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ABSTRAK 

 

Rheumatoid arthritis (RA) adalah penyakit autoimun sistemik 

kronis yang mempengaruhi lapisan sendi sinovial dan kerusakan 

sendi yang dapat menyebabkan kecacatan pada penderitanya. 

Mikrobiota usus dianggap sebagai faktor lingkungan yang 

mempengaruhi perkembangan RA. Mikrobiota yang dapat 

menyebabkan penyakit RA sangat prospektif dihambat melalui 

nutrisi yang mampu mengendalikan infeksi bakteri patogen dan 

menghambat reaksi inflamasi penyakit RA dengan susu kambing 

yang mengandung protein α-casein-S2 (CSN1S2) sebagai anti-

oksidan, anti-osteoporosis, dan anti-inflamasi. Tujuan penelitian ini 

adalah untuk menganalisis pengaruh protein CSN1S2 pada susu dan 

yogurt terhadap komposisi mikrobiota pada feses tikus model RA – 

CFA dan mengindentifikasi profil mikrobiota pada feses tikus model 

RA – CFA. Metode penelitian ini terdiri dari pengambilan sampel 

feses, perhitungan total koloni, isolasi bakteri, karakterisasi koloni 

bakteri, pemurnian isolasi bakteri, isolasi DNA, dan PCR. Analisa 

statistik menggunakan One Way Analysis of Variance (ANOVA), 

dengan nilai signifikansi p<0,05. Analisis data dilakukan 

menggunakan software SPSS versi 16.0. Protein CSN1S2 pada susu 

kambing ethawah mampu mengembalikan jumlah total bakteri yang 

menurun pada perlakuan RA secara signifikan dibanding perlakuan 

yogurt. Profil mikrobiota pada feses tikus model RA-CFA 

berdasarkan hasil PCR didominasi oleh kelompok dari bakteri 

Lactobacillus yang mampu menghambat kelompok bakteri patogen 

dari kelompok Enterococcus. 

 

Kata kunci : Lactobacillus, Mikrobiota, Rheumatoid arthritis, Susu, 

Yogurt 
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ABSTRACT 

 

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease 

that affects the synovial joint lining and joint damage that can cause 

disability in sufferers. Microbiota is considered as an environmental 

factor that influences the development of RA. Microbiota that can 

cause RA disease is very prospective inhibited through nutrients that 

can prevent pathogenic bacterial infections and inhibit RA's 

inflammatory reaction with goat milk containing α-casein-S2 protein 

(CSN1S2) as anti-oxidant, anti-osteoporosis, and anti-inflammatory. 

The purpose of this study was to analyze the CSN1S2 protein in milk 

and yogurt against microbiota in the RA-CFA mice model and to 

identify the microbiota profile in the RA-CFA fecal sample. This 

research method consisted of faecal sampling, total colony 

calculation, bacterial isolation, bacterial colony characterization, 

bacterial isolation purification, DNA isolation, and PCR. Statistical 

analysis using One Way Analysis of Variance (ANOVA), with a 

significance value  p<0.05. Data analysis was performed using SPSS 

software version 16.0. CSN1S2 protein in ethawah goat's milk was 

able to restore the total number of bacteria that decreased in the RA 

treatment significantly compared to yogurt treatment. Microbiota 

profile in RA-CFA model feces based on PCR results was dominated 

by groups of Lactobacillus bacteria which were able to inhibit the 

pathogenic bacteria group from the Enterococcus group. 

 

Keyword: Lactobacillus, Microbiota, Milk, Rheumatoid Arthritis, 

Yogurt
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BAB I 

PENDAHULUAN 

  

1.1 Latar Belakang 

Beberapa tahun terakhir, penyakit tidak menular (PTM) telah 

menjadi penyebab utama kematian di seluruh dunia sehingga 

diperkirakan akan meningkat pada tahun-tahun mendatang (Rudan 

dkk., 2015). Salah satu PTM yang menjadi perhatian serius adalah 

penyakit rheumatoid arthritis (RA). Penyakit RA adalah penyakit 

autoimun sistemik kronis yang mempengaruhi lapisan sendi sinovial 

dan kerusakan sendi yang dapat menyebabkan kecacatan dan 

kematian dini pada penderitanya (Guo dkk., 2018) sehingga kualitas 

hidup penderita penyakit ini lebih rendah dibandingkan dengan jenis 

PTM lainnnya (Pretorius dkk., 2017). Di Indonesia, mayoritas 

jumlah kematian penduduk juga disebabkan oleh PTM yang diduga 

karena faktor lingkungan, perkembangan teknologi dan gaya hidup 

(Adhania dkk., 2018). Menurut hasil riset kesehatan dasar (Riset 

Kesehatan Dasar) tahun 2018 mengungkapkan bahwa prevalensi RA 

mencapai 11,9 % dari total populasi di Indonesia dan jumlah ini terus 

meningkat setiap tahunnya.  

Rheumatoid Arthritis (RA) menyebabkan peradangan sistemik, 

dengan berbagai ketidakseimbangan antara aktivitas pro- and anti-

inflammatory cytokine, sehingga menyebabkan terjadinya komplikasi 

imun multisistem (Pretorius dkk., 2017). Penyakit RA terjadi akibat 

aktivasi sel T helper CD4+ dengan melepaskan mediator inflamasi 

dan sitokin lokal seperti tumor necrosis factor (TNF- α) dan 

interleukin 1 (IL -1) yang dapat merusak sendi (Crawford dan Harris, 

2015). Selain faktor genetik, RA juga dapat disebabkan oleh faktor 

lingkungan. Baru-baru ini, para peneliti telah memfokuskan pada 

mikrobiota usus, yang dianggap sebagai faktor lingkungan yang 

mempengaruhi perkembangan RA (Maeda dan Takeda, 2017). Pada 

usus manusia terdapat berbagai jenis mikrobiota yang membentuk 

flora usus dengan pola interaksi yaitu komensal, simbiosis, dan 

patogen diantara mereka maupun terhadap inang (Baas dkk., 2017). 

Perubahan mikrobiota (Dysbiosis) karena gaya hidup dan pola makan 

telah menyebabkan ketidakseimbangan imunologis yang dapat 

mengakibatkan penyakit radang usus (Guerreiro dkk., 2018). 

Kerusakan terjadi pada permukaan ileum terutama kerusakan vili 

ileum pada sel serapan kolumnar (Rohmah dkk., 2015). Namun, 
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hingga saat ini hubungan sebab akibat antara mikrobiota dengan 

rheumatoid arthritis masih diperdebatkan. 

Mikrobiota usus terdiri dari 500 – 1000 spesies mikroba, namun 

sebuah studi baru memperkirakan bahwa mikroflora usus manusia 

terdiri dari lebih dari 35.000 spesies bakteri (Jandhyala dkk., 2015). 

Secara keseluruhan, mikrobiota usus yang sehat didominasi oleh 

filum Firmicutes dan Bacteroidetes (Hara dkk., 2006). Keragaman 

diversitas mikrobiota ditemukan berkurang pada pasien RA dalam 

berbagai penelitian (Zhang dkk., 2015).  Komposisi mikrobiota pada 

usus penderita RA berbeda dengan usus yang sehat, dengan 

pengurangan genus bakteri tertentu seperti Bifidobacterium dan 

Bacteroides (Au dkk., 2017). Penelitian pada pasien RA di Jepang 

menunjukkan peningkatan jumlah bakteri Prevotella copri di usus 

yang menginduksi artritis (Maeda dan Takeda., 2017). Komposisi 

mikrobiota sebagian besar ditentukan oleh kebutuhan nutrisi bakteri 

individu dan sangat bervariasi di berbagai lokasi saluran usus yang 

dapat berfungsi menjadi pelindung terhadap kolonisasi bakteri 

patogen penyebab RA (Pickard dkk., 2017).   

Metabolisme mikrobiota yang dapat menyebabkan penyakit RA 

sangat prospektif dihambat melalui nutrisi yang mampu 

mengendalikan infeksi bakteri patogen dan menghambat reaksi 

inflamasi penyakit RA (Atanasova dan Ivanova, 2010). Nutrisi 

mempengaruhi komposisi mikrobiota usus karena menyediakan 

sumber karbon organik utama mereka (Flint dkk.,2012). Susu adalah 

sumber nutrisi dengan kandungan nutrisi yang lengkap dan seimbang 

(Lad dkk., 2017). Susu kambing mengandung banyak peptida 

bioaktif dari protein α-casein-S1, α-casein-S2 (CSN1S2), β-casein 

dan κ-casein dibandingkan susu sapi (Rohmah dkk., 2015). 

Penelitian sebelumnya, melaporkan bahwa susu segar dari kambing 

Ethawah memiliki protein spesifik dengan berat molekul 36kDa, 

yaitu α–S2 casein (CSN1S2) yang mengandung delapan peptida 

bioaktif yang masing-masing peptida memiliki fungsi biologis 

spesifik dalam mekanisme perbedaan seperti anti-oksidan, anti-

osteoporosis, dan anti-inflamasi (Tripsila dkk., 2015). Namun, 

pengaruh protein CSN1S2 terhadap bakteri patogen penyebab RA 

belum diketahui. 

Penelitian mengenai pengaruh protein CSN1S2 yang terdapat 

dalam susu kambing ethawah terhadapkomposisi mikrobiota dalam 

feses tikus model Rheumatoid Arthritis – Complete Freund’s 
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Adjuvant, serta mekanisme penghambatan mikrobiota usus penyebab 

rheumatoid arthritis belum banyak diteliti. Oleh karena itu, perlu 

dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mendapatkan informasi 

tersebut. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini antara lain adalah : 

1. Apakah terdapat pengaruh protein CSN1S2 pada susu dan 

yogurt terhadap komposisi mikrobiota feses tikus model 

RA–CFA? 

2. Bagaimana profil mikrobiota pada feses tikus model RA-

CFA berdasarkan PCR? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dilaksanakan penelitian ini antara lain adalah: 

1. Menganalisis pengaruh protein CSN1S2 pada susu dan 

yogurt terhadap komposisi mikrobiota pada feses tikus 

model RA – CFA. 

2. Mengindentifikasi profil mikrobiota pada feses tikus model 

RA – CFA.  

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dilaksanakan penelitian ini adalah untuk memberikan 

informasi mengenai manfaat susu kambing ethawah sebagai nutrisi 

yang sehat bagi mikrobiota di usus untuk mengontrol penyakit 

Rheumatoid Arthritis penyebab nyeri sendi. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Rheumatoid Arthritis 

Rheumatoid arthritis (RA) merupakan penyakit autoimun 

sistemik kronis yang lebih sering muncul pada wanita dibandingkan 

pria, serta lebih dominan pada orang tua, dan penyakit ini 

mempengaruhi sekitar 1% populasi di dunia (Guo dkk., 2018). Setiap 

tahun, 4 juta kasus baru telah didiagnosis dan di Indonesia prevalensi 

bervariasi dari 0,3-0,6% di berbagai daerah. Laporan terbaru terkait 

kasus RA yaitu terjadi sekitar 4,1-9% dari semua kasus baru (Fia dan 

Westra, 2018). Individu dengan RA akan menderita komorbiditas 

yang signifikan akibat cacat sistem muskuloskeletal yang mengarah 

pada penurunan fungsi fisik, peningkatan risiko komplikasi jangka 

panjang, dan penurunan kualitas hidup (Badghais dkk., 2018). Gejala 

umum yang sering dialami pasien penderita RA meliputi kaku pada 

sendi di pagi hari selama lebih dari 30 menit, kelelahan, demam, 

penurunan berat badan, sendi yang lunak, bengkak, dan nodul 

rheumatoid di bawah kulit (Bullock dkk., 2018).  

Etiologi RA tidak diketahui secara pasti, namun faktor genetik 

telah dikaitkan dengan kondisi dan tingkat keparahannya serta 

berbagai faktor lingkungan dan gaya hidup juga terbukti 

meningkatkan resiko RA (Xu dan Lin 2017). Faktor-faktor tersebut 

dapat digunakan dalam model prediksi untuk RA di masa mendatang 

serta untuk mengidentifikasi target untuk pencegahan (Deane dkk., 

2017). Faktor genetik memberikan pengaruh besar pada 

perkembangan RA dan meningkatkan prevalensi RA dalam keluarga 

(Hemminki dkk., 2009).  

Identifikasi RA pada presentasi awal dan pengobatan pada tahap 

awal dapat mempengaruhi perjalanan penyakit, mencegah 

perkembangan erosi sendi atau memperlambat perkembangan 

penyakit (Heidari, 2011). Lesi sinovial pada rheumatoid arthritis 

menunjukkan kompleks aspek histopatologis yang berguna dalam 

diagnosis keparahan penyakit. Secara morfologis, radang sendi pada 

rheumatoid arthritis dimulai dengan membran sinovial dan meluas 

ke tingkat tulang rawan dan tulang subkondral, akhirnya mengarah 

pada perubahan destruktif pada sendi (Capistanescu dkk., 2011). RA 

adalah salah satu kondisi di mana pasien perlu minum obat setiap 

hari untuk menghilangkan rasa sakit mereka dan mengurangi 



 

 

 5  

kemungkinan cacat fisik (Alsubaie dkk., 2018). Obat lini pertama 

secara tradisional telah menjadi agen yang dapat mengurangi 

peradangan adalah NSAID. Jenis terapi ini berfungsi dengan cepat 

untuk mengurangi rasa sakit, namun meningkatkan pembengkakan 

pada pasien RA (Abbasi dkk., 2018). Agen baru yang mampu 

menginduksi remisi penyakit ini telah diperkenalkan dalam praktik 

klinis selama dekade terakhir, seperti disease-modifying 

antirheumatic drugs (DMARDs), termasuk DMARDs nonbiologis 

dan biologis sepert kinase inhibitor, anti-IL-1 and anti-IL-6 agents, 

TNFa blockers, B cell depletion regulators and lymphocyte co-

stimulators (Kourilovitch dkk., 2014).  

 

2.2 Mekanisme Penyebab Rheumatoid Arthritis 

Rheumatoid arthritis (RA) adalah polyarthritis kronis dan 

simetris yang paling umum melibatkan persendian tangan, kaki, dan 

lutut. Degradasi jaringan ikat dimediasi terutama oleh kondrosit, 

fibroblas sinovial dan osteoklas. Gangguan autoimun ini sebagian 

besar didorong oleh rekruitmen sel-sel imun teraktivasi (sel T dan B) 

dan makrofag ke sendi yang sakit (Vincenti dan Brinckerhoff, 2001). 

Perkembangan penyakit sendi seperti RA dan osteoarthritis dikaitkan 

dengan proses inflamasi, di mana mediator inflamasi dilepaskan oleh 

sel imun yang menginfiltrasi serta sel-sel sendi yang menginduksi 

perubahan ekspresi gen yang mendorong degradasi extracellular 

matrix (ECM). Sitokin seperti interleukin (IL-) 1 dan tumor necrosis 

factor α (TNFα) adalah mediator kunci dalam respon inflamasi pada 

penyakit sendi destruktif (Baker dkk., 2018).  

Tulang rawan artikular normal dijaga oleh tipe sel tunggal yaitu 

kondrosit, yang mempertahankan homeostasis dengan mengatur 

ekspresi komponen ECM dan faktor katabolik seperti matrix 

metalloproteinases (MMPs). Secara kolektif, MMP dapat 

mendegradasi semua makromolekul ECM, dan selama penyakit 

radang sendi merangsang kondrosit untuk meningkatkan sekresi 

kadar MMPs, setelah diaktifkan, memediasi proteolisis tendon, 

tulang dan tulang rawan (McCaw dkk., 2007). Kolagen interstitial 

(tipe I, II dan III), adalah target prinsip penghancuran, dan 

collagenase yang disekresikan (MMP-1 dan MMP-13) memiliki 

peran utama dalam proses ini. MMP ini diinduksi sebagai respons 

terhadap sitokin dan growth factor yang biasanya ditemukan pada 

sendi artritis (Vincenti dan Brinckerhoff, 2001).  
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IL-1 β dan TNF-α mengatur ekspresi gen MMP melalui jalur 

transduksi sinyal, seperti yang diregulasi oleh protein kinase yang 

diaktifkan-mitogen (MAPK). C-Jun N-terminal kinase (JNK) 

memfosforilasi c-Jun untuk mengaktifkan kompleks AP-1 pengikat 

DNA. Menanggapi rangsangan inflamasi, AP-1 juga menginduksi 

sintesis mRNA c-fos dan c-jun. MAPK, p38, juga mengaktifkan 

faktor yang diperlukan untuk sintesis protein AP-1 dan Ets. Dengan 

demikian, jalur MAPK adalah mediator pensinyalan penting dari 

sitokin inflamasi dan mereka menargetkan situs AP-1 dan Ets dalam 

promotor MMP (Burrage dkk., 2006).  

 
     (Burrage dkk., 2006) 

Gambar 1. Jalur pensinyalan utama untuk IL-1 beta dalam kondrosit 

dan sel sinovial 

 

Studi sebelumnya tentang model hewan bebas kuman dan 

gnotobiotik menunjukkan bahwa keberadaan spesies mikrobiota usus 

tertentu dapat memengaruhi perkembangan arthritis autoimun (Wu 

dkk., 2016). Studi pada tikus menunjukkan bahwa kehadiran 

segmented filamen bacteria (SFB) meningkatkan artritis pada tikus 

(Moreno, 2016). Dalam proses inflamasi ini, SFB meningkatkan 

produksi isoform fase akut serum amiloid A (SAA) di ileum, yang 

dapat bertindak pada sel dendritik dari lamina propria usus kecil 
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untuk menginduksi sel CD4 + T naif untuk berdiferensiasi menjadi 

Th17 sel (Ivanov dkk., 2009). Sel-sel Th17 adalah bagian dari sel-sel 

T yang mensekresi sitokin interleukin pro inflamasi sepert IL-17. IL-

17 dan IL-22 dapat menginduksi ekspresi RANKL dalam fibroblast 

sinovial manusia, yang menyebabkan hilangnya keseimbangan 

RANKL / OPG dan peningkatan osteoklastogenesis dan erosi tulang 

yang meningkat pada autoimun. radang sendi (Lubberts dkk., 2003). 

Selain itu, IL-17 dapat merangsang ekspresi berbagai sitokin pro-

inflamasi (misalnya, IL-1β, TNF-α dan IL-6) dan enzim pengurai 

matriks (misalnya, matrix metalloproteinase (MMP) -1, -2, -9 , dan -

13) di seluruh jaringan sinovial, fibroblas sinovial, dan tulang rawan, 

sehingga meningkatkan peradangan, pergantian matriks, dan 

destruksi tulang rawan selama perkembangan RA (Moran dkk., 

2009). 
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      (Wu dkk., 2016) 

Gambar 2. Perkembangan RA akibat dysbiosis 

 

2.3 Mikrobiota Usus dan Analisis Feses 

Mikrobiota usus manusia diisi oleh populasi mikroorganisme 

yang kompleks, terdiri dari mikrobiota komensal dan patogen. 

Mereka tinggal di tubuh setiap orang dan berinteraksi dengan 

manusia dalam berbagai cara (Au dkk., 2017). Saluran pencernaan 

manusia adalah ekosistem yang kaya akan spesies mikroba, dengan 

perkiraan 1013-  1014 sel hadir di usus besar (Agans dkk., 2011). 

Dari saat kita dilahirkan, manusia dihuni oleh komunitas bakteri 

yang kompleks dan terus berubah yang keduanya membantu 

membentuk sistem kekebalan mukosa dan menyediakan nutrisi 

penting (Brusca dkk., 2014). Komunitas mikroba usus ini merupakan 

komponen penting dari kesehatan dan penyakit manusia. Mikrobiota 

usus bertanggung jawab untuk hidrolisis dan fermentasi polisakarida, 

produksi vitamin, stimulasi sistem kekebalan tubuh, modulasi 

motilitas usus, serta untuk perlindungan inang manusia dari invasi 

patogen (Agans dkk., 2011).  

Mikrobiota usus adalah faktor lingkungan yang memengaruhi 

homeostasis metabolik dan imun. Komposisi mikrobiota usus cukup 

stabil pada individu yang normal dan sangat heterogen antar individu 

(Zhang dkk., 2015). Studi yang meneliti komposisi dan peran 

mikrobiota usus di berbagai negara penyakit telah mengungkap 

hubungan dengan penyakit radang usus, autoimun, diabetes tipe 2, 

obesitas, dan aterosklerosis (Singh dkk., 2017). Peradangan usus 

dapat menyebabkan perubahan komposisi mikrobiota usus, yang 

dikenal sebagai dysbiosis, yang berhubungan dengan perubahan 

fungsional dalam transkripom mikroba, proteom atau metabolisme. 

Semakin banyak bukti telah menunjukkan bahwa gangguan 

komunitas mikroba usus dapat memicu berkembangnya bakteri 

dengan kelimpahan rendah dan berbahaya yang selanjutnya dapat 

memperburuk peradangan usus. Memang, dysbiosis di usus distal 

sering ditandai dengan penurunan prevalensi anaerob obligat dan 

peningkatan kelimpahan relatif bakteri anaerob fakultatif. Secara 

khusus, ekspansi Enterobacteriaceae umumnya diamati pada 

dysbiosis usus dalam berbagai konteks yang melibatkan peradangan 

usus (Pickard dkk., 2017).  

Ekosistem mikroba usus yang sehat umumnya dianggap 
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bercirikan kekayaan dan keanekaragaman bakteri yang tinggi, yang 

diduga mencerminkan stabilitas dan ketahanan ekosistem (Lozupone 

dkk., 2012). Analisis mikrobiota tinja telah mengungkapkan 

hubungan yang tampaknya konsisten antara penyakit dan 

pengurangan jumlah spesies yang diamati atau diperkirakan dalam 

sampel, menunjukkan kekayaan bakteri menjadi penanda utama bagi 

kesehatan usus (Cho dan Blaser, 2012). Mayoritas mikrobiota usus 

pada manusia terdiri dari bakteri anaerob fakultatif dan obligat yang 

termasuk dalam lima filum yang berbeda termasuk Firmicutes 

(utama), Bacteroidetes (utama), Proteobacteria (minor), 

Verrucomicrobia (mayor) dan Actinobacteria (minor) (Lamichhane 

dkk., 2018). Informasi penting tentang penyakit yang mempengaruhi 

sistem pencernaan dapat diperoleh dengan pemeriksaan feses. 

Kotoran dapat diperiksa secara makroskopis, mikroskopis, kimiawi, 

imunologis, dan mikrobiologis. Sampel tinja yang akan diperiksa 

harus dikumpulkan dalam wadah bersih, segar atau disimpan dalam 

kondisi yang sesuai (Lien dkk., 2011). Identifikasi mikrobiota pada 

feses pasien RA dibandingkan dengan kontrol menunjukkan adanya 

perubahan keanekaragaman dan kelimpahan bakteri seperti 

ditemukannya spesies Prevotella (Deane dkk., 2017). Keragaman 

mikroba ditemukan berkurang pada pasien RA dalam berbagai 

penelitian. Penelitian lain mengamati tidak ada perbedaan pada 

tingkat filum antara pasien dan subyek sehat, tetapi anggota kelas 

Bacillus dan urutan Lactobacillus meningkat, dan spesies 

Faecalibacteriumprausnitzii berkurang pada pasien RA yang tidak 

menerima terapi. Studi pada pasien di Cina melaporkan bahwa 

Lactobacillus meningkat pada kasus RA yang sangat aktif, dan pada 

pasien RA dengan onset baru, Prevotella copri lebih banyak daripada 

subjek sehat tetapi kurang berlimpah pada kasus RA yang mapan. 

Dalam penelitian lain, Prevotella copri lebih diperkaya pada individu 

yang berisiko mengalami rheumatoid arthritis (Jeong dkk., 2019). 

 

2.4 Protein CSN1S2 dalam Susu Kambing Ethawah  dan 

Potensinya 

Susu adalah sumber nutrisi dengan kandungan nutrisi yang 

lengkap dan seimbang. Salah satu jenis susu dari hewan dengan 

kandungan gizi tinggi adalah susu kambing yang memiliki daya 

cerna yang lebih baik, kapasitas buffer, alkalinitas, dan memiliki 

nilai terapeutik (Lad dkk., 2017). Susu kambing berbeda dari susu 
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sapi, di mana total energi, protein, dan kalsium lebih tinggi daripada 

susu sapi (Turck, 2013). Susu kambing memiliki protein susu yang 

merupakan sumber utama peptida bioaktif (Tripsilla dkk., 2016).  

Peptida bioaktif dari protein susu dimasukkan dalam urutan 

primer protein asli yang dihidrolisis oleh enzim pencernaan,  

kemudian dipotong dan dimodifikasi untuk menghasilkan produk 

aktif sebagai fragmen protein spesifik. Peptida bioaktif berperan 

penting sebagai pensinyalan molekul dalam fungsi fisiologis dan 

penyakit kronis yang berhubungan dengan patogenesis, seperti 

hipertensi, diabetes, kanker, dan osteoporosis, serta imunomodulator, 

dan antiinflamasi (Rohmah dkk., 2015). Peptida bioaktif adalah 

produk fermentasi enzimatik yang merupakan aspek penting dari 

protein makanan dan menawarkan efek nutrisi yang memadai. 

Banyak peneliti telah melaporkan bahwa produk fermentasi susu 

turunan peptida, seperti yogurt, keju, atau makanan fermentasi 

lainnya, menunjukkan fungsi biologis yang lebih bermanfaat terkait 

jalur pensinyalan sel dibandingkan dengan peptida dari susu segar 

(Fatchiyah dkk., 2015). Peptida bioaktif dari protein susu diaktifkan 

dan dilepaskan melalui proses enzimatis proteolisis selama 

pencernaan makanan dan pemrosesan pada saluran pencernaan 

(Tripsilla dkk., 2016).  

 

 
(He dkk., 2010) 

Gambar 3. Struktur Tersier Protein CSN1S2 

 

Sebuah protein pada susu dapat dibagi menjadi dua kelompok 

yang berbeda, protein larut (protein whey) dan protein tidak larut 

(kasein) pada titik isoelektrik (pI) dan dalam susu kasein larut 

sebagai misel. Protein whey mengandung α-Lactoalbumin dan β-

Lactoglobulin, sedangkan kasein mengandung αS1-, αS2-, β-, dan κ-
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casein (Tripsilla dkk., 2016). Kandungan kualitatif dan kuantitatif 

dari masing-masing fraksi protein tergantung pada banyak faktor 

yaitu faktor fisiologis (tahap laktasi, urutan laktasi), lingkungan 

(iklim, kebersihan), genetik (berkembang biak, silsilah), dan nutrisi. 

Fraksi protein susu kambing, seperti halnya ruminansia domestik 

lainnya, sebagian besar dibentuk oleh kasein, yang merupakan 80% 

dari total protein (Greppi dkk., 2008). 

Susu sapi dan susu kambing mengandung banyak peptida 

bioaktif dari protein α-casein-S1, α-casein-S2 (CSN1S2), β-casein 

dan κ-casein (Rohmah dkk., 2015). Penelitian sebelumnya, 

melaporkan bahwa susu segar dari kambing peranakan Ethawah 

memiliki protein spesifik dengan berat molekul 36kDa, yaitu α–S2 

casein (CSN1S2), di mana protein spesifik ini tidak ditemukan dalam 

susu sapi segar (Fatchiyah dkk., 2015). Protein α-S2 kasein 

(CSN1S2) yang mengandung delapan peptida bioaktif yang masing-

masing peptida memiliki fungsi biologis spesifik dalam berbagai 

mekanisme (Tripsila dkk., 2015). Protein susu juga bisa menjadi 

sumber penting peptida antimikroba, agen alami dengan aplikasi 

potensial sebagai biopreservatif untuk mengontrol pertumbuhan dan 

kelangsungan hidup patogen bakteri dalam kandungan makanan. 

Telah ditemukan bahwa protein yang ada dalam susu kambing adalah 

prekursor komponen bioaktif, dengan berkontribusi pada aktivitas 

antimikroba tertentu terhadap spektrum luas bakteri patogen (Costa 

dkk., 2014).  

 

2.5 Tikus Model Rheumatoid Arthritis Induksi Complete Freund 

Adjuvant 

Penggunaan model hewan tikus untuk mengevaluasi karakteristik 

penyakit RA telah digunakan untuk mempelajari patogenesis dan 

proses inflamasi artritis untuk mengembangkan obat anti-rematik 

yang cocok untuk pengobatan. Adjuvant-induced arthritis adalah 

salah satu model eksperimental terbaik untuk mempelajari efek 

arthritis dan masih banyak digunakan dalam pengujian praklinis RA. 

Model RA terbaik yang tersedia untuk peradangan kronis adalah 

model arthritis complete Freund’s adjuvant (CFA) (Snekhalatha 

dkk., 2013). Tikus yang diimunisasi dengan CFA yang mengandung 

Mycobacterium tuberculosis untuk mengembangkan bentuk artritis 

yang disebut Adjuvant-Induced Arthritis (AIA). AIA dapat diinduksi 

pada tikus yang naif dengan memperkenalkan sel-T (bukan antibodi 
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serum) dari tikus rematik. Sel-T arthritogenic mengenali epitop pada 

protein shock panas mikobakterial (HSP) 65kDa antara residu asam 

amino 180 dan 188, yang berbagi struktur yang mirip dengan 

peptida-link proteoglikan yang ditemukan dalam jaringan ikat. Ini 

menunjukkan bahwa sel-T merespons komponen-mandiri, dan 

berkontribusi pada induksi artritis (Chondrex, 2017). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksaknakan pada bulan November 2019 – Maret 

2020 di laboratorium Biologi Molekular dan laboratorium 

SMONAGENES,  Institut Biosains, Universitas Brawijaya, Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi seperangkat 

peralatan standar kerja di lab mikrobiologi meliputi cawan petri, 

jarum ose, tips, mikropipet 1ml, mikropipet 200μL, mikropipet 

10μL, erlenmeyer, gelas ukur, anaerobic jar, tabung reaksi, tabung 

propilen,microtube, hot plate stirrer Thermo scientific, vortex 

Thermo scientific, oven,  PCR tube, Microsentrifuge Fresco, 

Nanodrop ND-1000 spectrophotometer, Takara PCR thermalcycler, 

gel doc Biorad. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

PCA agar, PYG agar, Luria Bertani broth, agarose, buffer lysis, 

phenol chloroform isoamilalkohol (PCI), etanol absolut, etanol 70%, 

buffer TE pH 7,6, buffer TBE, EtBr, nuclease free water (ddH20), 

PCR mix solution, dan 6 macam Primer (Universal, Lactobacillus, 

Enterococcus, Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium).  

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan 

masing – masing 3 ulangan untuk jumlah total bakteri. Analisis 

komposisi bakteri pada sampel menggunakan indeks Simpson. 

Analisis data menggunakan ANOVA pada signifikansi p(<0,05).  
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3.4 Diagram Alir Rancangan Penelitian 

 

 
Gambar 4. Kerangka penelitian 

 

3.5 Kode Etik 

Studi ini telah dievaluasi dan disetujui oleh komite etika 

penelitian dari Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Brawijaya, Malang, Jawa Timur, Indonesia (nomor 

registrasi, KEP-90-UB). 

 

3.6 Cara Kerja 

3.6.1 Pengambilan Sampel 

Sampel feses didapatkan dari berbagai perlakuan pada model 

tikus yaitu feses tanpa perlakuan (C), feses kontrol perlakuan susu 

(CM), feses kontrol yang diberi perlakuan yogurt (CY), feses tikus 

penyakit RA (RA), feses tikus penyakit RA yang diberi perlakuan 

susu (RAM) dan feses tikus penyakit RA yang diberi perlakuan 

yogurt (RAY). Sampel feses berbagai model tikus dimasukkan ke 

dalam masing – masing microtube 1,5 mL kemudian disimpan dalam 

kulkas pada kisaran suhu -80oC dengan tujuan untuk menjaga kondisi 
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fisiologi sampel untuk analisis lebih lanjut.  

 

3.6.2 Perhitungan Jumlah Total Koloni Bakteri 

Perhitungan jumlah total koloni dalam cawan dilakukan 

menggunakan metode Total plate count (TPC). Dilusi dilakukan 

hingga konsentrasi pengenceran 10-4. Media yang digunakan dalam 

metode ini adalah PCA (Plate Count Agar) dirancang untuk 

menumbuhkan mikroorganisme yang umum digunakan untuk 

menghitung jumlah bakteri total (semua jenis bakteri) yang terdapat 

pada setiap sampel. Media PCA kemudian dilarutkan dalam 250 mL 

aquades dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL kemudian 

disterilisasi dengan autoclave 121⁰C, tekanan 1 atm selama 15 menit. 

Sampel feses sebanyak 1 g disuspensikan dalam 9 mL garam 

fisiologis (NaCl 0,9%) dalam masing – masing tabung reaksi 

kemudian dilakukan serial dilusi sampai 10-4. Sampel hasil dilusi 

sebanyak 0,1 mL diinokulasi menggunakan teknik spread plate pada 

cawan petri yang berisi medium PCA. Sampel diinkubasi pada suhu 

37⁰C selama 48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh dapat langsung 

dihitung. 

 

3.6.3 Isolasi Bakteri Feses 

Bakteri feses diisolasi menggunakan teknik serial dilusi 

terlebih dahulu hingga pengenceran 10-4.Sampel yang diperoleh dari 

hasil pengenceran berseri diambil sebanyak 0,1 mL dan 

diinokulasikan ke dalam masing – masing  cawan petri steril. Media 

yang digunakan untuk mengisolasi bakteri feses yaitu peptone yeast 

glucose (PYG) agar kemudian dituang pada cawan yang telah berisi 

sampel menggunakan teknik pour plate kemudian dihomogenkan 

dengan menggoyangkan cawan petri membentuk ukuran angka 

delapan.Inkubasi dilakukan dalam anaerobic jar selama 48 jam pada 

suhu 37oC.  

 

3.6.4 Karakterisasi Koloni 

Karakterisasi koloni dilakukan dengan cara mengamati 

karakter morfologi yang tampak. Karakter yang diamati diantaranya 

yaitu bentuk, konfigurasi, elevasi, ciri optik, tekstur, warna, tepi dan 

adanya zona bening. 
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3.6.5 Perhitungan Indeks Dominasi Simpson 

Keragaman spesies bakteri pada masing – masing sampel  

feses tikus setiap perlakuan dapat diketahui dengan perhitungan 

menggunakan indeks keragaman Simpson. Koloni bakteri yang 

tumbuh dapat langsung dihitung. Jumlah total koloni yang ditemukan 

pada masing – masing sampel dihitung, serta setiap spesies yang 

memiliki morfologi berbeda pada sampel juga dihitung. Data yang 

didapatkan kemudian dihitung menggunakan rumus Id (Guinnes dan 

Brenda, 2015).  

 
Keterangan : 

D = indeks diversitas 

n = jumlah individu  

N = jumlah total individu yang ditemukan 

 

Nilai indeks keragaman Simpson berkisar antara 0 – 1 dengan 

representasi sebagai berikut : 

0   – 0,3  : Dominansi rendah, keragaman tinggi 

0,31 – 0,6 : Dominansi sedang, keragaman sedang 

0,61 – 1  : Dominansi tinggi, keragaman rendah 

 

3.6.6 Pemurnian Isolat Biakan 

Pemurnian dilakukan dengan cara mengambil koloni dengan 

karakter yang berbeda secara morfologi menggunakan jarum ose. 

Selanjutnya melakukan metode streak plate pada media PYG agar, 

kemudian dilakukan inkubasi selama 48 jam pada suhu 37⁰C. Isolat 

murni dikultur pada agar slant sebagai isolat stok dan disimpan pada 

coolroom dengan suhu 4⁰C untuk digunakan pada uji selanjutnya. 

 

3.6.7 Isolasi DNA Bakteri 

Isolasi DNA bakteri pada sampel feses mengikuti protokol 

Fatchiyah dkk (2011). DNA yang akan diisolasi merupakan isolat 

perwakilan dari masing – masing perlakuan yang berjumlah 10 isolat 

dengan karakter morfologi yang berbeda – beda. Isolat murni yang 

telah dikultur pada agar slant diambil dan dipindahkan dan 

ditumbuhkan ke dalam 3 mL media Luria Bertani Broth selama 16 

jam. Sebanyak 3 mL bakteri yang telah ditumbuhkan dipindahkan ke 

dalam 1,5 mL microtube kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 
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10.000 rpm, selama 5 menit, dengan suhu 25⁰C. Supernatan dibuang 

kemudian pelet yang tersisa ditambahkan dengan buffer lysis 

sebanyak 1 mL dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37⁰C, 

selanjutnya setiap 10 menit sekali sampel di mix gentle.  Setelah 

inkubasi selesai sampel kemudian disentrifugasi kembali dengan 

kecepatan 10.000 rpm, selama 10 menit, dengan suhu 4⁰C. 

Supernatan dibuang, kemudian pelet ditambahkan dengan PCI 

(Phenol, Chloroform, Isoamilalkohol) sebanyak 1x volume larutan 

dan divortex selama 1 menit. Sentrifugasi sampel kembali dengan 

kecepatan 10.000 rpm, selama 10 menit, dengan suhu 4⁰C. 

Supernatan yang merupakan bagian atas diambil dengan hati – hati 

jangan sampai terambil bagian tengahnya dan ditambahkan dengan 

etanol absolut (96%) dingin sebanyak 2,5x volume supernatan, 

kemudian di mix gentle dengan perlahan. Inkubasi sampel pada suhu 

-20⁰C selama 5 menit. Dilakukan sentrifugasi kembali dengan 

kecepatan 10.000 rpm, selama 10 menit, dengan suhu 4⁰C. 

Supernatan dibuang dan pelet ditambah dengan larutan alkohol 70% 

sebanyak 2x volume larutan pelet dan divortex selama 5 menit, 

kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm, selama 10 

menit, dengan suhu 4⁰C, diulang sekali lagi. Pelet yang didapatkan 

kemudian dikering – anginkan dalam suhu ruang hingga bau alkohol 

hilang. Pelet yang sudah dikering – anginkan kemudian ditambahkan 

dengan buffer TE pH 7,6 sebanyak 50 µL dan disimpan pada suhu - 

20⁰C untuk dianalisis lebih lanjut. Konsentrasi dan kemurnian DNA 

diketahui menggunakan nanodrop. 

Sampel DNA yang didapatkan dideteksi dengan elektroforesis 

gel agarosa 0.8 %. Gel agarosa 0.8 % dibuat dengan melarutkan 0,45 

g bubuk agarosa kemudian dilarutkan pada 30 mL TBE buffer. 

Larutan gel agarosa dipanaskan diatas hotplate stirrer hingga larut 

dan mendidih (ditandai dengan larutan gel menjadi bening). Larutan 

gel agarosa ditambahkan 1 μl ethidium bromide (EtBr) kemudian 

campuran dihomogenasi. Larutan gel agarosa dituang kedalam gel 

tray kemudian dipasang comb (sisiran). Setelah cetakan gel 

memadat, gel agarosa dipindahkan dalam chamber elektroforesis lalu 

digenangi dengan TBE buffer 1x sebagai larutan penyangga. Marker 

DNA sebanyak 3 μl, sampel DNA 1 μl dan loading dye 1 μl 

dimasukkan ke dalam sumuran. Sampel dirunning pada tegangan 100 

volt selama 60 menit. Pita DNA pada gel divisualisasikan dengan gel 

docBiorad. 
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3.6.8 Amplifikasi dengan PCR 

Sekuen 16S rRNA pada DNA kromosomal diamplifikasi 

menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction). Primer 

yang digunakan yaitu primer Universal, Bacteroides, Clostridium 

coccoides, Bifidobacterium, Enterococcus, dan Lactobacillus (tabel 

1)(Yusufdkk., 2016). Primer yang dipilih sebelumnya diharapkan 

mampu mewakili kelompok bakteri dominan yang diharapkan 

muncul pada feses. Kontrol positif digunakan untuk menentukan 

ukuran amplikon yang merupakan sampel positif dari penderita 

rheumatoid arthritis. Komposisi mix solution PCR dibuat dengan 

komposisi terlampir. Program PCR untuk amplifikasi sekuen 16S 

rRNA menggunakan mesin Thermalcycler terlampir. Amplikon atau 

hasil PCR dilihat menggunakan gel elektroforesis. Konsentrasi gel 

agarose yang digunakan yaitu 1,5% dan di running pada voltase 100 

volt selama 45 menit. Marker yang digunakan adalah DNA ladder 

100 bp. Gel yang berisi amplikon PCR divisualisasikan 

menggunakan gel doc Biorad. 

 

Tabel 1. Primer untuk amplifikasi region 16S rRNA dari koloni 

bakteri (Yusuf dkk., 2016). 
Primer Primer sequence (5’-3’) Target 

V6-V8:_F TACGGGAGGCAGCAG Universal 

V6-V8:_R ATTAACCGCGGCTGCTGG 

g-Bifid F CTCCTGGAAACGGGTGG Bifidobacterium 

g-Bifid R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 

Ent.1017F CCTTTGACCACTCTAGAG Enterococcus 

Ent.1263R CTTAGCCTCGCGACT 

Lac1F AGCAGTAGGGAATCTTCCA Lactobacillus 

Lac2R ATTYCACCGCTACACATG 

Bact_596F TCAGTTGTGAAAGTTTGCG Bacteroides 

Bact_826R GTRTATCGCMAACAGCGA 

Ccoc_F AAATGACGGTACCTGACTAA Clostridium 

Ccoc_R CTTTGAGTTTYATTCTTGCGAA 

 

 



 

 

 19  

 

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Jumlah Total Bakteri 

Jumlah total bakteri dari masing – masing perlakuan diketahui 

dengan metode total plate count (TPC). Bakteri ditumbuhkan pada 

media plate count agar (PCA) selama 48 jam. Plate count agar 

cocok untuk penentuan jumlah total bakteri aerob dari susu, produk 

susu, air, dan bahan sampel lainnya. Media ini tidak mengandung 

inhibitor atau indikator apa pun dan relatif kaya akan nutrisi 

(Jorgensen dkk., 2015).  Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai 

TPC pada setiap perlakuan model hewan memiliki nilai yang berbeda 

– beda. Nilai TPC yang berbeda – beda ini disebabkan perbedaan 

perlakuan yang diberikan pada masing – masing model hewan. Hasil 

menunjukkan total koloni rata – rata tiap perlakuan berjumlah 105 

CFU/mL. Perhitungan total bakteri pada setiap perlakuan dapat 

dilihat pada gambar 3. Data dibawah menunjukkan total bakteri pada 

perlakuan model hewan RA terjadi penurunan yaitu 0,61x105 

CFU/mL dibandingkan dengan perlakuan kontrol yaitu sebesar 

2,85x105 CFU/mL. Perlakuan kontrol yang diberi perlakuan susu dan 

yogurt kambing ethawa juga mengalami penurunan yaitu 0,46x105 

CFU/mL dan 1,53x105 CFU/mL. Model hewan RA yang diberi 

perlakuan susu dan yogurt menunjukkan terjadinya perubahan total 

bakteri dengan peningkatan  pada model hewan RA yang diberi 

perlakuan susu (RAM) yaitu 8,00x105 CFU/mL, dan pada perlakuan 

yogurt (RAY) yaitu 3,23x105 CFU/mL. 

Hasil uji lanjut statistik menggunakan one way analysis of 

variance (ANOVA) 5% (p<0,05) dilakukan untuk mengetahui beda 

nyata perbedaan antar perlakuan. Hasil uji tersebut menunjukkan 

bahwa perlakuan  model hewan kontrol (C) yang diberi perlakuan 

susu berbeda nyata dengan RAM (p<0,05). Perlakuan RA berbeda 

nyata dengan RAM (p<0,05). Perlakuan RAM berbeda nyata dengan 

CM dan RA (p<0,05). Hasil statistik terhadap jumlah total bakteri 

pada semua perlakuan ditunjukkan pada lampiran 3. 
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Gambar 5. Total koloni bakteri pada setiap perlakuan 

  

Hasil perhitungan total koloni bakteri pada feses model hewan 

semua perlakuan menunjukkan adanya perubahan komposisi 

mikrobiota.Mikrobiota usus memberikan manfaat kesehatan yang 

penting bagi inang mereka, terutama dengan mengatur sistem 

kekebalan tubuh (Hooper dkk., 2012). Studi terbaru menunjukkan 

bahwa perubahan mikrobiota usus (dysbiosis) dapat menyebabkan 

banyak penyakit autoimun seperti rheumatoid arthritis dan diabetes 

tipe 1, (Chervonsky, 2013).Selain itu, dysbiosis meningkatkan 

jumlah bakteri berbahaya dalam usus (Zeng dkk., 2017), yang dapat 

melepaskan enterotoksin, sehingga meningkatkan permeabilitas usus, 

menginduksi produksi protein imunosupresif yang menyebabkan 

disfungsi imun, merusak sel-sel epitel usus, dan memengaruhi 

metabolisme energi yang menyebabkan peradangan usus (Shen dkk., 

2018).Peradangan usus pada manusia dikaitkan dengan 

ketidakseimbangan dalam mikrobiota dan ditandai oleh 

berkurangnya keragaman mikroba, berkurangnya jumlah bakteri 

anaerob obligat dan perluasan bakteri anaerob fakultatif dalam filum 

Proteobacteria, sebagian besar anggota keluarga Enterobacteriaceae 

(Chiodinidkk., 2015). Grafik diatas dapat terlihat bahwa terjadi 

penurunan jumlah koloni bakteri pada model hewan dengan 

perlakuan RA jika dibandingkan dengan kelompok kontrol (C). 

Mikrobiota usus memainkan peran penting dalam pengembangan 

penyakit radang sendi pada tikus (Baas dkk., 2017). Tikus yang 
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diinduksi  dengan complete Freund’s adjuvant (CFA) mempengaruhi 

komposisi mikrobiota usus pada model hewan RA. Penelitian 

sebelumnya menyebutkan bahwa induksi CFA menyebabkan 

penurunan pada jenis bakteri Bacteroides dan terjadi peningkatan 

pada jenis Lactobacillaceae and Lachnospiraceae (Liu dkk., 2016). 

CFA efektif dalam merangsang imunitas sel T-helper yang mengarah 

pada produksi imunoglobulin dan sel T efektor tertentu (Armentoro 

dkk., 2006). Injeksi model hewan RA dengan CFA sebagai agen 

inflamasi dapat menginduksi imunitas adaptif yang merangsang sel 

T-helper untuk melepaskan IL-17 sehingga terjadi respon inflamasi 

yang menyebabkan kerusakan pada usus (Rohmah dkk., 2015). 

Meningkatnya total koloni pada perlakuan RAM dan RAY 

dibandingkan dengan CM dan CY menunjukkan adanya pengaruh 

dari pemberian susu dan yogurt kambing peranakan Ethawah pada 

model hewan RA yang mampu mengembalikan koloni komensal 

bakteri di usus. Telah dilaporkan bahwa mikrobiota utama dalam 

susu kambing terdiri dari spesies Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Enterococcus dan Streptococcus, bakteri dengan sifat 

probiotik dan bakteriokinogenik yang diketahui (Quiqley dkk., 

2013).Probiotik menghasilkan agen antimikroba atau senyawa 

metabolik yang menekan pertumbuhan mikroorganisme lainnya 

(Collado dkk., 2007). Probiotik dapat memanipulasi komunitas 

mikroba usus dan menekan pertumbuhan patogen dengan 

menginduksi produksi host dari β-defensor dan IgA. Probiotik dapat 

membentengi intestinal barrier dengan mempertahankan tight 

junctions dan mendorong produksi musin. Imunomodulasi yang 

dimediasi probiotik dapat terjadi melalui mediasi sekresi sitokin 

melalui jalur pensinyalan seperti NFkB dan MAPK, yang juga dapat 

memengaruhi proliferasi dan diferensiasi sel-sel imun (seperti sel T) 

atau sel epitel (Thomas dan Versalovic, 2010). 

Susu dianggap berperan penting dalam diet yang seimbang 

karena kaya akan protein berkualitas tinggi, serta komponen bioaktif 

yang mempromosikan kesehatan (Pfeuffer dan Schrezenmeir, 2007). 

Protein CSN1S2 yang terkandung dalamsusu dan yogurt kambing 

peranakan Ethawah dapat menekan efek inflamasi secara tidak 

langsung melalui peningkatan IL-10 terhadap IL-17. Studi terbaru 

juga melaporkan bahwa IL-10 dapat menekan Th-17 pada gilirannya 

dan menurunkan level IL-17 (Gu dkk., 2008). Susu kambing dapat 

membantu dalam mempertahankan homeostasis inflamasi dengan 
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merangsang produksi beberapa sitokin dengan berbagai efek, seperti 

TNF-α (sitokin proinflamasi), IL-6 (reaktan fase akut dan faktor 

pertumbuhan untuk sel B), dan IL -10 (sitokin anti inflamasi) (Amati 

dkk., 2010). Penelitian sebelumnya menyebutkan protein CSN1S2 

mampu memperbaiki sel – sel epitel usus yang rusak (Rohmah dkk., 

2015).  

Pemberian yogurt pada perlakuan RAY meningkatkan jumlah 

bakteri tidak signifikan dibandingkan dengan RA yang diberi susu, 

hal ini dapat disebabkan oleh peptida bioaktif yang berasal dari 

protein susu. Protein CSN1S2 pada yogurt kambing Ethawah 

dimungkinkan gagal untuk mengontrol fungsi fisiologis karena 

memiliki mekanisme yang berbeda untuk mengontrol 

ketidakseimbangan flora di usus (Serino dkk., 2010), sehingga 

tampak perubahan yang tidak terlalu signifikan pada RA yang diberi 

perlakuan yogurt.Protein kasein seperti CSN1S2 dari susu kambing 

Ethawah memiliki fungsi biologis sebagai imunomodulator, namun 

memiliki respon yang berbeda pada protein yogurt CSN1S2 

(Rohmah dkk., 2015). 

 

4.2 Indeks Diversitas Bakteri Anaerob 

Isolasi bakteri anaerob dari feses menggunakan media peptone 

yeast glucoce (PYG) agar selama 48 jam didalam anaerobic jar 

diperoleh koloni bakteri yang memiliki karakteristik yang berbeda – 

beda. Peptone Yeast Glucose (PYG) adalah media pengayaan, non 

selektif yang direkomendasikan untuk kultur dan identifikasi 

biokimia dari mikroorganisme anaerob (Jousimies dkk., 

2002).Peptone Yeast Glucose (PYG) awalnya diformulasikan oleh 

Virginia Polytechnic Institute Anaerobe Laboratory (VPI) untuk 

memfasilitasi pemulihan mikroorganisme yang lebih rewel, seperti 

Prevotella, Porphyromonas, dan kelompok Bacteroides fragilis, serta 

bakteri anaerob obligat lainnya (Versaloviv dkk., 2011). Bakteri yang 

sudah tumbuh pada media PYG, kemudian dikarakterisasi secara 

makroskopik meliputi pengamatan morfologi koloni bakteri dengan 

mengamati bentuk, konfigurasi, elevasi, ciri optik, tekstur, warna, 

dan tepi yang tumbuh pada media.Hasil pengamatan secara 

makroskopik dapat dilihat pada tabel 2. 
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Tabel 2. Karakteristik makroskopik koloni bakteri anaerob 

 
 

 Hasil karakteristik morfologi yang telah dilakukan, 

selanjutnya digunakan untuk menentukan indeks dominasi. Indeks 

diversitas yang digunakan yaitu indeks Simpson yang berfungsi 

untuk mengetahui tingkat dominasi pada masing - masing perlakuan. 

Perhitungan menggunakan indeks Simpson didapatkan nilai yang 

bervariasi pada setiap perlakuan. Karakter morfologi diatas 

digunakan untuk menentukan isolat yang akan diisolasi DNAnya. 

Nilai indeks Simpson yang diperoleh berkisar antara 0,60 – 0,98 

seperti pada tabel 6. Menurut (Zheng dkk., 2017) nilai indeks 

dominasiSimpson berkisar antara 0 -1. Nilai semakin rendah 

menunjukkan semakin rendahnya tingkat dominasi spesies dalam 

suatu komunitas dan jika mendekati angka satu maka dominasi 

makin tinggi. Data hasil indeks dominasi Simpson yang diperoleh, 

menunjukkan adanya dominasi yang tinggi pada sampel C dan 

dominasi menengah pada sampel CY. Hal tersebut berdasarkan tabel 

3, dimana isolat 4 dan 7 mendominasi pada setiap perlakuan. Spesies 

dominan dalam mikrobiota usus termasuk anaerob seperti 

Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus, dan 

Clostridium (Quigley, 2011). Isolat yang mendominasi pada setiap 

perlakuan dimungkinkan memiliki pengaruh untuk menghambat 
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pertumbuhan bakteri jenis lain. 

 

 

Tabel 3. Indeks Dominansi Simpson pada isolat bakteri anaerob 
ISOLAT C CM CY RA RAM RAY 

ISOLAT 2 1 0 1 0 0 0 

ISOLAT 4 33 19 1 4 15 6 

ISOLAT 6 2 9 0 0 0 0 

ISOLAT 7 17 10 2 3 9 7 

ISOLAT 11 0 0 0 0 1 0 

ISOLAT 13 0 0 16 0 0 13 

ISOLAT 17 0 0 0 1 0 0 

ISOLAT 20 0 0 0 0 0 1 

ISOLAT 21 0 0 1 0 0 1 

ISOLAT 26 2 0 0 0 0 0 

Id Simpson 0,98 0,97 0,60 0,89 0,93 0,83 

 

 

4.3 Uji Kuantitatif dan Kualitatif DNA 

Isolasi DNA bakteri pada 10 isolat terpilih didapatkan 

konsentrasi serta kemurnian pada ekstrak DNA dapat dilihat pada 

tabel 7. Pemilihan isolat dipilih berdasarkan perwakilan dari masing 

– masing perlakuan beserta jumlah bakteri yang ditemukan. Isolat 

4,7, dan 21 merupakan isolat yang ditemukan pada semua perlakuan. 

Isolat 11 hanya ditemukan di perlakuan CY, isolat 26 dan 20 hanya 

ditemukan di perlakuan RAY, 26 ditemukan di perlakuan C, isolat 17 

ditemukan di RA dan RAM. Isolat 6 hilang di perlakuan CY dan 

isolat 2 hilang pada perlakuan CM.  

Hasil dari isolasi DNA bakteri anaerob dari feses tikus (Rattus 

novergicus), kemudian dilakukan uji kuantitatif menggunakan alat 

NanoDropSpectrophotometer. Spectrophotometer digunakan untuk 

mengetahui perbandingan absorbansi DNA pada panjang gelombang 

260 nm dan 280 nm (Wilfinger dkk., 2018). NanoDrop 

Spectrophotometer digunakan untuk mengukur konsentrasi asam 

nukleat dalam volume sampel satu mikroliter. Rasio konsentrasi 

DNA dan optical density (OD) pada 260/280 nm yang didapatkan, 

kemudian digunakan untuk mengevaluasi kemurnian DNA  yang 
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dihitung pada waktu yang sama (Lee dkk., 2010).Hasil uji kuantitatif 

DNA pada sampel DNA bakteri feses berupa nilai konsentrasi dan 

kemurnian ekstrak DNA dapat dilihat pada tabel 4. 

 

Tabel 4. Hasil kuantitatif NanoDrop DNA bakteri 
Sampel Konsentrasi (ng/µL) Kemurnian (260/280) 

2 226.24 1.67 

4 65.37 1.56 

6 81.67 1.62 

7 71.68 1.65 

11 62.55 1.59 

13  98.73 1.76 

17 100.65 1.55 

20 54.03 1.58 

21 179.37 1.65 

26 298.89 1.74 

 

Hasil pengecekan kuantitas dengan Nanodrop 

Spectrophotometer menunjukkan bahwa DNA yang diperoleh dari 

ekstraksi DNA memiliki kuantitas yang cukup baik. Konsentrasi 

DNA yang diperoleh memiliki kisaran antara 54.03 –298.89 ng/ μL. 

Jumlah ini relatif cukup dan dapat digunakan untuk analisis 

molekuler lebih lanjut. Sebanyak 1μL yang dibutuhkan untuk 

amplifikasi DNA dengan PCR (Nzilibili dkk., 2018). Kemurnian dari 

ekstrak DNA yang didapatkan belum cukup murni, dimana rasio 

kemurnian DNA yang diperoleh berada pada kisaran angka 1.55 – 

1.76. Fatchiyah dkk (2011) menjelaskan bahwa DNA dikatakan 

murni apabila memiliki rentang antara 1.8 - 2.0.Rasio kemurnian 

DNA dengan nilai <1,75 maka dapat dikatakan DNA masih 

terkontaminasi dengan protein, sedangkan jika rasio tersebut >2,0 

maka DNA terkontaminasi oleh RNA (Willian dkk., 1997).Hasil 

ekstraksi DNA yang telah dilakukan dapat dikatakan masih 

terkontaminasi dengan protein, dimana hasil menunjukkan 

kemurnian dibawah 1,75. Rasio 260/280 yang tidak normal biasanya 

menunjukkan bahwa sampel terkontaminasi oleh residu fenol, 

guanidin, atau reagen yang digunakan dalam protokol ekstraksi, 

dalam hal ini akan menyebabkan rasio rendah. Rasio yang tidak 



 

 

 26  

akurat juga dapat ditemui pada konsentrasi yang sangat rendah (<10 

ng / μl) asam nukleat (Wilfinger dkk., 2018). 

 

 
Gambar 6. Elektroforesis gel agarose 0.8% whole genom 

  

Penelitan uji kualitatif DNA dari hasil isolasi DNA bakteri pada 

feses dilakukan dengan elektroforesis gel agarose 0.8% (gambar 5). 

Elektroforesis gel agarosa adalah cara paling efektif untuk 

memisahkan fragmen DNA dengan berbagai ukuran mulai dari 

100bp hingga 25.000 bp (Lee dkk., 2012).  Secara umum, visualisasi 

hasil isolasi DNA bakteri feses  menunjukkan kualitas yang relatif 

rendah, dikarenakan band atau pita DNA yang terbentuk kurang 

jelas, tipis, dan tidak muncul. Hasil menunjukkan pita DNA yang 

muncul hanya pada isolat 4, 7, 11, namun pada isolat 4 pita DNA 

sangat tipis (gambar 4). DNA dari isolat 4, 7, 11 memiliki ukuran 

diatas 10.000 bp hal ini dapat dilihat dari posisi Marker 1kb dimana 

pita DNA dari isolat tersebut berada diatas posisi Marker. Pita DNA 

yang tipis dapat dipengaruhi oleh banyak faktor, diantaranya yaitu 

konsentrasi DNA yang digunakan untuk elektroforesis, kualitas 

pewarna DNA, serta buffer yang digunakan sebagai fase geraknya 

elektroforesis (Khusnuryan dkk., 2016).  

 

4.4 Produk PCR 

Hasil pengecekan kualitas dan kuantitas yang sudah dilakukan, 

kemudian DNA genom hasil isolasi feses diamplifikasi dengan PCR 

menggunakan 6 set Primer yaitu Universal, Lactobacillus, 

Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, dan Bifidobacterium. Uji 

kualitatif dilakukan menggunakan buffer TBE 1x dan gel agarosa 

1,5%,kemudian divisualisasikan dengan Gel Doc Biorad. Hasil 

elektroforesis menunjukkan pita DNA terlihat jelas dan tidak ada pita 

yang tercampur ataupun pita yang tidak muncul, hal ini dapat 
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diartikan bahwa Primer mengenali DNA template yang ditunjukkan 

pada gambar 5. Visualisasi dengan gel elektroforesis menunjukkan 

bahwa dengan kemurnian DNA dibawah 1.75 tidak menghambat 

proses amplifikasi pada proses PCR, hal ini ditujukkan bahwa semua 

pita munculdengan jelas pada gel elektroforesis.  

Gambar 7. Hasil elektroforesis produk PCR berbagai Primer 

 

Primer Universal menunjukkan pita yang muncul berjumlah 10 

dengan ukuran 200bp, Primer Lactobacillus juga berjumlah 10 

dengan ukuran 400bp, dan amplifikasi dengan Primer Bacteroides, 

Clostridium, Enterococcus, dan Bifidobacterium menunjukkan tidak 

adanya pita yang muncul (tabel 5). Visualisasi pita DNA pada Primer 

Universal  dan Lactobacillus berbeda, dimana pada Primer 

Lactobacillus visualisasi pita tidak merata atau tampak perbedaan 

antar isolat dengan isolat 7 memiliki pita yang cukup tebal dibanding 

isolat lain. Marker yang digunakan yaitu 100bp dan terlihat cukup 

jelas untuk menentukan ukuran hasil amplifikasi. 
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Tabel 5. Interpretasi pita hasil PCR 16S rRNA pada isolat terpilih 

 
Keterangan : (+) = muncul, (-)= tidak muncul 

 

Studi yang menggunakan amplifikasi PCR gen 16S rRNA 

dengan enam primer yang berbeda menunjukkan bahwa sepuluh 

isolat terpilih diatas, telah teramplifikasi dengan primer 

Lactobacillus. Hal ini menunjukkan bahwa 10 isolat yang terpilih 

dari perwakilan masing – masing perlakuan, termasuk kedalam 

kelompok bakteri Lactobacillus baik yang ditemukan ada sampel 

kontrol dan RA. Kelompok Bakteri Bifidobacterium, Clostridium, 

dan Bacteroides mengalami penurunan pada penderita RA (Seksik 

dkk., 2003), hal ini dapat dilihat pada hasil PCR dimana tidak 

teramplifikasi gen dari kelompok bakteri diatas. Modulasi dengan 

probiotik telah terbukti mengurangi aktivitas dari penyakit RA pada 

arthritis yang diinduksi kolagen dan mengurangi manifestasi 

penyakit. Selain itu, sitokin inflamasi (interleukin [IL] -1b, IL-2, IL-

6, IL-12, IL-17, interferon [IFN], tumour necrosis factor [TNF] α) 

menurun (Amdekar dkk., 2011). Strain probiotik Bifidobacterium, 

Lactobacillus, dan Streptococcus menekan ekspresi sitokin pro-

inflamasi IL-6 dan IL-7, dan menstimulasi ekspresi protein Tight 

Junction, yang mengarah pada peningkatan stabilitas penghalang. L. 

rhamnosus GG berinteraksi dengan sel-sel usus dan mempertahankan 

integritas gut blood barrier (GBB) (Bajaj dkk., 2015). Lactobacillus 

casei adalah di antara sedikit lactic acid bacteria (LAB) yang 

dikenal sebagai probiotik dan telah sering dilaporkan mampu 

mengontrol kekebalan pada penelitian model hewan (Anal dkk., 

2007). Lactobacillus casei terbukti secara signifikan mengurangi 

ekspresi sitokin proinflamasi, yaitu aktivitas IL-6 dan TNF-α, dan 

COX-2, mengurangi manifestasi RA (Alipour dkk., 2014). 

Sebaliknya, Lactobacillus bifidus menunjukkan kemungkinan 
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kemampuan untuk mempromosikan pembengkakan sendi pada tikus 

bebas kuman, dengan aktivasi TLR2 / TLR4 (Bdollahi-Roodsaz, 

2008). Penelitian ini menunjukkan jika spesies Lactobacillus yang 

ditemukan pada kelompok RA mungkin didominasi oleh bakteri 

Lactobacillus bifidus. 

Spesies bakteri tertentu mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri jenis lain, termasuk patogen salah satunya dengan 

melepaskan metabolit penghambatan (mis. Asetat dan butirat) dan 

bakteriosin (Stecher dkk., 2008). Bakteri Gram positif, terutama 

bakteri asam laktat (BAL) (lactobacilli, lactococci, dan pediococci) 

dapat menghasilkan peptida antimikroba dan protein dalam ribosom, 

seperti lactacin B dari Lactobacillus acidophilus. Bakteriosin yang 

diproduksi oleh BAL tidak bersifat sitotoksik (Belguesmia dkk., 

2010), dan diberkahi dengan fungsi antagonis serta atribut 

menguntungkan (Chikindas dkk., 2018). BAL-bakteriosin diketahui 

mengerahkan aktivitas bakteriostatik atau bakterisidal terhadap 

organisme yang sensitive (Cavera dkk., 2015). Strain Lactobacillus 

menampilkan aktivitas antibakteri dapat menurunkan ekspresi faktor 

virulensi patogen enterovirulent (O’Shea dkk., 2012).  Hal 

membuktikan jika bakteri dari strain Lactobacillus ternyata 

mempunyai efek positif untuk menghambat pertumbuhan kelompok 

bakteri patogen seperti Clostridium dan Enterococcus. 

  



 

 

 30  

BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah : 

1. Protein CSN1S2 pada susu dan yogurt kambing peranakan 

ethawah berpengaruh terhadap komposisi mikrobiota pada feses, 

dimana pemberian susu mampu mengembalikan jumlah total 

bakteri yang menurun pada perlakuan RA secara signifikan 

dibandingkan dengan pemberian yogurt. 

2. Profil mikrobiota pada feses tikus model RA-CFA berdasarkan 

hasil amplifikasi gen 16S rRNA dengan PCR diketahui bahwa 

bakteri yang ditemukan paling dominan adalah kelompok dari 

Lactobacillus baik pada C, CM, CY, RA, RAM, dan RAY. 

Lactobacillus pada tingkat spesies memiliki peran yang berbeda 

dalam mengontrol pertumbuhan bakteri patogen, dimana salah 

satunya dapat memicu terjadinya rheumatoid arthritis. 

 

5.2 Saran 

Saran yang dapat disampaikan dari hasil penelitian yang telah 

dilakukan yaitu diharapkan masyarakatdapat meningkatkan konsumsi 

susu kambing peranakan ethawah yang dikenal mampu 

meningkatkan pertumbuhan bakteri yang baik bagi usus. Uji lanjutan 

seperti sekuensing dapat dilakukan untuk mengetahui spesies bakteri 

yang ditemukan. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Komposisi Media PYG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2. Buffer Lysis 

Komposisi Buffer Lysis (1mL) 

EDTA …………………………………………25mM 

Tris HCL pH8…………………….…..............10mM 

NaCl………………………………………....100mM 

SDS……………………..………….…………….1% 

Proteinase – K……………………...………..5mg/mL 

PYG Medium, Modifikasi 

Composition per 961.0mL: 

Yeast extract......................................................10.0g 

Beef extract.........................................................5.0g 

Glucose ...............................................................5.0g 

Peptone ...............................................................5.0g 

Trypticase™........................................................5.0g 

K2HPO4...............................................................2.0g 

L-Cysteine·HCl ...................................................0.5g 

Resazurin .........................................................1.0mg 

Salt solution .................................................. 40.0mL 

Hemin solution.............................................. 10.0mL 

Tween™ 80..................................................... 1.0mL 

Vitamin K1 solution ....................................... 0.2mL 

pH 7.2 ± 0.2 at 25°C 

Salt Solution: 

Composition per liter: 

NaHCO3............................................................10.0g 

NaCl....................................................................2.0g 

K2HPO4...............................................................1.0g 

KH2PO4...............................................................1.0g 

MgSO4·7H2O..................................................... 0.5g 

CaCl2·2H2O .....................................................0.25g 
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Lampiran 3. Hasil Uji Deskriptif One-Way ANOVA 

 

ANOVA 

Jumlah Sel Total Bakteri     

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between 

Groups 
1.180E12 5 2.359E11 1.580 .239 

Within Groups 1.792E12 12 1.493E11   

Total 2.971E12 17    

Hasil uji menunjukkan nilai signifikasi >0.0 

Descriptives 

Jumlah Sel Total 

Bakteri 

      

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Minimu

m Maximum 

 

Lower Bound 

Upper 

Bound 

C 3 2.85E5 259609.964 1.499E5 -359573.57 930240.23 44000 560000 

CM 3 4.65E4 28762.012 1.661E4 -24915.47 117982.13 21600 78000 

CY 3 1.53E5 136445.349 7.878E4 -185615.70 492282.37 50000 308000 

RA 3 6.17E4 61654.954 3.560E4 -91492.73 214826.06 13000 131000 

RAM 3 8.03E5 869034.714 5.017E5 -1356135.24 2961468.57 208000 1800000 

RAY 3 3.23E5 223428.587 1.290E5 -232360.71 877694.04 163000 578000 

Total 1

8 
2.79E5 418069.030 9.854E4 70799.16 486600.84 13000 1800000 
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           Lampiran 4. Uji Lanjutan Tukey 

Multiple Comparisons 

 

Jumlah Sel Total Bakteri 

Tukey HSD 

    

(I) 

Perlakuan 

(J) 

Perlaku

an 

Mean 

Differen

ce (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

C CM 238800.

000 
3.155E5 .970 -820893.80 1298493.80 

CY 132000.

000 
3.155E5 .998 -927693.80 1191693.80 

RA 223666.

667 
3.155E5 .977 -836027.13 1283360.46 

RAM -

517333.

333 

3.155E5 .591 -1577027.13 542360.46 

RAY -

37333.3

33 

3.155E5 1.000 -1097027.13 1022360.46 

CM C -

238800.

000 

3.155E5 .970 -1298493.80 820893.80 

CY -

106800.

000 

3.155E5 .999 -1166493.80 952893.80 
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RA -

15133.3

33 

3.155E5 1.000 -1074827.13 1044560.46 

RAM -

756133.

333 

3.155E5 .231 -1815827.13 303560.46 

RAY -

276133.

333 

3.155E5 .946 -1335827.13 783560.46 

CY C -

132000.

000 

3.155E5 .998 -1191693.80 927693.80 

CM 106800.

000 
3.155E5 .999 -952893.80 1166493.80 

RA 91666.6

67 
3.155E5 1.000 -968027.13 1151360.46 

RAM -

649333.

333 

3.155E5 .368 -1709027.13 410360.46 

RAY -

169333.

333 

3.155E5 .993 -1229027.13 890360.46 

RA C -

223666.

667 

3.155E5 .977 -1283360.46 836027.13 

CM 15133.3

33 
3.155E5 1.000 -1044560.46 1074827.13 
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CY -

91666.6

67 

3.155E5 1.000 -1151360.46 968027.13 

RAM -

741000.

000 

3.155E5 .248 -1800693.80 318693.80 

RAY -

261000.

000 

3.155E5 .957 -1320693.80 798693.80 

RAM C 517333.

333 
3.155E5 .591 -542360.46 1577027.13 

CM 756133.

333 
3.155E5 .231 -303560.46 1815827.13 

CY 649333.

333 
3.155E5 .368 -410360.46 1709027.13 

RA 741000.

000 
3.155E5 .248 -318693.80 1800693.80 

RAY 480000.

000 
3.155E5 .659 -579693.80 1539693.80 

RAY C 37333.3

33 
3.155E5 1.000 -1022360.46 1097027.13 

CM 276133.

333 
3.155E5 .946 -783560.46 1335827.13 

CY 169333.

333 
3.155E5 .993 -890360.46 1229027.13 

RA 261000.

000 
3.155E5 .957 -798693.80 1320693.80 
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RAM -

480000.

000 

3.155E5 .659 -1539693.80 579693.80 

 

Lampiran 5. Komposisi mix solution PCR 

No. Komposisi Volume (µl) 

1 Primer F 0,5 

2 Primer R 0,5 

3 ddH2O 3,5 

4 Go Tag Green 5 

5 Template DNA 0,5 

Total 10 

 

Lampiran 6. Program PCR Thermalcycler 

Tahapan Temperatur Waktu 

(s) 

Siklus 

Pra 

denaturation 

95ºC 180 31 

Denaturation 95 ºC 30 31 

Annealing 55 ºC 30 31 

Extension 72 ºC 60 31 

Post extension 72 ºC 300 31 

 
 

 

 



 


