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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Ayam Buras Gallus domesticus

l

Peremajaan Isolat Bakteri
Endosimbion dari Cacing Tanah
Lumbricus rubellus

[ Bakteri Probiotik Isolat R6 dari ]

‘L, r
Pengamatan
Pembuatan Stock Bakteri — Morfologi Koloni
L Bakteri

. 4

Uji Daya Hambat

> Pengecatan Gram

l (Uji Biokomia :
3 ® TSIA
Ekstraksi DNA ® SIM
® Katalase
l \_

Amplifikasi Gen 16S rRNA

!

Elektroforesis

!

Sekuensing DNA

l

Analisis Sekuens DNA dengan Analisis Filogenetik
Metode BLAST Menggunakan MEGA-X
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Lampiran 2. Skema Kerja Peremajaan Isolat Bakteri Probiotik

Bakteri Probiotik Isolat R4, R5
dan R6

- Diinokulasikan Sebanyak 1 ose

Media MRSB

- Diinkubasi Selama 1x24 jam

Kultur Bakteri Probiotik

Pembuatan Stok Isolat Bakteri
Probiotik
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Lampiran 3. Skema Kerja Uji Daya Hambat Bakteri

[ Suspensi Bakteri Uji (S. aureus ]

dan E. coli)
1 Kultur Bakteri Probiotik
Media Nutrient Agar Isolat R4, R5 dan R6
Cawan Petri &———| Perendaman Paper Disk

l

Inkubasi pada Suhu 37°C Selama Antibiotik Sintetik
1x24 jam (Ciprofloxacin)

Pengukuran Diameter Zona
Hambat

Pemilihan Isolat Potensial
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Lampiran 4. Skema Kerja Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri Probiotik

Isolat Bakteri Probiotik

- Diinokulasi dengan
metode gores

Media MRSA

- Diinkubasi Selama
1x24 jam

Pengamatan Morfologi Koloni
Menggunakan Mikroskop Stereo
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Lampiran 5. Skema Kerja Pengecatan Gram Bakteri Probiotik

Isolat Bakteri Probiotik
- Diinokulasi pada
gelas objek

Fiksasi

dilidahapikan olesan bakteri sampai

l - Diteteskan akuades, lalu

kaca preparat kering

Gram A (Cat Utama)

- Diteteskan larutan cat kristal violet,
diamkan selama 60 detik dan dibilas

l menggunakan akuades

Gram B (Larutan JKJ)

- Diteteskan larutan JKJ, diamkan
selama 60 detik dan dibilas
menggunakan akuades

Gram C (Alkohol)

- Diteteskan larutan alkohol,
diamkan selama 30 detik dan
dibilas menggunakan akuades

Gram D (Cat Lawan)

- Diteteskan larutan cat safranin,
diamkan selama 30 detik dan
dibilas menggunakan akuades

Diamati Hasil Pengecatan pada
Mikroskop Cahaya (M: 1000x%)
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji Biokimia Bakteri Probiotik

Preparasi Bakteri Probiotik
Isolat R6

Uji TSIA Uji SIM
- Diinokulasi isolat bakteri - Diinokulasi isolat bakteri
kedalam media agar miring kedalam media SIM dengan
TSIA dengan metode tusuk m?tode tus_uk. _
pada bagian butt dan gores - Diinkubasi selama 1x24 jam,
pada bagian slant. kemudian diamati perubahan
- Diinkubasi selama 2x24 kondisi media.

jam, kemudian diamati
perubahan kondisi media.

Uji Katalase

- Dioleskan isolat bakteri
pada kaca benda
menggunakan ose.

- Diteteskan  2-3  tetes
hidrogen peroksida pada
olesan isolat bakteri.

- Diamati perubahan yang
terjadi.
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Lampiran 7. Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri

1x10° Sel BAL Gram-Positif

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14000

rpm selama 1 menit, supernatan dibuang

200 ul Buffer GA + 200 ul Lisozim

\

- Divortex sesekali
- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

y

20 ul Proteinase K

- Divortex hingga tercampur

y

200 ul Buffer GB

- Divortex
- Diinkubasi pada suhu 70°C selama 10 menit

\

y

200 ul Ethanol 96%

A

- Divortex selama 15 detik

- Dimasukkan ke dalam CB3 spin column

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
,  selama 30 detik

400 pl Buffer PW (1x ulangan)

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 2 menit (termasuk ulangan)
| - CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf

100 ul B

uffer TE

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 2 menit

A

- Supernatan pada tabung eppendorf

Produk DNA
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Lampiran 8. Skema

Kerja Amplifikasi DNA dengan PCR

Sampel DNA

A

- Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 8 ul 1x Mytaq
HS Red Mix, 2 ul ddH,0 dan masing-masing 1 ul
DNA gen 16S rRNA Primer 63F dan 1387R,

y

12 ul campuran reaksi
PCR

A

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf

y

5 ul ekstraksi DNA

\

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang
| telah berisi campuran reaksi PCR

PCR

[ Amplifikasi dengan mesin ]

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus
- Setiap siklus:
- Predenaturasi pada suhu 95°C selama 5 menit
- Denaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit
- Annealing pada suhu 55°C selama 45 detik
- Extending pada suhu 72°C selama 1 menit
- Post Extending pada suhu 72°C selama
10 menit

A

y

Produk PCR
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Lampiran 9. Skema Kerja Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Preparasi Elektroforesis

- Komposisi Gel agarosa 1,5% 1,5 gr serbuk agarosa
dan 100 ml TAE Buffer dan 8 ul Ethidium Bromida
- Dituang ke cetakan gel elektroforesis

\ 4
5 ul Produk PCR dan
5 ul 1kb DNA Ladder

- Dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 1,5%
yang terendam dalam tangki yang berisi buffer

v

Elektroforesis

- Dijalankan selama 50 menit dengan tegangan
konstan 100 volt
- Gel diletakkan dibawah sinar UV

A 4

Pita DNA
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Lampiran 10. Dokumentasi Peremajaan dan Pembuatan Stok Isolat Bakteri
Probiotik

(a) (b) (c)
Gambar 2. Hasil Peremajaan Bakteri Probiotik Isolat (a) R4, (b) R5, (c) R6

Gambar 3. Stok Bakteri Probiotik Isolat (a) R4, (b) R5 dan (c) R6
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Lampiran 11. Dokumentasi Uji Daya Hambat Bakteri

Gambar 1. Preparasi Kultur Bakteri Probiotik dan Antibiotik Ciprofloxacin
Menggunakan Kertas Cakram Steril

Gambar 3. Hasil Uji Daya Hambat Terhadap Bakteri Patogen E. coli
dan S. aureus
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Lampiran 12. Dokumentasi Pengamatan Morfologi Koloni dan Morfologi Sel
Bakteri Probiotik Isolat R6

Gambar 2. Pengamatan Morfologi Sel Bakteri Probiotik Isolat R6 dengan
Teknik Pewarnaan Gram
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Lampiran 13. Dokumentasi Uji Biokimia Bakteri Probiotik Isolat R6

Gambar 1. Hasil Uji Motilitas Bakteri Probiotik Isolat R6

Gambar 3. Hasil Katalase Bakteri Probiotik Isolat R6
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Lampiran 14. Dokumentasi Ekstraksi DNA Bakteri Probiotik Isolat R6

Y -
Kultur Bakteri Probiotik Isolat R6

Gambar 2. Sentrifugasi Awal untuk Memisahkan Sel Bakteri dengan Medium
Kultur (Supernatan)

Gambar 3. Tahap Preparasi dan Lisis Sel
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Gambar 4. Tahap Pencucian dan Elusi

Gambar 5. Hasil Ekstraksi DNA yang Mengandung DNA Murni
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Lampiran 15. Dokumentasi Amplifikasi DNA dengan PCR

Gambar 2. Optimasi dan Proses Amplifikasi Sampel DNA dengan Primer
Universal 16S rRNA

Gambar 3. Produk PCR
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Lampiran 16. Dokumentasi Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

' “\

Gambar 1. Preparasi Bahan dan Mesin Elektroforesis

Gambar 2. Proses Elektroforesis Produk PCR dengan 1kb DNA Ladder

Gambar 3. Visualisasi Produk PCR Hasil Elektroforesis
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Lampiran 17. Hasil Analisis Sekuens DNA Isolat R6

A% ||ed 1st_BASE_4141095_R6_63F ab1 KB140 KBbcp
Blosystems 4141095_R6_63F KB_3730_POP7_BDTv3.mob
Signal: G:413 A'565 T:385 C:353 AvgSig: 429 C#43 W.C5 Plate Name:Rund3395 TS51 CRL:593 Q204591

el AR AR R RN RN B n Dnn N R DR R RN RN RN RN R n O B nne w RO DR D mpmnn B RN RRR RN
GAATGG ATGHIT GBTGCTT GG/T CAT GAT TTACAT TT GAGTGAGTGGCGAACTG GTGAGT/A CACGT GG GAAACCT GCCCAGAAG

1 ] i (IRRENNRIRRRINERE] - [RERRRNRNRRNIN]]
CGGGGGATAACACCT GGAAACAGAT GcTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGT CCGAGTTTGAAAGAT GGCTTCGGCTA
920 95 100 105 110 118 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950
1] fnpnpnnnEnnunniinnnnye mannne [ ARRNARLN fTinnnenniiinme
TCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCBTATTAGCTAGAT GGT GGGGTAACGGCTCACCATGGCAAT GATACGT AGCCGACCT GAG

175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

600
400
200

2600

(RRRRAREN]
CCTACGGGA

295 300

2650 2700

[ARRRRER Y]
GCAGTAGGGAATCTTCCAC

310 316 320 325 330 335

(IRRENERE] nininnn
ACATTGGGAC ACACGGCCC

265 270 275 280 285

3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950
1520

Inst Model/Name:3730x/2-Ab3730-1407-027 Puesaseavs [ Printed on: Mar 19,2021 06:10:51 GMT
Sequence Scanner v1.0 e Ve ‘“'E_ Electropherogram Data Page 1 of 2
A% ||ed 1st_BASE_4141095_R6_63F ab1 KB1.40 KB.bcp

BlOSVStemS 4141095_R6_63F KB_3730_POP7_BDTv3.mob
Signal: G:413 A:565 T:385 C:353 AvgSig: 429 C#:43 W.C5 Plate Name:Rund3395 TS:51 CRL:593 QV20+:591

] [AARRL] IARIRERE] (RRRNE] [RARNRNN] [RIREN] gl 1
GTCT GAT GGAGCAACGCCGCGT GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT GTTGTTAAA GAAGAACATATCT GAGAGTAA

340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415

4150 4200 4250 4300 4350 4400 4450 4500 4550 4600 4650 4700

(RN RRRRIINRNERR Y] Ilanpning sanlilla
TTGACGGTATT TAACCAGAA ACGGCTAACTAC CAGCAGCCG

5050 5150 5200 5250 5300 5350 5400 5500 5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850 5900 5950
Tanls R RN R A R Y L Y salawenlBRBDNuuloanee cuflfacananuunalBfan..
GTCCGGATTTATTGGGCGT AAAGCGAGC GCA GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAACCCTT CGGCT CAACCGAAGAAGT
505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580

6050 6100

LERL] (L1} nl. (]
lecaTceeanACT GGGA AACT TGTGT GCAT

050 7100 150 7200 7250 7300

Inst Model/Name:3730xI/2-Ab3730-1407-027 e Printed on: Mar 19,2021 06:10:51 GMT
Sequence Scanner v1.0 Mixed Base QVs: “”6_ Electropherogram Data Page 2 of 2

Gambar 1. Kromatogram Sekuens DNA Sampel Isolat R6
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Distribution of the top 70 Blast Hits on 50 subject sequences

m

1 100 200 300 400 500 600

Gambar 2. Graphic Summary Sekuens DNA R6 dan Database Genebank

Lactiplantibacillus plantarum strain P92 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MW349864.1 Length: 976 Number of Matches: 1

Range 1: 27 to 629 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1103 bits(597) 0.0 601/603(99%) 0/603(0%) Plus/Plus

Query 11  ATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGG 7@

i FLLLLELLEEEEE e e EE e e L e LR L LR LRI ELEELErnnn
Sbjct 27  ATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGG 86

Query 71  GAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAC 138

i ELCLDEELECEECE Lt et e i e e i i i ee e e einn
Sbjct 87  GAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAAC 146

Query 131 TTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC 198

i PECCLECLELECEECELEEL R e e i eei e e e et eriernrr
Sbjct 147 TTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC 206

Query 191 GGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTG 250

i PELLLCLLEELEEEEEEL L EELE L e LR LR EL L ETELEEEELIn L
Sbjct 207 GGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTG 266

Query 251 AGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG 318

I IllIIIIIIIIIIIIIII|IIIII]I||I|II||I|[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 267 AGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG 326

Query 311 TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG 378

i lIII|II|II]|III|I]|I|IIIIIIIIIII|I||[III[II[III[III[IIIIIIII
Sbjct 327 TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG 386

Query 371 GTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGT 430
' [LEELEELECEE et e e e e e ep e e reriernirl
Sbjct 387 GTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGT 446
e hntntmmimnmnimiainmo e
Sbjct 447 ATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG 56
Query 491 TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAG 550
' PECULULEEECEERECIer et e e e e e e e e e eerer et
Sbjct 507 TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAG 566
Query 551 TCTGATGTGAAACCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGTGT 610

i PECCLECLEEEE TELEECEELRLCEreer i et b e b eei e e i eriryy 11
Sbjct 567 TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT 626

Query 611 (li?[\ 613
Sbjct 627 GCA 629

Gambar 3. Hasil Analisis Pensejajaran (Alignment) sekuens DNA Isolat R6
dengan Database GeneBank (Accession MW349864.1)



Lampiran 18. Pembuatan Pohon Filogenetik Menggunakan MEGA-X

MX: Alignment Explorer 2 m} X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=BR%EMmEwe rl «OXBx&+&FHar @231
DNA Sequences Translated Protein Sequences
Species/Abbry f#|2]+]*]+]=
1. Lactiplantibacillus plantarum strain F1031

2. Lacti illus plantarum strain PS2
3. Lacti ibacillus plantarum strain Lp900
f!ﬁd’plﬂnﬁbﬂcﬂus plantarum strain C16
S. Lacti illus p! strain KMC1
6. Isolat R6

#[ o] 2] e[ 2] e[ 2] o] 2] 2] o[ 2] ] o 2] ]2 2] o] 2] 2] o] 2] ] e[ 2] ]2 2] o] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] #]2]

Gambar 1. Hasil Allignment Sampel Menggunakan ClustalW MEGA-X

MX: Analysis Preferences
Phylogeny Reconstruction
. R
ANALYSIS
Scope —> Al Selected Taxa
Statistical Method —>  Neighbor-joining
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny —> | Bootstrap method
No. of Bootstrap Replications —> . 1000
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —> | Nucleotide
9
Model/Method —> | Kimura 2-parameter model
%
Substitutions to Include —> | d: Transitions + Transversions
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites —> | Uniform Rates
Pattern among Lineages —> Same (Homogeneous)
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment —> | Complete deletion
Select Codon Positions —> | M1st Mand [M3rd [ Noncoding Sites
SYSTEM RESOURCE USAGE
Number of Threads —> | 3

Gambar 2. Proses Phylogeny Reconstruction
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