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Abstrak

Candida albicans merupakan jamur patogen pada manusia yang mampu menyebabkan infeksi
mukosa superfisial maupun sistemik. Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji efektifitas
Madu Mellifera dalam menghambat pertumbuhan C. albicans. Penelitian ini menggunakan
penelitian eksperimental laboratorium dengan rancangan eksperimental murni. Uji antifungi
dilakukan menggunakan metode mikrodilusi. Hambatan pertumbuhan C. albicans diamati
menggunakan mikroplate reader. Nilai Konsentrasi Hambatan Minimum (KHM-50) ditentukan
dengan menggunakan analisis probit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa makin besar
konsentrasi madu apis mellifera semakin rendah pertumbuhan C. albicans. Berdasarkan
analisis probit dihasilkan nilai KHMso Madu sebesar 28%. Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa Madu Apis Mallifera efektif menghambat pertumbuhan sel planktonik C. albicans
sehingga bisa dimanfaatkan sebagai agen alternatif antifungi.
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PENDAHULUAN

Kandidiasis adalah infeksi jamur yang bersifat oportunistik yang disebabkan oleh Candida sp.
Prevalensi kandidiasis di Indonesia sekitar 20-25%, dapat menyerang rambut, kulit, kuku, selaput
lendir, dan organ lain seperti mulut dan kerongkongan, namun informasi tentang faktor dan
karakteristik risikonya masih terbatas (Puspitasari et al., 2019). Kandidiasis sebagian besar
menyerang individu yang memiliki status kekebalan yang lemah setelah pemberian obat
imunosupresan pada pasien yang membutuhkan transplantasi organ atau menderita kanker
(Karasuno et al., 2019). Ketika host menjadiimmunocompromised, C. albicans dapat menyebabkan
infeksi superfisial, serta septikemia.

C. albicans merupakan organisme polimorfik yang mengalami transisi morfologi antara bentuk
khamir (blastoconidium), pseudohifa dan hifa, tergantung pada lingkungannya (Iwalokun et al.,
2004). Hingga saat ini kandidiasis masih menjadi perhatian utama karena tingkat infeksi yang
meningkat mulai dari infeksi topikal yang rendah hingga infeksi sistemik yang serius (Frias-De-Ledn
et al., 2019). C. albicans adalah patogen paling umum yang terkait dengan infeksi biofilm jamur,
terutama infeksi yang terkait dengan perangkat medis yang ditanam. Masalah umum yang terkait
dengan biofilm C. albicans adalah peningkatan resistensi biofilm terhadap agen antijamur seperti
obat azol dan turunannya dan sel inang sehingga sulit dieradikasi. Munculnya C. albicans yang
resisten berdampak besar terhadap kesehatan masyarakat dan perekonomian. Dengan adanya
peningkatan prevalensi C. albicans yang resistan terhadap obat, maka perlu dilakukan
pengembangan pengobatan alternatif untuk infeksi Candida yang aman, efektif dan murah. Hal ini
bisa dilakukan dengan menggunakan bahan alam seperti madu.

Madu telah dikenal di seluruh dunia untuk antioksidan, anti-tumor, anti-inflamasi dan
antivirus (Kagik et al., 2007). Baik penelitian in vitro dan in vivo telah menunjukkan bahwa madu
adalah agen antimikroba aktif, spektrum luas dan efektif terhadap berbagai macam bakteri dan
jamur (Al-Waili et al.,, 2014). Beberapa penelitian telah menyelidiki sifat antimikroba madu
terhadap bakteri, namun hanya sedikit yang meneliti sifat antijamurnya(Rodrigues et al., 2017).
Madu telah dilaporkan mengandung sekitar 200 senyawa, campuran kompleks gula dengan
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sejumlah kecil senyawa lain, seperti mineral, protein, vitamin, senyawa aroma, asam organik,
enzim, asam fenolik, flavonoid, pigmen, lilin, serbuk sari, dan fitokimia lainnya.

Madu Apis mellifera lokal yang berasal dari kota mojokerto provinsi Jawa Timur terbukti
memiliki kandungan senyawa flavonoid yang tinggi, yang berfungsi sebagai antimikroba (Rosyidi et
al., 2018). Oleh karena itu tujuan penelitian ini untuk menguji efektifitas Madu Mellifera dalam
menghambat pertumbuhan C. albicans

METODE
Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang menggunakan
rancangan eksperimental murni (True Experimental Design) dengan metode mikrodilusi untuk
melihat efek antijamur madu apis mallifera terhadap pertumbuhan Candida albicans, dengan
pendekatan Post-test Only Control Group Design.

Pembuatan inokulum dan Suspensi C. albicans

Isolat C. albicans yang sudah diregenerasi pada media Sabourand Dextrose Agar (SDA),
diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan ke dalam Labu Erlenmeyer yang berisi 10 mL media
Sabourand Dextrose Broth (SDB). Selanjutnya labu erlenmeyer dishaker dengan kecepatan 150 rpm
selama 18 jam (Lee & Chee, 2010) (lala). Inokulum yang terbentuk disentrifuse dengan kecepatan
4000 rpm selama 15 menit pada suhu ruang. Pellet yang dihasilkan dipisahkan dari filtrat dan
diresuspensi dengan Buffer PBS. Selanjutnya disentrifus kembali selama 15 menit. Tahapan ini
diulang sebanyak dua kali (Clontech Laboratories, 2009). Suspensi C.albicans yang diperoleh diukur
Optical Density (OD) nya menggunakan ELISA reader.

Uji Antifungi Madu

Uji antifungi C.albicans dilakukan dengan metode mikrodilusi yang menggunakan microplate
Corning 96 well U-Bottom. Sumuran-sumuran yang ada pada plate akan diisi dengan larutan madu
dan kontrol positif dalam media SDB serta suspensi C. albicans. Ke dalam masing-masing sumuran
mikroplate dimasukkan 150 pL larutan madu dengan seri konsentrasi 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 dan
1.56% dalam media SDB. Sebagai kontrol negatif digunakan 150 uL media SDB, kontrol positif
digunakan 150 pL flukonazol 0,1% dalam media SDB. Selanjutnya ke dalam masing-masing
sumuran tersebut ditambahkan 50 uL suspensi C. albicans ODsgs 0.5 dan inkubasi selama 24
jam. Selanjutnya ke dalam masing-masing sumuran ditambahkan reagen MTS Assay dan diinkubasi
selama 1 jam. Densitas sel (OD) dihitung menggunakan microplate reader pada panjang gelombang
595 nm sebagai parameter pertumbuhan sel planktonik C. albicans

Penentuan nilai Konsentrasi Hambat Minimal (KHMs,)
Nilai KHMso didapatkan dengan menghitung %penghambatan dan dianalisis menggunakan
analisis probit dengan program SPSS for Windows versi 26.0 Free Trial.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk menilai efek antifungi dari berbagai konsentrasi madu yang paling aktif terhadap
pertumbuhan C. albicans, dilakukan uji viabilitas sel menggunakan reagen MTS Assay. Kultur C.
albicans (107 CFU/ml) diinkubasi dengan konsentrasi serial madu (dari 50 sampai dengan 1.56%)
pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah inkubasi, viabilitas sel C. albicans diamati dengan mengukur
OD menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 490 nm. Seperti yang ditunjukkan pada
Tabel 2, konsentrasi madu yang paling tinggi memiliki efek antifungi terhadap C. albicans paling
tinggi dibandingkan dengan kontrol negatif (C.albicans tanpa madu) dimana viabilitas sel nya paling
rendah. Kontrol positif (flukonazol me) juga menunjukkan penurunan sel yang cukup besar hampir
sama dengan viabilitas sel pada konsentrasi madu 12.5%
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Tabel 1. Hasil Uji Viabilitas Sel C. albicans
Nilai OD sel C. albicans pada berbagai Konsentrasi
Replikasi Madu (%)
50 25 12.5 625 312 156 (+) ()
1 0.81 1.36 1.69 2.55 276 295 160 3.06
2 0.73 1.35 1.73 1.79 273 278 161 2.96
3 0.85 1.39 1.52 1.94 289 285 193 2.65
4 0.87 1.31 1.94 172 215 3.16 193 267
5 0.75 1.41 1.46 196 2.81 250 166 291
Rerata 0.80 1.37 1.67 1.99 267 285 175 2.85

Mekanisme efek antifungi madu belum sepenuhnya dipahami, ada beberapa hipotesis yang
diusulkan oleh peneliti (Ansari et al., 2013). Salah satu faktor yang paling kuat mempengaruhi aktivitas
antifungi madu adalah hidrogen peroksida (H,0;), sebagai hasil dari oksidasi glukosa. Methylglyoxal
(MGO), defensin-1 lebah dan senyawa lain yang berasal dari lebah (misalnya flavonoid dan senyawa
fenolik dan flavonoid yang berasal dari bunga, dan lisozim) juga telah dikaitkan dengan efek antijamur
madu (Chen et al., 2012). Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa senyawa fenolik
menginduksi penghambatan pertumbuhan pada berbagai bakteri Gram-positif dan Gram-negatif. Efek
antimikroba fenolik terkait dengan kemampuannya denaturasi protein. Selain itu, keasaman madu
(pH 3.2-4.5) juga dapat menghambat pertumbuhan berbagai mikroorganisme.

Nilai absorbansi/OD pada Tabel 1 digunakan untuk menentukan persen penghambatan yang
disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. %Penghambatan Sel planktonik C.albicans

Konsentrasi Rerata %Penghambatan Sel Planktonik
Madu (%)
50 71.90
25 52.11
12.5 41.42
6.25 30.11
3.12 6.50
1.56 0.00
Flukonazol 36.97

Berdasarkan analisis probit, dapat diperoleh bahwa konsentrasi madu yang dapat menghambat
pertumbuhan sel planktonik C.albicans sebanyak 50% (KHM 50) terletak pada konsentrasi 28%. Makin
kecil kecil nilai KHM maka sensitifitasnya makin besar. Nilai KHM ini jauh lebih kecil jika dibandingkan
dengan madu Kastanye, Kayu Putih, Bunga Jeruk, Rosemary, Heather, Manuka (Fernandes et al., 2021).
Perbedaan nilai KBM ini dapat disebabkan oleh berbagai macam hal, seperti perbedaan sumber
ekstrak etanol kunyit yang diberikan, jenis pelarut yang digunakan saat ekstraksi maupun metode
antifungi (Nadifah et al., 2018).
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KESIMPULAN

Madu Apis Mellifera memiliki dapat menghambat petumbuhan sel planktonik C. albicans
secara efektif (MICso = 28 %). Hal ini menunjukkan bahwa madu dapat digunakan sebagai pilihan
terapi alternatif untuk beberapa infeksi Infeksi yang disebabkan oleh spesies Candida, terutama C.
albicans.
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