VOLUME 2 ¢« NOMOR 1 ¢ JUNI 2015 ISSN 2442 - 2606

JUR -

JURNAL

BIOTEKNOLOGI & BIOSAINS INDONESIA

Homepage Jurnal: http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI

KARAKTERISASI ISOLAT BAKTERI FIBRINOLITIK WU 021055 ASAL
PERAIRAN PANTAI PAPUMA, JEMBER

Characterization of Fibrinolytic Bacteria WU 021055* from Papuma Coast, Jember

Ajeng Maharani Sri Pananjung’, Evi Umayah Ulfa', Kartika Senjarini®*, Sattya Arimurti
' Fakultas Farmasi, Universitas Jember
?Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam, Universitas Jember, JIn. Kalimantan 37, Jember 68121
*E-mail: senjarini@unej.ac.id

ABSTRACT

A blood clot (thrombus) in a blood stream is formed due to a circulatory system imbalance in
the hemostasis which results in plug of blood vessels. The suppliy of nutrients and oxygen to
the tissues is inhibited (ischemia) by the accumulation of thrombus and embolus in the blood
vessel. This prosses is the main cause for further atherotrombotic diseases such as myocar-
dial infraction and cerebral infraction. This disease could be overcome by thrombolytic thera-
py by using fibrinolytic protease enzyme. Fibrinolytic activity of protease enzymes have been
studied from various species of bacteria. Bacterial isolate of WU 021055* obtained from
Papuma coastal waters has demonstrated fibrinolytic activity. This research was aimed to
identify the bacterial isolate through morphological characterization (colony and cell mor-
phology), physiological characterization (indole test, carbohydrates fermentation test (glu-
cose, lactose, sucrose and fructose), catalase test, starch hydrolysis test, and the pH effect
test), and molecular identification using 16S rRNA. Based on those characterizations, the
bacterial isolate of WU 021055 shows a high similarity to Bacillus aerius.
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ABSTRAK

Bekuan darah (trombus) dalam peredaran darah terbentuk akibat ketidakseimbangan sistem
sirkulasi dalam hemostasis yang menyebabkan penyumbatan pembuluh darah. Akumulasi
trombus dan embolus pada pembuluh darah mengakibatkan suplai nutrisi dan oksigen ke
jaringan terhambat (iskemia) dan bahkan kematian jaringan (infark). Pembentukan ini
merupakan etiologi dari penyakit aterotrombosis seperti infark miokard dan infark serebral.
Penyakit akibat trombosis ini dapat diatasi dengan terapi trombolitik dengan enzim protease
fibrinolitik. Aktivitas enzim protease fibrinolitik telah diteliti dari berbagai spesies bakteri.
Isolat bakteri WU 021055 asal perairan pantai papuma tampak memiliki aktivitas fibrinolitik.
Pada penelitian ini dilakukan identifikasi isolat bakteri melalui karakterisasi morfologi
(morfologi koloni dan sel), karakterisasi fisiologis (uji indol, uji fermentasi karbohidrat
(glukosa, laktosa, sukrosa dan fruktosa), uji katalase, uji hidrolisis pati, dan uji pengaruh pH),
dan identifikasi secara molekuler menggunakan 16S rRNA. Berdasarkan karakterisasi
morfologi, fisiologi, dan marker 16S rRNA, isolat bakteri WU 021055* menunjukkan
kemiripan yang tinggi dengan Bacillus aerius.

Kata kunci: Aterotrombosis, fibrinolitik, identifikasi, karakterisasi, bakteri
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PENDAHULUAN

Penyakit atherotrombosis seperti infark
miokard dan infark serebral merupakan
penyakit yang terjadi akibat sumbatan
bekuan darah (trombus) pada pembuluh
darah (arteri). Pada tahun 2004, penyakit
tersebut merupakan penyebab kematian
utama di dunia. Terhitung sebanyak
7.200.000 (12,2%) kematian terjadi akibat
penyakit ini di seluruh dunia (World Health
Organization 2008). Salah satu penyebab
dari infark miokard dan infark serebral adalah
trombosis yang diakibatkan oleh ruptur dari
plak aterosklerosis pada dinding pembuluh
darah sehingga menghasilkan bekuan darah.
Bekuan darah terbentuk disebabkan karena
sistem sirkulasi yang tidak seimbang dalam
hemostasis sehingga terjadi penyumbatan
pembuluh darah. Derajat sumbatan bekuan
darah dan ukuran infark ditentukan oleh
derajat dan lokasi proses pembentukan
bekuan darah (Prasad et al. 2007).

Trombus yang menyumbat pembuluh
darah tersebut dapat dihancurkan dengan
mekanisme trombolisis (fibrinolisis).
Fibrinolisis bekerja dengan mengaktifkan
plasminogen menjadi enzim proteolitik
plasmin. Plasmin akan mengubah bentuk
trombus dan membatasi perkembangan
trombosis dengan mencerna proteolitik fibrin
(Kumada et al. 1994). Mekanisme kerja
enzim fibrinolitik adalah dengan
menghidrolisis fibrin yang menyebabkan
bekuan darah menjadi produk terlarut yang
dapat dibuang dari peredaran darah
sehingga membebaskan pembuluh darah
dari bekuan darah dan memulai proses
penyembuhan dinding pembuluh darah
(Escobar et al. 2002). Agen fibrinolitik dapat

diperoleh dari tanaman, hewan, atau mikroba.

Penggunaan mikroba khususnya bakteri
telah banyak diteliti sebagai penghasil agen
fibrinolitik.

Indonesia merupakan negara yang
memiliki wilayah perairan laut yang sangat
luas, sekitar dua pertiga wilayah negara ini
berupa lautan. Review riset mengenai
diversitas biota laut dari perairan Indonesia
mengindikasikan bahwa potensi biota laut
Indonesia sebagai penghasil senyawa
bioaktif dalam pengembangan obat sangat
besar (Chasanah 2009). Hasil penelitian
Setiawan (2013), menunjukkan bahwa
bakteri asal perairan pantai Papuma vyaitu

isolat dengan kode WU 021055* memiliki
aktifitas fibrinolitik. Isolat telah diuji aktivitas
fibrinolitiknya menggunakan metode fibrin
plate assay dengan indeks aktivitas enzim
fibrinolitik sebesar 11. Karena potensi yang
dimiliki isolat bakteri tersebut sebagai
penghasil enzim fibrinolitik maka karakterisasi
terhadap bakteri tersebut sangatlah penting.
Salah satu karakterisasi yang dapat dilakukan
yaitu identifikasi isolat bakteri. Identifikasi
isolat bakteri dapat dilakukan dengan metode
konvensional dan metode molekuler. Metode
konvensional didasarkan pada identifikasi
fenotip diantaranya pemeriksaan morfologi,
fisika, kimia, biokimia. Identifikasi
mikroorganisme secara molekuler
menggunakan penanda molekul tertentu,
seperti 16S rRNA atau gen pengkodenya.
Metode molekuler ini didasarkan pada teknik
polymerase chain reaction (PCR) yang
merupakan teknik penggandaan in vitro.
Sekuen 16S rRNA juga digunakan sebagai
penanda molekuler karena molekulnya
bersifat ubiquitous (terdapat di semua
makhluk hidup) dengan fungsi yang identik
pada seluruh organisme. Penggunaan
molekul 16S rRNA menjadi pilihan yang
banyak digunakan untuk melacak filogeni
bakteri. Selain itu informasi genetik dari
sekuen 16S rRNA cukup lengkap pada data
base Gene Bank sehingga lebih mudah untuk
melihat kekerabatan bakteri.

BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan adalah satu
isolat bakteri dari Perairan Pantai Papuma
Jember koleksi Laboratorium Mikrobiologi
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
llmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember
yang memiliki aktivitas fibrinolitik yaitu WU
0210155*. Alat yang digunakan adalah
mikroskop elektron Olympus BX53F dan
mesin polymerase chain reaction (PCR)
Techne TC-312.

Peremajaan isolat bakteri

Isolat bakteri dalam stok gliserol (-80°C)
diremajakan dengan cara bakteri ditumbuhkan
pada media NB (Nutrient Broth) cair dan
digoyangkan pada suhu ruang selama 18 jam.
Hasil peremajaan dimurnikan koloninya untuk
mendapatkan koloni tunggal (single colony)
dengan cara streak pada media NB padat dan
diinkubasi pada inkubator dengan suhu ruang



selama 48 jam. Koloni tunggal hasil
peremajaan dibiakkan kembali dalam media
NB cair selama 18 jam.

Pewarnaan gram isolat bakteri

Pewarnaan Gram dilakukan dengan
membuat usapan tipis suspensi dari isolat
bakteri berumur 24 jam pada gelas objek
yang bersih, kemudian dikeringanginkan.
Setelah kering, difiksasi dengan cara
melewatkan bagian bawah gelas objek di
atas api bunsen. Selanjutnya hapusan
bakteri ditetesi dengan larutan Kristal violet
selama 1 menit. Dibilas dengan air kran
mengalir. Kemudian ditetesi dengan larutan
iodine dan dibiarkan selama 1 menit. Dibilas
dengan air kran mengalir. Dibilas dengan
alkohol 96% selama 20 detik. Dibilas
kembali dengan air kran mengalir. Ditetesi
dengan safranin selama 45 detik. Terakhir
dibilas dengan air kran mengalir, dan
diletakkan di atas kertas serap. Hasil
pewarnaan Gram isolat bakteri diamati di
bawah mikroskop dengan pembesaran
1000x. Untuk memperjelas morfologi sel,
cover glass di atas suspensi bakteri ditetesi
dengan minyak imersi dan perhitungan
koloni bakteri dengan menggunakan koloni
counter. Sel bakteri Gram positif akan
berwarna ungu hingga biru, sedangkan
bakteri Gram negatif akan berwarna merah.

Karakterisasi biokimia

Karakterisasi  isolat bakteri WU
021055* yang dilakukan meliputi uji indol, uiji
fermentasi karbohidrat (glukosa, laktosa,
sucrosa dan fruktosa), uji katalase, uiji
hidrolisis pati, dan uji pengaruh pH. Uji indol
dilakukan dengan inokulasi isolat bakteri ke
dalam medium NB padat pada tabung
reaksi secara aseptik, di inkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam, kemudian ditetesi
dengan reagen Kovac’s. Uji fermentasi
karbohidrat (glukosa, laktosa, sucrosa dan
fruktosa) dilakukan dengan menambahkan
medium NB cair dengan brom tymol blue
(BTB) sebagai indikator dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, ditambahkan gula
yang di fermentasikan 1-2%. Isolat
diinokulasi dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam (Cappuccino dan Sherman
1987).

Uji katalase dilakukan dengan cara
isolat diberi 2 tetes reagen hidrogen
peroksida (H,O,) 3%. Pada uji hidrolisis pati,
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isolat bakteri digoreskan pada media pati dan
diinkubasi selama 24 jam. Permukaan koloni
ditetesi dengan iodin. Uji pengaruh pH
dilakukan dengan menumbuhkan satu ose
isolat bakteri dari suspensi biakan dalam
larutan media NB cair dibuat dalam suasana
pH yang berbeda yaitu pH 3, 5, 7 dan
diinkubasi selama 24 jam.

Isolasi DNA kromosom isolat bakteri

Kultur bakteri sebanyak 1000 pl
disentrifugasi 13.000 x g selama 5 menit
pada suhu 4°C sehingga didapatkan pelet
dan diulang sebanyak tiga kali. Isolasi DNA
dilakukan mengikuti prosedur Wizard®
Genomic DNA Purification Kit.

PCR DNA pengkode 16S rRNA

Isolat bakteri yang terlihat pita DNA
genomnya diamplifikasi dengan
menggunakan primer DNA pengkode 16S
rRNA yaitu 27F (5 AGAGTT TGATCM TGG
CTC AG 3’), 533F (5’ GTG CCA GCM GCC
GCG GTAA3)dan 907R (5 CCG TCAATT
CMT TTG AGT TT 3’), 1492R (5 GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T 3) (Lane,1991). PCR
dilakukan dengan mereaksikan 15
aquabidest steril, 25 yl 2x PCR Master mix
(Qiagen Kit), 1,25ul forward primer (10
pmol/ul, konsentrasi akhir 0,25 pmol/ul),
1,25 Il reverse primer (10 pmol/pul,
konsentrasi akhir 0,25 pmol/ul) dan 2 pl
ekstrak DNA. Suhu denaturasi 98°C dalam 5
menit dan 95°C dalam 35 detik; annealing
dengan suhu 55°C selama 35 detik dan
elongasi pada suhu 72°C dalam 90 detik.
Total siklus 35 kali.

Purifikasi DNA hasil PCR

Purifikasi hasil PCR dilakukan melalui
pemotongan gel agarosa yang mengandung
pita DNA hasil PCR. Produk PCR dimurnikan
pada 1% gel agarosa mengikuti prosedur
PCR clean-up Gel Extraction Nucleospin®
Extract Il. Produk purifikasi DNA hasil PCR
diukur dengan menggunakan NanoDrop
spektrofotometer.

Analisis data sekuen DNA

Penentuan urutan DNA  murni
(sequencing) dilakukan dengan mengirimkan
DNA hasil purifikasi dari produk PCR ke 1%
BASE Singapura. Bioedit software (Tom Hall,
Ibis Theraupetics) digunakan untuk analisis
data kasar hasil sequencing. Setelah
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Tabel 1. Hasil Pengamatan Morfologi Isolat Bakteri

WU 021055*

Karakteristik Hasil
Bentuk Koloni Bulat
Bentuk Tepian Koloni Bergerigi
Warna koloni Putih
Bentuk Sel Basil
Warna Sel Ungu
Gram (+/-) +

diketahui alignment sekuen DNA pengkode
16S rRNA dari masing-masing isolat maka
sekuen dibandingkan dengan database gen
pengkode 16S rRNA menggunakan BLAST
online software (www.ncbi.nlm.nih.gov.)
untuk menentukan spesies dari isolat dan
hubungan kekerabatan dengan spesies
bakteri lainnya

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi secara fenotip dilakukan
sebagai tahap awal sebelum identifikasi lebih
lanjut. Identifikasi fenotip meliputi morfologi
isolat bakteri yaitu, bentuk koloni, bentuk
tepian koloni, warna koloni dan juga
morfologi sel isolat bakteri pada (Tabel 1).
Koloni isolat bakteri merupakan sekumpulan
dari masa sel yang dapat dilihat secara
langsung dengan mata. Semua sel dalam
koloni itu sama dan dianggap semua sel
tersebut merupakan keturunan (progeny) dari
satu mikroorganisme dan mewakili sebagai
biakan murni. Penampakan koloni isolat
bakteri WU 021055* berbentuk bulat, tepi
bergerigi dan berwarna putih. Semua koloni
dalam media tumbuh menunjukkan warna
dan bentuk koloni yang homogen sehingga
dapat disimpulkan bahwa isolat bakteri WU
021055* pada (Gambar 1) dalam media
tumbuh tersebut murni.

Pengamatan pewarnaan Gram
menunjukkan isolat bakteri WU 021055*
bersifat Gram positif dengan bentuk sel basil
yang dibandingkan dengan kontrol negatif E.
coli dan kontrol positif B. subtilis. Menurut
Jawetz et al (2008) bakteri dibagi dalam
golongan Gram positif dan Gram negatif
berdasarkan reaksinya terhadap pewarnaan
Gram. Bakteri dikatakan Gram negatif
apabila sel bakteri berwarna merah dan
termasuk Gram positif apabila sel bakteri
berwarna ungu. Hasil pewarnaan isolat

bakteri WU 021055* pada Gambar 2
menunjukkan Gram positif dan berbentuk
basil. Disimpulkan bahwa isolat bakteri WU
021055* termasuk dalam Genus Bacillus.

Karakterisasi fisiologis isolat bakteri WU
021055* diamati berdasarkan pengamatan uiji
biokimia. Hasil uji biokimia isolat bakteri WU
021055* menunjukkan hasil positif pada
pengujian hidrolisis pati yang ditandai dengan
perubahan warna pada media uji. Uji katalase
positif ditandai dengan adanya gelembung
pada media uji. Isolat bakteri WU 021055*
dapat tumbuh optimal pada pH 7. Hal ini
ditandai dengan keruhnya media uji pada
kondisi pH 7. Pada pengujian fermentasi
karbohidrat menunjukkan hasil negatif ditandai
dengan tidak terbentuknya gelembung pada
tabung durham. Uji pembentukan indol
memberikan hasil negatif ditandai dengan
tidak terbentuknya cincin merah pada media
uji.

Teori dari identifikasi bakteri dengan
teknik konvensional adalah membandingkan
bakteri yang sedang diidentifikasi dengan
bakteri yang telah teridentifikasi sebelumnya.
Bila tidak terdapat bakteri yang ciri-cirinya
100% serupa, maka dilakukan pendekatan
terhadap bakteri yang memiliki ciri-ciri yang
paling menyerupai. Oleh karena itu teknik
identifikasi dengan metode konvensional akan
selalu menghasilkan suatu bakteri tertentu
yang sudah teridentifikasi sebelumnya dan
tidak akan dapat menemukan spesies baru
(Cowan 1974). Menurut Claus dan Barkeley
(1986) genus Bacillus mempunyai sifat
fisiologis yang menarik karena tiap-tiap jenis
mempunyai kemampuan yang berbeda-beda.
Genus Bacillus ditemui di berbagai lingkungan
termasuk udara, tanah, perairan, dan
makanan fermentasi. Sravankumar et al.
(2010) juga mengemukakan bahwa bakteri

Gambar 1. (a) Morfologi koloni isolat bakteri WU
021055* pada cawan petri dan (b)
Morfologi satu koloni isolat bakteri WU
021055* pada pembesaran 1000 x.



B. aerius memiliki bentuk basil, gram positif,
dan hasil uji biokimia (Tabel 2). Hasil
karakterisasi fisiologis menunjukkan
kesamaan isolat bakteri WU 021055*
dengan B. aerius yang diteliti sebelumnya.

Pada penelitian Setiawan (2013) isolat
bakteri WU 021055* menunjukkan aktivitas
fibrinolitik ditandai dengan terbentuknya
zona bening di sekitar koloni bakteri yang
diuji pada media fibrin agar. Enzim
fibrinolitik merupakan kelompok enzim
protease yang mampu mendegradasi fibrin
atau fibrinogen. Enzim fibrinolitik dapat
diaplikasikan pada penderita trombosis
karena enzim ini dapat menghancurkan
fibrin dalam bekuan darah menjadi produk
degradasinya yang lebih larut dalam darah
(Sajuthi et al. 2010). Dilaporkan dalam
penelitian Zhang et al (2012), bahwa B.
aerius memiliki protein dengan aktivitas
trombolitik, antikoagulan, dan hemolisis. Hal
ini menunjukkan bahwa isolat bakteri WU
021055* memiliki kesamaan aktivitas
fibrinolitik dengan B. aerius.

Karakterisasi secara molekuler
menggunakan sekuen 16S rRNA sebagai
kunci identifikasi. Analisis 16S rRNA
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Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram (a) Isolat Bakteri
WU 021055*(+); (b) Kontrol (-) E.coli; (c)
Kontrol (+) B. Subtilis. Pewarnaan Gram
dengan umur Kkultur 24-48 jam pada
pembesaran 1000 x
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Tabel 2. Hasil Uji Biokimia Isolat Bakteri WU 021055*

Karakteristik
B. aerius
(Sravankumar 2010)

Hasil (+/-)

Pengujian pengamatan

Hidrolisis pati + +
Katalase + +
Fermentasi karbohidrat::

a. sukrosa - -

b. fruktosa - -

c. glukosa - -

d. laktosa - -
Pengaruh pH:

a.pH3 -

b.pH 5

c.pH7 +

d.pH9 +
Pembentukan indol - -

Keterangan:

1. Hidrolisis pati (+) terdapat
perubahan warna

4. Pengaruh pH
a. pH 3 (-) tidak terjadi
2. Katalase (+) terdapat perubahan warna

gelembung b. pH 5 (-) tidak terjadi
3. Fermentasi karbohidrat: perubahan warna

a. sukrosa (-) tidak ada c. pH7 (+)larutan
gelembung terjadi kekeruhan

b. fruktosa (-) tidak ada d. pH9 (+)larutan
gelembung terjadi kekeruhan

c. glukosa (-) tidak ada
gelembung

d. laktosa (-) tidak ada
gelembung

5. Pembentukan Indol (-)
tidak terdapat cincin merah

menggunakan prinsip PCR yaitu melibatkan
beberapa siklus yang masing-masing terdiri
dari tiga tahap berurutan, yaitu pemisahan
(denaturasi) rantai cetakan DNA,
penempelan (annealing) pasangan primer
pada DNA target dan pemanjangan (elongasi)
primer atau reaksi polimerisasi yang
dikatalisis oleh DNA polimerase. Dalam
proses PCR diperlukan DNA kromosom
sebagai template yaitu sebagai cetakan
untuk pembentukan molekul DNA baru
melalui isolasi DNA kromosom.

Hasil isolasi DNA kromosom pada
Gambar 3 menunjukkan adanya satu pita di
atas 10.000 bp jika dibandingkan dengan
marker 1 kb. Pada umumnya ukuran DNA
kromosom bakteri berukuran lebih dari 10.000
bp. Ukuran DNA kromosom yang tidak dapat
ditentukan, namun ukuran tersebut dapat
diindikasikan bahwa pita DNA  tersebut
merupakan DNA kromosom bakteri dan bukan
merupakan plasmid atau DNA organel. DNA
organel misalnya DNA mitokondria atau DNA
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Tabel 3. Beberapa organisme yang memiliki kemiripan terdekat dengan isolat bakteri WU 021055* berdasarkan

urutan nuklotida DNA pengkode 16S rRNAnya.

Description

Max Total
score score

Query E

Ident.
cover value

Bacillus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1482 1482
Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1482 1482
Bacillus attitudinis strain 41KF2b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1482 1482
Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1478 1478
Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus pumilus strain NBRC 12092 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1459 1459

100% 0.0 99%
100% 0.0 99%
100% 0.0 99%
99% 0.0 99%
100% 0.0 98%
100% 0.0 98%

1459 1459

Gambar 3. Elektroforegram hasil isolasi DNA

kromosom isolat bakteri asal
perairan pantai Papuma, Jember.

kloroplas tidak terdapat dalam sel bakteri
karena sel bakteri tidak memiliki organel
tersebut sehingga dapat dipastikan DNA
tersebut adalah DNA kromosom.

Amplifikasi dengan PCR 16S rRNA
dilakukan menggunakan primer universal
yang dapat mengamplifikasi keseluruhan
gen pada bakteri berdasarkan daerah
konservatif dari gen pengkode 16S rRNA.
Hasil amplifikasi DNA pengkode 16S rRNA
menunjukkan bahwa pita DNA hasil PCR
dengan pasangan primer yang pertama 27F
dan 907R tampak sejajar dengan pita DNA
marker yang berukuran 900 bp. Hal ini
relevan dengan hasil yang diharapkan yaitu
fragmen DNA berukuran 873 bp yang
berkisar di pita DNA marker tersebut. Pita
DNA hasil PCR dengan pasangan primer
yang kedua yaitu 533F dan 1492R berada
pada kisaran fragmen marker yang
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Gambar 4. Elektroforegram hasil pemurnian produk
PCR DNA pengkode 16S rRNA isolat WU
021055* melalui elektroforesis gel agarosa.

berukuran 1000 bp. Hasil ini sesuai dengan
ekspektasi ukuran hasil PCR menggunakan
primer tersebut yaitu 959 bp.

Selanjutnya, untuk  mendapatkan

produk PCR vyang murni dan tidak
terkontaminasi oleh sisa-sisa PCR perlu
dilakukan pemurnian produk PCR.

Pemurnian ini penting dilakukan agar proses
sequencing DNA berlangsung dengan baik
dan mendapatkan kualitas yang baik pula.
DNA sampel vyang memiliki kualitas
kemurnian yang baik yaitu memiliki nilai 1,7-
2,0 dari perbandingan A260/A280 (Oswald
2007). Nilai pengukuran kemurnian hasil
purifikasi produk PCR termasuk dalam
rentang murni yaitu antara 1,7-2,0.
Konsentrasi sampel DNA dapat dihitung
dengan membandingkan intensitas pita DNA
sampel dengan konsentrasi masing-masing
pita DNA marker (Oswald 2007). Hasil PCR



Amplifikasi DNA pengkode 16S rRNA yang
telah dimurnikan dan diukur konsentrasinya
melalui NanoDrop Spektro-fotometri dapat
dilihat pada Gambar 4.

Hasil amplifikasi PCR gen 16S rRNA
yaitu 873 bp pada pasangan primer yang
pertama 27F dan 907R serta pasangan
primer yang kedua 533F dan 1492R yaitu
959 bp kemudian dilakukan sequencing.
Proses sekuensing dilakukan dengan
menggunakan jasa 1% BASE. Hasil
pembacaan fragmen DNA berupa untai
tunggal. Pada penelitian ini data sequencing
yang diperoleh berupa sekuen utuh DNA
pengkode 16S rRNA isolat WU 021055*
yang telah diolah secara  manual
menggunakan software BioEdit menjadi
input program BLAST. Hasil sekuen utuh
16S rRNA pada penelitian didapatkan 835
bp, panjang urutan basa nukleotida tersebut
cukup mampu mengidentifikasi isolat hingga
tingkat genus dan pembacaan tingkat
spesies dalam gen pengkode 16S rRNA
untuk mengidentifikasi isolat bakteri. Hasil

Blast names color map

Q firmicutes
@® unknown
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analisis sekuen DNA pengkode 16S rRNA
menunjukkan blast sekuen WU 021055*
dengan data 16S rRNA di Gene Bank.
Beberapa organisme yang memiliki homologi
tertinggi (99%) dengan isolat bakteri WU
021055* dapat dilihat pada (Tabel 3).

Menurut Drancourt (2000) berdasarkan
data urutan gen pengkode 16S rRNA,
homologi dengan nilai 299% menunjukkan
bahwa spesies yang dibandingkan meru-
pakan spesies yang sama, sedangkan homo-
logi dengan nilai 297% dinyatakan bahwa
isolat yang dibandingkan berada pada genus
yang sama dan homologi antara 89-93%
menunjukkan famili yang berbeda. Tetapi hal
ini perlu ditelusuri melalui analisis filogenetik
dengan melihat percabangan yang dibentuk
oleh isolat melalui pengamatan posisi yang
ditempati diantara spesies yang lain atau
spesies pembandingnya. Pohon filogeni pada
Gambar 5 menunjukkan bahwa isolat WU
021055* terletak sejajar dengan B. aerius
yang berarti bahwa isolat WU 021055*
merupakan B. aerius.

Bacillus safensis strain NBRC 100820 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus pumilus strain NBRC 12092 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus pumilus strain CIP 52.67 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

o

0.002

L ]LcljQuery 44085

OBaciHus stratosphericus strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

OBaciHus altitudinis strain 41KF2b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

6Baciﬂus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

gBaciHus stratosphericus strain 41KF2a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Gambar 5. Pohon filogeni yang menunjukkan hubungan kedekatan isolat WU 021055* dengan bakteri yang terdapat

di Gene Bank
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis dan

pembahasan, maka dapat diambil
kesimpulan bahwa hasil pemeriksaan
morfologi  bakteri dan uji  biokimia

menujukkan bahwa isolat bakteri WU
021055* memiliki ciri yang sama dengan
Bacillus aerius. Berdasarkan hasil analisis
sekuen dengan menggunakan program
BLAST pada sekuen utuh hasil editing
produk sequencing DNA pengkode 16S
rRNA, isolat bakteri WU 021055*
merupakan  Bacillus  aerius  dengan
presentase kemiripan 99%.
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