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ABSTRAK

Nama : Stanny Linda Paath
Program Studi : Spesialis Ilmu Konservasi Gigi
Judul : Daya Antimikroba Air Berozone, Klorheksidin dan

Natrium Hipoklorit pada Enterococcus faecalis (in vitro)

Penelitian ini dilakukan untuk menguji daya antimikroba bahan irigasi air
berozone 24 ppm, klorheksidin 1% dan 0,2%, NaOCl 5,25% dan 2,5% terhadap
pertumbuhan E. faecalis secara in vitro. Bakteri E. faecalis ATCC 29212
dibiakkan pada media BHI yang diperkaya dengan sheep blood kemudian
diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C. Bakteri diencerkan pada BHI broth dan
disesuaikan dengan larutan McFarland 0,5 (setara 103 CFU/ml). Ke dalam tabung
reaksi diisi 1 ml larutan bahan antimikroba yang diujikan dengan 1 ml larutan
BHI dengan bakteri. Setelah diinkubasi 24 jam 37°C, nilai pertumbuhan E.
faecalis diukur dengan Elisa reader untuk mengetahui nilai Optical Density.
Hasilnya air berozone mempunyai daya antimikroba terhadap pertumbuhan E.
faecalis. Daya antimikroba air berozone lebih kecil daripada NaOCl 5,25%,
NaOCL 2,5% dan klorheksidin 1%. Namun daya antimikroba air berozone sama
dengan klorheksidin 0,2%.

Kata kunci: Daya antimikroba, air berozone, klorheksidin, natrium hipoklorit,
Enterococcus faecalis



ABSTRACT

Name : Stanny Linda Paath

Study Programme : Conservative Specialist

Title : Antimicrobial efficacy of Ozonated Water, Chlorhexidine,
Sodium Hipochlorite against Enterococcus faecalis
(in vitro)

The aim of this study was to evaluate antimicrobial efficacy of 24 ppm ozonated
water, 5,25% NaOCl , 2,5% NaOCl, 1% chlorhexidine and 0,2% chlorhexidine
against E. faecalis in vitro. Petri dishes containing BHI agar enriched with sheep
blood were seeded with E. faecalis ATCC 29212, incubated overnight at 37°C. Then
the bacteria were suspended in BHI broth to a turbidity of MacFarland 0,5 (10®
CFU/ml). An aliquot of 1 ml of the suspension transferred to a tube containing 1 ml
of each antimicrobial agents. After incubated 24 hours at 37°C, the growth value was
counted using Elisa reader to evaluate Optical Density (OD). It was concluded that 24
ppm of ozonated water possessed antimicrobial effect against E. faecalis, but not
comparable with 5,25% NaOCl, 2,5% NaOCI or 1% chlorhexidine. The ozonated
water has the same antimicrobial efficacy as 0,2% chlorhexidine.

Key words: Antimicrobial efficacy, ozonated water, chlorhexidine, sodium
hipochlorite, Enterococcus faecalis
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Tujuan utama perawatan endodontik adalah menghilangkan atau paling
tidak mengurangi jumlah bakteri dari saluran akar. Perawatan endodontik terdiri
dari tiga tahap yang dikenal sebagai triad endodontik. Ketiga tahapnya adalah
preparasi akses, preparasi saluran akar dan pengisian saluran akar. Preparasi saluran
akar dengan instrumentasi mekanik saja hanya dapat mengurangi 50% jumlah
bakteri dari saluran akar. Sedangkan morfologi saluran akar sangat kompleks dan
banyak daerah yang tidak terpreparasi oleh instrumentasi seperti daerah ramifikasi,
istmus, delta, tubulus dentin dan daerah ireguler lainnya. Oleh karena itu diperlukan
penggunaan bahan irigasi selama instrumentasi, dibantu dengan aktivitas
medikamen saluran akar untuk menghilangkan sisa sisa bakteri dari saluran akar.!-

Terdapat sekitar 150 spesies mikroorganisme yang dapat berkolonisasi
dalam saluran akar, tetapi hanya 10 sampai 30 jenis yang diketahui pada saluran
akar terinfeksi. Mikroorganisme ini juga dapat ditemukan dalam tubulus dentin dan
dapat menyebabkan reinfeksi saluran akar jika tidak dihilangkan secara sempurna.’
Enterococcus faecalis merupakan bakteri yang dapat ditemukan pada saluran akar
terinfeksi yang belum dilakukan perawatan endodontik serta dapat juga ditemukan
pada saluran akar dengan perawatan endodontik yang gagal.* Pada penelitian
Schimeister dkk (2007), ditemukan E. faecalis pada 31% kasus perawatan
endodontik ulang dengan kelainan periapeks yang asimptomatik.> Penelitian-
penelitian sebelumnya bahkan menemukan bakteri E. faecalis pada saluran akar
yang telah diobturasi dengan proporsi berkisar 29%-77%.% Bakteri E. faecalis
mempunyai kemampuan berpenetrasi ke dalam tubulus dentin, dapat hidup tanpa
nutrisi, memiliki adhesi yang kuat ke kolagen, dan memperlihatkan resistensi
terhadap bahan antimikroba yang biasa digunakan selama instrumentasi saluran

akar.?
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Natrium hipoklorit dengan konsentrasi 1% - 5,25% merupakan bahan
irigasi yang paling banyak digunakan di bidang endodontik. NaOCl mempunyai
sifat antimikroba, melarutkan jaringan, tidak mahal, serta mempunyai masa
penyimpanan (shelf life) yang lama. Klorheksidin 2% juga direkomendasikan
untuk digunakan sebagai bahan irigasi karena bersifat antibakteri dan kurang toksik
terhadap sel daripada NaOCI. Penelitian in vitro yang dilakukan Gomes dkk (2001)
menunjukkan bahwa NaOCl 5,25% dapat mengeliminasi E. faecalis dalam waktu
kurang dari 30 detik, sama dengan waktu yang dibutuhkan klorheksidin 2% dan
1%.” Penelitian in vitro Vianna dkk (2004) juga menunjukkan NaOCI dan
klorheksidin dapat mengeliminasi E. feacalis, bahkan klorheksidin 0,2% hanya
membutuhkan 30 detik dibandingkan dengan NaOCl 0,5% yang membutuhkan
waktu 30 menit.?

Namun penggunaan NaOC] sebagai bahan irigasi harus hati-hati karena
bersifat toksik dengan aroma yang menyengat dan menyebabkan korosi pada metal.
Bahan ini bila berkontak dengan jaringan mulut dapat menimbulkan efek samping
seperti perdarahan, oedem dan ulserasi, serta bersifat sitotoksik terhadap sel epitel
dan fibroblas.!” Klorheksidin juga dilaporkan dapat menyebabkan deskuamasi
mukosa, menghambat penyembuhan luka, menghambat perlekatan fibroblas pada
permukaan akar, menyebabkan staining gigi dan mengubah sensasi rasa.! Pada
penelitian secara in vitro, Cabral dan Fernandes (2007) menyatakan klorheksidin
0,12% dan 0,2% menyebabkan kematian sel alveolar manusia.’

Saat ini air berozone sedang diteliti sebagai bahan antiseptik alternatif di
kedokteran gigi karena dilaporkan mempunyai sifat antimikobroba terhadap E.
faecalis tetapi memperlihatkan sitotoksisitas yang rendah terhadap sel-sel oral.
Nagayoshi dkk (2004) menyatakan air berozone tidak menunjukkan sitotoksisitas
pada sel fibroblas, sama halnya dengan larutan saline PBS (phosphate-buffered
saline) dan aquades.!® Hal ini juga didukung oleh penelitian Huth dkk (2006)
dengan hasil air berozone menunjukkan toksisitas paling rendah di antara bahan
irigasi lain seperti klorheksidin 2%, 0,2% dan NaOCl 5,25% dan 2,25%.!!

Di bidang endodontik air berozone dipergunakan sebagai bahan irigasi
saluran akar karena selain menunjukkan daya antimikroba, tidak menimbulkan

aroma menyengat seperti NaOCI dan tidak menyebabkan staining gigi seperti
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klorheksidin'%!>!*  Huth dkk(2009) memperlihatkan air berozone dengan
konsentrasi 20 ul/ml dapat mengeliminasi biofilm E. faecalis.! Cardoso dkk (2008)
menyimpulkan bahwa air berozone konsentrasi 24 mg/l yang digunakan sebagai
bahan irigasi saluran akar dapat menurunkan jumlah Candida albicans dan E.
faecalis secara signifikan.? Pada penelitian Hems dkk (2005), air berozone dengan
konsentrasi 0,68 mg/l efektif pada E. faecalis planktonik walaupun tidak efektif
menghilangkan biofilm bakteri.!> Sedangkan menurut Ibrahim dan Abdullah
(2008), air berozone dengan konsentrasi 0,1 ppm tidak efektif menghilangkan E.
faecalis meskipun telah dipapar selama 60 menit. Namun bila dikombinasikan
dengan NaOCl 1,31% selama 30 menit, air berozone berhasil menghilangkan
bakteri E. faecalis.'® Pada penelitian-penelitian tersebut masih terdapat perbedaan

keefektifan air berozone terhadap E. faecalis.

1.2 Rumusan masalah
NaOCI dan klorheksidin merupakan bahan irigasi yang terbukti bersifat
antimikroba terhadap E. faecalis namun penelitian-penelitian melaporkan NaOCl
dan klorheksidin bersifat sitotoksik. Air berozone tidak bersifat sitotoksik namun
efektivitas daya antimikroba terutama terhadap E. faecalis masih mengungkapkan
data yang berbeda. Sehingga timbul pertanyaan :
1. Apakah air berozone mempunyai daya antimikroba terhadap pertumbuhan £.
faecalis?
2. Apakah daya antimikroba air berozone lebih efektif daripada klorheksidin
maupun NaOCl terhadap pertumbuhan E. faecalis?

1.3  Tujuan penelitian

1. Mengetahui efektifitas daya antimikroba air berozone terhadap pertumbuhan
E. faecalis

2. Menentukan bahan irigasi air berozone, klorheksidin atau NaOCI yang lebih

efektif terhadap E. faecalis secara in vitro
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1.4  Manfaat penelitian

1. Memberikan informasi ilmiah mengenai daya antimikroba air berozone
sebagai bahan irigasi terhadap pertumbuhan E. faecalis.

2. Memberikan informasi tentang bahan irigasi alternatif yang efektif terhadap

E. faecalis.

UNIVERSITAS INDONESIA



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Perawatan saluran akar

Mikroorganisme merupakan penyebab utama penyakit pulpa dan
periapeks. Menghilangkan bakteri dari saluran akar merupakan tujuan utama
perawatan saluran akar. Kegagalan menghilangkan bakteri dan produknya secara
efektif dapat menyebabkan iritasi persisten. Infeksi endodontik diklasifikasikan
sebagai infeksi primer dan infeksi sekunder atau persisten. Infeksi primer adalah
infeksi saluran akar akut atau kronik yang terjadi pada gigi yang belum pernah
dilakukan perawatan saluran akar. Karakteristik infeksi primer adalah polimikroba,
campuran dari 10-30 spesies bakteri dengan jumlah 10°-10® bakteri per saluran
akar. Infeksi primer didominasi oleh bakteri gram negatif anaerob seperti genus
Treponema (T. denticola, T socranskii), Fusobacterium (F. nucleatum),
Porphyromonas (P. gingivalis, P. endodontalis), Prevotella (P. intermedia, P.
nigrescens, P tannerae), Dialister dan Tannerella. Namun beberapa bakteri gram
positif juga sering ditemukan pada infeksi primer seperti Pseudoramibacter (P.
alactolyticus), Filifactor (F. alocis), Actinomyces (A. israelii), Peptostreptococcus
(P. anaerobius), Micromonas (M. micros), Streptococcus (S. anginosus) dan
Enterococcus (E. faecalis). '

Pada infeksi sekunder atau persisten, mikroorganisme tetap ada pada
saluran akar yang telah dirawat, menjadi persisten dan bertahan terhadap prosedur
perawatan saluran akar. Infeksi sekunder atau persisten didominasi oleh bakteri
gram positif anaerob fakultatif seperti bakteri E. faecalis. Bakteri ini sering
ditemukan pada gigi yang telah dirawat saluran akar dengan prevalensi berkisar 30-
90% kasus. Bakteri E. faecalis ditemukan 9 kali lebih sering pada saluran akar yang
telah dirawat daripada kasus infeksi primer.!” Penelitian yang dilakukan Pirani dkk
(2008) menunjukkan bahwa E. faecalis terdeteksi 7,6% pada infeksi endodontik

primer dan 39,1% pada infeksi endodontik sekunder.!8
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Bakteri E. faecalis mempunyai kemampuan berpenetrasi ke dalam tubulus
dentin, dapat hidup tanpa nutrisi, memiliki adhesi yang kuat ke kolagen, dan
memperlihatkan resistensi terhadap bahan antimikroba yang biasa digunakan
selama instrumentasi saluran akar.’

Tujuan perawatan saluran akar dapat dicapai dengan tiga tahap yang
dikenal sebagai triad endodontik. Tahap-tahapnya terdiri dari preparasi akses,

preparasi saluran akar dan obturasi saluran akar. *!°

Preparasi akses adalah faktor
yang paling penting karena bila dilakukan dengan baik akan mempermudah bahan
irigasi masuk ke dalam saluran akar, mempermudah pembersihan dan pembentukan
saluran akar serta pada akhirnya obturasi yang hermetis. Tujuan utama preparasi
akses adalah membuka dan mengangkat atap kamar pulpa agar diperoleh
penglihatan yang baik, menghemat struktur gigi dengan hanya membuang bagian
yang perlu saja serta mendapatkan akses yang lurus ke saluran akar.?’ Pendekatan
preparasi saluran akar kemomekanik untuk menghilangkan bakteri dicapai dengan
menggunakan instrumen untuk membersihkan dan membentuk saluran akar yang
dibantu penggunaan bahan irigasi selama instrumentasi, serta aktivitas medikamen
saluran akar untuk menghilangkan sisa sisa bakteri dari saluran akar.> Tahap akhir
dilakukan obturasi saluran akar untuk menghilangkan semua jalan masuk dari

rongga mulut ke dalam saluran akar dan untuk menutup atau mengisolasi semua

iritan yang tidak dapat dihilangkan saat prosedur cleaning and shaping.*!

2.2 Enterococcus faecalis (E. faecalis)

Gambar 2.1 Bakteri E. faecalis.”

Bakteri E. faecalis adalah bakteri kokus gram positif dan bersifat fakultatif
anaerob (Gambar 2.1). Schleir dan Kilpper Bélz pada tahun 1984 memindahkan
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genus Streptococcus menjadi Enterococcus karena karakteristik Enterococci sangat
berbeda dengan Streptococcus. Ciri-ciri genus ini adalah bentuk selnya kokus atau
ovoid, ukurannya 0,6-2,0x 0,6-2,5 pum, dapat berupa soliter, berpasangan atau
sebagai rantai pendek, tidak membentuk spora, tidak berkapsul dan katalase negatif.
Ciri lainnya adalah membentuk koloni putih seperti krim.

Dinding sel bakteri gram positif biasanya terdiri dari tiga lapisan yaitu
kapsul, peptidoglikan dan membran sitoplasma. Namun dinding bakteri E. faecalis
tidak berkapsul. Pada Gambar 2.2 (diagram dinding sel bakteri E. faecalis) terlihat
bahwa dinding selnya terdiri dari 2 lapisan yaitu peptidoglikan dan membran
sitoplasma. Dinding sel bakteri E. faecalis mengandung gula amino (15-20%) lebih
banyak, tidak ada lipid dan sedikit asam amino. Lapisan peptidoglikan berfungsi
menjaga bentuk sel dan rigiditas. Lapisan peptidoglikan terdiri dari N-
acetylmuramic dan N-acetylglucosamine, serta terikat (cross link) dengan rantai
peptide. Selain itu, di dalam lapisan peptidoglikan terdapat fteichoic acid dan
lipoteichoic acid, yang timbul dari permukaan sel yang berperan dalam densitas

muatan negatif (negative charge density) pada permukaan bakteri.??-23-24:25.26.27

teichoic acid
lipoteichoic acid
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Gambar 2.2 Diagram dinding sel bakteri E. faecalis.”’

E. faecalis bersifat fakultatif anaerob, jadi dapat tumbuh pada dua keadaan
yaitu ada oksigen dan tanpa oksigen. Mikroba ini dapat hidup pada suhu 10° - 45°C,
bahkan suhu 60°C selama 30 menit. Enterococci dapat bertahan hidup pada
lingkungan alkalin yang ekstrim yaitu pH 9,6.2%23-2> Bahkan penelitian yang
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dilakukan McHugh dkk (2004) menyatakan bahwa E. faecalis dapat tumbuh sampai
pH 11 namun tidak dapat tumbuh pada pH di atas 11,5.2% Pada Tabel 2.1 termaktub
beberapa spesies Enterococcus dan habitatnya. Spesies E. faecalis hidup dalam
rongga mulut, binatang, air, makanan dan pada saluran pencernaan manusia dalam
jumlah sangat banyak, yaitu 10° — 108 colony forming units (CFU) per gram, namun

biasanya tidak membahayakan hospes.?>2

Tabel 2.1 Beberapa spesies Enterococcus penting dan habitatnya.??

Spesies Habitat

E. faecalis, E. faecium  Rongga mulut, saluran pencernaan, binatang, air, makanan
E. gallinarum Makanan, manusia (tidak sering)

E. casseliflavus Tanah, tanaman, makanan, manusia (tidak sering)

E. avium, E. hirae Binatang

E. durans Manusia, binatang, makanan

E. faecalis dapat mengkatabolisme energi dari karbohidrat, gliserol, laktat,
maleat, sitrat, arginin, agmatine, asam o keto, dan tahan terhadap garam empedu,
deterjen, logam berat serta etanol. Sekarang ini terdapat 23 spesies Enterococci dan
terbagi menjadi 5 grup berdasarkan interaksinya dengan manitol, sorbose dan
arginin. E faecalis tergabung dalam grup yang sama dengan E. faecium, E.
casseliflavus, E.mundtii dan E. gallinarum. Kelima spesies ini membentuk asam
pada broth manitol dan menghidrolisis arginin, namun tidak membentuk asam

dalam broth sorbose. (Tabel2.2)*

Tabel 2.2 Kategorisasi spesies Enterococcus berdasarkan fenotip.?

Grup

Spesies

Grup |

(+) membentuk asam di broth mannitol
(+) membentuk asam di broth sorbose
(--) hidrolisis arginin

E. avium, E. gilvus,

E. malodoratus, E. pallens,

E. pseudoavium, E. raffinosus,
E. saccharolyticus

Grup II

(+) membentuk asam di broth mannitol
(--) membentuk asam di broth sorbose
(+) hidrolisis arginin

E. faecalis, E. faecium,
E .casseliflavus E. gallinarum,
E. mundtii, Lactococcus sp.

Grup 11

(--) membentuk asam di broth mannitol
(--) membentuk asam di broth sorbose
(+) hidrolisis arginin

E. dispar, E. durans, E. hirae,
E. porcinus ( E. villorum),
E. ratti

Grup IV

(--) membentuk asam di broth mannitol
(--) membentuk asam di broth sorbose
(--) hidrolisis arginin

E. asini, E. cocorum,
E. sulfurous

Grup V
(+) membentuk asam di broth mannitol

E. columbae
Vagococcus sp.
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(--) membentuk asam di broth sorbose
(--) hidrolisis arginin

Patogenitas adalah kapasitas mikroba untuk menyebabkan suatu penyakit
atau kelainan. Sedangkan virulensi adalah derajat patogenitas atau derajat
keparahan penyakit. Bakteri E. faecalis memiliki beberapa faktor virulensi seperti
enzim litik (cytolysin), substansi agregasi, dan lipoteichoic acid.**-*°

Adhesin berfungsi membantu perlekatan bakteri, berupa aggregation
substance, enterococcal surface protein (Esp) dan collagen adhesion (Ace).
Aggregation substance membantu perlekatan E. faecalis dengan bakteri lain
sehingga memfasilitasi pertukaran plasmid antara galur recipient dan galur donor.
Akibatnya materi gen seperti gen yang resisten terhadap antibiotik dapat ditransfer
antara galur E. faecalis dengan spesies lain. Pada E. faecalis terdapat 2 protease
yaitu gelatinase dan serine protease. Gelatinase dapat menghidrolisa gelatin, kasein,
insulin fibrinogen dan peptide, bahan-bahan yang dapat menjadi sumber nutrisi bagi
E. faecalis. Serin protease dan collagen adhesion (Ace) membantu perlekatan E.
faecalis ke kolagen tipe 1. Kolagen tipe I merupakan komponen organik dentin.
Perlekatan E. faecalis pada hospes penting karena merupakan tahap awal
dimulainya penyakit infeksi. Cyfolysin adalah toksin E. faecalis yang dapat melisis
eritrosit, netrofil PMN, makrofag dan menyebabkan kerusakan jaringan.
Bacteriocin seperti AS-48 menghambat pertumbuhan bakteri lain sehingga E.
faecalis dapat membentuk monobiofilm tanpa kehadiran bakteri lain. Jadi agar
bakteri dapat patogen maka sangat penting mempunyai kemampuan untuk melekat
dan menginvasi hospes. Juga harus dapat bertahan terhadap mekanisme pertahanan
hospes, bersaing dengan bakteri lain dan membuat kerusakan pada hospes.?2-2°-3

Ada beberapa cara yang dilakukan E. faecalis untuk bertahan hidup yaitu
memiliki polimorfisme genetik. E. faecalis memiliki protease serine, gelatinase dan
collagen-binding protein (Ace), yang membantu berikatan dengan dentin.
Ukurannya yang kecil, cukup untuk menginvasi dan tinggal dalam tubulus dentin.
E. faecalis mempunyai kemampuan untuk tetap hidup tanpa suplai nutrisi.
Penelitian oleh Fidgor dkk (2003) menunjukkan E. faecalis dapat bertahan hidup
selama 12 bulan tanpa suplai nutrisi. Begitu ada suplai nutrisi, bakteri ini dapat
pulih hanya dengan menggunakan serum sebagai sumber nutrisi. Serum ini dapat

berasal dari serum derived fluid dari jaringan sekitar.’! E. faecalis dapat membentuk
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biofilm yang membuatnya 1000 kali lebih resisten terhadap fagositosis, antibodi
dan antimikroba. Bakteri E. faecalis dalam tubulus dentin dapat bertahan terhadap
medikamen saluran akar kalsium hidroksida selama 10 hari. Kalsium hidroksida
merupakan medikamen saluran akar yang terbukti tidak dapat menghilangkan E.
faecalis terutama saat pH tinggi tidak dapat terjaga. Hal ini karena dua hal, yang
pertama adalah E. faecalis secara pasif menjaga pH homeostasis dengan
permeabilitas membran yang rendah dan kemampuan buffer sitoplasma. Yang
kedua, E. faecalis mempunyai pompa proton yang ikut menjaga pH homeostasis
dengan cara memompa proton ke dalam sel untuk menurunkan pH internal. Pada
keadaan asam, sistem antiport kation akan meningkatkan pH internal dengan
keluarnya proton melalui membran sel. Pada keadaan basa, kation atau proton akan
dipompa ke dalam sel agar pH internal lebih rendah. Selain itu ada penelitian yang
menunjukkan bahwa pada saluran akar yang diberi kalsium hidroksida maka dentin
pada saluran akar tersebut mempunyai efek buffer yang menjaga agar pH dentin di
servikal tidak lebih tinggi dari 10,8 dan pH dentin di apikal tidak lebih dari 9,7.
Akibatnya kalsium hidroksida tidak dapat dijaga supaya tetap di pH 11-12. Padahal
bakteri E. faecalis dapat tumbuh sampai pH 11, sehingga kalsium hidroksida tidak

dapat mempertahankan pH tinggi untuk menghilangkan E. faecalis.?>*

23 Bahan irigasi saluran akar

Salah satu hal yang penting pada perawatan saluran akar adalah
mendesinfeksi saluran akar dan menyiapkan saluran akar untuk obturasi. Preparasi
saluran akar secara kemomekanik menggunakan instrumentasi yang dibantu larutan
irigasi selama dan sesudah preparasi. Fungsi irigasi saluran akar adalah untuk
membersihkan dan mendesinfeksi sistem saluran akar dari kotoran, sisa jaringan
pulpa, bakteri dan toksin. Sifat bahan irigasi yang ideal yaitu dapat melarutkan
jaringan dan debris terutama pada daerah yang tidak terjangkau instrument. Bahan
irigasi harus dapat melarutkan atau melepaskan sisa-sisa jaringan lunak atau keras
supaya dapat dikeluarkan. Toksisitasnya harus rendah, tidak boleh mencederai
jaringan periapeks. Tegangan permukaannya rendah, hal ini memungkinkan
penetrasi bahan irigasi mengalir ke daerah yang tidak terjangkau. Sifat ideal

lainnya adalah sebagai pelumas, membantu alat meluncur dalam saluran akar dan
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membuang lapisan smear (lapisan ini terdiri dari bakteri, komponen organik dan
inorganik yang berasal dari instrumentasi saluan akar). Selain itu harus mudah
diperoleh, murah dan dapat disimpan dalam waktu cukup lama.*>33 Bahan yang
biasa digunakan adalah NaOClI, klorheksidin, EDTA, H>O, povidone iodine dan

bahan irigasi alternatif lainnya adalah air berozone.

2.3.1 Natrium hipoklorit (NaOCl)

Natrium hipoklorit pada saat ini merupakan bahan irigasi yang paling
sering digunakan. Merupakan bahan antimikroba dengan spektrum luas yang
terbukti efektif terhadap bakteri, spora, jamur dan virus. Pada suatu penelitian,
ditunjukkan bahwa 5,25% NaOCI efektif menghilangkan C.albicans, E.faecalis dan
species Bacillus.>*

Pecora dkk (dalam Estrela dkk?*) melaporkan bahwa NaOCl menunjukkan

keseimbangan yang dinamis seperti yang terlihat pada reaksinya:

NaOCl + H0;¢—> NaOH + HOCI <-> Na' +OH + OCI

Natrium hidroksida (NaOH) dari NaOCl bekerja mengubah asam lemak pada
dinding bakteri menjadi garam asam lemak dan gliserol sehingga terjadi kerusakan
pada dinding sel bakteri. *>Cara kerja NaOCl menghancurkan jaringan organik dan

lemak ini disebut reaksi saponifikasi (Gambar 2.3).

o 0 )

l l
R--C --O-R + NaOH €« R-C-0--Na + R--OH

Asam Lemak Natrium Garam asam Gliserol
hidroksida lemak

. J

Gambar 2.3 Reaksi saponifikasi.NaOCl.>

Asam hipoklorus (HOCI) dalam NaOCI ketika berkontak dengan jaringan organik
akan melarutkan jaringan dengan melepaskan klor. Caranya adalah ion klor dari
NaOCl akan mengganti ion hidrogen pada grup amino, yang disebut reaksi

kloraminasi (Gambar 2.4). Reaksi kloraminasi ini akan merusak komponen intrasel

bakteri s/ehmgga—menggaﬂggﬁ—me@abehsmeselﬁ“—\
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H O Cl O

| l | l
R-C--0-C + HOCI €> R-C-0--C + HO

| | | |
NH; OH NH; OH

Asam amino Asam Kloramin Air
hipoklorus

Gambar 2.4 Reaksi kloraminasi NaOCl.

Asam hipoklorus (HOCI) juga bersifat oksidatif pada gugus sulfidril enzim bakteri.
Bila enzim ini diinhibisi maka reaksi metabolism terganggu yang menyebabkan
kematian bakteri. Jadi NaOCI menyebabkan kematian mikroorganisme dengan cara
pertama-tama merusak dinding sel bakteri sehingga lebih banyak NaOCI yang
masuk ke dalam sel dan merusak komponen intrasel bakteri. Pada pH 4-7 NaOCl
lebih banyak dalam bentuk asam hipoklorus (HOCI) sedangkan pada pH diatas 9
NaOCl lebih banyak dalam bentuk (OCI).** Yang tersedia secara luas dan
digunakan di bidang endodontik adalah NaOCl dengan pH 12. Namun daya
antimikroba NaOCl dengan pH rendah atau tinggi tidak terlalu berbeda. Daya
antimikroba NaOCI berkaitan dengan konsentrasinya karena semakin tinggi
konsentrasi maka semakin tinggi daya antimikrobanya.>®.

Berber dkk (2006) meneliti keefektifan bermacam-macam konsentrasi
NaOCl dan teknik instrumentasi dalam mengurangi E. faecalis dalam saluran akar
dan tubulus dentin. Konsentrasi NaOCl yang diujikan adalah 5,25%, 2,5% dan
0,5%. Hasilnya tidak ditemukan perbedaan antar konsentrasi dalam membersihkan
saluran akar, tapi hanya konsentrasi NaOCl tinggi (5,25%) yang dapat
mendesinfeksi tubulus dentin yang tidak terpreparasi oleh alat preparasi saluran
akar.®’

NaOCl sangat toksik terhadap jaringan vital pada konsentrasi tinggi. Pada
konsentrasi rendah, saat NaOCl berkontak dengan jaringan vital maka akan
menstimulasi reaksi inflamasi. Pada konsentrasi tinggi yaitu 5,25% dapat
menyebabkan iritasi jaringan cukup substansial, dan bila NaOCl sampai kontak
dengan jaringan periapeks dapat menyebabkan kerusakan jaringan yang parah.’’
Pada konsentrasi lebih besar dari 0,05% dapat menyebabkan kematian fibroblas.*
Komplikasi lain adalah bila NaOCl secara tidak sengaja terdorong ke jaringan

periapeks karena dapat menyebabkan kerusakan jaringan yang disertai nyeri,
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pembengkakan, pada beberapa kasus bahkan menyebabkan infeksi sekunder,
hematoma dan parastesia.’® Oleh karena itu penggunaan natrium hipoklorit sebagai
irigasi pada perawatan saluran akar harus hati-hati karena bersifat toksik dengan

aroma klorin yang menyengat, menyebabkan korosi pada logam.’

2.3.2 Klorheksidin glukonat

Klorheksidin glukonat merupakan bahan irigasi yang mempunyai sifat
antimikroba terhadap bakteri gram negatif, bakteri gram positif dan jamur. Molekul
klorheksidin (C22H30Ci2N1¢) terdiri dari 2 cincin simetris 4-klorofenil dan 2 grup

biguanida yang dihubungkan dengan rantai heksametilen.***® (Gambar 2.6)

HN H NH
Cl Cl

Gambar 2.5 Molekul klorheksidin.*°

Molekul klorheksidin merupakan bahan antiplak yang efektif dan rutin
digunakan pada perawatan periodonsium dan pencegahan karies. Keefektifannya
terhadap Streptococcus mutans dan Lactobacillus merupakan dasar penggunaannya
dalam mencegah karies. Klorheksidin glukonat merupakan molekul bermuatan
positif (kation) yang akan diabsorpsi dengan cepat oleh dinding sel bakteri yang
bermuatan negatif (anion). Yang berperan menyebabkan dinding sel bakteri
bermuatan negatif pada bakteri gram positif adalah grup fosfat pada teichoic acid,
sedangkan pada bakteri gram negatif adalah lipopolisakarida. Sehingga molekul
klorheksidin akan berikatan dengan grup fosfat dan lipopolisakarida. Akibatnya
permeabilitas dinding sel bakteri meningkat dan membuat ion dengan berat molekul
kecil seperti kalium dan fosfor mulai bocor keluar dari sel. Pada tahap ini
klorheksidin dengan konsentrasi rendah (0,2%) bersifat bakteriostatik karena reaksi

ini bersifat reversibel. Pada konsentrasi tinggi (2%), klorheksidin bersifat bakterisid
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karena molekul klorheksidin akan terus masuk ke dalam sitoplasma bakteri dan
menyebabkan presipitasi dan/atau koagulasi komponen intrasel yang pada akhirnya
terjadi kematian bakteri.34°

Klorheksidin 0,2% mempunyai sifat antimikroba yang adekuat sebagi
bahan irigasi endodontik, yang diperlihatkan dengan pengurangan colony forming
units (CFU) yang signifikan.*! Sen dkk (dalam El Karim*¥) menyatakan
klorheksidin 2% efektif terhadap C. albican, juga efektif mengeliminasi bakteri
yang berpenetrasi sampai 500 um ke dalam tubulus dentin. Klorheksidin bersifat
bakteriostatik pada konsentrasi rendah 0,2%, bakterisidal pada konsentrasi tinggi
2% dan terabsorbsi ke jaringan gigi dan membran mukus sehingga pelepasannya
sedikit demi sedikit pada level terapeutik.

Pada penelitian secara in vitro aktivitas antimikroba klorheksidin dan
NaOCI ditemukan bahwa waktu yang dibutuhkan oleh klorheksidin 1% dan 2%
untuk mengeliminasi semua mikroorganisme sama dengan waktu yang dibutuhkan
oleh NaOCl 5,25%.° Hasil yang sama ditunjukkan oleh Gomes dkk (2001), yang
menemukan bahwa klorheksidin 2% sama efektifnya dengan NaOCl 5,2% dalam
menghilangkan E. faecalis.” Oncag dkk (2003) membandingkan daya antimikroba
klorheksidin 2%, 0,2%, cetremide 0,2% dan NaOCI 5,25% secara in vitro dan in
vivo. Hasilnya menunjukkan bahwa klorheksidin 2% lebih efektif daripada NaOCl
2,5% pada uji in vitro maupun in vivo.*> Dametto dkk (2005) menilai daya
antimikroba klorheksidin 2% dan NaOCI 5,25% terhadap E. faecalis; hasilnya
klorheksidin lebih efektif dalam mengurangi dan menjaga saluran akar bebas dari
E. faecalis selama 7 hari.*

Klorheksidin merupakan antimikroba yang efektif, namun kekurangannya
adalah tidak mempunyai kemampuan melarutkan jaringan, sehingga dicoba
dikombinasi dengan NaOCI. Kuruvilla dan Kamath (1998) membandingkan efek
klorheksidin 2% dan yang dikombinasi dengan NaOCl 2,5% secara in vivo.
Hasilnya gigi yang dirawat dengan kombinasi klorheksidin dan NaOCl
memperlihatkan pengurangan jumlah mikroorganisme yang terbanyak.* Namun
harus diperhatikan adalah interaksi kimia antara kedua bahan irigasi. Dilaporkan
terbentuk presipitat berwarna oranye-coklat.. Pembentukan presipitat karena reaksi

asam basa yaitu klorheksidin sebagai asam dikationik akan menyumbangkan
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proton, sedangkan NaOCI bersifat alkalin sehingga menerima proton. Pertukaran
proton ini menyebabkan pembentukan presipitat yang tidak larut. Basrani dkk
(2007) menyatakan  bahwa  presipitat yang terbentuk  mengandung
parachloroaniline (PCA) yang jumlahnya meningkat bersama dengan
meningkatnya konsentrasi NaOCl. PCA bersifat bersifat toksik dan karsinogenik.*’
Penelitian yang dilakukan oleh Chang dkk (2001) pada sel ligamen
periodonsium manusia secara in vitro menunjukkan klorheksidin 0,001% sitotoksik
terhadap sel ligamen periodonsium manusia dengan cara menginhibisi rantai ganda
asam nukleat, sintesis protein dan aktivitas mitokondria.*® Pada penelitian secara
in vitro dari Cabral dan Fernandes (2007) terungkap bahwa klorheksidin 0,12% dan
0,2% menyebabkan kematian sel alveolar manusia.*’
Kekurangan klorheksidin adalah tidak mempunyai kemampuan melarutkan
jaringan, tidak dapat menghilangkan lapisan smear, bersifat sitotoksik,

menyebabkan staining gigi dan mengubah sensasi rasa.!4°

2.3.3 Air berozone (Ozonated water)

Ozone (O3) dengan berat molekul 47,98 g/mol merupakan susunan oksigen
yang triatomik (Gambar 2.7), endothermic dan thermodinamically highly instable,
yang bergantung pada kondisi seperti temperatur dan tekanan, serta terdekomposisi
menjadi oksigen murni dalam paruh waktunya. Saat terdekomposisi, ozone
terpecah menjadi satu atom oksigen (0) dan satu molekul oksigen (Oz). Atom
oksigen yang terbentuk akan mengoksidasi semua metal tidak mulia (nonnoble)
secara langsung. Dan atom oksigen ini berperan sebagai radikal bebas yang
menyerang komponen organik. Sehingga material yang digunakan pada pembuatan

ozone harus material yang ozone resistant.'

Ozone Formula

Oxygen Formula
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Gambar 2.6 Molekul ozon3

Ozone tidak stabil bila terlarut dalam air. Kecepatan dekomposisi berkisar
beberapa detik sampai jam, tergantung pada kualitas air (kemurnian air) dan kondisi
sistem ( temperatur, tempat penyimpanan). Selama terdekomposisi di air, hidroksil
(OH) terbentuk sebagai oksidan kedua yang mempercepat proses dekomposisi
ozone.!?

Namun, ozone murni tidak digunakan dalam kedokteran.Yang digunakan
adalah campuran ozone dengan oksigen atau larutan ozone pada air suling atau
aquabides. Ozone untuk keperluan medis adalah campuran antara oksigen murni
dan ozone murni pada rasio 0,05%-5% Ozone (O3) dan 95%-99,95% oksigen (O>).
Campuran ozone-oksigen sangat tissue-friendly, serta mempunyai efek positif pada
sifat komposisi darah.!>!?

Ozone yang diproduksi secara alami berasal dari arus listrik yang terjadi
saat badai. Ozone terbentuk ketika molekul oksigen menerima arus listrik yang
memecahnya menjadi dua atom oksigen. Satu atom oksigen kemudian bergabung
dengan molekul oksigen lain membentuk molekul Os. Sinar ultraviolet matahari
juga dapat berperan sebagai arus listrik pada oksigen yang terdapat di strastosfer
sehingga menciptakan lapisan ozone yang mengabsorpsi sebagian besar radiasi

ultraviolet yang dipancarkan oleh matahari.!* (Gambar 2.8)

@) o

Oxygen Molecule Energy Oxygen Atoms

(0] ‘0 y ‘O y ' o o
Oxygen

Oxygen Molecule Ozone Molecule
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Gambar 2.7 Proses pembuatan ozon di alam'?

Sifat mikrobiologik dan metabolik ozone, baik dalam bentuk gas atau air,

menjadikan ozone sebagai disinfektan dengan aktivitas luas. Gas ozone telah
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diaplikasikan sebagai perawatan untuk lesi karies awal, sterilisasi kavitas,
mempercepat penyembuhan luka pada ulserasi dan lesi herpetik. Juga sebagai
cairan pembersih pada gigi avulsi dan sebagai pembersih gigi tiruan sebagian
lepasan. Ozone dalam bentuk gas maupun aqueous menunjukkan daya antimikroba
yang kuat terhadap bakteri, fungi, protozoa dan virus.'>!3!# Selain di bidang medis,
ozone juga digunakan di bidang makanan untuk mengawetkan makanan, kimia dan
bidang lain seperti mendesinfeksi air yang akan digunakan untuk air minum.!#

Ozone dalam bentuk gas atau air menunjukkan daya antimikroba yang
kuat terhadap bakteri, fungi, protozoa dan virus. Ozone adalah bentuk oksigen yang
paling reaktif dan mempunyai efek toksik pada bakteri microaerophile dan bakteri
anaerob.Daya antimikroba ozone berasal dari oksidasi komponen selular bakteri.
Diperkirakan, mekanisme kerjanya adalah ozone menyebabkan kerusakan dinding
sel dan membran sitoplasma bakteri dengan mengoksidasi glikoprotein, glikolipid
pada membran sel bakteri. Hal ini menyebabkan meningkatnya permeabilitas
dinding sel. Kemudian molekul ozone masuk ke dalam sel dan menyerang
komponen intrasel dengan mengoksidasi berbagai grup fungsional seperti
sulthidril, amine, alkohol, aldehid yang terdapat pada protein, enzim dan asam
nukleat. Ozone juga menginhibisi dan memblok sistem kontrol enzimatik sel.
Akibatnya terjadi gangguan fungsi metabolisme sel dan pada akhirnya
menyebabkan kematian mikroorganisme.!* 43

Efek antimikroba ozone bergantung pada konsentrasinya dalam cairan.
Ozone tidak stabil dalam cairan, karena itu keefektifannya sebagai desinfektan
bergantung pada kecepatannya terdekomposisi. Ukuran atau satuan yang sering
digunakan untuk menyatakan konsentrasi air berozone adalah pg/ml, mg/l atau
ppm. Menurut Wu dkk (dalam Dillon*’) bahwa ozone terdekomposisi dengan cepat
menjadi oksigen dalam waktu singkat yaitu 1-10 menit dalam air. Oleh karena itu
air berozone harus digunakan segera setelah dibuat. Penelitian yang dilakukan oleh
Dillon dkk (2009) menyatakan bahwa konsentrasi air berozone bertahan 43% lebih
lama jika menggunakan aquades dibandingkan air biasa, serta bertahan 30% lebih
lama jika menggunakan suhu 15°C daripada suhu 25°C.* Penelitian yang dilakukan
Nagayoshi dkk (2004) menyatakan bahwa bila suhu air berozone 4°C maka

konsentrasi air berozon berkurang menjadi setengahnya setelah 120 menit.>°
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Penelitian yang dilakukan oleh Estrela dkk (2007) menunjukkan bahwa
tidak ada bahan irigasi yang dapat mengeliminasi E. faecalis. Bahan irigasi yang
digunakan adalah air berozone, gas ozone, NaOCl 2,5% dan klorheksidin 2%
selama 20 menit pada gigi ektraksi yang di saluran akarnya dikultur dengan E.
faecalis.*® Hasil yang sama ditunjukkan oleh Ibrahim dan Abdullah (2008), air
berozone 0,1 ppm tidak dapat menghilangkan E. faecalis meskipun telah dipapar
selama 60 menit. Namun bila dikombinasi dengan NaOCI 1,31% selama 30 menit
berhasil menghilangkan bakteri E. faecalis.!¢

Hasil yang berbeda ditunjukkan oleh Huth dkk (2009). Aplikasi air
berozone dengan konsentrasi 20 pg/ml selama 1 menit dapat menghilangkan lebih
dari 96% biofilm E.faecalis yang dikultur dalam saluran akar selama 3 minggu.!
Cardoso dkk (2008) menyimpulkan bahwa air berozone konsentrasi 24 mg/l yang
digunakan sebagai bahan irigasi saluran akar dapat menurunkan jumlah Candida
albicans dan E. faecalis secara signifikan.”? Penelitian Hems dkk (2005)
menyatakan bahwa air berozone efektif pada E. faecalis planktonik walaupun tidak
efektif menghilangkan biofilm bakteri.!

Nagayoshi dkk (2004) meneliti mengenai daya antimikroba air berozone
terhadap mikroorganisme yang menginvasi tubulus dentin bovine dan sitotoksisitas
air berozone terhadap sel fibroblas mamalia. Hasilnya memperlihatkan setelah 10
menit irigasi dengan air berozone, aktivitas antimikroba terhadap E. faecalis sama
dengan NaOCl 2,5%. Air berozone tidak menunjukkan sitotoksisitas pada sel
fibroblas, sama halnya dengan larutan saline PBS (phosphate-buffered saline) dan
aquades. Sedangkan NaOCl 2,5% menyebabkan penurunan jumlah sel fibroblas.>
Penelitian sitoksisistas beberapa bahan irigasi saluran terhadap sel epitel (Human
oral epithelial cells, BHY) dan fibroblas gingiva (HGF-1) dilakukan oleh Huth
dkk (2006).!! Hasilnya, air berozone menunjukkan toksisitas paling rendah di
antara bahan irigasi lain seperti klorheksidin 2%, 0,2% dan NaOCI 5,25%, 2,25%.
Jadi bila diurutkan dari yang paling toksik ke tidak toksik, urutannya adalah NaOCl
5,25%, 2,25%, klorheksidin 2%, 0,25% dan terakhir air berozone dengan
konsentrasi 20, 10, 5, 2,5, 1,25 ug/ml.!!
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2.2 Kerangka teori

Mikroorganisme dan produknya merupakan penyebab utama infeksi pulpa
dan periapeks.Salah satunya adalah Enterococcus faecalis. Bakteri ini merupakan
spesies yang paling resisten pada rongga mulut dan salah satu penyebab gagalnya
perawatan saluran akar. Eliminasi bakteri dan produknya dilakukan dengan
perawatan endodontik yang terdiri dari tiga tahap atau dikenal sebagai triad
endodontik. Ketiga tahapnya adalah preparasi akses, preparasi saluran akar dan
pengisian saluran akar. Instrumentasi mekanik saja hanya dapat mengurangi 50%
jumlah bakteri dari saluran akar. Sedangkan morfologi saluran akar sangat
kompleks dan banyak daerah yang tidak terpreparasi oleh instrumentasi seperti
daerah ramifikasi, istmus, delta, tubulus dentin dan daerah ireguler lainnya. Oleh
karena itu diperlukan penggunaan bahan irigasi selama instrumentasi.

Bahan irigasi yang sering digunakan pada perawatan saluran akar adalah
natrium hipoklorit, klorheksidin, EDTA, peroksida hidrogen (H>O:), povidone
iodine dan bahan irigasi alternatif lainnya adalah air berozone. Penelitian-penelitian
menunjukkan NaOCI dan klorheksidin dapat mengeliminasi E. feacalis. Namun
penggunaan NaOCI bersifat sitotoksik terhadap sel epitel dan fibroblast, beraroma
menyengat dan dapat menyebabkan korosi pada metal. Sedangkan klorheksidin
dilaporkan dapat menyebabkan deskuamasi mukosa, menghambat penyembuhan
luka, menghambat perlekatan fibroblas pada permukaan akar, menyebabkan
staining gigi dan mengubah sensasi rasa.. Air berozone mulai digunakan sebagai
bahan irigasi saluran akar karena menunjukkan daya antimikroba, namun tidak
menimbulkan aroma menyengat seperti NaOCl dan tidak menyebabkan staining

gigi seperti klorheksidin.
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BAB 3
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka konsep

Air berozone 24 ppm
Klorheksidin 1%, 0,2%
NaOCl 5,25%, 2,5%

: )

Tidak
Tumbuh

Gambar 3.1 Skema kerangka konsep

Air berozone, klorheksidin dan NaOCl akan dipaparkan pada biakan Enterococcus

faecalis. Kemudian dilihat efeknya terhadap pertumbuhan bakteri E. faecalis.

3.2 Hipotesis

1. Air berozone mempunyai daya antimikroba terhadap E. faecalis

2. Daya antimikroba air berozone lebih efektif daripada klorheksidin 1%, 0,2%
maupun NaOCl 5,25% dan 2,5% dalam menghambat pertumbuhan bakteri E.

faecalis.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis penelitian

Eksperimen laboratorik

4.2 Tempat penelitian

Laboratorium Mikrobiologi dan Imunologi PPSP IPB Bogor

Laboratorium Kimia Afiliasi FMIPA UI Depok

4.3 Waktu penelitian
Mei, Juni 2010

4.4 Variabel penelitian

e Variable terikat
e Variabel bebas

e Variable terkendali

NaOCl 5,25%, NaOCl 2,5%

4.5 Definisi operasional

Tabel 4.1 Definisi operasional

: pertumbuhan Enterococcus faecalis ATCC 29212
. air berozone, klorheksidin 1%, klorheksidin 0,2%,

: jumlah bakteri E. faecalis, waktu inkubasi bakteri

Variabel

Definisi Operasional

Cara mengukur

Skala

1. E. faecalis

2. Tumbuh

3. Tidak
tumbuh

Bakteri gram positif anaerob fakultatif dari
ATCC  29212(berasal  dari  bagian
Mikrobiologi FKUI sebanyak 108 CFU/ml)

Terjadi pertumbuhan bakteri pada media
perbenihan.  Terlihat dengan adanya
kekeruhan yang dinyatakan dalam OD.
Semakin tinggi nilai kekeruhan semakin
banyak pertumbuhan kuman

Terjadi pertumbuhan bakteri dalam media
perbenihan. Terlihat dengan adanya
kekeruhan yang dinyatakan dalam OD.
Semakin kecil nilai kekeruhan semakin
sedikit pertumbuhan kuman

Dibandingkan
dengan larutan
McFarland 0,5

Kekeruhan yang
dinyatakan
dengan OD

Kekeruhan yang
dinyatakan
dengan OD

Rasio

Rasio
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Variabel Definisi Operasional Cara mengukur Skala
4. Optical Nilai kuantitas atau kepadatan sel-sel Menggunakan alat
Density bakteri atau residu dalam suatu larutan Elisa reader

yang dihitung dengan alat Elisa reader

5. Air Bahan antimikroba yang dibuat dengan Metode titrasi Nominal
berozone cara melarutkan gas ozone ke dalam 100
ml aquabides selama 15 menit sehingga
didapatkan konsentrasi 24 ppm

6. Klorhek- Bahan antiseptik dan desinfektan dengan Konsentrasi 1% Nominal

sidin konsentrasi 2% yang diencerkan dengan Konsentrasi 0,2%
aquabides sampai konsentrasinya
mencapai 0,2% dengan menggunakan
rumus C1.V1=C2.V2

7. NaOCl Bahan antiseptik dan desinfektan dengan Konsentrasi Nominal
konsentrasi 12%, yang diencerkan dengan | 5,25%
aquabides sampai konsentrasinya Konsentrasi 2,5%

mencapai 10,5% dan 5,25% dengan
menggunakan rumus C1.V1 =C2. V2

4.6 Bahan : Kuman E. faecalis ATCC 29212
Air berozone
Agar BHI yang diperkaya dengan sheep blood
Larutan BHI
Aquabides steril
Klorheksidin 2%
NaOClI 10% dan 5,25%
Larutan standard Mc Farland 0,5
4.7 Alat : Ozone generator merek ionizer 360 mg/jam
Cawan petri
Lampu spiritus
Sengkelit
Pipet
Tabung reaksi
Microplate (Tissue Culture Plate)
Elisa reader
Inkubator
Mikropipet
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4.8 Cara kerja
4.8.1 Persiapan sampel kuman

Bakteri E. faecalis ATCC 29212 dari dalam tabung agar (berasal dari bagian
mikrobiologi FK UI) diambil dan dibiakkan dalam media agar BHI yang diperkaya
dengan sheep blood, kemudian diinkubasi dalam inkubator pada temperatur 37°C

selama 24 jam.

4.8.2 Penyesuaian suspensi bakteri terhadap densitas 0,5 McFarland
Selanjutnya diambil tiga sampai lima koloni kuman dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang telah diisi dengan 10 ml larutan BHI, kemudian kekeruhannya
disesuaikan dengan larutan standard McFarland 0,5 (setara dengan 10® CFU/ml).
Penyesuaian ini dibantu dengan cara membandingkan larutan McFarland dengan

suspensi bakteri terhadap latar belakang kertas putih dengan kontras garis hitam.

4.8.2 Pembuatan air berozone

Aquabides 100 ml diletakkan dalam gelas Erlenmeyer kemudian
diberikan gas ozone selama 15 menit. Konsentrasi yang didapatkan adalah 24 ppm
berdasarkan pengujian yang dilakukan di Laboratorium Kimia Afiliasi FMIPA Ul

Depok dengan metode titrasi.

4.8.3 Pengujian
Disiapkan tabung reaksi, selanjutnya diisi dengan 1 ml larutan bahan irigasi

yang diujikan dan 1 ml larutan BHI dengan atau tanpa bakteri E. faecalis.

Kelompok I  (n=8) I ml Air berozone + 1ml BHIE. faecalis
Kelompok 2 (n=8) I ml NaOCl15,25% + 1ml BHIE. faecalis
Kelompok 3 (n=8) I ml NaOCl 2,5% + 1ml BHIE. faecalis
Kelompok 4  (n=8) Iml CHX 1% + 1ml BHIE. faecalis
Kelompok 5  (n=8) I ml CHX0,2% + 1ml BHIE. faecalis
Kelompok 6  (n=8) 2ml BHIE. faecalis (sebagai kontrol)
Kelompok 7 (n=8) I ml Air berozone + 1ml BHI
Kelompok 8  (n=8) I ml NaOCl5,25% + 1ml BHI
Kelompok 9  (n=8) I ml NaOCl 2,5% + 1ml BHI
Kelompok 10 (n=8) Iml CHX 1% + 1ml BHI
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Kelompok 11  (n=8) . 1ml CHX0,2% + 1ml BHI

Kelompok 12 (n=8) : 2ml BHI (sebagai kontrol)
CHX : klorheksidin

4.8.4 Pengamatan dan Pengukuran
Setelah 24 jam tabung reaksi dikeluarkan dari inkubator kemudian dari setiap
tabung reaksi diambil 200 pl kemudian dimasukkan dalam microplate. Dilakukan

hitung OD dengan alat Elisa reader dengan panjang gelombang 490 nm.

4.9 Analisa data

Data yang diperoleh dianalisa secara statistik dengan cara seperti berikut:
pertumbuhan E. faecalis dalam bentuk Optical Density diuji normalitas data
memakai uji Shapiro Wilk. Homogenitas data dianalisis berdasarkan data setelah
perlakuan dengan menggunakan uji analisis varians satu arah. Bila terdapat
perbedaan bermakna, diteruskan dengan uji perbandingan multipel dengan prosedur

Tukey Honestly Significant Difference (HSD).
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Bakteri E. faecalis

ATCC 29212
1 J

!

Dibiakkan pa
agar garah

media kultur

~

Kuman diencerkan sesuai
dengan standar Mc Farland
0,5

Kuman dimasukkan dalam
BHI, kemudian dicampur
bahan yang diuji

NaOCl
5,25%,
2,5%

Klorhek-
sidin
1%,

0,2%

——

Air
berozone

v

[ Inkubasi 24 jam, 37°C ]

v

Hitung OD dengan Elisa reader

Gambar 4.1 Skema alur penelitian
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BAB S
HASIL PENELITIAN

Pada penelitian ini bakteri E. faecalis dipaparkan bahan antimikroba air
berozone 24 ppm, NaOCIl 5,25%, NaOCl 2,5%, klorheksidin 1% dan klorheksidin
0,2%. Kemudian diinkubasi dalam media BHI selama 24 jam dengan temperatur
37°C. Penilaian efektivitas bahan antimikroba diujikan pada media cair BHI broth
dengan mengukur Optical Density (OD). Gambaran BHI keruh menunjukkan
adanya pertumbuhan bakteri pada media tersebut, hal ini terlihat dengan nilai OD
yang tinggi. Makin tinggi nilai OD maka efektivitas antimikroba semakin

berkurang.

Tabel 5.1 Nilai rerata pertumbuhan bakteripada BHI (OD) setelah diberi bahan antimikroba

BHI+bakteri E. faecalis 99% CI
Bahanirigasi n Rerata SD Lower bound Upper bound
Air Ozone 8 112,38 .10 0.005829  105,16.10%  119,59.103
NaOCl 5,25% 8 5,00 .10 0.002726 1,63.10° 8,37.103
NaOCl 2,5% 8 17,75 .10° 0.004268 12,47 .10 23,03 .10
CHX 1% 8 60,63 .10 0.005263 54,11 .103 67,14 .10
CHX 0,2% 8 110,13 .10° 0.021013 84,13.10°  136,12.107
BHI 8 259,63 .10° 0.009546  247,81.10°% 271,44 .103

CHX : klorheksidin

Pada Tabel 5.1 di atas terlihat bahwa nilai OD kelompok NaOCI 5,25%
adalah yang paling rendah (5,00 x10-) sedangkan nilai yang paling tinggi terlihat
pada kelompok BHI yang dikultur dengan E. faecalis (259,63 x107?). Nilai OD
kelompok air berozone (112,38 x107%) paling tinggi di antara bahan antimikroba
yang diuji, akan tetapi sama dengan oleh klorheksidin 0,2% (110,13 x10-). Hal ini
berarti kemampuan antimikroba air berozone dalam menghambat pertumbuhan
bakteri E. faecalis sama dengan klorheksidin 0,2%. Namun bila dibandingkan
dengan bahan antimikroba lainnya efektivitas antimikroba air berozone paling
kecil.

Selanjutnya data tersebut diuji secara statistik untuk mengetahui apakah

terdapat perbedaan bermakna nilai OD di antara kelompok perlakuan tersebut.
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Pada uji kemaknaan one way ANOVA didapat nilai p = 0.000. Dengan demikian
dapat disimpulkan bahwa secara keseluruhan terdapat perbedaan yang bermakna
pertumbuhan E. faecalis di antara keenam kelompok tersebut karena nilai p lebih
kecil dari 0,01. Untuk mengetahui kelompok mana yang mempunyai perbedaan,

dilakukan analisis post hoc.

Tabel5.2 Nilai kemaknaan pertumbuhan bakteri E. faecalis dalam kelompok perlakuan

Kelompok NaOCl NaOCl CHX 1% CHX 0,2% BHI
5,25% 2,5%

Air berozone 0,000* 0,000* 0,000* 1,000 0,000*

NaOCL 5,25% 0,069 0,000* 0,000* 0,000*

NaOCl 2,5% 0,000* 0,000* 0,000*

CHX 1% 0,000* 0,000*

CHX 0,2% 0,000*

Ket.*batas kemaknaan p< 0,0 menggunakan uji analisis Tukey HSD
CHX : klorheksidin

Pada Tabel 5.2 terlihat perbedaan bermakna antara nilai OD pertumbuhan
bakteri E. faecalis kelompok air berozone dengan hampir semua kelompok bahan
antimikroba kecuali kelompok klorheksidin 0,2%. Hal ini berarti kemampuan
antimikroba air berozone dalam menghambat pertumbuhan bakteri sama dengan
klorheksidin 0,2%. Namun bila dibandingkan dengan bahan antimikroba lainnya
efektivitas antimikroba air berozone paling kecil. Nilai OD pertumbuhan E.
faecalis antara kelompok NaOCl 5,25% dengan kelompok NaOCI 2,5% tidak
berbeda bermakna dengan nilai p= 0,069, artinya kemampuan antimikroba NaOCl
5,25% dalam menghambat pertumbuhan bakteri sama dengan NaOCl 2,5%.

Terdapat perbedaan bermakna nilai OD pertumbuhan E. faecalis antara
kelompok NaOCl 2,5% dan kelompok klorheksidin 1% (nilai p= 0,000) dan
dengan kelompok klorheksidin 0,2% (nilai p= 0,000). Hal ini berarti kemampuan
antimikroba NaOCl 2,5% lebih baik daripada klorheksidin 1% maupun 0,2%.
Terdapat perbedaan bermakna nilai OD pertumbuhan E. faecalis antara kelompok
klorheksidin 1% dan kelompok klorheksidin 0,2% dengan nilai p= 0,000. Hal ini
menunjukkan kemampuan antimikroba klorheksidin 1% lebih baik daripada
klorheksidin 0,2%. Jadi bila diurutkan maka kemampuan antimikroba NaOCl
5,25% sama dengan NaOCl 2,5%. Diikuti klorheksidin 1%, kemudian air berozone
24 ppm dan klorheksidin 0,2%.
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Gambar 5.1 Perbandingan rata-rata nilai OD antara bahan antimikroba tanpa bakteri dengan yang diberi E. faecalis pada

masing-masing kelompok perlakuan bahan antimikroba

Pada gambar 5.1 terlihat ada perbedaan bermakna nilai OD antara kelompok

air berozone yang diberi bakteri dan yang tanpa bakteri. Perbedaan bermakna juga
terdapat pada kelompok NaOCl 2,5%, kelompok klorheksidin 0,2% dan kelompok
BHI. Namun pada kelompok NaOCI 5,25% dan kelompok klorheksidin 1% tidak

terdapat perbedaan pertumbuhan antara kelompok bahan antimikroba yang diberi

bakteri dan yang tanpa bakteri.
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BAB 6
PEMBAHASAN

Pada penelitian ini digunakan bakteri Enterococcus faecalis untuk uji
kepekaan kuman terhadap beberapa bahan irigasi. Bakteri ini dipilih karena paling
resisten dan sulit untuk dihilangkan serta banyak ditemukan pada kasus-kasus
perawatan ulang dengan persentase yang tinggi. Selain itu E. faecalis mempunyai
karakteristik yang tahan terhadap suasana dengan pH tinggi, mampu bertahan pada
lingkungan dengan sedikit makanan, tidak bergantung kepada bakteri lain dan dapat
tumbuh dan hidup sebagai monokultur dibawah kondisi nutrisi yang sedikit.

Bakteri E. faecalis yang digunakan pada penelitian ini strain murni E.
faecalis ATCC 29212, yang berasal dari bagian Mikrobiologi FKUI dengan tahap
passage pertama. Passage adalah proses subkultur sel yang melibatkan pemindahan
sejumlah bakteri ke medium pertumbuhan baru. Hal ini dilakukan untuk
menghindari densitas sel yang makin tinggi dalam medium. Passage maksimal
adalah passage ke empat karena semakin sering dilakukan proses passage maka
dapat menyebabkan perubahan fenotip dan genotip bakteri atau bahkan
menyebabkan mutasi bakteri.>!

Koleksi bakteri pada ATCC (American Type Culture Collection) tersedia
secara komersial 69 jenis biakan murni (isolate) bakteri E. faecalis. Setiap jenis
mempunyai nomor dan deskripsi ATCC yang berbeda. Level keamanan berkisar
antara 1 sampai 2 dan kondisi pertumbuhan berbeda antara tiap subtipe.?®

Pada penelitian ini, untuk menilai efektivitas bahan antimikroba dilakukan
uji pada media cair BHI broth dengan mengukur Optical Density. Tujuannya adalah
untuk menguji sensitivitas bakteri. Penelitian-penelitian sebelumnya menggunakan
gigi sebagai tempat kultur bakteri. Namun variasi anatomi saluran akar dapat
menyebabkan perbedaan respons pertumbuhan bakteri pada setiap gigi selama
periode inkubasi dan menyebabkan perbedaan paparan terhadap bahan antimikroba.

Faktor-faktor ini dapat menyebabkan bias. Untuk menghindari bias dibutuhkan
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sampel yang lebih banyak, prosedur menjadi lebih rumit dan lebih lama karena
harus mengumpulkan, menyeleksi dan mempreparasi saluran akar. ¢

Setelah pemaparan bakteri terhadap bahan antimikroba, dilakukan
pengukuran jumlah bakteri. Ada beberapa cara pengukuran jumlah bakteri, ada yang
mengukur jumlah bakteri secara langsung dan secara tidak langsung. Penghitungan
secara langsung yaitu plate count. Namun metode ini lebih sulit dan membutuhkan
prosedur kerja lebih panjang serta rumit. Setiap sampel harus dilakukan kira-kira 8-
10 kali pengenceran. Dari setiap hasil pengenceran diambil beberapa ml untuk di
tumbuhkan pada agar plate. Setelah inkubasi 24 jam, jumlah bakteri dari setiap
plate dihitung. Jumlah bakteri yang dapat diterima jika jumlahnya 300 — 30 koloni.
Bila dalam satu plate terdapat lebih dari 300 koloni, maka akan sulit untuk dihitung
sedangkan bila kurang dari 30 koloni maka penghitungan dianggap kurang akurat.

Metode penghitungan jumlah bakteri pada penelitian ini adalah secara tidak
langsung yang dihitung oleh Elisa reader dan hasilnya berupa Optical Density
(OD). Prinsip dasar metode ini yaitu bahwa partikel kecil seperti bakteri
memantulkan sinar yang melewati suspensi bakteri tersebut. Jumlah sinar yang
dipantulkan berbanding lurus dengan jumlah bakteri yang ada. Dan karena bentuk
sel relatif sama, maka jumlah sel dapat diukur secara tidak langsung dari jumlah
sinar yang mencapai alat deteksi setelah melewati suspensi larutan. Jadi semakin
banyak pertumbuhan bakteri maka larutan suspensi bakteri akan makin keruh, nilai
Optical density (OD) akan semakin tinggi. Cara ini lebih mudah dan sederhana
namun metode ini tidak dapat membedakan bakteri yang hidup maupun yang mati.
Nilai OD yang ada merupakan jumlah total dari bakteri yang hidup dan yang mati.

Media yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah BHI yang
mengandung bahan organik seperti Calf brain infusion solid, beef heart infusion
solid, protease pepton, glukosa, dan bahan inorganik seperti natrium klorida dan
dinatrium fosfat. Menurut penelitian yang dilakukan Restaino (1995), sensitivitas
mikroorganisme terhadap ozone sangat dipengaruhi oleh bahan organik.? Menurut
Hems dkk (2005) adanya bahan organik dalam medium untuk kultur E. faecalis
dapat memproteksi bakteri dengan menyediakan target untuk ozone, sehingga
melindungi bakteri dari ozone. Akibatnya daya antimikroba air berozone menjadi

lebih kecil.!®
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Hasil penelitian ini, yang dapat dilihat pada Tabel 5.1 menunjukkan bahwa
air berozone mempunyai daya antimikroba terhadap pertumbuhan E. faecalis.
Namun daya antimikroba air berozone lebih kecil dari daya antimikroba NaOCL
5,25%, NaOCl 2,5% dan klorheksidin 1%. Hasil yang sama diperlihatkan oleh
Cardoso dkk (2008) yang menyatakan bahwa air berozone konsentrasi 24 mg/l yang
digunakan sebagai bahan irigasi saluran akar dapat menurunkan jumlah E. faecalis
secara bermakna.? Nagayoshi dkk juga (2004) menunjukkan air berozone
menyebabkan pengurangan jumlah bakteri E. faecalis namun tidak menyebabkan
eliminasi total seperti yang diperlihatkan NaOClI 2,5%.!!

Hasil yang berbeda ditunjukkan oleh penelitian Huth dkk (2009) yang
menyatakan bahwa air berozone dengan konsentrasi lebih kecil yaitu 5 ppm dapat
menghilangkan E. faecalis secara total. Metode yang digunakan adalah bakteri
dilarutkan dalam larutan salin kemudian dipaparkan dengan air berozone, setelah
itu dikultur 24 jam pada agar plate untuk dihitung jumlah bakteri (CFU).!? Tidak
ada bahan organik yang mempengaruhi air berozone secara langsung sehingga
didapatkan hasil eliminasi total bakteri E. faecalis. Metode dan media pertumbuhan
bakteri yang berbeda, mungkin menyebabkan hasil penelitian ini berbeda dengan
penelitian sebelumnya.

Kelemahan air berozone adalah daya antimikroba air berozone bergantung
pada konsentrasi. Semakin tinggi konsentrasi semakin besar kemampuan
menghilangkan bakteri.Ozone tidak stabil dalam cairan, karena itu keefektifannya
sebagai desinfektan bergantung pada kecepatannya terdekomposisi melalui reaksi
berantai yang kompleks. Semakin cepat terdekomposisi semakin cepat
konsentrasinya berkurang. Kecepatan terdekomposisi tergantung pada kualitas air,
temperatur dan tempat penyimpanan. Hal ini yang mungkin menyebabkan daya
antimikrobanya rendah.!!->

Pada Tabel 5.2 nilai OD NaOCl 5,25% tidak berbeda bermakna dengan
NaOCl 2,5%, artinya daya antimikroba kedua konsentrasi tersebut sama daya
antimikrobanya dalam menghilangkan bakteri E. faecalis. Berbeda dengan
penelitian Berber dkk (2006) yang menyatakan tidak ditemukan perbedaan antar
konsentrasi 5,25% dengan 2,5% dalam membersihkan saluran akar, tapi hanya

konsentrasi NaOCl tinggi (5,25%) yang dapat mendesinfeksi tubulus dentin yang
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tidak terpreparasi oleh alat preparasi saluran akar.>’ Namun penggunaan konsentrasi
5,25% berarti sitotoksisitasnya juga lebih besar, maka berdasarkan penelitian ini
disarankan penggunaan konsentrasi 2,5% sehingga sifat toksik terhdap jaringan
lebih kecil namun tetap efektif dalam menghilangkan bakteri.

Daya antimikroba NaOCl 5,25% dan 2,5% pada penelitian ini lebih besar
daripada klorheksidin 1%. Hasil ini berbeda dengan Vianna dkk (2005) yang
menunjukkan klorheksidin 2% dan 1% sama efektifnya dengan NaOCI 5,25%
terhadap E. faecalis.® Menurut Estrela dkk (2003) hasil yang berbeda dihasilkan
bila menggunakan metode yang berbeda. Penelitiannya membandingkan NaOCl
2% dengan klorheksidin 2% dengan 2 metode yaitu metode direct exposure test dan
agar diffusion (menghitung zona hambat). Jika menggunakan metode direct
exposure test NaOCl 2% memperlihatkan hasil yang lebih baik daripada
klorheksidin 2%, sedangkan bila menggunakan menggunakan metode menghitung
zona hambat maka klorheksidin 2% lebih baik daripada NaOCl 2%. Hal ini terjadi
karena pada metode zona hambat NaOCI 2% sulit larut dan berdifusi ke dalam
medium agar yang padat. Sedangkan pada direct exposure test, NaOCl yang
memiliki sifat antimikroba dan melarutkan bahan organik dapat berkontak langsung
dengan bakteri dan media BHL.>* Pada penelitian ini media BHI yang dipaparkan
NaOCI menyebabkan larutan menjadi jernih karena larutnya komponen organik
media BHI sehingga nilai OD kelompok NaOCI menjadi rendah.

Daya antimikroba klorheksidin 1% terhadap pertumbuhan E. faecalis lebih
besar daripada klorheksidin 0,2%. Hal ini karena klorheksidin bersifat bakterisid
pada konsentrasi tinggi 2% dan bersifat bakteriostatik pada konsentrasi rendah
0,2%.

Dengan demikian hipotesa pertama terbukti bahwa air berozone
mempunyai daya antimikroba terhadap pertumbuhan bakteri E. faecalis. Sedangkan
hipotesa yang kedua tidak terbukti karena daya antimikroba NaOCl 5,25%, NaOCl
2,5% dan klorheksidin 1% lebih besar daripada daya antimikroba air berozone.
Namun daya antimikroba air berozone sama dengan daya antimikroba klorheksidin
0,2% dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. faecalis.

Kelemahan penelitian ini adalah cara penghitungan bakteri adalah secara

tidak langsung sehingga bila sifat bahan antimikroba mempengaruhi nilai OD
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menjadi lebih kecil maka yang terlihat adalah hasil daya antimikroba bahan tersebut
lebih baik. Bila penghitungan bakteri dilakukan secara langsung yaitu menghitung
bakteri yang hidup, maka akan diketahui pasti daya antimikroba suatu bahan karena
memang kemampuannya menghilangkan bakteri. Kelemahan lain adalah media
BHI yang digunakan merupakan bahan organik sehingga dapat mempengaruhi daya

kerja air berozone.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Air berozone 24ppm mempunyai daya antimikroba terhadap pertumbuhan £.
faecalis

2. Daya antimikroba air berozone lebih kecil dari daya antimikroba NaOCL
5,25%, NaOCl 2,5% dan klorheksidin 1% dalam menghambat pertumbuhan
bakteri E. faecalis.

3. Daya antimikroba air berozone sama dengan daya antimikroba klorheksidin

0,2% dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. faecalis.

Saran

1. Perlu penelitian lebih lanjut menggunakan metode plate count untuk
menghitung jumlah bakteri

2. Perlu penelitian lebih lanjut menggunakan alat generator ozone yang
kemampuan menghasilkan gas ozone lebih besar agar konsentrasi yang

dihasilkan dapat lebih besar dan lebih stabil.
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