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Abstrak

Candida tropicalis adalah salah satu spesies hon-Candida albicans yang paling umum diisolasi dari berbagai
jenis kandidiasis dan infeksi nosokomial. Spesies ini adalah yang paling virulen kedua di antara spesies
Candida. Meluasnya penggunaan antijamur sebagai profilaksis menjadi penyebab utama resistensi antifungi.
Batang brotowali (Tinospora crispa L.) digunakan sebagai obat herbal di Asia, termasuk Indonesia. Terdapat
lebih dari 65 senyawa fitokimia, dan beberapa di antaranya diidentifikasi sebagai agen antijamur potensial,
seperti kelompok flavon, alkaloid, berberin, saponin, dan tanin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antijamur batang brotowali dan menentukan konsentrasi hambat minimum. Batang brotowali
terstandar diolah dengan metode maserasi untuk menghasilkan ekstrak etanol. Kerentanan C. tropicalis
terhadap ekstrak etanol batang brotowali diperiksa dengan uji konsentrasi hambat minimum menggunakan
metode mikrodilusi dengan konsentrasi awal 10.000 pg/ml. Hal ini menunjukkan bahwa nilai KHM ekstrak
etanol batang brotowali berada pada konsentrasi 5.000 pg/ml. Sebagai kesimpulan, ekstrak etanol batang
brotowali memiliki aktivitas antifungi yang lemah terhadap C. tropicalis dengan konsentrasi hambat minimal
5.000 pg/ml.
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Antifungal Activity of Brotowali (Tinospora crispa L.) Stem Ethanolic Extract
on Candida tropicalis

Abstract

Candida tropicalis is one of the most common non-Candida albicans candida (NCAC) species isolated from
various clinical types of candidiasis and nosocomial infection. This species is the second most virulent among
Candida species. The widespread use of antifungals as prophylaxis has led to the major cause of antifungal
resistance. Brotowali (Tinospora crispa L.) stem is used as herbal medicine in Asia, including Indonesia.
There are more than 65 phytochemical compounds, and a few of them are identified as potential antifungal
agents, such as the flavone group, alkaloids, berberine, saponins, and tannins. This study aims to explore the
antifungal activity of brotowali stems and determine the minimum inhibitory concentration. Standardized
brotowali stems were processed by maceration method to produce ethanol extract. The susceptibility of C.
tropicalis against the ethanolic extract of brotowali stem was examined by minimum inhibitory concentration
(MIC) test using broth microdilution method with an initial concentration of 10,000 pg/ml. It showed that the
MIC value for brotowali stem ethanolic extract was at a concentration of 5,000 xg/ml. In conclusion, the
brotowali stem ethanol extract had antifungal activity against C. tropicalis with a minimum inhibitory
concentration of 5,000 pg/ml.
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Pendahuluan

Candida tropicalis (C. tropicalis) merupakan
salah satu spesies Candida yang penting. Secara
luas, C. tropicalis menjadi spesies Candida kedua
yang paling virulen setelah C. albicans.! Spesies
ini umumnya diisolasi dari kulit, traktus respiratori,
gastrointestinal, dan genitourinaria. Selain dari
bagian tubuh manusia, fungi ini dapat ditemui pada
permukaan alat-alat medis.*?

Secara genetik, C. tropicalis memiliki
kesamaan yang paling mendekati C. albicans.
Berbeda dengan C. albicans, C. tropicalis tidak
memproduksi germ-tube. Secara umum, Kkoloni
berbentuk ragi dan struktur mikroskopis pada suhu
15° dan 37° C ditemukan blastokonidia dan
pseudohifa serta hifa sejati. Struktur ini menjadi
gambaran penting dari C. tropicalis.®*

Candida tropicalis umumnya sensitif
terhadap antifungi golongan azole, tetapi dalam
penelitian Choi dkk melaporkan ada 7 - 40% isolat
Klinisnya resisten terhadap golongan azole, secara
khusus fluconazole.® Penggunaan luas dari
antifungi sebagai profilaksis menjadi penyebab
utama kolonisasi dari spesies non-candida
albicans candida (NCAC) dan meningkatkan
resistensi terhadap obat-obatan antifungi.® Adanya
resistensi terhadap obat antifungi menyebabkan
perlunya dilakukan penelitian untuk mendapatkan
bahan yang sensitif sebagai antifungi terhadap
spesies ini.

Indonesia memiliki sekitar 30.000-50.000
jenis tumbuhan dan 7.500 di antaranya telah
dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Tanaman obat
yang cukup dikenal masyarakat adalah brotowali
(Tinospora crispa L.). Tanaman ini mudah
ditemukan di pekarangan rumah dan merambat
liar, tumbuh dan berkembang dengan baik di
negara-negara tropis di Asia termasuk Indonesia.®
Lebih dari 65 senyawa telah diidentifikasi dari
batang brotowali seperti flavone, alkaloid
berberine, lignan dan diterpene. Beberapa di
antaranya yang berpotensi sebagai antifungi adalah
flavonoid dan berberine.” Aktivitas selain antifungi
juga ditemukan seperti analgesik, antipiretik,
antiparasit, dan antiseptik.2 Penelitian terdahulu
untuk melihat aktivitas antifungi ekstrak ini
terhadap C. tropicalis belum ada. Penelitian
aktivitas antifungi batang brotowali terhadap
spesias candida lainnya dilakukan oleh Islam dkk
(2014) terhadap C.albicans yang menunjukkan
adanya zona hambat dengan menggunakan metode
disc diffusion. Penelitian lainnya oleh Brillianti
(2022) terhadap C.krusei juga menunjukkan

aktivitas antifungi ekstrak etanol batang brotowali
pada konsentrasi 2.500 pg/ml dan 5.000 pg/ml.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas antifungi ekstrak etanol batang brotowali
terhadap C. tropicalis dengan menentukan
konsentrasi hambat minimumnya menggunakan
metode microbroth dilution.

Metodologi

Persiapan Ekstrak

Batang brotowali terstandar (no. surat:
122/MFH-SIMP/1V/2021) yang telah diolah
menjadi bentuk simplisia didapatkan dari Merapi
Herbal Farma, Yogyakarta dan diolah menjadi
ekstrak etanol batang brotowali menggunakan
metode maserasi. Simplisia direndam dalam
pelarut etanol 96% selama 24 jam lalu disaring.
Larutan kemudian diuapkan menggunakan vacuum
evaporator pada suhu 70°C sampai didapatkan
ekstrak kental batang brotowali. Ekstrak pekat
etanol batang brotowali kemudian diencerkan
menggunakan dimethyl sulfoxide 2% (DMSO,
Merck, Germany) lalu dihomogenkan dan disaring
menggunakan filter milipore (Sartorius, Germany)
untuk mendapatkan konsentrasi 10.000 pg/ml
sebagai konsentrasi awal.

Persiapan Fungi

Isolat C. tropicalis merupakan isolat klinik
pasien RS Bethesda Yogyakarta yang telah
diidentifikasi dengan metode menggunakan media
chrom agar (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany). Koloni C. tropicalis pada chrom agar
berwarna biru. Sebanyak dua koloni C. tropicalis
dari media agar Yeast Pepton Dextrose (YPD,
Sigma, Missouri, USA) dikultur pada media Yeast
Pepton Dextrose (YPD, Sigma, Missouri, USA)
cair lalu diikubasi selama 24 jam pada suhu 37° C.
Kultur C. tropicalis pada media cair dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15
menit. Supernatan dibuang, fungi pada dasar
tabung diresuspensi dengan pepton cair (Oxoid,
USA) sehingga kekeruhan sama dengan larutan
McFarland 0,5.8
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Gambar 1. C. tropicalis pada chrom agar

Uji antifungi

Uji aktivitas antifungi ekstrak etanol batang
brotowali  dilakukan menggunakan  metode
microdilution pada 96 well plate (lwaki, Japan).
Pada tiap well, 10 ul C. tropicalis dikultur pada 80
pul media YPD cairan dipapar dengan ekstrak
etanol batang brotowali. Konsentrasi yang
digunakan pada penelitian ini adalah 10.000 pg/ml,
5.000 pg/ml, 2.500 pg/ml, 1.250 pg/ml, 625 pg/ml,

dan 3125 pg/ml. Volume ekstrak yang
ditambahkan pada masing-masing well adalah 10
pl. Sebagai kontrol positif digunakan fluconazole
2 mg/ml sebanyak 10 pl. Kultur pada 96-well plate
diinkubasi pada suhu 37° C selama 2 x 24 jam.
Konsentrasi hambat minimal ditentukan dengan
mengamati kultur dengan konsentrasi terkecil yang
kejernihannya sama dengan atau mendekati
kejernihan kultur kontrol positif. ° Pengamatan
dilakukan oleh 3 orang yang berbeda.

Hasil

Gambar 1 menunjukkan gambaran well plate
yang telah diinkubasi selama 2 x 24 jam. Kontrol
positif berada pada kolom 1 (Al, B1, C1) terlihat
jernih pada media. Baris D merupakan kelompok
blank. Kolom 2 berisi kultur perlakuan dengan
konsentrasi awal 10.000 pg/ml dan dilakukan
pengeceran serial ke arah kanan dengan urutan
konsentrasi 5.000 pg/ml, 2.500 pg/ml, 1.250
pg/ml, 625 pg/ml, 312,5 pg/ml. Kultur jernih yang
mendekati kontrol positif tampak pada kultur
dengan paparan ekstrak konsentrasi 10.000 pg/ml
dan 5.000 pg/ml.

Gambar 2. Hasil Uji Antifungi Ekstrak Etanol Batang Brotowali

Keterangan : Ekstrak etanol batang brotowali (Tinospora crispa L.) terhadap C. tropicalis pada 96 well plate setelah inkubasi
selama 2x 24 jam. Kolom 1 merupakan kontrol positif (Fluconazole), kolom 2-7 merupakan kelompok perlakuan. Baris D
merupakan kelompok blank (Well hanya berisi media kultur,)Tanda panah merah merupakan konsentrasi hambat minimum ekstrak

etanol batang brotowali pada 5.000 pg/ml.

Konsentrasi hambat minimum ditentukan dengan
kultur jernih yang mendekati kontrol positif dalam
konsentrasi terkecil, sehingga konsentrasi hambat

minimum pada penelitian ini adalah 5.000 pg/ml.
Hasil representatif dari 3 kali pengamatan.
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Pembahasan

Ekstrak etanol batang brotowali (Tinospora
crispa L.) memiliki aktivitas antifungi terhadap C.
tropicalis dimulai pada konsentrasi 5,000 pg/ml
yang ditentukan sebagai konsentrasi hambat
terkecil. Belum ada studi terdahulu yang meneliti
ekstrak etanol batang brotowali terhadap C.
tropicalis. Penelitian Warsinah dkk (2015) yang
menggunakan ekstraksi dan fraksinasi batang
brotowali, menunjukkan fraksi etanol memiliki
daya hambat yang paling baik karena kemampuan
etanol untuk mengekstraksi senyawa antifungi
tanaman seperti fenol, grup asam lemak, dan
terpenoid dibandingkan dengan fraksi kloroform,
etil asetat, n-hexane, dan air distilasi terhadap C.
albicans. Etanol sering digunakan sebagai pelarut
untuk ekstraksi senyawa antifungi pada tanaman.°

Mekanisme resistensi yang terjadi pada C.
tropicalis pada isolat klinis dikarenakan adanya
overexpression dari gen ER11 yang diasosiasikan
dengan mutase missense.® Overexpression dari
target obat akan meningkatkan konsentrasi
lanosterol 14g-demethylase yang merupakan
bagian dari gen ER11 yang diregulasi oleh UPC2,!
yang merupakan jalur biosintesis ergosterol.
Ergosterol memiliki peranan penting dalam fungsi
selular seperti integritas sel, aktivitas adekuat
enzim seperti protein yang berfungsi sebagai
transport makanan. Peningkatan ini menyebabkan
sintesis ergosterol yang terus menerus dan
memperkuat integritas sel.t

Berkaitan dengan resistensi, terdapat respon
stress pada Candida yang dikenal dengan
calcineurin. Calcineurin dan Crzl dibutuhkan
dalam pertumbuhan hifa, toleransi micafungin, dan
virulensi. Selain itu, calcineurin juga berperan
dalam resistensi azole dan mempertahankan
integritas dinding sel dengan menenebalnya
lapisan kitin dinding sel.?

Flavonoid adalah metabolit sekunder, juga
merupakan kelas polyphenol terbesar yang
terdapat luas pada tanaman.'®* Flavonoid bekerja
dengan stimulasi akumulasi ROS (Reactive
Oxygen Species) intraselular, disfungi
mitokondria, apoptosis, depolarisasi mitokondrial,
dan fragmentasi DNA pada C.tropicalis.
Peningkatan produksi ROS menyebabkan stres
oksidatif pada sel. * Pada jalur signaling C.
tropicalis, Cyrl mengubah ATP menjadi cCAMP
untuk mengikat subunit PKA (Bcyl) dan
membebaskan subunit katalitik (Tpkl dan Tpk2)
yang berperan dalam respon stress fungi, toleransi
obat,  pertumbuhan filamen.’*  Disfungsi

mitokondria menyebabkan morfogenesis dan jalur
CAMP dalam respon stres fungi akan gagal.
Candida tropicalis mensekresikan enzim hidrolitik
sebagai salah satu faktor virulensinya saat
menginvasi yang merusak jaringan inang.
Flavonoid bekerja meregulasi sistem biologik
fungi dengan menghambat sekresi enzim
hidrolitik, sehingga patogenisitas fungi akan
berkurang dan fungi tidak dapat menghidrolisis sel
inang.'® Beberapa komponen aktif flavonoid akan
bekerja sinergis dengan farnesol sebagai inhibitor
guorum  sensing  sehingga  penghambatan
pembentukan biofilm dapat terjadi.'’

Berberine adalah isoquinoline alkaloid
natural yang terdapat pada tanaman herbal.
Berberine memiliki warna kuning dan memiliki
rasa yang pahit.!® Berberine dan derivatnya
memiliki potensi antifungi, antibakteri, dan anti
inflamasi.’® Berberine menyebabkan perubahan
pada potensial membrane mitokondria (Aym).
Kerusakan (Aym) akan membuka pori pada
membran dan mengganggu integritas dinding sel,
sehingga memicu mekanisme apoptosis fungi.?
Peran mitokondria dalam fungi adalah sebagai
jalur metabolik yang penting saat virulensi dan
infeksi pada inang serta pertahanan ketika terjadi
stres oksidatif.?! Pada penelitian ini diperkirakan
senyawa flavonoid dan berberine pada batang
brotowali (Tinospora crispa L.) dapat menghambat
pertumbuhan dan invasi C. tropicalis dengan
memicu kematian fungi dan menghambat sekresi
enzim. Faktor virulensi yang saling berkaitan dapat
menyebabkan penyakit pada manusia. Dengan
disfungsi mitokondria dan penghambatan sekresi
enzim, maka invasi C. tropicalis pada sel inang
akan terhambat. Berdasarkan hasil penelitian,
batang brotowali memiliki aktivitas antifungi
terhadap C. tropicalis.

Simpulan

Berdasarkan hasil yang telah didapatkan,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol batang
brotowali (Tinospora crispa L.) memiliki aktifitas
antifungi yang lemah dengan menghambat
pertumbuhan C. tropicalis. Konsentrasi hambat
minimum ekstrak etanol batang Brotowali
(Tinospora crispa L.) terhadap C. tropicalis adalah
5.000 pg/ml.
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