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ABSTRACT

Background.Periapical tooth infection is one of infection problems which often happens such as abscess
periapical which is caused by bacteria. The bacteria which can form biofilms is named streptococcus viridans. It is
resistant towards an antibacterial agent. Chitosan made of shrimp shells is used as a natural antibiofilms agent for
streptococcus viridans. Purpose.To determine the effective concentration of antibiofilms capacity from shrimp shells
chitosan towards streptococcus viridans. Method.The research method used in this research is laboratory experimental
research. The research design is post-test only controlgroup design. Streptococcus viridans is given vortex until it
becomes homogeneous with standard turbidity McFarland of 0.5, than, it is planted inside a microtitter plate using TSB
Glu for 5x24 hours. At last, Streptococcus viridans is colored using crystal violet and the picture of biofilms is observed
using inverted microscope. Chitosan liquid diluted through various concentration 0.195%, 0.39%, 0.78%, 1.56%,
3.125%, 6.25%, 12.5%, 25%, 50% and 100% are going to be added to the microtitter plate and being incubated for 24
hours. The interpretation of the result on the longitude of the wave through optical density is 570nm. Result.There is a
significant difference between the concentration of 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.56%, 0.78%, and
0.39% and the control group. Chitosan’s effective concentration in resisting the biofilms is 50%. The result is
determined by statistical analysis. Conclusion.The effective concentration to resist the formation of Streptococcus
viridans biofilms using shrimp shells chitosan is 50%.
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PENDAHULUAN

Flora mikrobial pada saluran akar
umumnya sama dengan rongga mulut seperti

sirkulasi sel, membentuk rantai seperti cocci
(bulat atau fragmen biofilm).* Biofilm  adalah

bakteri gram positif. Streptococcus merupakan
gram positif, golongan Streptococcus alfa-
hemolitik yaitu Streptococcus Viridans sebagai
spesies Streptococcus paling banyak akibat infeksi
saluran akar.!Kultur bakteri yang diidentifikasi
dari  saluran akar  pre-dominan  adalah
Streptococcus Viridans (40-48%), Lactobacillus
dan Eubacterium (31-35%) ada di dalam pulpa
yang bernanah.?Streptococcus  viridans telah
dilakukan survei terhadap antimikrobial dan
didapatkan bahwa streptococcus viridans resisten
terhadap penisilin, sefalosporin, aminoglikosid
dan agen antimikroba lain.®Streptococcus viridans
masuk kedalam darah melalui mucous membran
atau dekat dengan abses pulpa. Streptococcus
viridans ini akan membentuk koloni di mucous
membrane atau dental plak yang dapat masuk ke

komunitas sel bakteri yang terstruktur dan saling
menempel, bakteri yang mampu memproduksi
matriks polimer ekstraseluler dan mampu melekat
pada permukaan biologis ataupun saluran akar.®
Pembentukan biofilm dengan cara adsorpsi
molekul anorganik dan organik kemudian akan
melekat dan membentuk kolonisasi dalam saluran
akar, selanjutnya menjadi biofilm.®

Perawatan saluran akar merupakan pilihan
perawatan antara lain untuk nekrosis pulpa.
Tujuan dari perawatan saluran akar adalah
mengeliminir bakteri patogen, menghilangkan
jaringan  nekrotik dan membantu  proses
penyembuhan periapikal.”®Terdapat tiga prinsip
dasar dalam perawatan saluran akar adalah
preparasi biomekanik, irigasi dan desinfeksi serta
pengisian saluran akar.®
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Bahan yang digunakan untuk pasta
saluran akar antara lain ialah pasta kalsium
hidroksida dan zinc oxide eugenol. Fungsi dari
pasta saluran akar adalah sebagai bahan pengisi
setelah dilakukan preparasi dan untuk mencegah
pembentukan biofilm didalam saluran akar.'
Bahan untuk pasta saluran akar yang telah
digunakan beberapa masih memiliki kelemahan
sepert bahan zinc oxide eugenol dapat mengiritasi
jaringan dan bersifat sitotoksik apabila digunakan
secara berlebihan'dan bahan kalsium hidroksida
memiliki  kemampuan buffer dentin yang
mempertahan kondisi alkaline yang dibutuhkan
untuk membunuh bakteri, juga menghambat
penetrasi ion hydroxylke jaringan pulpa.?Banyak
saluran akar yang positif mengandung bakteri
yang meningkat setelah perawatan saluran akar
dengan kalsium hidroksida, sehingga diperlukan
bahan alami yang dapat dikembangkan sebagai
bahan alternatif. Salah satu bahannya adalah
kitosan yang berasal dari cangkang udang.

Kitosan yang diambil dari cangkang
udang ini merupakan co-polimer alam yang
tersusun oleh 2-asetamida-2-desoxi-D-
glycopyranose yang dihubungkan oleh ikatan
glikosidik PB.2°*Kitosan dapat berfungsi sebagali
agen antibiofilm untuk menghambat dan merusak
biofilm yang sudah matang.* Beberapapenelitian,
membahas bahwa kitosan bisa digunakan sebagai
antibiofilm terhadap pembentukan biofilm pada
Streptococcus sanguis dan candida albicans,
dengan hasil efektif pada kombinasi chlorhexidine
konsentrasi 0,1% dan Kitosan pada konsentrasi
0,5%,'® kitosan nanopartikel ini mempunyai
antimikroba terhadap Streptococcus mutans
dengan cara merusak sel membran dan
menghambat ~ pembentukan  biofilm  dari
Streptococcus mutans.*®Kitosan sebagai
antimikrobial dan antibiofilm terhadap Candida
Albicans dan Streptococus mutans dengan
konsentrasi paling efektif 0,75 mg/ml dalam
menghambat pembentukan biofilm.X”  Namun
sampai saat belum adanya penelitian mengenai
aktivitas antibiofilm dari kitosan pada cangkang
udang  terhadap  streptococcus  viridans.
Berdasarkan pada hal tersebut di atas timbul suatu
rumusan masalah: Berapakah konsentrasi efektif
daya antibiofilm kitosan cangkang udang terhadap
streptococcus viridans?.Tujuan penelitian untuk
mengetahui konsentrasi efektif daya antibiofilm
kitosan cangkang udang terhadap streptococcus
viridans.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian ini  merupakan penelitian
eksperimental laboratoris dengan sampel stok
bakteri Streptococcus viridans dan kitosan yang
berasal dari  cangkang udang.  Bakteri
Streptococcus viridans diencerkan sesuai standar
Mc Farland 0,5. Bakteri Streptococcus viridans
dikultur pada mediaTSB Glu dalam microtiter
plate dan diinkubasi (5 hari dalam 37° C) hingga
terbentuk biofilm. Pengecekan biofilm dengan
pewarnaan simple staining (Crystal Violet)
kemudian diamati dengan mikroskop inverted.
Setelah  diketahui pembentukan biofilm
Streptococcus viridans pada hari ke-5 kemudian
ditambahkan 0,1 ml suspensi Kkitosan pada
konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%,
3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% dan 0,195%,
kontrol positif berupa biofilm Streptococcus
Viridans dan kontrol negatif berupamedia TSB
Gludidalammicrotitter plate, kemudian diinkubasi
mictotitter dalam inkubator pada suhu 37°C
selama 24 jam, microtitter dicuci 3 kali dengan
0,2 ml Phosphatase-buffered saline (pH 7,3),
masing-masing microtitter diuji proses pewarnaan
dengan crytal violet 0,2 ml 2%, pembilasan
dengan menggunakan aquadest kemudian
dikeringkandan ditambahkan 0,2 ml dari HCI
isopropanol pada setiap well. Diukur dengan
ELISA reader dan dilihat Optical Density dengan
panjang gelombang 570nm. Data yang
diperolehdianalisisdenganUjiKruskal
WallisdandilanjutkanujiMann-Whitney.

HASIL
Hasil penelitian menunjukkan bentuk

biofilm dari streptococcus viridans terlihat
panjang seperti jarum.(Gambar 1).

Gambar 1.Biofilm  Bakteri  Streptococcus

Viridans yang tumbuh setelah inkubasi hari ke-5
Pengamatan kemampuan antibiofilm Kitosan
terhadap  Streptococcus  Viridans  dibaca
menggunakan Elisa Reader pada panjang
gelombang 570 nm yang menilai kemampuan
antibiofilm dan dinyatakan dalam satuan Optical
Density (OD).
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Dan didapatkan hasil penghitungan persentase
penghambatan :

Tabel2. Hasil Perhitungan Persentase Penghambatan
Bahan Uji Kitosan

Konsentrasi Mean Persentase
Kitosan (Rata-rata) | Penghambatan
100% 0,101 88,470 %
50% 0,051 94,178 %
25% 0,061 93,036 %
12,5% 0,071 91,894 %
6,25% 0,088 89, 954 %
3,125% 0,195 77,739 %
1,56% 0,303 65, 411 %
0,78% 0,622 28, 995 %
0,39% 0,661 24, 543%
0,0195% 0,825 5,822 %

Dari data pada tabel diatas, dapat dilihat
bahwa konsentrasi efektif daya antibiofilm kitosan
dalam  menghambat  biofilm  streptococcus
viridans sebesar 94,178% sehingga dapat
disimpulkan bahwa konsentrasi 50% merupakan
konsentrasi efektif daya antibiofilm Kkitosan
terhadap streptococcus viridans. (Gambar 2).

107

100,000
80,000 ————=HHHHTF
60,000 HIH IH IH I
40,000 HIHIH H IF
20,000 - 'I:I'I: HIHH H I
0 1 my. L

0.01950.78 3.125 12.5 50

Gambar 2. Grafik Persentase penghambatan Biofilm
Streptococcus viridans

Kemudian data dari (Tabell) diuji
statistik.Sebelum dilakukan uji antar kelompok
masing-masing kelompok diuji distribusi sampel
menggunakan uji statistic Kolmogrov Smirnov
Test. Hasil uji didapatkanp > 0,05 yang berarti
data berdistribusi normal. Untuk menentukan data
yang diperoleh homogeny atau tidak dengan uiji
Levenne didapatkan nilai p= 5,535 yang berarti p<
0,05 berarti data tidak homogen maka uji
selanjutnya menggunakan uji non-parametrik.
Hasil pada Kruskal Wallis didapatkan signifikasi

0,000 (p<0,05) yang berarti ada perbedaan yang
signifikansi antara konsentrasi 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% dan
0,195% dengan kelompok kontrol. Hasiluji Mann-
Whitney Testdilihatpada(Tabel3). Pada uji Mann-
Whitney didapatkan bahwa konsentrasi 50%
mempunyai perbedaan yang bermakna terhadap
semua konsentrasi dan kontrol positif sehingga
dapat disimpulkan bahwa konsentrasi 50% ini
memang yang terbaik.

Tabel 3. Uji Mann-Whitney dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% dan
0,195% dengan kelompok kontrol.
Kontrol

25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78 0,39 0,195 (+)

0,024* | 0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,004*
0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,007* | 0,004* | 0,004*
0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,004* | 0,004*
0,004* | 0,004* | 0,004 0,004*
0,004* | 0,004* | 0,004*
0,004* | 0,004*
0,004*
0,004*
0,004*

Kontrol

(*) Konsentrasi yang memiliki perbedaan yang bermakna
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PEMBAHASAN

Sebelum dilakukan penelitian ini, untuk
mengetahui pembentukan  biofilm  pada
streptococcus viridans yang dilihat melalui
mikroskop inverted, diuji pada hari ke-2 dan ke-5,
pada hari ke-2 ditemukan pembentukan biofilm
yang masih sedikit dan belum terbentuk sempurna
(yang masih mendominasi bakteri streptococcus
viridans), namun pada hari ke-5 telah terlihat
biofilm yang menyerupai bentukan jarum. Hal ini
sesuai dengan teori stationary-phase evolution
bahwa bakteri ini akan tumbuh biofilm mulai hari
ke-2 dan mencapai puncaknya pada hari ke-5
kemudian mengalami penurunan pada hari ke-6.1°
Kitosan ini diencerkan dulu dalam asam asetat
sehingga bisa terurai dan menjadi larutan kitosan.
Dalam penelitian ini, digunakan kitosan dengan
berbagai konsentrasi, yaitu 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% dan
0,195% dengan tujuan untuk mengetahui
konsentrasi efektif daya antibiofilm Kkitosan
terhadap streptococcus viridans. Replikasi pada
tiap-tiap konsentrasi dilakukan sebanyak 6 Kali.
Dan didapatkan hasil berupa nilai OD (Optical
Density). Kemudian dilakukan perhitungan
persentase penghambatan dengan menggunakan
rumus. Pada konsentrasi 0,78% sampai 50%
persentase penghambatan mengalami
peningkatan. Kemudian mengalami penurunan
persentase penghambatan pada konsentrasi 100%.

Konsentrasi efektif diketahui dengan cara
membandingkan nilai Optical Density microtitter
plate dengan kontrol positif, yang memiliki
persentase penghambatan biofilm paling besar
dalam penelitian ini didapatkan konsentrasi efektif
pada konsentrasi 50% dengan persentase
penghambatan sebesar 94,178%. Kemungkinan
hal ini disebabkan karena pada konsentrasi 50%,
dalam pengenceran dilusi berisi 2,5 ml larutan
kitosan 100% : 2,5 ml aquadest, jadi tidak terlalu
pekat dan tidak terlalu encer sehingga Kitosan
dapat berdifusi dengan baik dan efektif sebagai
antibiofilm pada konsentrasi 50%.

Setelah dilakukan penghitungan
persentase penghambatan juga dan untuk
menambah ketetlitian dari hasil penelitian diuji
analisis  statistik. Uji  Kolmogrov-Smirnov
menunjukkan data berdistribusi normal, pada uji
LevenneTest menunjukkan data tidak homogen.
maka uji selanjutnya menggunakan uji analisis
non parametrik Kruskal Wallis yang menunjukkan
nilai signifikan p < 0,05 serta Uji Mann Whitney
yangmenunjukkan bahwa konsentrasi 100%, 50%,
25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78% dan
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0,39% mempunyai perbedaan yang bermakna
dengan kelompok kontrol

Pada konsentrasi 0,78% tidak signifikan
terhadap konsentrasi 0,39%, 0,195% begitu juga
dengan konsentrasi 0,39% tidak signifikan dengan
konsentrasi  0,195%, kemungkinan disebabkan
karena rerata nilai optical density dari konsentrasi
tersebut hampir sama dan dalam perhitungan
statistik hal itu dianggap sama dan tidak
signifikan. Pada konsentrasi 0,195 tidak
mempunyai perbedaan yang signifikan dengan
kelompok  kontrol,  kemungkinan  karena
persentase penghambatan hanya 5,822% dan
didapatkan nilai OD yang besar hal ini disebabkan
oleh saat pewarnaan crystal violet terlihat adanya
masih ada kekeruhan dari bakteri streptococcus
viridans sehingga yang mendominasi bukan dari
bahan kitosan tapi dari bakteri streptoccus
viridans sehingga nilai OD yang besar dan
penghambatannya kecil.

Pada konsentrasi 50% ke 100%
mengalami penurunan padahal kalau konsentrasi
semakin naik maka penghambatan juga semakin
besar. Hal ini disebabkan karena kitosan memiliki
salah satu sifat kimia yang merugikan apabila
berkontak dengan asam teikoat yang dimiliki
streptococcus viridans yaitu memiliki titik jenuh
sehingga dalam menghambat pembentukan
biofilm ada kemungkinan hasilnya akan stagnan
dan kemudian mengalami penurunan.

Dari penelitiansebelumnya4juga
menggunakan  kitosan  sebagai  antibiofilm
terhadap streptococus mutans menunjukkan efek
yang kuat sebagai antibiofilm  dengan
menghambat dan merusak biofilm yang sudah
matang. Kitosan ini menghambat dan merusak
biofilm yang sudah matang dengan meningkatkan
aktivitas muatan positif (kation) untuk menganggu
struktur biofilm yang telah terbentuk. Hal ini
disebabkan karena menghambat dan merusak
biofilm streptococus mutans yang sudah matang
lebih sulit karena saat biofilm sudah terbentuk
maka bakteri akan mengeluarkan EPS sebagai
bentuk pertahanan diri dan kitosan memiliki titik
jenuh dalam merusak biofilm yang sudah
matang.'*

Hasil penelitian yang menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan tersebut sesuai
dengan teori yang ada. Kitosan terbukti bersifat
antibiofilm. Berdasarkan teorti, kitosan
mempunyai gugus amina yang digunakan sebagai
antibiofilm. Gugus amina yang berasal dari NH>
yang berubah menjadi NHs akan berikatan dengan
asam teikoat yang dimiliki oleh Streptococcus
Viridans yang bermuatan negatif. Kemudian
pembentukan peptidoglikan pada dinding sel
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terganggu sehingga bisa merusak membran sel
dan mengakibatkan sel bakteri lisis. Jika hal ini
terjadi terus menerus maka metabolisme sel akan
terganggu dan kolonisasi yang dibentuk akan
menurun. Kitosan dengan berat molekul rendah
dapat menembus dalam sel mikroorganisme
sehingga bisa menghambat transkripsi dan
translasi dari DNA Streptococcus Viridans dan
apabila DNA sudah dihambat akan mengalami
mutasi yang diakibatkan oleh pemecahan rantai
DNA.20

Berdasarkanhasildanpembahasandalampe
nelitianinimaka  dapat  disimpulkan  bahwa
konsentrasi efektif daya antibiofilm Kkitosan
cangkang udang terhadap Streptococcus viridans
adalah 50%.
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