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ABSTRACT

Some of Lactobacillus species isolated from breast milk are known to have antimicrobial activities, including against Escherichia coli. The aims
of this study were to evaluate the antimicrobial activity of Lactobacillus species isolated from breast milk against enteropathogenic Escherichia coli
strain K1.1 and the effectiveness of the Lactobacillus isolates to prevent diarrhea on rats (Sprague Dawley). The infective dose of E. coli K1.1 to
induce diarrhea without causing death were also determined. Based on the antimicrobial activity there were three isolates of Lactobacillus that
exhibited good inhibition againts E. coli K1.1, i.e. Lactobacillus rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, and L. rhamnosus B16. Determination of E. coli
infective dose showed that 108 CFU of E. coli K1.1 was sufficient to induce diarrhea on rat without causing death. The number of diarrhea rats and
severity level in group treated with L. rhamnosus were lower than groups untreated with the Lactobacilli. This study showed that the three L.
rhamnosus isolated from breast milk were able to prevent diarrhea due to infection of E. coli K1.1 when the Lactobacillus was regularly introduced
prior to infection. L. rhamnosus R23 showed the best capabilities of preventing diarrhea in rats as compared to two other isolates of Lactobacillus.
The incidence of diarrhea correlated with the number of lactobacilli in the feces. However when the period of diarrhea ceased, there were no
difference in total lactobacilli and E. coli in the caecum, colon and feces between rats treated with L. rhamnosus and the control. This finding
revealed the L. rhamnosus isolated from breast milk were potential for prevention of diarrhea when consumed regularly.
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ABSTRAK

Beberapa spesies Lactobacillus yang diisolasi dari air susu ibu (ASI) diketahui memiliki aktivitas antimikroba, termasuk terhadap Escherichia
coli. Tujuan penelitian ini adalah mengevaluasi aktivitas antimikroba spesies Lactobacillus asal ASI terhadap Escherichia coli enteropatogenik
strain K1.1 dan efektivitas Lactobacillus rhamnosus untuk mencegah diare pada tikus (Sprague Dawley). Dosis infeksi E. coli K1.1 yang dapat
menginduksi diare tanpa menyebabkan kematian juga ditentukan. Berdasarkan aktivitas antimikroba, diperoleh tiga isolat Lactobacillus yang
memiliki penghambatan yang baik terhadap E. coli K1.1, yaitu Lactobacillus rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, dan L. rhamnosus B16.
Penentuan dosis infeksi oleh E. coli menunjukkan bahwa sebanyak 108 CFU E. coli K1.1 merupakan jumlah yang cukup untuk menginduksi diare
pada tikus tanpa menyebabkan kematian. Jumlah tikus yang mengalami diare dan keparahannya pada tikus yang diberi L. rhamnosus lebih rendah
dibandingkan dengan tikus yang tidak diberi L. rhamnosus namun diinfeksi dengan E. coli K1.1. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa tiga L.
rhamnosus asal ASI mampu menghambat diare karena E. coli K1.1 jika Lactobacillus tersebut diberikan secara reguler sebelum terjadinya infeksi.
L. rhamnosus R23 merupakan isolat dengan kemampuan yang paling baik dalam mencegah diare dibandingkan dengan dua isolat L. rhamnosus
lainnya. Jumlah tikus yang mengalami diare berkorelasi dengan jumlah laktobasili di dalam feses. Akan tetapi jika periode diare telah berhenti, tidak
ada perbedaan jumlah total laktobasili dan E. coli dalam sekum, kolon dan feses antara tikus yang diberi L. rhamnosus dan kontrol. Penelitian ini
menunjukkan bahwa L. rhamnosus asal ASI berpotensi untuk mencegah diare jika dikonsumsi secara reguler.

Kata kunci: aktivitas antimikroba, air susu ibu, diare, E. coli, Lactobacillus rhamnosus

PENDAHULUAN Escherichia coli, Rotavirus, Salmonella spp., Shigella spp.,

Campylobacter jejuni, Entamoeba histolytica dan Giardia

Diare dan gastroentritis karena infeksi tertentu menjadi  Jamblia (Mandomando et al., 2007; Allen et al., 2010). E. coli
urutan pertama penyebab rawat inap di rumah sakit di  enteropatogenik diketahui sebagai penyebab utama diare pada
Indonesia, bahkan pada tahun 2006 penyakit ini menempati  anak-anak berumur kurang dari dua tahun (Yatsuyanagi et al.,
urutan ketiga penyakit utama penyebab kematian di rumah sakit ~ 2003). Mikroba probiotik telah terbukti dapat mencegah atau
di Indonesia setelah stroke dan perdarahan intrakranial (Depkes  menyembuhkan diare yang diakibatkan oleh infeksi patogen,
RI, 2008). Baik di negara berkembang, maupun di negara maju  virus maupun diare yang disebabkan oleh konsumsi antibiotik
penyebab diare yang utama pada anak-anak adalah  (Heyman dan Menard, 2002; de Vrese dan Marteau, 2007;
Zanini et al., 2007). Penggunaan probiotik untuk mencegah atau
mengobati diare merupakan fungsi probiotik yang paling umum
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E-mail : lilis@seafast.org; lilis@nuraida.com; Hp: 081-1118583 diaplikasikan (Reid ef al,, 2003; de Vrese dan Marteau, 2007).
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Pemberian probiotik dapat mengurangi durasi dan keparahan
diare (de Vrese dan Marteau, 2007; Allen et al., 2010).

Air susu ibu (ASI) telah dilaporkan oleh beberapa peneliti
mengandung bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai
probiotik. Bifidobacterium longum adalah bakteri asam laktat
(BAL) yang paling umum ditemukan dalam ASI, diikuti oleh B.
animalis, B. bifidum, dan B. catenulatum (Gueimonde et al.,
2007). Keberadaan laktobasili pada ASI yaitu L. gasseri, L.
fermentum dan L. salivarius dilaporkan oleh Martin et al. (2005).
Isolat ini berpotensi sebagai probiotik yang sama dengan strain
yang telah digunakan secara konvensional (Martin et al., 2005).
Hartanti (2010) menunjukkan dari 19 isolat BAL asal ASI yang
memiliki ketahanan terhadap asam dan atau garam empedu, 5
isolat yaitu L. rhamnosus R14, R21, R23, B16 dan Lactobacillus
sp. R25 dapat menurunkan E. coli K1.1 sebesar >2 log CFU/mL
ketika ditumbuhkan secara bersama-sama pada media susu.
Isolat Lactobacillus yang memiliki kemampuan menghambat
pertumbuhan E. coli K.1. secara in vitro diharapkan mampu
mencegah diare secara in vivo. Sebagaimana dipersyaratkan
FAO/WHO (2002), dalam pengembangan bakteri probiotik, studi
mengenai karakterisasi sifat fungsional bakteri asam laktat
harus dilakukan pada hewan percobaan terlebih dahulu.
Pemberian Lactobacillus casei 1-5 dilaporkan efektif untuk
mencegah infeksi karena E. coli pada tikus (Ishida-Fujii et al.,
2007). Sementara itu Oyetayo (2004) menunjukkan tikus yang
diberi Lactobacillus acidophilus dan diinfeksi E. coli, tidak
mengalami diare seperti yang dialami oleh tikus yang hanya
diberi E. coli. Penelitian yang dilakukan oleh Astawan et al.
(2011) menunjukkan bahwa pemberian BAL yang diisolasi dari
daging segar dapat menekan tingkat keparahan diare pada
tikus akibat infeksi E. coli enteropatogenik. Pada penelitian
tersebut paparan E. coli dilakukan selama tujuh hari berturut-
turut dengan jumlah E. coli sebanyak 106 CFU/mL per hari.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas isolat
Lactobacillus asal ASI untuk mencegah diare pada tikus
percobaan yang dinfeksi dengan E. coli K1.1. Pada penelitian
ini infeksi oleh E. coli K1.1. dilakukan dengan paparan tunggal
dengan dosis yang dapat menyebabkan diare. Paparan secara
tunggal dilakukan untuk menghindari terjadinya imunitas pada
tikus yang digunakan terhadap E. coli, karena paparan terhadap
mikroorganisme yang berkali-kali dapat memicu terjadinya
imunitas.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Lima isolat Lactobacillus asal ASI yaitu L. rhamnosus (R14,
R21, R23, dan B16) dan Lactobacillus sp. R25 dari koleksi
SEAFAST Center IPB digunakan dalam penelitian ini. Bakteri
yang digunakan untuk menginduksi diare adalah Escherichia
coli enteropatogenik strain K1.1 yang berasal dari Laboratorium
Bioteknologi Hewan dan Biomedis Pusat Penelitian Bioteknologi
IPB dan tikus percobaan Sprague-Dawley jantan dari Pusat
Studi Biofarmaka IPB. Bahan-bahan yang digunakan adalah
bahan penyusun ransum modifikasi AIN-76 (AIN, 1977) dan
media untuk uji mikrobiologi. Alat-alat yang dipergunakan dalam
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penelitian ini adalah peralatan untuk pengujian mikrobiologi dan
pemeliharaan hewan percobaan.

Pengujian aktivitas antimikroba Lactobacillus terhadap E.
coli K1.1 secara in vitro

Penguijian aktivitas antibakteri Lactobacillus terhadap E. coli
K1.1 dilakukan dengan metode kontak. Kultur Lactobacillus dan
E. coli disegarkan masing-masing ke dalam medium MRSB dan
NB dan diinkubasi selama 24 jam. Isolat Lactobacillus dan
kultur E. coli kemudian ditambahkan ke dalam tabung berisi
larutan susu skim 10% sehingga susu mengandung 108
CFU/mL Lactobacillus dan 105 CFU/mL E. coli, selanjutnya di-
inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Susu dipilih sebagai
medium dalam pengujian ini karena kedua bakteri dapat tumbuh
dengan baik. Total Lactobacillus dan E. coli sebelum dan
sesudah inkubasi dihitung dengan metode agar tuang masing-
masing menggunakan media MRSA dan EMBA.

Penentuan dosis E. coli K1.1 yang menyebabkan diare pada
tikus (modifikasi Oyetayo, 2004)

Protokol penggunaan tikus dalam penelitian ini telah
mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan
Badan Litbang Kesehatan Kemenkes (No. Lb.03.04/KE/6224
2010). Uji dosis dilakukan dengan pemberian E. coli pada
beberapa konsentrasi sehingga tikus menjadi diare. Pada uji ini
digunakan 20 ekor tikus yang terbagi dalam empat kelompok,
yaitu satu kelompok kontrol yang hanya diberikan larutan
fisiologis (NaCl 0,85%) dan tiga kelompok tikus yang diberi E.
coli dengan berbagai konsentrasi (108, 107 dan 106 CFU/mL).
Sebelum pemberian E. coli tikus diadaptasikan dahulu selama
dua minggu dengan pemberian ransum standar AIN-76 (AIN,
1977) yang telah dimodifikasi secara ad libitum dan air minum
dalam kemasan. E. coli K1.1 ditumbuhkan pada medium NB
selama 24 jam pada suhu 37°C, kemudian disentrifuse dan
pelet sel disuspensikan pada larutan garam fisiologis serta di-
encerkan sesuai dengan jumlah sel yang diinginkan. Pemberian
suspensi E. coli sebanyak 1 mL sesuai dengan konsentrasi di
atas dilakukan dengan cara dicekok (dengan alat sonde
intragastrik). Pemberian E. coli hanya dilakukan sekali. Tikus
kelompok kontrol dicekok dengan 1 mL larutan fisiologis (NaCl
0,85%). Pengamatan feses tikus dilakukan sebelum pemberian
E. coli K1.1 (HO/hari ke 0) dan setiap hari setelah pemberian E.
coli sampai lima hari (H5/hari ke 5).

Pengujian potensi isolat Lactobacillus asal ASI untuk men-
cegah diare

Pada uji aktivitas antidiare 30 ekor tikus dibagi menjadi lima
kelompok, yaitu kelompok tikus yang tidak diintervensi L.
rhamnosus maupun E. coli (kontrol negatif), kelompok tikus
yang diintervensi E. coli tetapi tidak diintervensi isolat L.
rhmnosus (kontrol E. coli), dan tiga kelompok tikus yang diinter-
vensi E. coli dan L. rhamnosus sebagaimana disajikan pada
Tabel 1. Jumlah E. coli yang diberikan adalah 108 CFU sesuai
dengan dosis yang menyebabkan diare dan jumlah L.
rhamnosus yang diberikan adalah 10° CFU. Isolat Lactobacillus
ditumbuhkan dalam MRSB pada suhu 37°C selama 24 jam, lalu
disentrifus dan pelet sel disuspensikan dalam larutan fisiologis
(NaCl 0,85%). Pemberian L. rhamnosus dan E. coli dilakukan
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dengan cara dicekok. Tikus kelompok kontrol yang tidak diberi
E. coli maupun Lactobacillus, dicekok dengan larutan fisiologis.
Pengamatan dilakukan terhadap berat badan tikus (setiap dua
hari), konsumsi ransum (setiap hari), konsistensi dan warna
feses (setiap hari), serta jumlah total Lactobacillus dan E. coli
pada feses sebelum diintervensi L. rahmnosus (HO/hari ke 0),
setelah intervensi L. rhamnosus pada H1, H3, H7 dan setelah
intervensi E. coli pada H8, H9, H10, H11, dan H12. Pada H12,
setelah terjadi penyembuhan diare, tikus diterminasi dengan
teknik dislokasi tulang aksis (cervicalis dislocation). Jumlah total
Lactobacillus dan E. coli pada kolon dan sekum tikus selanjut-
nya dihitung dan analisis dengan program SPSS 13,0 dan uji
beda lanjut dengan uji Duncan. Pengamatan kolon tikus dengan
menggunakan SEM (Scanning Electron Microscope) dilakukan
pada pengamatan H12.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas antimikroba isolat Lactobacillus terhadap E. coli
K.1.1 secara in vitro

Hasil penguijian aktivitas antimikroba isolat Lactobacillus ter-
hadap E. coli K1.1 dengan menggunakan metode kontak me-
nunjukkan bahwa tiga isolat yaitu L. rhamnosus R14, L.
rhamnosus R23, dan L. rhamnosus B16 (Gambar 1) memiliki
peng-hambatan lebih tinggi atau menurunkan jumlah E. coli
yang lebih besar dari 2 isolat lainnya. Hasil penelitian ini me-
nunjukkan bahwa sifat antimikroba tergantung pada strain. Hal
yang sama terjadi pada Lactobacillus asal AS| yang dilakukan
oleh peneliti terdahulu (Olivares et al., 2006). Ketiga isolat ter-
sebut selanjutnya digunakan untuk pengujian secara in vivo
potensi Lactobacillus rhamnosus asal AS| sebagai antidiare.

Dosis E. coli K1.1 yang menyebabkan diare pada tikus

Hasil pengujian menunjukkan pemberian dosis E. coli K1.1
sebesar 108 CFU menyebabkan 4 dari 5 tikus diare sehari
setelah pemberian E. coli (Tabel 2). Semakin menurun dosis
yang diberikan jumlah tikus yang diare pada hari pertama
semakin kecil. Pada umumnya tikus mengalami diare selama 2

yang merupakan dosis E. coli K1.1 yang dapat menimbulkan
diare terbanyak pada tikus tanpa menimbulkan kematian.

Dosis E. coli K1.1 sebesar 108 CFU belum menyebabkan
diare dalam waktu sehari setelah pemberian E. coli. Diare baru
terjadi ketika digunakan dosis 107 atau 108 CFU. Dosis tinggi
yang dibutuhkan pada penelitian ini kemungkinan disebabkan
karena tikus yang digunakan pada penelitian ini bukan tikus
bebas mikroba (germ free) atau gnotobiotik, yaitu hewan yang
mengandung mikroba yang diketahui jenisnya atau spesiesnya
(Zhang et al., 2008). Respon imun terhadap infeksi pada hewan
gnotobiotik lebih rendah daripada hewan yang dipelihara secara
konvensional (Zhang et al., 2008). Tikus yang digunakan dalam
penelitian ini adalah tikus yang dipelihara secara konvensional
sehingga kemungkinan sudah terpapar berbagai jenis bakteri,
sebagai akibatnya dosis untuk menyebabkan sakit menjadi lebih
tinggi. Ishida-Fujii et al. (2007) menggunakan dosis tinggi yaitu
3x107 - 1x108 sel E. coli untuk penguijian pencegahan infeksi E.
coli pada tikus oleh Lactobacillus casei I-5.
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Gambar 1. Penurunan jumlah E. coli K1.1 setelah dikompetisikan

dengan 5 isolat Lactobacillus asal AS| secara in vitro

Tabel 2. Hasil pengujian dosis E. coli K1.1 yang menyebabkan tikus

haril, lalu sembuh .paQa hari-hari berikany.a. Paga pemberian . d'ar“? Jumiah Tikus DiarelJumiah Selurah Tikds
dosis 106 CFU, terjadi keterlambatan terjadinya diare yang ter- Dosis E. coli Setelah Pemberian E. coli K1.1 Selama:
lihat dari tidak adanya tikus yang diare sehari setelah pem- Kidperhar  — i 3Hai  4Hai 5 hari
berian E. coli. Pada hari kedua baru terjadi diare pada 1 dari 5 Kontrol 05 05 05 05 05
tikus, lalu meningkat menjadi 3 dan turun kembali pada hari-hari 105 CFU 05 1/5 3/5 205 1/5
berikutnya yang menunjukkan terjadinya penyembuhan. Pola 107 CFU 2/5 05 1/5 05 205
yang tidak teratur diamati pada pemberian dosis 107 CFU. Untuk 108 CFU 45 205 05 05 05
peneliian pada tahap selanjutnya digunakan dosis 108 CFU
Tabel 1. Perlakuan tikus pada pengujian potensi isolat L. rhamnosus asal ASI untuk mencegah diare karena E. coli K1.1
Periode (Hari ke)
Kelompok Perlakuan Adaptasi* Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
(H-14 s.d. HO) (H1s.d. H6) (H7) (H8 s.d. H12)

Kontrol negatif ransum standar

Kontrol E. coli

L. rhamnosus R14 ransum standar + L.

rhamnosus 10° CFU

ransum standar
L. rhamnosus R23
L. rhamnosus B16

ransum standar ransum standar
ransum standar + E. coliK1.1. 108 CFU

ransum standar + E. coli K1.1. 108 CFU + L.
rhamnosus 10° CFU

ransum standar + L.
rhamnosus 10° CFU

Keterangan: *) Dilakukan selama dua minggu dari H-14 sampai HO
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Pengaruh pemberian asupan isolat Lactobacillus asal ASI
terhadap kejadian diare akibat infeksi E. coli K1.1

Selama masa pengujian aktivitas antidiare berat badan tikus
terus meningkat dan tidak terjadi penurunan berat badan walau-
pun sudah diinfeksi dengan E. coli K1.1. Berdasarkan penam-
pakan feses, diare yang ditimbulkan tidak mengakibatkan tikus
banyak kekurangan cairan, sehingga berat badan tikus masih
mengalami peningkatan selama perlakuan.

Hasil penguijian (Tabel 3) menunjukkan bahwa ketiga isolat
L. rhamnosus memiliki kemampuan untuk mencegah diare. Hal
ini terlihat dari jumlah tikus yang mengalami diare, tingkat
keparahan diare, dan waktu munculnya diare tersebut. Diare
pada tikus kelompok kontrol E. coli terjadi segera setelah pem-
berian E. coli K1.1 (tiga dari enam tikus mengalami diare pada
H8). Sedangkan diare pada tikus kelompok L. rhamnosus R14
baru terjadi pada H10 (satu dari enam tikus mengalami diare
pada hari ke 10). Kelompok tikus yang diberi L. rhamnosus B16
juga mengalami diare segera setelah diberi E. coli K1.1 (H8),
akan tetapi jumlah tikus yang diare lebih sedikit (dua dari enam
tikus). Disamping itu, keparahan diare antara kelompok kontrol
E. coli dengan kelompok yang diberi L. rhamnosus berbeda.
Tikus kelompok kontrol E. coli mengalami diare yang lebih
parah, yaitu ditunjukkan dengan penampakan feses yang tidak
berbentuk, sangat lembek dan berlendir (tipe 6 berdasarkan
Bristol Stool Chart (Lewis dan Heaton, 1997)). Sedangkan tikus
yang diberi L. rhamnosus R14 dan L. rhamnosus B16 me-
ngalami diare yang lebih ringan, yaitu fesesnya lembek namun
masih berbentuk (tipe 5 berdasarkan Bristol Stool Chart (Lewis
dan Heaton, 1997)). Pada umumnya tikus menderita diare
hanya selama 1-2 hari (Tabel 3), sehingga setelah 5 hari dari
pemberian E. coli (H12), tidak ada lagi tikus yang diare.
Kelompok tikus yang diberi isolat L. rhamnosus R23 tidak
mengalami diare selama pengujian berlangsung, Hal ini me-
nunjukkan bahwa L. rhamnosus R23 memiliki kemampuan yang
paling baik dalam mencegah diare. Kemampuan probiotik untuk
mencegah diare karena bakteri atau virus tergantung pada
strain dan dosis yang digunakan (Allen et al., 2010).

E. coli enteropatogenik memiliki plasmid yang mengkode
pembentukan pili untuk penempelan bakteri pada sel epitel dan
produksi protein yang diperlukan untuk menyebabkan luka

(lesion) (Nguyen et al., 2006). Budiarti dan Mubarik (2007)
menunjukkan E. coli K1.1 dapat menghasilkan enzim protease
ekstra seluler yang dapat mendegradasi mucin sehingga dapat
melekat pada sel epitel usus dan menimbulkan diare pada
inang. Michail dan Abernathy (2002) menguji efek peng-
hambatan L. plantarum terhadap E. coli dan respon sekretori sel
epitel usus menggunakan model sel Caco-2. Paparan L.
plantarum diberikan sebelum, bersamaan dan setelah infeksi E.
coli.

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa L. plantarum
mengurangi perubahan respon sekretori terhadap infeksi E. coll,
kemungkinan melalui penghambatan pengikatan E. coli
enteropatogenik pada sel epitel. L. plantarum juga mengurangi
pengikatan E. coli pada sel Caco-2. Penelitian lebih lanjut me-
nunjukkan bahwa L. plantarum menghambat migrasi neutrofil
sehingga menghambat respon inflamasi karena infeksi E. coli
enteropatogenik (Michail dan Abernity, 2003). Akan tetapi efek
ini hanya dapat terjadi jika probiotik tersebut telah diberikan
sebelum infeksi E. coli (preventif). Sherman et al. (2005) me-
nunjukkan L. acidophilus dan L. rhamnosus mencegah terjadi-
nya luka pada sel epitel karena infeksi E. col.

Pengaruh pemberian asupan isolat Lactobacillus asal ASI
dan E. coli K1.1 terhadap jumlah E. coli dalam feses

Jumlah E. coli pada tikus selama penguijian disajikan pada
Gambar 2. Pada kelompok kontrol negatif (selama pengujian
seluruh tikus hanya diberikan larutan fisiologis), jumlah E. coli
cenderung stabil. Kelompok kontrol E. coli (kelompok tikus yang
diberi E. coli K1.1 tanpa diberi L. rhamnosus) menunjukkan
kenaikan jumlah E. coli pada feses yang cukup tinggi, yaitu 0,83
log CFU/g feses (Tabel 4) sehari setelah pemberian E. coli
(pengamatan H8). Hal ini berkorelasi dengan jumlah tikus yang
mengalami diare pada pengamatan H8 yang berjumlah 3 ekor
dari 6 ekor tikus (Tabel 4). Penelitian Oyetayo et al. (2003)
menunjukkan pemberian L. acidophilllus dan L. casei yang di-
isolasi dari susu sapi selama 3 hari berturut-turut, menurunkan
jumlah enterobacteriacea dalam feses tikus. Pemberian L.
acidophillus juga mencegah terjadinya diare pada tikus
(Oyetayo, 2004).

Tabel 3. Pengaruh pemberian isolat Lactobacillus asal AS| terhadap kejadian diare akibat infeksi E. coli K1.1

Jumlah Tikus Diare/Jumlah Seluruh Tikus

Kelompok Tikus Pemberian Asupan Lactobacillus (Hari ke)
HO H1 H3 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Kontrol negatif 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Kontrol E. coli 0/6 0/6 0/6 0/6 3/6@ 1/6@ 0/6 0/6 0/6
L. rhamnosus R14 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 1/60) 2/6®) 0/6
L. rhamnosus R23 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
L. rhamnosus B16 0/6 0/6 0/6 0/6 2/6® 0/6 0/6 0/6 0/6

|
Infeksi E. coli K1.1
Keterangan :

(a) = feses tidak berbentuk, berwarna agak kecoklatan, sangat lembek, berlendir (tipe 6 berdasarkan Bristol Stool Chart)
(b) = feses berbentuk bulat atau lonjong, berwarna hitam, tidak padat, lembek (tipe 5 berdasarkan Bristol Stool Chart)
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Tabel 4. Jumlah tikus diare dan perubahan jumlah E. coli dan Lactobacillus pada feses setelah pemberian E. coli K1.1

Setelah 1 Hari (H8) Setelah 2 Hari (H9)

Kelompok Perlakuan

Setelah 3 Hari (H10) Setelah 4 Hari (H11)  Setelah 5 Hari (H12)

FD  AEC ALB FD  AEC ALB FD  AEC ALB FD AEC ALB FD AEC ALB
Kontrol negatif 06 0,21 0,16 06 0,02 0,20 06 -058 0,16 06 -035 -047 06 -058 -053
Kontrol E. coli 3/6@ 0,83 -1,29 1/6@ 0,59 1,71 06 032 -1,42 o6 011 -097 06 -04 -088
L. rhamnosus R14 06 044 -0,07 06 043 0,31 /60 -0,42 0,39 20600 -012 019 06 -022 034
L. rhamnosus R23 o6 -013  -0,09 06  -057 0,38 06 -100 019 o6 13 -010 06 -153 030
L. rhamnosus B16 2/6® 0,36 -0,07 06 043 0,07 06 0,11 0,11 o6 -047 -015 06 -052 0,08
Keterangan :
FD = frekuensi kejadian diare (jumlah tikus diare/jumlah seluruh tikus)

AEC = selisih jumlah E. coli dalam feses (log CFU/g) pada hari tersebut dibandingkan dengan sebelum paparan terhadap E. coli K1.1 (H7)

ALB = selisih jumlah Lactobacillus dalam feses (log CFU/g) pada hari tersebut dibandingkan dengan sebelum paparan terhadap E. coli K1.1 (H7)
(a)  =feses tidak berbentuk, berwarna agak kecoklatan, sangat lembek, berlendir (tipe 6 berdasarkan Bristol Stool Chart)
(b)  =feses berbentuk bulat atau lonjong, berwarna hitam, tidak padat, lembek (tipe 5 berdasarkan Bristol Stool Chart)

Pada kelompok tikus yang diberi L. rhamnosus R14 me-
nunjukkan sedikit kenaikan jumlah E. coli sehari setelah pem-
berian E. coli K1.1, yaitu sebesar 0,44 log CFU/g feses (Tabel
4), tetapi kemudian turun kembali setelah 3 hari (pada pe-
ngamatan H10). Hal ini berkorelasi dengan tidak adanya tikus
yang mengalami diare pada pengamatan H8 meskipun pada
pada H10 dan H11 terdapat masing-masing seekor dan 2 ekor
tikus yang mengalami diare, tetapi gejala diare yang tampak
hanya feses yang sedikit lembek dengan bentuk normal atau
tipe 5 berdasarkan Bristol Stool Chart (Tabel 4). Pada kelompok
tikus yang diberi L. rhamnosus R23 menunjukkan sedikit
penurunan jumlah E. coli sehari setelah pemberian E. coli K1.1
(pengamatan H8), yaitu turun sebesar 0,13 log CFU/g feses
(Tabel 4) dan terus mengalami penurunan sampai H12. Hal ini
berkorelasi dengan tidak adanya satu ekor tikuspun yang me-
ngalami diare setelah diberi E. coli K1.1. Pada kelompok tikus
yang diberi asupan L. rhamnosus B16 menunjukkan sedikit
kenaikan jumlah E. coli sehari setelah intervensi E. coli K1.1
(pengamatan H8), yaitu sebesar 0,36 log CFU/g feses (Tabel 4),
tetapi kemudian mengalami penurunan hingga H12. Hal ini ber-
korelasi dengan adanya 2 ekor tikus yang mengalami diare
pada H8 tetapi gejala diare yang tampak hanya feses yang
sedikit lembek dengan bentuk normal atau tipe 5 berdasarkan
Bristol Stool Chart sama seperti diare pada kelompok tikus yang
diberi asupan L. rhamnosus R14 (Tabel 4). Pada H12 atau
setelah 5 hari pemberian E. coli K1.1, tidak ada lagi tikus yang
mengalami diare. Pada H12 jumlah E. coli pada feses tikus
berkisar antara 7,07-7,90 log CFU/g feses, dengan jumlah E.
coli yang lebih rendah pada kelompok tikus yang diberi L.
rhamnosus (Gambar 2), yaitu 7,07-7,35 log CFU/g feses,
dibandingkan dengan kedua kontrol yaitu sebesar 7,78 dan 7,90
log CFU/g feses.

Pengaruh pemberian asupan isolat Lactobacillus asal ASI
dan E. coli K1.1 terhadap jumlah Lactobacillus dalam feses
tikus

Jumlah Lactobacillus pada tikus selama pengujian disajikan
pada Gambar 3. Pada kelompok kontrol negatif jumlah
Lactobacillus cenderung stabil, sedangkan pada kelompok
kontrol E. coli terjadi penurunan jumlah Lactobacillus yang
sangat drastis setelah pemberian E. coli K1.1, yaitu sebesar
1,29 log CFU/g feses pada pengamatan H8 dan turun sebesar
1,71 log CFU/g pada H9 (Tabel 4), meskipun kemudian
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mengalami kenaikan kembali hingga H12 dimana tikus telah
sembuh dari diare (Gambar 3 dan Tabel 4). Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian E. coli 108 CFU pada tikus menyebabkan
terjadinya gangguan keseimbangan mikrobiota usus ditandai
dengan penurunan jumlah Lactobacillus karena terjadinya
kompetisi dalam kolonisasi sel epitel usus pada tikus yang tidak
diberi asupan L. rhamnosus.

Pemberian E. coli K1.1

10.00 -

9.00 -

8.00 1

7.00 1

Jumlah E. coli (log CFU/g feses)

6.00 T T T T T T T T )
\HO Ht  H3 H7 H8 H9 H10 H11 H12}

|

Periode Pemberian Lactobacillus

—— Kontrol negatif —&— Kontrol E. coli —&—R14
—e—R23 —¥—B16

Gambar 2. Jumlah E. coli pada feses tikus pada kelompok kontrol
negatif, kontrol E. coli, dan kelompok tikus yang diberi L.
rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, dan L. rhamnosus
B16

Jumlah Lactobacillus pada kelompok tikus yang diberi
asupan L. rhamnosus cenderung stabil selama periode pe-
ngujian (Gambar 3). Sehari setelah pemberian E. coli K1.1 (H8)
tidak terjadi penurunan jumlah Lactobacillus pada feses
kelompok tikus yang diberi L. rhamnosus (Tabel 4). Hal tersebut
menunjukkan bahwa pemberian L. rhamnosus mampu mem-
pertahankan jumlah Lactobacillus dalam saluran pencernaan
walaupun dilakukan pemberian E. coli K1.1. Walapun terjadi
diare pada kelompok tikus yang diberi L. rhamnosus R14 dan L.
rhamnosus B16, tetapi tidak parah. Probiotik dapat mencegah
infeksi bakteri enterik dengan berkompetisi dengan patogen
untuk berikatan dengan sel epitel dan meningkatkan respon
imun, baik spesifik maupun non-spesifik (Reid et al., 2003;
Zanini et al., 2007; Allen et al., 2010). Selain itu, proteksi dari
probiotik dalam menghambat bakteri patogen karena probiotik
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menciptakan lingkungan yang tidak sesuai bagi bakteri patogen
dan berkompetisi terhadap substrat (Olivares et al., 2006).

__10.00 - Pemberian E. coli K.1.1

= 9.00 4

=]

L

S 800 §Ei ;; @
<)

F]

5 7.00 A

8

S 600 —
% \HO H1  H3 H7 H8 H9 H10 H11 H12}
: v

Periode Pemberian Lactobacillus

—e&— Kontrol negatif === Kontrol E. coli —a—R14
—e—R23 —¥—B16

Gambar 3. Jumlah Lactobacillus pada feses tikus pada kelompok
kontrol negatif, kontrol E. coli, dan kelompok tikus yang
diberi L. rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, dan L.
rhamnosus B16

Jumlah E. coli dan Lactobacillus pada sekum, kolon dan
feses tikus setelah penyembuhan diare

Jumlah E. coli pada sekum, kolon, dan feses setelah tikus
melalui masa penyembuhan diare, hampir sama untuk semua
perlakuan, yaitu pada sekum antara 7,31-7,94 log CFU/g, pada
kolon 7,45-7,72 log CFU/g dan pada feses 7,07-7,90 log CFU/g.
Hal yang sama pada jumlah Lactobacillus dalam sekum, kolon
dan feses, setelah tikus sembuh dari diare juga tidak menunjuk-
kan perbedaan yang signifikan (P>0,05) antar perlakuan.
Setelah tikus sembuh dari diare jumlah Lactobacillus pada
sekum pada kisaran 8,40-8,64 log CFU/g, pada kolon 8,16-8,56
log CFU/g dan pada feses 8,16-8,90 log CFU/g. Namun
demikian, feses kelompok tikus yang diberi L. rhamnosus R14
dan L. rhamnosus R23 mengandung Lactobacillus yang sedikit
lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol, yaitu 8,9 log CFU/g
untuk L. rhamnosus R14 dan 8,67 log CFU/g untuk L.
rhamnosus R23 dibandingkan dengan kontrol negatif sebesar
8,16 log CFU/g dan kontrol E. coli sebesar 8,34 log CFU/g
feses. Sebaliknya, kandungan E. coli lebih rendah dari pada
kontrol yaitu 7,35 log CFU/g untuk kelompok L. rhamnosus R14
dan 7,12 log CFU/g untuk kelompok L. rhamnosus R23
dibandingkan dengan kontrol negatif sebesar 7,90 log CFU/g
dan kontrol E. coli sebesar 7,78 log CFU/g feses.

Hasil pengamatan permukaan kolon tikus setelah
diterminasi disajikan pada Gambar 4. Pada permukaan kolon
tikus yang diberi L. rhamnosus R23 dan R14, tampak cukup
banyak bakteri batang pendek yang diduga Lactobacillus,
sementara pada kelompok tikus yang hanya diberi E. coli di-
dominasi oleh bakteri batang panjang. Berdasarkan pengamat-
an dengan menggunakan mikroskop, morfologi Lactobacillus
berupa batang pendek.

E. coli+R23

Keterangan : Bagian gambar yang berada dalam lingkaran putih merupakan
bakteri yang diduga sebagai Lactobacillus. R14: L. rhamnosus R14, R23: L.
rhamnosus R23, B16: L. rhamnosus B16

Gambar 4. Kondisi mikrobiota kolon tikus pada akhir masa penguijian
aktivitas antidiare dengan canning Electron Microscope
Model -JSM 5310 LV menggunakan perbesaran 10000x

KESIMPULAN

Lactobacillus rhamnosus R14, L. rhamnosus R23, dan L.
rhamnosus B16 asal ASI menunjukkan aktivitas antimikroba
yang baik terhadap E. coli enteropatgenik K1.1. Pemberian
ketiga isolat Lactobacillus secara reguler berpotensi untuk men-
cegah terjadinya diare karena infeksi E. coli K1.1. Dari ketiga
isolat Lactobacillus tersebut L. rhamnosus R23 memiliki potensi
terbaik untuk mencegah diare dibandingkan kedua isolat L.
rhamnosus lainnya. L. rhamnosus R23 juga mampu menekan
jumlah E. coli pada feses segera setelah tikus diberi asupan E.
coli K1.1. Ketika tikus sudah mengalami masa penyembuhan
dari diare, jumlah E. coli dan Lactobacillus pada kelompok tikus
yang diberi asupan L. rhamnosus maupun kontrol, tidak ber-
beda nyata.
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