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Abstract
Latar Belakang: Kesehatan gigi dan mulut masyarakat Indonesia merupakan hal yang perlu mendapat perhatian serius dari tenaga kesehatan, baik dokter gigi maupun perawat gigi. Salah satu yang menjadi masalah yaitu penyakit infeksi pada rongga mulut. Bakteri Staphylococcus aureus adalah mikroorganisme dalam rongga mulut yang dapat menyebabkan infeksi dan bersifat patogen. Pengobatan penyakit infeksi dengan kombinasi berbagai antibiotik biasanya memiliki efek samping yaitu resistensi, sehingga perlunya dilakukan pengembangan obat antibakteri baru yang berasal dari tumbuhan. Tanaman obat yang dapat dimanfaatkan yaitu daun kemangi (Ocimum basilicum L). Daun kemangi merupakan tanaman yang memiliki potensi sebagai antibakteri. Metode: Jenis penelitian ini adalah true eksperiment laboratoris. Pengujian efektivitas antibakteri dalam penelitian ini menggunakan metode dilusi dengan menggunakan sampel bakteri Staphylococcus aureus ATCC dan isolat klinik Staphylococcus aureus. Konsentrasi ekstrak yang digunakan 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dengan pengulangan sebanyak 4 kali. Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC, KBM pada konsentrasi 50%, dan KHM pada kosentrasi 25%. Sedangkan pada isolat klinik Staphylococcus aureus yang ditemukan hanyak KHM yaitu pada konsentrasi 50%. Kesimpulan: Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh penggunaan ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum L) terhadap jumlah bakteri Staphylococcus aureus rongga mulut.
Kata Kunci : Staphylococcus aureus, daun kemangi, dilusi.

Effectiveness of The Use of Basil Leaf Extract (Ocimum Basilicum L) Against The Amount of Bacteria Staphylococcus Aureus Oral Cavity

Abstract
Background: Dental and oral health of Indonesians is something that needs serious attention from health workers, both dentists and dental nurses. One of the problems is the disease of infection of the oral cavity. Staphylococcus aureus bacteria are microorganisms in the oral cavity that can cause infection and are pathogenic. The treatment of infectious diseases with a combination of various antibiotics usually has a side effect that is resistance, so the need is carried out the development of new antibacterial drugs derived from plants. Medicinal plants that can be utilized are basil leaves (Ocimum basilicum L). Basil leaves are plants that have the potential as antibacterial. Method: This type of research is true experimental laboratories. Testing the effectiveness of antibacterials in this study used a dilusion method using samples of Staphylococcus aureus ATCC bacteria and Staphylococcus aureus clinical isolates. The concentration of extracts used is 50%, 25%, 12.5%, 6.25% with repetition 4 times. Results : The results showed that in Staphylococcus aureus ATCC bacteria, KBM at a concentration of 50%, and the KHM at a concentration of 25%. While in the clinic isolate Staphylococcus aureus found only KHM is at a concentration of 50%. Conclusion: Based on the results of this study can be concluded that there is an influence of the use of basil leaf extract (Ocimum basilicum L) on the amount of bacteria Staphylococcus aureus oral cavity.
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Pendahuluan
Kesehatan gigi dan mulut masyarakat Indonesia merupakan hal yang perlu mendapat perhatian serius dari tenaga kesehatan, baik dokter gigi maupun perawat gigi. Berdasarkan Riset Kesehatan Dasar Nasional Tahun 2013, prevalensi nasional masalah kesehatan gigi dan mulut mencapai 25,9%, dan sebanyak 14 provinsi di Indonesia memiliki prevalensi masalah gigi dan mulut diatas prevalensi nasional.1 
            Salah satu yang menjadi masalah yaitu penyakit infeksi pada rongga mulut. Rongga mulut merupakan tempat berkumpulnya bakteri aerob maupun anaerob. Hal ini dikarenakan kelembapan pada rongga mulut cukup tinggi, dan terdapat partikel–partikel kecil makanan yang membuat rongga mulut menjadi lingkungan ideal bagi pertumbuhan mikroba sehingga timbul berbagai penyakit gigi.2 
         	Staphylococcus aureus adalah mikroorganisme dalam rongga mulut yang dapat menyebabkan infeksi dan bersifat patogen. Salah satu upaya pengobatan terhadap penyakit infeksi biasanya mengggunakan antibiotik.2 Antibiotik dalam bidang kedokteran gigi sangat luas digunakan baik untuk pengobatan infeksi ataupun dengan tujuan profilaksis penyakit infeksi. Adapun tingkat penggunaan antibiotik secara empiris yang tinggi menimbulkan permasalahan sehingga menyebabkan penggunaan antibiotik yang tidak rasional.3 
Penggunaan antibiotik yang tidak rasional menunjukkan perlunya dilakukan penelitian untuk mengembangkan obat antibakteri baru yang berasal dari tumbuhan.2 Salah satu tanaman obat yang dapat dimanfaatkan yaitu daun kemangi (Ocimum basilicum L). Daun kemangi merupakan tanaman yang memiliki potensi sebagai antibakteri. Secara tradisional daun kemangi dapat digunakan untuk mengobati stomatitis, menghilangkan halitosis, dapat membantu melancarkan aliran darah, membantu pertumbuhan tulang , membantu meningkatkan kekebalan tubuh, menghilangkan mual dan flu serta meredakan perut kembung.4,5
Daun kemangi (Ocimum basilicum L) memiliki kandungan kimia seperti minyak atsiri, alkaloid, glikosida, saponin, flavonoid, triterpenoid, steroid dan tanin.4 
       	Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin melakukan penelitian tentang efektivitas penggunaan ekstrak daun kemangi (Ocimum basilicum L) terhadap penurunan jumlah bakteri Staphylococcus aureus  rongga mulut sehingga nantinya daun kemangi dapat digunakan sebagai alternatif pengobatan tradisional.

Metode
	Penelitian ini adalah penelitian true eksperiment laboratoris, Pembuatan ekstrak daun kemangi dilakukan di Laboratorium Obat Tradisional Fakultas Farmasi Universitas Sumatera Utara.  Sampel penelitian menggunakan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213, dan isolat klinik dari bakteri Staphylococcus aureus. Penelitian ini menggunakan enam kelompok perlakuan yang terdiri dari empat konsentrasi ekstrak, kontrol positif dan kontrol negatif. Konsentrasi ekstrak pada penelitian ini berbeda - beda yaitu 50%, 25%, 12,5%, 6,25%.  Kontrol positif pada penelitian ini menggunakan klorheksidin dan Kontrol negatif menggunakan dimethylsulfoxide (DMSO).
Pembuatan ekstrak daun kemangi dilakukan dengan metode maserasi. Daun kemangi sebanyak 1 kg, kemudian sampel dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan dalam temperatur ruangan hingga kering. Setelah itu, dihaluskan dengan blender sehingga diperoleh serbuk simplisia. Serbuk simplisia 100 g dimasukkan ke dalam maserator (wadah bertutup), lalu ditambahkan 2 L etanol 96%, diaduk-aduk dan diamkan selama 24 jam sambil sesekali diaduk. Kemudian saring menggunakan kertas saring dan kapas sehingga didapatkan maserat atau filtrat. Sisa simplisia dimasukkan kembali dalam maserator lalu tambahkan 1 L etanol 96%, dan lakukan kembali seperti cara sebelumnya. Campurkan kedua maserat dan uapkan (evaporasi) etanol 96% dengan menggunakan waterbath dengan temperatur 90oC sehingga dihasilkan ekstrak kental daun kemangi sebanyak 20 g. Ekstrak daun kemangi yang telah dibuat menggunakan metode maserasi yang bersifat kental mempunyai konsentrasi 100%. Kemudian dilakukan pengenceran dengan menggunakan pelarut  dimethylsulfoxide (DMSO) untuk mendapatkan ekstrak daun kemangi yang berkonsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25%.
Pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dimulai dengan mengambil satu atau dua koloni murni kemudian dimasukkan dalam tabung inokulum berisi sodium chloride 0,45%. Suspensi dihomogenkan dengan vortex selama satu menit dan kekeruhan disetarakan dengan alat nephlometer hingga mencapai 0,5 Mc Farland. 
Persiapkan enam buah tabung inokulum yang telah diberi label ke dalam masing – masing tabung tersebut, kemudian diteteskan 2 ml media MHB dengan menggunakan mikropipet dan tip steril. Pada tabung ke-1 hingga tabung ke-4 menggunakan mikropipet dan tip steril, teteskan 1 ml ekstrak daun kemangi dengan konsentrasi masing-masing 50%, 25%,12,5%,6,25% secara berurut dan divortex agar larutan tercampur secara homogen.  Pada tabung ke-5 menggunakan mikropipet dan tip steril, teteskan 1 ml klorheksidin sebagai kontrol positif dan pada tabung ke-6 ditambahkan 1 ml DMSO, lalu divortex agar larutan tercampur secara homogen. Kemudian, kedalam semua tabung dimasukkan 0,1 ml suspensi bakteri Staphylococcus aureus yang akan diuji. Sesudah itu tabung tersebut divortex hingga homogen. Inkubasi deretan tabung tersebut dalam inkubator pada suhu 37oC selama 24 jam. Selanjutnya setiap tabung yang dilakukan subkultur pada media MHA dengan menggunakan inoculating loop. Lalu diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37oC selama 24 jam. Hal yang sama juga dilakukan pada isolat klinik bakteri Staphylococcus aureus. Setelah masa inkubasi 24 jam dilakukan pengamatan kadar  hambat minimum(KHM) dan kadar bunuh minimum (KBM). Seluruh prosedur tersebut dilakukan sebanyak empat kali pengulangan agar tidak terjadi bias.

Hasil
Pada tabel 1 menunjukkan hasil pengujian dari ekstrak daun kemangi pada konsentrasi 50%,25%.12,5%.6,25%, control positif dan control negative terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213 yang didapati hasil bahwa Kadar Hambat Minimum (KHM) yaitu 25% dimana masih terdapat pertumbuhan koloni bakteri, dan Kadar Bunuh Minimim (KBM) yaitu 50% dimana tidak terdapat pertumbuhan koloni bakteri.

Tabel 1. Hasil pengujian konsentrasi KHM dan KBM ekstrak daun kemangi terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213
	Konsentrasi
	Replikasi
	Rata- Rata

	
	I
	II
	III
	IV
	

	50%
	0
	0
	0
	0
	0,000

	25%
	32
	80
	53
	76
	60,250

	12,5%
	211
	286
	250
	235
	245,500

	6,25%
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250

	K+
	0
	0
	0
	0
	0,000

	K-
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250




Pada tabel 2 menunjukkan hasil pengujian dari ekstrak daun kemangi pada konsentrasi 50%,25%.12,5%.6,25%, kontrol positif dan kontrol negatif terhadap isolat klinik Staphylococcus aureus yang didapati hasil Kadar Hambat Minimum (KHM ) yaitu 50% dimana masih terdapat pertumbuhan koloni bakteri, dan untuk Kadar Bunuh Minimum (KBM) tidak ditemukan.

Tabel 2. Hasil pengujian konsentrasi KHM dan KBM ekstrak daun kemangi terhadap bakteri isolat klinik Staphylococcus aureus.
	Konsentrasi
	Replikasi
	Rata -rata

	
	I
	II
	III
	IV
	

	50%
	268
	290
	278
	288
	281,000

	25%
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250

	12,5%
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250

	6,25%
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250

	K+
	0
	0
	0
	0
	0,000

	K-
	>300
	>300
	>300
	>300
	301,250




Selanjutnya dilakukan pengujian normalitas data dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk yang didapati hasil data tidak berdistribusi normal (p <0,005). Jika data tidak berdistribusi normal maka pengujian dilanjutkan dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis. Berdasarkan hasil uji Kruskal-Wallis  diperoleh nilai p pada ATCC adalah p = 0,000 < 0,05, maka disimpulkan terdapat perbedaan jumlah koloni bakteri yang signifikan diantara 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, K+ dan K-. Sedangkan pada isolat klinik adalah p = 0,002 < 0,05, maka disimpulkan terdapat perbedaan jumlah koloni bakteri yang signifikan diantara 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, K+ dan K-.(Tabel 3)

Tabel 3. Hasil uji Kruskal-Wallis. pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213 dan isolat klinik Staphylococcus aureus

	Sampel
	Konsentrasi
	N
	Uji Kruskal-Wallis

	ATCC

	50%
	4
	P = 0,000 < 0,05

	
	25%
	4
	

	
	12,5%
	4
	

	
	6,25%
	4
	

	
	K+
	4
	

	
	K-
	4
	

	Isolat Klinik
	50%
	4
	p = 0,002 < 0,05

	
	25%
	4
	

	
	12,5%
	4
	

	
	6,25%
	4
	

	
	K+
	4
	

	
	K-
	4
	




Untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok perlakuan, maka selanjutnya dilakukan uji Mann-Whitney. Jika hasil pengujian menunjukkan nilai p<0,005 berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar kelompok perlakuan, sedangkan nilai p>0,005 berarti tidak terdapat perbedaan yang bermakna antar kelompok perlakuan. (Tabel 4)

Tabel 4. Uji Mann-Whitney antara bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213 dan isolat klinik Staphylococcus aureus
	Konsentrasi
	Perlakuan
	Rata-Rata
	Uji Mann-Whitney

	50%
	ATCC
	0
	p = 0.014

	
	Isolat Klinik
	281
	

	25%
	ATCC
	60.25
	p = 0.018

	
	Isolat Klinik
	301.25
	

	12.5%
	ATCC
	245.5
	p = 0.018

	
	Isolat Klinik
	301.25
	

	6.25%
	ATCC
	301.25
	p = 1.000

	
	Isolat Klinik
	301.25
	

	K+
	ATCC
	0
	p = 1.000

	
	Isolat Klinik
	0
	

	K-
	ATCC
	301.25
	p = 1.000

	
	Isolat Klinik
	301.25
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  A			     B
Gambar 1. (A)Tabung inkubasi pada konsentrasi 50%,25%,12,5%, 6,25% , K+ dan K-. 
(B) Petridiskpada konsentrasi 50%, 25%, 12,5%,  6,25%.

Pembahasan
Penelitian tentang ekstrak daun kemangi ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas penggunaan ekstrak tersebut terhadap jumlah bakteri Staphylococcus aureus rongga mulut dan konsentrasi ekstrak daun kemangi manakah yang memiliki efek antibakteri yang paling besar terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus  merupakan mikrooganisme gram positif yang bersifat patogen, jika dihubungkan dengan sindrom klinis dapat melakuan invasi ke dalam jaringan tubuh dengan menimbulkan inflamasi, nekrosis, dan abses.6 Pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213  memiliki tingkat kesensitifan yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan isolat klinik Staphylococcus aureus, dikarenakan pada isolat klinik Staphylococcus aureus sudah terjadi perawatan atau pengobatan yang mengakibatkan bakteri tersebut kurang sensitif.
Penelitian ini dilakukan secara in-vitro dengan metode dilusi. Dimana disiapkan terlebih dahulu 6 tabung yang sudah diberi label, kemudian dimasukkan media Mueller Hinton Broth (MHB) dan masing – masing konsentrasi ekstrak diteteskan pada media tersebut. Konsentrasi yang dipilih yaitu 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Selanjutnya, dimasukkan suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213 dan isolat klinik Staphylococcus aureus, dilanjutkan dengan mengingkubasi dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 37oC. Setelah itu diamati ternyata seluruh tabung pada setiap konsentrasi berwarna jernih. Untuk membuktikan pada tabung tersebut terdapat pertumbuhan bakteri maka dilakukan kultur pada media MHA untuk mendapatkan KHM dan KBM.
Setelah 24 jam hasil subkultur kemudian diamati untuk mendapatkan KHM dan KBM. Subkultur dengan jumlah koloni sedikit adalah subkultur yang menunjukkan efek bakteriostatis dan konsetrasi minumum terdapat pertumbuhan koloni dalam jumlah lebih kecil dari semua pengulangan pada setiap konsentrasi disebut sebagai konsentrasi KHM. Subkultur yang tidak terdapat pertumbuhan koloni menunjukkan efek bakteriosidal, dan konsentrasi terkecil tidak terdapat pertumbuhan koloni adalah konsentrasi KBM.
Hasil penelitian menunjukkan ada efek bakteriostatis dan bakteriosidal dari berbagai konsentrasi ekstrak daun kemangi terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213, sedangkan pada isolat klinik Staphylococcus aureus hanya menunjukkan adanya efek bakteriostatis. Pada Staphylococcus aureus ATCC 29213 didapati nilai KHM yaitu pada konsentrasi 25%, dan nilai KBM yaitu pada konsentrasi 50%. Sedangkan, pada isolat klinik Staphylococcus aureus hanya didapati nilai KHM yaitu pada konsentrasi 50%.
Adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak daun kemangi berkaitan dengan senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya seperti minyak atsiri, saponin, tanin, dan flavonoid. Menurut Kindangen senyawa turunan hidrokarbon atau fenol dari minyak atsiri daun kemangi memiliki daya antibakteri yang kuat, adapun kandungan senyawa dari minyak atsiri daun kemangi yang terdiri dari 1,8-cineole, ß-bisabolene, methyl eugenol. Ketiga bahan tersebut memiliki sifat larut terhadap etanol dan dapat menyebabkan kerusakan membran sel bakteri.  Membran sel berfungsi untuk permeabilitas selektif dan proses transporaktif sehingga mampu menjaga komposisi internal dalam bakteri. Apabila membran sel rusak maka protein dan lipid dalam bakteri akan keluar dan bahan makanan untuk menghasilkan energi tidak dapat masuk sehingga mengakibat kematian bakteri.7
Senyawa tanin juga memiliki peran sebagai antibakteri karena memiliki kemampuan untuk membentuk senyawa kompleks dengan protein melalui ikatan hidrogen, jika terbentuk ikatan hidrogen antara tanin dengan protein maka protein akan terdenaturasi  sehingga metabolisme bakteri menjadi terganggu.8 Senyawa flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri. Mekanisme kerja flavonoid menghambat fungsi membran sel adalah membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya senyawa intraseluler.9
Senyawa saponin merupakan glikosida yang memiliki aglikogen berupa steroid dan triterpenoid. Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu melalui penghambatan sintesis protein dan enzim dari dalam sel bakteri. Saponin berdifusi melalui membran luar dan dinding sel yang rentan kemudian mengikat membran sitoplasma sehingga menggangu dan mengurangi kestabilan membran sel. Hal ini menyebabkan sitoplasma keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel. Senyawa penghambat sintesis protein juga dapat menyebabkan kesalahan dalam pembacaan kode pada m-RNA sehingga protein tidak terbentuk dan sel akan mati. Selain itu ada antimikroba bekerja secara langsung pada membran sel yang mempengaruhi permeabilitas dan menyebabkan keluarnya senyawa intraseluler mikroorganisme.  Membran sel adalah lapisan dibawah dinding sel dan mempunyai sifat permeabilitas selektif dan berfungsi mengontrol keluar masuknya substansi dari dan ke dalam sel, serta memelihara tekanan osmotik internal dan ekskresi. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein mengakibatkan struktur protein menjadi rusak. Hal ini akan mempengaruhi permeabilitas dinding sel dan membran sitoplasma, sebab keduanya tersusun atas protein. Permeabilitas dinding sel dan membran sitoplasma yang terganggu dapat menyebabkan ketidakseimbangan makromolekul dan ion dalam sel, sehingga terjadi lisis.10

Kesimpulan
Dari hasil penelitian “Efektivitas Penggunaan Ekstrak Daun Kemangi (Ocimum basilicum L) terhadap jumlah bakteri Staphylococcus aureus” dapat disimpulkan bahwa kadar hambat minimum (KHM) ekstrak daun kemangi terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC adalah 25%, dan isolat klinik Staphylococcus aureus adalah 50%. Sedangkan, Kadar bunuh minimu (KBM) ekstrak daun kemangi terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC adalah 50%.
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