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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas Lactobacillus casei dalam menghambat
pertumbuhan Helicobacter pylori. Metode yang digunakan yaitu difusi cakram Kirby-Bauer
dengan dua kerapatan yaitu Lactobacillus casei 10° CFU/mL dan Lactobacillus casei 108
CFU/mL, kontrol positif (antibiotik) dan kontrol negatif. Hasil penelitian menunjukkan zona
hambat rata-rata sebesar 10,3 mm pada konsentrasi 10° CFU/mL, 18,3 mm pada 108 CFU/mL,
dan 25 mm pada kontrol positif, sementara kontrol negatif tidak menghasilkan zona hambat.
Lactobacillus casei menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori melalui produksi bakteriosin
berupa laktosin dan caseicin, asam laktat dan kompetisi adhesi. Berdasarkan data zona hambat
pada pengujian penelitian ini, Lactobacillus casei memiliki efek sebagai agen penghambat
pertumbuhan Helicobacter pylori.

Kata Kunci: Lactobacillus casei, Helicobacter pylori, resistensi antibiotik, difusi carkram
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ABSTRACT

This study aims to determine the effectiveness of Lactobacillus casei in inhibiting the growth of
Helicobacter pylori. The method used is the Kirby-Bauer disk diffusion test with two bacterial
densities: Lactobacillus casei at 10° CFU/mL and 10® CFU/mL, along with a positive control
(antibiotic) and a negative control. The results showed an average inhibition zone of 10.3 mm at
10° CFU/mL, 18.3 mm at 108 CFU/mL, and 25 mm for the positive control, while the negative
control produced no inhibition zone. Lactobacillus casei inhibits Helicobacter pylori growth
through the production of bacteriocins (laktosin and caseicin), lactic acid, and adhesion
competition. Based on the inhibition zone data from this study, Lactobacillus casei
demonstrates potential as an inhibitory agent against Helicobacter pylori growth.

Keywords: Lactobacillus casei, Helicobacter pylori, resistance antibiotic, Disk diffusion
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BAB1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Lactobacillus casei merupakan bakteri asam laktat (BAL). Bakteri asam
laktatadalah kelompok bakteri gram positif yang pertama kali ditemukan oleh
ilmuwan bernama Louis Pasteur pada tahun 1857. Bakteri asam laktat diketahui
memiliki peran sebagai probiotik yang dapat membantu kesehatan saluran
pencernaan dengan menghambat pertumbuhan patogen melalui senyawa
antimikroba berupa laktosin dan caseicin sebagai antibakteri (Zheng et al., 2020).

Penelitian terhadap bakteri asam laktat sebagai probiotik terus berkembang
terutama dalam bidang industri pangan termasuk fermentasi makanan. Food and
Agriculture Organization (FAO) menjelaskan bahwa probiotik merupakan
mikroorganimse non-patogen yang hidup dan memberikan efek menguntungkan
bagi kesehatan apabila dikonsumsi dengan jumlah yang tepat (Hill et al., 2014).
Mikroorganisme probiotik diteliti lebih luas pada genus Lactobacillus, salah
satunya adalah Lactobacillus casei. Lactobacillus casei merupakan bakteri gram
positif yang dapat mengubah karbohidrat menjadi asam laktat, mensintesis asam
organik serta mampu mensekresikan bakteriosin, memproduksi eksopolisakarida
sebagai bentuk adaptasi terhadap lingkungan, dan dapat memodulasi sistem imun
(Murray et al., 2016).

Champagne et al., (2018) menyatakan bahwa, bakteri Lactobacillus casei
memiliki efektivitas sebagai agen pengendalian hayati mikroorgansme patogen di
saluran pencernaan, sehingga Lactobacillus casei dikembangkan menjadi produk
konsumtif berupa minuman fermentasi seperti susu probitoikyogurt dan makanan
fermentasi yamg banyak diminati masyarakat.
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Bakteri Lactobacillus casei diketahuimemiliki kemampuan dalam
mengatasi gejala penyakit gastritis yang disebabkan oleh bakteri patogen antara
lain Escherichia coli, Salmonella thypi, Campylobacter, Shigella, Clostridium dan
Helicobacter pylori. Gastritis merupakan suatu kondisi adanya peradangan pada
saluran pencernaan karena infeksi bakteri patogen, salah satu bakteri yang
menyebabkan peradangan akut pada saluran pencernaan adalah Helicobacter
pylori (Keikha et al., 2021).

Helicobacter pyloridapat menyebabkan gastritis hingga kanker lambung
(Takashi-Kanemitsu et al., 2021).Helicobacter pylori dikategorikan sebagai
karsinogen kelas 1 oleh International Agency for Research on Cancer (IARC).
Data global menunjukkan bahwa sekitar 4,4 miliar orang terinfeksi oleh bakteri
ini (Hill et al., 2014). Pengobatan infeksi Helicobacter pylori berbasis antibiotik
konvensional dapat meninggalkan residu yang menyebabkan reaksi
hipersensitifitas dan meningkatnya resistensi bakteri patogen terhadap antibiotik
(Hu et al., 2016).

Pengobatan berbasis antibiotik konvensional telah mendapatkan beberapa
laporan kasus resistensi antibiotik. Resistensi antibiotik atau dikenal Multi Drug
Resistance (MDR) merupakan kondisi dimana bakteri tidak dapat dihambat
pertumbuhannya menggunakan jenis antibiotik yang diberikan (Hu et al., 2016).
Penelitian oleh Saniee ef al., (2018) menunjukkan bahwa terjadi peningkatan
kasus resistensi antibiotik pada Helicobacter pylori secara signifikan, terutama
pada pasien gastritis di Iran selama periode 2010-2017. World Health
Organization (WHO) juga melaporkan bahwa resistensi antibiotik merupakan

penyebab utama gagalnya terapi dalam memberantas Helicoacter pylori (Hu et
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al., 2016).Upaya pengobatan alternatif dari resistensi antibiotik melalui terapi
probiotik strain Lactobacillus casei. Lactobacillus casei semakin dikembangkan
secara ekstensif karena dinilai sebagai probiotik yang ketersediaannya relatif
melimpah dan mampu bertahan hidup melawan patogen saluran pencernaan (Luo
etal., 2023).

Lactobacillus casei telah dinyatakan aman untuk dikonsumsi oleh
Generally Recognized as Safe (GRAS) (Bujnakova et al., 2017). Berdasarkan
aspek karakteristik Lactobacillus caseiyang memiliki potensi menghambat
pertumbuhan Helicobacter pylori dan mengurangi gejala gastritis, sehigga dapat
mengatasi kasus resistensi antibiotik menjadi alasan penelitian ini dilakukan.

Pemanfaatan Lactobacillus casei sebagai probiotik dalam mengatasi
masalah resistensi antibiotik dalam pengendalian infeksi Helicobacter pylori
semakin dikembangkan. Penelitian probiotik strainLactobacillus casei diharapkan
dapat menjadi solusi efektif untuk meningkatkan kesehatan saluran pencernaan
dan mengurangi infeksi yang disebabkan oleh Helicpbacter pylori. Hasil
penelitian ini berupa nilai zona hambatpertumbuhan Helicobacter pylori yang
dapat berperan sebagai pengembangan ekstensif penegakan diagnosis klinis dari
pengujian efektivitas Lactobacillus casei.

Pentingnya penelitian potensi Lactobacillus casei dalam menghambat
Helicobacter pylori menjadi semakin mendesak, mengingat tingginya pelaporan
kasus resistensi antibiotik yang menyebabkan pengobatan berbasis antibiotik
konvensional semakin tidak efektif. Oleh karena itu, penelitian ini diharapkan

dapat memberikan kontribusi penting dalam pengembangan pengujian probiotik
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sebagai solusi alternatif yang lebih aman dan berkelanjutan untuk mengatasi

resistensi antibiotik dari infeksi Helicobacter pylori.

1.2 Perumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana efektivitas

bakteri lactobacillus casei dalam menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori ?

1.3 TujuanPenelitian
Penelitianini bertujuan untuk mengetahui efektivitas Lactobacillus casei

dalam menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini berkontribusi dalam literasi data pengujian efektivitas

probiotik Lactobacillus casei dalam menghambat pertumbuhan Helicobacter

pylori.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Lactobacilluscasei

Lactobacillus casei merupakan bakteri gram positif berdiameter 0.6 um
dan panjang 1.2 um, dinding sel sebagai pemberi bentuk basil, kapsul sebagai
pelindung terluar untuk dapat beradaptasi yang tersusun dari polisakarida,
membran sel mengandung lipid yang mengatur keluar masuknya zat, sitoplasma
mengandung ribosom sebagai pensintesis protein, membran sel melindungi serta
mengatur komunikasi sel (Madigan ef al., 2015). DNA mengandung kode genetik
yang mampu memproduksi bakteriosin berupa laktosin dan caseicin (Chauhan,

2020). Berikut gambar strukturLactobacillus casei.

Ribosomes
Cytoplasm N
DNA h

Cell Wall
Cell Membrane

Capsule

Gambar 1. Struktur Lactobacillus casei
Sumber : Alamy, 2022

Lactobacillus casei dikelompokkan sebagai bakteri asam laktat karena
mampu mengubah bahan organik berupa karbohidrat menjadi asam laktat melalui
fermentasi yang bersifat heterofermentatif. Pertumbuhannya optimal pada kondisi
pH 5 (Champagne et al., 2018). Dalam jumlah yang stabil pada saluran
pencernaan, Lactobacillus casei berperan dalam dekomposisi bahan organik,
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modulasi imunitas, menjaga kestabilan mikrobiom gastrointestinal dan mencegah
atau menurunkan gejala gastritis dari infeksi mikroorganisme patogen yang

menyerang saluran pencernaan seperti Helicobacter pylori (Keikha et al., 2021).

2.2. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori merupakan bakteri patogen gram negatif berbentuk
spiral dan mengandung material genetik yang dapat memproduksi sitotoksin
berupa CagA dan VacA yang dapat merusak sel mukosa dan menyebabkan
gastritis pada saluran penceranaan hingga kanker lambung (Hatakeyama, 2014).

Berikut merupakan gambar struktur Helicobacter pylori.

Peptidoglikan Membran protein luar

Lipopolisakarida

Ribosom: !
Material Genetik
Membran plasma

Gambar 2. Struktur Helicobacter pylori
Sumber : Cheok et al., 2021

Helicobacter pylori berdiameter 0,5 um dengan panjang 3 um,memilikipili
dan protein membran luar (Champagne et al., 2016). Terdapat peptidoglikan
sebagai lapisan kapsul yang memberi kekohan membentuk spiral. Ribosomnya
dapat mensistesis protein sitotoksin Vacuolating cytotoxinA (VacA) dan Cytotoxin

associated gene A (CagA), asam nukleat sebagai penyandi materi genetiknya,
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membran plasma sebagai lapisan pertukaran zat, dan flagela sebagai motilitas
(Hatakeyama, 2014).

Flagela berdiameter 30 nm dengan panjang 12 nm, sebagai alat gerak
flagela tersusun atas 4 subunit yaitu tubuh basal, kait, filamen, dan selubung
Tubuh basal berfungsi dalam koordinasi sekresi protein, mendistribuskan protein
ke seluruh bagian flagela dan mengatur arah rotasi flagela. Kait Flagela berfungsi
sebagai pencegah polimerisasi, membentuk struktur, dan sebagai penghubung
dengan badan basalnya. Filamen Flagela berfungsi sebagai motilitas bagi sel

Helicobacterpylori.(Martinez et al., 2016).

2.3. Patogenitas Helicobacter pylori

Epidemi yang disebabkan oleh Helicobacter pylori dapat terjadi karena
sanitasi buruk dan vektor. Bakteri ini bermigrasi dari satu inang ke inang lainnya
dengan cara transmisi oral-oral dan fekal-oral. Trasnmisi oral-oral terjadi melalui
air liur dan fekal-oral melaui feses (Kao et al., 2016).

Transmisi Helicobacter pylori dimulai dengan masuknya bakteri dari
mulut tertelan menuju saluran pencernaan menggunakan flagela sebagai motilitas
dengan mekanisme kemotaksis dan menempel di lapisan superfisial epitel
lambung berkolonisasi, Bagian flagela mengespresikan protein struktural flgE dan
fliD yang membentuk biofilm sehingga semakin sulit kolonisasi direduksi
(Martinez et al., 2016).

Lipopolisakarida Helicobacter pylori berperan dalam interaksi hidrofobik
sel seperti perlekatan pada dinding permukaan sel pada saluran pencernaan inang.
Semakin tinggi hidrofobisitasnya maka semakin besar potensinya mampu
bertahan di lingkungan saluran pencernaan (Prescott et al., 2016).
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Helicobacterpylori dapat berubah dari bentuk heliks menjadi bentuk
kokoid yang dapat menghindari sistem kekebalan tubuh (Cheok et al., 2021).
Helicobacterpylori memproduksi urease yang mengubah urea menjadi amonia
dan karbon dioksida dimana amonia membantu menetralkan asam lambung yang
mendukung pertumbuhan kolonisasinya (Kao ef al., 2016).

Urease dilepaskan oleh sitoplasma saat lisis bakteri, urea juga digunakan
sebagai lapisan penyangga periplasma. Amonia bersifat toksik terhadap sel inang.
Stimulasi dari respon reseptor sel epitel terhadap aktivitas pili mengaktifkan
TLR4 dan TLRS sebagai rekognisi imunitas, kemudian mensekresikan protein
sitokin berupa interleukin-8 sebagai antiinflamasi terhadap respon CagA dan
VacA yang dibawa oleh pili (Knorr et al., 2019).

Pili mulai melakukan kontak terhadap sel epitel lambung melalui
membran protein luar dengan menyuntikkan CagA dan VacA ke sel epitel
melintasi membran sel epitel menuju sitoplasma (Takahashi-Kinametsu et al.,
2020). VacA berfungsi sebagai penguat adhesi pili ke bagian sel epitel sehingga
mencegah pelepasan perlekatan antar sel terutama dari gerakan peristaltik usus
(Kao et al., 2016).

Toksitas VacA dapat menyebabkan pembentukan vakuola pada sitoplasma
sel epitel sehingga menurunkan aktivitas proteolitik dan mengakibatkan
penghambatan stimulasi poliferasi dan maturasi Sel T pada inang, dan
merangsang produsi sitokin pro-inflamasi ke lokasi infeksi dan menyebabkan
peradangan kronis. VacA dapat menyebabkan punurunan resistansi trans-epitel
dan meningkatkan permebealitas absorbsi nutrisi (Takahashi-Kanemitsuer al.,

2020).
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Gastritis berawal dari peradangan Infeksi oleh Helicobacter pylori
menyebabkan gangguan mukosa pada saluran pencernaan. Gastritis yang tidak
mereda kemudian menjadi kronis akan memicu pembentukan ulkus yang
diperberat gejalanya oleh toksin CagA dan VacA (Takashi-Kanemitsu et al.,
2020). Infeksi persisten menyebabkan transformasi neoplastik sel epitel dan
limfosit menjadi sel kanker, kemudian disebut kanker lambung (Hatakeyama,
2014). Eradikasi infeksi persisten Helicobacter pylori berbasis antibiotik memiliki
efek samping berupa resistansi antibiotik sehingga upaya solusi alternatif lainnya
berupa penggunaan probiotik yang mengandung strain Lactobacillus casei

(Saniee et al., 2018).

2.4. Efektivitas Lactobacillus casei Menghambat Petumbuhan Helicobacter
pylori

Lactobacillus  casei berdasarkan karakteristiknya memiliki efek
menghambat pertumbuhan kolonisasi Helicobacter pylori pada saluran
pencernaan sehingga dapat meredakan gejala gastritis dari infeksi persisten.
Strain Lactobacillus casei menghambat pertumbuhan kolonisasi Helicobacter
pylori dengan memproduksi asam laktat yang dapat menurunkan pH lingkungan
dimana Helicobacter pylori merupakan bakteri yang bersifat alkalifilik (Liu ef al.,
2021).

Terjadinya konkurensi antara Lactobacillus casei dan Helicobacter pylori
terhadap ruang perlekatan permukaan bakteri. Lactobacillus casei memproduksi
bakteriosin berupa laktosin dan caseicin yang berfungsi sebagai penghambat
terhadap pertumbuhan Helicobacter pylori (Chauhan, 2020). Terjadinya
persaingan kelengasan dimana Helicobacter pylori bersifat mikroaerofilik yang
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membutuhkan oksigen pada proses respirasi sedangkan Lactobacillus casei
bersifat anaerob fakultatif. Lactobacillus casei memproduksi senyawa volatil yang
dapat memodulasi quorum sensingHelicobacter pylori sehingga menyebabkan
penguraian biofilm serta transduksi sinyal dan penghambatan koordinasi respon
sistem autoinducerHelicobacter pylori (Liu et al., 2021).

Produksi bakteriosin oleh Lactobacillus casei merupakan bentuk adaptasi
terhadap infeksi patogen Helicobacter pylori. Bakteriosin memiliki potensi
sebagai molekul teurapeutik alternatif dari kasus resistensi antibiok terhadap
patogen (Chauhan, 2020). Bakteriosin dapat membentuk pori-pori pada membran
sel helicobacter pylori sehingga menyebabkan lisis. Bakteriosin memiliki efek
terhadap proton motive force (PMF) bakteri target. PMF adalah gradien
elektrokimia pada membran sitoplasma yang berfungsi sebagai sintesis energi,
menggabungkan ion dan metabolit lainnya. Permukaan sel bakteri bermuatan
negeatif (anionik) menjadikan target bakteriosin yang bermuatan positif (kationik)
(Li et al., 2014).

Bakteriosin berikatan dengan bagian luar membran sel negatif melalui
reaksi elektrostatik kemudian mengubah permeabilitas membran sel bakteri
negatif melalui berkurangnya gradien ion membran sel dan menyebabkan
terhambatnya sintesis energi bakteri bermuatan negatif sehingga berakhir pada
kematian sel (Lii et al., 2014). Bakteriosin tidak memicu reaksi imun sehingga
baik untuk digunakan sebagai agen antibakteri dengan tujuan terapeutik
(Chauhan, 2020).

Terdapat dua bakteriosin yang diproduksi oleh Lactobacillus casei yaitu

laktosin dan caseicin. Laktosin memiliki aktivitas antibakteri dengan zona hambat
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lebih dari 20 nm (Madiganet al., 2015). Caseicin menghambat pertumbuhan
Helicobacter pylori melalui mekanisme gangguan integritas membran sel
kemudian membentuk pori yang dapat menginhibisi enzim metabolik
Helicobacterpyloridan menginduksi responstressnegatif berupa stress (Chauhan,
2020).

Sebagai agen probiotik saluran pencernaan, Lactobacillus casei harus
mampu bertahan dalam merespon beberapa tekanan diantaranya derajat
keaasaman (pH), garam empedu, ROS, adhessi, bakteriosin (Liu et al., 2021).
Derajat keasaaman (pH) merupakan faktor yang dapat merusak membran sel
melalui osmosis sehingga dapat menyebabkan kematian sel. Mikroba probiotik
yang hidup di lambung harus dapat bertahan pada pH 3 (Keikha ef al., 2021).
Pada saluran pencernaan, garam empedu disekresi dengan kadar 0.3%. Garam
empedu dapat mengemulsi lipid, sementara membran sel Lactobacillus casei
tersusun dari lipid (Murray ef al., 2016).

Garam empedu dapat masuk ke membran sitoplasma sehingga
menyebabkan kematian sel (Prescott ez al., 2016). Sebagai adaptasi, Lactobacillus
casei memproduksi enzim BileSalt Hidrolase (BSH) yang mampu menghidrolisis
garam empedu. Tekanan oksidatif Reactive Oksigen Spessies (ROS) berupa
hidrogen peroksida (H20O>), superoksida (O2) dan radikal hidroksil (OH) dapat
menyebabkan kerusakan protein, lipid dan nukleotida sehingga menyebabkan
terhentinya pertumbuhan sel. Lactobacillus casei menskresikan enzim katalase
untuk mendegradasi H>O», kandungan Mn yang tinggi pada Lactobacillus casei

sebagai pemulung O; yang efisien (Ianniello ez al., 2016).
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Dinding sel terdapat asam teikoat yang berfungsi sebagai perlekatan pada
sel epitel. Kemampuan adhesi Lactobacillus casei pada permukaan sel mukosa
melalui prduksi asam teikoat (Madigan et al., 2015). Mekanisme antibakteri pada
bakteriosin terhadap sel target berupa perlibatan selubung sel dimana terjadinya
penghambatan sintesis lipopolisakarida atau peptidoglikan, pembentukan pori-
pori dan adanya perubahan permeabilitas membran sel sehingga menyebabkan
kematian sel target (Murray et al., 2016).

Telah banyak penelitian yang dilakukan untuk meningkatkan efektivitas
probiotik pada sebuah produk konsumtif dan menjadikan genus Lactobacillus
sebagai opsi mikroba paling efektif sebagai agen probiotik (Champagne, et al.,
2018). Beberapa studi memperoleh hasil yang optimal dalam pemanfaatan
Lactobacilluscasei sebagai agen bakteri asam laktat pada produk susu (Pimentel et
al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh Ullah ef al., (2017) bahwa isolat
probiotik  Lactobacillus casei pada produk susu mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen melalui produksi senyawa antimikroba.

Lactobacillus casei dapat menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori
dengan memproduksi asam laktat untuk menurunkan pH lingkungan,
mensekresikan bakteriosin sebagai antibiotik, menghambat aktivitas urease, serta
memodulasi sistem imun terhadap peradangan yang diinduksi oleh Helicobacter
pylori Yu et al., 2023).

Lactobacillus casei merupakan merupakan salah satu impelementasi
bioteknologi klinis seperti produk konsumtif probiotik susu dan keju. Semakin
tinggi kerapatan sel, maka semakin tinggi pula efek hambatan yang dihasilkan

(Champagne, et al., 2018).
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan TempatPenelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada Oktobder 2024 hingga Desember 2024 di

Laboratorium Farmasi STIKes Senior Medan.

3.2. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitiaan ini yaitu laminar air flow,
mikroskop, inkubator, autoklaf, mikropipet, cawan petri, jangka sorong, tabung
reaksi, pinset, kaca objek, jarum ose dan tabung reaksi.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu suspensi Lactobacillus
casei, suspensi Helicobacter pylori, Muller-Hinton Agar (MHA), kertas cakram,

kertas cakram antibiotik, kristal violet, lugol, alcohol 70%, safranin dan spiritus.

3.3. Sampel Penelitian

Sampel penelitian yaitu kulturLactobacillus caseil0°CFU/ml sebanyak 10
mL, Lactobacillus caseil03CFU/ml sebanyak 10 mL dan Helicobacter pylori
108CFU/mL sebanyak 10 mL diperoleh dari koleksi Laboratorium Farmasi

STIKes Senior Medan.

3.4. Metode Penelitian

Penelitian yang dilakukan merupakan jenis eksperimental laboratories
dengan metode difusi cakram Kirby Bauer. Analisis data secara deskriptif dan
statistik menggunakan data primer hasil pengukuran diameter zona hambatyang
terbentuk pada pengujian difusi cakram efektivitas Lactobacillus casei
menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori dan pengamatan sel bakteri

mikroskopik pada skala 1000x pada pewarnaan Gram bakteri Helicobacter pylori.
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3.5. Prosedur Penelitian
3.5.1. Preparasi Alat dan Bahan

Sebelum pengujian dimulai, membersihkan alat seperti tabung reaksi,
cawan petri, pipet, dan jarum ose menggunakan air dan deterjen. Setelah itu, alat
mengeringkan dan membungkus menggunakan kertas steril, kemudian
mensterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi
selama 15-20 menit. Mensterilkan mikropipet menggunakanalkohol 70% sebelum
digunakan, sedangkan tip disediakan dalam kemasan steril yang siap pakai. Untuk
bahan yang digunakan, menyiapkan akuades dengan memanaskan akuades dalam
botol kaca tahan panas, lalu mensterilkanpada autoklaf pada suhu 121°C selama
dengan tekanan 15 psi 15-20 menit.

Mesnterilkan permukaan laminar air flow terlebih dahulu sebelum
melakukan aktivitas pengujian menggunakan alkohol dengan konsentrasi 70%,
dan menyalakan lampu UV selama 30 menit. Hal ini dilakukan untuk menjaga
area pengerjaan sehingga bebas dari kontaminasi. Setelah sterilisasi, menyimpan
alat-alat berupa cawan petri, tabung reaksi, pipet, jarum ose, dan kaca objek di
tempat yang bersih dan tertutup hingga digunakan.

Menyimpan bubuk media MHA dan bahan pewarnaan Gramyang akan
digunakandi inkubator untuk mencegah kontaminasi sebelum digunakan dalam
eksperimen. Menyimpan bahan berupa akuades di tempat aseptis untuk menjaga
dari kontaminasi hingga digunakan. Penyimpanan dilakukan secara aseptis agar
terhindar dari kontaminasi yang dapat menganggu proses pengujian difusi cakram
terhadap pertumbuhan Helicobacter pylori pada media yang diinokulasi

Lactobacillus casei.
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3.5.2. Preparasi Media Uji

Preparasi media uji dilakukan dengan menimbang bubuk MHA kemudian
melarutkan bubuk MHA sebanyak 38gr kedalam 1L akuades yang telah
dipanaskan, kemudian mengaduk hingga homogen dan mensterilkanmenggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah sterilisasi, menuangkan
larutan MHA ke dalam cawan petri di bawah kondisi aseptik dalam laminar air
flow dan membiarkan hingga mengeras pada suhu kamar.
3.5.3. Subkultur Helicobacter pylori

Subkultur Helicobacter pylori dilakukan dengan menginokulasikan
suspensi Helicobacter pylori ke media MHA menggunakan teknik streaking.
Setelah menginokulasi, cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C dalam kondisi
anaerobik selama 24 jam. Koloni yang terbentuk setelah inkubasi kemudian
digunakan untuk uji difusi cakram dan pewarnaan Gram.
3.5.4. Difusi Cakram

Cakram disk direndam pada suspensilLactobacillus casei kemudian
meletakkannya diatas permukaan media MHA yang telah mengeras, cakram disk
antibiotik berisi amoksisilin trihidratsebagai kontrol positif dengan melarutkan
menggunakan buffer fosfat dan cakram disk kosong digunakan sebagai kontrol
negatif diletakkan secara berjarak dengan empat titik penempatan pada satu cawan
petri yang telah diinokulasikan Helicobacter pylori. Kemudian meletakkan cawan
petri pada inkubator dengan suhu 37°C dalam kondisi mikroaerofilik selama 48
jam. Setelah masa inkubasi selama, maka terbentuk zona bening di sekitar cakram
disk yang dapat diukur menggunakan jangka sorong untuk mengetahui efektivitas

Lactobacillus casei dalam menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori.
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3.5.5. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram perlu dilakukan untuk mengkonfirmasi bahwa bakteri
tersebut merupakan bakteri gram negatif. Pewarnaan Gram dilakukan dengan
mengambil koloni Helicobacterpylori pada media cawan petri yang telah diukur
zona hambat, kemudian meletakkan pada kaca objek, lalu meneteskan pewarna
kristal violet dan mendiamkan selama satu menit kemudian membilas
menggunakan air mengalir dengan perlahan. Meneteskan kembali larutan lugol
kemudian mendiamkannya selama satu menit dan meneteskan lugol dan
mendiamkan selama satu menit kemudian bilas. Meneteskan alkohol 70% selama
15-20 detik kemduain segera membilas. Kemudian meneteskan pewarna safranin
lalu mendiamkan selama satu menit kemudian membilas dan mengeringkannya.

Pengamatan dilakukan pada mikroskop dengan perbesaran 1000x.

3.6. Analisis Data
Analisis data dilakukan menggunakan data primer hasil zona hambat difusi
cakram dan pewarnaan Gram dengan metode deskriptif. Pengukuran zona hambat

dilakukan menggunakan jangka sorong dengan rumus sebagai berikut :

Gambar 3.Pengukuran diameter zonahambat

il "

'
'
'
'
'
'

(Dv — Dc¢) + (Dh — Dc)

S

-

Dv : Diameter verikal

Dh : Diameter horizontal

Dc : Diameter cakram’/ sumuran

Sumber : Kumalasari efal., 2024
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BABV
SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Lactobacillus  casei memiliki efektivitas dalam  menghambat
pertumbuhan Helicobacter pylori melalui produksi bakteriosin dan asam laktat.
Semakin tinggi kerapatan sel Lactobacillus casei, maka semakin besar efek
hambatan pertumbuhan yang dihasilkan. Terdapat perbedaan signifikan dalam
pertumbuhan Helicobacter pylori pada setiap perlakuan. Diantara perlakuan
Lactobacillus casei, pada kerapatan 108CFU/mL secara signifikan lebih efektif
dalam menghambat pertumbuhan Helicobacterpylori dibanding Lactobaccillus

casei dengan kerapatan 10° CFU/mL.

5.2. Saran

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, yaitu penggunaan hanya
satu jenis probiotik dan jumlah sampel yang terbatas. Penelitian lebih lanjut
diperlukan untuk mengamatitingkat kerapatan sel yangefektif Lactobacillus
casei dalam mengahmbat pertumbuhan Helicobacter pylori, dapat melalui
kombinasi dengan antibiotik serta jenis probiotik lain yang berpotensi lebih

efektif dalam menghambat pertumbuhan Helicobacter pylori.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Zona Hambat

Pengukuran Zona

Perhitungan
Hambat

PerlakuanSampel

0.55 inch = 13.97 mm
13.97-4=9.97 mm

Lactobacilluscasei 10°
CFU/mL

Pengulangan 1

0.60 inch = 15.24 mm
1524 -4=11.24 mm

Lactobacilluscasei 10°
CFU/mL

Pengulangan 2

0.56 inch = 14.22 mm
1422 -4=10.22

Lactobacilluscasei 10°
CFU/mL

Pengulangan 3

0.88 inch =22.35 mm
22.35-4=18.35mm

Lactobacilluscasei 10%
CFU/mL

Pengulangan 1
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0.92 inch = 23.37 mm | Lactobacilluscasei 108
23.37-4=19.37 mm | CFU/mL

Pengulangan 2

0.87 inch =22.10 mm | Lactobacilluscasei 108
22.10—4=18.10 mm | CFU/mL

Pengulangan 3

1.15 inch = 29.21 mm | Kontrolpositif
29.21 -4 =25.21 mm | Pengulangan |

1.14 inch = 28.96 mm | Kontrolpositif
28.96 —4 =24.96 mm | Pengulangan 2
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1.16 inch = 29.46 mm | Kontrolpositif
29.46 —4 =25.46 mm | Pengulangan 3

Lampiran 2. Aktivitas Penelitian

Sterilisasi alat dan bahan Pembuatan media nutrient

pada autoklaf pertumbuhan bakteri

Sampel kultur probiotik dan

uji patogen

Subkultur patogen dan Inkubasi cawan petri

kertas cakram

i '\l {;7,:’/:
JE" ;‘AL = 1
| s ro h‘. 3
k el ‘ et
Pewarnaan Gram negatif Pengamatan mikroskopis Pengolahan limbah B3
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Lampiran 3. Analisis parametrik Anova dan LSD

Analisis statistic menggunakan ANOVA satu arah menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan antar perlakuan dalam penelitian ini. Nilai Fhitung
= 2087,2, yang jauh lebih besar dibandingkan Ftabel pada tingkat signifikansi 5%
(4,066) dan 1% (7,591), mengindikasikan bahwa perbedaan yang diamati dalam
zona hambat antara kelompok perlakuan bukan terjadi secara acak, melainkan
dipengaruhi oleh perbedaan perlakuan yang diberikan. Karena Fhitung > Ftabel,
maka hipotesisnol (Ho) ditolak, yang berarti terdapat perbedaan yang nyata antara
perlakuan Lactobacillus casei dengan berbagai konsentrasi serta control positif

dan negatif.

ANOVA F TABEL
SOURCE OF df SS MS F Significan F.05 F.01
VARIANCE
4 Treatment 3 1043,6 347,9 20872 Y 4,066 7,591
Error 8 1,3 0,17
12 Total 11

Selanjutnya, uji Least Significant Difference (LSD) padataraf 5% dihitung
untuk mengetahui perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan secara spesifik.
Nilai LSD 0,8 menunjukkan bahwa perbedaan rata-rata zona hambat antara dua
kelompok perlakuan dianggap signifikan jika melebihi 0,8 mm. Dengan demikian,
dapat disimpulkan bahwa konsentrasi Lactobacillus casei yang lebih tinggi
menghasilkan perbedaan yang signifikan dalam menghambat pertumbuhan
Helicobacter pylori dibandingkan dengan konsentrasi yang lebih rendah atau

tanpa perlakuan.

LSD 0.05 = T 0.05(8) SQRT (2MSE/Rep)
2,306 0,33
0,8
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