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ABSTRACT

Background: Dental caries is one of the major human diseases caused by the oral microbial flora.
Streptococcus mutans is the main bacteria causing dental caries. Previous studies have suggested that
probiotics in dairy products may affect oral ecology and plays a role in the maintenance of oral health.
Purpose: The aim of this study was to investigate the effect of probiotics Lactobacillus paracasei and
Bifidobacterium longum on the growth of Streptococcus mutans. Materials and Method: Probiotics
Lactobacillus paracasei and Bifidobacterium longum were tested for their antimicrobial activity of its metabolit
products on Streptococcus mutans growth using agar diffusion method with paper disc in MRS agar. Results:
The presence of antimicrobial activity were shown by inhibition zone which formed around paper discs
contained with metabolit products of Lactobacillus paracasei and Bifidobacterium longum in the agar plates.
No inhibition zone were formed in the control plate which paper discs contained with non-probiotic milk.
Conclusion: Probiotics Lactobacillus paracasei and Bifidobacterium longum have inhibition effect on the
growth of Streptococcus mutans which is the main bacteria causing tooth caries.
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memiliki pengaruh dalam ekologi rongga
PENDAHULUAN mulut.  Asidogenik  Lactobacilli dan
Probiotik adalah  pangan yang Bifidobacteria berkaitan erat dengan proses

mengandung mikroorganisme hidup yang
secara aktif dapat meningkatkan kesehatan
dengan cara memperbaiki keseimbangan flora
usus jika dikonsumsi dalam keadaan hidup
dengan jumlah yang memadai.' Bakteri
probiotik banyak terdapat pada berbagai
makanan dan produk susu, baik yang terdapat
maupun yang ditambahkan pada produk
tersebut. Banyak manfaat dari bakteri
probiotik, antara lain membantu respon imun,
meningkatkan resistensi terhadap pathogen,
mengurangi bakteri merugikan dalam tubuh,
menjaga keseimbangan mikroba pada usus,
meningkatkan Kinerja sistem pencernaan dan
penyerapan  makanan’.  Beberapa  studi
menunjukkan bahwa bakteri probiotik juga

karies. Terdapat dua penelitian di Finland yang
menunjukkan bahwa terdapat peningkatan
kesehatan gigi dan penurunan jumlah
Streptococcus mutans pada anak-anak sekolah
yang mengkonsumsi susu atau keju yang
mengandung bakteri probiotik Lactobacillus
rhamnosus GG.> Beberapa strain bakteri
probiotik memiliki efek positif dalam
mengurangi jumlah Streptococcus mutans di
saliva rongga mulut manusia.*”

Terdapat produk susu formula untuk
anak usia pertumbuhan yang mengandung
probiotik. Beberapa produk susu formula
tersebut menambahkan bakteri probiotik
antara  lain Lactobacillus  paracasei,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus



rhamnosus. Pada susu formula yang
menambahkan bakteri probiotik Lactobacillus
paracasei dan Bifidobacterium longum pada
produknya, perlu diketahui apakah terdapat
kemampuan menghambat  pertumbuhan
Streptococcus mutans pada kedua jenis bakteri
tersebut. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antimikroba kombinasi
isolat  bakteri  probiotik  Lactobacillus
paracasei dan Bifidobacterium longum
terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini meneliti daya hambat
bakteri probiotik Lactobacillus paracasei dan
Bifidobacterium longum terhadap
pertumbuhan Streptococcus mutans. Metode
difusi agar dengan paper disc digunakan
dalam penelitian ini, dengan stok bakteri
Streptococcus  mutans  sebagai  sampel
penelitian. Suspensi stok bakteri gabungan
Lactobacillus paracasei dan Bifidobacterium
longum dengan kepadatan 0,5 Mc Farland (1,5
x 10® CFU/mI) dikultur pada 60 cc media
MRS broth yang telah disuplementasi dengan
6 gr susu lalu inkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Dipisahkan antara sel bakteri dengan
produk metabolit bakteri dengan cara
sentrifuse 12000 rpm selama 1 menit. Bagian
supernatan  difiltrasi  dengan  Millipore
membran filter lalu didapatkan senyawa
metabolit cell free culture. Sebagai kontrol,
digunakan susu formula sebanyak 0,5 gr yang
diencerkan pada 5 cc media MRS broth,
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Stok biakan Streptococcus mutans
standard McFarland 0,5 diinokulasi pada
media MRS agar dengan teknik streaked plate
menggunakan cotton bud steril. Metode yang
digunakan adalah metode paper disc difusi
agar pada media MRS agar. Letakkan paper
disc berukuran 5 mm diatas media MRS agar
yang telah diinokulasikan dengan bakteri
Streptococcus mutans. Teteskan  produk
senyawa metabolit yang telah difiltrasi pada
paper disc sehingga didapatkan volume
senyawa metabolit cell free culture pada paper
disc adalah sebanyak 100 pl. Lakukan pada
keempat paper disc pada plat perlakuan dan
plat kontrol. Inkubasi media MRS agar
tersebut pada suhu 37°C selama 1-2 x 24 jam.
Amati zona jernih yang terbentuk di sekeliling
paper disc yang merupakan zona hambatan,
lalu ukur diameter terbesar dan terkecil zona

hambatan dengan menggunakan jangka
sorong.

HASIL

Didapatkan zona hambatan yaitu area
jernih yang terbentuk di sekitar paper disc
pada media MRS agar yang diukur dalam
milimeter dari pinggiran paper disc sampai
lingkar terluar zona jernih menggunakan
jangka sorong. Nilai rata-rata diameter zona
hambat yang dihasilkan pada plat 1 dan 2
adalah sebesar 12,58 mm dan plat kontrol
menghasilkan diameter zona hambat sebesar 0
mm.

Gambar 1. Zona hambat pada salah satu
plat perlakuan dan plat kontrol

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan terbentuk zona hambatan yang
memiliki karakteristik terdiri dari beberapa
zona, di sekitar paper disc terbentuk sebuah
zona complete inhibition, yang dikelilingi zona
lingkaran pertumbuhan mikroba partially
inhibited, diikuti oleh zona stimulated growth
yang meliputi  seluruh  daerah  yang
pertumbuhan mikrobanya tidak dihambat oleh
bahan antimikroba. Daerah stimulated growth
menunjukkan bahwa pertumbuhan mikroba
pada tepi luar zona hambat memiliki akses
lebih banyak kepada nutrien yang berdifusi
pada media agar dan jumlah pertumbuhan
massa mikroba lebih besar dibandingkan
daerah dimana nutrisi telah habis lebih dahulu.
Berkas partial inhibition terlihat tipis dan
menggambarkan adanya sebuah hambatan
singkat dan akhirnya terjadi pertumbuhan
terlalu cepat karena adanya konsentrasi sub-
inhibitory bahan antimikroba. Terdapat sebuah



zona lingkaran delayed growth yang
menggambarkan sel aktif yang awalnya
terhambat oleh konsentrasi bahan antimikroba
pada daerah tersebut. Efek antagonistik atau
antibakteri bakteri asam laktat ada dua
kelompok besar, yaitu metabolit primer yang
dihasilkan seperti asam laktat, CO,, diasetil,
asetaldehida dan hidrogen peroksida dan
bakteriosin suatu senyawa protein yang
menunjukkan aktivitas antibakterial terhadap
bakteri sejenis.®

Zona  hambat yang terbentuk
menunjukan aktif dan resisten tidaknya suatu
bakteri terhadap suatu senyawa atau zat.
Diasumsikan bahwa pada konsentrasi yang
terbentuk zona hambat bakterinya telah mati,
dan pada konsentrasi yang tidak terbentuk
zona hambat bakterinya tidak mati. Ada atau
terbentuk dan tidaknya zona hambat
menunjukan kultur bakteri Streptococcus
mutans resisten atau tidak terhadap produk
senyawa metabolit bakteri probiotik. Apabila
zona hambat terbentuk maka bakteri tidak
resisten terhadap produk senyawa metabolit
bakteri probiotik dan bakteri Streptococcus
mutans tidak aktif. Dan apabila tidak terbentuk
zona hambat berarti bakteri Streptococcus
mutans resisten terhadap larutan produk
senyawa metabolit bakteri probiotik. Menurut
Lorian,” besar kecilnya daya hambat dapat
dipengaruhi  oleh  konsentrasi  senyawa
antimikroba, jumlah mikroba, suhu, waktu,
jenis mikroba, pH dan zat atau bahan organik
terlarut.

Bakteri probiotik yang merupakan
bakteri asam laktat menghasilkan senyawa
metabolit yang berfungsi sebagai antimikroba.
Proses fermentasi yang melibatkan bakteri
asam laktat mempunyai ciri khas yaitu
terakumulasinya asam organik yang disertai
dengan penurunan nilai pH. Efek antimikroba
dari asam organik merupakan akibat dari
turunnya nilai pH dan juga bentuk tidak
terdisosiasi dari molekul asam organik. Asam
asetat dan asam propionat yang dihasilkan
oleh strain bakteri asam laktat melalui
fermentasi  heterofermentatif  berinteraksi
dengan sel membran dan mengakibatkan
asidifikasi intraseluler dan denaturasi protein.®

Efek bakterisidal senyawa H,O, adalah
karena terjadinya oksidasi pada sel bakteri,
yaitu gugus sulfhidril dari protein sel : gga
mendenaturasi sejumlah enzim dan te.,.._.nya
peroksidasi dan lipid membran meningkatkan
permeabilitas  membran. CO,  bersifat

antibakteri karena menghambat dekarboksilasi
enzimatis. Aktivitas antimikroba dari asam
lemak mempunyai daya antibakteri terhadap
bakteri gram positif, disebabkan oleh molekul
yang tidak  terdisosiasi, karena  pH
mempengaruhi aktifitasnya, semakin rendah
pH semakin kuat dan cepat efek
antibakterinya. Selain itu terdapat bakteriosin,
suatu peptida yang bersifat antibakteri, toksin
yang berupa protein yang dapat mencegah
pertumbuhan  bakteri  sejenis.  Aktivitas
bakterisidal atau efek pembunuhan terhadap
bakteri yang sensitif yaitu melalui destabilisasi
fungsi  permeabilitas membran sel dan
pembentuk energi.®

Pada plat kontrol tidak terbentuk zona
hambat melainkan terdapat resistensi dan
pertumbuhan Streptococcus mutans yang lebih
besar di sekitar paper disc dibandingkan
pertumbuhan  Streptococcus mutans pada
background agar plat. Hal ini disebabkan
karena kontrol berisi bahan-bahan nutrisi yang
dapat meningkatkan pertumbuhan dan tidak
mengandung bahan antimikroba yang mampu
menghambat  pertumbuhan  Streptococcus
mutans.

Penelitian ini dilakukan secara in vitro
dan sampel bakteri pathogen penyebab karies
tidak langsung diisolasi dari rongga mulut
manusia dan terfokus kepada pengaruh bakteri
probiotik terhadap bakteri pathogen. Adanya
daya hambat bakteri Lactobacillus paracasei
dan  Bifidobacterium longum terhadap
Streptococcus mutans menunjukkan manfaat
probiotik  yang  mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri pathogen.
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