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ABSTRACT 

 
           The aim of this study was to see the antimicrobial activities of oxytetracycline to the inhibition of 

Staphylococcus aureus biofilm of Aceh’s cattle preputium isolates. The parameters measured in this study were the 

percentage of antimicrobial and biofilm inhibitory power. The antimicrobial activities were tested on Nutrient Broth 

using U-bottom polystyrene microplate 96 wells. The Biofilm stained using 1% of crystalviolet. Then, Optical 

Density (OD) read at λ 595 nm. The results showed that the oxytetracycline of 10%, 20% and 30% (μg / μL) had the 

antimicrobial abilities of 28.60% ± 13.23%; 36.30% ± 5.37%; and 57.70% ± 2.23%. In addition, The biofilm 

inhibitory capacity of oxytetracycline 10%, 20% and 30% (μg / μL) were 2.20% ± 8.77%; 2.70% ± 4.17%; and 

3.73% ± 14.14%. Therefore, it can be concluded that the oxytetracycline  had the ability to inhibit the biofilm of 

Staphylococcus aureus. 
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PENDAHULUAN 

 

Staphylococcus aureus merupakan 

bakteri yang mampu membentuk biofilm 

dan merupakan salah satu faktor virulensi 

yang menyebabkan infeksi dari bakteri ini 

sulit untuk disembuhkan (Das dan Kapoor, 

2004). Pada penelitian Rahmi (2015) dan  

Khadafi (2012), Staphylococcus aureus 

positif diisolasi dari preputium dan vagina 

kuda (equus caballus) dan preputium kerbau 

lumpur (swamp buffalo). Menurut Karmakar 

et al (2016), Kacar dan Kaya (2014), 

Staphylococcus aureus merupakan salah 

satu bakteri penyebab endometritis yang 

dapat menyebabkan subfertil dan infertilitas, 

sekalipun melalui inseminasi buatan (Zobel, 

et al., 2013). 

Produksi toksin ekstraseluler dan 

protein permukaan yang memfasilitasi 

kolonisasi jaringan, penghindaran dari 

sistem imunitas, dan kerusakan jaringan 

pada S. aureus dikendalikan oleh gen 

regulator Agr dan Sar a yang 

mengkoordinasi ekspresi gen yang tepat 

untuk berbagai infeksi (Gordon  dan  Lowy, 

2008). Pembentukan biofilm oleh S. aureus 

ditentukan  oleh adanya gen ica, yang 

merupakan suatu gen operon yang terdiri 

dari ica A, B, C dan D, yang memproduksi 

polisakarida adhesin atau polisakarida 

interseluler adhesin (PIA) atau polimer N-

asetil-glukosamin (PNAG) sehingga 

dianggap sebagai dasar terbentuknya biofilm 

(O’Neil, et al.,2009).  

Proses pembentukan biofilm diawali 

oleh penempelan sel-sel bakteri pada 

permukaan bahan yang bersifat sementara, 

sel-sel bakteri kemudian membentuk 

material eksopolimer yang merupakan suatu 

senyawa perekat yang lebih kuat sehingga 

menempel secara permanen membentuk 

mikrokoloni dan mulai membentuk biofilm.  

Biofilm yang terbentuk semakin banyak dan
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membentuk struktur tiga dimensi yang 

mengandung sel-sel terselubung dalam 

beberapa kelompok yang saling terhubung 

satu sama lainnya. Perkembangan struktur 

biofilm mengakibatkan terjadinya dispersi 

sel sehingga sel-sel tersebut berpindah dan 

membentuk biofilm yang baru. Sensor 

kuorum digunakan sel-sel bakteri untuk 

berkolaborasi satu sama lainnya sehingga 

bermanfaat bagi keseluruhan populasi 

mikroorganisme pembentuk biofilm (Parsek 

and Singh, 2003). 

Matriks Biofilm yang tersusun atas 

protein atau substansi polimerik 

ekstraseluler 

dipengaruhi oleh proses internal dan 

eksternal, dan biofilm yang telah terbentuk 

dapat menyebabkan resistensi antibiotik 

(Homenta, 2016). Gagalnya terapi antibiotik 

karena biofilm disebabkan oleh 

terhambatnya penetrasi antibiotik, bakteri 

ada dalam keadaan pertumbuhan yang 

lambat (slow growth) dan adanya ekspresi 

gen-gen resisten. Pembentukan biofilm ini 

juga dapat menyebabkan bakteri terlindungi 

dalam suatu matriks polisakarida sehingga 

tidak dapat dicapai oleh sistem imun hospes 

(fagositosis). 

Hal  di atas, melatarbelakangi 

penelitian untuk mengetahui aktivitas 

antibiotik Oksitetrasiklin  terhadap 

pembentukan biofilm Staphylococcus 

aureus isolat preputium sapi aceh. 

Kemampuan kuantitas pembentukan biofilm 

oleh S. aureus dihitung  berdasarkan nilai 

OD (optical density)  dengan mengunakan 

microplate reader pada densitas optik 595nm 

(Bjarnsholt et al, 2011).  Aktifitas antibiotik 

dihitung dengan menggunakan rumus 

modifikasi Persentase penghambatan 

biofilm (Nikolic et al, 2014): 

 

MATERI DAN METODE 

 

Materi 

 

Penelitian ini menggunakan bakteri 

Staphylococcus aureus isolat preputium sapi 

aceh. Prosedur isolasi dan indentifikasi 

bakteri mengikuti Bergey’s Manual 

Determination (1994). Bakteri dibiakkan 

dalam media Nutrient Broth dan diinkubasi 

dalam inkubator pada suhu 37
o
C selama 24 

jam. Kemudian bakteri diisolasi ke media 

Manitol Salt Agar  dan diinkubasi kembali 

dalam inkubator pada suhu 37
o
C selama 24 

jam. Bakteri yang tumbuh dilakukan 

pengamatan morfologi koloni, pewarnaan 

Gram, uji katalase, uji fermentasi 

karbohidrat dan uji hemolisa. 

 

Metode 

Uji Daya Antimikroba oksitetrasiklin 

  

Uji dilakukan dengan metode 

mikrodilusi pada microtiterplate U-bottom 

polystyrene 96 wells. Pengujian dilakukan 

terhadap  antibiotik oksitetrasiklin dengan 

konsentrasi  masing-masing 10%, 20%  dan 

30% (µg/ µL)  dalam media NB (Nutrient 

Broth) dan suspensi bakteri dengan volume 

total 200 µL tiap well. Sebelumnya S. 

aureus dikultur dalam Nutrien Broth (NB) 

dan dihitung kuantitas berdasarkan nilai OD 

(optical density).  Suspensi bakteri S. aureus 

yang digunakan setara standar McFarland 

0,5 (1,5x10
8
 CFU/mL) yaitu sebanyak 10 % 

v/v dari total suspensi uji. Suspensi uji 

kemudian diinkubasi pada suhu 37°C 

dengan waktu 48 sampai 72 jam. Pembacaan  

nilai OD (optical density) dilakukan 

menggunakan microplate reader pada 

densitas   optik 595nm (Ardani, at al., 2010) 

di laboratorium Riset Fakultas Kedokteran 

Hewan, Unsyiah. Pengujian dilakukan 

secara triplo sebanyak tiga kali ulangan. 

 

Uji Penghambatan Biofilm  

 

Uji biofilm dilakukan dengan teknik 

crystal violet binding  assay (Bjarnsholt et 

al, 2011), untuk menilai kemampuan
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pembentukan biofilm oleh S. aureus. 

Suspensi bakteri S.aureus yang digunakan 

setara standar McFarland 0,5 (1,5x10
8
 

CFU/mL) yaitu sebanyak 10 % v/v dari total 

suspensi uji. Pengujian dilakukan terhadap 

antibiotik oksitetrasiklin dengan konsentrasi 

10%, 20% dan 30% (µg/ µL) dalam media 

NB dan suspensi bakteri dengan volume 

total 200 µL tiap well, dan suspensi bakteri 

saja sebagai kontrol negatif. Suspensi uji 

dan suspensi bakteri dimasukkan ke dalam 

mikroplat, mikroplat ditutup dan diinkubasi 

pada 37°C dengan waktu 48 sampai 72 jam. 

Setelah diinkubasi, isi mikroplat dikeluarkan 

dan dicuci dengan PBS. Mikroplat diberikan 

pewarna dengan cara dimasukkan 200 µL 

larutan kristal violet 1% dan diinkubasi 

selama 15 menit pada suhu ruang. Setelah 

mikroplat kering, sebanyak 200 µL etanol 

96% dimasukkan ke dalam mikroplat dan 

diinkubasi selama 15 menit pada suhu 

ruang. Mikroplat diukur menggunakan 

microplate reader pada densitas optik 595nm 

(Bjarnsholt et al, 2011).  Pengujian 

dilakukan secara triplo sebanyak tiga kali 

ulangan. Persentase penghambatan biofilm 

dihitung menggunakan rumus modifikasi 

berikut (Nikolic et al, 2014): 

                       

 {  

(
                                

                  
)}         

 

OD kontrol negatif = nilai OD bakteri tanpa 

antibiotik 

OD sampel uji = nilai OD setelah perlakuan 

dengan antibiotik. 

 

Analisis Data 

 

Data kuantitatif dari parameter yang 

diukur dianalisis  menggunakan pola one 

way analysis of varian (ANOVA). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

antibiotik oksitetrasiklin mempunyai 

aktivitas tertinggi pada konsentrasi 30%, 

yaitu persen daya antimikroba terhadap S. 

aureus sebesar  57,70%  ± 2,23%  dan 

penghambatan biofilm yang dibentuk oleh S. 

aureus sebesar 3,73% ± 14,14%. Hasil 

pengamatan tersebut disajikan pada tabel 1.  

Tabel 1. Aktifitas Oksitetrasiklin terhadap 

daya antimikroba  

dan penghambatan biofilm S. aureus 

Aktivitas oksitetrasiklin sebagai antimikroba 

dan antibiofilm S. aureus isolat preputium 

sapi aceh menunjukkan persentase yang 

rendah. Hal ini menunjukkan bahwa 

penggunaan oksitetrasiklin pada terapi 

pengobatan infeksi akibat S. aureus bersifat 

sementara. Hal ini didukung oleh penelitian 

Prawesthirini (2012), yang menyatakan 

bahwa tidak semua S. aureus yang diisolasi 

dari sapi perah di Probolinggo sensitif 

terhadap oksitetrasiklin. 

Pengukuran nilai OD (optical density) 

dari daya antimikroba oksitetrasiklin dengan 

berbagai konsentrasi dapat dilihat pada 

gambar 1. 

Gambar 1. Grafik hasil pengukuran nilai 

OD (optical density) daya antimikroba 

oksitetrasiklin terhadap S. Aureus 

Aktivitas daya antimikroba 

oksitetrasiklin pada konsentrasi 10%, 20% 

dan 30% dari nilai OD yang diperoleh 

menunjukkan hasil yang meningkat. Namun 

dari hasil perhitungan, dapat dikatakan 

bahwa oksitetrasiklin belum efektif dalam 

menghambat pertumbuhan S. aureus yaitu 

sekitar 28,60 % - 57,70 %. Walaupun 

apabila dilihat dari sifat antibiotik, 

oksitetrasiklin adalah turunan dari 

Tetrasiklin yang merupakan antibiotik 

spektrum luas baik terhadap bakteri Gram 

positif maupun bakteri Gram negatif (Zhang, 

2007). Hal ini disebabkan karena 

oksitetrasiklin termasuk jenis antibiotik yang 

hanya dapat menghambat pertumbuhan 

kuman (bakteriostatik). Oksitetrasiklin
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bekerja pada ribosom bakteri dengan cara 

menghambat sintesis bakteri pada ribosom 

30s kodon-antikodon antara mRNA dengan 

tRNA (Sader, et al., 2009).  

Adapun nilai OD (optical density) dari 

penghambatan biofilm  S. aureus oleh 

antibiotik oksitetrasiklin dapat dilihat pada 

gambar 2. 

Gambar 2. Grafik hasil pengukuran nilai 

OD (optical density) penghambatan biofilm 

S. aureus oleh oksitetrasiklin 

Aktivitas penghambatan biofilm S. 

aureus  oleh antibiotik oksitetrasiklin 

terlihat signifikan, semakin tinggi 

konsentrasi antibiotik semakin tinggi pula 

penghambatan biofilm yang dihasilkan. 

Namun secara keseluruhan, dari hasil 

perhitungan kemampuan penghambatan  

biofilm S. aureus oleh oksitetrasiklin masih 

sangat rendah yaitu sekitar 2,20 % - 3,73 %. 

Hal ini disebabkan oleh sel-sel bakteri yang 

membentuk biofilm semakin banyak, 

sehingga perkembangan  struktur biofilm 

mengakibatkan terjadinya dispersi sel 

sehingga sel-sel tersebut berpindah dan 

membentuk biofilm yang baru. Biofilm yang 

terbentuk menyebabkan terhambatnya 

penetrasi antibiotik oksitetrasiklin ke dalam 

sel bakteri (Sarah, at al., 2017). 

Hubungan aktivitas daya antimikroba 

oksitetrasiklin terhadap penghambatan 

biofilm S. aureus adalah semakin tinggi 

daya antimikroba oksitetrasiklin semakin 

tinggi pula persentase penghambatan 

biofilm. Hal ini dapat dilihat pada gambar 3. 

Gambar 3. Grafik hubungan antara daya 

antimikroba dan daya penghambatan biofilm  

S. aureus oleh oksitetrasiklin 

Aktivitas antibiotik oksitetrasiklin  

terhadap penghambatan biofilm oleh S. 

aureus yang paling tinggi adalah 

oksitetrasiklin 30% yang mempunyai 

aktivitas yaitu, daya antimikroba sebesar 

57,70% ± 2,23% dan persentase 

penghambatan biofilm sebesar 3,73% ± 

14,14%. Aktivitas Oksitetrasiklin yang 

mempunyai daya antimikroba 57,70% hanya 

mampu menghambat pembentukan biofilm 

sebesar 3,73%. Hasil ini menunjukkan 

bahwa, walaupun oksitetrasiklin merupakan 

antibiotik spektrum luas, namun 

kemampuan menghambat pembentukan 

biofilm S. aureus sangat rendah. Hal ini 

disebabkan karena bakteri dalam bentuk 

biofilm lebih resisten terhadap antibiotik 10-

1000 kali dari pada tidak dalam biofilm 

(Madigan et al., 2006). Namun demikin  

menurut Sarah, at al., 2017, pengobatan 

antibiotik pada infeksi yang disebabkan oleh 

S. aureus lebih dipengaruhi oleh biofilm 

yang dibentuk oleh bakteri multispesies. 

  

KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat 

disimpulkan bahwa aktivitas antibiotik 

oksitetrasiklin terhadap biofilm S. aureus 

adalah semakin tinggi konsentrasi antibiotik, 

semakin tinggi pula  persentase daya 

antimikroba dan persentase penghambatan 

biofilm.  Oksitetrasiklin dapat berfungsi 

sebagai anti biofilm, hanya saja 

kemampuannya dalam menghambat 

pembentukan biofilm sangat rendah. 

Oksitetrasiklin  mempunyai aktivitas paling 

tinggi pada konsentrasi 30%, yaitu daya 

antimikroba sebesar 57,70% ± 2,23% dan  

kemampuan menghambat biofilm sebesar 

3,73% ± 14,14%. 
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LAMPIRAN 

 

Tabel 1. Aktifitas Oksitetrasiklin terhadap daya antimikroba dan penghambatan biofilm S. 

aureus

 

 

 

 

Gambar 1. Grafik hasil pengukuran nilai OD (optical density) daya antimikroba Oksitetrasiklin 

terhadap S. aureus 
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Gambar 2. Grafik  hasil pengukuran nilai OD (optical density) aktivitas penghambatan biofilm 

S. aureus oleh Oksitetrasiklin 

 

 

 

 
Gambar 3. Grafik hubungan antara daya antimikroba dan daya penghambatan biofilm 

S. aureus oleh Oksitetrasiklin 
 

 


