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ABSTRACT

Background : Enterococcus faecalis is a pathogenic bacteria that is often encountered in
endodontic treatment failure. The bacteria play a role in the inflammation that occurs due to
extracellular enzymes in their proteolytic activity. To prevent the possibility of endodontic
treatment failure. Some microbial agent such as irrigation and antibiotics can be given. In
adition to these two options, propolis is an attractive options because of its beneficial
biological and medical effects. Propolis has the potential to inhibit the activity of proteolytic
bacteria when used as a natural medical agent. Purpose : This study to determine the effect
of propolis extract (Apis Trigona) various concentrations on proteolytic activity of bacteria
Enterococcus faecalis . Methods : The type of research conducted was laboratory
experimental in vitro. The extract of Apis Trigona’s propolis was tested on Enterococcus
faecalis bacteria consisting of various concentrations: 0,05%; 0,1%;, 0,2%; 0,4%, and 0,8%
by weight/volume (w/v). the method used was liquid dilution on Brain Heart Infusion media
which was then measured turbidity with Spectrophotometer UV-mini and-continued with
gelatin hydrolysis test. Result : All tested concentrations may inhibit the proteolytic activity
of bacteria Enterococcus faecalis . The most effective concentration in inhibiting the
proteolytic activity bacteria is 0,4%. Conclusion : The extract of Apis Trigona ethanol
propolis eﬁ'eétively inhibits the proteolytic activity of Enterococcus faecalis bacteria.

Keywords : Extracts of ethanol propolis (Apis Trigona), proteolytic activity, Enterococcus
faecalis

INTISARI

Latar belakang : Enterococcus faecalis merupakan bakteri patogen yang sering dijumpai
pada kegagalan perawatan endodontik. Bakteri tersebut berperan dalam peradangan yang
terjadi akibat enzim ekstraseluler pada aktivitas proteolitiknya. Untuk mencegah
kemungkinan terjadinya kegagalan perawatan endodontik, beberapa agen mikroba seperti
bahan irigasi dan antibiotik dapat diberikan. Selain dua pilihan tersebut, propolis merupakan
pilihan yang menarik karena efek biologis dan medisnya yang menguntungkan. Propolis
memiliki potensi menghambat aktivitas proteolitik bakteri apabila digunakan sebagai agen



penghambatan senyawa polifenolik terhadap enzim tergantung pada berat molekul,
derajat hidroksilasi, jumlah dan posisi substitusi, derajat polimerisasi dan
glikosilasinya®.

Penelitian ini mengujikan propolis Apis Trigona yang di ambil dari
peternakan di daerah Nglipar, Gunung Kidul, Yogyakarta. Tujuan dari penelitin ini
adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak propolis (Apis Trigona) berbagai
konsentrasi terhadap aktivitas proteolitik bakteri Enterococcus faecalis . Manfaat
hasil penelitian ini dapat menjadi acuan sebagai upaya penggunaan propolis sebagai
medikamen intrakanal alternatif.

Metode

Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksperimen
laboratorium secara in vitro tentang daya hambat ekstrak propolis (Apis Trigona)
terhadap aktivitas proteolitik bakteri Enterococcus faecalis secara in vitro. Penelitian
ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Teknologi Farmasi
Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Muhammadiyah Yogyakarta.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September-November 2017.

Bakteri Enterococcus faecalis diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan
(BLK) Kota Yogyakarta. Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan cara
mengambil beberapa koloni bakteri dengan menggunakan ose lalu dimasukkan ke
dalam 25 ml media Brain Heart Infusion (BHI) lalu diinkubasikan selama 24 jam
pada suhu 37°C.

Dalam penelitian ini langkah pertama yaitu pretreatment menggunakan 16
tabung reaksi yang digunakan dalam percobaan ini. Setiap tabung reaksi diisi dengan
media BHI sebanyak 4.8 ml. Selanjutnya menambahkan tiap-tiap konsentrasi pada
masing-masing 2 tabung. Konsentrasi diperoleh berdasarkan perbandingan berat dan
volume (w/v). Ke dalam 10 tabung pertama dimasukkan konsentrasi 0.8%, 0.4%,
0.2%, 0.1%, 0.05%. Pada 4 tabung berikutnya dimasukkan kontrol positif berupa
antibiotik dan kontrol negatif berupa aquades steril. Pada 2 tabung terakhir tidak
diberikan perlakun (untreated). Setelah ke-16 tabung siap, ditambahkan 200 pl
bakteri yang diambil dari suspensi sebelumnya lalu mulai diukur dengan
Spectrofotemoter untuk mendapatkan Optical Density (OD) yang dalam hal ini
menggambarkan kekeruhan. Sebelum dilakukan pengukuran, tabung diaduk dengan
vortex agar larutan homogen. Setelah semua tabung reaksi diukur, data yang
diperoleh dicatat digunakan sebagai acuan dalam menentukan volume yang akan
diinjeksikan kedalam media agar BHI dengan gelatin, yang dilakukan dengan
perbandingan nilai OD.

Selanjutnya menyiapkan 8 tabung untuk uji hidrolisa gelatin yang berisi
bakteri yang telah diberikan pretreatment EEP dan gelatin. Masing-masing tabung
akan diuji dengan 3 kali pengulangan sehingga dibutuhkan sebanyak 24 tabung.
Bakteri diinjeksikan kurang lebih dengan kedalaman % tabung yang berisi gelatin.
Semua tabung dimasukkan ke dalam anaerobic jar dan diinkubasikan pada suhu



35° C. Selanjutnya mengamati kemampuan mikroorganisme mencairkan gelatin
dengan memasukan semua tabung ke dalam refrigerator selama 1 jam. Kemudian
ukur likuifaksi gelatin menggunakan sliding caliper.

Data yang diperoleh selanjutnya akan dibandingkan dalam bentuk tabel dan
kurva. Analisis data menggunakan program SPSS (Statistical Package for the Social
Science) kemudian dilakukan uji normalitas dengan Shapiro-wilk dikarenakan jumlah
sample kurang dari 50 sample, dilanjutkan dengan uji korelasi dengan Pearson, uji
Regresi Linier Sederhana dan uji ANOVA.

Hasil

Penelitian ini menggunakan pengujian hidrolisa gelatin. Metode tersebut
digunakan untuk mengetahui volume liquifaksi akibat dari penghambatan aktivitas
proteolitik bakteri menggunakan ekstrak etanol propolis. Hasil penelitian dapat dilihat
pada tabel dan kurva berikut.

Tabel 1. Rata-rata volume gelatin (uL)

Kelompok Perlakuan

Sample
N K() | K(H#)|08%|04%|02% |01% |0,05%

S1 843.9 | 910.4 | 218.6 | 551.3 | 414.1 | 487.4 | 624.6 | 830.3

S2 810.6 | 778.0 | 279.7 | 428.4 | 297.3 | 450.1 | 640.2 | 816.7

S3 793.0 | 775.3 | 291.2 | 435.8 | 298.7 | 489.5 | 567.6 | 772.6

Mean | 815.8 | 821.3 | 263.2 | 471.8 | 336.7 | 475.7 | 610.8 | 806.5
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Gambar 1. Rerata volume liquifikasi (uL); kelompok normal (0%) 815.8uL; control
positif (ampicillin) 263.2 pL; kontrol negatif (aquadest) 821.3 pL; EEP
0,8% (P1) 471.8 pL; EEP 0,4% (P2) 336.7 pL; EEP 0,2% (P3) 475.5 pL;
EEP 0,1% (P4) 610.8 pL; EEP 0,05% (P5) 806.5 pL.

Berdasarkan tabel dan gambar 1 di atas dapat disimpulkan bahwa konsentrasi
ekstrak etanol propolis (Apis Trigona) yang paling menghambat aktivitas proteolitik
bakteri Enterococcus faecalis adalah konsentrasi 0.4 %.

Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa ekstrak etanol propolis (Apis
Trigona) dengan konsentrasi 0,1%, 0,2%, 0,4%, dan 0,8% menghambat aktivitas
proteolitik bakteri Enterococcus faecalis secara bermakna dibandingkan dengan
kelompok tanpa perlakuan (untreated), akan tetapi konsentrasi 0,05% tidak ada
perbedaan apabila dibandingkan dengan kelompok tanpa perlakuan. Adanya
penurunan volume liquifaksi yang dihasilkan menunjukkan adanya penurunan
aktivitas proteolitik bakteri Enterococcus faecalis olen EEP. Hal ini terjadi karena
adanya penghambatan interaksi antara substrat-enzim oleh senyawa polifenolik™.

Aktivitas flavonoid terkait dengan kemampuannya untuk menghambat
enzim salah satunya melalui aksi molekuler flavonoid membentuk kompleks
dengan protein melalui kekuatan nonspesifik seperti ikatan hydrogen, efek
hidrofobik, modifikasi glikosilasi, dan allosteric, serta adanya sifat flavonoid
sebagai inhibitor kompetitif*®®. Akibat dari adanya inhibitor enzim ini
menyebabkan terhambatnya aktivitas proteolitik enzim yang ditandai dengan
menurunnya volume liquifaksi gelatin.

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Konsentrasi ekstrak etanol propolis (Apis Trigona) yang diujikan memiliki
pengaruh terhadap penghambatan aktivitas proteolitik bakteri Enterococcus
faecalis dengan efektivitas tertinggi yaitu pada konsentrasi 0,4%.

2. Konsentrasi ekstrak etanol propolis (Apis Trigona) 0,05% tidak menunjukkan
adanya pengaruh penghambatan terhadap aktivitas proteolitik bakteri
Enterococcus faecalis .

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan memisahkan senyawa zat aktif
dari ekstrak etanol propolis (Apis Trigona) agar dapat diketahui pengaruh daya
hambat aktivitas proteolitik bakteri pada masing-masing senyawa zat aktif dan
bagaimana cara kerja senyawa zat aktif tersebut.
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