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ABSTRAK

Oklia, Sheila. 2018. Efek Antimikroba Ekstrak Propolis dari Lebah Madu
(Apis mellifera) Sebagai Penghambat Pembentukan Biofilm
Staphylococcus aureus secara in vitro. Tugas Akhir, Program Studi
Kedokteran, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing : (1)
Prof. Dr. dr. Noorhamdani AS, DMM, Sp. MK(K) (2) Dr. med. dr. Tommy
Alfandy Nazwar, sp.BS

Staphylococus aureus merupakan salah satu bakteri penyebab' infeksi. Infeksi
yang disebabkan Staphylococcus aureus sangat luas, mulai dari infeksi kulit
sampai infeksi organ. Staphylococcus aureus juga merupakan bakteri yang
banyak ditemukan pada infeksi nosokomial yang melibatkan alat kesehatan.
Bakteri ini mampu membentuk biofilm sebagai bentuk perlindungan diri dari efek
antimikroba dan pertahanan tubuh penderita. Hal ini menyebabkan terapi dari
infeksi bakteri pembentuk biofilm lebih sulit. Propolis merupakan produk resin
alami dari lebah madu dari pengumpulan senyawa dari berbagai macam
tumbuhan yang tercampur beeswax dan saliva. Propolis mengandung senyawa
antibiofilm yaitu flavonoid dan terpenoid. Salah satu lebah madu penghasil
propolis yang banyak ditemui di Indonesia adalah Apis mellifera. Tujuan
penelitian ini untuk membuktikan efektivitas ekstrak propolis lebah madu Apis
mellifera sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus
aureus secara in vitro. Metode yang digunakan adalah metode dilusi tabung.
Hasil pengamatan difoto dan dikuantifikasi menggunakan Adobe Photoshop CS
5, lalu intensitas cincin biofilm diukur dengan nilai mean gray value. Hasil
penelitian membuktikan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak berkolerasi
positif dengan peningkatan nilai mean gray value, diikuti dengan tipisnya cincin
biofilm yang terbentuk pada area airfluid border di tabung. Hasil ini juga sesuai
dengan uji statistik penelitian, dimana terdapat korelasi yang sangat kuat antara
konsentrasi ekstrak dan nilai mean gray value (korelasi Pearson, p = 0,953).
Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera
memilikiefek antimikroba sebagai penghambat pembentukan biofilm
Staphylococcus aureus secra in vitro.

Kata kunci: ekstrak propolis lebah  madu Apis mellfiera, antimikroba,
Staphylococcus aureus, biofilm.
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ABSTRACT

Oklia, Sheila. 2018. Effect of Honey Bee (Apis mellifera) Propolis Extract as

Inhibitor of Staphylococcus aureus Biofilm Formation in vitro. Final
Assignment, Medical Program, Faculty of Medicine, Brawijaya University.
Pembimbing : (1) Prof. Dr. dr. Noorhamdani AS, DMM, Sp. MK(K) (2) Dr.
med. dr. Tommy Alfandy Nazwar, sp.BS

Staphylococcus aureus is a common bacteria found in cases of infection.
Infections caused by Staphylococcus aureus varies from skin infections to
internal organs infections. Staphylococcus aureus is also frequently found
in nosocomial infections involving medical devices. This bacteria is
capable of producing biofim as a form of self defense against
antimicrobial effect and the immunity of the host. This biofilm forming
ability makes the therapy for infections caused by biofilm forming bacteria
is complex. Propolis is a resin product synthesized by honey bees,
composed from various plants substance gathered, which then mixed with
beeswax and saliva. Propolis contains antibiofilm substances such as
flavonoid and terpenoid. One of the honey bee species that is widespread
in Indonesia is Apis mellifera. This study was aimed to prove the
effectivity of Apis mellifera propolis extract as inhibitor of Staphylococcus
aureus biofilm formation in vitro. The method used is tube dilution method.
The result is photographed and quantified using Adobe Photoshop CS5.
The intensity of the ring formed by biofilm was observed using mean gray
value. The results showed that the enhancement of extract concentration
have positive correlation with the escalation of mean gray value, as well
as reduction of biofilm ring on the airfluid border area of the tube. Final
results of the study are also fitting with the statistic test, which showed a
very strong correlation between the extract concentration and mean gray
value (Pearson correlation, p = 0,953). This study concludes that Apis
mellifera propolis extract has an antimicrobial effect as -an inhibitor of
Staphylococcus aureus biofilm formation in vitro.

Keywords: Apis mellifera propolis extract, antimicrobial, Staphylococcus aureus,

biofilm.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan masalah kesehatan berbahaya yang dapat ditemui di
berbagai negara di dunia. Berdasarkan data dari World Health Organization
(WHO) tahun 2018, penyakit infeksi termasuk dalam 10 besar penyakit penyebab
kematian terbanyak di dunia (WHO, 2018). Sebagai negara tropis, Indonesia
banyak mendapati masalah penyakit infeksi. Penyakit infeksi yang sering terjadi
adalah infeksi bakteri (Baird, 2016). Beberapa bakteri memproduksi biofilm

sebagai mekanisme pertahanan diri. Biofilm diartikan sebagai agregasi bakteri

yang menempel pada permukaan (Costerton et al., 1978). Biofilm berperan

penting terhadap kesehatan manusia karena dapat melindungi bakteri dari efek

antibiotik dan sistem pertahanan tubuh (Costerton et al., 1999). Salah satu

bakteri yang hidup pada tubuh manusia dan juga dapat membentuk. biofilm

adalah Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus adalah bakteri dari famili Staphylococcaeae, gram
positif, berbentuk batang, tidak membentuk spora, dan nonmotil. Bakteri ini
bersifat fakultatif anaerob (Harris LG, Foster SJ, Richards RG, 2002).
Staphylococcus aureus merupakan flora normal di kulit dan nasofaring pada
manusia. Namun, dapat menjadi patogen dan menyebabkan infeksi lokal pada
kulit, hidung, urethra, vagina, dan .saluran pencernaan baik pada  pasien

immunocompromised ataupun pada pasien immunocompetent (Shulman dan



Namias 1972). Staphylococcus aureus memiliki kemampuan untuk melekatkan
diri pada permukaan plastik. Hal ini._ merupakan faktor timbulnya infeksi

nosokomial terkait peralatan medis (Otto, 2008).

Pembentukan biofilm pada Staphylococcus aureus terdiri dari 3 tahap
yang terdiri dari perlekatan bakteri ke permukaan, maturasi, dan pelepasan
struktur biofilm (Otto, 2008). Tahap maturasi dibagi lagi menjadi 2 yaitu agregasi
dan. pembentukkan struktur biofilm. Pada tahap perlekatan, Staphylococcus
aureus mengeluarkan MSCRAMMSs (Microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules) yang memiliki kemampuan untuk berikatan dengan
matriks protein manusia yaitu fibrinogen dan fibronectin. Pada Staphylococcus
aureus, molekul utama yang berperan pada perlekatan interselular adalah PIA
(Polysaccharide Interceluller Adhesin) (Otto, 2008). PIA akan menutupi sel
Staphylococcal dan menempelkan sel satu sama lain sebagai komponen utama
dari matriks ekstraselular pembentuk biofilm (Darby et al., 2000). Tahap
selanjutnya yaitu pelepasan biofilm dipengaruhi oleh 3 faktor yaitu faktor mekanik
seperti aliran darah, penghentian dari eksopolisakarida sebagai materi
pembentuk biofilm, dan munculnya enzim atau surfaktan yang dapat
menghancurkan matriks yang telah terbentuk (Otto, 2008). Biofilm telah terbukti
dapat meningkatkan resistensi terhadap antimikroba dan dapat melawan sistem
pertahanan tubuh seperti antimikrobial peptides (AMPs) dan fagositosis neutrofil
melalui 2 mekanisme yaitu mencegah substansi antimikroba mencapai target sel
dan fisiologi spesifik dari biofilm yang membatasi efektivitas dari antimikroba
(Keren et al., 2004). Hal inilah yang membuat terapi biofilm sulit dilakukan. Saat
ini, antibiotik masih dapat digunakan sebagai terapi infeksi Stapylococcus

aureus. Diantaranya adalah golongan penicilin, cephalosporine, clindamycin,



lincomycin, dan erythromycin. Namun, saat ini sudah banyak terjadi resistensi
bakteri Staphylococcus aureus terhadap antibiotik tersebut (Rayner, 2005).
Bakteri Staphylococcus aureus yang resisten ini disebut juga dengan MRSA
(Methiciline  Resistant Staphylococcus aureus). MRSA adalah bakteri
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotika beta lactam, termasuk
penicilin dan cephalosporin (Dellit et al., 2004). Pada penelitian yang dilakukan di
Amerika Serikat, ditemukan bahwa MRSA ditemukan pada lebih dari 50%
seluruh isolat yang menyebabkan penyakit klinis. Hal ini menyebabkan perlunya
digunakan alternatif terapi dari infeksi Staphylococcus aureus untuk mencegah
terjadinya resistensi, salah satunya adalah dengan memanfaatkan bahan alami,

yaitu komponen dari tanaman.

Komponen dari tanaman yang dapat digunakan sebagai antimikroba
adalah flavonoid, pinocembrin, galangin, terpenoid, dan pinobanksin yang
terdapat pada propolis (Castaldo et al., 2002). Propolis adalah resin alami yang
diproduksi oleh lebah madu sebagai hasil dari pengumpulan bahan dari tanaman
yang berbeda yang digunakan oleh lebah untuk pembuatan dan perbaikan
sarang dan sebagai proteksi dari ancaman luar seperti ular, kadal, angin, dan
hujan (Wagh, 2013). Salah satu kandungan dari propolis yaitu flavonoid dapat
berperan sebagai antibiofilm dengan cara menghambat produksi fimbriae yang
merupakan salah satu pembentuk dari biofilm (Rabin et al., 2015). Salah satu
spesies lebah madu penghasil propolis yang dapat diteliti adalah Apis mellifera.
Apis mellifera merupakan lebah yang banyak ditemukan hidup di negara beriklim
tropis seperti Indonesia, Malaysia, dan Filipina. Apis mellifera banyak
dibudidayakan oleh petani ternak karena madu yang dihasilkan lebih banyak

daripada lebah madu lainnya yaitu apabila sumber pakan dan air mencukupi



maka produksi madu dapat mencapai 25-35 kg per koloni per tahun. Selain itu,

sifat lebah ini jinak dan tidak mudah kabur (Shiddig, 2013).

Berdasarkan penjelasan diatas perlu dilakukan penelitian dari efektivitas
kandungan flavonoid dari propolis yang dihasilkan oleh lebah madu Apis
mellifera dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri Staphylococcus

aureus.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini ditujukan untuk menjawab

rumusan masalah sebagai berikut :

Apakah pemberian ekstrak propolis dari lebah madu (Apis mellifera) memiliki
efek antimikroba sebagai penghambat pembentukan  biofim pada

Staphylococcus aureus secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan bahwa ekstrak propolis dari lebah madu (Apis mellifera)
memiliki efek antimikroba sebagai penghambat pembentukan biofilm pada

Staphylococcus aureus secara in vitro.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui  perbedaan hasil dari pemberian ' masing-masing
konsentrasi ekstrak propolis- dari lebah madu (Apis mellifera) dalam
menghambat pembentukan  biofilm pada bakteri Staphylococcus

aureus secara in vitro.



2. Mengetahui Minimal Biofilm ‘Inhibitory Concentration (MBIC) dari
ekstrak = propolis  dari lebah madu (Apis mellifera) yang dapat
menghambat pembentukan  biofilm pada bakteri Staphylococcus

aureus secara in vitro.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademis

1. Dapat digunakan sebagai dasar teori untuk menambah wawasan
dalam bidang kesehatan mengenai manfaat ekstrak propolis dari lebah
madu (Apis mellifera) sebagai penghambat pembentukan biofilm pada
bakteri Staphylococcus aureus

2. Dapat menambah ilmu pengetahuan mengenai terapi terhadap biofilm

yang dibentuk oleh Staphylococcus aureus.

1.4.2 Manfaat Praktis

1. Dapat memberikan alternatif terapi anti mikroba terhadap
Staphylococcus aureus yang membentuk biofilm.
2. Dapat digunakan sebagai dasar praktisi untuk mengembangkan

penelitian dari khasiat propolis dari lebah madu (Apis mellifera)



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Staphylococcus aureus
2.1.1. Klasifikasi

Staphylococcus adalah bakteri gram positif berbentuk bulat yang apabila diamati
dibawah = mikroskop berbentuk bergerombol seperti anggur. Pada tahun 1884,
Rosenbach mengklasifikasikan Staphylococcus menjadi dua macam koloni yaitu
Staphylococcus aureus yang koloninya berwarna kuning dan Staphylococcus albus
yang koloninya berwarna putih. Walaupun saat ini terdapat lebih dari 20 spesies dari
Staphylococcus, namun hanya Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis
yang memiliki interaksi signifikan dengan manusia. Koloni Staphylococcus aureus
biasanya banyak ditemukan di jalan nafas, namun dapat juga ditemukan di kulit, rongga
mulut, dan saluran pencernaan (Todar, 2012).

Taxonomi dari Staphylococcus aureus menurut Rosenbach tahun 1884 adalah

sebagai berikut.

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884).



2.1.2. Karakteristik
2.1.2.1. Ciri Khas Bakteri

Staphylococcus aureus adalah bakteri kokus gram positif, non motil, tidak
membentuk spora, dan bersifat fakultatif anaerob yang dapat tumbuh dari respirasi
aerob ataupun fermentasi asam laktat. Staphylococcus aureus memiliki diameter 0,5-1,0
pm. Bakteri ini tumbuh secara berkelompok, berpasangan, dan biasanya bergerombol
(Baron, 1996). Staphylococcus aureus membentuk koloni berwarna kuning apabila
dikultur dan dapat tumbuh pada suhu 15-45 derajat celcius dan pada konsentrasi NaCl
sebanyak 15%. Pada tes catalase, Staphylococcus aureus menunjukan hasil positif dan
sedangkan pada tes oxidase Staphylococcus aureus menghasilkan hasil negatif, Tes
catalase inilah yang digunakan untuk membedakan Staphylococcus dari Streptococcus
(Todar, 2012). Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri yang dikenal luas
dapat menyebabkan infeksi mulai dari infeksi kulit sampai bacteremia, endocarditis,
pneumonia, dan foxic shock syndrome (Lowy,1998). Gambaran bakteri Staphylococcus
aureus. Gambaran bakteri Staphylococcus aureus dilihat dari mikroskop elektron dapat
dilihat di gambar 2.1. sedangkan gambaran bakteri Staphylococcus aureus pada

pewarnaan gram dapat dilihat di gambar 2.2.

Gambar 2.1. Gambaran Mikrografi Elektron Staphylococcus aureus (Todar, 2012).



Gambar 2.2. Staphylococcus aureus Pada Pewarnaan Gram (Todar, 2012).
2.1.2.2. Biakan

Dalam menentukan apakah suatu lesi disebabkan oleh infeksi Staphylococcus
aureus atau bukan dapat dilakukan pengecatan gram. Namun, jumlah bakteri yang
sedikit dapat menghalangi pemeriksaan mikroskop sehingga perlu dilakukan kultur.
Bakteri diisolasi dengan swab dari lesi atau kultur darah ke media padat seperti blood
agar, tryptic soy agar, atau heart infusion agar. Spesimen yang mungkin terkontaminasi
dengan mikroorganisme lain dapat diletakkan di mannitol salt agar yang mengandung
7,5% natrium klorida yang memungkinkan Staphylococcus yang halo-tolerant untuk
tumbuh (Foster, 1996).
2.1.2.3. Sifat-Sifat Pertumbuhan

Staphylococcus aureus menghasilkan katalase yang membedakannya dengan
Streptococcus. Bakteri ini meragikan karbohidrat dengan lambat, menghasilkan asam
laktat, tetapi tidak menghasilkan gas. Aktivitas proteolitik sangat bervariasi untuk setiap
strain. Staphylococcus aureus relative resisten terhadap pengeringan dan panas dan
bisa tahan terhadap suhu 50°C selama 30 menit dan terhadap natrium klorida 9%
namun - pertumbuhannya -mudah - dihambat oleh zat-zat kimia tertentu seperti

heksaklorofen 3% (Jawetz et al, 2010).



Kebanyakan dari bakteri Staphylococcal dapat tumbuh pada pH antara 4 sampai
10 dengan pH optimum 6 sampai 7. Selain itu, pertumbuhan Staphylococcus aureus
juga dipengaruhi oleh faktor nutrisi. Staphylococcus aureus tidak bisa tumbuh dengan
optimal apabila ada normal flora yang bersifat kompetitif, produk asam yang bisa
menurunkan pH, dan produksi H>O, Faktor penting yang mempengaruhi derajat inhibisi
adalah jumlah rasio inhibitor dan juga suhu (Fetsch, 2017).
2.1.3. Struktur Antigen

Staphylococcus aureus mengandung polisakarida dan protein yang bersifat
antigenik yang merupakan substansi penting di dalam struktur dinding sel.
Peptidogllikan adalah suatu polimer sakarida yang mengandung subunit-subunit yang
terangkai dan merupakan eksoskeleton yang kaku pada dinding sel. Peptidoglikan dapat
dihancurkan oleh asam kuat dan paparan lysozyme. Selain itu terdapat juga protein A
yang merupakan komponen dinding sel pada sebagian besar strain Staphylococcus
aureus yang terikat pada bagian Fc molekul IgG kecuali pada IgG3. Sedangkan bagian
Fab pada IgG yang terikat dengan protein A, berikatan dengan antigen spesifik.
Beberapa strain Staphylococcus aureus memiliki kapsul yang dapat menghambat
fagositosis oleh limfosit polimorfonuklear kecuali apabila ada antibody spesifik.
Kebanyakan strain Staphylococcus aureus memiliki koagulase atau faktor penggumpal
pada permukaan dinding sel, koagulase berikatan secara non enzimatik dengan
fibrinogen sehingga bakteri dapat beragregasi (Jawetz et al., 2010).

Staphylococcus mempunyai paling tidak satu aglutinogen umum. Dengan
absorbs agglutinin, dapat dilihat bahwa Staphylococcus aureus memiiiki struktur antigen
yang kompleks. Pada saat pertama kali ditemukan, terdapat 10 antigen yang dinamakan

antigen a sampai k lalu pada tahun-tahun selanjutnya ditemukan antigen I, m, dan n.
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Terdapat satu heat stable antigen yang dimiliki oleh semua strain Staphylococcus
aureus yaitu antigen d (Oeding, 1960).
2.1.4. Toksin dan Enzim
2.1.4.1. a-toxin

Toxin yang paling poten dari Staphylococcus aureus dalam merusak membrane
adalah a toxin. Toksin ini diekspresikan sebagai monomer yang berikatan dengan
membrane dari sel yang terinfeksi. Setelah berikatan dengan membran, subunit akan
membentuk cincin heksagonal dengan lubang sentral yang dimana isi dari sel dapat
keluar. Beberapa sel memiliki reseptor spesifik untuk a toxin yang dapat menyebabkan
toksin dalam konsentrasi rendah untuk berikatan sehingga membuat pori-pori kecil pada
sel yang menyebabkan sel mengalami kebocoran. Pada konsentrasi yang lebih besar,
toksin berikatan non spesifik dengan membran lipid sehingga membuat lubang yang
lebih besar dan lebih banyak juga molekul yang dapat keluar (Foster, 1996).
2.1.4.2. B-toxin

B-toxin adalah sphingomyelinase yang dapat merusak lipid di membran.
Kebanyakan dari Staphylococcus aureus di manusia tidak menghasilkan toksin ini
(Foster, 1996).
2.1.4.3. 5-toxin

Toksin-ini adalah peptide yang sangat kecil yang dihasilkan oleh sebagian besar
dari strain Staphylococcus aureus. Namun, cara kerja dari toksin ini belum diketahui
(Foster, 1996).
2.1.4.4. y-toxin dan Leukocidin

y-toxin dan leukocidin adalah dua komponen protein dari toksin yang merusak
membran dari sel. Protein ini diekspresikan terpisah namun bekerja bersama untuk

merusak membran sel. y-toxin mengekspresikan tiga protein. Komponen B dan C
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membentuk leukotoxin dengan kemampuan hemolitik yang rendah sedangkan
komponen A bersifat hemolitik dan leukotoxin yang lemah (Foster, 1996).
2.1.4.5. Enterotoxin dan Toxic Shock Syndrome Toxin

Staphylococcus aureus dapat mengekspresikan dua tipe dari toxin dengan
aktivitas superantigen yaitu enterotoxin yang mempunyai 6 serotipe (A,B,C,D,E,dan G)
dan toxic shock syndrome toxin (TSST-1). Enterotoxin menyebabkan diare dan muntah
dan menyebabkan staphylococcal food poisoning. Apabila masuk ke aliran sistemik,
enterotoxin dapat menyebabkan toxic shock syndrome (Foster, 1996).
2.1.4.6. Epidermolytic Toxin (ET)

Toxin ini menyebabkan kulit bersisik pada neonatus yang berlanjut menjadi
blister dan hilangnya epidermis (Foster, 1996).
2.1.4.7. Koagulase

Koagulase adalah protein ekstraselular yang berikatan dengan prothrombin pada
host dan membentuk kompleks staphylothrombin. Aktivitas protease pada thrombin
akan diaktivasikan pada kompleks yang menyebabkan perubahan dari fibrinogen
menjadi fibrin. Koagulase merupakan salah satu marker dalam mengidentifikasi
Staphylococcus aureus, namun belum ada bukti bahwa koagulase merupakan salah
satu faktor virulensi (Foster, 1996).
2.1.4.8. Staphylokinase

Sebagian besar dari strain Staphylococcus aureus mengekspresikan activator
plasminogen yaitu staphylokinase. Kompleks yang terbentuk dari staphylokinase dan
plasminogen mengaktivasi aktivitas proteolitik yang plasmin-like menyebabkan disolusi

dari fibrin clot (Foster, 1996).



12

2.1.5. Patogenesis

Staphylococcus aureus menyebabkan infeksi supuratif (menghasilkan pus) yang
bermacam-macam pada manusia. Bakteri ini dapat menyebabkan lesi kulit superficial
seperti bula dan furunkel; infeksi yang lebih serius seperti pneumonia, mastitis, phlebitis,
meningitis, “infeksi saluran kemih, osteomyelitis, dan ‘endocarditis. Staphylococcus
aureus juga merupakan salah satu penyebab infeksi nosokomial di rumah sakit yang
dapat berasal dari luka operasi ataupun dari alat medis. Staphylococcus aureus dapat
menyebabkan food poisoning dengan melepaskan enterotoxin pada makanan, dan
menyebabkan foxic shock syndrome dengan melepaskan superantigen ke aliran darah
(Todar, 2012).
Staphylococcus aureus melepaskan berbagai faktor virulensi. Diantaranya adalah

sebagai berikut:

1. Surface protein yang mempromosi kolonisasi dari jaringan host.

2. Invasins (Leukocidin, Kinase, Hyaluronidase) yang mempromosi penyebaran
bakteri di jaringan.

3. Surface factors (capsule, protein A) yang menginhibisi fagositosis.

4. Biochemical properties (carotenoid, catalase) yang mempengaruhi pertahanan
hidup di dalam fagosit.

5. Immunological disguise (Protein A, Coagulase)

6. Membran damaging toxin (Hemolysin, Leukotoxin, Leukocidin) yang melisiskan
membrane dari sel eukaryotic.

7. Exotoxin (SEA-G, TSST, ET)

8. Resistance to antimicrobial agent (Todar, 2012).

Kebanyakan dari penyakit yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus,

patogenesisnya multifaktorial. Namun, terdapat hubungan antara strain yang diisolasi dari
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beberapa penyakit tertentu dengan ekspresi faktor virulensi yang menunjukan bahwa
setiap faktor virulensi mempunyai peran dalam beberapa penyakit. Pada manusia, infeksi
kulit dikarenakan Staphylococcus aureus sering terjadi namun letak infeksi ini biasanya
tetap terlokalisasi di port of entry. Tempat masuknya bakteri ini bisa dari folikel rambut,
atau dari luka di kulit yang biasanya karena tusukan jarum ataupun luka operasi. Apabila
terdapat benda asing contohnya jahitan pada luka operasi yang sudah dikolonisasi oleh
Staphylococcus aureus menyebabkan infeksi sulit untuk dikontrol. Tempat masuk bakteri
lainnya adalah saluran pernafasan yang menyebabkan Staphylococcal pneumonia

(Todar, 2012).

Repon tubuh dari infeksi Staphylococcus aureus adalah inflamasi yang ditandai
dengan peningkatan temperatur pada lokasi infeksi, kemerahan, bengkak, akumulasi pus,
dan nekrosis jaringan. Di sekitar area inflamasi, dapat terbentuk fibrin clot. Beberapa
infeksi kulit yang lebih serius dapat terjadi yaitu furunkel atau impetigo. Infeksi pada tulang
karena Staphylococcus aureus dapat menyebabkan osteomyelitis. Infeksi yang sangat
serius dapat terjadi apabila bakteri masuk ke dalam aliran darah. Hal ini dapat
menyebabkan bakteremia yang dapat menyebar menjadi internal abscess, lesi kulit,
infeksi di paru-paru, jantung, meningen, dan ginjal (Todar, 2012). Lokasi infeksi dan

penyakit yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus dapat dilihat di Gambar 2.2.



14

Slye
sinusitis
boils, carbuncles

furouncles

hematogenous spread

endocarditis

pneumoni

emesis impetigo

diarrhea

toxic shock syndrome

uti
cysutus

)
osteomyelitis % \

-~
2 ' e

scalded skin syndrome it
|

\

L Q!

\

Gambar 2.3. Lokasi infeksi dan penyakit yang disebabkan oleh

Staphylococcus aureus (Todar, 2012).

2.2 Biofilm
2.2.1. Pengertian Biofilm

Biofilm adalah komunitas dari sel mikrobial yang hidup atau tumbuh pada
permukaan dan disekitarnya terdapat matriks polisakarida. Banyak bakteri yang
membentuk biofilm dan menurut penelitian yang telah dilakukan, struktur biofilm
sangatlah kompleks dan beragam. Hal inilah yang membuat biofilm dianggap serupa
dengan organisme multiselular (Nadell, 2009). Pada matriks biofilm, dapat juga
ditemukan molekul non selular seperti kristal ataupun komponen darah tergantung
dimana biofilm tersebut dibentuk. Biofilm dapat tumbuh di berbagai jenis permukaan
termasuk jaringan hidup dan alat medis yang merupakan salah satu jalur infeksi bakteri
(Donlan, 2002).
2.2.2. Pembentukan Biofilm pada Staphylococcus aureus

Pembentukkan biofilm bakteri terdiri dari tiga tahap yaitu perlekatan, maturasi,

dan perlepasan dari sel tunggal ataupun kelompok (Otto, 2008).
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2.2.2.1.Tahap Perlekatan

Tahapan pertama pembentukan biofilm pada tubuh manusia adalah perlekatan
dengan matriks protein manusia. Staphylococcus aureus melepaskan MSCRAMMs
(Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecule) yang mempunyai
kemampuan untuk berikatan dengan matriks protein manusia seperti fibrinogen atau
fibronectin (Patti, 1994). Staphylococcus aureus memiliki kemampuan khusus untuk
melekat di permukaan plastik. Hal inilah yang mungkin menjadi penyebab infeksi
nosokomial walaupun belum diketahui patogenesisnya. Matriks protein dari host akan
menempel di alat medis sesaat setelah alat medis dimasukan ke tubuh sehingga
interaksi antara matriks protein dengan MSCRAMMs sangat mempengaruhi terjadinya

kolonisasi (Otto, 2008).

2.2.2.2. Tahap Maturasi
Maturasi dari biofilm ditandai dengan adanya agregasi interselular dan

pembentukan struktur biofilm.

1. Agregasi
Pada Staphylococcus aureus, molekul yang berperan penting pada agregasi adalah
PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) (Mack et al., 1996). PIA bekerja sebagai
lem yang menyatukan sel dengan interaksi elektrostatik pada permukaan bakteri
yang bermuatan negatif (Sadovskaya et al., 2005). Staphylococcus aureus memiliki
techoids acids (TA). TA dapat meningkatkan adhesi dengan permukaan yang dilapisi
fibronectin (Hussain et al.,2001).

2. Pembentukan Struktur Biofilm
Biofilm yang dewasa memiliki struktur tiga dimensi yang sering dideskripsikan seperti
gedung. Diantara gedung-gedung tersebut terdapat saluran yang berisi cairan yang

berfungsi untuk mengantarkan nutrisi ke lapisan biofiim yang lebih dalam.
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Pembentukan saluran ini disebabkan oleh hubungan antar sel atau yang disebut
quorum sensing (Davies et al., 1998). Quorum sensing adalah sebuah fenomena
dimana terjadi peningkatan densitas sel sehingga menyebabkan perubahan ekspresi
gen yang merupakan regulator dari pembentukan dan maturasi biofilm. Pada
Staphylococcus, proses quorum sensing dilakukan dengan sistem accessory gene
regulator (Agr). Agr meningkatkan regulasi toksin dan faktor virulensi lainnya dan
menurunkan regulasi surface protein seperti MCRAMMSs (Schuster et al., 2004).
2.2.2.3 .Tahap Pelepasan
Pelepasan biofilm penting untuk diseminasi bakteri dan perpindahan bakteri ke
tempat lain. Pelepasan dapat terjadi pada sel tunggal ataupun sekelompok sel. Faktor-
faktor yang berpengaruh pada pelepasan ini adalah kekuatan mekanik seperti aliran
darah di pembuluh darah, penurunan jumlah dari bahan pembuat struktur biofilm seperti
eksopolisakarida, dan enzim yang dapat menghancurkan matriks (Otto, 2008).
2.2.3. Resistensi terhadap Antimikroba
Telah lama diketahui bahwa biofilm meningkatkan resistensi bakteri terhadap
antibiotik dan kunci utama untuk melawan sistem pertahanan tubuh manusia (Costerton
et al., 1999). Terdapat dua mekanisme utama dalam resistensi biofilm. Mekanisme yang
pertama adalah pencegahan antimikroba untuk mencapai targetnya dengan
menurunkan difusi, dan mekanisme yang kedua adalah menurunkan efikasi antibiotik
(Keren et al, 2004). Difusi yang terbatas dapat menyebabkan kematian lapisan luar
bakteri, namun bakteri yang berada di lapisan dalam dapat beradaptasi dengan

perubahan akibat antimikroba (Szomolay et al., 2005).
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2.2.4. Uji Pembentukan Biofilm
2.2.4.1. Uji Tabung
Metode uji tabung merupakan metode uji kualitatif ‘untuk mendeteksi

biofilm (Christensen et al., 1982). Metode ini menggunakan Triptycase Soy Broth (TSB)
dengan glukosa 1% yang diinokulasi dengan satu ose mikroorganisme lalu diinkubasi
selama 24 jam dalam suhu 37°C. Lalu tabung dituang dan dicuci dengan Phosphatase
Buffer Saline (PBS) dengan kadar pH 7,2. Setelah itu, tabung diwarnai oleh kristal violet
0,1% selama 30 menit dan kelebihan kristal violet dicuci dengan air dan tabung
dibiarkan mongering dengan posisi terbalik untuk diamati biofilmnya. Pembentukan
biofilm dinyatakan positif apabila terbentuk cincin film yang melapisi airfluid border
(batas antara medium cair dan udara di dalam tabung). Metode ini dapat digunakan
untuk melihat Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM). Keuntungannya adalah akan
didapatkan larutan uji antibakteri dengan kadar terkecil yang terlihat tanpa adanya
pertumbuhan bakteri uji (Triveda & Gomanthi, 2016).
2.2.4.2. Metode Congo Red Agar

Metode ini menggunakan agar plate yang diberikan sukrosa 5% dan stain congo
red 0,8g/L dan diinkubasi selama 24 sampai 48 jam dalam suhu 37°C. Bakteri yang
membentuk koloni hitam merupakan produsen biofilm sedangkan bakteri yang
membentuk koloni merah adalah bakteri non produsen biofilm (Kaiser et al., 2013).
Perbedaan warna koloni bakteri produsen biofilm dan non-produsen biofilm pada congo

red agar dapat dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.4. Pertumbuhan bakteri produsen biofilm pada Congo Red Agar
(Kaiser et al., 2003).

Keterangan: Gambar 2.3. menunjukkan perbedaan warna koloni antara bakteri
produsen biofilm dan bakteri non-produsen biofilm pada Congo
Red Agar. Pada gambar (a) terlihat koloni yang berwarna merah
dan gambar (d) menunjukkan koloni berwarna merah tua. Hal ini
menunjukkan bahwa bakteri tesebut merupakan bakteri non-
produsen biofilm. Sedangkan pada gambar (b) menunjukkan
koloni berwarna hitam dan gambar (c) menunjukkan koloni
berwarna coklat tua. Hal ini menandakan bahwa bakteri tersebut
merupakan bakteri produsen biofilm.
2.2.4.3. Metode Tissue Culture Plate
Metode ini menggunakan isolat bakteri yang sudah diinkubasi selama satu
malam pada nutrient agar plate dan diinokulasikan pada TSB dengan 1% glukosa yang
keencerannya 1:1000 pada microtiter plate. Plate diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam dalam  kondisi aerob. Kemudian, isi well. Dari microtiter plate dituang dan
dibersihkan sebanyak 3 kali dengan PBS. Setelah dicuci, dilakukan fiksasi dengan
etanol absolut selama 15 menit. Kemudian, isi well dituang lagi dan dicuci dengan
aquades steril. Setelah itu ditambahkan asam asetat glasial 30% pada well. Optical
density pada masing-masing well di microtiter plate dibaca menggunakan automated
ELISA plate reader pada panjang gelombang 500-550 nm (Deka, 2014). Perbedaan

warna bakteri pembentuk bilofilm dengan bakteri bukan pembentuk biofilm pada tissue

culture plate dapat dilihat di Gambar 2.4.
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Gambar 2.5. Bakteri produsen biofilm dan bakteri non-produsen biofilm
pada tissue culture plate. (Deka, 2014).

Keterangan: Warna ungu tua pada microtiter plate membuktikan adanya
pembentukan biofilm pada bakteri uiji.

2.3. Propolis

Propolis, produk resin natural yang telah dikenal selama bertahun-tahun, adalah
produk kompleks yang dihasilkan dari lebah madu dari pengumpulan senyawa dari
berbagai macam tumbuhan dan tercempur oleh beeswax dan enzim dari saliva (8-
glucosidase) (Cardoso, 2011). Lebah menggunakan propolis sebagai proteksi
sarangnya dari predator dan mikroorganisme, untuk memperbaiki kerusakan, isolator
panas, dan membentuk lingkungan aseptik untuk mencegah infeksi larva (Bankova,
2005). Propolis merupakan materi lipofilik yang keras dan bisa hancur saat lingkungan
dingin, namun lunak, fleksibel, dan lengket saat lingkungan hangat (Umthong, 2011).
Propolis memiliki bau yang harum dan memiliki warna yang beragam seperti coklat,

hijau, dan merah (Fokt, 2010).
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2.31. Senyawa Antimikroba
Komposisi kimia dari propolis terdiri dari 50% resin, 30% wax, 10% essential oils,

5% pollen, dan 5% substansi lain seperti phelonic acids, flavonoid, terpenes, aromatic
aldehydes dan alkohol, stilbenes, dan [-steroids (Barlak, 2011; Bankova, 2005).
Walaupun demikian, komposisi dari propolis tidak bisa disamakan karena bergantung
pada konsumsi tanaman dan lingkungan dari lebah, dan musim di habitat lebah (Sforcin,
2016). Propolis mempunyai senyawa antibakterial terhadap bakteri terutama bakteri
coccus dan batang gram positif, namun memiliki sedikit efek pada bakteri gram negatif.
Hal ini dikarenakan tingginya kadar flavonoid pada propolis (Grange, 1990).
2.3.1.1. Flavonoid

Flavonoid merupakan kandungan dominan dari propolis yang memiliki efek anti
bakteri, anti fungal, dan anti inflamasi (Bueno-Silva et al.., 2017). Menurut struktur
kimiawinya, flavonoid dalam propolis dikategorikan menjadi flavones, flavans, isoflavans,
dan neoflavonoids (Huang et al., 2014). Beberapa flavonoid, termasuk apigenin,
galangin, flavone, flavonol glycosides, isoflavones, flavones, dan chalcones telah
diketahui memilki efek antimikroba (Cushnie, 2005). Flavonoid memiliki berbagai target
sel. Salah satu metode antimikroba dari propolis adalah menginaktivasi adhesin, enzim,
dan transport protein dari bakteri (Mishra, 2009). Flavonoid juga dapat menghambat
pembentukan intracellular adhesion genes icaA dan icaD (Lee et al., 2013). Gen icaA
dan icaD dapat menghambat sintesis Polysaccharide Intercelullar Adhesion (PIA) yang
mempunyai peran penting terhadap pembentukan biofilm (Rohde et al., 2010; Archer, et
al., 2011; Arciola et al., 2012).
2.3.1.2. Terpenoid

Sebagai senyawa utama dari substansi volatile, terpenoid mempunyai peran

sebagai antioksidan, antibakteri, dan aktivitas biologis lainnya (Huang et al., 2014).
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Volatil mampu merangsang sistem kekebalan tubuh lansia dengan meningkatkan
aktivitas natural killer cell (Bankova et al., 2014).
2.4. Apis mellifera

Apis mellifera adalah lebah madu yang berasal dari Eropa, Asia, dan Afrika
(Sammantaro, 1988). Lebah madu ini memiliki habitat di daerah yang penuh dengan
bunga dan tanaman lainnya seperti padang rumput dan kebun (Milne and Milne, 2000).
2.41 Taksonomi Apis mellifera

Taksonomi dari lebah madu (Apis mellifera) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Arthropoda
Kelas . Insecta

Ordo : Hymnoptera
Famili : Apidae
Genus : Apis

Spesies : Apis mellifera

2.4.2. Morfologi Apis mellifera

Secara umum, Apis mellifera berwarna merah atau coklat dengan garis hitam dan
kuning di bagian abdomen. Mereka mempunyai rambut di bagian thoraks dan tidak
mempunyai rambut di bagian abdomen. Mereka mempunyai pollen basket di bagian kaki
belakang. Kaki dari lebah ini berwarna coklat tua atau hitam. Terdapat dua kasta dari
lebah wanita yaitu sterile workers yang berukuran lebih kecil (10-15mm) dan ratu lebah
yang berukuran lebih besar (18-20mm). Lebah laki-laki yang dikenal dengan drones,
memiliki panjang badan 15-17mm. Lebah madu bersifat endothermic yaitu dapat
menghangatkan tubuh mereka dan temperatur di sarangnya dengan mempekerjakan

flight muscle mereka (Clarke et al., 2002).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1.  Kerangka Konsep Penelitian

Kumpulan sel plankionik

Ekstrak Propolis

Staphylococcus aurgus
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Keterangan:

—> : Proses pembentukan biofilm

—— :Mengandung

—{ : Menghambat
E - Variabel yang diteliti

: Variabel yang tidak diteliti

Penelitian ini mengamati pengaruh ekstrak etanol propolis dari lebah
madu Apis mellifera terhadap pembentukan biofilm dari Staphylococcus aureus.
Pada saat bakteri Staphylococcus aureus mencapai jumlah yang cukup untuk
menimbulkan infeksi, sel planktonik (sel bebas) Staphylococcus aureus
berkumpul untuk membentuk biofilm. Pembentukkan biofilm Staphylococcus
aureus dimulai dari perubahan sel planktonik menjadi sel pembentuk biofilm
(fenotipik). Setelah itu, perlekatan bakteri Staphylococcus aureus tersebut
membentuk lapisan monolayer yang masih bersifat sementara. Untuk perlekatan
permanen, bakteri Staphylococcus aureus membentuk matriks EPS yaitu suatu
perekat yang melekatkan bakteri pada satu permukaan dan melekatkan satu
sama lain pada monolayer yang menjadi tempat sel bakteri melekat. Matriks EPS
yang dikeluarkan bakteri Staphylococcus aureus disebut juga dengan Microbial
Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecule (MSCRAMMS).
MSCRAMMs akan berikatan dengan matriks protein sel host. Setelah bakteri
Staphylococcus aureus melekat secara permanen, akan terbentuk mikrokoloni
yang selanjutnya diikuti dengan pengembangan dan maturasi biofilm bakteri

Staphylococcus aureus melalui mekanisme quorum sensing.
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Kemudian  bakteri ~ akan melakukan quorum ' sensing dengan
mensekresikan inducer ke matriks/medium di sekitarnya. Inducer ini berperan
untuk memanggil bakteri-bakteri lain di sekitar untuk menuju lokasi pembuat
inducer tersebut dan menjadi koloni yang lebih besar lagi. Inducer yang
dikeluarkan disebut juga dengan Polysacharide Intercelullar Adhesion (PIA).
Selain dengan quorum sensing, bakteri juga memperbesar koloni dengan cara
proliferasi. Apabila koloni bakteri tersebut telah menyelesaikan pembentukan
EPS tersebut, terbentuklah biofilm yang terdiri dari mikrokoloni bakteri, EPS, dan

tambahannya.

Propolis mengandung beberapa zat anti bakteri. Kandungan zat
antibakteri terbanyak dari propolis adalah flavonoid dan terpenoid. Flavonoid
memiliki kemampuan untuk menghambat intercelullar adhesion genes icaA dan
icaD yang dapat mensintesis Polysacharide Intercelullar Adhesion (PIA). Hal ini
menyebabkan terhambatnya proses quorum sensing dengan tidak terjadinya
agregasi bakteri. Flavonoid dan Terpenoid bersinergi dalam menghambat
mekanisme QS dengan menghambat sinyal pada quorum sensing dengan
adanya berbagai kandungan senyawa pada ekstrak propolis yang bersifat
sebagai antibiofilm, diharapkan dapat terjadi hambatan pembentukkan biofilm
bakteri Staphylococcus aureus.

3.2 Hipotesis Penelitian

Pemberian ekstrak propolis dari lebah madu (Apis mellifera) memiliki efek
antimikroba sebagai penghambat pembentukan biofilm pada Staphylococcus

aureus secara in vitro.
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MATERI DAN METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental laboratorium
(true experimental-post test only group design) dan metode uji Tabung.
Kelompok - perlakuan adalah kelompok yang mendapat perlakuan berupa
pemberian ekstrak dengan konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50%.
Sedangkan kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak mendapat perlakuan

berupa pemberian ekstrak.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya Malang pada rentang waktu Februari 2018 — Juni 2018.

4.3 Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan ekstrak propolis lebah madu Apis melifera
yang didapatkan dan diekstrak dari Peternakan Lebah Rimba Raya di Lawang
dan sampel bakteri uji yang digunakan pada penelitian adalah Staphylococcus
aureus pembentuk biofilm yang diambil dari stock culture milik Laboratorium

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

2R
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4.4 Pengulangan

Pada penelitian ini jumlah pengulangan yang dilakukan menggunakan
rumus (p-1) (n-1) = 15 dengan n = jumlah pengulangan tiap perlakuan; p =
jumlah perlakuan. Terdapat 6 perlakuan pada penelitian ini, sehingga estimasi

besar sampel adalah:

6-1) (n-1) =15

5n-5 >15
5n > 20
n >4

Berdasarkan perhitungan diatas, maka besar sampel atau pengulangan

yang diperlukan dalam penelitian ini adalah 4.

4.5 Variabel Penelitian

4.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dari penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol
propolis lebah madu (Apis mellifera) dengan konsentrasi tertentu (dalam %),

yaitu 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50%.

4.5.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dari penelitian ini adalah kadar hambat biofilm
minimal ekstrak etanol propolis lebah madu (Apis mellifera) dalam menghambat

biofilm yang dibentuk oleh Staphylococcus aureus dengan uji tabung.
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Definisi Operasional

. Staphylococcus aureus adalah bakteri yang digunakan pada penelitian ini

berasal dari stock culture milik Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Bakteri ini akan diidentifikasi

ulang sebelum penelitian.

. Biofilm adalah agregat multiseluler yang membentuk lapisan padat pada

permukaan suatu substrat atau medium. Pada penelitian ini biofilm

dibentuk oleh Staphylococcus aureus pada medium cair dalam tabung.

. Ekstrak etanol propolis lebah madu (Apis mellifera) adalah hasil ekstraksi

cair propolis dengan pelarut etanol. Ekstrak yang didapat dianggap
memiliki kandungan ekstrak sebesar 100%. Propolis berasal dari propolis
mentah yang didapat dan diekstrak dari Peternakan Lebah Rimba Raya

di Lawang, Jawa Timur. Surat pengekstrakan dapat dilihat di lampiran 2.

. Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) adalah konsentrasi ekstrak etanol

propolis lebah madu (Apis mellifera) terendah yang mampu menghambat
pembentukan biofilm Staphylococcus aureus yang ditandai dengan tidak
tampaknya bentukan cincin dan lapisan ungu kebiruan pada airfluid
border (area antara medium cair dan udara) dalam tabung uji. KHBM
dicapai apabila hasil rerata Mean Gray Value sebesar 10% dibawah

Mean Gray Value tabung kosong (Macia, 2014).

.-Kontrol Bahan adalah ekstrak etanol propolis lebah madu (Apis mellifera)

yang tidak dicampur bakteri Staphylococcus aureus dan digunakan untuk

membuktikan bahwa bahan yang digunakan steril.
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6. Kontrol Kuman adalah biakan bakteri yang tidak dicampur dengan ekstrak

4.7

4.71

etanol propolis lebah madu (Apis mellifera) sebagai pembanding
pertumbuhan bakteri jika tidak diberikan ekstrak. Dan kontrol kuman

berlaku sebagai kontrol positif.

. Kelompok  perlakuan adalah kelompok yang diberikan ekstrak dengan

konsentrasi 0%,10%, 20%, 30%, 40%, dan 50% pada tabung yang diisi

dengan bakteri.

.. Mean Gray Value adalah skala intensitas warna pada program Adobe

Photoshop CS3. Skala berkisar antara 0-255. Angka mendekati 0
menunjukkan kepekatan warna yang tinggi. Angka mendekati 255
menunjukkan kepekatan warna yang rendah. Nilai KHBM ditentukan
melalui penilaian Mean Gray Value pada tabung kosong yang tidak

terbentuk cincin dan tidak terdapat bekas pewarnaan.

Alat dan Bahan Penelitian

Alat dan Bahan untuk Pembuatan Ekstrak Propolis

1. Propolis mentah lebah madu Apis mellifera

2. Etanol 96%

3. Timbangan analitik

4. Gelas kimia 250 ml

5. Sokhet

6. Cawan petri
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7. Penjepit cawan petri

8. Desikator

9. Spatula

10. Pemanas aquades

11. Kertas saring

12. Thimble

13. Oven

Alat dan Bahan Identifikasi Bakteri

1. Isolat Staphylococcus aureus

2. Bahan pengecatan Gram: lugol,kristal violet, safranin, dan alkohol 96%

3. Minyak imersi, mikroskop, dan ose

4. Medium agar Natrium Plate Agar (NAP)

5. Lampu spiritus

6. Tabung reaksi

Alat dan Bahan Deteksi Biofilm

1. TSB + glycerol 10%

2. Biakan Staphylococcus aureus

3. Tabung reaksi
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4. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3

5. Deionized water

6. Kristal violet

7. Pipet

8. Ose

9. Beaker glass

10. Inkubator

Foto dari alat dan bahan penelitian dapat dilihat di Lampiran 1.

4.8. Prosedur Penelitian

4.8.1 Persiapan Propolis dari Lebah Madu (Apis mellifera)

4.8.1.1 Ekstraksi dan Evaporasi

1. Dilakukan penelitian pendahuluan digunakan untuk pencarian
konsentrasi. Diawali dengan konsentrasi ekstrak 0%, 10%, 20%, 30%,
40%, dan 50%. Setelah itu dilakukan perapatan  konsentrasi
berdasarkan hasil dari penelitian tersebut dan dilakukan pengulangan

4x pada rentang konsentrasi tertentu.

2. Propolis yang sudah dijadikan bubuk seberat 100 gram ditimbang

dalam neraca analitik.

3. Propolis tersebut diletakkan dalam thimble atau selongsong tempat

sampel dan dimasukkan dalam ekstraktor sokhlet.
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4. Labu yang sudah berisi etanol 96% lalu dihubungkan dengan sokhlet.

5. Kondensor dihubungkan juga dengan sokhlet dan dipasang selang air.

6. Buka aliran air sehingga selang air akan terisi dan berfungsi sebagai
pendingin. Nyalakan alat pemanas listrik yang ditempatkan di bawah

labu dan proses ekstraksi dimulai.

7. Uap dari hasil didihan pelarut atau etanol 96% akan berjalan melalui
sokhlet menuju kondensor, dan di sana akan kembali menjadi fase cair
karena terdapat proses pendinginan yang disebabkan oleh adanya
aliran air. Fase cair ini nantinya akan menetes ke thimble dan
melarutkan lemak sampel sehingga sari atau tetesan ekstrak akan
mengalir menuju labu. Proses ini berlangsung selama kurang lebih £ 5

jam.

8. Pelarut atau etanol 96% dipisahkan dari ekstrak dengan cara melepas
thimble dan dilanjutkan dengan proses destilasi dengan cara yang
sama dengan ekstraksi sokhlet sehingga ekstrak yang diperoleh
menjadi lebih pekat selanjutnya dengan memindahkan ekstrak ke

dalam botol timbang.

9. Kemudian untuk memastikan bahwa hasil ekstrak sudah tidak
terkandung pelarut atau etanol 96%, hasil ekstrak harus dioven
dengan suhu 70°C -80°C hingga aroma etanol tidak tercium dan
diperoleh - ‘bobot - konstan, sehingga didapatkan ekstrak kental

(konsentrasi 100%) (Sudarmadji et al., 2003).
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4.8.2 Persiapan Bakteri

4.8.2.1 Pewarnaan Gram

1.

10.

Object glass dibersihkan dahulu dengan kapas, dilanjutkan fiksasi
dengan dilewatkan di atas api dan biarkan dingin sehingga object
glass menijadi steril dari bahan pencemar lain.

Teteskan satu ose aquades steril pada gelas objek. Ambil sedikit
biakan kuman menggunakan ose, kemudian suspensikan dengan
aquades pada gelas objek dan ratakan. Khusus sediaan cair tidak
perlu disuspensikan dengan aquades.

Biarkan sediaan kering di udara, kemudian lakukan fiksasi dengan
cara melewatkan sediaan di atas api satu atau dua kali

Tuang sediaan pada gelas objek dengan kristal violet dengan durasi 1
menit. Buang sisa kristal violet dan bilas dengan air.

Tuang sediaan dengan lugol selama 1 menit. Buang sisa lugol dan
bilas dengan air.

Tuang sediaan dengan alkohol 96% selama 5-10 detik atau sampai
warna cat luntur. Buang sisa alkohol dan bilas lagi dengan air.

Tuang sediaan dengan safranin selama %2 menit. Buang sisa safranin
dan bilas lagi dengan air.

Keringkan sediaan dengan kertas. penghisap dan. tetesi minyak
imersi.

Lihat di bawah mikroskop dengan lensa objektif perbesaran 100x
Bakteri Staphylococcus aureus yang diamati di bawah mikroskop
adalah bakteri coccus berwarna ungu (gram positif) (Forbes et al,

2007)
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4.8.2.2. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk -membedakan . Staphylococcus

dengan Streptococcus.

Tuangkan 0,2 H202 3% ke dalam tabung reaksi.

Ambil sedikit biakan bakteri dengan ose.

Usapkan ose pada dinding tabung diatas permukaan cairan.
Tutup tabung reaksi, lalu goyangkan agar cairan H2O2 3% dapat
mengenai usapan biakan bakteri.

Hasil positif ditandai dengan adanya gelembung, menunjukkan
bakteri Staphylococcus.

Hasil negatif ditandai dengan tidak adanya gelembung,

menunjukkan bakteri Streptococcus (Hadietomo, 1990).

4.8.2.3. Uji Koagulase

1.

Teteskan satu ose plasma darah dengan EDTA pada gelas objek
yang kering dan bersih (gelas objek A).

Teteskan air distilasi / air salin sebagai kontrol pada gelas objek B.
Ambil sedikit biakan kuman dengan ose. Buat suspensi dengan
masing-masing gelas objek dan diratakan perlahan selama 5-10
detik.

Hasil positif ditandai dengan adanya penggumpalan dalam waktu
10 detik atau kurang pada gelas objek A dan tidak ada
penggumpalan pada gelas objek B. Hasil positif menunjukkan

Staphylococcus aureus.



34

5. Hasil negatif bila tidak ada penggumpalan pada kedua gelas
objek. Hasil negatif menunjukkan  Staphylococcus koagulase

negatif (Brickler et al., 1994).

4.8.2.4. Perbenihan Pada Nutrient Agar Plate (NAP)

Staphylococcus aureus yang ditanam pada medium Nutrient Agar Plate
(NAP), koloninya akan berwarna kuning emas, berbentuk bulat, konveks dengan

tepi rata, permukaan mengkilat, dan konsistensi lunak.

4.8.2.5. Pembiakan Bakteri Pada Medium NAP

1. Ambil 1 ose steril sampel dari biakan nutrient broth.

2. Goreskan pada medium NAP dengan metode quadrant streak.

3. Sediaan diinkubasi di inkubator 37°C selama 18-24 jam.

4. Koloni bakteri Staphylococcus aureus menghasilkan gambaran bulat

berwarna kuning emas. (Kaito, 2006).

4.8.2.6.Pembuatan Perbenihan Cair Bakteri

1. Beberapa koloni bakteri Staphylococcus aureus yang sudah ditanam
di Nutrient Agar Plate (NAP) dipindahkan ke Nutrient Broth (NB)
selama 24 jam dalam inkubator 37°C, kemudian dilakukan
spektrofotometri dengan - panjang gelombang 625 nm  untuk
mengetahui nilai absorbansi dan suspensi.

2. Untuk mendapatkan suspensi bakteri uji dengan konsentrasi bakteri
sebesar 108/mL yang setara dengan OD = 0,1 maka dilakukan

perhitungan sebagai berikut
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N1 XV1=N2XV2
Keterangan:
V1 = Volume bakteri yang akan ditambah pengencer
N1 = Nilai absorbansi suspensi (hasil spektrofotometri)
V2 = Volume suspensi bakteri uji (10 mL)
N2 = OD (0,1 = setara dengan 108/mL)

3. Sehingga diperoleh volume (mL) bakteri yang akan ditambah
pengencer untuk mendapatkan bakteri dengan konsentrasi 108/ml
sebanyak 10 mL.

4. Setelah diperoleh suspensi bakteri dengan konsentrasi 108 /mL
sebanyak 10 mL, dilakukan pengenceran sebanyak 100 kali dengan
menggunakan NaCl dan nutrient broth, sehingga konsentrasi bakteri
menjadi 10%/mL. Kini bakteri telah siap digunakan untuk penelitian

(Ruchi et al., 2015)

4.8.2.7. Uji Deteksi Pembentukan Biofilm (Metode Tube-test)

Staphylococcus aureus yang sudah teridentifikasi disimpan dalam media
Tryptic Soy Broth (TSB) + glycerol 10% dan diinkubasi pada suhu 37°C
semalam. Mikroba kultur semalam selanjutnya dimasukkan ke tabung TSB
glukosa (10 ml) dan diinkubasikan 37°C selama 24 jam. Selanjutnya tabung
dicuci dengan PBS (pH 7,3) dan dikeringkan airnya. Tabung yang sudah
dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) dan kelebihan warna dibuang dan tabung
dicuci dengan deionized water hingga akhirnya tabung dikeringkan dan dilihat
formasi biofilmnya. Formasi biofilm ini ditandai dengan adanya cincin berwarna

ungu kebiruan yang melekat pada dinding tabung (Christensen et al., 2000).
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4.8.3 Uji Hambat Pembentukan Biofilm pada Staphylococcus aureus

1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi bakteri
1x108 CFU/m.

2. Membuat suspensi bakteri dalam medium TSB + glycerol 10%
berdasarkan perhitungan OD dari spektofotometri.

3. Mengisi tabung reaksi 1-6 dengan suspensi bakteri dalam medium
TSB + glycerol 10% 2ml, dan satu tabung lain (kontrol) diisi 4ml.

4. Kemudian 2 ml dalam larutan ekstrak dalam tiap tabung kecil
dicampurkan dalam tabung reaksi 1-6 sehingga didapatkan larutan
sebanyak 4 ml dengan konsentrasi ekstrak propolis pada masing-
masing tabung sebagai berikut:

Tabung 1: 0% (kontrol) Tabung 5: 40%

Tabung 2: 10% Tabung 6: 50%

Tabung 3: 20%

Tabung 4: 30%

Seluruh tabung diinkubasikan selama 24 jam dengan suhu 37°C

5. Setelah 24 jam, tabung dikeluarkan dari inkubator dan dicuci
dengan PBS (pH 7,3) dan dikeringkan airnya.

6. Tabung yang sudah dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) 0,5 ml
lalu kelebihan warna dibuang dan tabung dicuci dengan deionized
water.

7. Tabung dikeringkan.

Segera amati dan catat biofilm yang terbentuk (Cahyani, 2013).

Dapat terlihat sebuah film melapisi dinding tabung berbentuk cincin.
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Hal ini diyakini sebagai indikasi pembentukan biofilm. (Praharaj et

al., 2013).

4.8.4 Pengukuran Mean Gray Value

Hasil pembentukan biofilm pada tabung kemudian difoto dengan
menggunakan kamera digital. Untuk mengetahui intensitas warna pada area
cincin. dan dinding tabung pada masing-masing kelompok maka digunakan
program aplikasi Adobe Photoshop CS5. Mean Gray Value yang dinyatakan
dalam skala 0 — 255. Semakin rendah nilai Mean Gray Value menunjukkan
intensitas warna yang semakin tebal, sementara semakin tinggi nilai Mean Gray
Value menunjukkan intensitas warna yang semakin tipis. Langkah-langkah
dimulai dengan membuka aplikasi Adobe Photoshop CS5, pilih File dan
masukkan hasil fotonya. Selanjutnya pilih tab Window dan pilih Measurement
Log, blok area yang akan dilihat intensitas warnanya dengan menggunakan
Rectangular Marquee Tool, lalu klik Record Measurements maka akan
didapatkan nilai Mean Gray Value yang merupakan rata-rata dari intensitas

warna pengecatan tabung (Andiyani, 2014).

4.9. Analisis data

Pada penelitian ini menggunakan variabel numerik dengan faktor. yang
ingin diketahui yaitu perbedaan pengaruh antara berbagai konsentrasi ekstrak
etanol propolis terhadap intensitas warna yang ditimbulkan oleh biofilm pada
tabung (Mean Gray Value). Analisis hasil penelitian ini menggunakan analisis
statistik SPSS (Statistical Product of Service Solution) versi 23.0 untuk Windows.

Langkah-langkah pengujian sebagai berikut :
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Uji normalitas data menggunakan uji Saphiro-Wilk untuk menguiji
normalitas suatu distribusi data apakah data tersebar normal (parametik)
atau tidak tersebar normal (nonparametik) dan homogen atau tidak
homogen.

Uji komparasi dilakukan dengan Oneway ANOVA dengan syarat distribusi
data harus normal (parametik) dan varian data harus homogen. Jika data
tidak homogen atau tidak tersebar normal (nonparametik) makan
menggunakan metode Kruskal Wallis.

Uji Post Hoc Tukey HSD untuk mengetahui signifikansi masing-masing
kelompok data.

Uji korelasi dilakukan dengan Pearson dengan syarat distribusi data
harus normal (parametik) dan homogen. Jika distribusi data tidak normal
dan tidak homogen, maka dilakukan dengan metode Spearman. Uji
korelasi untuk mengetahui tebal biofilm bakteri dengan perubahan kadar

ekstrak yang diberikan dan bentuk hubungannya (Razali dan Wah, 2011).
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4.10. Kerangka Operasional Penelitian

Staphylococcus
aureus
v
Identifikasi Bakteri: Ekstrak propolis lebah madu
(Apis mellifera)
1. Pewarnaan Gram
2. Tes Katalase Metode: Maserasi
3. Tes Koagulase \l'
4. Perbenihan pada media
spesifik Nutrient Plate Agar Pemberian konsentrasi
(NAP) ekstrak 0%; 1,675%; 3,125%;
\l’ 6,25%; 12,5%; 25%; 50%.
(sebagai pendahuluan)
Simpan dalam media TSB dilanjutkan penelitian
+ glycerol 10% menggunakan ekstrak dengan
konsentrasi 0%, 10%, 20%,
\L 30%, 40%, 50% dan dilakukan
Kultur selama 24 jam pengulangan sebanyak 4X
(sebanyak 40 L)

v

Pengamatan pembentukan
biofilm dengan metode tabung:

1. Inkubasi pada 37°C selama
24 jam

2. Cucidengan PBS (pH 7,3)

3. Cat dengan kristal violet
0,1%

4. Cuci dengan air biasa/
deionized water

v

Hasilnya difoto dengan kamera digital

Analisis data \l,

dengan SPSS for | €— Ukur Mean Gray Value dengan Adobe Photoshop CS5
Windows 23.0

Baaan 4.1. Keranaka Operasional Penelitian



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil identifikasi Ulang Bakteri Uji

Bakteri diidentifikasi pada medium Nutrient Agar Plate (NAP), pewarnaan
gram, tes katalase, tes koagulase, untuk membuktikan bahwa bakteri yang
digunakan dalam penelitian merupakan bakteri Staphylococcus aureus. Pada
medium NAP, ditemukan koloni berwarna kuning keemasan. Pewarnaan gram
menunjukan hasil berupa bakteri gram positif ditandai dengan ditemukannya
bakteri kokus berwarna ungu pada pengamatan mikroskop dengan perbesaran
1000 kali, Pada tes katalase didapatkan hasil positif dengan terbentuknya
gelembung berbusa, sedangkan pada tes koagulase terbentuk gumpalan seperti
pasir. Pada uji kepekaan antibiotik (cefoxitine) didapatkan zona inhibisi sebesar

30 mm yang berarti bakteri sensitif terhadap antibiotik.

Gambar 5.1 Hasil pewarnaan gram Staphylococcus aureus
Keterangan: Tanda panah menunjukan bakteri gram positif berbentuk coccus berwarna
ungu bergerombol seperti anggur.

AN



Gambar 5.2 Hasil tes katalase
Keterangan: Tanda panah menunjukkan terbentuknya gelembung pada kertas
stephaurex yang menandakan bahwa tes katalase positif.

Gambar 5.3 Hasil tes koagulase
Keterangan: Tanda panah menunjukkan terbentuknya gumpalan seperti pasir pada
kertas stephaurex positif yang menandakan bahwa tes koagulase positif.

41
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Gambar 5.4. Hasil uji sensitivitas antibiotik (cefoxitine)
Keterangan: Tanda panah menunjukan
zona inhibisi sebesar 30 mm yang menandakan bahwa bakteri sensitif antibiotik.

5.1.1 Hasil Uji Deteksi Pembentukan Biofilm

Bakteri ditanam pada medium Congo Red Agar (CRA) lalu diinkubasi
selama 24 jam untuk mendeteksi pembentukan biofilm. Hasil positif
pembentukan biofilm jika didapatkan koloni bakteri yang berwarna hitam, bulat,

dan berkilau.

Gambar 5.5 Staphylococcus Aureus biofilm pada Congo Red Agar (CRA)
Keterangan: Tanda panah menunjukkan koloni bakteri berwarna hitam, bulat, dan
berkilau yang menandakan bakteri membentuk biofilm.
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5.1.2 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm
5.1.2.1 Hasil Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan dilakukan terlebih dahulu untuk konsentrasi yang akan
diteliti. Konsentrasi ekstrak yang digunakan untuk uji penahuluan adalah 0%;
1,675%; 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; dan 50%. Hasil penelitian pendahuluan
digunakan sebagai dasar pemilihan konsentrasi untuk penelitian inti. Hasil uji
pendahuluan menunjukan bahwa pada konsentrasi 25% dan 50% sudah tidak
terlihat pembentukan cincin biofilm secara visual. Hasil penelitian pendahuluan
dapat diamati pada lampiran 3.
5.1.2.2 Hasil Penelitian

Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan, dilakukan uji hambat biofilm
Staphylococcus aureus dengan perapatan konsentrasi yaitu konsentrasi 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, dan 0% sebagai kontrol positif. Pengamatan hasil
penelitian dilakukan dengan cara kuantitatif menggunakan MGV. Pengukuran
dilakukan dengan menggunakan program Adobe Photoshop CS 5 dengan skala
0 — 255. Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) didapatkan dari 10% MGV
dibawah tabung kosong, yaitu 111.31. Pada penelitian ini, KHBM tercapai pada
konsentrasi 50%. Hambatan pembentukan biofim dapat ditandai pada
peningkatan MGV pada setiap peningkatan konsentrasi.

Pengamatan hasil penelitian ditandai dengan bentukan cincin pada area
airfluid border yang menandakan terbentuknya biofilm. Kemudian diambil foto
pada gambaran cincin biofilm seperti pada Gambar 5.6. Hasil pengukuran
selengkapnya dapat dilihat di Tabel 5.1 dan gambar hasil perapatan dan

pengulangan dapat dilihat di lampiran 4.
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Gambar 5.6 Hasil Penelitian Uji Hambat Pembentukan Biofilm
Keterangan: Gambar menunjukan bahwa dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak, maka
ketebalan cincin semakin tipis. Biofilm ditandai cincin berwarna biru pada tabung.
Keterangan gambar: (1) Konsentrasi 0%, (2) Konsentrasi 10%, (3) Konsentrasi 20%, (4)
Konsentrasi 30%, (5) Konsentrasi 40%, (6) Konsentrasi 50%. Pada penelitian, ditemukan tabung
dengan pemberian konsentrasi 50% cincin biofilm sudah tidak tampak. Foto diambil menggunakan

kamera digital Fujifilm XT-10, 16 megapixels.

Konsentrasi Pengulangan Rata-rata +
| T i v SD
0% 33.51 33.5 33.51 33.52 33.51 £ 0.09
10% 38.41 35.71 38.75 31.26 36.03 = 3.46
20% 52.34 43.27 50.88 45.65 48.03 + 4.28
30% 62.57 69.02 61.67 63.40 64.16 = 3.31
40% 90.66 104.24 101.12 104.27 100.07 £ 6.44
50% 123.37 106.27 105.82 117.88 113.33 £ 8.71
MGV
Tabung 123.68

Kosong
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Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Intensitas Warna Biofilm (MGV)

Keterangan: Semakin kecil nilai Mean Gray Value mencerminkan biofilm yang terbentuk makin
tebal. Sebaliknya, nilai Mean Gray Value yang tinggi mencerminkan biofilm yang terbentuk makin
tipis. Kadar hambat biofilm minimal yang dicapai apabila rata-rata Mean Gray Value 10% dibawah
Mean Gray Value tabung kosong, yaitu 111.31 (10% dari 123.68). Berdasarkan tabel diatas, dapat
dilihat KHBM dari penelitian ini adalah pada konsentrasi 50% dimana rata-rata Mean Gray Value

adalah 113.33. Grafik dari tabel diatas dapat dilihat di lampiran 4.

5.2 Analisis Data

Analisis hasil penelitian menggunakan analistik statistik SPSS versi 23.
Pertama, dilakukan Uji Normalitas dan Uji Homogenitas pada Mean Gray Value
pada tabel 5.1 untuk menentukan uji apa yang akan digunakan. Setelah
didapatkan bahwa data normal dan homogen, dilanjutkan dengan melakukan
analisis menggunakan Uji Oneway ANOVA. Uiji tersebut berguna untuk
memastikan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok data. Selanjutnya
dilakukan analisis dengan Uji Post Hoc dengan metode Tukey HSD untuk
melihat signifikansi antar kelompok data. Kemudian, dilakukan uji korelasi
Pearson untuk mengetahui korelasi antara variabel dependen dan variabel
independen, yaitu berupa hubungan tebal biofilm bakteri yang dilihat dari Mean
Gray Value dengan perubahan kadar ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera
dan juga bentuk hubungannya (lurus atau terbalik). Terakhir, dilakukan uji regresi
untuk memprediksi konsentrasi efektif yang dapat menghambat pembentukan
biofilm (Razali & Wah, 2011).
5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas

Uji Normalitas dilakukan dengan metode Shapiro-Wilk dikarenakan
jumlah data kurang dari 50. Suatu data dikatakan tersebar normal apabila hasil
uji normalitas menunjukan p>0,05 dan uji homogenitas menunjukan p>0,05. Dari
Uji Normalitas yang dilakukan didapatkan p = 0,520 yang dapat disimpulkan

bahwa persebaran data normal. Kemudian dilakukan uji homogen untuk melihat
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apakah data homogen, dan didapatkan hasil p = 0,897. Dari hasil tersebut dapat
disimpulan bahwa data homogen. Hasil lebih rinci terdapat pada lampiran 6 dan
7.
5.2.2 Uji Oneway ANOVA

Sebelum menganalisis data MGV dengan Oneway ANOVA dilakukan
syarat ANOVA untuk > 2 kelompok data tidak berpasangan, yaitu pengujian
terhadap sebaran data (harus normal) dan varians data harus homogen. Setelah
dilakukan uji normalitas didapatkan data normal yaitu p = 0,520 (Uji Shapiro-Wilk,
p > 0,05) sehingga syarat ANOVA terpenuhi. Syarat ANOVA lainnya adalah
varian data harus sama, sehingga dilakukan uji homogenitas varian untuk
menguji apakah data homogen atau tidak. Dari uji homogenitas didapatkan p =
0,897 (homogen bila p > 0,05) yang berarti bahwa varian antar perlakuan sudah
homogen sehingga syarat ANOVA terpenuhi.

Setelah semua syarat terpenuhi maka dilakukan Uji Oneway ANOVA.
Data dianggap berbeda signifikan apabila p<0,05. Dari hasil Uji ANOVA
diperoleh nilai p = 0,00. Hasil ini dapat disimpulkan bahwa terdapat sedikitnya 2
kelompok data yang memiliki perbedaan MGV secara signifikan. Hasil lebih rinci
terdapat pada lampiran 8.
5.2.3 Uji Post Hoc Tukey HSD

Uji Post-Hoc dengan metode Tukey dilakukan untuk “mengetahui
signifikansi - antara . masing-masing kelompok data. ~Perbedaan dianggap

signifikan apabila nilai p<0,05 pada masing-masing kelompok data.



Homogeneous Subsets
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MGV

Tukey HSO'
Subset for alpha = 05

Kelompok N 1 2 3 4 5
Staphylococcus aureus B 33.5125
10% B 36.0325
20% 4 480350
30% 4 64.1650
40% 4 100.0725
50% 4 113.3350
Sig. 980 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Gambar 5.8 Hasil Uji Post Hoc Tukey HSD

Hasil lebih rinci terdapat pada lampiran 9.

5.2.4 Uji Korelasi Pearson

Uji Korelasi Pearson dilakukan untuk menilai kekuatan hubungan antara

peningkatan konsentrasi ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera dan biofilm

dari Staphylococcus aureus yang dilihat dari Mean Gray Value. Hubungan

signifikan ditunjukkan dengan p<0,05, sedangkan angka p>0,05 menunjukan

bahwa korelasi tidak signifikan. Adapun hasil uji tersebut, nilai korelasi 0,953 dan

nilai signifikansi 0,000. Adapun klasifikasi nilai korelasi Pearson sebagai berikut

(Sugiyono, 2007).
Nilai Korelasi 0 — 0,199
Nilai Korelasi 0,200 — 0,399
Nilai Korelasi 0,400 — 0,599
Nilai Korelasi 0,600 — 0,799

Nilai Korelasi 0,800 — 1,000

= sangat rendah

= rendah

= sedang

= kuat

= sangat kuat

Dari hasil uji Korelasi Pearson, didapatkan kesimpulan sebagai berikut:

1. Nilai p = 0,000, yang menandakan terdapat korelasi yang signifikan

antara konsentrasi ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera dengan

Mean Gray Value.
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2. "Nilai korelasi (r) = 0,953, yang berarti korelasi antara konsentrasi ekstrak
propolis lebah madu Apis mellifera dengan Mean Gray Value atau
ketebalan biofilm sangat kuat.

3. Arah korelasi positif, sehingga disimpulkan semakin tinggi konsentrasi
ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera, semakin tinggi pula nilai Mean

Gray Value yang menandakan semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk.

Hasil selengkapnya dapat dilihat di lampiran 10.



BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan Hasil Penelitian

Penelitian 'ini dilakukan untuk' mengetahui efek ekstrak propolis lebah
madu Apis mellifera untuk menghambat pembentukan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus. Bakteri Staphylococcus aureus yang digunakan didapat
dari_ Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang. Apis mellifera adalah salah satu spesies lebah penghasil propolis yang
banyak ditemukan di negara beriklim tropis seperti Indonesia. Selain itu, Apis
mellifera juga lebih digemari peternak karena produksi madunya yang banyak
dan sifatnya yang jinak. Propolis dari Apis mellifera yang digunakan berasal dari
peternakan lebah Rimba Raya Lawang. Propolis kemudian diekstraksi di tempat
yang sama dan hasil yang didapatkan berbentuk pasta. Teknik ekstraksi yang
digunakan adalah teknik maserasi. Kandungan dalam propolis lebah madu Apis
mellifera yang diduga dapat menghambat pembentukan biofilm adalah flavonoid
dan terpenoid.

Uji hambat pembentukan biofilm pada penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan metode dilusi tabung (tube test). Pengamatan pembentukan
biofilm secara kualitatif dan Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) diketahui
dengan melihat adanya pembentukan cincin pada dinding tabung yang berwarna
ungu. Sedangkan pengamatan biofilm secara kuantitatif dilakukan dengan
mengukur intensitas warna yang dinyatakan dalam Mean Gray Value (MGV)

dengan menggunakan Adobe Photoshop CS5.

AQ
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Uji pendahuluan dilakukan terlebih dahulu sebelum melakukan penelitian
yang sesungguhnya. Tujuan dari uji pendahuluan adalah untuk menentukan
konsentrasi yang akan diteliti.  Konsentrasi yang digunakan —untuk  uji
pendahuluan adalah 0%; 1,675%; 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; dan 50%. Dari
penelitian pendahuluan, ditemukan cincin biofilm bakteri Staphylococcus aureus
hilang secara visual pada konsentrasi ekstrak 25%. Berdasarkan hasil tersebut,
dilakukan perapatan konsentrasi menjadi 10%; 20%; 30%; 40%; 50%; dan 0%
sebagai kontrol positif untuk mencari Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) dan
konsentrasi efektif untuk menghambat biofilm dengan analisis statistik. Hasil
penelitian kemudian didokumentasikan dan dilakukan pengukuran MGV dengan
Adobe Photoshop CS5. Hasil pengukuran MGV menunjukkan bahwa rata-rata
MGV naik seiring dengan peningkatan ekstrak etanol propolis lebah madu Apis
mellifera. Hal tersebut membuktikan bahwa biofilm yang terbentuk semakin tipis
yang menandakan pembentukan biofilm Staphylococcus aureus terhambat.
Rata-rata MGV setiap konsentrasi akan dibandingkan dengan rata-rata MGV
tabung kosong. Kadar Hambat Biofilm Minimal dicapai apabila hasil MGV 10%
dibawah MGV tabung kosong (Macia., 2014). Dalam penelitian ini didapatkan
KHBM adalah 113,33. Nilai tersebut tercapai pada konsentrasi ekstrak 50%.

Penelitian ini sesuai dengan penelitian Yuanita et al (2013) yang pada
penelitiannya menyebutkan bahwa propolis lebah madu Apis mellifera terbukti
menghambat pembentukkan biofilm pada bakteri gram positif lainnya yaitu
Enterococcus faecalis. Pada penelitian tersebut dinyatakan bahwa propolis yang
digunakan berasal dari Lawang, Jawa Timur, sama dengan propolis yang
digunakan pada penelitian yang penulis lakukan. Menurut Yuanita et al (2013)

propolis. Apis mellifera yang digunakan mengandung 5,12% flavonoid jenis
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apigenin. Flavonoid jenis ini sudah terbukti memiliki efek entimikroba (Cushnie,
2015). Menurut penelitian Mishra (2009), propolis. memiliki efek antimikroba
dengan menginaktivasi adhesin, enzim, dan transport protein dari bakteri. Hasil
dari penelitian Yuanita et al (2013) adalah biofilm Enterococcus faecalis hilang
pada pemberian ekstrak propolis Apis melifera dengan konsentrasi 11,45%.
Sedangkan pada penelitian penulis, konsentrasi ekstrak propolis Apis mellifera
yang dibutuhkan untuk mencapai KHBM Staphylococcus aureus adalah 50%.
Pada penelitian Kwansy dan Opperman (2010), ditemukan perbedaan
pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus dan Enterococcus faecalis pada
medium TSB glukosa. Pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus di medium
TSB glukosa lebih cepat daripada pertumbuhan biofilm Enterococcus faecalis di
medium yang sama. Hal ini yang menyebabkan diperlukannya konsentrasi
ekstrak yang lebih besar untuk menghambat biofilm Staphylococcus aureus
dibandingkan dengan biofilm Enterococcus faecalis di medium TSB glukosa.
Penelitian yang sesuai lainnya adalah penelitian Marco et al (2017) yang
menyebutkan bahwa propolis lebah madu Apis mellifera terbukti dapat
menghambat pembentukkan biofilm dari bakteri Pseudomonas Aeruginosa yang

merupakan bakteri gram negatif. Pada penelitian tersebut, didapatkan MBIC

pada konsentrasi ekstrak propolis Apis mellifera 50ug/mL.

Selain itu, penelitian Lu et al (2014) menyatakan bahwa madu manuka
yang merupakan madu yang diproduksi oleh lebah madu Apis mellifera dapat
menghambat pembentukkan biofilm Staphylococcus aureus. Pada penelitian ini
dinyatakan bahwa madu mengandung zat aktif methylgycoxan yang menurut
Jervis-Bardy et al (2009) merupakan zat aktif utama yang dapat menghambat

pembentukkan biofilm. Pada penelitian Banaeian-Borujeni et al (2013)
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dinyatakan bahwa madu yang berasal dari Chahar Mahal dan Bakhtiari, provinsi
di Iran dapat menghambat pertumbuhan Candida albicans pada. konsentrasi
80%. Hasil yang sama juga didapatkan pada penelitian Al-Waili (2005), yang
pada penelitiannya menyatakan bahwa pertumbuhan Candida albicans dapat

dihambat sepenuhnya dengan konsentrasi madu 66%.

6.2 Implikasi terhadap Bidang Kedokteran

Hasil dari penelitian ini membuktikan bahwa peningkatan konsentrasi
ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera mampu untuk menghambat
pembentukan biofilm pada bakteri Staphylococcus aureus. Efek hambatan ini
meningkat dengan kenaikan konsentrasi ekstrak yang digunakan. Manfaat klinis
yang dapat dikembangkan dari hasil penelitian ini adalah potensi penggunaan
propolis lebah madu Apis mellifera sebagai alternatif terapi pada infeksi
Staphylococcus aureus. Pencegahan pembentukan biofilm diharapkan dapat
mengurangi morbiditas dan mortalitas pada pasien dengan infeksi bakteri
Staphylococcus aureus dan mengurangi terjadinya infeksi nosokomial terkait

terbentuknya biofilm Staphylococcus aureus pada peralatan kesehatan.

6.3 Keterbatasan Penelitian

Confounding factor dalam penelitian ini diantaranya adalah crude extract
yang menyebabkan zat warna akan melekat sehingga pembacaan dengan MGV
menjadi sulit. Selain itu, intensitas zat warna kristal violet yang digunakan juga
dapat  mempengaruhi hasil penelitian ini. Walaupun penelitian ini sudah
menggunakan kristal violet dengan konsentrasi 0,1%, tetapi masih ada beberapa

tabung yang terwarna lebih pekat dari tabung yang lain. Lama penyimpanan
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ekstrak dalam penelitian ini juga dapat mempengaruhi hasil penelitian. Belum
diketahui efek lama simpan ekstrak terhadap efektivitas ekstrak propolis lebah
madu Apis mellifera.

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah tidak bisa dipastikan zat aktif
dari propolis yang mana yang paling berpengaruh terhadap pertumbuhan biofilm.
Berdasarkan keterbatasan tersebut, dapat dipertimbangkan eksplorasi uji hambat
biofilm dengan menggunakan metode lain, misalnya dengan isolasi zat aktif dari
propolis lebah madu Apis mellifera. Penelitian dengan metode ini dapat
menentukan zat aktif mana dari propolis yang paling berpengaruh dalam
menghambat pembentukan biofilm

Penelitian ini tidak menggunakan zat aktif propolis lebah madu Apis
mellifera secara langsung dikarenakan proses ekstraksi yang tidak secara
spesifik menghasilkan satu jenis zat aktif.

Diharapkan penelitian ini dapat dilanjutkan mengenai efek ekstrak etanol
propolis Apis mellifera secara in vivo yang kelak akan berguna pada masyarakat

luas.



BAB 7

KESIMPULAN

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pemberian ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera
terhadap pembentukan biofilm Staphylococcus aureus, dapat disimpulkan
bahwa:

1. Ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera memiliki efek antimikroba
sebagai penghambat pembentukan biofilm pada Staphylococcus aureus
secara in vitro.

2. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak propolis Apis mellifera, semakin besar
daya hambat pembentukkan biofilm Staphylococcus aureus secara in
vitro.

3. Minimal Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) dari ekstrak propolis
lebah madu Apis mellifera terhadap pembentukkan biofilm Staphylococus
aureus secara in vitro adalah pada konsentrasi 50%.

7.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan saya menyarankan hal-hal

sebagai berikut :

1. Penelitian lebih lanjut mengenai zat aktif yang terkandung dalam
propolis lebah madu Apis mellifera yang dapat berperan sebagai
penghambat pembentukan biofilm.

2. Penelitian lebih lanjut mengenai dosis efektif propolis lebah madu
Apis mellifera dalam ~menghambat pembentukan biofilm tanpa

menimbulkan efek toksik.

RA
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Penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas ekstrak propolis lebah
madu Apis mellifera.

Penelitian lebih lanjut mengenai efek lama simpan ekstrak propolis
lebah madu Apis mellifera terhadap efektivitas ekstrak propolis lebah
madu Apis mellifera sebagai antibiofilm bakteri Staphylococcus
aureus.

Potensi untuk mengembangkan penelitian yang menggunakan
ekstrak propolis lebah madu Apis mellifera dalam menghambat
pembentukan Staphylococcus aureus secara in vivo.

Penelitian lebih lanjut mengenai efek dari produk lain dari lebah madu

Apis mellifera terhadap pembentukan biofilm Staphylococus aureus.
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