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Abstrak

S.mutans dapat menginvasi pembuluh darah dan memicu respons monosit dengan cara adhesi. Pasta gigi dengan
ekstrak biji kopirobusta (Coffea canephora) yang mengandung zat aktif yang diduga memiliki kemampuan untuk memodulasi
adhesi. Tujuan penelirian ini adalah untuk menguji kemampuan pasta gigi dengan ekstrak biji kopi robusta pada konsentrasi
0.78%; 1,56%; 3.12%; dan 6,25% pasta gigi dengan ekstrak biji kopi robusta dalam memodulasi adhesi S.mutans pada monosit.
Jenis penelitian ini adalah percobaan laboratorium in vitro post-test only control group design. Sampel dibagi menjadi 2
kelompok: Kelompok kontrol (pasta plasebo) dan kelompok yang diberi perlakuan (pasta gigi yang mengandung 0,78%;
1,56%; 3,12%; dan 6,25% ekstrak biji kopi robusta). Pasta plasebo dan pasta gigi dengan ekstrak biji kopi robusta diencerkan
menggunakan RPMI (1:10) sebelum dioleskan ke setfiap sampel. Isolat monosit diinkubasi dengan pasta plasebo dan pasta
gigi dengan ekstrak biji kopi robusta selama 2,5 jam, kemudian - terpapar S. mutans selama 4 jam. Indeks adhesi - ditentukan
dengan menghitung jumlah rata-rata S. mutans yang melekat pada 100 monosit. Isolat monosit diinkubasi dengan pasta gigi
dengan ekstrak biji kopi robusta selama 2,5 jam, kemudian dilanjutkan dengan paparan S.mutans selama 4 jam. Indeks adhesi
dapat ditentukan dengan menghitung jumlah rata-rata S. mutans yang melekat pada 100 monosit Hasil P<0,05 menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan. Indeks adhesi tertinggi ditemukan pada konsentrasi 0,78%
dengan 5,55% dan terendah pada konsentrasi 6,25% menunjukkan 1,37% Kesimpulan penelitian ini berdasarkan pasta gigi
dengan konsentrasi ekstrak biji kopi robusta sebesar 0,78%; 1,56%; 3,12%; dan 6,25% mampu memodulasi dengan menghambat
adhesi S. mutans terhadap monosit dengan konsentrasi paling efektif adalah 6,25%.
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Abstract

S. mutans can invade blood vessels which will frigger a monocyte response with adhesion. Excessive adhesion of S.
mutans to monocytes can cause prolonged inflammation and fissue damage so adhesion must be modulated. - The purpose
of this study was to examine the ability of toothpaste with robusta coffee bean extract concentrations of 0.78%; 1.56%; 3.12%;
and 6.25% in modulating - the adhesion of S. mutans to monocytes. This - is an in vitro laboratory experiment using the post-test
only control group design. The sample was divided into 2 groups: Control group (placebo paste) and the freated group
(toothpaste containing 0.78%; 1.56%; 3.12%; and 6.25% of robusta coffee bean exfract). Placebo paste and toothpaste with
robusta coffee bean exfract were diluted using RPMI (1:10) before being applied to each sample. Monocyte isolate was
incubated with placebo paste and toothpaste with robusta coffee bean extract for 2.5 hours, then - exposured to S. mutans
for 4 hours. The adhesion index -was determined by calculating the average number of S. mutans attached to 100 monocytes.
The results P<0,05 showed that there were significant differences between the treatment groups. The highest adhesion index
was found at a concentration of 0.78% with 5,55% and the lowest at a concentration of 6.25% showed 1,37%. The conclusion
of this study based on is that toothpaste with robusta coffee bean extract concentrations of 0.78%; 1.56%; 3.12%; and 6.25%
were able to modulate by inhibiting the adhesion of S. mutans to monocytes with the most effective concentration is 6.25%.
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Streptococcus mutans yang memiliki kemampuan  monosit  agar tetap  dapat

kemampuan untuk melekat di permukaan gigi,
memproduksi asam dan glukan, serfa membentuk
biofilm pada plak gigi.! Adanya karies mampu
meningkatkan kemampuan retensi plak pada
permukaan gigi yang dapat menyebabkan
terjadinya inflamasi di jaringan pulpa.2  Proses
inflamasi menyebabkan terjadinya pelepasan
mediator  kimia  seperti  histamin,  sitokin,
prostaglandin, dan leukotrin yang berperan dalam
rekruitmen sel imun untuk memerankan proses
fagositosis.> Monosit  memiliki  kapasitas  dalam
fagositosis sebanyak 5-10 bakteri sebelum lisis.#
Selama proses fagositosis, monosit dan
makrofag akan memproduksi ROS dimana ketika
ROS diproduksi dalam jumlah berlebih atau ROS
burst dapat menyebabkan kematian monosit
karena kerusakan DNA, penurunan kemampuan
monosit untuk berdiferensiasi menjadi makrofag,
dan kerusakan jaringan.5¢  Unfuk  menjaga

melakukan fungsinya secara optimal, maka perlu
dilakukan adanya modulasi. Modulasi  sendliri
merupakan upaya untuk mengatur, merubah,
dan memengaruhi suatu sistem untuk mengontrol
dan menyesuaikan respons dalam suatu proses
atau sistem secara lebih efektif. 7

Beberapa bahan herbal memiliki
kemampuan sebagai imunomodulator  yang
bertujuan untuk memodulasi sistem imun tubuh
agar tetap dapat bekerja secara efekiif salah
satunya adalah kopi robusta. Kopi robusta dinilai
lebih  baik daripada kopi arabika karena
mengandung asam klorogenat dan flavonoid
lebih tinggi yang berperan sebagai antiinflamasi.
Bagian dari  kopi robusta yang banyak
dimanfaatkan adalah bagian biji dan daunnya
namun, terdapat perbedaan komposisi dimana
biji kopi robusta mengandung flavonoid dan asam
klorogenat yang lebih finggi dibandingkan
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daunnya.8-10 Flavonoid diduga mampu
menghambat adhesi  bakteri karena dapat
menyebabkan perubahan struktur tersier protein
pada permukaan bakteri sehingga
mengakibatkan penurunan hidrofobisitas sel dan -
mengganggu proses adhesi bakteri'!. Selain itu,
asam klorogenat diduga mampu menghambat
adhesi bakteri dengan cara dengan merusak
struktur dinding dari bakteri sehingga tidak dapat
beradhesi. 1314

Berdasarkan penelitian  yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa pasta gigi dengan
kandungan ekstrak biji kopi robusta mampu
mengurangi  inflamasi  dan menghambat
terbentuknya plak.'s Pada penelitian sebelumnya
yang dengan menggunakan pasta gigi dengan
ekstrak biji robusta konsentrasi 0,78%; 1,56%; 3,12%;
dan 6,25% menunjukkan hasil yang tergolong fidak
toksik karena memiliki rata-rata viabilitas sel >90%.1¢
Akan tetapi, belum ada penelitian mengenai
potensi pasta gigi dengan kandungan ekstrak biji
kopi robusta (Coffea canephora) pada
konsentrasi 0,78%; 1,56%; 3,12%; dan 6,25% dalam
menghambat adhesi S. mutans terhadap monosit.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini berjenis laboratoris in vitro
dengan rancangan penelitian post test only group
control - dengan sel monosit- diambil dari subjek
penelitian dengan kriterial berjenin kelamin laki-
laki, tidak merokok, tidak memiliki riwayat penyakit
sistemik dan darah, dan bersedia mengisi informed
consent sebagai subjek penelitian.

Bahan utama yang diperlukan dalam
penelitian ini, yaitu biji kopi robusta (green beans)
didapat dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao
(PUSLITKAKAO) Jember. Tahap pembuatan
diawali dengan menghaluskan biji kopi robusta
hingga halus, kemudian di ayak, dan di timbang
sebanyak 400 gram. Setfelah itu, dilakukan
maserasi dengan menggunakan pelarut etanol
96% dengan perbandingan 1:2 selama 72 jom
dengan menggunakan water shaker bath
incubator. Setelah itu, dilakukan penguapan
menggunakan rotary evaporator untuk
emndapatkan ekstrak murni dengan konsentrasi
100%. Untuk pembuatan pasta, ekstrak murni
tersebut dicampur dengan pasta plasebo. Pasta
plasebo yang digunakan mengandung bahan
magnesium karbonat, kalsium karbonat,
gliserin,propilen glikol, trietanolamin (TEA), akuades
steri, dan oleum methae piperithae. Proporsi
perbandingan antara eskirak murni dan pasta
plasebo. kemudian dicampur hingga
mendapatkan pasta gigi dengan ekstrak biji kopi
robusta konsentrasi 0,78%;1,56%;3.12; dan 6,25%.

Pembuatan suspensi S.mutans dilakukan
dengan cara menambahkan 10 cc aquades
pada BHI-B di tabung erlemenyer kemudian di

sterilkan dan di tambahkan Vitamin K1 Hemin dan
Ekstrak yeast. Selanjutkan sterilisasi  dengan
inkubator pada suhu 37°C  selama  24jam.
Pembuatan suspensi dapat dilakukan dengan
cara mencampurkan 2 ml media dengan 1 ose
S.mutans hingga mencapai konsenfrasi 0,5 Mc
Farland.

Isolasi  monosit  dilakukan  dengan
pengambilan darah dari  subjek penelitian
sebanyak 6éml, diberi heparin sebagai anti
koagulan, dan ditambahkan RPMI dengan
perbandingan 1:1. Selanjutnya, sampel darah di
masukkan ke tabung falcon dan ditambahkan
Lymphoprep1077 dan di sentrifugasi. Setelah di
senfrifugasi, maka akan didapatkan 4 lapisan
yaitu, plasma darah, mononuclear, Lymphoprep
1077, dan Polymorphonuclear RBCs. Selanjutnya,
silakukan pengambilan pada lapisan
mononuclear dan di pindahkan ke tabung lain
serta dilakukan penambahan HBSS dengan
perbandingan 1:10 dan ditambahkan pen-strep
dan Fungizone untuk mencegah kontaminasi.

Tahap uji adhesi dilakukan dengan
mengambil 100 pl suspensi monosit dan diletakkan
pada coverslip dan diinkubasi selama 20 menit
pada suhu 37°C menggunakan shaker incubator.
Selanjutnya,  dilakukan  resuspensi  monosit
menggunakan 1000 pl RPMI dan diinkubasi
kembali pada suhu 37°C selama 30 menit. Setelah
dipastikan fidak ada kontaminasi, pada kelompok
konfrol dapat ditambahkan pasta plasebo,
sedangkan pada kelompok perlakuan
ditambahkan pasta gigi ekstrak biji kopi robusta
konsentrasi 0,78%;1,56%:;3,12; dan 6,25% sebanyak
100 pl dan diinkubasi selama 2,5 jam untuk melihat
penyerapan ekstrak  pada monosit.  Tahap
selanjutnya, media inkubasi dibuang dan diganti
dengan RPMI sebanyak 1000 ul. Berikutnya, pada
fiap  well  ditambahkan suspensi  S.mutans
sebanyak 0,5 McF, dan diinkubasi selama 4 jom,
pada suhu 37°C, dan 5% CO,. Selanjutnya dapat
dilakukan pencucian menggunakan HBSS dan
dilakukan fiksasi dengan methanol absolut selama
3 menit. Setelah itu, dapat dilakukan pengecatan
giemsa pada masing-masing sampel selama 5-7
menit, kemudian bilas dengan air mengalir dan
dikeringkan. Perhitungan indeks adhesi dilakukan
dengan cara melihat berapa berapa banyak
S.mutans yang melekat pada fiap 100 monosit
dibagi dengan jumlah monosit yang diamati, yaitu
100 monosit dan dikalikan 100%. Perhitungan
indeks adhesi dilokukan pada tiap kelompok
penelitian dan kemudian dihitung rata-ratanya.

Berdasarkan penelition  yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa indeks adhesi rata-
rata dari S, mutans terhadap- monosit paling
rendah yang berarti  kemampuan dalam
memoduasi adhesi S.mutans pada moosit paling
besar terdapat pada kelompok ekstrak konsentrasi
6,25% dibandingkan dengan kelompok lain dan
kontrol yang dapat dilihat. pada Gambar 1.
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Gambar 1.Diagram rata-rata indeks adhesi S.
mutans pada monosit

Berdasarkan hasil analisis yang dilakukan
dari hasil penelitian, pada tahap uji normalitas
dengan uji Shapiro-wilk didapatkan nilai signifikansi
p>0,05 yang menunjukkan bahwa  data
berdistribusi secara normal, dilakukan levene test
untuk mengetahui homogenitas yang
menunjukkan nilai 0,47 atau p>0,05 yang berarti
signifikan  atau  dafta  bersifat  homogen.
Berdasarkan analisis data yang telah dilakukan,
didapatkan hasil bahwa data tersebut berdistribusi
secara normal dan homogen, sehingga dapat
dilakukan  uji parametrk  one-way anova
didapatkan nilai 0,00 atau p<0,05 yang berarti
terdapat perbedaan yang signifikan dari seluruh
Kelompok percobaan penelitian untuk
mengetahui kemampuan memodulasi adhesi S.
mutans ferhadap monosit. Tahap selanjutnya,
dilakukan uji post hoc LSD yang bertujuan untuk
mengetahui kelompok sampel yang menunjukkan
perbedaan. Uji post hoc LSD menunjukkan nilai
p<0,05 yang berarti seluruh kelompok penelitian
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan
dapat dilihat pada Tabel 1. Gambaran mikroskopis
adhesi S.mutans pada monosit dapat dilihat pada
Gambar 3.

Tabel 1. Hasil uji post hoc LSD

Kelompok K P1 P2 P3 P4
K - 0,000 0,000* 0,000* 0,000*

P1 - 0,000*  0,000*  0,000*
P2 - 0,000*  0,000*
P3 - 0,000*
P4 -

Keterangan:

(*) = Signifikan

adhesi  S.

Gambar 3. Gambaran mikroskopis
mutans pada monosit yang
ditunjukkan dengan tanda panah
ditandai dengan gambran S. mutans
yang melekat terlihat seperti bitnik-
bintik  kecil (perbesaran  1000x,
pewarnaan giemsa)

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil  penelition  dan  uji
stafistik Post-hoc LSD yang telah dilakukan
menunjukkan  bahwa pasta  gigi  dengan
kandungan ekstrak biji kopi robusta pada
konsentrasi 6,25%; 3,12%; 1,56%; dan 0,78% memiliki
kemampuan untuk memodulasi adhesi S. mutans
terhnadap monosit yang dibuktikan dengan
adanya penurunan perlekatan dari  S.mutans
pada  monosit  pada  konsentrasi  6,25%
menunjukkan indeks adhesi sebanyak 1,37%,
konsentrasi 3,12% menunjukka indeks adhesi 3,29%,
konsentrasi  1,56% menunjukkan indeks adhesi
4,05%, dan konsentrasi 0,78% menunjukkan indeks
adhesi  sebesar 5,55%. Sedangkan, pada
kelompok kontrol yang berupa pasta plasebo
fidak  menunjukkan  adanya = kemampuan
memodulasi dengan cara menghambat adhesi
antara S.mutans terhadap monosit.
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Pasta gigi dengan ekstrak biji kopi robusta pada
konsentrasi 6,25% memiliki indeks adhesi S.mutans
paling kecil yaitu berada pada angka 1,37% yang
dapat disebabkan karena kematian S.mutans
oleh karena daya anfibakteri yang dimiliki oleh
kopi robusta sehingga menyebabkan semakin
sedikit jumlah bakteri yang dapat beradhesi
dengan monosit.

Kopi robusta mengandung berbagai
senyawa aktif seperti asam klorogenat, flavonoid,
dan tanin yang diduga mampu memodulasi
dengan cara menghambat adhesi §S. mutans.'2
Asam klorogenat diduga memiliki kemampuan
untuk merusak struktur dari membran sel bakteri
yang dapat menyebabkan kebocoran metabolit
infraseluler dan memicu inaktivasi sel. Kebocoran
metabolit intraseluler ini dapat menurunkan fungsi
adhesin yang dimiliki oleh bakteri sehingga dapat
menurunkan fungsi adhesi bakteri pada monosit.!”

Senyawa aktif lain yang terkandung
pada ekstrak biji kopi robusta adalah Flavonoid
yang merupakan senyawa fenol dengan
kemampuan unfuk merubah struktur  protein
bakteri yang akan menyebabkan perubahan
tingkat hidrofobik dengan cara menyisip pada sisi
hidrofobik dari protein, sehingga menurunkan
hidrofobisitas menurun dan akan menyebabkan
penggumpalan protein  yang terletak pada
permukaan  bakteri.  Penggumpalan  protein
tersebut juga dapat menimbulkan adanya
gangguan fungsi pada adhesin bakteri yang
dapat mengalami denaturani sehingga  fidak
dapat berikatan dengan reseptor yang dimiliki
oleh monosit . 1218

Senyawa fenol lain seperti tanin juga
terkandung di dalam biji kopi robusta, dimana
tanin memiliki potensi untuk menghambat adhesi
bakteri dengan cara berinteraksi  dengan
membran bakteri.’? Tanin berinteraksi dengan
membran bakteri S. mutans dengan cara
merubah tingkat fluiditas sel host ini dapat
berdampak pada kemampuan adhesi bakteri.
Semakin tinggi tingkat fluiditas dari membran
plasma akan menghambat adhesi bakteri. 20

Senyawa akfif lainnya pada biji kopi
robusta adalah trigonelin. Trigonelin sendiri diduga
memiliki  kemampuan  untuk  menghambat
adsorpsi S.mutans pada saliva yang berdampak
pada penurunan adhesi  S.mutans  pada
permukaan gigi dan pembentukan biofilm dan
menghambat sinfesis enzim dan protfein dari
bakteri yang dapat menyebabkan terhambatnya
pertumbuhan  dan  perlekatan  bakteri ke
permukaan sel host. 2!

Kafein merupakan senyawa fenolik yang
terkandung dalam biji kopi robusta. Kafein diduga
mampu menghambat adhesi atau perlekatan
dari S.mutans pada permukaan gigi  dan
menghambat pembentukan biofilm dengan cara
mengambat kinerja dari enzim
glucosyltransferases (GTFs) dalam mengkatalis
sukrosa dan membentuk glukan yang berperan
pada perlekatan S.mutans ke permukaan enamel.
Selain itu, GTF juga membentuk Extracellular
Polysaccharide (EPs) yang berperan dalam
stabilitas bakteri pada pembentukan biofilm.2223
Ketika ekspresi dari enzim GTFs dihambat, maka
akan berdampak pada pembentukan biofiim oleh

S.mutans dimana tujuan utama dari pembentukan
biofilm adalah untuk mempermudah interaksi
antara S.mutans dengan selimun.24Ketika ekspresi
dari GTFs dihambat, maka akan menyebabkan
ferjadinya penurunan adhesi antara S.mutans
pada monosit .

Berdasarkan penelitian  yang felah
dilakukan, Pada variabel kontrol, menunjukkan
hasil bahwa plasebo tidak mampu memodulasi
adhesi S.mutans terhadap monosit. Hal tersebut
terjadi karena plasebo merupakan pasta tanpa
kandungan senyawa aktif.2s Sedangkan, pada
kelompok perlakuan yang diberi pasta gigi ekstrak
biji kopi robusta yang memiliki kemampuan dalam
memodulasi adhesi bakteri paling besar terdapat
pada konsentrasi 0,78% menunjukkan  dengan
indeks adhesi 555% dan paling kecil pada
konsentrasi 6,25% dengan indeks adhesi 1,37%. Hal
tersebut, didukung oleh hasil penelition yang
menyatakan bahwa semakin  tinggi  tingkat
konsentrasi ekstrak, semakin tinggi pula senyawa
aktif yang terkandung di dalamnya.26
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