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ABSTRACT

Introduction: Candida albicans is a commensal organism that may cause candidiasis when overgrowth or
host—-microbe imbalance occurs. Increasing antifungal resistance encourages exploration of alternative
antifungal sources. Laportea interrupta leaves contain secondary metabolites, including flavonoids, alkaloids,
triterpenoids, saponins, and tannins, with potential antifungal activity. This study evaluated the growth-
inhibitory activity of ethanolic L. interrupta leaf extract against C. albicans and identified the lowest tested
concentration showing a clear inhibitory effect.

Methods: An in vitro experimental study was performed using a modified broth microdilution assay with
nominal extract concentrations of 937.5-60,000 ug/mL. Fungal growth was assessed by optical density at 595
nm (OD595). Each concentration was tested in technical triplicate using the same C. albicans suspension.
Exploratory statistical analysis used one-way ANOVA followed by Tukey HSD (p<0.05).

Results: OD595 decreased markedly at nominal concentrations of 30,000 and 60,000 ug/mL. The 30,000 and
60,000 ug/mL groups were not significantly different from the fluconazole positive control (p=0.231 and
p=0.298, respectively), whereas concentrations of 937.5—15,000 ug/mL remained significantly different from
the positive control (p<0.001). Under the conditions of this study, 30,000 ug/mL was the lowest tested nominal
concentration showing a clear inhibitory effect and was designated the operational minimum inhibitory
concentration (MIC).

Conclusion: Ethanolic L. interrupta leaf extract demonstrated in vitro growth-inhibitory activity against C.
albicans. A nominal concentration of 30,000 ug/mL was identified as the operational MIC under the study
conditions. Fungistatic versus fungicidal activity cannot be determined without minimum fungicidal
concentration testing.
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ABSTRAK

Pendahuluan: Candida albicans merupakan mikroorganisme komensal yang dapat menyebabkan kandidiasis
ketika terjadi pertumbuhan berlebih atau ketidakseimbangan antara mikroorganisme dan pejamu. Peningkatan
resistensi antifungi mendorong eksplorasi sumber antifungi alternatif. Daun Laportea interrupta mengandung
metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, triterpenoid, saponin, dan tanin yang berpotensi memiliki
aktivitas antifungi. Penelitian ini bertujuan menilai aktivitas penghambatan pertumbuhan ekstrak etanol daun
L. interrupta terhadap C. albicans dan mengidentifikasi konsentrasi terendah yang menunjukkan efek hambat
yang jelas.

Metode: Penelitian eksperimental in vitro dilakukan menggunakan metode broth microdilution termodifikasi
dengan seri konsentrasi nominal ekstrak 937,5-60.000 pg/mL. Pertumbuhan fungi dinilai berdasarkan
densitas optik pada 595 nm (OD595). Setiap konsentrasi diuji dalam tiga replikasi teknis menggunakan
suspensi C. albicans yang sama. Analisis statistik eksploratif menggunakan one-way ANOVA dilanjutkan uji
Tukey HSD (p<0,05).
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Hasil: Nilai OD595 menurun nyata pada konsentrasi nominal 30.000 dan 60.000 pg/mL. Kelompok 30.000
dan 60.000 ug/mL tidak berbeda signifikan dibandingkan kontrol positif fluconazole (masing-masing p=0,231
dan p=0,298), sedangkan konsentrasi 937,5-15.000 pg/mL masih berbeda signifikan dibandingkan kontrol
positif (p<0,001). Dalam kondisi penelitian ini, 30.000 ug/mL merupakan konsentrasi nominal terendah yang
menunjukkan efek hambat yang jelas dan ditetapkan sebagai konsentasi hambat minimum (KHM) operasional.
Simpulan: Ekstrak etanol daun L. interrupta menunjukkan aktivitas penghambatan pertumbuhan C. albicans
secara in vitro. Konsentrasi nominal 30.000 pg/mL ditetapkan sebagai KHM operasional pada kondisi
penelitian ini. Sifat fungistatik atau fungisidal belum dapat ditentukan tanpa pemeriksaan konsentrasi bunuh

minimum.

Kata Kunci: antifungi, Candida albicans, Laportea interrupta, KHM, mikrodilusi

PENDAHULUAN

Candida albicans merupakan mikroor-
ganisme komensal yang dapat ditemukan
pada permukaan kulit, mukosa oral, saluran
gastrointestinal, dan vagina. Pertumbuhan
berlebih atau ketidakseimbangan kolonisasi
dapat menyebabkan kandidiasis." Secara glo-
bal, C. albicans merupakan salah satu spesies
yang paling sering berkaitan dengan kandi-
diasis oral, vulvovaginal, kutan, dan invasif.!
Di Indonesia, kandidiasis juga dilaporkan pa-
da kulit, kuku, dan mukosa, termasuk rongga
mulut serta esofagus.?

Kandidiasis dapat ditatalaksana dengan
antifungi topikal maupun sistemik.® Pengguna-
an antifungi yang luas dan berulang dapat
mendorong seleksi strain dengan penurunan
kepekaan dan berkontribusi terhadap kega-
galan terapi.*® Pada Candida, mekanisme
resistensi yang dilaporkan antara lain peru-
bahan target molekuler, peningkatan aktivitas
efflux pump, dan pembentukan biofilm.” Kon-
disi tersebut memperkuat kebutuhan untuk
mengeksplorasi kandidat antifungi baru, ter-
masuk senyawa yang berasal dari bahan
alam.

Tanaman obat merupakan salah satu
sumber senyawa bioaktif yang banyak diteliti.
Beberapa kelompok metabolit sekunder, se-

perti fenol, alkaloid, triterpenoid, flavonoid,

saponin, dan tanin, dilaporkan memiliki akti-
vitas antimikroba dan antifungi.® Salah satu
tanaman yang berpotensi adalah Laportea
interrupta dari famili Urticaceae. Skrining fito-
kimia pada ekstrak etanol daunnya menun-
jukkan adanya flavonoid, alkaloid, triterpenoid,
saponin, dan tanin.®

L. interrupta, yang dikenal sebagai jela-
tang, secara tradisional telah digunakan untuk
berbagai keluhan, antara lain sakit kepala,
nyeri otot, dan nyeri sendi.'® Kandungan meta-
bolit sekundernya berpotensi berkontribusi
terhadap aktivitas antifungi melalui berbagai
mekanisme, termasuk gangguan terhadap
membran atau dinding sel dan proses meta-
bolik fungi.8® Berdasarkan hal tersebut, pe-
nelitian ini bertujuan mengevaluasi aktivitas
penghambatan pertumbuhan ekstrak etanol
daun L. interrupta terhadap C. albicans serta
menentukan konsentrasi terendah yang me-
nunjukkan efek hambat yang jelas pada

kondisi penelitian.

METODE

Penelitian eksperimental in vitro ini telah
memperoleh persetujuan etik dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Kristen Duta Wacana (FK UKDW),
Yogyakarta, dengan nomor 1701/C.16/FK/

2025. Isolat klinis C. albicans berasal dari
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koleksi Laboratorium Mikrobiologi FK UKDW.
Daun L. interrupta diperoleh dari Merapi Far-
ma Herbal, Yogyakarta, dengan nomor SK-
SMPL/MFH/11/2023 dan diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan etanol 96%
di Laboratorium Bioteknologi UKDW.

Larutan stok ekstrak etanol L. interrupta
dibuat dengan melarutkan 150 mg ekstrak
dalam 1 mL DMSO 1% sehingga diperoleh
konsentrasi 150.000 pug/mL. Kultur C. albicans
ditumbuhkan pada media cair Yeast Peptone
Dextrose (YPD), diinkubasi pada 37°C selama
24 jam, kemudian disentrifugasi pada 3.000
rom selama 15 menit. Suspensi C. albicans
disesuaikan kekeruhannya dengan larutan
pepton hingga setara dengan standar 0,5
McFarland (+1x10® CFU/mL)."? Uji aktivitas
antifungi dilakukan menggunakan metode
broth microdilution termodifikasi pada micro-
titer plate 96-well. Setiap sumur diisi 100 L
media YPD cair, 10 uL larutan ekstrak pada
seri konsentrasi nominal 937,5; 1.875; 3.750;
7.500; 15.000; 30.000; dan 60.000 pg/mL,
serta 10 pL suspensi C. albicans. Setiap
konsentrasi diuji dalam tiga replikasi teknis
menggunakan suspensi yang sama. Flucona-
zole digunakan sebagai kontrol positif. Per-
tumbuhan fungi diamati secara visual dan
diukur sebagai OD595 menggunakan micro-
plate reader."?

Analisis statistik diawali dengan uji
normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas
Levene. Data dianalisis menggunakan one-
way ANOVA dan dilanjutkan uji Tukey HSD
untuk eksplorasi perbedaan antar-kelompok;
nilai p<0,05 dianggap bermakna secara sta-

tistik. Karena seluruh pengukuran merupakan

replikasi teknis dari suspensi biologis yang
sama dan tidak terdapat replikasi biologis
independen, hasil inferensial ditafsirkan seca-
ra eksploratif dan terutama mencerminkan

variasi teknis pengukuran.

HASIL

Pengamatan visual pada microtiter plate
menunjukkan perbedaan kejernihan media
antar-konsentrasi. Media pada konsentrasi
nominal 937,5; 1.875; 3.750; 7.500; dan
15.000 pg/mL tampak lebih keruh, sedangkan
pada 30.000 dan 60.000 pg/mL tampak lebih
jernih dan mendekati kontrol positif (Gambar
1). Pengukuran OD595 menunjukkan pola
serupa: rerata OD relatif tinggi pada 937,5—
15.000 pg/mL (sekitar 1,00—1,07), menurun
menjadi sekitar 0,80 pada 30.000 ug/mL,
relatif tidak berubah pada 60.000 pg/mL, dan
mendekati  kontrol positif (sekitar 0,74)
(Gambar 2).

Analisis eksploratif dengan one-way
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan
antar-kelompok (p<0,001). Uji Tukey HSD
menunjukkan konsentrasi 937,5; 1.875; 3.750;
7.500; dan 15.000 ug/mL berbeda signifikan
dibandingkan kontrol positif (p<0,001). Kon-
sentrasi 30.000 pyg/mL (p=0,231) dan 60.000
pMag/mL  (p=0,298) tidak berbeda signifikan
dibandingkan kontrol positif. Dengan memper-
timbangkan pola visual dan penurunan
OD595, konsentrasi nominal 30.000 pg/mL
merupakan konsentrasi terendah yang me-
nunjukkan efek hambat yang jelas pada kon-
disi penelitian dan selanjutnya disebut se-
bagai konsentrasi hambat minimum (KHM)

operasional.
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Gambar 1. Hasil uji aktivitas antifungi dengan metode broth microdilution terhadap C. albicans.
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Gambar 2. Aktivitas penghambatan ekstrak etanol daun L. interrupta terhadap C. albicans berdasarkan
rerata OD595 pada berbagai konsentrasi nominal menggunakan metode broth microdilution.

DISKUSI

Penelitian ini menunjukkan bahwa eks-
trak etanol daun L. interrupta memiliki aktivitas
penghambatan pertumbuhan C. albicans se-
cara in vitro. Penurunan OD595 mulai tampak
jelas pada konsentrasi nominal 30.000 ug/mL
dan tetap rendah pada 60.000 uyg/mL. Dalam
kondisi penelitian ini, 30.000 uyg/mL merupa-

kan konsentrasi terendah yang menunjukkan
pola hambatan yang jelas dan ditetapkan
sebagai KHM operasional. Penetapan ini per-
lu dipahami dalam konteks metode yang digu-
nakan dan tidak secara langsung membeda-
kan efek fungistatik dari fungisidal.

Pada uji berbasis kekeruhan, penurunan
OD menunjukkan berkurangnya pertumbuhan
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atau biomassa mikroorganisme dalam media,
tetapi tidak dengan sendirinya membuktikan
kematian sel. Nilai OD yang relatif serupa
pada 30.000 dan 60.000 pg/mL menunjukkan
bahwa peningkatan konsentrasi pada rentang
tersebut tidak menghasilkan penurunan OD
tambahan yang jelas. Pola ini dapat disebut
sebagai plateau pada respons terukur, tetapi
mekanisme molekuler yang mendasarinya,
termasuk kemungkinan kejenuhan target
biologis, tidak dapat disimpulkan dari data OD
saja.”

C. albicans merupakan fungi oportunis-
tik dengan kemampuan beradaptasi melalui
perubahan morfologi, pembentukan biofilm,
dan berbagai faktor virulensi."'* Dinding sel-
nya tersusun antara lain atas mannoprotein,
kitin, dan glukan, sedangkan membran sel
mengandung ergosterol. Struktur dinding dan
membran sel merupakan target penting ber-
bagai agen antifungi; gangguan terhadap inte-
gritas struktur tersebut dapat menghambat
pertumbuhan fungi." Namun, penelitian ini
tidak mengevaluasi perubahan struktur sel
secara langsung sehingga mekanisme kerja
ekstrak tidak dapat dipastikan.

Aktivitas yang diamati kemungkinan ber-
kaitan dengan campuran metabolit sekunder
dalam ekstrak. Skrining fitokimia L. interrupta
menunjukkan adanya flavonoid, alkaloid,
triterpenoid, saponin, dan tanin.® Triterpenoid
sebagai kelompok senyawa memiliki beragam
aktivitas biologis.'® Sejumlah agen triterpenoid
antifungi tertentu diketahui dapat menggang-
gu komponen dinding sel, termasuk melalui
inhibisi  8-1,3-D-glucan synthase.'” Akan

tetapi, temuan tersebut tidak dapat langsung

diekstrapolasikan pada seluruh triterpenoid
dalam ekstrak L. interrupta, karena senyawa
aktif spesifik pada penelitian ini belum diiso-
lasi.

Tanin juga dilaporkan memiliki aktivitas
antimikroba melalui interaksi dengan protein,
membran, dan berbagai proses metabolik
sel.’®23 Beberapa laporan menyebutkan bah-
wa tanin dapat memengaruhi permeabilitas
membran dan proses yang berkaitan dengan
sterol membran fungi.®'*23 Meskipun meka-
nisme tersebut secara biologis mungkin ber-
kontribusi terhadap penghambatan C. Albi-
cans, penelitian ini tidak mengukur kandungan
tanin secara kuantitatif maupun menilai target
molekuler tertentu.

Flavonoid, alkaloid, dan saponin juga
diketahui memiliki potensi antimikroba. Flavo-
noid dapat berinteraksi dengan protein dan
proses seluler, alkaloid dapat memengaruhi
integritas sel, sedangkan saponin memiliki
sifat aktif permukaan yang dapat meningkat-
kan permeabilitas membran.®'82425 Karena
penelitian menggunakan ekstrak kasar, efek
yang diamati kemungkinan merupakan hasil
kontribusi beberapa komponen sekaligus.
Dengan demikian, tidak tepat menunjuk satu
senyawa sebagai mekanisme dominan tanpa
fraksinasi dan pengujian senyawa aktif secara
terpisah.

Pada konsentrasi 30.000 ug/mL, rerata
OD595 ekstrak (sekitar 0,799) mendekati
kontrol positif fluconazole (sekitar 0,743), dan
secara statistik eksploratif tidak berbeda sig-
nifikan. Angka 0,743 tersebut merupakan nilai
OD kontrol positif, bukan konsentrasi fluco-

nazole. Karena ekstrak tumbuhan merupakan
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campuran kompleks senyawa aktif dan
nonaktif, sedangkan fluconazole merupakan
senyawa antifungi terstandar, potensi kedua-
nya tidak dapat dibandingkan langsung hanya
berdasarkan nilai OD pada desain ini."® Temu-
an yang lebih relevan adalah bahwa ekstrak
menunjukkan penghambatan pertumbuhan
yang terukur pada konsentrasi tinggi, sehing-
ga berpotensi menjadi sumber untuk isolasi
senyawa aktif.

Penelitian ini memiliki beberapa keter-
batasan. Pertama, seluruh pengukuran ber-
asal dari replikasi teknis menggunakan sus-
pensi C. albicans yang sama, tanpa replikasi
biologis independen; karena itu, nilai p teruta-
ma mencerminkan variasi teknis dan generali-
sasi biologis harus dilakukan secara hati-hati.
Kedua, konsentrasi bunuh minimum (mini-
mum fungicidal concentration/MFC) tidak
diperiksa sehingga efek fungistatik dan fungi-
sidal tidak dapat dibedakan. Ketiga, ekstrak
masih berupa ekstrak kasar dan pengaruh
terhadap biofilm, pembentukan hifa, serta
target molekuler belum dievaluasi. Keempat,
konsentrasi yang dicantumkan merupakan
konsentrasi nominal seri larutan uji sesuai
yang dilaporkan dalam protokol; penetapan
konsentrasi akhir di dalam well perlu dipas-
tikan pada reproduksi penelitian. Penelitian
lanjutan sebaiknya mencakup replikasi biolo-
gis independen, kontrol pelarut dan blank
ekstrak yang terdokumentasi, penentuan
MFC, fraksinasi serta identifikasi senyawa
aktif, pengujian terhadap biofilm, dan evaluasi
in vivo untuk menilai efektivitas serta

keamanan.

SIMPULAN

Ekstrak etanol daun L. interrupta me-
nunjukkan aktivitas penghambatan pertum-
buhan C. albicans secara in vitro. Pada kon-
disi penelitian ini, konsentrasi 30.000 pug/mL
merupakan konsentrasi terendah yang me-
nunjukkan efek hambat yang jelas dan ditetap-
kan sebagai KHM operasional. Data yang
tersedia belum dapat menentukan efek terse-
but bersifat fungistatik atau fungisidal karena
MFC tidak diperiksa. Penelitian lanjutan diper-
lukan untuk mengonfirmasi konsentrasi efektif
menggunakan replikasi biologis independen,
menentukan MFC, mengidentifikasi senyawa
aktif, dan mengevaluasi efektivitas serta

keamanan secara in vivo.
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