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ABSTRAK

Penyakit hawar bakteri disebabkan oleh Pseudomonas syringae pv. glycinea merupakan salah satu
kendala dalam peningkatan produksi kedelai di Indonesia. Pemanfaatan bakteriofag air irigasi di sekitar
pertanaman kedelai dapat dijadikan sebagai indikator keberadaan bakteri patogen tanaman secara
tepat. Penelitian ini bertujuan mendapatkan komposisi bahan detektor yang cocok untuk mendeteksi P.
syringae pv. glycinea dengan bakteriofag. Komposisi kit detektor dibuat dari campuran medium nutrient
broth, bromothymol blue 0.1%, 10 g talk, dan 1 g CMC yang dioleskan pada kertas kit. Berdasarkan
komposisi tersebut didapat warna hijau pada kertas kit detektor (pH + 7). Cara kerja dari kertas kit
detektor ditandai dengan perubahan warna pada kit detektor. Setelah kit dicelupkan dalam suspensi
bakteri target, ditetesi suspensi bakteriofag, dan diinkubasi selama 24 jam sampai terjadi perubahan
warna. Warna kuning menunjukkan adanya aktivitas pertumbuhan bakteri P. syringae pv. glycinea dan
warna biru menunjukkan bakteriofag menghambat pertumbuhan P. syringae pv. glycinea.

Kata kunci: bakteri patogen, bromothymol blue, plaque assay, Pseudomonas syringae pv. glycinea
ABSTRACT

Bacterial blight disease on soybean caused by Pseudomonas syringae pv. glycinea is an important
factor causing yield loss in Indonesia. Bacteriophage isolated from irrigation water around the soybean
field can be used as indicator for the presence of phytopathogenic bacteria. The objectives of this
research was to obtain suitable composition of detector materials to detect P. syringae pv. glycinea
using bacteriophage. Composition of detector kit contains of nutrient broth medium with 0.1% of
bromothymol blue, 10 g talk and 1 g CMC which will be rubbed on to the detector paper and caused
green colour development (pH + 7) when the paper was dipped on to bacteria suspension, added by a
drop of bacteriophage suspension and incubated for 24 hour, the colour will be changed. Yellow color
indicated growth activity of P. syringae pv. glycinea where as blue colour indicated suppression of P.
syringae pv. glycinea.

Key words: bromothymol blue, pathogenic bacteria, plaque assay, Pseudomonas syringae pv. glycinea

* Alamat penulis korespondensi: Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Jember,
Jalan Kalimantan 37 Kampus Tegalboto, Jember 68121
Tel: 0331-336202, Surel: hsaddy.faperta@une;j.ac.id

116


mailto:hsaddy.faperta@unej.ac.id

J Fitopatol Indones
PENDAHULUAN

Gejala serangan penyakit hawar bakteri
yang disebabkan oleh Pseudomonas syringae
pv. glycinea hampir sama dengan bercak
cokelat yang disebabkan oleh Septoria
glycines (Mantecon 2008), terutama pada fase
awal perkembangan penyakit (Frederick et al.
2002). Salah satu upaya untuk membedakan
gejala tersebut ialah melalui pemanfaatan
bakteriofag untuk mendeteksi bakteri patogen
tanaman (Singh et al. 2013). Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa bakteriofag
telah dimanfaatkan untuk mendeteksi bakteri
patogen seperti yang dilakukan oleh Schofield
et al. (2013) dalam mendeteksi patogen hawar
pada kubis yang disebabkan oleh P. cannabina
pv. alisalensis dan patogen terbawa makanan
seperti Staphylococcus aerus (Balasubramanian
et al. 2007), Escherichia coli, Campylobacter,
Salmonella, dan Vibrio fisherii (Hagens dan
Loessner 2007).

Bakteriofag merupakan virus yang
menyerang atau memanfaatkan bakteri
yang spesifik sebagai inang. Pemanfaatan
bakteriofag untuk deteksi suatu penyakit
bakteri sangatlah efektif karena kespesifikan
inang dari bakteriofag (Singh et al. 2013).
Pada siklus hidupnya, bakteriofag dapat
mengakibatkan lisis pada bakteri inangnya
yang ditandai dengan tidak adanya per-
tumbuhan koloni bakteri (Verma et al. 2009).
Pertumbuhan koloni bakteri pada medium
biakan dapat ditunjukkan dengan terjadinya
perubahan tingkat kemasaman. Bromothymol
blue (BTB) merupakan salah satu indikator
pH yang dapat digunakan/ditambahkan dalam
suatu medium pertumbuhan bakteri yang
bersifat asam atau basa (Zaggout 2006).

Carboxyl methyl cellulose (CMC) dan
talk sebagai komponen formulasi bahan
untuk deteksi mikroorganisme telah banyak
digunakan karena sifat fisika-kimia bahan
tersebut yang mampu menjaga viabilitas
mikroorganisme yang terkandung di dalam-
nya. Kombinasi CMC, talk, medium
biakan, dan BTB dalam sebuah formulasi
diharapkan menjadi bahan dasar kit detektor
bakteri berdasarkan sifat pertumbuhannya.
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Oleh karena itu, tujuan penelitian ini ialah
mendapatkan komposisi bahan detektor
yang cocok untuk mendeteksi P. syringae pv.
glycinea dengan bakteriofag.

BAHAN DAN METODE

Bakteri dan Partikel Bakteriofag

P. syringae pv. glycinea PSGH3 (koleksi
Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan,
Fakultas Pertanian, Univesitas Jember) secara
rutin diperbanyak dan diremajakan pada
medium natrium broth (NB) pada suhu 28
°C. Partikel bakteriofag fGH3 diperbanyak
pada isolat P. syringae pv. glycinea PSGH3
dalam medium NB pada suhu 28 °C selama
24 jam. Kultur bakteri yang mengandung
bakteriofag tersebut disentrifugasi pada
kecepatan 7000 rpm pada suhu 4 °C selama 10
menit, supernatan difiltrasi membran dengan
kerapatan pori 0.45 pm dan disimpan pada
suhu 4 °C untuk digunakan pada pengujian.
Perhitungan partikel bakteriofag dilakukan
berdasarkan metode plaque assay pada
medium nutrient agar (NA) untuk mengetahui
jumlah partikel bakteriofag (Askora et al.
2009).

Plaque Assay

Metode plaque assay dilakukan dengan
cara mencampurkan 200 pL suspensi P
syringae pv. glycinea yang berumur 24 jam
dan 100 pL suspensi filtrat yang diduga
mengandung bakteriofag dalam 300 pL
medium NB cair dan diinkubasikan selama
+ 2 jam pada suhu ruang. Sebanyak 400 pL
suspensi bakteriofag, P. syringae pv. glycinea,
dan medium cair NB selanjutnya dimasukkan
ke dalam medium top agar (0.45% medium
nutrient borth (NB)). Suspensi tersebut di-
hangatkan sampai suhu hangat kuku (+ 50 °C)
kemudian dituangkan pada medium NA dalam
cawan petri dan diinkubasikan selama
24-48 jam pada suhu ruang (Askora et al.
2009). Proses pembentukan plagque (zona
bening pada kultur bakteri) diamati untuk
memastikan keberadaan isolat bakteriofag
yang spesifik menginfeksi P. syringae pv.
glycinea.
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Uji Kestabilan Warna Larutan
Bromothymol Blue

Kestabilan zat warna BTB dalam larutan
diukur dengan spektrofotometer (Hitachi
U2900/2910) pada panjang gelombang
616 nm dengan interval pengukuran setiap jam
hingga 5 jam pada suhu ruang. Konsentrasi BTB
yang diukur ialah 0 (kontrol), 0.001, 0.008,
0.01, dan 0.1% dari larutan induk BTB 2% .

Pemilihan Medium Uji

Pemilihan komposisi medium uji untuk
keperluan simulasi perubahan warna dibuat
dengan menggunakan medium NA sebagai
medium dasar. Sebagai komponen tambahan
glukosa 10% (w/v) dan BTB pada konsentrasi
hasil seleksi uji kestabilan warna ditambahkan
ke dalam medium dasar yang selanjutnya
disterilkan dengan autoklafpada 121 °C selama
20 menit. Medium biakan tersebut dituangkan
ke cawan petri dan disimpan pada suhu 4 °C.
Simulasi perubahan warna dilakukan dengan
cara menumbuhkan satu koloni bakteri P
syringae pv. glycinea pada medium simulasi
dan diamati perubahan warna medium pada
48 jam setelah inkubasi pada suhu 28 °C.

Uji Deteksi dengan Kertas Detektor

Kertas kit detektor dibuat dengan cara
mencampurkan Talc 10 g, CMC 10% dari
Talc, larutan NB + BTB 0.1% yang sudah
dipanaskan, KOH 3 %, dan diaduk sampai
homogen. Selanjutnya kertas Whatman No.
42 dengan ukuran 3 cm X 7 cm dicelupkan
ke adonan tersebut. Kertas kit detektor
dikeringkan dengan oven pada suhu £ 50 °C.

a
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Setelah kering kertas tersebut dibungkus
dengan  kertas aluminium, disterilkan
menggunakan autoklaf, dan dikeringkan
kembali, lalu disimpan di dalam oven pada
suhu + 50 °C.

Deteksi dilakukan dengan cara menye-
lupkan kertas kit detektor ke dalam suspensi
bakteri target (kerapatan 10° ¢fu mL"),
lalu dikeringkan dalam cawan petri steril.
Selanjutnya kertas kit tersebut dicelupkan
pada larutan bakteriofag fGH3 (1/3 bagian
dari ujung kertas kit). Perubahan warna pada
kit detektor diamati setelah kit diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 28 °C, apabila warna
kertas kit berubah menjadi kekuningan, maka
hasil deteksi adalah negatif. Jika tidak terjadi
perubahan warna pada area celupan larutan
bakteriofag, maka hasil pengujian ialah positif.

HASIL

Bakteriofag

Propagasi bakteriofag pada P. syringae
PSGH3 menunjukkan bahwa bakteriofag ini
bersifat infektif karena mampu membentuk
plaque pada medium biakan bakteri dengan
diameter plaque yang bervariasi (Gambar 1).

Kestabilan Warna Larutan BTB

Larutan BTB pada konsentrasi yang
berbeda menunjukkan hasil yang berbeda
dari segi nilai kerapatan optik pada panjang
gelombang 616 nm (OD_ ) maupun tingkat
kerapatan PD OD, . Semakin tinggi
konsentrasi BTB (0.001-0.1%), warna larutan

616

Gambar 1 Plaque assay ditandai dengan pembentukan zona bening. a, Pada medium nutrient
agar; b, pada hamparan kultur bakteri 24 jam setelah inkubasi.
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semakin biru dan pekat, namun jika konsentrasi
ditingkatkan menjadi 1% maka larutan BTB
berubah menjadi jingga (Gambar 2). Tingkat
absorbansi larutan BTB menunjukkan nilai
absorbansi larutan BTB pada konsentrasi
0.1% merupakan nilai absorbansi tertinggi
dengan OD,, = 2.557-3.000 (Tabel 1).

Perubahan Warna Medium Uji
Berdasarkan hasil uji kestabilan warna,
selanjutnya dibuat medium uji dengan
penambahan BTB dari berbagai konsentrasi
(Kontrol, 0.001, 0.008, 0.01, dan 0.1%).
Hasilnya menunjukkan bahwa konsenstarsi
BTB dalam medium mempengaruhi kepekatan
warna hijau pada medium dibandingkan
dengan kontrol (Gambar 3). Perubahan warna

0 jam
setelah inkubasi

24 jam
setelah inkubasi

0.001 0.008 0.01
Konsentrasi (%)
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menunjukkan bahwa medium uji dengan
penambahan BTB pada konsentrasi 0.1%
mampu memberikan perubahan warna yang
cukup jelas secara visual dibandingkan dengan
medium uji lainnya, yaitu hijau menjadi
jingga-kekuningan. Bahkan zona perubahan
warna pada daerah inokulasi bakteri dapat
terukur dengan jelas pada konsentrasi BTB
0.1%, yaitu berkisar 3.5-4.5 mm (Gambar 3).

Sensitivitas Deteksi P. syringae pv. syringae
Menggunakan Kit Deteksi
Simulasi deteksi pada medium uji

dilakukan sebelum pengujian menggunakan
kertas kit detektor. Simulasi pada cawan petri
menunjukkan bahwa medium yang tidak
diinokulasi bakteri target tetap berwarna hijau

0.1

Gambar 2 Perubahan warna larutan bromothymol blue dalam H,O pada berbagai konsentrasi.

Tabel 1 Nilai absorbansi warna larutan bromothymol blue yang diamati pada masa inkubasi

tertentu
Konsentrasi Nilai absorbansi (jam setelah inkubasi)
(%) 0 1 2 3 4 5
0 0 0 0 0 0 0
0.001 0.245 0.117 0.181 0.196 0.184 0.180
0.008 1.317 1.242 1.308 1.222 1.295 1.297
0.010 1.611 1.542 1.611 1.601 1.604 1.594
0.100 2.896 2.775 2.929 2.557 3.000 2.891
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sedangkan medium yang diinokulasi bakteri
berubah menjadi jingga-kekuningan. Namun
hasil yang berbeda ketika medium yang
dinokulasi dengan bakteri ditetesi suspensi
bakteriofag. Perubahan warna hanya terjadi
di luar area tetesan suspensi bakteriofag (tetap
berwarna hijau, atau tidak terjadi perubahan
warna) yang diikuti dengan adanya zona
bening pada area tetesan suspensi bakteriofag
(Gambar 4).

Pengujian pada kertas kit detektor juga
menunjukkan hasil yang serupa dengan

simulasi deteksi. Perubahan mencolok tampak
pada kertas kit detektor yang telah dicelupkan
pada suspensi bakteri dan diikuti dengan
pencelupan pada suspensi bakteriofag, hanya
pada area yang tidak mengandung suspensi
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bakteriofag yang berubah menjadi kekuning-
an seperti halnya kertas kit detektor tanpa

perlakuan  pencelupan dalam  suspensi
bakteriofag (Gambar 4).
PEMBAHASAN

Infeksi bakteriofag pada bakteri inang
umumnyaditandai dengan terbentuknyazona
bening pada medium uji. Zona bening ini
merupakan zona terhambatnya pertumbuhan
koloni bakteri akibat banyaknya bakteri
yang lisis. Menurut Verma et al. (2009)
bakteriofag yang bereplikasi pada sel bakteri
inang akan menghasilkan enzim pelisis
(endolisin) yang menyebabkan bakteri
mengalami lisis. Hal serupa juga dinyatakan

Sebelum inokulasi

Setelah inokulasi

Gambar 3 Variasi warna dan perubahan medium uji yang ditambahi dengan bromothymol blue
sebelum pengujian dan 48 jam setelah inokulasi dengan Pseudomonas syringae pv. glycinea. a,
0%; b, 0.001%; c, 0.008%:; d, 0.01% dan; e, 0.1%.

NJEL- - K2
Simulasi deteksi Pseudomonas syringae
pv. glycinea pada cawan petri

H B B

Deteksi Pseudomonas syringae pv. glycinea
menggunakan Kertas kit detektor

Gambar 4 Hasil pengujian sensitivitas deteksi Pseudomonas syringae pv. glycinea. a, kontrol
positif; b, hasil deteksi negatif dan; c, hasil deteksi positif.
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oleh Guenther et al. (2012) bahwa kematian
sel bakteri S. typhimurium akibat infeksi
bakteriofag FO1-E2 secara in vitro ditandai
dengan terbentuknya zona bening pada
medium uji.

Pada proses pembuatan medium uji,
pengujian stabilitas warna larutan BTB
menunjukkan kecenderungan bahwa semakin
tinggi konsentrasi BTB maka semakin tinggi
nilai absorbansi karena tingginya kerapatan
partikel BTB dalam larutan. Namun, pada
konsentrasi yang semakin tinggi hingga 10%
menyebabkan warna larutan menjadi jingga
yang menandakan bahwa kondisi larutan
menjadi asam. Sabnis (2007) menjelaskan
bahwa BTB merupakan bahan yang dapat
digunakan sebagai indikator pH dengan
kisaran pH 6.0 (ditandai dengan perubahan
warna larutan menjadi kuning) hingga pH 7.6
(ditandai dengan perubahan warna larutan
menjadi biru). Semakin rendah nilai pH
larutan maka warna larutan akan semakin
kuning hingga jingga. Hal ini juga konsisten
dengan pengamatan warna medium uji yang
ditambahkan BTB. Penambahan glukosa 10%
pada medium uji diharapkan dapat mengatalis
reaksi antara indikator pertumbuhan koloni
bakteri dengan perubahan pH pada medium
yang dapat terdeteksi dengan mudah
menggunakan indikator BTB. Hal ini umum
dilakukan pada medium uji yang menggunakan
indikator pH sebagai indikasi pertumbuhan
koloni bakteri.

Pertumbuhan  bakteri dapat dengan
mudah diamati dengan cepat pada medium
biakan yang mengandung BTB dan sumber
karbon termasuk glukosa. Hal serupa juga
diamati oleh Lwin et al. (2012) pada aktivitas
pertumbuhan bakteri pengfiksasi nitrogen
dan juga Masnilah et al. (2013) terhadap
pertumbuhan bakteri P. syringae. Perubahan
warna pada medium yang mengandung
BTB dan glukosa dikarenakan terjadinya
penggunaan glukosa yang menyebabkan
dihasilkannya CO, yang selanjutnya terasorbsi
ke dalam medium dalam bentuk asam karbonat
yang menyebabkan kondisi medium menjadi
masam dan berubahnya warna medium
menjadi kuning.
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Pembuatan kit detektor merupakan
sebuah teknologi deteksi yang diharapkan
dapat diaplikasikan dengan mudah dan tepat
untuk mendeteksi isolat bakteri khususnya
bakteri patogen tumbuhan. Prinsip deteksi
yang digunakan pada detektor ini adalah
melalui kespesifikan inang bakteri terhadap
infeksi bakteriofag. Kematian bakteri ini akan
dengan mudah terdeteksi pada medium yang
mengandung indikator pH dan sumber karbon
sebagaimana yang ditunjukkan pada hasil
penelitian, yaitu warna medium uji ataupun
kertas kit tidak berubah (tetap berwarna hijau
kebiruan).

Komposisi kit yang sesuai untuk
identifikasi P. syringae pv. glycinea ialah 1 g
CMC, 10 g talk, 10 mL medium NB yang
telah ditambahi BTB 0.1% dari larutan induk
BTB 2%, 150 pL KOH 3%. Campuran ini
dikeringkan di dalam oven pada suhu 80 °C
selama + 20 jam. Kit detektor dapat digunakan
apabila tersedia suspensi bakteriofag yang
cocok terhadap bakteri patogen sehingga
deteksi dapat dilakukan secara akurat pada
bakteri target.
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