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Abstract

Chronic periodontitis is the most common type of periodontitis. The main cause of chronic periodontitis is
bacterial colonization of plaque. Porphyromonas gingivalis is the main pathogen and has the highest prevalence of
chronic periodontitis. Bay leaf extract (Syzygium polyanthum wight) is believed to have the pharmacological effect that
can be used as antibacterial. The purpose of this research was to determine the inhibitory of bay leaf extract on the
growth of Porphyromonas gingivalis in vitro. The method of this research was experimental laboratories with posttest
only control group design. There were 30 samples divided into 6 groups, namely bay leaf extract concentration of
2.5%, 5%, 10%, 20%, 40% and Dimethyl Sulfoxide (DMSO) as a control. Inhibitory test using the Kirby-Bauer method
with a paper disc on Mueller Hinton medium agar. Inhibition zone that created around paper disc was measured with
the sliding caliper. The results were analyzed with One Way Anova and Post Hoc LSD test. The results of this research
showed that the mean of bay leaf extract 40% had the largest inhibition zone that was 7,6 mm and the lowest formed
by bay leaf extract 2,5% that was 1,94 mm. One Way Anova test showed that there was a significant difference among
the group (p<0,05). The conclusion of this research there was significant difference inhibition among 2,5%, 5%, 10%,
20%, and 40% concentration of bay leaf extract on the growth of Porphyromonas gingivalis in vitro. The higher
concentration of bay leaf extract resulting the greater inhibition zone.
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PENDAHULUAN

Rongga mulut merupakan salah satu bagian tubuh yang mengandung mikroorganisme dengan
populasi dan keanekaragaman paling tinggi dibanding bagian tubuh lainnya. Hal ini disebabkan karena
rongga mulut memiliki temperatur dan kelembaban yang cukup bagi perkembangan mikroorganisme.
Perkembangan mikroorganisme yang berlebihan dapat menganggu kesehatan gigi dan mulut'%
Berdasarkan riset kesehatan dasar (Riskesdas), persentase masalah kesehatan gigi dan mulut penduduk
Indonesia pada tahun 2007 dan 2013 mengalami peningkatan dari 23,2% menjadi 25,9% dengan proporsi
tertinggi berada pada usia produktif yaitu 33-54 tahun®.

Masalah kesehatan gigi dan mulut yang banyak di jumpai di dunia khususnya di Indonesia adalah
penyakit periodontal®. Prevalensi penyakit periodontal pada semua kelompok umur di Indonesia mencapai
96,58%°. Penyakit periodontal terbagi menjadi dua kategori utama yaitu gingivitis dan periodontitis®.
Periodontitis merupakan kondisi inflamasi pada jaringan pendukung gigi yang disebabkan oleh

mikroorganisme spesifik, yang mengakibatkan kerusakan pada ligamen periodontal dan tulang alveolar.
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Periodontitis kronis merupakan periodontitis yang paling umum terjadi’. Berdasarkan hasil

survei Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Indonesia tahun 2002 mengenai distribusi penyakit
periodontal di RS Gigi dan Mulut menunjukkan bahwa periodontitis kronis menduduki urutan pertama
sebesar 89%*.

Penyebab utama dari periodontitis kronis adalah kolonisasi bakteri yang terdapat pada plak. Bakteri
yang berperan adalah bakteri gram negatif anaerob yaitu Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella
corrodens, Prevotella intermedia, dan Prevotella nigrescens yang terdapat pada plak subgingiva®. Diantara
bakteri tersebut Porphyromonas gingivalis memiliki prevalensi paling tinggi pada periodontitis kronis yaitu
53,8%’. Bakteri ini merupakan patogen utama pada penyakit periodontitis kronis. Potensi patogen ini
dikaitkan dengan beberapa faktor virulensi yang dimilikinya®'°. Bakteri ini juga diidentifikasi sebagai faktor
risiko timbulnya penyakit jantung koroner, infeksi paru, kelahiran prematur dan berat bayi lahir rendah™’.

Penatalaksanaan dari periodontitis kronis dapat dilakukan secara mekanis maupun kimiawi. Cara
mekanis yang dapat dilakukan diantaranya terapi awal (scalling root planing) dan kuretase, sedangkan

secara kimiawi berupa terapi antimikroba'**®

. Penggunaan terapi antimikroba pada periodontitis kronis
dapat dilakukan secara sistemik maupun lokal. Pemberian antimikroba secara lokal memiliki kelebihan jika
dibandingkan dengan pemberian secara sistemik. Pemberian antimikroba secara sistemik akan
memerlukan dosis yang tinggi sehingga memiliki efek samping yang lebih besar seperti sensitivitas,
kerusakan pada alat pencernaan, resistensi bakteri dan munculnya infeksi oportunistik’*. Pemberian
antimikroba secara lokal memiliki keuntungan vyaitu dapat mengurangi konsumsi obat secara
berkesinambungan, memungkinkan pemberian obat dalam jangka panjang dan dapat diletakkan langsung

di daerah aktivitas penyakit pada konsentrasi bakterisida**"®

. Antimikroba lokal yang tersedia dalam
periodontologi adalah metronidazole, chlorhexidine, chlortetracycline, doxycycline, dan minocycline™®.

Kombinasi terapi mekanis berupa scalling root planing dengan terapi antimikroba secara lokal dapat
memberikan hasil perawatan yang lebih memuaskan secara Klinis jika dibandingkan dengan terapi
mekanis saja™®. Pemberian antimikroba secara lokal dapat tersedia dalam bentuk strip, fiber, dan gel.
Penggunaan sedian gel lebih banyak digunakan untuk pengobatan mukosa rongga mulut karena mampu
meresap masuk kedalam soket gigi dengan sempurna dan tidak meninggalkan residu yang lengket™*®.
Gel metronidazole merupakan salah satu antibiotik lokal yang paling sering digunakan untuk perawatan
periodontal karena memiliki kemampuan yang baik untuk mengatasi bakteri anaerob dengan sedikit efek
samping, akan tetapi peredaran gel metronidazole dipasaran masih sedikit karena gel ini sulit didapat dan
harganya yang relatif mahal™®.

Penelitian mengenai obat tradisional yang telah dilakukan di berbagai perguruan tinggi, lembaga
penelitian, industri, dan pemerintahan, terdapat sembilan spesies tanaman unggulan untuk diteliti yaitu
cabe jawa, temulawak, kunyit, jati belanda, sambiloto, jahe, mengkudu, salam, dan jambu biji17. Dari
sembilan tanaman tersebut, tanaman salam (Syzygium polyanthum Wight) merupakan tanaman yang
telah lama dikenal masyarakat Indonesia sebagai bumbu dapur atau rempah karena memiliki aroma khas
yang bisa menambah kelezatan makanan dengan harga yang murah, serta tidak sulit untuk didapatkan
karena tanaman ini dapat tumbuh liar maupun ditanam di pekarangan rumah, baik itu daerah dataran

rendah maupun daerah pegunungan. Masyarakat selain menggunakan daun salam sebagai bumbu dapur
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juga mengkonsumsi ekstrak dan rebusan daun salam untuk mengobati asam urat, diare,
h18,19

menurunkan kadar kolesterol, dan melancarkan peredaran daral . Berkumur rebusan daun salam
dipercaya dapat menghambat pembentukan plak gigi dan menyembuhkan penyakit reccurent aphtous
stomatitis (RAS) yang perawatannya biasa menggunakan antiseptik, antibakteri topikal dan obat
antiinflamasi®. Daun salam memiliki kandungan senyawa aktif yaitu flavonoid, tanin, alkaloid, dan minyak
asiri 0,2% yang dipercaya menmiliki efek farmakologis®. Saleha dkk pada tahun 2015 melakukan studi
pengaruh konsentrasi ekstrak etanol daun salam terhadap pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun salam yang paling poten menghambat
pertumbuhan bakteri tersebut adalah konsentrasi 40% dibandingkan dengan penggunaan konsentrasi
20%, 10%, 5%, dan 2,5%°22. Berdasarkan uraian diatas, tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
daya hambat ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum wight) terhadap pertumbuhan bakteri

Porphyromonas gingivalis secara in vitro.
METODE

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan posttest only control group design.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam Universitas Andalas dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Andalas. Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu biakan murni bakteri Porphyromonas gingivalis
yang peroleh dari Laboratorium Oral Biologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Indonesia. Sampel total
berjumlah 30 dibagi 6 kelompok yaitu konsentrasi ekstrak daun salam 2,5%, 5%, 10%, 20%, 40% dan
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) sebagai kontrol.

Daun salam yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari Kelurahan Kampung Lapai,
Kecamatan Nanggalo, Kota Padang. Sebanyak 2 kg daun salam tua yang terletak pada bagian pangkal
ranting dibersihkan dengan cara dicuci dibawah air mengalir dan dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan tanpa terpapar sinar matahari langsung selama 7 hari. Daun yang telah kering dihaluskan
menggunakan blender sehingga didapat simplisia daun salam. Simplisia ini kemudian dimaserasi
menggunakan pelarut etanol 96% sampai semua bahan terendam selama 3x24 jam dengan sesekali
dilakukan pengadukan. Hasil maserasi tersebut disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan
residu dan filtrat. Filtrat tersebut lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 37°C selama
kurang lebih 6 jam sehingga diperoleh ekstrak daun salam murni dengan konsentrasi 10092232,
Pembuatan ekstrak daun salam dengan konsentrasi yang berbeda didapatkan dengan melakukan
pengenceran pada ekstrak daun salam dengan konsentrasi 100% menggunakan pelarut DMSO.

Biakan murni bakteri Porphyromonas gingivalis diambil dengan menggunakan ujung jarum &se
steril, lalu digoreskan secara zig-zag pada seluruh media agar darah dan dioleskan secara merata.
Kemudian diinkubasi menggunakan inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam dalam suasana anaerob
dengan menggunakan anaerob jar yang berisi gaspak. Bakteri yang telah diinkubasi diambil koloninya dari
media agar darah dengan menggunakan jarum ése steril kemudian dimasukkan kedalam tabung volume

10 ml yang berisi NaCl 0,9% sampai kekeruhannya sama dengan standar McFarland 0,5%>%%%.
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Kertas cakram dibuat menggunakan 4 lapis kertas saring yang dipotong dengan

pelubang kertas berdiameter 5 mm sehingga didapat kertas cakram berbentuk bulat lalu di sterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit*®. Selanjutnya kertas cakram direndam kedalam
tabung reaksi yang berisi ekstrak daun salam dengan konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%, serta
pelarut DMSO selama 15 menit.

Uji daya hambat dilakukan dengan metode Kirby-Bauer menggunakan kertas cakram dengan cara
setiap cawan petri yang berisi media agar Mueller Hinton yang telah disterilkan dimasukkan suspensi
bakteri dengan menggunakan kapas lidi steril yang dicelupkan kedalam tabung reaksi yang telah berisi
suspensi bakteri. Kemudian kapas lidi tersebut ditekan pada dinding tabung untuk menghindari jumlah
bakteri yang berlebihan lalu diusapkan dengan merata ke seluruh permukaan media agar Mueller Hinton.
Kertas cakram yang telah direndam ditempelkan pada media agar Mueller Hinton menggunakan pinset
steril yang kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dalam suasana anaerob®>®.

Pengukuran zona hambat dilakukan setelah 24 jam masa inkubasi. Pengukuran ini dilakukan dengan
menggunakan jangka sorong dengan cara mengukur diameter vertikal dan horizontal zona bening yang

terbentuk di sekitar kertas cakram pada cawan petri dengan menggunakan rumus®:

(Dv - Ds) + (Dn - Ds)
D= >

Keterangan :

D = diameter zona hambat (mm)

Dy = diameter zona hambat vertikal (mm)
Dy = diameter zona hambat horizontal (mm)
Ds = diameter kertas cakram (mm)

Gambar 1. Pengukuran diameter zona hambat

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengukuran rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada Tabel 5.1.
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Tabel 1. Rata-rata diameter zona hambat

Kel K Diarreter zona harrbat (mm)
oo " *2sd
DMSO 5 0+0
Ekstrak daun salam 2,5% 5 194+019
Ekstrak daun sslam 5% 5 343+015
Ekstrak daun salam 10% 5 536+016
Ekstrak daun salam 20% 5 640+015
Ekstrak daun salam 40% 5 7,86+023

Tabel 1. menunjukkan bahwa DMSO sebagai kontrol perlakuan tidak memiliki zona hambat dan
ekstrak daun salam konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% memiliki zona hambat. Berdasarkan rata-
rata dan standar deviasi, zona hambat terkecil dibentuk oleh ekstrak daun salam konsentrasi 2,5% dengan
rata-rata diameter 1,94 mm dan standar deviasi = 0,19 mm sedangkan zona hambat terbesar dibentuk
oleh ekstrak daun salam konsentrasi 40% dengan rata-rata diameter 7,86 mm dan standar deviasi + 0,23
mm.

Uji Saphiro Wilk didapatkan nilai p = 0,054 (p>0,05) yang berarti bahwa distribusi data normal. Uji
Levene test didapatkan p = 0,649 (p>0,05) yang berarti bahwa varian data homogen. Selanjutnya
dilakukan uji One Way Anova untuk mengetahui perbedaan diameter zona hambat rata-rata kelompok

perlakuan. Hasil uji One Way Anova dapat dilihat pada Tabel 5.2.

Tabel 2. Hasil Uji One Way Anova

QeV¥y/Ana
o] M p
Dieneter zrelentiet 4 Z62 QD

Hasil uji One Way Anova pada Tabel 5.2. menunjukkan nilai p<0,05 yang berarti terdapat perbedaan
bermakna antara ekstrak daun salam konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis. Untuk mengetahui perbedaan hambatan antar kelompok

perlakuan, maka dilakukan analisis Post Hoc LSD. Hasil analisis Post Hoc dapat dilihat pada Tabel 5.3.

Tabel 3. Hasil Analisis Post Hoc LSD

Ekstrak daun salam

Kelompok perlakuan
DMSO 25% 5% 10% 20% 40%
DMSO - 0000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ekstrak daun salam 2,5% - 0,000 0,000 0,000 0,000

Ekstrak daun salam 5% - 0,000 0,000 0,000
Ekstrak daun salam 10% - 0,000 0,000
Ekstrak daun salam 20% - 0,000
Ekstrak daun salam 40% -

Hasil Analisis Post Hoc LSD pada Tabel 5.3. menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan

antara masing-masing kelompok perlakuan dengan nilai p<0,05.
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Hasil yang diperoleh dari penelitian ini adalah tidak terbentuknya zona hambat pada

kelompok kontrol DMSO. Hal ini menunjukkan bahwa DMSO tidak bersifat bakterisida, sehingga aktivitas
antibakteri yang diperoleh dari variasi konsentrasi ekstrak daun salam tidak dipengaruhi oleh pelarutnya.
Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Asifa dkk tahun 2014 yang menunjukkan
bahwa DMSO tidak memiliki aktivitas antibakteri®”.

Ekstrak daun salam konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% pada penelitian ini dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis yang ditandai dengan terbentuknya zona
hambat di sekitar kertas cakram. Zona hambat dapat terbentuk karena ekstrak daun salam mengandung
senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, dan minyak atsiri yang mempunyai sifat antibakteri. Gugus hidroksil
pada struktur senyawa flavonoid yang terdapat didalam ekstrak daun salam ini dapat merusak dinding sel
bakteri yang terdiri dari lipid dan asam amino dengan mengubah komponen organik dan transportasi
nutrisi dari bakteri. Hal ini mengakibatkan senyawa flavonoid didalam ekstrak ini dapat masuk kedalam inti
sel bakteri dan bereaksi dengan DNA, dengan adanya perbedaan kepolaran antara lipid penyusun DNA
dengan flavonoid mengakibatkan lipid DNA menjadi rusak dan bakteri menjadi lisis serta mengalami
kematian sel*. Senyawa tanin didalam ekstrak ini memiliki sifat pengelat yang mampu mengerutkan
membran sel bakteri dan menyebabkan permeabilitas sel, sehingga metabolisme bakteri menjadi
terganggu dan akhirnya bakteri menjadi lisis dan mati**. Senyawa alkaloid didalam ekstrak ini dapat
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri dengan cara memutus ikatan
peptidoglikan yang dapat mengakibatkan lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk secara utuh, sehingga
menyebabkan kematian pada sel bakteri tersebut®®. Eugenol pada minyak atsiti yang terdapat didalam
ekstrak ini memiliki sifat hydropobic (tidak larut dalam air) yang memudahkannya masuk ke
lipopolisakarida dari membran sel dan mengubah struktur dari dinding sel tersebut. Perubahan struktur
dinding sel ini, dapat mengakibatkan kebocoran pada bagian intrasel dan menyebabkan kematian sel®.

Tabel 5.1. menunjukkan bahwa besar zona hambat yang terbentuk berbeda-beda pada tiap
konsentrasi. Perbedaan zona hambat dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu kategori sangat kuat dengan
zona hambat > 20 mm, kategori kuat dengan zona hambat antara 10 — 20 mm, kategori sedang dengan
zona hambat 5 — 10 mm, dan kategori lemah dengan zona hambat < 5 mm®’. Dari hasil pengelompokan
tersebut, maka ekstrak daun salam yang digunakan dengan konsentrasi 2,5% dan 5% tergolong kedalam
kategori lemah, sedangkan konsentrasi 10%, 20%, dan 40% tergolong kedalam kategori sedang. Hasil ini
berbeda dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Saleha dkk pada tahun 2014 dengan
menggunakan  konsentrasi dan ekstrak yang sama terhadap bakteri  Agregatibacter
actinomycetemcomitans bahwa dengan konsentrasi 40%, ekstrak daun salam sudah poten menghambat
pertumbuhan bakteri dengan membentuk diameter 14,34 mm yang mana termasuk kedalam kategori
kuat”. Hal ini dapat terjadi karena dipengaruhi oleh perbedaan asal tanaman dan proses ekstraksi
tanaman, mengingat berbedanya kondisi geografis serta perubahan iklim yang mengakibatkan
bervariasinya kandungan senyawa kimia dari suatu tanaman®. Tidak hanya dari tanaman yang digunakan
saja, hal ini juga dapat diakibatkan oleh penggunaan bakteri yang berbeda. Bakteri yang digunakan pada
penelitian ini merupakan bakteri obligate anaerob dan berkapsul, sedangkan pada penelitian Saleha dkk
pada tahun 2014 menggunakan bakteri fakultatif anaerob dan tidak berkapsul?. Bakteri fakultatif anaerob

merupakan bakteri yang dapat hidup dengan baik apabila ada oksigen maupun tidak ada oksigen,
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sedangkan bakteri obligate anaerob merupakan bakteri yang hanya dapat hidup apabila

tidak terdapat oksigen. Kapsul yang terdapat pada bakteri berfungsi sebagai pelindung bakteri dengan
menghambat akses fagosit ke dinding sel bakteri sehingga reseptor dari fagosit tidak dapat mengenali
molekul karbohidrat pada permukaan bakteri®*****.

Hasil uji One Way Anova pada tabel 5.2. menunjukkan nilai p<0,05 yang berarti terdapat perbedaan
bermakna antara ekstrak daun salam konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis serta hasil analisis Post Hoc LSD pada Tabel 5.3.
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antara masing-masing kelompok perlakuan dengan
nilai p<0,05. Zona hambat yang paling besar dibentuk oleh ekstrak daun salam dengan konsentrasi 40%
dan zona hambat yang paling kecil dibentuk oleh ekstrak daun salam dengan konsentrasi 2,5%.
Penurunan diameter zona hambat mulai terjadi pada konsentrasi 20%, 10%, 5%, dan 2,5%. Hal ini
menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi ekstrak daun salam, maka semakin besar zona hambat
yang terbentuk. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Pratiwi dkk tahun 2015 bahwa
konsentrasi yang lebih tinggi mempunyai daya hambat yang lebih besar karena semakin tinggi konsentrasi
ekstrak maka kadar zat aktif yang terisolasi juga semakin tinggi*>. Penelitian yang dilakukan oleh Saleha
dkk tahun 2014 mengenai pengaruh konsetrasi ekstrak etanol daun salam terhadap bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans juga menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak etanol
daun salam berbanding lurus dengan peningkatan daya antibakteri. Didalam penelitiannya didapatkan
hasil bahwa ekstrak etanol daun salam dengan konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% secara

berurutan memiliki zona hambat sebesar 14,34 mm, 13,53 mm, 12,31 mm, 11,2 mm, dan 9,52 mm?%.
SIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah terdapat perbedaan daya hambat yang signifikan dari masing-
masing ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum Wight) konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%
terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis secara in vitro. Semakin tinggi konsentrasi
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum Wight) maka semakin besar daya hambatnya. Konsentrasi
ektrak daun salam (Syzygium polyanthum Wight) yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Porphyromonas gingivalis secara in vitro diantara kelompok perlakuan adalah ekstrak daun salam

(Syzygium polyanthum Wight) dengan konsentrasi 40%.
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