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PERTUMBUHAN Stapylococcus aureus MRSA DAN Escerichia coli
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Info Artikel Abstrak

Madu merupakan produk yang dihasilkan lebah yang diyakini banyak
manfaat untuk kesehatan. Madu hutan memiliki aktivitas antimikroba
polifenol, flavonoid, dan glikosida. Tujuan penelitian yaitu
mengetahui efektivitas madu hutan dengan volume 50 ul, 100 pl,
150 pl, 200 pl, dan 250 pl, terhadap pertumbuhan bakteri MRSA dan
E.coli. penelitian secara eksperimental dengan objek penelitian madu
hutan PulausAlor, MRSA, E.coli. Pengujian efektivitas madu metode
yang digunakan media MHA difusi sumuran dengan volume 50 pl,
100 pl ;150 pl, 200 pi., dan 250 pl. Hasil penelitian madu hutan
Pulau Alor yang mempunyai diameter paling besar adalah volume
250 pl untuk bakteri MRSA dengan diameter zona hambat rata- rata
terbesar adalah 15,8 mm, sedangkan hasil penelitian madu hutan Pulau

Alor yang mempunyai diameter paling besar adalah volume 250 pl
untuk bakteri E.coli dengan diameter zona hambat rata- rata terbesar
adalah 14,8 mm. Hasil uji One Way Anova menunjukkan p=0,000

Keywords : 1
adanya perbedaan pada setiap volume madu hutan Pulau Alor

terhadap '+ pertumbuhan MRSA dan E.coli karena nilai signifikan
E.coli, Madu Hutan Pulau Alor, 2=0,05.-Semakin tinggi volume madu hutan semakin besar besar daya
MRSA hambatnya terhadap pertumbuhan MRSA maupun E.coli.

Pendahuluan Madu diduga berkhasiat dalam
Madu merupakan Substansi alam yang menyembuhkan  berbagai  jenis  penyakit,

diproduksi oleh lebah madu (Apis dorsata) yang
berasal dari nektar bunga atau sekret tanaman
yang dikumpulkan oleh lebah madu, diubah dan
disimpan di dalam sarang lebah untuk
dimatangkan. (Johnoson at al 2010). Madu dapat
menyembuhkan berbagai macam luka. (Mulu, et
al 2004).

Madu hutan merupakan madu poliflora yang
berasal dari lebah liar (Apis dorsata), dari nektar
beberapa jenis tumbuhan bunga. Ciri khas madu
hutan berwarna hitam karena kandungan mineral
dan berbagai zat yang bermanfaat lain dalam
jumlah banyak ( mulu, et al 2004).

Kecamatan Alor timur saat ini merupakan
salah satu tempat yang dikenal sebagai penghasil
madu hutan di pulau Alor. Tradisi memungut
madu dari hutan dengan jenis pohon kalumpang,
pohon kapuk hutan dan pohon kenari, sudah lama
dilakukan dan regenerasi sudah berjalan dengan
baik ( Soesilowati Hadisoesilo, Wahyu Widhi
Wijanarko,.2014).

*Corresponding Author:
Fatahiyah D. Mau

antioksidan, antiinflamasi, obat saluran respirasi,
gangguan mata, diabetes melitus, dan juga dapat
mendukung pertumbuhan mikroba probiotik
(Vardi at. al 2009). Hal ini disebabkan oleh
adanya kandungan kadar gula yang tinggi,
hidrogen peroksida (H,O,), tingkat keasaman
yang tinggi, dan senyawa organik (polifenoal,
flavanoid, dan glikosida) yang bersifat
antibakteri. Adanya senyawa radikal hidrogen
peroksida yang diproduksi secara enzimatis
menyebabkan madu memiliki pH yang sangat
asam sehingga dapat membunuh mikroorganisme
patogen (Rostinawati,2009). Selain itu madu
ternyata dapat menghambat pertumbuhan bakteri
baik Gram positif maupun Gram negatif

( Puspitasari,l. 2007).

Salah satu bakteri yang telah resisten
terhadap antibiotika adalah Metisilin Resisten
(MRSA). Bakteri MRSA telah menyebar luas
sebagai patogen dalam bentuk sekumpulan
bakteri, selain resisten terhadap metisilin MRSA
juga kini telah resisten terhadap penisilin,
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oxasilin, dan eritromisin ( Karchmer, A.W. 2006).
Bakteri E.coli merupakan bakteri gram negatif
yang memiliki dinding sel dengan lapisan
peptidoglikan yang tipis yang bersifat flora
normal dalam usus besar, bersifat patogen jika
melebihi jumlah normalnya. Bakteri ini menjadi
patogen dan berbahaya apabila hidup di luar usus
seperti pada saluran kemih, yang dapat
mengakibatkan peradangan selaput lendir.(
Aryulina et al. 2004).

Hermawati et al,. (2015) telah melaporkan
perbedaan aktivitas daya hambat madu randu,
karet, dan mangga terhadap S. aureus dan E.coli.
Menurut Mundo et al.( 2004), madu juga dapat
menghambat  pertumbuhan  bakteri  patogen
Listeria monocytogenes yang terdapat pada
makanan. Nadhilla (2014) juga melaporkan
aktivitas madu terhadap S. aureus dan senyawa
aktif dalam madu seperti asam glukonat hidrogen
peroksida dan flavanoid.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
Mengetahui efektivitas madu hutan sebagai
antibakteri terhadap bakteriS. aureus (MRSA)
dan E. coli
Metode

Penelitian dilakukan secara
eksperimental. Penelitian efektivitas madu
hutan Pulau Alor ‘terhadap pertumbuhan
Stapylococcus aureus  MRSA  dan E.celi
menggunakan metode, difusi sumuran di
Laboratorium  Mikrohiologi = Universitas
Muhammadiyah Semarang JI. Kedungmundu
Raya No. 38 Semarang. Penelitian telah
dilaksanakan mulai bulan Juli 2018.

Sampel madu hutan pulau Alor.
Madu yang dipilih dalam “penelitian  ini
adalah madu asli.

Persiapan Bakteri

Isolat bakteri MRSA dan E.coli
didapat di Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Muhammadiyah Semarang dan
dibuat suspensi bakteri dengan cara
mengambil satu koloni kemudian
dimasukkan di BHI (Brain Heart Infusion)
cair inkubasi pada suhu 37°C selama 6-10
jam. Suspensi ditanam pada media BAP
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Koloni diambil menggunakan ose kemudian
dimasukkan pada tabung reaksi yang berisi
NaCl fisiologi homogen, dibandingkan
dengan standar 0,5 standar kekeruhan
McFarland yang diperkirakan 1,5x108

CFU/ml.
Uji Aktivitas Antibakteri
1. Uji aktivitas bakteri S. aureus

Disiapkan 6 plate media MHA
dengan ketebalan 0,6 cm tahap awal yang
dilakukan yakni lidi kapas steril dicelupkan
ke dalam suspensi bakteri uji, pada masing-
masing plate dan diratakan dengan cara
mengoleskan kapas berisi suspensi bakteri
keseluruh  permukaan media, dibiarkan
selama 5-10 menit.

Masing-masing plate yang diolesi
suspensi  bakteri, dibuat 4 sumuran
menggunakan cork brer (1cm), dipipet madu
hutan Pulau Alor volume 50 pl, 100 ul,150
pl, dan 200 pl, 250 pl. Diulang prosedur
sebanyak 4 kali pengulangan . Tetrasiklin
0,03 pg sebagai kontrol positif dan akuades
steril sebagai kontrol negatif. Kemudian
semua. plate diinkubasi pada suhu 37°C
selama 1x24 jam . Selanjutnya diamati zona
hambat yang terbentuk dengan melihat zona
bening di sekitar sumuran yang terbentuk di
ukur — menggukana  penggaris  untuk
menentukan daya hambat madu hutan Pulau
Alor terhadap pertumbuhan MRSA.

2. Uji aktivitas bakteri E.coli

Disiapkan 6 plate media MHA darah
dengan ketebalan 0,6 cm tahap awal yang
dilakukan yakni lidi kapas steril dicelupkan
ke dalam suspensi bakteri uji, pada masing-
masing plate dan diratakan dengan cara
mengoleskan kapas berisi suspensi bakteri
keselurunh  permukaan media, dibiarkan
selama 5-10 menit.

Masing-masing plate yang diolesi
suspensi  bakteri, dibuat 4 sumuran
menggunakan cork borer (1cm), dipipet
madu hutan Pulau Alor volume 50ul, 100 ul,
150 pl, 200 pl dan 250ul. Diulang prosedur
sebanyak 6 kali pengulangan . Tetrasiklin
0,03 ug sebagai kontrol positif dan akuades
steril sebagai kontrol negatif. Kemudian
semua plate diinkubasi pada suhu 37°C
selama 1x24 jam . Selanjutnya diamati zona
hambat yang terbentuk dengan melihat zona
bening di sekitar sumuran yang terbentuk di
ukur  menggukana  penggaris  untuk
menentukan daya hambat madu hutan Pulau
Alor terhadap pertumbuhan E.coli .
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Hasil Penelitian

Bakteri MRSA dan E.coli yang
disetarakan dengan Mc farland 0,5
digores pada media MHA kemudian
didiamkan  selama 5-10  menit,
selanjutnya dibuat 4 sumuran dalam 1
plate media menggunakan cork borer
yang berdiameter 1 cm. Madu hutan
dipipet ke dalam masing — masing
sumuran dengan variasi volume 50,
100, 150, 200, 250 pl menggunakan
metode difusi dengan pengulangan 4
kali selanjutnya diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam, sehingga
didapatkan hasil zona hambat yang

ditunjukkan pada Gambar 1 dan Tabel 1.

Gambar 1. Zona hambat madu hutan Pulau Alor
terhadap pertumbuhan (i) MRSA dan
(ii) E.coli. (a) Volume madu 100 pl,
(b) volume madu 150 ul, volume
madu 200 pl, dan volume madu 250

pl

Tabel 1. Rerata zona hambatan madu hutan
terhadap bakteri S.MRSA-dan E.coli.

Rata-rata Zona Hambat (mm )

Bakteri Uji Kontrol (+) K (-) Aquades
Tetrasiklin Aquades

E. MRSA E. MRS E. MRSA

coli coli A coli
50 ul 11.7 13,2 36 35 0 0
100 ul 12 14,7 37 37,3 0 0
150 ul 13.6 15 37,5 40 0 0
200 ul 14 15.5 39 39 0 0
250 ul 14.8 15.8 40,5 41 0 0
Diskusi

Berdasarkan daya hambat madu

hutan terhadap pertumbuhan bakteri MRSA
dan E.coli menggunakan metode sumuran
pada media MHA yang dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi UNIMUS dari

tiap perlakuan diperolen diameter zona
hambat yang berbeda. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa volume madu hutan
Pulau Alor yang paling tinggi dalam
mengambat pertumbuhan bakteri MRSA
adalah volume madu hutan Pulau Alor yang
250 pl dengan rata-rata 15,8 mm, sedangkan
volume madu hutan Pulau Alor yang 250 pl
dengan rerata- rata 14,8 mm untuk zona
hambat bakteri E.coli, untuk kontrol positif
pada bakteri MRSA volume 250 pl dengan
rata- rata 41 mm, sedangkan E.coli volume
250 pldengan rata- rata 40,5 mm yang
menunjukkan semakin tinggi volume madu
hutan Pulau Alor maka semakin besar
diameter zona hambatanya, hal ini
dipengaruhi oleh kadar senyawa zat
antibakteri yang terkandung dalam madu
hutan Pulau Alor. Semakin tinggi volume
maka«semakin banyak kandungan senyawa
antibakteri pada madu tersebut.

Diameter zona hambat yang diperoleh
mengalami peningkatan pada setiap mulai dari
volume 50 pl,200 pl,150 pl, 200 ul dan 250 pl
pada bakteri MRSA dan E.coli. hal ini
disebabkan karena madu hutan mengandung
zat aktif yaiu flavonoid, glikosida dan
polifenol - selain itu madu juga memiliki
kandungan senyawa fenol dan Hidrogen
Peroksida (H,0,) yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri MRSA dan E.coli
(Zulhawa D.J.2010). Hal ini disebabkan karena
adanya perbedaan struktur dinding sel bakteri
gram positif dan gram negatif. Bakteri MRSA
yang merupakan gram positif memiliki
molekul tambahan berupa asam teikoat yang
terdiri atas gliserol, fosfat, dan ribitol gula
alkohol dalam bentuk polimer dengan panjang
30 unit. Polimer- polimer tersebut terkadang
memanjang sampai keluar dari dinding sel dan
kapsul. Pada bakteri gram positif memiliki
lapisan peptidoglikan yang relatif tebal dengan
ukuran 20- 80 nm. Lapisan peptidoglikan
tersebut menempel pada permukaan luar
membran. Bakteri ini tidak memiliki membran
luar maupun ruang periplasmik sehingga
dengan menggunakan pewarnaan gram maka
bakteri ini akan nampak berwarna ungu atau
biru di bawah mikroskop.(Prescott et al.,2003).
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Kemampuan madu menghambat
pertumbuhan  bakteri disebabkan karena
adanya Flavanoid memiliki mekanisme kerja
dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
Mekanisme yang dilakukan yaitu dengan cara
menginaktifvasi protein  (enzim) pada
membran sel bakteri (Cowan dan Steel 1992).
Adanya inaktifvasi ini mengakibatkan struktur
protein menjadi rusak sehingga dinding sel dan
membran sitoplasma tidak stabil.
Ketidakstabilan tersebut menyebabkan fungsi
premeabilitas selektif, fungsi pengangkutan
aktif, pengendalian susunan protein dari sel
bakteri menjadi terganggu yang berakibat pada
hilangnya makromolekul dan ion dari sel,
sehingga sel bakteri menjadi kehilangan
bentuk dan terjadi lisis (Cowan dan Steel
1992).

Mekanisme reaksi ini antara fenol dengan
protein pada membran sel yang menyebabkan
rusaknya struktur membran.sel. Senyawa fenol
masuk ke dalam sel bakieri melewati dinding
sel bakteri dan membran sitoplasma, ternyata
senyawa fenol di| dalam sel bakteri
mengakibatkan pengugumpalan (denaturasi)
protein penyusun protoplasma sehingga dalam
keadaan demikian ‘metabolisme bakteri
menjadi inaktif dalam’ pertumbuhan bakteri
menjadi terhambat (Dwidjoseputro, 2005).

E.coli merupakan bakteri gram negatif
memiliki struktur dinding sel yaitu sekitar 10-
15 pm yang terdiri dari tiga lapisan yaitu
membran luar dan membran  dalam,
diantaranya terdapat lapisan - peptidoglikan
setebal 2-7 nm, tebal membran luar 7-8 nm,
tersusun dari polisakarida, lipid dan protein.
Pada pewarnaan gram, bakteri ini tidak bisa
mempertahankan warna kristal violet pada
tahap dekolorisasi. Hal ini di karenakan
dinding selnya sangat tipis dan jumlah
lipoprotein serta lipopolisakarida banyak pada
dinding sel. (Mulyatni, 2012).

Kemampuan madu menghambat
pertumbuhan bakteri disebabkan karena
adanya Hydrogen peroksida memiliki
kemampuan untuk mendenaturasi protein dan
menghambat sintesis atau fungsi dari asam
nuleat yang ada pada bakteri E.coli, maka
pertumbuhan  bakteri  tersebut  akan
terhambat. (Malon P.C. 2004). Senyawa

fenol masuk ke dalam sel bakteri melewati
dinding sel bakteri dan membran sitoplasma,
ternyata senyawa fenol di dalam sel bakteri
mengakibatkan pengugumpalan (denaturasi)
protein penyusun protoplasma sehingga
dalam keadaan demikian metabolisme bakteri
menjadi inaktif dalam pertumbuhan bakteri
menjadi terhambat (Dwidjoseputro, 2005).
Zona hambat yang terbentuk disebabkan
karena madu hutan bersifat antibakteri dan
juga madu bersifat anti-inflamasi serta anti-
virus. Madu hutan bersifat lebih alami dari
pada madu ternak karena madu hutan memiliki
kadar air yang relatif rendah yakni kurang dari
20 % dan kadar gula yang tinggi, kondisi
tersebut menghambat pertumbuhan bakteri
karena menimbulkan efek osmosis yang dapat
membunuh bakteri (Tonks et al., 2003).
Kemampuan madu hutan sebagai
antibakteri yang lain adalah memiliki kadar
pH 3,9 yang rendah sehingga bersifat asam
yang - dapat menghambat pertumbuhan
bakteri, dan memiliki tekanan osmotik yang
yang besar serta rasio karbon terhadap
nitrogen yang tinggi ( Rosita,2007), menurut
Wasito (2008) madu hutan juga memiliki
fungsi sebagai antibakteri karena dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme
melalui senyawa hidrogen peroksida yang di
hasilkan = sehingga bakteri sulit untuk
berkembang. Madu hutan mempunyai
beberapa komponen utama yaitu flavonoid,
glikosida, dan polyphenol.

Mekanisme  kerja  antibakteri  dari
kelompok  flavonoid,  glikosida  dan
polyphenol. flavonoid ini sebagai zat
antibakteri dengan cara, merusak dan
menembus dinding sel, serta mengendapkan
protein sel bakteri. Senyawa fenol mampu
memutuskan ikatan peptidoglikan saat
menerobos dinding sel. Setelah perusakan
dinding sel, senyawa fenol akan
menyebabkan perusakan isi sel, dengan cara
merusak ikatan  hidrofobik  komponen
membran sel seperti (protein dan fosfolipida)
serta larutnya kompone - komponen yang
berakibat ~ meningkatnya  premeabilitas
membran, menyebabkan keluarnya isi sel.
Terjadi  kerusakan pada membran sel
mengakibatkan terhambatnya aktivitas dan
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biosintesis enzim- enzim spesifik yang
diperlukan dalam reaksi metabolisme. Madu
juga mengandung senyawa hidrogen
peroksida ( H,0,) yang dapat membunuh
bakteri. Senyawa tersebut secara reaktif
merusak gugus fungsi biomolekul pada sel
bakteri. Adapun mekanisme kerja hidrogen
perkosida adalah dengan mendenaturasi
protein dan menghambat sintesis atau fungsi
dari asam nukleat bakteri dengan adanya
kerusakan pada dinding sel bakteri dan
gangguan pada sintesis asam nukleat, maka
pertumbuhan  bakteri akan terhambat.

(Zulhawa, D. J. 2010)

Menurut Manoi (2009) kandungna
flavinoid berfungsi sebagai antibakteri dengan
cara membentuk senyawa kompleks terhadap
protein dan menganggu integritas membrane
sel bakteri dan adanya senyawa flavonoaid,
dimana secara farmakologi senyawa flavonoid
berfungsi sebagai zat anti inflamasi, anti
oksidan, analgesik dan anti bakteri.

Polyphenol berguna untuk mengambat
kerja enzim sedangkan glikosida mempunyai
berat molekul tinggi| yang dihasilkan oleh
tumbuhan dengan mekanisme kerja sebagai
anti bakteri yaitu bereaksi dengan porin {
protein trans membran) pada membran luar
dinding sel bakteri, membentuk ikatan polimer
yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya
porin yang akan mengurangi premeabilitas
membran sel bakteri yang akan mengakibatkan
sel bakteri kekurangan nutrisi,'sehingga bakteri
akan mati ( Rachmawati, 2010).

Simpulan

Berdasarkan hasil pengukuran zona
hambat madu hutan terhadap pertumbuhan
bakteri MRSA dan E.coli dapat disimpulakan
sebagai berikut:

1. Rata- rata diameter zona hambat pada
bakteri MRSA dengan volume 50 pl, 100
pl, 150 pl, 200 pl dan 250 pl, memiliki
zona hambat berturut turut yaitu 13, 2
mm, 14,7 mm, 15 mm, 15,5 mm, dan 15,8
mm.

2. Rata- rata diameter zona hambat pada
bakteri E.coli dengan volume 50 pl 50 pl,
100 pl, 150 pl, 200 pl dan 250 l,
memiliki zona hambat berturut turut yaitu

11,7 mm, 12 mm, 13,6 mm, 14 mm dan
14,8 mm.

3. Ada pengaruh pada setiap volume madu
hutan Pulau Alor dalam menghamabat
pertumbuhan MRSA.

4. Ada pengaruh pada setiap volume madu
hutan Pulau Alor dalam menghambat
pertumbuhan E.coli.

Saran

1. Bagi peneliti selanjutnya disarankan
untuk menggunakan volume madu hutan
yang lebih tinggi.

2. Perlu dilakukan penelitian tentang daya
hambat madu hutan Pulau Alor dengan
bakteri yang berbeda.
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