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ABSTRACT

Background: Biofilm begins with formation of pelicle and within a minutes the
colonization of bacteria attached to surface of the teeth. One of early bacteria
attached was Streptococcus mutans. This study used 25% beluntas leaf extract
in influencing the growth of Streptococcus mutans biofilm. The purpose of study
was to investigated effect of 25% beluntas leaf extract on Streptococcus mutans
biofilm.

Methods: This research was experimental laboratory with post test only control
design, consist of four treatment groups, 25% beluntas leaf extract and 0.12%
chlorhexidine incubated 24 hours and 48 hours. Biofilm formation was measured
by calculating Optical Density using a spectrophotometer. Data analysis was
performed using One Way Anova test followed by Post Hoc LSD test.

Result: The results showed that beluntas leaf extract could influence the
formation of S.mutans biofilm but the effect in inhibiting biofilm formation is still
not as good as chlorhexidine. It is known from the results of One Way Anova
25% beluntas leaf extract and 0.12% chlorhexidine incubated for 24 hours and
48 hours showed significant difference (p <0.05).

Conclusion: The conclusion of this research is the effect of beluntas leaf extract
(Pluchea indica (L.) Less) 25% to Streptococcus mutans biofilm in vitro.

PENDAHULUAN

biofilm*.

Menurut data WHO global oral health,
masalah tertinggi yang dialami oleh
masyarakat pada rongga mulut adalah karies
dan periodontitis’. Karies adalah kerusakan
jaringan keras gigi disebabkan oleh beberapa
faktor diantaranya host, mikroorganisme
dan diet karbohidrat. Awal terjadinya karies
secara visual ditandai adanya white spot
pada permukaan gigi®. Mikroorganisme
yang berperan besar terhadap karies yaitu
Streptococcus mutans®. S.mutans dapat
mensintesis glikogen intraseluler polisakarida
(IPSs) dari glukosa dan sukrosa ekstraseluler
serta menghasilkan mutacins atau bakteriosin
sebagai faktor penting dalam pembentukan
kolonisasi bakteri S.mutans di dalam lapisan

Tahap pertama dalam pembentukan
biofilm (plak) diawali dengan terbentuknya
pelikel yang muncul dalam beberapa menit
setelah gigi dibersihkan. Dalam beberapa
menit kolonisasi bakteri terbentuk pada
permukaan pelikel dan salah satu bakteri
awal yang menempel yaitu S.mutans®. Bakteri
yang menempel pada permukaan gigi akan
berproliferasi dan menghasilkan matriks
Extracellular Polymeric Substances (EPS)
sehingga terjadi pembentukan lapisan biofilm®.
Lapisan Extracellular Polymeric Substances
(EPS) dapat meningkatkan kelangsungan
hidup koloni dengan cara membungkus seluruh
koloni mikroorganisme supaya sulit ditembus
oleh agen dari luar seperti antibiotik. Jika tidak
dihilangkan biofilm mengalami pematangan
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dan menyebabkan karies gigi, gingivitis, dan
periodontitis’.

Dewasa ini, di dalam bidang kedokteran
gigi telah memanfaatkan bahan alam sebagai
altenatif pengobatan. Bahan alami yang
dimanfaatkan adalah daun beluntas (Pluchea
indica (L.) Less). Tanaman beluntas (Pluchea
indica (L.) Less) merupakan tumbuhan semak
yang bercabang banyak biasanya digunakan
sebagai tanaman pagar. Bagian dari tanaman
beluntas yang dipakai adalah daunnya
karena memiliki banyak senyawa aktif yang
mampu digunakan untuk mengatasi masalah
kesehatan pada rongga mulut terutama gigié.
Senyawa aktif yang terkandung dalam daun
beluntas diantaranya flavonoid, alkaloid,
saponin, polifenol, tannin, sterol, natrium,
minyak asitri, asam amino, lemak, kalsium,
magnesium, fosfor, vitamin A, vitamin C°.

Dalam penelitian terdahulu menunjukkan
bahwa konsentrasi 25% ekstrak daun beluntas
(Plucheaindica (L.) Less) memiliki daya hambat
sebanding dengan chlorhexidine 0,12% dalam
menghambat diameter bakteri S.mutans®.
Chlorhexidine memiliki kekurangan yaitu dapat
menyebabkan rasa tidak enak pada mulut dan
mengakibatkan stain pada gigi. Sehingga
dapat digunakan altenatif pengobatan herbal
yaitu ekstrak daun beluntas™®.

Penulis ingin  melakukan  penelitian
untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun
beluntas (Pluchea indica (L.) Less) 25%
dan chlorhexidine 0,12% terhadap biofilm
Streptococcus mutans. Penelitian ini bertujuan
mengetahui pengaruh ekstrak daun beluntas
(Pluchea indica (L.) Less) 25% terhadap
pertumbuhan biofilm Streptococcus mutans
yang diinkubasi selama 24 jam dan 48 jam serta
mengetahui perbedaan antara ekstrak daun
beluntas (Pluchea indica (L.) Less) 25% dan
chlorhexidine 0,12% terhadap pertumbuhan
biofilm Streptococcus mutans.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian analitik
eksperimental laboratorium dengan post test
only control design. Terdiri dariempat kelompok
perlakuan yaitu biofilm S.mutans + ekstrak
daun beluntas 25% diinkubasi selama 24 jam,
biofilm S.mutans + ekstrak daun beluntas 25%
diinkubasi selama 48 jam, biofilm S.mutans
+ chlorhexidine 0,12% diinkubasi selama 24
jam, biofilm S.mutans + chlorhexidine 0,12%
diinkubasi selama 48 jam. Pembentukan
biofilm diukur dengan menghitung Optical
Density  menggunakan  spektrofotometer.
Ekstrak daun beluntas yang digunakan adalah
konsentrasi 25%.

Daun beluntas yang digunakan adalah
daun yang masih muda berumur 3-4 bulan,
daun yang diambil dengan panjang 2-5cm,
memiliki 2-3 ruas, memiliki tekstur tidak begitu
keras serta daunnya berwarna hijau muda.
Daun beluntas dicuci di air mengalir, kemudian
dikeringkan di oven'. Daun beluntas kering
diblender untuk mendapatkan bubuk daun
beluntas serta dilakukan penyaringan untuk
mendapatkan filtrat. Cara mendapatkan
konsentrasi tersebut dilakukan dengan cara
25 gram ekstrak kasar ditambahkan pelarut
aquades steril sampai didapatkan volume 100
ml dan didapatkan konsentrasi ekstrak 25%".

Pembentukan lapisan pelikel dengan cara
memasukan 0,25 mL saliva dalam masing-
masing well-plate dan berikan suspensi
bakteri uji (Streptococcus mutans) dengan
konsentrasi 108 CFU/mL, BHI-broth, dan
ekstrak etanol daun beluntas 25% (Pluchea
indica (L.) Less.) serta chlorhexidine 0,12%
pada masing-masing well-plate. Well-plate di
inkubasi selama 24 jam dan 48 jam, kemudian
bilas masing-masing well-plate dengan PBS
steril. Masukkan larutan kristal violet 0,1% dan
diamkan selama 15 menit dalam suhu kamar.
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Buang larutan kristal violet yang diambil dengan
pipet lalu bilas kembali dengan PBS steril pada
masing-masing well-plate. Beri larutan etanol
dan pindahkan larutan ke well-plate baru,
kemudian dilakukan pembaca dengan Optical
Density (OD) biofilm Streptococcus mutans
menggunakan alat spektrofotometer.

HASIL PENELITIAN

Hasil pengukuran dari Optical Density biofilm
Streptococcus mutans yang diinkubasi selama
24 jam dan 48 jam sebagai berikut :

Tabel 1. Nilai rata-rata Optical Density biofilm
Streptococcus mutans

Kelompok  Eksbiak  Ekslrak

e .
0,12% 24jam  0,12% 48jam

sampel 24jam  48jam
Mean 011417 011167 0,08367 0,07950
Std. Deviafion  0,028764 0,022897 0010558 0,014153

Berdasarkan tabel 1 rata-rata ekstrak daun
beluntas 25% yang diinkubasi selama 24
jam dan 48 jam yaitu 0,11417 dan 0,11167.
Sedangkan untuk chlorhexidine 0,12% yang
diinkubasi selama 24 jam dan 48 jam yaitu
0,08367 dan 0,07950. Rata-rata Optical
Density biofilm Streptococcus mutans dapat
dibandingkan dalam bentuk diagram batang
sebagai berikut :
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Gambar 1 Diagram batang rata-rata Optical Density
Biofilm S.mutans

Dari diagram batang pada Gambar 1
terlihat bahwa kelompok kontrol chlorhexidine

memiliki  kecenderungan nilai Optical
Density lebih rendah daripada ekstrak daun
beluntas, serta antara ekstrak daun beluntas
dan chlorhexidine inkubasi 24 jam dan 48
jam terlihat ada kecenderungan pada hasil
penelitian yang dilakukan.

Berdasarkan data hasil yang diperoleh
kemudian dilakukan uji normalitas dan
homogenitas untuk menentukan metode
analisis yang sesuai. Uji normalitas
menggunakan metode Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas menggunakan Levene Test
dengan hasil yang diperoleh sebagai berikut :

Tabel 2. Uji normalitas dengan Shapiro-Wilk

Kelompok Shapiro-Wilk

Statistic Df Sig.
ekstrak24jam .951 6 .746
ekstrak48jam .901

378

6
chx24jam .964 6 .854
6

chx48jam 973 909

Tabel 3. Uji Homogenitas dengan Levene Test

Levene
Statistic  df

df2  Sig.

.558 3 20 .649

Hasil data uji normalitas Shapiro-Wilk
dan uji homogenitas menggunakan Levene
Test menunjukkan bahwa semua kelompok
diperoleh nilai (p > 0,05), hal ini menunjukkan
bahwa data pada kelompok sampel
berdistribusi normal dan homogen.

Hasil data Tabel 4 antara ekstrak daun
beluntas (Pluchea Indica (L.)Less.) 25% dan
chlorhexidine 0,12% yang diinkubasi selama
24 jam dan 48 jam menunjukkan bahwa
data terdapat perbedaan signifikan (p<0,05).
Selanjutnya dilakukan uji Post Hoc LSD
untuk mengetahui kelompok mana saja yang
terdapat perbedaan signifikan, data sebagai
berikut :
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Tabel 4 Uji parametrik One Way Anova

Kelompok Ekstrak Ekstrak Chlorhexidine Chlorhexidine  Sig.
sampel 24jam 48jam 0,12% 24jam 0,12% 48jam
Mean 0,11417 0,11167 0,08367 0,07950 0,11
Std.Deviation 0,028764  0,022897 0,010558 0,014153
(*) signifikan = p<0,05
Tabel 5 Uji Post Hoc LSD
Kelompok Sig.
ekstrak24jam ekstrak48jam 834
chx24jam 017*
chx48jam .008*
ekstrak48jam chx24jam 027
chx48jam 013*
chx24jam chx48jam T27*

(*) signifikan = p<0,05

Hasil data Tabel 5 ekstrak daun beluntas
25% yang diinkubasi antara 24 jam dan 48
jam serta chlorhexidine 0,12% inkubasi antara
24 jam dan 48 jam menunjukkan data tidak
terdapat perbedaan yang signifikan. Hasil
antara ekstrak daun beluntas 25% inkubasi
24 jam dan chlorhexidine 0,12% inkubasi
24 jam menyimpulkan bahwa data terdapat
perbedaan signifikan (p<0,05). Hasil data
antara ekstrak daun beluntas 25% inkubasi 48
jam dan chlorhexidine 0,12% inkubasi 48 jam
menunjukkan bahwa data terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05).

DISKUSI

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan,
inkubasi antara 24 jam dan 48 jam pada ekstrak

daun beluntas (Pluchea Indica (L.)Less.) 25%
mempunyai pengaruh terhadap pembentukan
biofilm Streptococcus mutans namun waktu
inkubasi tidak berpengaruh terhadap biofilm
Streptococcus mutans. Pada penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa berkumur
dengan ekstrak etanol daun beluntas (Pluchea
Indica (L.)Less.) memiliki khasiat untuk
menurunkan jumlah koloni Streptococcus sp
pada plak gigi dan menurunkan jumlah bakteri
dalam saliva .

Hasil identifikasi  senyawa metabolit
sekunder antibakteri dalam daun beluntas
(Pluchea Indica (L.)Less.) yaitu terdapat
golongan fenol, flavonoid, alkaloid dan
tannin. Kandungan dalam senyawa alkaloid
dapat menghambat aktivitas bakteri dengan
cara mengganggu komponen penyusun
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peptidoglikan pada sel bakteri, mengandung
nitrogenyangakanbereaksidanmempengaruhi
DNA bakteri sehingga menyebabkan lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh serta
menyebabkan kematian sel. Flavonoid
bersifat lipofilik yang dapat merusak membran
mikroba sehingga mampu mengganggu
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
sebagai komponen utama penyusun plak.
Tanin berperan sebagai antibakteri dengan
membentuk senyawa kompleks dengan
protein dan interaksi hidrofobik sehingga
dapat merusak protoplasma membran
sel bakteri. Senyawa bioaktif dari ekstrak
daun beluntas bersifat bakteriostatik yaitu
menghambat pertumbuhan mikroba serta
bersifat bakterisida yaitu mematikan dan
menghentikan pertumbuhan mikroba™.

Hasil uji antara ekstrak daun beluntas
(Pluchealndica(L.)Less.)25%danchlorhexidine
0,12% terhadap biofilm Streptococcus mutans
paparan 24 jam menunjukkan bahwa data
terdapat perbedaan yang signifikan. Hasil
uji antara ekstrak daun beluntas (Pluchea
Indica (L.)Less.) 25% dan chlorhexidine
0,12% terhadap biofilm Streptococcus mutans
paparan 48 jam menunjukkan data terdapat
perbedaan signifikan.

Penelitian ini menunjukkan antara ekstrak
daun beluntas 25% dan chlorhexidine
0,12% sama-sama mempunyai pengaruh
terhadap biofilm Streptococcus mutans,
tetapi chlorhexidine 0,12% memiliki tingkat
efektivitas lebih tinggi dibandingkan ekstrak
daun beluntas 25%. Hal ini disebabkan karena
chlorhexidine 0,12% mempunyai ikatan yang
kuat dengan sel bakteri'®.

KESIMPULAN

Berdasarkan  penelitian  yang telah
dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa

terdapat pengaruh ekstrak daun beluntas
(Pluchea Indica (L.)Less.) 25% terhadap biofilm
Streptococcus mutans secara in vitro. Terdapat
perbedaan signifikan antara ekstrak daun
beluntas (Pluchea Indica (L.)Less.) 25% dan
chlorhexidine 0,12% terhadap pertumbuhan
biofilm Streptococcus mutans serta adanya
pengaruh ekstrak daun beluntas (Pluchea
Indica (L.)Less.) 25% terhadap pertumbuhan
biofilm Streptococcus mutans yang diinkubasi
selama 24 jam dan 48 jam.
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