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Abstrak: Ancaman menakutkan dari bakteri-bakteri resisten terhadap berbagai antibiotik, khususnya bakteri-
bakteri Gram negatif, menjadikan penemuan antibiotik baru makin relevan dan mendesak. Penelitian ini
bertujuan menguji aktivitas antibakteri 12 sponge dari perairan terumbu karang Enepahembang Tahuna
terhadap bakteri patogenik ikan Aeromonas hydrophila. Studi ini mencakup koleksi sponge dengan
snorkling pada kedalaman 1.0-7.0 m, ekstraksi sampel dengan vacuum rotary evaporator dan uji antimikroba
ekstrak kasar terhadap A. hydrophila. Ekstrak dari 5 spesimen yang belum teridentifiksi dengan kode EP-
5, EP-12, EP-13, EP-15 dan EP-16 mampu menghambat pertumbuhan A. hydrophila pada konsentrasi 10.0
��/mL (zona hambat = 12.0 mm - 14.0 mm) sedangkan EP-1 pada konsentrasi lebih rendah yakni 1.0 mg/mL
(zona hambat = 15.0 mm). Pada konsentrasi 10.0 mg/mL, ekstrak kasar EP-1 berdaya hambat 28.0 mm, sedikit
lebih besar dari zona hambat antibiotik pembanding (tetrasikilin, 27.0 mm) meskipun pada konsentrasi
tetrasiklin lebih rendah (0.1 mg/mL). Studi lanjut berupa fraksinasi, pemurnian senyawa, penentuan struktur
molekul dan uji antibakteri untuk ekstrak kasar EP-1 sangat diperlukan. Selain untuk memastikan potensi
antibiotik sebenarnya, studi ini bermanfaat untuk memastikan kebaruan dari molekul-molekul terkandung
pada spesimen EP-1, sebuah upaya strategis dalam menunjang penemuan antibiotik baru.

Kata Kunci: sponge, antibiotik, zona hambat, Aeromonas hydrophila, Enepahembang Sangihe

Abstract: The frightening threat of bacteria resistant to various antibiotics, especially negative gram
bacteria, makes finding new antibiotics more relevant and urgent. This study aims to test the 12 sponge
antibacterial activity of the reef waters of Enepahembang Tahuna against fish pathogenic bacteria of
Aeromonas hydrophila. The study included a sponge collection with snorkeling at a depth of 1.0-7.0 m,
sample extraction with a vacuum rotary evaporator and a crude extract antimicrobial test against A.
hydrophila. Extracts from 5 specimens not yet identified with EP-5, EP-12, EP-13, EP-15 and EP-16
were able to inhibit the growth of A. hydrophila at a concentration of 10.0 mg/mL (inhibit zone = 12.0
mm - 14.0 mm) while EP-1 at a lower concentration of 1.0 /mL (inhibit zone = 15.0 mm). At a concen-
tration of 10.0 mg/mL, the crude extract EP-1 was 28.0 mm inhibitory, slightly larger than the antibiotic
inhibitory zone (tetracycline, 27.0 mm) although at lower tetracycline concentrations (0.1 mg/mL).
Further studies of fractionation, purification of compounds, molecular structure determination and
antibacterial assays for rough extract of EP-1 are necessary. In addition to ensuring the true antibiotic
potential, this study is useful for ensuring the novelty of the molecules contained in EP-1 specimens, a
strategic effort to support the discovery of new antibiotics.
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Infeksi bakteri Aeromonas hydrophila masih
merupakan ancaman serius untuk budidaya ikan
bahkan untuk kesehatan manusia. Menurut Praveen

et al. (2016), bakteri Gram negatif ini dapat
menginfeksi bagian dalam maupun luar usus
manusia. Berbagai hasil di bidang perikanan juga
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telah membuktikan bahwa infeksi A. hydrophilada
dapat menyebabkan penyakit bercak merah atau
motil aeromonas septicemia (MAS) dengan berba-
gai karakterisitik termasuk luka dan pembusukan
pada bagian ekor dan sirip atau pendarahan pada
tubuh ikan (Mahanty, et al., 2013), kematian ikan
secara masal (80-100%) dalam waktu singkat
(Angka, 2001) serta kerugian jutaan dolar pada
industri perikanan dunia (Pridgeon & Klesius, 2012).

Pemberian pakan berantibiotik untuk ikan
terinfeksi A. hydrophila adalah praktek yang umum
dilakukan (Pridgeon dan Kleisus, 2012). Tetapi
praktek ini mulai memicu resistensi A. hydophila
terhadap berbagai antibiotik (Mahanty, et al., 2013).
Keadaan ini makin diperburuk oleh rendahnya
penemuan antibiotik baru dalam beberapa dekade
terakhir (Fisch & Scharbele, 2016) terutama akibat
fokus penemuan antibakteri yang masih menitik-
beratkan pada sintesa antibiotik baru dari antibiotik
lama (Theuretzbacher, et al., 2015). Meskipun cara
ini mampu menyediakan antibiotik sintetik baru
dalam waktu relatif singkat serta mengatasi infeksi
dalam waktu cukup cepat (Fischbach & Walsh,
2009), terbatasnya jumlah antibiotik di pasaran yakni
b-lactam, macrolide dan quinolone saja (Abad,
et al., 2011), juga turut membatasi produksi antibiotik
sintetik baru (Rogers, et al., 2011).

Sebaliknya, sponge terkenal dengan komplek-
sitas, variasi dan kebaruan struktur molekul bioaktif-
nya, karakteristik yang ampuh meredam resistensi
bakteri (Clardy, et al., 2006). Selain itu, molekul-
molekul dari bahan alami lebih unggul dari molekul-
molekul sintesis karena “keserupaan metabolit”
antara bahan alami dengan sel target selain lebih
aman bagi lingkungan karena mudah terurai dan
tidak meninggalkan residu (Abbas & Abbas, 2011).
Di samping itu, molekul alami juga menggunakan
penetrasi memberan bakteri spefisik yang merupa-
kan kunci penting dalam penemuan antibiotika baru
(Tommasi, et al., 2015). Jadi, molekul alami bukan
saja aktif secara biologis tetapi juga merupakan
substrat untuk satu atau lebih sistem transpor dalam
sel yang dapat membawa molekul-molekul itu ke
sisi intraseluler untuk memberikan pengaruh secara
biologis (Harvey, et al., 2015).

Penelitian ini bertujuan untuk menemukan anti-
bakteri baru dari 12 sponge perairan Enepahembang
Tahuna terhadap bakteri patogenik ikan A.
hydrophila yang telah menunjukan resistensi
terhadap berbagai antibiotika di pasaran dengan
menggunakan uji metode difusi agar.

METODE PENELITIAN
Koleksi Sponge

Sponge dikoleksi selama 2 hari pada bulan
Oktober 2016 dari daerah terumbu karang Desa
Enepahembang Kecamatan Tahuna Timur, Kabu-
paten Kepulauan Sangihe. Sebanyak 12 jenis
sponge dikoleksi pada kedalaman 1-7 meter dengan
menggunakan snorkeling. Segera setelah diangkat
dari laut, spesimen-spesimen ini dibawa ke laborato-
rium Teknologi Budidaya Ikan (TBI) Tahuna, diambil
gambar, diberi kode dan dibekukan sebelum dibawa
dalam cool box menggunakan transportasi laut ke
Laboratorium Biologi Molekuler dan Farmasitika
Laut (BMFL) Program Studi Ilmu Kelautan, Fakul-
tas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Sam
Ratulangi (UNSRAT) Manado dimana spesimen-
spesimen itu disimpanbeku sebelum diekstrak.

Bakteri Uji
Strain bakteri A. hydrophila diperoleh dari

Balai Karantina Ikan Kabupaten Kepulauan Sangihe
dan merupakan turunan galur ke-4 (F4).

Ekstraksi
Untuk mendapatkan ekstrak kasar, masing-

masing sponge ditimbang, dipotong seukuran dadu,
direndam dalam botol plastik aqua (600 mL berisi
pelarut metanol pro-analisis (80%) selama 24 jam.
Sebelum dipindahkan ke wadah yang lebih besar
(botol plastik aqua 1.5 L), sponge dalam wadah
diagitasi/dikocok. Proses yang sama diulang seba-
nyak tiga kali dan hasil rendaman digabung (terpisah
untuk tiap sponge) sebelum proses evaporasi
menggunakan vacuum rotary evaporator pada
temperatur ruangan. Selanjutnya, ekstrak dikering-
kan menggunakan freeze dryer dan sebanyak 1.0
mg ekstrak kasar diambil dari 12 spesimen diencer-
kan pada tiga konsentrasi berbeda (0.5 mg/mL, 1.0
mg/mL dan 10.0 mg/mL) dan siap diujikan pada
bakteri A. hydrophila.

Skrining Aktivitas Antimikroba
Pengujian aktivitas antimikroba ekstrak sponge

maupun antibiotik pembanding (tetrasiklin) dilakukan
dengan menggunakan metode standar difusi agar.
Ringkasnya, cawan petri berisi agar (~15 mL) diino-
kulasi dengan inokulum A. hydrophila (106 CFU).
Kemudian, sebanyak 5 kertas filter berbentuk
cakram (diameter 6 mm) steril diletakan di atas
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media dan di atas 4 kertas cakram dipipet masing-
masing 60 mL ekstrak kasar berbeda dan 1 kertas
cakram lainnya dipipet antibiotik pembanding. Tiga
ulangan dari masing-masing ekstrak kasar untuk tiap
konsentrasi ekstrak kasar diuji pada cawan petri
berbeda. Meskipun pelarut kontrol (metanol) tidak
diuji secara terpisah, sejumlah ekstrak tidak aktif
menunjukan bahwa aktivitas bakteri tidak dipernga-
ruhi oleh pelarut. Selanjutnya, cawan petri diinkubasi
pada suhu ruangan dan pengamatan zona hambat
yang terbentuk pada cawan petri dilakukan setelah
12 jam (Balouri, et al., 2016).

Analisa Data
Setelah inkubasi, diamater dari tiap kertas

cakram ditambah dengan zona bening di sekitar
kertas cakram diukur hingga mm terdekat. Ekstrak
kasar sponge dianggap aktif jika satu atau lebih
dari ulangan ekstrak kasar (masing-masing dari
sampel berbeda tapi dari spesies sponge yang sama)
menghasilkan zona penghambatan bakteria lebih
besar sama dengan 1.0 mm dari tepi kertas cakram
(diameter = 3.0 mm). Dengan menggunakan mistar,
diameter zona hambat (mm), berupa daerah bening
yang terbentuk di sekitar ekstrak maupun antibiotik
pembanding (tetrasiklin) diukur dan ditabulasikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengujian ekstrak kasar 12 sponge dari

perairan Enepahembang memperlihatkan variasi
aktivitas antibakteri terhadap A. hydrophila dengan
41.6% ekstrak diantaranya menunjukan aktivitas
antibakteri (Tabel 1). Sebaliknya, ekstrak dari
spesimen-spesimen dengan kode EP-2, EP-3, EP-
4, EP-6, EP-7, EP-8, EP-9 dan EP-10 tidak
memperlihatkan aktivitas antibakteri terhadap A.
hydrophila hingga konsentrasi tertinggi dalam
pengujian ini (10.0 mg/mL). Secara keseluruhan, 5
spesimen mampu menghambat pertumbuhan A.
hydrophila yakni EP-1, EP-5, EP-12, EP-13, EP-
15 dan EP-16 pada konsentrasi 10.0 mg/mL dengan
zona penghambatan berkisar (11-28) mm.

Dari ke-5 spesimen aktif ini, hanya ekstrak
kasar dari spesimen EP-1 yang mampu mengham-
bat pertumbuhan A. hydrophila pada konsentrasi
1.0 mg/mL (Tabel 1) dengan zona hambat sebesar
13.0 mm yang dalam kategori Alves (2000)
tergolong aktif. Menariknya, pada konsentrasi 10.0
mg/mL, zona hambat yang terbentuk oleh ekstrak
kasar spesimen tergolong sangat aktif (28.0 mm)
dan lebih besar daripada zona hambat yang dibentuk

Gambar 2. Zona hambat (daerah bening di sekitar
kertas cakram) yang merupakan indikasi
aktivitas antibakteri.

Gambar 1. Sponge EP-1 yang dikoleksi dari terumbu
karang Enepahembang pada kedalaman 1.0
meter.
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oleh antibiotik pembanding (27.0 mm) sekalipun
pada konsentrasi antibiotik pembanding yang lebih
rendah (0.1 ��/mL) (Tabel 1). Hasil ini membukti-
kan ekstrak kasar EP-1 sebagai ekstrak paling aktif
terhadap A. hydrophila.

Meskipun demikian, hasil penelitian ini perlu
diintepratasi secara hati-hati. Pertama, meskipun
ekstrak dari sejumlah sponge tidak memperlihatkan
aktivitas antibakteri terhadap A. hydrophila, bisa
saja ekstrak-ekstrak itu punya aktivitas antibakteri

Tabel 1. Aktivitas antibakteri 12 spesimen sponge terhadap A. hydrophila

Gambar 2. Aktivitas antibakteri 12 sponge dari perairan Enepahembang terhadap A. hydrophila pada konsentrasi
(0.5 mg/mL dan 10.0 mg/mL).

terhadap bakteri-bakteri patogen ikan lain yang tidak
diuji dalam penelitian ini. Berbagai hasil penelitian
telah menunjukan sejumlah ekstrak kasar sponge
yang memperlihatkan aktivitas berbeda pada bakteri
berlainan baik pada bakteri Gram negatif, Gram
positif atau keduanya.

Ketika ditantang pada sejumlah bakteri pago-
tenik lainnya seperti E. coli, Vibrio hemoliticus,
Edwarsiella tarda (hasil tidak dilaporkan), tim
peneliti menemukan ekstrak kasar dari sejumlah
spesimen yang sebelumnya tidak aktif terhadap A.
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hydrophila justru aktif terhadap sejumlah bakteri
Gram negatif seperti E. coli, Edwarsiell tarda,
Vibrio parahemoliticus dll. Selanjutnya, peneliti
seperti Fenical, et al. (1997), telah mengingatkan
bahwa aktivitas antibakteri pada media agar juga
sangat bergantung pada difusi dari senyawa-
senyawa ke dalam media ini dengan senyawa
bersifat non-polar biasanya memiliki difusi yang lebih
baik dari molekul-molekul semi-polar maupun polar.
Mengingat ekstrak yang digunakan masih berupa
ekstrak kasar yang terdiri dari molekul non-polar,
semi polar maupun polar, maka pernyataan Fenical
dkk ini perlu mendapat perhatian. Selain itu, kita
juga harus ingat bahwa ukuran zona hambat
kemungkinan tidak dapat menggambarkan ukuran
insitu dari sebuah aktivitas antibakteri karena
beberapa faktor-faktor seperti laju difusi dll.

Selanjutnya, tingginya nilai penghambatan dari
ekstrak-ekstrak kasar dan terbatasnya ekstrak
kasar yang aktif terhadap A. hydrophila menggam-
barkan betapa menantangnya upaya penemuan
antibiotik baru untuk bakteri-bakteri Gram negatif.
Sejumlah peneliti juga telah tiba pada kesimpulan
yang sama. Nikaido (1998), misalnya, menyimpulkan
bahwa bakteri Gram negatif umumnya lebih resisten
terhadap sejumlah besar antibiotik dibandingkan
dengan bakteri Gram positif. Ketika mengkaji akti-
vitas antibakteri tumbuhan daratan, Martins, et al.,
2013 juga menemukan bahwa lebih banyak ekstrak-
ekstrak tumbuhan daratan (dari segi jumlah dan nilai
penghambatan minimum lebih rendah) menghambat
pertumbuhan bakteri-bakteri Gram positif daripada
bakteri-bakteri Gram negatif. Selain itu, dalam
tinjauannya pada tahun 2015, Toomasi, et al. juga
melaporkan bahwa meskipun beberapa jenis anti-
biotika mampu menghambat pertumbuhan sejumlah
bakteri Gram positif, antibiotik-antibiotik ini sama
sekali tidak aktif terhadap bakteri-bakteri Gram
negatif.

Umumnya dua argumen yang selalu muncul
terkait resistensi bakteri Gram negatif. Pertama,
bakteri-bakteri Gram negatif memiliki membran luar
pembatas permeabilitas yang biasanya menghambat
bahan-bahan antibakteri untuk mencapai targetnya
yakni inti sel-sel bakteri Gram negatif (Tommasi, et
al., 2015). Kedua, berbeda dengan bakteri Gram
positif, bakteri Gram negatif memiliki multidrug
efflux pump yang dapat memompa antibiotik keluar
dari sel bakteri sehingga menjadikan bakteri Gram
negatif lebih kebal terhadap berbagai antibiotik
(Nikaido, 1998; Tommasi, et al., 2015).

Meskipun demikian, perlu dicatat bahwa dalam
penelitian ini ada sejumlah ekstrak yang memperli-
hatkan aktivitas antibakteri terhadap terhadap A.
hydrophila sekalipun hanya ekstrak kasar EP-1
memperlihatkan aktivitas antibakteri yang hampir
menyamai antibotik pembanding sekalipun masih
berupa ekstrak kasar. Telah disinggung sebelumnya
juga bahwa sejumlah ekstrak kasar dari ke-12 spesi-
men itu juga memperlihatkan aktivitas antibakteri
cukup menjanjikan terhadap berbagai bakteri Gram
negatif seperti Edwardsiella tarda, E. coli, V.
parahaemoliticus. Jadi, secara bersamaan, hasil-
hasil penelitian ini membuktikan potensi sponge dari
Kabupaten Kepulauan Sangihe dalam hal ini sponge
dari perairan Enepahembang dalam menunjang
upaya penemuan antibiotik baru untuk berbagai
bakteri Gram negatif termasuk A. hydrophila.

Selain itu, terlepas dari konsentrasi hambatan
yang tinggi, ekstrak kasar masih merupakan cam-
puran kompleks. Meskipun sebagian molekul dalam
ekstrak dapat memberikan hasil posistif dalam uji
biologis karena terdapat dalam jumlah yang cukup,
sebagian molekul (molekul minor) kemungkinan
terdapat dalam konsentrasi yang terlalu rendah untuk
bisa memberikan dampak uji biologis (Harvey, et
al., 2015). Ternyata dalam banyak kasus, senyawa-
senyawa bioaktif biasanya berupa molekul-molekul
minor atau molekul-molekul dalam konsentrasi
sangat rendah dari satu ekstrak. Walaupun sebagian
dari senyawa itu telah menunjukan aktivitas biologis
saat masih berada dalam esktrak kasar, sebagian
baru memberikan aktivitas biologis setelah molekul-
molekul itu telah dimurnikan seperti pada
spongolactam A-C  (Mori, et al. ,  2007),
ircinialactam A-D (Balansa, et al., 2010) dan
ircinianinlactam A maupun oxo-ircinianinlactam
(Balansa, et al., 2013).

Selanjutnya, efisiensi bahan bioaktif seperti
antibakteri bisa saja terjadi akibat pengaruh aditif
atau sinergetik dari senyawa-senyawa yang terkan-
dung dalam satu ekstrak bukan akibat pengaruh satu
senyawa (Harvey, et al., 2015). Menurut peneliti-
peneliti ini, pengaruh dari senyawa bioaktif dari
ekstrak kasar dapat berupa jumlah total dari penga-
ruh senyawa-senyawa yang terdapat dalam ekstrak
kasar itu (aditif) atau bisa saja pengaruh yang
dihasilkan satu senyawa murni justru jauh lebih besar
dari pengaruh gabungan senyawa dalam ekstrak
(sinergetik). Hasil-hasil penelitian Martins, et al.,
2013 adalah contoh tipikal dimana mereka menemu-
kan di satu pihak fraksi dan senyawa murni
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menghasilkan aktivitas antibakteri lebih kecil diban-
dingkan dengan ekstrak kasar dan di pihak lain,
aktivitas antibakteri fraksi dan senyawa murni justru
jauh lebih besar daripada aktivitas ekstrak kasar.

Itulah sebabnya, untuk mengetahui potensi
antibakteri sebenarnya dari ekstrak-ekstrak kasar
sponge perairan Enepahembang terhadap bakteri
patogen A. aeromonas, fraksinasi dan pemurnian
molekul serta uji lanjut perlu dilakukan. Selain akan
memberikan informasi mengenai potensi antibakteri
sebenarnya dari ekstrak-ektrak itu terutama EP-1,
upaya ini juga dapat menyingkap, lewat studi
hubungan struktur dan aktivitas molekul, molekul-
molekul mana yang sebetulnya bertanggung jawab
untuk aktivitas antibakteri yang teramati pada
ekstrak-ekstrak kasar aktif itu.

KESIMPULAN
Hasil penelitian ini menunjukan potensi anti-

bakteri alami sejumlah sponge dari Enepahembang
Tahuna Timur dalam upaya penemuan antibiotik baru
untuk mencegah infeksi bakteri patogenik A.
hydrophila. Secara khusus, ekstrak kasar dari EP-
1 memperlihatkan hasil cukup menarik yang
mewakili langkah penting dalam upaya pencarian
antibiotik baru. Studi lanjut berupa fraksinasi,
pemurnian senyawa, penentuan stuktur molekul dan
uji antibiotik yang lebih sensitif sangat diperlukan
untuk memastikan potensi antibiotik sebenarnya dan
kebaruan dari molekul-molekul terkandung pada
ekstrak kasar EP-1, sebuah upaya strategis untuk
menunjang upaya penemuan antibiotik baru.
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