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Abstract: Introduction : Lesion Sterilization and Tissue Repair (LSTR-3MIX) are new paradigm in caries care with or without involving
pulp and periapical by using combination of three antibiotics. Bacteria that cause endodontic or root canal infection are dominated
by Enterococcus faecalis, which is facultative anaerobic gram-positive bacteria and the bacteria are resistant against antimicrobial
substance and often found in failed endodontic treatment. LSTR method is an effort that disinfects pulp lesions by killing the bacteria
through using three antibiotics, which are metronidazole, ciprofloxacin, and minocyline. The use of several kinds of antibiotics can
trigger the resistance of bacteria. However, it is needed an alternative of new antibiotic finding by using natural antibacterial herbal
medicine as filler substance for endodontic that has antibacterial ability as balanced as 3MIX antibiotic pasta. Purpose : This research
aimed at knowing the difference of antibacterial effect between rasamala leaf extract against E. faecalis bacteria that was compared
with 3MIX antibiotic pasta. Method : The method used in this research was laboratory experiment by utilizing post test only control
group design. This research was consisted of 6 treatment groups of rasamala leaf extract with concentration of 20%, 10%, 5%, 2,5%,
1,25%, and 1 control group of 3MIX antibiotic pasta. Result : 3MIX antibiotic was more effective in inhibiting the growth of bacteria
rather than rasamala leaf extract in inhibiting the growth of Enterococcus faecalis. Conclusion : ethyl acetate from rasamala leaf
extract was not more effective than 3MIX antibiotic in inhibiting the growth of Enterococcus faecalis.
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PENDAHULUAN

Karies gigi masih menjadi masalah utama kesehatan pada anak-anak dan orang dewasa di Indonesia.
Prevalensi karies gigi di Indonesia menunjukkan angka yang tinggi. Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT)
tahun 2009, 73% penduduk Indonesia mengalami karies gigi.’Karies gigi adalah kerusakan pada jaringan keras
gigi (enamel dan dentin) disebabkan oleh demineralisasi asam yang dihasilkan oleh bakteri.? Kerusakan jaringan
keras gigi akibat karies apabila dibiarkan terlalu lama akan mengakibatkan kerusakan pada jaringan pulpa dan
menyebakan kematian pulpa (nekrosis), selain itu penyebaran infeksi dapat berlanjut ke jaringan periapikal yang
berakibat timbulnya abses periapikal. Infeksi utama penyebab penyakit pulpa dan periapikal adalah kombinasi
bakteri aerob dan anaerob. Spesies bakteri yang paling sering di jumpai pada saluran akar adalah
Peptostreptococcus diikuti oleh Streptococcus, Porphyromonas, dan Enterococcus faecalis.® Bakteri utama pada
infeksi saluran akar di dominasi oleh Enterococcus faecalis yang merupakan bakteri gram positif fakultatif anaerob
yang resisten terhadap bahan antimikrobial dan sering ditemukan pada perawatan saluran akar yang gagal.”

Saat ini telah terjadi perubahan paradigma tidak hanya pada perawatan saluran akar tapi juga pada praktek
di kedokteran gigi seperti karies, pulpitis tanpa membuang dentin yang terinfeksi termasuk jaringan dentin yang
lunak, jaringan pulpa dan instrumensasi pada saluran akar serta obturasi pada saluran akar dan menunjukkan
hasil klinis yang memuaskan. Metode tersebut adalah pengisian saluran akar dengan menggunakan campuran 3
antibiotik minosiklin, ciproflosasin dan metronidazol atau yang biasa di sebut 3 MIX LSTR (Lession Sterilization and
Tissue Repair). Lession Sterilization and Tissue Repair (LSTR) merupakan upaya mendesinfeksi lesi-lesi pulpa
dengan cara membunuh bakteri menggunakan tiga macam antibiotik yaitu minosiklin, ciprofloxacin dan
metronidazole. Konsep ini dikembangkan oleh Unit Penelitian kariologi di Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Nigata pada tahun 1988. Penelusuran litelatur telah menunjukkan bahwa pasta antibiotik 3MIX efektif dalam
mendesinfeksi saluran akar dan penyembuhan lesi pada jaringan periradikuler.® Penggunaan antibiotik sintetis
dalam jangka waktu yang lama dapat memicu resistensi bakteri, superinfeksi, mutasi, dan transfer genetik,
sehingga penelitian dan pencarian bahan antibiotik baru dari bahan alam terus dilakukan.

Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki keanekaragaman hayati yang luar biasa, tercatat tidak
kurang dari 30.000 jenis tanaman obat yang tumbuh di Indonesia. Beberapa jenis tanaman obat mengandung
sejumlah besar senyawa antibakteri, seperti flavonoid dan tanin. Penelitian terhadap tumbuhan dari famili
Hamamelidaceae telah banyak dilakukan seperti efektifitas antibakteri dan antiinflamasi dari minyak atsiri. Ekstrak
daun L. Styraciflua yang merupakan famili dari Hamamelidaceae dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis dan Enterococcus faecalis, sedangkan kandungan minyak atsirinya dapat
membunuh bakteri Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, dan Staphylococcus aureus.”' Salah satu tumbuhan
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dari famili Hamamelidaceae yang hidup dan tumbuh banyak di Indonesia adalah rasamala (Altingia excelsa
Noronha).

Daun rasamala diduga memiliki aktivitas antibakteri karena minyak atsiri dari daun tersebut mengandung
senyawa monoterpen. Daun rasamala mengandung komponen utama a-pinen (19.80%), B-pinen (16.00%), a-
felandren(15.90%), limonen (10.90%) dan B- felandren (8.10%) . Kandungan senyawa utama daun rasamala
tersebut tergolong senyawa monoterpen yang diduga menyebabkan daun rasamala memiliki aktivitas antibakteri.”
Berdasarkan uraian diatas penulis ingin mengetahui efek antibakteri ekstrak etil asetat daun rasamala terhadap
bakteri Enterococcus faecalls.

METODE

Jenis penelitian ini merupakan eksperimental laboratorik(true experimental) dengan post test only control
group design.** Penelitian ini telah memenuhi uji kelayakan penelitian (ethical clereance) dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Semarang (UNIMUS) dengan No.
040/EC/FK/2018.

Alat

Alat-alat gelas laboratorium, satu set alat meserasi, satu set alat KCV, blender, chamber, pipa kapiler, botol-
botol vial, neraca analitik, pinset, lampu Ultraviolet merk Vilber Lourmat VL-8.LC, rotary evaporator (Heidolph
Laborota 4000), satu set alat kromatografi cair vakum, spektofotometer Ultraviolet Hewlett Packard 8453,
Spektofotometer Inframerah merk Shimadzu Tipe Prestige-21, Spektrometer NMR 'H merk JEOL Tipe JNM-ECA
500 MHz,

Bahan

Daun rasamala, akuades, aseton (CHsCOCH;) redest, etil asetat (CH;COOC,Hs) redest, diklorometana
(CH,Cl,) redest, metanol (CH30H) redest, n-heksana (C¢Hi4) redest, kloroform (CHCI3) p.a.
Ekstraksi

Daun segar rasamala sebanyak 20 kg dikeringkan ke udian dibuat simplisia yang kemudian diekstraksi
menggunakan pelarut n-heksana selama 24 jam. Lakukan pengulangan proses maserasi hingga filtrat tidak
berwarna dengan pembuktian kontrol KLT. Kemudian lakukan penyaringan, ekstraksi kembali residu hasil
penyaringan dengan cara maserasi menggunakan metilen klorida selama 24 jam. Saring kembali, lakukan
pengulangan proses maserasi hingga filtrat tidak berwarna dengan pembuktian kontrol KLT. Lakukan penyaringan,
tampung filtrat dan pekatkan menggunakan rotary evaporator untuk menghasilkan ekstrak metilen klorida yang
berwarna hijau tua pekat (35 g). Penelitian ini dilakukan di laboratorium kimia Universitas Jenderal Ahmad Yani
Bandung (UNJANI)

Pengujian Aktivitas Antibakteri

Populasi Enterococcus faecalis diperoleh dari Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta. Sampel dalam penelitian ini adalah bakteri yang telah disetarakan dengan metode McFarlan 0,5
dengan kepekatan 1 x 10%CFU/ml. Ekstrak yang digunakan yaitu ekstrak etil asetat daun rasamala dengan
konsentrasi 1,25%, 2,5%, 5%, 10%, 20%, kontrol positif antibiotik minosiklin, ciprofloxacin dan metronidazole
(3MIX) dan pelarut dimetil sulfoksida (DMSO) tanpa tambahan ekstrak etil asetat daun rasamala sebagai kontrol
negative.

Seluruh alat yang digunakandicucibersih, kemudiandisterilisasi di dalam aufoclave selama 15 menit pada
suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm. Pembuatan ekstrak etil asetat daun rasamala (Aftingia excelsa Noronha)
dilakukan dengan metode maserasi, kemudian maserat dipekatkan dengan menggunakan rotari evaporator (
untuk menguapkan pelarut sehingga ekstrak adalah benar benar merupakan metabolit sekunder tanpa pelarut)
dan water bath sehingga diperoleh ekstrak daun rasamala yang kental dan padat. Proses pengenceran ekstrak
daun rasamala kedalam konsentrasil,25%, 2,5%, 5%, 10%, 20% dengan menggunakan pelarut DMSO.

Penguijian daya hambat dilakukan secara /n vitro. Pengumpulan data dilakukan dengan pengamatan dan
mengukur lebar zona bening di sekitar sumuran dengan jangka sorong pada masing-masing variasi konsentrasi
ekstrak etil asetat daun rasamala dan kontrol positif antibiotik 3 MIX.

Penelitian ini dilakukan dilaboratorium mikrobiologi Universitas Muhammadiyah Semarang (UNIMUS) pada
bulan Juli — Agustus 2018.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui aktifitas antibakteri antara ekstrak etil asetat daun
rasamala dengan antibiotik 3 MIX terhadap pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis. Data dianalisis dengan uji
normalitas menggunakan Shapiro-wilk dengan selang kepercayaan 5% dan uji homogenitas levene-Test dengan
selang kepercayaan 5%.

Tabel 1. Hasil pengukuran zona hambat.
Daya Hambat

Kelompok N Mean Std.Deviasi Minimum Maximum
Konsentrasi 1.25% 4 2.59 0.24 2.33 2.93
Konsentrasi 2.5% 4 4.90 0.33 4.41 5.10

Konsentrasi 5% 4 9.82 0.92 8.66 10.76
Konsentrasi 10% 4 13.91 0.52 13.47 14.54
Konsentrasi 20% 4 18.20 0.45 17.60 18.60

Kontrol + 4 23.03 0.40 22.43 23.32

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa distribusi data pada kelompok konsentrasi 1.25%, 5%, 10%, 20%
dan kontrol positif adalah normal (p>0.05), adapun pada kelompok konsentrasi 2.5% menunjukkan distribusi data
yang tidak nomal karena memiliki 2 nilai yang sama pada pengulanan ke-2 dan ke-4 (p<0.05), selanjutnya
dilakukan uji homogenitas Levene-Test dengan nilai homogenitas sebesar 0,043 yang artinya ada data tidak
homogen (p<0.05) . Dengan demikian syarat uji Oneway Anova tidak terpenuhi dikarenakan salah satu kelompok
data memiliki distribusi data yang tidak normal dan hasil uji homogenitas menunjukkan hasil yang tidak homogen,
sehingga peneliti menggunakan Uji Kruskal-Wallis.

Hasil uji Kruskal-Wallis memperoleh nilai p sebesar 0,000 (p<0,05), Hal ini menunjukkan hipotesis diterima,
sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun rasamala (A/tingia excelsa Noronha) dapat menghambat bakteri
Enterococcus faecalis. Uji selanjutnya untuk mengetahui secara lebih rinci mengenai perbedaan zona hambat
antar kelompok maka dengan uji Mann Whitney. Hasil uji Mann Whitney untuk melihat besarnya perbedaan dari
berbagai konsentrasi ekstrak daun rasamala dan kontrol positif. Uji Mann Whitney menunjukkan perbedaan setiap
kelompok perlakuan signifikan dalam menghambat bakteri Enterococcus faecalis (sig<0.05) artinya pada masing-
masing kelompok perlakuan (perbedaan konsentrasi) menghasilkan pengaruh yang berbeda dalam menghambat
bakteri Enterococcus faecalis dan berdasarkan uji tersebut kontrol positif terbukti paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalls.

Tabel 2. Tabel uji Mann-Whitney
Konsentrasi ekstrak etil asetat daun rasamala (Altingia excelsa Nornha)

1,25% 2,5% 5% 10% 20%
Kontrol (+) 0,021 0,021 0,014 0,014 0,014
1,25% .000 .000 .000 .000 .000
2,5% 1,000 .000 .000 .000 .000
5% 1,000 1,000 .000 .000 .000
10% 0,014 0,014 0,014 000 .000
20% 0,014 0,014 0,014 0,021 .000
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Gambar 1. Zona hambat ekstrak daun rasamala terhadap bakteri Enterococcus faecalis a. Konsentrasi 1,25%, b.
Konsentrasi 2,5%, c. Konsentrasi 5%, d. Konsentrasi 10% dan e. Konsentrasi 20%

Gambar 2. Kontrol (+) pasta antibiotik 3 MIX

Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak etil asetat daun rasamala (Altingia excelsa Noronha) dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis. Hal ini dimungkinkan karena ekstrak etil asetat memiliki
kandungan senyawa antibakteri berupa tanin, saponin dan flavonoid yang diduga memiliki kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis. Bakteri ini dikenal sebagai spesies yang paling resisten
pada rongga mulut dan paling sering ditemukan pada infeksi endodontik persisten pada gigi yang telah dilakukan
perawatan saluran akar .2

Ekstrak daun rasamala pada konsentrasi 20% memiliki rata-rata zona bening sebesar 18,20 mm. Zona
bening yang dihasilkan oleh ektrak daun rasamala termasuk dalam kategori sedang (intermediet). Bakteri ini
adalah spesies yang dapat beradaptasi pada gigi yang telah dilakukan perawatan saluran akar. preparasi
biomekanik dan irigasi saluran akar dengan menggunakan obat-obatan sulit dilakukan untuk menghilangkan
bakterinnterococcus faecalis.® Bakteri inimenghasilkan racun cytolysin yang dapat menyebabkan hemolisis pada
darah.

Ekstrak daun rasamala dibuat dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan metode maserasi. Etil asetat
adalah pelarut semi polar yang volatil (mudah menguap), tidak beracun, dan tidak higroskopis. Pelarut ini dapat
digunakan untuk memperoleh senyawa metabolit sekunder bersifat semi polar seperti saponin, flavonoid, dan
tanin. Struktur dasar dari senyawa flavonoid adalah 2-phenyl-benzo [ a 1pyrane atau flavane nucleus, yang terdiri
dari dua cincin benzen (A dan B) dihubungkan melalui cicin heterosiklik pyrane (C).!' Mekanisme antibakteri
flavonoid menghambat sintesis asam nukleat adalah cincin A dan B yang memegang peran penting dalam proses
interkelasi atau ikatan hidrogen dengan menumpuk basa asam nukleat yang menghambat pembentukan DNA dan
RNA. Letak gugus hidroksil di posisi 2',4" atau 2’,6" dihidroksilasi pada cincin B dan 5,7 dihidroksilasi pada cincin A
berperan penting terhadap aktivitas antibakteri flavonoid. Flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan
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permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA
bakteri. Mekanisme kerja flavonoid menghambat fungsi membran sel adalah membentuk senyawa kompleks
dengan protein ekstraseluler dan terlarut, sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan
keluarnya senyawa intraseluler. Penelitian lain menyatakan mekanisme flavonoid menghambat fungsi membran
sel dengan cara mengganggu permeabilitas membran sel dan menghambat ikatan enzim seperti ATPase dan
fosfolipase.

Tanin terbagi dalam dua kelompok, tanin terhidrolisa dan tanin yang tidak terhidrolisa (pekat). Tanin
terhidrolisa tersusun oleh asam galat dibentuk oleh D-glukosa dan sejumlah variabel molekul asam fenol,
sementara tanin yang tidak terhidrolisa (proanthocyanidins) berasal dari monomer flavonoid.'? Tanin mempunyai
target pada polipeptida dinding sel sehingga pembentukan dinding sel menjadi kurang sempurna. Ketidakstabilan
pada dinding sel dan membran sitoplasma bakteri menyebabkan fungsi permeabilitas selektif, fungsi
pengangkutan aktif, pengendalian susunan protein dari sel bakteri menjadi terganggu hal tersebut sama dengan
mekanisme saponin.*?

Penelitian yang telah dilakukan dengan mengisolasi dan mengidentifikasi struktur flavonoid sehingga di
dapatkan senyawa bioaktif golongan flavonoid dalam ekstrak daun rasamala yaitu apigenin, quercetin, kaemferol/
dan 3,4 dihidroksi benzoate.'* Kemampuan antibakteri dari kaemferol telah banyak dipublikasikan, kaemferol dan
atau tanpa glikosida dapat menghambat pertumbuhan beberapa spesies bakteri. Kaemferol terbukti dapat
membunuh bakteri Enterococcus faecalis dan dapat bekerja secara sinergis dengan antibiotik seperti rimpafisin,
vankomisin, eritromisin dan klindamisin untuk mengurang resiko terjadinya resistensi-** 1*

Apigenin merupakan derivat dari flavonoid yang memiliki potensi kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri. Senyawa kimia apigenin diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif sama
baiknya dengan gram negatif. Efek antibakteri dari apigenin yang dikombinasikan dengan ampisilin atau
gentamisin menunjukkan efek bakterisidal yang kuat terhadap bakteri patogen dalam rongga mulut.'’*8

Quercetin adalah senyawa kimia yang paling banyak dipelajari, guercetin dengan konsentrasi 500ug/ml
dapat menghambat pertumbuhan bakteri £. colj, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, A. parasiticus, A. flavus,
S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, dan M. Luteus. Mekanisme quercetin dalam menghambat pertumbuhan
bakteri , dengan penghambatan DNA gyrase.'**° Senyawa-senyawa ini merupakan inovasi terbaru yang nantinya
akan dikembangkan secara masal agar dapat diterima sebagai bahan antibakteri.

Diameter zona hambat kelompok kontrol positif antibiotik 3MIX sebagai pembanding memiliki rata-rata yang
lebih tinggi yaitu 23,03 mm dibandingkan zona hambat yang dihasilkan oleh kelompok ekstrak daun rasamala
terhadap pertumbuhan bakteri Enterococcus faecalis. Hal ini disebabkan karena 3MIX merupakan gabungan 3
antibiotik yaitu minosiklin, ciprofloxacin dan metronidazole. Metronidazole dan minosiklin merupakan antibiotik dari
golongan tetrasiklin yang bersifat bakteriostatik yang dapat membunuh bakteri golongan gram positif dan negatif
menghambat sintesis protein mikroorganisme dengan mempengaruhi subunit ribosom 30S dan 50S. Antibiotik ini
menyebabkan terjadinya hambatan dalam sintesis protein secara reversibel yang dapat memicu kematian pada sel
bakteri. ciproflokxacin antibiotik dari golongan florokuinolon yang berfungsi mempercepat efek bakterisidal dengan
merusak enzim DNA pada bakteri.?**

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang sudah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak etil asetat daun
rasamala (Altingia excelsa Noronha) dapat menghambat pertumbuhan bakteri £nterococcus faecalis, tetapi daya
hambat ekstrak etil asetat daun rasamala tidak lebih efektif dibandingkan dengan pasta antibiotik 3MIX.
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