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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Bakteri Probiotik Isolat PaPJ &
PaPB dari Ayam Buras Gallus
domesticus

l

Peremajaan Isolat Bakteri PaPJ
& PaPB dari Ayam Buras Gallus
domesticus

l

Pembuatan Stock Bakteri

!

Ekstraksi DNA

!

Amplifikasi Gen 16SrRNA

)

Elektroforesis

!

Sekuensing DNA

!

Analisis Sekuens DNA dengan
Metode BLAST

(U

ji Biokomia :

TSIA
SIM
Katalase
MrVp
SCA
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Lampiran 2. Skema Kerja Kultivasi Isolat Bakteri Probiotik

Bakteri Probiotik Isolat PaPJ &
PaPB

- Diinokulasikan Sebanyak 1 ose

Media MRSA miring

- Diinkubasi Selama 1x 24 jam

Peremajaan Bakteri Probiotik

Pembuatan Stok Isolat Bakteri
Probiotik
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji Biokimia Bakteri Probiotik

[

Preparasi Bakteri Probiotik Isolat
PaPJ dan PaPb

(" Uji TSIA )
-Diinokulasi isolat probiotik kedalam media agar miring TSIA dengan
metode tusuk pada bagian butt dan gores pada bagian slant.
— | - Diinkubasi selama 2x24 jam, kemudian diamati perubahan kondisi
media
,
( Uji SIM )
L, Diinokulasi isolat bakteri kedalam media SIM dengan metode tusuk.
Diinkubasi selama 1x24 jam, kemudian diamati perubahan kondisi
media.
. J
( Uji Katalase )
| Dioleskan isolat bakteri pada kaca benda menggunakan ose.
Diteteskan 2-3 tetes hidrogen peroksida pada olesan isolate bakteri.
Diamati perubahan yang terjadi.
. J
( B )
Uji SCA
—> Diinokulasi isolat bakteri pada agar miring SCA dengan metode gores.
Diinkubasi 1x24 jam lalu diamati perubahan yang terjadi.
g J
( Uji Mr )
L Diinokulasi isolat bakteri kedalam media MrVp dengan ose bulat.
Diinkubasi selama 5x24 jam, kemudian ditetesi methyl red 3-5
tetes,lalu diamati perubahan warna media.
. J
( Uji Vp \
Diinokulasi isolat bakteri kedalam media MrVp dengan ose bulat.
L, Diinkubasi selama 3%24 jam, kemudian ditambahkan 0,2 mL KOH

40% dan 0,6 mL alfanaftol lalu dikocok selama 30 detik. Diamati
perubahan warna media. )
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Lampiran 7. Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri

1x10° Sel BAL Gram-Positif

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rpm selama 1 menit, supernatan dibuang

A 4

200 ul Buffer GA + 200 ul Lisozim

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

\ 4

20 ul Proteinase K

- Divortex hingga tercampur

\ 4

200 ul Buffer GB

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

200 ul Ethanol 96%

- Divortex selama 15 detik

- Dimasukkan ke dalam CB3 spin column

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 30 detik

500 ul Buffer GD

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30

l - Dimasukkan ke dalam CB3 spin column
detik, CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf steril.

600 ul Buffer PW (1x ulangan)

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

\ 4

100 ul Buffer TE

- Dinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm
selama 2 menit

¢ - 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 ddH20 dan masing-masing 1 ul
DNA gen 16SrRNA Primer 63F dan 1387R,

y

12 pl 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

A

y

PCR

[ Amplifikasi dengan mesin ]

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus
- Setiap siklus:
- Predenaturasi denaturasi pada suhu 95°C
selama 3 menit
- Denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik
- Annealing pada suhu 50°C selama 30 detik
- Extending pada suhu 72°C selama 1 menit
- Post Extending pada suhu 72°C selama
10 menit

A4

Produk

PCR
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Lampiran 9. Skema Kerja Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Preparasi Elektroforesis

\

y

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

5 ul Produk PCR dan
5 ul 1kb DNA Ladder

l _

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

Elektroforesis

- Dijalankan selama 1 jam dengan tegangan konstan

100 volt

- Gel diletakkan dibawah sinar UV

Pita DNA
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Lampiran 10. Dokumentasi Kultivasi Isolat Bakteri Probiotik

Hasil Peremajaan Bakteri Probiotik Isolat PaPJ dan PaPB
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Lampiran 11. Dokumentasi Uji Biokimia Bakteri Probiotik Isolat PaPJ dan
PaPB

3 <
UlJI TSIA UJI KATALASE

UJIMR-VP UJI SIM
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Lampiran 12. Dokumentasi Ekstraksi DNA Bakteri Probiotik Isolat PaPJ dan
PaPB

Hasil Ekstraksi DNA

54



Lampiran 13. Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)

Pengoperasian Alat PCR

F & A

Hasil Produk PCR

55



Lampiran 14. Dokumentasi Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Visualisasi pita DNA
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Lampiran 15. Hasil Analisis Sekuens DNA Isolat PaPJ dan PaPB

Alignment Scores <40 [W40-50 []50-80 [@80-200 [H>=200

Distribution of the top 218 Blast Hits on 100 subject sequences

1 250 500 750 1000 1250

Graphic Summary PaPJ dan Enterococcus faecalis strain LC1M8

Enterococcus faecalis strain L1C1M8 168 ribosomal RNA gene, partial sequent
Sequence ID: KX373583.1 Length: 1301 Number of Matches: 1

Range 1: 65 to 1299 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2182 bits(1181) 0.0 1216/1236(58%) ' 5/1236(0%) Plus/Minus

Query 10 GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCA 69

CELLRRLEEEEER et e e e e e e et Eeee e
Sbjct 1299 GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCA 1240

Query 70 ATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGT 129

CLLLLLLLCEELEE T et et e L e et e
Sbjct 1239 ATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGT 1180

Query 130  ACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT 189
CELPULEECEEEE L e e e e e e et eer

Sbjct 1179 ACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT 1120

Query 190  CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGC 249

CELLRLELCEECR L et et e e et el
Sbjct 1119 CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGC 1060

Query 250  AACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT 309
CELPRLELLEECEREEEEE R L L e e L e ey

Sbjct 1859 AACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT 1000
Query 310  GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT 369

CELERLLCEEEELEE L L e e e et nd
Sbjct 999  GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT 940

Query 370  GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGC 429

CELLRLLEEE R e e e e ety
Sbjct 939  GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGC 880

Hasil Analisis Pensejajaran (Alignment) sekuens DNA Isolat PaPJ dengan
Database GeneBank Enterococcus faecalis strain LC1M8
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Alignment Scores <40 [M40-50 [J50-80 |[80-200 [W>=200

Distribution of the top 227 Blast Hits on 100 subject sequences

I 1 I | 1 I
1 250 500 750 1000 1250

Uncultured organism clone ELUO150-T457-5-NIPCRA?

Graphic Summary PaPB dan Enterococcus faecalis strain CE_18_3

Enterococcus faecalis strain CE_18_3 16S ribosomal RNA gene, partial sequen
Sequence ID: MN629276.1 Length: 1423 Number of Matches: 1

Range 1: 67 to 1312 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2189 bits(1185) 0.0 1228/1248(98%) 7/1248(0%) Plus/Minus

Query 1@ GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCA 69

CCLCLELLEEREE LR R L ELEELL L L EE LT
Sbjct 1312 GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCA 1253

Query 70 ATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGT 129

Sbjct 1252 CCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGT 1193
Query 13@  ACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT 189

Sbjct 1192 ACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT 1133
Query 190  CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGC 249

Sbject 1132 CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGC 1873
Query 250  AACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT  3@9

Sbjct 1072 AACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT 1013
Query 3180  GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT 369

Sbject 1012 GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT 953

e ??TT’?‘?’T??TT?T?’?’?TTTTT??TT’?‘??HTHT‘?TTHTTHT??‘HW?’?TTT?T ”

Sbject 952 TCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCAC 893
Query 4380  TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCC 489

Hasil Analisis Pensejajaran (Alignment) sekuens DNA Isolat R6 dengan Database
GeneBank Enterococcus faecalis strain CE_18 3
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