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Abstrak

Telah dilakukan penelitian mengenai potensi S. hominis K1A dari susu kerbau Belang Toraja
sebagai kandidat probiotik. Tujuan : untuk menganalisis potensi Staphylococcus hominis K1A
dari susu Kerbau Belang Toraja sebagai kandidat probiotik. Metode : Staphylococcus hominis
K1A diuji aktivitas sebagai kandidat probitik meliputi uji hemolisa agar, uji sensitivitas terhadap
antibiotic, uji ketahanan asam dan ketahanan garam empedu secara invitro serta uji aktivitas
antimikrobialnya. Hasil: hasil analisa menunjukkan bahwa Staphylococcus hominis K1A bersifat
non pathogen, sensitive terhadap antibiotic, mampu bertahan pada kondisi asam dan garam
empedu secara invitro, efektif menghambat pertumbuhan EPEC, S. aureus dan S. typhi.
Kesimpulan : Staphylococcus hominis K1A efektif digunakan sebagai kandidat probiotik secara
invitro

Kata Kunci : Kerbau Belang, Probiotik, Staphylococcus hominis
Abstract

Research about potency of S. hominis K1A from milk Toraja Belang Buffalo as a probiotic
candidate. Aim : to analyze potential of Staphylococcus hominis K1A from milk of Toraja Belang
Buffalo milk as a probiotic candidate. Methode : Staphylococcus hominis K1A was assay as a
probitic candidate activity including hemolysis assay, antibiotic sensitivity, acid and bile salt
resistance and antimicrobial activity test. Result : The analysis showed that Staphylococcus
hominis K1A is non pathogenic, sensitive to antibiotics, able to survive in acidic and bile salts
gastrointestinal,, effectively inhibiting the growth of EPEC, S. aureus and S. typhi. Conclucion :
Staphylococcus hominis K1A is effectively used as a probiotic candidate.
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Pendahuluan

Masuknya patogen ke dalam tubuh menyebabkan banyak infeksi yang berbeda. Bakteri
masuk ke dalam saluran pencernaan atau hanya pada usus sebelum menyebar ke seluruh
tubuh. Infeksi ini diasosiasikan dengan mengonsumsi makanan yang telah terkontaminasi oleh
patogen. Keracunan makanan dapat terjadi setelah mengonsumsi makanan yang mengandung
toksin atau bakteri patogen. Penyakit yang berkaitan dengan saluran pencernaan yaitu diare
dan di negara berkembang, penyakit diare dapat menyebabkan kematian khususnya bagi anak-
anak. Salahsatuobatuntukmengatasimasalahtersebutadalahpemberian antibiotik. ~ Namun,
berbagaistudimenemukanbahwasekitar40-62%antibiotik digunakansecaratidaktepat. Hal ini
menyebabkan timbulnya resistensi, selain itu juga dapatmerusak mikroorganisme komensal di
dalam usus manusia (Sanders, 1999 & FAO/WHO, 2001, Sung dkk., 2010). Berdasarkan hal
tersebut,maka diperlukan antimikroba alternatif guna menurunkan kasus resistensi. Salah satu
alternatif yang disarankan oleh WHO adalah dengan menggunakan probiotik.

Probiotik adalah mikroorganisme hidup yang dapat memberikan dampak positif bagi
fisiologi dan kesehatan manusia ataupun hewan inangnya.Keuntungan mengonsumsi probiotik
yaitu mencegah dan mengobati penyakit infeksi pencernaan akibat mikroorganisme patogen,
dan dapat menyeimbangkan mikroorganisme intestinal pada saat masuk dalam saluran
pencernaan (Toma & Pokrotnieks, 2006, Parvez dkk., 2006, danSharma dkk., 2012). Beberapa
karakteristik penting bakteri probiotik adalah dapat menjaga dan memperbaikikeseimbangan
mikroorganismeintestinal, resisten terhadap asam dan garam empedu, tidak bersifat patogen
dan mampu menghasilkan senyawa antimikroba, serta mampu berkolonisasi pada saluran
pencernaan(Navarro dkk., 2000, Marconi dkk., 2014).Sung dkk. (2010) melaporan bahwa
Streptococcus hominisMBBL 2-9 dapat digunakan sebagai kandidat probiotik. Berdasarkan hal
tersebut, maka diperlukan analisis uji kandidat probiotik Streptococcus hominis K1A yang
diperoleh dari susu kerbau belang Toraja.

Metode Penelitian

Bakteri patogen Staphylococcus aureus 134-P, EPEC ATCC 25922 danSalmonella typhi
ATCC 58105535 diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran, Universitas
Brawijaya Malang. Streptococcus hominisK1A pada media MRSA(Oxoid Ltd, Basingtoke,
Hampshire, England) diperoleh dari susu Kerbau Belang Toraja Sulawesi Selatan, Indonesia.

Karakterisasi Isolat K1A sebagai Kandidat Probiotik

a. Uji patogenisitas /Hemolisa darah

Uji patogenisitas isolat KIAmenggunakan blood agar berdasarkan Jamaly dkk. (2011)
dan Hawaz (2014). Kultur umur 24 jam diletakkansatuose pada permukaan media blood agar
pada Cawan Petri, kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam dan diamati aktivitas
B-haemolysis (clear zone), a-hemolytic (green zone), dan y-hemolytic (tanpa clear zone).

b. Uji antibiotik

Sensitivitas antibiotik Staphylococcus hominis K1A dilakukan dengan disk diffusion
method berdasarkan manufacturer’s instructions disk antibiotic (oxoid). Uji sensitivitas dilakukan
menurut NCCLS (1998 & 2002), Hosseini, dkk., (2009), Banwo, dkk., (2012) Hawaz (2014),
Avaiyarasi, dkk., (2016) yaitu Staphylococcus hominis K1A diambil 100 pL (CFU 10° sel/mL)
dan diinokulasikan secara spread pada permukaan media MRS agar. Disk antibiotik yang
terdiri dari chloramphenicol (30 ug), ampicillin (10 pg), streptomycin (10 ug) dan Canamicin (30
ug) diletakkan di permukaan MRSA tersebut, kemudian dinkubasi 37 °C selama 24 jam. Isolat
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yang sensitif terhadap antibiotik dilihat secara semi kuantitatif berdasarkan diameter zona
hambat di sekeliling disk dan lebar zona tersebut dibandingkan dengan lebar zona hambat
tentang standar antibiotik menurut Oxoid yang mengacu pada kriteria National Commitee for
Clinical Laboratory Standard (NCCLS) dengan kategori resisten (R), intermediat (1) dan sensitif
(S). Antibiotik Chloramphenicol dikatakan R bila <12, | bila 13-17 dan S bila >18, Amphicillin R
bila <13, | bila 14-16 dan S >17.

c. Ujiresistensi isolat bakteri terhadap asam dan garam empedu

Uji resistensi Staphylococcus hominis K1A terhadap asam berdasarkan Mourad &
Karam (2006), Gropper dkk. (2009), Maqgsood dkk. (2013), Oluwajoba dkk. (2013), Mansour
dkk. (2014) dan Lee dkk. (2015), sedangkan resistensi terhadap garam empedu berdasarkan
Jamaly dkk. (2011), Jena dkk. (2013), Hawaz (2014), Mansour, dkk. (2014) dan Rizqiati dkk.
(2015). Uji resistensi di lakukan dengan mengambil isolat K1A fase pertumbuhan logaritmik
densitas 10’ sel/mL sebanyak satu milliliter ke MRS broth pH 3 dan 4 kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C selama tiga jam untuk uji tahan asam dan satu mililiter ke MRS broth yang
mengandung oxgall bile 0,3 %, 0,5 %, dan 1,0 % (v/v)kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C
selama empat jam untuk uji resistensi garam empedu. Jumlah sel setiap isolat bakteri pada
masing-masing perlakuan pH media dan garam empedu dihitung berdasarkan metode pour
plate pada media MRSA. Resistensi isolat bakteri terhadap pH dan garam empedu dihitung
menggunakan rumus (Sim dkk., 2012, Dias dkk., 2013, Hamida dkk., 2015, & Azat dkk., 2016).
Data tersebut dianalisis ragam dengan a = 5 %. menggunakan program SPSS 16.0.

SR (5)= Log CFUN; x100 % ......... 1)
Log CFU Ng

SR = Survival rate(Resistensi)
N; = Total jumlah bakteri setelah perlakuan
No = Total jumlah bakteri sebelum perlakuan

d. Analisis Aktivitas Antimikrobia K1A dari Susu Kerbau Belang Toraja terhadap Bakteri
Patogen Manusia

Staphylococcus hominis K1A diuji aktivitas antimikrobialnya terhadap bakteri patogen
berdasarkan Hawaz (2014) danLertcanawanichakul&Sawangnop (2008) menggunakan disk
diffusion method. Isolat stok kultur diambil satu ose dan diinokulasikan ke dalam 10 mL MRS
broth diinkubasi 37 °C selama 24 jam.Bakteri patogen aluran pencernaan yaitu EPEC
ATCC25922, Staphylococcus aureus 134-P, dan Salmonella typhi yang digunakan untuk
pengujian antimikrobial ditumbuhkan dalam medium Nutrient Broth(NB) hingga densitas
10°sel/mL. Kultur isolat bakteri patogen diambil 100 pL diinokulasikan secara spread plate pada
permukaan media NA dalam Cawan Petri.Blank disk ditambahkan kultur isolatumur 18 jam
dengan densitas 10”7 sel/mL sebanyak 50 pL, kemudian dikeringanginkan lalu diletakkan
dipermukaan Cawan Petri, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.Aktivitas
antimikrobia isolat K1A terhadap bakteri patogen ditunjukkan dengan adanya zona bening di
sekeliling disk. Data diameter zona hambat Staphylococcus hominis K1A terhadap masing-
masing bakteri patogen dianalisis ragam dengan a = 5 %. menggunakan program SPSS 16.0.
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Hasil dan Pembahasan

Uji hemolitik atau uji patogenisitas dilakukan untuk mengetahui aktivitas bakteri dalam
melisiskan sel darah.. Lisis sel darah menunjukkan bahwabakteri tersebut bersifat patogen.
Staphylococcus hominis K1A adalah bakteri yang diperoleh dari susu kerbau Belang Toraja.
Bakteri sebagai kandidat probiotik harus bersifat hon pathogen, oleh karena itu, dilakukan
pengujian dengan cara menumbuhkan Staphylococcus hominis K1A tersebut pada media blood
agar (agar darah). Hasil uji patogenisitas Staphylococcus hominis K1A pada media blood agar
menunjukkan bakteri tersebut bersifat haemolisis gamma atau non haemolitik yang berarti
bahwa Staphylococcus hominis K1A bersifat non pathogen (tabel 1) dan hal ini merupakan
syarat utama bakteri kandidat probiotik.

Uji resistensi terhadap antibiotik berfungsi untuk mendeteksi kepekaan Staphylococcus
hominis K1A terhadap beberapa jenis antibiotik. Pada penelitian ini, digunakan empat macam
antibiotik yaitu Canamycin, Streptomycin, Amphicillin dan Chloramphenicol karena antibiotik
tersebut merupakan jenis yang umum digunakan untuk menguji resistensi golongan bakteri.
Berdasarkan hasil penelitian, terlihat bahwa Staphylococcus hominis K1A sensitif terhadap
semua jenis antibiotik yang digunakan (tabel 1).Resistensi bakteri terhadap antibiotik
mengindikasikan bahwa bakteri tersebut membawa gen resisten. Bakteri kandidat probiotik
disyaratkan harus sensitif terhadap antibiotik, karena apabila bakteri tersebut telah resisten,
dikhawatirkan akan ada transfer gen melalui mekanisme transposon ketika BAL lisis didalam
usus sehingga gen resisten tersebut akan pindah ke mikroorganisme flora normal usus,
sehingga mikroorganisme flora normal tersebut akan menerima gen resisten (Jena dkk., 2013,
Handa & Sharma, 2016.)

Tabel 1. Uji hemolysis dan sensitivitas antibiotic Staphylococcus hominis K1A

Isolat Hemolisis Antibiotik
Streptomyicin  Canamicin  Amphicillin ~ Chloramphenicol
K1A Y S (1,5 mm) S(2,6mm) S (2,2 mm) S (2,9 mm)

v : gamma, S: Sensitif

Uji resistensi terhadap kondisi asam dan oxgall bertujuan untuk mengamati viabilitas
Staphylococcus hominis K1A pada lingkungan asam dan garam empedu secara invitro
(Gambar 1). Uji viabilitas bakteri tersebut telah dilakukan pada media MRS brothpH 2 hingga
pH 4. Hasil pengujian menunjukkan bahwa Staphylococcus hominis K1A tidak dapat tumbuh
pada pH 2.0, namun mampu bertahan hidup pada pH 3.0 dan 4.0.Staphylococcus hominis K1A
dari susu Kerbau Belang Toraja hanya mampu bertahan hidup pada media yang mengandung
garam empedu 0,3 %. Kemampuan bakteri bertahan hidup pada kondisi asam merupakan
seleksi primer kandidat probiotik. Viabilitas bakteri terhadap garam empedu juga merupakan
tahap seleksi mikroorganismesebagai kandidat probiotik.

Staphylococcus hominis K1A memiliki daya adaptasi yang baik terhadap kondisi
lingkungan yang asam sehingga dapat bertahan hidup. Sebelum mencapai saluran usus,
bakteri probiotik pertama kali harus mampu melewati dan bertahan selama tiga jam pada
kondisi asam dalam cairan lambung dengan pH berkisar 1 hingga 4,5. Kondisi pH saluran
pencernaan bergantung pada interval konsumsi makanan atau variasi makanan (Dunne dkk.,
2001, Jamaly dkk., 2011, & Haitham dkk., 2017).

Uji probiotik secara invitro umumnya dilakukan pada pH 3 (Bassyouni dkk., 2012
&Hawaz, 2014), dan selanjutnya resistensi bakteri terhadap kondisi asam tersebut dideteksi
pada jam ketiga sesuai durasi lamanya makanan tersebut bertahan dalam lambung. Beberapa
bakteri akan mati ketika pH medium menurun menjadi lima. Tingkat keasaman kurang dari lima
akan mengganggu struktur membran sel, membran sel menjadi jenuh oleh ion hidrogen
sehingga membatasi transportasi membran dan keluarnya komponen intraselular sehingga
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bakteri akan mati. Selain itu, kondisi asam juga dapat menekan kolonisasi dan menyebabkan
stress mikroorganisme dalam saluran pencernaan tersebut (Hutkins & Nannen, 1993; Haitham
dkk., 2017). Hasil penelitian menunjukkan bahwa Staphylococcus hominis K1A mampu hidup
pada pH 3 viabilitasnya > 50 %. Oleh karena itu, Staphylococcus hominis K1A berpotensi
sebagai kandidat probiotik. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Haitham dkk. (2017) yang
menyatakan bahwa persentase viabilitas isolat > 50 % pada kondisi asam dapat dijadikan
sebagai kandidat probiotik.
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Gambar 1. Resistensi Staphylococcus hominis K1A pada kondisi saluran cerna
secara invitro

Konsentrasi garam empedu dalam usus berkisar 0,3 % hingga 2 %, bergantung pada
jenis organismenya serta jenis dan jumlah makanan yang dikonsumsi. Konsentrasi garam
empedu 0,3 % merupakan nilai kritis/cukup tinggi dalam menyeleksi bakteri kandidat probiotik
yang resisten terhadap garam empedu. Semakin tinggi konsentrasi garam empedu, maka
jumlah bakteri yang mati juga akan meningkat. Makanan dalam ususbertahan selama empat
jam (Tambekar dkk., 2009; dan Hawaz, 2014). Studi resistensi Staphylococcus hominis K1A
terhadap garam empedu secara invitro dilakukan dengan menggunakan media cair yang
mengandung oxgall-bile (Salah dkk., 2012). Hal ini dikarenakan kandungan oxgall menyerupai
garam empedu manusia yang tersusun dari 70% bile salts, 22% phospholipids, 4% cholesterol,
3% proteins, dan 0.3% bilirubin, dan telah umum digunakan untuk menilai kemampuan toleransi
garam empedu dari strain kandidat probiotik (Hu dkk., 2018).

Viabilitas isolat terhadap garam empedu telah dilakukan pada konsentrasi 0,3 %, 0,5 %,
dan 1 % oxgall-bile. Gambar 1 menunjukkan terjadi penurunan persentase viabilitas seiring
dengan meningkatnya konsentrasi oxgall-bile.Berdasarkan hasil pengujian maka
Staphylococcus hominis K1A merupakan kandidat probiotik karena memiliki persentase
viabilitas 50-60 % pada oxgall 0,3 %. Garam empedu yang disekresikan pada usus halus dapat
menurunkan viabilitas bakteri. Konsentrasi garam empedu yang tinggi akan menjadi racun dan
zat antimikrobia yang sangat keras, sehingga mikroorganisme gastrointestinal harus mampu
mempertahankan diri terhadap efek racun dari garam empedu. Cairan empedu di dalam usus
halus bersifat menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Hal ini dikarenakan garam empedu
dapat merusak protein, lipid dan asam lemak pada membran sel, sehingga menyebabkan sel
mikroorganisme menjadi hancur/lisis (Bezkorovainy, 2001, Begley dkk., 2002, Haitham dkk.,
2017). Viabilitas bakteri terhadap garam empedu disebabkan adanya lapisan peptidoglikan dan
polisakarida penyusun dinding sel lebih tebal yang dimiliki oleh bakteri Gram positif. Hal ini
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menyebabkan bakteri tersebut terlindungi dari lisis ketika terdedah garam empedu. Komponen
lipid (asam teichoat) pada membran bakteri Gram positif, juga dapat menjaga struktur membran
dan penurunan kebocoran sel akibat garam empedu.

Staphylococcus hominis K1A menunjukkan aktivitas antimikrobia terhadap EPEC,
Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi dengan daya hambat yang bervariasi (P<0,05).
(Gambar 12). Jena, dkk. (2013) menyatakan aktivitas antibakteri isolat dikatakan tinggi bila > 15
mm, intermediate bila > 12 mm dan rendah bila > 6 mm. Kriteria sebagai probiotik, selain
ketahanan terhadap kondisi asam dan garam empedu usus, juga harus mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen.
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Gambar 2. Uji aktivitas antimikroba Staphylococcus hominis K1A terhadap patogen

Kesimpulan

Uji aktivitas Staphylococcus hominis K1A terhadap bakteri patogen, menunjukkan
bahwa bakteri tersebut mampu menghambat pertumbuhan EPEC ATCC 25922,
Staphylococcus aureus 134-P dan Salmonella typhi. Senyawa antimikrobia yang dihasilkan oleh
bakteri tersebut mampu menekan pertumbuhan bakteri patogen, hal ini merupakan salah satu
persyaratan sebagai kandidat probiotik (Fuller, 1989; Navarro dkk., 2000, Marconi dkk., 2014).
Aktivitas antimikrobia dengan diameter zona bening > 15 mm dikategorikan tinggi, > 12 mm
dikategorikan intermediate, dan kurang dari > 6 mm dikategorikan rendah.
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