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ABSTRAK

Adila, Afnan. 2023. Uji Aktivitas Antimikroba Dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat
(BAL) Pada Produk Susu Fermentasi Terhadap Bakteri Escherichia coli di
Wilayah Malang. Skripsi. Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan Illmu
Kesehatan, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing 1: Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, S.F., M.Kes.; Pembimbing 2: apt.
Alif Firman Firdausy, S.Farm, M.Biomed.

Yoghurt dan kefir merupakan produk olahan fermentasi dari susu yang umum di
masyarakat serta memiliki nilai manfaat sangat baik bagi kesehatan. Malang merupakan
salah satu wilayah di Indonesia sebagai penghasil susu sapi terbesar di Indonesia yang
memiliki potensi keanekaragaman bakteri asam laktat (BAL) yang tinggi, sehingga untuk
mempelajari jenis BAL yang terkandung dalam produk susu fermentasi di Malang
sekaligus aktivitasnya dalam menghambat bakteri patogen, seperti bakteri E. coli, perlu
dilakukan penelitian. Tujuan penelitian ini untuk mengidentifikasi secara fenotip maupun
genotip isolat BAL dari produk fermentasi yoghurt dan kefir yang berasal dari Malang
sekaligus mengetahui aktivitas antimikrobanya dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli. Sejumlah koloni bakteri asam laktat yang didapatkan dari proses isolasi
produk yoghurt dan kefir dikarakterisasi secara morfologi, fisiologi dan biokimia,
kemudian cell free supernatant (CFS) isolat BAL diuji aktivitas antimikroba menggunakan
metode difusi cakram terhadap bakteri Escherichia coli. Dilakukan identifikasi secara
genotip menggunakan metode polymerase chain reaction (PCR) dengan sekuen gen 16S
rRNA. Diperoleh 6 isolat dari sampel yoghurt dan 6 isolat dari sampel kefir. Isolat BAL
dari yoghurt dengan aktivitas antimikroba terbaik ada pada isolat y6 dengan rata-rata
diameter zona hambat terhadap E. coli sebesar 9,47 + 0,16 mm. Sedangkan isolat BAL dari
kefir dengan aktivitas antimikroba terbaik ada pada isolat k4 dengan rata-rata diameter zona
hambat terhadap E. coli sebesar 8,12 + 0,08 mm. Identifikasi secara genotip dengan gen
16S rRNA menunjukkan bahwa isolat y6 memiliki kontak kekerabatan yang tinggi
terhadap Pluralibacter pyrinus strain 533.12.1 (kemiripan 99,71%), sedangkan isolat k4
teridentifikasi sebagai Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045 (kemiripan 100%).

Kata kunci: aktivitas antibakteri, 16S rRNA, filogenetik
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ABSTRACT

Adila, Afnan. 2023. Antimicrobial Activity Test and Identification of Lactic Acid Bacteria
(LAB) in Dairy Fermented Products Against Escherichia coli Bacteria in the
Malang Region. Thesis. Department of Pharmacy, Faculty of Medicine and Health
Sciences, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University, Malang. Supervisor 1:
Prof. Dr. apt. Roihatul Muti‘'ah, S.F., M.Kes.; Supervisor 2: apt. Alif Firman
Firdausy, S.Farm, M.Biomed.

Yogurt and kefir are fermented milk products that are common in society and have
excellent health benefits. Malang as one of the largest cow's milk producer in Indonesia
has the potential for high LAB diversity, so to study the types of LAB contained in
fermented milk products in Malang as well as their activity in inhibiting pathogenic bacteria,
such as E. coli bacteria, research needs to be carried out. The aim of this research was to
identify phenotypically and genotypically isolates of lactic acid bacteria from yoghurt and
kefir fermentation products originating from Malang as well as determine their
antimicrobial activity in inhibiting the growth of Escherichia coli bacteria. A number of
lactic acid bacteria colonies obtained from the process of isolating yoghurt and kefir
products were characterized morphologically, physiologically and biochemically, then the
cell free supernatant (CFS) of LAB isolates was tested for antimicrobial activity using the
disc diffusion method against Escherichia coli bacteria. Genotypic identification was
carried out using the polymerase chain reaction (PCR) method with the 16S rRNA gene
sequence. 6 isolates were obtained from yoghurt samples and 6 isolates from kefir samples.
The LAB isolate from yogurt with the best antimicrobial activity was isolate y6 with an
average diameter of the inhibition zone against E. coli of 9.47 + 0.16 mm. Meanwhile, the
LAB isolate from kefir with the best antimicrobial activity was isolate k4 with an average
diameter of the inhibition zone against E. coli of 8.12 + 0.08 mm. Genotypic identification
with the 16S rRNA gene showed that isolate y6 was highly related to Pluralibacter pyrinus
strain 533.12.1 (99.71% similarity), while isolate k4 was identified as Staphylococcus
saprophyticus strain UTI1-045 (100% similarity).

Keyword: antibacterial activity, 16S rRNA, phylogenetic
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pola hidup sehat akan selalu menjadi faktor penting bagi kehidupan manusia.
Konsumsi produk pangan yang sehat dan mengandung probiotik termasuk dalam
upaya menjalankan pola hidup sehat. Probiotik adalah mikroorganisme yang
apabila terdapat dalam jumlah tertentu akan memiliki dampak baik pada kesehatan
tubuh orang yang menerimanya (Wiraharja, 2020). Mikroorganisme tersebut
dikatakan memiliki manfaat dalam menjaga kesehatan pencernaan serta
meningkatkan daya tahan tubuh. Kandungan probiotik biasanya terdapat dalam
produk olahan susu seperti yoghurt dan kefir (Mantzourani et al., 2019).

Yoghurt dan kefir merupakan produk olahan susu hewan yang dibuat dengan
menggunakan suatu metode konvensional fermentasi. Yoghurt dibuat dengan
bantuan bakteri starter, sedangkan kefir dibuat dengan bantuan bakteri dan grain
kefir berupa khamir. Kedua produk susu fermentasi tersebut memiliki fungsi
fisiologis bagi kesehatan tubuh manusia, salah satunya dapat membantu menjaga
keseimbangan mikroflora usus karena mengandung bakteri probiotik, bakteri asam
laktat (BAL) (Mantzourani et al., 2019; Setiarto et al., 2017; Yang et al., 2017).

Bakteri asam laktat atau BAL memproduksi asam laktat sebagai produk hasil
metabolisme. BAL memiliki peran yang multifungsi dalam berbagai aspek, seperti
dalam pertanian, makanan dan kesehatan. Kelompok bakteri gram positif ini
merupakan bakteri non patogen yang sering digunakan dalam banyak produk
fermentasi produk pangan seperti yoghurt dan kefir (Setiarto et al., 2017; Yang et

al., 2017). Beberapa contoh bakteri asam laktat yang terkandung dalam yoghurt



atau kefir, antara lain famili Streptococcaceae terutama Leuconostoc,
Streptococcus dan Pediococcus serta famili Lactobacillaceae yaitu Lactobacillus.
Sifat produk susu fermentasi tergantung pada jenis dan suhu susu, langkah pra-
perlakuan, kondisi reaksi, pendekatan teknologi, komposisi mikroba atau kultur
starter yang ditambahkan (Khalil & Anwar, 2016). Perbedaan daerah yang
didalamnya meliputi faktor tersebut juga dapat mempengaruhi karakteristiknya.
Pemilihan wilayah Malang sebagai lokasi pengambilan sampel dilakukan karena
wilayah Malang merupakan daerah di provinsi Jawa Timur yang banyak
menghasilkan susu segar. Berdasarkan penelitian sebelumnya oleh Pato et al.
(2021), diketahui BAL suatu produk olahan fermentasi susu memiliki aktivitas
antimikroba terhadap bakteri E. coli. Raras et al. (2019) dalam penelitiannya
mengenai BAL mendapati hasil sampel produk fermentasi susu produksi Malang
yang digunakan memiliki aktivitas antimikroba terhadap suatu bakteri patogen.
Manfaat BAL dari produk susu fermentasi seperti yoghurt dan kefir antara lain
menjaga keseimbangan mikroflora usus. Mikroflora usus berupa mikroorganisme
alami yang terdapat dalam tubuh manusia dalam jumlah banyak serta memiliki
peran penting dalam kesehatan sistem pencernaan. Upaya bakteri asam laktat dalam
menjaga keseimbangan mikroflora usus antara lain menghambat pertumbuhan
mikroflora yang dapat bersifat patogen seperti Escherichia coli (E. coli) (S. U. T.
Pratiwi, 2008). Keseimbangan E. coli harus tetap terjaga, karena berdasarkan
literatur oleh Gopinath & Lakshmipriya (2019) beberapa strain bakteri E. coli yang
berevolusi memiliki faktor virulensi yang lebih besar, dan berpotensi besar menjadi

patogen berbahaya. Penelitian oleh Wibisono (2015) menjelaskan bahwa E. coli



adalah bakteri penyebab foodborne zoonotic disease yang masih banyak terjadi di
masyarakat. Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) adalah contoh salah satu varian
E. coli yang paling berbahaya karena dapat memproduksi eksotoksin bernama
verotoksin, toksin penyebab banyak penyakit mulai dari diare ringan, kolitis
hemoragik, sindrom uremik hemolitik, sampai thrombotic thrombocytopenic
purpura. Kasus kematian yang disebabkan oleh penyakit yang penyebab utamanya
bakteri E. coli seperti diare masih terbilang tinggi di Indonesia (KEMENKES R,
2017). Menurut hasil Riset Kesehatan Dasar tahun 2018 dalam literatur oleh
(KEMENKES RI, 2022) menunjukkan prevalensi diare di Indonesia untuk semua
kelompok umur sebesar 8%, balita sebesar 12,3%, dan sebesar 10,6% pada bayi.
Diketahui jumlah kasus diare yang terjadi di wilayah Malang sebanyak 15.062
kasus dari total 222.006 kasus diare di provinsi Jawa timur (Badan Pusat Statistik,
2020).

BAL merupakan keanekaragaman mikroba yang masih perlu dieksplorasi di
bidang kesehatan. Antar spesies strain BAL yang sama dapat memiliki karakteristik
dan khasiat kandungan yang berbeda, sehingga diperlukan identifikasi BAL,
metode yang banyak dilakukan dalam penelitian mikrobiologi. Beberapa
identifikasi BAL umum dilakukan melalui pemeriksaan morfologi, metabolit,
fenotip, dan genotip. Penelitian ini selain menggunakan metode fenotip juga
menggunakan metode genotip yang mana bertujuan untuk dapat melengkapi faktor
kemungkinan galat yang terjadi dari uji fenotip yang telah dilakukan. Metode

analisis genotip yang acapkali digunakan dalam penelitian mikrobiologi adalah



metode Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mantzourani et al., 2019;
Widyadnyana et al., 2017).

Metode PCR diaplikasikan dalam mengembangkan untaian DNA ke dalam
besaran yang lebih banyak dengan kurun waktu yang relatif singkat (Setyawati &
Zubaidah, 2021). Sekuen gen 16s rRNA merupakan suatu metode sequencing DNA
bakteri yang telah digunakan dalam banyak penelitian. Selain karena dapat
dilakukan dengan masa yang singkat, metode ini memiliki keakuratan yang tinggi
dalam mengidentifikasi bakteri. Pemilihan gen 16s rRNA dalam penelitian ini
karena dapat menunjukkan potensi yang dimiliki suatu spesies bakteri secara akurat
(Akihary & Kolondam, 2020). Proses penentuan genotip suatu bakteri dengan
sekuen 16S rRNA melalui beberapa tahapan antara lain proses DNA yang
diekstraksi, perbanyakan serta perbesaran wilayah 16S dengan PCR, penggambaran
visual gen dengan bantuan elektrofesis, proses pengurutan basa DNA (sequencing),
dan pengolahan data hasil sequencing dengan software penunjang (Noer, 2021).

Pengetahuan akan kontak kekerabatan antar spesies makhluk hidup
diperlukan dalam menelaah evolusi sebagian taksa yang memiliki kekerabatan.
IImu filogenetik memungkinkan dalam membuat perkiraan evolusi tersebut di masa
terdahulu dengan cara melakukan perbandingan pada urutan DNA atau proteinnya.
IImu ini memberikan data hubungan perubahan yang terjadi dari suatu makhluk
hidup yang didapatkan dari data morfologi serta molekuler (Akbar et al., 2018).

Penelitian ilmiah merupakan salah satu bentuk mendalami suatu ilmu secara
akademis dengan cara yang mulia. Penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan

integritas diri dalam menambah ilmu pengetahuan serta dapat menambah



keimanan. Allah menyatakan akan memuliakan derajat orang yang menuntut ilmu
dengan diiringi ketaatan kepada-Nya. Terkait hal tersebut Allah subhanahu wa

ta’ala berfirman dalam Q.S. Al-Mujadalah ayat 11:
i 3l iy S 01351 s 14 5 0

..... niscaya Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman di antaramu dan
orang-orang yang diberi ilmu pengetahuan beberapa derajat. Dan Allah Maha
Mengetahui apa yang kamu kerjakan.”

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah isolat bakteri asam laktat pada sampel produk yoghurt dan kefir di
Malang memiliki aktivitas antimikroba terhadap E. coli?

2. Bagaimana karakteristik fenotipik bakteri asam laktat pada sampel produk
yoghurt dan kefir di Malang?

3. Bagaimana karakteristik genotipik bakteri asam laktat pada sampel produk
yoghurt dan kefir di Malang?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui aktivitas antimikroba isolat bakteri asam laktat pada yoghurt
dan kefir terhadap Escherichia coli di Malang.

2. Mengetahui karakteristik fenotipik isolat bakteri asam laktat pada produk
fermentasi yoghurt dan kefir di Malang.

3. Mengetahui karakteristik genotipik isolat bakteri asam laktat pada produk

fermentasi yoghurt dan kefir di Malang.



1.4 Manfaat Penelitian
1. Menambah pengetahuan akan aktivitas antimikroba isolat BAL yang

terkandung dalam produk yoghurt dan kefir terhadap bakteri Escherichia
coli.

2. Memberikan informasi karakteristik fenotip dan genotip isolat BAL yang
terkandung dalam produk yoghurt dan kefir.

3. Menjadi sumber referensi kepustakaan dan bahan pembelajaran untuk
penelitian-penelitian selanjutnya.

1.5 Batasan Masalah

1. Lokasi pengambilan sampel dibatasi dari wilayah Malang.

2. Bakteri yang diamati berupa bakteri asam laktat (BAL).

3. Teknik yang digunakan dalam pengujian identifikasi secara genotip adalah
sequencing DNA menggunakan metode PCR dengan gen pengkode 16S

rRNA.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Produk Susu Fermentasi
Definisi susu menurut Badan Standarisasi Nasional (2011) adalah cairan bersih

yang dikeluarkan dari kelenjar susu hewan ternak bersih juga sehat, diperah melalui
proses pemerahan yang sesuai dan kandungan alami yang dimiliki tidak mengalami
pengurangan atau penambahan sesuatu serta belum mendapat perlakuan apapun
selain pendinginan. Kandungan gizi yang tinggi dari susu sangat bermanfaat bagi
manusia (Khalil & Anwar, 2016). Terkait hal itu Allah SWT berfirman dalam Q.S.

An - Nahl ayat 66:
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“Dan sesungguhnya pada binatang ternak itu benar-benar terdapat pelajaran bagi
kamu. Kami memberimu minum dari pada apa yang berada dalam perutnya
(berupa) susu yang bersih antara tahi dan darah, yang mudah ditelan bagi orang-
orang yang meminumnya.”

Berdasarkan tafsir Jalalain oleh Al-Mahalli & As-Suyuthi (2021) ayat
tersebut dijelaskan bahwa, “(Dan sesungguhnya pada binatang ternak itu benar-
benar terdapat pelajaran bagi kalian) bahan pelajaran. (Kami memberi kalian
minum) lafal ini berfungsi sebagai penjelas daripada pengertian pelajaran tadi
(daripada apa yang berada dalam perutnya) dalam perut binatang ternak itu (di)

huruf ‘min’ di sini menunjukkan makna ibtida’ dan berta'allug kepada lafal



nusgiikum (antara kotoran) yakni lemak ususnya (dan darah berupa air susu yang
bersih) sedikit pun tidak bercampur kotoran dan darah baik dari segi rasa, bau atau
warnanya atau campuran di antara keduanya (yang mudah ditelan bagi orang-orang
yang meminumnya) lewat dengan mudah di tenggorokan mereka dan tidak sulit
untuk ditelan”.

Susu adalah media pertumbuhan ideal bagi proliferasi mikroba (Khalil &
Anwar, 2016). Adapun fermentasi merupakan suatu metode yang tepat dalam
perkembangbiakan mikroba. Metode fermentasi merupakan proses modifikasi
biokimia yang umumnya menggunakan bakteri, ragi, atau jamur dalam prosesnya
terhadap suatu produk. Pada dasarnya proses fermentasi berlangsung secara
anaerobik dan menghasilkan produk berupa etanol, asam laktat, dan hidrogen. Susu
yang diolah lebih lanjut dengan metode fermentasi akan mengalami peningkatan
nilai manfaat dan khasiat pada produknya. Beberapa contoh produk olahan susu
fermentasi yang umum di masyarakat serta memiliki nilai manfaat sangat baik bagi
kesehatan adalah yoghurt dan kefir (Kristiandi et al., 2021).

2.1.1 Yoghurt
Yoghurt merupakan suatu produk pangan yang diproduksi dengan

mekulturkan satu atau lebih bahan susu pilihan dengan karakterisasi kultur bakteri
yang mengandung bakteri penghasil asam laktat seperti Lactobacillus bulgaricus
dan Streptococcus thermophilus. Yoghurt diketahui sebagai produk yang
mengandung probiotik yang memiliki manfaat bagi kesehatan manusia seperti
menjaga sistem saluran pencernaan. Probiotik yang terkandung dalam yoghurt
berperan dalam menjaga stabilitas mikrobiota usus. Sejalan dengan itu,

mengonsumsi yoghurt yang mengandung BAL hidup dalam jumlah yang baik



setiap hari dapat berdampak baik bagi mikroorganisme usus. Selain itu, yoghurt
yang diproduksi dengan BAL probiotik telah menunjukkan efek penghambatan
pada kanker usus besar, kemampuan untuk memulihkan homeostasis usus,
mencegah perkembangan berbagai penyakit pada usus, seperti kolitis ulserativa dan
penyakit Chron, dan mengurangi efek buruk dari penyakit tersebut. Pada dasarnya
epitel usus terbukti menjadi target utama untuk manfaat dari probiotik BAL ini
(Popovi¢ et al., 2020; Wahyuningtyas, 2017).

2.1.2 Kefir
Kefir merupakan produk fermentasi susu selain yoghurt yang memiliki

khasiat dan manfaat untuk kesehatan tubuh setiap insan. Kefir adalah produk susu
yang diolah melalui proses fermentasi berasal dari susu hewan seperti kambing atau
sapi dengan bantuan tambahan grain kefir. Grain kefir berwarna kuning dan
biasanya memiliki ukuran pada kisaran diameter 1-6 mm. Starter kefir terdiri atas
bakteri asam laktat dan ragi yang mana menghasilkan asam laktat serta alkohol.
Kualitas kefir dipengaruhi oleh jenis produk susu yang digunakan, dosis grain kefir,
jenis bakteri asam laktat, ragi, dan lama masa inkubasi. Diketahui bahwa rasa asam
pada kefir disebabkan oleh asam laktat, CO>, dan konsentrasi alkohol dari aksi sel
ragi dalam grain kefir tersebut (Sulmiyati et al., 2019). Kandungan dalam kefir
terdiri dari campuran kompleks BAL, bakteri asetat, juga ragi. Beberapa spesies
mikroflora yang terkandung dalam kefir antara lain, bakteri asam laktat
(streptococci, lactobacilli, lactococci), bakteri asetat serta ragi (Kazachstania sp.,
Candida sp., Saccaromyces sp., Kluyveromyces sp., Zygosaccharomyces sp.,

Torulosis sp.) (Gao & Li, 2016).
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2.2 Bakteri Asam Laktat (BAL)
Bakteri asam laktat (BAL) termasuk golongan non spora, bakteri gram

positif, tahan terhadap asam, dan biasanya bersifat non motil. BAL berbentuk
batang coccobacilli dengan berantai, tanpa sitokrom, dan katalase negatif. Bakteri
ini tumbuh dengan baik dalam kondisi anaerobik, namun dapat juga memungkinkan
untuk tumbuh secara mikroaerofilik dan juga aerobik. Bakteri asam laktat
menunjukkan pertumbuhan optimal pada kondisi asam yang sedikit lebih rendah
(pH 5,5-6,0). BAL bersifat sangat fermentatif. Produk utama hasil dari proses
fermentasi adalah asam laktat. Klasifikasi BAL dapat dibagi berdasarkan
morfologinya (kokus atau batang, bentuk tetrad), pertumbuhan pada temperatur
yang berbeda dan konsentrasi garam, cara fermentasi glukosa, dan konfigurasi
produksi asam laktat (D, L, atau keduanya). Selain itu, komposisi dan motilitas
asam lemak juga dianggap sebagai alat identifikasi. Proses metabolisme fermentasi
BAL terbagi menjadi homofermentatif dan heterofermentatif. BAL dengan proses
metabolisme homofermentatif menjadikan dua molekul laktat per mol glukosa
sebagai hasil akhir, sedangkan proses metabolisme BAL secara heterofermentatif
menghasilkan sebuah molekul asam laktat bersama dengan etil alkohol dan CO>
(Irianto, 2013; Khalil & Anwar, 2016).

2.3 ldentifikasi Isolat Bakteri Asam Laktat
Identifikasi isolat BAL dilakukan berdasarkan karakteristik fenotip dan

genotip. ldentifikasi secara fenotip dilakukan atas aspek morfologi, biokimia dan
fisiologi. Identifikasi fenotip secara morfologi meliputi warna, bentuk, elevasi, dan
tepi dari koloni bakteri. Pewarnaan Gram tergolong ke dalam morfologi dengan

maksud untuk memahami golongan bakteri yang diamati. Apabila bakteri berupa
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bakteri gram positif maka akan berwarna ungu, dan apabila bakteri berupa bakteri
gram negatif maka akan tampak berwarna merah (Willey et al., 2008). Proses
pewarnaan gram diawali dengan difiksasi bakteri di atas slide mikroskop
menggunakan NaCl, dengan tahapan pertama diberi larutan Kkristal violet selama 3
menit, kemudian diberikan lugol selama 1 menit, alkohol 95% selama 30 detik dan
yang terakhir safranin selama 2 menit (Holderman et al., 2017). Identifikasi fenotip
secara biokimia seperti uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar) bermanfaat dalam
melihat kemampuan sukrosa, glukosa serta laktosa dalam meragi; uji SIM (Sulfur,
Indol, Motility) yang digunakan dalam pengujian untuk mengetahui pergerakan
bakteri, produksi indol dan pembentukkan gas H2S; dan uji SC (Simon Citrate) yang
dilakukan dalam menentukan bakteri yang menggunakan sitrat sebagai sumber
karbon. Tujuan dilakukan uji biokimia adalah untuk melihat karakteristik bakteri
melalui reaksi biokimia (Apriyanthi et al., 2022). Identifikasi fisiologi bertujuan
untuk mengetahui bakteri berdasarkan aktivitas selnya sedangkan identikasi
biokimia mempelajari tentang senyawa-senyawa yang ada di dalam sistem hidup,
penyusunan senyawa-senyawa tersebut ke dalam sel-sel dan interaksi kimia yang
terjadi (Murray, 2005). Identifikasi fisiologi dan biokimia dalam melakukan
karakterisasi spesies suatu bakteri yang tidak dikenal penting untuk dilakukan,
sebab hasil uji morfologi biakan ataupun sel bakteri yang berbeda akan tampak
serupa apabila tidak dilakukan pengamatan lanjutan secara fisiologi juga biokimia
(Amrulloh et al., 2021a).

Identifikasi secara genotip berprinsip pada analisis molekuler (Sunaryanto

& Marwoto, 2013). Identifikasi ini bertujuan untuk dapat melengkapi faktor
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kemungkinan galat yang terjadi dari uji fenotip yang telah dilakukan. Metode
analisis genotip yang acapkali digunakan dalam penelitian mikrobiologi adalah
metode Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mantzourani et al., 2019). Metode
genotip dengan PCR umumnya menggunakan analisis gen pengkode 16S rRNA
(Widyadnyana et al., 2017). Penggunaan Gen 16S rRNA sebagai alat dalam
mengidentifikasi bakteri bersifat sangat luas. Gen pengkode ini memiliki suatu
bagian yang bersifat konservatif. Daya analisis yang cepat dan praktis membuat gen
pengkode 16srRNA lebih umum digunakan dalam pelbagai bidang penelitian
bakteriologi khususnya untuk tujuan identifikasi dibandingkan dengan gen lainnya,
(5S dan 23S), yang lebih sulit apabila diterapkan pada proses identifikasi bakteri
(Akihary & Kolondam, 2020).

2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Gen 16s rRNA
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode yang dikembangkan

Kary Mullis pada tahun 1980-an. Metode PCR adalah teknik in vitro dalam proses
perlipatgandaan DNA. Metode ini berguna dalam memperbanyak potongan DNA
ke jumlah yang lebih banyak dengan kurun waktu yang relatif singkat. Asas metode
ini adalah memanfaatkan kemampuan DNA polimerase dalam mensintesis untai
DNA baru yang melengkapi untai cetakan yang disediakan. Primer merupakan
molekul oligonukleotida untai tunggal. Primer tersusun atas 30 basa. Keberhasilan
sekuensing DNA dipengaruhi salah satunya oleh desain primer yang tepat. DNA
polimerase menambahkan nukleotida ke gugus 3'-OH yang telah ada sebelumnya
saja, sehingga primer diperlukan untuk menambahkan pada nukleotida kesatu. Hal
ini memungkinkan untuk memberikan gambaran wilayah tertentu dari urutan

templat yang ingin diperkuat dalam suatu penelitian. Urutan spesifik kemudian
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akan terakumulasi dalam miliaran salinan (amplikon) (Kusnadi & Laras
Arumingtyas, 2020; Sasmito et al., 2014; Setyawati & Zubaidah, 2021).

PCR berkembang dari skema teoritis yang dikemukakan oleh Kleppe et al.
(1971) dan selanjutnya direalisasikan oleh Karry Mullis serta tim penelitinya untuk
mengamplifikasi sekuens dideoksinukleotida tertentu dari suatu gen atau genom
organisme dengan menggunakan satu oligonukleotida/primer sintetik. Pada saat
teknik PCR digunakan untuk amplifikasi sekuens DNA dari genom yang kompleks
dan besar, maka primer yang sebelumnya hanya satu akan menyebabkan sintesis
DNA vyang tidak terkontrol, tidak dapat diketahui kapan berhentinya. Hal ini
merupakan bagian yang tidak diinginkan dan dinilai tidak efektif karena
menghabiskan waktu yang lama dan produk yang dihasilkan menjadi tidak spesifik.
Primer kedua perlu untuk ditambahkan untuk menghentikan sintesis dari primer
pertama. Tujuan penambahan primer kedua juga agar dapat terjadi ikatan dengan
untai DNA pasangannya, sehingga tiap untai menghasilkan produk fragmen DNA
yang dibatasi oleh dua primer yang digunakan. Metode ini apabila dibarengi dengan
annealing dari masing-masing primer kepada masing-masing untai DNA secara
bersamaan dan dilakukan pengaturan suhu untuk memanaskan campuran reaksi,
serta mengulang tahap-tahap annealing dan ekstensi, maka akan terjadi peningkatan
produk fragmen DNA secara eksponensial. Pengulangan tersebut akan
memungkinkan produk dari siklus pertama menjadi berlipat pada siklus kedua,
memperoleh hasil salinan ganda. Siklus berikutnya akan berulang dan

menghasilkan 4 salinan dan seterusnya (Kusnadi & Laras Arumingtyas, 2020).
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Penentuan taksonomi, filogeni, dan perkiraan jarak keragaman antar spesies
bakteri dilakukan dengan menggunakan gen pengkode rRNA. Komparasi sekuen
dari rRNA akan memperlihatkan kontak perubahan yang terjadi antar bakteri yang
diteliti (Rinanda, 2011). Gen 16s rRNA diketahui memiliki daya analisis yang cepat
dan praktis, sehingga khususnya dalam proses identifikasi di masa ini gen pengkode
16s rRNA lebih umum dilakukan dalam berbagai bidang penelitian bakteriologi
dibandingkan dengan gen pengkode lain. Keunggulan lain dari penggunaan gen 16S
rRNA adalah adanya suatu daerah konservatif sehingga dapat membentuk pohon
filogenetik yang menyeluruh (Akihary & Kolondam, 2020).

Pengurutan asam nukleat dari gen 16S rRNA bakteri telah dimanfaatkan
selama beberapa dekade dalam mengidentifikasi isolat klinis dan lingkungan dan
untuk menetapkan hubungan filogenetik. Carl Woese dan George Fox memelopori
perbandingan data urutan 16S sebelum pengembangan metode pengurutan DNA
untuk melakukan studi filogenetik kompleks, awal penggunaannya adalah untuk
mengklasifikasikan  bakteri metanogenik dan untuk  menggambarkan
Archaebacterium Halobacterium volcanii (Church et al., 2020). Akumulasi
selanjutnya sejumlah besar data sekuens gen rRNA subunit kecil memungkinkan
studi rekonstruksi filogenetik lain, yang membentuk tiga domain fundamental
(Archaea, Bakteri, dan Eucarya) dalam pohon kehidupan universal.

2.5 Filogenetik
Filogenetik merupakan suatu teknik analisis yang digunakan dalam

mengetahui hubungan kekerabatan antar organisme. Kelompok organisme, apabila
didapatkan karakter yang sama akan dipandang memiliki kontak yang dekat dalam

hal kekerabatan. Kesamaan ini dillihat sebagai turunan dari satu induk, kemudian
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terbentuk suatu monophyletic. Filogeni memiliki tujuan untuk menampilkan sejarah
evolusi makhluk hidup dengan mendefinisikan gugus alaminya. Susunan
pengelompokan filogenetik adalah teknik paling umum yang digunakan dalam
sistematika pemahaman keanekaragaman hayati, serta telah menjadi praktik umum
dalam pengelompokan biologi. Keanekaragaman filogenetik memberikan
pengetahuan secara spesifik serta memberikan pandangan dalam hal morfologi,
biologis, atau molekuler berdasarkan perbandingan mengenai perubahan dan
persebaran karakteristik ssecara turun temurun. Berdasarkan asal filogenetiknya,
berbagai tipe karakteristik didistribusikan, dan hal tersebut berperan dalam menjadi
awal pengetahuan bagi penemuan sejarah filogenetik. Pohon filogeni merupakan
penggambaran dari silsilah makhluk hidup yang terurai melalui penjabaran
layaknya akar pohon. Pohon filogeni ini membantu membangun hubungan antar
makhluk hidup dan membantu memperkirakan sifat yang berbeda yang terdapat
dari satu leluhur ke keturunannya (Fietri et al., 2021; Lubis, 2014).

2.6 Bakteri Escherichia coli (E. coli)

Bakteri E. coli merupakan bagian dari mikroflora usus. Mikroflora usus
merupakan mikroorganisme alami yang terdapat dalam tubuh manusia dalam
jumlah banyak serta memiliki peran penting dalam kesehatan sistem pencernaan.
E. coli merupakan mikroflora usus yang perlu dijaga keseimbangannya (S. U. T.
Pratiwi, 2008). E. coli memiliki sifat versatil, berupa golongan bakteri gram
negatif, mudah ditemukan dan dapat diterima perubahan genetik alami maupun
acak. Banyak koleksi gen E. coli yang diurutkan memperlihatkan ukuran yang
berbeda. Keragaman genom antara komensal dan patogen juga memperlihatkan

format yang bermacam-macam dalam spesies bakteri yang sama. Mereka terdiri
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dari bakteri yang tidak bersifat patogen (yang mungkin berperan sebagai komensal)
dan milik mikroorganisme normal pada usus manusia juga hewan. Terdapat
beberapa bentuk patogen dari E. coli, yaitu diaregenik dan ekstraintestinal, dengan
jenis patogen yang tidak sama dan strain hibrida alami. Varian ini bisa bersifat
patogen fakultatif atau obligat. Bakteri fakultatif adalah bagian dari saluran usus
dan dapat bertindak sebagai patogen oportunistik ketika berada di luar habitat
aslinya, menyebabkan berbagai jenis infeksi ekstraintestinal. Di sisi lain, penyebab
varian patogen obligat usus infeksi dalam kondisi yang berbeda, dari diare sedang

hingga kasus yang lebih mengancam, seperti kematian (Braz et al., 2020).



BAB |11
KERANGKA KONSEPTUAL

3.1 Kerangka Konseptual

Produk Fermentasi Susu
' * Mengandung Memiliki potensi sebagai Uiji Aktivitas
Yoghurt Kefir =~ Bakteri Asam Laktat |~ * antimikrobaterhadap || Antimikroba
I bakteri patogen
Pujon Sukun -
(daerah (daerah E. coli, bakteri patogen Hipotesis: Isolat
dataran dataran penyebab kasus diare, bakteri asam laktat
tinggi) rendah) penyakit dengan pada sampel
prevalensi tinggi di produk yogurt dan
| Malang kefir di Malang
Perbedaan daerah dapat memiliki aktivitas
mempengaruhi karakteristiknya antimikroba
] terhadap E. coli.
Antar spesies strain BALyang sama |, Uji Fenotip

dapat memiliki karakteristik dan
khasiat kandungan yang berbeda, - ]
sehingga diperlukan identifikasi BAL " Uji Genotip

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian
3.2 Uraian Kerangka Konseptual

Yoghurt dan kefir merupakan produk olahan susu hewan yang dibuat dengan
menggunakan fermentasi. Yoghurt dibuat dengan bantuan bakteri starter,
sedangkan kefir dibuat dengan bantuan bakteri dan grain kefir berupa khamir.
Kedua produk susu fermentasi tersebut memiliki fungsi fisiologis bagi kesehatan
tubuh manusia, salah satunya dapat membantu menjaga keseimbangan mikroflora
usus karena mengandung bakteri probiotik, bakteri asam laktat (BAL)
(Mantzourani et al., 2019; Setiarto et al., 2017; Yang et al., 2017). Bakteri asam
laktat atau BAL memproduksi asam laktat sebagai produk utama hasil metabolisme.
Kelompok bakteri gram positif ini merupakan bakteri non patogen yang sering
digunakan dalam banyak produk fermentasi produk pangan seperti yoghurt dan

kefir (Setiarto et al., 2017; Yang et al., 2017).
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Sifat produk susu fermentasi tergantung pada jenis dan suhu susu, langkah pra-
perlakuan, kondisi reaksi, pendekatan teknologi, komposisi mikroba atau kultur
starter yang ditambahkan (Khalil & Anwar, 2016). Perbedaan daerah yang di
dalamnya meliputi faktor tersebut juga dapat mempengaruhi Kkarakteristiknya.
Raras et al. (2019) dalam penelitiannya mengenai bakteri asam laktat mendapati
hasil sampel produk fermentasi susu produksi Malang yang digunakan memiliki
aktivitas antimikroba terhadap suatu bakteri patogen. Manfaat BAL dari produk
susu fermentasi seperti yoghurt dan kefir antara lain menjaga keseimbangan
mikroflora usus. Upaya bakteri asam laktat dalam menjaga keseimbangan
mikroflora usus antara lain menghambat pertumbuhan mikroflora yang dapat
bersifat patogen seperti Escherichia coli (E. coli) (S. U. T. Pratiwi, 2008).
Keseimbangan E. coli harus tetap terjaga, karena berdasarkan literatur oleh
Gopinath & Lakshmipriya (2019) beberapa strain bakteri E. coli yang berevolusi
memiliki faktor virulensi yang lebih besar, dan berpotensi besar menjadi patogen
berbahaya. Kasus kematian yang disebabkan oleh penyakit yang penyebab
utamanya bakteri E. coli seperti diare masih terbilang tinggi di Indonesia
(KEMENKES RI, 2017). Diketahui jumlah kasus diare yang terjadi di wilayah
Malang sebanyak 15.062 kasus dari total 222.006 kasus diare di provinsi Jawa timur
(Badan Pusat Statistik, 2020).

Antar spesies strain BAL yang sama dapat memiliki karakteristik dan khasiat
kandungan yang berbeda, sehingga diperlukan identifikasi BAL. Penelitian ini
selain menggunakan metode fenotip juga menggunakan metode genotip yang mana

bertujuan untuk dapat melengkapi faktor kemungkinan galat yang terjadi dari uji
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fenotip yang telah dilakukan. Metode analisis genotip digunakan dalam penelitian
mikrobiologi ini adalah metode Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mantzourani
et al., 2019; Widyadnyana et al., 2017). Adapun sekuen gen pengkode yang
digunakan adalah gen 16s rRNA yang merupakan suatu metode sequencing DNA
bakteri yang telah digunakan dalam banyak penelitian. Selain karena dapat
dilakukan dengan masa yang singkat, metode ini memiliki keakuratan yang tinggi
dalam mengidentifikasi bakteri (Akihary & Kolondam, 2020). Proses penentuan
genotip suatu bakteri dengan metode PCR sekuen 16S rRNA melalui beberapa
tahapan antara lain proses DNA yang diekstraksi, perbanyakan serta perbesaran
wilayah 16S dengan PCR, penggambaran visual gen dengan bantuan elektrofesis,
proses pengurutan basa DNA (sequencing), dan pengolahan data hasil sequencing
dengan software penunjang (Noer, 2021).

Pengetahuan akan kontak kekerabatan antar spesies makhluk hidup diperlukan
dalam menelaah evolusi sebagian taksa yang memiliki kekerabatan. IImu
filogenetik yang di dalam proses perlakuannya mencakup pembuatan pohon
filogenetik memungkinkan dalam membuat perkiraan evolusi tersebut di masa
terdahulu dengan cara melakukan perbandingan pada urutan DNA atau proteinnya
(Akbar et al., 2018).

3.3 Hipotesis Penelitian
Isolat bakteri asam laktat pada sampel produk yogurt dan kefir di Malang

memiliki aktivitas antimikroba terhadap E. coli.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Penelitian dilaksanakan dengan metode deskriptif eksperimental dalam

skala laboratorium. Proses penelitian dilakukan dengan cara melakukan uji aktivitas
antibakteri produk susu fermentasi dari wilayah Malang terhadap bakteri
Escherichia coli. Uji fenotip dan uji genotip serta pemeriksaan kontak filogeni dari
bakteri asam laktat.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
dan llmu Kesehatan, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang dan
di Genetika Lab PT. Genetika Science Indonesia di Tangerang, Banten. Penelitian
dilakukan selama bulan Maret — Juni 2022.

4.3 Populasi dan Sampel
Dua buah produk susu fermentasi yang berupa 1 buah yoghurt dan 1 buah

kefir yang diproduksi oleh produsen minuman fermentasi lokal di wilayah Malang
merupakan sampel yang dilakukan perlakuan dalam penelitian.

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.4.1 Variabel Penelitian
1. Variabel bebas: Sampel yoghurt, sampel kefir

2. Variabel terikat: Zona hambat isolat BAL, karakter fenotipik BAL, karakter
genotipik BAL

3. Variabel kontrol: Bakteri E. coli, suhu inkubasi, media pertumbuhan

20
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4.4.2 Definisi Operasional Variabel

1.

Yoghurt adalah produk fermentasi susu komersial yang mengandung BAL
dan diproduksi di Kecamatan Pujon, Kabupaten Malang.

Kefir adalah produk fermentasi susu komersial yang mengandung BAL
serta khamir, diproduksi di Kecamatan Sukun, Kota Malang.

Yoghurt dan kefir digunakan sebagai sampel berasal dari Malang dengan
merk yoghurt Yumoo® dan kefir Talitha fata®.

Isolat BAL adalah bakteri yang diisolasi dari produk yogurt dan kefir
menggunakan media MRS.

Media MRS (de Mann Rogosa Sharpe) adalah media pertumbuhan yang
digunakan dalam penelitian, yang komposisinya terdiri atas kasein tryptic
digest, ekstrak daging sapi, ekstrak ragi, glukosa, sorbitan monooleat, di-
kalium hidrogen ortofosfat, magnesium sulfat, mangan (1) sulfat, amonium
sitrat, natrium asetat, agar, dan air suling atau deionisasi.

Bakteri E. coli adalah bakteri patogen yang nilai prevalensinya tinggi pada
kejadian penyakit diare di Malang.

Aktivitas antimikroba bakteri asam laktat diuji menggunakan metode daya
hambat; jangka sorong digunakan sebagai alat dalam mengukur zona
hambat.

Krakteristik fenotipik adalah uji fermentasi karbohidrat, uji pewarnaan
gram, uji katalase, uji motilitas, uji endospora, dan uji oksidase.
Karakteristik genotipik adalah meliputi ekstraksi DNA, amplifikasi DNA,

separasi dengan elektroforesis gel, sekuensing DNA, komparasi hasil
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sekuen dengan data bank dengan metode BLAST, pembuatan pohon
filogenetik.

10. Proses identifikasi genotip dilakukan untuk menunjang proses identifikasi
fenotip yang telah dilakukan.

11. Proses identifikasi genotip dengan memanfaatkan metode PCR dan sekuen
gen 16s rRNA.

12. Dilakukan analisis filogenetik terhadap hasil sekuen gen 16s rRNA.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1 Alat Penelitian

Beberapa alat pada penelitian ini di antaranya labu erlenmeyer, gelas
beaker, gelas ukur, batang pengaduk, tabung reaksi, neraca analitik, kertas timbang,
lemari pendingin, Laminar Air Flow Biological Safety Cabinet (BSC), mikropipet
beserta tip, inkubator CO2, alumunium foil, batang L, spatel logam, pipet, cawan
petri, gelas objek, cover glass, bunsen, pinset, ose gores, ose jarum lurus, rak
tabung, magnetic stirrer, kapas penyumbat, mikrofilter, syringe injector, microtube
Eppendorf®, mikroskop cahaya, tabung durham, kertas label, sentrifuge, corong,
cotton bud steril, jangka sorong, autoklaf, seperangkat alat uji PCR, seperangkat
alat elektroforesis (Mini-Sub Cell GT Systems, Bio Rad), Quick-DNA Bacterial
Miniprep Kit (Zymo Research®).

4.5.2 Bahan Penelitian

Beberapa bahan pada penelitian ini di antaranya yoghurt dan kefir produksi
wilayah Malang, Milk Yeast Extract (MYE), de Mann Rogosa Sharpe agar
(MRSA), Milk Yeast Extract (MYE), susu skim, larutan buffer, kristal violet, D-

Glucose powder, iodin, Gliserol, gliserol 30%, media MRS broth, media Nutrient
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Agar (NA), media (MHA), lugol Muller Hinton Agar, safranin, akuades, alkohol
96%, green malachite, H202 3% (Hidrogen peroksida), media Triple Sugar Iron
Agar (TSIA), sampel uji DNA marker, pewarna elektroforesis, dan media agarosa.

4.6 Prosedur Penelitian

Identifikasi BAL Yoghurt &
Kefir Wilayah Malang

Uji Fenotip Uji Genotip

Metode Polymerase Chainf
Uji Pewarnaan Gram  |——] Uji Endospora Reaction (PCR) dengan
Sekuen Gen 16s rRNA

Uji Motilitas —— Uji Katalase Ekstraksi DNA Bakteri

—— Uji Oksidase Amplifikasi DNA

Separasi dengan
Elektroforesis Gel

Sekuensing DNA

Uji Fermentasi
Karbohidrat

Membandingkan hasil
sekuen dengan data pada
data bank dengan metode
BLAST

Membuat pohon
filogenetik

Gambar 4.1 Prosedur Penelitian
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4.6.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat Dari Yoghurt Dan Kefir
Produk kefir dan yoghurt yang digunakan sebagai sampel penelitian diambil

dari daerah Malang. BAL yang didapatkan dari yoghurt dan kefir dilakukan isolasi
dengan cara disiapkan 10 mL yoghurt dan 1 mL kefir, dituangkan ke dalam tabung
reaksi, kemudian pada tiap sampel dilakukan pengenceran dimulai dari 10 - 10*
dengan air. Masing-masing sampel dari yoghurt dan kefir yang telah dilakukan
pengenceran diambil sebanyak 1 mL; ditumbuhkan di media pertumbuhan MRS
agar. Metode pada tahapan ini adalah cawan sebar (spread plate), dengan tahapan
berikutnya diinkubasi sampel selama 1 x 24 jam dengan pengaturan suhu pada
37°C. Tahapan terakhir, teknik cawan gores (streak plate) dilakukan pada media
MRS agar lain terhadap isolat yang tumbuh untuk memperoleh biakan murni,
kemudian sampel diinkubasi selama 2 x 24 jam dengan pengaturan suhu pada 37°C
(Ismail et al., 2017).

4.6.2 Pembuatan Kultur Stok BAL
Media kultur stok BAL berupa milk yeast extract (MYE). Komposisi yang

terkandung dalam MYE antara lain 0,5% yeast extract, 10% susu skim, serta 15%
glukosa. Sejumlah 1 mL MYE dan 1 mL gliserol 10% dimasukkan ke dalam tabung
mikro steril. Diinokulasi isolat BAL dalam media agar MRS ke dalam tabung mikro
berisi MYE dan gliserol menggunakan ose. Proses perlakuan dilakukan secara
aseptis dalam instrumen laboratorium laminar air flow (LAF) untuk menghindari
kontaminasi. Selanjutnya tabung mikro pada suhu 37°C diinkubasi dengan kondisi
mikroaerofilik selama 24 jam. Konsentrasi akhir gliserol yang diperoleh sebesar

5%. Kultur stok BAL disimpan di lemari pendingin bersuhu -20°C, sehingga dapat
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digunakan untuk keperluan penelitian berikutnya (Arepally et al., 2019; Maldonado
etal., 2007).

4.6.3 Uji Identifikasi Bakteri Asam Laktat
4.6.3.1 Uji Pewarnaan Gram

Diambil isolat yang telah ditanam dengan ose, kemudian disiapkan kaca
objek yang telah disterilisasi alkohol 70%. Dioleskan isolat pada kaca objek dan
dilakukan fiksasi beberapa kali dengan menggunakan api bunsen. Dilakukan
pemberian dua tetes kristal violet pada isolat bakteri di kaca objek, didiamkan
selama satu menit. Kaca objek yang di atasnya terdapat isolat tersebut dibilas
dengan aquades dan dilakukan pengeringan. Isolat ditetesi larutan iodin, dibiarkan
selama dua menit, lalu dibilas dengan aquadest dan dianginkan sampai kering.
Alkohol 96% kemudian secara perlahan diteteskan pada isolat sampai warna ungu
tidak tampak. Selanjutnya safranin secara perlahan diteteskan pada isolat, dibiarkan
30 detik dan dibilas dengan aquadest lalu dilakukan pengeringan. Tahapan
selanjutnya dilakukan pengamatan dengan menggunakan mikroskop perbesaran
100x dengan menggunakan minyak emersi. Aspek yang diamati berupa warna dan
bentuk sel bakteri. Parameter bakteri asam laktat diketahui dengan sel berbentuk
batang dan memiliki warna ungu saat diamati (Detha et al., 2019).

4.6.3.2 Uji Endospora

Disiapkan kaca objek dan gelas penutup, dibersihkan menggunakan etanol
96% kemudian dianginkan agar mengering. Diteteskan aquadest steril diatas kaca
objek. Diambil bakteri yang berumur 72 jam kemudian diratakan pada permukaan
atas gelas objek ukuran +1,5x1,5 cm?. Difiksasi preparat dengan mengayunkan

beberapa kali kaca objek diatas nyala api bunsen. Digenangi preparat yang sudah
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difiksasi dengan pewarnaan malasit hijau. Tahapan selanjutnya, dipanaskan diatas
pemanas air, di atas air mendidih, sampai uap air bermunculan (x10 menit) (selalu
diawasi pewarna agar tidak mengering). Selanjutnya, dibilas dengan air dan
dianginkan hingga kering. Proses untuk diketahui adanya spora dalam sel dilakukan
dengan melakukan pengamatan menggunakan preparat pada mikroskop dengan
perbesaran 1000x. Parameter untuk isolat BAL akan memperlihatkan
ketidakberadaan spora dalam sel (Fitriyana et al., 2016).

4.6.3.3 Uji Motilitas
Tahapan awal pada proses ini adalah dengan ditusukkan sebuah koloni

isolat bakteri dari media MRS agar dengan jarum ose ke dalam media SIM tegak di
dalam tabung reaksi, kemudian diinkubasi selama 2 x 24 jam dengan pengaturan
suhu pada 37°C. Hasil akan menandakan positif (motil) apabila ada tampak
rambatan di daerah sekitar tempat penusukan jarum ose pada media, sedangkan
apabila tidak tampak rambat di sekitar wilayah penusukan jarum ose pada media
maka tergolong ke dalam hasil negatif (non motil). Menurut literatur BAL adalah
bakteri yang tergolong non motil, ditandai dengan tidak adanya rambatan pada
daerah tusukan jarum ose (Detha et al., 2019; Ismail et al., 2017).

4.6.3.4 Uji Katalase

Identifikasi dengan uji katalase dimulai dari diambil satu isolat ose dari
media tumbuh MRSA, lalu diletakkan pada kaca objek yang telah distrerilkan.
Diteteskan pereaksi H202 3% sebanyak 2 tetes pada isolat yang telah diletakkan di
kaca objek. Dibiarkan beberapa saat, kemudian diamati. Hasil yang sesuai untuk uji
katalase pada BAL akan memperlihatkan bahwa isolat yang diperoleh memberikan

reaksi negatif dengan tidak adanya gelembung udara pada perlakuan uji katalase.
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Perlakuan dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan (triplo) (Lindawati & Suardana,
2017; Suhaeni et al., 2016; Utama et al., 2018).

4.6.3.5 Uji Fermentasi Karbohidrat
Pembuatan media Triple Sugar Iron Agar (TSIA) dengan diletakkan

sebanyak 6 mL ke dalam tabung reaksi. Dilakukan pensterilan media dengan
autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Didinginkan media dalam keadaan
miring. Disiapkan jarum inokulasi lurus untuk dilakukan inokulasi isolat bakteri
secara aseptik dengan cara ditusuk ke bagian tengah hingga mencapai % bagian dari
permukaan media, dan bagian slant media digores. Tahapan selanjutnya selama 1
x 24 jam dengan pengaturan suhu pada 37°C dilakukan inkubasi media. Diamati
hasilnya. Hasil akan menunjukkan bakteri terdapat laktosa, sukrosa, dan glukosa
apabila bagian slant dan butt berwarna kuning (Pattuju et al., 2014).

4.6.3.6 Uji Oksidase

Uji oksidase dimulai dengan cara perendaman oxidase disc dengan aquadest
dan ditempatkan di atas slide bersih. Selanjutnya dilihat perubahan yang terjadi
selama 10-30 detik. Apabila terjadi perubahan warna menjadi ungu tua di daerah
oxidase disc yang terkena bakteri maka oksidase positif, jika tidak terjadi perubahan
warna (putih) maka bersifat negatif (Jayabarath et al., 2014; Kumar et al., 2012).

4.6.4 Uji Kekeruhan Metode Standar McFarland 0,5

Larutan standar McFarland 0,5 umum digunakan sebagai pembanding
kekeruhan biakan bakteri dalam media cair dengan kepadatan antara 1 x 107 sel/ml
-1 x 108 sel/ml (Aviany & Pujiyanto, 2020). Tahapan pertama adalah disiapkan
aquades kemudian dituangkan ke tiap tabung reaksi yang telah diberikan

keterangan bakteri E. coli. Diambil bakteri menggunakan ose dan dimasukkan ke
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tiap tabung reaksi yang telah diberi label yang telah diberi keterangan tiap jenis
bakteri, kemudian dihomogenkan. Larutan pengenceran diamati kekeruhannya dan
disesuaikan/disetarakan dengan standard McFarland 0,5 (Datta et al., 2019).

4.6.5 Ekstraksi Cell Free Supernatant (CFS)
Ekstraksi CFS dilakukan dengan cara media produksi yang telah diinkubasi

disentrifugasi dalam keadaan suhu 4°C, menggunakan kecepatan10.000 rpm yang
dilakukan selama 10 menit (Chaudhary et al, 2020).

4.6.6 Uji Aktivitas Antimikroba Terhadap E. coli

Uji aktivitas antimikroba pada penelitian ini menggunakan metode kertas
cakram dengan cara dibuat media MHA dengan ditimbang sebanyak 7,2 gr dan
ditambahkan 250 mL aquades, kemudian dihomogenkan dan dipanaskan hingga
larutan media jernih. Dituang MHA ke 4 buah cawan petri yang telah disiapkan
kemudian didiamkan hingga media padat. Disiapkan kertas cakram antibiotik
kloramfenikol dan cakram blank. Sebanyak 10 uL biakan bakteri E. coli diambil
dan disebar pada permukaan media MHA. Kontrol positif berupa kertas cakram
antibiotik kloramfenikol, diambil dengan pinset yang telah disterilkan kemudian
diletakkan pada bagian permukaan tengah media. Sampel kemudian diinkubasi
pada kondisi inkubator dengan keadaan suhu pada inkubator sebesar 37°C selama
24 jam; posisi cawan tidak terbalik. Zona hambat akan terbentuk pada media setelah
masa inkubasi. Pengukuran diamater zona hambat kemudian dilakukan dengan
menggunakan jangka sorong pada interval waktu pengukuran pada 24 jam dan 48

jam (Datta et al., 2019).
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4.6.7 Analisis Data SPSS
Data yang telah didapatkan sebelumnya kemudian diolah menggunakan

aplikasi Statistical Package for the Social Science (SPSS) 23. Data yang telah
didapatkan diolah menggunakan aplikasi SPSS. Nilai normalitas dan homogenitas
yang didapatkan akan menentukan jenis uji yang digunakan untuk analisis data pada
penelitian. Apabila normalitas pada data penelitian terdistribusi normal atau nilai
signifikansi > 0,05 dan homogenitas bersifat homogen, maka dapat digunakan uji
Analysis of Variance (ANOVA). Apabila data yang didapatkan sebaliknya, maka
uji Kruskall-Wallis adalah uji yang dilakukan untuk analisis data penelitian.
Apabila dari uji tersebut didapatkan hasil yang bermakna, maka diteruskan dengan
uji lanjutan berupa uji Post Hoc. Uji Post Hoc berperan dalam menentukan
kelompok perlakuan yang terdapat perbedaan secara signifikan.

4.6.8 Ekstraksi DNA Bakteri
Proses ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan Quick-DNA

Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research®). Proses dilakukan sesuai prosedur
manufaktur (Vesty et al., 2017).

4.6.9 Amplifikasi Gen 16s rRNA

Proses amplifikasi dilakukan di Genetika Lab PT. Genetika Science
Indonesia. Cetakan untuk mengamplifikasi segmen menggunakan DNA yang telah
diekstraksi sebelumnya menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR) (Noer,
2021). Setiap DNA selanjutnya diamplifikasi dengan metode PCR menggunakan
primer. Sepasang primer yang digunakan adalah 27F sebagai forward primer dan

1492R sebagai reverse primer (Frank et al., 2008).
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4.6.10 Separasi DNA dengan Elektroforesis Gel
Proses lanjutan setelah amplifikasi adalah proses separasi atau pemisahan

DNA. Proses separasi dilakukan di Genetika Lab PT. Genetika Science Indonesia.
Dilakukan proses separasi dengan elektroforesis gel agarosa 1% terhadap DNA
yang telah melalui proses amplifikasi. Penggambaran visual dilakukan dengan
pewarna etidium bromida untuk kemudian dilakukan deteksi menggunakan sinar
ultraviolet (UV) dengan instrumen UV transiluminator. Didokumentasikan hasil
dengan alat bernama gel documentation system (gel-doc) (Kepel & Fatimawali,
2015).

4.6.11 Sekuensing DNA & Perbandingan Hasil Sekuensing Dengan Bank Data
BLAST

Proses sekuensing dilakukan di Lab Genetika PT. Genetika Science
Indonesia di Tangerang. Hasil sekuensing DNA dianalisis oleh peneliti
menggunakan metode Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) melalui media

daring NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk dicari kesamaan atau disejajarkan

urutan nukleotida gen 16s dalam menelusuri spesies bakteri asam laktat dari isolat
produk yoghurt dan kefir yang diteliti (Kepel & Fatimawali, 2015).

4.6.12 Analisis Kekerabatan Spesies Bakteri Dengan Metode Filogenetik
Data hasil pensejajaran gen dari data bank yang sebelumnya telah didapatkan

dari situs NCBI menggunakan metode BLAST kemudian dioperasikan ke dalam
proses pembuatan pohon filogenetik. Analisis filogeni spesies bakteri asam laktat
dilakukan dengan membuat pohon filogenetik (Rohimah et al., 2018; Suardana,

2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat Dari Yoghurt Dan Kefir

Sampel yang digunakan dalam penelitian berupa yoghurt (dituliskan
sebagai sampel Y) berasal dari Pujon dan kefir (dituliskan sebagai sampel K)
berasal dari Sukun. Tahap pertama yang dilakukan terhadap sampel yakni proses
isolasi bakteri asam laktat (BAL). Proses isolasi BAL bertujuan untuk mendapatkan
isolat murni dari sampel yang digunakan. Proses ini dilakukan dengan cara
mengambil bakteri dari sampel untuk kemudian ditumbuhkan pada media buatan
dengan tujuan mendapatkan isolat murni bakteri (Sabbathini et al., 2017). Proses
isolasi diawali dengan dilakukan pengenceran bertingkat pada sampel. Pengenceran
dilakukan dengan H-O hingga konsentrasi sampel yang mulanya ada pada tingkat
10! menjadi 10 Dikutip dari literatur oleh (Tyas et al., 2018) pengenceran
bertingkat atau pengenceran berseri dilakukan untuk mengurangi jumlah mikroba
dalam suatu cairan. Tingkat pengenceran bergantung pada perkiraan jumlah
mikroba yang ada pada sampel.

Tahap selanjutnya penanaman bakteri dari sampel ke medium pertumbuhan
bakteri yang bersifat selektif terhadap BAL, yakni pada media MRS agar. MRS
agar merupakan medium yang umum digunakan untuk kultivasi bakteri asam laktat
(Subagiyo et al., 2016). Diambil masing-masing sampel yang telah diencerkan
sebelumnya sebanyak 1 mL untuk ditumbuhkan pada media MRS agar dengan
menggunakan metode cawan sebar (spread plate). Berdasarkan literatur oleh

Srivastava & Srivastava (2013) prinsip metode cawan sebar adalah untuk
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mendapatkan koloni tunggal yang tersebar dengan baik. Kemudian tahap
dilanjutkan dengan diinkubasi tiap sampel selama 1 x 24 jam dengan pengaturan
suhu pada 37°C. Setelah didapatkan koloni bakteri tumbuh, teknik cawan gores
(streak plate) dilakukan. Penggunaan teknik cawan gores untuk mengisolasi koloni
bakteri dari populasi campuran melalui pemisahan mekanis sederhana (Sanders,
2012).

Dilakukan pengamatan morfologi terhadap koloni bakteri yang tumbuh.
Pengamatan morfologi secara makroskopis meliputi warna, bentuk, tepian, dan
elevasi atau permukaan koloni bakteri (Nurin et al., 2017; Zuraidah et al., 2020).
Hasil pengamatan makroskopis koloni bakteri yang didapatkan dari masing-masing
sampel antara lain berbentuk bulat, memiliki tepian rata, berwarna putih susu, dan
elevasi permukaan berbentuk cembung (convex).

Diambil koloni yang tumbuh secara acak dan ditanam pada media MRS agar
baru untuk memperoleh biakan murni, kemudian masing-masing sampel diinkubasi
kembali selama 2 x 24 jam dengan pengaturan suhu pada 37°C. Didapatkan hasil
berupa 6 isolat bakteri dari sampel Y dengan penamaan berupa isolat y1, y2, y3,
y4, y5, dan y6; serta 6 isolat bakteri dari sampel K yang diberi keterangan sebagai
isolat k1, k2, k3, k4, k5 dan k6. Penamaan dilakukan dengan keterangan huruf serta

nomor sesuai sampel dan urutan saat perlakuan.
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Tabel 5.1 Hasil pengamatan makroskopis koloni BAL pada sampel

Parameter Sampel Y (Yoghurt) Sampel K (Kefir)
Bentuk Bulat Bulat

Tepian Rata Rata

Warna Putih susu Putih susu
Elevasi/Permukaan Cembung (Convex) Cembung (Convex)

5.2 Pembuatan Kultur Stok BAL

Pembuatan kultur stok BAL berfungsi mempermudah proses penelitian
dalam memperoleh stok isolat bakteri asam laktat, yang mana kultur stok dapat
digunakan untuk keperluan proses penelitian selanjutnya (Tuhuteru et al., 2018).
Kultur stok dibuat dalam bentuk milk yeast extract (MYE) dengan komposisi
campuran susu skim sebanyak 10%, glukosa 15%, dan yeast extract 0,5%
(Maldonado et al., 2019). Sejumlah 1 mL MYE dan 1 mL gliserol 10% dimasukkan
ke dalam tabung mikro steril. Diinokulasi isolat BAL yang telah didapatkan dari
proses isolasi menggunakan ose dalam media MRS agar ke dalam tabung eppendorf
berisi MYE dan gliserol. Masing-masing kultur stok MYE yang telah dibuat dan
disimpan dalam tabung eppendorf dinamai atau diberi nomor sesuai jumlah isolat
bakteri yang didapatkan sebelumnya dari tiap sampel. Apabila sampel yoghurt,
maka ditulis y1 sampai dengan y6; begitupun dengan sampel kefir ditulis dengan
keterangan k1 sampai dengan k6. Disimpan stok kultur MYE dalam dalam lemari
pendingin laboratorium dengan suhu -20°C. Penyimpanan kultur stok pada suhu -
20°C dapat menghasilkan recovery yang baik karena dapat memperlambat laju
reaksi biokimia yang dapat merugikan mikroba selama penyimpanan. Suhu

penyimpanan yang lebih rendah daripada 0°C akan menciptakan pembentukan es
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di dalam atau di luar sel yang mengakibatkan potensi rusaknya dinding sel mikroba
serta keluarnya cairan intra sel. Hal tersebut diantisipasi dengan penambahan
gliserol sebagai zat antibeku. Sebagaimana literatur oleh Manjana et al. (2016)
bahwa cara paling sederhana untuk menyimpan suatu kultur adalah dengan
menambahkan gliserol ke dalam kultur tersebut untuk kemudian menyimpannya
pada suhu -20°C atau -80°C di dalam freezer. Dikutip dari literatur oleh Fitriana
(2019) yang mengatakan bahwa gliserol berfungsi dalam menurunkan titik beku
suspensi, memodifikasi pembentukan kristal es melalui pencegahan peningkatan
konsentrasi elektrolit di dalam sel, melindungi jaringan intraseluler dengan cara
menembus membran sel, serta mencegah pengumpulan molekul H>O dan
kristalisasi es pada daerah titik beku larutan sehingga gliserol dapat mengurangi
potensi pembentukan es di dalam sel mikroba.
5.3 Identifikasi Fenotipik Bakteri Asam Laktat

Sejumlah isolat bakteri yang telah didapatkan dari proses isolasi diuji untuk
diketahui karakteristik isolat bakterinya. Karakteristik isolat bakteri diketahui
melalui beberapa uji yang meliputi sifat morfologi, fisiologi, dan biokimia dari
suatu bakteri. ldentifikasi secara fenotip dalam penelitian ini dilakukan melalui uji
endospora, uji fermentasi karbohidrat, uji pewarnaan gram, uji motilitas, uji
katalase, dan uji oksidase.
5.3.1 Uji Pewarnaan Gram

Uji pewarnaan gram dilakukan sebagai bentuk identifikasi terhadap
morfologi bakteri. Dilakukan uji pewarnaan gram untuk mengetahui isolat bakteri

yang diteliti tergolong ke dalam bakteri gram positif atau bakteri gram negatif.
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Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, isolat bakteri dari sampel Y dan
sampel K menunjukkan bahwa bakteri tergolong ke dalam bakteri gram positif. Hal
tersebut dilihat dari hasil pengamatan uji pewarnaan gram secara mikroskopik yang
menunjukkan warna ungu pada pengamatan preparat isolat bakteri serta berbentuk

basil (batang) (Gambar 5.1).

Gambar 5.1 Hasil pengamatan uji pewarnaan gram secara mikroskopik dari
sampel Y, yoghurt; dan sampel K, kefir

Bakteri yang tergolong ke dalam bakteri gram positif memiliki kandungan
peptidoglikan yang lebih tinggi dibandingkan bakteri gram negatif. Hamidah et al.
(2019) dalam literaturnya mengatakan bahwa peptidoglikan merupakan penyusun
utama pada dinding sel bakteri gram positif. Terdapat kekuatan mekanik pada
dinding sel bakteri gram positif yang terbentuk oleh sebab adanya ikatan silang
peptida antara rantai peptidoglikan. Hal tersebut mempengaruhi peran
peptidoglikan dalam ketahanan warna dari kristal violet. Peptidoglikan diketahui
terbentuk dari ikatan N-acetyl murmaric acid dan gula amino N-
acetylglucoaminase.

Prinsip uji pewarnaan gram yakni kemampuan dinding sel dalam
mempertahankan pewarna kristal violet selama perlakuan pelarut. Hal ini yang

membuat bakteri gram positif menunjukkan hasil berwarna ungu, bukan berwarna
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merah seperti bakteri gram negatif yang terpengaruh warna safranin sebagai pelarut
terakhir pada proses pengujian. Sesuai literatur oleh Putri (2018) dan Hamidah et
al. (2019) saat pemberian larutan alkohol, dinding sel gram positif akan
terdehidrasi, pori-pori pada dinding sel akan menyempit, dan permeabilitas akan
berkurang, sehingga dinding sel tetap dapat menahan kristal violet sebagai pewarna
awal. Sedangkan pada bakteri yang berupa gram negatif lapisan dinding sel
peptidoglikan relatif tipis, pelarut alkohol dapat merusak membran luarnya dan
tidak dapat mempertahankan kristal violet. Hasil pengamatan bakteri yang
tergolong gram negatif kemudian akan tampak dengan warna merah di bawah
pengamatan mikroskop karena pengaruh pemberian pelarut akhir safranin.
5.3.2 Uji Endospora

Uji endospora dilakukan sebagai bentuk identifikasi terhadap aspek
fisiologis bakteri. Uji endospora dilakukan untuk mengetahui suatu sel bakteri
mengandung spora atau tidak. Endospora memiliki struktur yang tebal, padat dan
berlapis. Sel tampak berbentuk bujur telur dan bersifat tahan terhadap panas,
radiasi, bahan kimia, serta agen lain yang umumnya menyebabkan kematian pada
bakteri. Sifatnya yang sangat resisten disebabkan oleh dua hal, di antaranya lapisan
dinding sel berlapis tebal yang mengandung peptidoglikan dan adanya molekul
penstabil protein yang disebut asam dipikolinat (DPA). Endospora mempunyai sifat
yang berbeda dengan sel vegetatif sehingga uji pewarnaan endospora ini dapat
digunakan untuk membedakan bakteri yang memiliki spora atau tidak (non

endospora) (Murugalatha et al., 2012; Rahayu & Setiadi, 2023).
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Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, isolat bakteri dari tiap sampel,
Y dan K, menunjukkan hasil tidak ada endospora dalam isolat bakteri. Ditandai
dengan hasil mikroskopis isolat dari kedua preparat yang tidak berwarna hijau
setelah melalui proses pengujian (Gambar 5.2). Hasil tersebut sesuai dengan
literatur oleh Nurin et al. (2017) yang menyatakan bahwa sifat non endospora (tidak
memiliki endospora) pada bakteri adalah salah satu ciri umum dari BAL. BAL
diketahui tidak memiliki endospora sehingga pada pengamatan hasil uji endospora

dengan pewarna green malachite akan tampak tidak berwarna hijau.

Gambar 5.2 Hasil pengamatan uji endospora secara mikroskopik dari sampel Y,
yoghurt; dan sampel K, kefir

5.3.3 Uji Motilitas

Uji motilitas dilakukan sebagai bentuk identifikasi terhadap aspek fisiologis
bakteri. Motilitas bakteri adalah suatu gerakan dari bakteri yang disebabkan adanya
gerakan aktif atau pasif. Uji motilitas ini dilakukan untuk mengetahui pergerakan
bakteri pada media tumbuh. Bakteri yang bersifat motil akan menunjukkan adanya
pergerakan. Pergerakan tersebut menunjukkan bahwa suatu bakteri memiliki flagel.
Flagela (gliding motility) sendiri merupakan alat gerak bakteri yang terdapat pada
bakteri motil, namun tidak dimiliki oleh bakteri non motil (Kosasi et al., 2019;

Panjaitan et al., 2020). Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, isolat bakteri
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dari sampel Y dan sampel K menunjukkan sifat non motil, yaitu tidak adanya
pergerakan dari bakteri. Hasil tersebut ditunjukkan dengan media semi padat tegak
SIM yang sebelumnya telah ditanamkan isolat bakteri sampel dengan cara
menusukkan ose jarum lurus, kemudian diinkubasi selama 2 x 24 jam dengan
pengaturan suhu pada 37°C, menunjukkan hasil pengamatan berupa tidak adanya
rambatan yang menyebar pada daerah sekitar tusukan. Hal tersebut sesuai dengan
literatur pada penelitian sebelumnya oleh Kosasi et al. (2019) bahwa apabila hasil
pengamatan dari uji motilitas menunjukkan tidak ada penyebaran pada bekas
tusukan ose dan hanya bertumbuh lurus di daerah tusukan bakteri pada media, maka
hasil penelitian bersifat negatif dan/atau bakteri bersifat non motil. Literatur lain
olenh Falakh & Asri (2022) juga menyebutkan bahwa bakteri asam laktat
menunjukkan sifat non motil pada uji motilitas, yang mana hal tersebut mengartikan

isolat BAL sampel tidak memiliki flagela.

Gambar 5.3 Hasil pengamatan uji motilitas dari sampel Y, yoghurt; dan sampel K,
kefir

5.3.4 Uji Katalase
Uji katalase dilakukan untuk mengetahui karakteristik biokimia suatu
bakteri. Tujuan dilakukan uji katalase adalah mengkonfirmasi apakah bakteri

tergolong ke dalam kelompok bakteri yang dapat memecah H.O, menjadi oksigen
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atau tidak. Katalase sendiri merupakan enzim yang dapat mengkatalis penguraian
hidrogen peroksida menjadi H20 dan O>. Uji ini dilakukan dengan cara diteteskan
larutan pereaksi H2O2 3% sebanyak 2 tetes pada gelas objek yang telah dioleskan
satu ose isolat bakteri dari media pertumbuhan MRS agar, kemudian didiamkan
sebentar dan diamati yang terjadi. Pengujian tersebut bersifat positif apabila hasil
akhir terbentuk gelembung gas hasil degredasi H202 oleh enzim katalase dan
bersifat negatif jika tidak adanya gelembung yang terbentuk pada saat isolat
diteteskan H2O. (Fadilah et al., 2022; Lindawati & Suardana, 2017; Rahayu &
Setiadi, 2023). Berdasarkan hasil uji katalase dari penelitian ini, isolat bakteri dari
kedua sampel menunjukkan adanya dua sampai empat buah gelembung kecil pada
hasil pengamatan, yang menunjukkan bakteri dapat tergolong ke katalase positif.
Apabila dibandingkan dengan hasil yang seharusnya, menurut literatur oleh
Peacock & Hassan (2021) bakteri asam laktat umumnya menghasilkan hasil uji
katalase negatif. Mayoritas hasil penelitian sebelumnya dan/atau literatur lainnya
menunjukkan bahwa salah satu karakteristik BAL adalah berkatalase negatif.
Ketidaksesuaian hasil penelitian ini dengan literatur mengindikasikan

kemungkinan terjadi kontaminasi pada proses perlakuan berlangsung.

Gambar 5.4 Hasil pengamatan uji katalase dari sampel Y, yoghurt; dan sampel K,
kefir
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5.3.5 Uji Fermentasi Karbohidrat

Uji fermentasi karbohidrat merupakan pengujian terhadap karakteristik
biokimia bakteri. Tujuan metode pengujian ini adalah untuk mengetahui
kemampuan suatu bakteri dalam proses fermentasi karbohidrat. Fermentasi adalah
aktivitas biokimia yang dilakukan oleh bakteri sebagai proses pertumbuhan dan
perbanyakan dengan menggunakan nutrisi yang diperoleh dari lingkungan sekitar.
Karbohidrat adalah sumber karbon serta sumber energi utama untuk pertumbuhan
bakteri. Bakteri diketahui memiliki daya fermentasi pada senyawa karbohidrat
seperti laktosa, glukosa, dan sukrosa. Kemampuan fermentasi tiap spesies bakteri
berbeda, ada yang mampu memfermentasi karbohidrat jenis tertentu ada pula yang
tidak mampu memfermentasi jenis karbohidrat lain. Tanda bahwa suatu hasil uji
fermentasi karbohidrat bersifat positif adalah dengan adanya perubahan warna dari
merah menjadi kuning pada media yang telah diberi perlakuan. Jika tidak terjadi
perubahan warna, maka hasil uji fermentasi karbohidrat tergolong negatif
(Amrulloh et al., 2021; Fitriyana et al., 2016; Santri et al., 2018).

Media pertumbuhan bakteri yang digunakan dalam pengujian ini adalah
media TSIA (Triple Sugar Iron Agar). Proses perlakuan uji fermentasi karbohidrat
dilakukan dengan cara menusukkan isolat bakteri menggunakan jarum ose hingga
mencapai ¥ bagian media TSIA dan juga menggoreskan bagian slant media dengan
bakteri secara aseptik. Kemudian diinkubasi media TSIA yang telah ditanamkan
bakteri tersebut selama 24 jam dengan pengaturan suhu 37°C. Menurut literatur
olen (Pattuju et al., 2014) terdapat beberapa kemungkinan hasil yang akan

didapatkan dari proses uji fermentasi karbohidrat, di antaranya: (1) kuning pada butt
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(dasar) dan merah pada bagian slant (permukaan miring), menandakan adanya
fermentasi glukosa; (2) kuning pada butt dan slant, menandakan adanya fermentasi
laktosa dan/atau sukrosa; (3) pembentukan gas, yang ditandai dengan pembentukan
ruang udara di bawah media sehingga terangkat ke atas; (4) pembentukan gas (H2S),
terlihat dari adanya pembentukan warna hitam pada media; dan (5) butt dan slant
tetap berwarna merah, menandakan tidak adanya fermentasi gula dan pembentukan
gas atau pembentukan H>S.

Berdasarkan hasil pengamatan pada kedua sampel yang diuji, tampak slant
sebagian berwarna merah dan sebagian berwarna kuning dengan bagian butt
berwarna kuning, dengan terdapat pembentukan gas di bawah media pertumbuhan
sampel Y namun tidak ada pembentukan gas di bawah media pertumbuhan sampel
K. Hasil tersebut menunjukkan bahwa hasil uji fermentasi karbohidrat sampel Y
dan sampel K positif dapat memfermentasi glukosa, laktosa, dan/atau sukrosa. Hasil
ini menurut literatur oleh Ingratubun et al. (2013) menunjukkan bahwa bakteri asam
laktat pada sampel bersifat homofermentatif karena dapat memproduksi asam dari
glukosa, laktosa, dan sukrosa. Perubahan warna menjadi kuning mengartikan
bakteri dapat membentuk asam dari fermentasi karbohidrat, adapun terbentuknya
gelembung gas mengartikan hasil fermentasi dari bakteri berbentuk gas (Amrulloh
et al., 2021). Disebutkan juga bahwa terjadinya perubahan warna menjadi kuning
serta adanya pembentukan gas menunjukkan bahwa bakteri memiliki kemampuan

dalam memfermentasi karbohidrat (Apriyanthi et al., 2022).
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Gambat 5.5 Hasil pengamatan uji fermentasi karbohidrat dari samel Y, yoghurt;
dan sampel K, kefir

5.3.6 Uji Oksidase

Uji oksidase dilakukan untuk mengetahui karakteristik biokimia bakteri. Uji
oksidase dilakukan untuk menentukan keberadaan enzim oksidase pada bakteri
(Arfiandi & Tumbol, 2020). Pada proses perlakuannya, uji oksidase diawali dengan
dioleskan isolat bakteri pada disc oksidase yang telah direndam aquades
sebelumnya, kemudian diletakkan di atas kaca objek dan diamati perubahan warna
yang terjadi. Apabila muncul perubahan warna menjadi ungu dalam waktu 10
sampai 20 detik, maka menunjukkan adanya aktivitas oksidase. Tidak adanya
perubahan warna atau perubahan warna terjadinya setelah 30 detik diartikan
sebagai hasil pengujian negatif (Jayabarath et al., 2015; A. Kumar et al., 2012).
Berdasarkan hasil uji oksidase yang dilakukan, isolat bakteri dari kedua sampel
menunjukkan hasil negatif. Tidak ada perubahan warna menjadi ungu pada disc
(cakram) oksidase dalam jangka waktu pengamatan pada 10-20 detik setelah
diletakkan di kaca objek. Hal tersebut sesuai dengan karakteristik bakteri asam
laktat bahwa dalam uji oksidase akan bersifat negatif (Reimena et al., 2017,

Setiarto, 2021).
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Gambar 5.6 Hasil pengamatan uji oksidase sampel Y, yoghurt; dan sampel K,

kefir
Tabel 5.2 Hasil uji identifikasi fenotip
Identifikasi Fenotip Sampel Y Sampel K
Morfologi Uji Pewarnaan Gram Gram positif Gram Positif
Bentuk Bakteri Basil Basil
Fisiologi Uji Endospora - -
Uji Matilitas - -
Biokimia Uji Katalase + +
Uji Fermentasi Karbohidrat + +
Uji Oksidase - -

Tabel 5.2 berupa rangkuman hasil identifikasi secara fenotip yang menunjukkan
karakteristik bakteri dari sampel Y dan sampel K. Isolat bakteri dari sampel Y dan
sampel K menunjukkan karakteristik secara fenotip berupa bakteri gram positif,
berbentuk basil atau batang, bersifat non-endospora, non motil, katalase positif,
dapat memfermentasi karbohidrat, dan bersifat oksidase negatif. Semua hasil dari
tiap uji selain uji katalase mengarah pada karakteristik bakteri asam laktat, yaitu
bakteri gram positif, tidak berspora, berbentuk bulat/batang, oksidase negatif, tidak
motil dan menghasilkan asam laktat sebagai mayoritas produk akhir selama proses
fermentasi karbohidrat (Falakh & Asri, 2022; Finanda, 2021; Setiarto, 2021);
adapun hasil positif pada uji katalase dapat disebabkan oleh karena kemungkinan
adanya kontaminasi karena ciri bakteri asam laktat umumnya berkatalase negatif

yakni tidak memproduksi enzim katalase yang dapat memecah H2Ox.
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5.4 Uji Aktivitas Antimikroba Terhadap E. coli

Suspensi sampel bakteri yang diuji pada penelitian ini distandarisasi dengan
larutan standar McFarland 0,5. McFarland 0,5 digunakan sebagai standar dalam
menyesuaikan kekeruhan bakteri suspensi sehingga jumlah bakteri berada dalam
kisaran yang diberikan untuk membakukan mikroba pengujian (Rosmania & Yanti,
2020). Larutan standar McFarland digunakan sebagai standar kekeruhan bakteri
suspensi sehingga kekeruhan suatu suspensi bakteri yang diuji akan berada dalam
kisaran tertentu (Rizki et al., 2021).

Didapatkan kekeruhan bakteri yang diuji sesuai dengan kekeruhan pada
larutan standar McFarland 0,5. Proses kemudian dilanjutkan dengan pembuatan cell
free supernatant (CFS). CFS merupakan cairan yang mengandung metabolit yang
dihasilkan dari pertumbuhan mikroba dan sisa nutrisi dari media yang digunakan.
CFS dari BAL diketahui dapat memiliki aktivitas antimikroba antara lain karena
asam organik, asam lemak, senyawa protein, dan senyawa lainnya (Lopez et al.,
2021). Pembuatan CFS berasal dari isolat bakteri sampel pada media MRS Broth
yang sebelumnya telah distandarisasi dengan McFarland. Diambil sampel sebanyak
1,5 mL menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke dalam eppendorf. Kemudian
eppendorf disentrifugasi menggunakan alat centrifuge selama 10 menit dengan
kecepatan 10.000 rpm.

Pengujian aktivitas antimikroba menggunakan metode disc diffusion atau
metode difusi cakram. Metode difusi cakram adalah metode yang paling sering
digunakan untuk mengetahui aktivitas antimikroba suatu bakteri. Cara kerja difusi

cakram yaitu antibakteri fraksi yang akan diuji diserapkan pada kertas cakram (disc)
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dan ditempelkan pada media agar yang telah dihomogenkan dengan bakteri,
kemudian diinkubasi sampai terlihat zona hambat didaerah sekitar cakram (Novita,
2016). Penelitian ini menggunakan media pertumbuhan Muller Hilton Agar
(MHA), cakram/disc kloramfenikol dengan kekuatan 30 pg sebagai kontrol positif,
dan aquades sebagai kontrol negatif. Pemilihan kloramfenikol sebagai kontrol
positif dikarenakan kloramfenikol memiliki sifat sebagai antimikroba dengan
spektrum luas yang aktif terhadap organisme aerobik/anaerobik, gram positif
ataupun gram negatif (Pattipeilohy et al., 2022). MHA merupakan media
pertumbuhan terbaik untuk pemeriksaan sensibilitas tes khususnya pada metode
difusi Kirby-Bauer (difusi cakram), yang memiliki fungsi sebagai sumber nutrisi
bagi pertumbuhan bakteri aerob maupun anaerob (Atmojo, 2016). Media MHA
pada penelitian ini telah ditanamkan bakteri E. coli terlebih dahulu dengan metode
spread plate. Kemudian diletakkan kertas cakram di cawan media. Kertas cakram
yang diletakkan terdiri atas 6 kertas cakram yang telah telah direndam CFS dari
masing-masing sampel uji, 1 kertas cakram kontrol positif kloramfenikol, dan 1
kertas cakram control negatif yang telah direndam aquades. Tiap cawan dari
masing-masing sampel kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C.
Diamati zona bening (zona hambat) yang terbentuk di sekitar kertas cakram,
kemudian diukur dan dicatat diameternya menggunakan jangka sorong. Diameter
diukur sebanyak tiga kali yaitu secara vertikal, horizontal, dan diagonal; kemudian
dihitung rata-rata diameternya. Daerah jernih/bening di sekeliling sumur dari media
pertumbuhan bakteri uji yang tidak ditumbuhi bakteri disebut sebagai zona hambat

(Putri et al., 2016). Pengamatan hasil zona hambat bakteri pada kedua sampel
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semua isolat menunjukkan potensi aktivitas antimikroba. Hasil pengukuran zona
hambat yang didapatkan dari 6 isolat sampel Y dan 6 isolat sampel K dapat dilihat

pada gambar 5.7 dan tabel 5.3.

sampel K dengan isolat k1-k6; k+ sebagai kontrol positif, k- sebagai kontrol
negatif

Zona hambat dengan nilai daya hambat terbesar didapatkan pada isolat y6
dari sampel Y dengan rata-rata diameter sebesar 9,47 + 0,16 mm dan pada isolat k4
dari sampel K dengan rata-rata diameter sebesar 8,12 + 0,08 mm. Penentuan kriteria
disebutkan bahwa kekuatan daya antibakteri bervariasi tergantung besaran diameter
zona hambatnya; jika diameter zona hambat sebesar 5 mm atau kurang berarti
lemah, 5-10 mm berarti sedang, 10-20 mm berarti kuat, serta 20 mm atau lebih
maka sangat kuat (Novita, 2016). Berdasarkan penentuan Kriteria tersebut dapat

digolongkan potensi aktivitas antibakteri isolat y6 dan k4 bernilai sedang.
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Sampel dan Diameter Zona Hambat Terhadap Bakteri E. coli (mm)
Kontrol
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Rata-rata
K* (y) 18,10 19,4 18,80 18,77 £ 0,65
K (y) 8,05 8,20 8,30 8,18+0,13
K* (k) 21,00 23,00 23,00 22,33+ 1,15
K (k) 7,00 7,20 7,30 7,17+0,15
yl 8,55 8,65 8,50 8,57+ 0,08
y2 8,30 8,10 8,10 8,17+0,12
y3 8,90 9,25 9,20 9,12+0,19
y4 8,60 8,90 8,60 8,70+ 0,17
y5 8,90 8,80 9,10 8,93+0,15
y6 9,40 9,35 9,65 9,47 +0,16
k1l 7,15 7,40 7,40 7,32+0,14
k2 7,40 7,65 7,55 7,53+0,13
k3 7,70 8,10 8,00 7,93+0,21
k4 8,05 8,20 8,10 8,12+ 0,08
k5 7,80 7,40 7,90 7,70+ 0,26
ké 7,50 8,05 7,70 7,75+0,28

5.5 Analisis Data SPSS

Statistical Package for the Social Science atau SPSS merupakan suatu
perangkat lunak yang umum digunakan untuk menganalisa data statistika (Marsitin
& Sesanti, 2022). Analisis data dari hasil pengukuran zona hambat secara statistik
dilakukan menggunakan aplikasi software SPSS 23. Data zona hambat pada
penelitian ini diuji normalitas terlebih dahulu menggunakan metode Saphiro-Wilk.
Uji Shapiro-Wilk adalah metode yang lebih tepat untuk digunakan pada ukuran
sampel kecil (berjumlah <50 sampel) (Mishra et al., 2019). Hasil uji normalitas
menunjukkan terdapat beberapa nilai sig. < 0,05 (pada kontrol positif K, isolat y2,
isolat y4, dan isolat k1) yang mana menginterpretasikan distribusi tidak normal.
Dilakukan uji homogenitas varian berupa uji Levene. Didapatkan secara statistik

hasil pengujian berupa asumsi homogenitas tidak terpenuhi, Data pada hasil uji
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normalitas dengan Saphiro-Wilk tidak terdistribusi normal dan uji homogenitas
dengan uji Levene memberikan hasil yang tidak homogen, sehingga tidak dapat
dilanjutkan untuk pengujian statistik dengan metode ANOVA (Anaylsis of
Variance). Dilakukan uji beda berupa uji Kruskal-Wallis pada SPSS sebagai uji
alternatif (Dahlan, 2014). Hasil pengujian data menggunakan metode Kruskal-
Wallis berupa nilai sig. = 0,000. Nilai sig. < 0,05 menginterpretasikan bahwa
terdapat perbedaan nilai signifikan pada data hasil pengukuran zona hambat.
Tabel 5.4 Hasil uji SPSS

Metode Uji SPSS Nilai Signifikansi/p-value Interpretasi

Uji Saphiro-Wilk 0,000 (pada kontrol positif | sig. < 0,05, artinya tidak
K, isolat y2, y4, dan k1) terdistribusi normal

Uji Levene 0,043 sig. < 0,05, artinya varian tidak
homogen
Uji Kruskal-Wallis | 0,000 sig. < 0,05, artinya terdapat

perbedaan yang signifikan

Uji Mann-Whitney | 0,05 (pada perbandingan | sig. < 0,05, artinya terdapat
kontrol positif Y dengan | perbedaan signifikan pada masing-
y6); dan 0,046 (pada | masing perbandingan
perbandingan kontrol
positif K dengan k4)

Menurut literatur oleh Dahlan (2014) bahwasanya untuk mencari tahu pada
kelompok mana terdapat perbedaan signifikan, maka dilakukan uji analisis post
hoc. Uji Mann-Whitney adalah analisis post hoc yang digunakan untuk uji Kruskal-
Wallis. Diketahui dari tabel pengukuran diameter zona hambat bahwa isolat y6 dari
sampel Y dan isolat k4 dari sampel B memiliki diameter zona hambat paling besar
di antara 5 isolat lainnya dari masing-masing sampel. Dibandingkan isolat y6
dengan kontrol positif Y dan isolat k4 dengan kontrol positif K menggunakan
analisis uji Mann-Whitney. Didapatkan hasil pengujian berupa sig. = 0,05 pada

perbandingan isolat y6 dengan kontrol positif Y; dan sig. = 0,046 pada
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perbandingan isolat k4 dengan kontrol positif K. Kedua hasil tersebut memberikan
interpretasi secara statistik bahwa terdapat perbedaan signifikan pada tiap
perbandingan karena nilai signifikansi < 0,05. Hal tersebut dapat diartikan terdapat
aktivitas antimikroba dari isolat y6 maupun isolat k4 terhadap bakteri E. coli.

Bakteri asam laktat sendiri diketahui memiliki kandungan metabolit yang
berpotensi sebagai antimikroba. Literatur oleh Fitrianarni & Ibrahim (2014)
mencantumkan bahwa terdapat metabolit bernama bakteriosin yang didapatkan dari
isolasi dari bakteri Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus bulgaricus.
Dikatakan bahwa bakteriosin memiliki daya hambat pada aktivitas bakteri gram
negatif juga bakteri gram positif. Streptococcus thermophilus dan Lactobacillus
bulgaricus diketahui merupakan bakteri yang sering digunakan pada proses
pembuatan produk susu fermentasi seperti yoghurt dan kefir (Wahyuningtyas,
2017).
5.6 Identifikasi Genotip Bakteri Asam Laktat

Identifikasi genotip dilakukan terhadap isolat bakteri yang berpotensi
memiliki aktivitas antimikroba terbesar dari masing-masing sampel. Sebanyak 30
pl dari masing-masing isolat y6 dan k4 diidentifikasi secara genotip menggunakan
metode PCR sekuen gen 16S rRNA. Proses sekuensing dengan PCR adalah
amplifikasi gen pada DNA bakteri dengan sekuen gen 16S rRNA menggunakan
primer 27F sebagai forward primer dan 1492R sebagai reverse primer. Forward
primer adalah awalan primer yang mengapit target sekuens, sedangkan reverse
primer adalah urutan sekuens primer yang terdapat pada bagian akhir gen target

yang sedang diamati (Hartatik, 2021). Genom bakteri diperbanyak atau
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diamplifikasi berdasarkan urutan basa nukleotida dalam gen ribosom 16S dengan
menggunakan pasangan primer 27F/1492R (Mastuti et al., 2020). Kondisi siklus
PCR terdiri dari denaturasi awal pada suhu 95°C selama 1 menit, dilanjutkan
dengan siklus 35 (denaturasi pada suhu 95°C selama 15 detik, annealing pada suhu
55°C selama 15 detik, ekstensi pada suhu 72°C selama 10 detik), kemudian pasca
ekstensi pada suhu 72°C selama 5 menit. Analisis produk PCR dilakukan dengan
elektroforesis pada gel 0,8 % agarose untuk mengontrol akurasi (Maleki et al.,
2017). Setelah itu, fragmen divisualisasikan di bawah sinar UV dalam sistem
dokumentasi gel (Yurnaningsih et al., 2021).

Tabel 5.5 Tabel hasil ekstraksi DNA

No. | Nama Sampel Konsentrasi (ng/pl) | Azsozso | Azsonzo | Volume (ul)
1 y6 13.8 1.93 0.12 30
2 k4 18.5 1.85 0.15 30

Proses identifikasi secara genotip melalui beberapa tahapan, diawali dengan
ekstraksi DNA menggunakan Quick-DNA Bacterial Miniprep Kit (Zymo
Research®, D6005). Tujuan dilakukannya ekstraksi adalah untuk memisahkan
DNA murni dari komponen sel seperti protein, karbohidrat, lemak. Ekstraksi DNA
merupakan proses pemisahan DNA yang terdiri dari tiga tahap utama yaitu
pemecahan sel (lisis), pemisahan DNA dari komponen lain sel, serta pemurnian
DNA (Emilia et al., 2021; Hutami et al., 2018). Hasil dari proses ekstraksi dengan
Quick-DNA Bacterial Miniprep Kit didapatkan konsentrasi pada isolat sampel y6
dan k4 berturut-turut sebesar 13,8 ng/ul dan 18,5 ng/ul. Tingkat kemurnian
kemudian dibaca dari hasil yang terlihat berupa rasio dari nilai absorbansi (A) pada

panjang gelombang 260/280 nm dan 260/230 nm (E. Pratiwi & Widodo, 2020).
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Hasil dapat dilihat pada tabel 5.3 berupa rasio nilai Azso2s0 dari isolat sampel y6
dan k4 berturut-turut adalah 1,93 dan 1,85; sedangkan nilai Azso230 dari isolat
sampel y6 dan k4 adalah 0,12 dan 0,15. Nilai yang sesuai pada kriteria ‘murni’
DNA pada indikator Azsors0 mengartikan kedua isolat sampel memenuhi kriteria
kemurnian DNA yang baik. Adapun nilai Azeor230 yang cenderung rendah daripada
yang seharusny menunjukkan kemungkinan adanya kontaminasi. Pengamatan
perbedaan penyerapan cahaya menggunakan alat spektrofotometer Nanodrop
mengandalkan perhitungan perbedaan penyerapan cahaya ultraviolet dimana
pilinan ganda DNA dapat menyerap cahaya ultraviolet pada panjang gelombang
260 nm, sedangkan kontaminan (fenol atau protein) akan menyerap cahaya pada
panjang gelombang 280 nm. Rentang kemurnian DNA pada rasio absorbansi
terhadap panjang gelombang 260 nm dan 280 nm yang baik adalah sebesar 1,8-2,0.
Apabila rasionya jauh lebih rendah dari yang seharusnya (< 1,6), hal ini
memungkinkan ada kontaminasi zat kontaminan seperti protein, fenol, atau
kontaminan lain yang menyerap dengan kuat pada atau mendekati 280 nm.
Sebaliknya, karena pembacaan absorbansi tidak dapat membedakan antara DNA
dan RNA, keberadaan RNA dapat menyebabkan peningkatan rasio dan
kemungkinan ini harus dipertimbangkan untuk menghindari DNA mengalami over
quantification. Adapun rasio absorbansi 260/230 banyak digunakan sebagai
indikator sekunder kemurnian DNA. Nilai 260/230 yang diharapkan untuk DNA
“murni” umumnya berada dalam kisaran antara 2,0 dan 2,2. Apabila rasionya jauh
lebih rendah, hal ini mengindikasikan adanya kemungkinan kontaminan yang

menyerap pada panjang gelombang 230 nm seperti protein, guanidine HCL
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(digunakan untuk isolasi DNA), EDTA, karbohidrat, lipid, garam, atau fenol
(Dewanata & Mushlih, 2021; Lucena-Aguilar et al., 2016).

Keberadaan DNA pada suatu organisme dapat ditentukan secara kuantitatif,
dengan spektrofotometri, dan secara kualitatif, dengan elektroforesis gel agarosa.
Pengujian  DNA  kuantitatif ~merupakan analisis untuk  mengetahui
kuantitas/kandungan DNA yang terdapat dalam zat yang diketahui memiliki DNA
plasmid dalam larutan sampel atau komponen zat melalui pengujian kualitatif
(Dewanata & Mushlih, 2021). Proses identifikasi dilanjutkan dengan dilakukan
separasi DNA dengan elektroforesis gel. Produk PCR berupa DNA yang telah
teramplifikasi divisualisasikan dengan elektroforesis. Sebanyak 1 pl produk PCR
diuji dengan menggunakan campuran agarosa TBE konsentrasi 0,8%. Tahap
elektroforesis dilakukan untuk melihat hasil amplifikasi DNA dengan PCR. TBE
atau Tris-borat-EDTA merupakan buffer yang berfungsi untuk mempertahankan
konsentrasi agarosa tetap stabil pada waktu dipanaskan (Rumbiwati & Trimuratno,
2021). Hasil elektroforesis gel ekstrak DNA yang diperoleh dapat dilihat pada
gambar 5.12. Visualisasi pita DNA dengan elektroforesis gel agarosa menunjukkan
jumlah DNA yang terdeteksi ada pada kisaran nilai 1500 pasang basa. Nilai tersebut
didapatkan dengan cara membandingkan pita DNA sampel dengan DNA marker

yang telah diketahui ukuran pita DNA-nya (Gaffar et al., 2021).
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Gambar 5.8 Hasil separasi DNA isolat sampel dengan metode elektroforesis gel

Pengurutan atau sekuensing DNA kemudian dilakukan untuk mengetahui
jumlah besar molekul untaian DNA dari tiap sampel. Proses sekuensing —
sebagaimana proses ekstraksi DNA dan separasi dengan elektroforesis gel
dilakukan di Lab Genetika, PT. Genetika Science Indonesia di Tangerang. Hasil
sekuensing dapat dilihat pada tabel 5.4. Urutan nukleotida pada hasil sekuensing
menunjukkan urutan DNA mencapai angka 1403 pasang basa (bp) amplikon pada
sampel y6 dan 1414 bp amplikon pada sampel k4. Algarni (2022) dalam literaturnya
menyatakan bahwa umumnya ukuran amplikon PCR yang menggunakan primer
universal (primer 27F dan primer 1492R) ada pada kisaran nilai 1500 bp. Hal
tersebut menunjukkan keselarasan bahwa hasil sekuensing dengan metode PCR
serta hasil visualisasi panjang DNA menggunakan elektroforesis gel, memiliki

urutan DNA pada kisaran 1500 bp pada kedua sampel.
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No. | Sampel Urutan Nukleotida DNA
1 y6 Sequence Assembly 1403bp
AGTCGAACGG TAACAGGAAG CAGCTTGCTG CTTCGCTGAC GAGTGGCGGA CGGGTGAGTA

61 ATGTCTGGGA AACTGCCCGA TGGAGGGGGA TAACTACTGG AAACGGTAGC TAATACCGCA
121 TAACGTCGCC AGACCAAAGA GGGGGACCTT CGGGCCTCTT GCCATCGGAT GTGCCCAGAT
181 GGGATTAGCT AGTAGGTGGG GTAACGGCTC ACCTAGGCGA CGATCCCTAG CTGGTCTGAG
241 AGGATGACCA GCCACACTGG AACTGAGACA CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG
301 GGGAATATTG CACAATGGGC GCAAGCCTGA TGCAGCCATG CCGCGTGTAT GAAGAAGGCC
361 TTCGGGTTGT AAAGTACTTT CAGCGGGGAG GAAGGCGATG AGGTTAATAA CCTCGTCGAT
421 TGACGTTACC CGCAGAAGAA GCACCGGCTA ACTCCGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGGA
481 GGGTGCAAGC GTTAATCGGA ATTACTGGGC GTAAAGCGCA CGCAGGCGGT CTGTCAAGTC
541 GGATGTGAAA TCCCCGGGCT CAACCTGGGA ACTGCATTCG AAACTGGCAG GCTTGAGTCT
601 CGTAGAGGGG GGTAGAATTC CAGGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGAGATCT GGAGGAATAC
661 CGGTGGCGAA GGCGGCCCCC TGGACGAAGA CTGACGCTCA GGTGCGAAAG CGTGGGGAGC
721 AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA TGTCTACTTG GAGGCTGTTC
781 CCTTGAGGAG TGGCTTCCGG AGCTAACGCG TTAAGTAGAC CGCCTGGGGA GTACGGCCGC
841 AAGGTTAAAA CTCAAATGAA TTGACGGGGG CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA
901 TTCGATGCAA CGCGAAGAAC CTTACCTACT CTTGACATCC AGAGAACTTA GCAGAGATGC
961 TTTGGTGCCT TCGGGAACTC TGAGACAGGT GCTGCATGGC TGTCGTCAGC TCGTGTTGTG
1021 AAATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC AACCCTTATC CTTTGTTGCC AGCGGTTCGG
1081 CCGGGAACTC AAAGGAGACT GCCAGTGACA AACTGGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAGT
1141 CATCATGGCC CTTACGAGTA GGGCTACACA CGTGCTACAA TGGCGCATAC AAAGAGAAGC
1201 GACCTCGCGA GAGCAAGCGG ACCTCATAAA GTGCGTCGTA GTCCGGATCG GAGTCTGCAA
1261 CTCGACTCCG TGAAGTCGGA ATCGCTAGTA ATCGTGGATC AGAATGCCAC GGTGAATACG
1321 TTCCCGGGCC TTGTACACAC CGCCCGTCAC ACCATGGGAG TGGGTTGCAA AAGAAGTAGG
1381 TAGCTTAACC TTCGGGAGGG CGC

2 k4 Sequence Assembly 1414bp

GTCGAGCGAA CAGATAAGGA GCTTGCTCCT TTGACGTTAG CGGCGGACGG GTGAGTAACA

61 CGTGGGTAAC CTACCTATAA GACTGGGATA ACTTCGGGAA ACCGGAGCTA ATACCGGATA
121 ACATTTGGAA CCGCATGGTT CTAAAGTGAA AGATGGTTTT GCTATCACTT ATAGATGGAC
181 CCGCGCCGTA TTAGCTAGTT GGTAAGGTAA CGGCTTACCA AGGCGACGAT ACGTAGCCGA
241 CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACTCCT ACGGGAGGCA
301 GCAGTAGGGA ATCTTCCGCA ATGGGCGAAA GCCTGACGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG
361 AAGGGTTTCG GCTCGTAAAA CTCTGTTATT AGGGAAGAAC AAACGTGTAA GTAACTGTGC
421 ACGTCTTGAC GGTACCTAAT CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA
481 TACGTAGGTG GCAAGCGTTA TCCGGAATTA TTGGGCGTAA AGCGCGCGTA GGCGGTTTCT
541 TAAGTCTGAT GTGAAAGCCC ACGGCTCAAC CGTGGAGGGT CATTGGAAAC TGGGAAACTT
601 GAGTGCAGAA GAGGAAAGTG GAATTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGCAG AGATATGGAG
661 GAACACCAGT GGCGAAGGCG ACTTTCTGGT CTGTAACTGA CGCTGATGTG CGAAAGCGTG
721 GGGATCAAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGAG TGCTAAGTGT
781 TAGGGGGTTT CCGCCCCTTA GTGCTGCAGC TAACGCATTA AGCACTCCGC CTGGGGAGTA
841 CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGACCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT
901 GGTTTAATTC GAAGCAACGC GAAGAACCTT ACCAAATCTT GACATCCTTT GAAAACTCTA
961 GAGATAGAGC CTTCCCCTTC GGGGGACAAA GTGACAGGTG GTGCATGGTT GTCGTCAGCT
1021 CGTGTCGTGA GATGTTGGGT TAAGTCCCGC AACGAGCGCA ACCCTTAAGC TTAGTTGCCA
1081 TCATTAAGTT GGGCACTCTA GGTTGACTGC CGGTGACAAA CCGGAGGAAG GTGGGGATGA
1141 CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGATTTGG GCTACACACG TGCTACAATG GACAATACAA

Hasil sekuensing DNA kemudian dianalisis menggunakan metode Basic

Local Alignment Search Tool

(BLAST) melalui

media daring NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Penelusuran melalui NCBI dilakukan terhadap urutan

basa DNA yang didapatkan untuk mengetahui kekerabatan spesies dari tiap sampel

bakteri yang diuji. H

pada gambar 5.9.

Hasil penelusuran dengan metode BLAST tersebut dapat dilihat
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Gambar 5.9 Hasil penelusuran kekerabatan spesies bakteri dari urutan nukleotida
DNA sampel y6 (a) dan k4 (b) melalui media daring NCBI

Berdasarkan literatur oleh Gaffar et al. (2021) terdapat beberapa indikator

1. Pluralibacter pyrinus, strain DSM12410T (99,86%)

- 99,86% pada 10 DNA target teratas, antara lain:

2. Pluralibacter pyrinus, strain E872 (99,86%)

3. Pluralibacter pyrinus, strain 533.12.1 (99,71%)

hasil BLAST yang dapat digunakan dalam menentukan kemiripan sekuen, antara
lain: Query Coverage dan Per. Ident mendekati 100%, e-value mendekati 0, serta
Max Score dan Total Score sama pada setiap database. Hasil penelusuran
nukleotida DNA dari isolat bakteri y6 didapatkan daftar spesies bakteri dengan
kontak kekerabatan yang paling mirip dengan diambil 10 spesies yang memiliki
persentase identitas teratas dari tiap sampel. Hasil penelusuran nukleotida DNA

sampel isolat y6 diketahui memiliki kontak kekerabatan dengan persentase 98,93%
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4. Enterobacter sp., strain NAB3e (99,64%)

5. Enterobacter sp., strain NAB3a (99,43%)

6. Enterobacter sp., strain NAB3 (98,94%)

7. Enterobacter hormaechei, strain CPO 4.200 (98,93%)
8. Enterobacter hormaechei, strain 40a (98,93%)

9. Enterobacter hormaechei, strain 15al (98,93%)

10. Enterobacter hormaechei, strain VITIJS3A (98,93%)

Hasil penelusuran nukleotida DNA sampel isolat k4 diketahui memiliki persentase
kemiripan identitas 100% pada 10 DNA target teratas. Persentase identitas kontak
kekerabatan DNA sampel menunjukkan bahwa isolat k4 merupakan spesies
Staphylococcus dengan strain yang berbeda-beda, antara lain:

1. Staphylococcus saprophyticus, strain UTI-045 (100%)

2. Staphylococcus saprophyticus, strain cgsm_h2 (100%)

3. Staphylococcus saprophyticus, strain UTI-042y (100%)

4. Staphylococcus edaphicus, strain 1328 (100%)

5. Staphylococcus edaphicus, strain Uyi_20 (100%)

6. Staphylococcus sp., strain Atelim2C (100%)

7. Staphylococcus edaphicus, strain BPs2 (100%)

8. Staphylococcus arlettae, strain NR_115607.1 (100%)

9. Staphylococcus arlettae, strain NR_156818.1 (100%)

10. Staphylococcus saprophyticus, strain 100 (100%)

Berdasarkan hasil yang didapatkan, nilai persentase identitas dari tiap isolat sampel

ada pada nilai > 98%, yang mana menurut literatur oleh Gaffar et al. (2021) nilai
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kemiripan > 98% mengindikasikan bahwa homologi sekuen berada pada tingkat
spesies. Hal tersebut dapat diartikan sampel yang diidentifikasi paling dekat
hubungannya dengan Pluralibacter pyrinus strain DSM12410T (99,86%) untuk
isolat y6 dan isolat k4 dengan Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045
(100%). Besarnya persentase homologi DNA pengelompokan bakteri dalam status
spesies dalam alignment suatu sekuen sangat dipengaruhi oleh persentase dan
panjang panjang asam amino (Suyono, 2010).

Penelusuran kontak kekerabatan lebih lanjut dilakukan dengan membuat
pohon filogenetik. Pohon kekerabatan filogenetik isolat bakteri y6 dan k4 telah
didapatkan melalui proses penelusuran dengan website NBCI menggunakan
metode neighbour joining. Metode neighbour joining merupakan metode yang
banyak digunakan dalam merekonstruksi filogeni dalam jumlah besar, kelebihan
metode berupa kecepatan komputasi dan akurasi tinggi dalam inferensi filogenetik
(Kumar & Gadagkar, 2001). Pembentukan pohon filogenetik dibuat dengan
mengambil data sekuen yang memiliki kemiripan paling tinggi dari database
kemudian disejajarkan (alignment) dengan sekuen sampel (Gaffar et al., 2021).
Hasil penelusuran pohon filogenetik bersifat monofiletik yang mana artinya suatu
kelompok memiliki satu leluhur yang mewariskan sifat genetik, morfologi serta
biokimia pada semua keturunannya. Hal itu menyebabkan anggota monofiletik
berkerabat sangat dekat antara satu dengan yang lain, yang berasal dari genus yang
satu (Anafarida & Badruzsaufari, 2020). Pohon filogenetik dari masing-masing

isolat sampel dapat dilihat pada gambar 5.10.
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Pluralibacter pyrinus partial 16S TRNA gene, type strain DSM12410T
Pluralibacter pyrinus strain E872 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
enterobacteria | 3 leaves
9lcl|Query 114277
@ Pluralibacter pyrinus strain 533.12.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
lenterobacteria | 5 leaves

@ Uncultured organism clone ELU0110-T273-S-NI_000177 small subunit ribosomal RNA gene, partial seq...

Enterobacter hormaechei strain BW chromosome, complete genome

| rQEnterobacter sp. strain InAD-122 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
©OEnterobacter hormaechei strain E70 chromosome, complete genome
OEnterobacter hormaechei strain C15 chromosome, complete genome

Qf ?Enterobacter hormaechei strain FDAARGOS_642 chromosome, complete genome

‘eutel‘obacteria and bacteria | 23 leaves

|0.002 I
‘emerobacteria and bacteria | 60 leaves
Gambar 5.10 Pohon filogenetik kekerabatan isolat bakteri y6

Berdasarkan hasil penelusuran pohon filogenetik dengan NCBI, isolat y6
memiliki kekerabatan terdekat dengan Pluralibacter pyrinus strain 533.12.1,
ditunjukkan dengan keberadaan kedua spesies tersebut pada cabang yang sama. Hal
tersebut selaras dengan literatur oleh (Masruroh et al., 2018) bahwa pada pohon
filogeni masing-masing spesies yang memiliki tingkat kekerabatan paling dekat
dikelompokkan pada cabang yang sama. Berbeda dari hasil pada tahap penelusuran
sebelumnya yang dilihat berdasarkan persentase identitas (gambar 5.13),
berdasarkan pengamatan pohon filogeni isolat y6 memiliki kekerabatan lebih dekat
dengan spesies P. pyrinus strain 533.12.1 daripada P. pyrinus strain DSM12410T.
Hal ini dapat dipengaruhi oleh karena perbedaan pasangan basa yang dimiliki antar
spesies. Menurut literatur oleh Triesita et al. (2018) bahwa semakin rendah
perbedaan basa nukleotida dari tiap spesies maka akan menunjukkan hubungan
kekerabatan yang semakin dekat antar spesies tersebut. Diketahui bahwa isolat y6
memiliki panjang urutan basa DNA sebesar 1403 bp, yang mana memiliki
perbedaan basa nukleotida lebih sedikit dengan P. pyrinus strain 533.12.1 (1384

bp) daripada dengan P. pyrinus strain DSM12410T (1535 bp).
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Pluralibacter pyrinus pada mulanya merupakan Enterobacter pyrinus yang
diisolasi dari lesi bercak coklat pada daun pohon pir. Bakteri ini merupakan bakteri
berbentuk batang, bersifat fakultatif anaerobic, gram negatif dan motil. Bakteri ini
memiliki kekerabatan dengan spesies dari famili Enterobacteriaceae lain seperti
Enterobacter gergoviae dan Enterobacter agglomeruns (Chung et al., 1993). Brady
et al. (2013) dalam literaturnya menyatakan bahwa Pluralibacter pyrinus
merupakan suatu spesies bakteri yang tergolong dalam famili Enterobacteriaceae.
Pluralibacter pyrinus oleh Brady ditulis sebagai Pluralibacter pyrinus comb. nov.
Comb. nov. (combination nova) merupakan nama baru berdasarkan nama sah yang
diterbitkan sebelumnya, yang merupakan nama dasarnya. Hal tersebut dapat
diartikan dengan suatu spesies telah dipindahkan dari satu genus ke genus lainnya.

Staphylococcus sp. strain RWi253 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Q Staphylococcus saprophyticus strain Colony294 chromosome
{Staphylococcus saprophyticus strain SH6iii 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus sp. KJ1-5-911 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Staphylococcus saprophyticus stram UTI-045-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
(Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045 chromosome, complete genome
OStaphylococcus saprophyticus strain cqsm_h2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
@Staphylococcus saprophyticus strain UTI-042y chromosome, complete genome
©Staphylococcus edaphicus strain 1328 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
OStaphylococcus edaphicus strain Uyi_20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
OStaphylococcus sp. strain Atelim2C 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
OStaphylococcus edaphicus strain BPs2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

DStaphylococcus arlettae strain NR_115607.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

| 0.00009 I ‘ firmicutes and bacteria | 87 leaves

9lcl|Query_358479

Gambar 5.11 Pohon filogenetik kekerabatan isolat bakteri k4
Isolat k4 memiliki kemiripan nilai persentase identitas sebesar 100% pada
DNA target penelusuran di genbank NCBI. Persentase kemiripan 100% tersebut
mengarah berbagai macam spesies dengan strain yang bervariasi dari genus
Staphylococcus, yang pada urutan pertama mengarah kepada spesies
Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045. Staphylococcus saprophyticus

merupakan Staphylococcus koagulase-negatif, gram-positif dan merupakan
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uropatogen utama infeksi saluran kemih (ISK) tanpa komplikasi. Staphylococcus
saprophyticus merupakan spesies bakteri yang umum dikenal sebagai salah satu
penyebab infeksi saluran kemih (Fauziah et al., 2022), walau begitu S.
saprophyticus memiliki virulensi yang lebih rendah atau potensi patogen yang lebih
rendah dibandingkan S. aureus (Hur et al., 2016; Michels et al., 2021).

Hasil identifikasi secara fenotip pada isolat y6 dari sampel Y apabila
diselaraskan dengan hasil identifikasi genotip filogeninya didapatkan karakteristik
bakteri sedikit kurang selaras. Ada kesamaan ciri pada sifatnya yang berkatalase
positif, oksidase negatif, bersifat non endospora, dan bersifat fermentatif, namun
berbeda pada ciri lainnya, seperti bakteri yang terdeteksi (Pluralibacter pyrinus dan
Enterobacter hormaechei) adalah bakteri gram negatif dan bersifat motil
(Hoffmann et al., 2005; S. Kumar et al., 2023). Sedangkan hasil identifikasi secara
fenotip pada isolat k4 dari sampel K apabila diselaraskan dengan hasil identifikasi
genotip filogeninya didapatkan karakteristik bakteri ada kesamaan ciri pada bakteri
berupa bakteri gram positif, berkatalase positif dan tidak membentuk endospora.
Adapun karakteristik yang berbeda adalah bakteri berbentuk kokus atau bulat,
selain itu dari bakteri hasil genotip filogeni yang didapatkan (Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus edaphicus, dan Staphylococcus arlettae)
menunjukkan karakteristik bakteri berupa koagulase negatif kokus atau coagulase-
negative staphylococcus (CNS) (Fauziah et al., 2022; Han et al., 2023; Pantucek et
al., 2018). Berdasarkan literatur oleh Firdausy et al. (2023) bakteri stafilokokus
koagulase negatif atau CNS memiliki peran dalam hal fermentasi. Dikutip dari

penelitian sebelumnya Staphylococcus sp. dapat diisolasi dari makanan olahan dan
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bermanfaat dalam proses pembuatan daging fermentasi juga berbagai produk susu
(Soares et al., 2011). Meskipun penggunaan bakteri yang bersifat CNS dalam
produk fermentasi dapat dianggap menguntungkan, aspek keamanannya masih
perlu diselidiki lebih lanjut, karena menurut literatur oleh Lawal et al. (2021) S.
saprophyticus merupakan bagian dari flora usus dan dubur ternak, termasuk sapi,
dan sering menjadi kontaminan pada daging dan produk makanan fermentasi.
Hasil identifikasi bakteri berupa pengetahuan keilmuan yang diperoleh
tidak hanya bermanfaat untuk sekelompok kecil, tetapi juga untuk masyarakat
secara keseluruhan. Penerapan nilai-nilai juga dapat menciptakan dampak positif
dalam masyarakat ataupun lingkungan. Fakultas Kedokteran dan [Imu-limu
Kesehatan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang diketahui memiliki misi
“mengembangkan kesehatan haji sebagai keunggulan fakultas dalam tridharma
perguruan tinggi“. Berdasarkan hal tersebut, hasil penelitian ini diharapkan dapat
menjadi referensi tambahan bagi ilmu pengetahuan yang menyangkut bidang
kesehatan, termasuk di dalamnya kesehatan haji. Ibadah haji merupakan ibadah
yang memerlukan kekuatan fisik dan mental yang sehat sehingga diperlukan asupan
yang dapat menambah energi dalam menjalankan semua rukun dalam ibadah haji
(Rani, 2023). Pengetahuan jamaah haji dalam menjaga pola hidup sehat meliputi di
dalamnya tentang pentingnya mengkonsumsi makanan dan minuman bergizi sangat
diperlukan demi menunjang kebugaran tubuh. Konsumsi produk sehat dan bergizi
seperti yoghurt dan/atau kefir yang memiliki potensi sebagai antibakteri termasuk
di dalam pola makan dan minum sehat yang mudah untuk dilakukan bagi jamaah

haji.
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Penelitian ilmiah ini merupakan salah satu bentuk pendalaman ilmu secara
akademis dengan cara yang mulia. Suatu ilmu pengetahuan adalah hikmah yang
dapat diambil oleh setiap muslim. Maulana & Tarto (2022) dalam literaturnya
mengatakan bahwa hikmah adalah sebuah pengetahuan atau tata cara untuk dapat
melakukan sesuatu yang dapat memberikan manfaat. Berikut merupakan hadits

yang diriwayatkan oleh Ibnu Majah terkait hikmah:

o, 4§ ° o o~ ! s @ or (7nE . & g1 o7 o 2 °or 15595
cw\éﬁ(@p;f%&ém;;ub JG o jjs%;gﬁge)x:‘g;u,\,

L R0 e e o 0 06006 Sk ol o et e 22

e 5T 5 s ks i

Artinya: “Telah menceritakan kepada kami Abdurrahman bin Abdul Wahhab dia

berkata: telah menceritakan kepada kami Abdullah bin Numair dari Ibrahim bin Al

Fadl dari Sa'id Al Magburi dari Abu Hurairah dia berkata: Rasulullah

shallallahu'alaihi wasallam bersabda: "Kalimat hikmah adalah barang seorang

mukmin yang hilang, maka dimana saja ia menemukannya ia lebih berhak untuk
mengambilnya."

Al-Qur'an sebagai sumber ajaran Islam dan Hadits sebagai petunjuk dari
Rasulullah SAW memberikan nilai-nilai etika yang mengatur setiap aspek
kehidupan. Dikutip dari literatur oleh Romlah & Rusdi (2023) bahwa Islam
merupakan pilar bagi kehidupan. Islam mendorong kolaborasi dan berbagi
pengetahuan untuk kebaikan bersama. Integrasi dan sinergi pada penelitian yang
meliputi kolaborasi antar peneliti, lembaga penelitian, dan negara dapat diterapkan

untuk meningkatkan pemahaman tentang mikroorganisme. Diharapkan dengan
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memahami dan menerapkan nilai-nilai keislaman, penelitian terkait identifikasi
bakteri ini dapat menjadi lebih bermakna dan bermanfaat secara etis sesuai dengan

ajaran Islam yang selamat dan menyelamatkan.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Isolat bakteri asam laktat pada sampel yoghurt dan sampel kefir memiliki
aktivitas antimikroba terhadap E. coli, yang ditunjukkan dengan zona
hambat terbesar pada isolat y6 (9,47 + 0,16 mm) dan isolat k4 (8,12 + 0,08
mm). Hasil berdasarkan analisis SPSS post hoc uji Mann Whitney
menunjukkan nilai signifikan pada y6 sebesar 0,05 dan pada k4 0,046; yang
mana hal tersebut mengartikan terdapat aktivitas antimikroba dari isolat y6
maupun k4 terhadap bakteri E. coli.

Karakteristik fenotip bakteri asam laktat yang didapatkan dari kedua sampel
adalah bakteri berbentuk batang, tergolong ke dalam gram positif, bersifat
non motil, non endospora, katalase positif, dapat memfermentasi
karbohidrat, dan oksidase negatif.

Hasil dari pengujian secara genotip isolat y6 dari sampel yoghurt (Y)
memiliki kekerabatan terdekat secara filogeni dengan Pluralibacter pyrinus
strain 533.12.1 (99,71%); sedangkan isolat k4 dari sampel kefir (K)
teridentifikasi sebagai Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045

(100%).

6.2 Saran

1. Perlu kajian lebih lanjut mengenai metabolit apa saja yang berperan dalam

aktivitas antimikroba pada bakteri
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2. Kedisiplinan kerja perlu ditingkatkan saat melakukan proses perlakuan

atau pengerjaan penelitian serta penulisan
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja
L.1.1 Isolasi BAL

Diambil 1ml kefir dan dilarutkan
dalam 9 ml H20

l

Hasil pengenceran diambil 1 ml dan
dilarutkan kembali dalam 9 ml H20

|

Diulangi kembali sampai dengan 10

|

Sampel ditanam di MRSA dengan

metode cawan sebar

|

Inkubasi suhu 37°C selama 48 jam

l

Koloni diinokulasi ke MRSA yang
baru

Inkubasi suhu 37°C selama 48 jam

L.1.2 Identifikasi Fenotip Isolat BAL
L.1.2.1 Uji Pewarnaan Gram

Isolat diambil dan diletakkan
diatas objek glass

Difiksasi dan ditetesi kristal
violet. Didiamkan 60 dtk

|

Dicuci lalu ditetesi larutan iodin.
Didiamkan 2 mnt

|

Dicuci lalu ditetesi safranin.
Didiamkan selama 30 dtk

|

Dicuci lalu diamati dibawah
mikroskop
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L.1.2.2 Uji Endospora

L.1.2.3 Uji Matilitas

L.1.2.4 Uji Katalase

Diambil isolat dan diletakkan
diatas gelas obyek

Difiksasi dan digenangi
malachite green

Dipanaskan diatas penangas air
selama +10 menit

Dicuci lalu diamati dibawah
mikroskop

Ditusukkan isolat pada media
SIM agar tegak

Diinkubasi suhu 37°C selama 48
jam

!

Diamati rambahan pada media

Diambil isolat dan diletakkan
pada gelas objek

Ditetesi reagen H202 3%

Diamati adanya gelembung
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L.1.2.5 Uji Fermentasi Karbohidrat

Ditusukkan isolat pada media
miring TSIA

|

Diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C

|

Diamati adanya perubahan
warna pada media

L.1.2.6 Uji Oksidase

Dilarutkan isolat dengan
aquades dan diletakkan pada
gelas objek

Direndam disk pada larutan
isolat

|

Diamati perubahan warna pada
disk

L.1.3 Uji Aktivitas Antibakteri
L.1.3.1 Ektraksi Cell Free Supernatant (CFS)

Isolat BAL ditumbuhkan pada
media MRSB

Diambil 1 ml dan dimasukkan
dalam microtube

Disentrifuge pada 10.000 rpm
selama 5 mnt

CFS diambil dan difilter

Direndam blank disc pada CFS




L.1.3.2 Uji Aktivitas Antibakteri Terhadap E. coli

Ditanam bakteri patogen pada
media MHA di cawan petri

Diletakkan kontrol positif,
negatif dan disc rendaman CFS

Diinkubasi pada suhu 18-24 jam

Diukur zona bening
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Lampiran 2. Hasil Uji SPSS

L.2.1 Uji Normalitas Saphiro-Wilk

Case Processing Summary

79

Cases
Yalid Missing Total
Kelompok M Fercent M Percent Fercent
Replikasi  Kontrol Positify 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kantrol Megatify 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Kontrol Positif K 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
Kantrol Megatif K 3 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
¥l 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
y2 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
y3 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
y4 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
¥ 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
Y6 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k1 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k2 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k3 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k4 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k& 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%
k& 3 100.0% ] 0.0% 3 100.0%




80

Tests of Normality
Kaolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic lf 3ig. Statistic df 3ig.
Replikasi  Kontrol Positify 8T 3 858 3 B1A8
Kontrol Megatif v 218 3 887 3 780
Kontrol Positif K 385 3 750 3 000
Kaontrol Megatif kK 253 3 964 3 G637
y1 283 3 964 3 G637
y2 385 3 740 3 000
Y3 337 3 B85 3 253
yd 385 3 740 3 000
Y4 283 3 964 3 G637
yE& 328 3 871 3 .2498
k1 385 3 740 3 000
2 218 3 887 3 780
k3 282 3 923 3 463
k4 283 3 964 3 G637
k& 314 3 .B93 3 363
k@ 238 3 976 3 702

a. Lilliefors Significance Correction

L.2.2 Uji Homogenitas Levene test

Test of Homogeneity of Variances

log_replikasi
Levene
Statistic dfi df2 Sig.
2.051 15 a2 043

L.2.3 Uji Beda Kruskall-Wallis

Test Statistics™"”
Replikasi
Chi-Square 45 587
of 15
Asymp. Sig. .0oo

a. Kruskal Wallis Test
b, Grouping Variable:

Kelompolk




L.2.4 Uji Post Hoc Mann-Whitney
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Ranks
Sum of
Kelompak M Mean Rank Ranks
Replikasi  Kontrol Positif Yy 3 5.00 15.00
Y6 3 2.00 6.00
Total G
Test Statistics™
Replikasi
Mann-Whitney U .00n
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
g:c;;}t Sig. [2*(1-tailed 100t
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Mot corrected for ties.
Sampel y6 dengan kontrol positif Y
Ranks
Sum of
Kelompok M Mean Rank Ranks
Replikasi  Kontrol Positif K 3 5.00 15.00
kd 3 2.00 6.00
Total ]
Test Statistics®
Replikasi
Mann-Whitney 1J 000
Wilcoxon W 6.000
z -1.893
Asymp. Sig. (2-tailed) 046
ET;;:]t Sig. [2*(1-tailed 100b

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Mot corrected for ties.

Sampel k4 dengan kontrol positif K



Lampiran 3. Hasil Lab genotip PCR

CUSTOMER DETAILS

Apt. Alif Firman Firdausy, S. Farm., M. Biomed
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Service Order ID

GMS - 1981

Malang

JI. Kusuma Bangsa Gg Beringin Ill, rt 002/rw 008,
Kel. Tumenggungan, Kec. Lamongan, Kab.
Lamongan

Type of Service

Species Barcoding

Telp : 0813-5945-7475 Date of
HP : 0813-3671-3332 Submission 18/04/2022
Email : aliffirman.firdausy@uin-malang.ac.id Date C leted

ate Lomplete 10/05/2021

(with deliverables)

SAMPLE INFORMATION

Sample Name
PCR Primer
PCR Products

Y.1.2;Y.26, K24
16s (27F/1492R)

Species Barcoding Bacteria (~1400bp)

W r =

METHODS

RESULTS

. Nucleic Acid (Genomic DNA) Quantification (Nanodrop)

. Genomic DNA extraction with Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research, D6005)
. PCR amplification with (2x) My Tag HS Red Mix (Bioline, BIO-25048)
. Bi-directional Sequencing

No Sample Name Conc. (ng/pl) Acsamao | Azsorzso "'"(L"I')“’
[ Y12 47 170 | 0.16 30
2 Y26 138 103 | 0.12 30
3 K.2.4 185 1.85 0.15 30

PT. GENETIKA SCIENCE INDONESIA
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2. Gel Photo - PCR Products

1 pL PCR Products :‘506%%0
wee 6,000
assessed by 5.000
electrophoresis with — 4,000
0.8% TBE agarose — 3,000
— 2500
— 2,000
M, 1 Kb bp DNA =180
ladder (loaded 2,5 I
pL); samples ranged b
in the order of upper —7%0
table — 500
NTC : Non Template
Control =20
3. Sequence A bly Result - PCR Products
No | Sample Name Sequ
Noise Sequence Result
Apphed 18¢_BASE_4488607_1081_1_27F skt K8 140 KBbep
sosor_tee1_1.27% ¥8_3730_POPT_BOTG meb

J Biosystems

CH20 WG4 Piate Nara Rundt 350

st ModeiNarme: ST3082-ABITS0-1407-027

Sequeice Scarmev1 0

Prited on Mey 08,2072 0B 5824 GMT

Elaciropharogram Data Page 1 £ 4
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Genetika
Lab

No | Sample Name Sequences
Note:
Terdapat double peak pada sequence Sampel Y.1.2 yang biasanya diakibatkan karena
terdapat lebih dari satu template dalam reaksi PCR, hal ini mengakibatkan pembacaan
Sanger sequencing menjadi noise. Saran dari Genetika Lab, untuk mendapatkan full
sequence 16s dari sampel ini bisa dilakukan pemurnian isolat terlebih dahulu atau dilakukan
PCR product cloning untuk selanjutnya disequencing dari plasmid yang mengandung gen
insert.
Sequence Assembly 1403bp
1 AGTCGAACGG TARCAGGAAG CAGCTTGCTG CTTCGCTGAC GAGTGGCGGA CGGGTGAGTA
61 ATGTCTGGGA ARCTGCCCGA TGGAGGGGGA TAACTACTGG ARACGGTAGC TAATACCGCA
121 TAACGTCGCC AGACCAAAGA GGGGGACCTT CGGGCCTCTT GCCATCGGAT GTGCCCAGAT
181 GGGATTAGCT AGTAGGTGGG GTAACGGCTC ACCTAGGCGA CGATCCCTAG CTGGTCTGAG
241 AGGATGACCA GCCACACTGG AACTGAGACA CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG
301 GGGANTATTG CACAATGGGC GCAAGCCTGA TGCAGCCATG CCGCGTGTAT GAAGAAGGCC
36l TTCGGGTTGT ARRGTACTTT CAGCGGGGAG GAAGGCGATG AGGTTAATAR CCTCGTCGAT
421 TGACGTTACC CGCAGAAGAA GCACCGGCTA ACTCCGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGGA
481 GGGTGCAAGC GTTAATCGGA ATTACTGGGC GTAAAGCGCR CGCAGGCGGT CTGTCAAGTC
541 GGATGTGAAA TCCCCGGGCT CAACCTGGGA ACTGCATTCG ARACTGGCAG GCTTGAGTCT
601 CGTAGAGGGG GGTAGAATTC CAGGTGTAGC GGTGARATGC GTAGAGATCT GGAGGAATAC

2 Y.286 661 CGGTGGCGAA GGCGGCCCCC TGGACGAAGA CTGACGCTCA GGTGCGARAG CGTGGGGAGC
721 ARACRGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA TGTCTACTTG GAGGCTGTTC
781 CCTTGAGGAG TGGCTTCCGG AGCTAACGCG TTAAGTAGAC CGCCTGGGGA GTACGGCCGC
841 AMGGTTAAARA CTCARATGAA TTGACGGGGG CCCGCACAMG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA
901 TTCGATGCAA CGCGAAGAAC CTTACCTACT CTTGACATCC AGAGAACTTA GCAGAGATGC
961 TTTGGTGCCT TCGGGAACTC TGAGACAGGT GCTGCATGGC TGTCGTCAGC TCGTGTTGTG
1021 ARATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC AACCCTTATC CTTTGTTGCC AGCGGTTCGG
1081 CCGGGAACTC ARAGGAGACT GCCAGTGACA AACTGGAGGR AGGTGGGGAT GACGTCAAGT
1141 CATCATGGCC CTTACGAGTA GGGCTACACA CGTGCTACAR TGGCGCATAC AAAGAGAAGC
1201 GACCTCGCGA GAGCAAGCGG ACCTCATAAM GTGCGTCGTA GICCGGATCG GAGTCTGCAA
1261 CTCGACTCCG TGAAGTCGGA ATCGCTAGTA ATCGTGGATC AGAATGCCAC GGTGAATACG
1321 TTCCCGGGCC TTGTACACAC CGCCCGTCAC ACCATGGGAG TGGGTTGCAR AAGAAGTAGG
1381 TAGCTTAACC TTCGGGAGGE CGC
Sequence Assembly 1414bp
1 GTCGAGCGAA CAGATAAGGA GCTTGCTCCT TTGACGTTAG CGGCGGACGG GTGAGTAACA
61 CGTGGGTAAC CTACCTATAA GACTGGGATA ACTTCGGGAR ACCGGAGCTA ATACCGGATA
121 ACATTTGGAA CCGCATGGTT CTAAAGTGAA AGATGGTTTT GCTATCACTT ATAGATGGAC
181 CCBCGCCGTA TTAGCTAGTT GGTAAGGTAA CGGCTTACCR AGGCGACGAT ACGTAGCCGA
241 CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACTCCT ACGGGAGGCA
301 GCAGTAGGGA ATCTTCCGCA ATGGGCGAAA GCCTGACGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG
361 ARGGGTTTCG GCTCGTAAAA CTCTGTTATT AGGGAAGAAC AMACGTGTAA GTAACTGTGC
421 ACGTCTTGAC GGTACCTAAT CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA
481 TACGTAGGTG GCAAGCGTTA TCCGGAATTA TTGGGCGTAR AGCGCGCGTA GGCGGTTTCT

3 K2.4 541 TAAGTCTGAT GTGAAAGCCC ACGGCTCAAC CGTGGAGGGT CATTGGABAC TGGGARACTT
601 GAGTGCAGAA GAGGAAAGTG GAATTCCATG TGTAGCGGTG ARATGCGCAG AGATATGGAG
661 GAACACCAGT GGCGAAGGCG ACTTTCTGGT CTGTAACTGA CGCTGATGTG CGAARGCGTG
721 GGGATCAAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT ARACGATGAG TGCTAAGTGT
781 TAGGGGGTTT CCGCCCCTTA GTGCTGCAGC TAACGCATTA AGCACTCCGC CTGGGGAGTA
841 CGACCGCAAG GTTGAMACTC AMAGGAATTG MCGGGGACCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT
901 GGTTTAATTC GARGCAACGC GAAGAACCTT ACCAAATCTT GACATCCTTT GAAAACTCTA
961 GAGATAGAGC CTTCCCCTTC GGGGGACAAM GTGACAGGTG GTGCATGGTT GTCGTCAGCT
1021 CGTGTCGTGA GATGTTGGGT TAAGTCCCGC AACGAGCGCR ACCCTTARGC TTAGTTGCCA
1081 TCATTAAGTT GGGCACTCTA GGTTGACTGC CGGTGACAAR CCGGAGGRAG GTGGGGATGA
1141 CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGATTTGGE GCTACACACG TGCTACAATG GACAATACAA
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Genetika
) Lab

No | Sample Name Sequences
1201 AGGGCAGCTA AACCGCGAGG TCATGCAAAT CCCATAAAGT TGTTCTCAGT TCGGATTGTA
1261 GTCTGCAACT CGACTACATG AAGCTGGAAT CGCTAGTAAT CGTAGATCAG CATGCTACGG
1321 TGAATACGTT CCCGGGTCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CACGAGAGTT TGTAACACCC
1381 GAAGCCGGTG GAGTAACCAT TTATGGAGCT AGCC
4. Top 10 Hit BLAST Results Against NCBI Database, Excluding Uncultured Sample Sequences
No | Sample Name Result Links
1 Y12 Noise Sequence Result
Ouscrgnen MaxSoere Totx 0w O Co  Evia ] Accossn
IR IR RS x 22 18 100% 00 i
=0 100% 1] EFN
-] oo o0 .
%% 00 w7
oo a0 s
2 Y26 00% 1] EES
- -] 0% 00 TN
00 00 wiaw
oo 00 s
alLata 2 = 0% 00 EE
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LN875036.1,EF059884.1,AY395008.1, MG859616.1, AY3
95007.1,MN733028.1, MN294585.1, MN294583.1, MN258703.1,MG576153.1
seston S e 20 tme S e
o 00 toonom
%1 100% a0 10000%
o o o0 ooow
-] w2 100% 00 16000%
»12 100% ao 10000%
3 K.2.4 w2 o oo ooow
»n 100 00 10000%
100% 00 100.00%
22 100% 0 10000%
a w2 wow w0 toonow
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP054831.1, MN826552.1,CP054438.1, MT573756.1,MT
507214.1, MT386290.1, MT269536.1, MN851079.1 MN851078.1, MF457583.1

Pada kolom result link terdapat enam kolom informasi meliputi:

1)

2)

3)

Description (Deskripsi) merupakan judul informasi yang biasanya terdiri dari genus, spesies, jenis
strain, jenis fragmen gen/DNA, dan tipe kelengkapan sekuens DNA yang ditampilkan per informasi
tersebut  (partial sequence berarti hanya sebagian sekuens DNA dari total gen/fragmen yang
sebenarnya, sedangkan full CDS adalah sekuens DNA pengkode gen yang lengkap)

Max Score adalah total nilai yang didapatkan dari pensejajaran antara sekuens masukkan (input
sequence/query) dengan sekuens database. Nilai tersebut didapatkan dari perhitungan matriks, yang
merupakan matriks substitusi (substitution matrix)

Total Score adalah total nilai yang didapatkan dari semua pensejajaran antara sekuens masukkan
(input sequence/query) dengan sekuens database yang sejajar. Nilai ini bisa berbeda dengan max
score jika terdapat lebih dari satu pensejajaran yang terjadi
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F-’

4)

5)

6)

1)
3)

4)
5)

6)

Query Coverage adalah persentase yang menggambarkan seberapa besar/panjang kesesuaian
sekuens masukan jika dibandingkan dengan sekuens DNA target. Jika sekuens DNA masukkan
sepanjang/menyelimuti (covering) seluruh sekuens DNA target pada database NCBI, maka persentase
tersebut adalah 100%.

E Value adalah merupakan nilai pengharapan (expectation value) merupakan suatu ukuran yang mana
pensejajaran ini terjadi secara kebetulan (by chance). E value yang baik adalah mendekati nol.
Sehingga tidak ada kemungkinan bahwa kejadian pensejajaran tersebut terjadi secara kebetulan
Percentage Identity merupakan suatu persentase yang menunjukkan seberapa sesuai antara sekuens
DNA masukan dengan sekuens DNA target.

Untuk sampel mikroorganisma jika menggunakan marka 16S rRNA maka dikatakan identikal
(similar) pada level spesies jika nilai “percentage identity” nya diatas 97.5%, dan pada level
genus jika nilai “percentage identity” nya diatas 95%(Stackebrandt and Goebel, 1994).

Description is annotation information about genus, species, strain, gen fragment

Max score is the alignment score between query sequence and target sequence in DNA database.

Total score is the total score of all alignment which are exist between query and target sequence in DNA
database. The total score can be different with max score if the query sequence match to more then one
site with the target sequence

Query coverage is percentage of length of the query sequence with the target equence. If the query
sequence covers all of the target sequence then the query coverage is 100%

E value is a number that describes how many times you would expect a match by chance in a database
of that size. The lower the Evalue is, the more significant the match

Percentage identity shows similarity between query sequence and target sequence. For
microorganisms, using 16srRNA primers, similar to species level (above 97.5%), genus level (above
95%)

5. Phylogenetic Tree = Neighbor Joining (Unrooted Tree) by NCBI Blast Tree Method

Please refers to images in result folder.

References:
Stackebrandt, E., Goebel, B.M., 1994. Taxonomic Note: A Place for DNA-DNA Reassociation and 16S rRNA

Sequence Analysis in the Present Species Definition in Bacteriology. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology 44, 846—849. https://doi.org/10.1099/00207713-44-4-846
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Lampiran 4. Berkas Penelitian
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Perihal : Perizinan Menggunakan Lab Mikrobiologi

Kepada Yth :
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Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan
UIN Maulana Malik Ibrahim Malang

Di Malang

Sehubungan dengan penyelenggaraan penelitian kolaborasi Dosen dan Mahasiswa
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Azizah Nurul Rahmadhany 18930091 Anggota Peneliti
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Judul Penelitian:

Metabolite Profiling Cell Free Supernatant Isolat Bakteri Asam Laktat dari Yoghurt
di Kabupaten Malang

Dengan ini kami mohon agar dapat diizinkan untuk menggunakan laboratorium
sesuai dengan syarat dan ketentuan yang berlaku.
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