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ABSTRAK

TAJRIYANI RAHMAN. Isolasi Aktinomisetes Dari Beberapa Spons Asal
Perairan Pulau Kodingareng Sebagai Penghasil Senyawa Antimikroba
(Dibimbing oleh Herlina Rante dan Gemini Alam)

Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri Gram positif yang dapat
ditemukan di laut, salah satunya pada spons. Aktinomisetes diketahui
mampu menghasilkan senyawa metabolit yang berpotensi sebagai
antimikroba. Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antimikroba dari isolat aktinomisetes yang diisolasi dari spons pulau
Kodingareng. Isolasi sampel dilakukan dengan metode tuang
menggunakan medium Starch nitrate agar dan diinkubasi selama 7 hari.
Isolat yang telah diisolasi diperoleh dari spons kode KDR-01, KDR-02,
KDR-03, KDR-04, dan KDR 06. Isolat aktinomisetes diujikan terhadap
Escherichia coli, Staphylococcus aures, Bacillus subtilis, Aspergillus niger
dan Candida albicans untuk menskrining isolat aktinomisetes yang
memiliki aktivitas antimikroba. Hasil uji skrining menunjukkan isolat
aktinomistes KDR-01-1 memiliki aktivitas terhadap 4 mikroba uji. Maka
dilakukan proses fermentasi terhadap isolat aktinomestes KDR-01-1,
untuk memperoleh metabolit sekunder. Ekstraksi dilakukan pada hari ke-
18 menggunakan etil asetat (1:1 v/v) terhadap supernatan hasil fermentasi
dan biomassa yang dihasilkan dimaserasi menggunakan metanol. Ekstrak
yang dihasilkan kemudian dilanjutkan pada uji aktivitas antimikroba
dengan metode difusi agar. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
etil asetat 20% dan ekstrak metanol 10% dan 20% dapat menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus, ekstrak metanol 5%, 10% dan 20%
dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli, ekstrak metanol 10%
dan 20% Bacillus subtilis dan Ekstrak metanol 20% dapat menghambat
pertumbuhan Candida albicans. Berdasarkan hasil identifikasi secara
mikroskopik didapatkan bahwa isolat aktinomisetes KDR-01-1 diduga
termasuk genus Streptomyces sp. dengan spora berbentuk flexous

Kata kunci : Aktinomisetes, antimikroba, spons, pulau kodingareng
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ABSTRACT

TAJRIYANI RAHMAN. Isolation Of Actinomycetes From Some Spons Of
Kodingareng Island Waters As Producers Of Antimicrobial Compounds
(Supervised by Herlina Rante and Gemini Alam)

Actinomycetes are a group of Gram-positive bacteria that can be
found in the sea, one of which is the sponges. Actinomycetes have been
shown to compounds that are successful as antimicrobials. Antimicrobials
from actinomycetes isolates isolated from the sponges of Kodingareng
Island. Isolation of the sample was carried out by growing the
microorganisms in Starch nitrate agar medium and incubated for 7 days.
Isolated microorganisms were obtained from the sponges were coded as
KDR-01, KDR-02, KDR-03, KDR-04, and KDR 06. Actinomycetes isolates
were tested for antimicrobial screening against Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Aspergillus niger and Candida albicans. The screening test results
showed that KDR-01-1 actinomycetes isolates had activity against 4 tested
microbes. Therefor, the fermentation process was carried out on the
actinomycetes KDR-01-1 isolates, to obtain secondary metabolites.
Extraction was carried out on the 18th day using ethyl acetate (1: 1 v/ V)
on the fermented supernatant and the resulting biomass was macerated
using methanol. The resulting biomass was macerated using methanol.
The obtained resulting extract is then taken in an antimicrobial activity test
using the agar diffusion method. The results showed that 20% ethyl
acetate extract and 10% and 20% methanol extract could inhibit the
growth of Staphylococcus aureus, methanol extract 5%, 10% and 20%
could inhibit the growth of Escherichia coli, 10% methanol extract and 20%
Bacillus subtilis and Extract 20% methanol can inhibit the growth of
Candida albicans. Based on microscopic results obtained by KDR-01-1
actinomycetes isolates including Streptomyces sp. with flexous spores

Keywords: Actinomycetes, antimicrobial activity, sponges , kodingareng
island
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BAB |

PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi merupakan salah satu penyebab utama kematian
yang banyak terjadi di negara tropis terutama Indonesia. Penyakit infeksi
ini diduga diakibatkan karena faktor sosial-ekonomi, lingkungan, dan
ekologi. Infeksi pada manusia dapat disebabkan oleh berbagai jenis
bakteri patogen dan fungi (Dita, 2017). Pengobatan yang dapat dilakukan
untuk penyakit infeksi adalah penggunaan antibiotik. Akan tetapi,
beberapa bakteri patogen maupun penyebab infeksi ini telah resisten
terhadap beberapa jenis antibiotik yang digunakan sehingga
mengakibatkan perpanjangan penyakit, meningkatnya resiko kematian,
dan semakin lamanya masa rawat inap di rumah sakit (Utami, 2011).

Timbulnya resistensi terhadap antibiotik menyebabkan perlu
dilakukan pencarian senyawa bioaktif baru yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Sebagian besar antibiotik yang tersedia
saat ini berasal dari mikroorganisme tanah, terutama dari Actinomycetes,
tetapi juga dari bakteri Gram positif dan jamur nonfilamen. Selain sebagai
antibiotik, senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh Actinomycetes dapat

digunakan sebagai antikanker dan antihelmintik (Willey dan Sherwood,

Actinomycetes telah menjadi salah satu penghasil antibiotik

1k yaitu sekitar 70-80% (Khanna et al., 2011).
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Actinomycetes termasuk dalam kelompok Gram positif yang hidup
bebas, selain ditemukan di tanah, Actinomycetes juga dapat ditemukan di
perairan dan tanaman (Usha dkk, 2010). Actinomycetes dari perairan
dapat diperoleh di laut (Willey dan Sherwood, 2008).

Actinomycetes laut dapat diperoleh dari kelompok spons laut. Spons
termasuk hewan avertebrata dalam filum porifera, yang berpotensi
menghasilkan metabolit sekuder yang bersifat bioaktif . Jumlah bakteri
yang terdapat pada spons adalah sekitar 40-60% dari total biomassa
spons, salah satunya Actinomycetes (Taylor et al., 2007; Abubakar dkk,
2011; Hentschel et al., 2012).

Dari beberapa penelitian yang telah dipublikasikan akhir-akhir ini
telah menunjukkan bahwa Actinomycetes laut menghasilkan jenis
metabolit sekunder baru yang potensial seperti Cyanosporaside A,
Salinispyrone, Arenicolides A-C. Hal ini mungkin berkaitan dengan
beberapa kondisi dalam lingkungan laut, seperti tingginya konsentrasi
NaCl, tekanan hidrostatik yang tinggi, rendahnya konsentrasi senyawa
organik dan temperatur yang rendah. Sehingga dapat diduga bahwa
Actinomycetes laut akan memiliki karakteristik unik yang berbeda pada
Actinomycetes terrestrial (yang hidup di darat) (Ratnakomala et al., 2016).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Kumala dkk. (2015),

Actinomycetes laut memiliki sifat sebagai antimikroba yang dapat

mbat bakteri Gram positif dan Gram negatif yang diujikan.

In sebelumnya yang juga dilakukan oleh Rante dkk. (2010),
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mendapatkan bahwa isolat Actinomycetes yang berhasil diisolasi dari
spons laut dapat menghambat pertumbuhan mikroba uji yang digunakan
yakni Staphylococcus aureus (Rante et al., 2010). Sedangkan Kumalasari
dkk. (2012), telah mengisolasi Actinomycetes yang memiliki potensi
sebagai penghasil antibiotik sebanyak 14 isolat yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroba uji Pseudomonas aeruginosa, Candida utilis,
Candida albicans, Saccharomyces cereviseae, Saccharomyces
acetobutilicum, Escherichia coli, dan Aspergillus flavus

Penelitian ini diharapkan isolat Actinomycetes yang berasal dari
spons pulau Kodingareng dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang
dapat digunakan sebagai antimikroba.

.2 Rumusan Masalah

Apakah isolat Actinomycetes yang diisolasi dari spons asal perairan
pulau Kodingareng memiliki aktivitas antimikroba?

[.3 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui aktivitas antimikroba dari isolat Actinomycetes

yang diisolasi dari spons asal perairan pulau Kodingareng
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

II.1 Actinomycetes
[1.1.1 Taksonomi dan Karakteristik Actinomycetes

Kingdom : Prokariotik

Subkingdom : Cyanobacteria

Divisi : Bacteria

Kelas : Actinobacteria

Ordo : Actinomycetales

Suku : Tectariaceae

Family : Actinomycetacea

Spesies : Actinomycetes (Barka et al., 2016)

Actinomycetes juga dikenal dengan istilah aktinobacteria yang
merupakan mikroba yang memiliki keunikan jika dibandingkan dengan
mikroba lain. Morfologi dari aktinobacteria memiliki kemiripan dengan fungi
(Wijaya, 2015). Dinding sel aktinobakteria tidak ditemukan kitin dan
selulosa seperti pada fungi (Ali, 2017). Actinomycetes termasuk prokariotik
sedangkan fungi termasuk eukariotik (Djide dan Sartini, 2014)
Actinobakteria adalah kelompok bakteri Gram positif, bersel satu, dan

berfilamen (Anandan et al., 2016).

— inomycetes mengandung sitosin dan guanin yang tinggi dalam

| n, bersifat uniseluler dan memiliki miselium nonseptat. Koloninya

kkan konsistensi yang berbubuk dan menempel kuat pada
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permukaan agar, menghasilkan hifa dan konidia / jamur seperti sporangia
di media kultur (Anandan et al., 2016). Actinomycetes sangat mudah
dikenali karena memiliki kekhasan bau seperti tanah yang berasal dari
pembentukan geosmin jika ditumbuhkan pada media agar (Ali, 2017).
Actinomycetes terdiri dari sekelompok mikroorganisme uniseluler
yang bercabang, hifa umumnya nonseptat, namun dalam kondisi tertentu
septa juga dapat diamati dalam beberapa bentuk (Chamikara, 2016).
Miselium membentuk aerobik dan dikenal sebagai miselium substrat dan
miselium aerial (Anandan et al., 2016). Miselium aerial biasanya lebih
tebal dari miselium substrat. Miselium aerial menunjukkan diferensiasi
yang baik, sehingga memungkinkan isolat dipisahkan menjadi beberapa
kelompok yang memiliki karakteristik morfologi yang sama. Sedangkan
miselium substrat Actinomycetes bervariasi dalam hal ukuran, bentuk, dan
ketebalannya. Memiliki warna yang bermacam-macam putih atau hampir
tidak berwarna sampai kuning, coklat, merah, merah muda, oranye, hijau,

atau hitam (Anandan et al., 2016).

ar 1. Pertumbuhan actinomycetes pada medium : a. Aerial miselium dan b.
Um substrat (Anandan et al., 2016).
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Morfologi actinomycetes telah menjadi karakteristik yang penting
untuk mengidentifikasi isolat actinomycetes. Gambar dibawah ini
merupakan bentuk spora dari spesies Streptomyces (Gambar 2)
Kelompok mikroorganisme ini bereproduksi dengan pembelahan biner
atau dengan membentuk spora atau konidia, dan sporulasi melalui
fragmentasi dan segmentasi atau pembentukan konidia. Di antara
berbagai genera aktinobakteri yaitu Actinomadura, Actinoplanes,
Amycolatopsis, Marinispora, Micromonospora, Nocardiopsis,
Saccharopolyspora, Salinispora, Streptomyces dan Verrucosispora
memiliki potensi utama menghasilkan senyawa bioaktif. Streptomyces
merupakan aktinobacteria yang memiliki sejumlah besar produk alami

bioaktif (Anandan et al., 2016).

v w oy %

Straight Flexous Fascicled Monoverticillate,

no spirals

Open loops, Open Closed Monoverticillate,
primitive spirals, spirals spirals with spirais
hooks

» Biverticillate, Biverticillate,
l no spirals with spirals
¢ %
§ = ar 2. Struktur spora dari genus Streptomyces sp. (Anandan et al., 2016)
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Streptomyces adalah genus yang paling banyak diisolasi. Sekitar
23.000 bioaktif metabolit sekunder diisolasi dari mikroorganisme telah
dilaporkan dan lebih dari 10.000 senyawa tersebut diproduksi oleh
actinomycetes. Sekitar 7.600 senyawa berasal dari spesies Streptomyces.
Banyak dari metabolit tersebut adalah antibiotik poten, sehingga
Streptomyces dikenal sebagai organisme penghasil antibiotik utama yang
dieksploitasi oleh industri farmasi. Genus Streptomyces telah lama dikenal
sebagai sumber kaya metabolit sekunder yang berguna dan terus
berlanjut (Silambarasan et al., 2012; Anandan et al., 2014).

Actinomycetes dapat tumbuh pada suhu optimal dari 20°C-42°C
(Anandan et al., 2016). Spesies termotoleran dapat bertahan pada suhu
50°C. Actinobacteria termofilik sedang memiliki pertumbuhan optimal pada
45°C-55°C, sedangkan Actinobacteria sangat termofilik tumbuh pada suhu
37°C-65°C dengan suhu optimum pada 55°C-60°C. Suhu inkubasi 28°C,
37°C, dan 45°C dianggap optimal untuk isolasi tanah mesofilik,
termotoleran, dan Actinobacteria termofilik sedang (Jensen et al., 2005).
[1.1.3 Habitat Actinomycetes

Tanah menjadi habitat utama bagi actinomycetes dengan
streptomycetes sebagai populasi utamanya. Actinomycetes terestrial
memiliki kemampuan menghasilkan antibiotik baru dengan aktivitas

antibakteri yang tinggi (Oskay et al, 2005). Beberapa laporan

kkan distribusi Actinomycetes diberbagai lokasi, seperti tanah

D I
. ‘m tanah alkali hitam, tanah lempung berpasir, tanah penutup alkali,

o
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dimana Streptomyces sp. adalah spesies paling dominan, kemudian
Nocardia (Anandan et al., 2016).

Actinomycetes juga didistribusikan secara luas di perairan, seperti
pada air tawar dan laut. Lingkungan laut adalah sumber actinomycetes
yang belum banyak dimanfaatkan keanekaragamannya. Actinomycetes
laut dapat menghasilkan berbagai jenis senyawa bioaktif dibandingkan
dengan yang terestrial. Actinomycetes laut harus beradaptasi dari tekanan
yang sangat tinggi dan kondisi anaerob pada suhu tepat di bawah 0 - 8°C
di dasar laut dalam sampai asam tinggi kondisi pada suhu lebih dari 8-
100°C di dekat Ilubang hidrotermal di pegunungan tengah laut.
Rhodococcus marinonascene, spesies Actinomycetes laut pertama yang
ditandai, mendukung keberadaan actinomycetes laut (Bull et al, 2005;
Anandan et al., 2016).

Grossart et al. (2004) telah menggambarkan bahwa sekitar 10%
Actinomycetes yang menjajah agregat organik laut dan aktivitas
antagonisnya mungkin sangat signifikan dalam mempertahankan
keberadaan mereka, yang mempengaruhi degradasi dan mineralisasi
bahan organik. Actinomycetes laut dapat menghasilkan senyawa bioaktif
seperti antimikroba, antikanker, antivirus, aktivitas penghambatan
insektisida dan enzim. Sebagian besar perwakilan actinobacterial dapat

diisolasi dari pantai, pesisir perairan, sedimen dasar, ikan, moluska,

Lmput laut dan bakau (Manivasagan, et al., 2014).
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1.2 Spons

Spons adalah hewan dari phylum porifera yang hidup menetap dan
bersifat filter feeder. Spons memompa air keluar melalui tubuhnya dan
menyaring partikel sebagai bahan makanan (Hickman, et al., 2002).
Secara ekologi, spons merupakan salah satu penyusun pada ekosistem
laut, terutama pada ekosistem terumbu karang dan padang lamun yang
umumnya dijumpai di perairan tropik dan subtropik (Haris, 2013; Samawi
dkk., 2009). Spons memiliki karakteristik masing-masing tergantung genus
dan spesiesnya. Di dalam spons terdapat spikula yaitu sel penyusun
tubuh yang berbentuk seperti jarum. Dalam menentukan spesies suatu
spons diperlukan ukuran dan bentuk spikula (dikategorikan sebagai

megaskler dan mikroskler) (Gambar 3) (Likens, 2009).

Gambar 3. Sampel mikroskler dari berbagai spesies demospongie yang
menggambarkan keragaman bentuk spikula spons (Likens, 2009)

Spons (Porifera) merupakan salah satu hewan invertebrata yang

haranalkgragam yang dapat ditemukan di laut sekitar 8000 spesies (van

nd De Voogd, 2018). Menurut Reid (1968) sebagaimana yang
|

leh Jungblut, et al (2018) secara umum spons terdiri dari 3 kelas
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yaitu: Calcarea, Demospongiae, dan Hexactinellida (Gambar 4). Calcarea
atau spons berkapur hidup di laut dangkal dan menghasilkan kalsium
karbonat. Demospongiae merupakan kelas spons yang tersebar luas
sekitar 90% dari semua spesies spons. Dari epipelagik hingga zona
bathypelagik, mereka dapat hidup di air tawar dan lingkungan laut, dan
memiliki berbagai bentuk dan ukuran (van Soest and De Voogd, 2018)
Sedangkan, Hexactinellida atau spons kaca adalah spesies yang paling
tidak fleksibel. Mereka memiliki jaring amoebosit di mana sel-sel epidermis
berada di spons lain kelas. Sel-sel mereka diselingi dengan spikula kaca
yang menonjol di luar, yang membuatnya menjadi kelas yang sangat
kaku. Kelas biasanya ditemukan di daerah kutub dan kedalaman laut dari
zona pelagis abyssal. Ketiga kelas memiliki elemen kerangka keras yang
disebut spikula untuk mendukungnya tubuh. Spikula Calcarea
mengandung kalsium karbonat,sedangkan dua yang terakhir terdiri dari

silikon dioksida terhidrasi (Jungblut et al, 2018).

~

Calcarea Mesopelagic

’Y 12: 700 to 1.000m

Demospongiae &‘

ar 4. Lokasi tumbuh dari tiga kelas utama spons (Jungblut et al, 2018)
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Spons tidak seperti organisme multiseluler yang lebih kompleks,
spons tidak memiliki sistem saraf, pencernaan atau sirkulasi. Sebagai
gantinya, spons mengandalkan air yang mengalir melalui tubuh mereka
untuk memberi makan mereka dengan makanan dan oksigen sekaligus
membuang kotoran. Selain itu, mereka tidak menunjukkan simetri bilateral.
Sebaliknya, spons menunjukkan simetri radial, yang memungkinkan
efisiensi maksimal dalam aliran air di sekitar rongga tengah spons
(Jungblut et al, 2018).

[1.3 Antimikroba

Antimikroba adalah substansia yang digunakan untuk membunuh
atau menghambat pertumbuhan mikroba, beberapa antimikroba yang
dikenal dalam bidang farmasi antara lain antibiotika, antiseptika,
desinfekstasi, dan preservative. Antibiotik merupakan senyawa yang
dihasilkan oleh suatu mikroorganisme yang dapat menghambat atau
membunu mikroorganisme lain (Djide dan Sartini, 2008; Utami, 2011).

Mekanisme kerja Antimikroba (Djide dan Sartini, 2014)

1. Menghambat sintesis dinding sel bakteri atau menghambat aktivitas
enzim pembentukan dinding sel mikroorganisme. Contoh : penisilin,
sepalosporin, karapenem, vankomisin, dan monobaktam

2. Menghambat fungsi permeabilitas membran sel yang bekerja langsung

pada membran sel, yakni mempengaruhi permeabilitas dan

ebabkan keluarnya senyawa dari dalam sel mikroorganisme atau

bri. Contoh : Polimixin dan kolistin.
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3. Menghambat sintesis protein yang mempengaruhi fungsi ribosom 30S
dan 50S pada mikroorganisme. Contoh : Tetrasiklin, klormafenikol,
aminoglikosida, linkomisin, eritromisin, dan klindamisin.

4. Menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba. Contoh : rifampisin
yaitu dengan menghambat sintesis RNA polimerase dan kuinolon yang
menghambat topoisomerase. Kedua antibiotika tersebut bersifat
bakteriosida.

5. Menghambat enzim yang berperan dalam proses metaolisme folat.
Contoh : Trimetoprim dan sulfonamide. Kedua obat tersebut bersifat
bakteriostatik

II.4 Fase Pertumbuhan Mikroorganisme

Pertumbuhan mikroorganisme dibagi ke dalam beberapa fase

sebagai berikut (Djide dan Sartini, 2014).

1. Fase permulaan
Pada fase ini mikrooganisme melakukan penyesuaian diri
terhadap lingkungannya yang baru. Berbagai macam enzim dan zat-
zat perantara dibentuk, sehingga memungkinkan terjadinya
pertumbuhan lebih  lanjut. Pada fase ini pula sel-sel mulai
membesar, tetapi belum melakukan pembelahan sel
2. Fase pertumbuhan yang dipercepat

Pada fase ini mikroorganisme mulai melakukan pembelahan

, tetapi waktu generasinya masih panjang. Fase ini bersama
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dengan fase permulaan sering disebut “lag phase” atau “phase of
adjustment”.
3. Fase pertumbuhan logaritma

Pada fase pertumbuhan ini kecepatan pertumbuhan paling
cepat, waktu generasinya pendek dan konstan. Selama fase ini
metabolisme paling cepat dan pesat, jadi sintesa bahan sel sangat
cepat dan konstan. Keadaan tersebut berlangsung sampai salah
satu atau beberapa nutrien habis atau telah terjadi penimbunan
hasil-hasil metabolisme yang bersifat racun, sehingga menyebabkan
terhambatnya pertumbuhan mikroorganisme. Panjang pendeknya
waktu generasi pada fase ini sangat bergantung pada spesies
mikroorganisme, medium dan faktor lingkungan selama
pertumbuhan.

4. Fase pertumbuhan mulai terhambat

Pada fase ini pertumbuhan mulai terhambat, hal ini disebabkan
karena adanya pengurangan nutrien dan mulai terjadi penimbunan
hasil-hasil metabolisme yang bersifat racun, juga terjadi perubahan
lingkungan seperti pH dan lain-lain. Jika dilakukan penambahan
nutrien atau penetralan racun racun pada kondisi ini, maka fase
logaritma dapat diperpanjang.

5. Fase stasioner atau fase konstan

Pada fase ini terjadi penurunan kadar nutrien dan adanya

nimbunan zat-zat yang bersifat racun, sehingga kecepatan
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pertumbuhan dan perbanyakan mikroorganisme terhambat. Selain
itu, jumlah mikroorganisme yang mati semakin meningkat, sehingga
populasi mikroorganisme yang mati sama dengan yang hidup.
Ukuran sel pada fase ini lebih kecil karena sel tetap membelah
meskipun zat nutrisi sudah habis. Pada fase ini sel-sel lebih tahan
terhadap keadaan ekstrim seperti panas, dingin, radiasi dan bahan
kimia.
6. Fase kematian

Pada fase ini kecepatan kematian meningkat terus menerus
sedangkan kecepatan pembelahan menjadi nol. Setelah sampai ke
fase kematian logaritma kecepatan kematian mencapai maksimum.
Jumlah selnya menurun menurut deret ukur, tetapi penurunan jumlah
tersebut akan mencapai keadaan yang minimum (Djide dan Sartini,

2014).

lah bakteri
a.{flidap eri

LOG-‘O }um.L
1 =
i 4 @ .

yaktu (jam)

mbar 5. Fase Pertumbuhan Mikroorganisme (Djide dan Sartini, 2014).
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[1.5 Uji Aktivitas Antimikroba
Pengujian antimikroba dilakukan untuk mengevaluasi aktivitas
antimikroba secara in vitro dari ekstrak atau senyawa murni yang memiliki
potensi sebagai agen antimikroba. Metode pengujian antimikroba yang
adalah sebagai berikut (Balouiri et al., 2016) :
[1.5.1 Difusi
Pengujian antimikroba dengan metode difusi terbagi menjadi
beberapa cara yaitu sebagai berikut (Balouiri et al., 2016):
a. Metode difusi agar
Metode ini telah banyak digunakan di laboratorium mikrobiologi
klinis untuk pengujian rutin kerentanan suatu antimikroba. Kelebihan
dari metode pengujian ini adalah biaya rendah, pengerjaan yang
sederhana, @ kemampuan untuk  menguji  sejumlah  besar
mikroorganisme dan agen antimikroba, serta kemudahan untuk
menginterpretasikan hasil yang diperoleh. Namun, metode ini tidak
cocok digunakan untuk menentukan konsentrasi hambat minimum
(KHM) karena tidak diketahui secara pasti jumlah agen antimikroba
yang berdifusi pada medium agar. Metode ini juga tidak dapat
membedakan efek antara bakterisida dan bakteriostatik.
Pada metode ini digunakan pencadang atau disk, dengan prinsip

yaitu agen antimikroba yang terdapat pada disk akan berdifusi ke

n medium agar yang telah diinokulasikan mikroba uji dan akan
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menghambat pertumbuhan mikroba tersebut yang ditandai dengan
terbentuknya zona hambat (bening) disekitar disk/pencadang.
b. Metode gradient antimikroba (E-test)

Metode pengujian E-test merupakan teknik komersial dari
penentuan  konsentrasi hambat minimum (KHM) dengan
menggabungkan prinsip metode difusi dan dilusi. Hal tersebut
didasarkan pada kemungkinan terbentuknya gradien konsentrasi agen
antimikroba yang diuji dalam medium agar. Metode ini dapat
digunakan untuk menentukan nilai KHM dari antifungi, antibiotik, dan
antimikobakteri. Selain itu, dapat juga digunakan untuk menentukan
interaksi obat antara dua antimikroba. Sinergitas dari kedua obat
tersebut ditentukan oleh penurunan KHM setelah kombinasi zat
antimikroba. Kelebihan dari metode ini adalah sangat mudah
diterapkan, akan tetapi biaya dari strip E-test mahal sehingga metode
ini jarang digunakan.

c. Metode KLT-Bioautografi

Teknik ini menggabungkan kromatografi lapis tipis dengan
metode deteksi biologi dan kimia. Beberapa peneliti telah berhasil
menerapkan metode ini terhadap penyaringan ekstrak organik,
terutama ekstrak tumbuhan untuk diuji aktivitas antibakteri dan

antijamur. Metode ini terdiri atas tiga yaitu metode kontak, metode

itografi langsung, dan metode bioautografi pencelupan. Secara

uruhan KLT-bioautografi adalah teknik yang sederhana, efektif,
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dan tidak mahal untuk pemisahan campuran kompleks. Oleh karena
itu, metode ini dapat dilakukan baik di laboratorium canggih maupun
laboratorium kecil yang hanya memiliki akses peralatan minimum.
[1.5.2 Dilusi
Metode ini dilakukan dengan beberapa cara (Pratiwi, 2008).:
a. Metode dilusi cair
Cara yang dilakukan adalah dengan membuat seri pengenceran
antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uiji.
Larutan uji antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat jernih tanpa
adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai KHM. Larutan yang
ditetapkan sebagai KHM selanjutnya dikultur ulang pada media cair tanpa
penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba dan diinkubasi selama
18-24 jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah diinkubasi
ditetapkan sebagai KBM.
b. Metode dilusi padat
Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan
media padat (solid). Keuntungan metode ini adalah satu konsentrasi agen
antimikroba yang diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba

uji
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[1.6 Uraian Mikroba Uji

11.6.1 Escherichia coli

Kingdom : Prokaryote

Divisi : Gracilicutes

Kelas : Scotoacteria

Ordo : Eubacteriales

Famili : Enterobacteriaceae

Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli. (Brooks et al., 2013)

E.coli merupakan bakteri Gram negatif, berbentuk batang yang
termasuk dalam kelompok Enterobacteriaceae. E.coli mempunyai ukuran
dengan panjang 2,0-6,0 mikron dan lebar 1,1-1,5 mikron, tunggal atau
berpasangan dan bersifat non-motil atau motil dengan flagella peritrik.
E.coli dapat tumbuh pada suhu antara 10-40°C dengan suhu optimum
37°C. Pertumbuhan optimum pada pH 7,0-7,5 dan minimum pada pH 4,0
serta maksimum pada pH 9,0. Bakteri ini relatif sensitif terhadap panas
dan dapat diinaktifkan pada suhu pasteurisasi (Djide dan Sartini, 2008)

11.6.2 Staphylococcus aureus

Kingdom : Eubacteria
Divisi : Protophyta (schizophyta)
Kelas : Schyzomycetes
P _ iIngsa : Eubacteriales
PO
‘m mili : Micrococcaceae

f
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Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus (Shabrina dan Bani, 2012).

S.aureus merupakan bakeri gram positif yang berbentuk bola dengan
diameter 0,5 - 1,5 um tidak mempunyai alat gerak dan tidak tahan asam.
Pada tubuh biasanya terdapat pada kulit, saluran pernafasan bagian atas,
saluran air kemih, mulut, hidung, luka yang erinfeksi, selaput lendir dan
tempat-tempat lainnya (Shabrina dan Bani, 2012). Pertumbuhan paling
baik dalam kondisi aerobik. Kisaran suhu untuk pertumbuhan 10-45°C;
optimal 30-37°C. Pertumbuhan baik dalam medium yang mengandung
10% NaCl dan buruk pada 15% NacCl (Vos et al, 2009)

11.6.3 Bacillus subtilis

Kingdom : Procaryotae

Divisi : Bacteria

Kelas : Schizomycetes

Bangsa : Eubacteriales

Suku : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus subtilis (Vos et al, 2009)

B.subtilis termasuk bakteri gram negatif memiliki sel yang berbentuk
batang, lurus atau sedikit melengkung, tumbuh tunggal maupun

berpasangan, biasanya membentuk rantai sepanjang filamen. Diameter

— isar antara 0,4 hingga 1,8 ym dan panjang 0,9 hingga 10,0 ym
‘ “ﬁi!i
V al, 2009).
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11.6.3 Aspergillus niger

Kingdom : Fungi

Divisi : Mycota

Kelas : Plectinomycetes

Phylum : Ascomycota

Ordo : Eurotiales

Genus . Aspergillus

Spesies : Aspergillus niger (Gugnani, 2007)

Koloni jamur Aspergillus niger tumbuh dengan cepat (4,5 hingga 6,5
cm dalam 10 hari pada suhu kamar), rata, seringkali berkerut secara
radial, granular, awalnya berwarna putih hingga kuning, menjadi hitam
dengan krim atau kuning pucat. Kepala konidial besar (berdiameter 750
hingga 850 um) dan berwarna hitam, memancarkan, membelah menjadi
kolom-kolom seiring bertambahnya usia. Aspergillus niger memiliki spora
berbentuk conidiophores yang sangat panjang 1,5-3,0 mm, berdinding
tebal, halus dengan vesikel bulat atau bulat besar, 45-75 um. Phialides
biseriate yang menutupi seluruh permukaan vesikel. Konidia berwarna
cokelat, berdinding tebal, bulat atau subspheris, 2,5-10 ym dengan kutil
dan punggung bukit yang menonjol (Gugnani, 2007)

11.6.4 Candida albicans

Kingdom : Fungi
, _ ylum : Ascomycete
|FDF|
. Iss . Saccharomycetes
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Order . Saccharomycetales

Family : Saccharomycetaceae

Genus : Candida

Species : Candida albicans (Wilson, 2018)

Morfologi mikroskopis C. albicans memperlihatkan pseudohyphae
dengan cluster di sekitar blastokonidia bulat bersepta panjang berukuran
3-7x3-14 pm, tumbuh baik pada suhu 25-37°C (Mutiawati, 2016).
C.albicans adalah jamur yang merupakan bagian dari mikroflora manusia.
Biasanya ditemukan di area lembab dari tubuh manusia, seperti bagian
tubuh kulit, mulut, usus, dan vagina. Saat berada pada lingkungan
tertentu, maka C. albicans dapat berubah dari jamur yang tidak berbahaya
menjadi jamur berfilamen sehingga dapat mengakibatkan infeksi yang

dikenal sebagai kandidiasis (Camp et al, 2019).
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