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ABSTRAK

Pseudomonas merupakan salah satu bakteri patogen opurtunistik yang menyerang
makhluk hidup khususnya manusia dengan sistem kekebalan yang lemah. Tujuan
penelitian ini adalah unutuk mengetahui ketahanan bakteri Pseudomonas terhadap
antibiotik dan mengetahui kekerabatan antar spesies Pseudomonas sp yang diisolasi dari
Perairan Laut Dumai menggunakan analisis 16S rRNA. Penelitian ini dimula dari bulan
Januari 2019 — Februari 2019. Dari hasil penelitian Ciprofloxacin paling sensitif dalam
menghambat pertumbuhan Pseudomonas dengan zona hambat terbesar 24,00 mm
sedangkan yang resisten Sterptomycin dengan zona hambat 8,5 mm dan Erythromycin
dengan zona hambat 4,7 mm. Setelah dilakukan analasis sekuensing DNA terhadap ke
tujuh isolat tersebut, diketahui isolat memiliki kekerabatan dengan bakteri Pseudomonas
dengan strain yang berbeda. Tingkat homolog isolat terssebut berkisar 86,01% — 93,01
%. lIsolat P7 FPK Dumai, P21 FPK Dumai, dan isolat P22 FPK Dumai identik dengan
Pseudomonas geniculate (89,69%, 93,01% dan 93,00%) sedangkan isolat P9 FPK
Dumai identik dengan P. aeruginosa (92,40%). Isolat P1 FPK Dumai identik dengan P.
stutzeri (86,16%). lIsolat P13 FPK Dumai identik dengan P. monteilii (86,01%)
sedangkan P20 FPK Dumai identik dengan P. fluorescens (89,70%) hal ini berarti isolat
P7 FPK Dumai, P9 FPK Dumai, P13 FPK Dumai, P20 FPK Dumai dan isolat P1 FPK
Dumai merupakan strain baru yang urutan basa dan nitrogennya belum masuk kedalam
database sekuen genbank. Sedangkan isolat P21 FPK Dumai dan isolat P22 FPK Dumai
mewakili identitas pada tingkat genus.
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ABSTRACT

Pseudomonas is one of the opportunistic pathogenic bacteria that attacks living things,
especially humans with a weak immune system. The purpose of this study was to find
out the resistance of Pseudomonas bacteria to antibiotics and find out the kinship
between Pseudomonas sp species isolated from Dumai Sea Waters using 16S rRNA
analysis. The study began from January 2019 - February 2019. From the results of the
study, Ciprofloxacin was the most sensitive in inhibiting the growth of Pseudomonas
with the largest inhibition zone of 24.00 mm while Sterptomycin resistant with an 8.5
mm inhibition zone and Erythromycin with a 4.7 mm inhibition zone. After analyzing
DNA sequencing of the seven isolates, it was found isolates had kinship with
Pseudomonas bacteria with different strains. The homologous level of the isolates
ranged from 86.01% - 93.01%. P7 Isolate FPK Dumai, P21 FPK Dumai, and P22 FPK
Dumai isolates were identical to Pseudomonas geniculate (89.69%, 93.01% and
93.00%) while P9 FPK Dumai isolates were identical to P. aeruginosa (92.40%) . P1
FPK Dumai isolates were identical to P. stutzeri (86.16%). P13 Isolate of Dumai FPK
were identical to P. monteilii (86.01%) while P20 FPK Dumai ware identical to P.
fluorescens (89.70%) this means that P7 FPK Dumai, P9 FPK Dumai, P13 FPK Dumai,
P20 FPK Dumai and P1 FPK Dumai isolate is a new strain whose sequence of bases and
nitrogen has not yet been entered into the genbank sequence database. While P21 FPK
Dumai and P22 FPK Dumai isolates represent identities at the genus level.
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PENDAHULUAN

Kawasan pesisir Dumai memiliki
aktivitas industri, perdagangan, dan
pelayaran. Perairan laut Kota Dumai
merupakan kawasan pesisir Riau yang
bertemu dengan perairan internasional
Selat Melaka, telah tercemar limbah
domestik dan industri. Hal ini
menimbulkan masalah lingkungan yang
cukup mengkhawatirkan akibat
pembuangan limbah, mulai dari limbah
industri hingga limbah rumah tangga.

Kegiatan industri, domestik, dan
kegiatan lain berdampak negatif terhadap
penurunan kualitas air serta memberikan
kontribusi terhadap konsentrasi senyawa
organik dan anorganik yang
mempengaruhi distribusi serta aktivitas
bakteri. Pencemaran limbah dalam suatu
perairan mempunyai hubungan dengan
jenis dan jumlah mikroorganisme dalam
perairan tersebut. Air buangan kota dan
desa yang berpenduduk padat tidak hanya
meningkatkan ~ pertumbuhan  bakteri
koliform, akan tetapi juga meningkatkan
jumlah bakteri patogen seperti
Salmonella, Shigella, Vibrio cholera, dan
Pseudomonas.

Pseudomonas merupakan patogen
opurtunistik yang menyerang makhluk
hidup khususnya manusia dengan sistem
kekebalan yang lemah. Dan beberapa
jenis  pseudomonas dijadikan bakteri
dalam  proses  bioremediasi  dan
Berdasarkan hal tersebut, penulis tertarik
untuk melakukan penelitian tentang
karakteristik genotip bakteri
Pseudomonas yang diisolasi dari perairan
laut dumai.

Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui ketahanan bakteri terhadap
antibitoik dan Mengetahui kekerabatan
antar spesies Pseudomonas sp Yyang

diisolasi dari Perairan Laut Dumai
menggunakan analisis 16S Rrna.

METODELOGI PENELITIAN
Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan
mulai dari bulan Januari 2019. Pemurnian
isolat Pseudomonas sp. dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Laut Jurusan
llmu Kelautan Fakultas Perikanan dan
Kelautan, sedangkan identifikasi bakteri
secara molekuler dilakukan di
Laboratorium Genetika Jurusan Biologi
Fakultas Matematika  dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Riau
Pekanbaru. Proses Sekuensing dianalisis
di PT. Genetika Science Indonesia Jakarta
Barat.

Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan
yaitu metode surveyi untuk
mengidentifikasi secara genotip dari
bakteri ~ Pseudomonas  sp.  tanpa
menggunakan perlakuan yang telah
diremajakan  dari isolat  peneliti
sebelumnya (Masdini, 2018) yang berasal
dai daerah Perairan Dumai, sedangkan
data sekunder di peroleh dari studi
pustaka dan di bandingkan dengan
literatur yang di sesuai dengan data
tersebut.

Data yang diperoleh dari hasil
isolasi, identifikasi, analisis dan disajikan
dalam bentuk tabel dan gambar. Data
kemudian dibahas secara diskriptif
berdasarkan literatur untuk diambil suatu
kesimpulan.



Isolasi Bakteri

Isolat bakteri yang berasal dari
isolat yang di simpan di dalam kulkas
Laboratorium Mikrobiologi Laut
Universitas Riau yang di dapatkan dari
tahap uji yang dilakukan sebelumnya
oleh salah satu mahasiswi yang bernama
(Masdini, 2018) di perairan Dumai

Dengan 5 stasiun yang berbeda
yaitu stasiun 1 berada di sekitaran
industri, stasiun 2 di ambil di daerah
sekitar pemukiman, stasiun 3 di ambil di
daerah pelabuhan, stasiun 4 di ambil di
daerah mangrove dan stasiun 5 di ambil
di daerah laut yang jauh dari aktivitas
manusia. Isolate tersebut di murnikan
kembali dengan menggunakan media
tumbuh PAB. Isolat bakteri diambil
menggunakan jarum ose. Bakteri tersebut
di goreskan pada media tumbuh, lalu
diinkubasi selama 24 - 48 jam dengan
suhu 27 - 30° C, Jika isolat bakteri
tumbuh, isolat disimpan di lemari
pendingin yang telah dibungkus cling
wrap untuk menghindari terjadinya
kontaminansi.

Uji Sensitivitas Bakteri

Hasil peremajaan isolat bakteri
tersebut, kemudian ditumbuhkan kembali
ke media cair yaitu dengan menggunakan
media NB. Media NB yang telah
dilakukan penanaman bakteri berubah
menjadi keruh setelah 24 jam. Media NB
yang telah keruh tersebut ditumbuhkan di
media NA (padat) dengan menggunakaan
metode sebar untuk diuji antibiotiknya.
Setelah itu, kertas cakram yang telah
direndam beberapa menit ke dalam 3
antibiotik di letakan ke dalam media NA
tersebut. Setelah 24 jam akan terbentuk
zona bening dan dapat dihitung dengan
menggunakan jangga sorong.

Kertas cakram tersebut memiliki
diameter 6 mm dan daya serap 0,02 ml.
kertas cakram tersebut di tetesi dengan 3
jenis antibiotik yang berbeda, yaitu
ciprofloxacin buatan pabrik Bayer dengan
kosentarsi 9 pL setelah di larutkan |,
erythromycin  buatan  pabrik  Abbot
dengan kosentrasi 15 pL setelah di
larutkan dan streptomycin setelah di
larutkan dibuat oleh PT. Meiji Indonesian
Pharmaceutical Industries dengan
konsentrasi 0.6 pL

Uji Molekuler

Dalam proses isolasi DNA ini
terbagi menjadi 5 proses yaitu perusakaan
jaringan, lysis, DNA bluinding, wash, dan
elution. Selanjutnya tahap amplifikasi
DNA dilakukan dengan menggunakan
polymerase chain reaction (PCR) 50 ul
dilakukan dengan menggunakan Primer
24 F -5- AGA GTT TGA TCC TGG
CT — 3’ dan 1541 R — 5° — AAG GAG
GTC ATC CAE CCG CA - 3’ dengan
cara template DNA diambil sebanyak 1 pl
dipindahkan ke dalam tabung berukuran
0,2 ml dan dimasukkan 49 ul master mix.
Tube dimasukkan ke dalam thermal
cycler. Proses pra-PCR dijalankan pada
suhu 95 °C selama 5 menit. Pada proses
amplifikasi, terbagi menjadi beberapa
tahap, yaitu sebagai berikut. Dennautrai,
annealing, ekstensi. Dan dilakukan proses
elektroforesis dengan gel agarose 1%.

Analisis Sekuen

Data yang diperoleh dari hasil
sequence dianalisis meggunakan teknik
BLAST vyaitu mencocokkan sequence
DNA bakteri yang ada di Gen Bank
melalui
websitehttp://www.ncbi.nih.nlm.gov/
dengan Aplikasi Mega 6 dan Bioedit.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Sensitivitas Bakteri

ciprofloxacin berkisar antara 15,7
— 24,0 mm. Diameter zona hambat isolat
bakteri terhadap erythtromycin berkisar
2,3 mm — 4,4 mm dan untuk diameter
zona bening streptomycin berkisar 5,2 -
8,56 mm. Diameter zona hambat isolat
bakteri yang tertinggi yaitu isolat P13
dengan rata rata 11,8 mm dan yang
terendah adalah P1 dengan nilai rata rata
7,9 mm.

Tabel 3. Rata — rata uji antagonis bakteri
terhadap antibiotik

Diameter Zona Hambat ( Mm)

Bakteri Uji Ciprofloaxin Erythromycin Streptomycin

Isolat R {mm) R (mm) R (mm)
Pl 15.7 28 5.2
P7 216 23 7.5
Ps 15.8 3.5 7.3

P13 226 44 8.5

P20 15,8 33 7.2

P21 18.8 4.7 7.6

P22 24 41 5.7

Analisis Sekuens

Berdasarkan hasil anilisis BLAST
dengan merujuk pada Gen Bank melalui
situs http://www.ncbi.nIm.nih.gov
menunjukkan bahwa isolat memiliki nilai
homologi sekitar 86.01% - 93.01 %
seperti pada (Tabel 4).

Tabel 4. Hasil BLAST
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Isolat P7 FPK Dumai, P21 FPK
Dumai, dan P22 FPK Dumai identik
dengan P. geniculate (89,69%, 93,01%
dan 93,00%). P. geniculate sering
diidentikkan dengan bakteri patogen
karena dalam beberapa kasus bakteri ini
dapat menyebabkan penyakit pada
inangnya dengan cara memanfaatkan
kerusakan pada mekanisme pertahanan
inang untuk memulai suatu infeksi.

Berdasarkan sifatnya tersebut
banyak dari bakteri ini digunakan dalam
bidang pertanian sebagai agen pengendali
penyakit pada tanaman. Menurut
Yosmaniar et al. (2017) berdasarkan uji
invitro aplikasi P. geniculate dapat

menghambat pertumbuhan M.
phaseoilina, Rhizoctonia solani dan
Fusarium oxysporum. Hal ini

menjelaskan bahwa bakteri P. geniculate
memiliki  sifat antibakteri terhadap
mikroba tertentu. Pseudomonas
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geniculate mampu mendegradasi nikotin
secara efisiesien.

Isolat P9 FPK Dumai identik dengan P.
aeruginosa  (92,40%). Pseudomonas
aeruginosa yang merupakan patogen
oportunistik penyebab infeksi akut kronis
pada subjek manusia yang memiliki
kecenderungan. Pseudomonas aeruginosa
adalah gammaproteobacterium yang ada
di mana-mana secara metabolik serba
guna yang tumbuh subur di tanah dan
habitat air dan menjajah permukaan
bernyawa tanaman, hewan, dan manusia.
P. aeruginosa dapat menyebabkan
beberapa infeksi pada manusia yang
bervariasi dari lokal ke sistemik dan dari
jinak ke yang mengancam jiwa Jeans et al
(2017).

Hal ini juga dikatakan oleh
(Matteo et al., 2018) Infeksi dengan
Pseudomonas aeruginosa telah menjadi
masalah nyata pada infeksi yang didapat
di rumah sakit, terutama pada pasien yang
sakit kritis dan immunocompromised.
Masalah utama yang menyebabkan angka
kematian yang tinggi terletak pada
penampilan jenis yang resistan terhadap
obat. Menurut (Aditi et al., 2017)
Pseudomonas  aeruginosa  dikaitkan
dengan penyakit parah dan penurunan
fungsi paru-paru yang cepat pada
bronkiektasis. Infeksi yang pernah terjadi
terbukti sulit disembuhkan, menyebabkan
kolonisasi kronis pada saluran udara.
Menurut (Rasyidia et al., 2016) P.
aeruginosa menimbulkan infeksi pada
luka bakar, meningitis, infeksi saluran
nafas, otitiseksterna ringan hingga
invasif, infeksi mata, bahkan sepsis pada
bayi. P. aeruginosa yang menimbulkan
infeksi pada luka dan Iluka bakar
menimbulkan nanah hijau kebiruan dan
bila bakteri tersebut masuk saat punksi
lumbal akan mengakibatkanmeningitis
pada penderita. Infeksi P. aeruginosa

juga dapat terjadi lewat pemasangan
kateter yang akan menyebabkan infeksi
saluran kemih dan melalui respirator yang
terkontaminasi sehingga mengakibatkan
pneumonia yang disertai nekrosis.

Isolat P1 FPK Dumai identik
dengan P. stutzeri (86,16%). Menurut
(Ahmet at al., 2018) Pseudomonas
stutzeri adalah bakteri gram negatif, ada
di mana-mana di lingkungan, dan juga
menyebabkan infeksi oportunistik pada
manusia. Sedangkan menurut (Bonares et
al., 2016) Infeksi yang disebabkan oleh
P. stutzeri jauh lebih jarang dan lebih
fatal daripada yang disebabkan oleh P.
aeruginosa. Infeksi P. stutzeri dapat
berupa paparan terhadap tanah dan air,
tetapi juga bahan yang terkontaminasi
dalam perawatan kesehatan.

Selain ~ berdampak  terhadap
manusia, bakteri ini sering dijadikan
bakteri yang membantu proses
bioremediasi menurut (Hasyimuddin et
al, 2016) bakteri ini dapat membantu
proses bioremediasi terhaap tumpahan
minyak karena Kemampuan bakteri
mendegradasikan minyak solar
disebabkan oleh bakteri menghasilkan
enzim yang mampu  memecahkan
senyawa organik kompleks menjadi
senyawa yang lebih sederhana.

Isolat P13 FPK Dumai identik
dengan P. monteilii (86,01%). Menurut
(Aditi et al., 2017) Pseudomonas spp
adalah  patogen  oportunistik  dan
nosokomial yang penting. Salah satu
spesies tersebut adalah Pseudomonas
monteilii (P. monteilii) . P. monteilii
adalah penyebab eksaserbasi
bronkiektasis pada pria HIV-negatif
berusia 30 tahun. Pasien dengan batuk
dengan produksi dahak dan dispnea saat
aktivitas. P. monteilii juga merupakan
patogen oportunistik, mungkin kurang
dilaporkan  karena kesulitan dalam



identifikasi. Hal ini juga dikatakan oleh
(varsha et al., 2018) Pseudomonas
monteilii (P. monteilii) adalah bakteri
gram  negatif,  berbentuk  batang,
nonsporing, motil, non-fermentasi milik
keluarga Pseudomonadaceae. Ini adalah
kontaminan lingkungan yang dikenal,
telah dilihat sebagai patogen oportunistik
yang muncul dan terkait erat dengan
Pseudomonas putida.

sedangkan isolat P20 FPK Dumai
identik dengan P. fluorescens (89,70%). )
P.  fluorescens  memiliki  potensi
menghambat R. solanacearum dengan
tipe antibiosis bakteriostatik. Salah satu
penyakit penting pada produksi tomat di
Indonesia adalah layu bakteri yang
disebabkan oleh Ralstonia solanacearum.
Namun menurut Sung et al. (2016)
bakteri P. fluorescens adalah bakteri
Gram-negatif yang ada secara luas di
tanah, air, tanaman, dan hewan. Dalam
budidaya, itu adalah patogen umum untuk
udang dan berbagai spesies ikan. Selain
itu, P. fluorescens juga dapat menginfeksi
manusia dan diketahui menyebabkan
wabah bakteremia.

Menurut Hagstrom et al. dalam
Feliatra et al. (2011) menyatakan bahwa
isolat yang mempunyai persamaan
homolog antara lebih dari 97% dapat
mewakili pada tingkat spesies yang sama.
93 — 97 % dapat mewakili identitas pada
tingkat genus, hal ini berarti isolat P7, P9,
P13, P20 dan Isolat P1 FPK Dumai
merupakan spesies baru yang urutan basa
dan nitrogennya belum masuk kedalam
database genbank. Sedangkan isolat P21
FPK Dumai dan P22 FPK Dumai
mewakili identitas pada tingkat genus.
Hal ini dikuatkan oleh Janda et al (2007)
menyatakan jika nilai homolog mendekati
100% dan 97% dapat dikonfrimasi
sebagai satu spesies yang sama tetapi
sebaliknya jika homologinya lebih kecil

dari 97% kemungkinan isolat tersebut
adalah spesies baru.

Hal ini berarti isolat P7 FPK
Dumai, P9 FPK Dumai, P13 FPK Dumai,
P20 FPK Dumai dan isolat P1 FPK
Dumai merupakan spesies baru yang
urutan basa dan nitrogennya belum masuk
kedalam database genbank. Sedangkan
isolat P21 FPK Dumai dan P22 FPK
Dumai mewakili identitas pada tingkat
genus.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan  penelitian  yang
dilakukan  ketiga  antibiotik  yang
digunakan memiliki sifat yang berbeda
dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Pseudomonas. Antibiotik yang paling
kuat  (sensitify dalam  menghambat
pertumbuhan  bakteri ~ Pseudomonas
adalah ciprofloxacin dengan zona hambat
terbesar adalah P22 dengan 24.00 mm
dan yang paling lemah (resisten) dalam
menghambat pertumbuhan erythromycin
dengan zona hambat terbesar adalah 4.7
mm dan antibiotik jenis streptomycin
dikatakan bersifat sedang (resisten) dalam
menghambat pertumbuhan bakteri
Pseudomonas dengan zona hambat
terbesar adalah 8.5 mm.

Hasil identifikasi dengan
menggunakan  analisis 16S rRNA
diketahui bahwa 7 isolat memiliki
kekerabatan dengan bakteri Pseudomonas
dengan homolog berkisar 86,01% — 93,01
%. Isolat P7 FPK Dumai, P21 FPK
Dumai, dan P22 FPK Dumai identik
dengan Pseudomonas geniculate
(89,69%, 93,01% dan 93,00%) Isolat P9
FPK Dumai identik dengan P. aeruginosa
(92,40%). Isolat P1 FPK Dumai identik
dengan P. stutzeri (86,16%). Isolat P13



FPK Dumai identik dengan P. monteilii
(86,01%) sedangkan isolat P20 FPK
Dumai identik dengan P. fluorescens
(89,70%) hal ini berarti isolat P7 FPK
Dumai, P9 FPK Dumai, P13 FPK Dumai,
P20 FPK Dumai dan isolat P1 FPK
Dumai merupakan spesies baru yang
urutan basa dan nitrogennya belum masuk
kedalam database genbank. Sedangkan
isolat P21 FPK Dumai dan P22 FPK
Dumai mewakili identitas pada tingkat
genus.

Saran

Pada peneliti selanjutnya
disarankan untuk mengetahui virulensi
bakteri Pseudomonas terhadap biota laut
yang berada di perairan tercemar
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