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Abstract: Commonly, periodontal disease is caused by bacteria in subgingival plaque, such as
Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Treponema denticola. Rambutan leaf (Nephelium
lappaceum L.) contains phenolic compounds that can act as antibacterial; therefore, it can be an
alternative for chemical treatment of this disease. This study aimed to determine the effect of rambutan
leaf extract against A. actinomycetemcomitans and T. denticola biofilm adhesion. This was an
experimental and laboratory study using the post-test only control group design. The biofilm adhesion
resistance test was done by using the biofilm assay method with crystal violet staining in 24 hours of
incubation time. The material used was rambutan leaf extract in concentrations of 100%, 50%, 25%,
12.5%, 6.25%, and 3.125%. The optical density of biofilm was measured by using a microplate reader
with a wavelength of 490 nm. Data were analyzed by using one-way ANOVA and Post-Hoc LSD
(p<0.05). The results showed that rambutan leaf extract was most effective in inhibiting biofilm
adhesion at 100% of concentration with an average optical density of 0.028 against A. actino-
mycetemcomitans, and at 50% concentration with an average OD of 0.120 against T. denticola. In
conclusion, rambutan leaf extract can inhibit biofilm adhesion of Aggregatibacter actinomycetem-
comitans and Treponema denticola.

Keywords: periodontal disease; rambutan leaf extract; Nephelium lappaceum L.; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; Treponema denticola

Abstrak: Umumnya penyakit periodontal disebabkan oleh bakteri pada plak subgingiva, seperti
Aggregatibacter actinomycetemcomitans dan Treponema denticola. Alternatif untuk perawatan
kimiawi penyakit ini dapat berupa obat herbal, seperti daun rambutan (Nephelium lappaceum L.).
Ekstrak daun rambutan mengandung senyawa fenolik yang berkhasiat sebagai antibakteri. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui efek ekstrak daun rambutan terhadap perlekatan biofilm A.
actinomycetemcomitans dan T. denticola. Jenis penelitian ialah eksperimental laboratoris dengan post-
test only control group design. Uji hambatan perlekatan biofilm dilakukan dengan metode biofilm
assay dan pewarnaan crystal violet dalam masa inkubasi 24 jam. Bahan uji ialah ekstrak daun rambutan
konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,125%. Optical density biofilm kedua jenis bakteri
diukur menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 490 nm. Data dianalisis dengan
uji ANOVA satu jalan dan Post-Hoc LSD (p<0,05). Hasil penelitian menunjukkan ekstrak daun
rambutan paling efektif dalam menghambat perlekatan biofilm pada konsentrasi 100% dengan rerata
optical density 0,028 terhadap A. actinomycetemcomitans dan konsentrasi 50% dengan rerata OD 0,120
terhadap T. denticola. Simpulan penelitian ini ialah ekstrak daun rambutan dapat menghambat
perlekatan biofilm Aggregatibacter actinomycetemcomitans dan Treponema denticola.

Kata kunci: penyakit periodontal; ekstrak daun rambutan; Nephelium lappaceum L.; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; Treponema denticola
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PENDAHULUAN

Penyakit periodontal merupakan masa-
lah kesehatan gigi dan mulut dengan preva-
lensi yang cukup tinggi di dunia terutama di
negara berkembang seperti Indonesia.! Ber-
dasarkan data Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) tahun 2018, prevalensi peri-
odontitis di Indonesia mencapai 74,1% pada
usia >15 tahun.? Penyakit periodontal dapat
bermanifestasi sebagai gingivitis dan ber-
kembang menjadi periodontitis. Penyakit ini
melibatkan jaringan penyangga gigi Yyaitu
gingiva, ligamen periodontal, sementum, dan
tulang alveolar.®> Gingivitis adalah pera-
dangan pada gingiva yang bersifat reversibel,
ditandai dengan adanya kemerahan dan
pembengkakan. Pada periodontitis peradang-
an tersebut telah menyebar ke jaringan
penyangga gigi, menyebabkan terjadinya
kerusakan yang bersifat ireversibel pada
ligamen periodontal, sementum, dan tulang
alveolar. Kerusakan tersebut mengakibatkan
hilangnya perlekatan jaringan ikat, yang
ditandai dengan adanya poket periodontal.*

Etiologi utama penyakit periodontal
ialah bakteri yang berkolonisasi membentuk
biofilm patogen pada permukaan gigi, yaitu
plak gigi.® Mikrokoloni bakteri pada biofilm
plak dikelilingi oleh matriks pelindung
khusus yang melindunginya dari kerusakan
eksternal dan zat beracun pada lingkungan-
nya.>® Hal tersebut menjadikan bakteri yang
terdapat pada biofilm plak lebih resisten
terhadap antimikroba, dibandingkan dengan
bakteri yang berada di luar plak pada rongga
mulut.* Bakteri yang berperan utama pada
penyakit periodontal ialah bakteri plak
subgingiva, yaitu bakteri anaerob Gram
negatif seperti Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans dan Treponema denticola.>*®

Aggregatibacter  actinomycetemcomi-
tans adalah bakteri Gram negatif fakultatif
anaerob yang menyebabkan penyakit peri-
odontal seperti localized aggressive peri-
odontitis dan dapat menyebabkan resorpsi
tulang.” Beberapa faktor virulensi bakteri ini
yaitu memiliki kemampuan untuk berkoloni-
sasi di dalam rongga mulut, bertahan dalam
poket periodontal, dan menyebabkan kerusak-
an pada jaringan lunak dan keras penyangga
gigi.2 Treponema denticola merupakan jenis

spirochete yang dominan pada plak sub-
gingiva. Bakteri ini berperan utama dalam
terjadinya periodontitis kronis. Treponema
denticola memiliki beberapa faktor virulensi
yang dapat mengganggu sistem pertahanan
tubuh dan merusak jaringan ikat peri-
odontal. %1

Untuk mengatasi masalah kesehatan
periodontal, perawatan mekanis dapat di-
maksimalkan dengan penggunaan zat
antimikroba kimiawi seperti obat kumur
Klorheksidin. Klorheksidin terbukti efektif
melawan bakteri Gram positif dan Gram
negatif dalam rongga mulut. Namun, klor-
heksidin memiliki beberapa efek samping
yaitu menyebabkan staining pada gigi dan
lidah, memicu reaksi alergi, menimbulkan
reaksi hipersensitif, dan jika dipakai dalam
jangka waktu yang panjang dapat mening-
katkan akumulasi kalkulus. Oleh karena itu,
diperlukan alternatif antimikroba lain yang
aman dan efektif untuk meminimalisir efek
samping bahan kimia. Alternatif tersebut
dapat berupa obat herbal yang berasal dari
bahan alam.3!! Telah banyak penelitian yang
membuktikan khasiat antiinflamasi dan
antibakteri dalam ekstrak dari berbagai
tanaman yang dapat bermanfaat bagi kese-
hatan, salah satunya ialah rambutan.3*2

Rambutan (Nephelium lappaceum L.)
merupakan tanaman buah tropis yang
tersebar di Indonesia. Seluruh bagian ram-
butan, baik yang dapat maupun tidak dapat
dimakan mengandung berbagai komponen
yang bermanfaat bagi kesehatan manusia.'?
Hasil penelitian menyatakan bahwa daun
rambutan memiliki kemampuan menangkal
radikal bebas, berpotensi sebagai anti-
diabetes, dan antibakteri.®* Daun rambutan
dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat her-
bal karena ekstraknya mengandung senyawa
fenolik yang dapat berkhasiat sebagai anti-
bakteri.}* Beberapa hasil penelitian menyata-
kan bahwa ekstrak daun rambutan memiliki
efek antibakteri terhadap bakteri Gram
positif dan Gram negatif, seperti Strepto-
coccus mutans, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa multiresistant
(PAMR), methicillin resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA), Shigella dysen-
teriae, dan Bacillus cereus.’>8
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Pada saat ini belum banyak penelitian
yang menggunakan ekstrak daun rambutan
terhadap bakteri patogen rongga mulut. Oleh
karena itu, penulis ingin mengetahui efek
antibakteri ekstrak daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.) terhadap bakteri Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans dan Trepo-
nema denticola sebagai bakteri patogen
penyebab penyakit periodontal.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang dilakukan ialah
eksperimental laboratorik secara in vitro
dengan post-test only control group design
yang dilaksanakan di Laboratorium Micro-
biology Center of Research and Education
(MICORE) Fakultas Kedokteran Gigi Uni-
versitas Trisakti, Jakarta, Indonesia pada
bulan Oktober—November 2021. Sampel
yang digunakan ialah ekstrak daun rambutan
dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat (Balittro), serta stok Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 dan
stok Treponema denticola ATCC 35405 dari
laboratorium MICORE FKG Universitas
Trisakti. Uji determinasi daun rambutan
dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI). Ekstrak etanol daun ram-
butan dibuat dan dilakukan uji analisis
fitokimia di Balittro. Uji fitokimia dilakukan
dengan menambahkan pereaksi yang sesuai
dengan senyawa masing-masing untuk
menguji ada atau tidaknya senyawa alkaloid,
saponin, tanin, fenolik, flavonoid, triterpe-
noid, steroid, dan glikosida pada ekstrak daun
rambutan.

Pembuatan ekstrak daun rambutan
dilakukan dengan teknik maserasi meng-
gunakan pelarut etanol 70%. Daun rambutan
dicuci dengan air mengalir kemudian dike-
ringkan selama dua hari di udara terbuka, lalu
dimasukkan ke alat grinder dan dihaluskan
sampai menjadi serbuk. Serbuk daun ram-
butan diekstraksi dengan teknik maserasi,
yaitu serbuk direndam dengan etanol 70%,
kemudian diaduk selama 3 jam dan didiam-
kan 24 jam. Sampel disaring menggunakan
kertas saring sampai diperoleh larutan yang
jernih. Kemudian sampel dievaporasi meng-
gunakan rotary evaporator untuk menguap-
kan etanol, hingga didapatkan ekstrak kental

tanpa sisa pelarut. Setelah itu, ekstrak daun
rambutan diencerkan dengan DMSO 10%
untuk mendapatkan konsentrasi 100%, 50%,
25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,125%.

Aggregatibacter  actinomycetemcomi-
tans dan Treponema denticola dikultur pada
medium BHI-B (Sigma Aldrich, Amerika),
kemudian diinkubasi di dalam anaerobic jars
(Oxoid, Kanada) dalam kondisi anaerob
selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Setelah
dikultur, jumlah bakteri dihitung dengan
microplate reader (Safas, Monaco) sehing-
ga mencapai jumlah standar McFarland 0,5
atau setara dengan 1,5x10% CFU/mL yang
sesuai dengan penelitian sebelumnya oleh
Chigurupati et al (2019).%2

Kultur Aggregatibacter actinomycetem-
comitans dan Treponema denticola didistri-
busikan ke dalam 96-well plate (Nest
Biotech, China) dengan mikropipet (Lamb-
da, Amerika) lalu diinkubasi di dalam
inkubator (Jisico, Seoul) selama 2x24 jam
pada suhu 37°C dalam kondisi anaerob.
Setelah inkubasi, media dari kultur dibuang
sampai hanya tersisa lapisan biofilm yang
melekat pada dasar well plate. Ekstrak daun
rambutan dengan konsentrasi 100%, 50%,
25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,125% didistri-
busikan ke dalam well plate yang sudah
terdapat lapisan biofilm. Pada penelitian ini,
klorheksidin 0,2% digunakan sebagai kontrol
positif dan biofilm tanpa perlakuan sebagai
kontrol negatif. Well plate diinkubasi dan
diobservasi selama 24 jam pada suhu 37°C
dengan kondisi anaerob. Setelah inkubasi
selesai, sisa ekstrak daun rambutan dibuang
dan well plate dibilas dengan phosphate
buffered saline (Biomatik, Kanada). Lalu
well plate dilewatkan di atas api untuk
fiksasi. Crystal violet 0,05% wi/v (Merck,
Amerika) didistribusikan ke dalam well plate
dan didiamkan selama 15 menit, kemudian
dibuang dan well plate dibilas dengan
phosphate buffered saline (PBS). Etanol 70%
didistribusikan sebanyak 200 pL, dan densi-
tas biofilm diukur menggunakan microplate
reader dengan panjang gelombang 490 nm.

Data yang telah dikumpulkan dianalisis
dengan uji normalitas menggunakan metode
Shapiro-Wilk. Apabila hasil data terdistribusi
normal yaitu p>0,05, maka dilanjutkan
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dengan metode ANOVA satu jalan dengan
tingkat kemaknaan p<0,05. Bila terdapat
perbedaan bermakna, analisis dilanjutkan
lagi dengan uji Post-Hoc LSD (Least
Significant Difference).

HASIL PENELITIAN

Tabel 1 menyajikan hasil uji fitokimia
secara kualitatif yang menunjukkan bahwa
ekstrak daun rambutan mengandung senya-
wa alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavor-
noid, triterpenoid, dan glikosida.

Hasil uji biofilm assay menunjukkan
bahwa semua konsentrasi dapat menghambat
perlekatan biofilm A. actinomycetemcomitans
(Gambar 1) dan T. denticola (Gambar 2).
Seluruh data terdistribusi normal (p>0,05) dan
terdapat perbedaan bermakna dengan kontrol
negatif (p<0,05). Konsentrasi ekstrak daun
rambutan yang paling efektif dalam meng-

hambat perlekatan biofilm A. actinomyce-
temcomitans dan T. denticola ialah konsen-
trasi 100% dengan rerata optical density 0,028
terhadap A. actinomycetemcomitans dan
konsentrasi 50% dengan rerata OD 0,120
terhadap T. denticola.

BAHASAN

Hasil penelitian uji  biofilm assay
menunjukkan bahwa seluruh konsentrasi
ekstrak daun rambutan dapat menghambat
perlekatan biofilm A. actinomycetemcomi-
tans dan T. denticola pada masa inkubasi 24
jam, serta lebih efektif dalam menghambat
perlekatan  biofilm A. actinomycetem-
comitans dan T. denticola dibandingkan
dengan klorheksidin, karena rerata optical
density dari perlakuan ekstrak daun rambutan
lebih rendah daripada kontrol positif.

Tabel 1. Hasil uji fitokimia ekstrak daun rambutan di Balittro

Sampel

Jenis Pengujian

Metode
Pengujian

Hasil
Pengujian

Ekstrak daun Uji fitokimia:
rambutan - Alkaloid
- Saponin
- Tanin
- Fenolik

Kualitatif

- Flavonoid

- Triterpenoid
- Steroid -
- Glikosida

+ + + + + +

+

OD Blofilm A, actinomycetemcomitons 24 Jam OD Biofiim T. denticolo 24 Jam

Optical Density
Optical Dessity

Ehstrad Daun Ramistan Erstrab Daun Rambotan

Gambar 2. Grafik hasil rerata densitas biofilm
T. denticola setelah masa inkubasi 24 jam.
Terdapat perbedaan bermakna antara kontrol
negatif dengan seluruh konsentrasi ekstrak
daun rambutan (*p<0,05)

Gambar 1. Grafik hasil rerata densitas biofilm
A. actinomycetemcomitans setelah masa inku-
basi 24 jam. Terdapat perbedaan bermakna
antara kontrol negatif dengan seluruh konsen-
trasi ekstrak daun rambutan (*p<0,05)
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Penelitian sebelumnya oleh Sulistiya-
ningsih et al*® yang menguiji efek antibakteri
ekstrak daun rambutan terhadap bakteri
Gram negatif yang berbeda, yaitu Pseudo-
monas aeruginosa multiresistant dengan
metode mikrodilusi. Hasil penelitian terse-
but menyatakan bahwa ekstrak daun
rambutan memiliki efek antibakteri terhadap
PAMR dan terdapat nilai MIC pada konsen-
trasi 2,5% serta MBC pada konsentrasi 5%.
Aktivitas antibakteri ekstrak daun rambutan
kemungkinan berasal dari senyawa flavor-
noid, polifenol, saponin, dan tanin. Namun,
penelitian ini belum dapat dibandingkan
dengan penelitian terdahulu, karena belum
ada penelitian yang menguji efek anti-
biofilm ekstrak daun rambutan terhadap
bakteri patogen penyakit periodontal seperti
A. actinomycetemcomitans dan T. denticola.

Berdasarkan hasil uji fitokimia, ekstrak
daun rambutan yang digunakan pada pene-
litian ini mengandung senyawa alkaloid,
saponin, tanin, fenolik, flavonoid, triter-
penoid, dan glikosida; masing-masing mem-
punyai efek berbeda yang saling meleng-
kapi. Alkaloid mengganggu pembentukan
peptidoglikan pada sel bakteri dan menye-
babkan kematian sel dengan memecah
dinding sel bakteri.*® Saponin dapat mening-
katkan permeabilitas membran sehingga
menyebabkan lisis sel bakteri. Tanin meng-
ganggu pembentukan dinding sel, menon-
aktifkan enzim bakteri, dan mengganggu
jalannya protein pada sel bakteri sehingga
menyebabkan lisis sel bakteri.?® Fenolik
menghambat biosintesis asam nukleat dan
metabolisme energi bakteri, sehingga memi-
liki efek antibakteri terhadap bakteri Gram
positif dan negatif.?! Flavonoid sebagai
antibakteri menghambat sintesis asam
nukleat, fungsi membran sel, dan metabo-
lisme energi pada sel bakteri.?? Triterpenoid
mengakibatkan rusaknya porin pada sel
bakteri, dengan cara bereaksi dengan porin
pada membran luar dinding sel bakteri dan
membentuk ikatan polimer yang kuat.?
Glikosida merusak dinding sel bakteri yaitu
dengan berpenetrasi ke dalam dinding sel.?*

SIMPULAN
Ekstrak daun rambutan (Nephelium

lappaceum L.) dapat menghambat perle-
katan biofilm Aggregtibacter actinomyce-
temcomitans dan Treponema denticola.
Konsentrasi ekstrak daun rambutan yang
paling efektif ialah konsentrasi 100%
terhadap Aggregtibacter actinomycetem-
comitans dan konsentrasi 50% terhadap
Treponema denticola.

Diharapkan adanya penelitian lebih
lanjut yang menguji ekstrak daun rambutan
terhadap bakteri patogen lain serta diperlu-
kan uji toksisitas untuk mengetahui efek
samping ekstrak daun rambutan terhadap
rongga mulut.
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Penulis menyatakan tidak terdapat
konflik kepentingan dalam penelitian ini.
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