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ABSTRAK

Pendahuluan: Penyakit periodontal merupakan inflamasi kronis akibat biofilm bakteri. Salah satu bakterinya ialah Fusobacterium
nucleatum yang dikenal sebagai bridging organism. Bakteri ini berperan dalam pembentukan biofilm dan progresivitas penyakit dan
menunjukkan resistensi terhadap antibiotik. Tulang ikan patin (Pangasius djambal) mempunyai potensi sebagai antibakteri alami. Studi
ini bertujuan mengevaluasi aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan patin terhadap Fusobacterium nucleatum berdasarkan nilai
konsentrasi hambat minimum (KHM) dan konsentrasi bunuh minimum (KBM). Metode: Jenis metode studi kualitatif berupa true
experimental memakai uji mikrodilusi. Terdapat 3 kelompok perlakuan, yakni kelompok uji ekstrak tulang ikan patin dengan konsentrasi
2,5%, 5%, 10%, 20%, 40% serta kelompok kontrol positif meliputi CHX 0,2% serta kelompok kontrol negatif meliputi PBS. Hasil:
Ekstrak tulang ikan patin menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Fusobacterium nucleatum. Nilai KHM diperoleh pada konsentrasi
5%, yang ditandai dengan tidak adanya perubahan warna setelah penambahan MTT. Namun, nilai KBM tidak diperoleh pada seluruh
rentang konsentrasi yang diuji karena masih ditemukan pertumbuhan bakteri pada media lanjutan. Simpulan: Ekstrak tulang ikan
patin (Pangasius djambal) menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap pertumbuhan Fusobacterium nucleatum dengan KHM
sebesar 5%, sedangkan KBM tidak tercapai pada rentang konsentrasi yang diuji.
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Antibacterial activity of catfish bone extract (pangasius djambal) against the growth of
fusobacterium nucleatum: study experimental

ABSTRACT

Introduction: Periodontal disease is a chronic inflammatory condition caused by bacterial biofilm. One of the bacteria involved is
Fusobacterium nucleatum, which is recognized as a bridging organism. This bacterium plays a role in biofilm formation and disease
progression and has shown resistance to certain antibiotics. Catfish bone (Pangasius djambal) has potential as a natural antibacterial
agent. This study aimed to evaluate the antibacterial activity of catfish bone extract against Fusobacterium nucleatum based on
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values. Methods: This study was a true
experimental laboratory study using the microdilution method. The study consisted of three groups: the treatment group with catfish
bone extract at concentrations of 2.5%, 5%, 10%, 20%, and 40%, the positive control group using chlorhexidine (CHX) 0.2%, and the
negative control group using PBS. Results: Catfish bone extract demonstrated antibacterial activity against Fusobacterium nucleatum.
The MIC was 5%, as indicated by the absence of color change after MTT addition. However, no MBC was identified within the tested
concentration range, as bacterial growth was still observed on the subculture medium. Conclusions: Catfish bone extract (Pangasius
djambal) demonstrated inhibitory activity against the growth of Fusobacterium nucleatum, with a MIC of 5%, whereas no MBC was
Identified within the concentration range tested.
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PENDAHULUAN

Penyakit periodontal ialah inflamasi kronis pada jaringan penyangga gigi akibat
akumulasi biofilm bakteri yang tidak dibersihkan.! Kondisi ini dapat berkembang dari
gingivitis menjadi periodontitis apabila tidak ditangani dengan baik.? Prevalensi penyakit
periodontal di Indonesia tergolong tinggi, mencapai 35,1%,> Secara global, penyakit
periodontal merupakan salah satu masalah kesehatan mulut dengan beban penyakit yang
tinggi. Berdasarkan data Global Burden of Disease (GBD) 2021, penyakit periodontal
termasuk dalam kondisi kesehatan mulut dengan jumlah kasus yang sangat besar secara
global.* Analisis lebih lanjut terhadap data GBD 2021 menunjukkan bahwa jumlah kasus
penyakit periodontal pada populasi usia 15—69 tahun diperkirakan mencapai 951,3 juta kasus
pada tahun 2021.> Tingginya beban penyakit tersebut menunjukkan bahwa penyakit
periodontal masih menjadi salah satu masalah kesehatan masyarakat yang memerlukan
perhatian.

Penyakit periodontal tidak hanya menyebabkan kerusakan jaringan penyangga gigi dan
kehilangan gigi, tetapi juga berdampak terhadap kualitas hidup, fungsi pengunyahan,
kemampuan berbicara, serta kesehatan umum. Oleh karena itu, pencegahan dan
pengendalian penyakit periodontal menjadi salah satu prioritas dalam upaya peningkatan
kesehatan mulut masyarakat.® Dalam praktik klinis, terapi periodontal bertujuan
mengendalikan infeksi melalui eliminasi biofilm dan faktor penyebab penyakit untuk
menghentikan progresivitas kerusakan jaringan periodontal. Terapi non-bedah berupa
scaling and root planing merupakan terapi dasar yang direkomendasikan pada sebagian
besar kasus periodontitis.” Namun, pengendalian biofilm periodontal tetap menjadi
tantangan karena mikroorganisme dalam biofilm dapat menunjukkan toleransi yang lebih
tinggi terhadap agen antimikroba dan mekanisme pertahanan pejamu.

Bakteri patogen dalam plak, seperti Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Veillonella parvula, dan Fusobacterium nucleatum, berperan dalam terjadinya penyakit ini.!
Fusobacterium nucleatum merupakan bakteri gram-negatif anaerob yang berperan sebagai
penghubung (bridging organisme) dalam pembentukan biofilm.2 Peran tersebut
memungkinkan Fusobacterium nucleatum menghubungkan bakteri kolonisasi awal dan
kolonisasi lanjut sehingga mendukung pembentukan serta pematangan biofilm multispecies.
Kemampuan interaksi antarbakteri tersebut berkaitan dengan berbagai adhesin dan protein
permukaan, termasuk RadD dan sistem FAD-I, yang berperan dalam interaksi antarspesies
dan pembentukan biofilm. Mekanisme tersebut meningkatkan stabilitas dan kompleksitas
biofilm multispecies serta mempercepat kolonisasi bakteri patogen lain melalui interaksi antar
mikroorganisme dalam biofilm.® Selain itu, bakteri ini juga berkontribusi terhadap kerusakan
jaringan melalui induksi respon inflamasi,!° serta aktivasi jalur RANK—RANKL yang
mempercepat resorpsi tulang alveolar.!!

Selain berperan sebagai bridging organism, Fusobacterium nucleatum memiliki
kemampuan menginvasi sel epitel rongga mulut dan memodulasi respons imun inang
sehingga mampu meningkatkan virulensi biofilm multispecies. Karakteristik tersebut
menyebabkan bakteri ini tidak hanya berperan pada progresivitas periodontitis, tetapi juga
dikaitkan dengan berbagai penyakit sistemik. Karakteristik tersebut semakin memperkuat
peran Fusobacterium nucleatum dalam mempertahankan lingkungan biofilm dan proses
inflamasi periodontal. Interaksi Fusobacterium nucleatum dengan sel pejamu dan
mikroorganisme lain menunjukkan bahwa bakteri tersebut memiliki peran multifaktorial
dalam lingkungan biofilm dan inflamasi periodontal.!?

Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa keberadaan dan kelimpahan Fusobacterium
nucleatum berkaitan dengan kondisi periodontal dan komunitas mikroba pada periodontitis. 2
Dalam praktik klinis, terapi periodontal seperti scaling and root planing merupakan
pendekatan utama.'® Namun, keberhasilan pengendalian bakteri periodontal dapat
dipengaruhi oleh kemampuan mikroorganisme untuk bertahan dalam biofilm yang kompleks,
sehingga diperlukan pendekatan tambahan untuk mengendalikan aktivitas mikroorganisme
periodontal. Struktur biofilm dan keberadaan matriks ekstraseluler dapat memberikan
perlindungan terhadap mikroorganisme sehingga mengurangi efektivitas agen antimikroba
dalam mengeradikasi biofilm oral.!3
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Biofilm yang telah matang mampu meningkatkan toleransi bakteri terhadap agen
antimikroba karena matriks ekstraselulernya menghambat penetrasi antibakteri dan
melindungi bakteri dari mekanisme pertahanan imun inang. Oleh karena itu, pengembangan
bahan antibakteri alami yang mampu menghambat pembentukan biofilm maupun
pertumbuhan Fusobacterium nucleatum menjadi salah satu fokus penelitian dalam terapi
penyakit periodontal® Dalam konteks penelitian eksperimental, eksplorasi bahan alam lebih
tepat ditempatkan sebagai upaya mencari kandidat agen antibakteri baru yang potensial
untuk dikembangkan lebih lanjut, bukan sebagai pengganti terapi periodontal utama.

Salah satu bahan alam yang berpotensi dikembangkan sebagai kandidat antibakteri
adalah tulang ikan. Sebagai hasil samping industri perikanan, tulang ikan mengandung
komponen organik dan anorganik, terutama kolagen dan mineral hidroksiapatit, yang
memiliki potensi untuk dimanfaatkan sebagai bahan bernilai tambah.'®> Kolagen yang berasal
dari hasil samping ikan, termasuk tulang, memiliki karakteristik seperti biokompatibilitas dan
biodegradabilitas sehingga berpotensi dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi biomaterial dan
biomedis. !¢ Selain sebagai sumber biomaterial, hasil samping ikan juga berpotensi
dimanfaatkan sebagai sumber komponen bioaktif yang memiliki aktivitas biologis dan dapat
dikembangkan untuk berbagai aplikasi di bidang kesehatan.”

Salah satu sumber tulang ikan yang menarik untuk dieksplorasi adalah ikan patin
(Pangasius djambal). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak tulang Pangasius
sutchi memiliki aktivitas antibakteri terhadap Porphyromonas gingivalis, dengan nilai KHM
sebesar 20% dan KBM sebesar 40%.!® Temuan tersebut menunjukkan adanya potensi
aktivitas antibakteri dari ekstrak tulang ikan genus Pangasius terhadap bakteri periodontal.
Di sisi lain, aktivitas antibakteri terhadap Fusobacterium nucleatum juga telah dilaporkan
pada berbagai ekstrak alami dalam studi /n vitro, dengan nilai minimum inhibitory
concentration (MIC) yang bervariasi.'® Hal tersebut berbeda dengan, hasil penelitian
terhadap Pangasius sutchi dan Porphyromonas gingivalis tersebut belum dapat digunakan
untuk menentukan efektivitas ekstrak tulang Pangasius djambal terhadap Fusobacterium
nucleatum, karena perbedaan spesies ikan, karakteristik ekstrak, dan respons bakteri
terhadap agen antibakteri dapat memengaruhi aktivitas yang dihasilkan.

Dengan demikian, kajian mengenai aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan patin
(Pangasius djambal) terhadap Fusobacterium nucleatum masih diperlukan untuk melengkapi
bukti mengenai potensi hasil samping perikanan sebagai sumber bahan antibakteri. Berbeda
dengan penelitian sebelumnya yang mengevaluasi ekstrak tulang Pangasius sutchi terhadap
Porphyromonas gingivalis, penelitian ini mengarahkan kajian pada ekstrak tulang Pangasius
djambal terhadap Fusobacterium nucleatum, dengan menilai kemampuan ekstrak dalam
menghambat dan membunuh pertumbuhan bakteri melalui penentuan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM). Pendekatan tersebut diharapkan
dapat memberikan informasi yang lebih spesifik mengenai aktivitas antibakteri ekstrak tulang
ikan patin terhadap salah satu bakteri yang berperan dalam biofilm periodontal).

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan
patin (Pangasius djambal) terhadap pertumbuhan Fusobacterium nucleatum pada berbagai
konsentrasi dalam menentukan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM). Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan bukti awal
mengenai potensi ekstrak tulang ikan patin sebagai kandidat bahan antibakteri terhadap
Fusobacterium nucleatum serta menjadi dasar bagi penelitian lebih lanjut terkait karakterisasi
senyawa aktif, mekanisme antibakteri, keamanan, dan pengembangannya.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain true experimental
post-test only control group. Sampel penelitian berupa kultur Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 yang diperoleh dari PT Biogen Scientific. Jumlah sampel ditentukan berdasarkan
jumlah kelompok uji dan kontrol dengan masing-masing kelompok dilakukan sebanyak
empat kali pengulangan untuk memperoleh data yang dapat dianalisis secara memadai.
Selanjutnya dilakukan pembuatan suspensi bakteri Fusobacterium nucleatum. Kultur bakteri
yang telah diperoleh dihomogenkan menggunakan vortex hingga suspensi tercampur secara
merata. Kekeruhan suspensi kemudian dievaluasi menggunakan spektrofotometer dan
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disesuaikan hingga mencapai standar kekeruhan 0,5 McFarland. Suspensi bakteri yang telah
memenuhi standar tersebut selanjutnya digunakan sebagai inokulum pada pengujian
mikrodilusi dengan konsentrasi akhir inokulum sebesar 2,5% pada setiap sumuran.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode mikrodilusi pada
microplate 96-well untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Suspensi bakteri
dimasukkan ke dalam setiap sumuran, kemudian ditambahkan larutan ekstrak tulang ikan
patin sesuai dengan konsentrasi kelompok perlakuan, yaitu 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5%.
Perlakuan pada kelompok kontrol positif ditambahkan chlorhexidine gluconate 0,2%,
sedangkan pada kelompok kontrol negatif ditambahkan phosphate buffered saline (PBS).
Volume akhir setiap sumuran diseragamkan menjadi 200 pL. Susunan kelompok perlakuan
dan kontrol dilakukan sesuai dengan desain microplate yang ditampilkan pada Gambar 1.

Microplate kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dalam kondisi anaerob.
Setelah proses inkubasi selesai, indikator microtetrazolium (MTT) ditambahkan sebanyak 20
ML ke dalam setiap sumuran. Hasil pengamatan dilakukan secara visual berdasarkan
perubahan warna pada masing-masing sumuran. Perubahan warna menjadi ungu
menunjukkan adanya aktivitas metabolik bakteri, sedangkan tidak adanya perubahan warna
menunjukkan tidak terdeteksinya aktivitas metabolik bakteri. Konsentrasi terendah ekstrak
yang tidak menunjukkan perubahan warna ditetapkan sebagai nilai KHM.

Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dilakukan dengan mengambil sampel
dari sumuran yang tidak menunjukkan pertumbuhan pada hasil uji mikrodilusi. Sampel
tersebut kemudian diinokulasikan pada media blood agar yang telah diberi penanda sesuai
dengan konsentrasi dan replikasi masing-masing. Media yang telah diinokulasi kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 72 jam dalam kondisi anaerob. Setelah proses inkubasi
selesai, dilakukan pengamatan terhadap ada atau tidaknya pertumbuhan koloni bakteri.
Konsentrasi terendah yang tidak menunjukkan pertumbuhan koloni bakteri pada media
subkultur ditetapkan sebagai nilai KBM.

Data penelitian dianalisis secara deskriptif berdasarkan hasil pengamatan nilai KHM dan
KBM pada setiap replikasi. Hasil setiap replikasi digunakan untuk menggambarkan
konsistensi aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) terhadap
Fusobacterium nucleatum. Nilai KHM ditentukan berdasarkan konsentrasi terendah yang
tidak menunjukkan perubahan warna pada uji mikrodilusi, sedangkan nilai KBM ditentukan
berdasarkan konsentrasi terendah yang tidak menunjukkan pertumbuhan koloni pada hasil
subkultur.

HASIL

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode mikrodilusi,
ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) menunjukkan penghambatan aktivitas
metabolik Fusobacterium nucleatum pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40%. Hasil
pengamatan berdasarkan perubahan warna setelah penambahan indikator microtetrazolium
(MTT) disajikan pada Tabel 1. Konsentrasi 2,5% menunjukkan perubahan warna menjadi
ungu pada seluruh replikasi, sedangkan pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% tidak
ditemukan perubahan warna. Dengan demikian, konsentrasi 5% ditetapkan sebagai
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), vyaitu konsentrasi terendah yang menunjukkan
penghambatan aktivitas metabolik Fusobacterium nucleatum pada seluruh replikasi.

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan patin terhadap Fusobacterium nucleatum

Konsentrasi Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 4 Hasil
Ekstrak Pengamatan
2,5% Ungu (+) Ungu (+) Ungu (+) Ungu (+) Tidak

terhambat

5% Tidak Tidak Tidak Tidak Terhambat
berwarna (=) berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-)

10% Tidak Tidak Tidak Tidak Terhambat
berwarna (=) berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-)

20% Tidak Tidak Tidak Tidak Terhambat
berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-)

40% Tidak Tidak Tidak Tidak Terhambat
berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-) berwarna (-)
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Hasil pengujian menunjukkan pola yang konsisten pada seluruh empat replikasi.
Konsistensi tersebut ditunjukkan oleh kesamaan hasil pengamatan pada masing-masing
konsentrasi dalam seluruh replikasi yang dilakukan. Hasil pada kelompok kontrol juga
menunjukkan pola yang sesuai, yaitu kontrol positif menunjukkan adanya hambatan aktivitas
metabolik bakteri, sedangkan kontrol negatif tidak menunjukkan hambatan aktivitas
metabolik bakteri. Hasil tersebut konsisten pada seluruh empat replikasi. Rincian hasil
pengujian KHM pada setiap replikasi disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan patin (pangasius djambal) terhadap fusobacterium
nucleatum pada uji mikrodilusi

Kelompok Uji Hasil Uji Konsistensi Hasil
Ekstrak 2,5% Tidak terhambat 4/4
Ekstrak 5% Terhambat 4/4
Ekstrak 10% Terhambat 4/4
Ekstrak 20% Terhambat 4/4
Ekstrak 40% Terhambat 4/4
Kontrol positif (Chlorhexidine gluconate 0,2%) Terhambat 4/4
Kontrol negatif (Phosphate Buffered Saline) Tidak terhambat 4/4

Keterangan: 4/4 menunjukkan bahwa hasil uji yang sama diperoleh pada setiap replikasi

Gambaran hasil pengujian KHM pada microplate ditampilkan pada Gambar 2. Secara
visual, sumuran pada konsentrasi 2,5% menunjukkan perubahan warna menjadi ungu,
sedangkan sumuran pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% tidak menunjukkan
perubahan warna.

Gambar 2. Gambaran hasil uji KHM ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) terhadap bakteri Fusobacterium
nucleatum dengan metode mikrodilusi setelah inkubasi selama 24 jam

Hasil pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% tidak ditemukan perubahan warna
yang menunjukkan aktivitas metabolik bakteri, sedangkan pada konsentrasi 2,5% terjadi
perubahan warna menjadi ungu. Hasil tersebut menunjukkan adanya pola penghambatan
aktivitas metabolik Fusobacterium nucleatum pada konsentrasi ekstrak mulai dari 5%.
Konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu 10%, 20%, dan 40%, juga tidak menunjukkan perubahan
warna, sehingga menunjukkan pola penghambatan aktivitas metabolik yang sama.

Selanjutnya dilakukan penguijian Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) terhadap sampel
dari sumuran yang tidak menunjukkan perubahan warna pada uji KHM. Sampel dari
konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% kemudian disubkultur pada media blood agar dan
diamati setelah inkubasi selama 72 jam. Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui apakah
bakteri yang tidak menunjukkan aktivitas metabolik pada uji KHM masih mampu tumbuh
kembali setelah dipindahkan ke media pertumbuhan. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
pertumbuhan koloni bakteri masih ditemukan pada seluruh konsentrasi yang diuji. Dengan
demikian, tidak terdapat konsentrasi ekstrak yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan
koloni bakteri setelah proses subkultur pada rentang konsentrasi yang digunakan dalam
penelitian ini.
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Hasil pengujian KBM menunjukkan konsistensi pada seluruh empat replikasi. Pada
konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40%, masih terdapat pertumbuhan koloni pada seluruh
replikasi. Pola tersebut menunjukkan bahwa keberadaan ekstrak pada konsentrasi yang diuji
belum menghasilkan kondisi tanpa pertumbuhan koloni Fusobacterium nucleatum setelah
subkultur. Oleh karena itu, nilai KBM ekstrak tulang ikan patin terhadap Fusobacterium
nucleatum tidak diperoleh dalam rentang konsentrasi yang diuji. Hasil pengujian KBM
disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil uji konsentrasi bunuh minimum (kbm) ekstrak tulang ikan patin (pangasius djambal) terhadap
fusobacterium nucleatum

Kelompok Ekstrak Hasil Uji Konsistensi Hasil
Ekstrak 5% Masih terdapat pertumbuhan koloni 4/4
Ekstrak 10% Masih terdapat pertumbuhan koloni 4/4
Ekstrak 20% Masih terdapat pertumbuhan koloni 4/4
Ekstrak 40% Masih terdapat pertumbuhan koloni 4/4

Keterangan: 4/4 menunjukkan bahwa hasil uji sama pada seluruh replikasi

Gambaran hasil subkultur pada media blood agar ditampilkan pada Gambar 3.
Pertumbuhan koloni Fusobacterium nucleatum masih terlihat pada seluruh konsentrasi yang
diuji, yaitu 5% (Gambar 3A), 10% (Gambar 3B), 20% (Gambar 3C), dan 40% (Gambar 3D).

3A 3B

Gambar 3. Gambaran hasil uji KBM ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) terhadap bakteri
Fusobacterium nucleatum pada media blood agar setelah inkubasi 72 jam. Keterangan: (3A)
konsentrasi 5%, (3B) konsentrasi 10%.

3C 3D

Gambar 4. Gambaran hasil uji KBM ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) terhadap bakteri
Fusobacterium nucleatum pada media blood agar setelah inkubasi 72 jam. Keterangan: (3C)
konsentrasi 20%, (3D) konsentrasi 40%.

Berdasarkan hasil pengujian KBM, tidak ditemukan konsentrasi ekstrak yang mampu
menghilangkan pertumbuhan koloni Fusobacterium nucleatum pada rentang konsentrasi 5-
40%. Dengan demikian, KBM ekstrak tulang ikan patin tidak tercapai dalam rentang
konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini.
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Secara keseluruhan, ekstrak tulang ikan patin menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap aktivitas metabolik Fusobacterium nucleatum dengan nilai KHM sebesar 5%,
sedangkan KBM tidak tercapai pada rentang konsentrasi 5—40% yang diuji. Hasil ini
menunjukkan bahwa ekstrak mampu menghambat aktivitas metabolik bakteri, tetapi belum
menunjukkan efek bakterisidal pada konsentrasi yang diuji.

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penguijian aktivitas antibakteri yang disajikan pada Tabel 1, ekstrak
tulang ikan patin (Pangasius djambal) menunjukkan penghambatan aktivitas metabolik
Fusobacterium nucleatum mulai pada konsentrasi 5%. Pada konsentrasi 2,5%, seluruh
empat replikasi menunjukkan perubahan warna menjadi ungu yang mengindikasikan adanya
aktivitas metabolik bakteri, sedangkan pada konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% tidak
menunjukkan perubahan warna menjadi ungu. Dengan demikian, konsentrasi 5%
merupakan konsentrasi terendah yang menunjukkan penghambatan aktivitas metabolik
Fusobacterium nucleatum pada seluruh replikasi dan ditetapkan sebagai Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM).

Hasil tersebut menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak dari 2,5% menjadi
5% telah menghasilkan perubahan endpoint dari tidak terhambat menjadi terhambat,
sedangkan peningkatan konsentrasi dari 5% hingga 40% tidak menghasilkan perubahan
endpoint berdasarkan pengamatan MTT secara visual. Temuan ini menunjukkan adanya
aktivitas penghambatan ekstrak terhadap Fusobacterium nucleatum pada kondisi pengujian,
tetapi belum menunjukkan tercapainya endpoint bakterisidal hingga konsentrasi 40%.

Hasil penelitian ini dapat dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan
aktivitas antibakteri ekstrak tulang Pangasius sutchi terhadap Porphyromonas gingivalis,
dengan KHM sebesar 20% dan KBM sebesar 40%.'® Dibandingkan dengan penelitian
tersebut, ekstrak tulang Pangasius djambaldalam penelitian ini menunjukkan KHM yang lebih
rendah, yaitu 5%, sedangkan KBM belum tercapai hingga konsentrasi 40%. Perbedaan
tersebut menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri ekstrak tulang ikan dari genus Pangasius
tidak dapat disamakan secara langsung karena dapat dipengaruhi oleh perbedaan spesies
ikan, karakteristik bahan baku, metode ekstraksi, komposisi ekstrak, serta spesies bakteri uji.

Aktivitas antibakteri ekstrak bahan alam merupakan hasil interaksi berbagai komponen
yang terdapat dalam suatu campuran. Komposisi dan aktivitas biologis ekstrak dapat
dipengaruhi oleh bahan baku, metode ekstraksi, jenis pelarut, serta kondisi preparasi. Variasi
tersebut dapat memengaruhi aktivitas biologis dan reprodusibilitas hasil penelitian. Oleh
karena itu, interpretasi aktivitas antibakteri ekstrak perlu mempertimbangkan karakteristik
ekstrak yang digunakan dan tidak secara langsung disamakan dengan aktivitas suatu
senyawa tunggal. Standardisasi dan karakterisasi kimia ekstrak diperlukan untuk
meningkatkan keterbandingan dan reprodusibilitas penelitian bahan alam.2%2

Perbedaan nilai KHM antara penelitian ini dan penelitian sebelumnya juga perlu
dipertimbangkan berdasarkan perbedaan bakteri uji. Fusobacterium nucleatum merupakan
bakteri gram-negatif anaerob yang memiliki karakteristik biologis berbeda dengan
Porphyromonas gingivalis, sehingga respons terhadap ekstrak antibakteri dapat berbeda.
Selain itu, penelitian terhadap berbagai ekstrak alami juga menunjukkan bahwa aktivitas
antibakteri terhadap Fusobacterium nucleatum dapat menghasilkan nilai MIC yang bervariasi
bergantung pada jenis bahan dan karakteristik ekstrak yang digunakan.® Dengan demikian,
nilai KHM sebesar 5% pada penelitian ini menunjukkan aktivitas penghambatan pada kondisi
penguijian yang digunakan, tetapi tidak dapat secara langsung dibandingkan sebagai tingkat
potensi yang lebih tinggi atau lebih rendah tanpa mempertimbangkan perbedaan metode,
bahan uji, dan mikroorganisme yang digunakan.

Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan bahwa senyawa fenolik, termasuk
flavonoid dan tanin yang umumnya merupakan metabolit sekunder tumbuhan, memiliki
aktivitas antibakteri melalui berbagai mekanisme. Flavonoid dilaporkan dapat memengaruhi
integritas membran bakteri, mengganggu proses metabolisme, serta memengaruhi
pembentukan biofilm dan faktor virulensi bakteri.?? Tanin juga merupakan kelompok polifenol
yang memiliki aktivitas biologis dan dapat berinteraksi dengan berbagai komponen sel
mikroorganisme.
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Namun, mekanisme tersebut belum dapat dinyatakan sebagai mekanisme yang terjadi
pada ekstrak tulang ikan patin dalam penelitian ini. Penelitian ini tidak melakukan identifikasi
maupun karakterisasi kimia terhadap komponen ekstrak, sehingga senyawa yang berperan
terhadap aktivitas antibakteri belum dapat ditentukan. Selain itu, flavonoid dan tanin tidak
dapat diasumsikan sebagai komponen ekstrak tulang ikan patin berdasarkan temuan
penelitian pada bahan tanaman. Oleh karena itu, mekanisme antibakteri flavonoid dan tanin
dalam penelitian ini hanya dapat digunakan sebagai informasi pembanding berdasarkan
penelitian terdahulu pada sumber tanaman dan bukan sebagai mekanisme yang telah
dibuktikan pada ekstrak tulang ikan patin. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
mengidentifikasi dan mengkarakterisasi komponen kimia yang terkandung dalam ekstrak
tulang ikan patin serta menentukan komponen yang berperan terhadap aktivitas
antibakterinya.

Berdasarkan Tabel 1, konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% seluruhnya menunjukkan
endpoint penghambatan yang sama, yaitu tidak adanya perubahan warna menjadi ungu
pada keempat replikasi. Kondisi tersebut menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi
ekstrak setelah mencapai 5% belum menghasilkan perbedaan endpoint berdasarkan
parameter pengamatan yang digunakan. Dengan demikian, penelitian ini belum dapat
menunjukkan adanya hubungan dosis—respons secara kuantitatif, karena parameter yang
digunakan menghasilkan data kategoris berupa ada atau tidak adanya perubahan warna.

Hasil penelitian juga belum dapat digunakan untuk menunjukkan adanya hubungan
dosis—respons. Meskipun konsentrasi 2,5% tidak menunjukkan penghambatan, sedangkan
konsentrasi 5—40% menunjukkan pola penghambatan yang sama, seluruh konsentrasi
tersebut menghasilkan endpoint kategoris yang serupa. Dengan demikian, peningkatan
konsentrasi dari 5% hingga 40% tidak menunjukkan perbedaan endpoint berdasarkan
parameter pengamatan yang digunakan. Penilaian aktivitas antibakteri ekstrak alam perlu
mempertimbangkan metode pengukuran, endpoint, konsentrasi, dan standardisasi prosedur
karena faktor-faktor tersebut dapat memengaruhi interpretasi aktivitas antibakteri.?!

Hasil pengujian KBM menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri masih ditemukan pada
subkultur dari konsentrasi yang diuji hingga 40%, sehingga KBM belum tercapai pada
rentang konsentrasi penelitian. Temuan ini menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak yang
mampu menghambat aktivitas metabolik pada pengujian mikrodilusi belum menghasilkan
eliminasi pertumbuhan bakteri pada tahap subkultur. Dengan demikian, hasil penelitian lebih
tepat diinterpretasikan sebagai adanya pola penghambatan pertumbuhan tanpa tercapainya
endpoint bakterisidal pada rentang konsentrasi yang digunakan.

Hasil tersebut berbeda dengan penelitian pada ekstrak tulang Pangasius sutchiterhadap
Porphyromonas gingivalis yang melaporkan KBM sebesar 40%.'® Pada penelitian ini,
konsentrasi 40% belum menghasilkan KBM terhadap Fusobacterium nucleatum. Perbedaan
hasil tersebut dapat berkaitan dengan perbedaan spesies ikan, bakteri uji, metode ekstraksi,
konsentrasi efektif komponen ekstrak, maupun kondisi pengujian. Oleh karena itu, hasil
penelitian sebelumnya tidak dapat digunakan untuk memperkirakan secara langsung
konsentrasi bakterisidal ekstrak Pangasius diambal terhadap Fusobacterium nucleatum.

Tidak tercapainya KBM pada konsentrasi hingga 40% menunjukkan bahwa kondisi
pengujian belum menghasilkan eliminasi pertumbuhan bakteri pada tahap subkultur.
Temuan ini tidak dapat secara langsung dikaitkan dengan keberadaan flavonoid, tanin,
maupun karakteristik permukaan Fusobacterium nucleatum, karena penelitian ini tidak
melakukan pengujian mekanisme molekuler. Selain itu, Fusobacterium nucleatum
merupakan salah satu mikroorganisme yang berperan dalam komunitas biofilm oral.
Kemampuan pembentukan biofilm Fusobacterium nucleatum juga dapat berbeda antar-
subspesies, sehingga respons bakteri pada model planktonik tidak selalu merepresentasikan
respons pada kondisi biofilm.2

Perbedaan hasil KHM dan KBM pada penelitian ini juga menunjukkan bahwa
kemampuan ekstrak dalam menghambat aktivitas metabolik tidak dapat langsung diartikan
sebagai kemampuan membunuh bakteri. Pengujian KHM menggunakan perubahan warna
MTT sebagai indikator aktivitas metabolik, sedangkan penentuan KBM didasarkan pada
keberadaan atau tidak adanya pertumbuhan koloni setelah subkultur. Kedua parameter
tersebut menggambarkan endpoint yang berbeda sehingga hasilnya perlu diinterpretasikan
secara terpisah.
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Hasil penelitian juga perlu dipertimbangkan dalam konteks metode pengukuran yang
digunakan. Penggunaan MTT memberikan pendekatan kolorimetrik untuk mengevaluasi
aktivitas metabolik mikroorganisme, tetapi pembacaan secara visual menghasilkan data yang
bersifat kategoris dan tidak memberikan pengukuran kuantitatif aktivitas metabolik. Pada
penelitian ekstrak alam, pemilihan metode dan endpoint dapat memengaruhi interpretasi
aktivitas antibakteri, sehingga standardisasi kondisi inokulum, media, konsentrasi ekstrak,
serta kriteria endpoint penting untuk meningkatkan keterbandingan hasil.?! Selain itu, warna
intrinsik ekstrak dapat menjadi faktor yang perlu diperhatikan dalam metode berbasis
perubahan warna. Oleh karena itu, penggunaan kontrol yang sesuai dan metode pembacaan
kuantitatif pada penelitian selanjutnya diperlukan untuk meminimalkan kemungkinan
interferensi warna terhadap interpretasi hasil.

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan. Pertama, penelitian hanya menggunakan
satu strain, yaitu Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, sehingga hasil belum dapat
digeneralisasikan terhadap strain atau isolat klinis Fusobacterium nucleatum lainnya. Hal
tersebut penting karena karakteristik biologis dan kemampuan pembentukan biofilm dapat
berbeda antar-subspesies.?*> Kedua, pengujian dilakukan menggunakan model bakteri
planktonik, sedangkan Fusobacterium nucleatum dalam lingkungan rongga mulut merupakan
bagian dari komunitas biofilm yang kompleks. Ketiga, penentuan KHM menggunakan
pembacaan MTT secara visual sehingga hasil yang diperoleh bersifat kategoris dan tidak
memberikan pengukuran kuantitatif aktivitas metabolik. Keempat, ekstrak yang digunakan
belum melalui standardisasi atau karakterisasi kimia sehingga komponen yang bertanggung
jawab terhadap aktivitas antibakteri belum dapat ditentukan. Variabilitas komposisi ekstrak
merupakan salah satu faktor yang dapat memengaruhi reprodusibilitas penelitian aktivitas
antibakteri bahan alam.?%2! Kelima, penentuan KBM dilakukan berdasarkan pengamatan
kualitatif terhadap pertumbuhan koloni pada media subkultur sehingga belum memberikan
pengukuran kuantitatif jumlah bakteri yang bertahan hidup.

Berdasarkan keterbatasan tersebut, penelitian lanjutan sebaiknya dilakukan secara
bertahap. Tahap awal perlu diarahkan pada standardisasi ekstrak dan karakterisasi kimia
untuk menentukan profil serta komponen bioaktif yang mungkin berkontribusi terhadap
aktivitas antibakteri. Selanjutnya, aktivitas antibakteri perlu divalidasi menggunakan metode
kuantitatif dan kontrol yang sesuai sehingga hasil dapat dibandingkan secara lebih objektif.
Penelitian berikutnya juga perlu menggunakan model biofilm karena Fusobacterium
nucleatum merupakan bagian dari komunitas biofilm oral dan kemampuan pembentukan
biofilmnya dapat berbeda berdasarkan karakteristik subspesies.?® Selain aktivitas antibakteri,
uji sitotoksisitas terhadap sel yang relevan dengan jaringan rongga mulut diperlukan untuk
memperoleh informasi awal mengenai keamanan ekstrak sebelum dilakukan pengembangan
lebih lanjut. Setelah aktivitas, mekanisme, dan keamanan ekstrak tervalidasi secara in vitro,
penelitian dapat dilanjutkan menuju model /n vivo.

SIMPULAN

Ekstrak tulang ikan patin (Pangasius djambal) menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap pertumbuhan Fusobacterium nucleatum dengan nilai KHM sebesar 5%. KBM tidak
tercapai hingga konsentrasi 40%, sehingga pada kondisi dan rentang konsentrasi yang
digunakan dalam penelitian ini belum diperoleh endpoint bakterisidal. Temuan ini
menunjukkan adanya pola penghambatan pertumbuhan Fusobacterium nucleatum tanpa
tercapainya endpoint bakterisidal pada konsentrasi hingga 40%.

Implikasi dari penelitian ini dapat menjadi dasar untuk penelitian lanjutan yang
mencakup standardisasi dan karakterisasi ekstrak, validasi aktivitas antibakteri secara
kuantitatif, pengujian pada model biofilm, serta evaluasi sitotoksisitas sebelum dilakukan
penelitian /n vivo.

Kontribusi Penulis: Kontribusi peneliti “Konseptualisasi, H.F. dan Y.S.; metodologi, Y.S dan A.S.; perangkat lunak,
H.F.; validasi, H.F., A.V. dan A.S.; analisis formal, Y.S.; investigasi, V.A.; sumber daya, H.F.; kurasi data, H.F., Y.S.,
A.S., AV. dan A.S.; penulisan—penyusunan draft awal, H.F.; penulisan-tinjauan serta penyuntingan, H.F., Y.S.,
A.S.; visualisasi, H.F., Y.S. dan A.S.; supervisi, Y.S.; administrasi proyek, H.F.; perolehan pendanaan, H.F. Seluruh
penulis sudah membaca serta menyetujui versi naskah yang dipublikasikan.”
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