 

2.3.5 Senyawa Penghambat Biofilm 

2.3.5.1 Tanin 

 Sinyal pada mekanisme quorum sensing dapat dihambat oleh tanin. Tanin 

berikatan kuat dengan molekul protein sehingga terbentuk ikatan silang (Frazier et 

al., 2003) walaupun efek tersebut tidak menunjukkan hasil yang berarti (Cooper 

dan Morré, 2005). 

2.3.5.2 Katekin (Polifenol) 

 Senyawa katekin pada teh hijau terdiri dari epicatechin (EC), epicatechin-

3-gallate (ECG), epigallocatechin (EGC), dan epigallocatechin-3-gallate (EGCG). 

Senyawa EGCG dapat mengambat biofilm dengan menghambat quorum sensing 

dan menurunkan pertumbuhan sel bakteri pada dosis tinggi. EGCG dapat 

mengurangi intensitas sinyal quorum sensing bakteri hingga 50% pada 

konsentrasi tertentu (Persson et al., 2005). 
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 Daya motilitas dan ketebalan biofilm bakteri dapat dikurangi secara 

signifikan oleh epigallocatechin-3-gallate, sekaligus dapat merusak biofilm yang 

dihasilkan oleh bakteri (Kociolek, 2009). Epigallocatechin-3-gallate merusak 

biofilm dengan langkah-langkah yang terdiri dari penempelan di koloni bakteri, 

pendegradasian eksopolisakarida, dan perusakan membran bakteri (Evensen dan 

Braun, 2009). Epigallocatechin-3-gallate dapat menghambat polisakarida 

pembentuk glycocalix, dan menghambat interaksi antar sel sehingga mengurangi 

jumlah produksi lendir untuk perlekatan koloni bakteri. Selain itu, epigallocatechin-

3-gallate dapat mengikat peptidoglikan dan merusak kekuatan dinding sel bakteri. 

Akibatnya, terjadi hambatan interaksi hidrofobik antara dinding sel bakteri dan 

permukaan yang akan terkolonisasi yang merupakan fase awal pembentukan 

biofilm. Oleh karena itu, epigallocatechin-3-gallate dapat menghambat 

pembentukan biofilm (Kociolek, 2009). 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep 

Kumpulan sel planktonik 
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permukaan hospes 
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sinensis var. assamica) 

Total 
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menggunakan AHLs dan AI-2 

Biofilm 
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Keterangan :  

: Variabel yang akan diteliti 

: Pembentukan 

: Mengandung 

: Penghambat pembentukan biofilm 

AHL  : N-acyl Homoserine Lactones 

EPS  : Extracellular Polymeric Substances 

AI-2  : Auto Inducer-2 

QS  : Quorum Sensing 

 

 Pada saat bakteri Klebsiella pneumoniae membentuk suatu koloni yang dapat 

menyebabkan infeksi, sel bebas K. pneumoniae akan membentuk biofilm. 

Pembentukan ini diawali dari sel planktonik menjadi sel pembentuk biofilm. 

Selanjutnya, perlekatan bakteri pada permukaan hospes akan membentuk lapisan 

monolayer yang bersifat sementara. Agar perlekatan menjadi permanen, bakteri 

membentuk matriks EPS yang bertujuan untuk melekatkan bakteri pada permukaan. 

Setelah melekat secara permanen, selanjutnya akan terjadi pengembangan dan 

maturasi biofilm K. pneumoniae melalui mekanisme quorum sensing (De Araujo et al., 

2010). 

 Quorum sensing terjadi karena adanya transmisi sinyal antara molekul dan 

reseptor melalui N-acyl Homoserine Lactones (AHL) dan  Auto Inducer-2 (AI-2). 

Mekanisme AHLs yang dikontrol oleh sistem protein LuxI dan LuxR, masing-masing 

berperan sebagai regulator sirkuit quorum sensing dan aktivator gen target (Turan et 

al., 2017). Mekanisme AI-2 melalui kontrol sistem protein LuxS akan membentuk auto 

inducer-receptor complex yang akan mempengaruhi transkripsi gen pada Klebsiella 

pneumoniae sehingga akan terbentuk biofilm (Asfour, 2017). 
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 Senyawa yang terkandung pada ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. 

assamica) seperti tanin dan katekin terlibat dalam mekanisme penghambatan sintesis 

biofilm. Katekin mampu mendegradasi matriks EPS bakteri K. pneumoniae dengan 

merusak kekuatan dinding sel bakteri (Ikigai et al., 1993). Tanin dan katekin 

menghambat sinyal quorum sensing terutama pada proses transmisi sinyal AHLs dan 

AI-2 sehingga komunikasi antarsel terganggu (Asfour, 2017). Akibatnya, 

pembentukan biofilm bakteri K. pneumoniae dapat dihambat. 

 

3.2 Hipotesis Penelitian 

Ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) memiliki efek sebagai 

penghambat pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1  Rancangan  Penelitian 

 Dalam penelitian ini metode yang digunakan adalah true eksperimental 

Klebsiella pneumoniae dengan design post-test only control group design dan 

metode tabung. Kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak mendapat 

perlakuan berupa pemberian ekstrak. Kelompok perlakuan adalah kelompok yang 

mendapat perlakuan berupa pemberian ekstrak. Penelitian pendahuluan dilakukan 

dengan konsentrasi 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, dan 100%. Penelitian inti 

dilakukan dengan konsentrasi 0%, 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, dan 20%. 

 

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Ekstraksi bahan penelitian dilakukan di Politeknik Negeri Malang pada 

bulan Maret 2018 dan penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada rentang waktu Februari 

– April 2018. 

 

4.3 Sampel  Penelitian 

 Penelitian ini menggunakan ekstrak daun Camellia sinensis var. assamica 

dan sampel bakteri uji yang digunakan pada penelitian adalah Klebsiella 

pneumoniae pembentuk biofilm yang diambil dari stok kultur milik Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
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4.4 Pengulangan 

Jumlah pengulangan yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan 

rumus Federer sebagai berikut (Särndal et al., 2003). 

(p-1) (n-1) ≥ 15 

(7-1) (n-1) ≥ 15 

6n - 6 ≥ 15 

6n ≥ 21 

n ≥ 3,5 

n ≈ 4 

Keterangan: 

n = jumlah pengulangan tiap perlakuan 

p = jumlah perlakuan (dosis ekstrak teh hijau): 0 (kontrol), 7,5%, 10%, 

12,5%, 15%, 17,5%, dan 20% = 7 perlakuan 

 Berdasarkan perhitungan di atas, maka besar sampel atau pengulangan 

yang diperlukan dalam penelitian ini paling sedikit adalah 4. 

 

4.5  Variabel Penelitian 

4.5.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas adalah variabel yang disengaja atau ditentukan, dan 

dipelajari pengaruhnya terhadap variabel terikat. Variabel bebas pada penelitian 

ini adalah ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) dengan 

konsentrasi 0%, 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, dan 20% (Matthew, 2016). 

4.5.2 Variabel Tergantung 

Variabel tergantung adalah variabel yang dipikirkan sebagai akibat atau 

keadaannya tergantung dari variabel-variabel lain. Variabel tergantung pada 



29 

 
 

 

 

penelitian ini adalah ketebalan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae pembentuk 

biofilm untuk menentukan Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM). 

 

4.6       Definisi Operasional 

1. Klebsiella pneumoniae adalah bakteri batang Gram negatif  yang dapat 

menyebabkan primary community-acquired pneumonia serta pneumonia 

nosokomial. Sampel ini diperoleh dari isolat Klebsiella pneumoniae 

pembentuk biofilm yang didapat dari swab beku Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 

2. Biofilm adalah agregat multiseluler yang membentuk lapisan padat pada 

permukaan suatu substrat atau medium. Pada penelitian ini biofilm 

dibentuk oleh Klebsiella pneumoniae di medium tabung. 

3. Ekstrak Camellia sinensis var. assamica adalah hasil ekstraksi cair daun 

teh hijau dengan pelarut etanol. Ekstrak yang didapat dianggap memiliki 

kandungan ekstrak sebesar 100%. Teh hijau yang digunakan adalah 

tanaman teh hijau yang didapat dari Kebun Teh Wonosari, Lawang. 

4. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) adalah konsentrasi 

ekstrak Camellia sinensis var. assamica terendah yang dapat menghambat 

pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae. Hal ini ditandai dengan tidak 

tampaknya bentukan cincin dan lapisan ungu kebiruan pada area airfluid 

border. MBIC ditentukan jika nilai Mean Gray Value pada kelompok uji lebih 

rendah 10% dari nilai Mean Gray Value dinding tabung yang masih baru 

(Macià et al., 2014). 
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5. Kontrol bahan adalah ekstrak daun Camellia sinensis var. assamica  murni 

yang tidak dicampur bakteri Klebsiella pneumoniae dan digunakan untuk 

mengetahui apakah bahan yang digunakan steril dimana nilai kontrol 

bahan adalah 0 (tidak terdapat pertumbuhan bakteri jenis apapun). 

6. Kontrol bakteri adalah biakan bakteri murni yang tidak dicampur dengan 

ekstrak daun Camellia sinensis var. assamica sebagai pembanding 

pertumbuhan bakteri jika tidak diberikan ekstrak. Kontrol kuman berlaku 

sebagai kontrol positif. 

7. Derajat pembentukan biofilm merupakan intensitas ketegasan warna cincin 

biofilm, yang dikuantifikasi dengan Mean Gray Value. Semakin tegas 

warna cincin biofilm yang terbentuk, semakin rendah nilai Mean Gray 

Value. 

8. Konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini adalah 7,5%, 10%, 12,5%, 

15%, 17,5%, dan 20%. 

9. Mean Gray Value adalah skala intensitas warna pada program Adobe 

Photoshop CS6. Kisaran skala antara 0-255. Angka mendekati 0 berarti 

kepekatan warna tinggi. Sedangkan angka mendekati 255 berarti 

kepekatan warna rendah. 

10. Nilai Mean Gray Value tabung kosong merupakan nilai yang didapat dari 

pengukuran Mean Gray Value pada dinding tabung yang tidak terbentuk 

cincin atau tidak terdapat perlakuan, yang digunakan sebagai pembanding 

(Windya, 2015). 
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4.7 Alat dan Bahan Penelitian 

4.7.1 Alat dan Bahan untuk Pembuatan Ekstrak Daun Teh Hijau 

1. Teh hijau 

2. Pelarut etanol 96% 

3. Timbangan analitik 

4. Gelas kimia 250 ml 

5. Labu penampung 

6. Cawan petri 

7. Penjepit cawan petri 

8. Desikator 

9. Spatula 

10. Pemanas aquades 

11. Kertas saring 

12. Rotary evaporator 

13. Oven 

 

4.7.2 Alat dan Bahan untuk Kultur dan Identifikasi Bakteri 

1. Alat 

a. Tabung reaksi 

b. Ose 

c. Lampu spiritus dan Bunsen 

d. Inkubator 

e. Spektrofotometer 

f. Korek api 

g. Label 
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h. Obyek glass dan kaca penutup 

i. Mikroskop 

2. Bahan 

a. Biakan Klebsiella pneumoniae penghasil biofilm 

b. Medium MacConkey 

c. Bahan pewarnaan Gram : kristal violet, lugol, alkohol 96%, safranin 

d. Akuades steril 

e. Kertas penghisap atau tisu 

f. Minyak imersi 

4.7.3 Alat dan Bahan Deteksi Biofilm 

1. Tryticase Soy Broth (TSB) dengan 1% glukosa (TSBglu) 

2. Biakan Klebsiella pneumoniae pembentuk biofilm 

3. Tabung reaksi 

4. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3 

5. Kristal violet 

6. Deionized water 

7. Ose 

8. Pipet 

9. Beaker glass 

10. Inkubator 

4.8 Prosedur Penelitian 

4.8.1 Identifikasi Bakteri 

a. Pewarnaan Gram 



33 

 
 

 

 

Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengetahui Klebsiella pneumoniae 

termasuk bakteri Gram positif atau Gram negatif. Prosedur pewarnaan 

Gram, yaitu: 

1. Mengambil koloni Klebsiella pneumoniae dengan lidi kapas dari 

Nutrient Agar ke kaca benda yang sebelumnya sudah diberi 

lingkaran dengan spidol permanen 

2. Menunggu sediaan sampai kering, lalu difiksasi di atas api bunsen, 

dengan mengayunkan sebanyak 3-5 kali 

3. Meneteskan kristal violet di atas kaca benda, lalu ditunggu selama 

1 menit, bilas dengan akuades 

4. Meneteskan lugol di atas kaca benda, lalu ditunggu selama 1 menit, 

bilas dengan akuades 

5. Meneteskan alkohol 96% di atas kaca benda, lalu ditunggu 5-10 

detik, bilas dengan akuades 

6. Meneteskan safranin di atas kaca benda, lalu ditunggu selama 30 

detik, bilas dengan akuades 

7. Mengeringkan sediaan dengan kertas penghisap 

8. Mengamati sediaan dibawah mikroskop dengan perbesaran total 

dari terkecil yaitu 100x, 400x, dan terbesar 1000x menggunakan 

minyak imersi 

9. Mengamati adanya bakteri dengan bentuk batang dan bewarna 

merah yang menandakan bahwa Klebsiella pneumoniae termasuk 

bakteri batang Gram negatif (Noorhamdani et al., 2015). 
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b. Perbenihan pada Agar MacConkey 

Bakteri Klebsiella pneumoniae diinokulasi pada medium agar MacConkey 

dan diinkubasi pada incubator dengan suhu 37ºC selama 18-24 jam. 

Selanjutnya, diamati apakah terjadi perubahan warna pada media agar. 

Bila terjadi perubahan warna menjadi merah, artinya bakteri 

memfermentasikan laktosa (Samra et al., 2008). 

c. Microbact 12A 

Uji biokimia menggunakan Microbact 12A meliputi beberapa prosedur uji 

antara lain: 

1. Satu koloni bakteri yang telah diinkubasi selama 18-24 jam diambil 

dengan menggunakan ose kemudian dilarutkan ke dalam 3-5 ml 

garam fisiologis dalam tabung reaksi steril hingga homogen. 

2. Larutan bakteri yang telah homogen dimasukkan ke dalam sumur 

Microbact 12A  sebanyak 100µL atau 4 tetes. Untuk sumur lysin, 

ornitin dan H2S ditambahkan larutan mineral oil sebanyak 1-2 tetes. 

Setelah itu, Microbact 12A  diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18-

24 jam. 

3. Microbact 12A  yang telah diinkubasi kemudian diberikan reagent 

pada sumur nomor 8 dengan indol kovact sebanyak 2 tetes, sumur 

nomor 10  dengan VP I dan VP II masing-masing 1 tetes, dan sumur 

nomor 12 dengan TDA sebanyak 1 tetes. 

4. Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-sumur Microbact 12A  apakah 

positif atau negatif dengan cara membandingkan dengan tabel 

warna dan hasilnya ditulis pada formulir Patent Record. 
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5. Angka-angka oktaf didapatkan dari penjumlahan reaksi positif dari 

tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktaf). 

6. Nama bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan angka oktaf 

yang keluar (O’hara,2005). 

d. Pembuatan Perbenihan Cair Bakteri Kepadatan 106 CFU/ml 

1. Klebsiella pneumoniae yang sudah diidentifikasi kemudian dikultur 

dalam media nutrient broth selama 24 jam dalam inkubator 37ºC. 

2. Suspensi bakteri Klebsiella pneumoniae pada nutrient broth  

dilakukan pengukuran panjang gelombang (λ) 625 nm. 

3. Dari nilai absorbansi dapat diperkirakan jumlah bakteri pada 

perbenihan cair dengan kalibrasi yang sudah diketahui yaitu 

absorbansi 0,1 setara dengan setara dengan kepadatan bakteri 108 

CFU/ml. 

4. Untuk mendapatkan kepadatan bakteri sebesar 108 CFU/ml. Maka 

menggunakan perhitungan : 

N1  x V1 = N2  x V2 

Keterangan: 

N1 = Nilai absorbansi suspensi (hasil spektrofotometri) 

V1 = Volume bakteri yang ditambah pengencer 

N2 = Optical Density (0,1 = setara dengan 108 CFU/mL) 

V2 = Volume suspensi bakteri (10mL) 

5. Dari hasil perhitungan tersebut diperoleh volume bakteri yang 

ditambah pengencer untuk mendapat kepadatan 108 CFU/ml 

sebanyak 10ml. 
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6. Untuk mendapatkan kepadatan 106 CFU/ml. Maka dari kepadatan 

bakteri 108 CFU/ml dikurangi menjadi 106 CFU/ml dengan cara : 

a. 10 ml bakteri dengan kepadatan 108 CFU/ml diambil 1 ml larutan 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang telah terisi 9 ml 

larutan NaCl, aduk rata sampai larutan homogen. Dengan demikian 

kepadatan bakteri berkurang menjadi 107 CFU/ml. 

b. Selanjutnya dari bakteri dengan kepadatan 107 CFU/ml tersebut 

diambil 1 ml larutan kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang 

telah diisi 9 ml larutan NaCl, aduk rata sampai larutan homogen, 

sehingga didapatkan kepadatan bakteri menjadi 106 CFU/ml (Ruchi 

et al., 2015). 

e. Uji Deteksi Pembentukan Biofilm 

Klebsiella pneumoniae yang sudah teridentifikasi disimpan dalam media 

TSB + glycerol 10% dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama satu malam. 

Mikroba kultur semalam selanjutnya dimasukkan ke tabung TSBglu (10 ml) 

dan diinkubasikan 37ºC selama 24 jam. Selanjutnya, tabung dicuci dengan 

Phosphate Buffer Saline (PBS) (pH 7,3) dan dikeringkan airnya. Tabung 

yang sudah dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) dan kelebihan warna 

dibuang dan tabung dicuci dengan deionized water. Kemudian, tabung 

dikeringkan kembali dan diamati formasi biofilmnya yang ditandai dengan 

adanya cincin berwarna ungu kebiruan yang melekat pada dinding tabung 

(Christensen et al., 2000). 

f. Uji Hambat Pembentukan Biofilm 

1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan kepadatan 106 

CFU/ml. 
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2. Membuat suspensi bakteri dalam medium TSB + glycerol 10% 

berdasarkan perhitungan OD dari spektrofotometri. 

3. Mengisi tabung reaksi 2-7 dengan suspensi bakteri dalam medium 

TSB + glycerol 10% 2 ml, dan tabung kontrol diisi 4 ml. 

4. Mencampurkan 2 ml larutan ekstrak dalam tiap tabung kecil ke 

dalam tabung reaksi 2-7 sehingga didapatkan larutan sebanyak 4 

ml dengan konsentrasi ekstrak daun teh hijau pada masing-masing 

tabung sebagai berikut: 

Tabung 1: 0% (kontrol) Tabung 4: 12,5%    Tabung 7 : 100% 

Tabung 2: 3,125% Tabung 5: 25% 

Tabung 3: 6,25%  Tabung 6: 50%  

5. Mengisi tabung reaksi 2 – 7 dengan suspensi bakteri dari medium 

TSBglu dan ekstrak. 

6. Menginkubasi keenam tabung selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 

7. Mengeluarkan tabung dari inkubator setelah 24 jam dan mencuci 

dengan PBS (pH 7,3) serta mengeringkan airnya. 

8. Memberikan kristal violet (0,1%) 0,5 ml. Kemudian, membuang 

kelebihan warna dan mencuci tabung dengan deionized water. 

9. Mengeringkan tabung. 

Biofilm yang terbentuk dapat diamati sebagai sebuah film yang 

melapisi sisi dan dasar tabung. Jumlah biofilm yang terbentuk 

kemudian dinilai sebagai 1 = tidak ada atau lemah, 2 = sedang atau 

3 = kuat (Ruchi et al., 2015). 
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g. Penelitian Inti 

1. Ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) yang kental diambil 

sebanyak 1 gram dan dicampur dengan NaCl sebanyak 1 ml, sehingga 

didapatkan ekstrak teh hijau dengan konsentrasi 50%. 

2. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan kepadatan 106 CFU/ml. 

3. Membuat suspensi bakteri dalam medium TSBglu berdasarkan OD dari 

spektofotometri. 

4. Menyiapkan tujuh tabung steril yang diisi dengan bakteri dan 

konsentrasi ekstrak yang ditentukan setelah uji pendahuluan, yaitu 0% 

(kontrol); 7,5%; 10%; 12,5%; 15%; 17,5%; 20%. 

5. Mengisi tabung reaksi 2 – 7 dengan suspensi bakteri dari medium 

TSBglu dan ekstrak etanol daun teh hijau. Pada tabung reaksi 1 diisi 

dengan 4 ml suspensi bakter dari medium TSBglu. 

6. Kemudian keenam tabung tersebut diinkubasi dalam inkubator selama 

24 jam pada suhu 37ºC. 

7. Setelah 24 jam, keenam tabung tersebut dicuci dengan larutan PBS 

(pH 7,3), lalu dikeringkan.  

8. Setelah kering, seluruh tabung dicat dengan kristal violet 0,1% 

sebanyak 4 ml atau hingga larutan kristal violet mengisi lebih tinggi dari 

batas larutan yang telah dibentuk pada masing – masing tabung. 

Diamkan selama 15 menit, kemudian buang larutan kristal violet dan 

cuci dengan air, kemudian dikeringkan. 

9. Semua buangan dari tabung dimasukkan ke dalam lisol.  

10. Pembentukan biofilm dapat diamati pada area airfluid border (area 

antara medium cair dan udara) (Ruchi et al., 2015). 



39 

 
 

 

 

 

h. Pengukuran Mean Gray Value 

Hasil pembentukan biofilm pada tabung kemudian difoto dengan kamera 

digital. Untuk mengetahui intensitas warna pada area cincin dan dinding 

tabung pada masing-masing kelompok maka digunakan program aplikasi 

Adobe Photoshop CS6. Mean Gray Value yang dinyatakan dalam skala 0 

– 255. Semakin rendah nilai Mean Gray Value menunjukkan intensitas 

warna yang semakin tebal, sementara semakin tinggi nilai Mean Gray 

Value menunjukkan intensitas warna yang semakin tipis. Langkah-langkah 

dimulai dengan membuka Adobe Photoshop CS6, pilih File dan masukkan 

hasil foto kamera digital. Selanjutnya, pilih tab Window dan pilih 

Measurement Log, blok area yang dilihat intensitas warnanya dengan 

menggunakan Rectangular Marquee Tool lalu klik Record Measurements 

maka didapatkan nilai Mean Gray Value yang merupakan rata-rata dari 

intensitas warna pengecatan tabung (Abouelela et al., 2005). 

4.8.2 Pembuatan Ekstrak Daun Teh Hijau 

4.8.2.1 Ekstraksi dan Evaporasi 

1. Menggunakan 100 gram daun kering teh hijau (Camellia sinensis var. 

assamica) dicuci bersih dan dikeringkan, kemudian di oven dengan suhu 

40º-60º sehingga kandungan airnya berkurang. 

2. Kemudian, daun teh hijau yang kering tersebut di-blender menjadi sediaan 

bubuk, kemudian dimasukkan kedalam gelas Erlenmeyer ukuran 1L lalu 

direndam dengan etanol 96% sampai volume 1L, kemudian dikocok 

sampai benar – benar tercampur, kurang lebih 30 menit dan diamkan satu 

malam sampai mengendap. 
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3. Setelah satu malam, diambil lapisan atas campuran etanol 96% dengan 

zat aktif yang sudah terambil, proses ini dilakukan sampai sebanyak 3 kali 

dan dilanjutkan dengan proses evaporasi. 

4. Memasang evaporator set pada tiang permanen agar dapat digantung 

dengan kemiringan 30º-40º terhadap meja dengan susunan dari bawah ke 

atas alat pemanas air, labu penampung hasil evaporasi, rotatory 

evaporator dan tabung pendingin. 

5. Kemudian air dingin yang terhubung dengan bak penampung air dingin 

melalui selang plastik. 

6. Hasil maserasi dimasukkan dalam labu evaporasi sedangkan rotatory 

evaporator, alat pompa sirkulasi air dingin dan alat pompa vakum 

dinyalakan. 

7. Pemanas aquades juga dinyalakan sehingga hasil ekstraksi dalam tabung 

penampung evaporasi mendidih sampai dengan suhu 78ºC (sesuai titik 

didih etanol 96%) dan etanol 96% mulai menguap. 

8. Hasil penguapan etanol 96% dikondensasikan menuju labu penampung 

etanol 96% menuju labu penampung etanol 96% sehingga tidak tercampur 

hasil evaporasi dan uap lain tersedot pompa vakum. 

9. Proses evaporasi dilakukan hingga volume hasil ekstraksi berkurang dan 

menjadi kental. Setelah kental evaporasi dihentikan dan hasil evaporasi 

diambil. Hasil evaporasi ditampung dalam cawan penguap kemudian di 

oven selama kurang lebih 1,5 sampai 2 jam untuk menguapkan pelarut 

yang tersisa. Setelah itu kita dapatkan hasil ekstraksi sebanyak 15 mL. 

(Sudarmadji et al., 2003). 
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4.8.3 Alur Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Alur kerja penelitian 

 

 

Klebsiella 

pneumoniae

Identifikasi Bakteri : 

1. Pewarnaan Gram 
2. Perbenihan pada agar Mac Conkey 
3. Uji biokimia pada Microbact 12A 

Simpan dalam media TSB 

+ glycerol 10% 

Kultur selama 24 jam 

(sebanyak 40 µL) 

Ekstraksi daun teh hijau 

(Camellia sinensis var. 

assamica) metode: 

Maserasi 

Pemberian konsentrasi ekstrak 

0%, 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 

17,5%, dan 20% dengan 4 kali 

pengulangan 

Pengamatan pembentukan biofilm 

dengan metode tabung: 

1. Inkubasi pada 37ºC selama 24 jam 

2. Cuci dengan PBS (pH 7,3) 

3. Cat dengan kristal violet 0,1% 

4. Cuci dengan air biasa/deionized water 

Hasil difoto dengan kamera digital 

Ukur Mean Gray Value dengan Adobe Photoshop CS6 

Analisis data dengan SPSS for Windows 23.0 
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4.9   Analisis Data 

Analisis hasil penelitian menggunakan analisis statistik SPSS (Statistical 

Product of Service Solution) versi 23.0 untuk Windows. Data dianggap 

signifikan jika p<0,05. Langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai 

berikut: 

1. Uji normalitas data dengan Kolmogrov Smirnov Test untuk menentukan 

apakah data tersebar normal atau tidak tersebar normal. 

2. Uji komparasi dengan cara one way ANOVA > 2 kelompok dengan syarat 

sebaran data harus normal dan varian data harus homogen. Jika tidak 

homogen, digunakan metode Kruskel Wallis. 

3. Uji Post Hoc Multiple Comparation untuk mengetahui signifikansi masing-

masing kelompok data. 

4. Uji korelasi untuk mengetahui hubungan antara variabel dependen dan 

variabel independen. Pada data parametrik digunakan uji korelasi 

Pearson, sedangkan pada data non parametrik diuji dengan uji korelasi 

Spearman. Uji korelasi untuk mengetahui tebal biofilm bakteri dengan 

perubahan kadar ekstrak yang diberikan dan bentuk hubungannya  

(Razali dan Wah, 2011). 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

5.1 Hasil Penelitian 

5.1.1 Hasil Ekstraksi Daun Teh Hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

 Ekstrak yang akan digunakan dibuat dari daun teh hijau sebanyak 100 gram. 

Daun teh hijau yang awalnya berbentuk kering dicuci terlebih dahulu hingga bersih. 

Proses pengeringan dengan menggunakan oven pada suhu 80ºC selama lebih 

kurang 2 hari. Setelah proses pengeringan selesai, dilanjutkan dengan mem-blender 

untuk dijadikan serbuk. Setelah itu dilakukan tahap ekstraksi dengan merendam 

serbuk tersebut dengan etanol 96%. Setelah proses ekstraksi selesai, sisa pelarut 

pada ekstrak dihilangkan dengan cara dioven pada suhu 70º-80ºC hingga diperoleh 

hasil bobot konstan ekstrak. 

 

Gambar 5.1 Hasil Ekstrak Etanol Daun Teh Hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

Keterangan : Tanda panah menunjukkan cairan ekstrak teh hijau berwarna hijau 
tua kehitaman dan pekat 
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5.1.2 Hasil Identifikasi Bakteri 

Identifikasi bakteri diawali dengan metode pewarnaan Gram, penanaman 

pada media MacConkey, dan Microbact 12A. Pewarnaan Gram menunjukkan hasil 

berupa bakteri Gram negatif dengan bentuk batang seperti pada Gambar 5.2. 

Perbenihan pada media MacConkey menunjukkan pertumbuhan koloni bakteri 

berbentuk mukoid yang berwarna merah sesuai Gambar 5.3. Berdasarkan hasil 

tersebut dapat disimpulkan bahwa bakteri yang dibenihkan memfermentasikan 

laktosa. 

Uji biokimia dengan menggunakan Microbact 12A  dilakukan untuk konfirmasi 

lebih lanjut dan didapatkan hasil 97,74% Klebsiella pneumoniae, sesuai pada Gambar 

5.4. Hasil ini memperkuat kesimpulan bahwa bakteri biakan yang diteliti merupakan 

bakteri Klebsiella pneumoniae. 

 

Gambar 5.2 Hasil Pewarnaan Gram 

Keterangan : Tanda panah menunjukkan bentukan batang yang 
menandakan bahwa biakan ini merupakan bakteri batang Gram negatif (Perbesaran 

1000x) 
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Gambar 5.3 Hasil Perbenihan Bakteri pada Media MacConkey 

Keterangan : Tanda panah menunjukkan koloni berbentuk mukoid 
berwarna merah setelah ditanam pada media MacConkey yang 
menandakan bakteri memfermentasikan laktosa 

 

Gambar 5.4 Hasil Uji Microbact 12A  pada Bakteri Klebsiella pneumoniae 

Keterangan : Hasil uji identifikasi biokimia Klebsiella pneumoniae pada 
Microbact 12A sebesar 97,74% 
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5.1.3 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm 

Sebelum dilakukan penelitian sesungguhnya, dilakukan uji pendahuluan untuk 

menentukan konsentrasi yang akan diteliti. Adapun konsentrasi pada uji 

pendahuluan antara lain 0%; 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; 50%; dan 100%. Hasil uji 

pendahuluan menunjukkan bahwa pada konsentrasi 12,5% dan 25% sudah tidak 

ditemukan adanya pembentukan cincin biofilm pada area airfluid border. 

Berdasarkan hasil tersebut ditentukan konsentrasi yang akan digunakan pada 

penelitian sesungguhnya (penelitian inti) yaitu 0%; 7,5%; 10%; 12,5%; 15%; 17,5%; 

dan 20%. Perlakuan 0% merupakan kelompok kontrol bakteri yang menggunakan 

NaCl tanpa pemberian ekstrak.  

Pengamatan terhadap hasil penelitian inti dilakukan terhadap intensitas 

bentukan cincin yang terbentuk pada airfluid border yang menandakan terbentuknya 

biofilm. Gambaran cincin tersebut difoto dengan kamera digital, lalu dilakukan 

kuantifikasi dengan melihat Mean Gray Value menggunakan aplikasi Adobe 

Photoshop CS6 yang dinyatakan dalam skala 0 – 255. Pengukuran Mean Gray Value 

juga dilakukan pada tabung yang masih baru untuk melihat nilai awal Mean Gray 

Value tabung kosong untuk tabung yang digunakan. Apabila Mean Gray Value pada 

kelompok perlakuan lebih kecil 10% dari Mean Gray Value tabung kosong yang 

masih baru, maka konsentrasi pada kelompok tersebut merupakan Kadar Hambat 

Biofilm Minimal (KHBM). Penilaian pada tabung kosong menunjukkan nilai Mean 

Gray Value sebesar 160,12. Nilai ini kemudian dibandingkan dengan nilai Mean Gray 

Value kelompok perlakuan, seperti terlihat pada Tabel 5.1, Lampiran 2, dan Lampiran 

3. 
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Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Mean Gray Value dengan Aplikasi Adobe 

Photoshop CS6 

Konsentrasi 

Pengulangan 
Rerata ± SD 

I II III IV 

0% 45,62 47,24 38,25 104,96 59,02 ± 30,88 

7,5% 53,21 56,31 39,96 109,43 64,73 ± 30,63 

10% 66,36 61,24 72,19 112,13 77,98 ± 23,20 

12,5% 78,50 63,26 78,44 120,28 85,12 ± 24,51 

15% 90,44 72,11 87,95 125,03 93,88 ± 22,30 

17,5% 96,25 93,66 110,53 129,15 107,40 ± 16,29 

20% 142,43 145,27 143,32 147,42 144,61 ± 2,22 

Mean Gray Value 

Tabung Kosong 
160,12 

 

Keterangan : KHBM berada pada konsentrasi 20%, karena rerata konsentrasi 
20% berada pada rentang 10% nilai Mean Gray Value tabung kosong (144,108-

160,12) 
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Gambar 5.5 Grafik Pengukuran Mean Gray Value 

Keterangan : Berdasarkan hasil grafik, semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin 

tinggi angka Mean Gray Value yang dihasilkan (bukti objektif cincin biofilm semakin 

tipis) 

 

5.2 Analisis Data 

 Analisis dalam penelitian menggunakan aplikasi analisis statistik untuk IBM 

SPSS Statistic versi 23.0 untuk Windows. Langkah pertama adalah melakukan uji 

normalitas dan homogenitas dari hasil Mean Gray Value pada tabel 5.1. Selanjutnya, 

data dianalisis dengan uji Kolmogorov-Smirnov untuk mengetahui normalitas dan uji 

Oneway ANOVA dengan pilihan homogenitas. Kemudian dari hasil kedua uji tersebut, 

dilakukan uji komparasi dengan Oneway ANOVA untuk memastikan adanya 

perbedaan signifikan antar kelompok data. Selanjutnya, dilakukan uji Post Hoc Test 

multiple comparison test metode Tukey untuk melihat signifikansi suatu kelompok 

data terhadap masing-masing kelompok data lainnya. Setelah itu dilakukan uji korelasi 
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Pearson untuk mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi ekstrak teh hijau 

terhadap Mean Gray Value. 

5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas 

 Suatu data dianggap tersebar normal jika hasil uji normalitas menunjukkan 

p>0,05 dan dianggap homogen jika hasil uji homogenitas menunjukkan p>0,05. Hasil 

uji normalitas Kolmogorov Smirnov menunjukkan nilai p=0,108 (Lampiran 5), maka 

disimpulkan bahwa data berdistribusi normal. Kemudian dari hasil uji homogenitas 

Levene, didapatkan nilai p=0,294 (Lampiran 6), maka disimpulkan bahwa data 

bervarian homogen. Berdasarkan hasil ini dapat dilakukan uji statistik parametrik. 

5.2.2 Uji Oneway ANOVA 

 Uji Oneway ANOVA dilakukan untuk mengetahui tingkat perbedaan antara 

rerata tiap kelompok dalam keseluruhan data yang telah didapatkan. Data dianggap 

berbeda signifikan bila p<0,05. Hasil uji menunjukkan nilai p = 0,001 (kurang dari 

0,05), maka disimpulkan bahwa terdapat perbedaan antara rerata tiap kelompok yang 

signifikan (Lampiran 7). 

5.2.3 Uji Post Hoc 

 Uji Post Hoc Multiple Comparation digunakan untuk mengetahui signifikansi 

masing-masing kelompok data satu dengan lainnya. Metode Post Hoc yang 

digunakan adalah uji Tukey HSD. Perbedaan dianggap signifikan jika nilai p<0,05 

pada masing-masing kelompok data. Adapun penjabaran dari hasil yang terlampir 

pada Lampiran 8 adalah sebagai berikut. 
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 Kelompok data pertama adalah perlakuan tanpa pemberian ekstrak teh hijau 

(konsentrasi 0%) yang dalam penelitian ini kelompok tersebut disebut sebagai kontrol. 

Hasilnya adalah didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak signifikan 

terhadap konsentrasi 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, dan 17,5% (p>0,05). Pada konsentrasi 

20% terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05). Kemudian hasil komparasi 

kelompok data kedua, yaitu perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 7,5% didapatkan 

perbedaan Mean Gray Value yang tidak signifikan terhadap konsentrasi 0% (kontrol), 

10%, 12,5%, 15%, dan 17,5% (p>0,05). Pada konsentrasi 20% terdapat perbedaan 

yang signifikan (p<0,05). Sedangkan pada kelompok data ketiga, yaitu konsentrasi 

ekstrak 10% didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak signifikan terhadap 

konsentrasi 0% (kontrol), 7,5%, 12,5%, 15%, dan 17,5% (p>0,05). Pada konsentrasi 

20% terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05). Pada kelompok data keempat, 

yaitu konsentrasi ekstrak 12,5% didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak 

signifikan terhadap konsentrasi 0% (kontrol), 7,5%, 10%, 15%, dan 17,5% (p>0,05). 

Pada konsentrasi 20% terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05). Sedangkan pada 

kelompok data kelima dan keenam, yaitu masing-masing konsentrasi 15% dan 17,5% 

didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak signifikan terhadap semua 

konsentrasi. Dan pada kelompok data terakhir, yaitu konsentrasi ekstrak 20% 

didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang signifikan terhadap konsentrasi 0% 

(kontrol), 7,5%, 10%, dan 12,5% (p<0,05). Sehingga dapat disimpulkan bahwa antar 

kelompok data yang berdekatan tidak terdapat signifikansi yang cukup. Namun, pada 

kelompok data dengan konsentrasi tertinggi terdapat perbedaan angka Mean Gray 

Value yang signifikan terhadap empat konsentrasi terendah. 
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Tabel 5.2 Nilai Signifikan Kelompok terhadap Kelompok Lainnya pada Uji Post Hoc 

 0% 7,5% 10% 12,5% 15% 17,5% 20% 

0%  1 0,904 0,693 0,379 0,94 0,001 

7,5% 1  0,982 0,871 0,580 0,179 0,001 

10% 0,904 0,982  0,999 0,956 0,571 0,009 

12,5% 0,693 0,871 0,999  0,998 0,820 0,023 

15% 0,379 0,580 0,956 0,998  0,980 0,071 

17,5% 0,094 0,179 0,571 0,820 0,980  0,308 

20% 0,001 0,001 0,009 0,023 0,071 0,308  

Tabel 5.3 Rangkuman Hasil Uji Post Hoc 

 0% 7,5% 10% 12,5% 15% 17,5% 20% 

0%  - - - - - + 

7,5% -  - - - - + 

10% - -  - - - + 

12,5% - - -  - - + 

15% - - - -  - - 

17,5% - - - - -  - 

20% + + + + - -  

Keterangan : (+) = p < 0,05 

           (-) = p > 0,05 

 

5.2.4 Uji Korelasi Pearson 

Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui keeratan dan bentuk hubungan antara 

dua variabel yang dinyatakan dengan koefisien korelasi. Hubungan signifikan 

ditunjukkan dengan p<0,05, sedangkan nilai p>0,05 menunjukkan bahwa korelasi 

tidak signifikan. 

Berdasarkan uji yang dilakukan, didapatkan hasil nilai p=0,000 dengan nilai 

korelasi 0,761. Adapun klasifikasi nilai korelasi Pearson sebagai berikut : (Sugiyono, 

2007) 
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Nilai Korelasi 0 – 0,199 = sangat rendah 

Nilai Korelasi 0,200 – 0,399 = rendah 

Nilai Korelasi 0,400 – 0,599 = sedang 

Nilai Korelasi 0,600 – 0,799 = kuat 

Nilai Korelasi 0,800 – 1,000 = sangat kuat  

Korelasi dapat bertanda positif dan negatif. Korelasi positif menunjukkan arah yang 

searah antar variabel. Sedangkan korelasi negatif menunjukkan arah yang 

berlawanan. 

Hasil uji korelasi Pearson pada penelitian ini menunjukkan hasil-hasil sebagai berikut: 

1. Nilai p = 0,000, yang menandakan terdapat korelasi yang signifikan antara 

konsentrasi ekstrak teh hijau dengan Mean Gray Value (Lampiran 9). 

2. Nilai korelasi (r) = 0,761, berarti terdapat korelasi yang kuat antara konsentrasi 

ekstrak daun teh hijau dan Mean Gray Value atau ketebalan biofilm. 

3. Arah korelasi positif, sehingga disimpulkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak 

teh hijau, semakin tinggi pula nilai Mean Gray Value yang menandakan 

semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk. 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

 Penelitian eksperimental ini menggunakan Klebsiella pneumoniae yang 

didapat dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya 

dan ditanam pada media Nutrient Agar Plate. Daun teh hijau (Camellia sinensis var. 

assamica) yang digunakan berasal dari Kebun Teh Wonosari Lawang, Malang. Jenis 

teh ini dipilih karena teh langsung dikeringkan di kebunnya dan tidak melalui proses 

yang terlalu panjang agar kandungan aktif yang berada dalam daun teh hijau masih 

cukup banyak. Daun teh hijau kering yang didapat kemudian diekstraksi dengan 

metode maserasi dengan pelarut etanol 96% di Laboratorium Teknik Kimia Politeknik 

Negeri Malang. Metode ini digunakan karena prosedur dan peralatannya lebih 

sederhana serta lebih sesuai agar mendapatkan bahan aktif dari tanaman. Pelarut 

akan menumbuk dinding sel yang mengandung zat aktif dalam sel dengan luar sel, 

sehingga larutan yang terpekat didesak keluar (Pratiwi, 2010). 

 Penelitian pendahuluan dilakukan terlebih dahulu untuk menentukan 

konsentrasi pada penelitian inti. Pada penelitian pendahuluan, secara visual dapat 

diketahui bahwa pada rentang konsentrasi ekstrak teh hijau 12,5% dan 25% 

pembentukan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae mulai dapat dihambat. Penelitian 

inti kemudian dilakukan pada 6 konsentrasi, yaitu 7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, 

dan 20%. Hasil penelitian inti menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak yang secara 

visual mampu menghambat pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae adalah 

konsentrasi 17,5% dan 20%. Hal ini dapat dilihat dengan tidak terbentuknya cincin 

pada area airfluid border pada tabung. 
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 Hasil penelitian inti dalam dilusi tabung kemudian didokumentasi 

menggunakan kamera digital dan diolah menjadi data kuantitatif yang lebih akurat. 

Pengamatan data secara kuantitatif dengan melihat intensitas warna cincin pada 

masing-masing tabung dengan aplikasi Adobe Photoshop CS6. Hasil pengamatan 

pada konsentrasi 0% hingga 20% menunjukkan adanya kenaikan rata-rata Mean Gray 

Value yang berbanding lurus dengan kenaikan konsentrasi ekstrak etanol daun teh 

hijau. Semakin tinggi nilai Mean Gray Value menunjukkan semakin tipisnya intensitas 

warna yang menandakan semakin tipisnya cincin yang terbentuk. Kadar Hambat 

Biofilm Minimal (KHBM) dapat ditentukan jika rerata pengulangan berada dalam 

rentang 10% dari nilai Mean Gray Value tabung kosong (Macià et al., 2014). Pada 

penelitian ini nilai Mean Gray Value tabung kosong adalah 160,120, berarti rentang 

10% ada pada kisaran 144,108 – 160,120. Rerata MGV yang berada pada kisaran 

tersebut ada pada konsentrasi ekstrak 20%, dengan nilai MGV 144,610. Sehingga 

KHBM dapat ditentukan, yaitu pada kadar 20%. Hasil penelitian ini membuktikan 

bahwa ekstrak etanol daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) terbukti 

mampu menghambat pembentukan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae. 

 Penelitian guna menghambat pertumbuhan Klebsiella pneumoniae telah 

cukup banyak dilakukan. Dari penelitian yang dilakukan peneliti lain, ditemukan bahwa 

daun kemangi (Ocimum sanctum) dapat menghambat pertumbuhan bakteri K. 

pneumoniae pada konsentrasi minimal 14% (Henry, 2015). Penelitian lain terkait 

manfaat daun katuk (Sauropus androgynus) didapatkan bahwa dengan konsentrasi 

minimal 18%, pertumbuhan bakteri K. pneumoniae dapat dihambat (Ratna, 2014). 

Perbedaan konsentrasi minimal pada masing-masing ekstrak tumbuhan 

dimungkinkan terjadi karena kandungan zat aktif yang lebih banyak terkandung di 

dalamnya, seperti tanin, katekin, dan polifenol dibandingkan pada daun teh hijau. 
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Menurut penelitian yang dilakukan oleh Ahmad (2017) mengenai efek ekstrak 

teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) terhadap pembentukan biofilm bakteri 

Burkholderia cepacia, didapatkan hasil bahwa ekstrak teh hijau dapat menghambat 

pembentukan biofilm bakteri Burkholderia cepacia dengan KHBM pada konsentrasi 

minimal 60%. Penelitian tersebut mengindikasikan ekstrak daun teh hijau juga 

memiliki efek dalam menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Gram negatif 

lainnya. Pada penelitian tersebut juga didapatkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak 

daun teh hijau maka cincin biofilm yang akan terbentuk pada dinding tabung akan 

semakin tipis. 

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Maharani (2014) yang meneliti 

pengaruh ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) terhadap pembentukan 

biofilm Staphylococcus aureus secara in vitro didapatkan hasil bahwa ekstrak teh hijau 

mempunyai efek dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri Staphylococcus 

aureus dengan KHBM pada konsentrasi minimal 4,125%. Penelitian ini menandakan 

bahwa ekstrak daun teh hijau juga memiliki efek dalam menghambat pembentukan 

biofilm pada bakteri Gram positif. 

 Hasil pengukuran Mean Gray Value kemudian dengan menggunakan program 

SPSS Statistic versi 23.0 untuk Windows. Uji statistik yang digunakan adalah uji 

normalitas dan homogenitas untuk memenuhi persyaratan uji One Way ANOVA. 

Selain itu, dilakukan uji One Way ANOVA dan uji korelasi Pearson. Dari uji One Way 

ANOVA didapatkan nilai signifikansi p = 0,001 (p < 0,005). Hal ini menjelaskan bahwa 

terdapat perbedaan efek signifikan antara tiap pemberian konsentrasi ekstrak daun 

teh hijau. Pada hasil uji korelasi Pearson, didapatkan nilai r = 0,761 yang membuktikan 

adanya korelasi yang kuat antara kenaikan konsentrasi ekstrak teh hijau dan nilai 

Mean Gray Value. Hasil ini juga menunjukkan adanya korelasi positif dimana semakin 
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tinggi konsentrasi ekstrak daun teh hijau, semakin besar pula nilai Mean Gray Value 

yang menandakan semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk. Hal ini membuktikan 

dasar teori bahwa kandungan pada teh hijau, utamanya tanin dan katekin mampu 

menghambat pembentukan biofilm. Kandungan tanin pada teh hijau (Camellia 

sinensis var. assamica) dapat menghambat sinyal pada mekanisme quorum sensing 

sehingga tidak terbentuk biofilm pada bakteri (Frazier et al., 2003). Selain itu, tanaman 

teh hijau memiliki kandungan katekin yang cukup tinggi. Katekin yang terdiri dari 

komponen epicatechin (EC), epicatechin-3-gallate (ECG), epigallocatechin (EGC), 

dan epigallocatechin-3-gallate (EGCG). Senyawa EGCG dapat mengambat biofilm 

dengan menghambat quorum sensing dan menurunkan pertumbuhan sel bakteri pada 

dosis tinggi. EGCG dapat mengurangi intensitas sinyal quorum sensing bakteri 

(Persson et al., 2005). Daya motilitas dan ketebalan biofilm bakteri dapat dikurangi 

secara signifikan oleh epigallocatechin-3-gallate, sekaligus dapat merusak biofilm 

yang dihasilkan oleh bakteri (Kociolek, 2009). Akibatnya, terjadi hambatan interaksi 

hidrofobik antara dinding sel bakteri dan permukaan yang akan terkolonisasi yang 

merupakan fase awal pembentukan biofilm (Kociolek, 2009). Berdasarkan uraian di 

atas, terbukti bahwa ekstrak etanol daun  teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

efektif sebagai antibiofilm untuk bakteri Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 

Keterbatasan pada penelitian ini adalah pengamatan yang hanya dilakukan 

setelah masa inkubasi selesai (24 jam), tidak dilakukan sepanjang waktu. Oleh karena 

itu belum dapat dilihat secara detail proses pembentukan biofilm secara langsung.  

Keterbatasan lain adalah metode pembacaan hasil uji biokimia Microbact 12A yang 

masih dipengaruhi oleh penilaian warna setiap orang berbeda sehingga dapat 

mempengaruhi hasil Microbact 12A. Penggunaan dilusi tabung menjadi salah satu 

keterbatasan dalam penelitian ini karena tidak dapat menentukan apakah bakteri 
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pembentuk biofilm merupakan jenis bakteri pembentuk biofilm yang ringan, sedang, 

atau kuat. Dalam penelitian ini hanya mengamati apakah bakteri dapat membentuk 

biofilm, namun tidak menentukan kategori biofilm tersebut. 
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BAB VII 

PENUTUP 

7.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil pemberian ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) 

terhadap pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae, dapat disimpulkan bahwa : 

1. Ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) dapat menghambat 

pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 

2. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis var. 

assamica), semakin besar daya hambat pembentukan biofilm Klebsiella 

pneumoniae secara in vitro. 

3. Kadar Hambat Minimum (KHM) dari ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis 

var. assamica) terhadap pembentukan biofilm Klebsiella pneumoniae secara 

in vitro adalah pada konsentrasi 20% 

 

7.2 Saran 

Adapun saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah : 

1. Perlu dilakukan penemuan metode ekstraksi daun teh hijau yang dapat 

menghasilkan konsentrasi 100% bahan bioaktif daun teh hijau (Camellia 

sinensis var. assamica) serta tidak memiliki molekul besar agar tidak 

menempel pada dinding tabung. 
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2. Perlu dilakukan lebih lanjut penelitian tentang manfaat ekstrak daun teh hijau 

(Camellia sinensis var. assamica) dalam menghambat pembentukan biofilm 

bakteri lainnya. 

3. Perlu dilakukan penelitian dengan ekstrak yang berbeda pada Klebsiella 

pneumoniae dalam menghambat biofilm. 

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang daun teh hijau (Camellia 

sinensis var. assamica) terhadap Klebsiella pneumoniae secara in vivo untuk 

mengetahui efek samping, dosis efektif serta toksisitasnya yang akan 

ditimbulkan. 

5. Perlu dilakukan penelitian dengan metode Congo Red Agar dan Tissue 

Culture Plate untuk konfirmasi lebih lanjut pengaruh ekstrak etanol daun teh 

hijau (Camellia sinensis var. assamica) dalam menghambat pembentukan 

biofilm Klebsiella pneumoniae. 
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