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ABSTRAK

Di alam ini banyak sekali mikrob patogen yang menimbulkan penyakit pada manusia. Beberapa mikrob patogen yang telah dikenal antara lain enteropatogenik Escherichia coli (EPEC) (Kaufmann et al. 2006), Staphylococcus aureus (Salle 1961), Candida tropicalis  (Minagi et al. 1985), dan Candida albicans (Jang 2006). Untuk menanggulanginya diperlukan senyawa antimikrob yang dapat menghambat pertumbuhan mikrob tersebut. Reundeu (Staurogyne longata) merupakan salah satu tanaman yang daunnya dikonsumsi sebagai lalapan. Permukaan daun digunakan sebagai tempat hidup bagi mikroflora tertentu termasuk bakteri filosfer. Penelitian ini dilaksanakan untuk mengisolasi bakteri filosfer dari daun reundeu yang berpotensi menghasilkan senyawa antimikrob.


Penelitian ini menggunakan beberapa metode standar untuk beberapa uji dan juga identifikasi. Metode yang telah dilakukan antara lain mengisolasi bakteri dari sampel daun utuh dengan metode cawan sebar (spread plate method). Setelah mendapatkan isolat murni, dilakukan uji Gram dan uji antimikrob untuk mengetahui senyawa antibakteri yang dihasilkannya. Penelitian ini juga menguji aktivitas patogen dengan menggunakan media agar darah. Setelah itu konsentrasi penghambatan ditentukan dengan metode MIC. Lalu bakteri diidentifikasi dengan analisis molekuler dari amplifikasi gen pengkode 16s rRNA, sequencing, analisis bioinformatik dan pembuatan pohon filogenetik.


Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat 25 isolat bakteri filosfer reundeu yang menghasilkan senyawa antimikrob terhadap keempat bakteri patogen dengan spektrum berbeda-beda. Terdapat lima isolat yang mempunyai spektrum paling baik yaitu FR3, FR5, FR11, FR17 dan FR40. Kelima isolat tersebut mempunyai konsentrasi penghambatan yang berbeda-beda. Identifikasi secara genetik menunjukkan bahwa kelima isolat tersebut termasuk spesies Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Pseudomonas stutzeri, dan Bacillus sp.

Kata kunci : antimikrob, bakteri filosfer, reundeu.
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Tim Penyusun

I. PENDAHULUAN

Latar Belakang Masalah

Di alam ini, banyak terdapat mikroba yang bersifat patogen. Mikroba patogen ini berbahaya karena dapat menyebabkan berbagai macam penyakit (Pelczar & Chan 2005). Mikroba yang bersifat patogen antara lain enteropatogenik Escherichia coli (EPEC) (Kaufmann et al. 2006), Staphylococcus aureus (Salle 1961), Candida tropicalis  ( Minagi et al. 1985), dan Candida albicans (Jang 2006). Untuk membunuh atau menghambat pertumbuhan mikroba patogen tersebut dapat digunakan antimikrob. Antimikrob dapat diproduksi oleh organisme tertentu yang dapat meningkatkan pertahanan diri organisme tersebut (Madigan et al. 2000).

Reundeu (S. longata) merupakan tanaman yang bermanfaat sebagai lalapan dan  tanaman obat (Hariana 2006). Reundeu digunakan dalam penelitian ini karena sering digunakan sebagai lalapan. Lalapan sangat baik untuk kesehatan karena kandungan gizi dan vitamin tidak berkurang serta tidak rusak oleh proses memasak. Selain itu, berbagai jenis mikroflora terdapat pada sayuran mentah tersebut. Meskipun telah dilakukan pencucian sebelum dikonsumsi, bakteri epifit masih tertinggal pada lalapan (Hamilton-Miller & Shah 2001). Bakteri epifit yang menghuni di sekitar permukaan daun disebut bakteri filosfer (Lindow & Brandl 2003). Berdarkan  penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, diketahui bahwa daun reundeu mengandung berbagai macam bakteri filosfer yang menghasilkan antibakteri. Laporan tersebut juga menyebutkan bahwa bakteri filosfer reundeu aktif menghambat bakteri gram positif seperti Escherichia coli dan bakteri gram negatif seperti Bacillus subtilis dan Staphylococcus aureus (Rizqoh et al. 2009).

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, penulis ingin melanjutkan penelitian lebih lanjut yaitu mengetahui pengaruh bakteri filosfer reundeu terhadap berbagai mikroba patogen. Mikroba patogen yang digunakan pada penelitian ini yaitu  enteropatogenik E. coli (EPEC), S. aureus, C. tropicalis , dan C. albicans. Mikroba patogen tersebut merupakan mikroba yang sering menginfeksi makhluk hidup, termasuk manusia.
Perumusan Masalah

1. Apakah bakteri filosfer reundeu menghasilkan senyawa antimikrob terhadap berbagai macam mikroba patogen yang diuji yaitu E. coli, S. aureus, C. tropicalis dan C. albicans?

2. Berapa konsentrasi minimal antimikrob yang dapat menghambat mikroba patogen tersebut?
Tujuan Program

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antimikrob bakteri filosfer reundeu terhadap mikroba patogen serta konsentrasi penghambatan minimalnya terhadap mikroba patogen.
Luaran yang Diharapkan

Target luaran yang ingin dicapai adalah mendapatkan isolat bakteri filosfer yang menghasilkan senyawa antimikrob yang dapat menghambat mikrob patogen.
Kegunaan Program

a. Bagi Perguruan Tinggi

Munculnya pengetahuan baru bahwa tanaman reundeu mengandung bakteri filosfer penghasil antimikrob terhadap mikroba patogen. Hal ini dapat memicu jiwa kreatif dan inovatif mahasiswa untuk melakukan penelitian lebih lanjut. Kondisi ini dapat menimbulkan iklim kompetitif di kalangan mahasiswa untuk bersaing melalui perkembangan intelektualitas dan kreatifitas dalam melakukan penelitian, sehingga secara tidak langsung dapat meningkatkan kualitas perguruan tinggi. Selain itu, pihak perguruan tinggi akan mendapat tambahan koleksi bakteri potensial.

b. Bagi Mahasiswa

Pelaksanaan program ini akan merangsang mahasiswa berfikir positif, kreatif, inivatif dan dinamis. Pelaksanaan program ini menuntut mahasiswa untuk dapat bekerja dalam tim yang akan menimbulkan kesolidan dan kekuatan tim. Program ini akan menambah wawasan dan pengalaman mahasiswa dalam melakukan penelitian dan berkarya dalam menerapkan ilmu pengetahuan yang telah didapatkan. 
c. Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini akan menambah pengetahuan masyarakat tentang manfaat salah satu tanaman yang bermanfaat sebagai lalapan, yaitu reundeu. Reundeu yang dikonsumsi sebagai lalapan ternyata mengandung suatu senyawa aktif menghambat bakteri. 

II. TINJAUAN PUSTAKA

a. Bakteri Filosfer

Filosfer merupakan permukaan daun pada tumbuhan. Pada kelembapan tinggi seperti di daerah tropis dan sedang, berbagai mikroflora daun banyak ditemukan di sana (Madigan et al. 1997). Menurut Yang et al. (2000), meneliti dengan menggunakan metode kultur  dependent dan independent, komunitas mikroba pada filosfer lebih kompleks dari pemikiran sebelumnya yang berdasarkan metode kultur konvensional. Bakteri filosfer merupakan bakteri yang menghuni sekitar permukaan daun (Lindow & Brandl 2003). Populasi bakteri epifit sangat berbeda untuk setiap tumbuhan walaupun masih dalam satu spesies, baik dari segi jenis maupun ukurannya. Variasi ukuran populasi tersebut disebabkan oleh adanya fluktuasi dalam karakteristik kondisi fisik dan nutrisi pada filosfer. Selain itu perbedaan keragaman bakteri juga sangat jelas antara bakteri yang ada di daun dan akar karena faktor kondisi fisik dan kimia lingkungan (Lindow & Brandl 2003).
b. Antimikrob

Substansi antimikrob adalah bahan alam atau sintetik yang mematikan atau menghambat pertumbuhan mikrob. Antimikrob merupakan produk dari metabolisme sekunder dengan aksi pada kejadian tertentu dalam konsentrasi minimal saat pertumbuhan (Madigan et al. 2000). Antimikrob merupakan salah satu fenomena antagonisme yang menggambarkan matinya, rusaknya, atau terhambtnya pertumbuhan mikroba oleh pengaruh mikroba lain. Pengaruhnya bisa langsung maupun tidak langsung (Kasim et al. 2005).

c. Reundeu (Staurogyne longata)

Tanaman yang digunakan sebagai sampel dalam studi lapangan ini adalah Reundeu (Staurogyne longata). Efek farmakologis tanaman anggota famili Stauroginaceae sebagai diuretic atau peluruh urine. Daun dan akar segar lazim dimanfaatkan sebagai bahan obat untuk mengatasi berbagai penyakit yaitu sulit berurin, batu ginjal dan batu kandung kemih. Selain itu, daun reundeu dapat digunakan sebagai pencegahan dan untuk pengobatan batu ginjal. Sebagai langkah preventif, daun reundeu dimanfaatkan untuk lalapan secara rutin (Hariana 2006).
d. Mikroba Patogen

Untuk mengetahui kandungan antimikrob pada bakteri filosfer tanaman reudeu dilakukan uji antagonis. Mikroba target enteropatogenik Escherichia coli (EPEC), Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa , dan Candida albicans. Bakteri dan cendawan tersebut merupakan penyebab berbagai penyakit infeksi jaringan atau organ tubuh manusia. 

E. coli termasuk dalam famili Enterobacteraceae yang termasuk gram negatif dan berbentuk batang yang fermentatif. Ketika menghasilkan enterotoksin,  E. coli dapat menyebabkan diare pada manusia dan hewan karena secara tidak langsung enterotoksin dapat menyebabkan kehilangan cairan pada tubuh manusia (Noer & Hendra 2008). E. coli patogen tersebut dikenal sebagai enteropatogenik E. coli (EPEC) (Kaufmann et al. 2006). S.  aureus adalah bakteri gram positif yang dapat menyebabkan infeksi jaringan organ atau tubuh dengan tanda-tanda peradangan dan pembentukan abses. Stafilococci mempunyai kecenderungan untuk melakukan mekanisme resistensi terhadap setiap molekul baru antimikrob (Tünger et al.  2001). Candida albicans merupakan jenis cendawan dari kelompok deuteromiset. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini disebut kandidiasis. C. albicans menyebabkan infeksi pada kulit, kuku, dan vagina. Selain itu juga menyebabkan sariawan, suatu penyakit yang menyerang selaput lendir mulut (Pelczar & Chan 2005). C. tropicalis  merupakan spesies lain dari genus Candida yang juga menyebabkan kandidiasis (Pfaler et al. 1996).
Antibiotik dapat berfungsi apabila mencapai konsentrasi tertentu yang disebut konsentrasi hambatan minimum (KHB) atau Minimum inhibitory concentration (MIC). KHB ditentukan dengan metode pencairan mikro (microdilution method) berdasarkan aturan dari National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Beberapa antibakteri hanya efektif menghambat bakteri gram positif atau gram negatif. Namun ada juga senyawa antibakteri yang bekerja efektif pada kedua jenis bakteri, gram positif dan gram negatif (Geornaras & Holy 2001).
III. METODE PENDEKATAN

Peremajaan isolat bakteri filosfer reundeu


Tahap awal yang akan dilakukan adalah melakukan peremajaan terhadap 61 isolat bakteri filosfer yang sebelumnya telah diisolasi. Media yang digunakan pada isolasi bakteri filosfer adalah Media agar King’s B. Media ini merupakan media yang umum untuk bakteri filosfer. Komposisi dari media King’s B adalah pepton (20 g/L), Agar (15 g/L), K2HPO4 (1,5 g/L), Mg2SO4 (1,5 g/L), gliserol (15 ml/L), dan akuades (1L). 
Peremajaan mikrob target

Mikrob yang akan digunakan pada uji antagonis harus ditumbuhkan pada media Nutrient Broth (NB) untuk bakteri dan Potato Dextrose Agar (PDA) untuk cendawan. Mikrob target yang digunakan ada empat macam yaitu E. coli enteropatogen (EPEC), S. aureus, C. tropicalis, dan C. albicans.  Sebanyak satu atau dua lup mikrob  pada agar miring dipindahkan ke dalam tabung yang berisi media NB atau PDA. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 (C.
Uji Antimikrob
Uji antimikrob isolat filosfer terhadap pertumbuhan mikrob target dilakukan dengan menggunakan teknik NA dua lapis yang terdiri dari NA semi padat dan NA padat. Bakteri target yang telah ditumbuhkan di NB, dimasukkan ke dalam media NA semi padat. Lalu dituangkan di atas media NA padat pada cawan. Setelah campuran NA padat dan NA semi padat beku, kemudian isolat bakteri filosfer digoreskan di atasnya. Uji antagonis untuk C. albicans dan C. tropicalis menggunakan media PDA. Biakan diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Pengamatan antimikrob dilakukan setelah biakan uji antagonis telah diinkubasi selama 24 jam. Isolat bakteri dikatakan positif menghasilkan antimikrob apabila isolat tersebut menghasilkan zona bening pada uji antagonis. Isolat bakteri filosfer yang positif menghasilkan antimikrob kemudian diremajakan ke dalam media NB. dan diinkubasi di suhu ruang selama 24 jam.
Uji MIC

Mikrob target diremajakan kembali untuk digunakan dalam uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Mikrob target ini juga dibiakkan dalam media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu  ruang.


Isolat bakteri filosfer penghasil antimikrob yang telah diinkubasi kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm selama 30 menit. Supernatan yang diambil hasil sentrifugasi dimasukkan kedalam 5 tabung reaksi dengan konsentrasi yang berbeda-beda masing-masing 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, dan 100%. Setelah itu, masing-masing tabung diisi dengan 1 ml bakteri target. Biakan uji MIC tersebut lalu diinkubasi selama 24 jam. Kemudian diamati kekeruhan masing-masing biakan di dalam tabung reaksi. MIC ditentukan berdasarkan kekeruhan biakan.
Uji Patogenisitas 


Permukaan media agar darah digoreskan isolat bakteri filosfer. Setelah itu diinkubasi selama 24 jam, lalu diamati ada atau tidaknya zona bening. Isolat yang disekitarnya terdapat zona bening berarti bersifat patogen.
Isolasi Genom (Metode CTAB)

Sebanyak 1.5 ml kultur bakteri disentrifugasi 10000 rpm selama 10 menit. Pelet diresuspensi menggunakan bufer TAE 1x dan disentrifugasi kembali. Sebanyak 5 µl lisozim ditambahkan kedalam suspensi, kemudian diinkubasi pada suhu 37 0C selama 30 menit. SDS 10% sebanyak 500 µl ditambahkan kedalam campuran, inkubasi dilakukan selama 60 menit pada suhu 37 0C. Sebanyak 100 µl CTAB 10% dan 80 µl NaCl 5M ditambahkan lalu diinkubasi selama 20 menit pada suhu 650C. Pemisahan DNA dari molekul organik lainnya dilakukan dengan penambahan 650 µl PCI (suspensi di vorteks), kemudian campuran disentrifugasi 12000 rpm selama 10 menit, lapisan atas pada tabung mikro dipindahkan ke tabung mikro yang baru lalu ditambahkan 650 µl larutan CI. Campuran disentrifugasi 12000 rpm selama 10 menit. Lapisan atas dipindahkan ke tabung mikro baru dan ditambah etanol absolut sebanyak 2x volume larutan suspensi DNA. Inkubasi dilakukan 12 jam pada suhu     -20 0C untuk mengendapkan DNA. Setelah 12 jam, suspensi disentrifugasi 12000 rpm selama 10 menit. Pelet DNA dibilas dengan etanol 70%. Kemudian pelet dibiarkan kering udara selama 12 jam. Setelah kering pelet DNA diresuspensi dengan 20 µl ddH2O steril. Visualisasi isolasi DNA Genom dilakukan dengan metode elektroforesis pada gel agarosa.
Amplifikasi Gen Pengkode 16s-rRNA dengan Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi PCR untuk mengamplifikasi 16s-rDNA dilakukan dengan mencampurkan 12.5 bufer PCR GC II, 4 µl dNTPs (2.5 mM/dNTP), 1 µl primer 63 f (CAGGCCTAACACATGCAAGTC) (5 nm), 1 µl primer 1387 r (GGGCGGWGTGTACAAGGC) (5 nm), 4 µl DNA cetakan, dan 0.25 µl (5 unit/µl) enzim Taq DNA polymerase (TAKARA) dan 2.25 µl ddH2O hingga volume reaksi PCR menjadi 25 µl. Reaksi PCR dilakukan sebanyak 30 siklus dengan masing-masing tahap yaitu: 1. Predenaturasi (94 0C, 5 menit); 2. Denaturasi (94 0C, 1 menit); 3. Annealing (55 0C, 1 menit); 4. Polimerisasi (72 0C, 1 menit). Post PCR dilakukan pada suhu 72 0C selama 2 menit.   Visualisasi amplikon 16s-rDNA, pks dan nrps dilakukan melalui elektroforesis. 

Hasil amplifikasi gen PCR ini kemudian disekuen untuk mengetahui susunan basa pada DNA bakteri. Susunan basa DNA tersebut lalu dianalisis bioinformatik untuk mengidentifikasi jenis bakteri filosfer reundeu. Setelah diketahui spesies bakteri filosfer reundeu, selanjutnya dianalisis kekerabatannya dengan membuat pohon filogenetik.

IV. PELAKSANAAN PROGRAM

Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Pelaksanaan program ini dilakukan selam 3 bulan dari bulan Januari sampai dengan Maret 2010. Tempat pelaksanaan program ini adalah di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan, Institut Pertanian Bogor.

Tahapan Pelaksanaan/Jadwal Faktual Pelaksanaan

Minggu I
: Persiapan alat dan bahan

Minggu II
: Isolasi bakteri filosfer reundeu

Minggu III
: Peremajaan isolat filosfer rendeu dan uji Gram

Minggu IV
: Uji antimikrob dan uji patogenisitas

Minggu V-VII
: Uji MIC

Minggu VIII
: Isolasi genom bakteri filosfer reundeu

Minggu IX-XI
: Amplifikasi gen pengkode 16s- rRNA dengan teknik PCR

Minggu XIII
: DNA Sequencing  

Minggu XIV
: Identifikasi spesies bakteri filosfer reundeu

Minggu XV
: Analisis filogenetik spesies bakteri filosfer reundeu

Minggu XVI-XX
: Pengumpulan data dan penyusunan laporan

Instrumen Pelaksanaan

Bahan yang digunakan adalah isolat bakteri filosfer dari daun tanaman Reundeu (Staurogyne longata) yang diambil dari Wana Wisata Cangkuang, Sukabumi, Jawa Barat. Mikoba target yang digunakan untuk uji antagonis adalah enteropatogenik E. coli (EPEC), S. aureus, Pseudomonas aeruginosa , dan Candida albicans. Keempat bakteri target merupakan koleksi Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Institut Pertanian Bogor. Media yang digunakan yaitu media Nutrien Agar (NA), Nutrient Broth (NB), King’s B dan Potato Dextrose Agar (TSA).
Alat-alat laboratorium yang digunakan adalah vortek (untuk menurunkan bakteri filosfer), Laminar (Jouan, Perancis), autoklaf, hot plate, mikroskop, pipet mikro, cawan, tabung, serta peralatan umum yang digunakan di laboratorium.
Rancangan dan Realisasi Biaya
Rancangan Biaya

Tabel 1 Rancangan Biaya untuk Pelaksanaan Penelitian
	No
	Bahan
	Biaya Satuan (Rp) 
	Volume
	Jumlah
	Biaya (Rp)

	1 
	Bahan Media
	 
	 
	 
	6.904.000

	2 
	Bahan Habis Gelas
	 
	 
	 
	2.150.000

	 3
	Bahan Habis Lain
	 
	 
	 
	946.000

	TOTAL BIAYA PENELITIAN
	10.000.000


Realisasi Biaya

Tabel 2 Penggunaan Biaya dalam Pelaksanaan Penelitian

	Pemasukan                                                                                                                        

	Dana Dikti                                                                                                 7.000.000                                                                                                                                                                                                             

	Pengeluaran 

	No
	Bahan
	Biaya Satuan (Rp) 
	Volume
	Jumlah
	Biaya (Rp)

	 1
	Total Media/ Reagen
	 -
	- 
	- 
	5.987.200

	 2
	Total Bahan Habis Lain
	 -
	 -
	 -
	222.300

	3 
	Total Pengeluaran Lain
	 -
	 -
	- 
	790.500

	TOTAL BIAYA PENELITIAN
	7.000.000

	SISA SALDO
	0


V. HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji antimikrob dilakukan untuk mengetahui adanya senyawa antimikrob yang dihasilkan oleh bakteri filosfer yang dapat menghambat pertumbuhan mikrob patogen. Uji ini telah dilakukan terhadap 4 macam mikrob target yaitu  Enteropatogenik EPEC, S. aureus, C. albicans, dan C. tropicalis. Adanya senyawa antimikrob akan ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening (Gambar 1(a) dan (b)). Selain uji antimikrob, uji patogenisitas juga telah dilaksanakan untuk mengetahui adanya potensi patogenisitas pada bakteri filosfer reundeu. Apabila bakteri positif patogen, maka akan terbentuk zona bening pada media agar darah (Gambar 1 (c)). Hasil uji antimikrob ditunjukkan pada Tabel 5.
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(a)                                    (b)
                                                 (c)
Gambar 1 (a) dan (b) Hasil uji antimikrob yang positif ditunjukkan dengan pembentukan zona bening di sekitar isolat filosfer reundeu. (c) Hasil uji patogenisitas juga ditunjukkan dengan pembentukan zona bening.

Berdasarkan hasil penelitian ini, didapatkan sebanyak 25 isolat dari 61 isolat yang menghasilkan senyawa bioaktif terhadap keempat mikrob patogen. Hasil uji antimikrob menunjukkan hasil yang berbeda-beda pada masing-masing mikrob target. Berdasarkan hasil pengamatan, terdapat 5 isolat bakteri filosfer yang positif menghasilkan senyawa bioaktif terhadap EPEC, 10 isolat bakteri filosfer yang dapat menghambat  S. aureus, 14 isolat penghasil anti-C. albicans dan satu isolat yang menghambat C. tropicalis. Aktivitas antimikrob paling banyak yang terlihat yaitu aktivitas penghambatan terhadap C. albicans. Sedangkan  isolat yang menghambat pertumbuhan C. tropicalis memiliki jumlah paling sedikit, hanya satu isolat yaitu isolat FR 40.  
Setelah dilakukan uji antimikrob, beberapa isolat potensial diuji lanjut untuk mengetahui konsentrasi minimum penghambatannya. Uji MIC (Minimum Concentration Inhibitor) merupakan uji yang dilaksanakan terhadap suatu sediaan antimikroba atau desinfektan untuk diketahui konsentrasi terendah dari antimikrob tersebut dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Isolat yang diuji MIC ada lima buah yaitu isolat FR3, FR5, FR11, FR17 dan FR40. Pemilihan kelima isolat tersebut berdasarkan potensinya dalam menghambat mikrob patogen. Setelah dihitung nilai MIC, isolat diencerkan lalu ditumbuhkan ke cawan dengan metode sebar untuk mengetahui aktivitas penghambatannya (Gambar 2). Apabila pada cawan masih tumbuh bakteri target, maka aktivitasnya hanya sebatas penghambatan mikrob (bakteriostatik/ fungistatik). Namun apabila pada cawan tidak tumbuh bakteri target, aktivitas antimikrob tersebut telah dapat mematikan mikrob (bakterisida/ fungisida) (Madigan et al. 2000).  Hasil MIC secara keseluruhan dijelaskan pada Tabel 3 dan 4.

Tabel 3 Hasil MIC terhadap bakteri patogen

	Bakteri patogen
	Isolat
	MIC
	Bakterisida/ Bakteriostatik

	EPEC
	FR3
	100%
	Bakteriostatik

	
	FR5
	100%
	Bakteriostatik

	
	FR11
	100%
	Bakteriostatik

	
	FR17
	100%
	Bakteriostatik

	S. aureus
	FR17
	6,25%
	Bakteriostatik


Tabel 4Hasil MIC terhadap cendawan patogen

	Cendawan patogen
	Isolat
	MIC
	Fungisida/ Fungistatik

	C. albicans
	FR3
	6,25%
	Fungisida

	
	FR5
	6,25%
	Fungistatik

	
	FR11
	6,25%
	Fungistatik

	
	FR40
	50%
	Fungistatik


Salah satu cara untuk mengetahui petunjuk evolusi dari suatu organisme prokariot adalah dengan cara mencari tahu urutan gen pengkode 16S rRNA karena gen ini merupakan gen yang konservatif dari generasi ke generasi. Untuk mempermudah mendapatkan gen tersebut, kami melakukan perbanyakan DNA tersebut dan melakukan metode PCR (Polymerase Chain Reaction) dengan menggunakan primer spesifik pengkode 16s rRNA (Marchesi et al. 1998). Visualisasi hasil PCR menunjukkan bahwa setiap isolat gen pengkode 16S rRNA berhasil diamplifikasi (Gambar 2). 
Setelah melakukan PCR, kemudian dilakukan sequencing untuk mengetahui urutan basa penyusun gen 16S rRNA tersebut. Prinsip sequencing sama dengan PCR, hanya pada metode ini, ada tambahan ddNTPs (nukloetida tanpa gugus hidroksida pada atom karbon ketiga) yang dapat menghentikan proses pemanjangan rantai pada titik-titik basa tertentu sehingga ada banyak rantai dengan ujung basa yang berbeda-beda. Dengan melakukan elektroforesis, didapatkan bermacam-macam panjang DNA dengan ujung yang berbeda-beda, sehingga urutan basa dapat ditentukan dengan mengurutkan panjang DNA mulai dari yang terpendek.
Urutan basa penyusun gen pengkode 16S rRNA yang telah diketahui digunakan untuk menentukan spesies bakteri berdasarkan data pada bank gen dan membuat pohon filogeni berdasarkan organisme terdekat yang telah teridentifikasi sebelumnya. Dari pencocokan dengan data pada bank gen, diketahui kelima isolat yang diujikan adalah Klebsiella pneuoniae strain V2, Klebsiella pneumonia strain V2, Bacillus subtilis strain PEBS2501, Pseudomonas stutzeri isolat GR21, dan Bacillus sp. BACI-TOLU1. Masing-masing meiliki E value 0.0 dan Max Identity 100% yang menunjukkan bahwa urutan basa tersebut sudah pernah teridentifikasi dan urutan basa yang ada sama dengan nama organisme yang telah memiliki data gen pengkode 16S rRNA.

Setelah diketahui spesies dari isolat filosfer reundeu, selanjutnya dilakukan analisis filogenetik. Analisis filogenetik ini dilakukan untuk mengetahui kekerabatan antar bakteri filosfer reundeu maupun kekerabatan antara bakteri filosfer reundeu dengan bakteri yang sebelumnya telah diidentifikasi dari penelitian sebelumnya. Gambar 3 menunjukkan hubungan kekerabatan kelima isolat bakteri filosfer reundeu berdasarkan analisis DNA bakteri tersebut dengan menggunakan analisis bioinformatik standar (Claverie & Notredame 2007). 
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Gambar 2 Hasil visualisasi amplifikasi gen pengkode 16s rRNA ribosom dengan teknik PCR menunjukkan pita yang dihasilkan DNA isolat filosfer  reundeu umumnya memiliki ukuran sekitar 1300 bp (basa pair/pasang basa). 
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Gambar 3 Pohon filogenetik menunjukkan posisi kekerabatan bakteri filosfer reundeu pada tiga kelompok besar yaitu FR3 dan FR5 berkerabat sangat dekat dengan beberapa spesies pada genus Klebsiella , FR 17 berada dalam kekerabatan genus Pseudomonas serta FR11dan FR40 yang termasuk dalam keluarga genus Bacillus.
VI. KESIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ada beberapa baktei filosfer reundeu yang memiliki kemempuan menghasilkan senyawa antimikrob dan menghambat empat mikroba patogen yaitu Escherichia coli, Staphylococcous aureus, Candida tropicalis, dan Candida albicans. Konsentrasi minimal penghambatan bagi bakteri patogen E. Coli adalah 100% dari empat isolat dan bagi S. Aureus sebesar 6,35% . C. albicans terhambat pada konsentrasi minimal 6,25% dari keempat isolat bakteri filosfer. Spesies bakteri filosfer reundeu yang menghasilkan antimikrob antara lain Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Pseudomonas stutzeri, dan Bacillus sp.
Hasil penelitian ini masih belum bisa langsung diaplikasikan ke masyarakat, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut. Meskipun dari hasil penelitian ini membuktikan bahwa pada daun reundeu mengandung bakteri filosfer penghasil senyawa antimikrob, tetapi masyarakat harus tetap waspada dalam mengkonsumsi lalapan karena terdapat juga bakteri patogen yang hidup.
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LAMPIRAN
Tabel 5 Hasil uji gram, antimikrob dan patogenisitas bakteri filosfer reundeu.

	Nama Isolat
	Hasil uji gram
	Hasil uji antimikrob
	Hasil uji patogenisitas

	
	
	EPEC
	S. aureus
	C. albicans
	C. tropicalis
	

	FR1
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR2
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	FR3
	-
	+
	-
	+
	-
	-

	FR4
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR5
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	FR6
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR7
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR8
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	FR9
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR10
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	FR11
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	FR12
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	FR13
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	FR14
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	FR15
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	FR16
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	FR17
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	FR18
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	FR19
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR20
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR21
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR22
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	FR23
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR24
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	FR25
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	FR26
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	FR27
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	FR28
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	FR29
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR30
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR31
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR32
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	FR33
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR34
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR35
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR36
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR37
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR38
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR39
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR40
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	FR41
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR42
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR43
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR44
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR45
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR46
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR47
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR48
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR49
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	FR50
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR51
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR52
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR53
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR54
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR55
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	FR56
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	FR57
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	FR58
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	FR59
	
	-
	-
	-
	-
	-

	FR60
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	FR61
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Total 
	5
	10
	14
	1
	 2


Tabel 6 Data absorbansi hasil MIC terhadap bakteri patogen

	
	Konsentrasi Anti Mikrob

	sampel
	6,25%
	12,5%
	25%
	50%
	100%

	3
	0,200
	0
	0,534
	0,754
	0

	5
	0,248
	0,151
	0,086
	0
	0

	11
	0,372
	0,031
	0,319
	0,860
	0,801

	40 C.a
	0,988
	0,908
	0,836
	0,303
	1,026

	40 C.t
	0,894
	0,953
	1,044
	0,961
	0,913

	kontrol C.a : 0,765
	
	
	

	kontrol C.t : 0,142
	
	
	

	Tabel 7 Data absorbansi hasil MIC terhadap cendawan patogen

	 
	Konsentrasi Anti Mikrob

	sampel
	6,25%
	12,5%
	25%
	50%
	100%

	3
	0,668
	0,677
	0,608
	0,514
	2.288

	5
	0,533
	0,567
	0,636
	0,514
	0,419

	11
	0,577
	0,587
	0,600
	0,571
	0,388

	17 Epec
	0,548
	0,567
	0,520
	0,529
	0,453

	17 S.a
	0,449
	0,474
	0,468
	0,666
	0,349

	kontrol EPEC: 0,663
	
	
	

	kontrol S.a : 0,569
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Gambar 2 Hasil pengamatan setelah inkubasi 24 jam tidak terlihat pertumbuhan mikrob maka menunjukkan aktifitas bakterisida/fungisida (kiri). Sedangkan aktifitas bakteriostatik ditunjukkan dengan adanya koloni bakteri atau cendawan patogen yang masih tumbuh (kanan).

Tabel 8 Hasil sekuen DNA bakteri filosfer reundeu

	Isolat
	Sekuen DNA

	K. pneumoniae FR3
	CGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAT

	K. pneumoniae FR5
	ATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT

	B. subtilis FR11
	AATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC

	P. stutzeri FR17
	TAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

	Bacillus sp. FR40
	GGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC


Tabel 9 Identifikasi Jenis Bakteri (NCBI Blast)

	Isolat
	No. ACC
	Organisme
	Total Skor
	E Value
	Max Identity

	FR3
	GU586133.1
	Klebsiella pneumoniae strain V2 16S 
	994
	0.0
	100%

	FR5
	GU586133.1
	Klebsiella pneumoniae strain V2 16S
	994
	0.0
	100%

	FR11
	HM015507.1
	Bacillus subtilis strain PEBS2501 
	994
	0.0
	100%

	FR17
	FN813481.1 
	Pseudomonas stutzeri, Isolat Gr21 
	994
	0.0
	100%

	FR40
	GU966664.1 
	Bacillus sp. BACI-TOLU1 
	1177
	0.0
	100%

















