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ABSTRACT

Periodontal disease is an infection of the oral cavity caused by an
excessive of bacteria in plague accumulation. Specifically, Staphylococcus
aureus was an prokaryotic microorganism that grows and survives as a
commensal and turns into a pathogen due to several predisposing factors. The
leaves of pegagan (Centella asiatica |.) contains antibacterial substances that
inhibit the growth of various types of bacteria. Tannins as one of the chemical
components are known to have antibacterial activity. This study aims to
determine the antibacterial effect of nanoemulsion gel leaves pegagan with
various concentrations of 25%, 50%, and 75% against Staphylococcus aureus
biofilms with differences incubation time of saliva.

This research method was an experimental type with post test only control
group design with a sample of 24 divided into 8 groups. Each group was
incubated 24 hours. The biofilm formation was observed at 4 and 8 hours and
measured by Optical Density using an ELISA-reader.

The results of the average values on the nanoemulsion gel of leaves
pegagan of 75% showed there was a lowest value. Then the difference of
salivary incubation time resulted in a value at 4-hours lower than the 8-hours in
all groups. The kruskal wallis results obtained p=0,110 (p>0,05), which showed
that there were no differences in biofilm thickness in each group.

The conclusions of this research showed that formulation concentrations of
75% had most an antibacterial effect in reducing Staphylococcus aureus
biofilms.

Keywords: Staphyloccous aureus, biofilm, Centella asiatica, optical density
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ABSTRAK

Penyakit periodontal adalah infeksi rongga mulut akibat dari bakteri
berlebihan yang terdapat pada penumpukan plak. Salah satu bakteri penyebab
yaitu Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus adalah mikroorganisme
prokariotik yang tumbuh dan bertahan hidup sebagai komensal dan berubah
menjadi patogen karena beberapa faktor prediposisi. Pegagan (Centella asiatica
l.) merupakan tanaman herbal yang memiliki kandungan senyawa antibakteri
yang dapat digunakan dalam bidang kesehatan. Tanin sebagai salah satu
komponen kimia yang diketahui mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
antibakteri nanoemulsi daun pegagan konsentrasi 25%, 50%, dan 75% terhadap
biofilm Staphylococcus aureus dengan perbedaan waktu inkubasi saliva.

Metode penelitian ini berjenis eksperimental dengan post test only control
group design dengan sampel berjumlah 24 yang dibagi menjadi 8 kelompok.
Masing-masing kelompok diinkubasi 24 jam. Pembentukkan biofilm diukur pada
jam ke 4 dan ke 8 dengan menghitung Optical Density menggunakan ELLISA-
reader.

Hasil data rerata nilai optical density pada nanoemulsi daun pegagan
konsentrasi 75% menghasilkan nilai yang paling rendah. Kemudian hasil dari
perbedaan waktu inkubasi saliva menghasilkan nilai pada waktu 4 jam lebih
rendah dibandingkan waktu 8 jam dalam semua kelompok percobaan. Hasil
Kruskal-Wallis diperoleh p=0,110 (p>0,05) yang menunjukkan tidak terdapat
perbedaan ketebalan biofiim pada masing-masing kelompok.

Penelitian ini menunjukkan bahwa nanoemulsi daun pegagan konsentrasi
75% memiliki efek antibakteri paling efektif dalam menurunkan ketebalan biofilm
bakteri Staphylococcus aureus.

Kata kunci: Staphyloccous aureus, biofilm, Centella asiatica, optical density
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan hasil dari interaksi yang sangat kompleks
antara invasi bakteri biofilm dengan imun host yang tidak adekuat. Gingiva dan
jaringan periodontal akan merespon dengan berbagai perubahan ketika
terinisiasi dengan bakteri. Dalam respon inflamasi tersebut peran dari biofilm
yang ada di subgingiva sangat penting, di mana mikroorganisme yang ada pada
subgingiva akan secara langsung merusak jaringan ikat dengan cara
melepaskan substansi berbahaya dengan mudah. Sedangkan apabila respon
imun tubuh rendah dengan adanya kerusakan pada jaringan ikat maka dengan
mudah bakteri akan merusak jaringan lebih dalam dan membentuk poket
periodontal (Newman et al., 2019).

Berdasarkan Data Riset Kesehatan Dasar (RISKESDAS) tahun 2018
menunjukkan bahwa 57,6% penduduk Indonesia mengalami masalah kesehatan
gigi dan mulut di antaranya karies dan penyakit periodontal. Sedangkan
prevalensi penyakit periodontal dari seluruh dunia menurut WHO yaitu
penyakit periodontal sudah mengenai pada suatu populasi berdasarkan aspek

semua usia berkisar sekitar 20%-50% (Wang, 2008).



Peningkatan prevalensi penyakit periodontal dapat disebabkan oleh beberapa
faktor ialah faktor lokal, faktor sistemik, maupun faktor lingkungan. Salah satu
faktor lokal yang menyebabkan adanya penyakit periodontal yaitu akumulasi
plak yang terbentuk oleh mikroorganisme di rongga mulut. Plak merupakan
kumpulan dari akumulasi biofilm yang melekat pada permukaan gigi (Berger
& Rakhamimova, 2018).

Pembentukan biofilm diawali dengan adanya acquired pellicle yang
melekat pada semua permukaan rongga mulut 3 menit setelah menyikat gigi.
Bakteri yang ada di rongga mulut akan melekat ke permukaan gigi melalui
adhesin yang ada di acquired pellicle. Kemudian dilanjutkan dengan kolonisasi
primer yang didominasi oleh bakteri aerob dan bakteri fakultatif anaerob
selama 4 — 8 jam yang akan memberikan reseptor baru bagi bakteri lain untuk
berkolonisasi. Kolonisasi sekunder didominasi oleh bakteri gram negatif yang
akan membentuk jembatan coagregation dan akan bermetabolisme secara terus
menerus sampal terbentuk maturasi plak (Marsh and Zaura, 2017).

Bakteri flora normal dalam rongga mulut pada umumnya baik bagi
kesehatan gigi dan mulut apabila terjadi keseimbangan atau hubungan antara
flora normal dan imun host. Namun, lingkungan rongga mulut yang mengalami
perubahan akan mengganggu hubungan tersebut sehingga memicu adanya
bakteri patogen. Bakteri patogen terdiri atas bakteri fakultatif anaerob, kokus,
dan batang gram positif. Salah satu jenis bakteri gram positif yang berperan

dalam tahap kolonisasi primer pembentukan plak yaitu bakteri Staphylococcus



aureus, bakteri tersebut bersifat asidogenik yang akan menghasilkan fermentasi
dan mengubah suasana rongga mulut menjadi asam (Lindhe and Lang, 2015).

Pengendalian penyakit yang disebabkan oleh bakteri plak ini dapat
dilakukan melalui beberapa cara. Salah satunya dengan adanya senyawa bahan
antibakteri yang dapat yang diperoleh dari tumbuh-tumbuhan herbal. Indonesia
kaya akan tanaman herbal, sehingga dapat dipergunakan sebagai pengobatan
alternatif. Penggunaan tanaman herbal memiliki efek samping yang lebih
sedikit, mudah didapatkan, dan terjangkau. Salah satu alternatif zat antibakteri
yang dapat dikembangkan adalah daun pegangan. Seperti tanaman herbal
lainnya, tanaman pegagan (Centella asiatica |.) tumbuh liar di iklim yang
tropis seperti Indonesia dan memiliki banyak senyawa kimia yang baik bagi
tubuh (Yusran et al., 2016).

Pada penelitian (Azzahra and Hayati, 2018), ekstrak etanol daun pegagan
(Centella asiatica 1) mengandung senyawa aktif seperti saponin, tanin,
flavonoid, triterpenoid, dan minyak atsiri. Flavonoid merupakan senyawa fenol
yang berfungsi sebagai antibakteri dengan cara membentuk senyawa kompleks
terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu integritas membran dan
dinding sel bakteri. Saponin bersifat antibakteri karena dapat membentuk
senyawa kompleks dengan membran sel melalui ikatan hidrogen, lalu
menghancurkan permeabilitas dinding sel bakteri (Haryati et al., 2015). Hasil
penelitian menurut (Nurrosyidah et al., 2019), ekstrak daun pegagan yang

dikombinasikan dengan formulasi gel efektif menghambat pertumbuhan



bakteri Staphylococcus aureus. Penggunaan formulasi basis gel akan
memudahkan dalam pengaplikasian penggunaan tanaman herbal serta dapat
meningkatkan stabilitas dari kandungan bahan herbal.

Obat yang dikonsumsi, umumnya dapat terhambat oleh efisiensi pada
kemampuan obat itu sendiri. Adanya nanoemulsi dapat membantu
penghantaran obat terhadap tubuh. Nanoemulsi merupakan sistem
penghantaran suatu bahan aktif maupun obat yang terdiri atas fase air dan
minyak yang distabilkan oleh surfaktan untuk meningkatkan kelarutan serta
efek farmakologi dari suatu bahan herbal (Gurpreet and Singh, 2018).
Nanoemulsi memiliki beberapa keuntungan yaitu ukurannya yang sangat kecil
berkisar 50-1000 nm memudahkan dalam laju penyerapan obat yang lipofilik
terhadap tubuh serta menghindari adanya oksidasi dan hidrolisis karena bentuk
sediannya  minyak didalam. air. ~Selain itu, nanoemulsi juga dapat
menggabungkan obat lipofilik dan hidrofilik serta mengurangi efek samping
dari pemakaian obat (Pradhan et al., 2017).

Berdasarkan uraian teori diatas, peneliti ingin melakukan penelitian tentang
potensi nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica |.) terhadap ketebalan

biofilm yang dihasilkan dari kolonisasi bakteri Staphylococcus aureus.



1.2 Rumusan Masalah
Apakah nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica 1.) dengan
berbagai konsentrasi (25%, 50%, dan 75%) efektif terhadap ketebalan biofilm

bakteri Staphylococcus aureus?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui efektivitas nanoemulsi gel daun pegagan (Centella
asiatica |.) berbagai konsentrasi (25%, 50%, dan 75%) terhadap ketebalan
biofilm bakteri Staphylococcus aureus.
1.3.2 Tujuan Khusus

a. Mengetahui efektivitas nanoemulsi gel daun pegagan (Centella
asiatica |.) dalam konsentrasi 25 % terhadap ketebalan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus.

b. Mengetahui efektivitas nanoemulsi gel daun pegagan (Centella
asiatica I.) dalam konsentrasi 50 % terhadap ketebalan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus.

c. Mengetahui efektivitas nanoemulsi gel daun pegagan (Centella
asiatica |.) dalam konsentrasi 75 % terhadap ketebalan biofilm bakteri

Staphylococcus aureus.



1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Memberikan informasi tentang efektivitas nanoemulsi gel pegagan
(Centella asiatica 1.) terhadap penurunan ketebalan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus sehingga dapat menjadi dasar untuk penelitian
lebih lanjut.
1.4.2 Manfaat Praktis
a. Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi tentang manfaat
dari daun pegagan (Centella asiatica l.).
b. Penelitian ini diharapkan sebagai alternatif perawatan mengurangi
ketebalan biofilm sebagai salah satu penyebab penyakit periodontal.
c. Penelitian ini diharapkan sebagai terapi untuk mengurangi keparahan

penyakit periodontal.

1.5 Orisinalitas Penelitian

Penelitian terdahulu yang menjadi acuan untuk mendukung penelitian ini:

Tabel 1. 1 Orisinalitas Penelitian
Peneliti Judul Peneliti Perbedaan
(Azzahra and Uji Aktivitas Ekstrak Daun Pada penelitian ini meneliti
Hayati, 2018) Pegagan (Centella asiatica (I). pengujian efek anti bakteri
urb) Terhadap Pertumbuhan ekstrak daun pegagan

Streptococcus mutans terhadap daya hambat
pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans
dengan konsentrasi

10%,20%,40%, 60%, 80%.




(Khasanah et Effectiveness Test Pada penelitian ini meneliti
al., 2019) Antimicrobial Infusion pengujian ekstrak daun
Gotu Kola Leaf Extract pegagan (Centella asiatica
(Centella asiatica 1.) On The 1) terhadap bakteri
Growth Staphylococcus  Staphylococcus aureus
aureus dengan konsentrasi sebesar
12,5%, 25%, 50%, 100%,
dan tetrasiklin (+) 500 mg
sebagai kontrol positif
(Nasution et Antimicrobial Activities of Pada penelitian ini meneliti
al., 2018) Centella asiatica Leaf and pengujian ekstrak daun

Root Extracts on - Selected
Patogenic Micro-organisms

pegagan (Centella asiatica
I.) dan ekstrak akar
pegagan (Centella asiatica
l.) sebanyak 2.5, 5.0 dan
7.5 mg terhadap beberapa
bakteri dan jamur.

(Buzanello et

al., 2020)

Nanoemulsions  Containing
Oil And Aqueous Extract Of
Green Coffee Beans With
Antioxidant And
Antimicrobial Activities

Pada penelitian ini meneliti
pengujian efektivitas
antibakteri nanoemulsi biji
kopi hijau terhadap bakteri
Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus
epidermidis, dan
Escherichia coli dengan
konsentrasi sebesar 0.1%,
0.2%, 0.5%, 1.0%, 5.0%,
10%, and 12.5%.

(Hassan
Mujtaba,
2019)

and

Antibacterial  Efficacy — Of
Garlic Oil Nano-Emulsion

Pada penelitian ini meneliti
pengujian efektivitas
antibakteri nanoemulsi
minyak bawang putih dan
minyk  bawang  putih
terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli




Berdasarkan penelitian sebelumnya, terdapat perbedaan penelitian ini
dengan penelitian sebelumnya yaitu efektivitas sediaan nanoemulsi gel daun
pegagan (Centella asiatica |.) dalam konsentrasi 25%, 50%, dan 75%

terhadap ketebalan biofilm bakteri Staphylococcus aureus.
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tinjauan Pustaka
2.1.1 Dental Plak
a. Definisi Dental Plak

Dental plak merupakan gambaran Klinis substansi yang akan
terlihat berwarna kuning — keabu-abuan dan berkembang secara terus
menerus di rongga mulut dimana terletak pada permukaan jaringan
keras gigi juga termasuk restorasi. Pada dental plak terdiri dari
kumpulan beberapa bakteri yang kompleks yang terdiri dari 500 jenis
bakteri yang ada di rongga mulut (Basavaraju et al., 2016).

Biofilm merupakan suatu lapisan tipis awal terbentuknya plak
gigi, berupa kumpulan aggregasi mikroorganisme yang saling
tersusun dan menempel, sehingga bakteri-bakteri tersebut akan
memproduksi matriks polimer dan melekat pada permukaan gigi.
Penumpukan biofilm pada rongga mulut disebut plak gigi. Plak
merupakan istilah yang digunakan untuk menggambarkan kumpulan
berbagai mikroorganisme bakteri pada permukaan gigi yang berada
dalam suatu matriks ekstraseluler (Marsh and Zaura, 2017).

b. Komposisi Dental Plak
Estimasi dari kandungan dental plak yaitu sebanyak 70%

mengandung bakteri yang terdapat pada rongga mulut dan 30%
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merupakan matriks intraseluler (Vasudevan, 2017). Dental plak
didominasi oleh mikroorganisme yang saling berinteraksi di dalam
rongga mulut. Setiap bakteri akan menghasilkan zat substansi yang
akan mendukung metabolism dengan bakteri yang lain. Selain itu,
sebagai upaya mempertahankan aktivitias metabolismenya, bakteri
tersebut mendapatkan nutrisi dari kandungan matriks intraseluler
(Berger et al., 2018).

Matriks intraseluler berasal dari cairan yang ada di rongga mulut
seperti saliva, cairan sulkus gingiva, dan produk yang dihasilkan dari
bakteri. Kandungan maitriks terdiri dari kandungan organik maupun
anorganik yang berasal dari cairan yang ada di rongga mulut.
Kandungan organik yang ada dalam dental plak yaitu glikoprotein,
polisakarida, protein, lipid, dan DNA. Glikoprotein yang terdapat
pada saliva merupakan komponen yang sangat penting bagi pelikel
pada saat inisiasi awal pada permukaan gigi. Selain glikoprotein,
terdapat polisakarida yang memegang peran utama dalam
menyeimbangkan integritas dari dental plak. Kandungan anorganik
yang ada pada dental plak didominasi oleh kalsium dan fosfor tetapi
terdapat beberapa mineral seperti sodium, pottasium dan fluoride
yang terkandung dalam dental plak (Marsh and Zaura, 2017

Seneviratne and Suriyanarayanan, 2017).
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c. Tahapan pembentukan Dental Plak

A Pellicle formation B Initial adhesion C Maturation D Dispersion
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Figure 1: Depicts the formation of dental biofilms on tooth surface [8].

Gambar 2. 1 Patogenesis dental plak (\VVasudevan, 2017)

1) Pembentukan formasi pelikel

Semua permukaan yang di rongga mulut termasuk jaringan
keras maupun jaringan lunak selalu dilapisi material organik
yang disebut acquired pellicle. Pelikel tersebut melapisi
permukaan gigi terdiri dari 180 peptida, protein, glikoprotein
termasuk keratin, mucin, protein kaya- prolin, phosphoprotein.
Pada proses pembentukan dental plak, bakteri tidak secara
langsung melekatkan diri ke permukaan gigi, tetapi bakteri
tersebut akan berkontak maupun bereaksi langsung dengan
acquired pellicle (Newman et al., 2019; Marsh and Zaura,

2017).
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2) Perlekatan Bakteri / Initial Adhesi

Bakteri tersebut tidak dapat secara langsung melekat ke
permukaan gigi, tetapi bakteri tersebut akan berkontak
langsung dengan pelikel. Permulaan reaksi tersebut diawali
dengan bakteri akan melepaskan komponen karbohidrat dan
protein yang akan berkontak dengan pelikel. Molekul adhesin
yang terdapat pada bakteri juga akan berinteraksi dengan
reseptor pelikel. Hanya beberapa bakteri yang memiliki
reseptor adhesin berguna untuk interaksi pelikel (Newman et
al., 2019; Seneviratne and Suriyanarayanan, 2017).

Permukaan gigi yang telah dibersihkan menggunakan sikat
gigi tidak maksimal karena tidak seluruhnya mikroorganisme
yang melekat pada permukaan gigi akan terlepas. Tiga menit
setelah pembersihan, bakteri akan kembali membentuk koloni
(rekolonisasi) dan melekat ke enamel tersebut. Lebih dari 4
sampal 8 jam umumnya didominasi oleh bakteri aerob dan
bakteri fakultatif anaerob yang merupakan pemeran utama dari
kolonisasi awal atau kolonisasi primer. Metabolisme bakteri
tersebut akan menciptakan suasana lingkungan yang baik bagi
bakteri lain untuk bertahan hidup di dalam dental plak

(Newman et al., 2019).
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Kolonisasi Awal

Kolonisasi awal atau kolonisasi primer merupakan termpat
berkumpulnya bakteri yang telah melekat ke permukaan gigi
dengan mengundang bakteri lain untuk melekat ke permukaan
gigi tersebut, dan sering disebut “Coadhesion”. Pada tahap ini
akan terjadi metabolisme bakteri di mana bakteri yang
berperan pada tahap int akan menghasilkan lingkungan yang
semakin anaeorb bagi bakteri lain dengan cara menggunakan
oksigen sebanyak-banyaknya agar oksigen di dalam rongga
mulut semakin berkurang (Lindhe and Lang, 2015).
Kolonisasi Sekunder

Pada fase ini lingkungan rongga mulut semakin anaerob
akan meningkatkan — populasi dari  bakteri  anaerob.
Meningkatnya substrat organik yang dihasilkan seperti asam
maupun alkohol akan memicu meningkatnya kolonisasi
sekunder yang didominasi oleh bakteri anaerob gram negatif.
Senyawa organik yang dihasilkan bakteri gram positif
merupakan nutrisi untuk kelangsungan hidup bakteri gram
negatif. Pada plak supragingiva yang akan terjadi maturasi
akan terjadi peningkatan dari mikroorganisme yang ada pada

dental plak (Vasudevan, 2017).
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5) Maturasi Dental Plak

Beberapa bakteri akan mensintesis matriks ekstraseluler
yang akan memperkuat perlekatan bakteri terhadap dental plak.
Pada tahap terakhir, bakteri yang ada pada dental plak tetap
melakukan metabolisme secara terus menerus yang berfungsi
sebagai nutrisi primer. Tidak hanya itu, semakin banyak
bakteri yang ada di dental plak akan memaksimalkan kinerja
antar sesama bakteri untuk —mematangkan dental plak

(Basavaraju et al., 2016; Newman et al., 2019).

2.1.2 Penyakit Periodontal
a. Definisi Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal merupakan hasil dari interaksi yang sangat
kompleks antara invasi bakteri biofilm dengan imun host yang
tidak adekuat. Gingiva dan jaringan periodontal akan merespon
dengan berbagai perubahan ketika terinisiasi dengan bakteri. Dalam
respon inflamasi tersebut peran dari biofilm yang ada di subgingiva
sangat penting, dimana mikroorganisme yang ada pada subgingiva
akan secara langsung merusak jaringan ikat dengan cara
melepaskan substansi berbahaya dengan mudah. Sedangkan apabila

respon imun tubuh rendah dengan adanya kerusakan pada jaringan
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ikat maka dengan mudah bakteri akan merusak jaringan lebih
dalam dan membentuk poket periodontal (Newman et al., 2019).
. Klasifikasi Penyakit Periodontal

Klasifikasi penyakit periodontal berdasarkan etiologi dari
penyakit periodontal dapat dibagi menjadi dua kategori yaitu

gingivitis dan periodontitis (Newman et al., 2019).

Tabel 2. 1 Klasifikasi Penyakit Periodontal (Newman et al., 2019)

Klasifikasi penyakit periodontal

Gingivitis

A. Gingivitis diinduksi dengan dental plak
B. Gingivitis yang tidak diinduksi dengan dental plak

Periodontitis

Chronic periodontitis

Aggresive periodontitis

Periodontitis As A Manifestation Of Systemic Disease
Necrotizing Periodontal Disease

Abcesses Of The Periodontium

Periodontal-Endodontic Lesions

Developmental Or Acquired Deformities And Conditions

@ TMoO >

1) Gingivitis
Gingivitis merupakan peradangan pada gingiva pada gigi
tanpa adanya kehilangan perlekatan pada gigi. Peradangan
tersebut mengurangi perlekatan dukungan periodontal.
Gingivitis umumnya memengaruhi dari warna gingiva akibat
peradangan (Newman et al., 2019).

a) Gingivitis Diinduksi dengan Dental Plak
Gingivitis diinduksi dengan dental plak merupakan

respon inflamasi pada gingiva terhadap akumulasi bakteri
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yang terletak pada margin gingiva maupun di bawah
margin gingiva. Pada kondisi ini dapat dipengaruhi oleh
penggunaan obat-obatan, kekurangan nutrisi, maupun
faktor sistemik yang akan mempengaruhi adanya dental
plak sehingga mengakibakan terjadinya gingivitis. Gejala
Klinis yang terlihat pada kondisi ini vyaitu terjadi
perdarahan saat menyikat gigi, gingiva tampak
membengkak dan berwarna kemerahan, dan disertai bau
mulut akibat akumulasi plak yang ada pada rongga mulut
(Murakami et al., 2018).
b) Gingivitis yang Tidak Diinduksi dengan Dental Plak
Adanya gingivitis -~ pada kondisi ini umumnya
disebabkan oleh adanya virus, jamur, bakteri spesifik,
reaksi jaringan terhadap benda asing, maupun idiopatik
yang merupakan faktor etiologi utama yang akan
menghasilkan manifestasi klinis pada gingiva. Kondisi
yang terjadi pada gingiva seperti adanya lesi deskuamasi,
ulserasi pada gingiva, adanya reaksi alergi yang ditemui
pada bahan restorasi gigi, pasta gigi, obat kumur, permen

karet maupun makanan (Holmstrup et al., 2018).
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2) Periodontitis

Periodontitis merupakan inflamasi kronis pada jaringan

periodonsium dengan tipe progresif lambat sebagai respon

agregasi bakteri dental plak yang mengakibatkan kerusakan

secara tidak langsung dan menghasilkan poket, serta destruksi

tulang alveolar (Lindhe and Lang, 2015).

a)

b)

Periodontitis Kronis

Periodontitis kronis merupakan penyakit infeksius yang
menghasilkan respon inflamasi pada jaringan pendukung
gigi, kehilangan perlekatan secara progresif, dan resorbsi
tulang alveolar. Pada dasarnya perkembangan berlangsung
lambat, tetapi kerusakannya dapat dilihat secara visual.
Pada pemeriksaan klinis akan terlihat gambaran Kklinis
berupa gingivitis yang merupakan awal terjadinya
periodontitis kronis, adanya sulkus gingiva yang dalam
(poket periodontal) saat dilakukan pemeriksaan kedalaman
probing serta hilangnya perlekatan pada gigi. Adanya
mobilitas gigi maupun migrasi gigi juga dapat terlihat pada
manifestasi periodontitis kronis (Sistla et al., 2018).
Periodontitis Agresif

Periodontitis agresif umumnya sering terjadi pada usia

pubertas, dan ditemukan lebih banyak pada perempuan
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daripada laki — laki dengan perbandingan 3:1. Periodontitis
agresif dapat diperoleh dari keturunan riwayat keluarga
secara X — linked dominan maupun autosomal resesif.
Umumnya kondisi pada periodontitis agresif terlihat
akumulasi plak yang sedikit atau minimal tanpa adanya
peradangan gingiva yang parah, tetapi perkembangan dan
tingkat keparahannya terjadi secara tidak konsisten (Sistla
etal., 2018).
Patogenesis Penyakit Periodontal
Penyakit periodontal berawal dari infeksi pada jaringan
periodontal. karena adanya invasi mikroorganisme patogen yang
berkolonisasi membentuk plak. Mikroorganisme patogen akan
berinteraksi dengan sistem host yang menghasilkan reaksi
kompleks berupa respon inflamasi. Plak berkembang dan mencapai
supragingiva dan subgingiva akan termineralisasi yang mengalami
pengapuran massa menjadikalkulus. Kalkulus yang tidak
dibersihkan dan dibiarkan dengan kurun waktu yang lama akan
menyebabkan penyakit periodontal (Kinane, 2019; Marsh and
Zaura, 2017).
Transisi dari gingivitis menjadi periodontitis ditandai dengan
perubahan dari mikroorganisme yang di rongga mulut berupa

bakteri negatif lebih dominan daripada gram positif. Adanya faktor
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virulensi bakteri gram negatif yaitu memiliki lipopolisakarida
(LPS) dan menghasilkan substansi yang berbahaya seperti amonia
(NH2) dan Hidrogen sulfida (H.S) yang akan merusak jaringan
periodontal. Lipopolisakarida akan merangsang respon imun host.
Setelah respon imun aktif maka akan meningkatkan host mediator
inflamatori ~ seperti - prostaglandin  E2  (PGE2), matrix
metalloproteinase (MMPs), sitokin, proinflamasi (IL-1, IL-6,IL-
8, TNF-a). Peningkatan dari host mediator inflamatori akan
menyebabkan kerusakan jaringan periodontal (Tonetti et al., 2017;

Papapanou et al., 2018).

2.1.3 Tanaman Pegagan (Centella asiatica |.)

Obat tradisional memiliki efek samping yang lebih sedikit dan murah
serta mudah didapat dibandingkan dengan obat kimia. Indonesia kaya
akan tanaman herbal, sehingga dipergunakan sebagai pengobatan
alternatif. Seperti tanaman herbal lainnya, tanaman pegagan tumbuh liar
di iklim yang tropis seperti Indonesia dan memiliki banyak senyawa

kimia yang baik bagi tubuh (Yusran et al., 2016).
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Gambar 2. 2 Tanaman pegagan (Sutardi, 2016)

a. Taksonomi Tanaman Pegagan (Centella asiatica l.)

Taksonomi Tanaman Pegagan (Centella asiatica |.) sebagai

berikut:

Species : Centella asiatica

Divisi . Spermatophyta. subdivisi Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Umbillales

Famili : Umbilliferae (Apiaceae)

Genus 'Centella, Centella asiatica (I.) Urban atau Hidrocotyle

asiatica linn (Sutardi, 2016)

Tanaman Pegagan (Centella asiatica 1.) merupakan tanaman
herbal yang dapat tumbuh di daerah tropis maupun subtropis
seperti Asia Tenggara yaitu India, Sri Lanka, China, Indonesia,
Malaysia. Tanaman tersebut mempunyai dahan yang merambat dan
menjalar. Selain itu juga terkadang memiliki sedikit sifat aromatik

pada daunnya. Pada keadaan tanah yang lembab, basah, sinar
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matahari yang cukup atau agak teduh merupakan tempat di mana
tanaman pegagan tumbuh dan beradaptasi. Pada daerah dataran
tinggi dengan ketinggian 700 mdpl tanaman pegagan dapat tumbuh
subur dan mampu bertahan mencapai ketinggian 2500 mdpl.
Umumnya tanaman pegagan (Centella asiatica |.) dapat ditemukan
secara liar atau dapat mudah ditemukan di mana saja seperti di
perkebunan, sawah, maupun tepian sungai (Sutardi, 2016;
Khasanah et al., 2019).

Tanaman pegagan (Centella asiatica 1.) dapat tumbuh subur
hingga tingginya mencapai 15 cm (6 inci). Tanaman tersebut dapat
mudah ditemukan karena memiliki ciri-khas yaitu pada batangnya
mempunyaipermukaan halus dan licin, serta akan membentuk
seperti payung. Selain itu.pada satu kesatuan batang akan memiliki
daun sebanyak 1-5 buah dan memiliki lebar daun dengan diameter
1 cm — 7 cm yang berbentuk seperti kipas atau ginjal. Tekstur
permukaan daun bagian punggung yaitu halus tetapi kadang
berambut dan bergerigi (Sutardi, 2016; Mahyarudin and Riza,
2017).

. Khasiat Antibakteri Daun Pegagan

Tanaman pegagan dikenal sebagai tanaman herbal yang dapat

menyembuhkan berbagai penyakit. Dalam penggunaannya,

tanaman pegagan memiliki beberapa kandungan senyawa aktif
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yang bermanfaat dan baik bagi tubuh seperti triterpenoid, saponin,
triterpenoid genin, minyak atsiri, flavonoid, fitosterol, dan
kandungan senyawa aktif lainnya. Tetapi, kandungan yang paling
penting sebagai antibakteri yaitu triterpenoid, flavonoid dan
saponin (Azzahra and Hayati, 2018; Khasanah et al., 2019).

Senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman pegagan yaitu
flavonoid. Pada perannya senyawa tersebut akan menghambat
sintesis asam nukleat dengan membentuk senyawa kompleks
dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga menyebabkan
rusaknya membran sel bakteri. Tak hanya itu flavonoid juga akan
menghambat metabolisme energi pada bakteri dengan menghalangi
bakteri menggunakan oksigen. Selain flavonoid ada juga saponin
yang juga berperan sebagai antibakteri dengan cara meningkatkan
permeabilitas membran sel bakteri sehingga menyebabkan
denaturasi  protein - membran = maka seiring menurunnya
permeabilitas, membran sel akan lisis dan rusak (Agfadila et al.,
2017; Azzahra and Hayati, 2018).

Triterpenoid juga berperan penting sebagai antibakteri dimana
senyawa tersebut akan bereaksi dengan porin (protein
transmembran) pada diluar dinding sel bakteri. Reaksi tersebut
membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga menyebabkan

rusaknya porin tersebut. Porin merupakan tempat keluar masuknya
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senyawa yang akan menyebabkan berkurangnya permeabilitas
dinding sel bakteri yang akan mengakibatkan bakteri kekurangan
nutrisi yang kemudian akan lisis (Yusran et al., 2016; Agfadila et

al., 2017).

Manfaat Daun Pegagan dalam Bidang Kedokteran Gigi

Daun pegagan (Centella asiatica 1.) secara umum telah banyak
digunakan dalam beberapa penelitian terkait bidang kedokteran
gigi. Kandungan daun pegagan yang memiliki sifat antibakteri
dapat menunjukkan adanya penurunan terbentuknya plak pada
rongga mulut. Penurunan terbentuknya plak dapat terjadi apabila
kandungan dari daun pegagan menghambat perkembangan dari
bakteri yang memicu adanya lingkungan dan kolonisasi dari
terbentuknya plak (Azzahra and Hayati, 2018).

Daun pegagan (Centella asiatica |.) tak hanya memiliki
kandungan antibakteri, juga memiliki sifat antioksidan dimana ia
berperan penting dalam meningkatkan penyembuhan luka pada
rongga mulut. Dalam proses penyembuhan luka, kandungan daun
pegagan (Centella asiatica 1.) dapat mensintesis fibronektin yang
memiliki kemampuan merangsang makrofag untuk mengaktivasi
growth factor. Growth factor berperan penting dalam proliferasi

fibroblas yang akan menghasilkan kolagen (Park et al., 2017).
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2.1.4 Bakteri Staphylococcus aureus

a aan gram (Levinson., 2014)

bakteri gram positif

Staphylococcus

FiNTT———Fres

Kelas : Bacili

Ordo : Bacillales

Familia : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies

: Staphylococcus aureus (Levinson., 2014)
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b. Anatomi Morfologi
Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif
yang termasuk flora normal yang ada di rongga mulut. Bakteri
tersebut memiliki karakteristik yaitu berbentuk bulat tetapi terlihat
seperti buah anggur karena hidupnya bergerombol, tidak memiliki
spora, tidak bergerak. Ukuran dari bakteri tersebut berkisar dengan
diameter 0.5 — 1 mm. Kisaran suhu yang baik untuk pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus ialah 6-44°C (optimal 37°C) dan
kisaran pH agar bakteri tersebut dapat berkembang antara pH 4.2 —
9,3 (optimal - 7). Pertumbuhan dan perkembangan bakteri
Staphylococcus aureus sangat cepat pada media cair yang terutama
terdapat nutrisi dan pepton (Samaranayake., 2012).
c. Peranan Bakteri Staphylococcus Aureus pada Penyakit
Periodontal
Bakiteri gram positif seperti bakteri Staphylococcus aureus akan
meningkatkan produksi dari mediator inflamasi dan merupakan
kunci dari terjadinya respon inflamasi karena bakteri akan
mengeluarkan asam lipoteichoic untuk menstimulasi respon
inflamasi pada jaringan. Peran bakteri Staphylococcus aureus tidak
hanya memproduksi mediator inflamasi, bakteri tersebut akan

mendaur ulang atau memproses kembali protein dari formasi
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matriks ekstraseluler yang ada di sitoplasma (Newman et al.,
2019).

Pada kondisi infeksi, protein sitoplasmik (cytoplasmic protein)
yang terdapat di dalam sitoplasma akan berperan sebagai matriks
yang akan meningkatkan pergerakan dan adaptasi dari bakteri
Staphylococcus aureus pada formasi dari biofilm, serta akan
meningkatkan ~ perkembangan  formasi  biolfilm  dengan
mendatangkan bakteri lain (Jamal et al., 2015; Newman et al.,

2019).

2.1.5 Nanoemulsi Gel
a. Definisi Nanoemulsi Gel

Gel adalah suspensi yang terdiri dari partikel anorganik kecil
maupun partikel anorganik besar yang dapat menembus suatu
cairan (Sheikh et al., 2018). Nanoemulsi merupakan partikel yang
dianggap isotropik yang stabil secara termodinamik dan Kinetik,
terdiri dari dua larutan yang salah satunya tidak mudah larut seperti
minyak dan air yang kemudian disatukan menggunakan surfaktan
dan co-surfaktan. Nanoemulsi yang terdispersi minyak didalam air
umumnya memiliki ukuran droplets berkisar antara 50 — 1000 nm.
Nanoemulsi sering disebut dengan submicron emulsions, ultrafine

emulsions and miniemulsions (Gurpreet and Singh, 2018).
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b. Pemanfaatan Nanoemulsi Gel pada Bidang Kedokteran Gigi

Teknologi dalam kedokteran gigi sudah dikembangkan dalam
berbagai aspek, seperti penggunaan teknologi nano yang sangat
bermanfaat dalam memelihara kesehatan gigi dan mulut.
Keuntungan dari penggunaan nanopartikel dapat meningkatkan
sifat mekanik bahan, kualitas bahan kedokteran gigi dalam
menunjang hasil perawatan pasien. Efek yang ditimbulkan dari
bahan nanomaterial tergantung dari beberapa faktor seperti ukuran
dari nanopartikel dan reaksi sistem kekebalan tubuh terhadap bahan
nanopartikel. Penggunaan nanomaterial dalam kedokteran gigi
dapat diaplikasikan dalam dental diagnostic, preventive dentistry,
dan dental material seperti endodontik, konservasi gigi,
prosthodontik,  periodontik, implantology dan regenerative
dentistry (AlKahtani, 2018; Buzanello et al., 2020).

Nanoemulsi dapat berkontribusi ke dalam manajemen
kesehatan oral. Obat yang sediaannya diubah dalam nanoemulsi
akan lebih menguntungkan. Ukuran partikel yang sangat kecil (50 —
1000 nm) memudahkan dalam pemberian obat yang langsung
mengarah ke lapisan mukosa yang lebih dalam, sehingga
penggunaan nanoemulsi dapat mempercepat penyembuhan pada
mukosa oral yang ada pada rongga mulut. Nanoemulsi memiliki

peran penting Yyaitu nanoemulsi memiliki efek bakterisidal,
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spirosidal, dan virusidal. Nanoemulsi menghambat beberapa
mikroorganisme dengan cara merusak membran luar dari
mikroorganisme. Hal tersebut dapat membantu mencegah dan
mengurangi adanya mikroorganisme yang ada pada rongga mulut,

alat kedokteran gigi, dan lain-lain (Narang and Narang, 2017).
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Flavonoid Saponin Triterpenoid
l | |
Menghambat sintesis Meningkatkan Bereaksi dengan porin
asam nukleat dan permeabilitas membran berikatan polimer yang
menghambat sel- bakteri menyebabkan kuat menyebabkan
metabolisme energi pada donaturasi protein kekurangan bakteri
bakteri nutrisi
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2.3 Kerangka Konsep

Nanoemulsi Gel Daun Pegagan Ketebalan Biofilm Bakteri
(Centella asiatica I.) dalam Berbagai Staphylococcus aureus
Konsentrasi (25%, 50%, dan 75%)

Y

2.4 Hipotesis
Nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica 1.) efektif terhadap

penurunan ketebalan biofilm bakteri Staphylococcus aureus.



BAB I
METODE PENELITIAN
3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang akan dilaksanakan adalah penelitian analitik untuk
mengetahui hubungan dari kedua variabel yang akan dilakukan secara
eksperimental laboratorium in vitro.
3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
experimental post test only.
3.3 Variabel
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu nanoemulsi gel ekstrak
daun pegagan (Centella asiatica I.) dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%..
3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah ketebalan biofilm dari
bakteri Staphylococcus aureus.
3.3.3 Variabel Terkendali
Pembuatan kultur suspensi bakteri Staphylococcus aureus yang di

inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dan media well plate steril.
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3.4 Definisi Operasional

Tabel 3. 1 Tabel Definisi Operasional

32

No Variabel Definisi Operasional Skala
Data
1. Nanoemulsi  gel Suatu formulasi hasil Rasio
daun pegagan dispersi  dari  suatu
(Centella asiatica bahan herbal dengan
). berbagai  konsentrasi
(25%, 50%, 75%)
kemudian dibuat
menjadi  sediaan  gel
yang diaplikasikan pada
L - media well microplate.
2. Ketebalan Suatu pembiakan bakteri Rasio

Biofilm  Bakteri
Staphylococus
aureus

Staphylococcus — aureus
dari pembiakan murni di
Laboratorium

Mikrobiologi FK UNDIP
kemudian dikultur dalam
well plate yang sudah
dilapisi -saliva  untuk
pembentukan  biofilm.
Lapisan biofilm tersebut
lalu diberikan formulasi
nanoemulsi gel daun
pegagan (Centella
asiatica l). yang
diinkubasi  pada suhu
37°C selama 24 jam lalu

dihitung ketebalan
biofilm tersebut
menggunakan alat
microplate reader serta
didapatkan hasil
pengukuran berupa nilai
OD (Optical Density )




33

3.5 Sampel Penelitian
3.5.1 Sampel Bakteri
Bakteri Staphylococcus aureus diinokulasikan pada media nutrien

agar (NA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Pengambilan sampel dalam penelitian ini dibagi menjadi empat
kelompok yaitu :
a. Kelompok| : Kelompok perlakuan yang diberi nanoemulsi
gel daun pegagan konsentrasi 25%.
b. Kelompok Il : Kelompok perlakuan yang diberi nanoemulsi
gel daun pegagan konsentrasi 50%.
c. Kelompok Il - : Kelompok perlakuan yang diberi nanoemulsi
gel daun pegagan konsentrasi 75%.
d. Kelompok IV . Kelompok kontrol positif menggunakan
chlorhexidin gel.
3.5.2 Bahan Uji
Sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah formulasi
nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica |.) dengan konsentrasi
25%, 50%, dan 75% dan pengumpulan saliva oleh volunteer dengan
cara metode spitting out yaitu probandus diminta meludah sebanyak 10

ml dan ditampung pada gelas ukur.
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3.5.3 Besar Sampel
Rumus yang digunakan untuk menentukan besar sampel
didapatkan dengan rumus Federer:

(n-1) (k-1)>15
4-1)(k-1)>15

3kk-1)>15
3k-3>15
3k>18
k>6
Sampel = nxk
= 4x6 = 24

Keterangan :
n = banyaknya sampel (pengulangan)
k = banyaknya perlakuan

Berdasarkan hasil perhitungan tersebut maka jumlah sampel
keseluruhan yang dibutuhkan dalam penelitian ini ada 24, jumlah
kelompok vyaitu 4 kelompok kemudian di dalam masing — masing
kelompok di bagi menjadi 2 kelompok kembali sehingga perlakuan ada 8
kelompok dengan 4 kelompok inkubasi 4 jam dan 4 kelompok inkubasi 8
jam. Setiap kelompok diulang sebanyak 3-4 kali. Besar sampel ini

digunakan sebagai acuan dilakukan pengulangan dalam penelitian ini.
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian

Tabel 3. 2 Alat Penelitian dan Bahan Penelitian

Alat Penelitian Bahan Penelitian
Inkubator Daun pegagan
Stopwatch Suspensi bakteri standar

Media (Mc.Farland 0,5 1,5x108 CFU/mL)
well plate HMPC 4000
Micropipet Tween 80 36%
Gelas ukur Etanol 96%
Batang pengaduk Propilen glikol

Colony counter Metil parabean

Homogenizer Propil parabean
magnetic stirrer Gliserin
Eppendorf Multi Aquades

Channel dan Shaker Crystal Violet 1%
Mortir Saliva
Blender Phospate Buffer Saline (PBS)
Alat microplate Reader Chlorhexidine
Rotary evaporator

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Ethical Clearance
Pengajuan permohonan ijin penelitian kepada Komite Tim Etik
Penelitian Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Islam Sultan Agung
Semarang.
3.7.2 Sterilisasi Alat
Sterilisasi alat dilakukan sebelum tahap penelitian menggunakan
autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian didiamkan
hingga mencapai suhu kamar dan suhu kering sehingga alat penelitian

dapat digunakan (Syah, 2013).
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3.7.3 Pengambilan Saliva dengan Metode Spitting
Pengambilan saliva yang dilakukan pada pasien dengan kriteria
memiliki surat keterangan uji test PCR dengan hasil negatif serta
kesehatan umum subyek baik, tidak memiliki riwayat penyakit
sistemik, penyakit tiroid, dan tidak sedang mengonsumsi antibiotik.
Tahapan pengambilan saliva dengan metode spitting (Ningsih and
Agustin, 2019):

1. Praktikan menggunakan APD kemudian responden di lakukan
pengecekan suhu terlebih ~dahulu selanjutnya responden
diminta untuk duduk dengan nyaman (Ningsih and Agustin,
2019).

2. Responden diminta untuk membersihkan mulutnya terlebih
dahulu dengan larutan aquades selama 30 detik. Dilanjutkan
mengunyah permen karet xylitol selama 5 menit (Ningsih and
Agustin, 2019).

3. Setelah mengunyah permen karet xylitol, responden diminta
untuk tidak menelan saliva selama 5 menit yang dihitung
dengan menggunakan stopwatch (Ningsih and Agustin, 2019).

4. Setelah 5 menit, responden diminta untuk mengeluarkan saliva
dan dimasukkan ke dalam gelas ukur yang sudah disediakan
sebanyak yang diperlukan sesuai jumlah sampel (Ningsih and

Agustin, 2019).
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Pembuatan Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica l.)

Pembuatan ekstrak daun pegagan dilakukan dengan menggunakan
metode maserasi. Sebanyak 250 gr daun pegagan yang telah
dibersihkan, dipotong kecil-kecil kemudian dikeringkan. Daun
pegagan yang telah Kkering dihaluskan menggunakan blender.
Selanjutnya merendam 250 gram serbuk daun pegagan dalam 1000 ml
pada larutan etanol 96% sampai seluruhnya terendam selama 24 jam
dengan bantuan shanker. Ekstrak disaring untuk memisahkan ampas
dan filtratnya. Selanjutnya filtrat dievaporasi menggunakan rotary

evaporator pada suhu 50°C untuk menguapkan semua etanol sehingga

didapatkan ekstrak kental daun (Khasanah et al., 2019).

Pembuatan Nanoemulsi Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica)
Pembuatan nanoemulsi menggunakan metode oil in water. Pada fase
air mencampurkan 3,6 gram Tween 80 sebagai surfaktan dan etanol
sebagal kosurfaktan dengan 100 gram aquadest sampai homogen
menggunakan overheat stirer dengan kecepatan 1000 rpm selama 30
menit. Kemudian untuk fase minyak larutkan 0,1 gram metil parabean
dan 0,02 gram propil parabean ke dalam 10 gram propilen glikol
beserta palm oil kemudian ditambahkan ke dalam campuran bahan
sebelumnya menggunakan overheat stirrer. Lakukan pencampuran

sesuai masing — masing fase tersebut. Apabila sudah homogen maka
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satukan fase minyak dan fase air hingga homogen menggunakan
overheat stirrer dengan kecepatan 1000 rpm selama 1 jam (Khoiriyah

et al., 2018; Ramadhan et al., 2015).

3.7.6 Pembuatan Nanoemulsi Gel Daun Pegagan

Pembuatan basis gel diawali dengan mencampurkan HMPC 4000
dengan aquadest hingga terdispersi seluruhnya dan homogen didalam
mortir. Diamkan campuran tersebut selama 1 jam sampai terbentuk
massa gel. Setelah terbentuk massa gel dilakukan penambahan 0,1 gram
metil parabean, 2 gram propil parabean dan 2 gram gliserin kemudian
diaduk hingga homogen. Kemudian campurkan basis gel dengan seluruh
formulasi nanoemuilsi gel daun pegagan (Centella asiatica I.) dalam suhu
ruangan menggunakan alat homogenizer dengan kecepatan 3000 rpm

selama 15 menit (Nurrosyidah et al., 2019).

Tabel 3. 3 Perhitungan Optimalisasi Ekstrak Daun Pegagan dengan Formula Gel

F1 F2 F3
Bahan 25% 50% 75%
Massa
nanoemulsi daun 2,59r 5gr 7,59r
pegagan (gr)
Massa basis gel 7.5 ml 5 ml 2.5 ml

(ml)
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3.7.7 Uji Biofilm dengan Metode Microtiter Plate Biofilm Assay

Wellplate yang sudah dilapisi saliva sebanyak 200uL kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 4 — 8 jam selanjutnya dicuci dengan
Phospate Buffer Saline (PBS) dengan pH 7,5 menggunakan Eppendorf
Multi Channel dan Shaker selama 15 menit dengan kecepatan 500 rpm.
Kemudian tambahkan 110 pl suspensi bakteri Staphylococcus aureus
yang telah di centrifuge dan 90 pl nanoemulsi gel daun pegagan
(Centella asiatica |.) dalam masing-masing well plate dengan berbagai
konsentrasi (75%, 50%, dan 25%) serta diberikan chlorhexidin sebagai
kontrol positif sebanyak 500 pl.

Inkubasi wellplate pada suhu 37°C selama 48 jam. Setelah diinkubasi,

cuci well plate dengan aquadest steril. Kemudian dilakukan pewarnaan
dengan 125 pL crystal violet 1 % dan diinkubasi selama 15 menit dalam
suhu ruang. Pewarna dicuci dengan aquadest steril dan dibiarkan kering
pada suhu ruang. Setelah kering, 200 pL etanol 96% ditambahkan ke
plate dan diinkubasi 15 menit pada suhu ruang. Lakukan analisa hasil
sampel dengan alat microplate plate reader (ELISA-reader) dengan

panjang gelombang 540 nm (Arjuna et al., 2018; Maghfirah et al., 2017).
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3.8  Kiriteria Inklusi dan Kriteria Eksklusi
3.8.1 Kiriteria Inklusi
a. Koloni bakteri Staphylococcus aureus yang sudah dibiakkan
b. Pengambilan saliva pada responden volunteer sesuai dengan
kriteria
3.8.2 Kiriteria Eksklusi
a. Adanya pertumbuhan jamur atau kontaminasi lain pada media
biakkan bakteri Staphylococcus aureus dan media well plate
b. Pengambilan saliva pada responden volunteer yang memiliki

riwayat penyakit sistemik dan sedang mengonsumsi antibiotik.

3.9 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di UPT Laboratorium Terpadu Universitas
Diponegoro untuk pembuatan formulasi Nanoemulsi gel daun pegagan.
Penelitian selanjutnya dilakukan uji pertumbuhan biofilm dari bakteri
Staphylococcus aureus dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Diponegoro. Waktu yang dibutuhkan dalam

penelitian ini yaitu kurang lebih 10 hari.
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3.10 Analisis Hasil

Data hasil penelitian dilakukan uji normalitas dengan menggunakan uji
Saphiro-Wilk untuk melihat sebaran distribusi data, selanjutnya dilakukan uji
homogenitas dengan menggunakan Levene Test untuk melihat varian data.
Apabila data berdistribusi normal dan mempunyai varians yang sama,
dilakukan uji parametrik dengan One way Anova untuk mengetahui apakah
terdapat perbedaan efektivitas dari berbagai konsentrasi nanoemulsi gel daun
pegagan (Centella asiatica |.) terhadap ketebalan biofilm. Apabila data tidak

berdistribusi normal dilakukan uji Kruskal-Wallis.



3.11 Alur Penelitian

Ethical Clearence

|

Pembuatan ekstrak daun pegagan
(Centella asiatica l.)

A

Pembuatan nanoemulsi daun pegagan
(Centella asiatica I.)

v

Pencampuran basis gel dengan
nanoemulsi daun pegagan (Centella

asiatica l.)
\ 4 \ 4 )\ 4

Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 Kelompok 4
Pengaplikasian Pengaplikasian Pengaplikasian Pengaplikasian
nanoemulgel nanoemulgel nanoemulgel chlorhexidin gel
daun pegagan daun pegagan daun pegagan pada bakteri S.

(Centella (Centella (Centella aureus yang
asiatica l.) asiatica l.) asiatica l.) terletak di well

dengan dengan dengan plate steril

konsentrasi 25%
pada bakteri S.
aureus yang
terletak di well
plate steril

konsentrasi 50%
pada bakteri S.
aureus yang
terletak di well
plate steril

konsentrasi 75%
pada bakteri S.
aureus yang
terletak di well
plate steril

penurunan ketebalan biofilm bakteri

Staphylococcus aureus.

Analisis data
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk megetahui perbandingan efektifivitas
nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica I.) dengan konsetrasi 25%, 50%,
dan 75% terhadap ketebalan biofilm bakteri Staphylococcus aureus secara in
vitro. Subjek dalam penelitian ini sebanyak 24 sampel yang terbagi dalam 4
kelompok vyaitu 3 kelompok perlakuan dan 1 kelompok kontrol positif.
Kemudian dalam kelompok tersebut dibagi menjadi 2 kelompok dengan
perbandingan waktu inkubasi saliva 4 jam dan 8 jam. Microplate yang telah
dilapisi saliva selama 4 jam dan 8 jam diinkubasi kemudian diberi kultur bakteri
Staphylococcus aureus. Masing — masing microplate ditambahkan nanoemulsi
daun pegagan berbagai konsetrasi dan chlorhexidine gel 0,2% sebagai kontrol
positif selanjutnya diinkubasi selama 48 jam. Biofilm yang terbentuk kemudian
dilakukan pewarnaan menggunakan larutan crystal violet 1% .Setelah dilakukan
pewarnaan dilakukan analisis hasil pengukuran optical density meggunakan

ELISA - reader.
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Tabel 4. 1 Hasil Pembacaan Nilai Optical Density (OD)

Inku_basi Formulasi Formulasi  Formulasi
Perlakuan Zgélllr\rl]? 2504 50% 750 Kontrol (+)

1 4 1.217 0.727 0.657 3.275
2 4 1.354 1.219 1.322 3421
3 4 2.222 1.914 1.351 3.435
4 8 3.228 3411 3.275 3.494
5 8 3.727 3.209 3.198 3.450
6 8 3.809 3.310 3.180 3.444

Rata — rata 2.593 2.298 2.164 3.420

Berdasarkan tabel 4.1 hasil pembacaan nilai dari optical density didapatkan
nilai rerata kelompok nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica I.)
konsentrasi 25% yaitu 2.593 (dalam 4 jam yaitu 1.598 dan 8 jam yaitu 3.588).
Kelompok nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica |.) konsentrasi 50%
yaitu 2.298 (dalam 4 jam yaitu 1.287 dan 8 jam yaitu 3.310). Kelompok
nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica l.) konsentrasi 75% yaitu 2.164
(dalam 4 jam yaitu 1.110 dan 8 jam vyaitu 3.218). Kelompok kontrol positif
chlorhexidine gluconate 0,2% gel yaitu 3.420 (dalam 4 jam 3.377 yaitu dan 8

jam yaitu 3.463).

Tabel 4.2Uji Normalitas dan Uji Homogenitas

Saphiro-Wilk Levene

Kelompok

N - .
Sig. Sig.
Konsentrasi 25% (dalam 4 jam) 3 ,901
Konsentrasi 25% (dalam 8 jam) 3 732
Konsentrasi 50% (dalam 4 jam) 3 ,834
Konsentrasi 50% (dalam 8 jam) 3 712 ,000
Konsentrasi 75% (dalam 4 jam) 3 ,148
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Konsentrasi 75% (dalam 8 jam) 3 ,342
Kontrol Positif (dalam 4 jam) 3 ,557
Kontrol Positif (dalam 8 jam) 3 ,319

Berdasarkan hasil data yang didapatkan kemudian dilakukan uji normalitas dan
uji homogenitas. Uji normalitas menggunakan metode Saphiro-Wilk dan uji
homogenitas menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas didapatkan semua
kelompok data terdistribusi normal (p>0,05). Hasil uji homogenitas semua data

di dapatkan data tidak homogen dengan p=0,000 (p<0.05).

Tabel 4.3 Rerata Nilai Standar Deviasi dan Uji Kruskal-Wallis

Kelompok N Mean Std. Dev Kruskal-Wallis (Sig.)

Konsentrasi 25% (dalam 4 jam) 3 2,255 ,545
Konsentrasi 25% (dalam 8 jam) 3 3,709 ,110
Konsentrasi 50% (dalam 4 jam) 3 1,584 ,349
Konsentrasi 50% (dalam 8 jam) 3 3,504 ,010
Konsentrasi 75% (dalam 4 jam) 3 1,229 ,187

3

3

3

,110

Konsentrasi 75% (dalam 8 jam) 3,218 ,050
Kontrol Positif (dalam 4 jam) 3,469 ,023
Kontrol Positif (dalam 8 jam) 3,452 ,042

Berdasarkan hasil data tabel 4.3 didapatkan bahwa data berdistribusi normal dan
tidak homogen, sehingga dilakukan uji non parametrik yaitu uji Kruskal-Wallis
dengan nilai p=0,110 di mana nilai p>0,05 menunjukkan bahwa tidak terdapat

perbedaan yang signifikan ketebalan biofilm masing-masing kelompok penelitian.
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4.2 Pembahasan

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui perbandingan efektifivitas
nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica |.) dengan konsentrasi 25%,
konsentrasi 50%, dan konsentrasi 75%, serta kelompok kontrol positif dengan
chlorhexidine 0,2% gel terhadap ketebalan biofilm bakteri Staphylococcus aureus.
Penentuan konsentrasi dalam setiap kelompok penelitian, dilakukan dengan
mengetahui toksisitas suatu ekstrak bahan sehingga tidak menimbulkan efek toksik
dalam pemakaiannya. Daun pegagan memiliki toksisitas rendah berkisar antara
10g-15¢g. Sehingga dalam perbandingan massa ekstrak dengan basis gel diperlukan
massa ekstrak <10g (Yadav et al., 2019).

Nilai optical density (OD) menunjukkan  ketebalan dari biofilm bakteri
Staphylococcus aureus yang di mana dapat dilihat melalui intensitas warna dari
sekitar dinding microplate. Apabila nilai OD menunjukkan nilai yang rendah, maka
kelompok sampel tersebut dikatakan paling efektif dalam menurunkan ketebalan
biofilm bakteri Staphylococcus aureus (Ulyah et al., 2015). Selain itu pada
permukaan dinding microplate akan terlihat warna lebih terang atau intensitas
warna berkurang. Begitu sebaliknya, apabila nilai OD terlihat lebih tinggi maka
kelompok sampel tersebut menunjukkan biofilm yang tebal. Perubahan intensitas
warna yang ada di dinding microplate dipengaruhi saat pengecatan menggunakan

crystal violet 1% yang di mana akan mewarnai sel bakteri maupun komponen
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biofilm sehingga pengukuran dapat dilihat ketebalan atau massa biofilm (Arjuna et
al., 2018; Maghfirah et al., 2017).

Hasil dari penelitian tersebut dapat menunjukkan rerata nilai Optical Density
(OD) nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica I.) konsentrasi 25% (2.593),
50% (2.298), dan 75% (2.164) adalah nilai yang sangat minimal atau rendah. Hal
tersebut dapat terlihat pengurangan intensitas warna biru dari setiap kenaikan
konsentrasi nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica 1.) terhadap ketebalan
biofilm yang sudah dicuci menggunakan crystal violet 0.1% (Dewi, 2015).

Penelitian mengenai nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica 1.)
konsentrasi 75% memiliki nilai optical density (OD) yang rendah, yaitu 2.164 dan
menunjukkan warna biru. yang lebih terang dibandingkan dengan kelompok
konsentrasi 25%, 50%, maupun kelompok kontrol positif. Sehingga, dapat
disimpulkan bahwa kelompok penelitian nanoemulsi gel daun pegagan (Centella
asiatica 1.) konsentrasi 75% memiliki efek antibakteri terbesar dari kelompok
konsentrasi penelitian yang lain (Arjuna et al., 2018; Maghfirah et al., 2017).

Penelitian sebelumnya mengenai ekstrak daun pegagan (Centella asiatica 1.)
konsentrasi 12,5% sudah efektif menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus. Formasi dari zona hambat dari pertumbuhan koloni bakteri Staphylococcus
aureus dipengaruhi oleh senyawa yang terkandung pada ekstrak daun pegagan
(Centella asiatica 1.). Kemampuan agen anti bakteri dalam menghambat

pertumbuhan bakteri tergantung dari konsentrasi ekstrak yang mengandung
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senyawa antibakteri. Hal tersebut membuktikan bahwa semakin besar konsentrasi
maka semakin besar zona hambat yang terbentuk dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus (Azzahra and Hayati, 2018; Khasanah et al., 2019).

Daun pegagan (Centella asiatica I.) memiliki beberapa kandungan senyawa
aktif yang bermanfaat dan baik bagi tubuh seperti triterpenoid, saponin, triterpenoid
genin, minyak atsiri, flavonoid, fitosterol, dan kandungan senyawa aktif lainnya.
Kandungan yang paling penting sebagai antibakteri yaitu triterpenoid, flavonoid
dan saponin (Khasanah and Welkriana, 2019).

Senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman pegagan yaitu flavonoid.
Pada perannya senyawa tersebut akan menghambat sintesis asam nukleat dengan
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga
menyebabkan rusaknya membran sel bakteri. Tak hanya itu flavonoid juga akan
menghambat ‘metabolisme energi pada bakteri dengan menghalangi bakteri
menggunakan oksigen. Selain flavonoid ada juga saponin yang juga berperan
sebagai antibakteri dengan cara meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri
sehingga menyebabkan denaturasi protein membran maka seiring menurunnya
permeabilitas, membran sel akan lisis dan rusak (Yusran et al., 2016; Agfadila et
al., 2017).

Triterpenoid juga berperan penting sebagai antibakteri di mana senyawa
tersebut akan bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada di luar dinding

sel bakteri. Reaksi tersebut membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga



49

menyebabkan rusaknya porin tersebut. Porin merupakan tempat keluar masuknya
senyawa yang akan menyebabkan berkurangnya permeabilitas dinding sel bakteri
yang akan mengakibatkan bakteri kekurangan nutrisi yang kemudian akan lisis
(Agfadila et al., 2017; Azzahra and Hayati, 2018).

Pembentukan plak terdapat lima tahapan yaitu acquired pellicle, adhesi
inisial, kolonisasi awal, kolonisasi sekunder, dan maturasi plak. Diawali dengan
adanya acquired pellicle yang melekat pada semua permukaan rongga mulut 3
menit setelah menyikat gigi. Bakteri yang ada di rongga mulut akan melekat ke
permukaan gigi melalui adhesin yang ada di acquired pellicle. Kemudian
dilanjutkan dengan kolonisasi- primer yang didominasi oleh bakteri aerob dan
bakteri fakultatif anaerob selama 4 — 8 jam yang akan memberikan reseptor baru
bagi bakteri lain untuk berkolonisasi (Newman et al., 2019).

Kolonisasi sekunder didominasi oleh bakteri gram negatif yang akan
membentuk jembatan coagregation. Pada tahap terakhir yaitu maturasi plak,
bakteri yang ada pada dental plak tetap melakukan metabolisme secara terus
menerus yang berfungsi sebagai nutrisi primer. Apabila tahap tersebut berlanjut
hingga tahap maturasi serta jumlah koloni bakteri semakin banyak, dan melekat
pada permukaan gigi disertai adanya respon imun yang tidak adekuat untuk
melawan bakteri penyebab plak gigi dalam jumlah besar, akan terjadi proses
inflamasi yang mempengaruhi jaringan pendukung gigi yaitu jaringan periodontal

(Berger et al, 2018; Basavaraju et al., 2016).
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Hasil penelitian pada perbedaan waktu inkubasi saliva 4 jam dan 8 jam tiap
kelompok dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada
perubahan ketebalan biofilm antara inkubasi 4 jam dan 8 jam pada kelompok
konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan kontrol positif. Pada fase 4 jam didapatkan nilai
optical density yang lebih rendah yang dapat disebabkan terdapat pembentukan
massa biofilm Staphylococcus aureus masih terbilang lemah sehingga perlekatan
massa biofilm pada permukaan well-plate dapat lebih mudah dihambat dengan
senyawa bioaktif antibakteri pada formulasi nanoemulsi gel daun pegagan sehingga
dapat mudah berpenetrasi dalam matriks biofilm (Hanny et al, 2017).

Fase inkubasi saliva 8 jam menghasilkan nilai optical density yang lebih tinggi
daripada fase 4 jam dikarenakan terdapat peningkatan jumlah pembentukan biofilm
Staphylococcus aureus yang sudah melewati tahap maturasi plak sehingga
kekuatan daya hambat pada senyawa antibakteri kurang dapat berpenetrasi ke
dalam matriks biofilm (Otto, 2018). Nilai rerata optical density (OD) kontrol positif
dengan chlorhexidine gluconate 0,2% gel didapatkan lebih tinggi yaitu 3.420
dibandingkan dengan kelompok konsentrasi nanoemulsi gel daun pegagan
(Centella asiatica 1.) 25%, 50%, dan 75%. Perbandingan kelompok konsentrasi
nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica 1.) dengan kelompok kontrol
positif menggunakan chlorhexidine gluconate 0,2% gel menunjukkan bahwa

nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica |.) berbagai konsentrasi efektif
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menurunkan ketebalan biofilm bakteri Staphylococcus aureus dibandingkan dengan
chlorhexidine gluconate 0,2% gel (Hagi et al, 2016).

Chlorhexidine merupakan salah satu gold standard dalam pencegahan
akumulasi plak gigi yang mengandung zat anti bakteri. Hal tersebut dikarenakan,
chlorhexidine memiliki efek bakteriostatik dan efek bakterisidal terhadap semua
jenis bakteri, baik bakteri gram positif (+) maupun bakteri gram negatif (-). Tetapi
dalam penghambatan pertumbuhan bakteri, chlorhexidine lebih efektif terhadap
bakteri gram positif (+) dibandingkan bakteri gram negatif (-) karena pengaruh
perbedaan jenis dinding sel dari bakteri tersebut. Dalam hal ini, lipopolisakarida
berperan penting dalam menghalangi zat anti bakteri yang bersifat kationik yang
terkandung dalam chlorhexidine (Kusuma et al., 2019).

Mekanisme kerja chlorhexidine dalam menghambat pertumbuhan bakteri di
dalam rongga mulut tergantung dari jumlah konsentrasi yang digunakan. Bakteri
memiliki besar muatan molekul negatif (anion), sedangkan pada molekul
chlorhexidine memiliki muatan positif (kation). Hal tersebut memudahkan
perlekatan yang kuat antara chlorhexidine dengan membran sel bakteri. Di dalam
perlekatannya, chlorhexidine akan mengubah permeabilitas membran sel bakteri
sehingga bakteri tersebut akan mengeluarkan sitoplasma. Hal tersebut akan
menyebabkan lisisnya bakteri tersebut. Namun, penggunaan chlorhexidine dalam
jangka waktu lama menimbulkan efek samping pada rongga mulut yaitu ulserasi

mukosa rongga mulut, perubahan warna pada gigi, perubahan rasa kecap pada
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lidah, mulut kering, dan perubahan keseimbangan flora normal rongga mulut
sehingga diharapkan daun pegagan ini dapat menjadi alternatifnya (Rondhianto et
al., 2016; Panesa et al., 2018).

Penelitian ini memiliki keterbatasan dalam pelaksanaannya, dalam
pembuatan formulasi nanoemulsi gel daun pegagan membutuhkan waktu dan
proses yang lama dikarenakan jumlah antrian penelitian banyak yang menyita
waktu. Selain itu, dari formulasi sediaan nanoemulsi gel daun pegagan yang
berbentuk emulsi kemudian dikombinasikan dengan gel mempengaruhi dari
efektivitas antibakteri yang terkandung dalam ekstrak daun pegagan tersebut.

Hal tersebut mengakibatkan nilai optical density (OD) yang dihasilkan
kurang maksimal karena terlalu pekatnya warna sampel penelitian akibat crystal
violet 1%. Sehingga dalam pembacaan nilai OD perlu dilakukan pembilasan ulang
crystal violet 1%. Maka perlu dilakukan modifikasi ulang mengenai formulasi
sediaan nanoemulsi sehingga nantinya tidak akan mempengaruhi kestabilan fisik

suatu sediaan.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan

bahwa:

1.

3.

Formulasi nanoemulsi gel daun pegagan (Centella asiatica I.) konsentrasi
25%, 50%, dan 75% efektif terhadap penurunan ketebalan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus in vitro.

Terdapat efek antibakteri formulasi nanoemulsi gel pegagan (Centella
asiatica 1.) 75% lebih besar daripada efek antibakteri chlorhexidine
gluconate 0,2% gel yang dilihat dari hasil pengukuran optical dencity
biofilm.

Tidak terdapat perbedaan yang signifikan perubahan ketebalan biofilm
antara inkubasi 4 jam dan 8 jam pada kelompok perlakuan konsentrasi
25%, 50%, 75% formulasi nanoemulsi gel daun pegagan (Centella

asiatica l.) dan chlorhexidine gluconate 0,2% gel.
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5.2 Saran
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Saran penulis berdasarkan penelitian yang telah dilakukan yaitu :

1.

Perlu dilakukan pembilasan ulang apabila nilai Optical Density (OD)
tidak muncul dalam pembacaan hasil.

Perlu dilakukan kembali penelitian lebih lanjut mengenai formulasi daun
pegagan (Centella asiatica I.) dengan konsentrasi lain ataupun perubahan
dari konsistensi formulasi tersebut terhadap uji ketebalan biofilm
Staphylococcus aureus secara in vitro.

Perlu dilakukan kembali penelitian lebih lanjut mengenai nanoemulsi gel
daun pegagan (Centella asiatica |.) terhadap biofilm Staphylococcus
aureus secara in vivo.

Perlu dilakukan kembali penelitian lebih lanjut mengenai sediaan
nanoemulsi gel supaya mendapatkan bentuk sediaan sifat yang lebih stabil

dengan uji stabilitas fisik.
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Lampiran 2. Hasil Analisis SPSS

Hasil Pembacaan Nilai Optical Density
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Inkubasi
Formulasi  Formulasi Formulasi
Perlakuan  saliva Kontrol (+)
25% 50% 75%
(jam)
1 4 1.217 0.727 0.657 3.435
2 4 1.354 1.219 1.322 3.421
3 4 2.222 1.914 1.351 3.275
4 8 3.228 3.411 3.275 3.494
5 8 3.727 3.209 3.198 3.450
6 8 3.809 3.310 3.180 3.444
Rata — rata 2.593 2.298 2.164 3.420
Descriptives
11 Statistic Std. Error
konsentrasi 25% inkubasi 4 ,314503
jam 95% Confidence Interval for — Lower Bound ,90147
Mean Upper Bound 3,60786
5% Trimmed Mean
Median 2,22200
Variance ,297
Std. Deviation ,544735
Minimum 1,727
Maximum 2,815
Range 1,088
Interquartile Range
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Skewness ,269 1,225

Kurtosis
konsentrasi 25% inkubasi 8 Mean 3,70933 ,063262
jam 95% Confidence Interval for Lower Bound 3,43714

Mean Upper Bound 3,98153

5% Trimmed Mean

Median 3,72700

Variance ,012

Std. Deviation , 109573

Minimum 3,592

Maximum 3,809

Range 217

Interquartile Range

Skewness -, 707 1,225

Kurtosis
konsentrasi 50% inkubasi 4 Mean 1,58400 , 201391
jam 95% Confidence Interval for - Lower Bound 71748

Mean Upper Bound 2,45052

5% Trimmed Mean

Median 1,61900

Variance 122

Std. Deviation ,348819

Minimum 1,219

Maximum 1,914

Range ,695

Interquartile Range

Skewness -,447 1,225

Kurtosis
konsentrasi 50% inkubasi 8 Mean 3,50367 ,005548
jam 95% Confidence Interval for Lower Bound 3,47980

Mean Upper Bound 3,52754

5% Trimmed Mean

Median 3,50200

Variance ,000
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Std. Deviation ,009609
Minimum 3,495
Maximum 3,514
Range ,019
Interquartile Range
Skewness , 757 1,225
Kurtosis
konsentrasi 75% inkubasi 4 Mean 1,22867 ,108158
jam 95% Confidence Interval for Lower Bound ,76330
Mean Upper Bound 1,69403
5% Trimmed Mean
Median 1,32200
Variance ,035
Std. Deviation , 187335
Minimum 1,013
Maximum 1,351
Range ,338
Interquartile Range
Skewness -1,685 1,225
Kurtosis
konsentrasi 75% inkubasi 8 Mean 3,21767 ,029134
jam 95% Confidence Interval for ~ Lower Bound 3,09231
Mean Upper Bound 3,34302
5% Trimmed Mean
Median 3,19800
Variance ,003
Std. Deviation ,050461
Minimum 3,180
Maximum 3,275
Range ,095
Interquartile Range
Skewness 1,487 1,225
Kurtosis
kontrol positif inkubasi 4 jam Mean 3,46900 ,013051
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95% Confidence Interval for  Lower Bound 3,41285
Mean Upper Bound 3,52515
5% Trimmed Mean
Median 3,46300
Variance ,001
Std. Deviation ,022605
Minimum 3,450
Maximum 3,494
Range ,044
Interquartile Range
Skewness 1,110 1,225
Kurtosis
kontrol positif inkubasi 8 jam Mean 3,45200 ,024338
95% Confidence Interval for Lower Bound 3,34728
Mean Upper Bound 3,55672
5% Trimmed Mean
Median 3,43500
Variance ,002
Std. Deviation ,042154
Minimum 3,421
Maximum 3,500
Range ,079
Interquartile Range
Skewness 1,520 1,225

Kurtosis




Uji Normalitas dengan Saphiro-Wilk

Tests of Normalit
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
konsentrasi 25% inkubasi 4
,191 3 ,997 3 ,901
jam
konsentrasi 25% inkubasi 8
) ,231 3 ,981 3 732
jam
konsentrasi 50% inkubasi 4 ,834
) ,207 3 ,992 3
jam
konsentrasi 50% inkubasi 8
) ,236 3 977 3 712
jam
konsentrasi 75% inkubasi 4
) ,358 3 814 3 ,148
jam
konsentrasi 75% inkubasi 8
) ,318 3 ,886 3 342
jam
kontrol positif inkubasi 4 jam 271 3 ,947 ,557
kontrol positif inkubasi 8 jam ,323 ,878 1
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ketebalan biofilm  konsentrasi 25% ,258 6 ,200" ,883 6 ,283

konsentrasi 50% 312 6 ,069 , 796 6 ,054

konsentrasi 75% ,309 6 ,077 , 764 6 ,027

kontrol positif ,188 6 ,200" ,937 6
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Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variance
Levene Statistic dfl df2 SiL
ketebalan biofilm Based on Mean 25,950 20 ,000
Based on Median 17,407 20 ,000
Based on Median and with
adjusted df 17,407 9,790 ,000
Based on trimmed mean 25,780 20 ,000
Uji Kruskal-Wallis
Ranks
perlakuan Mean Rank
ketebalan biofilm konsentrasi 25% 6 15,33
konsentrasi 50% 6 12,17
konsentrasi 75% 6 6,83
kontrol positif 6 15,67
Total 24

Test Statistics2P

ketebalan
biofilm
Chi-Square 6,033
df 3
Asymp. Sig. ,110
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di tempat
Semarang. 1 September 2020

Assalamualaikum wr. wb
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KEMENTRIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS DIPONEGORO
LABORATORIUM BIONANO TEKNOLOGI

UPT Laboratoriam Terpada
JL. Prof Soedarto, Tembalang , Semarang, Jawa Tengah
Telp : 087834961226

SURAT KETERANGAN MELAKSANAKAN PENELITIAN
Kepala Laboratorium Bionano Teknologi dengan ini menerangkan bahwa :
Nama : Bunga Clarissa Soegiharto
NIM : 31101700020
Program Studi : Pendidikan Dokter Gigi
Fakultas : Kedokteran Gigi

Instansi : Universitas Islam Sultan Agung

Dengan ini menerangkan bahwa yang tersebut di atas telah melakukan penelitian di
Laboratorium Bionano Teknologi Universitas Diponegoro pada tanggal 13 Oktober — 13
November 2020, dengan judul “ EFEKTIVITAS NANOEMULSI GEL DAUN PEGAGAN
(Centella asiatica 1.) KONSENTRASI 25%, 50% DAN 75% TERHADAP KETEBALAN
BIOFILM BAKTERI Staphylococcus aureus (IN VITRO) “

Demikian surat ini dibuat agar dapat digunakan sebagaimana mestinya.

Semarang, 16 November 2020
Kepala Lab Bionano Teknologi
Universitas Diponegoro

Dr. Agus Subagio, M.Si
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N
KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAA p—
UNIVERSITAS DIFONRGORO e
FAKULTA www.fk.undip.ac.id | email: dean@fk.undip.ac.
AoV BAGIAN MIKROBIOLOGI
SURAT KETERANGAN

Nomor : 82/UN.7.5.4/Mikrobiologi/dok/11/2020

Yang bertanda tangan dibawah ini, menerangkan bahwa mahasiswa dengan :

Nama : Bunga Clarisa Soegiharto

Nim 131101700020

Fakultas : Kedokteran Gigi

Perguruan Tinggi : Universitas Islam Sultan Agung

Judul Skripsi : Efektivitas Nanoemulsi Gel Daun Pegagan ( Centella asiatica 1)

Konsentrasi 25%, 50%, dan 75% Terhadap Ketebaian Biofiim Bakteri Staphylococcus aureus
(in Vitro)
Telah melakukan penelitian di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas

Diponegoro pada bulan November 2020 untuk digunakan dalam penelitian skripsi.
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Semarang, 30 November 2020
Ketua
Bagian Mikrobiologi FK UNDIP

dr. Endang Sri Lestari, PhD
NIP 19661016 199702 2001
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4

ksi daun

Hasil Ekstra
pegagan

Daun pegagan yang
masih segar dan akan
dikeringkan

A)Nanoemulsi Daun Pegagan, 3+

Saliva responden

B) Nanoemulsi gel daun
pegagan
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Pencampuran
bahan nanoemulsi

Suspensi bakteri
Staphyococcus aureus

jam

72

i
Pengadukan bahan
nanoemulsi dengan
alat Homogenizer

R =N\

B 2N 2o pd

. e e S
Inkubasi saliva setelah
4 jam

Pemberian Bakteri
S.Aureus + Nanoemulsi
daun pegagan
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EFEKTIVITAS NANOEMULSI GEL DAUN PEGAGAN (Centella asiatica

1.) KONSENTRASI 25%,50% DAN 75% TERHADAP KETEBALAN

BIOFILM BAKTERI Staphylococcus aureus (IN VITRO)
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