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Hambat

Salah satu tumbuhan yang berpotensi menghasilkan senyawa antibakteri ialah
nipah (Mypa fruticans). Tujuan dari penelitian ini ialah dengan memanfaatkan
bakteri endofit mempunyai senyawa bioaktif yang berkhasiat dan juga bersifat
antagonis untuk bakteri patogen yang berpotensi dalam alternatif pengobatan
antibiotik untuk menghindari kasus resistansi obat-obatan kimiawi dan mencegah
kasus resistansi antibiotik. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November
sampai dengan bulan Desember 2019 di Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan
Pertanian UNSYIAH dan Laboratorium Multifungsi UIN Ar-Raniry. Metode
yang digunakan dalam penelitian ini ialah dengan mengisolasi bakteri endofit
yang ada pada buah nipah dan dilanjutkan dengan metode Kirby bauer untuk
melihat aktivitas penghambatan bakteri endofit terhadap bakteri MDR
Escherichia coli, pada penelitian ini bakteri uji yang digunakan berupa MDR
Escherichia coli yang resisten terhadap 4 golongan antibiotik yaitu : cefotaxime,
tetracycline, amoxicyclin, dan Gentamicin. Hasil penelitian didapatkan 13 isolat
terpilih dari uji aktivitas penghambatan yaitu ada 3 kategori penghambatan :
lemah (YN2: 2mm, YNO: 2,25 mm dan YN17: Imm), sedang(YN10: 5,5 mm,
YNI12: 5,25 mm, YN15: 4 mm dan YNI19: 4,5 mm) dan kuat (YNS8: 7mm, YNI11:
2,25 mm, YNI13: 10,75 mm, YN16: 7 mm, YN18: 15,25 mm dan YN20: 11,75
mm) , dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat direkomendasikan sebagai
obat antimikroba baru dari bahan alam.



ABSTRACT
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One of the plants that has the potential to produce antibacterial compounds is
nipah (Nypa fruticans). The purpose of this study is to utilize endophytic bacteria
that have efficacious bioactive compounds and are also antagonistic to pathogenic
bacteria that have the potential in alternative treatments or antibiotics to avoid
cases of chemical drug resistance to prevent cases of antibiotic resistance. This
research was conducted from November to December 2019 at the Laboratory of
Agricultural Plant Diseases UNSYIAH and the Ar-Raniry UIN Multifunctional
Laboratory. The method used in this study is to isolate endophytic bacteria in
palm fruit and continued with Kirby Bauer method to see the inhibitory activity of
endophytic bacteria against MDR Escherichia coli, in this study the test bacteria
used were MDR Escherichia coli which are resistant to 4 groups. antibiotics
namely: cefotaxime, tetracycline, amoxicyclin, and gentamicin. The results
obtained 13 isolates selected from the inhibitory activity test that there are 3
categories of inhibition: weak (YN2: 2mm, YN9: 2.25 mm and YN17: 1mm),
moderate (YN10: 5.5 mm, YN12: 5.25 mm, YN15: 4 mm and YN19: 4,5 mm)
and strong (YN8: 7mm, YN11: 2.25 mm, YNI13: 10.75 mm, YN16: 7 mm, YNI18:
15.25 mm and YN20: 11.75 mm), from the results of research that has been done
can be recommended as a new antimicrobial drug from natural ingredients.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif yang hidup dan
berkembang di usus manusia dan hewan. Infeksi E. coli sangat mudah menyebar
dari satu orang ke orang lainnya. Disamping itu transmisi E. coli dari makanan ke
manusia juga dapat menyebabkan terjadinya penyebaran E. coli yang berasal dari
hewan ternak yang dikonsumsi oleh manusia istilah lainnya yaitu (food borne
disease) (Sartika et al., 2005). E. coli yang menginfeksi manusia dapat
menyebabkan infeksi saluran kemih, meningitis, dan penyakit pada
gastroinstenstinal (Mada et a/., 2016). Semakin tinggi tingkat kontaminasi bakteri
E. coli maka peluang tinggi pula untuk kehadiran bakteri patogen lainnya.

Beberapa cara yang sering dilakukan untuk menanggulangi penyakit yang
disebabkan oleh kontaminasi E. coli ialah dengan pemberian obat-obatan, salah
satunya berupa jenis antibiotik. Tujuan pemberian antibiotik adalah untuk
membunuh dan menghambat pertumbuhan organisme patogen tersebut (Hilda dan
Berliana, 2015). Akan tetapi pemberian antibiotik mengakibatkan dua efek yang
secara bersamaan yaitu: di satu sisi antibiotik dapat membunuh bakteri patogen
penyebab infeksi namun di sisi lainnya juga dapat berpotensi menyebabkan
timbulnya bakteri yang resistan (tahan terhadap antibiotik). Resistansi antibiotik
bisa disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya : ketidakpatuhan minum obat
dan bersifat tidak berkelanjutan serta penggunaan obat yang memiliki nilai mutu

rendah.



Permasalahan lainnya adalah timbul dan berkembangnya strain bakteri
patogen yang bersifat Multi Drug Resistant (MDR) (Delianis, 2011). (MDR) pada
E. coli didefinisikan sebagai suatu keadaan ketika bakteri ini resistan terhadap
lebih dari tiga jenis antibiotik. Beberapa penelitian menyebutkan bahwa bakteri E.
coli resistan terhadap Ceftriaxone, Doxycycline, Levofloxacin, dan ciprofloxacin
(Ariyani dan Sari, 2018). Resistansi lainnya juga dilaporkan yaitu pada tetrasiklin
dan streptomisin (29,7%) (Tadesse, 2012). Kurangnya pengetahuan masyarakat
tentang bahaya dan juga efek dari bakteri ini maka akan mengakibatkan
kurangnya kesadaran untuk mendeteksi dan mengambil langkah-langkah
pencegahan terhadap bakteri tersebut (Oksfriani, 2018). Penelitian lain di China
terkait pola resistansi juga diketahui bahwa sifat resisten E. coli terhadap
antibiotik amplisilin sebesar 99,5%, selain itu juga isolat lokal feses sapi yang
menjadi salah satu agen perantara untuk manusia menunjukkan 40% resisten
terhadap antibiotik septriakson dan antibiotika amoksisilin (wayan, 2014).

Untuk mengurangi tingginya tingkat resistansi tersebut, alternatif yang bisa
dilakukan adalah dengan memanfaatkan senyawa yang terkandung dalam suatu
jenis tumbuhan untuk menekan pertumbuhan bakteri yang bersifat patogen (Siti,
2018). Satu potensi sumber daya buah-buahan famili arecaceae yang ada di Aceh,
yang berpotensi untuk dijadikan sebagai sumber antibakteri adalah Nipah (Nypa
fruticans) (Mulyadi et al., 2013). Imra dan Desniar (2016) mengungkapkan bahwa
tumbuhan nipah (Nypa fruticans) memiliki kemampuan mengeluarkan zat
antibakteri. Bakteri endofit mempunyai senyawa bioaktif yang berkhasiat,
sebagaimana tanaman inangnya mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,

steroid, terpenoid, saponin, dan polifenol, senyawa ini bersifat antagonis untuk



bakteri patogen Ada dua jenis aktivitas pada antibakteri yaitu bakteriostatik dan
bakterisidal istilah bakteriostatik ialah suatu keadaan dimana target antibiotik
masih bersifat sementara yang sebutan lainnya masih bersifat reversible,
sedangkan target dari bakterisidal ialah sifat antibiotik yang bersifat membunuh
dan menetap dengan sebutan irreversible (Zuraida et al., 2017).

Kemampuan antibakteri dapat dibedakan berdasarkan mekanisme kerja zat
antibakteri tersebut, seperti dalam menghambat pertumbuhan dinding sel bakteri
patogen, zat antibakteri dapat memberikan efektivitas perubahan permeabilitas
membran sel serta menghambat pengangkutan yang bekerja aktif melalui
membran sel. Beberapa penelitian terkait keberadaan bakteri endofit dalam buah
telah dilakukan oleh Indrawati et al., (2019) yang memperoleh hasil bakteri
endofit asal buah Cermai (Phyllantus acidus) memiliki aktivitas antibakteri yang
mampu menghambat pertumbuhan Escherichia coli sebesar 12,3 mm dam 13,3
mm. pada penelitian lainnya juga ditemukan 7 isolat bakteri endofit yang
potensial yang diisolasi dari akar dan daun tumbuhan Arecaceae diantaranya
tumbuhan Pejibaye (Bactris gasipaes), Kelapa Kopyor (Cocos nucifera), Kelapa
Sawit (Elaeis guinensis), Aren (Arenga pinnata) dan Nibung (Oncosperma
filamentosa) menunjukkan kemampuan penghambatan terhadap cendawan
patogen Pestalotiopsis sp. (Deden et al., 2017). Berdasarkan hasil dari penelitian
di Universitas Sriwijaya, ekstrak daun dan ekstrak buah nipah (N. fruticans)
konsentrasi hambat maksimum dari E. coli sebesar 12 mm (Herni et al., 2016).
Penelitian lainnya juga menyebutkan aktivitas antibakteri yang terbentuk dari

ekstrak daun nipah terhadap Vibrio sp. sebesar 8,75 mm (Imra et al., 2016).



Berbeda dari ekstraksi, isolasi bakteri endofit masih sangat minim dilakukan
(Strobel, 2003).

Berdasarkan latar belakang diatas didapati informasi yang bahwa bakteri
endofit memiliki kemampuan menghambat bakteri patogen, dapat diaplikasikan
sebagai potensi pengobatan. Pengetahuan tentang berbagai pemanfaatan obat
sangat perlu diteliti lebih lanjut untuk meminimalisir tingkat konsumsi obat-obat
kimiawi secara berlebihan dalam hal ini peneliti tertarik untuk melakukan
pemanfaatan biodiversitas mikroorganisme yang berada dalam jaringan
tumbuhan, salah satunya pemanfaatan bakteri endofit sebagai antibakteri dari
buah nipah (N. fruticans) guna menghambat pertumbuhan bakteri golongan strain
Multi Drug Resistant (MDR) E. coli untuk penanganan kasus resistansi, dan
aktivitas dan daya hambat dari bakteri endofit tersebut.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah penulis kemukakan diatas,

maka permasalahan yang dikaji dalam penelitian adalah :

1. Apakah terdapat bakteri endofit pada buah nipah (N. fruticans)?

2. Berapa potensi zona hambat yang terbentuk dari aktivitas bakteri endofit
asal buah nipah (N. fruticans) terhadap Strain Multi Drug Resistant
(MDR) E. coli?

1.3 Tujuan Penelitian

Sesuai dengan permasalahan yang telah diuraikan di atas, maka penelitian ini

bertujuan sebagai berikut :

1. Untuk memperoleh isolat bakteri endofit dari buah nipah (N. fruticans).



2. Untuk mengetahui potensi dan zona hambat yang terbentuk dari bakteri

asal buah nipah (N. fruticans) terhadap Strain Multi Drug Resistant

(MDR) E. coli.

1.4 Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan yang telah diuraikan di atas, maka penelitian ini

bermanfaat sebagai berikut :

1.

2.

Menambah koleksi keanekaragaman isolat bakteri endofit.

Mendalami pengetahuan mengenai aktivitas, kemampuan antibakteri dan
zona hambat yang terbentuk dari bakteri asal buah nipah (N. fruticans)
terhadap Multi Drug Resistant (MDR) E. coli.

Memberikan informasi awal tentang beberapa potensi kekayaan hayati
lokal daging buah pada bidang kesehatan.

Memberikan bagaimana gambaran interaksi mikroba yang bekerja dalam
jaringan tumbuhan.

Informasi alternatif penggunaan agen hayati bakteri endofit buah nipah (V.

fruticans) dalam penanganan masalah resistansi.

1.5 Penjelasan Istilah

1. Bakteri Endofit

Bakteri endofit ialah bakteri yang hidup didalam jaringan tumbuhan

inang tanpa menyebabkan efek dan gejala penyakit bagi tumbuhan inangnya.

Bakteri endofit merupakan simbiosis mutualisme antara bakteri endofit dengan

tanaman inangnya. Rekombinasi genetik dari tanaman inang dan endofit dapat

menghasilkan flavonoid, fenol, quinon, alkaloida, steroid, dan lain-lain yang

berasal dari tanaman inangnya (Leonita, 2015).



2. Resistansi antibiotik
Resistansi antibiotik merupakan suatu keadaan dimana suatu antibiotik
sudah resisten dan hilangnya efektivitas obat atau senyawa kimia atau bahan
lainnya yang digunakan untuk mengobati suatu infeksi dikarenakan penggunaan
antibiotik yang tidak rasional.
3. Bakteri Multidrug Resistant (MDR)
Bakteri MDR 1ialah bakteri yang memiliki kekebalan dan mampu
bertahan terhadap lebih dari 2 jenis antibiotik (Pringgenis ef al., 2015).
4. Buah Nipah (Nypa fruticans)
Buah nipah (Nypa fruticans) merupakan jenis tumbuhan tropis yang dapat
hidup dengan suhu minimum 20°C dan hidup membentuk komunitas murni

didaerah rawa atau air payau. Tumbuhan ini berasal dari famili arecaceae.
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LANDASAN TEORITIS

2.1 Nipah (Nypa fruticans)
2.1.1 Klasifikasi Nipah (Nypa fruticans)

Hutan mangrove merupakan salah satu contoh sumber daya alam yang
sangat berpotensi untuk dipelajari dan dimanfaatkan lebih lanjut sebagai upaya
mendukung ketahanan pangan. Nipah adalah tumbuhan mangrove berbentuk
seperti tumbuhan suku palem yang umumnya tumbuh di lingkungan hutan dan
juga di daerah perairan payau atau daerah pasang surut. Nipah salah satu
tumbuhan tropis yang mampu hidup di lingkungan asin atau pesisir. Rimpang
nipah mampu terendam dalam jangka waktu yang sangat lama. Oleh karena
kondisi seperti itulah ekosistem nipah banyak dijumpai di perairan pesisir
Indonesia. Hutan nipah diperkirakan seluas 4.237.000 ha (Dinas kehutanan, 2012)
di seluruh Indonesia.

Tumbuhan nipah memiliki kandungan serat 56%, 17,5% protein dan 0,7%
lemak. Menurut penelitian (Lestari et al, 2016) menyatakan bahwa golongan
metabolit sekuder yang terdapat pada ekstrak kasar dari daun nipah memiliki
aktivitas penghambatan bakteri Gram positif dan negatif. Fraksi etil asetat dan n-
heksana memiliki daya hambat yang paling baik diantara fraksi lainnya dengan

zona hambat 20 mm.



Gambar 2.1 Buah Nipah (Nypa fruticans) (Hesti, 2016)

Klasifikasi tumbuhan nipah menurut Siregar (2010):

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Nypa

Spesies  : Nypa fruticans Wurmb

2.1.2 Morfologi Nipah (Nypa fruticans)

Nipah memiliki perakaran yang serabut dan menjalar, kulit tangkai,
batang yang pendek, terdapat empular atau gabus. Bunga nipah berwarna jingga
kuning. Buah nipah memiliki bentuk gepeng berwarna coklat dan isian dalamnya
berbentuk bulat bewarna bening bila masih muda dan akan menjadi putih ketika
sudah tua (Imra et al., 2016).

Menurut (Sudarto 1990, dalam Khalil dan Hidayat 2006) bentuk dari
tandan nipah dibagi menjadi 4 kelompok yaitu : buah masih dalam bentuk putik,
ukurannya sebesar kelereng, yang kedua buah muda yang masih aktif dalam

pembentukan cadangan makanan berupa gula yang terdapat didalam bakal buah,

yang ketiga buah yang sudah matang yang memiliki ciri bewarna putih seperti



agar, biasanya dimanfaatkan sebagai pembuatan kolang-kaling dan yang ke empat
buah tua, buah tua memiliki ciri bewarna coklat tua sampai coklat kehitaman pada
bagian dalam buah ini terdapat daging buah (mesocarp) mengandung banyak pati
dan gula. Beberapa morfologi Nipah dapat diamati dalam tabel 2.1 di bawah ini :

Tabel 2.1 Morfologi Nipah (Nypa fruticans)

Morfologi Nipah Keterangan

Pohon Nipah

Sumber foto : Theo et al., (2010)

Daun Nipah

Sumber foto : Theo ef al., (2010)

Bunga Nipah

Sumber foto : Theo et al., (2010)




Buah Nipah Muda
Sumber foto: Dokumentasi

Pribadi (2019)

Buah Nipah Tua

Sumber foto : Dokumentasi
pribadi (2019)

10
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2.1.3 Pemanfaatan Nipah dan Senyawa Yang Terkandung Pada Buah Nipah
(Nypa fruticans)

Buah nipah sering dimanfaatkan sebagai bahan obat-obatan tradisional
seperti obat diabetes, sakit perut, dan sebagai obat penurun panas (Irmayeni,
2010). Penelitian (Rosidah et al., 2018) Arang dari akar nipah dimanfaatkan
warga Kalimantan sebagai obat sakit gigi, pemanfaatan buah nipah sebagai bahan
baku pembuatan selai (Fauzi dan Usman, 2017), buah nipah tua sebagi pakan
ternak (Khalil dan Hidayat, 2006) sirup nipah (Nurhadini ef al, 2019), tepung
ternak (Heriyanto ef al.,, 2011), bioethanol (Arindya, 2018) obat sinusitis (Bayu,
2009), tepung buah nipah mempunyai bobot kapasitas pengikat kolesterol (Taufiq
et al., 2018) Senyawa kimia yang dimiliki oleh nipah (Nypa fruticans) ialah
polifenol, tannin, alkaloid sebagai antioksidan vitamin C (Ika et al., 2013).

Menurut penelitian (Heriyanto, 2011) menyatakan bahwa ada 12 jenis
asam amino yang tidak dapat diproduksi oleh tubuh manusia dari 12 jenis itu
nipah mengandung 9 jenis asam amino esensial diantaranya yaitu : Lysin,
Histidin, Valin, Threonin, Phenil alanin, Methionin, Leusin, Arginin, Iso-leusin.
Subiandono ef al., mengemukakan bahwa nilai Kandungan karbohidrat pada buah
nipah sebesar 56,4 g/ 100g dan kandungan gula pada buah nipah sebesar 27,2
2/100g dan kandungan Vitamin C yang dimiliki buah nipah sebesar 0,60 g/100g.
2.2 Bakteri Endofit

Menurut (Rondon et al, 1999) dalam Erwayuni (2011) menyatakan
adanya kesulitan penemuan metabolit yang bersumber dari tumbuhan baru oleh
karena itu dilakukan pengalihan ke metabolit mikroba dapat diisolasi dari

berbagai sumber seperti tumbuhan tingkat tinggi, tanah, serasah,
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tumbuhan/binatang laut. Kekayaan dan keanekaragaman variasi dari jenis
genetika mikroba salah satu sumber daya yang sangat melimpah dapat memenuhi
kebutuhan manusia dalam berbagai bidang seperti kesehatan, pertanian, dll.
Mikroba endofit merupakan jenis mikroba yang mempunyai siklus hidup
mengkolonisasi pada berbagai tumbuhan yang sehat (Tan dan Zou, 2001).

Bakteri endofit ialah mikroba yang dapat ditemukan dalam jaringan
tumbuhan bersifat tidak patogen, diasumsikan dalam setiap tumbuhan dapat
menghasilkan beberapa mikroba endofit. Menurut Strobel (2003) terdapat 300.000
spesies tumbuhan yang dapat ditempati oleh mikroba endofit, namun masih
minimnya penelitian dan pembelajaran yang menghasilkan aspek biologi yang
dapat dimanfaatkan oleh manusia bernilai positif.

Mikroba endofit dapat berasosiasi didalam jaringan tanaman. Mikroba
endofit ini bersifat simbiosis mutualisme dengan inangnya. Selain itu juga
mikroba endofit mempunyai potensi senyawa bioaktif penghasil senyawa
metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan sama seperti inangnya yang dapat
langsung diisolasi dari tanamanya baik itu akar, batang, daun dan buahnya tanpa
harus melakukan proses ekstraksi (Yuliana ef al., 2012).

2.3 Resistansi Antibiotik

Antibiotik merupakan salah satu jenis obat yang menghambat bakteri
penyebab infeksi bakteri patogen. Antibiotik bermanfaat untuk agen
antimikroba/bakteri, antibiotik pertama sekali digunakan pada tahun 1940, dikenal
sebagai suatu zat dan senyawa alami yang dihasilkan oleh mikroorganisme

digunakan sebagai agen antibakteri. Walaupun manfaat dari antibiotik dikenal
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mampu melawan pertumbuhan bakteri patogen, penggunaannya yang melebihi
kapasitas berkontribusi terjadinya kasus resistansi (Anindya, 2016).

Antibiotik dibedakan menjadi 2 jenis yaitu: 1) antibiotik yang bekerja
secara luas (Brood spectrum) adalah jenis agen antibiotik yang bekerja
menghambat pertumbuhan dan mampu mematikan bakteri golongan Gram positif
maupun bakteri Gram negatif contoh antibiotik ini ialah: carbapenem,
kloramfenikol, sefalosporin, ampisilin, tetrasiklin dan lain-lain. 2) antibiotik yang
bekerja secara sempit (Narrow spectrum) adalah jenis antibiotik yang hanya
mampu menghambat beberapa jenis bakteri saja, contoh antibiotik ini ialah:
penisilin, neomisin, streptomisin, dan basitrasin.

Resistansi antibiotik adalah salah satu masalah yang sangat perlu
mendapat tindakan khusus karena dapat menyebabkan kegagalan pada tahapan
terapi dengan antibiotik. Segala cara sudah banyak diuji coba untuk
menindaklanjuti masalah ini namun belum ada yang mampu bekerja secara
maksimal dan tuntas. Efek dari penggunaan berbagai antibiotik dapat
mengakibatkan munculnya strain dari bakteri yang bersifat resisten lebih dari 3
jenis antibiotik (Multiple Drug Resistant).

Penggunaan antibiotik secara berlebihan dapat menyebabkan peningkatan
dari kemampuan bakteri tetap bertahan dan berkembang. Kasus resistansi ini
menjadi masalah yang harus ditindak lanjuti dalam dunia kesehatan. Masalah
resistansi meningkat dikarenakan juga tidak adanya penemuan antibiotik yang
sepadan sesuai dengan kebutuhan paseien yang terkena infeksi dari berbagai
bakteri patogen. Penggunaan antibiotik yang tidak teratur dan tidak rutin sesuai

jadwal dapat meningkatkan kasus resistansi. Dampak negatif yang ditimbulkan
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akibat dari resistansi ialah terjadinya morbiditas dan mortalitas pada penderita
(Mulia, 2015). Hal lainnya juga diketahui yaitu penggunaan antibiotik yang tidak
bijak beserta dengan penerapan kewaspadaan standar yang tidak benar pada
fasilitas dan pelayanan kesehatan adalah salah satu faktor terciptanya kuman
resistansi. Wilayah Indonesia banyak ditemukan kasus penggunaan antibiotik
yang tidak sesuai dan pemakaian antibiotik melebihi kadar yang telah ditetapkan
(Agustina, 2015).

Bakteri dan mikroba patogen yang kebal dan dapat hidup walau diberi lebih
dari 3 jenis antibiotik (Antimicrobacterial Resistance) atau beberapa jenis
antibiotika tertentu (Multiple Drug Resistance) dapat menyebabkan kesulitan
dalam tahapan terapi pengobatan. Apabila tidak ada penangangan terhadap kasus
resistansi ini maka dapat menimbulkan meningkatkan kasus infeksi dari berbagai
penyakit (Eka, 2012).

Mekanisme timbulnya resistansi ialah dapat berefek dari jenis bakteri itu
sendiri baik dari golongan bakteri Gram negatif dan bakteri gram Positif. Ada
beberapa mekanisme dari resistansi yaitu: mekanisme dengan cara penutupan
celah/penutupan pori (loss of porins) tepatnya pada dinding sel bakteri yang
menyerang, mengakibatkan turunnya jumlah obat yang dapat melintasi membran
sel bakteri tersebut. Hal lainnya juga termasuk kedalam mekanismenya ialah
dalam peningkatan produksi betalaktamase didalam periplasmik sel yang dapat
merusak struktur betalaktam. Efeknya aktivitas pada pompa keluaran (Efflux
pump) mengalami peningkatan pada transmembran yang menyebabkan bakteri
membawa obat keluar dari sel yang kondisinya belum memberikan efek kepada

sel tersebut. Mekanisme lainnya yaitu terjadi modifikasi berbagai enzim-enzim
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yang dapat mengakibatkan antibiotik tidak mampu berinteraksi dengan tempat
sesuai target.

Terjadinya mutasi target sehingga dapat terjadi penghambatan
bergabungnya antibiotik dengan tempat aksi target. Mutasi ribosomal dan
mutasinya menyebabkan terjadi pencegahan pergabungan antar antibiotik yang
menghambat sintesis protein pada bakteri yang menginfeksi sel. Mekanisme
dengan cara langsung terhadap metabolik yang merupakan salah satu enzim
digunakan sebagai alternatif fungsinya untuk melintasi dan efek penghambat suatu
antibiotik. Mutasi lipolisakarida yang biasanya terjadi pada jenis antibiotik
polimiksin yang dapat berefek tidak dapat berikatan dengan target bakteri patogen
(Eka, 2012).

2.4 Bakteri Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli
2.4.1 Pengertian Bakteri Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli

Bakteri Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli merupakan
beberapa kelompok strain bakteri yang mempunyai tingkat kekebalan terhadap
lebih dari 3 antibiotik. Salah satu bakteri MDR yang sering ditemui ialah E. coli.
E. coli 1alah salah satu kelompok bakteri gram negatif anggota coliform fekal yang
sering mencemari makanan, minuman, dll. Bakteri E. coli juga salah satu bakteri
golongan patogen yang sering menginfeksi manusia. Semenjak adanya strain
resisten antibiotik dari E. coli terjadi peningkatan kebutuhan senyawa antibakteri
yang mampu menanggulangi bakteri tersebut (Oedjijono et al., 2017).

E. coli merupakan bakteri yang tergolong bakteri Gram negatif enterik
(Enterobactericeae) yaitu bakteri jenis mikroflora yang terdapat didalam usus

besar manusia. Sifat patogenitas bakteri ini apabila berada diluar usus, E. coli
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merupakan salah satu bakteri yang dapat menyebabkan diare di Indonesia.
Menurut Departemen Kesehatan Republik Indonesia (DEPKES RI) menyatakan
data kematian bayi dan juga anak dibawah umur selain dari radang paru-paru ialah

diare.

2.4.2 Klasifikasi Escherichia coli

Gambar 2.2 Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli
(Barry N.K, 2016)

Klasifikasi Escherichia coli menurut Barry N.K( 2016):

Kingdom : Procaryotae

Divisi : Gracilicutes
Kelas : Scotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Famili : Euterobactericea

Genus  : Eacherichia
Spesies : Escherichia coli
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Gambar 2.3 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Escherichia coli
(Pommerville, 2014)
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E. coli berbentuk batang dengan ukuran 1,1 — 1,5 pm — 2,0 - 6,0 um,
terbagi atas 2 diplo yaitu: monobasil dan diplobasil, pada beberapa strain E. coli
memiliki bentuk seperti kapsul. Bakteri ini dapat hidup dan berkembang pada
suhu 37°C dengan pH 4,4- 9. Bakteri E. coli yang dapat menyebabkan diare dapat
tertular dari berbagai cara salah satunya dengan cara kontaminan melalui air dan
makanan ataupun kontak langsung dengan hewan dan orang (Oksfriani, 2018).
Terdapat beberapa strain E. coli yang menginfeksi sistem pencernaan dan
gangguan pada sistem pencernaan yaitu strain EAEC (Entero Agregative
Escherichia coli), strain EIEC (Enteroinvasive Escherichia coli), strain EPEC
(Enteropathogenic Escherichia coli), strain DAEC (Diffuse Adherent Escherichia
coli), strain ETEC (Enterotoxigenic Escherichia coli), dan strain EHEC
(Enterohemorragic Escherichia coli).

E. coli mempunyai dinding sel yang tersusun dari membran luar,
peptidoglikan dan membran dalam, struktur yang lebih kompleks dibandingkan
dengan bakteri golongan positif. Membran luar terdiri atas lipid, protein, dan
liposakarida. E. coli merupakan bakteri kelompok bakteri Gram negatif yang
bersifat anaerob fakultatif dan tidak dapat membentuk spora, bakteri E. coli ini
dapat hidup pada berbagai jenis substrat dengan cara melakukan fermentasi yang
bersifat anaerobik menghasilkan asam laktat (Whittham ez al., 2011).

Ada beberapa jenis strain E. coli yang mendapat kemampuan virulensi
pada tahapan evolusi yang membantu menginfeksi pada inang E. coli, patogen ini
dapat mengakibatkan bermacam gangguan pada intenstinal dan gangguan saluran
kemih, pada beberapa negara berkembang E. coli adalah salah satu patogen yang

menyebabkan diare, seperti ETEC, EIEC dan EPEC. Baru-baru ini ditemukan 2
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jenis strain E. coli lagi yaitu : EAEC dan EHEC. 3 jenis antigen dari E. coli yaitu
antigen H, antigen K, antigen O. Salah satu antigen yang berhubungan langsung
dengan manusia ialah antigen O yang mana merupakan inti dari lipopolisakarida
dan polisakarida yang spesifik ditemukan pada penyakit diare (Coombes, 2011).
2.5 Pengujian Aktivitas Penghambatan

Pengujian aktivitas penghambatan dapat dilakukan dengan pengujian
aktivitas antibakteri metode yang dapat dilakukan yaitu dengan metode difusi.
Penjelasam dari metode Disc diffusion test atau uji difusi disk yaitu dengan
mengukur diameter zona bening (clear zone) tujuannya untuk mengetahui adanya
respon yang menghambat bakteri tumbuh pada media dapat dikarenakan suatu
senyawa ataupun pengujian dengan metode ekstraksi juga dengan pengujian
bakteri endofit. Ketentuan dan syarat jumlah Dbakteri untuk uji
kepekaan/sensitivitas yaitu 10°- 108 CFU/mL (Hermawan et al., 2007).

Pengujian meggunakan metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu:
metode lubang/sumuran, metode cakram kertas dan metode silinder. Salah satunya
metode kertas cakram, yaitu dilakukan dengan melakukan uji aktivitas
pengukuran zona hambat yang tebentuk pada agar padat yang telah diinokulasi
dan ditumbuhi dengan bakteri. Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri
diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan atau zona bening yang
terbentuk diarea sekeliling kertas cakram tersebut (Kusmayati dan Agustini,
2007). Sedangkan menurut Pratiwi (2008) dalam Atikah (2013) metode difusi
terbagi menjadi beberapa metode, yaitu:

2.5.1 Metode Difusi
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Metode difusi merupakan cara pengukuran dan pengamatan diameter zona
bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram, dilakukan pengukuran setelah
diinkubasi selama 18-24 jam dan pengukuran tersebut menggunakan jangka
sorong (Khairani, 2009 dalam Sari, et al., 2013). Metode ini terbagi menjadi 5
yaitu:

a. Metode disc diffusion atau metode Kirby Bauer
b. Metode E-Test

c. Ditch plste technique

d. Cup-plate technique

e. Gradient-plate technique

2. Perhitungan Aktivitas Penghambatan

Perhitungan aktivitas zona hambat yang terbentuk pada sekitar kertas

cakram menggunakan rumus (Pratiwi, 2008):

Keterangan:
a = diameter kertas cakram (6 mm)
b= diameter zona hambat yang terbentuk (mm)
c= daerah yang ditumbuhi bakteri

dl + d2 X
F

Keterangan:

d1: diameter vertikal
d2: diameter horizontal
X: kertas cakram
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Pengujian aktivitas penghambatan dilakukan perbandingan kriteria
sesuai dengan Tabel 2.2 (Ahmad et al., 2006) dibawah ini :

Tabel 2.2 Kriteria Aktivitas Penghambatan

Tabel Kriteria Aktivitas Penghambatan

Diameter Zona Penghambatan  Respon Aktivitas Penghambatan

> 6 mm Kuat

3-6 mm Sedang

0-3 mm Lemah
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November sampai dengan bulan
Desember 2019. Isolasi awal bakteri endofit dilakukan di Laboratorium Ilmu
Penyakit Tumbuhan Pertanian, Universitas Syiah Kuala. Isolasi ulangan,
Pemurnian, karakterisasi dan tahapan pengujian aktivitas zona hambat dilakukan
di Laboratorium Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry.

Tabel 3.1 Jadwal penelitian yang dilaksanakan

Aktivitas November Desember

1 2 3 1 2 3 4

1. | Penyiapan Awal Media Dan Isolasi
Bakteri Endofit Pemurnian Bakteri
Endofit Beserta Karakterisasinya

3. | Pemurnian Bakteri Escherichia coli
MDR

Pengujian Aktivitas Zona Hambat

Pewarnaan Isolat Yang Terpilih

6. | Analisis Pengolahan Dan Penyusunan
Data

3.2 Objek Penelitian
Objek pada penelitian ini adalah bakteri endofit yang diisolasi dari buah
nipah asal Gampong Pande, Kecamatan Kuta raja.
3.3 Instrumen Penelitian
3.3.1 Alat penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, batang
pengaduk, cawan petri, tabung reaksi, fortex, pisau, erlenmeyer, gelas ukur,

inkubator, jangka sorong, Laminar Air Flow (LAF), penggaris, ose bulat,
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bunsen, oven, pinset, tabung reaksi, mikropipet, tip, pipet tetes, jangka
sorong, skalpel, dan timbngan analitik.
3.3.2 Bahan penelitian

Bahan yang digunakan adalah,media MHA (Mueller Hinton Agar), media
NA (Nutrient Agar), Buah nipah (Nypa fruticans), alkohol 70%, kristal violet,
safranin, iodin, larutan natrium hipoklorit (NaOCl) 2%, kertas saring, aluminium
foil, cakram kosong, akuades, isolat bakteri Escherichia coli strain Multi Drug
resistant (MDR), kertas wrap, kapas, cutton buds steril, media pertumbuhan Eosin
Methylen Blue Agar (EMBA), dan Nutrient Broth (NB).
3.4 Teknik Pengumpulan Data

3.4.1 Prosedur kerja

1. Isolasi dan Pemurnian Bakteri endofit dari Buah Nipah (Nypa

fruticans)

Buah nipah (Nypa fruticans) dicuci bersih dengan dengan air mengalir,
setelah itu daging buahnya dipotong-potong dengan ukuran 1x1 cm. selanjutnya
disterilisasi dengan alkohol 70% selama 1 menit. Kemudian dibilas dengan
NaOCI (Natrium Hipoklorit) selama 30 detik. Setelah itu dibilas menggunakan
akuades steril sebanyak tiga kali dengan volume 2 ml per bilasannya untuk proses
sterilisasi permukaannya. Setelah itu diinkubasi dalam suhu 28°C selama 24 jam.
Bakteri yang tumbuh diamati dipermukaan media. Untuk pemurnian dan seleksi
ini menggunakan media NA. Koloni bakteri digoreskan dengan ose dan
diinokulasikan ke media NA dengan cara metode streak atau metode zig-zag
setelah itu dilakukan inkubasi selama 24 jam dalam suhu 28°C. Setelah itu

dilakukan tahapan pengamatan koloni yang tumbuh terpisah. Apabila dari hasil
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pemurnian didapatkan koloni yang seragam maka penelitian akan dilanjutkan
dengan pemindahan langsung ke media baru. Namun apabila dari pemurnian di
dapati hasil koloni yang tidak seragam dan sama dari segi koloni yang tumbuh
(Shinta et al., 2015) dengan modifikasi.

2. Karakterisasi Bakteri Endofit Buah Nipah (Nypa Fruticans)

Pengamatan bakteri hasil inkubasi dilakukan berdasarkan dengan
perbedaan morfologi koloni yang bakteri yang tumbuh tersebut contohnya
seperti koloni dominan, perbedaan bentuk dari bakteri dan warna dari koloninya
(Maithili et al., 2014). Diamati juga bentuk, ukuran, warna, elevasi dan tepi dari
koloni bakteri tersebut.

3. Penyegaran isolat pengujian Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli
Sampel murni Multi Drug Resistant (MDR) Escherichia coli didapati
dari hasil komunikasi langsung dengan Diannita Harahap, setelah itu
diinokulasikan kembali dan digoreskan pada media Eosin Methylen Blue Agar
(EMBA) dan Mac Conkey agar untuk diamati bentuk morfologi
pertumbuhannya. Pertumbuhan koloni yang terpisah dan berwarna hijau metalik
di media EMBA dan merah muda di Mac Conkey merupakan isolat murni dari
E. coli. Isolat kultur murni MDR E. coli juga ditumbuhkan pada media Eosin
Methylen Blue Agar (EMBA) miring untuk digunakan sebagai sediaan kultur
stok bakteri uji (Wahyu et al., 2018).
4. Pengujian Penghambatan Bakteri Endofit Terhadap Bakteri MDR
Escherichia coli
Isolat bakteri murni MDR E. coli diperoleh dari komunikasi langsung

dengan (Diannita Harahap, 2019) yang mana bakteri ini sudah diujikan dengan
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Rapid One test dan resisten terhadap 4 golongan antibiotik yaitu : cefotaxime,
tetracycline, amoxicyclin, dan Gentamicin. Isolat murni E. coli MDR
disuspensikan kedalam media NaCl 0,8% sebanyak 2 ose lalu difortex. diamati
kekeruhannya dengan perbandingan dengan larutan MC farland 0,5. Sampel uji
Multi Drug Resistant (MDR) E. coli disubkulturkan ke dalam media Mueller
Hinton Agar (MHA). Uji antagonis bakteri endofit dilakukan dengan menerapkan
metode Kirby-bauer. Setelah itu diteteskan sebanyak 10 puL suspensi bakteri
endofit pada kertas cakram steril. Kertas cakram berisi suspensi bakteri ke dalam
cawan petri steril hingga suspensi meresap untuk mencegah rembesan berlebihan
pada media perumbuhan. Selanjutnya kertas cakram diletakkan dalam cawan petri
berisi media MHA yang telah disubkulturkan E. coli MDR dan diinkubasi pada
suhu 32 °C selama 24-48 jam. Kontrol positif menggunakan kloramfenikol 10 pL
(1000 ppm). Setelah tahapan inkubasi dilakukan pengamatan dengan pengukuran
zona bening yang terbentuk pada cawan petri. Kemudian diukur zona hambat
yang terbentuk diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan mm dengan
menggunakan rumus (Warbung ez al., 2014) dengan modifikasi.
5. Pewarnaan Morfologi Sel Isolat Bakteri Endofit yang Memiliki Potensi
dalam Penghambatan
Tahapan ini dilakukan dengan melanjutkan pengujian dengan isolat
yang terpilih dari hasil uji antagonis aktivitas antibakteri yang memiliki zona
hambat tertinggi dalam menghambat MDR E. coli, tahapan identifikasi yang

dilakukan dengan pengamatan morfologi sel yaitu dengan proses pewarnaan Gram
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3.4 Teknik Analisis Data
Data hasil pengamatan dianalisis secara deskriptif kuantitatif dengan
memperhatikan pengukuran indeks zona hambat yang ditandai dengan

terbentuknya pertumbuhan bakteri endofit pada sekitaran kertas cakram.
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4.1.1 Isolasi Bakteri Endofit dari Buah Nipah (Nypa fruticans)
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Pada penelitian ini diperoleh 34 isolat bakteri endofit asal buah nipah

(Nypa Fructicans) Adapun Karakteristik dari tiap isolat dapat dilihat pada tabel

4.1.1

Tabel 4.1.1 Hasil Karakterisasi Morfologi Koloni Bakteri Endofit

Karakterisasi Morfologi Koloni Bakteri Endofit

No E (())1(:1 i Ukuran Warna Elevasi Bentuk Tepi

L YNI1 Besar Krem Datar Tidak beraturan Rata

2. YN2 Sedang Kuning Cembung Bundar Rata

3. YN3 Titik Putih Timbul Bundar Bergelombang
4. YN4 Besar Krem Timbul Tidak beraturan  Bergelombang
3. YNS Besar Krem Timbul Bundar Rata

6. YN6 Sedang Putih Datar Poros Rata

7. YN7 Besar Krem Datar Berserabut Berlekuk

8. YN8 Besar Krem Timbul Berserabut Bergelombang
9. YNO9 Besar Krem Datar Tidak beraturan  Bergelombang
10 yN10 Besar Krem Cembung Tidak beraturan  Bergelombang
L yNt Besar Krem Tonjolan Rimpang Bergelombang
12 yN12 Besar Krem Datar Tidak beraturan = Bergelombang
13. yNI13 Besar Krem Timbul Tidak beraturan Bergerigi
14.  YN14 Besar Krem Tonjolan Tidak beraturan  Bergelombang
15.  YNI5 Besar Krem Datar Tidak beraturan Berlekuk
16.  yN16 Sedang Bening Tonjolan Poros Rata

7. yN17 Sedang Putih Cembung Rimpang Rata

18 yN18 Besar Krem Datar Rimpang Bergerigi
9 yN19 Sedang Krem Datar Poros Rata
20 yN20 Besar Putih Tonjolan Tidak beraturan Berlekuk
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21, YN21 Sedang Putih Cembung Bundar Rata

22, yN22 Besar Bening Datar Tidak beraturan  Bergelombang
23, yN23 Besar Krem bening Cembung Tidak beraturan  Bergelombang
24 yN24 Besar Krem Tonjolan Poros Rata

25, yN2s Sedang Putih Tonjolan Tidak beraturan  Bergelombang
26.  yN26 Besar Krem Tonjolan Rimpang Bergelombang
27 yN27 Besar Putih Cembung Tidak beraturan Rata

28 yN28 Besar Putih Tonjolan Tidak beraturan  Bergelombang
29 yN29 Besar Putih Cembung  Tidak beraturan  Bergelombang
30 yN30 Besar Putih Timbul Poros Bergelombang
31 YN31 Besar kekﬁil ?E?gan Cembung Tidak beraturan  Bergelombang
32 yN32 Besar Putih Datar Tidak beraturan ~ Bergelombang
3. yN33 Besar Bening Tonjolan Berserabut Bergelombang
34 yN34 Besar Putih Cembung Poros Bergerigi

Keterangan : YN: Yuni Nipah

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh 34 isolat

bakteri endofit yang berasal dari daging buah nipah (Nypa fruticans). Tiap isolat
diberi kode : YN1, YN2, YN3, YN4, YNS, YN6, YN7, YN8, YNO, sd YN34.
Setelah dilakukan karakterisasi dapat diketahui bahwa, isolat-isolat tersebut
memiliki 6 jenis variasi warna. Isolat yang bewarna putih sebanyak 12 isolat,
isolat yang berwarna Krem 13 isolat. Didapatkan juga isolat yang bewarna kuning
dengan yaitu isolat YN2, isolat YN33, YN22, dan YN16 berwarna bening. Isolat
YN23 bewarna krem bening dan isolat YN31 bewarna krem kekuningan.

Elevasi yang terlihat dari isolasi bakteri mempunyai keragaman yaitu
elevasi datar pada isolat YNI, YN6, YN7, YN9, YNI2, YNI5, YNIS,
YNI19,YN22, dan YN32. Elevasi cembung terlihat pada isolat YN34, YN3I,

YN29, YN27, YN23, YN21, YN17, YN10, YN2. Terdapat juga elevasi koloni

yang berbentuk tonjolan pada isolat YN11, YN14, YN16, YN20, YN24, YN25,
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YN26, YN27, YN28, dan YN33. Isolat YN3, YN4, YNS5, YN8, YN13, dan YN30
mempunyai ciri elevasi timbul. Berdasarkan hasil penelitian morfologi koloni
yang didapatkan bervariasi dengan karakteristik yang berbeda yaitu pada isolat
YNI1, YN4, YNS, YN7, YN8, YNO, YN10, YN11, YNI12, YNI13, YNI14, YNIS5,
YNI18, YN20, YN23, YN24, YN26, YN27, YN28, YN29, YN30, YN31, YN32,
YN33, isolat ini berukuran besar. Isolat YN2, YN6, YN16, YN17, YN19, YN25,
YN21 berukuran sedang dan isolat YN3 berukuran titik-titik atau koloninya juga
disebut dengan pinpoint/punctiform.

Bentuk koloni isolat yang didapatkan juga berbebeda-beda, isolat YNI,
YN4, YN9, YN10, YN12, YN13, YNI14, YNI15, YN20, YN22, YN23, YN25,
YN27, YN28, YN29, YN31, YN32 berbentuk tidak beraturan. Isolat YN6, YN19,
YN24, YN30, YN34 berbentuk poros, koloni yang berbentuk bundar terlihat pada
isolat YN2, YN3, YNS5, YN21. Bentuk isolat berupa rimpang terdapat pada isolat
YNI11, YN17, YNI8, dan YN26. Morfologi koloni yang bentuknya berserabut
terlihat jelas pada isolat YN7, YN8, YN33. Morfologi yang dapat diamati lainnya
juga ialah dengan melihat tepian yang ada pada koloni yang tumbuh. Berdasarkan
hasil isolasi diperoleh hasil isolat yang memiliki ciri tepian koloni rata pada isolat
YNI, YN2, YNS, YN6, YN16, YN17, YN19, YN21, YN24, dan YN27. Tepian
bergelombang pada isolat YN3, YN4, YN8, YN9, YN10, YNI11, YNI12, YNI14,
YN22, YN23, YN25, YN26, YN28, YN29, YN30, YN31, YN32, dan YN33.
Koloni yang memliki tepi bergerigi YN13, YN18, YN34. Tepian koloni isolat

YN20 dan YN15 memiliki ciri berlekuk.
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4.1.2 Pengujian Aktivitas Penghambatan Bakteri Endofit Terhadap Bakteri

MDR Escherichia coli

Pengujian Aktivitas penghambatan dilakukan dengan menggunakan

metode kirby bauer hasil yang diperoleh dapat dilihat pada tabel 4.1.2

Tabel 4.1.2 Hasil Pengujian Aktivitas Penghambatan

Isolat Terpilih Hasil Pengujian Aktivitas Penghambatan

Diameter Zona

No. Kode Difr:::t::aé?)na bening I'((.)ntrol Kriteria
Isolat Positif penghambatan
Penghambatan (kloramfenicol)

1. YN2 2 mm 8 mm Lemah
2. YN8 7 mm 8 mm Kuat
3. YNO9 2,25 mm 8 mm Lemah
4. YNI10 5,5 mm 8 mm Sedang
5. YNI11 8,5 mm 8 mm Kuat
6. YNI12 5,25 mm 8 mm Sedang
7. YNI13 10,75 mm 8 mm Kuat
8. YNI15 4 mm 8 mm Sedang
9. YN16 7 mm 8 mm Kuat
10.  YNI17 1 mm 8 mm Lemah
11. YNIS8 15,25 mm 8 mm Kuat
12.  YNI9 4,5 mm 8 mm Sedang
13. YN20 11,75 mm 8 mm Kuat

Keterangan : YN: Yuni Nipah

Sebanyak 13 isolat terpilih yang mampu menghambat pertumbuhan MDR

Escherichia coli dengan 3 jenis kriteria penghambatan yaitu

kategori

penghambatan sedang ada 4 isolat: YN10, YN12, YNI15, dan YNI19. Isolat yang

mempunyai aktivitas penghambatan kuat sebanyak 5 isolat : YN8, YNI11, YN13,

YNI16, YN18, dan YN20. Isolat dengan kriteria penghambatan lemah sebanyak 3

isolat yaitu isolat YN2, YNO dan YN17. Aktivitas zona hambat dapat dilihat pada

gambar 4.1:
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ap: aktivitas penghambatan

kp: kontrol positif

Gambar 4.1 Aktivitas zona penghambatan

4.1.2 Uji Pewarnaan Terhadap Bakteri Terpilih yang Memiliki
Aktivitas Penghambatan
Selain proses identifikasi bakteri dengan tahapan karakterisasi

morfologi koloni, tahapan yang perlu dilakukan selanjutnya ialah pewarnaan sel
sehingga koloni bakterinya dapat dibedakan dengan jenis warna yang mampu
diikat oleh sel bakteri tersebut. Hasil dari proses pewarnaan dapat dilihat pada

gambar 4.2:
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Gambar 4.2 Hasil Pewarnaan Gram Isolat Terpilih
Berdasarkan gambar 4.2 dapat diketahui bahwa isolat yang dilakukan
pewarnaan Gram dapat mengikat warna-warna tertentu. Golongan bakterinya
dapat dibedakan menjadi 2 golongan yaitu: Gram posif dan Gram negatif. Bentuk
morfologi sel bakteri yang didapatkan terbagi atas 2 yaitu: coccus, dan basil Isolat
yang bewarna biru/ungu ialah bakteri Gram negatif dan yang bewarna
merah/merah muda ialah bakteri Gram positif. Isolat YN2, YN8, YN9, YNI11I,

YNI13, YNI15, YN16, YN17, YNI18, YN19 dan YN20 bewarna merah dan
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berbentuk bulat (coccus). YN10 berbentuk basil dan bewarna biru termasuk
kedalam Gram negatif. Isolat YN12 bewarna merah dan bentuknya basil.

4.2 Pembahasan

Salah satu upaya pemanfaatan sumber daya alam yang alam yang alami
ialah sebagai sumber makanan dan obat-obatan. Nipah (Nypa fruticans) memiliki
senyawa yang potensial untuk antioksidan dan antibakteri (Imra et al., 2016).
Pemanfaatan antibakteri dengan cara ekstraksi dinilai mengakibatkan kelangkaan.
Efektivitas pemanfaatan yang dilakukan lainnya ialah memanfaatkan kandungan
senyawa bioaktif dalam bentuk steroid yang berasal dari tumbuhan (Strobel,
2007).

Proses isolasi diawali dengan melakukan sterilisasi permukaan, hal ini
bertujuan untuk menghilangkan mikroba epifit yang terdapat pada permukaan
daging buah, sehingga dapat dipastikan yang tumbuh pada media pertumbuhan itu
benar bakteri endofit yang ada didalam jaringan daging buah. Adanya potensi
bakteri -endofit didalam suatu jaringan tumbuhan dapat dilihat dengan
pertumbuhan bakteri pada media tumbuh dalam masa inkubasi 24-48 jam. Hasil
inkubasi bakteri langsung dilakukan pemurnian agar benar-benar terhindar dari
tumbuhnya bakteri kontaminan (Jawetz et al., 2013) dalam (Moca et al., 2018)
hasil dari penelitian ini diperoleh 34 isolat dilakukan proses karakterisasi koloni
pada tabel 4.1, Karakteristik morfologi koloni bakteri dikelompokkan berdasarkan
jenis warna, ukuran, elevasi, bentuk, dan tepian koloni (Elvi et al., 2019).
Penelitian yang telah dilakukan tentang pemanfaatan tumbuhan-tumbuhan yang
diisolasi bakteri endofitnya ialah pada 5 jenis tanaman famili Arecaceae : pejibaye

(Bactris gasipaes) 57 isolat yang diisolasi dari akar dan 39 isolat dari daun, kelapa
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sawit (Elaeis guinensis) 95 isolat dari akar dan 40 dari daun, kelapa kopyor
(Cocos nucifera) 56 isolat dari akar dan 72 isolat dari daun, Aren (Arenga pinata)
160 akar 27 daun, nimbung (Oncosperma filamentosa) 68 isolat dari akar dan 42
isolat dari daun (Eris et al., 2018).

Pengujian aktivitas penghambatan merupakan salah satu cara yang
dilakukan untuk mengetahui potensi antibakteri yang dihasilkan oleh suatu
tumbuhan. Bakteri yang diujikan merupakan bakteri yang berada dalam fase log
atau fase eksponensial, dimana suatu sel bakteri masih sangat aktif melakukan
pembelahan (Pratiwi, 2008). Aktivitas penghambatan dihasilkan oleh senyawa
bioaktif yang diperoleh dari hasil isolasi dari tumbuhan inang (Kurniawan, 2016).
Dari penelitian yang telah dilakukan didapati hasil skrining bakteri yang memiliki
potensi hambatan kuat bakteri endofit YN8 sebesar (7 mm), isolat YNI11 (8,5
mm), YN13 (10,75 mm), YN16 (7 mm), YNI8 (15,25 mm) dan YN20 (11,75
mm) (Ahmad et al, 2006). Aktivitas penghambatan dapat dihasilkan oleh
metabolit sekunder yang berupa senyawa tanin, saponin, fenol hidrokuinon,
flavonoid, steroid, dan diterpen yang berasal dari tumbuhan inang dan bersifat
simbiosis mutualisme terhadap mikroorganisme yang terdapat didalam jaringan
tumbuhan yaitu bakteri endofit dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli MDR dengan cara mendenaturasi protein pada bakteri patogen,
hal lainnya juga dengan merusak membran sel bakteri dengan cara melarutkan
lemak yang ada pada dinding sel bakteri tersebut. Penelitian tentang Bakteri
endofit yang diisolasi dari daun sirth mampu menghambat E. coli sebesar 18,96
mm (Sagita et al., 2017), isolat yang berkode isolatnya 16 mampu menghambat E.

coli sebesar 6,5 mm (Aditya, 2017).
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Tahapan mekanisme penghambatannya dimulai dengan menghambat
proses sintesis dinding sel, menghambat proses metabolisme bakteri, dan merusak
proses sintesis asam nukleat bakteri uji. Terbentuknya aktivitas penghambatan
maka bakteri endofit tersebut menghasilkan senyawa antibiotik (Diniyah, 2010).
Hasil zona hambatan tertinggi pada isolat YN18 dengan nilai hambatan 15,25 mm
dan zona hambat terendah isolat YN17 dengan daya hambatan sebesar 1 mm.

Setelah dilakukannya penelitian didapati hasil 13 isolat bakteri yang
memiliki aktivitas penghambatan bakteri MDR E. coli. Selanjutnya 13 isolat
tersebut dilakukan pengkarakterisasian secara mikroskopis dengan proses
pewarnaan Gram. Hasil pewarnaan dapat dilihat pada Gambar 4.2 dengan
pembagian berdasarkan kemampuan mengikat warna dan bentuk morfologi
selnya, berdasarkan hasil karakterisasi morfologi sel diketahui jelas pembagian
kelompok Gram negatif dan Gram positif. Bentuk sel Isolat YN2, YN8, YNO,
YNI11, YNI13, YNI15, YN16, YN17, YN18, YN19 dan YN20 berbentuk coccus
(bulat) bewarna merah, isolat YN10 memiliki bentuk basi/ (batang) dan bewarna
biru. Isolat YN12 bewarna merah dan bentuknya basil. Menurut Lay (1994) dalam
Febri et al., 2014 menyatakan bahwa perbedaan hasil dari pewarnaan Gram
disebabkan oleh bedanya struktrur dinding sel pada bakteri, yaitu seperti jumlah
lipid pada sel, peptidoglikan, aktivitas enzim, dan pengikatan dari aktivitas bakteri
tersebut apabila warna yang terlihat pada morfologi selnya merah/merah muda
maka bakteri tersebut tergolong kedalam bakteri Gram negatif dan apabila
morfologi selnya bewarna biru atau ungu tergolong kedalam bakteri Gram positif.

Dinding sel bakteri kelompok Gram positif terdiri dari peptidoglikan yang

tinggi dan bakteri kelompok Gram negatif terdiri dari banyaknya kandungan lipid
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pada dinding selnya. Penataan sel suatu bakteri dapat dibedakan dalam beberapa
jenis yaitu berbentuk diplo, rantai, tetra, dan ada juga berbentuk anggur. Dari hasil
penelitian yang telah dilakukan diperoleh isolat yang mempunyai ciri penataan sel
streptococcus, diplococcus, diplobasil, monococcus, dan monobasil. Hasil dari
Pengkarakterisasian koloni bakteri didapati hasil bentuk penataan sel bakteri
endofit yang terpilih ialah 4 isolat (YN2, YN8, YNI15, YNO9) berbentuk
steptococus, 4 isolat (YN11, YN13, YN17, YN20) diplococcus 2 isolat (YNI18,

YN19) monococcus, isolat YN10 berbentuk diplobasil dan YN12 monobasil.
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BABV

PENUTUP

5.1 Simpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilaukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Sebanyak 34 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dari buah nipah (Nypa

fruticans).

2. Aktivitas zona hambat yang terbentuk dari bakteri endofit terhadap bakteri
Escherichia coli MDR didapat sebanyak 13 isolat. Isolat yang mempunyai
nilai hambatan tertinggi ialah isolat YN18 sebesar (15,25 mm) dan isolat
yang mempunyai nilai hambatan terendah isolat YN17(1 mm).

5.2 Saran
Saran dari penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan tahapan identifikasi tingkatan spesies untuk lebih
mengetahui keragaman spesies bakteri endofit lebih spesifik dan
mengujikan metabolit sel bakteri endofit hingga dapat dimanfaatkan sebagai
senyawa antibakteri dalam dunia kesehatan.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk perbedaan konsentrasi bakteri uji

yang diujikan dan dilakukan pengujian untuk jenis patogen lainnya.
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Menghambat Strain Multi Drugs (MDR) Escherichia Coli
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: 'Kép:éla'L‘at_Joratorium llmu
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LAMPIRAN 4

(Alur Penelitian)

Pemurnian bakteri Endofit
Isolasi bakteri Endofit buah buah Nipah (Nypa

Nipah (Nypa fruticans) fruticans) dan karakterisasi
morfologi koloni

A\ 4

l

Penyegaran isolat bakteri
uji Multi Drug Resistant Isolat murni Bakteri
Endofit

(MDR) Escherichia coli
Pengujian Zona A

hambat menggunakan
Metode kirby Bauer

l

Diinkubasi selama 24-48 jam
pada suhu 32 °C

v

Diamati dan diukur zona
hambat yang terbentuk
disekitar cakram

1

Pewarnaan morfologi sel isolat
bakteri endofit yang berpotensi
meneghambat pertumbuhan
MDR E. coli
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