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ABSTRAK

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri patogen dalam penyakit periodontitis kronis.
Kandungan senyawa organik daun sirih merah (Piper crocatum) memiliki efek antibakteri.
Ekstrak Piper crocatum diharapkan dapat digunakan sebagai terapi penunjang penyakit
periodontitis kronis. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek antibakteri ekstrak Piper
crocatum melalui uji daya hambat terhadap Porphyromonas gingivalis. Prosedur kerja dengan
membuat sampel ekstrak etanol 80% daun sirih merah dengan konsentrasi 2,5%; 5%; dan
10% dalam 10 mL DMSO 10%. Kultur biakan bakteri P. gingivalis ATCC 33277 di media
Lempeng Agar Darah (LAD). Uji daya hambat dengan metode Kirby Bower pada konsentrasi
ekstrak 2.5%, 5%, 10% pengulangan sebanyak tiga kali pada LAD berisi bakteri. Hasil uji
daya hambat yaitu tidak didapat zona bening pada konsentrasi ekstrak 2.5%, 5%, 10%.
Kontrol positif tidak ada dan kemungkinan bakteri terkontaminasi dapat menjadi penyebab
zona bening tidak terbentuk. Ekstrak Piper crocatum pada konsentrasi 2,5%, 5%, dan 10%
tidak memiliki efek terhadap bakteri P. gingivalis.

Kata kunci: antibackteri, daun sirih merah, Porphyromonas gingivalis

ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis is a pathogenic bacteria contribute to chronic periodontitis
disease. Antibacterial effect found from organic compound of Red betel leaf. The extract of
red betel leaf expects as adjunctive therapy to chronic periodontitis. This research purposing
to find out antimicrobial effects from the leaf of Red Betel exract to Porphyromonas gingivalis
through bacterial inhibitory test. Research procedures are preparation of 80% etanol extract
of red betel leaf in 10 ml DMSO 10% with consentration 2.5%, 5%, and 10%.
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Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 cultured on blood agar. Kirby Bower was a methode
to bacterial inhibitory test with consentration 2.5%, 5%, and 10% and repetition three times
in blood agar consist of bacteria. The result of bacteria inhibitory test was had none clear
zone in consentration 2.5%, 5%, and 10%. There wasn’t positive control and might be
bacteria contamination caused clear zone wasn’t formed. Leaf extract of red betel with
concentration 2.5%, 5%, and 10% did not have effectiveness to the growth of P. gingivalis.

Keywords: antibacterial, piper crocatum, Porphyromonas gingivalis

PENDAHULUAN

Gusi merupakan tempat sistem imun
merespons plak yang terbentuk pada
permukaan gigi. Penyakit pada gusi dan
jaringan pendukung lain yaitu periodontitis
yang merupakan Kkeberlanjutan  dari
gingivitis yang dipengaruhi oleh sistem
imun dan respons inflamasi. Periodontitis
struktur

mengakibatkan kerusakan

pendukung  gigi  termasuk  ligamen
periodontal, tulang, dan jaringan lunak.'?
Salah  satu  bakteri  patogen yang
berkontribusi dalam kerusakan jaringan
periodontal adalah Porphyromonas
gingivalis.  Menurut Grossi et al. P.
gingivalis merupakan spesies dengan ciri-
ciri nonmotile, asaccharolytic, anaerob
obligat dengan bentuk kokobasilus yang
hidup dalam  koloni.  Spesies ini
memroduksi banyak enzim yang hasil
metabolismenya secara aktif mampu
melawan protein-protein dan memiliki
mekanisme untuk bertahan dari sel-sel
pertahanan tubuh inang.** Terapi gold
standard periodontitis yaitu dengan skeling
dan rootplaning.? Selain itu, terapi

penunjang juga dapat dilakukan untuk
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mengoptimalkan hasil dari perawatan
penyakit periodontal. Terapi penunjang
dari  bahan-bahan herbal ada yang
efektivitasnya sudah teruji dan ada juga
yang masih perlu diuji secara in vitro.
Daun sirih merah atau Piper crocatum
adalah tanaman merambat yang termasuk
dalam daftar tanaman obat tradisional.
Sirih merupakan tanaman yang berasal dari
Peru, lalu menyebar ke seluruh wilayah
termasuk Indonesia. Bentuk daun berwarna
hijau gelap dengan bagian tulang daun
berwarna perak, dan di sisi sebaliknya
berwarna ungu. Daunnya mengkilap
dengan meruncing di ujung daun serta tepi
daun merata. Panjang daun antara 9-12 cm
dan lebarnya 4-5 cm. Batang berbentuk
bulat, berwarna hijau keunguan dan
berbuku-buku.>® Dalam dunia kedokteran
gigi, Piper crocatum secara empiris
mampu mengatasi sakit gigi, namun
memerlukan  penelitian  lebih  lanjut.
Penelitian in vitro, berkaitan dengan efek
antibakteri, kandungan senyawa-senyawa
organik pada Piper crocatum yaitu
flavonoid dan tanin yang terbukti memiliki

aktivasi antibakteri.” Namun, pada P.
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gingivalis belum diketahui efektivitasnya.
Maka dari itu penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek antibakteri ekstrak daun
sirih merah terhadap bakteri P. gingivalis
melalui uji daya hambat bakteri.

BAHAN DAN METODE

Pembuatan Gel Ekstrak Piper Crocatum
Daun sirih yang digunakan, terlebih
dahulu disortasi berdasarkan warna dan
kesegaran daunnya. Daun sirih sortasi,
diambil 100 gram dan dikecilkan
ukurannya, kemudian direndam dengan
pelarut etanol 80% sebanyak 500 ml
(perbandingan daun: pelarut = 1:5) untuk
mengetahui kandungan fitokimianya.
Selanjutnya senyawa aktif daun sirih
diekstraksi dengan cara digesti
menggunakan  pemanasan  gelombang
mikro (microwave) pada suhu 40°C dengan
variasi waktu 1; 1,5; 2; 2,5; 3 menit. Pada
tahap ini dilakukan pengulangan sebanyak
tiga kali. Ekstrak cair selanjutnya disaring
dan dipisahkan, dipekatkan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 40°C selama

60 menit. Pembuatan sampel ekstrak etanol
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80% daun sirih merah dengan konsentrasi
2,5%; 5%; dan 10% dalam 10 mL pelarut
DMSO 10%. Ekstrak etanol daun sirih
merah selanjutnya dikarakterisasi dengan
menggunakan metode tabung untuk
mengetahui kandungan fitokimia yang
terdapat di dalamnya (Tabel 1).2

Pembiakan bakteri P. gingivalis

Persiapan media pembiakan bakteri
dengan pembuatan LAD (Lempeng Agar
Darah) 5%. Sebanyak 20 gram blood base
menggunakan darah domba ditimbang dan
dilarutkan dalam akuades sebanyak 500
ml. Media didihkan sampai larut,
dilakukan

menggunakan autoklaf 121°C selama 15

selanjutnya sterilisasi
menit. Setelah kondisi steril, media
didinginkan sampai suhu 40°C.
Penambahan darah sebanyak 25 ml (dalam
500 ml) lalu dihomogenkan, selanjutnya
dituang ke cawan petri steril dan ditunggu
hingga padat. Lalu bakteri P. gingivalis
ATCC 33277 digoreskan di permukaan
LAD dengan metode kultur. Media LAD

disimpan pada suhu 2°C — 8°C (Gambar 1).
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Gambar 1 Penanaman bakteri P. Gingivalis ATCC 33277 pada LAD.

Penanaman Bakteri P. gingivalis ATCC
33277 dari kwick stick dengan cara kultur
pada media LAD sebanyak 5 pelat. Lalu
diinkubasi pada suhu 35 'C selama 2 x 24
jam. Perlakuan menggunakan anaerobic
jar dengan anaerogen dan indikator
masing-masing dua buah. Selanjutnya
dimasukkan ke dalam inkubator anaerob
dengan kadar CO, 8% (Gambar 2).

Pengecekan gram dilakukan dengan
membuat sediaan oles pada gelas objek
kemudian dikeringkan dan difiksasi.
Sediaan dilakukan pewarnaan gram dan
dikeringkan. Pemeriksaan di  bawah
mikroskop dengan pembesaran 1000x,
hasilnya ditemukan bakteri gram negatif
batang pendek.

Gambar 2 Kultur Bakteri P. gingivalis pada LAD diinkubasi pada Anaerobic Jar.
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Uji kekeruhan. Kekeruhan 0.5 Mac
Farland dibuat dengan mencampurkan
BaCl, 1% (ml) dan H,SO4 1% (ml). Lalu
melarutkan koloni P. gingivalis ATCC
33277 yang tumbuh pada media LAD ke
dalam NaCl fisiologis 0.9%. Selanjutnya
disesuaikan  dengan kekeruhan Mac
Farland.

Uji Daya Hambat Bakteri

Uji daya hambat dengan metode Kirby
bower. Mempersiapkan konsentrasi ekstrak
2.5%, 5%, dan 10%. Cakram kosong
dicelupkan pada masing-masing ekstrak.
Kultur bakteri P. gingivalis pada media
LAD 5% dikontakkan pada cakram yang
telah berisi konsentrasi ekstrak dan
dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali.
Kontrol negatif menggunakan akuades.
Media uji dimasukkan ke anaerobic jar,
dengan menambahkan dua katalisator dan
dua indikator, segera ditutup agar suasana
anaerob  tercapai. Inkubasi  dalam
anaerobic jar pada suhu 37°'C dengan

kadar C0, 8% selama 2 x 24 jam.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji fitokimia ekstrak Piper crocatum
Klasifikasi sirih merah menurut Backer
(1963) berasal dari kingdom Plantae,
divisi Manoliophyta, kelas Magnoliopsida,
Ordo Piperales, Familia Piperaceae,
Genus Piper, dan spesies Piper crocatum

Ruiz & Pav. Tanaman sirih merah tumbuh
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subur di tempat yang teduh, berhawa sejuk
dengan
sinar matahari 60-75% juga dapat tumbuh
subur di daerah pegunungan.®

Sebagai tanaman obat, sirih merah
dapat digunakan dalam bentuk segar,
simplisia maupun kapsul. Secara empiris,
tanaman ini  dapat menyembuhkan
bermacam jenis penyakit seperti diabetes
melitus, hepatitis, batu ginjal, menurunkan
kadar kolesterol, mencegah stroke, asam
urat, hipertensi, radang prostat, radang
liver, radang mata, keputihan, nyeri sendi,
dan memperhalus.'’® Efek farmakologi
yang terkandung di dalamnya bermacam-
macam, Yaitu antiinflamasi, antimikroba
dan antifungi, antihiperglikemik,
antiproliferasi, antioksidan, tyrosinase
inhibitor, antikanker.'**2

Hasil uji fitokimia ekstrak Piper
crocatum pada penelitian ini dapat dilihat
pada Tabel 1 yang menunjukkan adanya
golongan senyawa alkaloid, flavonoid,
saponin, tanin, triterpenoid dan steroid, dan
polifenol. Sejalan dengan hasil skrining
Reveny (2011) dan Moerfiah (2011)
kandungan kimia menunjukkan bahwa
daun sirih merah mengandung senyawa
kimia golongan flavonoid, alkaloid, tanin-

polifenol, steroid-terpenoid, dan

saponin. 1314

Alkaloid didapat dari ekstrak daun sirih
merah dari hasil ekstrak dengan pereaksi
Meyer yang menghasilkan warna akhir
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kuning. Memiliki sifat basa, membuat
alkaloid mudah terpisahkan dari komponen
lainnya pada ekstrak.’> Akimeya et al
(2001) menjelaskan bahwa alkaloid dapat

menjadi  agen  antibakteri®  dengan

membunuh sel-sel bakteri, mengganggu
susunan peptidoglikan pada sel bakteri dan
mencegah pembentukan dinding sel pada
bakteri sehingga bakteri tersebut mati.*°

Tabel 1 Hasil Uji Fitokimia ekstrak daun sirih merah

Hasil Penapisan Fitokimia

No Golongan Senyawa simplisia Ekstrak

1 Alkaloid (+) (+)

2 Flavonoid +) (+)

3 Saponin +) (+)

4 Tanin (+) +)

5 Mono dan Seskuiterpenoid ) )

6 Triterpenoid dan steroid +) (+)

7 Polifenol (+) +)

8 Kuinon () ()
Keterangan: (+) = ada senyawa, (-) = tidak ada senyawa.
Dikutip dari : dokumentasi penelitian

Flavonoid adalah hasil ekstrak daun memiliki fungsi melawan
sirih merah yang dicampur dengan amil hiperkolesterolemia yang bersifat

alkohol, logam Mg yang larut dalam HCI
2N menghasilkan larutan dan endapan
berwarna orange.'” Struktur flavon dan
flavanon memiliki aktivitas antioksidan
yang dibentuk dari kelompok hidroksil.?
Flavonoid juga berfungsi  sebagai
antibakteri  dengan terbukti  mampu
menghambat pertumbuhan Streptococcus
mutans dalam konsentrasi 0,1% dalam
ekstrak propolis Trigonas sp.*®

Senyawa Saponin dari ekstrak daun
sirih  merah didapat dari pencampuran
ekstrak dengan air panas hingga
menimbulkan busa yang bertahan hingga
30 detik setelah ditambahkan HCI (dan

tidak hilang)."* Tanin dan saponin
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antibiotik dan anti bakteri.” Senyawa Tanin
dari ekstrak daun sirih merah didapat dari
uji ekstrak dengan metanol 90% dan
larutan agar-agar.'” Didapat endapan
berwarna cokelat yang menunjukkan
adanya senyawa tanin pada ekstrak
tersebut®.

Senyawa steroid dan triterpenoid dari
ekstrak daun sirih merah didapat dari
pencampuran ekstrak dengan reagen eter,
Liebermann-Bouchard. Hasil filtrasi yang
diuapkan menghasilkan warna hijau atau
biru yang menandakan adanya steroid.
Sedangkan warna merah atau ungu
menunjukkan adanya senyawa

triterpenoid.’® Senyawa polifenol dari
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ekstrak  daun  sirih  didapat  dari
pencampuran ekstrak dengan reagen
Akuades, FeCls. Polifenol yang merupakan
susunan antar senyawa fenol memiliki
fungsi sebagai antibakteri dengan cara
koagulasi protein dan denaturasi (Cowen,
1999).% Selain itu menurut Rachmawati
dan Ciptati, etanol juga memiliki sifat

antioksidan dengan harga ICs, sebesar 3,61
14

ppm.

Peremajaan Bakteri Uji
Penanaman Bakteri P. gingivalis ATCC
33277 dari kwick stick dengan cara kultur

Gambar 3 Hasil kultur LAD hemolisis darah sempurna.

Pengecekan gram dilakukan dengan
membuat sediaan oles pada gelas objek
kemudian dikeringkan dan difiksasi.
Sediaan dilakukan pewarnaan gram dan
dikeringkan. Pemeriksaan di  bawah
mikroskop dengan pembesaran 1000Xx,
hasilnya ditemukan bakteri gram negatif
batang pendek. Spesies P. gingivalis
memiliki bentuk nonmotile,
asaccharolytic, bersifat obligat anaerob,
dalam bentuk koloni kokobasilus (Gambar

4). Pada media agar, koloni ini tumbuh
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pada media LAD sebanyak 5 pelat. Lalu
diinkubasi pada suhu 35 C selama 2 x 24
jam. Perlakukan menggunakan anaerobic
jar dengan anaerogen dan indikator
masing-masing dua buah. Selanjutnya
dimasukkan ke dalam inkubator anaerob
dengan kadar CO, 8%. Pembacaan hasil
kulturterdapat pertumbuhan pada media
LAD berupa koloni berwarna kecokelatan
dengan hemolisis darah sempurna (beta
hemolisis) (Gambar 3).

A2

awalnya berwarna putih hingga krem,
namun setelah 4-8 hari warnanya berubah
menjadi  lebih gelap merah hingga
kehitaman.*??

Pada rongga mulut, gram negatif
anaerobik P. gingivalis ditemui dalam
kolonisasi  biofilm  subgingiva yang
berhubungan pada penyakit periodontal,
termasuk periodontitis dan peri-implantitis.
P. gingivalis yang berkoloni di dalam
jaringan memiliki sifat patogen yang
virulensinya  dapat merusak dan
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mengganggu sistem pertahanan inang.'?
Faktor virulensi bakteri ini pada fimbriae,
protein-protein  cysteine, hemaglutinin,
lipopolisakarida yang berpotensi patogen

saat berinteraksi dengan sel inang.?%%

Kekeruhan Mac Farland terbuat dari
campuran BaCl, 1% (ml) dengan H,SO4

1% (ml) dengan cara melarutkan koloni P.
gingivalis ATCC 33277 yang tumbuh pada
media LAD ke dalam NaCl fisiologis
0.9%.

-~

Gambar 4 Bakteri Porphyromonas Gingivalis dalam foto mikroskop

pembesaran 1000x.

Gambar 5 Uji Kekeruhan. (A) tabung berisi suspensi bakteri yaitu Koloni P. gingivalis dan
NaCl 0.9%, (B) Tabung Berisi 0.9% NaCl.

Tabung A adalah suspensi bakteri
yaitu koloni P. gingivalis dan NaCl 0.9%.
Kontrol negatif pada tabung B adalah 0.9%
NaCl. Tabung A lebih keruh dari pada
tabung B, dengan tingkat kekeruhan 0,5
Mac Farland (Gambar 5). Hasil uji

kekeruhan bakteri P. gingivalis vyaitu
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terdapat kepadatan bakteri 10® bakteri/ml
pada tabung A.

Uji Daya Hambat Bakteri

Uji daya hambat dengan metode Kirby
Bower. Penggolongan nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) dengan melihat

zona hambat menurut Davis dan Stout

| 315




Djohan, FFS: Uji Daya Antibakteri Ekstrak Daun Sirih Merah (Piper crocatum) Terhadap..

(1971) dibagi menjadi: (1) tidak ada zona
hambat, (2) lemah yaitu zona hambat
kurang dari 5 mm, (3) sedang yaitu zona
hambat 5-10 mm, (4) kuat yaitu zona
hambat 11-20 mm, (5) sangat kuat yaitu
zona hambat 21-30 mm. Kadar Hambat
Minimal (KHM) didapat dengan mengukur
diameter zona  hambatnya  dengan
menggunakan mistar (milimeter).?*

Hasil uji daya hambat ekstrak terhadap
bakteri P. gingivalis dengan memeriksa
zona bening pada agar dari ketiga
konsentrasi didapat 0 mm. Sehingga
disimpulkan bahwa ekstrak daun sirih

merah tidak memiliki daya hambat

terhadap P. gingivalis pada konsentrasi
2.5%, 5%, dan 10% (Gambar 6).

Penelitian Lestari dan Pujiastuti (2015)
menunjukkan zona hambat ekstrak daun
sirih merah terhadap P. gingivalis memiliki
rata-rata diameter 10,34 mm.?® Penelitian
Pujiastuti, dkk (2013) menjelaskan jika
dibandingkan antara ekstrak daun sirih
merah dan ekstrak daun sirih hijau
terhadap P. gingivalis, zona hambat yang
terbesar didapat dari uji ekstrak daun sirih

hijau dengan rata-rata diameter zona

hambat 22,5613 mm dan standar deviasi
2,80705.

Gambar 6 Uji daya hambat ekstrak sirih merah terhadap P. gingivalis 2,5%, 5%, dan 10%.

Pada penelitian ini KHM dari ekstrak
Piper crocatum terhadap bakteri P.
gingivalis hasilnya adalah tidak memiliki
zona hambat. Kontrol positif antibiotik

untuk bakteri spektrum gram negatif tidak
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dilakukan, Kontrol positif ini diharapkan
dapat membentuk zona bening. Hal
tersebut sebagai tolak ukur terhadap
kelompok uji. Kontrol positif apabila

terdapat zona bening, berfungsi juga untuk
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mengklarifikasi mengenai bakteri selama
penelitian dalam  kondisi  laik  uji.
Berikutnya, alasan tidak terbentuknya zona
bening pada kelompok uji, dapat
disebabkan karena kualitas bakteri P.
gingivalis ATCC 33277 yang kurang baik.
Peremajaan bakteri pada penelitian telah
dilakukan pengulangan sebanyak 4 Kkali
sesuai dengan prosedur pembiakan bakteri
P. gingivalis dan hanya satu peremajaan
yang berhasil.

Konsentrasi ekstrak 2.5%, 5%, dan 10%
pada penelitian juga dapat mempengaruhi
efektivitas terhadap bakteri P. gingivalis.
Konsentrasi ekstrak dengan prosentasi
kecil, memiliki kemungkinan tidak
memiliki efek antibakteri. Ekstrak daun
sirih  merah dengan konsentrasi 100%
memiliki rata-rata diameter zona hambat
22,5613 mm.” Pada konsentrasi 10%
ekstrak Piper crocatum efektif
menghambat  pertumbuhan bakteri P.
gingivalis.’® Keterbatasan peneliti juga
dapat menjadi faktor penyebab penelitian
uji daya hambat ekstrak Piper crocatum
terhadap bakteri P. gingivalis tidak

mencapai terbentuknya zona hambat.

KESIMPULAN

Ekstrak  Piper crocatum dengan
konsentrasi 2.5%, 5%, dan 10% tidak
memiliki daya antibakteri terhadap bakteri

P. gingivalis. Uji KHM tidak terdapat zona
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hambat pada kelompok uji dan kelompok

kontrol negatif.
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