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ABSTRAK

Auladana, Earnest Nur Zainun. 2018. Efektivitas Antibakteri Ekstrak
Daun Kenikir (Cosmos caudatus) terhadap Pertumbuhan
Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans Secara In
Vitro. Skripsi. Program Studi Sarjana Kedokteran Gigi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) drg.
Rudhanton, Sp.Perio (2) drg. Ambar Puspitasari, Sp.KGA.

Periodontitis agresif merupakan infeksi bakteri yang merusak
ligamen periodontal dan tulang alveolar secara luas dan singkat dalam
waktu yang sangat cepat. Sering terjadi pada pasien dengan usia
kurang dari 30 tahun. Pada gigi sulung, onset terjadi periodontitis
agresif belum diketahui dengan pasti, tetapi kemungkinan muncul
sekitar atau sebelum usia 4 tahun. Salah satu bakteri dominan
penyebab  periodontitis  agresif = adalah  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Daun kenikir (Cosmos caudatus) merupakan
salah satu tanaman yang mengandung senyawa aktif flavonoid,
terpenoid, saponin, tanin dan alkaloid yang berpotensi sebagai
antimikroba. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui efektivitas
ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) sebagai antibakteri dalam
menghambat pertumbuhan Aggregatibacter actinomycetemcomitans
secara in vitro. Penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan
metode difusi sumuran untuk mendapatkan diameter zona hambat
pertumbuhan bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Konsentrasi ekstrak daun kenikir yang digunakan adalah 0%, 30%,
45%, 60%, 75%, 90% dan 100%. Analisis data menggunakan One-
Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada
perubahan konsentrasi ekstrak daun kenikir terhadap zona hambat
pertumbuhan bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Semakin meningkatnya konsentrasi ekstrak maka daya antibakteri
semakin efektif. Berdasarkan penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak daun kenikir mempunyai efek sebagai antibakteri terhadap
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Kata kunci : Aggregatibacter actinomycetemcomitans, daun kenikir
(Cosmos caudatus), antibakteri, zona hambat
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ABSTRACT

Auladana, Earnest Nur Zainun. 2018. The Effectiveness of Kenikir
Leaf Extract (Cosmos caudatus) as Antibacterial on The Growth
of Aggregatibacter actinomycetemcomitans In Vitro. Skripsi.
Dentistry Education Study Program Faculty of Dentistry
Universitas Brawijaya. Supervisor: (1) drg. Rudhanton, Sp.Perio
(2) drg. Ambar Puspitasari, Sp.KGA.

Aggressive periodontitis is a bacterial infection that damages
periodontal ligaments and alveolar bone extensively and rapidly in a
very short time. Usually affecting patients under 30 years old. In
primary dentition, the exact time of onset is unknown but it appears to
arise around or before 4 years old. One of the dominant bacteria that
cause aggressive periodontitis is Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. The kenikir leaf (Cosmos caudatus) is one of
the plants that contain active compounds of flavonoids, terpenoids,
saponins, tannins and alkaloids that have antimicrobial potency. The
purpose of this study to determine the effectiveness of kenikir leaf
extract (Cosmos caudatus) as antibacterial in inhibiting the growth of
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. This research was a
laboratory experimental study using well diffusion method to obtain
the inhibition zone diameter of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans bacteria. The concentration of leaves extract
used were 0%, 30%, 45%, 60%, 75%, 90% and 100%. Data analysis
using One-Way ANOVA showed a significant difference in the
concentration of kenikir leaf extract (Cosmos caudatus) to inhibition
zone of bacterial growth of Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
The increasing concentration of extract the more effective
antibacterial potency. Based on this research, in can be concluded that
kenikir leaf extract (Cosmos caudatus) has antibacterial potency
against Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Keywords : Aggregatibacter actinomycetemcomitans, kenikir leaf
(Cosmos caudatus), antibacterial, inhibition zone



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan masalah kesehatan gigi dan
mulut yang memiliki prevalensi yang cukup tinggi di masyarakat. Di
Indonesia, penyakit periodontal menduduki peringkat kedua setelah
karies. Menurut hasil survei Departemen Kesehatan, prevalensi
penyakit periodontal di Indonesia sebesar 24,82% (Tenggara dkk.,
2014). Salah satu penyakit periodontal dengan tingkat penyebaran
yang luas dalam masyarakat yaitu periodontitis. Periodontitis
merupakan suatu infeksi dari mikroorganisme yang menyebabkan
infeksi dan peradangan jaringan pendukung gigi, biasanya
menyebabkan kerusakan ligamen periodontal dan tulang alveolar
dengan membentuk poket, resesi atau keduanya. Periodontitis
agresif merupakan salah satu macam dari periodontitis yang
menyebabkan kerusakan ligamen periodontal dan tulang alveolar
secara luas dalam waktu yang sangat cepat. Pada periode gigi sulung
ataupun gigi pergantian, periodontitis agresif dapat terjadi berupa
periodontitis agresif lokalisata maupun generalisata. Onset
terjadinya periodontitis agresif belum diketahui secara pasti, tetapi
dimungkinan muncul sebelum atau saat usia 4 tahun (Newman et al.,
2015; Mc Donald et al., 2011).

Salah satu bakteri penyebab periodontitis agresif adalah

bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Frekuensi bakteri



Aggregatibacter actinomycetemcomitans pada periodontitis agresif
sekitar 70-90%. Angka tersebut jauh lebih tinggi dibandingkan pada
periodontitis kronis sebanyak 21% dan pada individu yang sehat
sebanyak 17%, sehingga Aggregatibacter actinomycetemcomitans
merupakan bakteri dominan yang menyebabkan periodontitis agresif
(Newman et al., 2015). Bakteri ini merupakan bagian dari flora
normal rongga mulut pada individu yang sehat. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans memiliki faktor virulensi yang dapat
mengakibatkan kerusakan jaringan (Mythiereyi dan Krishnababa,
2012).

Perawatan periodontitis agresif sama seperti penyakit
periodontal lainnya yaitu perawatan non bedah berupa scaling dan
root planing serta perawatan bedah berupa flap periodontal
(Joshipura et al., 2015). Kerusakan tulang yang luas pada
periodontitis agresif sering kali mempersulit perawatan, maka
pemberian antibakteri sering digunakan untuk menunjang
perawatan. Pemberian antibakteri berupa chlorhexidin dalam
sediaan obat kumur yang digunakan untuk menunjang perawatan
scaling dan root planning menghasilkan hasil yang lebih baik
daripada tanpa penggunaan chlorhexidin saat perawatan (da Costa et
al., 2017). Akan tetapi penggunaan chlorhexidin dapat menyebabkan
reaksi alergi dan bersifat toksik. Oleh karena itu, perlu upaya
alternatif untuk mengontrol penyakit periodontal yang ada di
masyarakat (Tenggara dkk., 2014).

Alternatif dari antibiotik sistemik yang dapat digunakan

sebagai perawatan periodontitis adalah bahan herbal. Salah satu
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tanaman yang memiliki khasiat antibakteri yaitu daun kenikir
(Cosmos caudatus). Daun kenikir dapat dikonsumsi sebagai sayuran,
untuk obat penambah nafsu makan, penguat tulang dan mengobati
gastritis. Dari hasil studi fitokimia daun kenikir yang diekstrak
menggunakan etanol dan pelarut lainnya, menunjukkan adanya
senyawa aktif flavonoid, terpenoid, saponin, tanin, alkaloid dan
minyak atsiri yang berpotensi sebagai antibakteri. Senyawa aktif
tersebut dapat mengganggu permeabilitas membran  sel,
mengganggu pembentukan peptidoglikan, mendenaturasi protein
dan inaktivasi enzim pada sel bakteri (Dwiyanti dkk., 2014).
Penelitian  terdahulu mengenai daun Kkenikir telah
membuktikan bahwa daun kenikir yang sudah diekstrak dengan
menggunakan etanol dan pelarut lainnya memilliki daya antibakteri
pada Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, dan Candida albicans (Rasdi dkk., 2010).
Berdasarkan data-data tersebut, perlu dilakukan penelitian untuk
menguji efektivitas antibakteri dari daun kenikir (Cosmos caudatus)
terhadap bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in

vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) efektif
sebagai  antibakteri ~ dalam  menghambat  pertumbuhan

Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in vitro?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui efektivitas ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan
Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in vitro.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menentukan ukuran zona hambat ekstrak daun kenikir
(Cosmos caudatus) terhadap pertumbuhan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in
vitro.
2.  Mengetahui pengaruh perbedaan konsentrasi ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus) terhadap zona hambat
pertumbuhan bakteri Aggregatibacter

actinomycetemcomitans secara in vitro.

14 Manfaat
141 Manfaat akademis
1. Memperkaya pengetahuan terkait potensi daun kenikir
(Cosmos caudatus) sebagai antibakteri untuk tindakan
preventif dan kuratif terhadap manifestasi penyakit
infeksi bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan oleh
peneliti lain sebagai dasar penelitian selanjutnya untuk
menguji efek ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus)

sebagai antibakteri bagi bakteri lain.



1.4.2 Manfaat praktis
Mengembangkan informasi kepada masyarakat tentang
manfaat daun kenikir (Cosmos caudatus) sebagai antibakteri

khususnya terhadap penyakit jaringan periodontal.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Kenikir (Cosmos caudatus)

Tanaman kenikir dapat tumbuh dengan baik di dataran
rendah hingga ketinggian 700 m dpl pada kondisi tanah yang
gembur, liat dan memiliki drainase yang baik. Tanaman ini dapat
tumbuh dengan baik pada tempat yang terbuka dengan sinar
matahari penuh (Hidayat dkk., 2015).

Tanaman kenikir berasal dari dataran Amerika. Saat ini
penyebarannya sudah meluas terutama daerah tropis termasuk
Indonesia dimana sinar matahari dapat diperoleh sepanjang tahun
(Hidayat dkk., 2008).

i T R ’

Gambar 2.1 Cosmos caudatus
(Bunawan, 2014)
2.1.1 Morfologi

Tanaman kenikir biasanya memiliki tinggi mencapai 150

cm, daunnya memiliki bentuk seperti pipa yang bergaris



membujur, lebar 2-3 cm. Memiliki bau yang khas. Bunga
berbentuk karangan yang terdapat pada ujung batang, berwarna
lembayung dan berbintik kuning pada tengahnya. Buah dari
tanaman kenikir berbentuk seperti jarum dan keras (Hidayat dkk.,
2015).
2.1.2 Kilasifikasi

Menurut Sharifuldin (2014) klasifikasi daun kenikir adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Subdivisi : Magnoliopsida
Classes : Asteranea

Ordo . Asterales

Genus : Cosmos

Species  : Cosmos caudatus

2.1.3 Bahan Aktif

Daun kenikir (Cosmos caudatus) diketahui mengandung
fitokimia antara lain saponin, alkaloid, flavonoid, fenol dan
terpenoid. Kenikir memiliki aktifitas antimikroba yang baik pada
bakteri Gram positif, bakteri Gram negatif dan juga fungi (Karimy
dkk., 2013). Berbagai jenis fitokimia tersebut memiliki
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan pathogen (Yusoff et
al., 2015).

Penghambatan pertumbuhan bakteri disebabkan oleh
interaksi senyawa aktif melalui difusi zat antimikroba dengan
bakteri. Interaksi senyawa aktif tersebut menyebabkan gangguan

atau kerusakan pada protein, membran dan dinding sel, perubahan
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permeabilitas membran sel dan penghambatan kerja enzim
(Pelczar dan Chan, 1988 dalam Dwiyanti dkk., 2014).

Flavonoid merupakan senyawa aktif yang memiliki fungsi
untuk mengganggu sintesis dinding sel bakteri sehingga terjadi
kebocoran plasma yang diakhiri dengan lisisnya bakteri. Flavonoid
juga berfungsi untuk menghambat DNA gyrase dan menghambat
aktivitas enzim ATPase bakteri (Dewi dkk., 2013). Dalam
penelitian Chotiah dkk. (2015) ditemukan senyawa isokuerstrin
yang merupakan golongan flavonoid. Senyawa tersebut yang
menunjukkan adanya zona hambat terhadap bakteri (Chotiah dkk,
2015).

Toksisitas tanin dapat merusak membran sel bakteri,
mekanisme kerja senyawa tanin dalam menghambat sel bakteri
yaitu dengan cara mendenaturasi protein sel bakteri, menghambat
fungsi selaput sel (transport zat dari sel satu ke sel yang lain) dan
menghambat sintesis asam nukleat sehingga pertumbuhan bakteri
dapat terhambat. Tanin dapat membentuk komplek dengan protein
dan interaksi hidrofobik, jika terbentuk ikatan hidrogen antara
tanin dengan protein enzim yang terdapat pada bakteri maka
kemungkinan akan terdenaturasi sehingga metabolisme bakteri
terganggu, selain itu dengan adanya tanin maka akan terjadi
penghambatan metabolisme sel, mengganggu sintesa dinding sel
dan protein dengan mengganggu aktivitas enzim (Rozlizawaty
dkk., 2013).

Minyak atsiri dalam ekstrak daun Kkenikir dapat

menghambat pertumbuhan atau mematikan kuman dengan
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mengganggu proses terbentuknya membran dan/atau dinding sel;
membran atau dinding sel tidak terbentuk atau terbentuk tidak
sempurna (Ajizah, 2004 dalam Dwiyanti dkk., 2014). Gangguan
tersebut diakibatkan dari terpenoid yang terkandung dalam minyak
atsiri. Terpenoid akan mengikat protein, lipid atau karbohidrat
pada membran atau dinding sel (Harborne, 1987 dalam Dwiyanti
dkk., 2014).

Saponin merupakan salah satu golongan glikosida yang
mempunyai struktur steroid dan tripenoid. Saponin berfungsi
sebagai penghambat kolonisasi bakteri, penurunan tegangan
permukaan medium ekstraseluler, atau dengan cara melisiskan
membran sel bakteri. Saponin juga berfungsi mengganggu
permeabilitas membran sel bakteri yang mengakibatkan kerusakan
membran sel dan menyebabkan keluarnya berbagai komponen
penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat dan
nukleotida (Zahro dan Agustini, 2013).

Alkaloid adalah senyawa yang memiliki mekanisme
menghambat bakteri dengan cara mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding
sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian
sel tersebut (Njeru et al., 2013). Alkaloid merupakan senyawa yang
lebih berefek pada bakteri gram positif dibandingkan pada gram
negatif. Alkaloid bekerja sebagai DNA interkalator dan
penghambat  sintesis DNA dengan cara menghambat

topoisomerase (Dewi dkk., 2013).
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2.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  merupakan
bakteri flora normal rongga mulut pada individu yang sehat.
Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans dapat menjadi
pathogen atau menjadi agen utama dalam penyakit periodontal.
Salah satu penyakit periodontal yang disebabkan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans adalah periodontitis
agresif (Newman et al., 2015).
2.2.1 Kilasifikasi bakteri
Menurut taksonominya Aggregatibacter
actinomycetemcomitans  diklasifikasi berdasarkan (Norskov —
Lauritsen et al., 2006) :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo . Parteurellales

Famili : Pasteurellaceae

Genus . Aggregatibacter
Spesies  : Actinomycetemcomitans

2.2.2 Karakteristik Bakteri

Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
merupakan bakteri non motil, kecil, Gram negatif, capnophilic,
kokobasil, fakultatif anaerob dan tumbuh baik pada 5% CO. di
udara atau anaerob. Tumbuh berkembang baik menjadi koloni
dalam 24-48 jam. Dalam media pertumbuhan yang padat, bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang baru diisolasi

melekat pada agar dan terdapat koloni yang melingkar dengan
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diameter 0,5-1 mm dengan tepi yang sedikit tidak teratur
(Mythireyi dan Krishnababa, 2012).

Gambar 2.2 Koloni bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
(Mythireyi dan Krishnababa, 2012)

2.2.3 Faktor virulensi
Virulensi merupakan kemampuan mikroorganisme untuk
menyebabkan  terjadinya infeksi.  Sifat virulensi  dari
mikroorganisme  pathogen mencakup kemampuan untuk
menginduksi interaksi host dengan mikroba, merusak pertahanan
normal host, menginvasi host, replikasi pada lingkungan baru, dan
menampilkan sifat pathogen yang terspesialisasi. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans memiliki faktor virulensi yang berfungsi
untuk memediasi adhesinya Aggregatibacter
actinomycetemcomitans pada permukaan gingiva (Kler et al.,
2010).
1. Leukotoksin
Leukotoksin dari Aggregatibacter

actinomycetemcomitans dapat membunuh  leukosit
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polimorfonuklear (PMN) dan makrofag. Leukotoksin
dapat membunuh sel dengan cepat dalam hitungan menit
yang disebabkan dari pembentukan pori-pori pada
membran sel dari sel target. Lisis sel disebabkan oleh
pembentukan yang cepat dari saluran ion secara kondusif
sehingga menyebabkan depolarisasi membran, kehilangan
K* intraseluler, osmosis sel dan dilanjutkan dengan
kematian sel (Johansson, 2011).

Superantigen

Superantigen mampu mengaktifkan apoptosis dari
sel T yang merupakan konsekuensi dari pengaktifan sel T
dengan reseptor spesifik V beta sel T. Sehingga
superantigen dapat dianggap sebagai immunosupresan.
Superantigen bukan hanya alat yang ampuh untuk studi
reaksi imunologi tetapi juga penggunaanya terlibat dalam
intervensi terapeutik (\VVaishnani, 2009).

Cytolethal Distending Toxin (CDT)

Cytolethal Distending Toxin (CDT) dari bakteri
Aggegatibacter actinomycetemcomitans dapat
menghambat pertumbuhan dari sel epitel, CDT mengikat
reseptor spesifik gangliosida GM3 dalam nukleus
menggunakan enzim DNA yang seperti nuclease yang
menyebabkan fragmentasi DNA sehingga menghambat
siklus sel GO/G1 dan G2/M dan menghambat sel

memasuki fase mitosis. Kerusakan rantai DNA tersebut
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merupakan awal dari terjadinya apoptosis sel (Setiawatie,
2012).
Fc Binding Proteins

Wilayah antibodi Fc penting dalam pengikatan
antibodi terhadap reseptor spesifik pada leukosit
polimorfonuklear. Setiap protein bersaing untuk daerah ini
menghambat pengikatan antibodi sehingga menghambat
fagositosis. Reseptor Fc yang terdapat pada permukaan
bakteri dapat menghambat aktivasi komplemen (Sriraman,
2014).
Chemotactic inhibitor

Neutrofil ditarik menuju daerah yang terinfeksi
dengan mengikuti gradien konsentrasi dari signal
kemotaksis. Gangguan dari kemotaksis neutrofil
menguntungkan bagi organisme penyebab infeksi. Bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans telah terbukti
mampu  menghambat kemotaksis (Mythireyi dan
Krishnababa, 2012).
Faktor Immunosuppressive

Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
terbukti mampu menghambat DNA, RNA dan sintesis
protein dalam sel T yang teraktivasi oleh mitogen atau
antigen. Protein murni mampu menghambat 1gG dan IgM
yang diproduksi oleh sel B dan mempengaruhi produksi
immunoglobulin dengan mengganggu tahapan awal dari

aktivasi sel. Meskipun mekanisme yang tepat dimana
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faktor immunosupresif dapat menyebabkan
immunosupresi belum diketahui, namun tampak bahwa
faktor immunosupresif mempengaruhi regulasi dari
limfosit B dan sel T (Mythireyi dan Krishnababa, 2012).
Lipopolisakarida

Lipopolisakarida merupakan salah satu komponen
membran bakteri gram negatif penyebab sepsis patogenik.
Lipopolisakarida merupakan komponen yang paling
imunogenik dari dinding sel bakteri gram negatif
(Widyawati, 2014).

Lipopolisakarida menginduksi produksi sitokin
seperti IL-6, IL-8, IL-1B dan TNFa dari sel host yang
berbeda sehingga mempromosikan reaksi inflamasi
(Mythireyi dan Krishnababa, 2012). Selain menjadi agen
inflamantoris yang kuat dan berperan penting pada
penyakit periodontal inflamantoris, lipopolisakarida juga
mempunyai efek sitotoksik secara langsung pada sel-sel
periodonsium (Widjaja, 2011).

Cell Stress Protein (Chaperonin 60)

Merupakan molekul yang disekresikan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans dan
menstimulasi resorpsi tulang dengan bertindak sebagai
osteoklas. Resorpsi tulang menunjukkan “burn out
phenomenon” yaitu dimana resorpsi tulang berkurang

karena respon imun dari host itu sendiri (Sriraman, 2014).
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9. Actinomycetemcomitin
Lima et al. (2008) dalam Muythireyi dan

Krishnababa (2012) mengisolasi Actinomycetemcomitin

yang merupakan bakteriosin baru yang diproduksi dari

bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang
aktif terhadap Peptostreptococcus anaerobius ATCC

27337. Actinomycetemcomitin diproduksi selama fase

pertumbuhan eksponensial dan stasioner dan jumlahnya

menurun sampai menghilang selama penurunan fase

pertumbuhan (Paino, 2013).

2.2.4 Penyakit pada Rongga Mulut yang Disebabkan oleh
Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Beberapa spesies bakteri gram negatif yang berkolonisasi

pada plak subgingiva adalah bakteri  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia dan Fusobacterium nucleatum yang pada umumnya
menjadi bakteri penyebab periodontitis. Periodontitis merupakan
penyakit peradangan pada jaringan penyangga gigi yang
disebabkan oleh infeksi bakteri. Periodontitis dapat menyebabkan
kerusakan ligament periodontal, tulang alveolar, membentuk poket

resesi atau keduanya (Fidary & Lessang, 2008).

Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
merupakan bakteri yang dominan pada periodontitis agresif.
Periodontitis agresif merupakan salah satu macam dari
periodontitis yang sering terjadi pada pasien yang memiliki usia

kurang dari 30 tahun, dan merusak ligamen periodontal dan tulang
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alveolar secara luas dan singkat dalam waktu yang sangat cepat
(Newman et al., 2015).

Periodontitis agresif terdiri dari periodontitis agresif
lokalisata dan periodontitis agresif generalisata. Pada periodontitis
agresif lokalisata terjadi kehilangan perlekatan pada dua molar
pertama permanen dan insisivus pertama. Biasanya lebih banyak
terjadi pada usia muda sekitar 12-17 tahun pada proses
pertumbuhan gigi permanen. Pada periodontitis agresif
generalisata terjadi kehilangan perlekatan pada setidaknya tiga gigi
yang bukan gigi molar pertama dan insisivus pertama. Jarang
terjadi pada usia muda tetapi pada usia kurang dari 30 tahun. Dapat
juga terjadi pada usia diatas 30 tahun (Newman et al., 2015).

Periodontitis agresif pada gigi sulung bisa terjadi dalam
bentuk periodontitis agresif lokalisata maupun dalam bentuk
generalisata. Periodontitis agresif lokalisata pada gigi sulung
adalah kehilangan perlekatan terlokalisir dan kehilangan tulang
alveolar pada gigi sulung. Waktu onset yang tepat tidak diketahui,
tetapi kemungkinan muncul sekitar atau sebelum usia 4 tahun
ketika terjadi kehilangan tulang yang terlihat pada radiograf di
sekitar gigi molar dan atau insisivus sulung. Dampak yang terjadi
pada gigi sulung yang terkena periodontitis agresif lokalisata yaitu
terjadi kedalaman poket yang abnormal dengan diikuti inflamasi
gingiva, kehilangan tulang yang cepat dan jumlah plak yang
minimal pada gigi sulung tersebut. Periodontitis agresif
generalisata yang terjadi pada anak-anak biasanya bermula saat

atau setelah erupsi gigi sulung. Hal tersebut menghasilkan
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inflamasi gingiva yang parah, kehilangan perlekatan jaringan
periodontal secara menyeluruh, terjadi mobilitas gigi dan
kerusakan tulang alveolar secara cepat dengan eksfoliasi prematur
gigi (Mc Donald et al., 2011).

2.3 Efek Ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus)
Terhadap Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) mempunyai
beberapa senyawa yang diyakini mampu memberikan efek pada
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Salah satu zat
yang bertanggung jawab sebagai antibakteri pada daun kenikir
adalah flavonoid (Chotiah, 2015).

Flavonoid mengakibatkan gangguan metabolisme pada sel
bakteri. Gugus fenol dari senyawa flavonoid berikatan dengan
protein bakteri melalui ikatan hidrogen, mengakibatkan struktur
protein menjadi rusak dan enzim menjadi inaktif. Pada perusakan
membran sel, ion H* dari senyawa fenol akan menyerang gugus
polar sehingga molekul fosfolipid terurai menjadi asam fosfat,
gliserol dan asam karboksilat. Kondisi ini menyebabkan membran

sel bakteri akan bocor dan sel bakteri akan lisis (Dwiyanti, 2014).

2.4 Ekstrak
241 Macam Ekstrak

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan
mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau hewani

menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir
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semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa
diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan (Darma, 2014).
Macam ekstrak dibagi berdasarkan sifatnya (Departemen
Kesehatan RI, 1995 dalam Darma, 2014) :
1. Ekstrak encer, sediaan yang masih dapat dituang
2. Ekstrak kental, sediaan yang tidak dapat dituang dan
memiliki kadar air sampai 30%
3. Ekstrak kering, sediaan yang berbentuk serbuk dan
dibuat dari ekstrak tumbuhan yang diperoleh dari
penguapan bahan pelarut
4. Ekstrak cair, mengandung simplisia nabati yang
mengandung etanol sebagai bahan pengawet
2.4.2 Macam Ekstraksi
Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa aktif
dari suatu simplisia tanaman menggunakan pelarut tertentu untuk
memisahkan senyawa yang terlarut sehingga terpisah dari bahan
yang tidak terlarut atau residu (Azwanida, 2015). Beberapa metode
yang banyak digunakan untuk ekstraksi bahan alam yaitu:
1. Maserasi
Maserasi merupakan proses ekstraksi simplisia
menggunakan pelarut dengan beberapa kali pengadukan
pada suhu ruangan. Proses ekstraksi dilakukan pada
kondisi laboratorium dengan suhu 22°C, tempat yang
kering selama tujuh hari, dengan sesekali dilakukan

pengadukan untuk meningkatkan proses maserasi. Setelah
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tujuh hari, ekstrak maserasi disaring melalui kertas saring
dan dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator
dan dikeringkan pada suhu 60°C hingga berat konstan.
Ekstrak kering disimpan dalam botol kaca gelap pada suhu
4°C untuk mencegah kerusakan oksidatif (Dukic et al.,
2017).
Perkolasi

Pada metode perkolasi, serbuk sampel dibasahi secara
perlahan dalam sebuah perkolator (wadah silinder yang
dilengkapi dengan kran pada bagian bawahnya). Pelarut
ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan
menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan dari
metode ini adalah sampel selalu dialiri oleh pelarut baru.
Sedangkan kerugiannya adalah jika sampel dalam
perkolator tidak homogen maka pelarut akan sulit
menjangkau seluruh area. Selain itu, metode ini juga
membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak waktu
(Mukhriani, 2014).
Soxhlet

Metode soxhlet dilakukan dengan menempatkan serbuk
sampel dalam sarung selulosa (dapat digunakan kertas
saring) dalam klonsong yang ditempatkan di atas labu dan
di bawah kondensor. Pelarut yang sesuai dimasukkan ke
dalam labu dan suhu penangas diatur di bawah suhu reflux.
Keuntungan dari metode ini adalah proses ekstraksi yang

kontinyu, sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil
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kondensasi sehingga tidak membutuhkan banyak pelarut
dan tidak memakan banyak waktu. Kerugiannya adalah
senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi
karena ekstrak yang diperoleh terus menerus berada pada
titik didih (Mukhriani, 2014).
Digesti

Metode digesti merupakan maserasi kinetik (dengan
pengadukan kontinu) pada suhu yang lebih tinggi dari suhu
ruangan yaitu pada suhu 35° - 40°C untuk meningkatkan
efisiensi dari proses ekstraksi (Sharifi et al., 2017).
Refluks

Pada metode refluks, sampel dimasukkan bersama
pelarut ke dalam labu yang dihubungkan dengan
kondensor. Pelarut dipanaskan hingga mencapai titik
didih. Uap terkondensasi dan kembali ke dalam labu
(Mukhriani, 2014).
Infusa

Infusa adalah metode ekstraksi dengan pelarut air pada
suhu penangas air (bejana infus tercelup dalam penangas
air mendidih), suhu terukur (96-98°C) selama waktu
tertentu (15-20 menit) (Azwanida, 2015).
Dekok

Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama dan
suhu sampai titik didih air yaitu pada suhu 90-100°C

selama 30 menit (Azwanida, 2015).
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2.5 Uji Kepekaan Antimikroba
Uji dari mikroba yang spesifik adalah dengan melihat
aktivitas daripada kandungan agen antimikroba dan juga
mempelajari serta menentukan pengaruhnya (Ricki, 2011).
Beberapa uji dapat di gunakan untuk menguji aktivitas
antimikroba, antara lain:
2.5.1 Dilusi
Metode dilusi dilakukan dengan mencampurkan zat
antimikroba dan media agar. Kemudian diinokulasikan dengan
mikroba uji. Aktivitas antimikroba ditentukan dengan melihat
konsentrasi hambat minimum (KHM) vyang merupakan
konsentrasi terkecil dari zat antimikroba uji yang memberikan
efek penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri uji. Metode ini
terdiri atas dua cara, yaitu (Pratiwi, 2008):
1. Pengenceran serial dalam tabung
Dilakukan dengan cara menggunakan tabung
reaksi yang diisi dengan bakteri dan larutan
antibakteri dalam beberapa konsentrasi. Zat yang
akan diuji aktivitas bakterinya dilakukan pengenceran
sesuai dengan serial dalam media cair, kemudian
diinokulasikan dengan bakteri lalu diinkubasi pada
waktu dan suhu yang sesuai dengan bakteri uji.
Aktivitas zat merupakan kadar hambat minimal
(KHM)
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2. Penipisan lempeng agar
Zat antibakteri dilakukan pengenceran dalam
media agar lalu dituang kedalam cawan petri.
Ditunggu hingga agar membeku kemudian
diinokulasikan bakteri. Lalu diinkubasi pada waktu
dan suhu tertentu. Konsentrasi terendah dari larutan
zat antibakteri yang masih memberikan hambatan
terhadap pertumbuhan bakteri merupakan konsentrasi
hambat minimal (KHM)
2.5.2 Difusi
Penentuan aktivitas berdasarkan kemampuan difusi zat
antimikroba dalam lempeng agar yang telah diinokulasikan
dengan bakteri uji. Hasilnya diperoleh berupa ada atau tidaknya
zona hambat yang terbentuk di sekeliling zat antimikroba pada
waktu tertentu masa inkubasi. Menurut Prayoga (2013) metode
ini dapat dilakukan dengan 3 cara:
1. Cara Cakram/Disc
Merupakan cara yang paling sering digunakan
untuk menentukan kepekaan bakteri terhadap
berbagai macam obat-obatan. Menggunakan suatu
cakram kertas saring (paper disc) dengan ukuran
sekitar 6 mm yang mengandung zat antimikroba.
Kemudian kertas saring diletakkan pada lempeng agar
yang telah diinokulasi bakteri uji lalu diinkubasi pada
waktu dan suhu tertentu sesuai dengan kondisi bakteri

uji. Zat antimikroba akan berdifusi ke dalam agar dan
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menghambat petumbuhan bakteri uji. Hasil yang
diperoleh berupa ada atau tidaknya daerah bening
yang terbentuk disekeliling kertas cakram yang
menunjukkan zona hambat pada pertumbuhan bakteri
(Balouiri, 2016).
Cara Parit/Ditch

Lempeng agar yang telah diinokulasi dengan
bakteri uji dibuat sebidang parit. Parit tersebut berisi
zat antimikroba lalu diinkubasi pada waktu dan suhu
tertentu sesuai bakteri uji. Hasil yang diperoleh
berupa ada atau tidaknya zona hambat yang terbentuk
di sekitar parit (Prayoga, 2013).
Cara Sumuran/hole

Lempeng agar yang telah diinokulasi dengan
bakteri uji dibuat lubang sebesar 5-8 mm yang
kemudian diisi dengan zat antimikroba. Setelah terisi
zat antimikroba, lalu diinkubasi pada waktu dan suhu
tertentu sesuai bakteri uji. Hasil yang diperoleh
berupa ada atau tidaknya zona hambatan yang
terbentuk di sekeliling lubang. Zat antimikroba
berdifusi dalam media agar dan menghambat

pertumbuhan bakteri yang diuji (Balouiri, 2016).
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3.1. Kerangka Konsep Penelitian

— Tanin Merusak dinding sel

— Alkaloid

Destruksi DNA

1
— Saponin
A

Mengganggu sintesis
peptidoglikan

— Flavonoid

—  Terpenoid Merusak membran sel

Keterangan :

- : variabel yang diteliti

i i : variabel yang tidak diteliti
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3.2.

Penjelasan Kerangka Konsep Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan ekstrak etanol
daun kenikir (Cosmos caudatus). Kandungan dari ekstrak
tersebut yang bersifat sebagai antibakteri adalah alkaloid,
saponin, tanin, terpenoid dan flavonoid. Senyawa alkaloid
mengganggu sintesis peptidoglikan pada dinding sel bakteri
sehingga lapisan dinding sel bakteri tidak terbentuk secara
utuh dan menyebabkan kematian sel. Alkaloid bekerja sebagai
DNA interkalator dan penghambat sintesis DNA. Saponin
berfungsi mengganggu permeabilitas membran sel bakteri
yang mengakibatkan kerusakan membran sel. Flavonoid
merupakan senyawa aktif yang memiliki fungsi untuk
mengganggu sintesis dinding dan membran sel bakteri
sehingga terjadi kebocoran plasma yang diakhiri dengan
lisisnya bakteri. Flavonoid juga berfungsi untuk menghambat
DNA gyrase dan menghambat aktivitas enzim ATPase
bakteri. Terpenoid yang terkandung dalam ekstrak daun
kenikir dapat menghambat pertumbuhan atau mematikan
kuman dengan mengganggu proses terbentuknya membran
dan/atau dinding sel; membran atau dinding sel tidak
terbentuk atau terbentuk tidak sempurna. Terpenoid akan
mengikat protein, lipid atau karbohidrat pada membran atau
dinding sel. Toksisitas tanin dapat merusak membran sel
bakteri.

Adanya kandungan senyawa-senyawa tersebut pada

ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) akan menyebabkan
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pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans terhambat ditandai dengan adanya
zona hambat pertumbuhan bakteri yang terbentuk semakin

besar.

Hipotesis
Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) efektif
sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri

Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in vitro.
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BAB IV
METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah true experimental post
test only control group design. Metode penelitian menggunakan
metode difusi sumuran untuk mengetahui kemampuan antibakteri
ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) terhadap pertumbuhan
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans dengan cara

mengukur zona hambat yang terbentuk.

4.2 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada bulan

Januari-Februari 2018

4.3 Sampel Penelitian

Sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang didapatkan
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airlangga Surabaya, Jawa Timur dan telah dilakukan
identifikasi di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Daun Kenikir didapatkan dari di UPT

Materia Medica Batu, Kota Batu, Jawa Timur.
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4.3.1 Variabel Penelitian
Variabel bebas :ekstrak etanol daun kenikir
(Cosmos caudatus) dengan konsentrasi 30%, 45%, 60%,
75%, 90% dan 100% (Astutiningrum, 2016)
Variabel terikat :pertumbuhan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
4.3.2 Pengulangan Sampel
Banyaknya pengulangan yang digunakan pada penelitian ini
dapat ditentukan dengan menggunakan rumus Federer (1977)
dalam Risqi (2016) berikut :
(n-1)(t-1)>15
(n-1)(7-1)> 15
6(n-1)>15
6n-6 > 15
6n>21
n=>3,5

(dibulatkan menjadi 4)

Keterangan :
n = jumlah pengulangan

t = jumlah perlakuan

Berdasarkan perhitungan rumus diatas, banyaknya

pengulangan pada penelitian ini sebanyak 4 kali.
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Aggregatibacter

4.4.1 Alat
a. Timbangan
b. Maserator berpengaduk elektronik
c. Blender
d. Rotary evaporator
e. Tabung reaksi
f.  Pinset
g. Cawan petri
h. Mikropipet
i. Ose
j. Perforator
k. Jangka sorong
I.  Mikroskop
m. Lampu spiritus
n. Inkubator
0. Spektofotometer
4.4.2 Bahan
a. Kultur bakteri
actinomycetemcomitans
b. Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus)
c. Medium BHIA (Brain Heart Infusion Agar)
d. Medium NA (Nutrient Agar)
e. Bahan uji katalase : H,O, 3%
f.  Bahan pengecatan Gram : lugol, kristal violet, safranin,

dan alkohol 96%



Bahan uji oksidase : reagen oksidase
h. Bahan uji hemolisis : media BAP (Blood Agar Plate)
i. Bahan kultur MacConkey : media agar MacConkey
j. Minyak imersi
k. Akuades steril
I. Etanol 96%
m. NacCl 0,85%

n. Kertas saring

4.5 Definisi Operasional

1. Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) adalah ekstrak
dari daun kenikir yang diperoleh melalui proses maserasi
dengan pelarut etanol 96%. Ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) didapatkan dari di UPT Materia Medica Batu,
Kota Batu, Jawa Timur. Kelompok perlakuan dalam
penelitian ini adalah kelompok yang diberi ekstrak etanol
daun kenikir dengan konsentrasi 30%, 45%, 60%, 75%,
90% dan 100%. Skala yang digunakan berupa rasio.

2. Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang
digunakan pada penelitian ini  diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airlangga, Surabaya, Jawa Timur.

3. Uji kepekaan antibakteri metode difusi sumuran adalah
uji yang dilakukan secara in vitro pada agar yang telah
diinokulasi dengan bakteri uji dan dibuat lubang sebesar

5-8 mm yang kemudian diisi dengan zat antimikroba.
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Hasil yang diperoleh berupa ada atau tidaknya zona
hambatan yang terbentuk di sekeliling lubang. Zona
hambat adalah diameter daerah bening yang terbentuk
pada biakan medium bakteri setelah diinkubasi yang
diukur menggunakan jangka sorong dengan Kketelitian

0,01 mm. Skala yang digunakan berupa rasio.

4.6 Prosedur Penelitian

4.6.1 Pembuatan ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus)

a.
b.

Timbang serbuk daun kenikir sebanyak 750 gram
Lakukan pembasahan dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 750 ml

Masukkan serbuk yang telah dibasahi dengan pelarut ke
dalam toples, diratakan dan ditambahkan pelarut etanol
96% sampai terendam (pelarut yang digunakan
minimal 2 Kkali berat atau lebih). Pelarut yang
ditambahkan sebanyak 3 L. Tutup toples dengan rapat
selama 24 jam. Dan dishaker di atas shaker digital
dengan kecepatan 50 rpm.

Saring ekstrak cair dengan penyaring kain. Tampung
ekstrak dalam Erlenmayer.

Ampas dimasukkan lagi dalam toples dan tambahkan
pelarut sampai terendam (minimal pelarut 5 cm di atas
permukaan), dalam hal ini digunakan 3 L.

Biarkan semalam atau 24 jam di atas shaker kecepatan

50 rpm.
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g.

4.6.2 Uji

Remaserasi dilakukan sampai filtrat/ekstrak lebih

jernih, menggunakan 2 L pelarut.

Hasil ekstrak cair pertama sampai dengan terakhir

dijadikan satu dan diuapkan dengan menggunakan

rotary evaporator. Diperlukan waktu 7 jam untuk

evaporasi.

Ekstrak yang dihasilkan dievaporasi/diuapkan diatas

water bath selama 2 jam.

Diperoleh hasil akhir ekstrak etanol daun kenikir

dengan konsentrasi 100%.

Dilakukan pengenceran ekstrak menjadi 30%, 45%,

60%, 75%, 90%

Sehingga didapatkan konsentrasi 0%, 30%, 45%, 60%,

75%, 90% dan 100% (Astutiningrum, 2016)
Identifikasi Bakteri Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

4.6.2.1 Pewarnaan Gram

a.

Dibuat suspensi air suling dan koloni bakteri pada
object glass dan dikeringkan di udara

Sediaan yang telah kering difiksasi diatas api bunsen
Sediaan diberi larutan Kristal violet selama 1 menit
kemudian dibilas dengan air mengalir

Sediaan diberi larutan lugol selama 1 menit kemudian
dibilas dengan air mengalir

Diberi larutan alkohol 96% selama 5-10 menit,

kemudian dibilas dengan air mengalir
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Sediaan diberi safranin dan didiamkan selama 30
detik kemudian dibilas dengan air mengalir
Dikeringkan ~ menggunakan  kertas  penghisap
kemudian ditetesi minyak emersi dan dilihat
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x
Hasil pewarnaan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans berwarna merah yang

menunjukan bakteri gram negatif (Cahyani, 2013)

46.2.2 Tes Katalase

4.6.2.3

Sediakan perbenihan bakteri pada object glass
Sediaan ditetes larutan H,O, 3%

Kemudian diamati timbulnya gelembung-gelembung
udara pada object glass

Jika timbul gelembung maka hasil tes katalase positif
(Santoso, 2013)

Uji Hemolisis

Uji hemolisis dilakukan dengan cara streaking bakteri

pada media Blood Agar Plate (BAP) kemudian diinkubasi pada

suhu 37°C. Setelah 24 jam, dilakukan pengamatan pada BAP.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans menunjukkan hasil non

hemolisis atau y-hemolisis yaitu tidak tampak perubahan pada
BAP (Risqi, 2016).
4.6.2.4 Uji Oksidase

Mengambil koloni bakteri dari media padat kemudian

digoreskan pada kertas saring yang telah ditetesi
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dengan reagen oksidase yaitu tetrametil p-
fenilendiamin dihidroklorida 1% (Kovac)

b. Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
menunjukkan hasil positif yaitu warnanya berubah
menjadi warna ungu, ungu tua hingga kehitaman
(Syahrurachman, 2009)

4.6.2.5 Kultur Agar MacConkey
Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
diinokulasi pada medium agar MacConkey dan diinkubasi pada
inkubator dengan suhu 37°C selama 18-24 jam kemudian diamaati
hasilnya. Apabila warna media berubah menjadi warna merah
maka bakteri uji menfermentasi laktosa (Risqi, 2016).
4.6.3 Pembuatan kultur bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

a. Disiapkan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans yang telah diidentifikasi
dibiakkan menggunakan media Brain Heart Infusion
Broth (BHIB) selama 24 jam pada suhu 37°C

b. Ambil 5 koloni dengan diameter > 1 mm dengan ose
kemudian dimasukkan ke dalam 5 ml NaCl 0,85%
steril. Kemudian diukur kekeruhannya dengan
spektofotometer pada panjang gelombang 625 nm dan
Optical Density (OD) 0,1 (Murray et al., 1999 dalam
Risqi, 2016)

c. Untuk mendapatkan suspensi sel yang mengandung
0,5x10° hingga 2,5x10° CFU/ml dilakukan dengan
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cara mengambil 1 ml (dari tabung yang mengandung
108 CFU/ml) untuk dicampur dengan 9 ml NaCl
0,85% steril. Maka akan didapatkan suspensi sel
dengan konsentrasi 10” CFU/mI. Proses dilanjutkan
sekali lagi hingga mencapai konsentrasi suspensi
bakteri yang digunakan untuk pengujian yaitu sebesar
1,5x10° CFU/ml (Murray et al., 1999 dalam Risqi,
2016)

4.6.4 Uji Efektivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kenikir

(Cosmos  caudatus)  terhadap  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

a.

Disiapkan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans dari BHI broth

Disiapkan 4 cawan petri yang berisi bakteri
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  dalam
media BHIA (Brain Heart Infusion Agar)

Pada setiap cawan petri dibagi 7 lubang sumuran
dengan diameter 5 mm menggunakan perforator
Masing-masing lubang sumuran diisi dengan ekstrak
etanol daun Kkenikir sebanyak 50 pl dengan
konsentrasi 30% pada lubang pertama, 45% pada
lubang kedua, 60% pada lubang ketiga, 75% pada
lubang keempat, 90% pada lubang kelima, 100% pada
lubang keenam dan akuades steril pada lubang

ketujuh
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Cawan petri diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37°C

Zona hambat vyang terbentuk dapat diukur
menggunakan jangka sorong (Dwiyanti, 2014)
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4.7 Skema Prosedur Penelitian

Ekstrak daun kenikir Kultur bakteri Aggregatibacter
(Cosmos caudatus) actinomvcetemcomitans dalam BHIB

A 4

A 4

Identifikasi bakteri : pewarnaan gram,
uji katalase, uji oksidase, uji
hemolisis, kultur MacConkey

Melakukan pengenceran
ekstrak menjadi berbagai
konsentrasi yaitu 30%, 45%,

60%, 75%, 90% dan 100%

A 4

Dilakukan pengenceran 108 CFU/ml

Disiapkan cawan petri berisi bakteri
dalam media NA

A 4

Cawan petri diberi lubang
menggunakan perforator sebanyak 7

lubang
|
A\ 4 A\ 4 \4 A\ 4 A\ 4 A\ 4 A\ 4
50 ul 50 pl 50 ul 50 pl 50 pl 50 ul 50 ul
akuades ekstrak ekstrak ekstrak ekstrak ekstrak ekstrak
steril 30% 45% 60% 75% 90% 100%

v

Inkubasi selama 18-24 jam dengan
suhu 37°C

\4

Pengukuran zona hambat dan analisa
statistik
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4.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dilakukan uji
normalitasnya dengan Uji Normalitas Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas Levene, jika data berdistribusi normal dan homogen
dilanjutkan dengan uji One-Way ANOVA, uji Post Hoc Tukey, uji
korelasi Pearson dan uji regresi. Uji One-Way ANOVA untuk
mengetahui pengaruh pemberian berbagai konsentrasi ekstrak
etanol daun kenikir (Cosmos caudatus) terhadap pertumbuhan
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Uji Post Hoc
Tukey untuk melihat perbandingan dua sampel kelompok
perlakuan yang memberikan perbedaan signifikan dan yang tidak
memberikan perbedaan signifikan. Uji korelasi Pearson dilakukan
untuk mengetahui kekuatan hubungan antara konsentrasi ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus) terhadap zona hambat
pertumbuhan bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Uji
regresi untuk mengetahui seberapa besar hubungan tersebut (Zahro
dan Agustini, 2013).



BAB V
HASIL PENELITIAN

5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan uji identifikasi bakteri terlebih
dahulu untuk mengetahui apakah bakteri yang digunakan memenubhi
kriteria dari bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Setelah
dilakukan uji identifikasi bakteri dilanjutkan dengan penelitian
menggunakan ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) dengan
metode difusi sumuran.
5.1.1 Identifikasi Bakteri Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Uji identifikasi bakteri dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang,
Jawa Timur. Proses identifikasi terdiri dari uji pewarnaan Gram, uji
katalase, uji oksidase, uji hemolisis dan kultur di MacConkey.
5.1.1.1 Pewarnaan Gram

Salah satu uji identifikasi bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans adalah pewarnaan Gram yang bertujuan
untuk mengetahui bakteri tersebut merupakan bakteri Gram positif
atau negatif. Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans merupakan Gram negatif
yang ditandai dengan warna merah pada sel bakteri dan berbentuk
kokobasil (Cahyani, 2016).
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Gambar 5.1 Pewarnaan Gram Bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

5.1.1.2 Uji Katalase

Uji katalase pada Aggregatibacter actinomycetemcomitans
menunjukkan hasil positif dengan ditandai terbentuknya gelembung
udara setelah koloni bakteri ditetesi H.O, 3%. Gelembung udara
terjadi karena adanya pemecahan ikatan hidrogen peroksida pada
koloni  bakteri yang menandakan bakteri Aggregatibacter

actinomycetemcomitans membentuk enzim katalase (Santoso, 2013).

Gambar 5.2 Uji Katalase Bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
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5.1.1.3 Uji Oksidase

Uji oksidase pada bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans bertujuan untuk mengetahui adanya enzim
cytochrome oxidase pada bakteri yang diuji. Bakteri yang
mengandung enzim tersebut dapat mengoksidase reagen sehingga
dapat menghasilkan perubahan warna pada kertas reagen.
menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan terdapat perubahan
warna menjadi warna ungu atau ungu tua setelah bakteri digoreskan
pada kertas reagen oksidase dalam waktu 10 detik (Syahrurachman,
2009).

Gambar 5.3 Uji Oksidase Bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

5.1.1.4 Uji Hemolisis

Uji hemolisis yang dilakukan pada Blood Agar Plate (BAP)
bertujuan  untuk mengetahui sifat hemolisis dari bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Hasil uji hemolisis bakteri



44

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tidak terbentuk zona
hemolisis pada media agar (Risqi, 2016).

Gambar 5.4 Uji Hemolisis Bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

5.1.1.5 Kultur MacConkey

Kultur MacConkey bertujuan untuk membedakan bakteri
Gram negatif yang memfermentasi laktosa dan yang tidak. Hasil
kultur pada bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans pada
kultur MacConkey menunjukkan tidak terjadi perubahan warna pada
media atau koloni bakteri yang tumbuh tidak berwarna atau transparan
setelah diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam. Dari hasil tersebut
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans tidak
memfermentasi laktosa (Risqi, 2016).
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Gambar 5.5 Kultur MacConkey Bakteri Agérgatibacter
actinomycetemcomitans

5.1.2 Pembuatan Kultur Bakteri

Perhitungan kadar densitas bakteri  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans dilakukan menggunakan metode
spektofotometri menggunakan £ = 625 nm dengan hasil sebagai
berikut:

V1IXN1=V2xN2

V1x0,584=10x0,1

Vi=1,71ml

Keterangan :

V1 = volume bakteri yang akan dicampurkan dengan NaCl

V2 = volume campuran NaCl dan bakteri

N1 = konsentrasi bakteri

N2 = konsentrasi campuran NaCl dan bakteri
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Volume awal NaCl yang ada berjumlah 10 ml kemudian
dikurangi sebesar 1,71 ml sehingga menjadi 8,29 ml. Selanjutnya 1,71
ml dari bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang telah
dibiakkan ditambahkan ke dalam tabung yang berisi 8,29 ml NaCl.
Kemudian diinkubasi secara aerob selama 24 jam pada suhu 37°C.
5.1.3 Hasil Ekstraksi Daun Kenikir

Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) dibuat di UPT
Materia Medica Batu, Kota Batu, Jawa Timur sebanyak 105 ml
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Hasil

ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) berwarna hijau tua dan keruh.

Gambar 5.6 Hasil Ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus)

5.1.4 Hasil Penelitian Pendahuluan
Penelitian pendahuluan dilakukan menggunakan metode

difusi sumuran dengan media BHIA (Brain Heart Infusion Agar).
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Penelitian pendahuluan menggunakan konsentrasi 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125% dan 0%. Masa inkubasi selama 18-24 jam
menghasilkan zona hambat yang berupa zona bening disekitar lubang
tidak dapat terlihat dan sulit dilakukan perhitungan dikarenakan
ekstrak yang keruh dan bewarna gelap dan juga warna media BHIA
(Brain Heart Infusion Agar) yang kecoklatan. Media diganti
menggunakan NA (Nutrient Agar) dengan menggunakan konsentrasi
100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125% dan 0%. Hasil yang terlihat
pada media NA (Nutrient Agar) dapat terlihat zona bening yang
terbentuk disekitar lubang dan dapat dilakukan perhitungan.
Kemudian dilakukan penelitian dengan menggunakan konsentrasi 0%,
30%, 45%, 60%, 75%, 90% dan 100% dengan menggunakan media

NA (Nutrient Agar) dan dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali.

/

Gambar 5.7 Penelitian Pendahuluan Difusi Sumuran dengan
Media BHIA
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Gambar 5.8 Penelitian Pendahuluan Difusi Sumuran dengan
Media NA
5.1.5 Hasil DIfusi Sumuran

Penentuan pemberian ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) terhadap  pertumbuhan  bakteri  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans dilakukan dengan menggunakan metode
difusi sumuran. Perbedaan daya antibakteri ditentukan dengan besar
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri yang terbentuk pada
medium NA (Nutrient Agar) yang telah dicampur dengan isolat
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Zona hambat yang
dihasilkan merupakan zona bening berbentuk lingkaran yang
terbentuk disekeliling lubang yang sudah ditetesi ekstrak daun kenikir
(Cosmos caudatus) dan diukur menggunakan jangka sorong dengan
ketelitian 0,01 mm. Konsentrasi ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) yang digunakan adalah 0%, 30%, 45%, 60%, 75%, 90% dan
100%.



Gambar 5.9 Hasil Pengulangan Difusi Sumuran dengan Media
NA

Keterangan gambar:
1 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 0% dengan rerata zona hambat 5 mm
2 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 30% dengan rerata zona hambat 12,625
mm
3 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 45% dengan rerata zona hambat 13,525
mm
4 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 60% dengan rerata zona hambat 14,6 mm
5 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 75% dengan rerata zona hambat 15,275
mm
6 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 90% dengan rerata zona hambat 16, 575
mm
7 : konsentrasi ekstrak daun kenikir 100% dengan rerata zona hambat 17,575
mm
A : pengulangan difusi sumuran |
B : pengulangan difusi sumuran Il
C : pengulangan difusi sumuran 111
D : pengulangan difusi sumuran IV
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Dari hasil difusi sumuran pada gambar menunjukkan adanya
variasi ukuran diameter zona hambat pertumbuhan bakteri setelah
diinkubasi selama 18-24 jam dengan suhu 37° C. Zona hambat yang
terbentuk pada masing-masing konsentrasi memiliki rata-rata
diameter yang berbeda. Secara umum, terlihat bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) yang diberikan
semakin besar zona hambat yang terbentuk. Hasil perhitungan zona
hambat ekstrak daun kenikir disajikan dalam Tabel 5.1

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat
Pertumbuhan Bakteri Ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus)
terhadap Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Konsentrasi Zona Hambat Ekstrak Daun Kenikir (mm)
Ekstrak (%)

| 1 Il v
0% 5mm 5mm 5mm 5mm
30% 12,3 mm 12,9 mm 12,5 mm 12,8 mm
45% 13,2 mm 13,8 mm 13,6 mm 13,5 mm
60% 14 mm 14,6 mm 15,4 mm 14,4 mm
75% 15,2 mm 15 mm 15,9 mm 15 mm
90% 16,4 mm 16,2 mm 16,5 mm 17,2 mm

100% 17,3 mm 17,3 mm 17,6 mm 18,1 mm
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Grafik Rerata Zona Hambat Bakteri
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Gambar 5.10 Grafik Rerata Zona Hambat Pertumbuhan
Bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans pada Ekstrak
Daun Kenikir (Cosmos caudatus)

Berdasarkan tabel 5.1 dan gambar 5.10 terdapat perbedaan
rerata diameter zona hambatan yang menunjukkan adanya perbedaan
daya antibakteri masing-masing konsentrasi. Kelompok kontrol
negatif dengan konsentrasi 0% tidak menunjukkan zona bening, hal
ini menunjukkan aquades tidak mempunyai daya antibakteri.
Konsentrasi 100% menunjukkan zona hambat yang terbesar dengan
rerata 18,1 mm, hal ini menunjukkan bahwa ekstrak daun kenikir
100% memiliki daya antibakteri yang besar. Ekstrak daun kenikir
(Cosmos caudatus) dengan konsentrasi 30%, 45%, 60%, 75%, dan
90% menghasilkan zona hambat yang menunjukkan ekstrak daun
kenikir dengan konsentrasi tersebut memiliki daya antibakteri untuk
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menghambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

5.2 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan menggunakan uji statistik
diperoleh berdasarkan hasil perhitungan zona hambat pertumbuhan
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Uji statistik yang
digunakan yaitu uji statistik One-Way ANOVA, uji Post Hoc Tukey, uji
korelasi Pearson, dan uji regresi. Sebelum dilakukan uji statistik
tersebut data harus berdistribusi normal.
5.2.1 Hasil Pengujian Normalitas Data

Data hasil perhitungan diuji dengan uji normalitas sebagai
syarat untuk melakukan uji One-way ANOVA. Untuk menguji apakah
sampel penelitian merupakan jenis sampel dengan distribusi normal
maka digunakan uji Shapiro-Wilk karena jumlah sampe kurang dari
50 sampel.
Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas Shapiro-Wilk

Jumlah Sampel Nilai Signifikansi
28 0,105

Tabel 5.2 menunjukkan nilai zona hambat signifikansi adalah
0,105 (p > 0,05), sehingga didapatkan bahwa data rerata zona hambat
pertumbuhan bakteri berdistribusi nomal. Setelah dilakukan uji
normalitas kemudian dilakukan uji homogenitas varians data
menggunakan uji Levene untuk mengetahui sampel merupakan

sampel yang homogen atau tidak.
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Tabel 5.3 Hasil Uji Homogenitas Levene

Jumlah Sampel Nilai Signifikansi
28 0,238

Tabel 5.3 menunjukkan bahwa nilai signifikansi adalah 0,238
(p>0,05), sehingga dapat disimpulkan bahwa data diameter zona
hambat bersifat homogen.

5.2.2 Hasil Uji One-Way ANOVA

Uji One-Way ANOVA bertujuan untuk mengetahui perbedaan
pemberian berbagai konsentrasi ekstrak daun kenikir terhadap rerata
diameter zona hambat.

Tabel 5.4 Hasil Uji One-Way ANOVA

Jumlah Sampel Nilai Signifikansi
28 0,000

Tabel 5.4 menunjukkan hasil uji One-Way ANOVA dengan
nilai signifikansi sebesar 0,000 (p < 0,05), sehingga dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara ketujuh kelompok
perlakuan, yaitu antara konsentrasi ekstrak daun kenikir 0%, 30%,
45%, 60%, 75%, 90%, dan 100% terhadap rerata diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

5.2.3 Hasil Uji Post Hoc Tukey

Uji Post Hoc Tukey digunakan untuk membandingkan dua

sampel yang memberikan perbedaan signifikan (p < 0,05) dan tidak

memberikan perbedaan signifikan.
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Tabel 5.5 Hasil Uji Post Hoc Tukey

Konsentrasi 0% 30% 45% 60% 75% 90% 100%
0% -7,625* -8,5625*  -9,600* -10,275*  -11,575* -12,575*
30% 7,625* -0,900* -1,975* -2,650*  -3,950*  -4,950*
45% 8,525*  0,900* -1,075* -1,750*  -3,050*  -4,050*
60% 9,600* 1,975* 1,075* -0,675 -1,975%  -2,975*
75% 10,275*  2,650* 1,750* 0,675 -1,300*  -2,300*
90% 11,575*  3,950* 3,050* 1,975* 1,300* -1,000*

100% 12,575*  4,950* 4,050* 2,975* 2,300* 1,000*

Ket: tanda (*) adalah terdapat perbedaan signifikan

Tabel 5.5 menunjukkan bahwa ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) dengan konsentrasi 0%, 30%, 45%, 90% dan 100%
memiliki perbedaan signifikan terhadap semua konsentrasi. Pada
konsentrasi 75% terdapat perbedaan tidak signifikan dengan
konsentrasi 60%.

5.2.4 Hasil Uji Korelasi Pearson

Uji korelasi Pearson bertujuan untuk mengetahui hubungan
dari pemberian ekstrak daun kenikir dengan berbagai konsentrasi
terhadap besarnya zona hambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Berdasarkan hasil uji korelasi Pearson didapatkan korelasi
yang signifikan antara pemberian ekstrak daun kenikir terhadap
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans dengan nilai korelasi sebesar 0,934 dan nilai
signifikansi sebesar 0,000. Kekuatan korelasi adalah kuat dengan arah
korelasi positif karena nilai korelasi positif. Hasil tersebut

menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak daun kenikir
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cenderung akan memperbesar diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
5.2.5 Hasil Uji Regresi

Uji regresi dilakukan untuk mengetahui besar distribusi
konsentrasi ekstrak daun kenikir terhadap zona hambat pertumbuhan
bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Hasil dari uji regresi
didapatkan nilai R square (R?) sebesar 0,873 yang menunjukkan
bahwa pengaruh ekstrak daun kenikir terhadap terbentuknya zona
hambat pada pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sebesar 87,3%.

Hubungan antara perubahan konsentrasi ekstrak dengan
besarnya zona hambat dapat dinyatakan dengan rumus y = 7,261 +
0,111x. Dengan y merupakan interval zona hambat dan x merupakan
konsentrasi ekstrak daun kenikir. Hal ini menunjukkan hubungan
konsentrasi terhadap pembentukan zona hambat positif dengan
semakin besar konsentrasi maka semakin besar zona hambat bakteri

yang terbentuk.
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BAB VI
PEMBAHASAN

Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) yang dibuat dengan
konsentrasi 100% mendapatkan rata-rata zona hambat terbesar
sebesar 17,575 mm, pada konsentrasi 90% sebesar 16,575 mm, pada
konsentrasi 75% sebesar 15,275 mm, pada konsentrasi 60% sebesar
14,6 mm, pada konsentrasi 45% sebesar 13,525 mm, pada konsentrasi
30% sebesar 12,625 mm dan pada konsentrasi 0% sebagai kontrol
negatif sebesar 5 mm karena tidak terbentuk zona bening disekitar
lubang sehingga ukuran diameternya sebesar lubang sumuran yang
dibentuk yaitu 5 mm. Besar konsentrasi ekstrak daun kenikir
memberikan pengaruh terhadap besar diameter zona hambat
pertumbuhan bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans yang
terbentuk.

Berdasarkan hasil uji statistik One-Way ANOVA didapatkan
hasil bahwa ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) memiliki efek
yang signifikan dalam menghambat bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans secara in vitro dengan metode difusi
sumuran. Hal ini disebabkan adanya senyawa-senyawa aktif yang
terkandung dalam ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus). Pada
penelitian Dwiyanti dkk (2014), dari hasil studi fitokimia daun kenikir
yang diekstrak menggunakan etanol dan pelarut lainnya, menunjukkan
adanya senyawa aktif flavonoid, terpenoid, saponin, tanin, alkaloid

dan minyak atsiri yang berpotensi sebagai antibakteri.
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Flavonoid berfungsi untuk mengganggu sintesis dinding sel
bakteri sehingga terjadi kebocoran plasma yang diakhiri dengan
lisisnya bakteri. Flavonoid juga berfungsi untuk menghambat DNA
gyrase dan menghambat aktivitas enzim ATPase bakteri (Dewi dkk.,
2013). Harborne (2006) dalam Astutiningrum (2015) menyebutkan
bahwa senyawa saponin mirip seperti detergen yang merupakan
senyawa polar sehingga saponin akan menurunkan tegangan
permukaan. Hal ini akan menyebabkan membran sel bakteri terganggu
karena lapisan hidrofob dan hidrofilik bercampur sehingga akan
mengganggu kelangsungan hidup bakteri karena terjadi pecahnya
membran sel. Toksisitas tanin dapat merusak membran sel bakteri,
mekanisme kerja senyawa tanin dalam menghambat sel bakteri yaitu
dengan cara mendenaturasi protein sel bakteri, menghambat fungsi
selaput sel (transport zat dari sel satu ke sel yang lain) dan
menghambat sintesis asam nukleat sehingga pertumbuhan bakteri
dapat terhambat. Tanin dapat membentuk komplek dengan protein dan
interaksi hidrofobik, jika terbentuk ikatan hydrogen antara tanin
dengan protein enzim yang terdapat pada bakteri maka kemungkinan
akan terdenaturasi sehingga metabolisme bakteri terganggu, selain itu
dengan adanya tanin maka akan terjadi penghambatan metabolisme
sel, mengganggu sintesa dinding sel dan protein dengan mengganggu
aktivitas enzim (Rozlizawaty dkk., 2013). Alkaloid adalah senyawa
yang memiliki mekanisme menghambat bakteri dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri,
sehingga lapisan dinding sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan

menyebabkan kematian sel tersebut (Njeru et al., 2013).



59

Hasil dari uji Post Hoc Tukey pada konsentrasi 0%
menunjukkan perbedaan signifikan dengan semua konsentrasi yaitu
30%, 45%, 60%, 75%, 90% dan 100%. Konsentrasi 30% juga
menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan semua konsentrasi
yaitu 0%, 45%, 60%, 75%, 90% dan 100%. Pada konsentrasi 45%
menunjukkan perbedaan signifikan terhadap semua konsentrasi yaitu
0%, 30%, 60%, 75%, 90% dan 100%. Konsentrasi 90% menunjukkan
perbedaan signifikan pada semua konsentrasi yaitu 0%, 30%, 45%,
60%, 75% dan 100%. Konsentrasi 100% menunjukkan perbedaan
signifikan pada semua konsentrasi yaitu 0%, 30%, 45%, 60%, 75%
dan 90%. Konsentrasi 60% menunjukkan perbedaan signifikan pada
konsentrasi 0%, 30%, 45%, 90%, 100% dan menunjukkan perbedaan
tidak signifikan pada konsentrasi 75%. Konsentrasi 75%
menunjukkan perbedaan signifikan pada konsentrasi 0%, 30%, 45%,
90%, 100% dan menunjukkan perbedaan tidak signifikan pada
konsentrasi 60%. Perbedaan yang tidak signifikan pada konsentrasi
60% dan 75% dapat disebabkan oleh senyawa isokuerstrin yang
merupakan golongan flavonoid yang menunjukkan adanya zona
hambat pada bakteri (Chotiah dkk., 2015). Kandungan senyawa
isokuerstrin pada konsentrasi 60% dan 75% kemungkinan tidak jauh
berbeda. Struktur dinding sel dari bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans juga dapat menentukan penetrasi, ikatan dan
aktivitas senyawa antibakteri dari daun kenikir (Cosmos caudatus).
Lipopolisakarida yang terkandung pada membran luar bakteri yang
mampu untuk memperkuat sel bakteri dari lingkungan luar. Pada

membran ini terdapat porin yang berfungsi untuk mengatur akses
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larutan ke membran sitoplasma (Samaranayake, 2012). Membran luar
pada bakteri menyebabkan permukaan bakteri menjadi hidrofilik
sehingga bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans akan
resisten terhadap antibiotik yang bersifat hidrofobik. Pola resisntensi
bakteri tersebut juga diketahui dapat terjadi akibat penutupan
celah/pori pada dinding sel sehingga menurunkan jumlah agen
antibakteri yang melalui membran sel. Bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans juga memperlihatkan peningkatan aktivitas
pompa keluar (efflux pumps) yang menyebabkan agen antibakteri
tidak dapat berinteraksi dengan tempat target (Afrina dkk., 2016).
Dalam penelitian Dewi dkk. (2013) dijelaskan apabila tidak ada
perbedaan yang signifikan pada konsentrasi yang berbeda dapat
dijelaskan dengan teori bifasik. Teori bifasik atau hormesis adalah
efek yang terjadi karena suatu zat dapat memiliki fase peningkatan
dan penurunan. Hubungan respon dosis yang terjadi adalah
meningkatnya respon pada dosis rendah, tetapi menunjukkan respon
penghambatan pada dosis yang lebih tinggi.

Hasil uji korelasi menunjukkan nilai korelasi positif yang
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak daun kenikir
(Cosmos caudatus) cenderung akan memperbesar diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Hasil dari uji regresi menunjukkan bahwa
pengaruh ekstrak daun kenikir terhadap terbentuknya zona hambat
pada pertumbuhan bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sebesar 87,3%. Sisa dari nilai tersebut sebesar 12,7% dapat

disebabkan oleh beberapa faktor yang tidak teliti. Beberapa faktor
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tersebut seperti penyimpanan ekstrak yang terlalu lama, tempat
penyimpanan ekstrak tidak sesuai, dan peralatan yang digunakan
kurang steril. Dapat juga disebabkan pengukuran diameter zona
hambat kurang teliti.

Menurut Lakitan (2013) dalam Astutiningrum (2015), potensi
paling besar metabolit sekunder berada pada bagian tumbuhan yang
sudah tua. Metabolit sekunder berfungsi untuk melindungi tumbuhan
dari berbagai serangan bakteri, jamur dan jenis pathogen lainnya.
Pemilihan usia daun yang digunakan mempengaruhi terlarutnya
senyawa aktif yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri.
Ekstrak daun kenikir menggunakan daun kenikir yang masih muda
yang biasa dikonsumsi oleh masyarakat sehingga masyarakat akan
lebih mudah menggunakan daun yang muda untuk dijadikan obat
dibandingkan daun yang sudah tua (Astutiningrum, 2015).

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya peningkatan zona
hambat pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans seiring dengan peningkatan konsentrasi
yang diberikan. Hal ini diakibatkan karena semakin tinggi konsentrasi
ekstrak daun kenikir, maka jumlah zat antibakteri yang terlarut juga
semakin banyak sehingga daya hambat terhadap bakteri semakin
tinggi (Pelczar dan Chan (1986) dalam Dwiyanti dkk., 2014).
Menurut Davis dan Stout (1971) dalam Jannata (2014), klasifikasi
respon hambatan pertumbuhan bakteri yang dilihat berdasarkan
diameter zona bening yang terbentuk terdiri atas 4 kelompok yaitu
respon lemah dengan diameter < 5 mm, sedang dengan diameter 5-10

mm, kuat dengan diameter 10-20 mm dan sangat kuat dengan
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diameter > 20 mm. Berdasarkan klasifikasi tersebut didapatkan hasil
bahwa semua konsentrasi ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus)
memiliki efek antibakteri terhadap pertumbuhan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans dengan kategori kuat. Dengan demikian
ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) memiliki potensi sebagai
antibakteri.

Berdasarkan hasil uji statistik yang mempunyai nilai
kemaknaan yang tinggi, maka dapat dikatakan bahwa ekstrak daun
kenikir (Cosmos caudatus) efektif sebagai antibakteri terhadap
bakteri  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans.  Hal ini
membuktikan hipotesis penelitian yang menyatakan bahwa ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus) mempunyai efek antibakteri
terhadap bakteri Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in
vitro dapat diterima.

Keterbatasan dari penelitian ini adalah penelitian ini hanya
menggunakan satu metode yaitu metode difusi sumuran. Metode
difusi sumuran digunakan untuk melihat zona hambat pertumbuhan
bakteri sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut baik in vitro
maupun in vivo untuk mengetahui dosis efektif, toksisitas dan efek
samping yang dihasilkan oleh ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) sebelum kedepannya dapat menjadi dasar aplikasi klinis
pada manusia. Keterbatasan lainnya dalah tidak ada penelitian untuk
mengetahui persentase kandungan senyawa aktif dalam ekstrak daun
kenikir (Cosmos caudatus) sehingga perlu dilakukan penelitian lebih

lanjut.



BAB VII
PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian ini dapat

disimpulkan bahwa:

a.

Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus) efektif sebagai
antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans secara in vitro
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun kenikir (Cosmos
caudatus) maka semakin luas diameter zona hambat yang
terbentuk terhadap pertumbuhan bakteri Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Konsentrasi ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus)
yang menghasilkan zona hambat yang paling besar adalah

konsentrasi 100%

7.2 Saran

a.

Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus) sebagai antimikroba
terhadap  mikroorganisme  lain  selain  bakteri
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai

presentase kandungan bahan aktif dalam ekstrak daun
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kenikir (Cosmos caudatus) yang memiliki aktivitas
antibakteri.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut secara in vivo
untuk mengetahui untuk mengetahui dosis efektif,
toksisitas dan efek samping yang dihasilkan oleh ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus) sebelum kedepannya

dapat menjadi dasar aplikasi klinis pada manusia.
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