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ABSTRAK

Penemuan akan antibiotik baru yang semakin menurun dan meningkatnya penyakit yang
disebabkan oleh Saccharomyces aureus telah meningkatkan minat terhadap bakteri laut sebagai
produsen senyawa antibiotik baru. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui aktivitas
antibakteri dari lima isolat bakteri laut terhadap Saccharomyces aureus dan mengidentifikasi jenis
bakteri laut yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi dengan 165 rRNA. Hasil penelitian
menunjukkan dari lima isolat bakteri laut, isolat M1.S5P3121015.101.a menunjukkan aktivitas
antibakteri tertinggi dengan rerata daya hambat sebesar 10,20 mm. Karakterisasi
M1.5P3.121015.101.a dilakukan dengan menggunakan 16S rRNA didapatkan cluster gen pada +
1500 bp. Berdasarkan sekuens isolat M1.SP3121015.101.a memiliki kemiripan dengan Bacillus
tequilensis strain K2.4.2 dengan 100% kesamaan. Penelitian ini memberikan manfaat yaitu
didapatkannya isolat bakteri laut yang memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan dapat
digunakan pada penelitian selanjutnya seperti proses isolasi senyawa bioaktif maupun proses
optimasi.

Kata Kunci: 16S rRNA; Aktivitas Antibakteri; Bakteri Laut; Saccharomyces aureus

ABSTRACT

A decreasing invention on new antibiotic and increasing disease caused by Saccharomyces aureus has
raised increasing interest in marine bacteria as promising producers of new antibiotic agent. The aim of this
study is to explore marine bacteria activity to inhibit Saccharomyces aureus . The result showed that among
five isolates of marine bacteria, the M1.SP3121015.101.a strain showed the highest antibacterial activity
with inhibition zone was 10,20 mm. The characterization ofM1.SP3.121015.101.a was carried out using 16S
rRNA, it showed that gene cluster at £1500 bp. The sequences of M1.SP3121015.101.a have been closes to
Bacillus tequilensis strain K 2.4.2 with 100% similarity. This study provides some information about the
isolate of marine bacteria that has the highest antibacterial activity and it can be used in further research
such as the process of isolation of bioactive compounds and the optimization process.
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PENDAHULUAN

Penemuan akan antibiotik baru menga-
lami penurunan. Pada tahun 1960 dan 1970an
ditemukan 4 kelas antibiotik, di akhir tahun
1980-an terdapat 2 kelas antibiotik, dan se-
menjak itu, belum ada penemuan tentang
antibiotik baru (Urahn et al., 2016). Antibiotik
yang ada saat ini, umumnya adalah turunan
antibiotik yang ditemukan pada tahun 1960-
1980 dan ditemukan kasus resistensi bakteri
terhadap antibitiok yang mencapai 28% di ka-
wasan Asia (Chen dan Huang, 2014). Salah
satu bakteri yang mengalami resistensi ter-
hadap antibiotik adalah Saccharomyces aureus .

Saccharomyces aureus adalah bakteri pato-
gen yang menyebabkan penyakit infeksi dan
food borne disease (Lin et al., 2016). Gejala yang
timbul diakibatkan oleh bakteri Saccha-
romyces aureus yaitu abses, mastitis, plebitis,
meningitis, infeksi saluran kemih, osteo-
mielitis, dan toxic shock syndrome (Schaumburg
et al, 2014). Setiap tahunnya terdapat 80.461
kasus di Amerika Serikat akibat resistensi Sa-
ccharomyces aureus (CDC, 2013). Untuk meng-
atasi resistensi Saccharomyces aureus, dibutuh-
kan sumber antibiotik baru. Salah satu sum-
ber antibiotik berasal dari lautan.

Lautan memiliki banyak potensi karena
menutupi 71% permukaan bumi dan 80% ke-
hidupan di planet ini ditemukan di bawah
permukaan laut (Kasanah dan Hamann, 2004).
Lingkungan laut juga menyediakan keaneka-
ragaman hayati bakteri yang luar biasa. Di-
perkirakan sekitar 10% taksa bakteri berasal
dari laut (Pedrés-Alio, 2006). Di lingkungan
laut, bakteri berperan sebagai sumber maka-
nan, sumber enzim, dan penghasil metabolit
sekunder (Das et al., 2006)

Bakteri laut dapat menjadi sumber anti-
biotik baru yang menjanjikan karena meng-
hasilkan senyawa unik daripada bakteri teres-
trial (Rey et al., 2004). Senyawa unik tersebut
dihasilkan sebagai bentuk pertaha-nan diri
dari kondisi ekstrem di lautan seperti tekanan
tinggi, cahaya dan oksigen yang terbatas (De
bbab et al., 2012). Bioaktif yang dihasilkan
oleh bakteri laut seperti Halobacillin, Moja
vensis A., dan Bogorol A (Mondol et al., 2013).
Senyawa bioaktif tersebut memiliki aktivitas
biologis seperti sebagai antibakteri, antitumor,
antiviral, dan antifungi (Andryukov et al, 2019;
Schinke et al., 2017 ).

Potensi yang dimiliki oleh bakteri laut
cukup besar terutama di bidang bioteknologi

dan farmasi. Beberapa studi tentang eksp-
lorasi potensi bakteri laut sebagai antibakteri
sudah pernah dilakukan oleh Judianti et al.,
(2014); Kasitowati et al., (2019); dan Tapilatu,
(2016) di beberapa wilayah Indonesia. Namun,
belum adanya studi tentang potensi bakteri
laut yang diisolasi dari spons Lithistida di
perairan Untung Jawa dan bakteri Laut
Dalam Samudra Pasifik. Oleh karena itu,
tujuan dari penelitian ini untuk meng-eks-
plorasi potensi bakteri laut tersebut se-bagai
antibakteri dan mengidentifikasi jenis bakteri
laut yang memiliki aktivitas antibak-teri ter-
besar dengan menggunakan 16S-rRNA. Pene-
litian ini memberikan manfaat yaitu didapat-
kannya isolat bakteri laut yang memi-liki ke-
mampuan sebagai antibakteri dan dapat digu-
nakan pada penelitian selanjutnya seperti
proses isolasi senyawa bioaktif maupun pro-
ses optimasi.

METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu isolat M1.5p3121015.101.a diisolasi
dari spons Lithistida di Pulau Untung Jawa,
Kepulauan Seribu, Jakarta. Isolat STA 45/
18.11.16/1000 m/10-1.4, STA 50/24.11.16/25
m/10-1, STA 45/18.11.16/100 m/10-4. 2, dan
STA 47/19.11.16/5 m/10-4. (1.1) diisolasi dari
laut dalam di Samudera Pasifik dan isolat
Saccharomyces aureus  diperoleh dari LIPI
Oseanografi. Bahan lainnya yaitu media NA
(Himedia), Muller Hinton Agar (Himedjia),
media M1 yang tersusun dari air laut, 0,4%
yeast ekstrak (Himedia), 0,2% pepton (Hime-
dia), dan 1% amilum (merck), media M2 yang
tersusun dari air laut dan 0,375% marine
broth (Carl roth), NaCl 0,9% (Merck), standar
0,5 Mc Farland (Himedia), alkohol 96% teknis,
etil asetat teknis, akuades, tripton(himedia),
protease (himedia), Quick-DNATM Fungal/
Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research,
D6005), MyTaq Red Mix (Bioline), Zymoclean
Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research),
akuabides, DNA template, primer 27F pl
sekuens AGAGTTTGATCMTGGCTCAG, dan
primer 1492R pl dengan sekuen TACGGYTA
CCTTGTTACGACTT,

Alat yang digunakan pada penelitian ini
yaitu Laminar air flow (Mascotte), inkubator
(Binder), kompor listrik (Maspion), gelas ukur
100 ml (Iwaki Pyrex), cawan petri plastik,
timbangan digital (Scout Pro), kaca arloji,
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mikropipet (Thermo scientific), autoklaf
(Tomy 8000), tip, bunsen, ose, bola hisap
(D&D), kuvet, tabung reaksi (Pyrex), corong
(Herma), magnetic stirer (wisestir), sentrifuge
(centri-fuge 5810 R), inkubator shaker (IKA
KS 4000), dan labu ukur (Pyrex)

Metodologi Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap dengan dua kali ulangan
untuk mengetahui kemampuan bakteri laut
dalam menghambat Saccharomyces aureus.
Setelah didapatkan isolat bakteri laut dengan
kemampuan terbesar, maka akan dilakukan
tahap identifikasi isolat tersebut dengan 16S
rRNA.

Fermentasi

Masing-masing isolat bakteri laut diambil
sebanyak 1 ose dan diinokulasikan ke dalam
30 ml dan diinkubasi selama 72 jam suhu 30°C
pada 150 rpm.

Ekstraksi

Isolat yang sudah difermentasi selama
setelah 72 jam akan dilakukan ekstraksi.
Ekstraksi dilakukan dengan etil asetat teknis
(1: 1). Ekstrak digunakan untuk uji antibakteri
terhadap Saccharomyces aureus .

Uji antibakteri

Uji antibakteri diukur dengan cakram
difusi agar metode Kirby Bauer. Secara singkat,
1 ose Saccharomyces aureus dimasukkan ke
dalam 0,9% NaCl. Kepadatannya dibanding-
kan dengan 0,5 Mc Farland (1x10°® cFu/ml).
100 pl Saccharomyces aureus disebarkan pada
MHA dan kertas disk ditempatkan pada
MHA agar. 100 pg ekstrak bakteri laut dila-
rutkan ke dalam 20 pl metanol. Dikering-
anginkan selama satu jam. Kemudian diinku-
basi pada suhu 37 °C selama 24 jam untuk
menentukan zona bening. Zona bening me-
nunjukkan penghambatan ekstrak terhadap
Saccharomyces aureus .

Identifikasi Bakteri Laut

Identifikasi bakteri laut menggunakan
165 rRNA. Proses identifikasi bakteri laut
dimulai dari tahapan isolasi DNA bakteri.
Untuk mengekstraksi DNA bakteri, 1,5 ml
sampel dimurnikan dengan Luria Bertani.
Proses ekstraksi menggunakan ZR Fungal/
Bacterial DNA Kit.
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Tahap selanjutnya yaitu amplifikasi.
Proses amplifikasi PCR menggunakan MyTaq
Red Mix. Proses PCR dilakukan dengan
menggunakan volume 25 pl, ke dalam
mikrotube 0,2 ml bahan-bahan dimasukkan
sebagai berikut: aquabides 9,5 pl, primer 27F 1
pL primer 1492R 1 pul, DNA tamplate 1 pl dan
master mix 12,5 pl sehingga total volume
adalah 25 pl. Kemudian, mesin Thermal
cycler dijalankan dengan pengaturan suhu
sebagai berikut: denaturasi awal pada 95 °C
selama 1 menit, denaturasi pada 95 °C selama
15 detik, penempelan pada 52 °C selama 15
detik, ekstensi pada 68 °C selama 45 detik.
Proses PCR dilakukan dalam 35 siklus.

Proses pemurnian hasil PCR meng-
gunakan Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.
DNA yang dimurnikan dirun dengan elektro-
foresis pada gel agarosa 1,2%. Ditambahkan
100 ml Tris asetat EDTA (TAE) ke dalam elek-
troforesis sampai gel agarosa terendam.
Kemudian disiapkan DNA marker dan dima-
sukkan ke dalam sumur dengan menggu-
nakan mikropipet. Elektroforesis dijalankan
dengan tegangan 70 V selama 25 menit. Se-
lanjutnya, gel agarosa direndam dalam la-
rutan etidium bromida (EtBr) selama 5 menit
dan dibaca dengan transiluminator UV untuk
mengamati pita yang terbentuk.

Analisa Statistik

Pengujian aktivitas antibakteri diuji de-
ngan one way ANOVA dan uji lanjut dengan
Tukey dengan selang kepercayaan sebesar 5%
di minitab 17. Proses alignment sequens
menggunakan CLUSTAL W dengan bantuan
aplikasi MEGA X untuk pembuatan pohon
filogeni.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak
dari isolat bakteri laut menggunakan difusi
cakram. Metode difusi agar dilakukan dengan
mengukur diameter zona bening (clear zone).
Adanya diameter zona bening menunjukkan
respon penghambatan pertumbuhan bakteri
oleh suatu senyawa antibakteri. Syarat jumlah
bakteri patogen untuk uji kepekaan/sensiti-
ivitas yaitu 10°>-108 CFU/mL (Her-mawan et
al., 2007). Pada penelitian ini, meng-gunakan
standar Mc Farland 0,5 yang setara dengan 1
x 10® CFU/ml (Reverdy et al., 2001).



Jurnal Teknologi Pertanian Vol. 21 No. 1 [April 2020] 49-56
Potensi Bakteri Laut sebagai Antibiotik Baru Pnghambat Saccharomyces Aureus [Mardiana dkk]

Tabel 1. Aktivitas antibakteri ekstrak beberapa isolat bakteri laut

Ekstrak Etil Asetat Isolat Bakteri Laut

Rerata Diameter Daya Hambat (mm)

M1. SP3.121015.101.a
STA45,/18.11.16/1000 m/ 10" 4

STA50 /24.11.16/25 m/10™. 4
STA45/ 18.11.16/100 m/ 10*. 2
STA47/19.11.16/ 5 m/ 10*.(1.1)

10,20 £ 0,07 a
9,76 £0,12 a
7,72 £ 0,25 be
8,18+0,19b
7,19+0,09 c

Keterangan: angka yang didampingi huruf yang sama dalam satu kolom menunjukkan hasil yang

tidak berbeda nyata (p<0,05)

Hasil analisa ragam dengan menggu-
nakan one-way ANOVA menunjukkan bah-
wa terdapat perbedaan yang nyata aktivitas
antibakteri ekstrak beberapa isolat bakteri la-
ut, dapat dilihat pada Tabel 1.

Berdasarkan hasil penelitian menun-
jukkan bahwa isolat M1.SP3.121015.101.a
mempunyai aktivitas antibakteri terbesar
daripada isolat lainnya. Isolat M1.5P3.121015.
10l.a adalah bakteri yang diisolasi dari
sponge Listhistida sedangkan keempat isolat
lainnya diisolasi dari sedimen dengan
kedalaman laut yang berbeda. Kemampuan
dari isolat M1.5P3.121015.101.a yang diisolasi
dari sponge untuk menghambat Saccha-
romyces aureus  didukung oleh penelitian
Santos et al. Penelitian Santos et al. (2010), me-
nunjukkan kemampuan hambat bakteri yang
berasosiasi dengan sponge terhadap Saccha-
romyces aureus , Saccharomyces epidermis, Entro-
coccus faecium, dan Clostrodium fimi.

Berdasarkan zona hambat, Prijatmoko et
al., (2018) menggolongkan kemampuan akti-
vitas antibakteri menjadi 4 yaitu lemah, se-
dang, kuat, dan sangat kuat. Aktivitas anti-
bakteri dikatakan lemah jika diameter zona
hambat sebesar < 8 mm, sedang yaitu 8-14
mm, kuat sebesar 15-19 mm, dan sangat kuat
sebesar >20 mm. Aktivitas antibakteri dari
isolat STA50/24.11.16/25m/10".4 dan STA47
/19.11.16/5m/10%.(1.1) tergolong ke dalam
lemah. Aktivitas antibakteri STA45/18.11.16/
100 m/10*.2, STA45/18.11.16/1000 m/10.4,
dan M1. SP3.121015.101.a termasuk ke dalam
sedang.

Biasanya bakteri yang bersimbiosis de-
ngan makhluk hidup laut seperti sponge,
menghasilkan metabolit sekunder 5-10 kali
lebih banyak daripada bakteri yang hidup
bebas (Long dan Azam, 2001). Bakteri yang
bersimbiosis dengan sponge umumnya meng-
hasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
terpenoid, alkaloid, peptida, dan poliketida
(Taylor et al., 2007) Metabolit sekunder bia-

sanya disekresikan oleh bakteri sebagai
perlindungan diri melawan bakteri lainnya
(Tyc et al., 2017). Selain itu, bakteri yang ber-
simbiosis dengan sponge biasanya meng-
hasilkan enzim hidrolisis ekstraseluler yang
digunakan untuk memetabolisme senyawa
organik kompleks. Hal ini yang kemungkinan
menyebabkan aktivitas penghambatan isolat
M1.5P3121015.101.a lebih besar daripada iso-
lat STA yang diisolasi dari sedimen laut.

Identifikasi Bakteri Laut

Identifikasi dengan 16S rRNA dilakukan
terhadap bakteri laut yang memiliki aktivitas
antibakteri terbesar terhadap Saccharomyces
aureus. Di penelitian ini, isolat M1.SP3.121015.
101.a akan diidentifikasi jenisnya. Proses
identifikasi dimulai dengan tahapan isolasi
DNA, amplifikasi amplikon gen 16S rRNA
dengan PCR, sekuensing, dan pembuatan po-
hon filogeni.

Isolasi DNA

Isolasi DNA menggunakan ZR fungal/
Bacterial DNA Kit. Hasil isolasi DNA dapat
dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kuantifikasi DNA

Konsentrasi A
Isolat (ng/ ) (260/  (260/
&/H 280)  230)

M1.5P3.12 557,5 2,01 2,02

1015.101.a
Keterangan: A = Absorbansi

Berdasarkan Tabel 2, isolat M1.SP3.12101
5101.a mempunyai konsentrasi sebesar
557,5ng/pl dengan nilai absorbansi rasio
260/280 sebesar 2,01. Absorbansi 260 nm
digunakan untuk mengukur asam nukleat
sedangkan absobansi pada 280 nm digunakan
untuk mengukur gugus fenol dan rantai asam
aromatik seperti triptofan, fenilalanin,tirosin,
dan histidin.
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Rasio absorbansi pada 260 dan 280 nm
digunakan untuk menguji kemurniaan DNA.
Rasio 260/280 dianggap murni jika nilai
absorbansi diantara 1,8-2,00 (Usman et al.,
2014). Berdasarkan hasil pengukuran, nilai ke-
murniaan >2 menunjukkan adanya konta-
minasi RNA.

Nilai absorbansi rasio 260/230 yang
didapat adalah 2,02. Rasio 260/230 digunakan
sebagai indikator adanya kontaminan organik
seperti fenol, trizol, garam buffer, ataupun
senyawa organik lainnya. Jika nilai rasio
260/230 diantara rentang 2,0 dan 2,2, maka
dianggap bebas dari kontaminan (Lucena-
Aguilar et al., 2016).

Amplifikasi
Amplifikasi menggunakan PCR
bertujuan untuk memperbanyak fragmen
DNA yang sudah diisolasi. Hasil amplifikasi
dapat dideteksi dengan elektroforesis. Hasil
elektroforesis dapat dilihat pada Gambar 1.
Berdasarkan Gambar 1 dapat dilihat
amplikon yang diampilifikasi menggunakan
primer 27F dan 1492R merupakan gen 16 S-

rDNA yang memiliki ukuran sekitar +1500 bp.

Hal ini sudah sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Akhmaloka dkk, (2006) dan
Awad et al., (2015) penggunaan primer 27F
dan 1492 R akan menghasilkan 1500 bp. Pita
amplikon yang dihasilkan pada PCR terlihat
tebal dan tidak smearing. Proses amplifikasi
PCR yang dilakukan dianggap berjalan
dengan baik. Irmawati (2013) menyatakan
bahwa pita DNA yang tebal menunjukkan

konsentrasi DNA yang tinggi sedangkan pita
yang mengumpul (tidak ter-sebar)
menunjukkan DNA total yang dieks-trak
utuh.

Sekuensing

Sekuen gen penyandi 16S rRNA isolat
M1.5P3.121015.101.a yang didapat akan di-
gunakan untuk mendesain pohon filogeni.
Sekuen gen penyandi 165 rRNA merupakan
molekul yang sempurna karena memiliki
daerah conserved (dipertahankan) dan fungsi
yang konstan pada tiap organisme, tersebar
secara universal, dan mempunyai urutan
sekuen yang terkonservasi dengan baik dian-
tara anggota filogenetik yang luas (Madigan
et al., 2015).

Primer 27F dan 1492R digunakan untuk
proses sekuensing basa nukleotida. Proses
sekuensing dengan kedua primer akan
menghasilkan urutan basa nukleotida secara
menyeluruh. Sekuens dari isolat M1.SP3.1210
15.101.a dapat dilihat pada Gambar 2.

Hasil sekuen gen penyandi 165 rRNA
dari isolat M1.5P3.121015.101.a dilacak
homologinya terhadap sekuen 165 rRNA
milik bakteri lainnya yang ada di dalam
GenBank melalui program BLAST di NCBI.
Dari BLAST di NCBI, didapatkan beberapa
isolat bakteri yang memiliki kemiripan
sekuens dengan isolat M1.5P3.121015.101.a.
Isolat tersebut akan dibuat pohon filogeni
untuk mengetahui hubungan kekerabatannya.
Pohon filogeni dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 1. Elektroforesis hasil amplifikasi gen 165 rRNA menggunakan PCR. Lajur M merupakan
pita DNA ladder dan Lajur 1 merupakan pita amplikon 165 rRNA isolat M1.5P3.121015.101.a.
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Gambar 2. Sekuens Gen Penyandi 165 rRNA isolat M1.5P3.121015.101.a
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Gambar 3 Pohon Filogeni yang menunjukkan kekerabatan isolat M1.SP3.121015.101.a dengan

beberapa spesies bakteri lainnya

Dari pohon filogeni yang terbentuk,
Bacillus  subtilis dan  Bacillus  tequilensis
memiliki hubungan kekerabatan yang dekat.
Penelitian yang dilakukan Gatson et al., (2006),
mengidentifikasi Bacillus tequilensis sebagai B.
subtilis dengan menggunakan metode bio-
kimia dan analisis sekuensing dengan meng-
gunakan 16S rRNA Bacillus subtilis menun-
jukkan 99% kesamaan dengan Bacillus
tequilensis. Pohon filogeni juga menunjukkan
hubungan antara Bacillussubtilis dengan
Bacillus licheniformis. Bacilluslicheniformis me-
miliki hubungan kekerabatan dekat dengan
Bacillussubtilis berdasarkan analisa sekuensing
165 rRNA dan 16S-23S internal transcribed
spacer (Xu dan Coté, 2003). Diper-kirakan 80%
sekuens genome B. licheniformis mengandung
gen ortolog dari B. subtilis (Rey et al., 2004).

Berdasarkan pohon filogeni, sampel
M1.5P3.121015.101.a memiliki kekerabatan
dekat dengan Bacillus tequilensis strain K24.2

yang ditunjukkan dengan cabang yang sama.
Keberadaan dua isolat pada cabang yang
sama menunjukkan kesamaan spesies
(Ludwig dan Klenk, 2012). Isolat M1.5P3.1210
15.101.a memiliki persentase homologi
sekuens 165 rRNA mencapai 100%. Oleh
karena itu, isolat M1.5P3.121015.101.a diang-
gap mempunyai kesamaan spesies dengan
Bacillus tequilensis strain K 24.2.

SIMPULAN

Isolat M1.SP3.121015.101.a memiliki potensi
yang cukup besar untuk digunakan sebagai
sumber antibiotik baru. Hal ini dikarenakan
isolat M1.5P3.121015.101.a memiliki kemam-
puan penghambatan terbesar terhadap
Saccharomyces aureus dengan diameter daya
hambat sebesar 10,20 mm. Isolat M1.SP3.1210
15.101.a memiliki kekerabatan dekat dengan
strain  Bacillus tequilensis K.24.2 dengan
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persentase kesamaannya yaitu 100%. Peneli-
tian ini diharapkan dapat memberikan kontri-
busi dalam bidang bioteknologi dan farmasi
dari adanya informasi aktivitas antibakteri
isolat bakteri laut dan dapat digunakan pada
penelitian selanjutnya seperti proses isolasi
senyawa bioaktif maupun proses optimasi.
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