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PERPUSTAKAAN

- - UNIVERSITAS AIRLANGGA
BAB 1 PENDAHULUAN SURABAYA |

1.1 Latar Belakang

| Tuberkulosis atau TBC adalah infeksi karena baktenn Adycobacterium
tuberculosis, yang dapat merusak paru-paru tapi dapat juga mengenai sistem saraf sentral
(meningitis, sistem lymphatic, sistem sirkulasi (miliary TB), sistem genitourinary, tulang
dan sendi. TBC dapat menyerang berbagai organ tubuh, namun kuman ini paling sering
menyerang organ Paru. Infeksi Primer terjadi pada mdividu yang sebelumya belum
memiliki kekebalan tubuh terhadap A/ Yubercuiosis. Basil TBC terhisap melatui saluran
pernapasan masuk kedalam paru kemudian basil masuk lagi ke saluran limfe paru dan
dari ini basil TBC menyebar ke seluruh tubuh melalu aliran darah. Melalui aliran darah
inilah basil TBC menyebar keberbagai Organ tubuh. Tuberkulosis (TBC) adalah penyakit
lama, namun sampai saat ini masih belum bisa dimusnahkan. Jika dilihat secara global,
TBC membunuh 2 juta penduduk dunia setiap tahunnya, dimana angka ini melebihs
penyakit infeksi {ainnya. Indonesia adalah negama terbesar ketiga dengan jumiah pasien
TBC terbanyak di dunia, setelah Cina dan India. Setiap tahun muncul 500 ribu kasus baru
dan lebih dari 140 ribu lainnya meninggal Sulitnya memusnahkan penyakit yang
disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis ini disebabkan oleh beberapa hal
Diantaranya adalah munculnya bakteri yang resisten terhadap obat yang digunakan.
Karena itu, upaya penemuan obat baru terus dilakukan Sebagai buah dari upaya tersebut
(Utama A, 2003). Pengobatan bertujuan untuk menyembuhkan, mencegah kematian ,dan
kekambuhan. Obat TBC yang utama adalah Isoniazid ,Rifampisin pirazinamid
_streptomisin dan etambutol Sedangkan jenis obat tambahan yang biasa digunakan adalah
kanamisi, kuinolon ;makroloid dan amoksisilin di kombinasikan dengan klavulanat.
Antibiotik adatah senyawa kimia yang diproduksi dari hasil metabolisme sel
hidup, dalam kadar yang sangat rendah dapat menghambat pertumbuhan mikroba dan
memiliki sasaran molekuler yang spesifik (Joke, 1999). Identifikasi nukleotida 168
rRNA, ternyata penting untuk menentukan spesifikasi antibiotik di ribosom yang
mempengaruhi agen antibakteri (Recht, er af, 1999, Pfister, P, ef o/, 2003, Walsh, 2000).
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Sekuen gen 16S rRNA digunakan untuk identifikasi mikroba sampai tingkat spesies
{Anderson and Welington, 2001). Strepfomyces isolat lokal Indonesia hasil isolast dari
tanah ekosistem mangrove pantai timur Surabaya, berdasarkan uji kuantitatif dengan
bioautografi ternyata mampu menghasilkan antibiotik yang dapat menghambat Sacilus

subrifiis, Staphviococcus aureus ATCC 23923, Pseudomonas aeroginosa ATCC 275833,
E.coii ATCC 25922, Saimonelia typhimurium dan Candida albicans (Retmowati, 2007},
Streptomyces juga mampu menghasilkan antibiotik golongan aminoglikosida antara lain
streptomycin. Pemakaian Streptomycin untuk profilaxis dan pengobatan tuberculosis
kurang memberikan hasil yang memuaskan, hal ini dimungkinkan karena M tuberculose
sudah resisten terhadap Streptomycin karena adanya mutas: gen.

Resistensi mikroba patogen terhadap antibiotik dapat menimbulkan banyak
masalah dalam memberantas penyakit infeksi. Oleh karena itu diperiukan suatu tindakan
untuk melawan resistensi antibiotik. Penggunaan antibiotik baru mungkin merupakan
salah satu altermatip. Eliminasi bentuk resisten dapat dilakukan dengan mengganti
antimikroba yang telah lama digunakan dengan antimikroba lain yang lebih peka,
sehingga bentuk resisten akan binasa. Resistensi mungkin telah berkembang pada
mikroorganisme terhadap antimikroba yang telah digunakan, schingga masih perlu
adanya pencmuan anti mikroba baru

Resistensi beberapa bakteri gram negatip terhadap berbagai aminoglikosida juga
karena inaktivasi secara ensimatis yaitu fosforilasi, adenilasi dan asetilasi. Fosforilasi
terjadi pada streptomisin oleh ensim streptomisin phospotransferase. Ensim ini hanya
beketja pada streptomisin. Perubahan pada tempat yang peka terhadap antimikroba, juga
dapat menyebabkan resistensi mikroba. Contoh mekanisme ini yaitu hilangnya kepekaan
ribosom terhadap streptomisin. Perubahan komponen ribosom subunit 30 s, sehingga
streptomisin tidak dapat berikatan dalam waktu lama dan akibatnya antibiotik ini tidak
dapat mempengaruhi biosintesis protein. Kegiatan antibiotik ini mempengaruhi
biosintesis protein pada sel yang peka.

Pada rekayasa genetik, memungkinkan pemanfaatan gen resisten antibiotik untuk
meningkatkan produksinya. Menurut Tamehiro ef a/ (2003) temyata produksi
salinomisin oleh Strepfomyces albus (SAM-X) dapat meningkat : 50% setelah
diinsersikan dengan gen resisten  streptomisin (str), 0% setelah diinsersikan dengan
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gen str (streptomisin) dan gen (gentamisin), dan 125% setelah diinsersikan dengan gen
str (streptomisin}, gen (gentamisin}, r#f (nifamisinj.

Penelitian ini bertujuan mengungkap interaksi antara gen Streptomyces sp. isolat
lokal Indonesia penghasil antibiotik dengan gen resisten antibistik aminoglikosida
dengan harapan terjads peningkatan produkst antibiotik dan akan diperoleh dengan tepat
jenis antibiotik yang dihasilkan yang akan mendorong kearah konsep untuk mendesain
obat baru.

Metode yang digunakan adalah (1) [solasi DNA streptomyces isolat lokal, dilanjutkan
PCR, Eletroforesis dan purifikasi (2) sekuensing, untuk mengetahui urutan nukleotida
Streptomyces isolat lokal Indonesia, (3) kloning Streptomyces sp. Dalam E.coli dengan
menggunakan gen str, rif, aph (3)’la-15, dan aph, untuk mengetahui tempat terjadinya
resistensi antibiotik dan interaksi terhadap ribosom bakteri (4) uji aktivitas antibakteri.
Kegiatan 1 dan 2 akan dilaksanakan pada tahap pertama, kegiatan 3 dan 4 dilakukan pada

1.2 TUJUAN KHUSUS

o Mengetahui profil antibiotik yang dihasilkan oleh Strepromyces sp. Isolat lokal
Indonesia terhadap bakteri dengan harapan ditemukan antibiotik yang potensial,
sehingga dapat digunakan sebagai obat alternatif untuk pengobatan penyakit
tuberculosis

o Mengetahui perbedaan profil sckuen DNA 16S rRNA Streptomyces sp sehingga
spesies yang ditemukan diharapkan merupakan spesies baru.

o Mengetahui mekanisme molekuler pada tempat terjadinya resistensi antibiotik

o Mengetahui aktifitas antibakteri tethadap Adycobacterium tuberculose penyebab
penyakit tuberculosis

1.3 1dentifikasi Masalah

Sampel penelitian adalah Strepromyces lokal Indonesia yang merupakan hasil isolasi dari
tanah ekosistem mangrove pantai timur Surabaya yang mampu menghambat Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853,

£, coli ATCC 25922, Safmonella typhimurizm, dan Candida albicans. Streptomyces juga

Pk
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mampu menghasilkan antibiotik golongan aminoglikosida antara lain Streptomycin.
Pemakaian Streptomycin untuk pengobatan tuberculosis kurang memberikan hasil yang
memuaskan, hal ini dimungkinkan karena Afycobacterium tuberculose sudah resisten
terhadap Streptomycin karena adanya mutasi gen.

Antibiotik ini merupakan antibiotik bakterisidal yang mengikat secara langsung
pade 168 tRNA di lokasi yang mampu memecahkan kode resistensi antibiotik
(Woodcock et al., 1991). Di ribosom bakteri, antibiotik tersebut akan mempengaruh
kesalahan baca pada kodon dan menghambat transiokation secara in vitro dan in vivo.

Penelitian ini bertujuan mengungkap interaksi antara gen Strepfomyces sp. isolat
lokal Indonesia penghasil antibiotik dengan gen resisten antibiotik aminoglikosida
dengan harapan terjadi peningkatan produksi antibiotik dan akan diperoleh dengan tepat
jenis antibiotik yang dihasilkan yang akan mendoreng kearah konsep untuk mendesamn
obat baru.

Gt
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BAB 2 KERANGKA KONSEPTUAL

Streptomyces sp. isolat lokal Indonesia

v
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Sensitif Resisten

|
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BAB 3 TINJAUAN PUSTAKA

3.1 Streptomyces sp.

Streptomyces adalah bakteri tanah Gram positif (Zhang, ef of, 2003} yang
berperan penting dalam bidang bioteknologi, karena mampu memproduks: beberapa
bioaktif metabolit sekunder vaity antibottk yang digunakan sebagat obat antimikroba,
antivirus, antitumor, antiparasitik, dan imunosuprestf. Selain ttu, Srepfomyces senng
digunakan untuk pengawetan pakan, keschatan hewan, dan sebagal alat bantu dalam
bidang biokimia dan biologi molckuler {Watve, ef o/, 2001).

Sampel penelitian adalah Strepromyces lokal Indonesia yang merupakan hasil
isolasi dari tanah ekosistem mangrove pantai timur Surabaya yang mampu menghambat
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomoras aeroginosa ATCC
27853, £. coli ATCC 25922, Saimoneila typhimurium, dan Candida albicans (Retoowati,
2007).

Menurut Hoopwood (1999) bahwa Sirepfomyces dapat menghasilkan lebih dari
3000 antibiotik, sedangkan satu spesies Sirepfomyces dapat menghasilkan lebih dan 2-3
antibiotik yang diperoleh secara alami Jenis antibietik yang diproduksi oleh
Streptomyces antara lain : (1) aminoglikosida (streptomisin, neomisin, kanamisin,
lividomisin, paramomisin, ribostamisin, butirosin, amikasin, iscpamisin, sepamisin,
gentamisin, tobramisin, netilmisin, dibekasin, dan spektinomisin), (2) makrolida (nistatin,
amphoterisin B, tetrasiklin, antrasiklin, heterosiklin (polioksin), dan lain-lain), (3)
alisiktik, (4) polipeptida (viomisin, aktinomisin, dan lain-lain), dan beberapa jenis
lainnya. Berdasarkan uji kualitatif dengan bicautografi, temyata Strepfomyces lokal
Indonesia terscbut mampu menghasilkan metabolit sekunder antibiotik (Retnowati,
2007).

Terdapat tiga kelompok aminoglikosida yaitu (1) fosfotransferase yang meliputi
(APH(3) L I, I, IV, V, VI, VII; APH(2*)-1a, -1b, -1¢, -1d; APH(3"}-1a, -1b; APH(4)
-1a, -1b; APH(6)-1a, -1b, -1¢, -1d; APH(7"’)1a dan APH(9)-1a,-1b, (2) asetiltransferase,
meliputi AAC(6°) L, II; AAC(3)-1a, -1b, -IIa, -IIb, -Iic, -Ia, -1IIb, -Ilc; IV, VII, dan (3)
nukleotidiltransferase, yang meliputi ANT(2”)-I, ANT(3’)-I, ANT(4’)-1a, ANT(4)-I3,
ANT(6}-1, dan ANT(9)-1 (Vakulenko, S.B, 2603).
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i dalam vektor bakteri, Streptomycin terikat pada rnibosomal sub unit 30S bakten
yang berperan penting dalam translasi materi genetik karena menghalangi proses sintesis
protein. Selama sintesis protein, ribosom memecahkan kode informasi dan menyebabkan
kesalahan katalisasi satu atau lebih asam amino dari + 3000 rantai polipeptida schingga

terjadi perubahan konformasi ribosom pada bakteri (Davies, 1994)
3.2 Tuberculosis

Tuberkulosis atau TBC adalah infeksi karena bakteri Mycobacterium tuberculosis, yang
dapat metusak paru-paru tapi dapat juga mengenai sistem saraf seatral {meningilis, sistem
lymphatic, sistem sirkulasi (miliary TB), sistem genitourinary, tulang dan sendi. TBC
dapat menycrang berbagai organ tubuh, namun kuman ini paling sering menyerang organ
Paru. Infeksi Primer terjadi pada individu yang sebelumya belum memiliki kekebalan
tubuh terhadap M Tuberculosis. Basil TBC terhisap melalui saluran pemapasan masuk
kedalam paru kemudian basil masuk lagi ke saluran limfe paru dan dari ini basil TBC
menyebar ke seluruh tubuh melalui aliran darah. Melalui aliran darah inilah basil TBC
menyebar keberbagai Organ tubuh. Tuberkulosis (IBC) adalah penyakit lama, namun
sampai saat ini masih belum bisa dimusnabkan Jika dilihat secara global, TBC
membunuh 2 juta penduduk dunia setiap tahunnya, dimana angka ini melebihi penyakit
infeksi fainnya. Indonesia adalah nepara terbesar ketiga dengan jumiah pasien TBC
terbanyak di dunia, setelah Cina dan India. Setiap tahun muncul 500 ribu kasus baru dan
lebih dari 140 ribu lainnya meninggal. Sulitnya memusnahkan penyakit yang disebabkan
oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis ini disebabkan oleh beberapa hal. Diantaranya
adalah munculnya bakteri yang resisten terhadap obat yang digunakan. Karena itu, upaya
penemuan obat baru terus dilakukan Sebagai buah dati upaya tersebut (Utama A, 2003).
Pengobatan bertujuan untuk menyembuhkan, mencegah kematian dan kekambuhan.
Obat TBC yang utama adalah Isoniazid ,Rifampisin pirazinamid streptomisin dan
etambutol Sedangkan jenis obat tambshan yang biasa digunakan adalah kasamisi,

kuinolon makroloid dan amoksisilin di kombinasikan dengan klavulanat.
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3.3 MEKANISME RESISTENSI MIKROBA

Antibiotik vang efektif dan aman telah berkembang sangat pesat sehingga dapat
mengurangi mortalitas akibat penyakit infeksi. Akan tetapt muncul straim-strain mikroba
yang mampu membentuk pertahanan terhadap antibiotik terfentu. Hal ini dimungkinkan
karena orgamisme hidup selalu beradaptasi dengan lingkungannva. Oleh karena ity
adaptasi mikroorganisme terhadap antibiotik menyebabkan resistensi mikroba terhadap
antibiotic menyebar luas dan dapat menjadi ancaman keberhasilan memberantas penyakit
infeksi. Sifat resistensi atau kepekaan mikroorganisme terhadap antibiotik terdapat pada
gen, yang disebut resistensi ekstrakromosomal. Adapula resistensi non genetik yaitu
bakteri pada stadium istirakat, schingga mereka tidak peka terhadap antibiotik. Sifat
genetik yang menentukan suatu mikroorganisme sejak awal tidak peka terhadap
antibiotik, dikenal sebagai resistensi inheren. Sclain itu organisme yang semula peka
terhadap suatu antibiotik, pada suatu saat dapat berubah sifat genetiknya menjadi tidak
peka atau memerlukan konsentrasi lebih besar. Perubahan ini karena gen mendapatkan
elemen genetik yang membawa sifat resistensi. Resistensi ini dikenal sebagai resistensi
acquired. Pada prinsipnya ada figa macam pola kepekaan mikroorganisme ferhadap
antibiotik; yaitu mikroba belum pemah tegadi resistensi, mikroba berubah sifat dar peka

menjadi kurang peka dan mikroba resisten terhadap antibiotik. Resistensi mikroba juga
dapat terjadi secara silang yaitu resistensi mikroorganisme terhadap antibiotik tertentu
juga memperlihatkan resistensi terhadap antibiotik lain. Resistensi silang biasanya tegjadi
di antara antibiotik yang mempunyai struktur kimia hampir sama seperti derivat penisilin,
tetapi juga dapat terjadi pada antibiotik dengan struktur sangat berbeda. Berkembangnya
tesistensi mikroba terhadap antibiotik meliputi perubahan genetik, schingga resistensi
tersebut dapat ditunmkan dari generasi ke generasi. Ada banyak hal yang dapat
menyebabkan resistensi; mutasi merupakan penyebab yang sering dijumpai, selain itu
resistensi juga dapat diperoleh melahyi transfer bahan genetik dani bakteri resisten seperti
transduksi, transformasi atau konjugasi. Mutasi gen dapat terjadi secara spontan tanpa
adanya antibiotik yang bersangkutan dan mikroorganisme tersebut dapat berubah menjadi
resisten. Mutasi selain dapat menimbulkan resistensi, juga dapat menyebabkan perubahan
virulensi dan patogenisitas mikroba tersebut; bisa berkurang atau meningkat. Transduksi
terjadi dengan perantaraan bakteriophag. Intervensi bakteriophag menyebabkan DNA
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bakteri masuk ke bakter lain; jika bahan genetik tersebut membawa gen yan
menimbulkan sifat resistensi, maka sel bakieri vang terinfeksi tersebut akan menjadi
resisten terhadap antibiotik tertentu. Transduksi banyak dilaporkan scbagai cara
pemindahan sifat resistensi antibiotik yang sering tefjadi di antara strain Staphylococcus
aurens, dimana phage dapat membawa plasmid (DNA ekstra kromosom) pengkode
penisilinase. Konjupasi merupakan pemindahan gen vesisten dari satu sel ke sel lam
dengan kontak langsung melalui sexpilus. Mekanisme ini sangat penting scbagai salah
satu cara penyebaran gen rtesisten antibiotik, teratama bacilli gram negatip. D1 antam
mikroorganisme yang diketahui mampu memindahkangen resisten kebakteri peka dengan
cara ini antara lain £, coli, Salmonelia, Shigelin, Kiebsiella, Serratia, Vibrio cholerae dan
seudomonas. Berkembangnya resistensi mikroba dengan cara ini antara lain terjadi pada
aminoglikosida, tetrasiklin, kloramphenikol dan penisilin. Penyebaran resistensi dengan
konjugasi pada bakteri gram negatip yang terdapat pada binatang dan manusia,
merupakan ancaman untuk membasmi penyakit infeksi yang disebabkan oleh organisme
gram negatip. Bakteri gram negatip dapat memindahkan sifat resistensi, tidak hanya ke
spesies yang sama tetapi juga ke dikenal resistens: kromosomal spesies atay genus
berbeda. ‘I'ransfonnasi mungkin juga merupakan mekanisme terjadinya resistenst. Di
samping ity fusi antara dua sel mungkin juga menjadi cara berkembangnya resistensi.
Fusi mungkin dapat terjadi antara dua spesies yang berbeda, bergabung membentuk
struktur tunggal dan sel baru mengandung DNA dari kedua sel induk. Dani cara-cama
tersebut, transduksi dan konjugasi merupakan cara yang paling lazim scbagai penyebab
penyebaran mikroba resisten; namun potensi gen resisten juga dipengaruhi oleh lokast
gen dalam bakteri. Jika gen merupakan bagian dari plasmid, maka pemindahan sifat
resisten akan lebih mungkin terjadi daripada apabila gen ada dalam kromosom.
Mekanisme terjadinya resistensi terhadap senyawa antimikroba antara lain
1) Mikroba mensintesis ensim yang dapat mengubah zat aktif menjadi tidak aktif.
2) Terjadinya perubahan pada tempat yang peka terhadap anti mikroba.
3) Hilangnya permeabilitas sel terhadap antimikroba.
4) Meningkatnya konsentrasi metabolit yang antagonis kompetitif dengan penghambat.
5) Mikroba membuat jalan metabolisme baru.
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Contoh resistensi yang terjadi akibat mikroba mensintesis ensim yaity resistensi mikroba
terhadap penisilin Organisme tersebut menghasilkan ensim penisilinase yang mampy
memecah cincin beta-laktam penisilin memadi penicilloic acid yang tidak aktif.
Demikian pula sefalosporin juga didegradasi oleh beta-laktamase. Banvak bakteri yang
mampu memproduksi beta laktamase, meliputi bakteri gram positip dan negatip. Ensim
ini mempunyai peranan besardalam menyebabkan resistenst bakteri gram positip
terhadap penisilin dan sefalosporin. Fisiologi produksi beta-lakiamase kebanyakan
bakteri gram negatip berbeda dari bakteri gram positip. Ba teri gram negatipwnumnya

enchasikan beta-laktamase lebih sedikit dibanding gram positip dalam keadaan
diinduksi, kecuali £Znferebacter dan Profeus yang mempunyai beta laktamase inducible
schingga dapat memproduksi ensim cukup banyak. Pada gram negatip umumnya easim
ini terikat sel dan tidak dilepas ke lingkungan sekitarnya. Pada organisme gram positip,
beta laktamase merupakan ensim inducible. Dengan adanya penisilin atau sefalosporin,
produksinya meningkat. Biasanya pada bakteri gram positip, ensim ini dilepas dari sel
dan merusak antibiotik yang ada di sekitamya Saat ini telah banyak dikembangkan
derivat penisilin yang mempunyal rantai samping berbeda dan mampu menghambat
pertumbuhan bakteri penghasil beta laktamase yang resisten terhadap benzil penisilin,
misalnya methicillin dan carbenicillin. Terhadap S. aureus yang tidak memproduks: beta
laktamase, methicillin kurang aktif dibanding benzil penisilin, tetapi aktif terhadap
penghasil beta laktamase Oleh karena itu antibiotik ini berguna melawan infeksi yang
disebabkan bakteri gram positip resisten benzil penisilin. Carbenicillin sedikit aktif
terhadap bakteri gram positip, aktivitasaya meningkat terhadap gram negatip, terutama
berguna melawan Pseudomonas. Resistensi beberapa strain bakteri gram positip dan
negatip terhadap kloramphenikol juga terjadi, karena asetilesi menjadi senyawa tidak
aktif. Strain resisten ini memproduksi kloram-phenikol asetiltransferase yang merupakan
ensim inducible pada S aureus. Resistensi beberapa bakteri' gram negatip terhadap
berbagai aminoglikosida juga karema inaktivasi secara emsimatis yaitu fosforilasi,
adenilasi dan asetilasi Fosforilasi terjadi pada streptomisin oleh ensim streptomisin
phospotransterase. Ensim ini hanya bekerja pada streptomisin. Neomisin, kanamisin dan
paromomisin mengalami phosporilasi dengan adanya cnsim neomisin-kanamisin
phospotransferase. Adenilasi juga dapat terjadi pada streptomisin, menjadi derivat adenil
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oleh ensim streptomisin-spektinomisin  adeniltransferase. Ensim  gentamisin
adeniltransferase dapat merubah gentamisin ¢, kanamisin dan tobramisin menjadi derivat
adenil. Asetilasi, misalnya ensim kanamisin asctiltransterase mengasetilas: kanamisin,
juga neomisin, gentamisin atay aminoglikosida lain.

Perubahan pada tempat vang peka terhadap antimikroba, juga dapat menvebabkan
resistensi mikroba. Contoh mekanisme ini yaitu hilangnya kepekaan ribosom terhadap
streptomisin.  Disini terjadi perubahan komponen ribosom subumit 30s, schingga
streptomisin tidak dapat berikatan dalam waktu lama dan akibatnya antibiotik i tidak
dapat mempengaruhi biosintesis protein. Padahal kegiatan antibiotik ini mempengaruht
biosintesis protein pada sel yang peka. Contoh lain yaitu resistensi terhadap eritromisin
yang terjadi karena perubahan protein ribosom subunit 50 s pada S. aureus.

Hilangnya permeabilitas sel terhadap antibiotik, diduga juga merupakan salah satu can
terbentuknya mikroba resisten. Jika sel menjadi tidak permeabel, maka antibiotik tidak
dapat menembus ke dalam set Untuk itu perlu tipe antibiotik baru yang dapat
mempenetrasi sel dengan cara lain misalnya dengan difusi. Permeabilitas sel berubah
karena beberapa hal antara lain sintesis barter permeabilitas dan perubahan mekanisme
transport. Bakteri gram negatip relatip lebih resisten dibandingkan gram terhadap
antibiotik tertentu, mungkin dischabkan oleh barier permeabilitas yaitu adanya lapisan
lipoprotein dan lipopolisakarida pada gram negatip. Sebagai contoh, mutan E. coil telah
meningkatkan resistensinya terhadap ampisilin dan berkaitan dengan perubahan
polisakarida. Beberapa pneumokoki resisten terhadap streptomisin dan eritromisin
mungkin juga karena mengembangkan barier permeabilitasnya. Perubahan mekanisme
transport antibiotik mungkin juga menyebabkan hitangnya permeabilitas sel terhadap
antibiotik  Antibiotik memasuki sel dengan mekanisme transport spesifik. Pada beberapa
sel resisten, antimikroba gagal memasuki sel karena ada perubahan beberapa komponen
yang menyebabkan hilangnya fungsi transport. Misalnya pada mutan £. coli yang resisten
terhadap D-sikloserin; path sel yang peka, akumulasi antitiotik ini terjadi dengan sistem
transport ini berkurang dan resistensi terhadap sikloserin meningkat. Resistensi dapat
terjadi dengan cam meningkatkan sintesis metabolis yang antagonis kompetitip terhadap
antimikroba. Bila senyawa antimikroba menghambat pertumbuhan dengan cara antagonis
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kompetitip terhadap metabolit normal, maka resistensi terhadap antimikroba im mungkin
karena meningkatnya produksi metabolit tersebut. Secara kompetitip antimikroba
digantikan dani tempat ikatannya. Sebagai contoh mutan resisten terhadap sulphonamud.
Pada sel ini konsentrasi para aminobenzoic acid lebih tinggi daripada scl yang peka
terhadap sulphonamid. Dengan cara ini mikroorganisme resisten dapat mempertahankan
metabolismenya bagi kelangsungan hidupnya. Di samping its, dalam memperiahank
kelangsungan hidupnya, mikroba dapat membuat jalan metabolisme baru atau lain, untuk
menghindari penghambatan antimikroba terhadap jalan metabolisme yang no
misalnya reaksi baru pada metabolisme nukleotida purin dan pirimidin. Reaksi ini terjadi
karena mikroorganisme tersebut menghindari metabolisme normal yang dihambat olek
antimikroba. Sebagai contoh mutan E. coli resisten dapat membentuk jalan metabolisme
baru dalam mensintesis THFA (asam tetrahidrofolat) karena adanya sulfatiazol.
Resistensi mikroba patogen terhadap antibiotik dapat menimbulkan banyak masalah
dalam memberantas penyakit infeksi. Oleh karena itu diperlukan suatu tindakan untuk
melawan resistensi antibiotik. Penggunaan antibiotik baru mungkin merupakan salah satu
telah lama digunakan dengan antimikroba lain yang lebih peka, sehingga bentuk resisten
akan binasa Resistensi mungkin tclah berkembang pada mikroorganisme terhadap
antimikroba yang telah digunakan, sehingga masih perlu adanya penemuan anti mikroba
baru
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BAB 4 METODE PENELITIAN

Tabuni
a. Preparasi kultur dan bakteri

Dipilik Streptomyces sp. isolat lokal Indonesta hasil isolasi dari tanah ekoststem
mangrove pantai timur Surabaya yang ditumbuhkan pada media 18P-4.
b. Pembuatan Inokulum Streptomyces sp.

Dipilih Streptomyces sp. isolat lokal Indonesia hasil isolasi dari tanazh ekosistem
mangrove pantai timur Surabaya ditanam pada media ISP-4 padat pada cawan petrt, dan
diinkubasikan selama 4 hari pads subu 28°C. Setelah Sireptomyces sp. tumbub,
kemudian dipindahkan pada media ISP-4 Agar miring. Untuk proses selanjutnya menurut
Davelos ef al, (2004) bahwa isolat Strepfomyces sp. harus disimpan pada media ISP-4
cair yang mengandung gliserol 20% dengan subu -80°C agar isolat tidak mengalami

perubahan morfelogi dan fisiplogi.

Diambil 1 Ose biakan Streptomyces sp. dari Agar miring dan dipindahkan pada
media ISP-4 cair 10 mL, kemudian dikocok menggunakan Shaker dengan kecepatan 150
tpin (Rotation per minuie) pada suhu 30°C selama 4 hari. Kemudian diambil 2,5 mL
dengan mikropipet dan dipindahkan pada 25 mL media ISP-4 cair, kemudian dikocok
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 30°C. Seteiah 24 jam diambil 1 mL supernatan
Streptomyces.

Isolasi DNA Streptomyces dilakukan dengan menggumakan BIO 101 G
NOME (Qiagen). 1 ml. Streptomyces dimasukkan ke dalam cell suspension solution
kitdengan velume akhir 1,85 mL dan dihomogenkan. Ditambahkan sebanyak 50 ulL
RNase mix kit dan dipipet hati-hati agar tercampur, kemudian ditambahkan 100 pL cel/
Iysis kit dan diinversi 2-5 kali. Diikubasikan pada suhu 55°C selama 15 menit.
Ditambahkan 25 pl protease mixx dan dicampur merata yang selanjutnya diinkubasi
pada suhu 55°C selama 30-120 menit Ditambahkan 500 pl salt-ow mixiure ki,
didinginkan selama 10 menit pada suhu 4°C dan dimikrosentrifus pada kecepatan 10.000

Pt
b
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rpm selama 10 menit. Secara hati-hati pelet dibuang kemudian supematan dimasukkan
pada tabung konikal steril 15 mL. Menambahkan 2 mL dapar TE dan 8 mL cthanol
absolut pada supernatan. Dicampur dan inversi tabung sampai terithat benang halus
DNA. Disentrifugasikan pada 10.000 rpm selama 2 menit dan etanol dibuang dengan
hati-hati Tabung dikeringkan pada konsentrator, atau dibalikkan pada fissue bersih
selama 10-15 menit. kemudian melarutkan DNA genom di dalam TE (10 mM Trs pH
7.5; 1 mM EDTA). DNA disimpan pada subu 2-8°C. Sebelum digunakan jika di dalam

cairan stok terdapat endapan, maka dipanaskan pada suhu 60°C agar melarut.

MILIK
d. Amplifikasi PCR 16S rRNA PERPUSTAKAAN
. . . L UNIVERSITAS AIRLANGGA |
Primer yang digunakan adalah Sigma Proligo dengan urutan : SURABAYA !

]

Joward pA 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
dan reverse pH 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-F
(Davelos, AL, eral., (2004)

Amplifikasi dilakukan dengan campuran reagen sebagai berikut @ 25 pul master
mix kit, primer forward 2 uL, primer reverse 2 uL, destilated water 11 L, DNA 10 pL
sehinega didapatkan tofal reaksi 50 pl. Denaturasi awal 95°C selama 5 menit
Melakukan amplifikasi sebanyak 35 daur : denaturasi 95°%C selama 1 menit, annealing
60°C selama 1 menit, clongasi 72°C selama 1 menit. Pada putaran yang ke 35 post
clongasi 72°C selama 10 menit.

. Elektroforesis Preduk PCR

Dilarutkan sejumlah 0,4 Gram agarose (Gibco BRL, no. cat 15510-019) dalam 20
mL TBE 0,5X untuk mendapatkan gel agarose 2%. Larutan agarose dipanaskan sampai
mendidih, sementara itu cetakan disiapkan Sisir elektroforesis ditempatkan untuk
membentuk sumur gel. Setelah mendidih, larutan agarose didiamkan sampai suhu 60°C
kemudian ditambahkan 0,5 uL/mL larutan EtBr (ethidium bromide). Larutan agarose
membeku, penutup cetakan dan sisimya diangkat. Cetakan ditempatkan pada wadah
elektroforesis yang tefah berisi dapar TBE 0,5X. 8 plL larutan produk PCR dimasuldcan
dan ditambahkan 2 pl dapar loading ke dalam sumur elektroforesis. DNA marker juga

i3
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dimasukkan ke dalam salah satu sumur. Elektroforesis dijalankan pada 100 V selama 20

menit dan hasil elektroforesis dilihat dibawah sinar UV,

f, Parifikasi DNA

Produk PCR dipurifikasi dengan (/4 quick PCR Purification Kit. Sebelum
digunakan menambahkan ET-OH 96% pada dapar PE. Kemudian ditambahkan dapat PB
(5 X volume) ke dalam hasil produk PCR. Sampel diletakkan pada QIA Quick spin
column (2 mL coolect tube) dan disentrifus 30-60 detik (untuk mengikat DNA). Setelah
flow through dibuang, dilakukan sentrifus dengan kecepatan maksimal 15.000 rpm
selama 1 menit. Bagian atas diambil dan pindahkan ke tabung 1,5 mlL stenl
Ditambahkan bufer EB pada bagian sentral membran dan dibiarkan selama 1 menit

kemudian disentrifus selama 1 menit.

. Sekuensing DNA

Templat untuk sekuensing adalah DNA produk PCR yang telah dimumikan.
Sekuensing dilakukan dengan metode Sanger menggunakan sekuenser A8/ Prism 310.
Dilakukan pelabelan dengan big dye. Volume yang digunakan adalah 150 ul. dengan
konsentrasi 200 ng/mL. Untuk pembacaan hasil, sampel di/oading dalam semua sumuran
pada mesin Sequencer ABI Prism 310 dengan volume 1,5 plL. Hasil sekuensing dapat
dilihat dalam beberapa jam melalui monitor dalam bentuk grafik alogram dan hasilnya
dapat dicetak. Untuk analisis sekuens DNA dan translasi asam amino dilakukan dengan
menggunakan soffware computer Genetic Mac Version 8,0. Homologi sekuen antar isolat
lokal berdasarkan referensi dari Gen Bank.

Tahun 11 .
h. Prosedur ekspresi moleku! DNA yang diklon E. coli
h.1 Deteksi DNA dengan celupan asam nakleat spesifik ,

Volume cairan DNA atau antibiotik yang digunakan adalah sama dan celupan Yo-
Pro-1 benzoxazolium-4-quinolinium {Y-3603]; Probe molekular diencerkan di dalam 10
mM Tris ( pH 7.4)-2 mM NaCl-1 mM EDTA (TNE). Hasil fluorescence diukur dengan
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filter emisi dan eksitasi pada 485 dan 530 nm dengan Perlan-Elmer LS50
spektrometer luminesensi. Digunakan kontrol dengan larutan TNE.

h.2 Pengujian PCR dan primer

Primer yang digunakan :

Nams 5 Primer ¥ Prmer Hasil produk
{bp)

51681 5 -CTGCGAGGTTCGAAAGCTCCGG-3° 5-CACCAGGATTCCGATCTCCCC-¥ 470

51682 | S-GTGGGGATTAGTGGCGAACGOGTG-S 5 CACCAGGATTOOGATCTOCCC-3 577

81683 P OTOGGOATTAGTGGCGAACGGOTG.Y POTCACCAAGGCOGACGACGGGTAGC.Y 01

atrA 5-GAACAAGCTGAATCTGGGCATCC-3” 5-GACGAAGACCAAGCGTGGGAATG-3’ 378

gaph 3 -GGCCGTCCACCGLGGGLGAATIG-Y 5 -GCAGAGATCACCGTGGUAGALG-Y 310

Reaksi PCR dalam 50 i reaksi campuran yang terdiri dant 20 mM T'ris { pH 8.3
pada 22°C), 1.5 mM MgCl;, 25 mM KCl, 0.05% Tween 20, 100 pg gelati/ ml, 10%
gliserol, 5% formamide, 1 mM deoxyribonucleoside triphosphates (masing-dari
masing 0.25 mM), dan 2 uM primer ( 1 uM 5’ primer, 1 uM 3' primer). Lima dari lima
belas microliters cairan DNA atan cairan antibiotik ditambabkan ke dalam reaks:
tersebut. PCR dilakukan dengan awal denaturasi pada 95°C selama 2 menit. Dan
selanjutnya dilakukan 25 siklus deraturasi { 95°C untuk 15 detik), annealing ( 55°C
untuk 30 detik), dan extension ( 72°C, 90 detik), dan ditambahkan 125 U Tag
polymerase untuk pengulangan lebih lanjut sebanyak 12 siklus ( total 62 siklus). Reaksi
dihentikan pada 15 atau - 20°C. Sebanyak 12 upl volume masing-masing reaksi
dimasukkan ke dalam 1.5% agarose 'gel’, diclectroforesis dengan ethidium bromida.
Semua dilaksanakan di dalam suatu Laminary flow dengan kondisi streil untuk setiap

cairan.

h.3 Elistraksi Premix

Sebanyak 700-mg sampel premix dickstraksi di dalam 6 ml 50/10 buffer (0.05 M
Tris, 0.01 MEDTA [ pH 8]) dan disentrifugsi pada 5,900 x g selama 5 menit. Supematant
dickstraksi schanyak dus kali dengan phenol-chioroform, dipresipitasi dengan ethanol
dan resuspensi dalam 0.6 ml 50/10 buffer. Menambahkan tiga volume Bio-Rad Prep-A-
Gene yang mengikat buffer dan lanstan sebanyak 30 pl volume Prep-A gen di dalam 0.6

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Insersi Gen Resisten... ROCHMAH KURNIJASANTI




IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
mi aliquots sebagat bentkut: campuran dishaker pada 250 rpm dengan suhu 25°C selama
10 menit dan disentrifus. Supernatant dibuang Setelah penyerapan, dicuct tiga kali
dengan 0.25 ml 4 M sodium perchlorate dan empat kali dengan pencuci buifer Prep-A-

Gene. Matriks dielust dengan volum akhir 70 ul.

k.4 Uji Potensi Antimikroba
Pembiakan Streptomyces sp.

Diambil 1 Ose biakan Strepromyces sp. dari Agar miring dan dipindahkan pada
media 1SP-4 cair 25 mL., kemudian dikocok menggunakan Shaker dengan kecepatan 150
rpim {Roiation per minuie) pada suhu 30'C selama 2-4 hari. Kemudian diambil 2,5 mL
dengan mikropipet dan dipindahkan pada 25 mL media ISP-4 cair dan dikocok dengan
kecepaian 150 rpm pada suhu 30°C. Setelah 6 jam diambil 2 mi. dan dicampur dengan
media ISP-4 Agar 20 mL yang telah dicairkan pada subu 45°C, kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C. Dari media yang telah berisi Sirepiomyces sp. dicetak dengan diameter 1,07
cm dan diambil setiap periode 24 jam selama 10 hari untuk diletakkan di atas media ujt
untuk yji potensi.

Penanaman mikroba uji
Masing-masing sebanyak 1 Ose koloni M. the dibiakkan dalam 10 mL kultur
media Nutrien Agar miring dan diinkubasikan pada suhu 30-35°C selama 3 hari.

Penyiapan inokalum mikrebs aji

Mikroba uji yang telah diinkubasi pada suhu 30-35 °C selama 3 hari ditambahkan
10 mi. larutan steril dapar fosfat pH 7 kemudian dikocok sampai seluruh koloni di
permukaan Agar lepas dan tersuspensi dalam larutan dapar fosfat pH 7. Inokulum
tersebut selanjutnya diukur transmitannya pada panjang gelombang 580 nm dengan
Spectronic 20. Transmitan suspensi diatur agar mencapai transmitan 25%. Apabila
transmitan menunjukkan kurang dari 25% maka suspensi diencerkan dengan

.menambahkan larutan bufer fosfat dan apabila transmitan menunjukkan lebih dari 25%

maka ditambahkan lagi koloni Strepromyces sp.
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Penyizpan media uji

base layer. Selanjutnya diambil masing-masing 7 pl. mokulum Bacilus anthracis UM
23-C12, {(Bacillus subtilis 168, Bocillus thuringiensis dan Bacillus cereus sebagai
pembanding) vang mempunyai T = 25% dan dimasukkan pada 10 mlL media Nutrien
Agar sebagai sheed layer.

Menyiapkan cawan petri yang berisi media PDA 15 ml sebagat based layer.
Selanjutnya diambil 7 pL inokulum Candida albicans yang mempunyai T = 25% dan

dimasukkan pada 10 mL media PDA schagai sheed layer.

Uji potensi antimikroba yang dikasilkan Streptomyces (Demain dan Nadine, 1986)

Uji potensi dilakukan dengan menempelkan hasil cetakan Agar yang ditumbuhi
Streptomyces  sp. pada media yang telah diinokulasi dengan bakteri uji, kemudian
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, diukur zona hambatan
yang terbentuk di sekitar koloni biakan dengan jangka sorong Sebagai kontrol untuk
mikroba wji adalah Baciluy anthracis UM 23-Ci2, (Bacillus subtilis 168, Bacillus
thuringiensis dan Bacillus cerzus sebagai pembanding) Sebagai kontrol digunakan 5 pl
Penicillin 250 ppm yang diletakkan dalam sumur (diameter 1,07, tinggi 1,0 cm) pada
bakteri uji. Hasil positif ditandai adanya zona hamabatan di sekitar koloni biakan pada
cawan petri yang berarti bahwa isolat Streptomyces mampu menghasilkan antibiotik
sehingga dapat menghambat pertumbyhan mikroba,

Analisis data uji potensi antimikreba yang dihasilkan Streptornyces sp.

Diameter zona hambatan (mm) yang dibasilkan selama 10 hari dengan interval
waktu 24 jam, dibuat kurva yang menyatakan hubungan antara waktu inkubasi
Streptomyces sp. dengan diameter zona hambatan {mm).Dar kurva terscbut dapat
diketahut waktu awal (onset of action), aktivitas produksi antimikroba, dan lama produksi
antimikroba.
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Kremategrafi Streptomycin

Larutan Streptomycin {Sigma) sebanyak 300 mg /2 ml TE (10 mM Tris | pH 8], 1| mM
EDTA) dibagi menjadi dua, dan DNase pankreas pada konsentrasi akhir 4 U/ml
ditambahkan untuk 1,5. Dua sampel diimpan pada 4°C selama kurang lebih 24 jam dan
kemudian diloading ke dalam kolom (5 ml) pada resin cationic AGSOWXE { Bio-Rad)
dan dielusi dengan air; frakst {1 ml) dikzm;mlkan dan dinji dengan aktivitas antibiotic,
dengan OD 260 nm dan DNase untuk zat pembunuh kuman aktivitas, rapat optis pada
260 nm, dan aktivitas DNase dan melakukan perbanyakan/amplifikasi PCR.
Chromatography dilaksanakan di laminar flow.

18
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembnatan Inokulum Streptomyces sp pada Media ISP-4
Dipilih Strepromyces sp. isolat lokal Indonesia hasil isolasi dar tanah

ekosistem mangrove pantai timur Surabaya ditanam pada media ISP-4 padat pada cawan
iy b ] a-- 2 g 3 2 : 3 DG F ol 3 2 ) 3
petri, dan diinkubasikan sclama 4 han pada suhu 28°C. Setelah Strepromyces sp. tumbuh,

kemudian dipindahkan pada media ISP-4 Agar miring. (Hastl terlampir)

Gambar 1. Hasil Kultur Streptomyces sp pada media ISP-4

Uji Aktivitas Anti Mikroba (Pra Perlakuan)
Pembiakan Streptomyces sp.

Diambil 1 Ose biakan Strepromyces sp. dari Agar miring dan dipindahkan pada
media ISP-4 cair 25 mL, kemudian dikocok menggunakan Shaker dengan kecepatan 150
rpm (Rotation per minuie) pada suhu 30°C selama 2-4 hari. Kemudian diambil 2,5 mL
dengan mikropipet dan dipindahkan pada 25 ml media ISP-4 cair dan dikocok dengan
kecepatan 150 rpm pada suhu 30°C. Setelah 6 jam diambil 2 mL dan dicampur dengan
media ISP-4 Agar 20 mL yang telah dicairkan pada suhu 45°C, kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C. Dari media yang telah berisi Strepfomyces sp. dicetak dengan diameter 1,07
om dan diambil setiap periode 74 jam selama 10 hari untuk diletakkan di atas media uji
untuk vji potensi.
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Penaraman mikroba uji

Masing-masing sehanyak 1 Ose koloni Mruberculosis dibiakkan dalam 10 mL
kultur media 1. Jensen. Pada medium ini mengandung telur, gliserol, garam-garam
mineral, hijau malakhit. Diinkubasikan pada suhu 37°C selama 2-3 mimggu.

Penviapan inckulum mikroba uji

Mikroba uji yang telah diinkubasi pada subu 37 °C (Suhu Kamar) selama 2-3
mingge ditambahkan 10 mL laratan steril dapar fosfat pH 7 kemudian dikecok sampat
seluruh koloni di permukaan Agar lepas dan tersuspensi dalam larutan dapar fosfat pH 7.
Inokulum tersebut selanjutnya divkur transmitannya pada panjang gelombang 580 nm
dengan Spectronic 20. Transmitan suspensi diatur agar mencapai transmitan 25%.
Apabila transmitan menunjukkan kurang dari 25% maka suspensi diencerkan dengan
menambahkan larutan bufer fosfat dan apabila transmitan menunjukkan lebih dani 25%
maka ditambahkan lagi koloni Streptomyces sp.

Penyiapan media nji
Distapkan cawan petni dengan menambahkan media L. Jensen 15 ml. sebaga: base

layer. Selanjuinya diambil masing-masing 7 pl inokulum Mtuberculosis yang
mempunyai T = 25% dan dimasukkan pada 10 mL media L.Jensen sebagai sheed layer.

Uji potensi antimikroba yang dihasilkan Sireptomyces (Demain dan Nadine, 1986)

Uji potensi dilakukan dengan menempelkan hasil cetakan Agar yang ditumbuht
Streptomyces sp. pada media perbenihan bakteri wji, kemudian diinkubasikan pada suba
37°C. Setelah diinkubasi, diukur zona hambatan yang terbentuk di sekitar koloni biakan
dengan jangks sorong. Sebagai kontrol digunakan 5 pl. Streptomicin 250 ppm yang
diletakkan dalam sumur (diameter 1,07; tinggi 1,0 cm) pada bakteri uji. Hasil positif
ditandai adanya zora hamabatan di sekitar koloni biakan pada cawan petrd yang berarti
bahwa isolat Streptomyces mampu menghasilkan antibiotik schingga dapat menghambat
pertumnbuhan mikroba.
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Analisis data uji potensi antimikreba yang dihasillan Streptomyces sp.
Diameter zona hambatan {mm) yang dihasilkan selama 10 hari dengan interval
waktu 24 jam, dibuat kurva yang menyatakan hubungan antara wakty inkubasi

Streptomyces sp. dengan diameter zona hambatan {(mm).

Dari kurva tersebut dapat diketahui waktu awal (onser of action), aktivitas produkst

antimikroba, dan lama produksi antimikroba.
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fsolasi DNA genom Streptomyces (Hasil Terlampir)

Diambil 1 Ose biakan Strepromyces sp. dari Agar miring dan dipindahkan pada
media ISP-4 cair 10 mL., kemudian dikocok menggunakan Shaker dengan kecepatan 150
rpm (Rotation per minute) pada suhu 30°%C selama 4 hari. Kemudian diambil 2,5 mL
dengan mikropipet dan dipindabkan pada 25 mL media 1SP-4 cair, kemudian dikocok
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 30°C. Setelah 24 jam diambil 1 mL supernatan

Streptomyces.
Isolasi DNA Swreptomyces dilakukan dengan menggunakan BIO 101 G

NOME (Qiagen). 1 mL Streptomyces dimasukkan ke dalam cell suspension solution
kitdengan volume akhir 1,85 mL dan dihomogenkan Ditambahkan sebanyak 50 pL
RNase mix kit dan dipipet hati-hati agar tercampur, kemudian ditambahkan 100 pL cell
Iysis kit dan diinversi 2-5 kali. Diikubasikan pada suhm 55°C selama 15 menit
Ditambahkan 25 pL protease mixx dan dicampur merata yang selanjuinya diinkubasi
pada suhu 55°C selama 30-120 menit. Ditambahkan 500 pL solf-out mixture ki,

22
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didinginkan selama 10 menit pada suhu 4°C dan dimikrosentrifus pada kecepatan 10.000
rpm selama 10 menit. Secara hati-hati pelet dibuang kemudian supernatan dimasukkan
pada tabung konikal steril 15 mL. Menambahkan 2 mL dapar TE dan 8 mL ethanol
absolut pada supernatan. Dicampur dan inversi tabung sampai terlihat benang halus
hati-hati. Tabung dikeringkan pada konsentrator, atau dibalikkan pada #issue bersih
selama 10-15 menit. kemudian melarutkan DNA genom di dalam TE (10 mM Tas pH
7.5: 1 mM EDTA). DNA disimpan pada suhu 2-8°C. Sebelum digunakan jika di dalam

cairan stok terdapat endapan, maka dipanaskan pada suhu 60°C agar melarut.

Elektroforesis Hasil Isclasi DNA (Hasil Terlampir)
Dilarutkan sejumlah 0.4 Gram agarose (Gibco BRL, no. cat 15510-019) dalam 20
mL TBE 0,5X untuk mendapatkan gel agarose 2%. Larutan agarose dipanaskan sampai
mendidih, sementara itu cetakan disiapkan. Sisir clektroforesis ditempatkan untuk
membentuk sumur gel. Seielah mendidih, larutan agarose didiamkan sampai suhu 60°C
kemudian ditambahkan 0,5 plL/mL larutan EtBr (ethidium bromide). Larutan agarose
dituang ke cetakan yang sudah disiapkan dan dibiarkan hingga membeku. Setelah
membeku, penutup cetakan dan sisimya diangkat. Cetakan ditempatkan pada wadah
elektroforesis vang telah berisi dapar TBE 0,5X. 8 uL larutan produk isolast DNA
dimasukkan dan ditambahkan 2 pl dapar loading ke dalam sumur elektroforesis. DNA
marker juga dimasukkan ke dalam salah satu sumur. Elektroforesis dijalankan pada 100
V selama 20 menit dan hasil elektroforesis dilihat dibawah sinar UV.

PCR

Amplifikasi dilakukan dengan campuran reagen sebagat berikut : 25 pl master
mix kit, primer forward 2 uL, primer reverse 2 ul, destilated water 11 ul, DNA 10 pL
sehingga didapatkan total reaksi 50 pl. Denaturasi awal 05°C selama 5 menit.
Melakukan amplifikasi sebanyak 35 daur : denaturasi 95°C selama 1 menit, annealing
60°C selama 1 menit, elongasi 72°C selama 1 menit. Pada putaran yang ke 35 post
elongasi 72°C selama 10 menit.

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
S URABAYA

NG
L
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Purifikasi DNA
Produk PCR dipurifikasi dengan QJ4 guick PUR Purification Kit. Sebelum
digunakan menambahkan ET-OH 96% pada dapar PE. Kemudian ditambahkan dapar PB
{5 X volume) ke dalam hasil produk PCR. Sampel diletakkan pada QIA Quick spin
column (2 mb coolect tube) dan disentrifus 30-60 detik (untuk mengikat DNA). Setelah
flow through dibuang, dilakukan sentrifus dengan kecepatan maksimal 15.000 mpm
selama | menit. Bagian atas diambil dan pindahkan ke tabung 1,5 mL stenl
Ditambahkan bufer EB pada bagian sentral membran dan dibiarkan selama | menit

kemudian disentrifus selama | memt.

Sekuensing DNA (Hasil Terlampir)

Templat untuk sckuensing adalah DNA produk PCR yang telah dimumnikan.
Sekuensing dilakukan dengan metode Sanger menggunakan sekuenser 4Bl Prism 310.
Dilakukan pelabelan dengan big dye. Volume yang digunakan adalah 150 pL. dengan
konsentrasi 200 ng/mL. Untuk pembacaan hasil, sampel di/oading dalam semua sumuran
pada mesin Sequencer ABI Prism 310 dengan velume 1,5 pl. Hasil sekuensing dapat
dilihat dalam beberapa jam melahui monitor dalam bentuk grafik alogram dan hasilnya
dapat dicetak. Untuk analisis sekuens DNA dan translasi asam amino dilakukan dengan
menggunakan sofiware computer Genetic Mac Version 8,0. Homologi sekuen antibiotik
yang dihasilkan berdasarkan referensi dari Gen Bank.

Hasil PCR isolat Streptomyces sp.

Hasil PCR isolat Streptomyces sp.-1 sampai Streptomyces sp.-6 dengan formulasi
PCR yaitu PCR mix kit 25 pL., akpabides steril 10 uL, pA (forward) 10 pmol 5 pL , pH
(reversey 10 pmol 5§ pL, DNA 5 ul dan optimasi PCR dengan denaturasi awal 95°C
selama 5 menit, amplifikasi sebanyak 35 daur : denaturasi 95°C selama 1 menit,
annealing 60°C selama 1 meni*, clongasi 72°C selama 1 menit dan pada putaran ke 35
post elongasi 72°C selama 10 menit, dapat dilihat pada Gambar 5.27.

|
|
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|

Gambar 5.27 Hasil PCR isolat Sireptomyces sp.
Keterangan gambar :
1 Streptomyces sp-1

2 . Streptomyces sp.-2

3 . Streptomyces sp.-3

4 . Streptomyces sp.4

5 . Streptomyces sp.-3

& . Streptomyces sp.-6

- : Kontrol negatif

+ : Kontrol positif (Streptomyces griseus AYCC 10971)
M : Marker

Dari Gambar 5.27 terlihat bahwa Streptomyces sp.-1, sp.-2, sp.-3, sp.-4, sp.-5 dan
sp.-6 menghasilkan 1 pita dan selanjutnya disckuensing dengan metode otomatik ABI
Prism 310.

Daerah Variabel v Sekuen 168 rRNA Streptomyces sp.

Dari 6 isolat Streptomyces penghasil antibiotik pada ckosistem mangrove pantai
timur Surabaya ternyata hanya 3 isolat yang dapat disekuensing dengan metode otomatik
ABI Prism 310 yaita Streptomyces sp.-1, Streptomyces sp.-3, dan Streptomyces sp.-6.

Panjang urutan pukiectida Strepiomyces sp.-1 hasil sckuensing adalah 1430
pb dengan daerah variabel y yang terletak pada nukleotida ke 82-202 yaitu : TCT AAT
ACC GGA TAT GAC CAC CGG CCG CAT GGT CTG GIG (16 GAA AGC TCC

25
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GGC GGT GCA GAT GAG CCC GCG GCC TAT CAG CI'T GTT GGT GGG GIG
ATG GCC TAC CAA GGC GAC GAC GGG
Panjang urutan nukleotida Strepfomyces sp.-3 adalah 1416 bp dengan daerah
variabel y yang terletak pada nukleotida ke 30-199 yaitu :
TCT AAT ACC GGA TAT GAC TGT CCA TCG CAT GGT GGA TGG TGT AAA GUT

CCG GCG GTG CAG GAT GAC CCC GCG GCC TAT CAG CTT GTT GGT  GAG
GTA GTG GCT CAC CAA GGC GAC GAC GGG

Panjang urutan nukleotida Streptomyces sp.-6 adalah 478 bp dengan daerah
variabel v yang terletak pada nukleotida ke 127-255 yaitu :
GCT AAT ACC GGA TAA CTT TTT TCT TCG CAT GAA GGA GAA TTG AAA
GAT GGC TCC GGC TAT CAC TTA CAG ATG GAC CCG CGG CGC ATT AGC

TAG TTG GTG AGG TAA CGG CTC ACC AAG GCG ACG ATG CG

Diagram Pohen Filogenetik Streptomyces sp.

Dari urutan gen 168 rRNA Strepfomyces sp. yang telah diketahui, dibuat diagram
pohon filogenetik menggunakan program Sci kd Central, Clone Manager Profesional
Suite, Scientific and kducational Software  1994-2000. Ketiga wsolat  Strepiomyces sp.
hasil isolasi pada ekosistem mangrove pantai timur Surabaya dibandingkan dengan 11
isolat Streptomyces sp. lokal Indonesia dan 1478 isolat Strepfomyces sp. dan Gene
Bank.

Diperoleh hasil bahwa Strepromyces sp.-1 sp.-3, sp.-6 temyata mempunyai kekerabatan
lebih dekat dengan Streptomyces sp. SWL-9, Uncultured Streptomyces sp., Streptomyces
sp. SUK 1, Streptomyces sp. s BDOE 1, Streptomyces avermitilis, Streptomyces
Coelicolor NAGA, Streptomyces sp. CK 4412, Streptomyces thermovoliaceus,
Streptormyces sp. E-2248, Streptomyces sp. 2l-zhy, Streptomyces sp. 01-T1-6,
Streptomyces sp. 34-zhy, Streptomyces sp. 6G8, Streptomyces sp. SUK 2, Streptomyces sp.
6G4, Streptomyces sp. 3-97, dan Streptomyces sp.6G14, yang dapat dilihat pada Gambar
5.28 dan besamya persentase perbedaan dari 20 spesies Streptomyces sp. tersebut dapat
dilihat pada Lampiran 16. Berdasarkan Lampiran 16 diketahui bahwa (1) Streptomyces
sp.-1 mempunyai persamazan dengan Streptomyces sp. 6G8 scbesar 83,4%, Streptomyces
sp-3 sebesar 85%, Strepromyces sp. SWL-9 sebesar 85,16%, Streptomyces sp. 604
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sebesar 85,39%, dan (2) Streptomyces sp.-3 mempunyai persamaan dengan Uncultured
Streptomyces sp. sebesar 80,3%, Streptomyces sp. 6G8 sebesar 85 84%, Strepiomyces sp.
SWL-9 sebesar 86,85%, dan Streptomyces sp. 6G4 sebesar 87,37%, (3) Streptomyces sp.-6
mempunyai persamaan dengan Uncultured Sireptomyces sp. sebesar  30,47%,
Streptomyces sp. 6G4 sebesar 33,18%, Streptomyces sp.  6G8 sebesar 33.67%, dan
Streptonyces sp. SWL-9 sebesar 37,11% Dapat diketahui bahwa Strepromyces sp-1,
Streptomyces sp.-3, dan Streptomyces sp.-6 hasil isolasi dari tanah ekosistem mangrove

pariai timur Surabaya adalah isolat lokal baru

2
o}
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BAB 6 KESIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

M

Dari isolat Streptomyces sp. ternyata vang menumjukkan daya hambat terhadap
bakter: . M. rubercudose.
Dari enam isolat Streptomyces sp. penghasil antibiotik, yang dapat disekuensing adalah

Streptomyces sp. 1, sp-3, dan sp.-6 yang melalui identifikasi secara makroskopis,

g
W
s
Q
s
[»]
.
}Iﬂ
-
5
=3
[

rutan gen 163 rRNA, ketiganya merupakan isolat lokal

Prefil kromatogram dan bicautogram antibiotik menunjukkan bahwa Streptomyces sp.-

1, sp.-3, dan sp.-6 mampu menghasilkan antibiotik.

b
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