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Deteksi Molekuler Lactobacillus spp. pada Mencit Diare Pasca Pemberian
Sinbiotik Menggunakan 16S rRNA

Arina Khusnah, Nur Kusmiyati, Mujahidin Ahmad
ABSTRAK

Diare merupakan pengeluaran feses lebih dari 3 kali per hari dalam kondisi encer
yang dapat atau tanpa disertai lendir dan darah. Diare dapat disebabkan oleh
bakteri patogen Escherichia coli Enteropatogenik (EPEC). Bakteri patogen yang
menginfeksi saluran pencernaan dapat diatasi dengan pemberian sinbiotik bakteri
Lactobacillus casei AP dan inulin umbi dahlia. Lactobacillus dapat melakukan
kolonisasi pada mukosa usus sehingga bakteri patogen tidak dapat melekatkan diri
pada sel epitel usus. Penelitian secara genotip mengenai keberadaan Lactobacillus
pada usus besar yang terinfeksi bakteri EPEC perlu dilakukan dikarenakan
identifikasi secara fenotip memiliki beberapa kelemahan diantaranya hasil yang
tidak konsisten dan waktu yang relatif lama sehingga terjadi ketidaktepatan dalam
megidentifikasi spesies. Salah satu identifikasi bakteri Lactobacillus berdasarkan
sifat genotip yaitu dengan menggunakan sekuen 16S rRNA. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui Lactobacillus spp. yang terdeteksi pada mencit diare
pasca pemberian sinbiotik dengan menggunakan 16S rRNA. Jenis penelitian ini
adalah penelitian deskriptif eksploratif kualitatif. Identifikasi secara genotip
dilakukan dengan beberapa tahap, yaitu pembuatan kultur bakteri, isolasi DNA
bakteri genom, sekuensing gen 16S rRNA. Isolasi DNA menggunakan metode
NaCl dan hasil sekuensing dilakukan pengecekan di sequen scanner. Hasil dari
sequen scanner, sekuennya dibandingkan dengan database 16S rRNA dengan
menggunakan BLAST online software. Berdasarkan analisa genetika diketahui
bahwa isolat L-1 memiliki kemiripan dengan Lactobacillus casei strain
NWAFU1554 (97%).

Kata kunci: Lactobacillus spp., Diare, Sinbiotik, Gen 16S rRNA
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Molecular Detection of Lactobacillus spp. in Diarrhea Mice After Giving
Synbiotic Using 16S rRNA

Arina Khusnah, Nur Kusmiyati, Mujahidin Ahmad
ABSTRACT

Diarrhea is fecal excretion that is more than 3 times per day in runny
conditions that can or without mucus and blood. Diarrhea is caused by pathogenic
bacterium Escherichia coli Enteropathogenic (EPEC). It is because the infection
of pathogenic bacteria in the digestive tract with synbiotic administration of
Lactobacillus casei AP bacteria and inulin from dahlia tuber. Lactobacillus can
colonize the intestinal mucosa. This causes pathogenic bacteria cannot attach
themselves to intestinal epithelial cells. Genotypic research on the presence of
Lactobacillus in the large intestine infected with EPEC bacteria needs to be
carried out because the phenotypic identification has several weaknesses. The
weaknesses are inconsistent results and relatively long time so that there is an
inaccuracy in identifying species. One of the ways to identify Lactobacillus
bacteria based on genotypic properties is by using 16S rRNA sequences. The aim
of this research is to determine Lactobacillus spp which is detected in diarrhea
mice after synbiotic administration using 16S rRNA. However, The type of this
research is qualitative descriptive exploratory. Besides, genotypic identification is
carried out in several stages. The stages are making the bacterial cultures,
isolating the bacterial genome DNA, and sequencing the 16S rRNA gene. DNA
isolation using the NaCl method and the results of sequencing are checked in the
sequel scanner. As a result of the scanner sequences, the sequence is compared
with the 16S rRNA database using online BLAST software. Based on genetic
analysis, it is estimated that L-1 isolates are similar to Lactobacillus casei strain
NWAFU1554 (97%).

Keywords: Lactobacillus spp., Diarrhea, Synbiotic, 16S rRNA gene
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Boleh jadi kamu tidak menyenangi sesuatu, padahal itu baik bagimu, dan
boleh jadi kamu menyukai sesuatu, padahal itu tidak baik bagimu
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kematian pada anak balita di dunia sebanyak 70% disebabkan oleh diare
yang setiap tahunnya tercatat 1.8 milyar meninggal (Kemenkes, 2012; Humrah,
2018). Diare merupakan pengeluaran feses lebih dari 3 kali per hari dalam kondisi
encer yang dapat atau tanpa disertai lendir dan darah (Simadibrata, 2006).
Penyakit diare dapat disebabkan oleh virus dan bakteri. Bakteri Escherichia coli
enteropatogenic (EPEC) menduduki peringkat kedua penyebab diare setelah
rotavirus (Anggreli, 2015). Menurut Muttagin (2016), mekanisme bakteri EPEC
menyebabkan diare dengan menempel dan mengakibatkan luka sel epitelium
dinding usus sehingga terjadi peradangan dan kehilangan cairan pada dinding
usus. Penempelan bakteri EPEC pada dinding usus menyebabkan kolonisasi
bakteri patogen pada saluran cerna sehingga terjadi kompetisi antara bakteri
patogen dan mikroflora normal pada usus. Diare dapat menyebabkan kehilangan
cairan hal ini karena adanya gangguan pada transport air dan keseimbangan
elektrolit akibat penurunan absorpsi dari lumen usus (Thapar, et al., 2004).

Adanya bakteri EPEC sebagai penyebab diare ini secara implisit berkaitan

dengan firman Allah dalam surat Al Bagarah ayat 26-27:

T 558 i il Uy 25 e 3
1 7“:’,<T6l29%&3 \;,“\;fuu VY \ﬂéfaégjneé\f:}



Artinya:

Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk atau
yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka mereka
yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi mereka yang kafir
mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk perumpamaan?”.
Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah, dan dengan
perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada
yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik (Al Bagarah:26).

Kata “maa” untuk ayat ini menunjukkan sesuatu yang kecil atau sedikit.
Sedangkan kata “ba’uudlatan” dalam ayat ini berkedudukan sebagai badal
(pengganti). Sebagaimana jika mengatakan: la adlribanna dlarban maa (aku akan
memberikan perumpamaan apa pun), yang berarti sekecil apa saja ( Ibn Katsir,
2003).

Makhluk hidup yang memiliki ukuran lebih kecil dari nyamuk dalam ilmu
pengetahuan biologi salah satunya yaitu bakteri. Bakteri memiliki ukuran yang
lebih kecil dari nyamuk sehingga tidak dapat dilihat dengan kasat mata. Artinya,
bahwa benar Allah telah menciptakan makhluk hidup berupa bakteri yang
memiliki ukuran yang mikro. Ayat tersebut juga menjelaskan bahwa Allah
memerintahkan pada hambaNya untuk bertafakkur alam bahkan sampai pada
makhluk hidup-Nya yang berukuran mikro.

Allah berfirman dalam surat Yunus ayat 101 sebagai berikut:

P N d
1 }”;‘p .fi rd . /5‘/ ..ll& ° pA /'/a,a}o.‘ i
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Artinya:

Katakanlah: “Perhatikanlah apa yaag ada di langit dan di bumi. Tidaklah
bermanfaat tanda kekuasaan Allah dan rasul-rasul yang memberi peringatan bagi
orang-orang yang tidak beriman* (Yunus:101).



Ayat ini secara implisit memerintahkan untuk memperhatikan apa-apa
yang ada di alam semesta agar menjadi peduli dengan lingkungan sehingga dapat
menambah keimanan atas nikmat dan keMaha Besaran Allah SWT. Dalam tafsir
jalalain pada ayat ini dijelaskan bahwa terdapat seruan untuk mencermati dan
merenungi alam semesta ini sebagai bukti keagungan dan ke-Maha Esaan Allah
sehingga dapat menjadikan seseorang untuk beriman. Ayat ini juga mengajak
manusia untuk terus mengembangkan ilmu pengetahuan melalui eksperimentasi
dan pengamatan dalam menggali pengetahuan mengenai alam dan isinya. Hal ini
seperti memperhatikan kasus diare yang sering terjadi pada bayi dengan melihat
penyebab juga pengobatan yang dapat dilakukan.

Bakteri patogen yang menginfeksi pada saluran pencernaan dapat diatasi
dengan pemberian sinbiotik. Menurut Scherezenmeir & Vrese (2001), sinbiotik
merupakan kombinasi seimbang probiotik dan prebiotik dalam mendukung
pertumbuhan bakteri yang menguntungkan dalam saluran pencernaan. Pada
penelitian ini, bakteri yang digunakan sebagai probiotik adalah bakteri
Lactobacillus casei AP. Hal ini sesuai dengan penjelasan Widodo et al., (2012)
bahwa Lactobacillus casei AP bersifat probiotik. Prebiotik alami yang digunakan
pada penelitian ini menggunakan inulin umbi dahlia. Hal ini sesuai dengan
penjelasan Kusmiyati (2018) bahwa ekstrak inulin umbi dahlia dapat digunakan
sebagai prebiotik untuk mendukung pertumbuhan bakteri probiotik L. casei AP.

Proses penambahan mikroorganisme probiotik dengan prebiotik disebut
dengan sinbiotik. Produk sinbiotik dapat meningkatkan konsentrasi asam laktat

dan asam asetat, keberadaan asam laktat dan short chain fatty acid (SCFA)



mampu meningkatkan penyerapan kalsium pada usus besar (Donkor. 2007;
Herminiati, 2015). Efek yang ditimbulkan dari penambahan Lactobacillus dan
inulin umbi dahlia pada kasus diare salah satunya dapat ditandai dengan adanya
konsistensi feses. Hal ini seperti yang dijelaskan oleh Yonata (2016) bahwa
bakteri probiotik dapat membantu proses absorpsi nutrisi dan menjaga gangguan
dalam penyerapan air yang akan berpengaruh pada perbaikan konsistensi feses.
Menurut Widodo (2017), usus besar merupakan bagian saluran pencernaan yang
banyak terjadi kolonisasi mikrobiota. Mikrobia yang berada di usus besar
proksimal (bagian kanan) memiliki banyak suplai nutrisi makanan sehingga
tumbuh lebih cepat dan dapat menurunkan pH akibat adanya produksi asam lemak
rantai pendek (short chain fatty acid); SCFA.

Keberadaan bakteri Lactobacillus sebagai probiotik pada kolon sangat
penting dipertahankan karena dapat berpengaruh pada efek kesehatan misalnya
menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Gibson, 2004). Hal ini sesuai dengan
penjelasan Wahyuningsih (2014), probiotik dari jenis L. helveticus Rosell-52 dan
L. rhamnosusn dapat mengaktifkan fagosit dan meningkatkan produksi makrofag
baik penelitian pada manusia maupun pada tikus percobaan. Menurut Shinta
(2011) dalam penelitiannya mengungkapkan bahwa probiotik dari L. reuteri dan
L.acidophilus-LGG dapat menurunkan frekuensi dan durasi diare. Menurut
Yonata (2016) Secara in-vivo, juga dibuktikan bahwa suplementasi susu dengan
probiotik jenis Lactobacillus casei strain DN114 001, secara signifikan dapat

menurunkan gejala klinis diare.



Genus Bifidobacterium dan Lactobacillus merupakan probiotik yang
terdapat pada saluran pencernaan. Salah satu indikator kesehatan usus dapat
ditandai dengan adanya kolonisasi probiotik misalnya Lactobacillus. Menurut
Sanz (2007) di dalam lumen saluran cerna terjadi kolonisasi bakteri probiotik
dengan cara menempel pada mukosa usus sehingga bakteri probiotik menempati
seluruh epitel mukosa usus melalui reseptor sel epitel usus. Hal ini menyebabkan
bakteri patogen tidak dapat melekatkan diri pada sel epitel usus dan akhirnya tidak
terjadi kolonisasi bakteri patogen. Penelitian ini dilakukan identifikasi bakteri
Lactobacillus pada usus besar karena menurut Sharma et al (2005), Lactobacillus
merupakan mikrobia alami pada saluran pencernaan. Selain itu, pada penelitian ini
probiotik yang digunakan adalah Lactobacillus casei AP. Menurut Otieno (2011)
bahwa dari 106 spesies Lactobacilli, 56 diantaranya bersifat probiotik sedangkan
dari 30 Bifidobacteria, 8 berpotensi sebagai probiotik. Hal ini menjadi dasar
bahwa pemanfaatan bakteri Lactobacilli banyak dimanfaatkan sebagai probiotik
dibanding Bifidobacterium.

Penelitian secara genotip mengenai keberadaan Lactobacillus pada usus
besar yang terinfeksi bakteri EPEC perlu dilakukan dikarenakan identifikasi
secara fenotip memiliki beberapa kelemahan, karakter fenotip yang dimiliki oleh
bakteri dapat berubah seiring dengan perubahan kondisi bakteri dan adanya
perubahan evolusi (Nurwati, 2015), hasil yang tidak konsisten dan waktu yang
relatif lama (Nuraida, 2012) sehingga terjadi ketidaktepatan dalam megidentifikasi
spesies. Salah satu identifikasi bakteri Lactobacillus berdasarkan sifat genotip

yaitu dengan menggunakan sekuen 16S rRNA.



Penggunaan sekuen 16S rRNA sebagai penanda molekuler pada penelitian
ini didasarkan pada penjelasan Chakravorty et al. (2007) bahwa di dalam sekuen
gen 16S rRNA bakteri umumnya terdapat sembilan daerah hypervariable yang
dilambangkan dengan V1-V9. Daerah hypervariable ini menunjukkan urutan basa
dengan perbedaan yang besar di antara spesies bakteri yang berbeda dan dapat
digunakan untuk identifikasi spesies dan menentukan urutan sekuen spesies
spesifik. Berdasarkan uraian diatas, maka dilakukan penelitian deteksi molekuler
Lactobacillus spp. pada mencit diare pasca pemberian sinbiotik menggunakan 16S

rRNA dengan menggunakan PCR dan sekuensing.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka rumusan masalah dari
penelitian ini yaitu apa saja Lactobacillus spp. yang terdeteksi pada mencit diare

pasca pemberian sinbiotik dengan menggunakan 16S rRNA?

1.3 Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka tujuan dari penelitian ini
adalah mengetahui Lactobacillus spp. yang terdeteksi pada mencit diare pasca

pemberian sinbiotik menggunakan 16S rRNA.

1.4 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini yaitu:
a. Manfaat teoritis pada penelitian ini yaitu menambah pengetahuan tentang
keragaman bakteri Lactobacillus yang terdeteksi pada mencit diare pasca

pemberian sinbiotik



b. Manfaat secara praktis yaitu menambah pengetahuan mengenai produk
sinbiotik dari Lactobacillus casei AP dan inulin umbi dahlia sebagai alternatif
dalam mengatasi penyakit diare yang disebabkan oleh Enteropatogenic

Escherichia coli (EPEC)

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini yaitu:

a. Hewan coba yang digunakan adalah mencit putih jantan (Mus musculus) galur
Balb C

b. lIsolat bakteri yang digunakan pada penelitian ini yaitu bakteri
Enteropatogenik Escherichia coli (EPEC) dari Laboratorim Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Univesitas Gajah Mada Yogyakarta dan Lactobacillus
casei AP (Widodo et al., 2012; Widodo et al., 2014)

C. Primer yang digunakan adalah 27F (5’AGAGTTTGATCCTGG 3’°) dan
1429R (3> GTTTACCTTACGACTT 5°) (Purwati, 2018)

d. Inulin yang digunakan pada penelitian ini adalah inulin umbi dahlia

(Kusmiyati, 2018)
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2.1 Diare

Diare adalah pengeluaran feses yang lembek sampai cair dengan frekuensi
pengeluaran feses sebanyak 3 kali atau lebih dalam sehari. Diare dapat
mengakibatkan gejala demam, sakit perut, penurunan berat badan, kehilangan
nafsu makan dan mudah lelah. Selain itu, diare juga dapat menyebabkan dehidrasi
(Subagyo, 2012; Aman, 2015). Dehidrasi yang parah akan menyebabkan
kematian. Gejala ditandai dengan dehidrasi, mual, muntah, pucat, demam, keratin
abdominal, mata cekung, dan membran mukosa kering (Hasan, 2007,
Lolopayung, 2014).

Penyebab diare juga dapat disebabkan oleh infeksi tetapi juga disebabkan
malabsorbsi seperti malabsorbsi disakarida dan monosakarida. Selain itu, dapat
dikarenakan makanan basi, beracun, psikologis misalnya takut dan cemas (Vila J
et al., 2000). Diare dapat disebabkan oleh satu atau lebih patofologis, diantaranya:
diare osmotik yang mengakibatkan tingginya osmolaritas intraluminal, diare
sekeretorik yang menyebabkan tingginya sekresi cairan dan elektrolit, diare
inflamatorik yang mengakibatkan adanya inflamasi pada usus, diare infeksi
karena terjadi infeksi pada dinding usus, malabsorbsi asam empedu juga lemak,
adanya gangguan pada permeabilitas usus, terjadi transport elektrolit aktif di
enterosit, perubahan transit usus (Setiawan, 2006).

Diare yang disebabkan oleh efek enterotoksin pada infeksi Escherichia

coli adalah diare sekeretorik. Pada diare sekeretorik terjadi peningkatan sekresi air



dan elektrolit dari usus dan menurunnya absorbs. Diare sekeretorik memiliki sifat
yang khas vyaitu terjadi banyaknya volume feses pada diare. Diare ini
mengeluarkan feses cair yang mengandung sejumlah ion natrium, klorida dan
bikarbonat. Kehilangan air dan elektrolit dapat menyebabkan dehidrasi, asidosis
metabolik dan hypokalemia (Aman, 2015).

Mekanisme bakteri patogen yang masuk ke dalam tubuh dapat melalui
makanan dan minuman. Hal ini sesuai dengan perintah Allah dalam surat Abasa

ayat 24 sebagaimana berikut:

v zaslal o J) Gl B

Artinya:

Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya (Abasa:24).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah menyuruh manusia untuk
memperhatikan makanannya, bagaimana la telah menyiapkan makanan yang
bergizi yang mengandung protein, karbohidrat, dan lain-lain sehingga memenuhi
kebutuhan hidupnya. Manusia dapat merasakan kelezatan makanan dan
minumannya yang juga menjadi pendorong bagi pemeliharaan tubuhnya sehingga
tetap dalam keadaan sehat dan mampu menunaikan tugas yang dibebankan
kepadanya (Depag RI, 1994).

Dalam surat Al-bagarah ayat 168, Allah juga menjelaskan kepada
hambaNya untuk memperhatikan makanannya dalam aspek haram dan halal

sebagaimana berikut:
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Artinya:

Wahai manusia! Makanlah dari (makanan) yang halal dan baik yang terdapat
di bumi dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah setan. Sungguh, setan itu
musuh yang nyata bagimu (Al-Bagarah:168).

Ayat tersebut Allah telah menjelaskan bahwa wahai manusia, makanlah
dari rezeki Allah di muka bumi yang Dia izinkan untuk kalian, yaitu yang suci
bukan najis, yang bermanfaat dan tidak membahayakan. Jangan mengikuti jalan-
jalan setan dalam menghalalkan dan mengharamkan, dalam berbuat berlebihan
dan bermaksiat, karena setan adalah musuh kalian yang nyata (Aidh, 2007).
Manusia dianjurkan untuk memperhatikan apa yang dimakannya, baik dalam
masalah halal atau haram juga mengenai dampak baik atau buruk pada kesehatan
tubuh. Konsumsi makanan dan minuman yang tidak melihat dari segi higienitas
dapat menjadi racun bagi tubuh karena banyak mengandung bakteri patogen yang
dapat membahayakan tubuh. Selain itu, mengkonsumsi makanan dan minuman
yang mengandung bakteri probiotik dapat memberikan efek kesehatan pada tubuh
karena bakteri probiotik dapat memperbaiki mikroflora pada saluran pencernaan.

Bakteri patogen yang masuk ke sel-sel epitel usus halus dan menyebabkan
infeksi yang dapat merusak sel-sel epitel. Sel-sel epitel yang mengalami
kerusakan akan digantikan oleh sel-sel epitel yang belum matang sehingga fungsi
selnya belum optimal. Selanjutnya, vili-vili pada usus halus mengalami kerusakan
yang dapat mengakibatkan tidak terserapnya cairan dan makanan dengan baik.
Cairan dan makanan yang tidak terserap akan terakumulasi di usus halus
menyebabkan tekanan osmotic pada usus akan meningkat. Hal ini mengakibatkan

lumen usus terdapat banyak cairan. Cairan dan makanan yang tidak diserap
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tersebut akan dikeluarkan melalui anus sehingga terjadi diare (Kilegman, 2006;
Utami, 2016).

Manifestasi klinis pada diare vyaitu gelisah, demam, dan penurunan hawa
nafsu. Tinja berupa cair dan disertai dengan lendir maupun darah. Frekuensi
defekasi yang meningkat menyebabkan anus dan daerah sekitarnya menjadi luka.
Selain itu, terjadi tinja yang mengandung asam. Hal ini dikarenakan banyaknya
asam laktat pada tinja karena laktosa tidak dapat diabsorbsi oleh usus selama diare

(Parashar 2003; Utami 2016).

2.2 Enteropatogenic Escherichia coli (EPEC)
Bakteri  Escherichia coli  (E.coli) tergolong dalam  family

Enterobacteriaceace dan genus Escherichia. Tahun 1885, Theodor Escherich
merupakan orang yang pertama kali mengisolasi E.coli. Bakteri E.coli dapat
ditemukan di dalam saluran pencernaan manusia maupun hewan. Bakteri ini
memiliki bentuk batang, memiliki ukuran 0.4-0.7x 1.0-3.0 pm, termasuk dalam
bakteri gram negatif, tidak membentuk spora, dapat hidup soliter dan
berkelompok, motil, dan fakultatif anaerob (Radji, 2005).

Bakteri E.coli berdasarkan perbedaan serotype dibagi menjadi empat
golongan yaitu: enterotoksigenik (ETEC), enteroinvasii (EIEC), enteropatogenik
(EPEC), enterohemorhagik (EHEC). Enterotoksin merupakan racun dari E.coli
yang dapat menyebabkan diare. EPEC (Enteropatogenic Escherichia coli) dan
EHEC (Enterohemorragik Escherichia coli) merupakan bakteri pathogen yang
menyebabkan terjadinya penyakit diare yang menyerang permukaan humenal

epitel usus host. Selain itu ada jenis lain bakteri E. coli berdasarkan virulensinya
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yaitu enterotoxigenic (ETEC), enteroinvasine (EIEC), enteroaggregative (EAEC)
(Rohdiana, 2013).

Enteropatogenic Escherichia coli merupakan salah satu galur dari bakteri
E.coli yang menyebabkan diare berair hingga berdarah. Bakteri EPEC merupakan
bakteri yang memiliki karakteristik sebagai berikut: bakteri penyebab diare,
kemampuan dalam memproduksi hispatologi pada epitel usus yang dikenal
dengan lesi attaching dan effacing, dan tidak memproduksi toksin shiga.
Manifestasi klinis infeksi EPEC adalah diare dengan feses encer yang
mengandung mukus tetapi tidak berdarah. Gejala lainnya ditandai dengan adanya
demam, lesu, muntah-muntah, dehidrasi, dan kehilangan berat badan. Diare EPEC
biasanya terjadi antara 5-15 hari tetapi bisa juga menjadi diare kronis dan dapat
menyebabkan kematian dengan laju mortalitas sampai 50% (Donnenberg, 2002).

Bakteri EPEC dapat menyebabkan diare pada bayi. EPEC melekat pada
mukosa usus halus yang dapat menyebabkan hilangnya mikrovili (penumpulan)
juga dapat masuk ke dalam mukosa. Bakteri EPEC memiliki fimbria, toksin yang
tahan terhadap panas (ST) dan toksin yang tidak tahan panas (LT), serta
menggunakan adhesion, yang dikenal dengan intimin, hal tersebut yang
menyebabkan EPEC dapat menempel pada sel mukosa usus. Infeksi yang
disebabkan oleh EPEC yaitu diare encer yang dapat sembuh sendiri namun dapat
menjadi kronis. Diare yang disebabkan oleh EPEC dapat disembuhkan dengan
pemberian sinbiotik (Muttagin, 2016).

Efek patogenitas yang ditimbulkan dari bakteri EPEC hingga

menyebabkan penyakit diare tidak lepas dari peran kekuasaan Allah dalam
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pengaturan segala hal di alam semesta ini. Hal ini secara tersirat seperti yang

dijelaskan dalam firmanNya surat Yunus ayat 61 sebagai berikut:
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Artinya:

Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat dari Al
Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi
saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari pengetahuan
Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit. Tidak ada yang
lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan (semua tercatat)
dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh) (Yunus:61)

Dalam ayat tersebut, Allah menjelaskan bahwa sesungguhnya Allah maha
Mengetahui segalanya. Tidak ada satu urusan pun yang sedang kamu
(Muhammad) hadapi, bacaan Al Quranmu, segala perbuatanmu, dan umatmu,
kecuali Kami menjadi saksi dan pengawasnya pada saat kalian mengerjakannya
dengan sungguh- sungguh. Tidak ada sesuatu pun yang terlepas dari pengetahuan
Allah, seringan dzarrah (atom) sekalipun, baik di langit maupun di bumi, lebih
ringan atau lebih berat. Semua tercatat dengan jelas dan terang di sisi Allah
(Shihab, 2003). Allah memberi tahu bahwa sesungguhnya Allah mengetahui
semua keadaan makhlukNya dalam setiap saat, setiap menit dan setiap detik, Dan
sesungguhnya tidak luput dari pengetahuan dan penglihatanNya. Hal ini seperti

pada bakteri yang memiliki sifat pathogen misalnya pada bakteri Escherichia coli.

Sifat patogen yang dimiliki oleh bakteri E.coli tidak lepas dari penguasaan Allah
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sehingga mengisyaratkan Allah adalah dzat yang Maha Mengetahui lagi Maha

Kuasa.

2.3 Produk Sinbiotik
2.3.1 Inulin Umbi Dahlia

Prebiotik merupakan komponen bahan makanan yang tidak dapat dicerna
oleh enzim-enzim pencernaan dan mempunyai pengaruh menguntungkan bagi
inang melalui stimulasi pertumbuhan dan aktivitas dari probiotik pada usus besar
dan menghambat bakteri patogen (Gibson & Fuller, 2004). Prebiotik dapat
digunakan sebagai sumber energi atau nutrient terbatas lainnya bagi mukosa usus.
Prebiotik juga dimanfaatkan sebagai subtrat untuk fermentasi bakteri cecal dalam
menghasilkan vitamin dan antioksidan sehingga dapat menguntungkan inangnya
(Haryati, 2011).

Syarat yang harus dipenuhi oleh bahan pangan agar dapat dimanfaatkan
sebagai prebiotik diantaranya tahan terhadap enzim pencernaan dalam usus
manusia, dapat difermentasi oleh koloni mikroflora, bifidogenik, dan dapat
bertahan dalam kondisi pH rendah. Beberapa prebiotik dapat memberikan
keuntungan pada spesifik mikroflora usus pencernaan seperti Lactobacillus dan
Bifidobacteria (Willard et al., 2000) yang menyebabkan terjadinya kompetisi
langsung oleh bakteri patogen dari pencernaan terhadap nutrient. Prebiotik tidak
dapat dicerna oleh enzim, tetapi dapat difermentasi oleh bakteri anaerob pada usus
besar yang telah dibuktikan baik secara in vivo dan in vitro. Prebiotik yang telah
difermentasikan di usus besar dapat menghasilkan asam lemak rantai pendek

(SCFA) (Antarini,2011).
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Inulin adalah polisakarida yang tersusun dari unit-unit monomer fruktosa
melalui ikatan B-2-1 fruktofuransida yang diawali dengan satu molekul glukosa.
Inulin dimanfaatkan sebagai pangan fungsional yang bersifat larut dalam air,
mampu mencapai usus besar tanpa mengalami perubahan struktur karena tidak
dapat dicerna oleh enzim-enzim pencernaan. Inulin difermentasi dalam usus
akibat aktifitas dari mikroflora pada usus besar sehingga dapat memberikan efek
positif pada kesehatan tubuh (Indriyanti, 2015). Inulin memiliki sifat diantaranya
berbentuk serbuk putih, cepat larut dalam air panas namun agak sulit larut dalam
air dingin. Bakteri probiotik yang ada di dalam usus besar dapat memfermentasi
inulin menjadi asam-asam lemak rantai pendek (Adebola et al., 2014).

Beberapa tanaman Compositae, seperti chicory, dahlia, jerusalem
artichoke dapat ditemukan inulin (Gupta et al., 1992). Tanaman tersebut sering
dimanfaatkan sebagai sumber penghasil inulin secara komersial karena memilki
kandungan inulin yang tinggi. Ketiga tanaman tersebut yang dapat dikembangkan
di Indonesia hanya tanaman dahlia (Mangunwidjaja, 2009). Tanaman dahlia
memiliki umbi yang mengandung karbohidrat inulin dan memiliki nilai fungsional
sebagai bahan makanan. Kandungan inulin pada umbi dahlia segar yaitu dengan
kadar 72,6%(bk), sedangkan kandungan inulin setelah proses ekstraksi lanjutan
mengandung inulin murni sekitar 41,7% (bk) dari total inulin yang terkandung
pada umbi (Widowati dkk.,2005).

2.3.2 Lactobacillus casei AP
Bakteri yang digunakan sebagai probiotik umumnya yaitu Lactobacillus

dan Bifidobacteria. Bakteri tersebut dapat meningkatkan kesehatan karena dapat

menstimulasi respon imun dalam menghambat patogen. Kelompok bakteri
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Lactobacillus sp. pada usus dapat menekan pertumbuhan patogen, mensintesis
vitamin, membantu meningkatkan ketersediaan nutrisi dan merangsang fungsi
kekebalan tubuh (imun) (Haryati, 2011). Bakteri Lactobacillus merupakan
mikroba alami yang hidup di saluran pencernaan dan memiliki kemampuan untuk
menempel pada sel inang dan sebagai bakteriosin yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Salah satu bakteri yang dimanfaatkan dalam
probiotik yaitu Lactobacillus casei (Widodo, 2017). Probiotik merupakan
makanan tambahan berupa sel-sel mikroba hidup, yang memiliki pengaruh
menguntungkan bagi hewan inang yang mengkonsumsinya melalui
penyeimbangan flora mikroba intestinalnya (Fuller,1987; Supriatna, 2016). Hal
ini didukung oleh penjelasan (Salminen, 1999), Probiotik merupakan segala
bentuk preparasi sel mikroba atau komponen sel mikroba yang memiliki pengaruh
menguntungkan bagi kesehatan dan kehidupan inang.

Lactobacillus casei tergolong dalam family Lactobacillaceae. Bakteri ini
bersifat hormofermentatif, berbentuk batang panjang, anaerobic fakultatif dan
katalase negatif. Bakteri Lactobacillus casei merupakan bakteri anaerobik
fakultatif atau mikroaerofilik dan termasuk genus bakteri Gram positif. Bakteri
ini mampu hidup dengan baik pada 15°C-41°C dan pH 3,5 atau lebih dan
tergolong streptokoki dalam kebutuhan akan nutrientnya (Meutia, 2003).
Lactobacillus casei AP merupakan bakteri yang ditemukan pada saluran
pencernaan manusia, mampu bertahan hidup pada kondisi asam, mengikat ke sel
epithel pada GIT, memiliki kapasitas adhesi tinggi yaitu lebih dari 75% sel-sel
mampu melekat pada mucin lambung, menghambat pertumbuhan patogen, dan

mampu bertahan pada garam empedu (Widodo et al., 2012).


http://id.wikipedia.org/wiki/Genus
http://id.wikipedia.org/wiki/Bakteri
http://id.wikipedia.org/wiki/Gram-positif
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Bakteri L. casei strain AP mampu menggunakan inulin sebagai sumber
karbon (Widodo et al., 2014). Kemampuan bakteri L.casei dalam
mempertahankan diri pada keadaan buruk di saluran pencernaan tersebut sehingga
bakteri L. casei mampu meningkatkan kapasitas makrofag dalam memfagosit E.
coli. Hal ini dikarenakan Lactobacillus dapat menginduksi sitokin (Winarsih et

al., 2007).

2.4 Lactobacillus spp.
Lactobacillus merupakan genus terbesar dalam kelompok bakteri asam

laktat yang terdiri dari 135 spesies dan 27 subspesies (Bernardeau, et al., 2008).
Lactobacillus adalah bakteri batang gram positif yang dapat ditemukan pada
saluran pencernaan dan umumnya dimanfaatkan untuk membuat produk olahan
terfermentasi misalnya keju, yoghurt, dan susu terfermentasi lainnya (Claesson et
al., 2007). Beberapa probiotik anggota Lactobacillus, diantaranya L. achidophilus,
L. brevis, L. reuteri, L. paracasei, L. plantarum, L. casei, L. fermentum (Gibson,
1999).

Koloni Lactobacillus umumnya berwarna putih, cembung, rata, bulat,
bergerombol dan berdiamer 2-5 mm. Sel Latobacillus biasanya besar, mempunyai
lebar 0.5-1 mikrometer dan panjang 1.5-5 mikrometer, berbentuk batang teratur,
namun kadang tumbuh dengan bentuk kokus atau tidak tetap, tergantung ada
kondisi kultur dan spesies (Salminen et al., 1998). Media selektif untuk
menumbuhkan Lactobacillus sp. adalah agar deMan-Rogosa-Sharpe Agar (MRS
Agar) (Menon,2007). Spesies Lactobacillus tumbuh secara optimal di bawah

kondisi anaerob. Selain itu, Lactobacillus juga dapat tumbuh pada konsentrasi
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oksigen yang rendah, jika lingkungan dilengkapi dengan karbondioksida sebesar
5-10%.

Genus Lactobacillus yang berpotensi sebagai agen probiotik karena
mampu hidup pada kondisi pH rendah, tahan terhadap garam empedu,
memproduksi antimikroba dan daya antagonistic terhadap patogen enterik,
mampu mengasimilisasi serum kolesterol dan mendekonjugasi garam empedu
serta dapat tumbuh baik pada medium sederhana (Rahayu, 2001). Lactobacillus
ditemukan pada substrat yang kaya akan karbohidrat dengan berbagai habitat
seperti membrane mukosa manusia dan binatang (rongga mulut, intestine, vagina)

atau makanan hasil fermentasi dan makanan yang membusuk (Sunaryanto, 2014).

2.5 Usus Besar (Colon)
Usus merupakan organ pencernaan yang berfungsi dalam penyerapan

nutrisi pada proses pencernaan (Soeharsono, 2010). Usus merupakan organ
terpanjang pada saluran pencernaan yang dibedakan menjadi usus halus dan usus
besar. Proses absorbs nutrisi terutama terjadi di dalam usus halus yang terdiri dari
duodenum, yeyunum, dan ileum, sedangkan pada usus besar terjadi penyerapan
air, fermentasi sisa ingesta dan pembentukan feses (Jacob, et al., 2011).

Kolon berfungsi sebagai pengabsorbsi air dan elektrolit dari Kimus
sehingga menjadi tempat pembentukan feses yang padat dan tempat penyimpanan
feses sementara hingga waktunya dikeluarkan (Guyton, 2008). Menurut Ganong
(2008), Usus besar mampu mengubah kimus isotonic yang masuk setiap hari dari
ileum sebanyak 1000-2000 mL menjadi tinja semipadat sebanyak 200-250 mL

tinja semipadat. Pada usus besar terdapat kolon pengabsorpsi yang terdapat di
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bagian pertengahan proksimal yang berfungsi sebagai pengabsorpsi. Sedangkan
kolon bagian distal disebut kolon penyimpanan karena berfungsi sebagai tempat
penyimpanan feses hingga waktunya dilakukan ekskresi. Pada kolon pengabsorpsi
banyak terdapat bakteri, khususnya basil kolon. Bakteri-bakteri ini mampu
mencernakan sedikit selulosa sehingga dapat menyediakan beberapa kalori nutrisi
tambahan untuk tubuh (Guyton, 2008).

Produk fermentasi inulin oleh bakteri Lactobacilli menghasilkan short
chain fatty acid (SCFA) yang telah dibuktikan secara in vivo dan in vitro. SCFA
memiliki fungsi penting pada usus besar karena dapat menurunkan pH kolon yang
dapat meningkatkan populasi bakteri Lactobacilli dan menurunkan pertumbuhan
bakteri pathogen juga menurunkan aktivitas dari enzim-enzim yang mensintesis
produk yang bersifat karsinogen dan toksik di dalam usus. SCFA
menyumbangkan lebih dari 50% kebutuhan energy harian jaringan kolon dan
berpengaruh pada metabolisme kolon. Selain itu, inulin juga dapat menurunkan
resiko kanker kolon (Donkor 2007; Herminiati 2015).

Usus besar merupakan bagian saluran pencernaan yang berperan penting
dengan keberadaan mikrobia saluran pencernaan. Mikrobia yang berada di usus
besar proksimal (bagian kanan) memiliki banyak suplai nutrisi makanan sehingga
tumbuh lebih cepat dan menyebabkan penurunan pH akibat adanya produksi asam
lemak rantai pendek. Pada usus besar distal (bagian Kiri), ketersediaan nutrisi
lebih rendah yang mengakibatkan bakteri tumbuh lebih lambat dan pH mendekati
netral, sehingga tingkat heterogenitas yang tinggi ada pada bagian usus besar

distal (bagian kiri) (Gibson dan Roberfroid, 1995: Widodo, 2017).
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Mikrobakteria yang sering ditemukan pada usus besar adalah mayoritas
bakteri anaerob, misalnya spesies Bakteroides, Bifidobakterium dan Lactobacilli
(Andrew et al., 2008; Widodo, 2017). Lactobacillus dan Bifidobacterium
merupakan mikrobia alami dalam saluran pencernaan. Lactobacillus dalam
saluran pencernaan berpotensi memberikan efek kesehatan bagi inang seperti
mencegah terjadinya infeksi saluran pencernaan dan meningkatkan respon imun

(Sharma et al., 2005).

2.6 Gen16S rRNA
RNA ribosom (rRNA) merupakan komponen inti pembentuk protein pada

suatu makhluk hidup. Molekul rRNA memiliki fungsi yang identik pada seluruh
organisme sehingga bersifat ubikultus. Ribosom memiliki dua subunit, yaitu
subunit kecil (small subunit) dan subunit besar (large subunit) dan merupakan
ribonukleoprotein. RNA dalam ribosom prokaryota berdasarkan nilai koefisien
sedimentasi terbagi menjadi tiga yaitu 5S, 16S, dan 23S rRNA. Gen 16S rRNA
merupakan komponen ribosom prokariotik subunit 30S dan berfungsi pada
pengenalan ujung 5’-mRNA serta memposisikan padatempat yang tepat di
ribosom. Gen ini merupakan gen yang dapat ditemukan pada semua prokariotik,
Kromosom prokariotik tersusun atas subunit besar (50S) dan subunit kecil (30S).
Subunit tersebut disusun oleh protein-protein dan molekul RNA yang disebut
dengan RNA ribosom (rRNA). (Clarridge, 2004).

Gen 16S rRNA memiliki ukuran basa yang ideal untuk dianalisis. Hal ini
dikarenakan gen 16S rRNA memiliki ukuran sekitar 1550 pasang basa dan sekitar

500 basa di bagian ujung sekuens merupakan daerah yang disebut dengan
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hypervariable region. Daerah ini memiliki urutan basa yang berbeda diantara
spesies sehinggadapat digunakan untuk membedakan antar organisme. Primer
vang digunakan dalam amplifikasi sekuens akan mengenali daerah yang lestari
dan mengamplifikasi hypervariable region, oleh karena itu dapat diperoleh
sekuens yang khas pada organisme tersebut (Rinanda, 2011). Molekul 5S rRNA
memiliki urutan 120 basa sehingga kurang cukup untuk dilakukan analisis
statistika karena memiliki urutan basa yang pendek. Sedangkan molekul 23S
rRNA memiliki struktur sekunder dan tersier yang cukup panjang sekitar 2900
urutan basa sehingga menyulitkan dalam menganalisis (Pangastuti, 2006).
Perbandingan urutan basa gen 16S rRNA diantara genus Lactobacillus
menunjukkan bahwa urutan basa tersebut mengandung informasi spesifik spesies.
Untuk tujuan identifikasi, diperlukan amplifikasi dengan menggunakan PCR dan
analisis urutan basa minimal 500 pasang basa (Petrosino et al., 2009). Gen 16S
rRNA terbagi menjadi sembilan bagian yang disebut dengan daerah V1 sampai
V9. Disamping daerah V1-V3, daerah V6-V9 merupakan daerah divergen yang
yang menentukan heterogenitas atau adanya mutasi gen yang mengarah pada

perbedaan spesies suatu bakteri (Cai et al.,. 2003; Petrosino et al,. 2009).

rrnB operon

tRNA-Glu

ere2 16S rRNA * 23S 1RNA 55 rRNA
L 11

precursor RNA

Gambar 2.1 llustrasi skematis operon rRNA dari E.coli (Vaughan et al., 1999)
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16S rRNA sebagai molekul yang memiliki ukuran yang relatif kecil
sehingga dapat disekuensing secara langsung tanpa memerlukan cloning dari
amplikon PCR vyang dihasilkan. Metode amplikasi sekuen gen 16S rRNA dengan
PCR telah dilakukan oleh Chagnaud et al., (2001) bahwa amplikasi sekuen gen
16S rRNA menggunakan forward primer (spesifik untuk satu strain) yang
didesain berdasarkan sekuen wilayah V1 dari gen 16S rRNA. Sedangkan reverse
primer didesain pada wilayah lain dari gen 16S rRNA yang bersifat genus spesifik
untuk bakteri asam laktat (BAL).Pengikatan yang terjadi pada ribosom prokariot
terjadi pada 16S rna di bagian subunit 30S, karena pada mRNA prokariot terdapat
urutan basa tertentu yang disebut dengan tempat pengikatan ribosom (ribosom
binding site) atau urutan Shine-Dalgarno (5’-AGGAGGU-3"). Urutan tersebut
spesifik dikenai oleh 16S rRNA.Oleh karena itu, sekuen 16S rRNA berfungsi
sebagai sekuen anti-Shine Dalgarno. Gen 16S rRNA berukuran panjang antara
1500 hingga 1550 pb dan kaya akan basa nitrogen guanine dan sitosin (G+C)
(Moat et al, 2002). Gen ini juga memiliki daerah konservatif yang umumnya
memiliki beberapa ukuran kisaran 500-540 bp yang letaknya tersebar (Jusuf,
2001).

Kemampuan gen 16S rRNA dapat digunakan dalam mengidentifikasi
spesies karena gen 16S rRNA memiliki daerah hypervariable region. Selain itu,
gen ini memiliki daerah konservatif dan variatif yang dapat digunakan untuk
penentuan spesies dan pembuatan pohon filogenik. Hal ini seperti yang tersirat

pada hadits Nabi sebagai berikut16S
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Artinya: “Sesungguhnya Allah Ta’ala menciptakan Adam dari segenggam yang
digenggam-Nya dari semua tanah di muka bumi. Oleh karena itu, anak
cucu Adam hadir sesuai keadaan tanah (warna dan tabiatnya), maka
di antara mereka ada yang berkulit merah, putih, hitam, dan antara itu
ada pula yang lunak, keras, yang jelek dan yang baik.” (HR.Tirmidzi).
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Artinya:

Dan di bumi terdapat bagian-bagian yang berdampingan, kebun-kebun anggur,
tanaman-tanaman, pohon kurma yang bercabang, dan yang tidak bercabang:
disirami air yang sama, tetapi Kami lebihkan tanaman yang satu dari yang
lainnya dalam hal rasanya. Sungguh, pada yang demikian itu terdapat tanda-
tanda (kebesaran Allah) bagi orang-orang yang mengerti (Ar Ra’du: 4)

Bumi juga mengandung berbagai keajaiban. Ada kepingan-kepingan tanah
yang saling berdekatan. Meskipun demikian, jenis tanahnya dapat berbeda-beda.
Ada yang kering tandus, ada pula yang basah subur. Ada pula tanah yang
meskipun jenisnya sama akan menjadi lahan perkebunan anggur, lahan
persawahan, dan lahan perkebunan korma. Kebun-kebun tersebut ada yang
berkumpul di atas satu area, ada pula yang tumbuh berpisah-pisah. Selain itu,

meskipun kebun-kebun itu disiram dan tumbuh dari sumber air yang sama, rasa

yang dihasilkan oleh buah-buahannya beraneka ragam. Sungguh di dalam
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keajaiban alam itu benar-benar terdapat bukti yang jelas atas kemahakuasaan
Allah bagi orang yang memiliki akal dan mau berfikir (Shihab, 2003).

Pada hadits dan ayat tersebut dijelaskan bahwa Allah telah menciptakan
makhlukNya secara beragam dengan adanya perbedaan sifat fenotip yang
tentunya memiliki perbedaan pada sifat genotip. Hal tersebut menyebabkan
adanya perbedaan urutan basa pada tiap spesies yang dapat dijadikan patokan
untuk menentukan spesies. Ayat al quran dan hadits tersebut juga menunjukkan
adanya hereditas pada setiap makhluk hidup.

Molekul 16S rRNA memiliki sifat ubikultus dengan fungsi yang identik
pada seluruh organisme sehingga dapat digunakan sebagai penanda molekuler.
Molekul ini juga dapat digunakan sebagai kronometer evolusi yang baik karena
molekulnya dapat berubah sesuai jarak evolusinya. 16S rRNA memiliki beberapa
daerah yang memiliki urutan basa yang relatif konservatif dan variatif.
Perbandingan urutan basa yang konservatif mengalami perubahan yang relatif
lambat sehingga digunakan untuk mengkonstruksi pohon filogenetik universal.
Gen penyandi 16S rRNA praktis digunakan untuk definisi spesies karena 16S
rRNA memiliki sifat ubikultus sehingga dapat dirancang suatu primer yang

universal untuk seluruh kelompok (Pangastuti, 2006).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif kualitatif, yaitu
mengidentifikasi keberadaan bakteri Lactobacillus casei pada usus besar yang

telah terinfeksi oleh bakteri Escherichia coli dengan sekuen gen 16S rRNA.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2017-November 2018.
Penelitian ini bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Hewan Coba, dan
Genetika Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Obyek Penelitian
Obyek penelitian ini adalah bakteri isolat Lactobacillus casei AP yang
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Biologi Universitas Gajah

Mada Yogyakarta.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cawan petri, jarum ose,
waterbath shaker, autoklaf, LAF (Lamina Air Flow), vortex, mesin sentrifugasi,
mikropipet (5-10ul, 2-20ul, 20-200pl, 100-1000ul), microtube (0.5 mL, 1 mL, 2
mL), sonde, alat pembedah, blue tip, yellow tip, white tip, refrigerator, neraca

analitik, Erlenmeyer, hotplate, NanoDrop, autoklaf, gelas ukur, cetakan agar,

25
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microwave oven, perangkat elektroforesis merk BioRAD, wadah EtBr, mesin
PCR (thermal cycler) seri BioRAD, jarum ose, dan mesin UV transluminator
(Gel Doc) seri BioRAD, safety tools, Bunsen.
3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mencit jantan galur Balb
C strain L.casei AP yang telah teridentifikasi pada penelitian sebelumnya
(Widodo et al.,, 2012; Widodo et al., 2014) , Bakteri E. coli, LBS Broth
(Lactobacillus selective), LBS Agar, aquades, etanol, NaCl, EDTA, potassium
asetat, asam asetat glasial, lysozyme, RNAse, proteinase K, SDS, Tris HCI, yogurt

dan inulin umbi dahlia, gel agarose, loading dye, primer.

3.5 Prosedur penelitian
3.5.1 Persiapan hewan coba

Sebanyak 35 ekor mencit jantan dewasa diadaptasi selama 14 hari dengan
diberi pakan CP 551. Kemudian dibagi menjadi 5 kelompok yang tiap kelompok
terdiri dari 7 ekor mencit. 2 kelompok masing-masing sebagai kontrol positif dan
negatif dan 3 kelompok sebagai perlakuan. Mencit jantan dewasa kontrol positif
dan 3 kelompok mencit jantan dewasa sebagai perlakuan diberi injeksi bakteri
E.coli sebanyak 0.5 mL dengan pengenceran 10~ melalui injeksi oral selama 3
hari.
3.5.2 Perlakuan hewan coba

Pada mencit kelompok 1 sebagai kontrol negatif (K-) tanpa diberi injeksi
bakteri E.coli dan mencit kelompok 2 sebagai kontrol positif (K+) diberi injeksi

bakteri E.coli tanpa diberi injeksi sinbiotik. Sedangkan mencit pada kelompok 3
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diberi injeksi bakteri E.coli dan diberi sinbiotik sebanyak 0.3 mL sebagai
perlakuan pertama (P1), mencit kelompok 4 diberi injeksi bakteri E.coli dan diberi
sinbiotik sebanyak 0.45 MI sebagai perlakuan kedua (P2) dan pada mencit
kelompok 5 diberi injeksi bakteri E.coli dan diberi sinbiotik sebanyak 0.6 mL
sebagai perlakuan ketiga (P3). Pemberian sinbiotik dilakukan selama 5 hari
dengan parameter feses mencit tidak lembek. Kemudian pada hari ke-6 mencit
didislokasi dengan diambil bagian usus besarnya untuk dianalisis lebih lanjut.
3.5.3 Pembuatan kultur bakteri

Bagian usus besar dari mencit yang telah diberi perlakuan dan didislokasi
kemudian diambil bagian usus halusnya. Selanjutnya dipotong sepanjang 1 cm.
usus dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah terisi media selektif LBS
Broth 3 mL dan diinkubasi selama 24 jam. Kemudian 1 mL cairan hasil inkubasi
diambil dan dilakukan pengenceran serial sampai 10°°.

Larutan hasil pengenceran 10° dikultur pada media LBS Agar dengan
metode pour plate dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi selama 24
jam lalu diamati koloni bakteri yang tumbuh pada media cawan. Selanjutnya
cawan petri yang berisi media padat LBS Agar disiapkan, kemudian 1 koloni
dominan dari biakan diambil dengan jarum ose steril, kemudian jarum ose
digoreskan pada media padat secara hati-hati. Cawan petri diinkubasi selama 24
jam. Pada akhir masa inkubasi, koloni-koloni yang tumbuh pada permukaan
medium diperiksa dengan seksama. Dicari koloni yang terpisah, koloni yang

terpisah ini adalah koloni yang berbentuk sekumpulan sel dari satu jenis saja.
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3.5.4 Isolasi DNA bakteri genom

Kultur bakteri L.casei yang telah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°c
diambil sebanyak 3 mL kemudian disentrifugasi selama 3 menit pada kecepatan
12000 rpm. Supernatan dibuang dan pellet digunakan dengan penambahan 2 mL
of NaCI-EDTA (30Mm NaCl, 2 mM EDTA, pH 8.0) dan diresuspensi dalam 100
pL pada buffer. Ditambahkan 100 pL lysosim (10 mg/ml dalam NaCI-EDTA) dan
dicampurkan. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam dengan diaduk
secara periodik. Ditambahkan RNAse sebanyak 1puL (20 mg/mL). kemudian
ditambahkan 50 pL SDS, 10 pL proteinase K dan NaCIl-EDTA sampai pada
volume 500 pL. Kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu 55°C. setelah
diinkubasi, ditambahkan sebanyak 200 uL larutan presipitasi protein (6 mL 5 M
potassium asetat, 1.15 mL asam asetat glasial, dan 2.85 mL aquades) kemudian
divortex dengan kecepatan sedang selama 20 detik dan simpan pada es selama 5
menit. Selanjutnya, disentrifugasi selama 3 menit pada suhu 12000 rpm.
Supernatan ditransfer pada tube bersih 1.5 mL. Supernatan dipresipitasi dengan
600 uL isopropanol dingin dengan disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm, suhu
ruang selama 3 menit. Supernatant dibuang dan pellet dicuci satu kali dengan
etanol 70% dan dikeringkan. Pellet dilarutkan dalam 100 pL buffer TE (10 mM
Tris HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0) kemudian disimpan pada suhu 65° selama 15
menit dan disimpan pada suhu -20°c untuk analisis selanjutnya (Kaur et al, 2010:
Golchin et al, 2016).
3.5.5 Elektroforesis

Langkah awal elektroforesis yaitu dengan menyiapkan tray/cetakan gel

untuk membuat gel elektroforesis. Memastikan cetakan dalam posisi bidang datar
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dengan menggunakan waterpass. Sisi cetakan yang terbuka dikunci dengan
menggunakan slot khusus yang telah disediakan. Gel agarosa dibuat dengan
konsentrasi 0.7% dalam buffer TBE 1X. Pembuatan gel agarosa 0.7% dilakukan
dengan menimbang sebanyak 0.21 gram bubuk agarosa dan dilarutkan dalam
40mL buffer TBE 1X. Gel agarosa agarosa didihkan dengan microwave sampai
agar larut dan berwarna bening. Gel agarose yang sudah hangat-hangat kuku
dituangkan ke dalam cetakan yang dilengkapi dengan sisir (comb) tempat aplikasi
sampel. Sisir dipasang dengan posisi tegak dan berjarak 0.5-1 mm dari dasar
cetakan. Gel dibiarkan mengeras pada suhu ruang. Gel dan cetakannya kemudian
direndam pada buffer TBE 1X pada kolom elektroforesis.

Sampel dari hasil isolasi dimasukkan dalam sumuran sebanyak 3ul dan
loading dye sebanyak 1ul (3:1). Kemudian sampel dielektroforesis pada tegangan
65 volt selama 70 menit. Gel berisi DNA hasil elektroforesis diwarnai
menggunakan EtBr (Etidium Bromide) selama lima menit. Kemudian dibilas
menggunakan aquades untuk membuang kelebihan EtBr. Gel hasil elektroforesis
diamati dengan sinar UV (UV transluminator). Fragmen DNA yang muncul
didokumentasikan menggunakan kamera digital.

3.5.6 Pengukuran Konsentrasi Dan Kemurnian DNA

Pengujian kuantitatif DNA genom hasil isolasi pada penelitian ini
dilakukan menggunakan alat NanoDrop. Sampel DNA genom hasil isolasi
diambil sebanyak 1 pl dan diletakkan ke tempat sampel pada NanoDrop.
Pengukuran dilakukan dengan menggunakan nilai absorbansi pada panjang

gelombang (260 nm dan 280 nm). Uji kemurnian genom diukur dengan
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menghitung nilai absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dibagi dengan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 280 nm. Molekul DNA dapat dikatakan
murni jika berada pada nilai 1.8-2.0. jika nilai rasionya lebih kecil dari 1.8 maka
isolat DNA yang dihasilkan masih mengandung kontaminan berupa fenol dan
pelarut yang digunakan terlalu banyak. jika nilai rasionya lebih besar dari 2.0
maka isolat DNA yang dihasilkan masih mengandung kontaminan berupa protein
dan senyawa lainnya. Nilai kemurnian DNA ditentukan oleh tingkat kontaminasi
dari protein dan fenol dalam larutan (Sambrook dan Russell, 2001).

3.5.7 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Amplifikasi gen 16S rRNA pada penelitian ini digunakan total volume
dalam PCR vyaitu 25ul yang terisi master mix 2x, 5ul DNA template, primer
sebanyak 2.5ul dan dH>O sampai pada volume 50 pl

Proses amplifikasi PCR dilakukan sebanyak 35 siklus dengan pre
denaturasi pada suhu 95° selama 10 menit, denaturasi pada suhu 94°c selama 1
menit, tahap anneling pada suhu 52°c selama 1 menit, elongasi pada suhu 72°
selama 1 menit dan post elongasi pada suhu 72° selama 10 menit. Hasil yang
diperoleh selanjutnya divisualisasi dengan 1.7% gel agarose selanjutnya (Golchin

et al, 2016).

3.6 Analisis Data
Sekuensing dilakukan menggunakan jasa dari Bioneer Korea Selatan dan
hasil sekuensing dilakukan analisis data kasar menggunakan software Segscanner.

Selanjutnya dilakukan analisis menggunakan web NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BLAST) program BLAST (Basic Logal Allignment Search Tools) secara online

(Haddad, et al., 2014).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Sinbiotik pada Mencit Diare Terhadap Konsistensi
Feses
Penelitian deteksi Lactobacillus spp. pada mencit diare pasca pemberian
sinbiotik menggunakan 16S rRNA dilakukan pengamatan konsistensi feses pada
mencit diare. Data konsistensi feses pada mencit diare dan pasca pemberian

sinbiotik sebagaimana yang ditampilkan pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Data Konsistensi Feses Mencit

No Perlakuan EPEC Pemberian Sinbiotik
1 K- Normal Normal
2 K+ Berdarah Berair
3 P1 Berair Normal
4 P2 Berdarah Normal
5 P3 Berdarah Normal

Berdasarkan Tabel 4.1 konsistensi feses pada mencit diare dan pasca
pemberian sinbiotik didapatkan hasil yang berbeda antara kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol. Pada kontrol negatif (K-) feses terlihat normal sedangkan
pada kontrol positif (K+) feses terlihat berair dan berdarah. Menurut Aman (2015)
mencit mengalami diare apabila kondisi feses lembek sampai berdarah hingga
feses tidak berbentuk.

Konsistensi feses pada perlakuan pertama (P1), kedua (P2) dan ketiga (P3)
pasca pemberian sinbiotik memiliki konsistensi feses normal seperti feses pada
kontrol negatif. Hal ini menandakan bahwa bakteri Lactobacillus casei AP

mampu melakukan kompetisi dengan bakteri EPEC pada saluran pencernaan
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sehingga tidak terjadi diare. Sebagaimana penjelasan Haryati (2011), bakteri
probiotik seperti Lactobacillus dapat menekan pertumbuhan patogen, mensintesis
vitamin, membantu meningkatkan ketersediaan nutrisi dan merangsang fungsi

kekebalan tubuh pada saluran pencernaan.

4.2 Isolat Bakteri Lactobacillus dari Usus Besar Mencit Diare Pasca
Pemberian Sinbiotik
Penelitian deteksi Lactobacillus spp. pada mencit diare pasca pemberian
sinbiotik menggunakan 16S rRNA dilakukan pengamatan secara in vitro pada
media LBS agar. Pengamatan dilakukan dengan melihat koloni yang tumbuh pada
media LBS agar. Koloni yang tumbuh pada media LBS agar didapatkan hasil
yang berbeda-beda antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Hasil

koloni yang tumbuh pada media LBS agar dapat dilihat pada Gambar dan

Tabel 4.2

Gambar 4.1 Koloni Lactobacillus yang tumbuh pada media LBS agar (anak
panah). (a) kontrol negatif (b) kontrol positif (c) perlakuan pertama (d)
perlakuan kedua (e) perlakuan ketiga.

Tabel 4.2 Jumlah Koloni Lactobacillus pada media LBS agar

No. Perlakuan ¥ Koloni Lactobacillus (10%) (CFU/mL)
1. K- 114

2. K+ 56

3. P1 247

4. P2 267

5. P3 285

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Berdasarkan Gambar 4.2 diperoleh hasil bahwa pada kontrol negatif
terlihat memiliki jumlah koloni Lactobacillus lebih banyak dibandingkan dengan
kontrol positif. Hal ini dikarenakan pada perlakuan kontrol negatif tanpa
pemberian injeksi E.coli sehingga tidak terjadi kompetisi bakteri patogen dengan
Lactobacillus. Koloni Lactobacillus yang tumbuh pada kontrol negatif merupakan
mikroflora yang ada pada usus dan sebagai bakteri probiotik. Hal ini seperti yang
dijelaskan olen Widodo (2017), mikrobakteria yang sering ditemukan pada usus
besar adalah mayoritas bakteri anaerob, misalnya spesies Bakteroides,
Bifidobakterium dan Lactobacilli. Pada kontrol positif Lactobacillus terjadi
kompetisi dengan bakteri patogen karena diberi injeksi E.coli. Hal ini dapat dilihat
pada Tabel 4.2 bahwa jumlah koloni Lactobacillus pada K- sebanyak 114x10°
CFU/mL dan jumlah koloni Lactobacillus.

Jumlah koloni Lactobacillus pada perlakuan pertama, kedua dan ketiga
masing-masing sebagai berikut: 247x10° CFU/mL, 267x10° CFU/mL dan
285x10° CFU/mL. Koloni yang tumbuh tersebut menandakan adanya kompetisi
antara bakteri patogen dan Lactobacillus. Hal ini sesuai dengan penjelasan
Jankowska et al. (2008) bahwa bakteri asam laktat dapat mencegah perlekatan
bakteri patogen dengan mengurangi kolonisasi dan mengurangi infeksi. Hal ini
juga dikarenakan pemberian sinbiotik pada mencit diare dimana dosis sinbiotik
yang diberikan pada perlakuan ketiga 2 kali lebih banyak dibandingkan pemberian
dosis sinbiotik pada perlakuan kedua dan pertama. Koloni yang digunakan pada
pengujian lanjut yaitu diperoleh dari perlakuan ketiga. Hal ini berdasarkan dari

penelitian Amrullah (2018) bahwa dosis yang efektif dalam mengembalikan
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konsistensi feses menjadi normal adalah pada kelompok perlakuan 3 yang

memiliki perlakuan produk sinbiotik 0,6 ml.

4.3 Deteksi Lactobacillus spp. pada mencit diare pasca pemberian sinbiotik
menggunakan 16S rRNA
Penelitian deteksi Lactobacillus spp. pada mencit diare pasca pemberian
sinbiotik menggunakan 16S rRNA juga dilakukan analisis molekuler secara
kuantitatif dan kualitatif. Uji secara kuantitatif dilakukan menggunakan analisis
spektrofotometri sedangkan uji secara kualitatif dilakukan amplifikasi PCR pada

elektroforesis. Hasil uji kuantitatif pada penelitian disajikan pada Tabel 4.3.1
Tabel 4.3 Hasil Uji kuantitatif DNA dengan nanodrop

No Sampel A260/280 Konsentrasi (ng/pl)
1. Isolat L-1 o7 183.32

Berdasarkan Tabel 4.3 hasil uji kuantitatif DNA dengan nanodrop pada
penelitian ini diketahui bahwa nilai kemurnian isolat L-1 menunjukkan
kontaminasi protein sehingga konsentrasi proteinase K. Menurut Sambrook et al.
(1989), sampel DNA dikatakan murni jika nilai absorbansi 260 terhadap nilai
absorbansi 280 berada diantara 1,7-2,0. Nilai kemurnian isolat L-1 yang
mendekati nilai standar 1,7-2,00 tidak menjadi masalah karena konsentrasi DNA
dalam mikrolitnya masih teridentifikasi ratusan.

Visualisasi hasil PCR pada penelitian ini dilakukan dengan elektroforesis

pada gel agarosa ditampilkan pada Gambar 4.3
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'y

———+ 500 bp

Gambar 4.2 Visualisasi pita DNA hasil PCR pada gel agarose 1.5%

Berdasarkan Gambar 4.3 hasil visualisasi PCR menunjukkan bahwa isolat
L-1 berada sejajar dengan marker yang berukuran 428 bp. Hal tersebut
menandakan bahwa isolat L-1 memiliki panjang sekuen sekitar 500 bp. Menurut
Rinanda (2011) bahwa gen 16S rRNA memiliki panjang sekitar 1550 bp dan
sekitar 500 basa di bagian ujung sekuen merupakan daerah hypervariable region,
daerah ini merupakan bagian yang membedakan antar organisme. Jumlah sekuen
isolat L-1 yang memiliki ukuran dibawah 1500 bp tersebut masih dapat dilakukan
analisis identifikasi. Hal ini telah dilakukan penelitian serupa oleh Tajabadi et al.,
(2013) yang menggunakan primer yang sama pada penelitian ini yaitu 27F dan
1429R, isolat Taj-Arash 1 dengan panjang 919 bp sebagai Lactobacillus kunkeii.

Terbentuknya pita DNA pada penelitian ini merupakan salah satu kemaha
Besar-an Allah dalam menciptakan sesuatu. Allah menciptakan sesuatu dengan
tepat dan sempurna termasuk dalam penciptaan molekul DNA. Hal ini secara

implisit, Allah berfirman dalam surat Al Furgon ayat 2 sebagai berikut:



:}/\:)JM ;UL)E:J(J) \JJ) % ’/3 UOJU g};ﬁf@i)ﬂ L.S-;\jT
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Artinya: Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak
mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam
kekuasaan(Nya), dan dia telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia
menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya”(Q.S. Al-
Furqgon:2)

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah telah menciptakan apa-apa yang
ada di muka bumi ini dengan ukuran sehingga Allah menciptakan segala
sesuatunya diciptakan berdasarkan ketentuan-Nya bukan karena nafsu dan
kelalaian (Aidh, 2007).

Kata ¢4 JS bermakna bahwa Allah yang menciptakan semua ciptaan,
seperti DNA genom yang terdapat dalam makhluk hidup, kemudian kata o_si
bermakna bahwa Allah menetapkan ukuran-ukuran segala makhluknya, termasuk
penciptaan DNA genom setiap mahluk hidup dengan ukuran yang sangat rapi dan
tepat ( x5 ), sehingga semua ciptaan Allah merupakan ciptaan yang terbaik dan
sempurna, tidak ada tandingannya sebagai bentuk keMaha Agungan Allah. Oleh
karenaNya, semua sistem di muka bumi ini dapat berjalan dengan rapi dan teratur.

Hasil PCR isolat L-1 selanjutnya dilakukan proses sekuensing. Hal ini
dilakukan untuk mendapatkan sekuen yang dapat digunakan dalam menganalisis
kemiripan sekuen isolat L-1 dengan organisme lainnya. Untuk melihat kemiripan

sekuen tersebut dilakukan analisis menggunakan program Basic Local Allignment

Search Tool (BLAST). Hasil dari BLAST isolat L-1 terdapat pada Tabel 4.3.2.
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Tabel 4.4 Hasil BLAST isolat L-1 pada mencit diare pasca pemberian

sinbiotik
No. Kode Hasil Blast
Isolat
Nama Spesies Ident (%) Seq Id
1. L-1 Lactobacillus casei strain 97 MG551230.1
NWAFU1554

Berdasarkan hasil BLAST pada tabel 4.3 dapat diketahui bahwa isolat L-1
memiliki kemiripan dengan Lactobacillus casei strain NWAFU1554 dengan
presentase kemiripan sebesar 97% (Lampiran 4). Hal ini menunjukkan bahwa
isolat L-1 merupakan Lactobacillus casei. Menurut Widodo (2017) bahwa dalam
satu spesies hanya terdapat sekitar 3% perbedaan urutan sekuen gen 16S rRNA
atau sekitar 97% homologi sekuen yang dimiliki dalam satu spesies. Hal ini juga
dijelaskan oleh Tannock (1999). Urutan basa antar isolat Lactobacillus dinyatakan
secara homolog jika nilai kemiripannya (similaritasnya) minimal 94%.

Isolat L-1 yang menunjukkan adanya kemiripan dengan bakteri
Lactobacillus casei dapat digunakan sebagai landasan bahwa sinbiotik
Lactobacillus casei AP dan inulin umbi dahlia mampu menghambat pertumbuhan
EPEC sehingga dapat mencegah diare. Hal ini menunjukkan bahwa sinbiotik
dapat digunakan sebagai alternatif obat diare. Seperti yang dijelaskan oleh
Widodo (2017) bahwa probiotik yang berada pada permukaan sel mukosa
mempunyai sifat penempelan yang lebih tinggi dibanding bakteri patogen
sehingga dapat mencegah bakteri patogen menempel dan merusak usus. Adanya

mekanisme tersebut menyebabkan tidak terjadinya diare.
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Penempelan bakteri probiotik pada permukaan usus dapat mengurangi
kolonisasi bakteri patogen di usus. Keberadaan bakteri probiotik pada usus
didukung dengan adanya prebiotik. Peran prebiotik dalam mendukung probiotik
untuk mencegah diare sangat diperlukan karena prebiotik mampu
menyeimbangkan kolonisasi bakteri probiotik dalam usus dan merupakan substrat
mikroflora pada usus. Hal ini seperti yang dijelaskan oleh Horizo (2017) prebiotik
adalah suplemen makanan yang berfungsi sebagai substrat mikroflora usus. Hal
ini juga dijelaskan oleh Gibson (2001) inulin seperti halnya frukto-oligasakarida
adalah bahan pangan yang mampu menyeimbangkan populasi BAL dalam usus.

Keseimbangan mikroflora dalam saluran pencernaan memiliki peranan
penting pada sistem tubuh agar tidak terjadi gangguan pada saluran pencernaan.
Populasi bakteri probiotik dan patogen dalam saluran pencernaan harus seimbang
agar tidak terjadi gangguan pada saluran pencernaan misalnya diare. Pentingnya
keseimbangan dalam sistem tubuh makhluk hidup ini sebagaimana secara implisit

dijelaskan dalam surat Ar Rahman ayat 8:

i

ol 3 1255
Artinya:

Supaya kamu jangan melampaui batas tentang timbangan itu (Ar Rahman:8).
Ayat tersebut menjelaskan bahwa jika Allah tidak menurunkan

keseimbangan dan menyerahkan perkara kepada akal sehat manusia yang terbatas,

tentu akan terjadi kerusakan yang besar dan hanya diketahui oleh Allah SWT

sehingga terjadi kehancuran di muka bumi ini (Kemenag RI, 2011).
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Keberadaan mikrobia bakteri patogen dan probiotik pada saluran
pencernaan jika tidak seimbang maka akan terjadi gangguan misalnya diare. Hal
ini akan mengoanggu sistem tubuh makhluk hidup. Jumlah bakteri patogen dan
probiotik yang tidak seimbang dapat dikarenakan oleh beberapa sebab, salah

satunya pola makan yang kurang seimbang dan santasi makanan.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa isolat L-1 yang
terdeteksi pada mencit diare pasca pemberian sinbiotik menggunakan 16S rRNA
adalah Lactobacillus casei strain NWAFU1554 dengan nilai indeks kemiripan

sebesar 97%.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan pemberian obat
kimia untuk diare sebagai pembanding sinbiotik sehingga produk sinbiotik dapat
menjadi alternatif obat diare dan memastikan kembali kondisi mencit benar-benar

mengalami diare dengan parameter selain melihat konsistensi feses.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan media LBS

1. Pembuatan media padat (LBS Agar)

Untuk membuat 250 mL media LBS Agar diperlukan:

Nama Bahan Jumlah (g)
Casein 2.5
Yeast 1.25

Glukosa 5

Sodium asetat 6.25

KoHPO4 1115
Amonium sitrat 0.5
Polysorbate 80 250 pl
Asam asetat glasial 330 pl
MgSO4 0.14375
MnSQO4 0.03

Ferrous sulfat 0.0085

Agar 3.75

Untuk membuat 250 mL media LBS Broth diperlukan:

2. Pembuatan media cair (LBS Broth)

Nama Bahan Jumlah (g)
Casein 2.5
Yeast 1.25

Glukosa 5

Sodium asetat 6.25

K2HPO4 1.5
Amonium sitrat 0.5
Polysorbate 80 250 pl
Asam asetat glasial 330 pl
MgSO4 0.14375
MnSO4 0.03
Ferrous sulfat 0.0085
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1 EMedia LBS Broth)
( Media LBS Agar)

Lampiran 2. Dokumentasi Media dan Koloni



(Koloni bakteri yang di isolasi)
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Lampiran 3. Sekuen L.casei strain NWAFU1554 dan sekuen isolat L—1

1.

Sekuen L.casei strain NWAFU1554

1 caatgggggg ggtggcctat acatgcagtc gaacgagttc tcgttgatga

tcggtgcttg
caccgagatt
taacctgccc
ttaagtgggg
agaaccgcat
ggttcttggce
gcgtattagce
tagttggtga
gaggttgatc
ggccacattg
agggaatctt
ccacaatgga
tttcgggtcg
taaaactctg
gtgacggtat
ccaaccagaa
aggtggcaag
cgttatccgg
ctgatgtgaa
agccctcggce
cagaagagga
cagtggaact
ccagtggcga
aggcggetgt
cgaacaggat
tagataccct
ggtttccgcece
cttcagtgcc
gcaaggttga
aactcaaagg
aattcgaagc
aacgcgaaga
caggtttccc
cttcgggggce
tgagatgttg
ggttaagtcc
gttgggcact
ctagtaagac
tcatcatgcc
ccttatgacc
cgagaccgcg
aggtcaagct
actcgcctac
acgaagtcgg
gttcccgggce
cttgtacaca
gtggcgtaac
cctttaggga

61
caacatggaa
121
gataacattt
181
tgaaagatgg
241
ggtaatggct
301
ggactgagac
361
cgcaagtctg
421
ttgttggaga
481
agccacggct
541
atttattggg
601
ttaaccgagg
661
ccatgtgtag
721
ctggtctgta
781
ggtagtccat
841
gcagctaacg
901
aattgacggg
961
accttaccag
dLOI2
aaaatgacag
1081
cgcaacgagc
1141
tgccggtgac
1201
tgggctacac
1261
aatctcttaa
1321
aatcgctagt
1381
ccgcccgtcea
1441
gcgagccgtt

cgagtggcgg

ggaaacagat

cgtaagctat

caccaaggcg

acggcccaaa

atggagcaac

agaatggtcg

aactacgtgc

cgtaaagcga

aagcgcatcg

cggtgaaatg

actgacgctg

gccgtaaacg

cattaagcat

ggcccgcaca

gtcttgacat

gtggtgcatg

gcaaccctta

aaaccggagg

acgtgctaca

agccattctc

aatcgcggat

caccatgaga

cttaaggggg

acgggtgagt

gctaataccg

cgcttttgga

atgatacgta

ctcctacggg

gccgcgtgag

gcagagtaac

cagcagccgce

gcgcaggcgg

gaaactggga

cgtagatata

aggctcgaaa

atgaatgcta

tccgectggg

agcggtggag

cttttgatca

gttgtcgtca

tgactagttg

aaggtgggga

atggatggta

agttcggact

cagcacgccg

gtttgtaaca

aaccaaattt

aacacgtggg

catagatcca

tggacccgcg

gccgaactga

aggcagcagt

tgaagaaggc

tgttgccggce

ggtaatacgt

ttttttaagt

aacttgagtg

tggaagaaca

gcatgggtag

ggtgttggag

gagtacgacc

catgtggttt

cctgagagat

gctcgtgtcg

ccagcattta

tgacgtcaaa

caacgagttg

gtaggctgca

cggtgaatac

cccgaagcceg

999
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Sekuen Isolat L-1

1 GGGAAAATCT TTTTTAAGTA AGCCCAAATA AATTTAGTAC AAATTATCTG

GAGTGGAAAG
TAATAATTTT
AAAATATTCC
TACCATAGCT
AGGACGCAGG
TTCGAGACGC
AAAGGTACTC
CCTTTTCTAC
TCGTGAAGGT
CCCGTGCTCG
TGGGGGAAGG
GGGCAGACAT
GGAGAAGAAT
GGTCGGCAGA

61

CTTGGGTGCT TTGTGTTTTT AAAATATTGT TTAAAAAGAC

121
TGAAAGTTCT
181
TTCAACGATT
241
TTGGAAAAGT
301
TATTGGTGCT
361
TGGGCCTGTG
401
GTAACTGTTG

TTGATTCTTG

TTTTTTTGAA

GGGTTGACAG

AACGCCCTTC

TCCATAATTT

CCGGCGTG

GGTTAATATA

ACTCAAAATT

AGGTTTTTTT

IHCICC T CACIT

TGGCCGTAAA

TCTTTTGAAA

TCCATTTAAA

ATTGGATTTC

CCCGATAAGT

ACTCGTTGTT
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Lampiran 4. Hasil BLAST
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12% Be19 97 Mo

W =40 W 40-50 M 50-80 W 20-200 MW ==200

1 70 140 210 280 350
‘|:| Lactobacilus casei srain L4 165 rbosoml RNA gene, narel sequence %3 B3 1% Be19 9% MH2IBME1
0 Lactobacilus paracasei stain KO 7 chromosom. complets qenome 953 44 1% fed9 97% CPO2AG21
(] Lacobacilus aracs ubsp. aracase van THIW 1.1434 chromasme,campleecenome 03 465 12% Be19 97t CPOIGAASA
0 Lactobacilus case sirain NWAFL 1554 168 ribosomal RNA qene, parfial sequence 93 953 12% Be19 97% MGAD1A0A
(1 Lacobaclu cse s NWAPU1548 165 rsomal RNA gene, pariial sequence 953 %I 1% Be19 97% ME5I21
(1 Lactobacus s st NWAFU1538 15 osonl RIA gene, pariial sequence %I %I
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