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ABSTRAK

Streptococcus mutans adalah bakter! kariogenik utama dalam rongga mulut. Penjagaan keseimbangan flora rongga mulut
mampu mencegah terjadinya karies. Beluntas (Pluchea indica Less) mengandung beberapa zat dan aktif telah banyak digunakan
di kalangan masyarakat sebagai tanaman obat tradisional. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan pertum-
buhan in vitre S. mutans terhadap pemberian ekstrak daun beluntas.

Streptococcus mutans yang dibiakkan pada Mueller Hinton Agar {MHA) diberi paparan ekstrak etanol daun beluntas den-
gan konsetrasi 5%, 10%, 20%, dan 40%. Sebagai kontrol positif dan negatif, berturut turut digunakan klorheksidin glukonat ©,2%
dan akuades steril. Zona hambatan pertumbuhan bakteri setelah dinkubasi 24 jam kemudian diukur. Konsentrasi ekstrak terkecil
yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri kemudian diuji kekifi lanjut menggunakan uji dilusi untuk menentukan Konsentrasi
Hambat Minimum, Selurub penelitian dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kemampuan pertumbuhan in vitro 5. mutans terthambat dengan pemberian ekstrak
daun beluntas lebih dan 10%. Pada pemberian ekstrak dengan konsentrasi 40%, kemampuan penghambatan pertumbuhan bak-
teri setara dengan pembearian klorheksidin glukonat 0,2% (p<0,05). Pada uiji dilusi, pemberian ekstrak dengan konsentrasi kurang
dari 10% masih menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri. Maj Ked Gi, Juni 2009, 16(1}. 1-6

Kata kunci: Streptococcus mutans, ekstrak etanol daun beluntas, pertumbuhan bakteri

ABSTRACT

Streptococcus mutans is the most important cariogenic bactera in oral cavity. Maintenance of microbial balance in oral
cavity may play role in caries prevention. Beluntas leaf (Pluchea indjca Less), that contains active ingredients, has some antibacte-
riaf effects and has been widely used as traditional medicines. The aim of this study is to examine in vitro growth capability of 5.
mutans with the application of belunias leaves extract.

S mutans, cultured on Mueifer-Hinton Agar were exposed with ethanol exiract of beluntas leaves which had been diluted
in aguadest and gave final concentration of 5%, 10%, 20%, 30%, and 40%. Sterile aquadest and 0.2% of Chiorhexidine gluconate
were used as negative and positive control, respectively. Clear zone on the agar piate, indicated as growth inhibition zone of aver-
might culture were then measured. The smalfest conceniration that was able fo inhibit bacterial growing from the previous resuft,
was then further analysed using dilution test method to decide Minimal Inhibition Concentration. All the experiments were done
triplicate.

The result of this study showed that the in vivo growth of 5. mutans is able to be inhibited by the application of more than
10% of beluntas leaves extract. The more concentration of the extract, the larger of bacterial inhibition zone. There is a sirnilar
inhibition poterttial towards bacterial growth between the beluntas leaves extract concentration of 40% and positive controf groups
{p<0,05). On dilution test method, extract concentrations of less than 10% stiff show bacterial growing. Maj Ked Gi; Juni 2008, 16(1):
1-6
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PENDAHULUAN laktobasilus merupakan odontopatogen utama yang
terlibat di dalam perkembangan penyakit karies pada

Di dalam mulut terdapat lebih dari 500 spe- manusia dan binatang.? Streptococcus mutans dap-

sies mikroorganisme’ Mikroorganisme tersebut pada
dasarnya mefupakan flora normal yang tidak meng-
ganggu kesehatan pejamu jika berada dalam jumlah
yang terkendali satu sama lain. Karena beberapa se-
bab, keseimbangan ekologi mulut dapat terganggu
sehingga dapat menimbulkan berbagai masalah da-
lam mulut. Streptococcus mutans dan bakieri-bakteri

at tumbuh di lingkungan dengan suasana pH yang
amat rendah. Bakteri ini mampu memproduksi asam,
Mmempunyai Sistem transport gula, dan mempunyai
toleransi terhadap asam. *

Streptococcus mutans adalah bakteri o -
hemolitikus dari golongan viridan streptococci yang
pada rongga mulut berpotensi untuk menimbui-
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kan terjadinya karies. Virulensinya adalah dengan
melakukan metabolisme karbehidrat yang dapat
menimbulkan permukaan gigi rentan terhadap de-
mineralisasi jaringannya.® Streptococcus multans
memiliki beberapa sifat-sifat khusus yang berperan
pada patogenesis karies serta mempunyai kemam-
puan melekat pada permukaan gigi dengan bantuan
adhesin serta polimer glukan yang tidak larut air.®
Sebagai konsekuensinya, 5. mutans akan menem-
pel pada komponen-komponen yang terdapat pada
permukaan gigi, seperti substrat, glikoprotein saliva,
matriks ekstraseluier, komponen serum, se! inang
serta mikroorganisme lain.

Diperlukan upaya yang terus menerus untuk
menjaga keseimbangan flora rongga mulut. Salah
satu upaya tersebut adalah penggunaan bahan anti-
septik rongga mulut dari bahan alam maupun sintetis
yang banyak tersedia di lingkungan sekitar maupun
yang telah dikemas secara komersial dalam berbagai
macam bentuk sediaan. Salah satu bahan alam yang
bermanfaat bagl kesehatan adalah tanamarn belun-
tas (Pluchea indica Less). Di kalangan masyarakat,
selain dipergunakan sebagail lalapan, beluntas di-
laperkan dipergunakan untuk menurunkan demam,
mengatasi bau mulut, serta menyembuhkan luka.®
Beberapa bahan aktif di dalam minyak esensial dan
ekstrak daun beluntas diketahui mempunyai khasiat
sebagai anticksidan, antibakteri, anti-inflamasi, dan
imunostimulasi.®'* Ekstrak etanol daun beluntas dike-
tahui mampu menekan pertumbuhan Escherichia
coli in vitro, dengan Kadar Bunuh Minimum (KBM}
terhadap E. coli pada konsentrasi 25%.'* Lebih lan-
jut, ekstrak air daun beluntas diketahui mempunyaf
efek imunostimulasi terhadap mencit Swiss Wab-
ster betina. Ekstrak air daun beluntas dengan dosis
150mg/kg BB mempunyai efek immunostimulast se-
dang. Ekstrak ini diketahui mempu menstimulasi re-
spon imun humoral maupun selufar,”

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kemampuan pertumbuhan Streptococcus mutans
inn vitro terhadap pemberian ekstrak daun beluntas
{Piuchea indica Less).

METODE PENELITIAN

Daun beluntas diperoleh dari daerah Pakem,
Sleman, DIY dan dilakukan determinasi tanaman
oleh tenaga ahli dari bagian Biologi Farmasi, Fakultas
Farmasi UGM, Yogyakarta. Ekstraksi daun beluntas
akan dilakukan di LPPT UGM, Yogyakarta, sedang-
kan uji mikrobiclogi dilakukan di Bagian Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Hewan UGM.

Daun beluntas dicuci bersik lalu dikeringkan
pada suhu 45°C selama 24 jam kemudian diserbuk
dengan mesin penyerbuk dengan saringan diameter
lubang 1mm. Serbuk daun beluntas ditambahkan
etanol 96% dan diaduk selama 30 menit. Setelah
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didiamkan 24 jam, larutan kemudian disaring. Pen-
yarian dilakukan sebanyak 3 kali pada filtrat. Filtrat
yang didapatkan kemudian diuapkan dengan pen-
guap putar (Rolary Vacuum Evaporator} pada suhu
70°C. Ekstrak kental yang dihasilkan dituang dalam
cawan porselin dan dipanaskan dengan pemanas
waler bath sambil terus diaduk. Dari proses yang
telah dilakukan diketahui bahwa rata-rata penyusu-
tan berat basah menjadi berat kering adalah sekitar
13.57%.'%

Ekstrak daun beluntas dilarutkan dengan cara
diencerkan dengan akuades sehingga diperoleh kon-
sentrasi 5%, 10%, 20%, 30%, 40% Kontrol negatif
menggunakan akuades steril. Klorheksidin glukonat
0.2% digunakan sebagai kontrol positif.

Stok bakteri Streptococcus mutans ditanam
pada media agar Brain Heart Infusion (BHI) dan di-
inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Di hari
berikutnya, satu koloni kuman dari biakan dimasuk-
kan di dalam 0,5 ml media cair BHI dan diinkubasi
selama 18 jam pada suhu 37°C. Perturnbuhan bak-
teri ditandai dengan adanya kekeruhan. Suspensi
bakteri diencerkan dengan media BHI cair sehingga
kekeruhan setara dengan larutan standar Brown Il
108 CFU/ mi.

Suspensi bakteri 108 CFU/mI sebanyak 500p]
dioleskan pada permukaan media Mueller Hinton
Agar (MHA} dengan menggunakan kapas lidi steril.
Dalam satu cawan petri dibuat 7 sumuran dengan di-
ameter 7 mm. Sumuran diisi berbagai konsentrasi ek-
strak daun beluntas yang telah ditentukan (5%, 10%,
20%, 30% dan 40%), larutan kontrol positif (klor-
heksidin glukonat 0.2%) dan larutan kontrol negatif
(akudes steril). Cawan petri diinkubasi dilakukan
pada suhu 37¢ C sefama 24 jam. Zona terang (clear
zone) di sekeliling sumuran yang menunjukkan tidak
adanya pertumbuhan bakteri diukur dengan cara:
diameter luar zona hambatan dikurangi diameter
sumuran kemudian dibagi dua. Pengukuran dilaku-
kan pada 3 titik, yaitu 2 garis vertikal dan horizontal
yang saling tegak lurus dan 1 titik dengan sudut 452
dari garis vertikal, kemudian diambil reratanya.®

Berdasar hasil uji difusi di atas, diketahui
bahwa konsentrasi ekstrak etanol daun beluntas ter-
endah yang tidak menampakkan adanya pertumbu-
han adalah kelompok konsetrasi 10%. Kadar Hambat
Minimum (KHM) ditetapkan dengan mikroba uji pada
media kaldu BHI. Biakan 5. mutans sebanyak 10pl di
paparkan pada 1 ml ekstrak daun beluntas dengan
konsentrasi 6,5%, 7.5%, 8,5%, dan 9,5% selama 3
menit. Suspensi ekstrak-bakteri diambil sebanyak
10y, ditanam pada kaldu BHI kemudian diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Larutan uji ek-
strak pada kadar terkecil yang terlihat jernih tanpa
adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan seba-
gai Kadar Hambat Minimum (KHM). Larutan KHM
selanjutnya dikultur ulang pada media agar tanpa
penarmbahan mikroba yji ataupun agen antimikroba
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dan diinkubasi selama 18-24 jam. Media agar yang
tidak menunjukkan adanya pertumbuban ditetapkan
sebagai Kadar Bunuh Minimum (KBM).'® Penelitian
dilakukan ulangan tiga Kali untuk setiap kelompok.

Data yang dipercleh dianalisis dengan meng-
gunakan ANAVA (analisis variansi) dengan a = 0,05,
selanjutnya dilakukan Uji Bonferroni antar masing-
masing konsentrasi ekstrak etanol daun beluntas
dan kelompok kantrol.
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Gambar 1. Induksi Berbagai Konsentrasi Ekstrak
Etano! Daun Beluntas terhadap Pertumbuhan
Pertumbuhan S. mutans pada Uji Difusi

Zona Hambatan Ekstrak Beluntas terhadap Streptococcus mutans
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Gambar 2. Grafik rerata zona hambatan
pertumbuhan S. mutans dengan pemberian
berbagai konsentrasi ekstrak etanol
daun beluntas

Gambar 3. Uji Difusi untuk mencari Konsentrasi
Hambat Minimum berbagai konsentrasi ekstrak
etaneol daun beluntas terhadap pertumbuhan
S. mutans pada Media BH\ (a) dan MHA (b).
Pertumbuhan bakteri yang berupa massa biofilm
bakteri pada permukaan media cair dan menempel
pada dinding tabung (tanda panah})

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemberian ekstrak etanol daun beluntas den-
gan konsentrasi 5%, 10%, 20%, 30% dan 40% terh-
adap pertumbuhan S. mutans pada uji difusi dapat
dilihat pada Gambar 1.

Aplikasi ekstrak etanol daun beluntas ke
dalam sumuran (diameter 7mm) pada media agar
menyebabkan penekanan pertumbuhan bakteri
yang terlihat dengan adanya zona hambatan berupa
daerah transparan di sekeliling sumuran.

Gambar 1 di atas menampilkan rerata dan
simpangan baku zona hambatan pertumbuban
5. mutans dari setiap kelompok perlakuan dan
kelompok Kontrol. Ditunjukkan pada gambar tersebut,
bahwa ekstrak etanol daun beluntas 5% sama sekali
belum mampu mempengaruhi pertumbuhan bakteri.
Ekstrak baru terlihat mempunyai efek menekan
pertumbuhan bakteri pada konsentrasi 10%.
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Peningkatan konsentrasi ekstrak memberikan efek
peningkatan zona hambatan pertumbuhan bakteri.

Ui ANOVA 1 jalur dilakukan untuk melihat
perbedaan pengaruh masing-masing konsentrasi
ekstrak terhadap pertumbuhan bakteri. Hasil uji (tabel
1) menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
(p<0.05) zona hambatan pertumbuhan bakteri akibat
pemberian berbagai konsentrasi ekstrak etanol daun
beluntas.

Tabel 1. Rangkuman Hasil ANOVA 1 Jalur Zona
Hambatan Pertumbuhan S.mutans terhadap
Pemberian Berbagai Konsentrasi Ekstrak Etanol
Daun Beluntas

ANOVA
satu
Jalur
of 1] NS F P value Sig.
{p<0.05)
Antar & 437.3 72.88 1338 P<{.0001
Kelom-
pok
Dalam 14 0.7625 0.05447
Kelom-
ok
Total 20 438.0

Uji Bonferroni menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan bermakna (p<0.01) antar kelompok
perlakuan maupun kontrol. Bila dibandingkan
kelompok kontrol positif, terdapat perbedaan yang
signifikan (p<0.01) pada hampir seluruh konsentrasi
ekstrak yang diujikan, kecuali pada konsentrasi
ekstrak 40%. Konsentrasi ekstrak 5%, 10%, 20%,
dan 30% diketahui mempunyai kemampuan lebih
rendah dalam menghambat pertumbuhan bakteri
bila dibandingkan dengan klorheksidin glukonat.
Konsentrasi ekstrak daun beluntas 40% terlihat
mempunyai kemampuan yang setara dengan
kemampuan klorheksidin giukonat sebagai kelompok
kontrol dalam menekan pertumbuhan bakteri.

Konsentrasi terendah ekstrak etanol daun
beluntas yang mampu menghambat pertumbuhan
8. mutans adalah 10%. Konsentrasi ini kemudian
digunakan untuk mencari Konsentrasi Hambat
Minimum {KHM) dengan metcde ditusi. Konsentrasi
yang digunakan pada ujt dilusi adalah 6,5%, 7,5%,
8.5% 9,5% dan 10%. Ternyala pada konsentrasi
tersebut, masih didapatkan pertumbuban bakteri
{(Gambar 3a), walaupun pada metode difusi,
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konsentrasi 10% sudah menunjukkan adanya
penghambatan pertumbuhan. Sebagai konfirmasi,
dari media uji dilusi, kemudian ditumbuhkan kembali
pada media agar, dan ternyata memang masih
terdapat pertumbuhan S. mutans (Gambar 3b).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
kemampuan pertumbuban bakteri 8. mutans
setelah dibert paparan ekstrak etanol daun beluntas
pada berbagai variasi konsentrasi. Dari uji difusi
diketahui bahwa hambatan pertumbuhan bakteri
setelah terpapar ekstrak etanol daun beluntas 40%
setara dengan hambatan bakteri yang terpapar
klorheksidin glukonat 0,2% sebagai larutan kontrof
positif. Klorheksidin glukonat sebagai kontrol positif
adalah bahan antimikrobial, termasuk mikroba oral
dan secara luas dipergunakan sebagai zat aktif obat
kumnur.

Daya anti bakteri maupun anti jamur dari
minyak esensial daun beluntas banyak digunakan
untuk menghambat pertumbuhan patogen-patogen
yang merugikan tubuh, termasuk patogen oral.™'"
Alkatoid, flavonoid, tanin, minyak esensial, serta
saponin yang terkandung pada daun beluntas
»18 diperkirakan mempunyai potensi sebagai zat
antibakteri dan mampu menghambat pertumbuhan
bakteri 8. mutans pada media agar. Beberapa terpen,
lignan glikosida dan terpenic glycosides telah berhasil
diisolasi dari daun beluntas.*? Terpen mempunyai
aktivitas antibakteri dengan cara merusak membran
sel dan menyebabkan kebocoran ion K* 2. Ekstrak
daun beluntas diketahui mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus epidermidis,
dan diketahui bahwa aktivitas antibakteri yang paling
tinggi terdapat pada ekstrak n-Heksan.'® Dinyatakan
pula oleh Susanti, Rimayanti dan Sukmanadi '
bahwa ekstrak etanol daun beluntas juga berpotensi
menekan pertumbuhan Escherichia coli in vitro.
Ditunjukkan dalam beberapa penelitan bahwa
minyak esensial yang terkandung di dalamnya
mempunyai  kemampuan sebagai  antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Coryhebacterium Sp, Pseudomonas
aeruginosa, dan Bacilius sp.10#22

Konsentrasi ekstrak 40% ternyata
menimbulkan zona  hambatan  pertumbuhan
bakieri yang setara (p>0,05) bila dibandingkan
dengan kontrol positif. Pada pra-penelitian yang
dilakukan sebelumnya, didapatkan bahwa dengan
pemberian konsentrasi ekstrak 60%, zona hambatan
pertumbuhan bakteri lebih besar daripada kontrol
positif. Namun, sediaan ekstrak kental dengan
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konsentrasi 60% mempunyai daya kelarutan yang
rendah terhadap akuades sebagai bahan pelarutnya.
Akuades diketahui tidak mempunyai daya kelarutan
yang optimum terhadap ekstrak daun beluntas,
terutama pacda konsentrasi pekat diatas 40%. Dengan
pelarut akuades, selalu terdapat sisa resin dari
ekstrak yang tertinggal dan mengendap pada dasar
tabung. Berdasarkan temuan tersebut, ditentukan
konsentrasi terbesar adalah 40%, yang diperkirakan
dapat terlarut secara maksimum pada akuades.
Dengan demikian, diperkirakan bahwa dengan
konsentrasi ekstrak daun beluntas 40% kemampuan
penghambatan pertumbuhan bakteri tidak berbeda
jauh dengan klorheksidin glukonat 0,2% yang banyak
dipergunakan sebagai zat akiif pada sediaan obat
kumur yang tersedia di pasaran. Konsentrasi ekstrak
10% adalah konsentrasi terkecil yang mampu
menghambat pertumbubhan bakteri pada uji difusi.
Pada uji dilusi untuk mendapatkan Konsentrasi
Hambat Minimal {(KHM) dengan konsentrasi menurun
ekstrak daun beluntas sebesar 9,5%, 8,5%, 7.5%
dan 6, 5% ternyata masih didapatkan pertumbuhan
bakteri pada semua konsentrasi. Diduga ada
dua kemungkinan pertumbuhan bakteri tersebut.
Kemungkinan pertama adalah bahwa masih terdapat
sedikit pertumbuhan koleni di zona hambatan yang
tidak terlihat oleh mata telanjang. Bila hal tersebut
benar, maka diperkirakan KHM adalah sedikit di
atas konsentrasi 10%. Kemungkinan lain adalah
paparan ekstrak daun beluntas terhadap bakteri
yang dilakukan selama 3 menit sebelum inckulasi ke
dalam megdia belum mampu mempengaruhi kondisi
bakteri, dan memungkinkan terjadinya pertumbuban
bakteri ketika diinkubasi.

KESIMPULAN

Pertumbuhan bakteri S. mutans terhambat
dengan pemberian ekstrak etanol daun beluntas
konsetrasi di atas 10%. Daya hambat pertumbuhan
5. mutans pada pemberian ekstrak daun beluntas
konsetrasi 40% setara dengan klorheksidin glukonat
0,2%.
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