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Abstract

Background: Chronic periodontitis is one of the inflammatory diseases in the oral cavity that
can cause damage to the structure of the supporting tissues of the teeth. The bacterium
Porphyromonas gingivalis is the cause of chronic periodontitis which has specific virulence
factors that produce lipopolysaccharides by destroying the host cell wall mechanism. Black tea
with the Latin name Camellia sinensis contains theaflavins with antibacterial effects. Materials
and methods: This study was an in vitro experimental laboratory study with disc diffusion
method (Kirby Bauer), minimum inhibitory concentration (MIC), and minimum bactericidal
concentration (MBC). The samples of this study were black tea ethanol extract with a
concentration of 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, and 100% with positive control group is
chlorhexidine 0,2%, and negative control group is BHI broth, which tested Porphyromonas
gingivalis. The Kruskal Wallis test results showed that there were statistically significant
differences between the diameter of the bacterial inhibitory zone produced from the
concentration group of black tea ethanol extract (7 mm), 40% (8,6 mm), 60% (10 mm), 80%
(10,6 mm), and 100% (11,2 mm) (P <0.05). The Spearman correlation test results (r=0.431)
showed a positive correlation with moderate strength between an increase in the concentration
of black tea ethanol extract to the diameter of the bacterial inhibitory zone. Result: The MIC
value in this study is 10% and the result of MBC is 20%. Conclusion: the ethanol extract of
black tea has an antibacterial effect on Porphyromonas gingivalis. There is an increase in
inhibition zone diameter along with an increase in the concentration of black tea extract, which
indicates black tea ethanol extract has concentration-dependent antibacterial properties.
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EFEK ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL TEH HITAM
(Camellia sinensis) TERHADAP PERTUMBUHAN BAKTERI
Porphyromonas gingivalis

Abstrak

Pendahuluan: Periodontitis kronis merupakan salah satu penyakit penyakit inflamasi di rongga
mulut yang dapat menyebabkan kerusakan pada struktur jaringan pendukung gigi. Bakteri
Porphyromonas gingivalis adalah penyebab periodontitis kronis yang memiliki faktor virulensi
spesifik yang memproduksi lipopolisakarida dengan mekanisme perusakan dinding sel Aost.
Teh hitam dengan nama latin Camellia sinensis memiliki kandungan theaflavin dengan efek
antibakteri. Material dan Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratorium in vitro dengan metode difusi cakram (Kirby Bauer), konsentrasi hambat
minimum (KHM), dan konsentrasi bunuh minimum (KBM). Sampel dari penelitian ini yaitu
ekstrak etanol teh hitam dengan konsentrasi 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% dengan
kelompok kontrol positif klorheksidin 0,2%, kelompok kontrol negatif BHI broth, yang
diujikan terhadap bakteri Porphyromonas gingivalis. Hasil: Uji Kruskal Wallis menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna secara statistik diantara diameter zona hambat bakteri
yang dihasilkan dari kelompok konsentrasi ekstrak etanol teh hitam 20% (7 mm), 40% (8,6
mm), 60% (10 mm), 80% (10,6 mm), dan 100% (11,2 mm) (P<0.05). Hasil uji korelasi
Spearman (r=0,431) menunjukkan nilai korelasi positif dengan kekuatan sedang antara
peningkatan konsentrasi ekstrak etanol teh hitam terhadap diameter zona hambat bakteri.
Kesimpulan: Ekstrak etanol teh hitam memiliki efek antibakteri terhadap bakteri
Porphyromonas gingivalis. Terdapat peningkatan diameter zona hambat seiring dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak teh hitam, yang mengindikasikan efek antibakteri ekstrak
etanol teh hitam bersifat concentratio-dependent. Hasil nilai KHM pada penelitian ini 10% dan
KBM menunjukkan hasil 20%.

Kata Kunci: Porphyromonas gingivalis, efek antibakteri dari the hitam, MIC &MBC

PENDAHULUAN

Periodontitis kronis merupakan penyakit inflamasi yang diakibatkan oleh mikroorganisme yang
merusak ligamentum periodontal dan tulang alveolar dengan meningkatnya kedalaman poket,
resesi, atau keduanya.! Menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), prevalensi periodontitis
kronis pada populasi orang dewasa dilaporkan 30-35%, dengan sekitar 10-15% didiagnosis
dengan periodontitis kronis berat. Data Nasional Survei Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) pada
tahun 2004 menyatakan bahwa prevalensi penyakit periodontal di Indonesia mencapai 96,58%.>
Ada berbagai faktor risiko yang berkaitan dengan periodontitis kronis seperti diabetes mellitus,
penyakit kardiovaskular, merokok, dan kegemukan (obesitas).’

Mikroorganisme yang berperan dalam proses terjadinya periodontitis kronis yaitu
Porphyromonas gingivalis dan mikroorganisme lainnya yaitu Tannerella forsythia, Prevotella
intermedia, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Peptostreptococcus micros, Treponema, dan spesies
Eubacterium."* Bakteri Porphyromonas gingivalis ini ditemukan di 85,75% dari sampel plak
subgingival pasien dengan periodontitis kronis.’ Porphyromonas gingivalis adalah bakteri Gram
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negatif anaerob obligat berpigmen hitam, bakteri non-motil, asaccharolytic, pleomorfik (bulat
dan oval), tidak berspora. Gram-negatif ini merupakan batang anaerobik yang dianggap sebagai
patogen utama pada periodontitis kronis.®

Adanya Porphyromonas gingivalis dalam poket periodontal menunjukkan hubungan
signifikan pada perkembangan penyakit yaitu antara Porphyromonas gingivalis dengan
kedalaman poket.” Porphyromonas gingivalis merupakan patogen periodontal paling penting
jika jumlahnya meningkat dan karena memiliki faktor virulensi spesifik. Salah satunya karena
lipopolisakarida yang terkait sebagai perusak dinding sel. Porphyromonas gingivalis dapat
menstimulasi kerusakan resorpsi tulang, menghambat pembentukan tulang, dan menginduksi
kerusakan tulang.®

Epitel gingiva merupakan bagian dari jaringan periodontal yang memiliki peran penting
protektif mencegah mekanisme invasi dari perodontopatogen. Epitel gingiva bereaksi dengan
Porphyromonas gingivalis karena adanya interaksi signal terhadap integrasi respon imun bawaan
yang di dapat dari host. Porphyromonas gingivalis dapat mendestruksi jaringan secara struktural
maupun fungsional epitel gingiva dengan cara adhesi, penetrasi, dan bereplikasi. Enzim
proteolitik yang dihasilkan dapat mendestruksi sel matriks dan sel dari sel - sel epitel yang dapat
menyebabkan sel epitel junctional terlepas dari permukaan akar gigi sehingga membentuk
kedalaman poket gingiva. Interaksi antara Porphyromonas gingivalis dengan sel - sel epitel
mengarah pada beberapa aktivasi kaskade pensignyalan kompleks. Akhirnya menjadi mengatur
dan transkripsi gen target terhadap respons imun seperti efektor sistem kekebalan tubuh
permanen yang termasuk sitokin proinflamasi, chemokine, dan matriks (MMPs), serta regulasi
yang memungkinkan dampak langsung pada perkembangan penyakit periodontal dan proses
peradangan.’

Teh merupakan minuman populer setelah air, terbuat dari daun tanaman teh. Teh berasal
dari daun Camellia sinensis, dapat diklasifikasikan menjadi empat jenis (putih, hijau, oolong,
dan hitam) yang berbeda dalam hal prosedur manufaktur dan komposisi kimiawinya.'”
Berdasarkan tingkat fermentasinya, teh dikategorikan ke dalam tiga jenis utama: tidak
difermentasi (teh hijau dan putih), fermentasi sebagian (teh oolong) dan fermentasi penuh (teh
hitam). Meskipun proses ini sering diasumsikan sebagai fermentasi, tetapi istilah yang paling
tepat adalah oksidasi yang diikuti oleh polimerisasi, berarti ada paparan udara merupakan reaksi
yang dikatalisis oleh enzim polifenol oksidase.!! Teh hitam terutama banyak di konsumsi di
India, Eropa, Rusia, Amerika Utara, Timur Tengah, Indonesia, Afrika Utara, Chili, Hong Kong,
Australia, dan Selandia Baru. Sistem pengolahan teh hitam dapat di bagi dua yaitu sistem
ortodoks dan sistem CTC.'? Theaflavins adalah pigmen merah terang yang memberikan ciri khas
minuman teh yang digambarkan sebagai “kecerahan” dan “kesegaran”. Theaflavin adalah
campuran dari empat senyawa yang disebut sebagai theaflavin (TF1), theaflavin-3-gallate
(TF2A), theaflavin-3 '-gallate (TF2B), dan theaflavin-3, 3'-digallate (TF3). "

BAHAN DAN METODE
Penelitian ini merupakan eksperimental laboratorik. Penelitian ini lolos kelayakan etik dengan
nomor surat 383/KEP-UY/BIA/XII/2018 dan dilaksanakan di Laboratorium Biologi Oral FKG
Ul Salemba Jakarta pada bulan November 2018 — Desember 2018. Proses pembuatan ekstrak
teh hitam dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat (Balittro) Bogor. Pembuatan
ekstrak ini menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.

Sampel dalam penelitian ini adalah Porphyromonas gingivalis ATCC (American Type Culture
Cell) 33277 yang berasal dari Laboratorium Biologi Oral FKG UI Salemba. Teh hitam yang
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digunakan pada sampel ini adalah daun teh yang berasal dari perkebunan PT VIII Wilayah
Puncak dan Cipanas, tempat pengolahan di Cianjur (Pabrik Gede), Gunung mas.

Metode penelitian ini dilakukan dengan uji difusi cakram Kirby-Bauer yaitu metode yang
paling sering dilakukan untuk pengujian kerentanan antimikroba, menggunakan metode dilusi
dengan konsentrasi hambat minimum (KHM) adalah konsentrasi terendah yang akan
menghambat pertumbuhan dari suatu antimikroba yang terlihat setelah semalam diinkubasi, dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM) untuk mengetahui pada konsentrasi berapa bakteri tidak
tumbuh. Penelitian ini melakukan dengan berbagai konsentrasi ekstrak etanol teh hitam,
pengukuran kemudian dibandingkan dengan hasil pengukuran kontrol positif Chlorhexidine
gluconate 0,2% dan kontrol negatif BHI broth. Kelompok perlakuan terdiri dari 6 kelompok
konsentrasi 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%.

HASIL

Hasil uji ekstrak etanol teh hitam (Camellia sinensis) terhadap Porphyromonas gingivalis
dilakukan dengan mengukur zona hambat yang terbentuk di sekitar disc pada berbagai
konsentrasi hasil tersebut dapat dilihat dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pengukuran diameter zona hambat (mm) ekstrak etanol teh hitam terhadap pertumbuhan
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 dengan berbagai pengenceran.

Zona Hambat Konsentrasi
10% 20% 40% 60% 80 100% k(+) k(-)
CHX BHI
0,2%
Ujil 0 7 9 10 11 12 13,3 0
Ujill 0 7 8,5 9,5 10 11 13,3 0
UJI 11T 0 0 8,5 10,5 11 11 12,9 0
Rata - Rata 0 7 8,6 10 10,6 11,3 13,2 0
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Gambar 1. Diagram hasil zona hambat ekstrak etanol teh hitam dalam menghambat pertumbuhan Porphyromonas
gingivalis.
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Hasil pengukuran zona hambat pada uji antibakteri ekstrak etanol teh hitam terhadap
bakteri Porphyromonas gingivalis didapatkan hasil yaitu, pada perbandingan konsentrasi ekstrak
etanol teh hitam konsentrasi 10% dan kontrol negatif dengan BHI broth tidak didapatkan zona
hambat atau tidak terlihatnya zona bening disekitar disc. Zona hambat ditemukan pada
konsentrasi 20% (7mm), 40% (8,6mm), 60% (10mm), 80% (10,6mm), dan 100% (11,2mm).
Diagram pada Gambar 1 menunjukkan peningkatan sejalan dengan konsentrasi ekstrak etanol
teh hitam yang semakin besar, diameter zona hambat. Ekstrak etanol teh hitam pada konsentrasi
100% menunjukkan zona hambat paling besar.

Gambar 2. Pembentukan zona hambat dari konsentrasi 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, kontrol positif
klorheksidin glukonat 0,2% dan kontrol negatif BHI broth.
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Tabel 2. Hasil tabel perbandingan konsentrasi ekstrak etanol teh hitam terhadap pertumbuhan bakteri
Porphyromonas gingivalis.

Zona Hambat Median Nilai P
(Minimum- Maksimum)

10% 0
20% 7,0000 (0,00-7,00)
40% 8,5000 (8,50 — 9,00)
60% 10,0000 (9,50 — 10,50) 0,002
80% 11,0000 (10,00 — 11,00)
100% 11,0000 (11,00 — 12,00)
K(#) CHX 02% 13,0000 (12,83 — 13,30) 0
K(-) BHI

*wji Kruskal waliis
P < 0,05 = Signifikan (terdapat perbedaan bermakna)
P > 0,05 = Tidak signifikan (tidak terdapat perbedaan bermakna)

Hasil uji Kruskal Wallis pada Tabel 2. menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna
secara statistik antara diameter zona hambat dari berbagai konsentrasi ekstrak teh hitam karena
nilai p adalah 0,002 (p<0.05), karena ditemukan perbedaan bermakna maka perlukan uji post
hoc dengan uji Mann-whitney.

Pengujian antibakteri dengan metode dilusi didahului dengan mempersiapkan konsentrasi
ekstrak etanol teh hitam 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% yang dimasukkan ke dalam
microplate dengan perbandingan 1:1 menggunakan mikropipet 100 ul ekstrak teh hitam dengan
100 pl bakteri Porphyromonas gingivalis yang telah diencerkan dengan BHI broth. Kemudian
tutup dengan alumunium foil lalu di inkubasi selama 24 jam dengan suhu 37 °C. Setelah di
inkubasi hasil dibaca dengan menggunakan alat ELISA reader.

Tabel 3. Hubungan konsentrasi ekstrak etanol teh hitam dengan Porphyromonas gingivalis

Variabel Nilai r* Nilai
p* *

Konsentrasi ekstrak teh hitam

0,431 0,036
Zona hambat

* Uji korelasi Spearman
* Nilai r = uji korelasi berdasarkan Korelasi Spearman
** Nilai p = uji kemaknaan berdasarkan Korelasi Spearman

Dari hasil uji korelasi Spearman Tabel 3, terlihat nilai p 0,036 yang artinya p<0,05 terdapat
hubungan yang signifikan antara konsentrasi ekstrak etanol teh hitam 10%, 20%, 40%, 60%,
80%, dan 100% dengan penghambatan pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis. Nilai
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korelasi Spearman sebesar 0,431 menunjukkan korelasi positif sedang. Hal ini mengindikasikan
bahwa ekstrak etanol teh hitam sebagai antibakteri bersifat concentration-dependent."*

Tabel 4. Hasil KHM dengan microplate reader

Zona Hambat Konsentrasi
10% 20% 40% 60% 80 100% k(+) k(-)
CHX BHI
0,2%
Ujil 1,432 2,063 2,867 3,177 3,197 3,207 1,229 1,655
Uji I 1,530 2,016 2,867 3,161 3,141 3,206 1,232 1,619

Hasil pengujian antibakteri dengan metode dilusi yang telah dibaca dengan menggunakan

ELISA reader di dapatkan konsentrasi hambat minimum pada konsentrasi ekstrak etanol teh

hitam 10% karena hasil pada diagram tersebut hampir sama dengan chlorhexidine gluconate

0,2% yang menunjukkan bahwa pada konsentrasi terkecil sudah bisa menghambat pertumbuhan

bakteri.

Tabel 5. Hasil uji antibakteri estrak etanol teh hitam terhadap pertumbuhan Porphyromonas gingivalis melalui

metode dilusi

Konsentrasi

KBM  10% 20% 40% 60% 80% 100% k(+) k(-

CHX BHI
0,2%
I + - — - - - - +
II + — — — — — — +
111 + — _ _ _ _ _ +
Rata - + - - - - - - +
Rata

*Konsentrasi bunuh minimum
Keterangan: + = ada pertumbuhan bakteri
— = tidak ada pertumbuhan bakteri
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Gambar 3. Hasil uji konsentrasi bunuh minimum konsentrasi 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, dan klorheksidin
glukonat 0,2% dan kontrol negatif BHI broth.

Hasil pengukuran dengan menggunakan uji dilusi ekstrak etanol teh hitam terhadap bakteri
Porphyromonas gingivalis dari berbagai kelompok konsentrasi dapat dilihat dalam Tabel 5.
Kelompok konsentrasi 10% dan kelompok pembanding kontrol negatif BHI broth menunjukkan
hasil positif yang artinya terdapat pertumbuhan koloni bakteri pada medium BHI agar.
Kelompok konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, dan kelompok pembanding kontrol positif
klorheksidin 0,2% menunjukkan hasil negatif yang artinya tidak terdapat pertumbuhan koloni
bakteri terhadap medium BHI agar. Pada konsentrasi 10% ini merupakan hasil konsentrasi
hambat minimum (KHM) dan pada konsentrasi 20% dianggap sebagai konsentrasi bunuh
minimum (KBM).

PEMBAHASAN
Metode ekstraksi simplisia teh hitam pada penelitian ini menggunakan metode maserasi.
Ekstraksi adalah pemisahan bagian tanaman yang aktif secara medis menggunakan pelarut
selektif melalui prosedur standar.!> Zat aktif berada di dalam sel, sehingga untuk dapat
mengeluarkan zat aktif dari dalam sel diperlukan suatu cairan penyari atau pelarut tertentu.
Cairan penyari yang biasa digunakan adalah metanol, etanol, kloroform, heksan, eter, aseton,
benzen dan etil asetat.!¢ Pelarut ekstrak teh hitam yang digunakan penelitian ini adalah pelarut
etanol 96%. Penelitian Valle et al., (2016) yang menggunakan pelarut etanol untuk ekstraksi
daun sirih yang diujikan bakteri Gram negatif dan positif menyatakan bahwa pelarut etanol lebih
efektif dibandingkan pelarut metanol.!” Cairan penyari yang masuk akan membuat zat aktif di
dalam sel terlarut sehingga mengakibatkan perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di
dalam sel dan di luar sel, pada akhirnya akan terjadi proses difusi.!¢

Metode uji antibakteri yang digunakan pada penelitian ini adalah disc diffusion atau uji
Kirby Bauer. Steril disc ini diletakkan pada permukaan media BHI agar yang telah diinokulasi
secara merata, diinkubasi dan diamati mengenai pembentukan zona hambat terhadap kelompok
bakteri. Efektivitas pada metode difusi ini memiliki sifat sensitive, intermediate, atau resistant.
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Dengan metode ini juga dapat mendeterminasi sensitivitas dan estimasi konsentrasi hambat
minimum (KHM), yaitu konsentrasi terendah antibiotika yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri secara visual. Tetapi kelemahan metode difusi yaitu tidak dapat
menentukan efek bakterisidal suatu uji.'®

Hasil penelitian ditunjukkan pada Tabel 1 dan Gambar 2 dengan konsentrasi 20% (7
mm), 40% (8,6 mm), 60% (10 mm), 80% (10,6 mm), dan 100% (11,2 mm). Penelitian ini sejalan
dengan penelitian oleh J Niakan M et al., (2017) bahwa ekstrak air teh hitam dengan konsentrasi
20% (8 mm), 30% (8 mm), 40% (10 mm), 50% (12 mm) dapat menghambat bakteri
Porphyromonas gingivalis. Hasil ekstrak metanol teh hitam yang digunakan dapat menghambat
bakteri Porphyromonas gingivalis dengan konsentrasi 20% (8 mm), 30% (10 mm), 40% (12
mm), dan 50 % (15 mm). Hasil studi penelitian Kalyan P et al., (2015) menunjukkan bahwa teh
hijau dan teh hitam pada konsentrasi 100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, dan 400 mg/ml
mempunyai efek antibakteri yang dapat menghambat Streptococcus mutans. Efek zona hambat
teh hitam terhadap bakteri Streptococcus mutans memiliki hasil zona hambat lebih tinggi
dibandingkan teh hijau."

Teh hitam memiliki beberapa kandungan zat bioaktif, antaranya adalah golongan
flavonoid. Turunan senyawa flavonoid adalah katekin. Senyawa flavonoid memiliki efek
biologis seperti antikanker, antiinflamasi, antioksidan, dan antibakteri. Penelitian Chung et al.,
dan Peter et al., menunjukkan dalam studi mikroba in vitro bahwa konsumsi 3-4 cangkir teh
hitam per hari menunjukkan sifat resistensi karies. Keadaan ini disebabkan tingginya kandungan
komponen fluoride dan katekin polifenol. Efek penghambatan teh hitam pada Streptococcus
mutans lebih tinggi daripada teh hijau.?’ Kandungan katekin dalam daun teh yang utama adalah
epicatechin (EC), epicatechin gallate (ECQG), dan epigallocatechin gallate (EGCQG). Katekin
memiliki sifat tidak berwarna, larut dalam air, serta membawa sifat pahit dan sepat pada seduhan
teh.?! Dalam proses pembuatan teh hitam, katekin dioksidasi secara enzimatis mengubah
flavonoid sederhana menjadi theaflavin dan thearubigin.??> G. Sen dan B. Bera (2013) dalam
penelitiannya menyatakan teh dapat digunakan sebagai obat alami untuk penyakit periodontal.
Survey secara random telah melaporkan bahwa teh hitam dapat mengurangi insiden dental
caries. Polifenol dalam teh menghambat pertumbuhan bakteri penyebab plak, mengurangi
infeksi mulut, dan menghambat proses enzim amilase pada saliva, sehingga mencegah
pertumbuhan bakteri di dalam rongga mulut. Senyawa polifenol bioaktif yang paling penting
dalam teh hitam adalah theaflavin yang terdiri dari theaflavin-3-gallate (TF3G), theaflavin-3 -
gallate (TF3’G), dan theaflavin-3,3-digallate (TFDG).?

Berdasarkan uji Kruskal wallis pada Tabel 2 terdapat perbedaan signifikan yang
bermakna secara statistik antara diameter zona hambat bakteri yang dihasilkan dari kelompok
konsentrasi ekstrak etanol teh hitam. Berdasarkan uji korelasi pada Tabel 3 menunjukkan nilai
(r=0,431) korelasi positif dengan kekuatan sedang. Hasil tersebut menggambarkan adanya
peningkatan diameter zona hambat seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak teh hitam,
yang mengindikasikan efek antibakteri ekstrak etanol teh hitam yang bersifat concentration
dependent. Dimana sifat dari concentration dependent memiliki arti semakin tinggi kadar
kelompok konsentrasi ekstrak etanol teh hitam dalam menghambat bakteri melampaui KHM
maka semakin tinggi pula daya bunuhnya terhadap bakteri.

Kandungan katekin, polifenol, pro-anthocyanidin, dan tanin pada teh menunjukkan
aktivitas antimikroba.”> Penelitian Bedran et al., (2015) menyampaikan bakteri
periodontopatogen yaitu Porphyromonas gingivalis sangat rentan terhadap ekstrak teh hitam.
Efek antibakteri dari teh hitam memiliki kandungan theaflavin yang dapat menghambat enzim
proteinase bakteri Porphyromonas gingivalis sehingga dapat melemahkan produksi matrix
metalloproteinase (MMP) oleh sel fibroblas gingiva.!® Touyz dan Amsel telah menunjukkan
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bahwa penggunaan teh hitam selama dua minggu memiliki efek antikariogenik pada percobaan
tikus selama 18 hari. Gramza dan Korczak (2005) menyatakan bahwa polifenol dapat
menghambat pertumbuhan Clostridia dan Helicobacter pylori tetapi tidak pada beberapa bakteri
laktat usus. '8

Penelitian Niakan M et al., (2017) menyatakan bahwa Porphyromonas gingivalis
merupakan mikroorganisme yang terlibat dalam inisiasi periodontitis. Bakteri ini menghasilkan
enzim proteolitik seperti kolagenase dan dipeptidyl aminopeptidase IV. Epitel gingiva
merupakan bagian dari jaringan periodontal yang memiliki peran penting untuk mencegah
mekanisme invasi dari perodontopatogen. Epitel gingiva bereaksi dengan Porphyromonas
gingivalis karena adanya interaksi dengan integrasi respons imun bawaan yang didapat dari host.
Porphyromonas gingivalis dapat mendestruksi jaringan epitel gingiva secara struktural dan
fungsional dengan cara adesi, penetrasi, dan replikasi. Enzim proteolitik yang dihasilkan dapat
mendestruksi sel matiks dan sel adesi dari sel - sel epitel sehingga dapat menyebabkan sel epitel
Jjunctional terlepas dari permukaan akar gigi. Akibatnya membentuk kedalaman poket gingiva.
Interaksi antara Porphyromonas gingivalis dengan sel - sel epitel mengarah pada beberapa
aktivasi kaskade pensinyalan kompleks yang pada akhirnya mengatur transkripsi gen target
terhadap respons imun seperti efektor sistem kekebalan tubuh permanen termasuk sitokin
proinflamasi, chemokine, dan matrix metalloproteinase (MMPs). Regulasi sejauh ini
memungkinkan dampak langsung pada perkembangan penyakit periodontal dan proses
peradangan.’

Polifenol yang diturunkan dari teh menghambat produksi enzim protease pada bakteri
Porphyromonas gingivalis."® Theaflavin memiliki efek antimikroba terhadap kultur planktonik
dan biofilm Porphyromonas gingivalis. Mekanisme penghambatan senyawa tersebut juga dapat
menghambat aktivitas enzim proteinase dari faktor virulensi kolagenase dan gingipain
tergantung pada dosis yang digunakan.’* Kandungan theaflavin dalam teh hitam memiliki efek
antibakteri, cara berinteraksi dengan membran bakteri serta menyebabkan kerusakan secara
permanen. Ini didukung oleh penelitian terbaru oleh Sirk, et al., (2011) yang menunjukkan bahwa
theaflavin teh memiliki afinitas terhadap permukaan bilayer melalui ikatan hidrogen.! L Zhao
et al., (2013) meneliti berbagai ekstrak teh hijau, teh putih, teh oolong dan teh hitam. Dari semua
kandungan ekstrak ini ditemukan dapat menghambat perlekatan bakteri Porphyromonas
gingivalis terhadap sel ephitelial oral. Menurut penelitiannya theaflavin juga merupakan salah
satu polifenol yang teroksidasi dalam teh hitam. Theaflavin memiliki aktivitas oksidan yang
sama dengan katekin teh hijau yang dapat menghambat ekspresi ICAM-1 dan VCAM-1 yang
diinduksi LPS dalam sel epitel dan teh hitam sehingga dalam penelitian tersebut efek
penghambat yang paling menonjol adalah ekstrak teh hitam.’

Penelitian ini juga memeriksa kadar KHM dan KBM dari teh hitam. Metode yang
digunakan adalah metode dilusi dengan melakukan seri pengenceran. Metode dilusi ini dapat
digunakan untuk menentukan konsentrasi hambat minimum (KHM) yang didefinisikan sebagai
konsentrasi ekstrak terendah yaitu ketika tidak terjadi pertumbuhan bakteri. Konsentrasi bunuh
minimum (KBM) didefinisikan sebagai konsentrasi terendah ketika tidak ada koloni yang
tumbuh.’ Dalam penelitian ini digunakan metode dilusi dengan micropelate dan ELISA reader.

Untuk mengetahui hasil nilai OD (Optical density) yang dibaca menggunakan ELISA
reader yaitu dengan adanya cahaya yang diproyeksikan untuk membaca sampel perlakuan.
Banyaknya jumlah cahaya yang diabsorbsi merupakan indikasi adanya biomassa di dalam
suspensi. Suspensi yang bisa dilihat dengan mata memiliki biomassa yang tampak keruh karena
warna dari konsentrasi teh hitam yang pekat. Konsentrasi yang berwarna keruh akan
menghasilkan nilai OD tinggi. Pada penelitian ini didapatakan nilai KHM 10% pada Tabel 4
dengan konsentrasi tersebut ekstrak etanol teh hitam dapat menghambat pertumbuhan koloni
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bakteri Porphyromonas gingivalis, karena pada diagram tersebut nilai OD dengan konsentrasi
10% (hasil rata-rata 1,481) hampir sebanding dengan nilai khlorheksidin 0,2% (hasil rata-rata
1,2305).

Penelitian T. Bedran et al., (2015) menyatakan nilai KHM dari ekstrak teh hitam berada
di kisaran 500 — 2000 pg sedangkan nilai KBM berada di kisaran 1000 — 8000 pg/ml. Bakteri
yang paling rentan terhadap ekstrak teh hitam dan theaflavin adalah dua bakteri berpigmen hitam
yaitu Porphyromonas gingivalis dan P. intermedia. Selain sebagai antibakteri kandungan teh
hitam dapat menghambat inflamasi dari sekresi IL-8 dari kandungan ekstrak teh hitam yang
berkisar 200 pg/ml sebagaimana masuknya sel-sel inflamasi ke respons yang sakit dan
amplifikasi proses inflamasi yang diinduksi LPS.!°

Pada penelitian ini dilakukan pengujian dilusi dengan menentukan hasil KBM. Hasil
dilusi dapat dilihat setelah melakukan swab bakteri Porphyromonas gingivalis pada medium BHI
agar karena jernih atau keruhnya suatu larutan konsentrasi ekstrak etanol teh hitam pada tabung
reaksi tidak dapat dilihat secara visual akibat warnannya yang terlalu pekat. Pada Tabel 5 dan
Gambar 3 diketahui bahwa konsentrasi 10% dan kelompok pembanding kontrol negatif BHI
broth memberikan nilai positif yang berarti adanya pertumbuhan koloni bakteri Porphyromonas
gingivalis. Pada konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, dan kelompok pembanding kontrol
positif khlorheksidin 0,2% menunjukkan hasil negatif yang berarti tidak adanya pertumbuhan
koloni bakteri Porphyromonas gingivalis. Dengan demikian nilai KHM kelompok ekstrak etanol
teh hitam terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis adalah 10% sedangkan pada
konsentrasi 20% memiliki aktivitas bakterisidal yang dianggap sebagai nilai KBM.

Penelitian ini sejalan dengan penelitian J Niakan et al., (2017) dengan menggunakan
ekstrak etanol teh hitam Iranian menunjukkan hasil nilai KBM pada konsentrasi 10% yaitu
hasilnya positif berarti adanya pertumbuhan koloni bakteri. Pada konsentrasi 20% dan 40%
menunjukkan hasil nilai KBM negatif yang berati tidak adanya koloni pertumbuhan bakteri
Porphyromonas gingivalis. Penelitian Niakan J M et al., (2017) juga menguji ekstrak teh hitam
dengan menggunakan aquades, sedangkan hasil yang didapatkan ekstrak aquades teh hitam
Iranian pada konsentrasi 10% dan 20% menunjukkan hasil positif yang berarti adanya
pertumbuhan koloni bakteri dan nilai KBM yang didapatkan yaitu pada konsentrasi 40% yang
menunjukkan hasil negatif tidak adanya pertumbuhan koloni bakteri.

KESIMPULAN

Hasil analisa ekstrak etanol teh hitam yang digunakan dalam penelitian ini dengan konsentrasi
20%, 40%, 60%, 70%, 80% dan 100% mempunyai efek antibakteri dalam diameter zona hambat
terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dan meningkat seiring dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak etanol teh hitam. Ekstrak etanol teh hitam yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) 10% dan nilai konsentrasi
bunuh minimum (KBM) 20%.
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