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ABSTRAK

Penyakit bakterial adalah salah satu penyebab kerugian besar di bidang akuakultur. Faktor virulensi bakteri
penyakit umumnya diekspresikan oleh gen-gen virulen yang diregulasi dengan sistem Quorum Sensing.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat bakteri yang memiliki potensi sebagai Anti
Quorum Sensing (AQS) yang dapat menghambat faktor virulensi bakteri patogen penyebab penyakit pada
ikan lele dumbo (Clarias gariepinus). Isolasi bakteri dilakukan dari sedimen, organ pencernaan dan air kolam
ikan lele dumbo dari Parung, Ciampea, dan Gunung Sindur, Bogor, Jawa Barat. Sebanyak 347 isolat bakteri
berhasil diisolasi, dan sebanyak 68 (19%) isolat di antaranya mempunyai aktivitas AQS dengan empat isolat
yang berpotensi sebagai bakteri AQS yaitu: TS 1 dan TS 2, TA 23, dan TY 33. Empat isolat tersebut teridentifi-
kasi berdasarkan sekuen 16S rRNA sebagai Bacillus amyloliquefaciens, Lysinnibacillus sphaericus, Lysinnibacillus
fusiformis, dan Bacillus cereus dengan persentase kemiripan masing-masing 93%, 99%, dan 100%. Berdasarkan
analisa gen AHL (Acyl Homoserine Lactone) laktonase (aiiA), keempat isolat tersebut menghasilkan enzim AHL.
Hasil studi ini menunjukkan bahwa isolat bakteri hasil isolasi dari kolam ikan lele dumbo dapat menghambat
mekanisme Quorum Sensing bakteri patogen ikan dengan mendegradasi autoinduser-nya yang berupa AHL.

KATA KUNCI: Anti Quorum Sensing (AQS), 16S rRNA, AHL (Acyl Homoserine Lactone) laktonase, Clarias
gariepinus

ABSTRACT: Characterization of Anti Quorum Sensing bacteria as virulence inhibitor of disease isolated from
fish of Clarias gariepinus. By: Hessy Novita, Iman Rusmana, Munti Yuhana, and Fachriyan Hasmi
Pasaribu

Bacterial diseases are one of the main problem in damaging the health of aquaculture system. Virulent factors of the
bacterial pathogens are generally encoded by virulent genes. Gene expression of virulent are regulated by Quorum
Sensing system. This research aimed to obtain bacterial isolates that have potential as Anti Quorum Sensing (AQS) in
inhibiting pathogenic bacteria virulence factors which cause disease in catfish (Clarias gariepinus). Catfish samples
were obtained from Parung, Ciampea, and Gunung Sindur, Bogor, West Java. The bacteria were isolated from pond
sediment, digestive organ and pond water. There were 347 bacterial isolates were successfully isolated, and 68 (19%)
isolates of them had AQS activity. There were four isolates namely TS 1 and TS 2, TA 23 and TY 33 having high AQS
activity. Based on the 16S rRNA gene sequences analysis, the isolates were identified as Bacillus amyloliquefaciens,
Lysinnibacillus sphaericus, Lysinnibacillus fusiformis and Bacillus cereus with similarity index of 93%, 99%, and
100% respectively. Furthermore, aiiA genes analysis indicated that the isolates had AHL (Acyl Homoserine Lactone)-
lactonase enzyme.
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PENDAHULUAN

Pada budidaya ikan lele, serangan penyakit adalah
salah satu kendala yang sering dihadapi oleh pembu-
didaya. Penyakit dapat muncul di suatu perairan aki-
bat ketidakseimbangan antara lingkungan, ikan, dan
jasad patogen. Penanganan dalam budidaya yang ku-
rang baik dapat menyebabkan ikan mengalami stres,
sehingga daya tahan tubuhnya menurun dan mudah
terserang penyakit (Darshanee et al., 2011). Antibio-
tika sering digunakan dalam jumlah besar untuk
menghindari tingginya mortalitas dan kejadian
penyakit bakteri dalam budidaya ikan. Namun, peng-
gunaan antibiotika dapat mengganggu keberadaan
komunitas mikrobiota usus maupun perairan dan
memicu populasi bakteri yang resisten, serta dikha-
watirkan ada efek jangka panjang bagi kesehatan
masyarakat. Pendekatan biomolekuler yang belum
banyak menjadi perhatian dalam pencegahan dan
mengontrol penyakit ikan yaitu penghambatan
ekspresi dari gen yang menyandikan faktor virulen-
sinya. Ekspresi gen ini diregulasi dengan sinyal ko-
munikasi antar sel bakteri yang dikenal sebagai Quo-
rum Sensing (QS) (Dong et al., 2007; Defoirdt et al.,
2004).

Quorum Sensing merupakan suatu proses yang me-
mungkinkan bakteri dapat berkomunikasi dengan
mensekresikan molekul sinyal yang disebut autoindu-
cer atau molekul sinyal biokimia untuk proses komu-
nikasi antar sel. Proses ini memungkinkan suatu po-
pulasi bakteri dapat mengatur ekspresi gen tertentu.
Konsentrasi autoinducer di lingkungan sebanding
dengan kelimpahan sel bakteri yang ada dengan
mendeteksi autoinducer, sehingga suatu bakteri
mampu mendeteksi keberadaan sel bakteri lain di
lingkungannya (Taga et al., 2001).

Untuk menekan pertumbuhan bakteri patogen pa-
da budididaya ikan lele diperlukan bakteri yang ber-
fungsi melakukan peran mekanisme penghambatan
terhadap faktor virulensi yaitu dengan menganggu
sistem Quorum Sensing yang dikenal dengan Anti Quo-
rum Sensing (AQS) atau Quorum Quenching (QQ). Apli-
kasi bakteri yang menghasilkan Quorum Quenching
sudah banyak diteliti pada akuakultur (Chu et al., 2011;
Defoirdt et al., 2004; Defoirdt et al., 2008) seperti:
Halogenated furanones dari alga merah laut Delisea
pulchra (Manefield et al., 1999) melindungi rotifers,
Artemia, dan rainbow trout dari vibrio (Defoirdt et al.,
2006; Rasch et al., 2004). Demikian pula Furanon yang
mempunyai kesamaan struktur dengan molekul AHL
(Acyl Homoserine Lactone) yang mengikat protein LuxR
(Manefield et al., 1999) dan terdapat seperti pada V.
harveyi (Henke & Bassler, 2004). Recombinant AHL
lactonase dari Bacillus sp., yang disuntikkan dengan
patogen ikan Aeromonas hydrophila pada ikan mas,

dapat menurunkan angka kematian ikan (Chen et
al., 2010). Actinobacteria Streptomyces albus mampu
mengurangi pembentukan biofilm dan menghambat
sistem Quorum Sensing dari Vibrio harveyi, Vibrio vulni-
ficus, dan Vibrio anguillarum (You et al., 2007).

Bakteri Quorum Sensing dapat diisolasi dari ling-
kungan budidaya ikan lele yang memiliki kesesuaian
habitat, baik dengan patogen maupun ikan. Pada pe-
nelitian ini, dikarakterisasi isolat bakteri yang memi-
liki potensi sebagai Anti QS atau QQ (Quorum Quench-
ing) untuk menghambat faktor virulensi bakteri pa-
togen yang menyebabkan penyakit pada ikan lele.
Hasil penelitian ini ke depan diharapkan dapat di-
aplikasikan sebagai kandidat probiotik atau agen
biokontrol pada budidaya ikan lele.

BAHAN DAN METODE

Sampling. Bakteri AQS diisolasi dari organ pen-
cernaan, sedimen, dan air kolam pemeliharaan ikan
lele dumbo (Clarias gariepinus). Ikan lele diperoleh da-
ri pembudidaya di sekitar daerah sentra budidaya
sekitar Bogor yaitu: di Parung, Ciampea, dan Gunung
Sindur Provinsi Jawa Barat, Indonesia.

Isolasi bakteri Anti Quorum Sensing (AQS). Ikan
lele dibedah secara aseptik dan organ pencernaan
diletakkan pada cawan steril dan dibilas dengan la-
rutan garam fisiologis steril (NaCl 0,85% pH 7,4). Ba-
gian usus ditimbang sebanyak 1 gram, dihomogenasi
dengan 9 mL larutan garam fisiologis steril. Pengen-
ceran berseri dilakukan dari 102 sampai 1010 pada
media LB (triptone 10 g, NaCl 10 g, yeast extract 5 g,
aquades 950 mL). Sebanyak 100 μL larutan tersebut
disebar pada media LA (triptone 10 g, NaCl 10 g, yeast
extract 5 g, aquades 950 mL, agar 15 g) dan diinku-
basi pada suhu 28oC selama dua hari. Koloni bakteri
yang tumbuh dipilih berdasarkan perbedaan morfo-
logi (ukuran, warna, dan bentuk).

Pada sampel tanah dan air kolam juga dilakukan
isolasi bakteri QQ, yaitu sebanyak 1 gram tanah di-
larutkan ke dalam 9 mL garam fisiologis steril 0,85%
dan dibuat pengenceran berseri. Sisa suspensi dipa-
naskan selama sepuluh menit pada suhu 80oC. Se-
banyak 0,1 mL dari setiap pengenceran dan suspen-
si yang dipanaskan tersebut masing-masing disebar-
kan ke media LA (Luria Agar), kemudian diinkubasi
selama dua hari pada suhu ruang. Koloni tunggal di-
purifikasi pada media LA untuk mendapatkan isolat
bakteri yang murni.

Selanjutnya isolat dari organ pencernaan, tanah
dan air kolam pemeliharaan dilakukan purifikasi ber-
ulang-ulang dengan media yang sama hingga diper-
oleh koloni tunggal dan seragam. Isolat murni se-
lanjutnya diperbanyak, sebagian isolat dibuat kultur
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stok dalam gliserol 20% dan sebagian lagi digunakan
untuk percobaan berikutnya yang disimpan dalam
media agar miring LA.

Seleksi bakteri AQS pendegradasi AHL. Seleksi
isolat bakteri AQS dilakukan dengan menggunakan
biosensor Chromobacterium violaceum sebagai marker
anti QS pada media LA (McClean et al., 1997). C. vio-
laceum merespons rantai pendek AHL dengan mem-
produksi pigmen ungu violacein yang dikontrol oleh
QS dan senyawa Anti QS yang dihasilkan suatu or-
ganisme akan menghambat produksi violacein dari
C. violaceum (Morohoshi et al., 2008; McClean et al.,
1997).

Metode disc diffusion. Isolat-isolat bakteri AQS
yang telah murni ditumbuhkan pada media Luria
Broth (LB). Setelah 48 jam kultur disentrifus pada 10.000
g selama sepuluh menit. Sebanyak 100 μL superna-
tan diteteskan pada kertas cakram yang diletakkan di
atas media LA dicawan yang mengandung biosensor
C. violaceum (umur 16-18 jam). Menurut Bauer et al.
(1966), standar pengujian untuk mendeteksi aktivitas
anti QS adalah dengan metode disc diffusion meng-
gunakan kertas cakram (diameter 6 mm). Sebagai
kontrol negatif digunakan media LB steril. Cawan di-
inkubasi pada suhu 28oC selama 24 jam untuk melihat
penghambatan produksi warna ungu C. violaceum,
penghambatan QS terdeteksi oleh adanya cincin ti-
dak berwarna ungu di sekitar disk, tapi masih adanya
sel yang viable oleh bakteri AQS. Pengukuran dilaku-
kan dari tepi luar dari disk ke tepi zona hambat anti
QS. Tidak terbentuknya warna ungu menunjukkan
bahwa isolat menghasilkan anti QS.

Identifikasi biokimia dan fisiologi bakteri AQS.
Isolat bakteri AQS yang positif menghasilkan anti QS
diidentifikasi berdasarkan perbedaan karakteristik
secara fisiologi dan biokimia dengan pengujian hid-
rolisis terhadap gula-gula dengan API 50 CHB. Data
sifat biokimia dan fisiologi bakteri yang diperoleh
dianalisis secara deskriptif dan dibandingkan dengan
standar deskripsi dalam Bergey’s Manual of Determi-
native Bacteriology (Bergey & Holt, 1994).

Identifikasi dan sekuensing gen 16S rDNA. DNA
genom dari bakteri AQS diekstraksi dengan metode
Gentra Puregene Yeast / Bact. Kit (Qiagen). Amplifikasi
16S rDNA dengan menggunakan primer oligonukle-
otida spesifik prokariot yakni 63f (5’-CAG GCC TAA
CAC ATG CAA GTC-3’) dan 1387r (5’-GGG CGG WGT
GTA CAA GGC-3’) (Marchesi et al., 1998). Proses ampli-
fikasi dengan siklus PCR, pradenaturasi (pre PCR) pa-
da suhu 95oC selama lima menit. Denaturasi pada su-
hu 92oC selama 30 detik, pelekatan (annealing) pada
suhu 55oC selama 30 detik, dan perpanjangan (elonga-
tion) DNA pada 72oC selama satu menit. Siklus ini di-
ulang hingga 30 kali, pemanjangan DNA (post PCR) pa-

da suhu 72oC selama lima menit, dan penyimpanan
(store) pada suhu 4oC. Selanjutnya produk DNA yang
dihasilkan disekuens menggunakan jasa perusahaan
sekuensing 1stBase Singapura. Hasil pengurutan DNA
dibandingkan dengan data 16S rDNA dari Gene Bank.

Bakteri yang positif dapat mendegradasi QS, se-
lanjutnya dideteksi keberadaan dari gen aiiA (Auto-
inducer Inactivation) homolog dengan amplifikasi
sekuen gen tersebut menggunakan PCR. Ekstraksi
genom dari bakteri anti QS dengan menggunakan
metode Gentra Puregene Yeast / Bact. Kit (Qiagen).

Amplifikasi PCR dan sekuensing gen aiiA. Genom
DNA yang sudah diperoleh selanjutnya diamplifikasi
menggunakan GoTaq Green mastermix (Promega).
Komponen reaksi PCR untuk total volume 25 mL ter-
diri atas 12,5 μL buffer, nuclease free water 9 μL, masing-
masing 1 μL primer forward dan primer reverse. Seku-
en primer yang digunakan adalah aiiAF (5’-ATGGGA
TCCATGACAGTAAAGAAGCTTTAT-3’) dan aiiAR (5’-
GTCGAATTCCTCAACAAGATACTCCTAATG-3’). Target
amplifikasi PCR adalah 800 bp (Chan et al., 2009; Chu
et al., 2011). Siklus untuk amplifikasi PCR gen aiiA
dengan pradenaturasi pada suhu 94oC selama sepu-
luh menit, 35 siklus untuk denaturasi pada suhu 94oC
(30 detik), annealing 52oC (30 detik), pemanjangan 72oC
(satu menit); dan suhu pada final 72oC selama lima
menit. Untuk mengetahui kemiripan gen aiiA pada
bakteri anti QS, dilakukan sekuensing dari produk PCR
yang positif mengandung gen aiiA menggunakan ja-
sa perusahaan sekuensing 1stBase Singapura. Hasil se-
kuen disejajarkan dengan data gen aiiA dari GeneBank
menggunakan program Basic Local Alignment Search
Tool-Nucleotida translation protein (BLAST-X).

HASIL DAN BAHASAN

Isolat Bakteri Anti Quorum Sensing (AQS)

Sebanyak 347 isolat bakteri telah berhasil diisola-
si dari sampel usus ikan, sedimen, dan air kolam ikan
lele. Hasil uji menggunakan bakteri indikator Chro-
mobacterium violaceum diperoleh 68 isolat (19%) yang
memiliki aktivitas AQS (Tabel 1). Isolat yang memiliki
aktivitas degradasi AHL (Acyl Homoserine Lactone) di-
tandai dengan terbentuknya zona yang tidak ber-
warna ungu di sekitar paperdisk yang ditetesi dengan
supernatan isolat bakteri yang diuji. Hal ini menan-
dakan bahwa isolat bakteri tersebut menghasilkan
senyawa ekstraseluler penghambat produksi pigmen
violacein berwarna ungu dari C. violaceum yang diha-
silkan dari proses Quorum Sensing. Penghambatan QS
yang mengatur produksi violacein pada C. violaceum
melibatkan senyawa AHL dan berperan sebagai mo-
lekul signal. Penghambatan QS tersebut salah satunya
disebabkan oleh aktivitas enzim laktonase (penghid-
rolisis molekul AHL) yang dihasilkan oleh isolat AQS.
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Zona degradasi yang dihasilkan isolat hasil isola-
si berkisar dari 2 mm sampai 20 mm. Isolat TS2 me-
miliki AQS yang paling tinggi karena menghasilkan
zona AQS terbesar (20 mm), kemudian disusul oleh
isolat TS1, TA 23, dan TY 33 yaitu 18 mm, 16 mm, dan
16 mm. Sehingga dari ke-68 isolat AQS telah diperoleh
empat isolat yang berpotensi sebagai AQS dengan luas
zona yang ditunjukkan pada Gambar 1 dan Tabel 2.

Identifikasi Isolat AQS Pendegradasi AHL

Hasil identifikasi berdasarkan uji biokimia dan
fisiologi menunjukkan bahwa keempat isolat bakteri
AQS bersifat Gram positif, motil, membentuk spora,
positif untuk uji oksidase, katalase, koloni berwarna
krem pada TS 1 & TA 23, dan putih untuk TS2 & TY

Tabel 1. Asal dan jumlah isolat bakteri AQS hasil isolasi dari sedimen, air kolam pemeliharaan, dan saluran
pencernaan ikan lele

Table1. Sources and number of AQS bacterial isolates isolated from pond sediment, water, and the digestive tract

Asal (Origin ) Sumber (Source )
Jumlah       
Total

Parung:
-  Kolam (Pond ) 1 Organ pencernaan

Digestive tract
Sedimen (Sediment ) 3 20 7
Air (Water ) 3 25 4

-  Kolam (Pond ) 2 Organ pencernaan
Digestive tract
Sedimen (Sediment ) 3 24 5
Air (Water ) 3 30 2

Ciampea:
-  Kolam (Pond ) 1 Organ pencernaan

Digestive tract
Sedimen (Sediment ) 3 10 5
Air (Water ) 3 32 7

-  Kolam (Pond ) 2 Organ pencernaan
Digestive tract

  Sedimen (Sediment ) 3 23 3
Air (Water ) 3 10 2

Gunung Sindur:
-  Kolam (Pond ) 1 Organ pencernaan

Digestive tract
Sedimen (Sediment ) 3 26 6
Air (Water ) 3 22 6

-  Kolam (Pond ) 2 Organ pencernaan
Digestive tract
Sedimen (Sediment ) 3 15 5
Air (Water ) 3 23 4

Jumlah (Total ) 66 347 68

Sampel (Sample ) Isolat hasil          
isolasi

Result of isolates

Jumlah isolat bakteri AQS
Number of AQS bacterial 

isolates

5 27 3

10 1

5 12 2

5 8 1

5 11 1

5 19 2

5

33. Bakteri dapat tumbuh dengan baik pada suhu 30oC,
37oC, dan 40oC (TS 1, TS 2, dan TY 33), tetapi untuk
TA 23 bakteri tidak tumbuh pada suhu 40oC. Hasil
penelitian ini sama dengan yang dilakukan oleh
Mahakarnchanakul (1999). Isolat bakteri juga dapat
tumbuh pada NaCl dengan konsentrasi 2%, 4%, dan
10% seperti yang dilakukan oleh Chu et al. (2011),
Mahakarnchanakul & Beuchat (1999). Karakteristik
isolat TS 1, TS 2, TY 33, dan TA 23 dalam menggunakan
berbagai jenis gula (API 50 CHB) dapat dilihat pada
Tabel 3. Berdasarkan sifat karakteristik biokimia ini
yang telah dibandingkan dengan standar deskripsi
menggunakan Bergey’s Manual of Determinative Bacteri-
ology, keempat isolat tersebut adalah kemungkinan
mirip dengan Bacillus sp.
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Identifikasi dan Sekuensing Gen 16S rRNA

Hasil amplifikasi gen 16S rRNA pada isolat TS 1,
TS 2, TA 23, dan TY 33 menunjukkan pita amplikon
1.500 bp ditunjukkan pada Gambar 4. Berdasarkan ha-
sil analisis sekuen 16S rRNA, isolat TS1 menunjukkan
kedekatan dengan Bacillus amyloliquefaciens dengan
indeks kemiripan 93%, isolat TS 2, dan TY 33 masing-
masing menunjukkan kedekatan dengan Lysinnibacillus
sphaericus dan Lysinnibacillus fusiformis dengan indeks
kemiripan 99%. Isolat TA 23 menunjukkan kedekatan
dengan Bacillus cereus dengan indeks kemiripan 100%.
Sekuen gen 16S rRNA yang memiliki identitas kemiri-
pan kurang dari 97% memiliki kemungkinan terindika-
si sebagai novel spesies (Stackebrandt & Goebel, 1994;

Drancourt et al., 2000). TS1 memiliki indikasi sebagai
novel spesies karena sekuens DNA ini memiliki iden-
titas maksimum kemiripan < 97% yaitu 93%. Pohon fi-
logenetik yang menunjukkan kekerabatan isolat ini
dengan beberapa spesies bakteri yang ada di basis
data dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 4.

Gen aiiA dari Isolat Bakteri Uji

Hasil amplikasi gen aiiA dengan PCR menunjuk-
kan bahwa keempat isolat yaitu: TS 1, TS 2, TA 23,
dan TY 33 memiliki gen aiiA. Produk PCR dari gen aiiA
berukuran 800 bp ditunjukkan pada Gambar 4. Hasil
ini sesuai dengan yang dikemukakan dalam peneliti-
an Chu et al. (2011), menghasilkan amplikon PCR se-
besar 800 bp dari isolat bakteri AQS yang diisolasi da-
ri tanah. Hasil analisis sekuen gen aiiA dengan BLAST-
X, dari keempat isolat tersebut menunjukkan gen aiiA
homolog dengan AHL laktonase bakteri Bacillus thu-
ringiensis dan Bacillus cereus dengan tingkat kemiripan
78%, 99%, dan 100% (Tabel 5, Gambar 3). AHL lactonase
atau disebut juga dengan AHL hydrolase (Feng Liu et
al., 2013; Liu et al., 2005) telah digunakan sebagai
bakteri QQ atau AQS untuk mendegradasi AHL dari
suatu bakteri patogen sehingga dapat melemahkan
faktor virulensinya. Penggunaan bakteri AHL laktona-
se merupakan strategi yang menjanjikan untuk men-
cegah dan mengendalikan infeksi dan virulensi bak-
teri patogen melalui mekanisme anti-QS, serta ber-
potensi untuk dikembangkan sebagai salah satu
alternatif pengendalian bakteri patogen.

Data yang disajikan di sini menunjukkan bahwa
AHL laktonase yang dikodekan oleh gen aiiA pada

Tabel 2. Diameter zona degradasi AHL oleh empat
isolat bakteri AQS yang terpilih dengan zo-
na hambat yang luas

Table 2. Diameter of AHL degradation zone of four se-
lected AQS bacterial isolates with a wide inhibi-
tion zone

1 2

TS 1 19 17 18
TS 2 20 20 20
TA 23 16 16 16
TY 33 16 16 16

Diameter zona degradasi AHL
Diameter of AHL degradation zone (mm)

Ulangan (Replication ) Rataan 
Average

Kode isolat
Isolate code

Gambar 1. Aktivitas Anti Quorum Sensing (AQS) dari isolat TS 2 (A), TS 1 (B),
TA 23 (C), dan TY 33 (D)

Figure 1. Anti Quorum Sensing (AQS) activity of isolates TS 2 (A), TS 1 (B), TA 23
(C), and TY 33 (D)

A

C D

B
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Tabel 3. Hasil uji fisiologi dan biokimia untuk karakterisasi isolat AQS
Table 3. Results of physiological and biochemical tests for characterization of AQS isolates

(-) Negatif (Negative); (+) Positif (Positive); B = Batang (Rod); AQS = Anti Quorum Sensing

TS 1 TS 2 TA 23 TY 33 TS 1 TS 2 TA 23 TY 33

Reaksi (Reaction ) Gram + + + + Nacl 2%, 4%, 10% + + + +
Bentuk (Shape ) B B B B 30oC + + + +
Motilitas (Motility ) + + + + 37oC + + + +
Oksidase (Oxidase ) + + + + 40oC + + - +
Katalase (Catalase ) + + + + Krem Putih Krem Krem

Cream White Cream Cream

API 50 CHB TS 1 TS 2 TA 23 TY 33 API  50 CHB TS 1 TS 2 TA 23 TY 33

Glycerol + + + - Salicin + + + +
Erythrithol - - + - Allobiose + + + +
D-arabinose - + + + Maltose + + + +
L-arabinose + - + + Lactose + + + +
Ribose + + + + Melibiose - - + +
D-xylose - + + + Saccharose + + + +
L-xylose - - + - Trehalose + + + +
Adonithol - + + + Inulin - - - -
β-methyl-xyloside - - + - Melezitose - - - -
Galactose - + + + D-raffinose - - - +
D- glucose + + + + Amidon - + - +
L-fructose + + + + Glycogene - + - +
D-mannose + + + + Zylitol - - + -
L-sarbose - - + - β-gentiobiose + + + +
Rhamnos - + + + D-furanose - + - -
Dulcitol - - + - D-lyxose - - - -
Inositol + + + + D-tagatose - - - -
Mannitol + + + + D-fucose - - - -
Sorbitol + + + - L-fucose - - - -
α-methyl-D-mannoside - + + - D-arabitol - + - +
α-methyl-D-glucose + + + + L-arabitol - - - -
N-acetyl-glucosamine - + + + Gluconate - + - +
Amygdalin - + + + 2-keto-gluconate - - - -
Arbutin + + + + 5- keto-gluconate - - - -
Esculin + + + +

Isolat (Isolate ) Isolat (Isolate )Karakteristik
Characteristics

Karakteristik
Characteristics

Warna koloni               
Colony color

keempat isolat adalah kandidat yang baik untuk di-
kembangkan lebih lanjut menjadi kandidat probiotik
dengan melakukan seleksi lebih lanjut agar diperoleh
kandidat probiotik potensial untuk pengendalian in-
feksi bakteri patogen pada budidaya ikan lele.

Berdasarkan analisis sekuen 16S rRNA, bakteri
yang diisolasi tersebut, termasuk dalam golongan
genus Bacillus sp. yang mempunyai kemampuan untuk
memproduksi enzim laktonase. Produksi enzim ini
diperlukan dalam proses degradasi AHL dan mampu
menghambat violacein yang dihasilkan oleh bakteri
dari Chromobacterium violaceum yang diregulasi oleh
aktivitas QS (Chu et al., 2011). Konfirmasi enzim AQS

dengan PCR yang menunjukkan bahwa bakteri yang
diisolasi menghasilkan enzim laktonase (aiiA). Bakte-
ri penghasil AHL dan bakteri pendegradasi AHL hi-
dup berdampingan dalam setiap ekosistem, memiliki
strategi yang berbeda untuk mendapatkan keuntung-
an kompetitif dalam ekosistem. Banyak bakteri pen-
degradasi AHL telah diisolasi dari tanah atau tana-
man dan banyak digunakan sebagai biokontrol pato-
gen tanaman. Aplikasi bakteri ini dapat mengganggu
sistem QS bakteri penyakit. Gen aiiA dari Bacillus sp.
telah dikloning ke tanaman tembakau dan kentang
menjadi tanaman transgenik yang tahan penyakit
(Dong et al., 2001).
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Gambar 2. Pohon filogenetik berdasarkan sekuen gen 16S rRNA yang menunjukkan hubungan
kekerabatan antara bakteri AQS TS 1, TS 2, TA 23, dan TY 33 dengan kelompok bakteri
Bacillus yang lain menggunakan metode Neighbor Joining (NJ) dengan bootstrap 1.000x

Figure 2. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the relationship between AQS TS 1,
TS 2, TA 23, and TY 33 bacteria with other group of Bacillus using Neighbor Joining (NJ)
method with 1,000x bootstrap

Aktivitas QS telah banyak ditemukan pada bakte-
ri, baik Gram positif maupun Gram negatif, lebih da-
ri 70 spesies bakteri Gram negatif menghasilkan acyl

homoserine lactones (AHLs), yang berperan penting
dalam regulasi ekspresi gen, termasuk gen-gen yang
berperan dalam pembentukan biofilm dan faktor vi-

Tabel 4. Hasil analisis sekuen gen 16S rRNA isolat TS 1, TS 2, TA 23, dan TY 33
Table 4. Sequence analysis results of 16S rRNA gene of TS 1, TS 2, TA 23, and TY 33 isolates

Isolat
Isolate

Homologi bakteri (Blast-N)
Bacterial homology (Blast-N)

Kemiripan 
Similarity  (%)

No. akses
Accession number

TS 1
Bacillus amyloliquefaciens  subsp. plantarum 
strain FZB42

93 NR 0750005.1

TS 2 Lysinnibacillus sphaericus  strain NBRC 15095 99 NR 112627.1
TA 23 Bacillus cereus  strain ATCC 14579 100 NR 074540.1
TY 33 Lysinnibacillus fusiformis strain NBRC 15717 99 NR 112569.1

Tabel 5. Kemiripan sekuen protein dari fragmen gen aiiA dengan pusat
data di Gene Bank menggunakan Basic Local Alignment Search Tool
for Protein, using translated nucleotide (BLAST-X)

Table 5. Similarity of protein sequence of aiiA gene fragment compared with
data base in Gene Bank using Basic Local Alignment Search Tool for
Protein, using translated nucleotide (BLAST-X)

Isolat
Isolate

Homologi protein (Blast-X)
Protein homology (Blast-X)

Kemiripan 
Similarity (%) 

TS 1 AHL lactonase aiiA (Bacillus cereus) 78
TS 2 AHL hydrolase (Bacillus thuringiensis  BMB171) 99
TA 23 AHL hydrolase (Bacillus thuringiensis  BMB171) 100
TY 33 AHL hydrolase (Bacillus thuringiensis  BMB171) 100

0.02

Bacillus methylotrophicus  [NR 116240.1]

Paracoccus pantotrophus

Bacillus subtilis  [NR 102783.1]
Bacillus amyloliquefaciens  [NR 075005.1]
Bacillus vallismortis  [NR 024696.1]
Bacillus subtilis  [NR 113265.1]

TS 1

TA 23
Bacillus cereus  [NR 074540.1]
Bacillus thuringiensis  [NR 043403.1]

TY 33
Lysinnibacillus fusiformis  [NR 112569.1]
Lysinnibacillus sphaericus  [NR 112627.1]

E. coli  [J01859.1]

TS 2
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rulensi pada bakteri patogen (Bhargava et al., 2010;
Wang et al., 2013). Upaya untuk mengganggu Quorum
Sensing dalam pembentukan biofilm dan faktor
virulensi memungkinkan mengidentifikasi molekul
dengan kemampuan untuk mengganggu sistem QS
(Kalia & Purohit, 2011; Huma et al., 2011; Kalia, 2013).
Dua enzim yaitu asil-homoserine lakton laktonase
(AHL lactonase) dan asil-homoserine lakton asilase
(AHL asilase), diketahui dapat mendegradasi molekul
AHL dengan menghidrolisis cincin lakton dan reaksi
pemotongan ikatan peptide. AHL laktonase adalah
metalo-enzim yang ditemukan pada Bacillus spp. di
antaranya: B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, dan
spesies lainnya (Huma et al., 2011; Seo et al., 2011;
Dong et al., 2000).

Penghambatan sistem Quorum Sensing pada bak-
teri patogen baru-baru ini telah disarankan sebagai
strategi baru untuk digunakan dalam akuakultur
(Defoirdt et al., 2011; Merrifield et al., 2010; Vine et
al., 2006). Quorum Sensing adalah proses yang meli-
batkan komunikasi sel ke sel bakteri dengan berat
molekul sinyal yang rendah dan memperoleh respons
bergantung pada kepadatan populasi dari bakteri.
Molekul sinyal AHL (N-asil homoserine lakton) dan/
atau AI-2 (autoinducer 2) telah ditemukan terlibat dalam
pengaturan faktor virulensi dalam banyak bakteri
patogen, termasuk patogen pada ikan (Defoirdt et al.,
2006; Rasch et al., 2004). Bakteri yang mampu mele-
mahkan molekul Quorum Sensing dapat dimanfaatkan
sebagai agen biokontrol dalam akuakultur. Beberapa

Gambar 3. Pohon filogenetik gen aiiA dari isolat TS 1, TS2, TY 33, TA 23 dibandingkan dengan bakteri
penghasil laktonase lain menggunakan metode Neighbor Joining (NJ) dengan bootstrap 1.000x

Figure 3. Phylogenetic tree of aiiA genes from TS 1, TS 2, TY 33, TA 23 isolates compared with other bacteria
laktonase using Neighbor Joining (NJ) method with bootstrap 1,000x

Gambar 4. Hasil amplifikasi PCR gen aiiA enzim laktonase (A) dan 16S rRNA (B). 1 = Negatif kontrol,
2 = TS 1, 3 = TS 2, 4 = TY 33, 5 = TA 23, dan marker DNA ladder 1 Kb

Figure 4. PCR amplification results of aiiA gene lactonase enzyme (A) and 16S rRNA gene (B). 1 = Nega-
tive control, 2 = TS 1, 3 = TS 2, 4 = TY 33, 5 = TA 23, and 1 Kb of (DNA ladder marker)

750 bp

A B

2 31 1 kb54 2 31 1 kb54

1,000 bp
1,500 bp

Bacillus thuringiensis  [AF 478060.1]

TA 23

TS 2

TY 33

Bacillus cereus  [AF 478061.1]

Bacillus sp.  [JF 501483.1]

Bacillus thuringiensis  [AF 478056.1]

Bacillus thuringiensis  [JN 820133.1]

Bacillus thuringiensis  [JN 820132.1]

0.1

TS 1

Ochrobactrum sp.  [GU 581165.1]

Ochrobactrum tritici  [HM 156122.1]



bakteri akuatik telah banyak diteliti untuk Anti Quo-
rum Sensing (Chu et al., 2011; Merrifield et al., 2010;
Nakayama et al., 2009). Bacillus laut, Halobacillus salinus
menghasilkan Quorum Quenching untuk mengganggu
sistem Quorum Sensing dari Vibrio harveyi (Mustafa et
al., 2011).

Senyawa Anti Quorum Sensing yang dihasilkan oleh
bakteri dapat mengganggu Quorum Sensing tetapi ti-
dak memengaruhi pertumbuhan bakteri patogen
(Manefield et al., 1999). Sehingga kemungkinan pe-
ngembangan resistensi akan lebih kecil daripada
penggunaan antibiotik konvensional. AQS dapat di-
gunakan sebagai antipatogen (Hentzer & Givskov,
2003). Senyawa anti patogenik tidak menimbulkan
tekanan selektif untuk pengembangan resistensi dan
dapat digunakan sebagai strategi biokontrol berke-
lanjutan, sehingga sintesis senyawa AQS bermanfaat
untuk dapat diterapkan dalam mengendalikan pato-
gen di budidaya ikan.

KESIMPULAN

Sebanyak empat isolat (TS 1, TS 2, TA 23, dan TY
33) telah berhasil diisolasi dan diseleksi memiliki ak-
tivitas Anti Quorum Sensing. Keempat isolat tersebut
menghasilkan AHL laktonase atau AHL hidrolase dan
mampu mendegradasi AHL dari C. violaceum. Gen aiiA
pada isolat tersebut telah terkonfirmasi dengan tek-
nik amplifikasi menggunakan PCR. Berdasarkan seku-
en gen 16S rRNA, isolat-isolat tersebut teridentifikasi
sebagai Bacillus amyloliquefaciens, Lysinnibacillus
sphaericus, Lysinnibacillus fusiformis, dan Bacillus cereus.
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