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Artikel Penelitian

Uji Daya Hambat Isolat Actinomycetes sebagai Antibakteri
terhadap Pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 secara In Vitro

Saskia Arientika Wahyuningrum1, Meiskha Bahar?, Andri Pramesyanti Pramono®

Abstrak

Pneumonia merupakan infeksi parenkim paru yang disebabkan oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa yang
merupakan bakteri Gram negatif yang telah mengalami resistensi antibiotik. Actinomycetes merupakan bakteri Gram
positif penghasil metabolit sekunder yang memiliki kemampuan sebagai antimikroba. Tujuan: Mengidentifikasi
kemampuan isolat Actinomycetes dalam menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Metode: Sampel yang digunakan berasal dari tanah di Kebun Raya Bogor yang telah diremajakan pada media Strach
Casein Agar (SCA). Enam seri pengenceran 10™:10% 103 10™; 10°°; 10 isolat Actinomycetes akan digunakan untuk
melihat zona hambat pertumbuhan bakteri P.aeruginosa pada media Mueller Hinton Agar (MHA) dengan metode difusi
sumuran. Hasil: Waktu inkubasi efektif terjadi pada 24 jam sehingga didapatkan rerata diameter zona bening
sebesar 14.70 mm; 10.57 mm; 8.53 mm; 8.47 mm; 6.97 mm; dan 5.30 mm. Hasil uji One — Way Anova dengan nilai p
= 0.000 (p < 0.005) berarti ada perbedaan zona hambat pada setiap konsentrasi dalam menghambat pertumbuhan P.
aeruginosa ATCC 27853 pada waktu inkubasi 24 jam. Simpulan: Konsentrasi efektif isolat Actinomycetes yang
berpotensi sebagai antibakteri pada konsentrasi 10" dengan kekuatan daya hambat yang kuat.

Kata kunci: Actinomycetes, antibakteri, Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Pneumonia is a lung parenchymal infection caused by Pseudomonas aeruginosa.lt is Gram negative bacteria
that have developed antibiotic resistance. Actinomycetes are Gram-positive bacteria that produce secondary
metabolites which have the ability as antimicrobial. Objectives: To identified the ability of Actinomycetes isolates to
inhibit the growth of the bacterium Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The samples in this experiment were from
Kebun Raya Bogor that had been rejuvenated on Starch Casein Agar (SCA). Methods: Six dilution series 107 10%;
1 0'3; 10'4; 10'5; 10°® Actinomycetes isolates were used to observe the inhibition zone of P.aeruginosa growth on Mueller
Hinton Agar (MHA) media by diffusion method. Results: The effective incubation time occurred at 24 hours, and then it
resulted in the average clear zone diameter of 14.70 mm, 10.57 mm, 8.563 mm, 8.47 mm, 6.97 mm, and 5.30 mm. The
results of the One — Way Anova test with p-value = 0.000 (p < 0.005) showed some differences at each concentration
to inhibit the growth of P.aeruginosa ATCC 27853 at 24 hours incubation period. Conclusion: The most effective
concentration of Actinomycetes isolates that can potentially be antibacterial was the concentration of 10" with potential
solid inhibitory power.
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Indonesia pada tahun 2018 mencapai 2.0%, angka
tersebut meningkat 0.2% jika dibandingkan tahun
2013 yang berada pada 1.8%.2 Angka kematian global
akibat pneumonia berkisar 1.4 juta pertahun,
prevalensi terbesar terjadi pada anak — anak dan
orang tua di atas 75 tahun. Dari tiga tipe pneumonia,
pneumonia komunitas menyumbang angka kematian
terbesar di dunia. Penyebab utama dari pneumonia
komunitas adalah bakteri Gram negatif, yaitu
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, dan
Pseudomonas aeruginosa.3

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri
patogen Gram negatif disebut sebagai bakteri
nosokomial. Pengobatan untuk infeksi akibat P.
aeruginosa tidak dianjurkan dengan satu antibiotik
dikarenakan kecenderungan resistensi terhadap
antibiotik.* Menurut penelitian Rukmono dan Zuraida
(2016) mengenai  multiresisten  Pseudomonas
aeruginosa, resistensi terjadi pada antibiotik ampisilin
dan eritromisin.’ Resistensi juga terjadi pada antibiotik
amoksisilin dan eritromisin karena sama sekali tidak
ditemukan diameter zona bebas bakteri.®

Banyak penelitian yang menemukan bahwa
suatu mikroorganisme memiliki berbagai manfaat,
salah satunya dapat menghasilkan metabolit
sekunder. Metabolit sekunder dihasilkan oleh
Actinomycetes yang merupakan bakteri Gram positif
melalui proses daur hidupnya. Actinomycetes
terdistribusi sangat luas dan dapat hidup di tanah dan
di laut.” Salah satu genus Actinomycetes yang banyak
memproduksi metabolit sekunder adalah
Streptomyces yang memiliki manfaat sebagai
antibakteri.®

Bahar dan Zulfa (2018) meneliti isolat
Actinomycetes dari Kebun Raya Bogor yang
berpotensi menghambat bakteri E.coli karena memiliki
efek proteolitik dan amilolitik.® Menurut Pratiwi (2017),
Actinomycetes berpotensi menghambat pertumbuhan
bakteri Gram positif, yaitu Staphylococcus aureus."
Mubarak et al (2017) menemukan delapan isolat
Actinomycetes dari tanah Karst Taman Wisata
Bantimurung Maros Sulawesi Selatan dengan dua
isolat berpotensi menghambat pertumbuhan bakteri
P.aeruginosa, Staphylococcus aureus, dan

C.albicans.

Berdasarkan wuraian diatas, perlu adanya
penelitian tentang pemanfaatan metabolit sekunder
dari Actinomycetes sebagai antibakteri terhadap
Pseudomonas aeruginosa yang saat ini sudah
mengalami resistensi terhadap beberapa golongan
antibiotik. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui kemampuan isolat Actinomycetes dalam
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa

secara in vitro.

METODE

Jenis penelitian yang digunakan adalah studi
eksperimental dengan desain true experiment post-
test only control design. Penelitian telah dilakukan di
Laboratorium  Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Pembangunan Nasional Veteran Jakarta
dari Juli — September 2020.

Sampel yang digunakan adalah isolat
Actinomycetes yang diambil dari Kebun Raya Bogor
dan diisolasi di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Pembangunan Nasional
Veteran Jakarta.

Konsentrasi isolat Actinomycetes dibuat dalam 6
varian konsentrasi, yaitu 10'1; 10'2; 10'3; 10'4; 10'5; 10

dan bakteri uji Pseudomonas aeruginosa.

Alat:

Alat tulis, gelas ukur (Pyrex), tabung biakan
(Pyrex), rak tabung reaksi, alat pengaduk, autoclave,
bunsen, jangka sorong digital (Vernier), cawan petri
(Pyrex), bak pewarnaan, ose steril, spuit 1 ml
(Onemed), spuit 5 ml (Onemed), tabung uji, mikroskop
(Olympus), inkubator (Memmert), pipet, ring atau plat

silinder 6 mm, preparat, botol kaca, botol semprot, dan

pinset.
Bahan:

Media Mueller Hinton Agar (MHA), Media Strach
Casein  Agar (SCA), Isolat  Actinomycetes,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Antijamur
Nystatin, 0,5 ml BaCly, 99,5 ml H2SOs4, ungu kristal
karbol, NaCl 0.9%, cairan lugol, alkohol 96%, aquades
sebagai kontrol negatif, kloramfenikol sebagai kontrol

positif, masker medis, handscoen, tisu, dan korek api.
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Pembuatan Isolat Actinomycetes

Sampel diambil dari sediaan Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas  Kedokteran Universitas
Pembangunan Nasional Veteran Jakarta yang
sebelumnya telah ditanam pada media Strach Casein
Agar (SCA). Dilakukan peremajaan  dengan
memindahkan isolat ke media SCA baru yang telah
diencerkan dan diberikan nystatin. Inkubasi bakteri
dilakukan selama 14 hari pada suhu 37°C dalam
inkubator.

Inokulasikan biakan sebanyak 1 ose pada
tabung pertama dengan 9 ml aquadest untuk
memperoleh pengenceran pertama. Ambil 1 ml biakan
dari tabung sebelumnya kemudian campurkan pada
tabung yang sudah diisi dengan 9 ml aquadest,
lakukan sampai tabung ke-6. Konsentrasi yang
didapatkan melalui pengenceran bertingkat dimulai
dari 10™ sampai 10°°.

Penentuan konsentrasi didasarkan pada metode
pengenceran bertingkat untuk memperoleh biakan
yang lebih murni dengan kerapatan minimum. Jumlah
biakan isolat Actinomycetes yang terkandung pada
konsentrasi besar akan memiliki kerapatan yang tinggi
sehingga mampu memberikan efek antibakteri secara

maksimal.

Identifikasi Makroskopik dan Mikroskopik
Identifikasi makroskopik dilakukan dengan
pengamatan pada isolat Actinomycetes yang telah
ditanam pada media SCA selama 14 hari.
Identifikasi  mikroskopik  dilakukan dengan
metode pewarnaan Gram dengan mengamati bentuk,

susunan, warna, dan sifat dari isolat Actinomycetes.

Pembuatan Media 0.5 McFarland dan Mueller
Hinton Agar (MHA)

Campurkan 0.5 ml BaCl, dengan 99.5 ml H,SO4
pada tabung reaksi, lalu homogenkan. Suspensi 0,5
Mc. Farland merupakan suspensi standar yang
menunjukkan kekeruhan bakteri, baik bakteri uji
maupun isolat Actinomycetes.

Pembuatan media MHA dilakukan 2 kali, yaitu
seed layer dan base layer. Untuk pembuatan seed

layer, suspensikan 1 ml bakteri P.aeruginosa ke dalam

larutan agar, lalu homogenkan. Tuangkan ke atas
base layer dengan teknik pour plate.
Uji Daya Hambat Antibakteri

Metode yang digunakan adalah metode difusi
sumuran. Cawan petri dibagi menjadi 3 bagian sama
besar. Letakan plat silinder berdiameter 6 mm pada
setiap kuadran dari base layer media Mueller Hinton
Agar. Tuangkan media MHA secara pour plate untuk
seed layer. Cabut plat silinder jika media sudah
mengeras. Letakan isolat Actinomycetes sesuai
konsentrat pada seluruh Ilubang sumuran yang
terbentuk. Lakukan hal yang sama untuk kontrol positif
dan kontrol negatif. Inkubasi pada inkubator dengan
suhu 37°C. Amati zona bening pada cawan petri.

Kekuatan zona bening diklasifikasikan menurut
Davis & Stout, yaitu sangat kuat (zona bening >20
mm), kuat (zona bening 10-20 mm), sedang (zona

bening 5-10 mm), lemah (zona bening <5mm).12

Analisis Data

Analisis hasil penelitian menggunakan uji One —
Way Anova, dilanjutkan dengan uji Post Hoc
(Bonfferroni) untuk mengetahui perbedaan setiap

kelompok.13

HASIL
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan

didapatkan hasil sebagai berikut:

Tabel 1. Karakteristik isolat Actinomycetes

Morfologi Koloni (Makroskopik)

Bentuk Bulat seperti bubuk
Warna Putih keabu-abuan
Tepian Bergerigi dan meninggi
Permukaan Rata

Bau +

Morfologi Sel (Mikroskopik)
Pewarnaan Gram Bentuk: Batang
Susunan:
Tunggal/Berkelompok
Warna: Ungu
Sifat: Gram +

Metode: Pewarnaan Gram
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Pada Tabel 1 didapatkan hasil identifikasi secara
makroskopik untuk mengetahui koloni
Identifikasi

metode pewarnaan Gram untuk mengetahui morfologi

morfologi

Actinomycetes. mikroskopik  dengan

sel Actinomycetes.

Identifikasi makroskopik

Gambar 1. isolat
Actinomycetes (dokumentasi pribadi)
Gambar 2. Identifikas mikroskopik isolat

Actinomycetes (dokumentasi pribadi)

Tabel 2. Diameter Zona Hambat Isolat Actinomycetes
terhadap Pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 Waktu Inkubasi 24 Jam

memiliki kemampuan menghambat (0 mm). Isolat
Actinomycetes konsentrasi 10™ (14,70 mm) dan 1072
(10,57 mm) memiliki daya hambat kuat. Kelompok
isolat pada konsentrasi 107 (8,5 mm); 10 (8.5 mm);
10° (6.9 mm); dan 10°® (5.3 mm) berdaya hambat
sedang.

Tabel 3. Diameter zona hambat isolat Actinomycetes
terhadap pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 Waktu Inkubasi 48 Jam

Uji(mm) 107 107 10° 10* 10° 10° k+ k-
1 63 58 53 39 38 39 191 0
2 77 67 49 56 50 21 20,3 O
3 80 71 61 44 36 23 194 0
Rerata 73 65 54 46 41 28 196 O
Kekuatan S S L L L L K -
Hambat

Uji(mm) 107 10° 100 10 10 10" k+ k-
3 4 5 6

1 166 105 95 90 76 52 218 O

2 129 115 89 80 70 60 219 O

3 14,6 97 72 84 63 47 210 0

Rerata 147 106 85 85 69 53 215 0

Kekuatan K K S S S S SK -

Hambat

k+ = Kontrol Positif, k- = Kontrol Negatif, K = Kuat, S =
sedang, SK = Sangat Kuat

Pada Tabel 2 zona hambat terbesar dihasilkan
oleh kontrol positif kloramfenikol dengan daya hambat
sangat kuat (21,5 mm). Kontrol negatif aquades tidak

k+ = Kontrol Positif, k- = Kontrol Negatif, K = Kuat, S =

sedang, L = Lemah

Pada Tabel 3 terlihat zona hambat terbesar
dihasilkan oleh kontrol positif kloramfenikol dengan
daya hambat kuat (19,6 mm). Kontrol negatif aquades
tidak memiliki kemampuan menghambat. Isolat
Actinomycetes konsentrasi 10™ (7,3 mm) dan 10 (6,5
mm) memiliki daya hambat sedang. Kelompok isolat
pada konsentrasi 10° (5,4 mm); 10 (4,6 mm); 10°
(4,1 mm); dan 10® (2,8 mm) memiliki daya hambat

lemah.

PEMBAHASAN
Identifikasi
Actinomycetes dari spesies Streptomyces sp. dengan
bubuk,
berwarna putih keabu-abuan, permukaan rata, tepi

makroskopik  ditemukan isolat

gambaran koloni berbentuk bulat seperti
meninggi dan bergeri, berbau seperti tanah. Untuk
identifikasi mikroskopik ditemukan bentuk panjang,
berkelompok, berwarna ungu, dengan spora disekitar
isolat."

Diameter zona hambat yang diperoleh dari isolat
Actinomycetes konsentrasi 10”; 107%; 103 10 107
dan 10 pada waktu inkubasi 24 jam masing — masing
sebesar 14.70 mm; 10.57 mm; 8.53 mm; 8.47 mm;
6.97 mm; dan 5.20 mm. Untuk waktu inkubasi 48 jam,
diameter yang dihasilkan sebesar 7.33 mm; 6.53 mm;
543 mm; 4.63 mm; 4.13 mm; dan 2.77 mm.
Kemampuan isolat Actinomycetes dalam menghambat
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aktivitas mikroba pada waktu inkubasi 24 jam
cenderung kuat — sedang. Berbeda dengan waktu
inkubasi 48 jam yang cenderung sedang - lemah.
Pada penelitian ini, menunjukkan adanya penurunan
rata — rata dari besar diameter zona hambat yang
dihasilkan oleh setiap konsentrasi.

Diameter zona hambat yang dihasilkan dalam
penelitian dapat disebabkan karena memiliki bahan
orgnanik yang merupakan antibakteri, waktu inkubasi,

kerapatan mikroba uji,
15,16

konsentrasi yang
digunakan

Masa inkubasi 24 jam merupakan fase log
menuju fase stasioner, sedangkan waktu inkubasi 48
jam memungkinkan adanya pertumbuhan bakteri baru
disekitar zona hambat."”” Mikroba hanya dihambat
pada pajanan singkat oleh agen antimikroba. Semakin
lama masa inkubasi, maka semakin besar
kesempatan mutan resisten untuk muncul atau
semakin besar kesempatan bagi anggota yang tidak
sensitif  terhadap antimikroba untuk mulai
memperbanyak diri.*

Konsenstrasi isolat yang digunakan pada
penelitian dibuat dengan melakukan pengenceran
bertingkat sebanyak 6 kali. Hal ini dilakukan untuk
memperoleh kultur yang lebih murni dengan kerapatan
yang minimum. Semakin besar konsentrasi, jumlah
dari biakan yang dikultur akan semakin rapat serta
keragaman dari biakan akan semakin banyak.
Semakin kecil konsentrasi, zat aktif metabolit sekunder
lebih sedikit dikarenakan kerapatan dari isolat
Actinomycetes pun cenderung menurun.®

Pertumbuhan P.aeruginosa dapat dihambat oleh
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh genus
terbesar Actinomycetes, yaitu Sl‘reptomyces.19
Meknisme antibakteri secara umum ada 4, yaitu
inhibisi ~ sintesis asam nukleat, menghambat
pembentukan dinding sel, inhibisi sintesis protein, dan
mengganggu fungsi membran sel.?

Dinding sel P.aeruginosa tersusun atas
membran dalam dan luar. Membran luar berperan
sebagai barrier yang disokong oleh lipopolisakarda,
fosfolipid, dan porin yang permeabel sebagai jalur lalu
lintas nutrisi atau zat Kkecil Iainnya.21 Semakin
permeabel suatu porin, kemampuan untuk menyerap

senyawa menjadi lebih mudah, sehingga zat

antibakteri dapat masuk ke dalam sel.? Efek yang
ditimbulkan dapat terjadi perubahan pada permukan
sel, seperti penyusutan dan pengerutan dari dinding
sel.?

Penelitian ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Mubarak et al,
didapatkan 8 isolat Actinomycetes asal tanah Karst
Taman Wisata Bantimurung Maros Sulawesi Selatan,
didapatkan 6 isolat yang tumbuh secara baik dan 2
isolat lainnya mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, dan Candida albicans. Zona hambat yang
dan 7.39 untuk

P.aeruginosa, 7.69 mm untuk S.aureus, 9.03 mm

terbentuk sebesar 6.25 mm

untuk C.albicans. Dalam penelitian tersebut, media
yang digunakan adalah Strach Nirat Agar (SNA), untuk
uji aktivitas antibakteri menggunakan metode agar
block dengan umur isolat Actinomycetes berusia 7
hari."”

Berbeda dengan penelitian Mubarak et al yang
telah disebutkan sebelumnya, penulis menggunakan
metode difusi sumuran untuk menguji aktivitas
antibakteri. Sampel pada penelitian diambil dari tanah
di Kebun Raya Bogor. Perbedaan lain terlihat dari
mikroba uji, penelitian ini hanya menggunakan 1
mikroba uji yaitu P.aeruginosa. Media padat yang
digunakan dalam membiakan isolat Actinomycetes
adalah media SCA (Strach Cassein Agar). Serta hasil
dari penelitian ini memaparkan zona hambat secara
kualitatif dan kekuatan aktivitas antibakteri dari
konsentrasi terbesar sampai terkecil.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Kumalasari
et al, ditemukan 14 isolat Actinomycetes yang berasal
dari Kawasan Karst Bantimurung Sulawesi Selatan
dengan metode Kirby-Bauer dan mengujikan ke-14
isolat Actinomycetes pada bakteri uji. Isolat mampu
menghambat E.coli dengan diameter sebesar 12 mm,
P.aeruginosa dengan diameter sebesar 10 mm,
S.acetabutilicum dan A.flavus dengan diameter
masing - masing sebesar 10 mm dan 10.5 mm.?*

Sejalan dengan penelitian lainnya yang
dikatakan oleh Fatoni (2016), ditemukan 18 isolat rare
Actinomycetes dari material pasir pantai Baron
Penelitian ini

Gunung Kidul, Yogyakarta.

menggunakan metode agar blok dan didapatkan dua
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isolat dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Pseudomonas aeruginosa dengan diameter 8 mm dan
11.5 mm."®

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa isolat
Actinomycetes dari tanah di Kebun Raya Bogor dapat
menghambat aktivitas bakteri P.aeruginosa ATCC
27853. Dikarenakan keterbatasan waktu dan sumber
daya manusia, peneliti tidak melakukan kontrol
terhadap suhu dan kontaminasi udara sekitar
laboratorium.

Dari  penelitian ini, disarankan peneliti
selanjutnya dapat melakukan uji biomolekuler untuk
mengetahui  jenis isolat Actinomycetes serta
melakukan pengambilan senyawa bioaktif dari isolate

Actinomycetes yang bersifat antibakteri.

Gambar 3. Zona hambat yang dihasilkan isolat

Actinomycetes (dokumentasi pribadi)

SIMPULAN

Isolat Actinomycetes dari tanah Kebun Raya
Bogor memiliki kemampuan antibakteri. Hal ini dapat
dibuktikan dalam menghambat P.aeruginosa ATCC
27853 pada konsentrasi efektif 10" yang diukur secara
kualitatif pada waktu inkubasi 24 jam dan memiliki sifat

antibakteri yang kuat pada konsentrasi tersebut.
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