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Abstrak

Anjing memiliki kulit yang rentan terhadap serangan penyakit kulit akibat infeksi bakteri. Salah
satu bakteri yang merupakan flora normal di kulit anjing tetapi dapat juga bersifat infeksius yaitu
Streptococcus spp. yang dapat menyebabkan berbagai macam penyakit seperti abses, infeksi lokal,
serta septikemia yang mengancam nyawa. Produk fermentasi eko-enzim diduga memiliki aktivitas
antibakteri yang tinggi karena kandungan asam asetat yang dimiliki. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri eko-enzim dalam menghambat Streptococcus spp. dengan metode
agar well diffusion menggunakan rancangan acak lengkap terhadap 6 perlakuan dan 4 kali ulangan
yaitu eko-enzim konsentrasi 30%, 50%, 70%, 100%, aquades sebagai kontrol negatif dan Penicillin G
sebagai kontrol positif. Parameter yang diukur adalah besarnya diameter zona hambat yang terbentuk
di lubang sumuran. Hasil uji aktivitas antibakteri dianalisis dengan metode ANOVA. Hasil dari
penelitian menunjukkan bahwa eko-enzim dengan konsentrasi 30%, 70%, dan 100% berpotensi dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus spp.

Kata kunci: Antibakteri, daya hambat, eko-enzim, in vitro, Streptococcus spp.

Abstract

Dogs skin are susceptible to skin diseases cause by bacterial infection. Although Streptococcus
spp. is a component of the normal flora of the skin, streptococcal infection can cause diseases in dogs
such as abscesses, local infections, and life-threatening septicemia. Eco-enzyme fermentation
products are suspected to have high antibacterial activity due to the content of acetic acid. This study
aims to determine the antibacterial activity of eco-enzyme in inhibiting the growth of Streptococcus
spp. using the agar well diffusion method with a completely randomized design experiment of 6
treatments and 4 trials which include eco-enzyme with concentrations of 30%, 50%, 70%, 100%,
aquadest as the negative control, and Penicillin G as the positive control. The parameter measured is
the diameter of the inhibition zone formed. The data were then analyzed with Analysis of Variance
(ANOVA). The results of the study showed that the eco-enzyme with concentrations of 30%, 70%,
and 100% were able to inhibit the growth of Streptococcus spp.

Keywords: Antibacterial, eco-enzyme, inhibition, in vitro, Streptococcus spp.

PENDAHULUAN banyak fakFo_r yang harus diperhatikan

seperti nutrisi pakan hewan, kebersihan

Dewasa ini, anjing menjadi bagian dari lingkungan hewan, serta kesehatan hewan
hidup manusia yang saling hidup yang merupakan salah satu faktor yang
berdampingan. Dalam memelihara anjing, perlu mendapat perhatian lebih. Anjing
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memiliki kulit yang rentan terhadap
serangan penyakit kulit karena kulit
merupakan organ terbesar yang menutupi
seluruh permukaan eksternal tubuh dan
berfungsi  sebagai perlindungan fisik
pertama dalam mencegah agen patogen
lainnya masuk (Medleau dan Hnilica,
2006).

Salah satu bakteri yang merupakan
komponen flora normal di kulit anjing
tetapi dapat juga bersifat infeksius yaitu
Streptococcus spp. Bakteri ini dapat
berada pada kulit dan saluran pencernaan
anjing yang sehat secara klinis dan dapat
dikultur dari konjungtiva, telinga, genitalia
eksterna, usus, feses, kulit, rongga mulut,
dan saluran pernapasan bagian atas (Lamm
et al., 2010). Pengobatan menggunakan
antibiotika  secara  terus  menerus
memungkinkan  terjadinya  resistensi
bakteri terhadap antibiotik (Saepudin et
al., 2007). Maka dari itu diperlukan obat
herbal sebagai zat antimikrobial alami
yang dapat mengobati penyakit kulit akibat
infeksi Streptococcus spp. yang dapat
digunakan secara rutin, dan memiliki efek
samping minim.

Eko-enzim  adalah  enzim  yang
dihasilkan dari proses fermentasi bahan-
bahan alami, seperti protein tumbuhan,
mineral dan hormon (Dewi et al., 2017).
Menurut literatur, produk fermentasi eko-
enzim memiliki aktivitas antimikroba
tinggi sehingga dapat menghambat
partumbuhan mikroba (Arifin et al., 2009).
Hal ini karena eko-enzim mengandung
asam asetat (H3COOH) yang bekerja
sebagai antibakteri (Rochyani et al., 2020).

Kemampuan dari eko-enzim sangat
berpotensi untuk dikembangkan menjadi
pengobatan alternatif sekaligus perawatan
kulit hewan dalam mencegah terjadinya
infeksi bakteri pada kulit anjing. Sehingga
penelitian ini bertujuan untuk menguji
aktivitas  antibakteri dari eko-enzim
terhadap Streptococcus spp. yang diisolasi
dari jaringan ektodermal kulit anjing
dengan harapan mampu menjadi alternatif
pengobatan terhadap infeksi Streptococcus
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spp. serta dapat menjadi bahan aktif
antibakteri yang dapat menjaga kulit
anjing dari infeksi Streptococcus spp.

METODE PENELITIAN

Pengambilan Sampel

Sampel dari isolat bakteri Streptococcus
spp. yang telah diisolasi di Laboratorium
Bakteriologi dan Mikologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Udayana
berasal dari jaringan ektodermal Kkulit
anjing. Sampel diambil dengan metode
swab yaitu menggunakan cotton swab
steril dan digosokkan pada area kulit,
kemudian dimasukkan ke dalam media
transport (media Stuart).

Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Seberat 5,6gram NA dicampurkan
dengan 200ml aquades dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer. Media diaduk dengan
magnetic stirrer agar homogen kemudian
ditutup menggunakan alumunium foil lalu
disterilkan pada autoklaf selama 15 menit
dengan suhu 121°C. Masing-masing
dituangkan 20 ml/cawan petri. Kemudian
tunggu media hingga memadat.

Identifikasi Bakteri Streptococcus spp.
Sampel bakteri yang telah diambil dari
kulit anjing dikultur secara aseptis pada
media Nutrient Agar selama 24 jam
dengan suhu 37°C, pertumbuhan bakteri
diamati dengan melihat morfologi koloni.
Koloni bakteri yang sesuai kemudian
diambil  untuk  dilanjutkan  dengan
pewarnaan gram kemudian diidentifikasi
di bawah mikroskop dengan pembesaran
100x. Selanjutnya dilakukan pemurnian
(purification) yang bertujuan  untuk
memperoleh biakan murni yang diinginkan
tanpa ada kontaminan dari mikroba lain
(Ed-har et al., 2017). Pemurnian dilakukan
dengan cara memilih koloni yang sesuai
dengan  morfologi  koloni  bakteri
Streptococcus spp. kemudian dipindahkan
dengan menggunakan metode streak plate
(cawan gores) (Fitriasari et al., 2020).
Setelah mendapat biakan murni, dilakukan
penanaman bakteri pada media Blood Agar
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selama 24 jam dengan suhu 37°C. Blood
Agar adalah salah satu jenis media yang
memungkinkan bakteri untuk dibedakan
berdasarkan  jenis  hemolisis  yang
dihasilkan. Pengamatan reaksi hemolitik
pada Blood Agar sangat berguna dalam
identifikasi bakteri, terutama
Streptococcus  spp.  (Chen,  2021).
Kemudian dilakukan uji biokimia yaitu uji
katalase dengan cara mengambil koloni
bakteri menggunakan ose dan digores pada
kaca objek lalu teteskan dengan larutan
H202 3%, dan langsung diamati terjadinya
penguraian hidrogen peroksida. Jika uji
katalase negatif yang ditandai dengan tidak

terbentuknya gelembung udara, hal
tersebut menandakan bakteri
Streptococcus spp. (Damayanti et al.,

2018; Rahayu, 2015).

Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Seberat 0,3gram NB dicampurkan
dengan 30ml aquades dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer. Media diaduk dengan
magnetic stirrer agar homogen kemudian
ditutup menggunakan alumunium foil lalu
disterilkan pada autoklaf selama 15 menit
dengan suhu 121°C. Masing-masing
dituangkan 5 ml/tabung reaksi.

Pembuatan Media Mueller Hinton
Agar (MHA)

Seberat 3,4gram MHA dicampurkan
dengan 100ml aquades dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer. Media diaduk dengan
magnetic stirrer agar homogen kemudian
ditutup menggunakan alumunium foil lalu
disterilkan pada autoklaf selama 15 menit
dengan suhu 121°C. Masing-masing
dituangkan 20 ml/cawan petri. Kemudian

tunggu media hingga memadat.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan suspensi dilakukan dengan
mengambil tiga hingga sepuluh koloni
kultur bakteri Streptococcus spp. pada
media NA dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang berisi larutan Nutrient
Broth sebanyak  5ml, kemudian
dihomogenkan dan tunggu selama 24 jam
dengan suhu 37°C di dalam inkubator
hingga berubah menjadi keruh sesuai
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dengan standar kekeruhan McFarland 0,5.
Standard Mcfarland yang paling umum
digunakan adalah Standard Mcfarland 0,5
yang setara dengan jumlah perkiraan
suspensi  bakteri yaitu 1,5x108CFU/mI
dimana standar tersebut merupakan dasar
untuk percobaan kerentanan antimikroba

dan percobaan hasil biakan bakteri
(Aviany dan Pujiyanto, 2020).
Eko-enzim

Bahan yang dapat digunakan dalam

pembuatan eko-enzim yaitu sisa-sisa
bahan organik seperti kulit buah dan
tumbuhan. Pada penelitian ini

menggunakan eko-enzim yang dibuat
dengan perbandingan air: limbah organik:
molase (gula)= 10:3:1 (Rochyani et al.,
2020). Bahan-bahan limbah organik yang
digunakan sebagai bahan eko-enzim dalam
penelitian ini yaitu buah papaya (Carica
papaya L.), buah sirsak (Annona muricata
L.), daun mimba/intaran (Azadirachta
indica A. Juss), dan sereh wangi
(Cymbopogon winterianus Jowitt).

Pengukuran pH Eko-enzim

Eko-enzim dengan bahan buah pepaya,
buah sirsak, daun mimba, dan daun sereh
wangi diukur tingkat pH dengan
menggunakan alat pH meter. Pertama-
tama, eko-enzim dituang ke dalam gelas
kemudian pH meter dicelupkan ke dalam
gelas yang berisi eko-enzim dan tunggu
hingga hasil angka keluar pada display pH
meter.

Pembuatan Konsentrasi Eko-enzim

Konsentrasi eko-enzim dibuat masing-
masing tiap pengenceran sebanyak 10ml
yaitu eko-enzim 3ml (30%) dilarutkan
dengan 7ml aquades, eko-enzim 5ml
(50%) dilarutkan dengan 5ml aquades,
eko-enzim 7ml (70%) dilarutkan dengan 3
ml aquades, dan eko-enzim 10ml (100%)
yang tidak perlu dilarutkan. Masing-
masing larutan dimasukan ke dalam
tabung reaksi.

Metode Uji Sensitivitas
Metode yang digunakan untuk uji
sensitivitas yaitu modifikasi metode difusi
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lempeng agar (Kirby-Bauer) berupa
metode uji kepekaan langsung dengan
teknik lubang sumuran atau agar well
diffusion (Akeel, et al., 2017). Suspensi
bakteri diinokulasikan dengan metode
sebar menggunakan cotton swab steril
pada media MHA yang telah dibuat lubang
sumuran menggunakan cork borer dengan
diameter 5mm. Selanjutnya lubang
sumuran  diisi  eko-enzim  dengan
konsentrasi berbeda (30%, 50%, 70%, dan
100%) pada setiap lubang sumuran,
sedangkan pada lubang kontrol negatif

diberikan aquades dan kontrol positif
diberi larutan antibiotik Penicillin  G.
Masing-masing lubang sumuran diisi

larutan sebanyak 30puL. Selanjutkan media
diinkubasikan pada inkubator dengan suhu
37°C selama 24 jam dan diamati hingga
terbentuk zona hambat dan diukur.

Pengamatan Uji Sensitivitas

Pengamatan dengan melihat adanya
pertumbuhan bakteri Streptococcus spp. di
daerah sekitar lubang sumuran yang diberi
eko-enzim pada media MHA.
Terbentuknya hambatan di sekitar lubang
sumuran yang tidak ditumbuhi bakteri
menunjukkan hasil positif dan zona
hambat dapat diukur dengan satuan
milimeter menggunakan jangka sorong.
Perhitungan zona hambat dapat dilakukan

menggunakan rumus berikut
(Surjowardojo et al., 2016):
ditd2
2
Keterangan:
d1= diameter vertikal zona bening pada
media
d2= diameter horizontal zona bening pada
media

X = diameter lubang sumuran

Analisis Data

Data kuantitatif yang diperoleh dengan
pengukuran diameter zona hambat dari
setiap konsentrasi eko-enzim dianalisis
dengan Analysis of Variance (ANOVA)
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menggunakan aplikasi Statistical Product
and Service Solutions (SPSS) versi 25.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Rataan zona hambat eko-enzim
terhadap bakteri Streptococcus spp. paling
lebar yaitu pada konsentrasi 100% dengan
diameter 8,30+0,25 mm, sedangkan pada
konsentrasi lain lebih sempit (Tabel 1).

Pembahasan

Pertumbuhan bakteri Streptococcus spp.
dapat dihambat oleh berbagai zat, seperti
antibiotika dan zat lainnya yang memiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri
atau bersifat antibakteri. Kemampuan daya
hambat suatu zat dapat dibuktikan secara
ilmiah pada laboratorium. Metode yang
digunakan untuk uji sensitivitas dalam
penelitian ini berupa metode uji kepekaan
langsung dengan teknik lubang sumuran
atau agar well diffusion method (Akeel, et
al., 2017) yaitu daya hambat eko-enzim
dilihat dengan terbentuknya zona bening
(clear zone) yang menunjukkan bahwa
terdapat  penghambatan  pertumbuhan
bakteri oleh suatu senyawa antibakteri
terhadap bakteri yang ditanam pada media
(Hermawan et al., 2007).

Pada kontrol negatif zona hambat
terhadap  Streptococcus  spp.  tidak
terbentuk karena aquades yang digunakan
sebagai kontrol negatif dalam penelitian

ini adalah air murni yang tidak
mengandung  senyawa yang  dapat
menghambat pertumbuhan bakteri

sehingga aquades dapat digunakan sebagai
kontrol negatif (Muljono et al., 2016).
Eko-enzim konsentrasi 30% dalam
penelitian ini tidak menghasilkan daya
hambat (0 mm) pada bakteri Streptococcus
spp., hal ini sesuai dengan hasil penelitian
yang dilakukan oleh Mavani et al. (2020)
bahwa eko-enzim dengan konsentrasi di
bawah 50% tidak dapat menghambat
pertumbuhan  bakteri  karena terjadi
pengurangan zat aktif yang terlarut dalam
masing-masing  konsentrasi  tersebut,
sehingga aktivitas antimikroba semakin
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berkurang dengan semakin kecilnya
konsentrasi bahan yang diuji (Henaulu dan
Kaihena, 2020).

Pemberian eko-enzim terhadap
Streptococcus spp. dengan konsentrasi
50% menghasilkan rata-rata diameter zona
hambat yaitu 1,23 mm yang termasuk
dalam respon hambat pertumbuhan lemah
(<5 mm). Sedangkan pemberian eko-
enzim terhadap Streptococcus spp. dengan
konsentrasi 70% dan 100% menghasilkan
rata-rata diameter zona hambat masing-
masing yaitu 6,28 mm dan 8,30 mm yang
termasuk  dalam respon hambat
pertumbuhan sedang (5-10 mm). Hal ini
karena kandungan asam asetat dalam eko-
enzim yang berperan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus spp.
dengan gradien pH dan fungsi asam
karboksilatnya (Cortesia et al., 2014).
Eko-enzim  yang  digunakan  pada
penelitian ini dengan bahan organik buah
pepaya, buah sirsak, daun mimba, dan
daun sereh wangi pada konsentrasi 100%
memiliki pH 3,5. Kemudian eko-enzim
konsentrasi  70% memiliki pH 3,7.
Sedangkan eko-enzim konsentrasi 50%
memiliki pH 4,2. Ketiga konsentrasi eko-
enzim ini terbukti dapat menghambat
bakteri ~ Streptococcus spp. Menurut
Rusdianasari (2021), eko-enzim yang baik
memiliki pH <4. Semakin rendah pH,
semakin baik pula eko-enzim yang
dihasilkan. Pernyataan tersebut sesuai
dengan hasil dalam penelitian ini dimana
eko-enzim konsentrasi 70% dan 100% (pH
<4) memiliki zona hambat sedang,
sedangkan eko-enzim 50% (pH >4)
memiliki zona hambat kecil. Menurut Zisu
dan Shah (2003), pH 4.5 menciptakan
kondisi pertumbuhan  yang  tidak
menguntungkan bagi populasi bakteri dan
menyebabkan berhentinya pertumbuhan
Streptococcus  spp. Hal tersebut
sehubungan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Kundukad et al. (2017),
bahwa asam asetat pada pH 3,5
menyebabkan kematian pada bakteri,
sedangkan asam asetat pada pH >4,2 tidak
berpengaruh secara signifikan. Mekanisme
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asam asetat dalam menembus dinding sel
yaitu asam asetat berdifusi ke dalam sel
bakteri. Karena pH asam asetat yang
rendah dan pH di dalam bakteri tinggi,
asam asetat memisahkan dan
mengasamkan  sitoplasma, sehingga
aktivitas sel terganggu kemudian protein
terdenaturasi dan menyebabkan kerusakan
pada DNA yang akhirnya membunuh
bakteri. Zona bening yang terbentuk pada
eko-enzim  konsentrasi  50%  kecil,
sedangkan zona bening yang terbentuk
pada eko-enzim konsentrasi 70% dan
100% vyaitu sedang. Hal ini karena
peningkatan  konsentrasi bahan yang
digunakan menyebabkan semakin besar
pula jumlah senyawa antibakteri yang
berdifusi dalam medium agar, sehingga
zona hambat akan meningkat seiring
peningkatan konsentrasi (Suprianto, 2008).
Sebaliknya, menurunnya diameter zona
hambat diakibatkan oleh berkurangnya
efektivitas senyawa antimikroba dari
konsentrasi bahan yang digunakan (Fraizer
dan Westhop (1979) dalam Suprianto,
2008).

Menurut Rastina et al. (2015),
konsentrasi bahan antimikroba dan jenis
bahan antimikroba yang dihasilkan
memiliki hubungan dengan kemampuan
suatu antimikroba dalam menghambat
mikroorganisme, dimana semakin besar
konsentrasi  suatu antimikroba, maka
semakin besar pula zona hambat yang
terbentuk. Hal ini karena semakin tinggi
konsentrasi bahan antimikroba, maka
semakin banyak pula zat aktif yang
terkandung di  dalamnya sehingga
efektivitas dalam menghambat bakteri
akan semakin tinggi dan menghasilkan
zona hambat yang lebih luas. Sebaliknya,
pada Kkonsentrasi yang rendah, zat
antimikroba yang terdapat di dalam suatu
bahan antimikroba akan semakin sedikit,
sehingga aktivitas dalam menghambat
bakteri akan semakin berkurang (Rahma et
al., 2017). Hal tersebut yang menyebabkan
semakin kecil zona hambat yang terbentuk
saat konsentrasi yang digunakan semakin
kecil pula.
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Perlakuan  kontrol  positif  pada
penelitian ini yaitu dengan pemberian
penicillin G 10unit yang menunjukkan
rata-rata zona hambat pertumbuhan
Streptococcus spp. sebesar 39,8 mm yang
termasuk dalam kategori respon sangat
kuat (> 20 mm). Penisilin merupakan obat
bakterisida yang membunuh bakteri yang

rentan dengan menghambat sintesis
dinding sel peptidoglikan bakteri (Soares
et al, 2012). Sensitivitas penicillin
dikategorikan sensitif terhadap

pertumbuhan bakteri Streptococcus spp.
apabila diameter zona hambat yang
terbentuk > 24 mm (CLSI, 2020). Zona
hambat yang terbentuk pada penelitian ini
dikategorikan sensitif (> 24 mm) sehingga
dapat digunakan sebagai kontrol positif.
Daya hambat dari  eko-enzim
konsentrasi 50% tergolong lemah dan eko-
enzim konsentrasi 70% dan 100%
tergolong sedang terhadap pertumbuhan
bakteri Streptococcus spp. berdasarkan
parameter daya hambat antibakteri, tetapi
lebih kecil dibandingkan daya hambat
yang dihasilkan oleh penicillin G (39,8
mm). Namun hasil pengamatan ini tetap
menunjukkan bahwa eko-enzim dengan
konsentrasi 50%, 70%, dan 100% dapat
menghambat pertumbuhan bakteri
Streptococcus  spp. secara  signfikan
(p<0,05) walaupun zona hambat yang
ditampilkan tidak sebesar zona hambat
yang dihasilkan oleh kontrol positif. Eko-

enzim  dengan  konsentrasi  100%
menghasilkan zona hambat terbesar dalam
menghambat pertumbuhan bakteri

Streptococcus spp. secara in vitro.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Eko-enzim yang terbuat dari bahan
kulit pepaya (Carica papaya L.), kulit
sirsak (Annona muricata L.), daun mimba
(Azadirachta indica A. Juss) dan sereh
wangi (Cymbopogon winterianus Jowitt)
terbukti mampu menghambat pertumbuhan
Streptococcus spp. yang diisolasi dari
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jaringan ektodermal kulit anjing secara in
vitro.

Saran

Perlu dilakukan uji eko-enzim terhadap
bakteri Streptococcus spp. secara in vivo
untuk melihat seberapa efektifnya eko-
enzim dalam menyembuhkan penyakit
kulit pada anjing serta efek yang
ditimbulkan.
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sebagai anti Streptococcus mutans.

Tabel 1. Hasil pengukuran rata-rata zona hambat eko-enzim terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus spp. pada anjing.

Perlakuan Rerata diameter zona hambat (mm) + SD
Eko-enzim 30% 0?
Eko-enzim 50% 1,23 +0,07°
Eko-enzim 70% 6,28 +0,18°
Eko-enzim 100% 8,30 + 0,25¢
Kontrol (+) 39,84 + 0,26°
Kontrol (-) 0?

Keterangan: 2°® Huruf superskrip yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata
(p>0,05). Sebaliknya, huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang
nyata (p<0,05). SD=Standar Deviasi.

Gambar 1. Zona hambat eko-enzim (30%, 50%, 70% dan 100%) dengan kontrol positif
(Penicillin G) dan kontrol negatif (aquades) terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus spp. pada media Mueller Hinton Agar.
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