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ABSTRAK

Arivia, Gadis. 2021. Pengaruh Formulasi Lactococcus lactis Rekombinan Berbasis
Soyghurt sebagai Kandidat Vaksin Oral COVID-19 Terhadap Viabilitas
Bakteri. Tugas Akhir, Program Studi Farmasi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Dr. Valentina Yurina, S.Si., M.Si.,
Apt.

Pandemi COVID-19 merupakan suatu permasalahan yang menjadi
perhatian di seluruh dunia, khususnya-di bidang kesehatan. Berbagai studi telah
dilakukan untuk mendapatkan- vaksin yang- efektif. Penelitian sebelumnya
mengenai bakteri Lactocoecus lactis menunjukkan bahwa bakteri tersebut mampu
digunakan sebagai vektor vaksin berupa_protein spike (S2) dari SARS-CoV-2.
Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan;formulasisusu kedelai fermentasi
(soyghurt) dengan’starter_Lactococcus lactis rekombinan sebagai kandidat vaksin
oral COVID-19 dan _ mengetahui pengaruh “fermulasi Lactococcus lactis
rekombinan berbasis,soyghurt terhadap uji viabilitas“bakteri Lactococcus lactis
selama penyimpanan.:14 hari. Tahapan penelitian yang dilakukan antara lain
pembuatan starter Lactococcus-actis rekombinan, penanaman starter pada susu
kedelai dan fermentasi, uji fisikokimia, dan’ uji‘viabilitas -bakteri Lactococcus lactis
selama masa penyimpanan 14 hari.. Starter-Lactococcus lactis yang digunakan
adalah 10% dan 20%. Hasil penelittan menunjukkan bahwa karakteristik
fisikokimia soyghurt yang dikembangkan-dalam penelitian ini memiliki tekstur
kental dan'berwarna cream yang!sesuai dengan kriteria SNI-2981-2009 berada
rentang pH 4-5 dan viskositas 3-5 dPa. Lactococcus lactis rekombinan pada
soyghurt mampu bertahan hidup.dengan baik pada masa uji simpan selama 14
hari. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa soyghurt dengan
Lactococcus lactis rekombinan berpotensi untuk dikembangkan menjadi vaksin
oral COVID-19.

Kata kunci: COVID-19, Lactococcus lactis, Protein Spike, Soyghurt, Vaksin Oral



ABSTRACT

Arivia, Gadis. 2021. Effect of Soyghurt-Based Recombinant Lactococcus lactis
Formulation as a COVID-19 Oral Vaccine Candidate on Bacterial Viability.
Final Assignment, Pharmacy Program, Faculty of Medicine, Universitas
Brawijaya. Supervisors: (1) Dr. Valentina Yurina, S.Si., M.Si., Apt.

COVID-19 pandemic is a major problem throughout the world, especially in
the health sector. Various studies.-have been conducted to obtain effective
vaccines. Previous research found-that Lactococcus lactis has great potential as a
vaccine vector of spike protein (S2) from SARS-CoV-2. This study aims to develop
a formulation of fermented ‘soymilk (soyghurt) with recambinant Lactococcus lactis
starters as a candidate for the COVID-19 oral vaccine and to determine the effect
of the formulation” of soyghurt-based recombinant Lactococcus lactis on the
viability test of‘l.actococeuslactis bacteria during, 4. days storage. The research
stages include preparing recombinant Lactococcus factis starter,-adding starter in
soymilk and fermentation, physicochemical test, and viability test.of Lactococcus
lactis bacteria during.the storage 14 days! Lactococcus-lactis starter. that was used
10% and 20%. The-result showed that the physicochemical characteristics of
soyghurt had a thick texturey and creamcolor. Based on SNI-2981-2009, the
product meets the -eriteria in the ‘range of pH 4-5 and wviscosity of 3-5 dPa. The
colony counter test demonstrated that recombinant Lactococcus lactis survived for
14 days of storage. In conclusion;the recombinant Lactococcus lactis soyghurt has
a great potential to be developed as an oral vaccine of COVID-19.

Keywords: COVID-19, Lactococcus lactis, Oral Vaccine, Soyghurt, Spike Protein
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah
Sejak akhir tahun 2019, dunia dilanda wabah coronavirus disease 2019
(COVID-19). Penyakit.inidisebabkan oleh virus baru yang berasal dari mutasi
anggota keluarga coronaviridae -yaitu» SARS-CoV-2. Secara epidemiologi,

prevalensi.COVID-19.meningkat secara cepat.di seluruh dunia, sehingga

WHO' menetapkan “virus corona sebagai pandemi global. Wabah tersebut
telah menyebar di penjuru dunia termasuk di Indonesia. Kasus COVID-19 di
Indonesia tercatat hingga, akhir November 2021 sebanyak 4.254.815 kasus
reaktif dan dinyatakan meninggal sebanyak 143.782 kasus (BPS, 2021). Virus
ini dapat menular dengan cepat apabila kontak langsung dengan penderita.
Semua jenis coronavirus menimbulkan gejala klinis umum berupa demam,
batuk gangguan pernafasan akut, kelelahan, dan terkadang terdapat gejala
saluran pencernaan seperti diare. Pasien yang terjangkit virus COVID-19
memiliki tingkat mortalitas yang lebih tinggi jika pasien berusia lanjut, anak-
anak, wanita hamil serta pasien dengan penyakit penyerta seperti diabetes,

jantung, ginjal dan hati (Cao, 2020b).

Upaya pencegahan infeksi virus yang dianggap paling efektif adalah
vaksin. Saat ini, telah banyak vaksin yang dikembangkan dalam bentuk
injeksi. Meskipun metode injeksi paling sering digunakan, namun vaksin
dalam bentuk injeksi memiliki beberapa kekurangan seperti respon imun yang

dihasilkan terbatas hanya pada respon imun sistemik dan memberikan respon




imun mukosal yang lemah (Vela et al., 2017). Selain itu vaksin injeksi
memerlukan tenaga khusus dalam pemberiannya, serta jutaan orang
mengalami ketakutan pada jarum suntik vaksin injeksi (McLenon and Rogers,
2019). Menurut Santos et al.,(2021), vaksin injeksi COVID-19 yang telah
disetujui FDA diketahui membutuhkan pemberian booster berulang kali.
Pemberian booster akan lebih mudah jika pemberian dilakukan melalui rute
oral. Selain itu, vaksin injeksi COVID-19 yang disetujui FDA memerlukan suhu
yang rendah untuk‘menjaga kestabilannya dalam rentang -70 hingga 2°C. Hal
ini akan memerlukanybiaya yang besar dalam transportasi dan pengadaan

instrumen pada sistem rantai dingin.

Perkembangan teknologi vaksin terbaru adalah.vaksin berbasis peptida
atau vaksin epitope (ElI-Manzalawy and Honavar, 2010). Telah dilakukan riset
untuk “mengetahui potensi‘‘bakteri ‘Tekombinan Lactococcus lactis yang
membawa antigen protein spike dalam memberikan respon imun mukosal dan
sistemik sebagai vaksin oral (Yurina, 2018; Yurina, 2020). Antigen merupakan
bagian dari patogen yang dikenali oleh tubuh. Pada virus SARS-CoV-2 telah
diketahui bahwa-antigen yang memiliki potensi _besar untuk dikembangkan
menjadi vaksin berbasis antigen adalah protein spike khususnya protein spike
S2 (Yurina, 2020). Protein spike merupakan bagian permukaan pada
coronavirus yang berperan dalam pengikatannya dengan reseptor dan
menghantarkan masuknya virus ke dalam tubuh inang, maka protein ini dapat
menjadi target utama dalam desain vaksin. Protein spike yang digunakan
dalam penelitian ini adalah highly conserved region (HCR) yang sebelumnya
sudah dilakukan pensejajaran dari 9 strain coronavirus agar vaksin yang

dikembangkan dapat aktif tidak hanya terhadap strain SARS-CoV-2 tetapi



juga untuk strain coronavirus lainnya. Selanjutnya, diperlukan optimalisasi
atau formulasi lebih lanjut mengenai produk vaksin yang aman untuk

diaplikasikan ke dalam tubuh.

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan formulasi susu kedelai
fermentasi (soyghurt) dengan starter Lactococcus lactis rekombinan sebagai
kandidat vaksin oral COVID-19-dan untuk mengetahui pengaruh vaksin oral
COVID-19 menggunakan bakteri Lactococeus lactis rekombinan berbasis
soyghurt terhadap uji. “viabilitas /'bakteri Lactecoccus lactis selama
penyimga}nan 14 ha}ri: Susu kedelai dipilih sebzigai basis qusin oral karena
dapat dikonsumsioleh semuarkalangan termasuk seseorang yang menderita
alergi pada proetein susu.dan intoleransi‘terhadap<laktosa (Tangyu et al.,
2019). Selain itu, bakteris Lactococcus lactis diharapkan mampu bertahan
pada saluran pencernaan dalam~basis susu kedelai fermentasi sehingga
dapat menginduksi respon imun mukosa. Bakteri yang digunakan yaitu
Lactococcus lactis yang merupakan kelompok LAB (Lactic Acid Bacteria) dan
dikenal penggunaannya dalam produksi produk susu fermentasi seperti
yoghurt dan keju.. Penggunaan Lactococcus lactis rekombinan sebagai
penghantar antigen pada permukaan mukosa dapat melindungi protein dari
enzim pencernaan dan juga dapat menginduksi sistem imun sistemik dan
mukosal untuk memberikan perlindungan terhadap patogen (Ma et al., 2021).
Induksi sistem imun mukosal menjadi penting dalam pengembangan vaksin
coronavirus karena jenis virus ini menginfeksi melalui rute mukosal. Vaksin
oral dari bakteri Lactococcus lactis dalam bentuk susu fermentasi dapat
diberikan secara mudah melalui rute oral dan dapat menambah kenyamanan

pemberian vaksin tanpa perlu menggunakan jarum suntik yang membutuhkan



keterampilan khusus, maupun proses distribusi vaksin yang memerlukan

perlakuan khusus.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh formulasi Lactococcus lactis rekombinan berbasis
soyghurt terhadap jumlah bakteri Lactococcus lactis dalam periode
penyimpanan selama 14 hari?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan’Umum
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan bahwa formulasi vaksin oral
COVID-19-menggunakan 'bakteri Lactococcus lactis' rekombinan
dalam sediaan soyghurt ‘berpotensi untuk dikembangkan menjadi

vaksin oral COVID-19.

1.3.2 Tujuan Khusus
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan bahwa pemberian vaksin
oral COVID-19 menggunakan bakteri Lactococcus lactis rekombinan
berbasis soyghurt mampu bertahan hidup dengan baik pada masa uiji
simpan selama 14 hari.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademik
Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dari segi akademik yaitu

dapat menjadi dasar teori untuk menambah wawasan ilmu
pengetahuan sekaligus sebagai dasar untuk pengembangan

penelitian selanjutnya dalam bidang kesehatan, khususnya tentang
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soyghurt.

1.4.2 Manfaat Praktis

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dalam segi praktis yaitu
dapat memberikan alternatif terapi preventif yang efektif dalam infeksi

COVID-19.




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Coronavirus

2.1.1. Gejala Coronavirus
Gejala yang sering terjadi pada pasien. yang terinfeksi COVID-19
antara lain: (i) kehilangan-atau perubahan.indra penciuman dan perasa, (ii)
gejalar coryzal seperti pilek, bersin, hidung®tersumbat,-sakit mata, sakit
tenggorokan;-~dan suara_serak, (iii) .gejala gastrointestinal seperti nafsu
makan berkurang, mual;'muntah; diare,, dan sakit perut, (iv) gejala yang
berhubungan dengan kelelahan:seperti lengan/ kaki berat dan kesulitan
tidu}: (V) gejala pernapasé;l darﬁagtu;ﬁ seperti batuk yané :[erus-menerus,
sesak napas, nyeri dada, dan'dada sesak, (vi) gejala mirip flu dan lain-lain
seperti demam, nyeri otot, menggigil, sakit kepala, pusing, mati rasa/
kesemutan (Elliott et al., 2021).
Klasifikasi COVID-19 terdapat-5-jenis, antara lain:
1. Infeksi Asimtomatik atau Presimtomatik: Individu dengan tes SARS-
CoV-2 positif tanpa gejala klinis yang konsisten dengan COVID-19.
2. Penyakit ringan: Individu yang memiliki gejala COVID-19 seperti
demam, batuk, sakit tenggorokan, malaise, sakit kepala, nyeri otot,
mual, muntah, diare, anosmia, atau dysgeusia tetapi tanpa sesak

napas atau pencitraan dada yang tidak normal.




3. Penyakit sedang: Individu yang memiliki gejala klinis atau bukti
radiologis penyakit saluran pernapasan bawah dan yang memiliki
saturasi oksigen (Sp0O2) 94% di udara ruangan.

4. Penyakit parah: Individu yang memiliki (SpO2) 94% di udara ruangan;
rasio tekanan parsial oksigen arteri terhadap fraksi oksigen inspirasi,
(PaO2/FiO2) <300 dengan takipnea yang nyata dengan frekuensi
pernapasan >30.kalifmenit atau infiltrat paru >50%.

5. Penyakit kritis: Individu yang mengalami gagal napas akut, syok septik,
dan/atau disfungsi organ multipel. Pasien dengan*penyakit COVID-19
);a[ng parahidabat menjadi sakit kritis denaan berkerﬁt;angnya sindrom
gangguan._pernapasan;akut (ARDS) yang cenderung terjadi kira-kira
satu minggu setelah timbulnya gejala (Cascella et al., 2021).

Meskipun COVID-19, penyakit yang disebabkan oleh SARS-CoV-

2, sebagian besar mempengaruhi sistem pernapasan, COVID-19 dapat

dianggap sebagai penyakit virus sistemik mengingat disfungsi beberapa

organ yang terkait dengan penyakit ini.

1. Manifestasi ginjal: Pasien yang dirawat di rumah sakit dengan COVID-
19 parah berisiko ~mengalami cedera ginjal, paling sering
bermanifestasi sebagai cedera ginjal akut (AKI). AKI adalah
manifestasi ekstrapulmoner COVID-19 yang paling sering ditemui dan
dikaitkan dengan peningkatan risiko kematian. Manifestasi klinis dan
laboratorium lainnya termasuk proteinuria, hematuria, kelainan
elektrolit seperti hiperkalemia, hiponatremia, gangguan keseimbangan

asam-basa seperti asidosis metabolik.




2. Manifestasi jantung: Cedera miokard yang bermanifestasi sebagai
iskemia/infark miokard (MI) dan miokarditis adalah manifestasi jantung
yang dikenali dengan baik pada pasien dengan COVID-19. Manifestasi
jantung umum lainnya termasuk ACS, aritmia, kardiomiopati, dan syok
kardiogenik.

3. Manifestasi hematologi: Limfopenia adalah kelainan laboratorium yang
umum pada sebagian besar pasien.COVID-19. Kelainan laboratorium
lainnya termasuk trombaositopenia, leukopenia, peningkatan kadar
ESR,”C-reactive .protein (CRP) lactate dehydregenase (LDH), dan
léﬁkositosisi.iséperti yang telah dibahasisebelumny:a? COVID-19 juga
dikaitkan.._dengan “hiperkoagulasi, dibuktikan dengan tingginya
prevalensi kejadian‘vena dan tromboemboli® seperti PE, DVT, M,
-stroke iskemik, dan trombosis arteri yang juga terjadi pada pasien
meskipun dipertahankan pada ‘profilaksis atau bahkan antikoagulan
sistemik terapeutik. COVID-19 juga dikaitkan dengan peningkatan D-
dimer, kadar fibrinogen, waktu protrombin (PT) yang memanjang, dan
waktu ‘tromboplastin parsial (aPTT) pada  pasien yang berisiko
mengalami trombosis arteri-danvena.

4. Manifestasi gastrointestinal: Gejala Gl seperti diare, mual dan/atau
muntah, anoreksia, dan sakit perut.

5. Manifestasi hepatobilier: Peningkatan tes fungsi hati yang
bermanifestasi sebagai peningkatan akut aspartat transaminase (AST)
dan alanine transaminase (ALT) sering ditemukan pada 14% hingga
53% pasien dengan infeksi COVID-19. Disfungsi hati lebih sering

terjadi pada pasien dengan penyakit COVID-19 yang parah.




6. Manifestasi endokrinologis: Pasien dengan gangguan endokrinologi
yang mendasarinya seperti diabetes mellitus yang tertular virus ini
berada pada peningkatan risiko mengembangkan penyakit parah.
Manifestasi klinis seperti kadar glukosa darah abnormal, ketosis
euglikemik, dan ketoasidosis diabetikum telah dicatat pada pasien
yang dirawat di rumah sakit dengan COVID-19.

7. Manifestasi neurologis: Selain -anosmia dan ageusia, temuan
neurologis ~lainnya _ termasuk.. sakit kepala, stroke, gangguan
kesadaran, gangguan kejang, dan. ensefalopati metabolik toksik.
'I:érdapat piuilai pasien dengan COVID-19 mengemibiangkan sindrom
Guillain-Barré (GBS):

8. Manifestasi kulit: Lesi‘akral yang menyerupai pseudo chilblains adalah
‘manifestasi kulit yang: paling umum ditemukan pada pasien dengan

COVID-19 (Cascella et al., 2021).

2.1.2. Transmisi Coronavirus

Cara utama penularan SARS-CoV-2 adalah melalui paparan
droplet respiratori yang membawa virus dari kontak dekat atau penularan
tetesan dari individu presimtomatik, asimtomatik, atau simtomatik yang
menyimpan virus. Droplet yang terinfeksi dapat menyebar 1 - 2 m dan
mengendap di permukaan. Virus dapat tetap hidup di permukaan selama
berhari-hari dalam kondisi atmosfer yang menguntungkan bagi virus tetapi
dapat dihancurkan dalam waktu kurang dari satu menit oleh disinfektan
umum seperti natrium hipoklorit, hidrogen peroksida, dll. Selain dari

menghirup droplet, infeksi dapat ditularkan dari menyentuh permukaan
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yang terkontaminasi oleh virus kemudian menyentuh hidung, mulut dan
mata (Singhal, 2020).

Dalam kondisi eksperimental, SARS-CoV-2 tercatat stabil pada
permukaan baja tahan karat dan plastik dibandingkan dengan permukaan
tembaga dan karton, dengan virus yang hidup terdeteksi hingga 72 jam
setelah menginokulasi permukaan dengan virus. Sebuah studi yang
mengevaluasi durasi® Viabilitas virus. pada benda dan permukaan
menunjukkan-bahwa SARS-CoV-2. dapat ditemukan pada plastik dan
stainless steel hingga.2-3 hari, karton hinggay1 hari, tembaga hingga 4 hari.
jam.isielain itu7, 7taitmpaknya kontaminasi lebif tinggi di' unit perawatan
intensif (ICU). daripada™di ‘bangsal 'umum, juga SARS-CoV-2 dapat
ditemukan di lantai, mouse komputer, tempat sampah, dan pegangan
tangan tempat tidur serta di_udara hingga 4 meter dari pasien yang
berimplikasi pada transmisi nasokomial selain transmisi fomite (Cascella et

al., 2021).

2.1.3. Struktur Coronavirus

Coronavirus termasuk dalam famili coronaviridae dari anggota ordo
nidovirales. Coronavirus adalah virus RNA positif berbentuk bulat, memiliki
envelope, dan memiliki untai tunggal dengan kisaran diameter 60—220 nm,
dimana untai tunggal tersebut memiliki ekstensi glikoprotein berbentuk
batang di permukaan luarnya dan membawa genom berukuran 26-32 kb.
Coronavirus diklasifikasikan menjadi empat subkelompok: alfa (a), beta (B),
gamma (y), dan delta (8). Strain yang saat ini telah diketahui dapat

menginfeksi manusia ada tujuh, yaitu: HCoV229E, HCoV-OC43, SARS-




11

CoV, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, MERS-CoV, dan SARS-CoV-2 (severe
acute respiratory syndrome coronavirus) (Topuzogullari et al., 2020).

Secara struktural, SARS-CoV-2 memiliki empat protein struktural
utama antara lain glikoprotein spike (S), glikprotein small envelope,
glikoprotein membrane (M), dan protein nukleokapsid (N), serta beberapa
protein aksesori. Spike atau S_glikoprotein adalah protein transmembran
dengan berat molekul sekitar 150 kDa ditemukan di bagian luar virus.
Protein S membentuk hometrimer yang menonjol di permukaan virus dan
memfasilitasi penpgikatan envelope virus ke sel inang melalui tarikan
deng:aﬁ angioteinisiﬁ converting enzyme (ACEE) yang diélgspresikan dalam
sel saluran-pernapasan’ bagian, bawah. Glikoprotein ini dipecah oleh
protease menjadi 2 sub unit yaitu $1 dan S2. Bagian S1 bertanggung jawab
untuk perlekatan atau pengikatan virus dengan reseptor sementara S2
berfungsi untuk memediasi fusi.membran virus dengan sel inang (Astuti
and Ysrafil, 2020). Subunit S1 ‘terdirii dari N-terminal domain (NTD) dan
receptor binding domain (RBD) dan subunit S2 ‘'yang mengandung
komponen untuk fusi membran, terdiri dari fusion peptide (FP), heptad
repeat (HR) 1 dan 2, transmembrane domain (TM) dan cytoplasmic domain
(CP). Setelah RBD pada subunit S1 berikatan dengan reseptor ACE-2 sel
target, HR1 dan HR2 pada subunit S2 berinteraksi satu sama lain
membentuk six-helix bundle (6-HB) sehingga virus dapat masuk ke dalam
sel dan menyebabkan infeksi (Xia et al., 2020).

Nukleokapsid yang dikenal sebagai protein N adalah komponen
struktural dari Coronavirus yang terlokalisasi di wilayah retikulum

endoplasma dan golgi yang secara struktural terikat pada materi asam
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nukleat virus. Karena protein ini terikat pada RNA, maka juga terlibat dalam
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proses yang berhubungan dengan genom virus, siklus replikasi virus, dan
respon seluler sel inang terhadap infeksi virus. Protein N juga sangat
terfosforilasi dan dapat menyebabkan perubahan struktural dalam
meningkatkan afinitas untuk RNA virus. Bagian penting lain dari virus ini
adalah membrane atau protein M, yang merupakan protein paling
terstruktur dan berperan-dalam menentukan bentuk envelope virus. Protein
ini dapat mengikat semua protein struktural lainnya. Pengikatan dengan
protein .M~ membantu’ menstabilkan nuklepkapsid “atau protein N dan
membantu prosieis berakitan virus dengan menStabilkan 7kE)mpIeks protein-
RNA N di dalam virion internal: Komponen terakhir adalah envelope atau
protein E yang merupakan protein terkecil dalam struktur SARS-CoV yang

berperan dalam produksi dan pematangan virus (Astuti and Ysrafil, 2020).

~— Receptor binding motif

<— S1 subunit
(Globular receptor-
binding domain)

«— S2 subunit
(Stalk fusion domain)

- - .- - a-e.m-.
Viral membrane

.- -
<« Intracellular tail

- -- -
Envelope
protein (E)

RNA and
Nucleocapsid protein (N)

Gambar 2. 1 Struktur SARS-CoV-2 (Mittal et al., 2020).

2.1.4. Patofisiologi Coronavirus
Mekanisme coronavirus dalam menginfeksi tubuh manusia
dimediasi oleh reseptor ACE2. Reseptor ACE2 terdapat di berbagai organ

seperti jantung, paru-paru, ginjal, dan saluran pencernaan, sehingga
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dalam sel inang dimulai melalui perlekatan glikoprotein S pada reseptor
ACE2. Perlekatan ini terjadi pada domain pengikatan protein S reseptor
SARS-CoV-2 yang terdapat pada residu 331 hingga 524, dan dapat
mengikat kuat ACE-2 pada manusia (Astuti and Ysrafil, 2020).

Proses masuknya virus dan pengikatan virus kemudian diikuti oleh
fusi membran virus dan sél inang. Setelah fusi terjadi, transmembrane serin
protease 2 (TMPRSS2). yang: ada pada permukaan sel inang akan
membersihkan ACE=2 dan mengaktifkan protein S.untuk melekat pada
rese[;tbr. Aktivééiiprotein S menyebabkaniperubahar; ‘konformasi dan
memungkinkan virus masuk ke dalam sel. Kedua protein yaitu TMPRSS2
dan ACE-2_menjadi penentu utama dalam masuknya coronavirus. Sel
epitel hidung diketahui mengekspresikan ACE-2 tertinggi dari seluruh
saluran pernapasan. Kemudian setelah masuknya virus, selanjutnya virus
akan melepaskan materi genom di sitoplasma dan diterjemahkan oleh inti

sel. Materi genom yang dikeluarkan virus ini adalah mRNA yang siap

ditranslasikan menjadi protein (Astuti and Ysrafil, 2020).

ORFl1a ORF1b

r\5?'1' 2 5 3 g 453 off 8910] —p 12 13 14 15 16
T wmel = o i

[
ADRP PLpro ™ ™ Mpro ™ RBDRPE. RirRp Z Hel Exo NemdoU MT

Gambar 2. 1 Genom dan Protein Non-struktural dari SARS-CoV-2 (Astuti
and Ysrafil, 2020).
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2.1.5. Respon Imun Terhadap Coronavirus

Umumnya respon imun tubuh terhadap SARS-CoV-2 dan SARS-
CoV hampir serupa yaitu dimediasi oleh sitokin. Sebuah laporan kasus di
Wuhan dari 99 pasien COVID-19 mengungkapkan bahwa terjadi
peningkatan jumlah total neutrofil, serum interluekin-6 (IL-6) dan protein c-
reaktif masing-masing sekitar 38%, 52% dan 86% dan 35% penurunan
total limfosit. Penelitian”lain menemukan peningkatan ekspresi sitokin
proinflamasi dan kemokin IP<10, MCP-1, MIP-1A, dan tumor necrosis
factor-alpha (TNF, “a). Kondisi tersebut ;berkorelasi dengan tingkat
kepa}eihan dan kematian penyakit ini ;alng menilﬁjukkan potensi
pembentukan.sitokin seperti yang/ditemukan terjadi pada infeksi SARS-
CaoV dan MERS-CoV (Astuti and Ysrafil, 2020).

Masuknya virus' ke dalam sel“inang memicu rangsangan pada
respon imun inang, yang akan pertama kali ditemui oleh sel sistem imun
bawaan melalui antigen presenting cells (APC), misalnya sel dendritik dan
makrofag, sebagai garis pertahanan pertama sistem imun. Sebagai penyaji
antigen asing, APC akan mempresentasikan antigen coronavirus ke sel
CD4+ T-helper oleh MHC kelas 1, dan ini mengarah pada pelepasan IL-12
sebagai molekul kostimulator untuk lebih merangsang aktivasi sel Thl.
Selain stimulasi Thl, pelepasan IL-12 dan IFN- a, peningkatan ekspresi
MHC kelas 1 dan aktivasi sel NK juga diperlukan untuk resistensi replikasi
virus dan pemberantasan sel yang terinfeksi virus. Ini juga memulai
produksi sitokin proinflamasi melalui jalur pensinyalan NF-kpB. IL-17 adalah
sitokin proinflamasi yang juga meningkat saat infeksi SARS-CoV-2 terjadi.

Sitokin ini selanjutnya akan merekrut neutrofil dan monosit ke tempat
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infeksi dan mengaktitfkan beberapa sitokin proinflamasi dan kemokin
termasuk IL-1, IL-6, IL-8, IL-21, TNF- B, dan MCP-1. Selanjutnya, aktivasi
sel Thl dapat merangsang sel CD8+ T yang merupakan salah satu efektor
sel T yang akan membidik dan membunuh sel yang terinfeksi coronavirus.
Pada saat yang sama, sel T CD4 dapat menstimulasi respon imun humoral
dengan memproduksi antibodi spesifik antigen melalui aktivasi sel B yang

bergantung pada sel.F (Astuti and Ysrafil;. 2020).

Vaksin

Vaksinasiymerupakan pencegahan;paling efektif untuk infeksi virus.
Vaks}r; merangist;mig pembentukan imunitas galam tubuhiseseorang yang
dibentuk melalui pengenalan suatu antigen tertentu sehingga diharapkan
apabila antigen tesebut menginfeksi kembali, reaksi imunitas yang lebih
kuat.akan timbul sehingga dapat mencegah terjadinya infeksi. Dalam
penanganan kasus infeksius ‘termasuk pada kasus COVID-19,
pengembangan vaksin memiliki potensi besar dalam pembangunan
strategi kesehatan, seperti penanganan kasus infeksi virus coronaviridae
sebelumnya yaitu SARS-CoV dan MERS-CoV (Topuzodgullari et al., 2020).

Salah satu perkembangan teknologi vaksin terbaru adalah vaksin
berbasis peptida atau vaksin epitop. Vaksin berbasis epitop disintesis
berdasarkan analisis in silico melalui pendekatan imunoinformatika. Studi
in silico mengurangi biaya dan waktu yang dibutuhkan dalam
mengembangkan vaksin dan membuat vaksin dengan kemanjuran dan
keamanan yang lebih tinggi daripada vaksin konvensional (Yurina, 2020).

Vaksinasi oral juga merupakan suatu keberhasilan dari

perkembangan vaksin. Vaksin ini memiliki rute melalui mukosa tubuh
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sehingga dapat meningkatkan sistem imun mukosa. Peningkatan sistem
imun mukosa ini sangat berpengaruh pada kasus-kasus infeksi patogen
yang berkolonisasi pada mukosa. Vaksin oral juga memberikan
perlindungan lebih baik pada jaringan mukosa lokal (Zhu and Berzofsky,
2013). Hal ini tentu menjadi penting pada kasus infeksi virus SARS-CoV-2
yang ditransmisikan melalui jaringan mukosa yang juga merupakan

komponen terbesar dari‘Seluruh sistemsimun tubuh (Russell et al., 2020).

2.2.1. Mekanisme Kerja Vaksin:Oral

Mekanisme) kerja vaksinasi melalui. rute oral diawali dengan

masuknya partil;ulat yang mengandung vaksin ke dalam permukaan
mukosa serta- melintasi "epitel.. Untuk. menembus epitel, vaksin harus
menembus .sel M dan enterosit. Sel M adalah-sel epitel khusus yang
sebagian besar berada diiepitel terkait folikel dari Peyer’s. patches, yang
banyak terdapat di distal usus: halus. Antigen yang terkandung dalam
vaksin akan ditangkap oleh sel M terutama melalui mekanisme transcytosis
atau ditangkap oleh sel dendritik. Selanjutnya, enterosit mentransport
antigen ke dalam jaringan limfoid terkait usus (Zhu and Berzofsky, 2013).
Imunitas mukosa memiliki peran penting dalam infeksi COVID-19
karena SARS-CoV-2 menginfeksi terutama melalui saluran hidung, mata
diikuti dengan drainase ke saluran pernapasan atas, juga melalui mulut.
Antibodi IgA dan IgG merupakan imunitas yang berperan dalam infeksi
COVID-19. Jaringan NALT menghasilkan sel B mukosa penghasil IgA yang
menjadi rumah bagi berbagai situs efektor mukosa terpencil di mana
mereka berdiferensiasi menjadi sel plasma yang mensekresi IgA polimer.

Selain itu, sel B penghasil IgG sistemik juga diinduksi di tonsil dan
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merupakan rumah bagi jaringan limfoid perifer tempat mereka
berdiferensiasi dan mensekresi IgG untuk sirkulasi. Dalam ruang subepitel
mukosa dan kelenjar terkait, sel plasma mukosa menghasilkan plgA yang
secara selektif diangkut ke dalam sekresi oleh jalur yang dimediasi reseptor
imunoglobulin polimer, yang dilepaskan sebagai SIgA. Baik di saluran
hidung dan saat turun ke trakea dan bronkus, virus menghadapi lingkungan
yang didominasi SlgA; yang dihasilkan-melalui sistem kekebalan mukosa
dan mempertahankan lingkungan.yang padasdasarnya non-inflamasi.
Namun, begitu mencapai saluran napas-terminal dan.alveoli, ia memasuki
Iingkt]ﬁgan yané didominasi oleh IgG yang be?asal dari sirkulasi (Russell et
al., 2020).

2.2.2. Perkembangan Jenis-Vaksin COVID-19

2.2.2.1. Vaksin mRNA .. - .. I

Vaksin jenis ini dikembangkan oleh Pzifer-BioNTech dan
Moderna. Vaksin ini \menggunakan mRNA yang diformulasikan
dengan lipid nanopartikel. Vaksin RNA termasuk dalam pendekatan
mutakhir menggunakan RNA yang direkayasa secara genetik untuk
menghasilkan protein sehingga memicu respons imun dengan aman.
Vaksin berbasis mMRNA memiliki potensi terbesar dalam
perkembangan vaksinasi karena sifat sintesisnya tidak memerlukan
kultur sel atau fermentasi virus. Karena potensinya yang tinggi,
perkembangan yang cepat dan biaya yang rendah, vaksin mRNA
menjadi strategi dalam pengembangan vaksinasi alternatif yang
menjanjikan untuk berbagai penyakit menular dan kanker (Mascellino

et al., 2021).
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Vaksin mRNA memiliki bebererapa kelemahan antara lain
ketidakstabilan mRNA sehubungan dengan DNA, mudah
terdegradasi dan membutuhkan rantai dingin yang tinggi yaitu
memerlukan suhu pendistribusian -70°C untuk Pzifer dan -20°C
untuk Moderna. Penyimpanan vaksin dalam hal ini merupakan
masalah bagi negara berpenghasilan rendah dan menengah. Namun
demikian, dalam “vaksin ini, tidak ada bahan pembantu atau
pengawets yang digunakan,.karena vaksin distimulasi dengan
sendirinya. Efek’'samping yang ditimbulkan setelah pemberian dosis
Bertama aéni kedua vaksin hanya ada”efek sarﬁr;ing ringan atau
minimal.seperti rasa sakit di tempat suntikan, kemerahan, kelalahan,
sakit kepala, nyeri otot, serta demam. Efek'samping serius seperti
_sindrom Guillain-Barre. dan' reaksi anafilaksis 'sangat jarang
ditemukan. Terkait dengan efikasi, Pzifer memiliki efektifitas dalam
menangani gejala infeksi'sebesar 94-96% setelah pemberian dua
dosis, sedangkan Moderna memiliki efektifitas dalam menangani
gejala ' infeksi sebesar 95% setelah pemberian dua dosis
(Sadarangani et al., 2021).

Mekanisme vaksin mRNA diawali dengan penyuntikan
nanopartikel secara intramuskular ke dalam tubuh manusia dan
setelah menempel pada sel inang, mRNA masuk ke dalam
sitoplasma sedemikian rupa untuk mencapai ribosom dan
menggunakannya untuk mensintesis protein spike. Proses ini disebut
penerjemahan. Protein kemudian mencapai membran sel dan

berkembang dalam dua jenis yaitu MHC-1 dan MHC-2. Kompleks
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MHC-2 hanya ditemukan pada jenis sel tertentu seperti sel B,
makrofag, dan sel dendritik. Kemudian diaktifkan oleh protein spike
dan menstimulasi sel-sel sistem kekebalan tubuh. Secara khusus, sel
T-helper (Th) yang memiliki jenis protein membran (TCR) tertentu
yang mengikat protein spike. Protein lain yang disebut CD4 yang
diproduksi oleh sel Th berinteraksi dengan kompleks MHC-2. Sel Th
yang teraktivasikkuat mulai memproduksi sitokin seperti IL-2, IL-4 dan
ILS. Interleukin ini_menyebabkan sel B-.tubuh kita berdiferensiasi
menjadi sel plasma yang mulai memproduksi sejumlah besar antibodi
7t7erhadap7 7p7rotein spike; yang Eampu menetralisit  atau
menghancurkan virusy(Mascellino et al., 2021).
2.2.2.2. Vaksin‘Adenovirus
\\ Astra-Zeneca merupakan vaksin yang menggunakan vektor
virus (adenovirus) BNA simpanse yang dimodifikasi, yang belum
terpapar pada populasi manusia dan tidak menghasilkan respons
imun terhadap adenovirus itu sendiri, tetapi hanya terhadap protein
virus yang dikodekan dalam DNA inang. Adenovirus simpanse
disuntikkan ke manusia dan menempel pada sel inang, kemudian
DNA akan dilepaskan ke dalam sitoplasma dan bermigrasi ke dalam
inti sel, selanjutnya menggunakan enzim dalam sel inang untuk
diubah menjadi MRNA yang bermigrasi kembali ke sitoplasma dan
berinteraksi dengan ribosom menghasilkan protein. Kemudian

protein diekspresikan pada membrane sel membentuk kompleks

MHC1 dan MHC2 (Mascellino et al., 2021).
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Penyimpanan vaksin ini cukup mudah karena dapat
disimpan pada lemari es (2-7°C). Efek samping Astra-Zeneca berupa
efek samping ringan antara lain nyeri pada injeksi, kemerahan,
myalgia, artralgia, dan sakit kepala. Efektivitas vaksin ini adalah
sebesar 62-67% setelah pemberian dosis kedua. Kemanjuran vaksin
lebih tinggi dengan pemberian interval prime-boost yang lebih lama,
dan satu dosis vaksin berkhasiat selama 90 hari pertama (Mascellino

et al., 2021; Sadaranganiet al., 2021).

2.2.2.3. Vaksin'Virus Inaktif

éinovac atau Coronovac me;ggunakar; 7virus yang tidak
aktif sebagai antigen.\Vaksinvirus yang dilemahkan didasarkan pada
bentuk.virus yang telah.dinonaktitkan atau dilemahkan sehingga tidak
- menimbulkan penyakit,-tetapi’ masih mampu menimbulkan respon
imun. Kemanjuran_ terhadap bentuk penyakit ringan atau sedang
yang dideteksi oleh' beherapa peneliti selama /'studi pendahuluan
ditemukan sebesar 78%. Efektivitasnya saat ini'adalah sekitar 65,9%
untuk pencegahan Covid-19, 87,5% untuk pencegahan rawat inap,
90,3% untuk pencegahan penerimaan ICU, dan 86,3% untuk
pencegahan kematian terkait COVID-19. Tidak ada efek samping
serius yang dilaporkan dalam penggunaan vaksin Sinovac, nyeri di
tempat suntikan merupakan gejala yang paling umum dilaporkan.
Vaksin Sinovac memerlukan suhu penyimpanan yang tidak terlalu
rendah yaitu 2-8°C (Mascellino et al., 2021).

Vaksin yang tidak aktif menghadirkan beberapa kerugian

seperti proses inaktivasi yang berpotensi merusak antigen sehingga
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menyebabkan imunogenisitas suboptimal. Selain itu, vaksin inaktif
juga memerlukan beberapa dosis tambahan untuk menghasilkan
respon imun yang kuat. Untuk meningkatkan kapasitas vaksin ini
dalam menginduksi imunitas, perlu penambahan adjuvant. Sinovac
merupakan vaksin dengan kandungan alumunium sebagai adjuvant
(Kyriakidis et al., 2021).

2.2.2.4. Vaksin'Subunit Protein

Novavax. merupakan_vaksin berbasis subunit protein.
Vaksin ini sdikembangkan menggunakan fragmen protein atau
7<;angkangi 7priotein yang tidak berbah;)/a yang r;{eniru COVID-19
untuk ‘menghasilkan-respon imun yang-aman (Mascellino et al.,
2021)..Pengembangan. vaksin subunit didasarkan pada pengamatan

.. bahwa tidak perlu memberikan seluruh pathogen untuk memperoleh
respon imun yang Kuat, namun hanya fragmen yang imunogenik.
Vaksin subunit protein dihasilkan melalui sintesis rekombinan protein
antigen atau isolasi dan pemurnian protein setelah menumbuhkan
patogen dalam jumlah besar (Kyriakidis et al., 2021).

Strategi vaksin subunit ini menghilangkan kemungkinan
efek samping yang parah, tetapi sering meningkatkan kebutuhan
untuk meningkatkan dosis booster dan mengoptimalkan adjuvant
yang ditambahkan untuk mencapai imunisasi yang lebih kuat dan
lebih tahan lama. Vaksin ini mengandung adjuvant saponin sehingga
diharapkan akan memperkuat respon imun pada manusia. Efektifitas
Novavax mencapai 90% dalam 7 hari setelah dosis kedua

(Sadarangani et al., 2021).
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Bakteri Lactococcus lactis

Bakteri Lactococcus lactis merupakan bakteri gram positif dari
golongan Bakteri Asam Laktat (BAL). BAL dikenal sebagai bakteri probiotik
karena dapat memberikan manfaat pada inangnya. Lactococcus lactis
diklasifikasikan sebagai mikroogranisme generally regarded as save
(GRAS) dan telah lama digunakan dalam industri pangan untuk pembuatan
produk susu fermentasi-seperti keju dan.yoghurt (Yurina, 2018).

Bakteri lractococcus. lactis dapat memicusrespon imun karena sifat
probiotiknya dan kapasitasnya untuk menginduksi sistem kekebalan tubuh.
Keun:u]ngan mieingijgunakan bakteri Lactocgccus Iacti;sebagai vector
vaksin yaitu-karena bakteri:ini dapat meningkatkan respon imun terhadap
patogen dengan cara menghambat  kolonisasi patogen di saluran
gastrointestinal. Lactococeus.lactis juga resisten terhadap kondisi asam
dalam sistem gastrointestinal dan mampu mengantarkan vaksin ke area
usus. Selain itu, Lactococcus' lactis/ adalah BAL yang paling banyak
dipelajari karena genomnya mudah dimanipulasi serta dapat meningkatkan
sistem kekebalan mukosa dengan mengaktifkan sel plasma, mendorong
sekresi imunoglobulin- A (IgA) dan migrasi sel T. Karakteristik tersebut
menjadikan Lactococcus lactis cocok menjadi pembawa vaksin untuk
imunisasi melalui rute oral (Yurina, 2018).

Penelitian yang dilakukan oleh Cao et al., (2020a) menggunakan
strain bakteri Lactococcus lactis NZ3900 pNZ8149 dengan ekspresi protein
rekombinan manusia FGF21 yang diberikan pada tikus Db/Db (diabetes),
terbukti dapat menurunkan berat badan tikus diabetes secara signifikan

dan meningkatkan aktivitas brown adipose tissue sehingga Lactococcus
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lactis NZ3900 pNz8149 FGF21 ini dianggap efisien dalam melawan
obesitas sehingga memberikan pendekatan terapi baru untuk
meningkatkan status obesitas tipe 2.

Dalam penelitian lain pengobatan vaksinasi jalur oral menggunakan
Lactococcus lactis rekombinan yang membawa spike-protein VP8 rotavirus
dapat menginduksi respon imun IgG sistemik dan meningkatkan antibodi
IgA usus (Azizpour etral’; 2017). Vaksinasi menggunakan vaksin mukosal
LAB sangat potensial dibandingkan.dengan vaksin injeksi karena memiliki
kemampuan untuksmenginduksi respon-<imun sistemik:dan mukosa dalam

sel infaing, sertaidabat diaplikasikan dengan mddah.

Susu Fermentasi

Susu fermentasi dihasilkan dari susu yang mengalami perubahan
kimia, sensorik, dan mikrobiologi ‘karena proses fermentasi oleh bakteri
asam  laktat seperti Lactobacillus, Lactococcus, dan Leuconostoc.
Kemampuan bakteri asamrlaktat dapat menghambat pertumbuhan mikroba
patogen dan berfungsi sebagai probiotik yang akan menekan efek samping
dan toksisitas-(Suskovi¢ et al., 2010). Susu fermentasi memiliki manfaat
bagi kesehatan seperti mengurangi kolesterol darah, mencegah beberapa
penyakit seperti infeksi saluran pernafasan dan pencernaan, serta
meningkatkan metabolisme glukosa yang terkait dengan proteksi terhadap
penyakit obesitas dan diabetes melitus tipe 2 (Meybodi et al., 2020).
Menurut SNI-2981-2009 tentang syarat mutu soyghurt, syarat-syarat dalam
pembuatan susu fermentasi dengan kualitas yang baik adalah
mengandung asam laktat sekitar 0,5-2,0%. Pertumbuhan bakteri asam

laktat pada proses fermentasi dipengaruhi oleh beberapa hal antara lain



24

nutrisi, temperatur, kelembaban, oksigen, pH dan substansi penghambat
(Marin et al., 2016).

Dalam pengembangan susu fermentasi, telah diketahui bahwa susu
kedelai merupakan salah satu bahan fermentasi yang sangat menjanjikan
akan tingginya protein dan juga kandungan fitokimia yang lain. Selain itu,
susu kedelai juga telah diketahui memiliki manfaat dalam pencegahan
penyakit kronik (Joel James and Blessing, 2019). Baik susu kedelai
nonfermentasi-ataupun susu kedelai fermentasi. telah diketahui memiliki
kandungan laktosa yang sangat rendah 'sehingga produk dari kedelai ini
ramaihipada ma[s&/zirakat yang mengalami intcieransi padg laktosa (Gamba

et al., 2020).
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka konsep

Susu L. lactis NZ3900
Kedelai pNZ HCR
L |
| 1
SARS-CoV-2 Soyghurt > Fisikokimia |
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Gambar 3. 1 Kerangka Konsep Penelitian
Keterangan:

‘ > menghambat
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i I 1 variable yang diteliti
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Virus SARS-CoV-2 dapat menyebabkan infeksi COVID-19 melalui
interaksinya dengan reseptor ACE-2. Lactococcus lactis merupakan
bakteri probiotik yang telah lama digunakan dalam industri pangan untuk
pembuatan produk susu fermentasi seperti keju dan yoghurt. Bakteri
Lactococcus lactis dapat digunakan sebagai vector vaksin karena bakteri
ini dapat meningkatkan respon imun terhadap patogen dengan cara
menghambat kolonisasi‘patogen di saluran gastrointestinal. Lactococcus
lactis juga resisten terhadap kondisi asam dalam sistem gastrointestinal
dan mampu mengantarkan vaksin ke area usus. Selain itu, Lactococcus
lactis adalah BAL Qang paling banyak dipelajzlri karena éénomnya mudah
dimanipulasi-serta dapat'meningkatkan sistem kekebalan mukosa dengan
mengaktifkan_sel plasma, mendorong sekresi imunoglobulin A (IgA) dan
migrasi sel T. Karakteristik tersebut'menjadikan Lactococcus lactis cocok
menjadi pembawa vaksin untuk imunisasi melalui rute oral (Yurina, 2018).
Mekanisme vaksin rute oral dalam pencegahan COVID -19 diawali dengan
masuknya produk vaksin ke saluran cerna, kemudian Lactococcus lactis
yang dapat bertahan hidup oleh asam lambung akan mencapai usus,
setelah itu bakteri akan pecah dan antigen yang dibawa bakteri akan
masuk ke dalam epitel usus, antigen yang masuk akan diterima oleh sel-
sel penerima antigen (sel dendritik dan sel M) dan dibawa ke kelenjar limfa
lokal, dari kelenjar limfa lokal dibawa ke kelenjar limfa yang lebih besar
sehingga dapat diterima sel B sehingga terbentuk IgA dan 1gG, dimana
Immunoglobulin ini akan membentuk sistem imun mukosal pada mukosa
di tubuh (Zhu and Berzofsky, 2013). Sel T independent IgA class-switch

recombination (CSR) terjadi pada sel B1l, terutama sel B1lb dan sel B2
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ekstrafolikular dari GALT, di mana IgA homeostatic secara konstitutif
diproduksi oleh stimulasi dengan bakteri komensal. Dalam konteks ini,
CD103+ cDC2 menangkap bakteri komensal ke propria usus melalui
transcytosis oleh sel M dan sel goblet dan pengambilan langsung oleh
makrofag sehingga menyebabkan sintesis IgA. Secara umum, produksi sel
T independent IgA sebagian besar dimediasi oleh sel B1lb (Tezuka and
Ohteki, 2019). Pengembangan vaksin._rute oral menggunakan bakteri
Lactococcus lactis dalam bentuk seyghurt dilakukan dengan menyisipkan
antigen,protein spike.’”domain HCR yang. sebelumnya telah dimodifikasi
kemudian ditransformasikan ke dalam Laaococcus lactis. Diharapkan
bakteri Lactococcus lactis; tersebut ‘mampu mengekspresikan antigen
protein spike sehinggamampu menginduksi respon imun dalam mencegah
terjadinya infeksi COVID-19. Vaksinyang dikembangkan adalah vaksin
oral dalam bentuk soyghurt: Vaksin oral memiliki rute melalui mukosa tubuh
sehingga dapat meningkatkan sistem imun mukosa. Peningkatan sistem
imun mukosa ini sangat bermanfaat pada infeksi COVID-19 dimana proses
inisiasi infeksi terjadi pada mukosal tubuh. Uiji viabilitas bakteri Lactococcus
lactis selama masa penyimpanan-14 hari diperlukan dalam mengevaluasi
ketahanan hidup bakteri Lactococcus lactis selama masa penyimpanan

tersebut.

3.2 Hipotesis Penelitian
Vaksin oral COVID-19 menggunakan bakteri Lactococcus lactis
rekombinan berbasis soyghurt mampu bertahan hidup dengan baik pada
masa uji simpan selama 14 hari, ditunjukkan oleh penurunan jumlah koloni

bakteri yang tidak signifikan.




BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan desain eksperimen murni (true

experimental design) dengan menggunakan sampel.soyghurt 10% dan 20%.

4.2 Subjek Penelitian’, ~ 4 W\
Subjek yang.digunakan dalam.penglitian adalah.susu kedelai fermentasi
(soyghurt) yang menganduing bakteri'Lactococcus lactis NZ3900 rekombinan
pNZ8149 HCR dengan konsentrasi 10% dan 20%. Bakteri Lactococcus lactis
rekombinan didapatkan dari. Laboratorium Farmasi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1. Variabel Bebas
Variabel bebas yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri

Lactococcus lactis konsentrasi 10% dan 20%.

4.3.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah bakteri

Lactococcus lactis.

19
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
4.4.1. Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Fakultas Kedokteran

Universitas Brawijaya.

4.4.2. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan-pada bulan Juni - Agustus 2021.
4.5 Bahan dan Alat Penelitian

4.5.1. Bahan-Penelitian
«-Bahan yang digunakan dalam proses fermentasi adalah bakteri
Lactococcus lactis strain' 'NZ3900 dengan plasmid rekombinan
pNzZ8149-yang diperoleh  dari-Laboratorium Farmasi Universitas
Brawijaya, M17 Broth, Waterfor Injection (WFI), Lactose 20%, Glucose
'20%, Aquadest, Alkohol 70%, Larutan nisin 40 ng/r{{I, susu kedelai
yang diperoleh dari produk Lactasoy dari Lactasoy Company Limited.
4.5.2. Alat atau Instrumen Penelitian
Alat atau instrument yang digunakan dalam penelitian ini adalah
alat-alat gelas, oven; hotplate, spektrofotometer UV, sentrifuge makro,
autoklaf, laminar air flow (LAF), kulkas 4°C dan viscometer Brookfield.
4.6 Definisi Operasional
4.6.1. Lactococcus lactis Rekombinan
Lactococcus lactis rekombinan pada penelitan ini adalah
Lactococcus lactis strain NZ3900 yang telah disisipkan suatu gen
pengkode protein spike domain HCR dalam plasmid pNZ8149.
Lactococcus lactis rekombinan didapatkan dari Laboratorium Farmasi

Universitas Brawijaya.
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4.6.2. Uji Viabilitas Bakteri
Uji viabilitas bakteri merupakan perhitungan jumlah bakteri
Lactococcus lactis setelah dilakukan proses fermentasi. Uji viabilitas
bakteri dilakukan selama masa penyimpanan 14 hari.
4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1. Pembuatan Starter Lactococcus lactis
4.7.1.1 Tanam Starter

4.7.21°1 Pembuatan Media Cair M17 Broth
v, 1. 7Beaker glass 50 ml dikaligrasi 5 ml,idian beaker glass
250 ml dikalibrasi:150 ml.
2. Ditimbang M17B' sebanyak 0,21125 g dan 6,3375 g.
3. Dimasukkan M17B 0,21125 g ke dalam beaker glass 50
\\ ml lalg ' ditambahkan WFI ad tanda batas dan
dihomogenkan. Kemudian dimasukkan ke dalam falkon
15 ml.
4. Dimasukkan M17B 6,3375 g ke dalam beaker glass 250
ml lalu ditambahkan WFI- ad tanda batas dan
dihomogenkan.
5. Larutan media cair M17B di dalam beaker glass 250 ml
dibagi ke 3 falkon 50 ml.
6. Semua falcon, alat, dan bahan disterilkan dengan
autoklaf pada T: 121°C selama 15 menit.
7. Falcon dikeluarkan dari autoklaf.

8. Diambil falcon 15 ml untuk penanaman starter.

9. Falcon 50 ml @3 dimasukkan ke dalam kulkas 4°C.
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Tanam Starter
Diambil falcon 15 ml.
Ditambahkan 20% lactose ke dalam falcon sebanyak
125 pL.
Diambil koloni HCR sebanyak 50 pl dimasukkan ke
dalam falcon 15 ml.
Dihomogenkan.
Starter. diinkubasi.dalam oven.dengan T: 30°C selama
18-24 jam.

Iﬁ(iuksi Nisin v \
Diambil‘hasil tanam starter sebanyak 1500 pl.
Starter ditambahkan ke dalam-media dilusi yaitu falcon
50m@3. - = /1
Ditambahkan 20% lactose untuk HCR ke dalam falcon
media dilusi sebanyak 1250 pl.
Diambil 1000 pl (1 ml) dari media dilusi untuk diukur
ODG600 awal sebelum diinkubasi.
Diambil 1000 pl (1 ml) lactose 20% sebagai blanko
dalam pengukuran OD600.
Media dilusi diinkubasi dalam oven (T: 30°C).
Dilakukan pengulangan pengukuran dan inkubasi
hingga didapatkan OD600 = 0,8 atau hingga
absorbansinya 0,8.
Ditambahkan nisin 0,04 ul/ml sebanyak sesuai dengan

perhitungan menggunakan rumus berikut.
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100 pg/ml x V1 = 0,04 pg/ml x (sisa volume dilusi).
9. Media dilusi diinkubasi dalam oven pada T: 30°C

selama 18-24 jam.

4.7.2. Fermentasi Susu Kedelai

4.7.2.1

4.7.2.2

Pengukuran OD akhir

Menyiapkan untuk pengukuran OD akhir (kuvet, aquadest,
alcohol 70%, lactose 20%, media dilusi).

Diambil 1000 pl.(1 ml) dari masing-masing media dilusi.

Diukur OD600 menggunakan.spektrofotometer.

Jika OD600, sudah, mencapai ~1, media dilusi di dalam
falkon 50 ml dipindahkan ke dalam falkon 15 ml. Masing-
masing, dipindahkan ke 4 falkon 15 ml.
Dilakukan:sentrifuge menggunakan sentrige makro.
Supernatan' ;dibuang, pellet diresuspensi dengan

aquadest.

Proses Fermentasi

Susu kedelai direbus pada suhu.70-80°C selama 30 menit
lalu didinginkan hingga suhu 37-40°C.

Diinokulasikan starter bakteri Lactococcus lactis HCR
kosentrasi 10% dan 20%.

Difermentasi dalam oven dengan suhu 37°C selama 18-24

jam.
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4.7.3. Uji Fisikokimia

4.7.3.1

4.7.3.3

Uji Organoleptis

Soyghurt ditambahkan ke gelas plastic untuk dilakukan
pengamatan organoleptis warna dan tekstur.

Dilakukan pengamatan organoleptis sesuai skala yang
ditentukan.

Uji pH

Uji pH dilakukan dengan kertasindikator universal.
Masing-masing sampel soyghurt diteteskan pada kertas
iﬁd}kator universal dan pH da;at ditentul;z;m.

Uji Viskesitas

Uji viskositas dilakukan dengan menggunakan viscometer

Brookfield:dengan spindle nomor 1. I

4.7.4. Uji Viabilitas Bakteri

4.74.1

Pembuatan 'media padat

Beaker glass 500 ml dikalibrasi 250/ ml.

Ditimbang M17 10, 5625 g pada beaker glass 250 ml.
Ditimbang Agar 3,75 g pada beaker glass 100 ml.

(2) dilarutkan WFI ad tanda batas.

Ditambahkan Agar.

Dipanaskan dengan hotplate sampai larut.

Dipindahkan ke Erlenmeyer 500 ml dan ditutup dengan
alumunium foil.

Disterilkan dengan autoklaf pada T: 121°C selama 15

menit.
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9. Setelah disterilisasi, media dalam Erlenmeyer diletakkan di
LAF.

10. Diambil lactose 20% sebanyak 6,25 ml.

11. Ditambahkan ke Erlenmeyer lalu dihomogenkan.

12. Dituang ke dalam cawan petri dan ditunggu hingga
memadat.

13. Disimpan di dalam kulkas 4°C.

4.7.4.2 Uji Viabilitas Bakteri

1. Sebanyak 6 falkon yang sudah diberi. label diisi dengan

7V7VI;I 9000 pl, 7 \

2. Dibuat serial pengenceran dari 10*- 106 dengan mengambil
sampel soyghurt konsentrasi 10% sebanyak 1000 pl.

3. Pengenceran-102,10%, 10° diambil 100 pl dan diletakkan di
plate (media padat) dan dispread. Dilakukan replikasi
sebanyak '3x.

4. Diletakkan di dalam oven dengan suhu 30°C selama 18-24
jam.

4.8 Analisis Data

Data diambil dari hasil perhitungan colony counter. Kemudian pengolahan
data hasil penelitian secara kuantitatif dianalisis secara komputerisasi
menggunakan Software Statistical Product and Service Solution 25 (SPSS 25)
for Windows dengan tingkat signifikansi atau nilai probabilitas 0,05 (p = 0,05)

dan taraf kepercayaan 95% (a = 0,05).
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian
Pengujian organoleptik ~dilakukan-. pada sampel soyghurt dengan
konsentrasi 10% dan20% setelah dilakukan fermentasi selama 18-24 jam.
Parameter organoleptik. yang digunakan,adalah warna dan tekstur. Hasil
menunjukkan bahwa: kedua sampel, baik konsentrasi 10% maupun 20%

memiliki tekstur kental dan berwarna cream.

Gambar 5. 1 Hasil Fermentasi Soyghurt

Pengujian pH dilakukan-menggunakan pH indicator universal pada sampel
yang dilakukan penyimpanan 0-14 hari. Berdasarkan Tabel 5.1, pH soyghurt
dengan konsentrasi 10% pada hari ke-0 hingga hari ke-14 memiliki pH yang
sama Yyaitu pada rentang pH 4-5. Hal serupa juga terjadi pada konsentrasi

20%.

26
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Tabel 5. 1 Hasil Uji pH dan Viskositas pada Sampel Selama
Penyimpanan

Pengujian | Konsentrasi Hari ke-
0 7 10 14
pH 10% 4-5 4-5 4-5 4-5
20% 4-5 4-5 4-5 4-5
Viskositas 10% 4 dPa 3 dPa 4 dPa 3 dPa
20% 5dPa 3 dPa 5 dPa 5 dPa

Berdasarkan. Tabel 5.1; viskositas soyghurt dengan konsentrasi 10%
selama penyimpanan berada pada kisaran ‘3-4 dPa, sedangkan viskositas
soyghurt dengan.konsentrasi 20%; berada pada‘kisaran 3-5 dPa. Viskositas

pada konsentrasi 20% sedikit lebih'tinggi-daripada kensentrasi 10%.

Hasil uji menunjukkan bahwa. terdapat pertumbuhan bakteri Lactococcus

lactis pada soyghurt. Pada ‘penelitian ini diperoleh data total koloni bakteri
(CFU/ ml) selama masa penyimpanan 14 hari yaitu pada hari ke 0,7 dan 14

seperti yang tercantum pada Tabel 5.2 berikut:
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Tabel 5. 2 Data Uji Viabilitas Bakteri L.lactis di dalam Soyghurt Selama
Penyimpanan

Hari Tingkat Jumlah Jumlah Rerata CFU
ke- Dilusi Koloni Koloni Harian
(CFU/mlI)
0 10° 388 3880
TBUD TBUD 3715.10° 3715.10°
355 3550
7 <108 - =107 1070 w5
20 200 486,67.10°
19 190
10’ 13 130 323,33.10°
67 670 323,33.10!
\ 17 U110 /i
14 10° 21 210
15 150 260.10°
42 420
10’ 13 130 255.107
38 380 255.107
TBUD TBUD

Keterangan: TBUD (Terlalu banyak untuk dihitung)
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Gambar 5. 2 Perbandingan’Rerata Jumlah Koloni Selama Periode
Penyimpanan

Dari Gambar5.2 dapat\dilihat bahwa rerata jumlah.koloni berturut-turut dari
hari ke-0, 7, dan 14 yaitu 37,15:408 CFU/ml; 32,3.10®8 CFU/ml; dan 25,5.108
CFU/ml. Data tertinggi terdapat pada'jumlah koloni pada hari ke-0 kemudian

menurun pada hari ke-7 hingga hari ke-14.

5.2 Analisis Data

Data jumlah koloni selama periode penyimpanan kemudian diolah secara
komputerisasi. Pengolahan data secara statistik awalnya digunakan Uji
Repeated ANOVA karena variabel yang digunakan berpasangan dan terdapat
>2 kelompok. Namun berdasarkan hasil uji normalitas menunjukkan bahwa
data tidak terdistribusi normal (p < 0,05) sehingga dilakukan uji Friedman. Uji
Friedman dilakukan untuk menunjukkan apakah ada signifikansi antara jumlah
total koloni bakteri dari awal pengujian yakni sebelum penyimpanan hingga
pada 2 minggu periode penyimpanan. Hasil uji Friedman dengan nilai Asymp.

Sig. > 0,05 menunjukkan bahwa tidak terjadi perubahan jumlah bakteri yang
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signifikan dari awal pengujian sampai dengan minggu kedua. Kemudian

—r
=
(=

:.

berdasarkan nilai Chi-Square Hitung < Chi-Square Tabel, menunjukkan
bahwa tidak terjadi perubahan jumlah bakteri yang signifikan dari awal
pengujian sampai dengan minggu kedua. Hal ini dapat dilihat pada Gambar

5.2.

Test Statistics?

N 2
Chi-Square 4.000

s 4, df 2 N
Asymp. Sig. 135

a. Friedman Test

Gambaré. 2 Hj‘?,i,! Ujl Friedman




BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan

Pengujian organoleptik pada soyghurt dengan parameter warna dan
tekstur, hal ini telah sesuaidengan standar SNI-2981-2009 dimana soyghurt
yang baik memiliki tekstur kental, sehingga ‘dari pengujian organoleptik,
soyghurt tersebut telah.memenuhi kriteriat SNI. Sifat sensori produk pangan
seperti;warna dan.tekstur merupakan hal yang penting dan menjadi factor
penentu mutu karena dapat mempengaruhi penerimaan konsumen. Bahan
baku utama dalam pembuatan soyghurt adalah. susu kedelai. Hal ini

menyebabkan warna pada soyghurt menunjukkan warna putih kekuningan

(cream) seperti warna pada susu kedelai. Warna putih kekuningan (cream)
juga disebabkan karena kandungan dari vitamin B2 (riboflavin) pada susu
sehingga warna lemak pada susu menjadi kekuningan (Handayani and

Wulandari, 2016).

Tekstur kental yang terbentuk pada soyghurt disebabkan oleh protein yang
menggumpal karena terjadi akumulasi asam akibat terbentuknya asam laktat
oleh bakteri Lactococcus lactis saat proses fermentasi (Handayani and
Wulandari, 2016). Hasil pengujian viskositas soyghurt menunjukkan hasil
yang relatif stabil seiring dengan masa penyimpanan. Peningkatan dan
penurunan viskositas dipengaruhi oleh kandungan-kandungan yang ada pada

sampel seperti gula dan makromolekul lain yang berinteraksi (Trisnawati et
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al., 2013). Perubahan viskositas terjadi seiring dengan lamanya waktu

penyimpanan.

Pada uji pH yang telah dilakukan, pH soyghurt dengan konsentrasi 10%
bersifat asam dan stabil hingga penyimpanan selama 14 hari. Hal serupa juga
terjadi pada konsentrasi 20%. Dengan kata lain, konsentrasi 10% dan 20%
memiliki pH asam yang sama dan-cenderung stabil hingga penyimpanan hari
ke-14. Menurut The Australian Food Standart Code, pH soyghurt yang baik
yaitu tidak lebih-dari 4,5, ‘karena dapat /menghambat pertumbuhan bakteri
patogen, §ehinggqpa§k untuk dikonsumsi. Nilai pH merupalgqn indikator untuk
mengontrol pertumbuhan mikroba. Penurunantnilai pH disebabkan oleh
terbentuknya asam laktat sebagai. aktivitas mikroorganisme pada awal
penyimpanan. Pada umumnya, bakteri asam laktat menghasilkan sejumlah
besar asam laktat dari fermentasisubstrat energi karbohidrat. Asam laktat
yang dihasilkan dari metabolisme karbohidrat dapat menurunkan nilai pH

lingkungan pertumbuhannya dan menimbulkan rasa asam (lhsan et al., 2017).

Lamanya ' waktu penyimpanan juga berpengaruh terhadap kondisi
keasaman pada soyghurt..Semakin lama-waktu penyimpanan, maka total
asam laktat pada soyghurt akan mengalami peningkatan sehingga dapat
menurunkan pH. Pada studi yang dilakukan oleh lhsan et al., (2017), nilai pH
yoghurt pada penyimpanan kulkas 4°C cenderung stabil dengan nilai antara 4
hingga 5. Hal ini disebabkan karena penyimpanan pada suhu dingin dapat
mencegah pembentukan asam yang berkelanjutan dan menghambat aktivitas

kultur laktat.
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Sedangkan pada studi yang dilakukan oleh Layadi et al., (2017), formulasi
susu kedelai fermentasi (soyghurt) dengan menggunakan bakteri
Lactobacillus bulgaricus dan Streptococcus thermophilus dengan waktu
fermentasi selama 14 jam dan penyimpanan dalam lemari es selama 12 hari,
terjadi penurunan pH seiring dengan lama penyimpanan kemudian pada
waktu simpan hari ke-11 dan ke-12, konsentrasi asam laktat tidak mengalami
perubahan yang signifikan™ dan cenderung konstan. Hal ini dikarenakan
semakin sedikit jumlah asam laktat.yang dihasilkan.akibat jumlah bakteri yang

mengalami‘penurunan. Didukung juga dengan pH yang cenderung konstan.

Bakteri Lactococcus lactis rekombinan di dalam.soyghurt berhasil bertahan
hidup selama penyimpanan-14 hari pada’ suhu 4°C..Pengujian viabilitas atau
jumlah bakteri penting ‘dilakukan:iuntuk mengetahui ketahanan bakteri
Lactococcus lactis sebagai vector vaksirt selama masa penyimpanan. Jumlah
bakteri asam laktat yang masih termasuk dalam batasan kandungan probiotik
yang dianjurkan dalam standar produk probiotik yaitu 10°-10° koloni/ ml (Diza
et al., 2016). Pada pengujian viabilitas, masih terdapat bakteri yang hidup
pada akhir periode penyimpanan yaitu pada hari ke-14 sebesar 25.108 CFU/ml
dimana masih masuk ke dalam rentang standar produk probiotik menurut
standar SNI-2981-2009 dimana jumlah bakteri starter harus memiliki minimal

107 CFU/ml.

Penelitian yang dilakukan oleh Layadi et al., (2017), juga terdapat
penurunan dari jumlah koloni bakteri seiring dengan lama penyimpanan.
Semakin bertambahnya waktu simpan dari soyghurt, jumlah nutrisi akan

semakin berkurang, sehingga jumlah bakteri asam laktat pun akan mengalami
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penurunan. Pertumbuhan dari bakteri asam laktat biasanya menjadi

terhambat karena tingginya keasaman yoghurt (lhsan et al., 2017).

Analisis statistic menunjukkan bahwa tidak adanya perbedaan bermakna
atau penurunan yang signifikan jumlah bakteri dari awal pengujian sampai
dengan minggu kedua. Hal ini menunjukkan bahwa pada periode
penyimpanan tersebut, bakteri-masih.dapat bertahan hidup dengan jumlah
yang juga masih termasuk dalam batasan“standar produk probiotik. Pada
penelitian yang.dilakukan-oleh, Layadi' etsal., (2017), jumlah koloni bakteri
setelahifermentagii [neningkat hingga mulaiimenurunipada hari ke-8
penyimpanan danterus menurun hingga hari keZ12. Dari pengujian tersebut,
dapat diperkirakan bahwa 'soyghurt dapat menghantarkan vaksin Lactococcus

lactis rekombinan selama'waktu penyimpanan 14 hari.

6.2 ImpIikééi Terhadap Bidandil(efarrr’lgsi;n

Penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar dalam pengujian vaksin oral
menggunakan vector bakteri hidup. Lactococcus lactis merupakan bakteri
asam laktat yang umum digunakan dalam pembuatan produk fermentasi
seperti susu dan keju. Diharapkan dengan-adanya vaksin oral dalam bentuk
susu fermentasi, maka akan lebih mudah dalam penggunaan vaksin dan tidak
memerlukan jarum suntik, serta mempermudah dalam proses pendistribusian
karena tidak memerlukan suhu yang sangat rendah seperti pada vaksin
injeksi. Namun perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memastikan
keamanan dan efektivitas dari vaksin Lactococcus lactis rekombinan dalam

bentuk soyghurt.
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6.3 Keterbatasan Penelitian
Beberapa keterbatasan dalam penelitian ini yakni:

1. Tidak dilakukan pengujian Total Asam Tertitrasi (TAT) karena
keterbatasan waktu penelitian yang dilakukan. Pengujian TAT penting
dilakukan untuk mengetahui nilai asam laktat yang terbentuk akibat
fermentasi laktosa oleh bakteri asam laktat.

2. Tidak dilakukan pengujian pada soyghurt konsentrasi 20% untuk melihat

perbandingan dari kedua konsentrasi.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah vaksin oral COVID-19
menggunakan bakteri Lactococcus lactis rekombinan berbasis soyghurt
mampu bertahan -hidup dengan baik selama-14 hari dibuktikan dari uiji

viabilitas bakteri yang telah dilakukan.

7.2 Saran

Saran yang dapat diberikan pada peneliti'yakni:

1. Perlu dilakukan ujii viabilitas ' dengan periode yang lebih lama agar
nengetahui survival rate dari bakteri Lactococcus lactis atau batas
dimana soyghurt memiliki kandungan bakteri Lactococcus lactis di
bawah rentang minimal standar yang dipersyaratkan.

2. Perlu dilakukan uji ekspresi kadar antigen untuk memastikan bahwa
soyghurt.yang dikembangkan sudah mengeskpresikan antigen protein

spike.
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Sampel yang digunakan yaitu soyghurt

‘@an konsentrasi 10% dan 20% /

Reagent yang digunakan yaitu antibodi

\Anti-protein Spike SARS COV-2 /
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