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ABSTRAK

Pencegahan karies dapat dilakukan dengan beberapa cara. Salah satu cara yang dapat dilakukan dalam pencegahan
karies adalah dengan mengontrol akumulasi plak pada permukaan gigi. Tanaman sereh (Cymbopogon nardus L.)
mengandung senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri dan biofilm. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek antibakteri dan penghambatan biofilm tanaman sereh terhadap Streptococcus mutans. Subjek
penelitian adalah Bakteri S. mutans pada uji KHM,, sebanyak 6x10® CFU/ml dan pada uji penghambatan biofilm
sebanyak 15x108 CFU/ml. Tanaman sereh kering diekstraksi bertingkat dengan menggunakan petroleum eter dilanjutkan
dengan menggunakan etanol 70%. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan uji penentuan KHM,; menggunakan metode
mikrodilusi pada microplate flat bottom 96 wells. Bakteri disiapkan dengan membuat suspensi dalam media NB dan
digunakan standar McFarland Il (6 x108 CFU/ml). Uji aktivitas penghambatan biofilm dilakukan menggunakan metode
mikrodilusi terhadap biofilm yang terbentuk pada microplate flat flexible U-bottom PVC 96 wells dengan pewarnaan
menggunakan crystal violet 1%. Bakteri disiapkan dengan membuat suspensi dalam media BH/ dan digunakan standar
McFarland V (15 x108 CFU/ml). Hasil uji berupa optical density (OD) dibaca dengan alat Bio-rad microplate reader
Benchmark pada panjang gelombang 595 nm. Nilai IC,, ditentukan dengan metode probit menggunakan program SPSS
versi 15. Hasil dari penelitian yaitu pengukuran pada uji KHM,, menunjukkan bahwa 108,36% b/v mampu menghambat
pertumbuhan bakteri. Aktivitas penghambatan biofilm menunjukkan harga IC,; sereh adalah 0,137% b/v. Kesimpulan
penelitian ini adalah terdapat efek antibakteri ekstrak sereh terhadap bakteri S. mutans ditunjukkan dengan diperolehnya
KHM,, pada kadar konsentrasi 0,18% b/v dan terdapat efek penghambatan biofilm ekstrak sereh terhadap bakteri S.
mutans ditunjukkan dengan nilai IC, 0,137 %.
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ABSTRACT: Antibacterial effect and biofilm inhibition Of Lemongrass extract (Cymbopogon nardus L.) against
the growth of Streptococcus mutans. Caries prevention can be carried out by several methods. One of them is by
controlling the plaque accumulation on the surface of the teeth. Lemongrass (Cymbopogon nardus L) is containing
certain compound that can inhibit the growth of bacteria and biofilm. The objective of this research is to observe the
influence of antibacterial and biofilm inhibition of lemongrass extract against the growth of S. mutans. Subjects were
S. mutans bacteria on KHM,, test as much as 6x10° CFU/ml and on biofilm inhibition test as much as 15x10° CFU/ml.
Lemongrass was extracted using petroleum ether followed by using 70% ethanol. Antibacterial activity test carried out
with KHM,, determination test using microdilution method on microplate flat bottom 96 wells. Bacteria were prepared by
making a suspension in NB media and adjusted to McFarland Il standard (6x10% CFU/ml). Biofilm inhibition activity test
was performed using microdilution method of the biofilm formed on microplate flat flexible PVC U-bottom 96 wells which
were stained using 1% of crystal violet. Bacteria were prepared by making a suspension in BHI media and adjusted to
McFarland V standard (15 x10° CFU/ml). The result in the form of optical density (OD) was read by Bio-rad microplate reader
Benchmark at a wavelength of 595 nm. The value of IC,, was determined by probit method using SPSS version 15.The results
of this study of measurements on KHM,, test showed that 108,36% w/v is capable of inhibiting the growth of bacteria. Biofilm
inhibitory activity showed IC,, lemongrass value was 0,137% w/v. The conclusion of this study is that lemongrass extract
has antibacterial effect against bacteria S. mutans showed by KHM,, obtained at concentrations of 0,18% w/v and there is
lemongrass extract biofilm inhibitory effect against the bacteria S. mutans indicated by IC, value 0,137%.
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PENDAHULUAN mulut di antaranya adalah Streptococcus mutans,

Rongga mulut merupakan tempat berkumpulnya  Streptococcus viridians, Staphylococcus aureus
bakteri. Bakteri yang biasanya terdapat dalam  epidermidis, Staphylococcus pneumonia, dan
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Staphylococcus aureus." Karies pada gigi dapat
berkembang jika di dalam mulut terdapat bakteri
yang menimbulkan karies. Bakteri yang sering
menyebabkan karies gigi adalah Streptococcus
mutans. Bakteri tersebut banyak ditemukan di
mulut dan merupakan penyebab utama karies gigi.2
Plak gigi atau lapisan biofilm memegang peranan
penting dalam menyebabkan terjadinya karies.
Bakteri S. mutans diakui sebagai penyebab utama
karies karena mempunyai sifat asidogenik dan
asidurik (resisten terhadap asam).®

Biofilm adalah kumpulan sel mikroorganisme,
khususnya bakteri, yang melekat erat di suatu
permukaan yang disertai dengan bahan-bahan
organik dan diselimuti oleh matriks polimer
ekstraseluler yang dikeluarkan oleh bakteri.*
Kontrol plak adalah penyingkiran plak mikrobial
dan pencegahan terhadap akumulasinya ke
permukaan gigi dan sekitarnya. Kontrol plak juga
menghambat pembentukan kalkulus.® Plak dapat
dihilangkan dengan pembersihan secara mekanik
dan penghambatan secara kimiawi.® Pembersihan
secara mekanis dapat dilakukan dengan menyikat
gigi, sedangkan secara kimiawi dapat dilakukan
dengan obat kumur. Salah satu tujuan menyikat
gigi yaitu menghambat pertumbuhan bakteri plak.”
Penggunaan obat tradisional secara umum dinilai
lebih aman karena memiliki efek samping yang relatif
lebih sedikit daripada obat modern.® Salah satu
tanaman yang sering digunakan dalam pengobatan
tradisional adalah sereh. Tanaman sereh merupakan
tanaman herba annual, berasal dari Suku Poaceae
yang digunakan sebagai pembangkit cita rasa pada
makanan dan dipercaya pula dapat dimanfaatkan
dalam pengobatan tradisional. Kandungan kimia
dari sereh adalah minyak atsiri, saponin, polifenol
dan flavanoid.® Kandungan senyawa aktif tersebut,
mengindikasikan sereh memiliki aktivitas antibakteri
yang cukup besar.'® Senyawa yang bertanggung
jawab terhadap efek antibakteri sereh adalah
golongan senyawa polifenol dan senyawa fenolik
lain beserta derivatnya yang dapat menyebabkan
denaturasi protein. Senyawa flavonoid berfungsi
sebagai antibakteri dengan cara membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler.
Kompleks yang terbentuk mengganggu keutuhan
membran sel bakteri dengan cara mendenaturasi

Dewi, dkk: Efek Antibakteri dan ....

protein sel bakteri dan merusak membran sel tanpa
dapat diperbaiki lagi." Tanaman sereh mengandung
senyawa saponin. Senyawa tersebut terbukti efektif
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif."?
Hasil penelitian sebelumnya memperlihatkan bahwa
sereh memiliki aktivitas antibakteri terhadap per-
tumbuhan Eschericia coli dan Staphylococcus
aureus.®™ Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
minyak atsiri sereh mempunyai kemampuan meng-
hambat biofilm yang dibentuk oleh bakteri S. mutans.™

Penelitian ini menggunakan bakteri S. mutans
karena merupakan bakteri yang dominan dalam
pembentukan plak gigi dan salah satu bakteri
utama penyebab karies gigi. Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mengetahui apakah terdapat efek
antibakteri dan penghambatan biofilm ekstrak
sereh (Cymbopogon nardus L.) terhadap bakteri S.
mutans.

METODE PENELITIAN

Surat ijin kelayakan etik diperoleh dari Unit
etika dan advokasi Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta, No: 070/KKEP/FKG_UGM/EC/2010.
Bahan utama penelitian ini adalah ekstrak tanaman
sereh (Cymbopogon nardus L.) yang didapat
dari Bagian Biologi Farmasi, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta. Bagian tanaman yang akan
diuji yaitu tanaman sereh (Cymbopogon nardus
L.) diidentifikasi di Laboratorium Taksonomi
Tumbuhan, Fakultas Biologi, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta. Bakteri S. mutans diperoleh
dari Laboratorium Pangan dan Gizi, Pusat Antar
Universitas (PAU) UGM. Bakteri S. mutans
diidentifikasi menggunakan pengecatan Gram.
Hasil positif ditunjukkan dengan warna sel biru ungu
berbentuk rantai pada pengamatan mikroskopik.

Uji penentuan KHM, dilakukan dengan
metode mikrodilusi. Bakteri dibuat suspensi dalam
media Nutrient Broth (NB) dan digunakan standar
McFarlandll (6x10® CFU/ml) kemudian dilakukan
pengenceran serial kadar masing-masing ekstrak
sereh vyaitu 0,023% b/v, 0,045% blv, 0,091%
b/v, dan 0,18% b/v dengan larutan Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) sebagai pelarut. Kontrol
pelarutnya digunakan DMSO dan kontrol positif
digunakan Listerine® citrus. Larutan uji diletakkan
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pada microplate flat bottom 96 wells, dengan
volume total 100 ul tiap sumuran menggunakan
micropippet.  Pengujian  dilakukan terhadap
1 plate uji dan 1 plate blanko. Plate uji berisi
larutan ekstrak uji dengan penambahan suspensi
bakteri 10% v/v, sedangkan plate blanko berisi
larutan ekstrak dengan penambahan larutan salin
10% v/v tanpa ditambahkan suspensi bakteri.
Microplate flat bottom 96 wells ditutup dengan
kertas parafiim dan dimasukkan dalam wadah
khusus untuk meletakkan microplate flat bottom 96
wells dan diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
inkubator 36,6°C. Microplate flexible flat bottom
96 wells dikeluarkan dari inkubator kemudian
larutan uji dibuang dan dicuci dengan air mengalir
sebanyak 3 kali. Microplate flexible flat bottom 96
wells dikeringkan kemudian dalam tiap sumuran
ditambahkan pewarna kristal violet 1% dalam air
destilasi sebanyak 125 pl dan diamkan selama 15
menit, kemudian dicuci lagi dengan air mengalir
3 kali dan didiamkan selama 15 menit. Kemudian
ditambahkan etanol 96% sebanyak 200 pl dan
didiamkan selama 15 menit. Hasil uji berupa optical
density (OD) dibaca dengan alat Bio-rad microplate
reader Benchmark, di Laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran UGM.

Uji penghambatan biofilm dilakukan dengan
metode mikrodilusi. Bakteri disiapkan dengan mem-
buat suspensi dalam media Brain Heart Infusion
(BHI) dan menggunakan standar McFarland V
(15x108 CFU/mI) kemudian dilakukan pengenceran
kadar masing-masing ekstrak yaitu 0,023% blv,
0,045% b/v, 0,091% blv, dan 0,18% b/v dengan
DMSO sebagai pelarut. Kontrol pelarut dalam
penilitian ini adalah DMSO sedangkan kontrol positif
yang digunakan adalah Listerine® citrus. Larutan
uji diletakkan pada microplate flexible U bottom
96 wells, dengan volume total 100 pl tiap sumuran
menggunakan micropippet. Pengujian dilakukan
terhadap 1 plate ujidan 1 plate blanko. Plate uji berisi
larutan ekstrak uji dengan penambahan suspensi
bakteri 10% v/v, sedangkan plate blanko berisi
larutan ekstrak dengan penambahan saline 10%
v/v tanpa ditambahkan suspensi bakteri. Microplate
flexible U bottom 96 wells ditutup dengan kertas
parafiim kemudian diinkubasi selama 18-24 jam
pada suhu inkubator 36,6°C. Microplate flexible U
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bottom 96 wells dikeluarkan dariinkubator kemudian
larutan uji dibuang dan dicuci dengan air mengalir
sebanyak 3 kali. Microplate flexible U bottom 96
wells dikeringkan kemudian dalam tiap sumuran
ditambahkan pewarna kristal violet 1% dalam air
destilasi sebanyak 125 pl dan diamkan selama
15 menit. Microplate flexible U bottom 96 wells
dicuci lagi dengan air mengalir 3 kali, didiamkan
selama 15 menit. Kemudian ditambahkan etanol
96% sebanyak 200 pl dan didiamkan selama 15
menit. Tahap terakhir adalah pemindahan 150 ul
larutan dalam microplate flexible U bottom 96 wells
ke microplate flat-bottom 96 wells menggunakan
micropippet multichannel. Hasil uji berupa Optical
Density (OD) dibaca dengan alat Bio-rad microplate
reader Benchmark, di Laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran UGM.

Nilai KHM,, merupakan konsentrasi terendah
ekstrak yang masih mampu menghambat pertum-
buhan S. mutans sebanyak 90%. Persen peng-
hambatan dihitung dengan rumus sebagai berikut:

O szampel vji 0D blanko sampeI*]‘] D%
0D blanko pelant. * )

“h penzhambatan 1 —
petiahs " [ 0D pelartvji

Daya penghambatan dengan IC, yaitu kon-
sentrasi ekstrak yang masih dapat menghambat
pembentukan biofilm sebanyak 50%. Rumus %
penghambatan dihitung dengan cara:

O szampel vji 00 blanko sampeI*]‘] D%
0D blanko pelant. * )

“h penzhambatan 1 —
petiahs " [ 0D pelarut vji

Nilai IC,, ditentukan dengan metode probit
menggunakan program Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versi 15. Digunakan analisis
probit untuk mencari konsentrasi yang mampu
membunuh 50% sampel (Inhibitory Concentration
50). Analisis probit digunakan untuk menguiji tingkat
konsentrasi terhadap respon sampel.

HASIL PENELITIAN

Telah dilakukan penelitian untuk mengetahui
pengaruh konsentrasi ekstrak batang sereh
(Cymbopogon nardus L.) sebagai bahan antibakteri
dan penghambatan biofilm terhadap bakteri S.
mutans. Penelitian ini menggunakan ekstrak
sereh yang didapatkan dengan teknik maserasi
menggunakan petroleum eter yang dilanjutkan



dengan menggunakan etanol 70% hingga dida-
patkan ekstrak kental dan selanjutnya diujikan
daya antibakterinya dan pembentukan biofilm
menggunakan metode mikrodilusi. Hasil penelitian
tercantum pada Tabel 1 dan Tabel 2. Kontrol pem-
banding Listerine® 45% dalam uji antibakteri
menunjukkan daya penghambatan pertumbuhan
bakteri sebesar 99,104%. Berdasarkan data pada
Tabel 1, diketahui bahwa ekstrak etanol sereh
menunjukkan KHM,, pada kadar konsentrasi
0,18% b/v. Pada konsentrasi hambat minimal 90
dari ekstrak sereh lebih mampu menghambat lebih
dari 90% ditunjukkan dengan angka 108,36%.
Nilai tersebut lebih tinggi jika dibandingkan dengan
kontrol Listerine®.

Tabel 1. Persentase daya hambat pertumbuhan bakteri

Sampel Uji Konsentrasi Penghambatan Pertumbuh-
an Bakteri
0,023% b/v -20,61%
0, 0,

Ekstrak batang 00+ f’ blv.— 47,07 f’
sereh 0,091% b/v 61,89%

0,18% b/v 108,36%
Listerine® 45% bl/v 99,104%

Tabel 2. Persentase Penghambatan Biofilm

Sampel Uji Konsentrasi Penghambatan Pertumbuh-
an Biofilm
0,023% b/v -42,09%
Ekstrak batang 0,045% b/v =~ 29,63%
sereh 0,091% b/v ~ 57,61%
0,18% b/v 95,59%
Listerine® 45 % blv 99, 90%

Berdasarkan hasil pengukuran pada uiji
penghambatan biofilm pada konsentrasi 0,18% b/v
mampu menghambat pembentukan biofilm yaitu
sebesar 95,59%. Nilai tersebut lebih tinggi jika
dibandingkan dengan kontrol.

Setelah diperoleh data % penghambatan,
nilai IC,; ditentukan dengan metode probit meng-
gunakan program Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS)versi 15. Uji aktivitas peng-
hambatan biofilm ini ditentukan pula harga IC,,
(inhibitor concentration 50%). Uji penghambatan
pembentukan biofilm menunjukkan ekstrak sereh
memiliki IC, sebesar 0,137%.

Dewi, dkk: Efek Antibakteri dan ....

PEMBAHASAN

Hasil penelitian antibakteri menunjukkan
adanya dose dependant activity ekstrak sereh yang
ditunjukkan dengan meningkatnya aktivitas sesuai
kenaikan konsentrasi. Hal ini sama juga terjadi pada
hasil uji penghambatan biofilm. Semakin tinggi
konsentrasi akan meningkatkan daya antibakteri.'

Media yang digunakan dalam uji aktivitas
antibakteri adalah media NB karena media ini
adalah media yang umum digunakan untuk uiji
aktivitas  antibakteri. Berdasarkan beberapa
penelitian, bakteri S. mutans juga dapat tumbuh
baik di media Nutrient Broth (NB) dan Nutrient
Agar (NA)."®'" Suspensi bakteri pada uji aktivitas
antibakteri digunakan standar Mc Farland Il yaitu
6x10® CFU/ml. Produk obat kumur Listerine®
digunakan sebagai kontrol positif karena merupakan
obat kumur yang telah beredar di pasaran dan
banyak digunakan oleh masyarakat. Listerine®
pada penelitian ini digunakan untuk kontrol
metode. Pada konsentrasi 45% vl/v, Listerine®
mampu menghambat pertumbuhan bakteri sebesar
99,104%. Hal tersebut dikarenakan Listerine®
diketahui dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan baik. Listerine® mampu mengurangi
bakteri salah satunya adalah S. mutans dalam
mulut secara signifikan.®

Uji aktivitas penghambatan biofilm yang
dilakukan pada penelitian ini prinsipnya hampir
sama yang dilakukan pada uji aktivitas antibakteri.
Media yang digunakan pada uji aktivitas
penghambatan biofilm adalah media Brain Heart
Infusion (BHI). Media BHI merupakan media yang
baik untuk menumbuhkan bakteri S. mutans.
Penelitian terdahulu menunjukkan penambahan
suplemen seperti sukrosa 1% dapat mendukung
pertumbuhan S. mutans lebih cepat dibandingkan
kontrol yang tidak diberikan suplemen.' Penelitian
ini menggunakan media BHI dengan penambahan
sukrosa 2% yang berdasarkan uji pendahuluan
dapat menyebabkan pembentukan biofilm yang
cukup. Suspensi bakteri yang digunakan dalam uiji
penghambatan biofilm setara dengan Mc Farland
V (konsentrasi 15x10® CFU/ml) dengan konsentrasi
yang lebih besar dibandingkan uji aktivitas
antibakteri.
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Uji kuantitatif antibiofiim telah dilakukan
menggunakan metode mikrodilusi dengan alat
microtiter plate polystyrene 96 wells flexible yang
melengkung pada bagian bawahnya. Pengujian
ini dapat berupa matrix quantification assay yang
dilakukan pada pewarnaan spesifik komponen-
komponen matriks yaitu menggunakan kristal
violet. Cara kerja uji penghambatan adalah biofilm
setelah diinkubasi tidak langsung dibaca tapi diberi
perlakuan dengan pemberian zat pewarna yaitu
kristal violet. Pewarnaan dengan menggunakan
kristal violet telah dimodifikasi guna meningkatkan
keakuratannya dan memungkinkan identifikasi
biofilm secara kuantitatif. Kristal violet merupakan
pewarna dasar yang mengikat molekul bermuatan
negatif dan polisakarida dalam matriks ekstraseluler.
Oleh karena itu, kristal violet mewarnai sel-sel baik
yang masih hidup maupun mati dan matriks biofilm.
Wells diberi kristal violet kemudian dibuang dan
dicuci dengan air mengalir maka kristal violet akan
tetap melekat pada bagian yang terdapat biofilm.
Cara ini dapat mendeteksi biofilm secara kuantitatif
melalui pembentukan cincin berwarna ungu pada
alat microtiter plate polystyrene 96 wells flexible.?°

Uji aktivitas penghambatan biofilm ini ditentu-
kan pula harga IC, (inhibitor concentration 50%). Uji
penghambatan pembentukan biofilm menunjukkan
ekstrak sereh memiliki IC,, sebesar 0,137%.
Semakin kecil harga IC, maka semakin potensial
efek hambat ekstrak tersebut dalam menghambat
pembentukan bakteri.?'

Batang sereh mengandung bermacam-
macam senyawa yaitu saponin, fenol, flavanoida,
dan polifenol. Zat polifenol bekerja melalui peng-
hambatan enzim oleh senyawa yang teroksidasi,
kemungkinan melalui reaksi dengan gugus
sulfhidril atau melalui interaksi yang non spesifik
dengan protein mikroorganisme. Polifenol juga
dapat menyebabkan denaturasi protein bakteri.??
Golongan senyawa lain yang berperan sebagai
antibakteri yaitu flavonoid. Flavonoid diketahui
memiliki kemampuan aktivitas transpeptidase
peptidoglikan sehingga mengganggu pembentukan
dinding sel terganggu, kemudian sel tidak dapat
menahan tekanan osmotik internal yang dapat
mencapai 5-20 atmosfer. Tekanan ini cukup
untuk memecah sel apabila dinding sel dirusak.z
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Kerusakan pada membran ataupun dinding sel
menyebabkan keluarnya berbagai komponen
penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam
nukleat, nukleotida, dan lain-lain yang berasal
dari sitoplasma dan sel bakteri akan mengalami
lisis." Tanaman sereh juga mengandung senyawa
aktif saponin yang merupakan senyawa aktif
yang bersifat antibakteri. Saponin bekerja dengan
meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga
membran menjadi tidak stabil dan mengakibatkan
hemolisis sel.?*

KESIMPULAN

Terdapat efek antibakteri ekstrak sereh
terhadap bakteri Streptococcus mutans yang
ditunjukkan dengan nilai KHM, pada kadar 0,18%
b/v. Terdapat efek penghambatan biofilm ekstrak
sereh terhadap bakteri Streptococcus mutans,
ditunjukkan dengan harga IC,; 0,137 %.
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