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Abstract

Nudibranchs are marine invetebrates belongs to the class of Gastropoda that are able to camouflage
and develop a self-defense systems. Marine bacteria contain chemicals compunds that have potentials
on marine drugs discovery through the secondary metabolism. The purpose of this study was to isolate
the symbiotic bacteria from nudibranches Phylidiella pustulosa and Thuridilla lineolate and to screen
the antibacterial activity of these bacterial isolates against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
Isolation and culture of the symbiotic bacteria was made on Bl (solid) media. The results of the
antibacterial assay showed that the symbiotic bacterial isolates from Phylidiella pustulosa and Thuridilla
lineolate were able to inhibit the growth of the Staphylococcus aureus and Escherichia coli test.
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Nudibranch adalah avetebrata laut dalam kelas Gastropoda yang mampu melakukan kamuflase dan
mengembangkan sistem pertahanan diri. Bakteri laut mengandung senyawa kimia yang berpotensi
sebagai bahan obat-obatan yang dihasilkan melalui metabolit sekunder. Tujuan dari penelitian ini yaitu
untuk mengisolasi bakteri yang bersimbion dengan nudibranch Phylidiella pustulosa dan Thuridilla
lineolate, kemudian mengamati aktivitas antibakteri dari isolat bakteri tersebut terhadap Escherichia
coli danStaphylococcus aureus. Isolasi dan kultur bakteri yang bersimbion dibuat pada media Bl
(padat). Skrining aktivitas antibakteri menunjukkan isolat bakteri yang bersimbion dengan nudibranch
Phylidiella pustulosa dan Thuridilla lineolate mampu menghambat pertumbuhan organisme uiji
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Kata kunci: nudibranch, Phyllidiella pustulosa, Thuridilla lineolate, bakteri, antibakteri

Nudibranch adalah avertebrata laut
dalam kelas Gastropoda yang tidak

PENDAHULUAN e

memiliki cangkang serta  mampu
Bakteri laut memiliki ukuran yang mengembangkan sistem pertahanan diri
sangat kecil, akan tetapi satu sel bakteri antara lain dengan kamuflase dan
laut dapat mengandung senyawa kimia senyawa kimia “chemical defence”.
yang berpotensi untuk obat-obatan, Nudibranch mampu mensintesis metabolit
suplemen nutrisi, kosmetik, agrokimia, sekunder dari bahan makanannya seperti
probe kimia dari enzim. Umumnya Spons,  Bryozoan, Nudibranch  dan
senyawa kimia potensial ini berasal dari Coelenterata. Chromodorolide A diisolasi
metabolit sekunder mikroba (Novianti, dari nudibranch  Chromodoris cavae
2008).Beberapa  biota  laut  yang sebagai antimikroba secara in Vvitro

diketahuidapatmenghasilkanbahanhayati (Karunasagar et al., 1999).
yang memilikiaktivitasbiologis di antaranya Dari beberapa penelitian yang telah
yaitu bryozoa, spons, moluska dan dilakukan diketahui nudibranch memiliki
nudibranch(Proksch dkk, 2002). potensi untuk menghasilkan senyawa
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antibakteri (Reddy et. al., 2015; Karuso and
Scheuer, 2002). Berbagai pendekatan
telah dilakukan untuk mendapatkan
senyawa antibiotik yang baru, salah
satunya adalah dengan mencari senyawa
bioaktif dari  mikroorganisme yang
bersimbiosis dengan invertebrata laut yang
berpotensi sebagai antibakteri Multi Drug
Resistant (MDR) (Pringgenies, 2009; 2010,
Pringgenies dan Dananjoyo, 2011;
Pringgenies dan Renta, 2014).

Berbagai penyakit yang disebabkan
oleh bakteri pada saat ini semakin banyak
dan diperlukan pencarian senyawa
antibakteri yang baru. Optimasi dan
kultivasi merupakan salah satu pendekatan
untuk mendapatkan isolat bakteri simbion
yang menghasilkan aktivitas antibakteri
terbaik. Oleh sebab itu, eksplorasi bakteri
simbion dari Nudibranch perlu dilakukan.
Hal inilah yang mejadi latar belakang
penelitian ini dilakukan.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Rangkaian penelitian dimulai pada
Desember 2019 dan berakhir Mei 2020.
Tempat penelitian yaitu pantai Bulo, Desa
Tateli Weru, Kecamatan Mandolang
(Gambar 1) sebagai lokasi pengambilan
sampel dan  Laboratorium  Biologi
Molekuler dan Farmasetika Laut, FPIK,
UNSRAT Manado dimana dilakukan
proses isolasi, kultur dan skrining aktivitas
antibakteri.

s Yorg St

Gambar 1. Peta Lokasi Penelitian
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Pengambilan dan Identifikasi Sampel

Sampel nudibranch didapat dari
Pantai Bulo dengan cara menyelam
menggunakan 1 set alat SCUBA pada
kedalaman sekitar +3-10 meter dan
pengambilan individu
organismemenggunakan pinset. Sampel
yang didapat langsung dimasukkan
kedalam plastik sampel untuk diidentifikasi
dan dianalisis lanjut.

Identifikasi sampelNudibranch
mengacu pada WoRMS (World Register of
Marine Spesies), buku “Nudibranch & Sea

Slug  Identification”  (Gosliner  dkk,
2018).dan Ompi ( 2019)
Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan

dalampenelitian ini seperti cawan petri,
tabungreaksi, pisau, erlenmyer dan pinset

dicucibersih, dikeringkan,
dibungkuskemudian disterilkan  dalam
oven padasuhu 150°C selama + 2 jam
(sterilisasikering). Media untuk

pertumbuhanmikroorganisme disterilisasi
dalamautoklaf pada suhu 121°C selama
15menit (sterilisasi basah).

Media Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri menggunakan media
B1 yang mengandung pepton,ekstrak
daging (meat exctract) dan NaCl.Sebanyak
0,5 gram pepton,0,3 gram ekstrak daging,
0,3 gram NaCl dilarutkan dalam 100 ml
aquades, diotoklaf selama + 20 menit,
pada suhu 121°C. Media cair dibuat tanpa
penambahan agar, sedangkan untuk
media padat ditambahkan 2 % agar.

Isolasi Bakteri

Sampel Nudibranch dicuci dengan
air laut steril untuk menghilangkan
pengotor yang melekat pada permukaan
tubuh. Dalam kondisi aseptik sampel
dipotongdan digerus menggunakan mortar
selanjutnya ditambahkan 1000ul air laut
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steril.Dengan menggunakan pipet mikro
sebanyak, diambil100 pl disebarkan pada
permukaan media Bl menggunakan
spreader hingga semua permukaan
tertutup dan diinkubasi selama 2x24 jam.

Pemurnian Bakteri

Untuk mendapatkan koloni terpisah
yang merupakan biakan murni,maka koloni
bakteri yang bertumbuh kemudian dikultur
pada media baru dengan metode gores

(streak plate method). Dengan
menggunakan jarum ose steril kultur
bakteridigoreskan ke media padat

sehinggam membentuk kuadran. Setiap
menggores ujung kuadran yang baru jarum
ose disterilkan kembali dan dicelupkan ke
dalam ethanol. Setelah selesai diinkubasi
selama 1x24 jam. Penggoresan ini
dilakukan berulang-ulang sehingga
diperoleh koloni tunggal / murni.

Preparasi Kultur Bakteri Uji

Bakteri uji S. aureus dan E. coli
dikultur dalam wadah yang terpisah selama
1x24 jammenggunakan media yang sama
dengan media isolasi bakteri. Kultur ini
selanjutnya akan ditambahkan atau
dicampurkan ke dalam media padat untuk
pengujian aktivitas antibakteri
Bakteri

Skrining  Antibakteri  dari

Simbion Nudibranch

(a)
Gambar 2. (a) Phyllidiella pustulosa dan (b) Thuridilla lineolate
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Dari isolat murni yang diperoleh
kemudian dilakukan skrining antibakteri
untuk mengetahui isolat mana yang
memiliki aktivitas antibakteri. Bakteri uji
yang digunakan adalah  S.aureus
danE.coli. Dengan menggunakan jarum

ose isolat murni yang adaselanjutnya
ditotolkan  atau  digoreskanke  atas
permukaan media Bl padat yang
mengandung bakteri uji yang telah

disiapkan sebelumnya.Kultur ini diinkubasi
dan pengamatan dilakukan setelah 1x24
jam.Munculnya zona bening di sekitar
koloni bakteri merupakan tanda adanya
penghambatan terhadap bakteri uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Organisme Nudibranch
Berdasarkan pengamatan
terhadapbentuk,warna, dan corak/pola
sampel maka diketahui 2 jenis sampel
yakniPhyllidiella.pustulosadanThuridilla
lineolata. P. pustulosa dengan ciri-ciri yaitu
memiliki ujung berwarna hijau dan pada
bagian mantel berwarna hitam, P.
pustulosajuga memiliki ukuran badan yang
terbilang besar dari antara spesies
nudibranch lainnya. Sedangkan T.lineolata
memiliki ukurang tubuh yang sangat kecil,
samping, berwarna biru cerah dan pola
berwarna oranye dan garis melingkar
disepanjang tubuhnya (Gambar 2).

(b)
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Isolasi Bakteri Nudibranch

Pengamatan terhadap sebaran

kultur pada media memperlihatkan adanya
pertumbuhan bakteri yang ditandai dengan
terbentuknya koloni pada permukaan
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media. Ini berarti bahwaterdapat bakteri
yang hidup bersimbion atau berasosiasi
dengan P. pustulosa dan T. lineolata
(Gambar 3)

Gambar 3.Isolasi bakteri Phylidiella pustulosa(A) dan Thrudilla lineolata(B)

Dari pengamatan yang dilakukan terlihat
adanya beberapa koloni yang muncul yang
tumbuh memiliki berbagai bentuk, ada

yang bulat dan ada juga yang
bergelombang. Untuk mendapatkan isolat
murni, maka dilanjutkan dengan

kulturgores kuadran.

Setelah diinkubasi selama 1x24 jam maka
didapatkan  jumlah  koloni  tunggal
dariPhylidiella  pustulosasebanyak 18
koloni dan dari Thurudilla lineolata 22
koloni (Gambar 4, Tabel 1)
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Gambar 4. Kultur isolat bakteri simbion Phylidiella pustulosa(A) dan Thrudilla lineolata(B)

Tabel 1. Jumlah koloni tunggal bakteri Phylidiella pustulosa dan Thrudilla lineolate

Jenis Nudibranchia

Jumlah Koloni Tunggal

Phylidiella pustulosa

18

Thrudilla lineolata

22

Pemurnian Bakteri

Hasil isolasi dan kultur bakteri yang
telah diperoleh, selanjutnya dipisahkan dan
ditumbuhkan kembali pada media yang
baru, hal ini bertujuan untuk memastikan
bakteri tersebut sudah murni. Koloni murni
dapat ditandai dengan kesamaan bentuk,
warna, ataupun ukuran dari bakteri

tersebut. Setelah proses pemurnian bakteri
tersebut selesai, kemudian diamati
pertumbuhannya untuk mendapatkan
karakterisasi bakteri tersebut (Tabel 2).
Untuk karakterisasi koloni bakteri ini
dilakukan berdasarkan panduan dari buku
“Microbiology Laboratory Manual”
Varghese and Joy, 2014.

Tabel 2. Karakteristik morfologi isolat murni bakteri simbion Phylidiella pustulosa dan Thrudilla

lineolata
Kode Gambar Karakterisasi
Isolat.
PHP 01 Bentuk : Bundar

Elevasi/ketinggian : Cembung
Pinggiran : Bergelombang
Warna : Putih Krem
Kekeruhan: Buram
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PHP 02
Bentuk : Tidak beraturan
Elevasi/ketinggian : Menonjol
Pinggiran : Bergelombang
Warna : Putih krem
Kekeruhan : Buram
THL 03

Bentuk : Tidak beraturan
Elevasi/ketinggian : Menonjol
Pinggiran : Lobate
Warna : Kuning
Kekeruhan : Tembus cahaya

patogen. Berikut pada Tabel 3 hasil
skrining aktivitas antibakteri dari isolate
murni  bakteri  simbion  nudibranch
Phylidiella  pustulosa dan  Thrudilla

Hasil isolasi yang telah diperoleh lineolate.
kemudian diuji aktivitas antibakterinya.

Dal_am ha_l ini- dilakukan skr_lnlng akiivitas antibakteri dari isolat bakteri selama 1x24

antibakteri _dengan tujuan . untuk jam menunjukkan bahwa ketiga isolat

mendapatkan isolat yang berpotensi yakni PHP 01, PHP 02 dan THL 03
memiliki kemampuan dalam menghambat

_ pertumbuhan bakteri uji E. coli dan S.
menghasilkan senyawa-senyawa yang aureus (Tabel 4)

mampu menghambat pertumbuhan bakteri

Skrining  Aktivitas Antibakteri dari
Bakteri Simbion Nudibranch

Skrining atau penapisan aktivitas

Tabel 4. Skrining Aktivitas antibakteri dari isolat murni terhadap S. aureusdanE. coli

Kode isolat Bakteri uji
S. aureus E. coli
PHP 01 + +
PHP 02 + +
THL 03 + +
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Aktivitas antibakteri dilihat dengan
adanya zona hambat atau clear
zone/inhibitory zone pada sekitar isolat
yang ditanam pada bakteri  uji.
Pengamatan hasil skrining aktivitas
antibakteri  dilakukan 1x24jam untuk
mengetahui efek antimikroba yang terjadi
pada masing-masing isolat bakteri.

Aktivitas antibakteri yang muncul
pada skrining dapat dihubungkan dengan
bakteri yang bersimbion dengan
nudibranch tersebut. Beberapa penelitian
antibakteri dari nudibranch menunjukkan
hasil yang cukup baik, dimana senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
nudibranch mampu menghambat
pertumbuhan bakteri uji. Selain itu
nudibranch mampu mensitesis metabolit
sekunder dari bahan makanannya seperti

Spons, Byrozoan, dan Coelenterata
(Karunasagar et al., 1999).

Karena  memiliki kemampuan
menghambat dalam menghambat

pertumbuhan bakteri gram positif dan gram
negative, maka diduga bahwa senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri

yang bersimbion dengan nudibranch
Phylidiella  pustulosa dan  Thrudilla
lineolatatermasuk berspektrum luas

Spektrum luas artinya senyawa tersebut
bekerja aktif terhadap banyak jenis bakteri
baik bakteri gram positif dan bakteri gram
negatif. Sedangkan spektrum sempit
artinya suatusenyawa bekerja aktif hanya
terhadap satu golongan bakteri saja baik
hanya pada bakteri gram positif ataupun
hanya pada bakteri gram negatif (WHO,
2014).

KESIMPULAN
1. Dari Nudibranch
pustulosadan
lineolateberhasil  diisolasi 40
isolatbakteri  simbion masing
masing 18 isolat dari
P.pustuosadan 22 isolat dariT.
lineolate.

Phylidiella
Thrudilla
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2. Skrining terhadap aktivitas
antibakteri memperlihatkan isolat
PHP 01, PHP 02, dan THL 03
memiliki kemampuan dalam
penghambatanpertumbuhan
bakteri uji E. coli dan S. aureus,
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