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ABSTRAK

ASHARIAH HAPILA. 1111 15 310. Keragaman dan Karakterisasi Isolat Mikroba
dari Feses Rusa Menggunakan Analisis Konvensional dan Metagenomik. Dibawah
Bimbingan Marhamah Nadir dan Kusumandari Indah Prahesti.

Kelimpahan relatif adalah proporsi yang dipresentasikan oleh masing-masing
spesies dari seluruh individu dalam suatu komunitas. Untuk mengetahui
kelimpahan relatif mikroba pada rusa dapat dilakukan melalui deteksi keragaman
pada feses. Deteksi keragaman akan dilakukan menggunakan dua metode yakni
analisis konvensional dan metagenomik. Pengambilan sampel dilakukan di
Penangkaran Rusa Fakultas Peternakan Universitas Hasanuddin. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan September 2019 — Februari 2020 di beberapa tempat
antara lain isolasi dan identifikasi jamur di Laboratorium Mikrobiologi Hewan
Universitas Hasanuddin, isolasi dan identifikasi bakteri di Laboratorium
Mikrobiologi Klinik Universitas Hasanuddin, isolasi DNA di Laboratorium Biologi
Molekuler Universitas Hasanuddin, analisis metagenomik di Macrogen Inc, Korea.
Tahap yang dilakukan pada isolasi jamur yakni pembuatan media, isolasi dan
identifikasi secara makroskopis. Sedangkan, Isolasi bakteri antara lain isolasi dan
identifikasi menggunakan uji vitek, morfologi dan katalase. Analisis metagenomik
melalui tahap isolasi DNA dan pengambilan purity DNA. Hasil penelitian dari
analisis konvensional ditemukan jamur Actinomycetes serta beberapa bakteri antara
lain Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, Escherichia fergusonii,
Staphylococcus gallinarum kemudian hasil uji morfologi dan katalase diduga
Listeria sp. Hasil dari analisis metagenomik yakni persentase keragaman bakteri
pada feses rusa antara lain untuk tingkat filum yakni Firmicutes (68,547%) dan
Bacteroidetes (23,356%). Tingkat famili didominasi oleh Ruminococcaeae
(30.959%) dan Lachnospiraceae (11,398%). Tingkat genus adalah Ruminococcus
(5,65%). Perbedaan keragaman bakteri pada analisis konvensional dan
metagenomik dipengaruhi oleh prinsip metode yang digunakan, pada analisis
konvensional hanya mampu identifikasi bakteri yang dapat dikulturkan sedangkan
analisis metagenomik identifikasi bakteri berdasarkan basis data DNA pada
sekuens mikroba

Kata Kunci : DNA, Feses, Metagenomik, Mikroba, Rusa.
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ABSTRACT

ASHARIAH HAPILA. 1111 15 310. Diversity and Characterization of Microbial
Isolates from Deer Stool Using Conventional and Metagenomic Analysis. Under
the supervision of Marhamah Nadir (Main Supervisor) and Kusumandari Indah
Prahesti (Cosupervisor).

Relative abundance is the proportion represented by each species of all individuals
in a community. To determine the relative abundance of microbes in deer, detection
of diversity in feces. Diversity detection was carried out sing conventional and
metagenomic analysis. Sampling was conducted at the Deer Breeding Faculty of
Animal Husbandry, Hasanuddin University. This research was conducted in
September 2019 - February 2020 in several places including isolation and
identification of fungi in the Laboratory of Animal Microbiology, Hasanuddin
University; isolation and identification of bacteria in the Clinical Microbiology
Laboratory, Hasanuddin University; DNA isolation in Laboratory of Molecular
Biology, University of Hasanuddin; metagenomic analysis at Macrogen Inc.,
Korea. The steps of the fungus isolation consist of the making of media, isolation
and macroscopic identification. Bacterial isolation consist of isolation and
identification using vitek, morphology and catalase tests. Metagenomic analysis
consost of DNA isolation and DNA purity uptake. The results of the conventional
analysis showed that Actinomycetes fungus and some bacteria as well as Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae, Escherichia fergusonii where founded, while
Staphylococcus gallinarum and morphological test results and catalase allegedly
Listeria sp. The results of the metagenomic analysis indicated that the percentage
of bacterial diversity in deer feces, among others for the phylum level namely
Firmicutes (68.547%) and Bacteroidetes (23.356%). The family level is dominated
by Ruminococcaeae (30,959%) and Lachnospiraceae (11,398%), the genus rate is
Ruminococcus (5.65%). The difference in bacterial diversity in conventional and
metagenomic analysis is influenced by the principle of the method used.
Conventional analysisis only able to identify bacteria that can be cultured, while the
metagenomic analysis of bacterial identifi bacterial based on DNA databases on
microbial sequences.

Keywords: DNA, Stool, Metagenomic, Microbial, Deer.
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PENDAHULUAN

Mikrobiota dapat dianggap sebagai komunitas mikroorganisme (bakteri,
virus, arkae dan beberapa eukariota uniseluler) yang hidup dalam suatu lingkungan
spesifik. Dengan menganggap tubuh ruminansia sebagai sebuah lingkungan, maka
mikrobiota pada tubuh ruminansia merupakan keseluruhan komunitas
mikroorganisme yang hidup pada permukaan dan beberapa lokasi anatomis dalam
tubuh hewan. Komunitas mikroorganisme ini berperan penting dalam fisiologi
tubuh, perkembangan sistem pencernaan dan sistem kekebalan, serta reaksi
detoksifikasi.

Salah satu hewan yang tergolong kedalam ruminansia adalah rusa. Selain
tergolong ke dalam ruminansia rusa juga tergolong ke dalam hewan satwa. Usaha
pelestarian rusa telah banyak dilakukan melalui penangkaran di kebun-kebun
binatang dan Taman Safari Indonesia, begitupun di Fakultas Peternakan Universitas
Hasanuddin. Penangkaran rusa Fakultas Peternakan Universitas Hasanuddin
memelihara rusa yang memiliki spesies rusa totol (Axis axis) sejak tahun 2012.

Beberapa faktor yang menjadi kelangsungan hidup bagi hewan satwa
seperti rusa antara lain, kebutuhan pakan, iklim, dan kemampuan adaptasi terhadap
lingkungan. Proses pencernaan pada satwa ruminansia sangat kompleks, karena
melibatkan interaksi yang dinamis antara makanan, mikroba dan hewan tersebut

(Sita dan Aunurohim, 2013). Mikroba seperti di dalam rumen berperan dalam

= ndasi komponen serat, sehingga mikroba rumen memiliki peranan penting
| ' oses penyediaan energi bagi ruminansia. Untuk mengetahui keadaan

pada rusa dapat dilakukan deteksi keragaman melalui feses.
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Dengan mengetahui keberadaan mikroba feses rusa dan bagaimana
interaksinya di dalam suatu ekosistem pada pencernaan akan banyak membawa
manfaat, salah satunya adalah strategi formulasi pakan yang efisien sehingga dapat
meningkatkan produktivitas ternak. Berdasarkan penelitian sebelumnya oleh Ervin
et al. (2010) mengenai konsentrasi mikroba bahan tinja melalui Microbial Source
Tracking pada feses manusia, ruminansia, hingga unggas dan memperoleh
konsentrasi bahan tinja yang beragam bergantung pada metode yang digunakan.
Adapun nilai konsentrasi feses rusa lebih besar dibandingkan dengan feses sapi.

Selanjutnya Natsir et al. (2018) melaporkan keragaman mikroba pada
rumen kerbau bahwa teridentifikasi dua filum dominan yakni bacteriodetes dan
firmicutes. Sedangkan pada tingkat kelas didominasi oleh Prevotella, kemudian
Christensenellaceae R-7, Rikenellaceae RC9, dan Ruminococcaceae NK4A214.
Sehingga, kondisi rumen yang optimal pada hewan dapat berkontribusi pada
keragaman bakteri rumen pada kerbau, dengan menggunakan teknik pengurutan
Illumina.

Dekade terakhir paradigma identifikasi dan karakterisasi mikroba mulai
beralih dari metode kultur konvensional mengarah kepada pendekatan molekuler,
penelitian sebelumnya pun menggunakan metode yang beragam dimulai dari wet-
mass hingga rt-PCR. Penelitian ini akan melakukan identifikasi mikroba dengan
menggunakan analisis metagenomik. Teknik evaluasi nutrisi dengan pendekatan

metagenomik menjadi suatu harapan masa depan agar segala kendala budidaya

ampu lebih cepat dan akurat teratasi. Analisis metagenomik ini dianggap

jgul dalam mengidentifikasi mikroba pada feses sebab beberapa hal
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diantaranya : mikroba tidak perlu dikultur karena dapat diidentifikasi berdasarkan
urutan spesifik basa DNA, hasil identifikasi lebih cepat dan beragam hingga ke
tingkat genus dan jumlah sampel yang digunakan sangat sedikit.

Analisis metagenomik merupakan pengembangan teknik molekuler
konvensional dalam identifikasi mikroba tertentu. Perbedaan yang mendasar adalah
pada cakupan pembacaan sekuens DNA sebagai informasi genetik dapat secara
lebih lengkap, detail dan akurat. Tidak hanya sekadar profil urutan DNA bakteri,
aktivitas fungsionalnya dalam proses metabolisme zat makanan dalam tubuh ternak
dapat diprediksi dengan akurat. Dengan kata lain, hasil sekuen tidak lagi bersifat
parsial namun berupa data lengkap yang memberikan gambaran tentang komposisi
mikroorganisme yang mendiami lingkungan / saluran pencernaan ternak.

Aplikasi metagenomik dalam evaluasi nutrisi bermanfaat untuk
mengetahui secara detail mikroba yang terlibat dalam proses pencernaan zat
makanan, bagaimana proses metabolisme itu terjadi dan enzim yang telibat melalui
jalur metabolisme tertentu. Parameter ini akan bermanfaat dalam menentukan
strategi nutrisi misalnya dalam formulasi pakan dan perlakuan untuk meningkatkan
performa ternak. Untuk mengetahui keragaman dan karakterisasi mikroba dapat
dilakukan deteksi keragaman pada feses rusa. Tujuan dari penelitian ini adalah

untuk deteksi keragaman mikroba pada feses rusa.
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TINJAUAN PUSTAKA

Rusa Totol

Rusa merupakan salah satu jenis satwa yang termasuk dalam Bangsa
(Ordo) Artiodactyla, Anak Bangsa (Subordo) Ruminansia dan Suku (Family)
Cervidae. Suku Cervidae terbagi atas 6 Anak Suku (Subfamily), vyaitu
Rangiferinae, Alcinae, Hidropotinae, Muntiacinae, Odocilinae, dan Cervinae.
Umumnya, pembahasan tentang rusa biasanya semua jenis satwa yang termasuk
dalam Suku Cervidae. Saat ini diketahui tidak kurang dari 16 marga (genus), 38
jenis (spesies), dan 189 anak jenis (subspesies) rusa yang tersebar ke seluruh dunia,
mulai dari daerah beriklim dingin di daratan Eropa hingga ke daerah subtropis dan
tropis di daratan Asia. Hanya Benua Afrika yang sesuai dengan sebaran aslinya
tidak memiliki keluarga rusa. Ukuran tubuh rusa dewasa bervariasi dari yang
terbesar sebesar sapi muda, hingga yang terkecil sekecil anak kambing (Ichsan,
2018).

Rusa merupakan salah satu hewan mamalia besar yang perlu dikonservasi
untuk menjaga kelestariannya agar populasinya tidak semakin menurun, namun
perkembangannya mengalami beberapa hambatan disebabkan rusa merupakan
salah satu target perburuan liar. Perburuan tersebut menyebabkan populasi rusa dan
juga kemampuan berkembang biak alami menurun. Berbagai perubahan iklim dan

perburuan menyebabkan rusa menjadi salah satu hewan yang perlu dilindungi

— lini, 2009).

P
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Aktivitas harian rusa di Indonesia ditempatkan dalam sebuah penangkaran
yang bertujuan untuk meningkatkan kesadaran masyarakat terhadap upaya
pemanfaatan yang selaras dengan azas pelestarian, dan mampu memperbanyak
populasi melalui pengembangbiakan, dengan tetap mempertahankan jenis sehingga
bisa dimanfaatkan (Izlima dkk., 2012).

Habitat alami rusa terdiri atas beberapa tipe vegetasi seperti savana yang
dimanfaatkan sebagai sumber pakan dan vegetasi hutan yang tidak terlalu rapat
untuk tempat bernaung atau istirahat, kawin, dan menghindarkan diri dari predator.
Hutan sampai ketinggian 2.600 meter dpl dengan padang rumput merupakan habitat
yang paling disukai oleh rusa (Garsetiasih dan Takandjandji 2006).

Rusa totol (Axis axis) merupakan salah satu spesies rusa yang tinggal di
daerah tropis yang disebut indian deer, spotted deer atau chital deer. Jenis rusa totol
ini berasal dari India, Nepal, Sikkim dan Sri Lanka. Klasifikasi rusa totol (Axis axis)
termasuk dalam kingdom Animalia, filum Chordata, sub filum Vertebrata, kelas
Mammalia, sub kelas Eutheria, ordo Artiodactyla, sub ordo Ruminansia, famili

Cervidae, sub famili Cervidae, genus Axis dan spesies Axis axis (Hasna, 2015).
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Rusa Totol (Axis axis) secara taksonomi termasuk dalam (Fajri, 2004) :
Phyllum : Chordata

Sub Phyllum : Vertebrata

Classis : Mammalia
Order : Artiodactyla
Sub Order : Ruminansia
Familia : Cervidae

Sub Familia : Cerviae
Genus . AXis
Species . Axis axis
Nama lokal : Rusa Totol, Uncal (Sunda), Chital (India)
Pakan Rusa

Pakan merupakan salah satu aspek yang sangat penting, keberhasilan
penangkaran ditentukan oleh kondisi pakan yang dikonsumsi rusa. Tingkat
konsumsi adalah jumlah pakan yang dikonsumsi oleh satwa. Konsumsi adalah
jumlah pakan yang dimakan satwa yang digunakan untuk mencukupi kebutuhan
hidup pokok dan produksi. Jumlah konsumsi berat tiap pakan dan urutan preferensi
merupakan ukuran kemampuan rusa dalam memilih pakan yang disukai. Preferensi
pakan pada rusa sebagai hewan langka perlu ditentukan guna mengetahui jenis
bahan yang paling disenangi (Indriyani dkk., 2017).

Satwa mengonsumsi makanan terutama untuk memenuhi kebutuhan

— alah satu zat makanan yang diperlukan untuk menambah berat badan
| rotein (Kastalani, 2013). Semiadi dkk. (2008) mengatakan bahwa dari

N hasil penelitian yang ada setidaknya 60 % membicarakan aspek biologi
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umum (taksonomi, sebaran, perilaku, habitat, breeding dan genetik) dan 40 % aspek
yang mengarah pada kepentingan (produksi, pakan, reproduksi dan kesehatan).

Pakan utama rusa adalah hijauan berupa rumput-rumputan dan daun-
daunan. Jenis ini umumnya mengandung energi yang rendah, sehingga perlu
ditambahkan pakan konsentrat. Dedak padi dapat digunakan sebagai pakan
konsentrat yang mengandung energi dan disukai rusa. Pemberian daun beringin,
daun kabesak, dan daun turi yang dicampur dengan rumput lapangan tidak
berpengaruh nyata terhadap pertambahan bobot badan, konsumsi air, konversi
ransum, tinggi pundak, panjang badan, lingkar dada, dan daya cerna rusa di
penangkaran (Garsetiasih dkk., 2003).

Pakan utama rusa adalah daun-daunan dan rumput-rumputan. Nilai gizi
yang terkandung dalam hijauan tersebut, seperti protein dan energi, relatif rendah
sehingga perlu ditambahkan pakan konsentrat berupa jagung untuk mencukupi
kebutuhan gizi rusa. Pakan konsentrat biasanya disukai oleh rusa dan mengandung
cukup energi sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan rusa (Garsetiasih, 2007).

Produktivitas hijauan rumput diketahui dengan cara pemotongan dan
penimbangan rumput pada petak yang dipagar. Interval waktu pemotongan selama
20 hari dengan dua kali ulangan. Untuk mengetahui tingkat palatabilitas pakan,
dilakukan pengamatan terhadap bekas gigitan rusa pada rumput dalam 20 petak
contoh pengamatan, selanjutnya dilakukan pengambilan sampel rumput untuk

dianalisis kandungan gizinya. Data vegetasi dianalisis dengan indeks nilai penting

KR + DR + FR. Konsumsi pakan rusa totol per hari digunakan data

| . |n pakan sebanyak 3 kg/hari (Alikodra, 1990).
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Mikroba Feses

Feses merupakan bahan buangan yang dikeluarkan tubuh melalui anus.
Feses umumnya terdiri dari air residu yang terserap dari sekresi gas intestinal,
kelupasan dari epitel saluran pencernaan, garam-garam anorganik dan mikrobia
(Sudana, 1996).

Feses segar adalah feses yang baru saja dijatuhkan atau dikeluarkan oleh
rusa. Feses pada fase ini memiliki ciri-ciri masih berwarna hitam kehijau-hijauan,
permukaannya mengkilat, aroma yang tercium keras, berlendir dan bila ditekan
masih lembek. Sedangkan mengering adalah feses yang telah kering pada bagian
luar tetapi pada bagian dalamnya masih basah (Suba dkk, 2010).

Feses pada fase ini biasanya berwarna coklat kehitam-hitaman, bila ditekan
akan susah untuk hancur. Feses mengering akibat terkena panas matahari dan akan
mengalami perubahan yang sangat drastis. Feses menjadi lebih cepat kering dan
permukaannya menjadi pecah-pecah. Namun pada keadaan normal atau cuaca yang
stabil waktu yang dibutuhkan hingga dua minggu. Saat hujan, feses akan menjadi
lembek kembali (Suba dkk, 2010).

Kotoran pada ruminansia masih memiliki banyak kandungan mikroba yang
ikut terbawa pada feses yang dihasilkan. Hasil analisis yang dilakukan oleh Bai et
al. (2012) menyebutkan bahwa total mikroba kotoran sapi mencapai 3.05 x 1011
cfu/gr dan total fungi mencapai 6.55 x 104 . Komposisi mikroba dari feses

mencakup * 60 spesies bakteri (Bacillus sp., Vigna sinensis, Corynebacterium sp.,

pbacillus sp.), jamur (Aspergillus sp. dan Trichoderma sp.), £ 100 spesies

dan ragi (Saccharomyces dan Candida). Bakteri yang terdapat pada feses
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mayoritas jenis bakteri fermentor selulosa, hemiselulosa, dan pektin. Kotoran sapi
terdiri dari serat tercerna, beberapa produk terekskresi berasal dari empedu
(pigmen), bakteri usus, dan lendir.

Analisis Metagenomik

Mikroorganisme yang tidak dapat dikulturkan dengan teknik standar
diperkirakan masih ada sekitar 99%. Metagenomik muncul sebagai metode baru
yang dapat mempelajari genom kolektif dari anggota komunitas mikroba yang tidak
dapat terkulturkan dengan teknik standar. Metode metagenomik diawali dengan
isolasi DNA total dari semua mikroorganisme dalam sampel tanpa dikulturkan
terlebih dahulu (Prakoso dkk., 2016).

Metagenomik merupakan suatu metode yang dapat digunakan untuk
proses sekuensing tanpa melalui kultur dan analisis semua asam nukleat yang
didapatkan dari sampel, metode yang potensial untuk mendeteksi mikroorganisme
baik yang telah diketahui maupun yang baru. Beberapa tahun terakhir metagenomik
telah terbukti sangat berguna dalam penelusuran spesies baru, bencana dan penyakit
yang kompleks. Oleh karena itu metagenomik berpotensi untuk merevolusi deteksi
patogen dalam laboratorium kesehatan publik. Deteksi secara simultan semua
mikroorganisme dalam sampel klinik dapat dilakukan dengan metode ini
(Yustikarini dkk., 2015).

Sejumlah penelitian metagenomik dari bakteri yang tidak bisa dikulturkan

pada mikrobiom manusia telah berkembang pesat dan hal ini banyak dipelajari di

robiologi yang sangat potensial untuk dikerjakan di praktek klinik.

| 5 adanya infeksi bakteri dengan pendekatan metagenomik pernah
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dilakukan oleh Nakamura et al. (2008) pada pasien yang mengalami penyakit diare.
Pada penelitian tersebut digunakan pendekatan metagenomik untuk mendeteksi
DNA bakteri patogen dari feses pasien selama terkena diare dan setelah sembuh.
Hasil sekuensing DNA menunjukkan kesamaan terbaik dengan Campylobacter
jejuni yang hanya terdeteksi pada sampel yang berasal dari pasien selama masa
sakit.

Metagenom bukanlah ilmu baru dalam bidang bioteknologi. Hal ini
dibuktikan dengan penelitian terkait yang dimulai sejak tahun 1980-an. Para
peneliti saat itu mencoba meneliti gen 16srRNA dari sampel konsorsium mikroba.
Gen ini menjadi penanda spesies suatu makhluk hidup dan dimiliki oleh seluruh
makhluk hidup di bumi. Gen ini meskipun berasal dari spesies yang berbeda, namun
banyak memiliki bagian yang homolog satu sama lain. Jadi, spesies yang sama
mempunyai susunan DNA yang serupa. Semakin dekat kekerabatan makhluk
hidup, maka akan semakin banyak bagian dari gen ini yang overlap atau homolog.
Tujuan hasil analisis gen 16S rRNA yang relatif pendek (sekitar 1.500 bp) dari
konsorsium bakteri adalah dapat mengetahui jumlah dari mikroba secara global,
meskipun tidak mendapatkan informasi tentang fungsi bakteri tersebut (Nuroh,
2017).

Pada tahun 1990-an para peneliti mencoba menganalisis gen yang lebih
besar dan panjang untuk mencari gen yang sesuai dengan keperluan hidup manusia.

Misalnya, gen penyandi enzim fungsional yang bermanfaat untuk industri

5. Setelah sampel dari lingkungan didapat, maka total DNA dari sampel

diekstraksi, dikloning dengan teknik shotgun cloning. Total DNA ini
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dipotong acak dengan enzim pemotong DNA yang spesifik. Fragmen DNA dengan
berbagai ukuran ini kemudian disambungkan random ke dalam DNA vektor dan
dimasukkan ke dalam kultur E coli. Kemudian dipilih transforman atau klon
membran sisipan fragmen DNA yang fungsional mengekspresikan enzim target.
Perpaduan fragmentasi DNA total dan kloning secara random sehingga
menghasilkan ribuan transforman (biasanya E coli) disebut dengan pustaka
metagenom.

Metode pustaka metagenom ini telah membuahkan hasil seperti dilakukan
oleh beberapa saintis. Tanpa harus susah payah mengisolasi satu spesies lalu
mengoptimasi kultivasi isolat yang perlu waktu lama, biaya, dan tenaga. Beberapa
tim peneliti berhasil menemukan gen-gen baru penyandi enzim yang bermanfaat

untuk industri, seperti amilase, agarase, amidase, ataupun selulase.
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