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ABSTRAK

Utari, Nalita Ratma. 2018. Efek Ekstrak Etanol Propolis Lebah Madu (Trigona
spp) sebagai Penghambat Pembentukan Biofilm Escherichia coli
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. Elly Mayangsari, M.Biomed

Propolis saat ini seringkali digunakan karena memiliki berbagai macam manfaat
terutama dalam bidang kesehatan sebagai antibakteri. Flavonoid dan terpenoid
merupakan kandungan dari propolis yang dapat berpotensi sebagai antibiofilm
yang telah dibuktikan dengan efektivitasnya dalam menghambat mekanisme
quorum sensing (QS). Salah satu bakteri patogen pembentuk biofilm yang sering
menyebabkan infeksi pada manusia adalah Escherichia coli. Bakteri ini
merupakan bakteri utama penyebab Infeksi Saluran Kemih (ISK). Dengan
menggunakan metode dilusi tabung dan pengamatan dari hasil Mean Gray Value
(MGV) pembuktian dari efek ekstrak propolis lebah madu Trigona spp sebagai
penghambat pembentukan biofilm pada bakteri Escherichia coli secara in vitro
dapat dilakukan. Konsentrasi ekstrak propolis lebah madu Trigona spp yang
digunakan adalah 10%; 20%; 30%; 40%; 50% dengan 4 kali pengulangan. Foto
hasil pengamatan dikuantifikasi menjadi nilai Mean Gray Value dengan
menggunakan aplikasi Adobe Photoshop CS 5. Nilai Kadar Hambat Biofilm
Minimal (KHBM) yang didapatkan adalah pada konsentrasi 50%. Pada penelitian
ini dibuktikan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak berkorelasi positif dengan
peningkatan Mean Gray Value, dengan korelasi kuat (korelasi Pearson, p = 0.986).
Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak propolis lebah madu Trigona spp dapat
menghambat pembentukan biofilm Escherichia coli secara in vitro secara
signifikan.

Kata kunci : Escherichia coli, Ekstrak propolis, Trigona spp, Biofilm, Mean Gray

Value, KHBM



ABSTRACT

Utari, Nalita Ratma. 2018. Effect Etanol Extract of Propolis from Honey Bee
(Trigona spp) as Inhibitor of Escherichia coli Biofilm Formation in
vitro. Final Assignment, Medical Program, Faculty of Medicine Brawijaya
University. Supervisors: (1) Prof. Dr. dr. Noorhamdani AS, DMM, Sp.
MK(K) (2) dr. Elly Mayangsari, M.Biomed

Nowadays propolis is usually used because their has a variety of benefits,
especially in medical field as antibacterial. Flavonoid and terpenoid are the content
of propolis which potentially can be used as antibiofilm that has been proven by its
effectiveness in inhibiting the quorum sensing (QS) mechanism. One of the
pathogenic biofilm forming bacteria that often causes infection in human is
Escherichia coli. This bacteria is the main bacteria that can causes Urinary Tract
Infection (UTI). By using the tube dilution method and observing the results of
Mean gray Value (MGV), effect of Honey Bee (Trigona spp) Propolis Extract as
inhibitor of Escherichia coli biofilm formation in vitro is shown. The amount of
trigona spp propolis extract concentration are 10%; 20%; 30%; 40%; 50% with 4
times repetitions. Observed photos are quantified to mean gray values with Adobe
Photoshop CS 5. The Minimum Biofilm Inhibitory Concentrations (MBIC) were
obtained at a concentration of 50%. In this study it was proved that the increase in
the concentration of extracts correlated positively with an increase in the mean
gray value, with a strong correlation (Pearson correlation, p = 0.986). The
conclusion of this study is Trigona spp propolis extract can significantly inhibit
Escherichia coli biofilm formation in vitro.

Keywords : Escherichia coli, Propolis extract, Trigona spp, Biofilm, Mean Gray

Value, MBIC



BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan masalah kesehatan yang terus berkembang di dunia,
salah satu penyebab infeksi adalah mikroorganisme. Infeksi Saluran Kemih (ISK)
merupakan salah satu dari masalah utama pada kesehatan masyarakat di negara
berkembang. Escherichia coli adalah bakteri yang digolongkan sebagai flora
normal pada tubuh manusia, namun beberapa dari jenisnya memiliki kemampuan
untuk mengeluarkan toksin sehingga dapat menimbulkan infeksi.

Escherichia coli merupakan bakteri batang gram negatif, dan tidak
berspora dimana bakteri ini dapat hidup di saluran usus manusia maupun hewan
(Todar, 2004 ). Data dari Depkes Rl 2014 menunjukan bahwa jumlah penderita
ISK mencapai 90-100 kasus per 100.000 penduduk per tahun. Escherichia coli
adalah salah satu bakteri yang dapat merubah bentuk sel planktonik menjadi
bentuk biofilm (Milojevic et al., 2017).

Biofilm adalah kumpulan sel yang terstruktur yang melekat pada matriks

Extracelullar Polymeric Subtances (EPS) yang dihasilkan sendiri  oleh

mikroorganisme tersebut (Costerton, 1999). Unit struktural dari biofilm adalah

mikrokoloni  dan proses dasar pembentukan dari biofilm seperti mekanisme
quorum sensing, resistensi terhadap antimikroba dan perlekatan yang dapat
menerangkan interaksi fisiologis dari mikrokoloni dalam biofilm yang telah matang.
Bakteri pembentuk biofilm memiliki karakteristik yang khas yaitu penolakan yang
luar biasa terhadap obat antimikroba (Del Pozo et al., 2007). Selain itu biofilm juga

dapat menjaga pertumbuhan sel dari kondisi lingkungan



yang tidak bersahabat. Oleh karena itu bakteri yang dapat membentuk biofilm lebih

sulit untuk diterapi.

Terkait dengan sulitnya pengobatan pada bakteri yang dapat membentuk
biofilm, tentu hal ini harus segera diatasi. Saat ini telah berkembang berbagai
macam pengobatan alternatif dari bahan-bahan natural salah satunya dengan
memanfaatkan berbagai komponen dari lebah. Propolis atau biasa disebut lem
lebah adalah produk resin alami yang diambil dari lebah madu (Marcucci, 1995).
Komposisi kimia dari propolis umumnya terdiri dari resin, lilin, minyak atsiri, serbuk
sari dan zat lain yang meliputi mineral dan senyawa organic seperti asam fenolik
atau ester, flavonoid, terpen, asam lemak dan g — steroid (Barlak et al., 2011).
Propolis telah dianalisis mengandung konsentrasi flavonoid yang tinggi dan dapat
berperan sebagai antibakteri (Cushnie, 2015). Selain itu flavonoid juga memiliki
peran sebagai antibiofilm, dimana flavonoid dapat menghambat sinyal dari Als

yang nantinya akan menghambat pembentukan dari biofilm (Vikram et al., 2010)

Salah satu spesies lebah yang menghasilkan propolis adalah Trigona spp.
Lebah trigona spp memiliki kemampuan untuk menghasilkan madu, bee pollen dan
propolis. Lebah Trigona spp menghasilkan propolis lebih banyak dibandingkan
madunya dan lebah ini termasuk lebah yang tidak memiliki sengat (Hasan, 2006).
Propolis dihasilkan oleh Trigona spp dengan cara mengumpulkan resin-resin dari
berbagai macam tumbuhan yang kemudian resin ini bercampur dengan saliva dan
berbagai enzim yang ada pada lebah sehingga hasil akhirnya berbeda dengan

resin asalnya.



Berdasarkan penjelasan di atas perlu dilakukan penelitian terkait efektifitas
flavonoid yang terdapat pada ekstrak propolis lebah madu Trigona spp dalam
menghambat pembentukan biofilm oleh bakteri Eschericia coli .

1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian ekstrak propolis dari lebah madu (Trigona spp) memiliki
efek sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri Eschericia coli
secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Membuktikan bahwa ekstrak propolis dari lebah madu (Trigona spp)
memiliki efek sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri
Eschericia coli secara in vitro
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui perbedaan hasil dari pemberian masing-masing konsentrasi
ekstrak propolis dari lebah madu (Trigona spp) dalam menghambat
pembentukan biofilm pada bakteri Eschericia coli secara in vitro
2. Mengetahui Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) ekstrak propolis dari
lebah madu (Trigona spp) pada bakteri Eschericia coli secara in vitro.
1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat akademis
1. Dapat digunakan sebagai dasar teori untuk menambah ilmu
pengetahuan dalam bidang kesehatan mengenai manfaat ekstrak
propolis - dari lebah madu (Trigona spp) terhadap penghambat

pembentukan biofilm pada bakteri Eschericia coli secara in vitro



2. Dapat menjadi dasar dalam melakukan terapi terhadap biofilm yang
dibentuk oleh bakteri Eschericia coli
1.4.2 Manfaat praktis
1. Dapat memberikan alternatif terapi terhadap bakteri Eschericia coli
yang membentuk biofilm
2. Dapat digunakan sebagai dasar praktisi untuk mengembangkan

penelitian dari khasiat propolis lebah madu (Trigona spp)



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Escherichia coli

Escherichia coli adalah kepala dari. famili Enterobacteriaceae, bakteri
enterik gram negatif, termasuk bakteri fakultatif anaerob yang dapat hidup di usus
dalam keadaan sehat maupun sakit (Todar, 2004). Bakteri ini merupakan salah
satu flora normal penting pada usus manusia maupun mamalia lainnya (Kaper et
al., 2004). Namun beberapa strain Escherichia coli dapat menyebabkan infeksi
diare atau infeksi ekstraintestinal pada manusia seperti infeksi saluran kemih,
sepsis dan meningitis (Clements et al., 2012).

Pada Infeksi Saluran Kemih (ISK), 90% disebabkan oleh karena adanya
Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) di saluran kemih. Terutama pada pasien
dengan pemasangan kateter yang diletakan pada uretra dan kandung kemih,
memiliki resiko lebih tinggi terinfeksi oleh Escherichia coli. Dengan adanya strain
Escherichia coli yang sama pada saluran kemih, akan menyebabkan terjadinya
prostatitis. Ini berhubungan dengan adanya mekanisme pembentukan biofilm oleh
bakteri.

Biofilm akan tumbuh pada saluran kemih untuk melindungi bakteri dari
tekanan hidrodinamik maupun antibakteri. Perkembangan biofilm pada bakteri
Escherichia coli adalah proses yang kompleks dan menghasilkan struktur yang

penting untuk penyakit (Jayaraman et al., 1999).



2.1.1 Taksonomi
Berikut dibawah ini- merupakan taksonomi dari mikroorganisme

Escherichia coli (Brooks et al., 2013)

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : E. coli

2.1.2 Karakteristik Bakteri

Pada uji analisis air, Escherichia coli merupakan salah satu
mikroorganisme yang dipakai sebagai indikator adanya pencemaran terhadap air.
Escherichia coli merupakan mikroorganisme gram negatif berbentuk batang, tidak
membentuk spora, dan memiliki flagela peritrikus. Biasanya berukuruan panjang
2,0 x 6,0 um, lebar 1,1 — 1,5 um dan bersifat aerob, anaerob fakultatif
(Noorhamdani et al., 2015).

Escherichia coli dibagi menjadi beberapa serotipe berdasarkan antigen
permukaan utamanya yaitu antigen kapsul (K), antigen somatik (O) dan antigen
flagella (H) (Suardana et al., 2018). Antigen somatik (O) dan antigen flagella (H)
dapat menyebabkan komplikasi pada ginjal dan neurologis yang berat atau fatal

(Berg, 2008). Penentuan profil antigen dari berbagai strain bermanfaat untuk



menentukan epidemiologi dan beberapa penelitian mengenai diare (Noorhamdani
et al., 2015).
21.3 Kiasifikasi

Beberapa strain _dari Escherichia coli memiliki  kemampuan = untuk
menyebabkan suatu penyakit. Berdasarkan karakteristik dari sifat virulensinya
setiap strain memiliki mekanisme yang berbeda-beda.

Escherichia coli enteropatogen (EPEC) merupakan penyebab diare utama
pada bayi maupun anak-anak. Infeksi oleh EPEC dapat menyebakan watery
diarrhea yang biasanya akan sembuh dengan sendirinya. Escherichia coli
enterotoksigenik (ETEC) merupakan penyebab umum dari traveller’s diarrhea dan
juga penyebab utama diare pada bayi di negara berkembang. Escherichia coli
enterohemoragik (EHEC) patogen yang biasanya berasal dari makanan yang
menyebabkan kolitis hemoragik, strain EHEC yang khas menghasilkan racun yang
dikenal sebagai Shigella-like toxin, yang membuat Escherichia coli diarrheagenic
yang paling virulen. Escherichia coli enteroinvasif (EIEC) menyebabkan penyakit
yang sangat mirip dengan shigellosis. Escherichia coli enteroagregatif (EAEC)
merupakan penyebab diare akut dan kronik pada anak yang ditandai dengan
perlekatan yang khas pada sel-sel manusia. Escherichia coli Adherent Invasive (
AIEC) terkait dengan Crohn disease yaitu suatu penyakit dimana terjadi inflamasi
kronik pada usus yang dapat mempengaruhi saluran gastrointestinal dari mulai
mulut hingga anus.

Escherichia coli Extraintestinal (EXPEC) dapat menginfeksi sel host selain
saluran pencernaan seperti sepsis, meningitis neonatal, dan infeksi saluran kemih

(ISK) (DePas et al., 2014). Antara lain Uropathogenic Escherichia coli (UPEC),



Neonatal Meningitis escherichia coli (NMEC) dan Avian Pathogenic Escherichia
coli (APEC) (Allocati et al., 2013)
2.1.4 Identifikasi Bakteri
2.1.4.1 Pewarnaan Gram

Bakteri merupakan mikroorganisme yang hanya dapat diamati dengan
menggunakan mikroskop karena ukuran bakteri yang sangat kecil dan
morfologinya tidak berwarna. Oleh karena itu dibutuhkan pewarnaan bakteri untuk
identifikasi bakteri. Warna akhir pada tes pewarnaan Gram untuk bakteri Gram
negatif adalah merah dan untuk Gram positif akan tampak warna ungu. Setelah
ditentukan jenis Gram negatif atau positif, bakteri kemudian dilihat bentuknya

dengan menggunakan mikroskop.

'\

Sum

Gambar 2.1 Gambaran mikroskopik Escherichia coli pada
pengecatan Gram dengan bentuk batang berwarna merah
(Kaiser, 2009)
2.1.4.2 Koloni pada Agar Eosin Methylene Blue (EMB)

Eosin Methylene Blue (EMB) merupakan media kultur yang selektif dan
diferensial. Selektif untuk membedakan bakteri Gram negatif dan positif serta
sering digunakan sebagai isolasi dan diferensiasi dari coliforms dan fecal
coliforms. Escherichia coli yang ditanam pada medium agar Eosin Methylene Blue

(EMB), koloninya akan nampak seperti tetesan tinta pada lantai yang disebut



‘metallic sheen’ (Noorhamdani et al.;, 2015). Warna ungu gelap pada EMB
menunjukan bahwa bakteri Gram negatif yang memfermentasikan laktosa
menghasilkan asam sehingga memberi warna pada koloni bakteri (Tankeshwar,

2013)

Gambar 2.2 Gambaran Metallic Sheen oleh Bakteri Escherichia coli

pada media Eosin Methylene Blue (Tankeswar, 2013)
2.1.4.3 Uji Microbact

Alat identifikasi Microbact™ Gram negatif digunakan untuk
mengidentifikasi bakteri gram negatif anaerobik, aerob dan fakultatif
(Enterobacteriaceae dan Gram negatif lainnya).

Prinsip identifikasi Microbact™ adalah menggunakan mikro-substrat
standar yang dirancang untuk mensimulasikan substrat biokimia ' yang
konvensional yang digunakan untuk identifikasi bakteri Enterobacteriaceae dan
Gram negatif lainnya. Identifikasi bakteri didasarkan pada perubahan pH dan
pemanfaatan subtrat yang sudah ditetapkan oleh referensi yang dipublikasikan.

Produk Gram negatif Microbact™ terdiri dari dua strip media yang terpisah,
12A dan 12B. Setiap strip terdiri dari 12 substrat biokimia yang berbeda. Strip 12A
dapat digunakan sendiri untuk identifikasi oksidase negatif, fermenter glukosa
nitrat positif yang terdiri dari 15 genera dan dapat berguna untuk skrining

Enterobacteriaceae patogenik dari spesimen urin dan enterik atau identifikasi



isolat umum lainnya. Strip 12B dapat digunakan bersama dengan strip 12A untuk
identifikasi oksidase positif, nitrat negatif, dan glukosa non-fermenter serta
Enterobacteriaceae.

Pada uji E. coli karena merupakan bakteri oksidase negatif, maka E. coli di

uji dengan menggunakan Microbact™

strip 12A dengan menguiji substrat sebagai
berikut; Lysine, Ornithine, H2S, Glukosa, Mannitol, Xylose, ONPG, Indole, Urease,
VP, Citrate, TDA dan dinyatakan bakteri tersebut merupakan E. coli apabila
didapatkan hasil sebagai berikut: Lysine (+), Ornithine (+), H2S (-), Glukosa (+),
Mannitol (+), Xylose (+), ONPG (+), Indole (+), Urease (-), VP (-), Citrate (-), TDA
(-) dan Nitrite (-).
2.1.5 Patogenesis dan Temuan Klinis

1. Infeksi saluran kemih

Escherichia coli merupakan penyebab utama ISK dan diperkirakan sekitar
90% ISK pada wanita muda disebabkan oleh Escherichia coli. Gejala dari ISK
antara lain adalah polyuria, dysuria, hematuria dan pyuria serta panggul
berhubungan dengan infeksi saluran kemih bagian atas, (Noorhamdani et al.,
2015). Perempuan lebih sering terkena ISK Karena perbedaan struktur
anatomisnya, kematangan seksual, perubahan traktus urogenitalis yang terjadi
karena kehamilan ataupun proses melahirkan, serta karena adanya tumor. Laki-
laki setelah umur 45 tahun dengan hipertrofi prostat sering disertai dengan infeksi
saluran kemih (Noorhamdani et al., 2015). Sebagian besar Infeksi saluran kemih
yang melibatkan kandung kemih atau ginjal pada pasien dengan kondisi yang
sehat disebabkan oleh antigen O dengan jumlah yang kecil yang memiliki faktor
virulensi spesifik dan memfasilitasi kolonisasi dan akan mengalami infeksi klinis

secara bertahap.
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2. Diare

Escherichia coli yang menyebabkan diare diklasifikasikan berdasarkan
sifat virulensinya sehingga terdapat beberapa mekanisme yang berbeda antar
strain bakteri Escherichia coli yang menyebabkan diare. Strain Escherichia coli
antara lain Escherichia coli enteropatogen (EPEC), Escherichia coli
enterotoksigenik (ETEC), Escherichia coli enterohemoragik (EHEC), Escherichia
coli enteroinvasif (EIEC), Escherichia coli enteroagregatif (EAEC), dan Escherichia
coli pathogenic Escherichia coli (ExPEC).
22  Biofilm

Bakteri dapat tumbuh hampir di semua permukaan dan dapat membentuk
komunitas yang kompleks disebut biofilm. Pada biofilm, sel-sel tumbuh secara
agregasi multiseluler yang terbungkus di dalam matriks ekstraseluler yang
dihasilkan oleh bakteri itu sendiri (Lopez et al., 2010). Biofilm bisa berdampak
kepada manusia dengan berbagai cara karena biofilm dapat tumbuh di alam
bebas, alat-alat medis maupun permukaan lain yang mendukung seperti pada gigi,
kulit maupun saluran kemih pada manusia. Pada alat medis, pembentukan biofilm
sering pada kateter atau implan yang dapat menyebabkan infeksi kronis sehingga
sulit diobati (Donlan et al., 2008). Pembentukan biofilm sering dianggap sebagai
alasan yang mendasari mengapa pengobatan dengan agen antimikroba gagal dan
diperkirakan 65-80% dari semua infeksi manusia dianggap terkait dengan biofilm,
ini merupakan tantangan serius (Coenye, 2010).

Struktur biofilm sangat bergantung pada lingkungan, yang berarti biofilm
dibentuk untuk berdaptasi dengan kondisi lokal. Second messenger seperti cAMP

dan c-di-GMP merupakan faktor kunci yang dapat menghubungkan faktor
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lingkungan dengan regulasi gen. Komunikasi antar sel juga merupakan faktor yang
penting dalam pembentukan biofilm (Toyofuku, 2015)
2.21 Mekanisme Pembentukan Biofilm

Pembentukan biofilm merupakan proses kompleks yang diikuti dengan
beberapa langkah. Pembentukan biofilm mengikuti langkah-langkah penting (a)
keterikatan pada permukaan (b) pembentukan koloni mikro (c) pembentukan
struktur tiga dimensi (d) pembentukan biofilm, pematangan dan pelepasan (Jamal
et al., 2015). Proses kompleks pembentukan biofilm ini bertujuan agar
mikroorganisme dapat beradaptasi di berbagai kondisi gizi dan lingkungan.

Saat sel bakteri mencapai suatu permukaan atau pendukung, gerakannya
akan melambat sehingga sel akan membuat hubungan yang reversibel dengan
permukaan atau bakteri lain yang telah menempel dengan permukaan (Jamal et
al., 2015). Flagella, pili, protein dan fimbriae merupakan bagian dari sel yang ikut
terlibat dalam penempelan bakteri terhadap permukaan. Selama transisi dari
ikatan yang revesibel menjadi ireversibel, second messenger c-di-GMP (bis-(3-
5’)-cyclic dimeric guanosine monophosphate) ikut terlibat dan diproduksi banyak
oleh bakteri untuk mengatur produksi EPS dan motilitas dari sel bakteri (Toyofuku
etal., 2015).

Selanjunya merupakan tahap pembentukan mikro-koloni pada permukaan
fisik atau jaringan biologis yang kemudian ikatan ini menjadi ikatan yang lebih
stabil. Penambahan jumlah dari bakteri dalam biofilm dimulai sebagai akibat sinyal
kimia. Mikro-koloni ini tumbuh melalui proliferasi sel dan menghasilkan EPS. Yang
termasuk dalam komponen dari EPS adalah polisakarida, asam nukleat, protein,
lipid dan bipolimer lainnya. Dalam biofilm, EPS bertanggung jawab untuk adesi ke

permukaan, menyatukan sel bakteri dan mempertahankan struktur tiga dimensi
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dari biofilm. Selanjutnya EPS akan mempertahankan molekul yang memberi sinyal
untuk. melakukan komunikasi antar sel yang disebut dengan quorum sensing,
mengelilingi biofilm untuk melindungi sel bakteri terhadap tekanan dari luar seperti
antimikroba, sel imun dari host, oksidasi maupun kation logam.

Setelah tahap pembentukan koloni, terjadi ekspresi gen yang terkait
dengan biofilm. Produk gen ini diperlukan untuk EPS yang merupakan bahan
utama dari biofilm. Perlekatan bakteri sendiri dapat memicu pertumbuhan matriks
ekstraseluler yang kemudian diikuti dengan pembentukan saluran air untuk
mengangkut nutrisi dalam biofilm. Saluran ini seperti sistem sirkulasi sehingga
dapat mendistribusikan nutrisi yang berbeda untuk membuang bahan dari mikro-
koloni biofilm.

Setelah pembentukan biofilm, beberapa sel bakteri akan berpindah dan
akan menempel pada permukaan baru. Ada penyebaran secara aktif yang dipicu
oleh perubahan kondisi lingkungan seperti suhu, kondisi gizi, kekurangan oksigen,
akumulasi metabolit dan penyebaran secara pasif yang bergantung pada gen yang
terlibat dalam motilitas sel seperti sintesis flagella atau kemotaksis yang dihambat,
faktor yang mendegradasi EPS seperti sekresi dari dispersin yang di regulasi,
sementara gen yang terlibat dalam produksi EPS di hambat seperti sintesis dari
polisakarida dan beberapa faktor penempelan seperti fimbriae.

Komunikasi antar sel beperan penting dalam organisasi dan diferensiasi
sel dalam biofilm tergantung kondisi. Bakteri menggunakan berbagai senyawa
sinyal kimia dalam berkomunikasi. Salah satu cara komunikasi antar sel dalam

pembentukan biofilm ini adalah quorum sensing.
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Gambar 2.3 Proses Pembentukan Biofilm
(Toyofuku et al., 2015)

2.2.1.1 Quorum sensing

Quorum sensing adalah proses komunikasi antar sel yang melibatkan
produksi, deteksi dan respon terhadap molekul sinyal esktraseluler yang disebut
autoinducers (Als). Autoinducer ini spesifik untuk berbagai spesies dan dapat
memodulasi ekspresi gen serta dapat meningkatkan konsentrasi sebagai fungsi
kerapatan sel. Quorum sensing bergantung kepada interaksi molekul sinyal kecil
yang memiliki sensor atau pengaktivasi transkripsi untuk menginisiasi ekspresi
gen untuk aktivitas koordinasi.

Bakteri Gram positif dan Gram negatif menggunakan rangkaian
komunikasi quorum sensing untuk mengatur beragam aktivitas fisiologis. Sistem
quorum sensing pada bakteri umumnya dibagi menjadi setidaknya 3 kelas. (1)
Luxl/LuxR-type quorum sensing pada bakteri Gram negatif; (2) oligopeptide-two-
component-type quorum sensing pada bakteri Gram positif; (3) luxS-encoded
autoinducer (Al-2) quorum sensing pada bakteri Gram positif dan bakteri gram
negatif (Li, Yung-hua dan Tian, 2012). Bakteri Gram negatif berkomunikasi
menggunakan molekul kecil yaitu acyl-homoserine lactones (AHLs) atau molekul
lain yang produksinya bergantung pada S-adenosylmethionine (SAM) sebagai

substrat (Rutherford dan Bassler, 2012).
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Puluhan bakteri memiliki relevansi secara klinis menggunakan QS untuk
mengantur produksi faktor-faktor virulensi. Bakteri Gram negatif biasanya
menggunakan tipe Luxl/LuxR QS sistem dari bakteri simbiotik bioluminesensi,
Vibrio fischeri (Rutherford dan Bassler, 2012). Pada konsentrasi yang tinggi, AHL
Als mengikat faktor transkripsi sitoplasma mirip LuxR. Saat tidak terikat kepada Al,
protein tipe LuxR secara cepat mengalami degradasi, di asumsikan untuk
menghindari bakteri mengalami short-circuiting pada sistem quorum sensing. Al-
binding menstabilisasikan protein tipe LuxR, memungkinkan mereka untuk
melipat, berikatan dengan DNA dan mengaktifkan transkripsi dari gen target.
2.2.2 Pembentukan Biofilm pada Escherichia Coli

Perkembangan biofilm Escherichia coli merupakan proses yang kompleks
dan penting dalam timbulnya suatu penyakit (Wood, 2009). Escherichia coli adalah
spesies yang beragam secara genetis yang menyebabkan penyakit diare dan
berbagai infeksi ekstraintestinal yang memenuhi banyak atau semua kriteria yang
diajukan untuk infeksi terkait biofiim (Kaper, 2004). Selama fase awal
pembentukan biofilm, sintesis dari flagella dilakukan untuk melakukan
penempelan pada suatu permukaan sehingga Escherichia coli akan melakukan
adhesi. Beberapa molekul seperti c-di-GMP bertanggung jawab dalam perubahan
dari bentuk planktonik ke bentuk sessile. Konsentrasi c-di-GMP rendah pada saat
motilitas dan akan mulai meningkat saat pembentukan biofilm.

Organel pada sel seperti type 1 fimbriae dan curli fimbriae memiliki peran
penting dalam penempelan Escherichia coli terhadap suatu permukaan. Type 1
fimbriae atau pili berfungsi untuk perlekatan awal ke permukaan abiotik dan dapat
dikode oleh fim gene. Curli fimbriae di kode oleh c¢sg gene yang merupakan

struktur ekstraseluler yang melekat pada protein matriks ekstraseluler. Fimbriae
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ini juga dapat adhesi ke permukaan abiotik dengan meningkatkan interaksi sel ke
permukaan yang kemudian dapat memfasilitasi komunikasi antar sel.
Autotransporter dan EPS merupakan dua hal penting dalam maturasi
biofilm. Autotransporter merupakan protein yang tidak membutuhkan protein
aksesoris lain untuk proses translokasi mereka ke membran luar. Antigen 43
(Ag43) adalah autotransporter kunci yang akan mempromosikan adhesi antar sel
sehingga memfasilitasi agregasi secara otomatis dan mendukung pembentukan
struktur tiga dimensi. Protein transporter lain seperti AIDA dan TibA beruhubungan
dengan strain virulen dari Escherichia coli sehingga menyebabkan agregasi dan
akan meningkatkan pembentukan dari biofilm. Polisakarida yang dihasilkan oleh
matriks yang akan bertanggung jawab dalam membentuk dan mendukung struktur
dari biofilm. Matriks biofilm tersusun atas eksopolisakarida, dan matriks ini
merupakan sebuah medium dimana sel bakteri menempel pada permukaan dan
dapat memfasilitasi komunikasi antar sel maupun interaksi antara sel dan suatu
permukaan. Hal ini dapat memberi dukungan untuk biofilm dan memberikan biofilm
struktur tiga dimensi sehingga biofilm dapat terlindungi. Biofilm Escherichia coli
mengandung tiga eksopolisakarida utama vyaitu S-1,6-N-acetyl-D-glucosamine
polymer (PGA), cellulse dan colonic acid, dimana lipopolisakarida dan kapsul juga
penting dalam faktor pembentukan biofilm pada Escherichia coli. PGA akan
membantu pembentukan biofilm dalam adhesi antar sel dan pelekatan ke
permukaan, serta dapat menstabilisasi biofilm Escherichia coli. Sintesis dari
cellulose betanggung jawab untuk membuat biofilm menjadi kaku. Sedangkan
colonic acid akan membentuk kapsul disekitar sel bakteri dan melindungi dari

kondisi lingkungan tertentu.
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2.2.3 Uji pembentukan Biofilm

2.2.3.1 Metode Tabung

Sebuah perulangan organisme uji dari piring yang dibiarkan selama satu
malam dalam tabung kaca borosilikat yang mengandung 10 ml kaldu kedelai
Trypticase dengan glukosa 1%. Tabung kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam secara aerob. Setelah inkubasi tabung dituang dan dicuci dengan
Phosphate Buffer Saline (PBS) pada pH 7,3 kemudian dikeringkan. Setelah
dikeringkan tabung diwarnai dengan Kristal violet 0,1% selama 15 menit kemudian
sisa pewarna dibuang dan tabung dicuci dengan air deionisasi dan dikeringkan
dalam posisi terbalik. Pembentukan biofilm dianggap positif apabila terdapat film

yang melapisi dinding dan bagian bawah dari tabung (Ruchi et al., 2015)

2.2.3.2 Metode Congo Red Agar

Metode ini merupakan metode penyaringan kualitatif sederhana untuk
mendeteksi produksi biofilm. Materi ini menggunakan Agar plate yang diberi 5%
sukrosa dan stain Congo Red 0.8 g/L dan di inkubasi sealama 24 hingga 48 jam
dalam suhu 37°C. Bakteri yang akan membentuk koloni yang hitam merupakan
bakteri produsen biofilm, sedangkan bakteri yang membentuk koloni merah

disebut bakteri non-produsen biofilm (Kaiser et al., 2013).
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Gambar 2.4 Perbedaan warna koloni bakteri produsen biofilm dan
non-produsen biofilm pada Congo Red Agar (Kaiser et al., 2013).
Keterangan: Gambar ini menunjukkan perbedaan warna koloni antara
bakteri produsen biofilm dan non-produsen biofilm pada media Congo Red
Agar. Terlihat pada (a) merupakan koloni bakteri berwarna merah dan (d)
berwarna merah tua yang menandakan bakteri tersebut tidak ada biofilm
yang terbentuk. Sedangkan pada (b) koloni bakteri berwarna hitam dan (c)
koloni bakteri berwarna cokelat menandakan adanya biofilm yang
terbentuk.
2.2.3.3 Metode Tissue Culture Plate
Bakteri yang diisolasi dari agar plate yang dibiarkan selama satu malam
diinokulasi dalam 10 ml kaldu kedelai Trypticase dengan glukosa 1% dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Kemudian kultur diencerkan 1:100
dengan media segar. Sumur individu dari kultur jaringan polistirena diisi dengan
200ul suspensi bakteri yang sesuai dengan 0.5 McFarland setelah dilakukan
pengenceran. Plate diinokulasikan pada suhu 37 °C selama 24 jam, kemudian
setelah selesai diinokulasi isi dihilangkan dengan diketuk secara lembut dan sumur
dicuci menggunakan 0.2 mL PBS dengan pH 7.2 sebanyak empat kali. Hal ini
dapat menghilangkan bakteri yang mengambang bebas pada sumur. Biofilm yang

terbentuk dilihat dengan menggunakan 2 % sodium asetat dan diwarnai dengan

Kristal violet 0,1 % selama 15 menit. Setelah 15 menit pewarna dapat dihapus
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dengan air yang terdeionisasi. Kemudian tambahkan 150 ul etanol 95% ke
masing-masing sumur, setelah 30 menit Optical Densities (OdekaD) dapat dilihat

dengan menggunakan pembaca cawan mikrotiter pada 600nm (Ruchi et al., 2015).

Gambar 2.5 Perbedaan warna bakteri pembentukan biofilm dan
bakteri tidak ada pembentukan biofilm dengan metode tissue culture plate
(Deka, 2014).

Keterangan: Tanda panah menunjukkan perubahan warna menjadi ungu
tua pada microtiter plate membuktikan a?anya pembentukan biofilm oleh bakteri
uji.

2.3 Trigona spp

Lebah Trigona spp merupakan serangga yang hidup berkelompok dan
membentuk koloni. Lebah ini sering disebut dengan lebah klanceng atau lonceng
dalam bahasa jawa. Lebah jenis Trigona spp ini termasuk golongan stingless bee
yaitu golongan lebah yang menggigit namun tidak memiliki sengat. Umumnya
lebah Trigona spp dipelihara secara tradisional, karena secara alami serangga
Trigona spp membuat sarang di lubang-lubang pohon, celah dinding maupun
lubang pada bambu (Rudiyanto, 2015). Memiliki ciri warna hitam, ukurannya kecil
dengan panjang tubuh sekitar 3 — 4 mm dan rentang sayap sekitar 8 mm. Trigona

spp dapat menghasilkan madu tetapi dalam jumlah sedikit, sedangkan propolis
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yang dihasilkan lebih banyak daripada jenis lebah lokal lainnya (Djajasaputra,
2010)
2.3.1 Taksonomi Trigona spp

Taksonomi dari lebah madu Trigona spp adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia
Filum . Arthropoda
Kelas . Insekta
Ordo : Hymnoptera
Famili : Apidae
Genus : Trigona
Spesies : Trigona spp

(Syafrizal, 2012)

Gambar 2.4 Lebah Trigona spp (Syafrizal, 2012)
2.4 Propolis
Propolis merupakan campuran senyawa kompleks yang juga disebut lem
lebah. Propolis adalah produk resin alami yang diambil oleh lebah madu dari
beberapa tanaman dan mencampurnya dengan enzim saliva (B-glukosidase) dan
lilin lebah (Silva-Carvalho et al., 2015). Karena sifat alami dan sifat mekanis dari
propolis, lebah menggunakan propolis dalam konstruksi dan perbaikan sarang

untuk’ menutup bukaan atau keretakan halus dari dinding dalam dan sebagai
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pelindung terhadap predator diluar atau melawan angin dan hujan (Wagh, 2013).
Dalam hal komposisi kimia, umumnya propolis terdiri atas 50% resin, 30% lilin
lebah, 10% minyak atsiri, 5% serbuk sari dan 5% zat lain yang meliputi mineral
dan senyawa organik (Silva-Carvalho et al., 2015). Lebih dari 300 senyawa, seperti
asam fenolik dan ester, flavonoid (flavon, flavonon, flavonol, dihidroflavonol, dan
chalcones), terpenes, asam amino, ester asam fenil caffeic, aldehida aromatik dan
alkohol, asam lemak, stilben, dan steroid telah diidentifikasi dalam propolis (Ulloa,
2017). Salah satu lebah penghasil propolis dan tidak memiliki. sengat adalah
Trigona spp (Hasan, 2006).
1.41 Propolis sebagai Antibakteri

Propolis sebagai antibakteri akan memberikan efek pada membran
sitoplasma dan menghambat motilitas dari bakteri serta aktivitas dari enzim (Fatoni
et al., 2008). Telah dianalisis bahwa kandungan flavonoid pada propolis dilaporkan
menunjukan adanya aktivitas antibakteri dan kadar dari flavonoid yang tinggi.
Mekanisme antibakteri oleh flavonoid dapat melalui beberapa cara, yaitu dengan
menghambat sintesis asam nukleat, fungsi dari membran sitoplasmik dan
metabolisme energi (Cushnie, 2015). Mekanisme kerja antibakteri propolis yang
mengandung flavonoid dengan menganggu permeabilitas dinding sel bakteri,
mikrosom dan lisosom sebagai hasil interaksi dengan DNA bakteri (Fatoni et al.,
2008)
1.5 Propolis sebagai Penghambat Biofilm
1.5.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan komponen terbesar dari kandungan propolis,
sehingga flavonoid berpengaruh besar dalam aktivitas farmakologis propolis.

Senyawa fenolik dapat berupa struktur sederhana atau kompleks dan dapat
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diisolasi dari ekstrak etanol dari sumber alami yang berbeda, seperti tumbuhan,
lumut, dan jamur makroskopis. Flavonoid memiliki spektrum sifat biologis yang
luas, seperti efek antibakteri, antivirus dan anti-inflamasi (Huang et al., 2014).
Flavonoid merupakan kelas polifenol yang sangat penting, propolis yang
mengandung flavonoid menunjukkan aktivitas antimikroba yang kuat karena
kelompok prenil lipofilik dapat dengan cepat merusak fungsi membran dan dinding
sel. Selain itu flavonoid dapat menghambat produksi fimbriae, yang diperlukan
untuk pembentukan biofilm (Rabin et al., 2015). Penelitian di laboratorium
menunjukan banyak bukti bahwa flavonoid berperan dalam anti kanker, anti
oksidan, anti inflamasi, penyakit kardiovaskular dan maanfaat lainnya pada
kesehatan (Vikram et al., 2010).

Mekanisme flavonoid dalam menghambat quorum sensing dijelaskan
bahwa naringenin dapat menghambat regulasi tiga sistem sekresi gen type-/ll
dengan cara mengontrol sinyal antar sel (Vikram et al., 2010). Flavonoid sangat
efektif dalam sifat antagonisnya terhadap HAI-1 dan Al-2 yang akan menganggu
transkripsi dari gen regulator luxR (Vikram et al., 2010).

1.5.2 Terpenoid

Aktivitas penghambatan yang signifikan dilakukan oleh terpenoid. Bakteri
yang diisolasi dengan ekstrak yang mengandung trepenoid dapat terjadi
kebocoran dari gula dan protein bakteri melalui membran (Bama et al., 2012).
Sehingga dapat menyebabkan maturasi dari biofilm terganggu oleh karena adanya

perubahan gizi pada lingkungan biofilm.
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Escherichia coli

Kumpulan sel planktonik

[N

Perubahan sel
planktonik menjadi sel

Membentuk
EPS

penghasil biofilm

4

Membentuk lapisan
monolayer labil

Ekstrak Propolis lebah
madu (Trigona spp)

4

Flavonoid N —

Membentuk suatu
mikrokoloni

\4

Mekanisme QS untuk komunikasi

Terpenoid = i<«—

\ 4

Biofilm

: Mengandung

iiaue
vijay;
——1 : Menghambat
e

: Proses pembentukan biofilm

: Variabel yang diteliti

. : Variabel yang tidak diteliti

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian




Bakteri dari Echerichia coli akan memulai membentuk biofilm yang di awali
dari sel planktonik (sel bebas) yang berkumpul menjadi satu kemudian berubah
menjadi sel fenotipik (sel pembentuk biofilm). Setelah itu terjadi perlekatan bakteri
Escherichia coli kepada sel host dengan bantuan matriks EPS yang dibentuk oleh
Escherichia coli sendiri sehingga dapat melekatkan bakteri pada suatu permukaan
dan menjadi tempat untuk sel bakteri melekat secara permanen. Kemudian diikuti
dengan maturasi dari biofilm itu sendiri menggunakan mekanisme quorum sensing
dengan cara mensekresikan inducer ke medium sekitarnya. Inducer ini berfungsi
untuk memanggil bakteri lain yang ada disekitar untuk membentuk koloni yang
lebih besar.

Efek dari esktrak propolis yang diambil dari lebah madu Trigona spp pada
pembentukan biofilm Escherichia coli terdapat pada flavonoid dan terpenoid.
Flavonoid pada propolis memiliki kemampuan untuk merusak fungsi membran dan
dinding sel. Flavonoid juga memiliki kemampuan untuk menghambat intercelullar
adhesion genes icaA dan icD yang dapat mensintesis Polysacharide Intercelullar
Adhesion (PIA). Hal ini menyebabkan terhambatnya proses quorum sensing
dengan tidak terjadinya agregasi bakteri. Selain itu Flavonoid dan Terpenoid juga
bersinergi dalam menghambat mekanisme quorum sensing dengan cara
menghambat sinyal pada quorum sensing, yaitu dengan menghambat HAI-1 dan
Al-2. Sementara komponen terpenoid dapat mengakibatkan kebocoran yang
menurunan gula dan protein melalui membran dan dapat meningkatkan natural
Killer cell yang dapat menghambat pertumbuhan biofilm.

Dengan adanya berbagai bahan aktif pada ekstrak propolis yang bersifat
menghambat pertumbuhan biofilm, diharapkan dapat terjadi hambatan dalam

pembentukan biofilm bakteri Escherichia coli secara in vitro
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental laboratorium
(true experimental) dengan metode yang digunakan adalah metode tabung (tube-
test). 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 Populasi dan Sampel

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

Keterangan:
n = jumlah pengulangan
p = jumlah perlakuan (dosis ekstrak propolis): 0 (kontrol), 10%, 20%, 30%,

40%, dan 50% = 6 perlakuan



Berdasarkan perhitungan diatas, maka besar sampel atau pengulangan
yang diperlukan dalam penelitian ini adalah 4.
4.3 Variabel penlitian
4.3.1 Variabel bebas

Variabel bebas dari penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol
propolis lebah madu (Trigona spp.) dengan konsentrasi tertentu (dalam %), yaitu
10%, 20%, 30%, 40%, dan 50% yang didapatkan dari perapatan hasil penelitian
pendahuluan.
4.3.2 Variabel tergantung

Variabel tergantung dari penelitian ini adalah kadar hambat biofilm minimal
ekstrak etanol propolis lebah madu (Trigona spp.) dalam menghambat biofilm yang
dibentuk oleh Escherichia coli dengan uji tabung.
4.4 Sampel penelitian

Penelitian ini menggunakan ekstrak propolis lebah madu Trigona spp. dan
sampel bakteri uji yang digunakan pada penelitian adalah Escherichia coli
pembentuk biofilm yang diambil dari stock culture milik Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Bakteri akan diidentifikasi
ulang sebelum penelitian.
4.5 Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Ekstraksi bahan penelitian dilakukan Peternakan Lebah Rimba Raya
Lawang, Malang dan penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada rentang waktu Februari 2018 —

April 2018.



4.6 Definisi Operasional

1. Escherichia coli adalah bakteri yang digunakan pada penelitian ini berasal
dari stock culture milik Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Bakteri ini diidentifikasi ulang sebelum
penelitian.

2. Biofilm adalah agregat multiseluler yang membentuk lapisan padat pada
permukaan suatu substrat atau medium. Pada penelitian ini biofilm
dibentuk oleh Escherichia coli pada medium cair dalam tabung.

3. Ekstrak etanol propolis lebah madu (Trigona spp.) adalah hasil ekstraksi
cair propolis dengan pelarut etanol. Ekstrak yang didapat dianggap
memiliki kandungan ekstrak sebesar 100%. Propolis berasal dari propolis
mentah yang didapat dari peternakan lebah madu di Lawang

4. Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) adalah konsentrasi ekstrak etanol
propolis lebah madu (Trigona spp.) terendah yang mampu menghambat
pembentukan biofilm Escherichia coli yang ditandai dengan ' tidak
tampaknya bentukan cincin dan lapisan ungu kebiruan pada airfluid border
(area antara medium cair dan udara) dalam tabung uji (Macia, 2014).

5. Kontrol Bahan adalah ekstrak etanol propolis lebah madu (Trigona spp.)
yang tidak dicampur bakteri Escherichia coli dan digunakan untuk
membuktikan bahwa bahan yang digunakan steril.

6. Kontrol bakteri adalah biakan bakteri yang tidak dicampur dengan ekstrak
etanol propolis lebah madu (Trigona spp.) sebagai pembanding
pertumbuhan bakteri jika tidak diberikan ekstrak. Dan kontrol bakteri

berlaku sebagai kontrol positif.



7. Kelompok perlakuan adalah kelompok yang diberikan ekstrak dengan
konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%, dan 50%. Pada tabung yang diisi
dengan bakteri.

8. Mean Gray Value adalah skala intensitas warna pada program Adobe
Photoshop CS 5. Skala berkisar antara 0-255. Angka mendekati 0
menunjukkan kepekatan warna yang tinggi. Angka mendekati 255
menunjukkan kepekatan warna yang rendah (Andiyani, 2014). Nilai KHBM
ditentukan melalui penilaian Mean Gray Value pada tabung kosong yang

tidak terbentuk cincin dan tidak terdapat bekas pewarnaan.

4.7 Alat dan Bahan Penelitian

4.7.1 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Propolis

1

2.

9.

. Propolis dari Lebah Madu (Trigona spp)

Etanol 96%

. Timbangan analitik

. Gelas kimia 250 ml

. Sokhet

. Cawan petri

. Penjepit cawan petri

. Desikator

Spatula

10. Pemanas aquades

11. Kertas saring

12. Thimble

13. Oven



4.7.2 Alat dan Bahan Identifikasi Bakteri
1. Isolat Escherichia coli
2. Bahan pengecatan Gram: lugol,kristal violet, safranin, dan alkohol 96%
3. Minyak imersi, mikroskop, dan ose
4. Medium agar Eosin Methylene Blue (EMB)
5. Lampu spiritus
6. Tabung reaksi
4.7.3 Alat dan Bahan Deteksi Biofilm
1. TSB + glycerol 10%
2. Biakan Escherichia coli pembentuk biofilm
3. Tabung reaksi
4. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3
5. Deionized water
6. Kristal violet
7. Pipet
8. Ose
9. Beaker glass
10. Inkubator
Foto beberapa alat dan bahan penelitian bisa dilihat pada Lampiran 1.
4.8 Prosedur Penelitian
4.8.1 Persiapan Propolis lebah madu Trigona sp
4.8.1.1 Ekstraksi dan Evaporasi
Menurut Sudjarmadiji et al (2013), prosedur ekstraksi dan evaporasi adalah

sebagai berikut:



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 4
kali pada rentang konsentrasi tertentu.

. Propolis yang sudah dijadikan bubuk seberat 100 gram ditimbang dalam
neraca analitik.

. Propolis tersebut diletakkan dalam thimble atau selongsong tempat
sampel dan dimasukkan dalam ekstraktor sokhlet.

. Labu yang sudah berisi etanol 96% lalu dihubungkan dengan sokhlet.

. Kondensor dihubungkan juga dengan sokhlet dan dipasang selang air.

. 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.

. 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.

. 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



4.8.2

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%).

Hasil Ekstraksi dari Propolis lebah madu Trigona spp dapat dilihat pada
Lampiran 2.

Identifikasi Escherichia coli

4.8.2.1 Pewarnaan Gram

1.

Object glass dibersihkan dengan kapas, kemudian dilewatkan di atas api

kemudian biarkan menjadi dingin.

. Buat hapusan bakteri E. coli pada object glass menggunakan ose dengan

ketebalan yang sesuai (tidak terlalu tebal dan tidak terlalu tipis). Setelah
mengering, lakukan fiksasi dengan cara melewatkan object glass diatas api

pada bunsen kurang lebih sebanyak tiga kali.

. Genangi hapusan menggunakan kristal violet selama satu menit, kemudian

bilas hapusan menggunakan aquades.

. Genangi hapusan menggunakan /ugol selama satu menit, kemudian bilas

hapusan menggunakan aquades.

. Genangi hapusan menggunakan alkohol 96% selama 5-10 detik, kemudian

bilas hapusan menggunakan aquades.

. Selanjutnya, genangi hapusan menggunakan safranin selama 30 detik,

sehingga akan terlihat lunturnya cat, kemudian bilas hapusan

menggunakan aquades.



7. Setelah dibilas, keringkan menggunakan tisu secara perlahan.

8. Lihat di bawah mikroskop dengan lensa objektif perbesaran 100x.

9. Bakteri Escherichia coli yang teramati dibawah mikroskop merupakan
bakteri batang Gram negatif (Noorhamdani et al., 2015).

4.8.2.2 Perbenihan Pada Eosin Methylene Blue (EMB)

Escherichia coli yang ditanam pada medium agar Eosin Methylene Blue
(EMB), koloninya nampak seperti tetesan tinta pada lantai yang disebut
‘metallic sheen’ (Noorhamdani et al., 2015).

Pembiakan Bakteri Pada Medium Eosin Methylene Blue (EMB)

1. Coretkan bakteri menggunakan metode quadrant streak pada medium
Eosin Methylene Blue (EMB).

2. Sediaan diinkubasi dengan suhu 37°C selama 18-24 jam.

3. Koloni bakteri Escherichia coli pada medium Eosin Methylene Blue (EMB)
menghasilkan gambaran hijau metalik.

4.8.2.3 Uji Microbact 12A

Uji biokimia menggunakan Microbact 12A menurut O’hara (2005) meliputi
beberapa prosedur uji antara lain:

1. Satu koloni bakteri yang telah diinkubasi selama 18-24 jam diambil dengan
menggunakan ose kemudian dilarutkan ke dalam 3-5 ml garam fisiologis
dalam tabung reaksi steril hingga homogen.

2. Larutan bakteri yang telah homogen dimasukkan ke dalam sumur
Microbact 12A sebanyak 100uL atau 4 tetes. Untuk sumur lysin, ornitin dan
H.S ditambahkan larutan mineral oil sebanyak 1-2 tetes. Setelah itu,
Microbact 12A diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

3. Microbact 12A yang telah diinkubasi kemudian diberikan reagent pada



sumur nomor 8 dengan indol kovact sebanyak 2 tetes, sumur nomor 10
dengan VP | dan VP |l masing-masing 1 tetes, dan sumur nomor 12 dengan
TDA sebanyak 1 tetes.

4. Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-sumur Microbact 12A apakah positif
atau negatif dengan cara membandingkan dengan tabel warna dan
hasilnya ditulis pada formulir Patent Record.

5. Angka-angka oktaf didapatkan dari penjumlahan reaksi positif dari tiap-tiap
kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktaf).

6. Nama bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan angka oktaf yang
keluar.

4.8.2.4 Pembuatan Perbenihan Cair Bakteri
Menurut Ruchi et al (2015), prosedur pembuatan pembenihan Cair Bakteri
sebagai berikut:

1. Beberapa koloni bakteri Escherichia coli dipindahkan ke broth
menggunakan ose, 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

N; xVi=N, xV,
Keterangan:
N, : Hasil spektometri

V; : Volume Bakteri yang akan ditambah dengan pengencer

N, : OD (0,1 yang setara dengan bakteri/ml)



V, : Volume suspensi bakteri uji (10 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 108/mL. Kini

bakteri telah siap digunakan untuk penelitian.
4.8.2.5 Uji Deteksi Pembentukan Biofilm (Metode Tube-test)

Escherichia coli yang sudah teridentifikasi disimpan dalam media TSB
(Tryptic Soy Broth) + glycerol 10% dan diinkubasi pada suhu 37°C semalam.
Mikroba kultur semalam selanjutnya dimasukkan ke tabung TSBglu (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 biofiimnya. Formasi biofilm
ini ditandai dengan adanya cincin berwarna ungu kebiruan yang melekat pada
dinding tabung (Christensen et al., 2000).

4.8.3 Uji Hambat Pembentukan Biofilm pada Escherichia coli
1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi bakteri 1x108
CFU/ml.
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 2: 10%
Tabung 3: 20%
Tabung 4: 30%
Tabung 5: 40%
Tabung 6: 50%

5. Seluruh tabung diinkubasikan selama 24 jam dengan suhu 37°C

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

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

8. Tabung dikeringkan.

Segera amati dan catat biofilm yang terbentuk. Dapat terlihat sebuah film
melapisi sisi dan dasar tabung. Hal ini diyakini sebagai indikasi pembentukan
biofilm. Jumlah biofilm dinilai sebagai 0 = tidak ada, 1 = lemah, 2 = sedang atau 3
= kuat.

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 CS 5. 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 CS 5, pilih File dan masukkan hasil
fotonya. Selanjutnya pilih tab Wndow 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.
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 :

1. Uji normalitas data menggunakan uji Saphiro wilk untuk menguji normalitas
suatu distribusi data apakah data tersebar normal (parametik) atau tidak
tersebar normal (nonparametik) dan homogen atau tidak homogen.

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

3. Uji Post Hoc untuk mengetahui signifikansi masing-masing kelompok data
dilakukan dengan cara Tukey apabila sebaran data normal dan varian data

homogen. Jika tidak homogen, digunakan metode Mann Whitney.



4. 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.

5. Uji regresi dilakukan untuk mengetahui pengaruh variabel independen
terhadap variabel dependen setelah diketahui ada hubungan bermakna

diantara kedua variabel penelitian.



4.10 Alur Operasional Penelitian

Escherichia

coli

U

Identifikasi Bakteri:
1. Pewarnaan Gram

2. Uji Biokimia

3. Perbenihan pada media
spesifik agar Eosin
Methylene Blue (EMB)

Ekstrak propolis lebah
madu (Trigona spp)
Metode: sockhet

y

Pemberian konsentrasi
ekstrak 1,675%:; 3,125%;
6,250/0; 12,50/0; 250/0; 50%

(sebagai penelitian
pendahuluan) di

Simpan dalam
media TSB +
glycerol 10%

)

Konsentrasi ekstrak

v

penelitian sesungguhnya
10%, 20%, 30%, 40%,
50%. Dan dilakukan
pengulangan 4 kali

Kultur selama 24 jam
(sebanyak 40 pL)

|

Pengamatan pembentukan

biofilm dengan metode
tabung:

1. Inkubasi pada 37°C
selama 24 jam

2. Cucidengan PBS (pH
748)

3. Cat dengan kristal violet
0,1%

4. Cuci dengan air biasa/
deionized water

\’

Hasilnya difoto dengan kamera digital

Ukur Mean Gray Value dengan Adobe Photoshop

CS5

v

Analisis data dengan SPSS for Windows

13.0

Gambar 4.1 Alur Operasional Penelitian




BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Hasil Identifikasi Bakteri

Bakteri - yang digunakan merupakan - bakteri - Escherichia = coli.
Identifikasi ulang bakteri ini diawali dengan metode pewarnaan Gram,
penanaman pada media Eosin Methylene Blue Agar, dan Microbact™.
Pewarnaan Gram menunjukkan hasil berupa bakteri Gram negatif dengan
bentuk batang. Perbenihan pada media EMB menunjukkan pertumbuhan
koloni bakteri berwarna green metallic sheen. Bakteri Escherichia coli spesifik
tumbuh berwarna green metallic sheen pada EMB.

Uji biokimia dengan menggunakan Microbact™ dilakukan untuk
konfirmasi lebih lanjut dan didapatkan hasil 94,50% yang berarti di yakini
sebagai Escherichia coli, sesuai pada Gambar 5.3. Hasil ini memperkuat
kesimpulan bahwa bakteri biakan yang diteliti merupakan bakteri Escherichia

coli.

Gambar 5.1 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Escherichia Coli
Keterangan : tanda panah menunjukkan bentukan bakteri gram negatif
berbatang pendek dan berwarna merah. Perbesaran 1000x



Gambar 5.2 Hasil Perbenihan Bakteri Escherichia coli pada media
EMB
Keterangan: Koloni Escherichia coli yang menunjukkan metallic sheen
pada media EMB
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Gambar 5.3 Hasil Microbact™ pada Bakteri Escherichia coli
Keterangan: tanda panah menunjukkan hasil Microbact™ 94,50% yang di
yakini sebagai Escherichia coli



5.1.2 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm

Uji pendahuluan dilakukan untuk menentukan konsentrasi yang
akan digunakan untuk penelitian sesungguhnya. Pada uji pendahuluan
konsentrasi ekstrak yang digunakan adalah 1,675%; 3,125%; 6,25%;
12,5%; 25%; 50%. Hasil uji pendahuluan menunjukkan bahwa pada
konsentrasi 25% sudah tidak ditemukan adanya pembentukan cincin
biofilm. Berdasarkan hasil tersebut ditentukan konsentrasi yang akan
digunakan pada penelitian sesungguhnya yaitu 0%); 10%; 20%; 30%; 40%;
dan 50%. Konsentrasi 0% merupakan kelompok kontrol yang
menggunakan NaCl tanpa pemberian ekstrak.

Pengamatan dilakukan terhadap intensitas cincin yang terbentuk
pada airfluid border yang menandakan terbentuknya biofilm. Gambaran
cincin difoto menggunakan kamera digital, kemudian dilakukan kuantifikasi
dengan melihat Mean Gray Value menggunakan aplikasi Adobe
Photoshop CS 5 yang dinyatakan dalam skala 0 — 255. Pengukuran Mean
Gray Value juga dilakukan pada tabung yang masih baru untuk melihat nilai
awal Mean Gray Value tabung kosong untuk tabung yang digunakan.
Apabila Mean Gray Value pada kelompok perlakuan lebih kecil 10% dari
Mean Gray Value tabung kosong yang masih baru, maka konsentrasi pada
kelompok tersebut merupakan Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM).
Pada penelitian ini, tabung kosong yang digunakan menunjukkan nilai
Mean Gray Value sebesar 118.56. Nilai ini kemudian dibandingkan dengan

nilai Mean Gray Value.



Gambar 5.4 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm pada Penelitian
Sesungguhnya
Keterangan: Dari gambar diatas menunjukkan bahwa dengan meningkatnya
konsentrasi, maka ketebalan cincin semakin tipis. Biofilm ditandai dengan 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, didapatkan tabung dengan pemberian konsentrasi 40%
menghasilkan cincin biofilm paling tipis, dan cincin biofilm sudah tidak dapat ditemukan
pada konsentrasi 50%

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Mean Gray Value dengan Aplikasi Adobe
Photoshop CS 5

Konsentrasi Pengulangan Mean = SD
I Il I \Y

0% 32,35 32,35 32.55 32.56 32.45 £ 0.11
10% 40.53 44.74 41.96 45.95 43.29 £ 2.48
20% 56.14 61.34 63.09 59.52 60.02 + 2.97
30% 66.88 81.83 75.64 72.26 74.15 £ 6.26
40% 105.17  104.70 97.96  100.19 102 £ 3.50
50% 111.84 111.74 110.28 108.60 110.61 £ 1.52

Mean Gray Value

Tabung Kosong 118:56

Keterangan: Semakin kecil nilai Mean Gray Value mencerminkan biofilm yang
terbentuk masih tebal. Sebaliknya, nilai Mean Gray Value yang tinggi berarti cincin
biofilm sudah menipis. Kadar hambat biofilm minimal dicapai bila hasil rerata
Mean Gray Value 10% di bawah Mean Gray Value tabung kosong, yaitu 106.71
(10% dari 118.56). Dapat dilihat KHBM pada penelitian ini adalah pada
konsentrasi 50%, di mana rerata Mean Gray Value 110.61.



5.2 Analisis Data

Analisis hasil penelitian menggunakan analisis statistic SPSS versi 23.
Pertama dilakukan uji normalitas dan homogenitas dari hasil mean gray value yang
telah di dapat pada tabel 5.1. Kemudian data dilakukan . uji normalitas
menggunakan uji  Shapiro-Wilk, dan uji homogenitas menggunakan Oneway
ANOVA. Dari hasil kedua uji tersebut dilakukan uji komparasi dengan Oneway
ANOVA untuk memastikan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok
data. Selanjutnya dilakukan uji signifikasi suatu kelompok data terhadap masing-
masing kelompok data lainnya, menggunakan Post Hoc Test multiple comparison
test metode tukey. Setelah itu dilakukan uji korelasi menggunakan Pearson untuk
mengetahui Kkorelasi antar peningkatan yang terjadi dari konsentrasi ekstrak
propolis terhadap Mean Gray Value. Yang terakhir dilakukan uji regresi linier untuk
mengetahui besarnya pengaruh konsentrasi ekstrak propolis dengan Mean Gray
Value.
5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas

Data akan dianggap tersebar dengan normal apabila hasil dari uji
normalitas menunjukan p > 0.05 dan dianggap homogen apabila hasil dari uiji
homogenitas menunjukan p > 0.05. Uji normalitas dilakukan menggunakan
Shapiro-Wilk dikarenakan jumlah data kurang dari 50, hasil yang didapatkan p =
0.431 dimana dapat disimpulkan bahwa persebaran data normal. Kemudian
dilakukan uji komparasi dengan menggunakan Oneway ANOVA. Hasil lebih rinci

terdapat pada Lampiran 7.



5.2.2 Uji Oneway ANOVA

Terdapat beberapa syarat untuk melakukan uji Oneway ANOVA, yaitu
pengujian terhadap persebaran data yang harus normal dan varian harus
homogen. Setelah semua syarat sudah terpenuhi maka selanjutkan dilakukan uji
Oneway ANOVA. Dari uji ini didapatkan hasil p = 0,00. Hasil ini dapat disimpulkan
bahwa didapatkan sedikitnya 2 kelompok data yang memiliki perbedaan Mean
Gray Value secara signifikan karena syarat untuk Oneway ANOVA p < 0,05. Hasil
lebih rinci terdapat pada Lampiran 8.
5.2.3 Uji Post Hoc Tukey HSD

Uji Post Hoc dengan metode tukey dilakukan untuk mengetahui apakah
diantara masing-masing kelompok data signifikan. Perbedaan dianggap signifikan
apabila nilai p < 0.05 pada masing-masing kelompok data. Hasil lebih rinci terdapat
pada Lampiran 9.
5.2.4 Uji Korelasi Pearson

Uji korelasi Pearson dilakukan untuk menilai kekuatan dari hubungan
antara peningkatan konsentrasi esktrak propolis lebah madu Trigona spp dan
Mean Gray Value. Hubungan signifikansi ditunjukan dengan p < 0.05 sedangkan
p > 0.05 menunjukan bahwa korelasi tidak signifikan. Dari hasil uji tersebut
didapatkan nilai korelasi sebesar 0.986 dan nilai signifikansi 0.000. Adapun
klasifikasi nilai korelasi Pearson sebagai berikut (Sugiyono, 2007) :

Nilai korelasi 0 - 0,199 = sangat rendah

Nilai korelasi 0,200 — 0,399 = rendah

Nilai korelasi 0,400 — 0,599 = sedang

Nilai korelasi 0,600 — 0,799 = kuat

Nilai korelasi 0,800 — 1,000 = sangat kuat



Korelasi dapat bertanda positif dan negatif. Korelasi positif menunjukan arah yang
searah antar variabel. Sedangkan korelasi negatif menunjukan arah yang
berlawanan. Dari hasil uji korelasi pearson, didapatkan kesimpulan sebagai
berikut:
1. Nilai korelasi = 0,986 yang berarti korelasi antara konsentrasi ekstrak
propolis lebah madu trigona spp dengan Mean Gray Value sangat kuat
2. Arah korelasi positif, yang artinya semakin tinggi konsentrasi ekstrak
propolis lebah madu trigona spp semakin besar nilai Mean Gray Value
yang berarti semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk.
3. Nilai p = 0.00, yang artinya terdapat korelasi yang signifikan antara
konsentrasi ekstrak propolis lebah madu frigona spp dengan Mean
Gray Value. Syarat signifikan adalah p < 0,05.

Hasil lebih rinci terdapat pada Lampiran



BAB 6
PEMBAHASAN
6.1 Pembahasan Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek esktrak propolis lebah madu
Trigona spp untuk menghambat pembentukan biofilm Escherichia coli. Bakteri
Escherichia coli yang digunakan didapatkan dari laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Escherichia coli ditanam pada media
Nutrient Agar Plate. Trigona spp merupakan jenis lebah madu yang banyak
dipelihara secara tradisional oleh masyarakat, karena lebah ini tidak memiliki
sengat dan tidak tergolong lebah yang ganas. Trigona spp memang tidak
menghasilkan madu yang begitu banyak, tetapi Trigona spp mampu menghasilkan
propolis lebih banyak dibandingkan jenis lebah madu Apis spp. Propolis dari
Trigona spp yang digunakan berasal dari peternakan lebah Rimba Raya Lawang,
Malang. Propolis mengandung senyawa flavonoid yang tinggi sehingga dapat
digunakan sebagai anti bakteri. Propolis didapatkan dalam bentuk pasta dan
diekstraksi di Rimba Raya, Lawang. Teknik ekstraksi yang digunakan adalah
ekstraksi dengan pelarut etanol 96%. Metode ekstraksi ini dipilih dikarenakan
etanol merupakan pelarut yang sifatnya polar, mudah didapatkan, selektif dan
tidak beracun.

Uji hambat pembentukan biofilm pada penelitian ini dilakukan menggunaka
metode dilusi tabung (fube test). Pengamatan pembentukan biofilm secara
kualitatif dan Kadar Hambat Biofilm Minial (KHBM) diketahui dengan melihat
adanya pambentukan 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 CS 5.

Sebelum dilakukan penelitian sesungguhnya, dilakukan terlebih dahulu
penelitian pendahuluan dengan esktrak 1,675%; 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%;
50%. Penelitian pendahuluan menunjukan bahwa cincin  biofilm bakteri
Escherichia coli tidak terbentuk pada konsentrasi 25%. Berdasarkan hasil
tersebut, dilakukan penelitian sesungguhnya menggunakan konsentrasi 10%;
20%; 30%; 40% dan 50% untuk mencari Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM)
dan konsentrasi efektif untuk menghambat biofilm dengan analisa statistik. Hasil
penelitian kemudian didokumentasikan dan dilakukan pengukuran MGV dengan
Adobe Photoshop CS 5. Hasil pengukuran MGV menunjukkan bahwa rata-rata
MGV naik seiring dengan peningkatan ekstrak etanol propolis lebah madu Trigona
spp. Hal tersebut membuktikan bahwa biofilm yang terbentuk semakin tipis yang
menandakan pembentukan biofilm Escherichia coli terhambat. Rata-rata MGV
setiap konsentrasi akan dibandingkan dengan rata-rata MGV tabung kosong.
Kadar Hambat Biofim Minimal dicapai apabila hasil MGV 10% dibawah MGV
tabung kosong. Dalam penelitian ini didapatkan KHBM 118.56. Nilai tersebut
tercapai pada konsentrasi ekstrak 50%.

Penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian Huang et al (2014) bahwa
flavonoid memiliki spektrum sifat biologis yang luas, seperti efek antibakteri,
antivirus dan anti-inflamasi. Pada penelitian Linggriani et al (2018) menyebutkan
bahwa ekstrak flavonoid dari propolis lebah madu Trigona spp pada konsentrasi
0.05% dan 0,1% memiliki efek yang sama sebagai penghambat biofilm bakteri
Streptococcus Mutans. Hal ini menandakan bahwa ekstrak propolis lebah madu

Trigona spp memiliki efek menghambat pembentukan biofilm pada bakteri gram



positif. Penelitian lain yang dilakukan oleh Yusoff et al (2016) menyebutkan bahwa
propolis Trigona sp memiliki efek yang lemah sebagai antifungal, sedangkan madu
dari Trigona sp memiliki efek yang lebih kuat terhadap jamur Candida spp.

Produk lain dari lebah yang menunjukan efek terhadap Escherichia coli
dijelaskan pada penelitian Oliveira A. et al (2017). Terdapat dua jenis Portugese
Honey (PF2 dan U3) yang dinyatakan efektif sebagai penghambat biofilm dengan
konsentrasi PF2 50% dan U3 50% pada pengamatan selama 24 jam. Penelitian
oleh Lee et al (2011) menyebutkan bahwa kandungan flavonoid dari apel dapat
menghambat pembentukan biofilm bakteri Escherichia coli. Disebutkan bahwa
beberapa jenis dari flavonoid seperti naringenin, kaempferol, quercetin dan
apigenin dapat menekan aktivitas dari Al-2 yang akan menghambat pertumbuhan
dari biofilm.

Hasil dari penelitian ini membuktikan bahwa peningkatan konsentrasi
esktrak propolis lebah madu Trigona spp. mampu menghambat pembentukan
biofilm pada bakteri Escherichia coli. Manfaat klinis yang dapat dikembangkan dari
hasil penelitian ini adalah potensi penggunaan propolis dari lebah madu Trigona
spp. sebagai alternatif terapi pada infeksi Escherichia coli. Pencegahan
pembentukan biofilm diharapkan dapat mengurangi morbiditas pada pasien
dengan infeksi Escherichia coli selain mengurangi kemungkinan timbulnya
resistensi bakteri tersebut terhadap antibiotik.

6.2 Implikasi terhadap Bidang Kedokteran

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak
propolis lebah madu Trigona spp mampu menghambat pembentukan biofilm pada
bakteri Escherichia coli. Efek hambatan ini meningkat dengan kenaikan

konsentrasi ekstrak yang digunakan. Manfaat klinis yang dapat dikembangkan dari



hasil penelitian ini adalah potensi penggunakan propolis lebah madu Trigona spp
sebagai alternatif terapi pada infeksi Escherichia coli. Pencegahan pembentukan
biofilm diharapkan dapat mengurangi morbiditas dan mortalitas pada pasien
dengan infeksi Escherichia coli dan mengurangi angka kejadian Infeksi yang
disebabkan oleh karena pemasangan kateter.

6.3 Keterbatasan penelitian

Confounding factor dalam penelitian ini diantaranya adalah adalahnya
crude extract yang menyebabkan zat warna akan melekat sehingga pembecaan
Mean Gray Value menjadi sulit. Intensitas zat warna kristal violet yang digunakan
juga dapat mempengaruhi hasil penelitian ini, walaupun zat warna yang digunakan
hanya 0,1 % tetapi masih ada beberapa tabung yang warnanya lebih pekat dari
tabung lainnya. Lama penyimpanan dari ekstrak juga dapat mempengaruhi hasil
penelitian. Namun belum diketahui secara jelas efek lama penyimpanan ekstrak
terhadap efektivitas ekstrak propolis lebah madu Trigona spp.

Keterbatasan penelitian ini adalah tidak bisa dipastikannya zat aktif mana
dari propolis yang paling berpengaruh terhadap pertumbuhan biofilm. Selain itu
pengamatan yang dilakukan secara visual dengan menggunakan Mean Gray
Value masih belum dapat menilai secara langsung mekanisme hambatan
pembentukan biofilm. Penelitian ini telah membuktikan adanya hambatan
pembentukan biofilm yang sejalan dengan peningkatan konsentrasi ekstrak
Propolis lebah madu Trigona spp yang diberikan. Selain itu, crude extract pada
penelitian ini menyebabkan perlekatan partikel ekstrak pada dinding tabung
sehingga menyulitkan pengamatan visual maupun perhitungan Mean Gray Value.
Berdasarkan keterbatasan tersebut, dapat dipertimbangkan eksplorasi uji hambat

biofilm dengan menggunakan metode lain, misalnya dengan isolasi zat aktif dari



propolis lebah madu Trigona spp. Penelitian dengan metode ini dapat menentukan
zat aktif mana dari propolis yang paling berpengaruh dalam menghambat
pembentukan biofilm.

Penelitian ini tidak menggunakan zat aktif secara langsung dikarenakan
proses ekstraksi yang dilakukan tidak secara spesifik menghasilkan satu jenis zat
aktitif saja. Diharapkan penelitian ini dapat dilanjutkan mengenai efek ekstrak
etanol propolis Trigona spp secara in vivo yang kelak akan berguna pada

masyarakat luas.



BAB 7

KESIMPULAN

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil pemberian ekstrak propolis lebah madu Trigona spp

terhadap pembentukan biofilm Escherichia coli, dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak propolis lebah madu Trigona spp memiliki efek sebagai
penghambat pembentukan biofilm Escherichia coli secara in vitro.

2. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak propolis lebah madu Trigona spp,
semakin besar daya hambat pembentukan biofilm Escherichia coli secara
in vitro.

3. Kadar Hambat Minimum Biofilm (KHMB) dari ekstrak propolis lebah madu
Trigona spp terhadap pembentukan biofilm Escherichia coli 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 Trigona spp yang dapat berperan sebagai
penghambat pembentukan biofilm.

2. Penelitian lebih lanjut mengenai dosis efektif propolis lebah madu
Trigona spp dalam menghambat pembentukan biofilm tanpa
menimbulkan efek toksik.

3. Penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas ekstrak propolis lebah

madu Trigona spp.



4. Penelitian lebih lanjut mengenai efek lama penyimpanan ekstrak
terhadap efektivitas ekstrak propolis lebah madu Trigona spp sebagai
antibiofilm bakteri Escherichia coli.

5. Potensi untuk mengembangkan penelitian yang menggunakan propolis
lebah madu Trigona spp dalam menghambat pembentukan biofilm
Escherichia coli secara in vivo.

6. Eksplorasi cara pembilasan dan teknik pewarnaan agar tidak

mengganggu pembacaan Mean Gray Value.
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