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INTISARI

Lactobacillus casei merupakan bakteri yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen. Escherichia coli merupakan bakteri yang dapat menyebabkan
infeksi pada luka, dan dapat berakibat buruk bila dalam jumlah banyak. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas Lactobacillus casei terhadap jumlah
koloni Escherichia coli pada luka yang terinfeksi Escherichia coli.

Penelitian eksperimental post test only control group design dengan
menggunakan 30 ekor mencit galur swiss dibagi 6 kelompok secara random.
Kelompok I (Mc Farland '/5), kelompok II (Mc Farland 1), kelompok III (Mc
Farland 2), kelompok IV (Mc Farland 3), kelompok V (kontrol negatif),
kelompok VI (kontrol). Penelitian dilakukan 4 hari dengan melukai punggung
mencit. Hari pertama pengolesan Escherichia coli, hari kedua pengolesan
Lactobacillus  casei, hari ketiga swab luka lalu ditanam, hari keempat
penghitungan jumlah koloni Escherichia coli. Data kemudian diuji dengan
Kruskal-wallis dan uji beda Mann-Whitney.

Hasil rerata Escherichia. coli pada kelompok =273, kelompok I1=208,
kelompok III=178, kelompok IV=76, kelompok V=374, dan kelompok VI=0.
Data diuji Kruskal-Wallis dengan nilai p=0,00 (p<0,05), hasil uji Mann-Whitney
antara kelompok kontrol negatif dengan semua  kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol hasilnya berbeda signifikan dengan nilai p<0,05, dan Mc
Farland '/, dengan Me Farland 3 hasilnya berbeda signifikan dengan nilai p<0,05.
Mc Farland '/, dengan Mc Farland 2 dan Mec Farland 3, serta antara Mc Farland
1,Mc Farland 2 dan Mc Farland 3 hasilaya tidak berbeda signifikan dengan nilai
p=0,05.

Kesimpulan ada pengaruh Lactobacillus casei topikal dalam mengurangi
jumlah koloni Escherichia coli pada luka yang terinfeksi Escherichia coli.

Kata kunci : Lactobacillus casei, jumlah koloni Escherichia coli, luka terinfeksi
Escherichia coli.



BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi masih menempati urutan teratas penyebab kesakitan
dan kematian di negara berkembang, termasuk di Indonesia. Lebih dari 45 %
kematian di Negara-negara ASEAN adalah akibat penyakit infeksi (Wahjono,
2007). Salah satu penyakit infeksi disebabkan oleh Escherichia coli.
Escherichia coli merupakan flora normal di usus manusia, namun dalam
kondisi tertentu dapat menimbulkan infeksi baik di intestinal atau ekstra
intestinal (Jawetz, 2007). Escherichia coli merupakan salah satu mikroba
penyebab infeksi pada luka kontaminasi. Populasinya pada luka akan
menyebabkan radang kronis yang akan menghambat proses penyembuhan
luka (Sjoekoer Moch, 2006). Lactobacillus casei digambarkan sebagai
mikroorganisme menguntungkan yang membantu untuk mempromosikan
pertumbuhan bakteri menguntungkan dan mencegah pertumbuhan berlebih
dari bakteri patogen dalam tubuh manusia (Anonym, 2009). Penelitian
tentang aktivitas Lactobacillus casei dalam menghambat proses patologi
Escherichia coli sudah banyak dilakukan, namun dalam hal terapi penyebab
diare (Hartati dkk, 2007), Sedangkan efektivitas Lactobacillus casei terhadap

jumlah koloni Escherichia coli pada ekstra intestinal (luka) belum diteliti.



Escherichia coli sabagai penyebab infeksi pada luka merupakan
masalah serius karena dapat menyebabkan peningkatan biaya perawatan,
invaliditas, dan mortalitas (Adysaputra, 2009). Pada Isolat kuman dari
material darah penderita yang dirawat di ICU RS Dr Kariadi 2005-2006
karena infeksi Escherichia coli menempati peringkat ke tujuh, sedangkan
pada Isolat kuman dari material darah penderita yang dirawat di PICU RS Dr
Kariadi 2005-2006 karena infeksi Escherichia coli lebih tinggi yaitu
menempati peringkat pertama penyebab infeksi (Wahjono, 2007). Di
Indonesia, penyakit infeksi masih menduduki wrutan pertama dalam hal
penyebarannya, sehingga dibutuhkan biaya penanggulangan yeng relative
besar terutama untuk obat-obat golongan antibiotik (Wijayantie, 2009).
Mikroorganisme yang akan digunakan dalam penanganan infeksi oleh karena
Escherichia coli adalah Lactobacillus casei.

Lactobacillus casei termasuk sebagai Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL
diidentifikasikan sebagai bakteri pembentuk asam laktat dalam metabolisme
karbohidrat dan terdiri dari berbagai Mcam kelompok bakteri gram positif,
BAL mempunyai peranan penting dalam melawan bakteri patogen melalui
senyawa peptida antimikroba (suparjo, 2008). Bacteriosin pertama Kkali
terdeteksi pada tahun 1925 oleh Andre Gratia yang mengamati beberapa
strain Escherichia coli yang pertumbuhannya dihambat oleh senyawa anti
mikroba yaitu colicin (suparjo, 2008). Beberapa penelitian menyebutkan
bahwa bakteriosin tidak saja menghambat spesies yang secara filogenik dekat

tetapi juga mampu menghambat bakteri Gram negatif (Usmiati dkk, 2009).



Bacteriocin membunuh kuman dengan cara menghambat sintesis protein dan
DNA tanpa menyebabkan lisis sel kuman (Chatib, 1994). Penelitian yang
dilakukan oleh Hartati dkk (2007), menunjukkan bahwa Lactobacillus casei
dapat mencegah aktivitas dan pertumbuhan berbagai bakteri pathogen
penyebab gastroenteritis pemicu penyakit diare.

Bacteriocin dari Lactobacillus casei selain dapat menghambat bakteri
gram positif, juga dapat menghambat bakteri gram negatif seperti Escherichia
coli. Bacteriocin ini nantinya akan menghambat sintesa protein dan DNA dari
Escherichia coli, sehingga menurunkan jumlah koloni Escherichia coli pada
luka. Penelitian terdahulu hanya dilakukan di dalam sistem pencernaan.
Berdasarkan uraian diatas ingin dilakukan penclitian tentang efektivitas
Lactobacillus casei topikal terhadap jumlah koloni Escherichia coli pada luka
yang dibuat di tubuh mencit galur swiss yang sudah di induksi Escherichia
coli dengan metode hitung koloni. Hasil swab dari luka yang terinfeksi
Escherichia coli tersebut setelah di beri larutan Lactobacillus casei secara

topical di tanam pada media agar untuk kemudian di hitung jumlah koloni

Escherichia coli.

1.2 Rumusan Masalah
Uraian dalam latar belakang masalah diatas memberikan dasar bagi
peneliti untuk merumuskan masalah penelitian sebagai berikut : Adakah
efektifitas Lactobacillus casei secara topikal terhadap jumlah koloni

Escherichia coli pada luka mencit yang terinfeksi Escherichia coli ?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui efektifitas Lactobacillus casei secara topikal

terhadap jumlah koloni Escherichia coli pada luka mencit yang
terinfeksi Escherichia coli.

1.3.2 Tujuan Khusus
1.3.2.1 Mengetahui jumlah dan perbedaan jumlah koloni Escherichia

coli dari pemberian Lactobacillus casei dalam berbagai dosis.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Praktis
Diharapkan hasil dari penelitian ini, Lactobacillus casei dapat
bermanfaat untuk mengurangi jumlah koloni Escherichia coli pada
luka yang terinfeksi oleh Escherichia coli.
1.4.2 Manfaat Teoritis
Diharapkan hasil penelitian mengenai efektivitas Lactobacillus casei

tethadap Escherichia coli pada luka, dapat digunakan sebagai dasar

untuk penelitian-penelitian selanjutnya.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Escherichia coli
2.1.1 Taksonomi
Divisio  : Bacteria
Kelas . Gammaproteobacteria
Ordo . Enterobacteriales
Famili . Enterobactericeae
Genus . Escherichia

2.1.2

Species  : Escherichia coli
(Brenner dkk, 2005)
Morfologi

Kuman bentuk batang pendek (kokobasil), Gram negatif, ukuran
0,4-0,7um x 1,4pm, sebagian basar gerak positif dan beberapa strain
mempunyai kapsul.

Escherichia coli tumbuh baik pada hampir semua media yang
biasa dipakai di laboratorium Mikrobiologi; pada media yang
dipergunakan untuk isolasi kuman enterik, sebagian besar strain
Escherichia coli tumbuh sebagai koloni yang meragi laktosa.
Escherichia coli bersifat mikroaerofilik. Beberapa strain bila ditanam

pada agar darah menunjukkan hemolisis tipe beta.



2.1.3

2.i4

Untuk isolasi dan identifikasi kuaman Escherichia coli dari bahan
pemeriksaan klinik dipakai metode dan media sesuai dengan metode
untuk kuman enteric lain. Diagnosis laboratorium penyakit diare yang
disebabkan Escherichia coli masih sulit dilakukan secara rutin, karena
pemeriksaan secara tradisional dan serologi seringkali tidak mampu
mendeteksi kuman penyebabnya, deteksi sebagian besar strain
Escherichia coli pathogen memerlukan metode khusus untuk
mengidentifikasi toksin yang dihasilkan. (Karsinah dkk, 1994).

Koloni Escherichia coli

Escherichia coli dan sebagian besar bakteri enterik lain nya
membentuk koloni yang sirkular, konveks, dan halus dengan tepi yang
tegas. Koloni enterobakter sama dengan koloni tersebut tetapi lebih
mukoid.beberapa strain Escherichia coli menyebabkan hemolisis pada
agar darah. (Jawetz, 2007).

Sifat Biakan

Escherichia coli tumbuh subur pada suhu antara 10°C- 40°C,
dengan suhu optimum 37°C, pH maksimum 9,0. Bakteri mampu
meragi laktosa dengan cepat sehingga pada endo agar membentuk
koloni merah muda sampai tua dengan kilat logam spesifik dan
permukaan halus. Pada medium agar darah beberapa strain

membentuk daerah hemolisis disekeliling koloni, bersifat organik dan

~ kebanyakan dapat memfermentasi laktosa (Tortora, 2007).



2.1.5 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Pertumbubann Escherichia

coli
2.1.5.1 Faktor Lingkungan.
2.1.5.1.1 Zat Makanan
Untuk studi metabolisme mikroba, - kita
biasanya harus menyiapkan medium yang
seluruhnya sintetik, sehingga karakteristik dan
konsentrasi setiap bahan diketahui dengan tepat.
Sebaliknya, penggunaan bahan-bahan alami seperti
ekstrak ragi, sari protein, atau zat-zat serupa akan
lebih murah dan lebih mudah. Sebagian besar
mikroba yang hidup bebas akan tumbuh baik pada
ekstrak ragi.
Untuk banyak organisme, satu senyawa
(seperti asam amino) dapat berperan dalam sumber
energi, sumber karbon, dan sumber nitrogen;
organisme yang lain memerlukan senyawa yan
berbeda untuk masing-masing sumber. Jika bahatj
bahan alami untuk medium nonsintetik kekurangan| |

salah satu zat makanan nya, zat makanan tersebut
harus disediakan tersendiri.



2.1.5.1.2 Konsentrasi Ion Hidrogen (pH)

2.1.5.13

2.15.14

Kebanyakan organisme memiliki kisaran pH
optimal yang sempit. Secara empirik pH optimal
harus ditentukan untuk masing-masing spesies.
Temperatur

Spesies mikroba yang berbeda sangat
beragam kisaran temperatur optimalnya untuk
tumbuh. Bentuk psychrophilic tumbuh terbaik
pada temperatur rendah (15-20°C), bentuk
mesophilic tumbuh terbaik pada 30-37°C dan
kebanyakan bentuk thermophilic tumbuh terbaik
pada 50-60°C. Kebanyakan organisme adalah
mesophilic, 30°C adalah temperatur optimal untuk
berbagai bentuk yang hidup bebas dan temperatur
badan inang adalah optimal untuk simbion hewan
berdarah panas.

Aerasi

Berbagai organisme obligat aerob, secara
khusus membutuhkan oksigen sebagai penerima
hidrogen. Beberapa adalah fakultatif, mampu
hidup secara aerob atau secara anaerob,
membutuhkan substansi selain oksigen sebagai
penerima hidrogen dan menjadi peka terhadap

penghambatan oksigen.



2.1.5.1.5 Kekuatan Ionik Dan Tekanan Osmotik

Pada tingkatan yang lebih kecil, faktor-faktor
seperti tekanan osmotik dan konsentrasi garam
harus dapat dikontrol. Organisme yang
membutuhkan konsentrasi garam tinggi disebut
halofilik sedangkan yang membutuhkan tekanan
osmotik tinggi disebut osmofilik.

Kebanyakan bakteri mampu mentoleransi
kisaran tekanan osmotik dan kekuatan ionik
eksternal yang besar karena kemampuan mereka
untuk mengatur osmolalitas dan konsentrasi ion
internal. Osmolalitas diatur oleh transpor aktif ion
K" ke dalam sel, kekuatan ionik internal dijaga
tetap konstan oleh ekskresi kompensasi poliamin
organik putrescine yang bermuatan positif. Karena
putrescine membawa beberapa muatan psitif tiap
molekul sejumlah besar penurunan kekuatan ionik
disebabkan oleh sedikit penurunan kekuatan

osmotik (Jawetz, 2007)
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2.1.5.2 Faktor kekebalan tubuh

2.1.5.2.1 Penghalang dan drainase

2.1.52.2

AR 5

Semua vertebrata mempunyai penghalang
primer yang mencegah invasi organisme asing
masuk dalam tubuh (kulit dsb) bila mana dinding
penghalang ini dapat dilewati, maka organisme
asing tersebut akan terjebak dalam jaringan getah
beningyang terdapat dibawah kulit dan tersebar di
seluruh tubuh.

Sistem makrofag dan fagosit lainnya.

Respons kekebalan nonspesifik mula-mula
terjadi oleh makrofag dan sel-sel fagosit lainnya
dalam sistem retikuloendotel. Fungsi utama sel-sel
tersebut ialah memfafosit badan-badan asing atau
zat berasal dari badan sendiri yang sudah tua.
Limfosit

Sel yang bertindak dalam respons kekebalan
spesifik tergolong dalam dua golongan besar
limfosit yaitu Limfosit-T dan Limfosit-B

(Sujudi, 1994)



i1

2.2. Lactobacillus casei

2.2.1

2.2.2

2.2.3

Taksonomi
Divisio : Bacteria
Kelas : Bacilli
Ordo . Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillus
Species : Lactobacillus casei
(Brenner dkk, 2005).
Morfologi

Lactobacillus casei adalah Gram-positif, anaerob fakultatif,
non-motil dan non-spora, berbentuk batang (ukuran sel range = 0,7-
1,1 x 2,0-4,0 mikrometer) (Anonymous, 2006).
Sifat Biokimiawi

Anaerob fakultatif Katalasa negatif. Terdapat dalam mulut,
vagina dan saluran pencernaan binatang berdarah panas, termasuk
manusia. (Rahim dkk, 1994). Senyawa-senyawa racun yang dihasilkan
dari metabolisme protein dan lemak, serta hasil pemecahan enzim
tertentu menjadi semakin berkurang bila bakteri probiotik mulai
menjalankan peranannya dalam meningkatkan kesehatan. Berbagai
senyawa hasil metabolismenya seperti asam laktat, H,O,, bakteriosin
yang bersifat antimikroba dan berbagai enzim yang dimilikinya seperti

laktase (membantu mengatasi intoleransi terhadap laktosa) serta bile
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salt hydrolase (membantu menurunkan kolesterol) serta adanya
aktivitas antikarsinogenik dan stimulasi imun sistem (Yulinery dkk,
2006)
2.2.4 Keunggulan Lactobacillus casei diberikan secara topikal

Genus Lactobacillus merupakan organisme yang berasal dari
usus manusia dan bakteri predominan untuk mencapai status
probiotik. Untuk mencapai status probiotik,mikroorganisme harus
memenuhikriteria amanbermanfaat, dan dapat digunakan dalam
teknologi.Probiotik efektif jika strain telah terseleksitahan terhadap
pH asam, dan dapat dikembangkan pada sistem buffer seperti susu,
yoghurt atau makanan. Probiotik bertanggung jawab dalam
merangsang daya tahan tubuh baik selular maupun humoral, sehingga
dapat melindungitubuh dari berbagai infeksi (safitri, 2009).
Mikroorganisme probiotik yang digunakan secara topical langsung
bereaksi pada tempat yang terinfeksi, efek lokal kurang berbahaya jika
di bandingkan dengan pemberian secara oral atau IV, dan langsung

bereaksi cepat pada lesi yang terinfeksi (Anonymous, 2008).

2.3. Mekanisme bakteriosin Lactobacillus casei terhadap Escherichia coli
Bacteriocin pertama ditemukan oleh A. Gratia pada tahun 1925, untuk
pertama kalinya dia memberi nama zat tersebtu adalah colicine karena zat
tersebut memiliki kemampuan membunuh Escherichia coli. (Savadogo, 2006)
Bakteriosin dari bakteri Lactobacillus casei selain dapat menghambat bakteri

Gram positif yaitu L. monocytogenes juga menghambat bakteri Gram
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negative seperti Escherichia coli dan Salmonella thypimurium. Beberapa
penelitian menyebutkan bahwa bakteriosin tidak saja menghambat spesies
yang secara filogenik dekat tetapi juga mampu menghambat bakteri Gram
negative (Usmiati dkk, 2009). Bakteriosin merupakan produk metabolit
sekunder BAL yang mempunyai kesamaan kerja seperti antibiotik, yaitu
mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri tertentu. Bakteriosin
adalah senyawa protein, oleh karena itu disintesis melalui mekanisme
biosintesis protein secara umum yang melibatkan transkripsi dan translasi.
Sifat antimikroba yang dimiliki bakteriosin adalah spesifik untuk spesies
tertentu dan aktivitas penghambatannya melalui adsorpsi pada reseptor
spesifik atau nonspesifik yang terdapat pada permukaan luar sel bakteri yang
dituju. Adsorpsi ini diikuti dengan perubahan metabolik, biologi dan
morfologi, selanjutnya bakteri yang diserang akan mati. Target utama dari
bakteriosin yang diproduksi BAL kemungkinan besar adaiah membrane
sitoplasma, karena bakteriosin memulai reaksi-reaksi yang mengubah
permeabilitas membran sehingga mengganggu transpor membran atau
menghilangkan tenaga gerak proton yang mengakibatkan terhambatnya

produksi energi dan biosintesis protein atau asam nukleat (Farida, 2006).
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2.4 Kerangka Konsep

Jumlah Escherichia

Lactobacillus casei topical
coli pada luka

A 4

2.5 Hipotesis
Pemberian Lactobacillus casei secara topikal dapat menurunkan

jumlah koloni Escherichia coli pada luka mencit galur swiss yang terinfeksi

Escherichia coli



UNISSULA
\ (-w»yl@numﬂwu /i




BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian Dan Rancangan Penelitian
Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental dengan

menggunakan rancangan penelitian “Post test only control group design”.

3.2 Variabel Dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel-variabel yang terdapat dalam penelitian ini meliputi
3.2.1.1 Variable Bebas (independent variable)
Variabel | bebas dalam penelitian ini adalah
Lactobacillus casei.
3.2.12 Vanabel tergantung (dependent variable)
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah jumiah
koloni Escherichia coli.
3.2.1.3 Varabel Perancu
3.2.1.3.1. Faktor in vivo
a. Sistem penghalang dan drainase (kulit) di kendalikan
dengan kondisi sama dari semua mencit yang di pakai
penelitian yaitu mencit dengan kulit yang bersih dan
tanpa luka.
b. Sistem makrofag, fagosit, dan limfosit di kendalikan
dengan dipilih mencit yang sehat dari penampakan luar

(gerak aktif), umur 3-5 bulan.

16
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3.2.1.3.2. Faktor in vitro

a. Faktor zat makanan di kendalikan dengan tiap mencit
diberi makanan yang sama

b. Faktor pH, di kendalikan dengan pH yang cocok dengan
Escherichia coli yaitu kisaran 6,0 — 8,0

c. Faktor Temperatur, dikendalikan dengan subu yang
cocok untuk Escherichia coli yaitu 37°C

d. Faktor aerasi, di kendalikan dengan incubator yang

aerob.

3.2.2. Definisi Operasional

32.2.1

3222

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei adalah Gram-positif, anaerob
fakultatif, non-motil dan non-spora, berbentuk batang
(ukuran sel range = 0,7-1,1 x 2,0-4,0 mikrometer), yang di
encerkan sesuai dengan standart Mc Farland 3, Mc Farland 2,
Mc Farland 1, Mc Farland Y%, yang nantinya akan diberikan
secara topical pada luka mencit yang terinfeksi Escherichia
coli,dengan cara pengolesan,diberikan pada luka mencit yang
di buat di punggung mencit.
Skala : ordinal
Jumlah Eschericia Coli

Jumlah koloni Escherichia coli berbentuk batang
pendek (kokobasil), Gram negatif, ukuran 0,4-0,7um x
1,4um, sebagian basar gerak positif dan beberapa strain
meﬁlpunyai kapsul pada media agar Mc Konkey dan luka
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buatan pada mencit yang telah diberi atau di induksi
Escherichia coli.
Skala : rasio
Sistem penghalang dan drainase

Semua vertebrata mempunyai penghalang primer
yang mencegah invasi organisme asing masuk dalam tubuh
(kulit dsb) bila mana dinding penghalang ini dapat dilewati,
maka organisme asing tersebut akan terjebak dalam jaringan
getah beningyang terdapat dibawah kulit dan tersebar di
seluruh tubuh.
Sistem makrofag dan fagosit

Respons kekebalan nonspesifik mula-mula terjadi
oleh makrofag dan sel-sel fagosit lainnya dalam sistem
retikuloendotel. Fungsi utama sel-sel tersebut ialah
memfafosit badan-badan asing atau zat berasal dari badan
sendiri yang sudah tua.
Limfosit

Sel yang bertindak dalam respons kekebalan
spesifik tergolong dalam dua golongan besar limfosit yaitu
Limfosit-T dan Limfosit-B
Zat makanan

Untuk studi metabolisme mikroba, kita biasanya
harus menyiapkan medium yang seluruhnya sintetik,
sehingga karakteristik dan konsentrasi setiap bahan diketahui
dengan tepat. Sebaliknya, penggunaan bahan-bahan alami

seperti ekstrak ragi, sari protein, atau zat-zat serupa akan
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lebih murah dan lebih mudah. Sebagian besar mikroba yang
hidup bebas akan tumbuh baik pada ekstrak ragi.
Konsentrasi ion hidrogen (pH)

Kebanyakan organisme memiliki kisaran pH
optimal yang sempit. Secara empirik pH optimal harus
ditentukan untuk masing-masing spesies, untuk pH yang
cocok dengan Escherichia coli yaitu kisaran 6,0 — 8,0
Temperatur

Spesies mikroba yang berbeda sangat beragam
kisaran temperatur = optimalnya untuk tumbuh. Bentuk
psychrophilic tumbuh terbaik pada temperatur rendah sekitar
15° - 20°C, bentuk mesophilic tumbuh terbaik pada 30° - 37°C
dan kebanyakan bentuk thermophilic tumbuh terbaik pada
50-60°C. Suhu yang sesuai dengan" Escherichia coli yaitu
sekitar 37°C.

Aerasi

Berbagai organisme obligat aerob, secara khusus
membutuhkan oksigen sebagai penerima hidrogen. Beberapa
adalah fakultatif, mampu hidup secara aerob atau secara
anaerob, membutuhkan substansi selain oksigen sebagai

penerima hidrogen dan menjadi peka terhadap penghambatan

oksigen.
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3.3 Populasi Dan Sampel
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi pada penelitian ini adalah kuman Escherichia coli di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung Semarang periode bulan Juli 2011.
3.3.2 Sampel Penelitian
Jumlah sample di ambil secara simple random dari populasi,

dengan ose yang kemudian di encerkan dan disamakan kekeruhan nya

sesuai dengan standar Mc Farland 1.

3.4 Instrumen Dan Bahan Penelitian
3.4.1 Instrumen Penelitian

Instrument yang dipakai pada penelitian ini adalah
e  Bisturi
e Ose
¢ Rak dan tabung reaksi
¢ Beker glass
e  Mikro pipet
e Autoclave
e Inkubator
e Lidi kapas steril

e Media transport
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3.4.2 Bahan Penelitian
Instrument yang dipakai pada penelitian ini adalah
e Lactobacillus casei dengan beberapa konsentrasi yang telah di

samakan dengan standar Mc Farland '/,, Mc Farland 1, Mc

Farland 2, Mc Farland 3.

e Bakteri Escherichia coli yang telah diencerkan dan disamakan
dengan standar Mc Farland 1 sebagai penginduksi.

e Media Mc Konkey

e  Standar Mc Farland

e Aquades steril

e  HIB (Heart Infosion Broth)

¢ 30 ekor mencit galur swiss

e Kandang mencit

e  Makanan mencit

3.5 Cara Penelitian
3.5.1 Persiapan
3.5.1.1 Sterilisasi alat
Alat dan bahan penelitian disterilisasi terlebith dahulu,
agar terhindar dari senyawa atau mikroorganisme lain yang
mungkin dapat mempengaruhi hasil penelitian, dengan
menggunakan autoclove pada suhu 121°C selama 15-20

menit. Alat-alat yang digunakan ditunggu sehingga mencapai

suhu kamar dan kering.
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3.5.1.2 Persiapan Lactobacillus casei

335121

35127

Pembuatan larutan Lactobaciilus casei dengan
konsentrasi yang telah disamakan dengan standar
Mc Farland '/, (kurang lebih terdapat 1,5 x 10° sel
kuman)

Ambil strain mumi Lactobacillus casei

dengan mikro pipet kemudian dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang telah berisi larutan
HIB steril lalu dicampurkan sampai homogen. Lalu
dibandingkan kekeruhan yang terjadi dengan
standar Mc Farland /5.
Pembuatan larutan Lactobacillus casei dengan
konsentrasi yang telah disamakan dengan standar
Mc Farland 1 (kurang lebih terdapat 3 x 10° sel
kuman)

Ambil strain mumi Lactobacillus casei
dengan mikro  pipet kemudian dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang telah berisi larutan
HIB steril lalu dicampurkan sampai homogen. Lalu
dibandingkan kekeruhan yang terjadi dengan

standar Mc Farland 1.
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3.5.1.2.3 Pembuatan larutan Lactobacillus casei dengan
konsentrasi yang telah disamakan dengan standar

Mc Farland 2 (kurang lebih terdapat € x 10® sel

kuman)

Ambil strain murni Lactobacillus casei
dengan mikro pipet kemudian dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang telah berisi larutan
HIB steri lalu dicampurkan sampai homogen. Lalu
dibandingkan kekeruhan yang terjadi dengan
standar Mc Farland 2.

3.5.1.2.4 Pembuatan larutan Lactobacillus casei dengan
konsentrasi yang telah disamakan dengan standar

Me Farland 3 (kurang lebih terdapat 9 x 10° sel

kuman)

Ambil strain murni Lactobacillus casei
dengan - mikro pipet = kemudian dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang telah berisi larutan
HIB steril lalu dicampurkan sampai homogen. Lalu
dibandingkan kekeruhan yang terjadi dengan
standar Mc Farland 3.

3.5.1.3 Persiapan Escherichia coli penginduksi
Ambil strain murni Escherichia coli dengan ose steril
kemuudian dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah

berisi larutan HIB, lalu dicampurkan sampai homogen,
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kemudian dibandingkan kekeruhan yang terjadi dengan
standar Mc Farland I dengan kepekatan kuman 3x10°,
Persiapan Mencit

30 mencit galur swiss jantan yang dibagi menjadi
enam kelompok. Setiap kelompok berisi 5 ekor mencit.
Kelompok perlakuan berisi 20 ekor mencit yang dibagi dalam
4 kelompok dengan pemberian pengenceran Lactobacillus
casei yg berbeda-beda, kelompok control berisi 5 mencit
dengan pemberian aquadest, kelompok Kontrol berisi 5 ekor
mencit yang tidak di kasth apapun.

Adapun banyaknya mencit yang - digunakan  tiap
kelompok dalam penelitian ini adalah 5 ekor. Didapat dari
perhitungan Federer :

(t-1)(n-1) =15

(5-1) (n-1)> 15

4n-4 St
4n b
n >4.8.

Setiap hari semua kelompok tersebut diberi makan dan

minum sesuai standar (ad libitum)
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3.5.2 Cara Kerja

3321

3522

3.524

Pada hari pertama kelompok perlakuan, kontrol negatif, dan
kelompok kontrol di buat luka sayatan pada kulit di bagian
punggung pada setiap mencit dengan menggunakan bisturi
Kemudian seluruh mencit dari lima kelompok (1 kelompok
kontrol negatif dan 4 kelompok perlakuan) dioleskan
Escherichia coli yang sudah dilarutkan sesuai standar Mc
Farland 1 menggunakan lidi kapas steril, pada luka yang di
buat di punggung mencit, sedangkan kelompok kontrol tidak
di oleskan Escherichia coli.

Pada hari kedua, kelompok perlakuan langsung diberikan

larutan Lactobacillus casei dengan perincian :

e Lima ekor dioles larutan ‘Lactobaciilus casei yang telah
di samakan dengan standar Mec. Farland '/, dengan
menggunakan lidi kapas steril ( kelompok perlakuan 1)

s  Lima ekor dioles larutan Lactobacillus casei yang telah
di samakan dengan standar Mc Farland 1 dengan
menggunakan lidi kapas steril ( kelompok perlakuan 2 )

e Lima ekor dioles larutan Lactobacillus casei yang telah
di samakan dengan standar Mc Farland 2 dengan
menggunakan lidi kapas steril { kelompok perlakuan 3 )

e Lima ekor dioles larutan Lactobacillus casei yang telah
di samakan dengan standar Mc Farland 3 dengan

menggunakan lidi kapas steril ( kelompok perlakuan 4 )
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Kelompok kontrol negatif diberikan perlakuan dengan di oles
aquadest dengan menggunakan lidi kapas steril, sedangkan
kelompok kontrol tidak di beri apapun.
3.5.2.4 Pada hari ketiga di lakukan swab pada luka mencit dan di
tanam di media agar Mc Konkey, inkubasi selama 1 hari.
3.5.2.5 Pada hari keempat kelompok perlakuan, kelompok kontrol
negatif, dan kelompok _kontrol di hitung jumlah koloni

Escherichia coli .
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3.6 Alur Kerja Penelitian

Mencit galur wistar jantan 30 ekor

!
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e N

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok K'elompok
perlakuan 1 | | perlakuan2 || perlakuan3 || perlakuan 4 kontrol kontrol
Negatif (Kontrol)S
l l \ \ ¥ ekor mencit
Pada hari ke-1, 25 ekor mencit di insisi pada kulit menggunakan bisturi
kemudian dioleskan Escherichia coli
. Pada hari
Pada hari ke-2 kelompok perlakuan di oleskan Lactobacillus casei dan dan ke-1, S.f'k?r
kelompok kontrol negatif dioleskan aquadest, dengan perincian sebagai berikut m?::lt;i ,
dengan 1
bisturi tanpa!
di oleskan
5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor Escherichia
diolesi diolesi diolesi diolesi diolesi coli
larutan larutan larutan larutan aquadest,
Lactobacill || Lactobacill || Lactobacill || Lactobacil sebagai
us casei us casei us casei lus casei control
standart standart standart standart negatif
Mg Farland || Mc Farland || Mc Farland Mc
) 1 2 Farland 3
v
Pada hari ke-3, di lakukan swab pada luka masing-masing,kemudian hasil v
swab di tanam di media Mc Konkey. -

A

Pada hari ke-4, dilakukan penghitungan Escherichia coli




28

3.7 Tempat dan Waktu
3.7.1 Tempat Penelitian
Pemeliharaan hewan percobaan di Laboratorium mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang dan
Tempat  penelitian dilaksanakan di laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
3.7.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan selama 4 hari tanggal 19 — 22 pada bulan
Juli 2011

3.8 Analisis Hasil

Data jumlah koloni Escherichia coli yang terkumpul sebelumnya,
kemudian dilakukan edit, coding, entry dan cleaning (ECEC). Kemudian
dilakukan uji deskriptif untuk melihat mean, median, modus dan standar
deviasi. Distribusi data diuji dengan Shapiro-Wilk dan untuk homogenitas
varian data diuji dengan Levene’s Test, hasil distribusi data tidak normal dan
tidak homogen, maka dilanjutkan dengan uji non parametrik Kruskal-Wallis
dan uji beda Mann-Whitney.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini menggunakan sampel strain murni dari Escherichia coli
yang dilarutkan kedalam larutan HIB (Heart Infosion Broth) sampai
kekeruhan sesuai dengam standar Mc Farland 1 yang berisi kurang lebih
3x10° kuman dioleskan pada luka yang dibuat pada mencit dan diperlukan
sebanyak 30 medium yang terdiri dari 5 medium kelompok kontrol negatif
(menggunakan aquadest), 5 medium kelompok kontrol, dan 20 medium
kelompok perlakuan yang di bagi dalam 4 kelompok yaitu kelompok
Lactobacillus casei Mc Farland Y, (kurang lebih berisi 1,5%10° kuman),
Mc Farland 1 (kurang lebih berisi 3x10° kuman), Mc Farland 2 (kurang lebih
berisi 6x10° kuman), Mc Farland 3 (kurang lebih berisi 9x10° kuman).
Penelitian ini dilakukan tanggal 19 — 22 Juli 2011 di Laboratorium

Mikrobiologi Universitas Islam Sultan Agung dan didapat hasil sebagai

berikut :
Tabel 4.1. Jumlah rerata koloni Eschericia coli dalam berbagai konsentrasi
Lactobacillus casei.
Mc Mc Mc Mc Kontrol
Pengulangan  Farland Farland Farland Farland negatif  Kontrol
s 1 2 3 (aquadest)
Pengulangan 1 346 324 294 177 403 0
Pengulangan 2 340 301 272 90 400 0
Pengulangan 3 336 290 194 55 388 0
Pengulangan 4 191 84 67 32 378 0
Pengulangan 5 152 41 63 26 301 0
Rata-rata 273 208 178 76 374 0

29
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Dari hasil penelitian didapatkan bahwa adanya perbedaan jumlah
Eschericia coli antara kelompok control negatif (aquadest) dengan kelompok
perlakuan. Didapatkan pula perbedaan jumlah Eschericia coli pada setiap
kulompok perlakuan, perbedaan yang paling mencolok didapatkan antara
kelompok perlakuan standar Mc Farland '/, dengan Mc Farland 3.

Dari hasil uji normalitas menunjukkan bahwa dengan uji Shapiro-Wilk
didapatkan nilai Mc Farland '/, p = 0,048 (p < 0.05), Mc Farland 1 p = 0,084
(p>0,05), Mc Farland 2 p=0.217 (p > 0,05), Mc Farland 3 p=0,215 (p>
0,05), dan control yang diberi aquadest p = 0.035 (p < 0,05), sechingga dapat
disimpulkan bahwa data dikatakan tidak normal.

Selanjutnya dilakukan uji_homogenitas untuk menentukan apakah data
homogen atau tidak. Uji homogenitas dengan Levene'’s fest didapatkan nilai p
= 0,003 (p < 0,05), maka dapat disimpulkan data tidak homogen, sehingga di
lakukan dengan uji Kruskal-Wallis.

Tabel 4.2 Data Hasil uji Kruskal-Wallis

Variable Chi-Square df p
Jumlah Koloni Eschericia coli 22,871 5 0,000

-

Dengan uji Kruskal-Wallis didapatkan p = 0,000 (p < 0,05) , maka
dapat disimpulkan bahwa data memiliki perbedaan yang signifikan. Untuk
mengetahui perbedaan masing-masing kelompok dilanjutkan uji beda Mann-
Whitney. (Dahlan,2006).
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Tabel 4.3 Data Hasil Uji Mann-Whitney

Kelompok P Keterangan

Kontrol negatif dengan Mc Farland '/, 0,047 Berbeda Signifikan
Kontrol negatif dengan Mc Farland 1 0,021 Berbeda Signifikan
Kontrol negatif dengan Mc Farland2 0,009 Berbeda Signifikan
Kontrol negatif dengan Mc Farland3 0,009 Berbeda Signifikan
Kontrol negatif dengan Kontrol 0,005 Berbeda Signifikan
Mc Farland '/, dengan Mc Farland1 0,175 Tidak Berbeda Signifikan
Mc Farland '/> dengan Mc Farland2 0,175 Tidak Berbeda Signifikan
Mc Farland '/, dengan Mc Farland 3~ 0,016 Berbeda Signifikan
Mc Farland '/, dengan Kontrol 0,005 Berbeda Signifikan
Mc Farland 1 dengan Mc Farland 2 0,465 Tidak Berbeda Signifikan
Mc Farland 1 dengan Mc Farland 3 0,117 Tidak Berbeda Signifikan

Mc Farland 1 dengan Kontrol 0,005 Berbeda Signifikan
Mc Farland 2 dengan Mc Farland 3 0,076 Tidak Berbeda Signifikan
Mc Farland 2 dengan Kontrol 0,005 Berbeda Signifikan
Mc Farland 3 dengan Kontrol 0,005 Berbeda Signifikan

Dari hasil uji mann-whitney didapatkan hasil antara kelompok kontrol
negatif dengan semua kelompok perlakvan dan kelompok kontrol hasilnya
berbeda signifikan dengan nilai p < 0,05, dan Mc Farland '/, dengan Mc
Farland 3 hasilnya berbeda signifikan dengan nilai p < 0,05. Mc Farland !/,
dengan Mc Farland 2 dan Mc Farland 3, serta antara Mc Farland 1,Mc
Farland 2 dan Mc Farland 3 hasilnya tidak berbeda signifikan dengan nilai
p > 0,05. Hasil Uji mann-whitney diatas diketahui bahwa mulai dari
lactobacillus casei yang diencerkan dan disamakan kekeruhannya dengan
standar Mc Farland Y, sampai dengan satandar Mc Farland 3 didapat hasil
berbeda secara signifikan dengan kelompok Kontrol negatif Hal ini
menunjukkan bahwa mulai dari Mc Farland Y, sudah efektif menghambat
pertumbuhan Escherichia coli, tetapi dari semua kelompok tersebut yang

paling efektif dalam menghambat Escherichia coli adalah standar
Mc Farland 3.
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4.2 Pembahasan

Dari hasil penelitian dapat diketahui bahwa pemberian Lactobacillus
casei yang sesuai dengan standar Mc Farland 3 didapatkan jumlah koloni
Escherichia coli dengan rata-rata 76 koloni. Untuk standar Mc Farland 2
didapatkan jumlah koloni Escherichia coli dengan rata-rata 178 koloni. Untuk
standar Mc Farland 1 didapatkan jumlah koloni Escherichia coli dengan rata-
rata 208 koloni. Untuk standar Mc Farland Y, didapatkan jumlah koloni
Escherichia coli dengan rata-rata 273 koloni. Sedangkan pada kelompok yang
diberikan aquadest jumlah koloni Escherichia coli masih paling banyak yaitu
dengan rata-rata 374 koloni, dan untuk kelompok Kontrol tidak didapatkan
koloni Escherichia coli.

Berdasarkan analisa data diatas, maka dapat disimpulkan bahwa ada
perbedaan yang bermakna jumlah koloni Escherichia coli pada kelompok
kontrol negatif dengan kelompok perlakuan dengan memberikan
Lactobacillus casei sesuai dengan berbagai Mcam standar Mc Farland.
Dimana dengan pemberian Lactobacillus casei yang telah di encerkan dan
disesuaikan kekeruhan nya dengan standar Mc Farland ', 1, 2, 3, didapatkan
jumlah koloni Escherichia coli yang lebih sedikit. Pada kelompok perlakuan
1 didapatkan jumlah koloni Escherichia coli lebih banyak dibandingkan
dengan kelompok perlakuan yang lainnya, dan pada kelompok perlakuan 2
didapatkan jumlah koloni Escherichia coli lebih banyak dibandingkan dengan
kelompok perlakuan 3. Kesimpulan dari analisa diatas bahwa dengan
penambahan konsentrasi Lactobacillus casei terlihat peningkatan efek dalam

menurunkan jumlah koloni Escherichia coli.
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Bacteriocin pertama ditemukan oleh A. Gratia pada tahun 1925, untuk
pertama kalinya dia memberi nama zat tersebtu adalah colicine karena zat
tersebut memiliki kemampuan membunuh Escherichia coli. (Savadogo,
2006).

Bakteriosin dari bakteri Lactobacillus casei selain dapat menghambat
bakteri Gram positif yaitu L. monocytogenes juga menghambat bakteri Gram
negative seperti Escherichia coli dan Salmonella thypimurium. Beberapa
penelitian menyebutkan bahwa bakteriosin tidak saja menghambat spesies
yang secara filogenik dekat tetapi juga mampu menghambat bakteri Gram
negatif (Usmiati,dkk 2009).

Keterbatasan penelitian ini yaitu menggunakan hewan coba mencit
jantan galur swiss, tapi tidak menutup kemungkinan untuk menggunakan
hewan coba mencit betina galur swiss karena penelitian ini hanya melihat
jumlah kuman pada luka ditubuh mencit yang tidak dipengaruhi oleh
perbedaan hormon antara mencit jantan dan mencit betina.

Peneclitian ini menggunakan bakteri Lactobacillus casei dengan
konsentrasi sesuai dengan standar Mc farland 3, dengan hasil sudah dapat
mengurangi jumlah koloni Escherichia coli. Namun apakah dengan
menggunakan bakteri Lactobacillus casei dengan konsentrasi yang lebih
tinggi dapat lebih mengurangi jumlah koloni Escherichia coli.



BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan  hasil  penelitian tentang pengaruh pemberian

Lactobacillus casei tathadap Escherichia coli, maka disimpulkan bahwa:

5.1.1. Ada pengaruh yang bermakna pada pemberian Lactobacillus casei
terhadap jumlah koloni Eschericia coli pada luka mencit yang diolesi
Escherichia coli.

5.1.2. Jumlah rerata koloni Eschericia coli pada standar Mc Farland '/,
adalah 273 koloni, Mc Farland 1 adalah 208 koloni, Mc Farland 2
adalah 178 koloni, Mc Farland 3 adalah 76 koloni.

5.1.3. Ada perbedaan jumlah koloni Eschericia coli antara standar Mc

Farland !/, Mc Farland 1, Mc Farland 2, dan Mc Farland 3.

5.2. Saran
5.2.1 Perlu studi lebih lanjut untuk melakukan penelitian ini dengan
menggunakan hewan coba mencit betina galur swiss.
522 Perlu studi lebih lanjut untuk melakukan penelitian ini dengan

menggunakan bakteri Lactobacillus casei dengan konsentrasi

kepekatan kuman yang lebih tinggi.
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