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Abstrak

Porites merupakan genus karang yang memiliki persebaran luas di Indonesia, termasuk perairan
Gunungkidul, Yogyakarta.Penelitian menunjukkan bahwa bakteri simbion karang Porites memiliki potensi
antibakteri untuk menanggulangi bakteri patogen.Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis bakteri
simbion karang Porites dari Perairan Gunungkidul Yogyakarta yang memiliki aktivitas antibakteri patogen
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Bakteri simbion diisolasi dari fragmen jaringan karang dengan
pengenceran bertingkat, kemudian uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode overlay
dan difusi paperdisk. Delapan dari 64 isolat aktif menghambat kedua bakteri patogen S. aureus dan E. coli.
Dua diantaranya merupakan isolat unggul yang menunjukkan aktivitas antibakteri paling baik.Kedua isolat
selanjutnyadiidentifikasi karakteristik molekular DNA dengan sekuen gen 16S rRNA. Hasil identifikasi 16S
rRNA menunjukkan isolat GKP1.4.3 memiliki kesamaan 99% dengan Bacillus pumilus strain NBRC 12092,
dan isolat GKP3.2.2 memiliki kesamaan 99% dengan Vibrio natriegens strain NBRC 15636.
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Abstract

Porites Bacterial Symbiont from Gunungkidul Waters, Yogyakarta and the Antibacterial Activity against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli Pathogenic Bacteria

Porites is a coral which has distributed widely in Indonesia, including Gunungkidul Waters,
Yogyakarta.Research has shown that Porites coral symbiont bacteria have antibacterial potency against
pathogenic bacteria.This study aims to determine the type of Porites coral symbiont bacteria collected from
the waters of Gunungkidul Yogyakarta which has antibacterial activity of S. aureus and E. coli.Bacteria
symbionts were isolated from coral tissue fragments by serial dillution method, while antibacterial activity
was performed by using overlay and paperdisk diffusion method. Eight of the 64 active isolates inhibited the
growth of both pathogenic bacteria S. aureus and E. coli. Two of 8 isolates showed stronger antibacterial
activity. The two isolates subsequently identified the molecular characteristics of DNA with the 16S rRNA
gene sequence. The identification of 16S rRNA showed that GKP1.4.3 isolate had 99% similarity with
Bacillus pumilus strain NBRC 12092, and GKP3.2.2 isolate had 99% similarity with Vibrio natriegens strain
NBRC 15636.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara yang memiliki
sumberdaya laut melimpah, salah satunya
terumbu karang.Lima ratus sembilan puluh
spesies dari 80 genus karang diperkirakan tersebar
di Indonesia (Suharsono, 2008).Gunungkidul
Yogyakarta memiliki kawasan perairan yang luas
sebagai ekowisata laut, salah satunya Pantai
Nglambor.Terumbu karang di Kawasan Pantai

Gunung Kidul diketahui memiliki persentase rata-
rata tutupan karang berkisar 25,29% dengan
komposisi penyusun didominasi oleh Dead Coral
44,3%, Non Acropora23,08% (coral massive dan
coral encrusting), Acropora 2,38%, dan Algae
0,76% (Maulana et al., 2016).

Genus Porites merupakan salah satu genus
karang yang mendominasi di kawasan perairan
Gunungkidul. Menurut Lopez-Pérez
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(2013),karang genus Porites mampu bertahan
hidup pada kondisi lingkungan yang ekstrim.
Perubahan kondisi lingkungan membuat karang
memproduksi senyawa aktif sebagai bentuk
pertahanan diri (Legina, 2016).Senyawa aktif
yang dihasilkan karang dapat dimanfaatkan
dengan mengisolasi bakteri simbionnya untuk
mencegah eksploitasi berlebihan. Menurut Pastra
et al.,, (2012) bahwa bakteri simbion memiliki
senyawa aktif yang sama dengan inangnya.

Bakteri simbion karang Porites diketahui
memiliki potensi sebagai antimikroba. Riyanti et
al., (2016) menunjukkan bahwa bakteri dari
karang Porites memiliki aktivitas antifungi
terhadap Aspergillus flavus dan Candida albicans.
SedangkanP.compressa mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri patogen Staphylococcus
aureus (Mohammadizadeh et al., 2014).
Penelitian lain menyebutkan bahwa bakteri
simbion P. lutea mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri patogen Bacillus subtilis dan
S. lentus (Radjasa et al., 2008).

Senyawa antimikroba sangat dibutuhkan
untuk menanggulangi patogen penyakit pada
manusia.Bakteri patogen yang resisten tehadap
antibiotik menjadi masalah besar bagi dunia
kesehatan, diantaranya bakteri Escherichia coli
dan S. aureus (Fair & Tor, 2014). Hasil survei
kualitas air (SKA) di Daerah Istimewa
Yogyakarta tahun 2015 melaporkan bahwa 80,9%
air perpipaan (air ledeng) rumah tangga di
Gunung Kidul terkontaminasi bakteri E. coli.
Kontaminasi lainnya terjadi pada air tanah 89,8%
dan 100% pada air lainnya seperti air
penampungan hujan dan air kemasan dan isi
ulang. Sedangkan Data WHO tahun 2014
menyebutkan infeksi S. aureus meningkat 80%
(wilayah Afrika), 90% (wilayah Amerika), 60%
(wilayah Eropa) dan 80% (Asia-
Pasifik).Resistensi bakteri E. coli serta bakteri S.
aureus terhadap antibiotik mendorong untuk
dikembangkan suatu antibakteri baru sebagai
upaya menanggulangi bakteri E. coli dan S.
aureus(Raho & Abouni, 2015).

Metode molekular berbasis PCR 16 rDNA
diharapkan memberikan gambaran tentang bakteri
simbion karang untuk mengestimasi
keanekaragaman genetik bakteri karang serta
mengetahui hubungan kekerabatan filogenetik
bakteri yang memiliki potensi antibakteri.Tujuan
Penelitian ini adalah untuk mengetahui jenis dan
karakteristik bakteri simbion karang Porites yang

memiliki potensi antibakteri terhadap S. aureus
dan E. coli.
MATERI DAN METODE

Pengambilan Sampel Karang Porites

Sampel karang Porites diambil di Pantai
Nglambor Gunungkidul Yogyakarta dengan
menggunakan alat  tatah, palu, dan
skindive.Sampel karang Porites diambil dari tiga
kedalaman yang berbeda yaitu 1, 2, dan 3 meter.
Sampel karang diambil sebesar kurang lebih 2,5
cm dan dimasukkan ke dalam plastik ziplock
berisi air laut dan oksigen kemudian disimpan
dalam cool box untuk penyimpanan sementara
dan dibawa ke laboratorium (Radjasa et al.,
2008). Isolasi, purifikasi, identifikasi morfologi,
dan skrining bakteridilakukan di Tropical Marine
Biotechnology, Laboratorium Terpadu, UNDIP.
Isolasi dilakukan dengan metode pengenceran
bertingkat dan purifikasi dilakukan dengan
metode cawan gores (streak plate). Pengamatan
morfologi koloni bakteri meliputi warna, bentuk,
elevasi, dan bentuk tepian koloni (margin).

Skrining Aktivitas Antibakteri

Skrining bakteri dilakukan dengan 2 tahap,
yaitu tahap pertama dengan metode overlay
sebagai seleksi awal untuk mengetahui ada
tidaknya potensi dengan terbentuk zona hambat
(Radjasa, 2008). Tahap kedua yaitu uji aktivitas
antibakteri dengan metode difusi paper disk untuk
mengetahui zona hambatnya dan diukur dengan
menggunakan jangka sorong (Sabdono &
Radjasa, 2006).

Metode overlay dilakukan  dengan
menanam setiap satu ose isolat bakteri simbion
kedalam cawan petriberisi media agar Zobell
2216E dengan membentuk menjadi bulatan kecil
(dotting). Cawan petri masing-masing berisi 5-12
bulatan isolat bakteri. Cawan petri tersebut
dibungkus dengan plastik wrap dan diinkubasi di
dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 2x24
jam.Media Zobell 2216E soft agar berisi suspensi
bakteri patogen dituang ke dalam cawan petri
yang berisi biakan bakteri simbion yang sudah
diinkubasi.Cawan petri tersebut diinkubasi pada
suhu 37°C selama 1-2 hari dan diamati respon
perubahannya setiap 24 jam.

Bakteri simbion yang positif selanjutnya
dilakukan uji konfirmasi menggunakan metode
difusi agar dengan paper disk (Sabdono &
Radjasa, 2006). Bakteri patogen ditanam pada
media Zobell 2216E agar dengan metode goresan
(streak). Paper disk steril diambil menggunakan
pinset dan diletakkan di atas media Zobell 2216E
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agar yang berisi sebaran bakteri patogen sesuai
jumlah kuadran yang dibuat. Bakteri simbion
yang sudah ditumbuhkan 1-2 hari pada media
Zobell 2216E cair sebelumnya, masing-masing
isolat diambil sebanyak 35 pL dan diteteskan di
atas paper disk berdiamter 8mm. Cawan petri
dibungkus dengan plastik wrap dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 2 x 24 jam. Zona hambat
diamati setiap 24 jam sekali. Zona hambat yang
terbentuk disekitar paper disk diukur diameter
menggunakan jangka sorong dengan pengulangan
sebanyak tiga kali, sehingga diperoleh data
kuantitatif dari hasil uji aktivitas antibakteri pada
suhu 37°C. Isolat unggul yang menunjukkan
aktivitas antibakteri paling baik kemudian
diidentifikasi  karakteristik ~molekular DNA
dengan sekuen gen 16S rRNA.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA menggunakan metode
Chelex 100 (Walsh et al., 2013).Isolat bateri
dikultur pada media Zobell 2216E agar secara
penuh dan diinkubasi selama 1-2 hari untuk
dipanen sel bakterinya. Sel bakteri dimasukkan ke
dalam mikrotube, ditambah 100 pL Aquabides
(ddH,0) dan 1 mL Saponin 0,5% dalam PBS,
kemudian didiamkan selama satu malam pada
suhu 40°C. Sampel bakteri yang ada di dalam
mikrotube di-centrifuge dengan kecepatan 12.000
rom selama 10 menit, kemudian dibuang
supernatannya. Setelah itu ditambahkan 1 mL
PBS dan centruge kembali lalu dibuang
supernatannya  untuk  mencuci saponin.
Menambahkan 100 pL Aquabides (ddH,O) dan
50 pL Chelex 20%. Kemudian direbus selama 10
menit pada suhu 90°C dan di-vortexsesekali
setelah 5 menit, selanjutnya dilakukan centrifuge
lagi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit. Konsentrasi DNA  diukur dengan
menggunakan Spektrofotometer NanoDrop 2000
(Thermo  Scientific). Hasil ekstraksi DNA
disimpan dalam freezer dengan suhu -20°C.

Amplifikasi PCR 16S rRNA

Amplifikasi PCR 16S rRNA merupakan
metode standar untuk mempelajari filogenetik dan
keanekaragaman mikroorganisme laut Radjasa
dan Sabdono (2006). Primer yang digunakan
untuk PCR 16s rDNA sesuai dengan Lane (1991),
yaitu primer universal 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) dan primer
spesifik eubacteria 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") yang ada
di laboratorium Tropical Marine Biotechnology,
Undip. Temperatur perlakuan yang digunakan

pada PCR ini adalah : tahap denaturasi awal (95°C
selama 3 menit), denaturasi (95°C selama 1
menit), annealing (55°C selama 1 menit), dan
extension (72°C selama 1 menit). Campuran
produk PCR meliputi GoTag®Green Master Mix
Promega (12.5 pL), primer 27 F (1 uL), primer
1492 R (1 pL), template DNA (1 pL) and ddH20
(9.5 pL), sehingga total produk PCR yaitu 25 L.

Sekuensing DNA

Produk PCR kemudian dikirim dan
dianalisis sekuen DNA di PT. Genetika Science
(Jakarta, Indonesia) untuk PCR 16S rRNA.
Produk PCR kemudian dilakukan dengan
menggunakan koneksi internet melalui program
pelacakan database Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) pada National Center for
Biotechnology Information, National Institute for
Health, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil
BLAST homologi dideposit ke GenBank untuk
memperoleh nomer akses.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi bakteri simbion karang Porites
diperoleh 64 isolat bakteri. Skrining bakteri
diperoleh hasil sebanyak 27 isolat aktif terhadap
bakteri patogen (Tabel 1).Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan menggunakan metode difusi
agar dengan paper disk.Delapan isolat bakteri
simbion membentuk zona hambat terhadap kedua
bakteri pathogen Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli. Morfologi ke-8 isolat yang
mampu  menghambat  pertumbuhan  bakteri
patogen dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil pengukuran diameter zona hambat
dapat dilihat pada Tabel 3.Dua isolat membentuk
zona hambat terbesar seperti yang tersaji pada
Gambar 1. Hasil identifikasi 16S rRNA
menunjukkan isolat GKP1.4.3 memiliki kesamaan
99% dengan Bacillus pumilus strain NBRC
12092, dan isolat GKP3.2.2 memiliki kesamaan
99% dengan Vibrio natriegens strain NBRC
15636.

Isolat bakteri simbion diambil dari fragmen
jaringan karang Porites dari Pantai Nglambor,

Tabel 1. Rincian Isolat Bakteri Aktif

No. Patogen Isolat Bakteri
1.  Staphylococcus aureus 11 isolat
2.  Escherichia coli 8 isolat
3. Staphylococcus aureus .

dan Escherichia coli 8 isolat
Total Isolat Aktif 27 isolat
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Gunung Kidul. Tujuan dilakukan isolasi pada
fragmen jaringan adalah agar bakteri yang
terdapat pada mucus, jaringan, dan skeleton
karang dapat diisolasi.Menurut Rosenberget al.,
(2007) bakteri dapat berkembang pada beberapa
tempat di jaringan karang seperti lapisan lendir
permukaan, jaringan gastrodermis, dan skeleton
kalsium karbonat. Bagian jaringan yang berbeda
memungkinkan ditumbuhi oleh bakteri yang
berbeda pula (Sidharta, 2000).

Tabel 2. Morfologi Isolat Bakteri Aktif

Dua isolat bakteri dari 64 isolat yang
diperolen memiliki kemampuan menghambat
bakteri patogen S. aureus dan E. coli dengan
diameter paling besar, yaitu isolat GKP1.4.3 dan
GKP3.2.2. Kedua isolat tersebut diduga
menghasilkan senyawa antibakteriberspektrum
luas sebagai bentuk pertahanan diri terhadap
bakteri  patogen.Senyawa antibakteri  dapat
dibedakan berdasarkan spektrumnya, yaitu
antibakteri narrow spectrum dan broad spectrum.

Morfologi Koloni Bakteri Uji Aktivitas

No. Kode Isolat - -

Bentuk Permukaan Margin Warna S.aureus E. coli
1. GKP1.2.3 Circular Convex Entire Putih + +

kecoklatan
2. GKP1.3.3 Irregular Flat Undulate Kekuningan + +
3. GKP1.4.3 Irregular Raised undulate Putih Susu + +
4, GKP2.2.1 Circular Flat Curled Bening + +
5. GKP2.5.1 Irregular Raised undulate Putih Susu + +
6. GKP3.1.6 Irregular Convex Curled Putih + +
. . Putih

7. GKP3.2.2 Circular Convex Entire kecoklatan + +
8. GKP3.4.2 Irregular Raised undulate Putih Susu + +

Tabel 3. Besar Zona Hambat Uji Aktivitas Antibakteri; GKP, Gunung Kidul Porites;

angka menunjukkan kode isolat

Patogen Isolat Besar Zona Hambat (mm)
Staphylococcus aureus GKP1.2.3 10,29 + 0,99
GKP1.3.3 07,35+ 0,40
GKP1.4.3 15,32 +£1,73
GKP2.2.1 07,65+1,14
GKP2.5.1 09,53 +£ 0,67
GKP3.1.6 07,69 £0,31
GKP3.2.2 10,26 £ 1,02
GKP3.4.2 10,04 £ 1,25
Escherichia coli GKP1.2.3 09,87 +£ 0,91
GKP1.3.3 07,28 £ 0,62
GKP1.4.3 12,21 +1,14
GKP2.2.1 07,43 £ 0,87
GKP2.5.1 11,23 +0,73
GKP3.1.6 10,50 £ 0,44
GKP3.2.2 12,23+ 0,22
GKP3.4.2 08,98 £ 0,13
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(b)

Gambar 1.a. Zona hambat yang dihasilkan oleh bakteri simbion karang Porites terhadap bakteri patogen
Escherichia coli.b. Zona hambat yang dihasilkan oleh bakteri simbion karang Porites terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus.

1000

97

Vibrio natriegens Strain ATCC 14046 NR 117690.1

1000

GKP3.2.2 Strain NBRC 15636 NR 113766.1

Vibrio azureus strain LC2 005 NR 117997.1
Vibrio diabolicus strain HEB00 NR 036811.1

380

Pseudoalteromonas flavipulchra strain NCIMB 2033 NR 0251261

1000

1000

1000

540

Pseudoalteromonas maricalons strain KMM636 NR 025009.1
Fseudoalteromonas peptidolytica strain 12 50 A1 NR 028676.1
Psychrobacter marincola strain KMM 277 NR 025458 1

624

5393

Psychrobacter pulmonis strain S606 NR 026974.1
Psychrobacter pacificensis strain NIBH P2K6 NR 027167 1
Halomonas aquamarina strain DSM 30161 NR 042063.1

1000

1000

573

Halomonas mendiana strain NBRC 15608 NR 113779.1
—— (GKP1.4.3 strain NBRC 12092 NR 1126371

3N

Bacillus pumilus strain ATCC 7061 NR 043242 1
Bacillus aerius strain 24K NR 116439 1
Bacillus subtilis strain IAM 12118 NR 112116.2

Bacillus firmus strain [AM 12464 NR 025642.1

1000

Bacillus cereus ATCC 14579 NR 074540 1

Moorella thermoautotrophica strain DSM 1974 NR 1190661

Gambar 2.Pohon filogenetik pada isolat bakteri simbion karang Porites, Bakteri Moorella
thermoautotrophica strain DSM 1974 NR 1190881 digunakan sebagai outgroup.
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Antibakteri narrow  spectrum  (berspektrum
sempit) memiliki kemampuan untuk menghambat
atau membunuh satu golongan bakteri (bakteri
gram positif atau gram negatif) saja, sedangkan
antibakteri broad spectrum (berspektrum luas)
memiliki kemampuan membunuh bakteri dari
semua golongan, yaitu bakteri gram positif dan
gram negatif (Pratiwi, 2008). Kedua isolat
tersebut aktif pada suhu inkubasi 37°C sehingga
termasuk bakteri mesofilik.Berdasarkan
identifikasi molekular 16S rRNA pada dua isolat
bakteri simbion karang Porites diketahui bahwa
isolat bakteri GKP1.4.3 memiliki kekerabatan
terdekat dengan Bacillus pumilus sebesar 99%,
sedangkan isolat bakteri GKP3.2.2 memiliki
kekerabatan terdekat dengan Vibrio natriegens
sebesar 99%.

Bacillus merupakan bakteri gram positif,
memiliki sel berbentuk batang, membentuk
endospora, dan hidup di berbagai habitat.Genus
Bacillus terdistribusi secara luas pada habitat
darat dan laut (Siefert et al., 2000).Genus Bacillus
yang diisolasi dari laut dapat memproduksi
senyawa aktif yang memiliki aktivitas antibakteri,
antijamur, antikanker, dan antialgal.Bacillus
pumilus  paling sering ditemukan berasosiasi
dengan sponge, ascidia, soft coral, dan air laut
dibandingkan spesies Bacillus yang lain (lvanova
et al., 1999). B. pumilus merupakan bakteri gram
positif, berbentuk batang dan bakteri non motile,
mampu menghidrolisis pectin, gelatin, casein, and
tributyrin (Menon et al., 2010).B. pumilus yang
diisolasi dari moluska Anadara brougtonihas
memiliki aktivitas tertinggi melawan mikroba
patogen S. aureus, B. subtilis, C. albicans,
Xantomonas sp. Pv. Padrii, E. faecium, A. niger,
F. oxysporum, dan Citricocus sp (Romanenko et
al., 2008). Penelitian yang dilakukan Bahry et al.,
(2017) menemukan bakteri B. pumilus yang
diisolasi dari gastropoda di Perairan Krakal
Gunung Kidul, Yogyakarta memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri E. coli dan S. aureus.

Vibrio merupakan bakteri gram negatif,
berbentuk batang, termasuk vy-proteobacteria,
bakteri  motil, dan proses metabolisme
kemoheterotrofik. Genus Vibrio sangat banyak
ditemukan di permukaan makroorganisme laut,
seperti karang, ikan, lamun, sponge, dan
zooplankton, dimana mereka membentuk asosiasi
komersal, simbiosis dan patogen (Thompson et
al., 2004).Genus Vibrio memproduksi senyawa
untuk berbagai aktivitas biologis, seperti

antibiotik, antibakteri, antikanker, dan antivirus.
Contoh Genus Vibrio yaitu V. coralliitycus MJ5
dan V. parahaemolyticus MJ11 yang diisolasi dari
karang  Porites lutea  diketahui  mampu
menghambat bakteri patogen B. subtilis dan S.
lentus (Radjasa et al., 2008). Studi yang dilakukan
Rypien et al., (2010) menemukan bahwa bakteri
Vibrio yang berasosiasi dengan  karang
menghasilkan senyawa antibakteri spektrum luas.
Senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh Genus
Vibrio antara lainAndrimid, Kahalalide F,
Turbomycin, Vibrindole A, dan Unnarmicin A.
(Manssonet al., 2011).V. natriegens merupakan
bakteri halofilik yang umumnya ditemukan di
pesisir, estuari, laut, dan sedimen dasar laut.V.
natriegens secara umum adalah  bakteri
organoheterotrof ~ karena  mereka  mampu
memanfaatkan berbagai substrat organik sebagai
sumber karbon dan energi (Wang et al., 2013).

KESIMPULAN

Isolasi bakteri simbion karang Porites
diperoleh total isolat sebanyak 64 isolat bakteri.
Dua diantaranya merupakan isolat unggul yang
menunjukkan aktivitas antibakteri paling baik
tehadap kedua bakteri patogen Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli, yaitu isolat
GKP1.4.3 dan GKP3.2.2.ldentifikasi molekular
bakteri simbion karang Porites dengan kode isolat
GKP1.4.3 memiliki homologi 99% dengan
Bacillus pumilus dan isolat GKP3.2.2 memiliki
homologi 99% dengan bakteri Vibrio natriegens.
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