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Abstract

Honey is a natural substance from flower nectar and produced by honey bees. The honey is used for
several treatment diseases because it has antibacterial properties. This research aimed to determine antibacterial
capability of Kaliandra and Blora honey against Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli O157:H7 (E.
coli O157:H7). Honey was diluted and makes concentrations at 6.25%, 12.5%, 25%, and 50%. S. aureus ATCC
25923 and E. coli O157:H7 ATCC 43894 isolates were made suspension with bacterial count of 10° cfu/ml.
Antibacterial assay was done by using the Kirby-Bauer disk diffusion method, while diameter inhibition zone
was measured by a Calliper Vernier. Inhibition zone of S. aureus ATCC 25923 from Kaliandra honey was occurr
at concentrations 25% and 50% with diameters 8,0+0.1 mm and 9,0+0.2 mm. Inhibition zone of S. aureus
ATCC 25923 from Blora honey occurred at concentrations 50% with diameters 7.3+0.1 mm. Inhibition zone of
E.coli O157:H7 ATCC 43894 both Kaliandra and Blora honey occurred at 50% concentrations with diameter
8.0+0.3 mm and 7.7+£0.1 mm. Commercial honey with various concentrations did not show an inhibition zone
both S. aureus ATCC 25923 and E. coli O157:H7 ATCC 43894. The conclusion Kaliandra and Blora honey are
used for antibacterial agent for S. aureus and E. coli.
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Abstrak

Madu merupakan substansi alam dari nektar bunga yang diproduksi oleh lebah. Madu digunakan untuk
mengobati beberapa penyakit karena bersifat sebagai antibakteri. Tujuan penelitian untuk mengetahui antibakteri
madu Kaliandra dan Blora terhadap Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 dan Escherichia coli
O157:H7 (E. coli O157:H7) ATCC 43894. Madu diencerkan sehingga konsentrasinya menjadi 6,25%, 12,5%,
25%, dan 50%. Isolat S. aureus ATCC 25923 dan E. coli O157:H7 ATCC 43894 dibuat suspensi dengan
jumlah bakteri 10° cfu/ml. Uji antibakteri dengan metode Kirby-Bauer disk diffusi, sedangkan diameter zona
hambat diukur dengan Jangka Sorong. Zona hambat S. aures ATCC 25923 pada madu Kaliandra terjadi pada
konsentrasi 25% dan 50% dengan diameter 8,0 = 0.1 mm dan 9,0 £ 0.2 mm. Zona hambat S. aureus ATCC
25923 madu Blora terjadi pada konsentrasi 50% dengan diameter 7.3+0.1 mm. Zona hambat E.coli O157:H7
ATCC 43894 pada madu Kaliandra dan Blora terjadi pada konsentrasi 50%, dengan diameter masing-masing
8.0+£0.3 mm dan 7.74+0.1 mm. Madu komersial pada berbagai konsentrasi tidak terdapat zona hambat S. aureus
ATCC 25923 maupun E. coli ATCC 43894. Madu Kaliandra dan Blora dapat digunakan sebagai antibakteri S.
aureus dan E. coli O157:H7.

Kata kunci: antibakteri; E. coli O157:H7; madu; S. aureus
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Pendahuluan

Madu merupakan substansi alam yang
diproduksi oleh lebah madu yang berasal
dari nektar bunga atau sekret tanaman. Madu
mengandung lebih dari 200 senyawa yang terdiri
dari 38% fruktosa, 31% glukosa, 10% jenis
gula lainnya, 18% air, dan 3% senyawa lainnya
(Safitri dan Purnobasuki, 2022). Sementara itu,
dalam madu terdapat 3% senyawa penting yaitu
kandungan fenolik dan karotenoid (Silva et al.,
2016). Madu Hutan Sumbawa mengandung
senyawa fenolik (asam galat) sebesar 0,0633-
0,3875 mg/g, aktivitas antioksidan antara
3,3365 —30,9680%, nilai IC50 60,2 —572,3 mg/
mL, sehingga kandungan gula sudah memenuhi
standar (Saputri dan Putri, 2017). Fenolik
dan karotenoid dalam madu berperan penting
sebagai antimikroba yang berkaitan dengan
sifat fisik yaitu keasaman, osmolaritas, dan sifat
kimianya (Vallianou, 2014).

Di Indonesia banyak dijumpai bermacam-
macam jenis madu, diantaranya madu Blora dan
Kaliandra. Madu Blora merupakan madu asli
Indonesia yang banyak dibudidayakan di daerah
Blora Jawa Tengah. Madu Blora dihasilkan
oleh lebah Klanceng. Budidaya madu Klanceng
memiliki keunikan yaitu lebah tidak memiliki
sengat, dan hidupnya bersarang di sebuah Kendi
Bulat (Safitri dan Purnobasuki, 2022). Tekstur
madu Klanceng yaitu lebih encer daripada madu
pada umumnya, karena mengandung air lebih
banyak, warna kecoklatan, dan rasanya agak
manis asam. Madu Kaliandra yaitu madu yang
dihasilkan dari nektar bunga Kaliandra. Madu
Kaliandra memiliki sifat yang berbeda dari madu
lainnya, yaitu memiliki kandungan glukosa
yang tinggi daripada fruktosa. Pada umumnya
zat utama yang terkandung dalam madu adalah
fruktosa. Hal tersebut menyebabkan madu
mudah mengkristal dan terlihat seperti minyak
goreng yang berwarna kuning dan bertekstur
kental (Safitri dan Purnobasuki, 2022).

Madu sejak dahulu digunakan untuk
mengobati berbagai penyakit melalui aplikasi
topikal atau oral terutama untuk penggobatan
penyakit sistemik. Madu memiliki aktivitas
antimikroba berspektrum luas yaitu sebagai anti
bakteri, anti jamur, anti virus, dan antioksidan
(Djakaria et al., 2020). Penggunaan madu untuk
pengobatan infeksi yang disebabkan oleh bakteri

patogen telah dilaporkan oleh (McLoone ef al.,
2016). Selain hal itu, madu juga dapat membantu
untuk pengobatan penyakit kanker dan sebagai
imunomudulator (Waheed et al., 2019).

Staphylococcus  aureus  (S.  aureus)
adalah bakteri Gram positif, bersifat patogen
oportunistik, merupakan bakteri komensal
pada manusia dan hewan. S. aureus dapat
menyebabkan berbagai infeksi mulai dari
superfisial seperti lesi di kulit, abses sampai
infeksi sistemik (Pollitt et al., 2018). Sementara
itu, S. aureus kelompok koagulase positif
dilaporkan sebagai agen foodborne disease
(Hachemi et al., 2019). S. aureus juga mampu
mengembangkan mekanisme pertahanan untuk
menjadi resisten terhadap antibiotika (Ashari et
al., 2020; Grema et al., 2015).

Escherichia coli (E. coli) merupakan bakteri
Gram negatif yang keberadaannya tersebar luas
terutama di saluran pencernaan manusia maupun
hewan. E. coli strain patogen menyebabkan
infeksi pencernaan maupun sistemik terutama
pada individu yang sistem kekebalannya lemah.
Penyakit diare merupakan masalah kesehatan
masyarakat yang menyebabkan kesakitan dan
kematian terutama pada bayi dan usia lanjut
(Gomes et al., 2016). E. coli merupakan salah
satu penyebab foodborne disease yang bersifat
infeksius dan menghasilkan toksin. E. coli strain
patogenik merupakan penyebab diare paling
banyak terjadi di negara-negara berkembang
(Gomes et al., 2016).

Salah satu strain patogenik E. coli adalah E.
coli O157:H7 (Coulombe et al., 2020). E. coli
O157:H7 termasuk bakteri enterohemorrhagic
E. coli (EHEC). E. coli O157:H7 memiliki
beberapa faktor virulensi yang dapat menginfeksi
manusia. Salah satu faktor virulensi tersebut
adalah shiga like toxin (Stx). Shiga like toxin
(Stx) masuk lumen usus manusia, selanjutnya
masuk lapisan usus bagian yang lebih dalam.
Kemampuan E. coli O157:H7 dalam menembus
lapisan dinding usus disebabkan adanya faktor
virulensi intimin (Coulombe et al., 2020). Saat
ini, foodborne disease merupakan masalah
kesehatan masyarakat yang menimbulkan
dampak cukup besar. Dampak tersebut
menyebabkan hambatan dalam pembangunan
sosial ekonomi di seluruh dunia (Klingbeil and
Todd, 2020; Torgerson et al., 2015).
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Saat ini penggunaan antibiotik ditujukan
untuk mengurangi terjadinya infeksi sekunder
terutama pasca operasi atau infeksi bakteri
(Ventola, 2015). Salah satu masalah yang
mendapat perhatian di dunia khususnya dalam
bidang penggunaan antibiotika yaitu munculnya
antimicrobial resistance (AMR). Kejadian AMR
pada S. aureus sudah dilaporkan oleh beberapa
peneliti di dalam negeri maupun di luar negeri. S.
aureus penyebab mastitis subklinis padakambing
Peranakan Ettawa (PE) di Yogyakarta resisten
terhadap antibiotika ampisilin, eritromisin,
penisilin-G, sulfamethoxazole, sulfonamida,
dan tetrasiklin (Suwito et al., 2023). S. aureus
yang diisolasi dari produk susu kambing dan
olahannya juga resisten terhadap ampisilin,
penisilin, eritromisin, neomisin, sulfonamida,
dan tetrasiklin (Suwito et al., 2017). Mastitis
pada sapi di negara Eropa, Afrika, dan Amerika
disebabkan oleh S. aureus yang resisten terhadap
antibiotik penisilin, klindamisin, eritromisin,
gentamisin dan oksasilin (Molineri et al., 2021).
S. aureus asal pangan yang siap dikonsumsi
di propinsi Tehran, Iran juga resisten terhadap
penisilin = (85.93%), tetrasiklin  (85.93%),
gentamisin (73.43%), eritromisin (53.12%),
trimethoprim-sulfamethoxazole (51.56%) dan
siprofloksasin (50%) (Mesbah et al., 2021).

Kejadian AMR pada E. coli O157:H7 perlu
diwaspadai terutama pada pangan asal hewan.
Kebab daging yang dijual di sekitar kampus
IPB Darmaga Bogor dilaporkan terkontaminasi
E. coli O157:H7 sebanyak 31,6% dan resisten
terhadap ampisilin, amoksisilin-asamklavulanat,
gentamisin, siprofloksasin, enrofloksasin dan
kolistin sulfat (Sari et al., 2021). Di Ethiopia
telah dilaporkan bahwa pangan asal hewan yang
siap dikonsumsi terkontaminasi £. coli O157:H7
sebanyak 2.1% dan resisten terhadap kanamisin,
streptomisin dan nitrofurantoin (Geresu and
Regassa, 2021). E. coli O157:H7 yang diisolasi
dari susu segar di kabupaten Sukabumi Jawa
Barat juga juga dilaporkan telah resisten
terhadap kloramfenikol, sulfamethoxazole dan
tetrasiklin (Suwito dan Adji, 2011).

Munculnya AMR menyebabkan bakteri
menjadi kebal terhadap antibiotika sehingga
sulit untuk diatasi dan meningkatkan risiko
penyebaran penyakit. Berdasarkan kondisi
tersebut, maka perlu dicari alternatif antibiotika
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lainnya yaitu dengan menggunakan madu. Madu
dilaporkan mampu menghambat Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) yang bersifat
multi drug resistant antimikroba (MDR) dan
methicillin resistance Staphylococcus aureus
(MRSA) (Ashari et al., 2020). Tujuan penelitian
ini untuk mengetahui kemampuan madu Blora
dan Kaliandra sebagai antibakteri terhadap S.
aureus dan E. coli O157:H7.

Materi dan Metode

Sampel madu yang digunakan dalam
penelitian adalah madu Blora dan Kaliandra.
Madu tersebut di peroleh dari peternakan
lebah di daerah Blora Jawa Tengah. Sebagai
pembanding digunakan madu komersial yang
di jual di Supermarket. Semua sampel madu
diencerkan dengan aquades steril sehingga
konsentrasinya menjadi 6,25%, 12,5%, 25%
dan 50%.

Isolat bakteri yang digunakan pada
penelitian ini adalah E. coli O157:H7 ATCC
43894 dan S. aureus ATCC 25923 dipereoleh
dari Balitvet Culture Collections (BCC) Bogor,
Indonesia. Isolat E. coli O157:H7 ATCC
43894 dan S. aureus ATCC 25923 di kultur
pada media nutrient agar (NA) (CM 0003B;
Oxoid Ltd., Basingstoke, United Kingdom) dan
diinkubasikan pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Koloni yang terpisah selanjutnya siap digunakan
untuk pengujian lebih lanjut.

Masing-masing isolat E. coli O157:H7
ATCC 43894 dan S. aureus ATCC 25923 yang
sudah disiapkan diambil beberapa koloni,
selanjutnya dimasukkan tabung steril yang
telah diisi aquadest steril. Suspensi dari masing-
masing bakteri tersebut dilakukan pengukuran
kekeruhan menggunakan Densitometer Mc
Farland sampai menunjukan angka 0.5.
Selanjutnya dilakukan pengenceran 1:100
sehingga diperoleh suspensi yang mengandung
bakteri dengan jumlah 10° cfu/ml (CLSI, 2020).

Pengujian aktivitas antimikroba
menggunakan metode Kirby-Bauer disk diffusi
(CLSI, 2020). Sebanyak 1 ml suspensi bakteri
dengan jumlah 10° cfu/ ml dituang pada media
mueller hinton agar (MHA) (CM 0337; Oxoid
Ltd., Basingstoke, United Kingdom), kemudian
diratakan dan dikeringkan dalam inkubator
selama 10 menit (CLSI, 2020). Masing-masing
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sampel madu dengan konsentrasi 6,25%,
12,5%, 25% dan 50% diambil sebanyak 20 puL,
kemudian diteteskan pada kertas disk cakram
kosong dan dibiarkan pada suhu ruang sampai
kering. Selanjutnya kertas disk cakram yang
telah mengandung sampel madu dengan berbagai
konsentrasi diletakkan di atas media MHA
(CM 0337; Oxoid Ltd., Basingstoke, United
Kingdom) yang selanjutnya diinkubasikan pada
suhu 37 °C selama 24 jam. Sebagai kontrol
positif sensitivitas antibiotik terhadap S. aureus
dan E. coli O157H7 digunakan antibiotika
siprofloksasin (5ug) sedangkan kontrol negatif
dengan basitrasin (5ug). Pengamatan dilakukan
dengan mengukur diameter zona hambat
menggunakan Jangka Sorong di sekitar kertas
disk cakram yang terlihat jernih (CLSI, 2020).
Data diameter zona hambat pada masing-
masing konsentrasi madu Blora, Kaliandra, dan
komersial di analisis secara deskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Pengujian dari ke tiga jenis madu terhadap
S. aureus ATCC 25923 menunjukkan bahwa
madu Kaliandra mulai terlihat aktivitas antibak-
teri pada konsentrasi 25%, madu Blora 50%,
sedangkan madu komersial tidak menunjukan
adanya aktivitas antibakteri pada berbagai kon-
sentrasi (Tabel 1). Pengujian pada ke tiga jenis
madu terhadap E. coli O157:H7 ATCC 43894
menunjukkan bahwa madu Blora dan Kalian-
dra terlihat adanya aktivitas antibakteri hanya
pada konsentrasi 50%, sedangkan pada madu
komersial tidak menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri pada berbagai konsentrasi (Tabel 2).

Madu Blora dan Kaliandra memiliki
aktivitas antibakteri kemungkinan karena
memiliki komponen yang bersifat antibakteri
seperti hidrogen peroksida (H,0,). Hidrogen
peroksida (H,O,) merupakan salah satu
komponen dalam madu yang berperan sebagai
antiseptik yaitu sebagai oksidator terhadap
mikroorganisme (Ghramh and Alshehri, 2019).
Selain itu juga disebabkan karena adanya
senyawa lisozim dan asam fenolik. Kandungan
asam fenolik dan flavonoid dalam madu
merupakan salah satu senyawa penting sebagai
antimikroba (Kunat et al., 2023). Madu hutan
yang mengandung senyawa aktif tanin, saponin,
dan flavonoid juga mempunyai efek sebagai

Tabel 1. Zona hambat madu Blora, Kaliandra dan komersial
pada berbagai konsentrasi terhadap S. aureus ATCC

25923.
Jenis madu Zona hambat (mm) pada konsentrasi madu
6,25% 12,5%  25% 50%
Blora 0 0 0 7.3£0.1
Kaliandra 0 0 8.0+01 9.0+0.2
Komersial 0 0 0 0

Tabel 2. Zona hambat madu Blora, Kaliandra, dan komersial
pada beberapa konsentrasi terhadap E. coli O157:H7

ATCC 43894
Jenis madu DDH (mm) pada konsentrasi madu
6,25% 12,5% 25% 50%
Blora 0 0 0 7.7+0.1
Kaliandra 0 0 0 8.0+0.3
Komersial 0 0 0 0

antibakteri E. coli (Sun et al., 2019). Potensi
antimikroba pada madu juga tergantung pada
aktivitas biologis bunga, geografis, musim,
penyimpanan, umur madu, kondisi koloni lebah,
cara diternakkannya lebah, serta komponen
bioaktif yang terdapat di dalam madu (Feknous
and Boumendjel, 2022).

Madu Kaliandra memiliki aktivitas
antibakteri yang lebih baik daripada madu Blora
dan komersial. Hasil penelitian ini sesuai dengan
Ustadi et al., (2017) bahwa madu Kaliandra
memiliki kandungan bioaktif dan antioksidan
paling tinggi daripada madu Karet dan madu
Randu. Selain itu, madu Kaliandra juga memiliki
prosentase glukosa yang lebih tinggi daripada
fruktosa. Kandungan glukosa yang tinggi dapat
meningkatkan osmolaritas sehingga mampu
menghambat pertumbuhan mikroba lebih baik
(Muhammad, 2018). Potensi antimikroba madu
juga dipengaruhi oleh aktivitas air, viskositas,
derajad keasaman, umur panen, dan kadar H O,
(Minarti et al., 2016; Almasaudi, 2021). Umur
panen madu Kaliandra dapat mempengaruhi
nilai viskositas dan kandungan gula. Kandungan
gula akan meningkat jika madu dipanen umur
17 hari, sedangkan produksi, dan kadar air
dalam madu menurun jika madu dipanen pada
umur 11 hari. Panen madu saat berumur 11 hari
akan lebih baik karena jumlah produksi yang
tinggi, dan memiliki kadar air, viskositas, dan
kandungan gula yang memenuhi standar madu
yang baik (Minarti et al., 2016).
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Kemampuan madu Kaliandra dalam
menghambat S. aureus ATCC 25923 lebih baik
daripada madu Blora. Hal tersebut tampak
bahwa madu Kaliandra mulai menghambat
pertumbuhan S. aureus ATCC 25923 pada
konsentrasi 25%, madu Blora 50%, sedangkan
madu komersial tidak menunjukkan adanya
zona hambat pada berbagai konsentrasi (Gam-
bar 1).

Gambar 1. A. Madu Kaliandra konsentrasi 25% menghambat S. axrens ATCC 25923
B. Madu Blora konsentrasi 50% menghambat S aurens ATCC 25923
C. Madu komersial dak menghambat S. aureus ATCC 25923
D. Kontrol + dan — zona hambat terhadap S. aurens ATCC 25923

Berdasarkan diameter zona hambat dan
konsentrasi madu, maka madu Kaliandra lebih
efektif digunakan untuk infeksi S. aureus
daripada manu Blora. Penelitian Dewi et al.,
(2017) menunjukan bahwa madu dengan
konsentrasi yang sama, daya antibakterinya
lebih kuat untuk S. aureus daripada E. coli.
Hal yang sama juga dinyatakan oleh Yuliati
(2017) bahwa madu dengan konsentrasi 25%
akan lebih efektif jika digunakan untuk infeksi
bakteri Gram positif seperti S. aureus daripada
Gram negatif seperti P. aeruginosa. Penelitian
Kaligis et al., (2020) menunjukkan bahwa madu
Hutan sedikit lebih besar bersifat antibakteri S.
aureus, E. coli, dan P. aeruginosa daripada madu
Hitam. Kondisi yang berbeda dilaporkan oleh
Huda (2013) bahwa madu Hutan Musi Rawas
memiliki antibakteri yang lebih kuat terhadap E.
coli daripada S. aureus.

Kemampuan antibakteri juga dipengaruhi
oleh komponen dinding sel bakteri. Perbedaan
struktur dinding sel antara bakteri Gram
positif dan negatif dapat mempengaruhi
kemampuan penetrasi antimikroba ke dalam
sel bakteri. Bakteri Gram positif memiliki
komponen dinding sel lapisan peptidoglikan
yang tebal dan tidak memiliki membran lipid
bagian luar, sedangkan bakteri Gram negatif
memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis dan
memiliki membran lipid bagian luar. Tingginya
kandungan lipid pada dinding sel bakteri Gram
negatif mempengaruhi penetrasi antimikroba
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Gambar 2. A. Madu Kaliandra konsentrasi 50% menghambat £ coli OIST:HT ATCC 43894
B. Mudu Blora konsentrasi 5046 menghambat E. coli O157:H7 ATCC 43894
C. Madu komersial tidak menghambat £, coll O157:H7 ATCC 43894
D, Kontrol + dan — zona hambut terhadap E colt O157:HT ATCC 43894

pada madu menjadi lebih sulit menembus
dinding sel bakteri (Aldarhami et al., 2023).

Antibakteri madu Kaliandra dan Blora
terhadap E. coli O157:H7 ATCC 43894 mulai
tampak pada konsentrasi 50% (Gambar 2).
Hal tersebut kemungkinan disebabkan E. coli
O157:H7 ATCC 43894 membentuk biofilm dan
struktur dinding sel yang tinggi kandungan lipid
menyebabkan komponen aktimikroba dalam
madu sulit menembus dinding sel. Oleh karena
itu, diperlukan konsentrasi madu yang lebih
besar untuk menghambat pertumbuhan E. coli
O157:H7 ATCC 43894 dibandingkan terhadap
S. aureus ATCC 25923.

Kemampuan antibakteri pada madu
Kaliandra dan Blora dapat dimanfaatkan
untuk mengatasi masalah resistensi antibiotik.
Resistensi antibiotik merupakan fenomena
alami yang terjadi saat bakteri terpapar antibiotik
secara berlebihan. Madu dilaporkan mempunyai
aktivitas antibakteri terhadap Methicillin-
Resistant  Staphylococcus —aureus (MRSA)
(Panjaitan et al., 2018). Penggunaan madu juga
dapat menurunkan pembentukan biofilm pada S.
aureus dan E. coli (Aldarhami et al., 2023).

Kesimpulan

Madu Blora dan Kaliandra sebagai
antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli
O157:H7.
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