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Latar belakang. Diare akut masih menjadi penyebab morbiditas dan mortalitas, terutama di negara berkembang.
Probiotik sebagai mikroorganisme hidup jika dikonsumsi dalam jumlah cukup akan memberikan manfaat terhadap
tubuh pejamu. Namun masih terdapat masalah teknologi probiotik yang sulit diatasi, yaitu hilangnya dosis dan
aktivitas yang tidak dapat diprediksi karena kualitas penyimpanan sediaan yang beragam. Heat-killed probiotic
sudah mengalami tindalisasi menawarkan sediaan farmasi yang lebih stabil dengan aktivitas yang sama.
Tujuan. Menilai efektifitas heat-killed probiotic dibandingkan dengan live probiotic terhadap anak yang
menderita diare akut nondisentri.

Metode. Uji klinis acak tersamar buta ganda terhadap pasien diare akut nondisentri usia 6-24 bulan dengan
atau tanpa dehidrasi ringan-sedang di RS Hasan Sadikin, RSUD Ujung Berung dan RSUD Cibabat pada
periode bulan April-Mei 2008. Setiap subjek mendapat satu bungkus berisi 3 x 10'° probiotic atau 107 live
probiotic, kemudian dilanjutkan dengan interval 8 sampai 12 jam per hari selama lima hari. Durasi dan
frekuensi defekasi dicatat secara kuantitatif. Analisis statistik dihitung dengan menggunakan uji t.

Hasil. Didapatkan 52 anak (25 heat-killed probiotic, 27 live probiotic) masuk ke dalam penelitian. Rata-rata
durasi diare menurun secara bermakna pada pasien yang diberi heat-killed probiotic (50,2 jam SB 28,6)
dibandingkan dengan live probiotic (74,8 jam SB 28,8) (p=0,003). Rata-rata frekuensi defekasi juga lebih
rendah secara bermakna pada kelompok heat-killed probiotic dibandingkan dengan kelompok five probiotic
(8,3;SB 7,4 vs 10,7;SB6,4).

Kesimpulan. Heat-killed probiotic lebih baik dalam mengurangi lama diare dan frekuensi defekasi daripada
live probiotic pada anak pasien diare akut nondisentri.(Sari Pediatri 2009;10(5):302-7).
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dunia, yaitu berada di urutan kedua (18%) pada
sepuluh kasus terbanyak setelah pneumonia (19%).'
Di Indonesia, rata-rata episode diare terjadi sekitar
1,6-2 kali per tahun. Dari hasil Survei Kesehatan
Rumah Tangga (SKRT) 1995, diare menempati
urutan ketiga penyebab kematian bayi dan kedua
pada balita.* Diare yang disebabkan virus lebih banyak
terjadi dibandingkan dengan diare yang disebabkan
bakteri. Infeksi rotavirus telah diidentifikasi sebagai
penyebab gastroenteritis nonbakteri pada anak dan
terjadi di seluruh penjuru dunia. Rotavirus dapat
menyerang semua kelompok usia dan sebagian besar
menimbulkan penyakit pada anak usia antara 6-24
bulan.>”

Paradigma baru dalam terapi tambahan pada
diare, dengan cara memelihara mikroekosistem
bakteri nonpatogen dalam usus, sehingga dapat
mencegah kolonisasi bakteri patogen penyebab
diare yang dikenal sebagai probiotik.® Beberapa
telaah peneliti setuju bahwa probiotik dapat
mengurangi durasi diare dibandingkan dengan
plasebo. Probiotik sebagai mikroorganisme hidup,
jika dikonsumsi dalam jumlah yang cukup akan
memberikan manfaat terhadap tubuh pejamu. Saat
ini masih dalam perdebatan apakah mikroorganisme
mempunyai efek yang sama dalam intestinal apabila
diberikan dalam keadaan hidup atau mati. Dalam
satu penelitian mengenai aktivitas imunomodulator
yang ditimbulkan oleh beberapa galur Lacrobacillus,
ditemukan produksi IL-12 lebih banyak diinduksi oleh
heat-killed L. lactis subsp (Lactis G50) dibandingkan
dengan yang diinduksi oleh bakteri hidup.” Mediator
IL-12 akan menginduksi respons Th1 dan jika reaksi
Th1 diinisiasi (dalam hal ini dengan adanya paparan
bakteri), maka sel Thl akan mengaktivasi sel B
untuk memproduksi antibodi sIgA dan kemudian
menghancurkan mikroorganisme yang masuk
serta mencetuskan respons imun. Keuntungan lain
pemberian heat killed probiotic juga menghindari
kemungkinan terjadinya translokasi yang terjadi
karena mutasi gen mikroba, yang mungkin terjadi
pada pemberian /ive probiotic.

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk menilai
efikasi hear-killed probiotic ini, tetapi masih sedikit
penelitian yang membandingkan efek /ive dan hear
killed probiotic pada anak pasien diare akut. Maka kami
melakukan penelitian uji klinis untuk membandingkan
efek heat-killed dengan live probiotic pada pasien diare
akut nondisentri berusia 6-24 bulan.
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Metode

Telah dilakukan uji klinis acak tersamar buta ganda
pada pasien diare akut nondisentri berusia 6 sampai
24 bulan yang dirawat inap atau berobat jalan di RS
Hasan Sadikin, RSUD Ujungberung, dan RSUD
Cibabat, mulai 1 April sampai 31 Mei 2008. Orangtua
menyetujui anaknya diikutsertakan dalam penelitian
setelah diberi penjelasan dan menandatangani
persetujuan (informed consent). Persetujuan penelitian
diperoleh dari Komite Etik Penelitian Kesehatan
Fakultas Kedokteran Universitas Padjajaran RS
Hasan Sadikin Bandung. Sebagai kriteria inklusi
adalah pasien diare akut nondisentri yang dirawat
atau berobat jalan, usia 6-24 bulan, status gizi baik,
dan saat datang ke rumah sakit lama diare kurang
dari 48 jam. Kriteria eksklusi, sudah mendapat
probiotik sebelumnya, pasien penyakit keganasan
atau HIV, menderita penyakit infeksi sistemik lainnya
selain diare, sedang atau telah mendapatkan terapi
antibiotik, dan dehidrasi berat.

Jumlah subjek yang ikut serta dalam penelitian
60 bayi/anak. Dilakukan randomisasi per mutasi blok
untuk membagi dua kelompok terapi probiotik. Kode
terapi probiotik tersimpan dalam amplop tertutup,
dibuka setelah seluruh subjek penelitian terkumpul.
Semua subjek yang memenubhi kriteria inklusi dan
tidak termasuk kriteria eksklusi diberi nomor inklusi
sesuai dengan urutan masuk rumah sakit. Semua
subjek mendapatkan terapi standar WHO 2005,
ditambahkan probiotik /ive atau heat-killed probiotic
(dalam box tertutup tanpa label nama dagang) selama
lima hari dengan dosis dua atau tiga kali sehari, sesuai
dengan usia pasien. Dilakukan pemantauan durasi
diare tiap 24 jam dan frekuensi defekasi per hari,
sampai tujuh hari dari sejak pasien masuk menjadi
subjek penelitian. Orangtua pasien diminta untuk
mengisi lembar pemantauan yang telah disediakan
berisi data frekuensi dan durasi serta jam minum obat
probiotik (diary card). Pada hari ketujuh pemantauan,
orangtua diminta menyerahkan kembali data hasil
pemantauan.

Data yang terkumpul diolah, analisis statistik
menggunakan uji t atau dengan uji Mann-Whitney
jika data yang didapat tidak berdistribusi normal.
Kemaknaan ditentukan berdasarkan nilai p<0,05.
Seluruh perhitungan statistik dikerjakan dengan piranti
lunak SPSS versi 15.0 for Window tahun 2007, SPSS
Inc., Chicago-Illinois, USA.

303



Reby Kusumajaya dkk: Live and Heat-killed Probiotic Terhadap Diare Akut

Hasil

Terdapat 52 anak yang memenuhi kriteria inklusi
dari 60 anak. Delapan subjek lain tidak dapat diambil
datanya karena berbagai alasan, seperti orangtua
pindah kota, orangtua tidak memenuhi panggilan saat
harus kontrol kembali ke rumah sakit, atau rumah
pasien tidak ditemukan saat kunjungan rumah.
Karakteristik umum subjek penelitian tertera pada

Tabel 1.

Tabel 1. Karakeeristik subjek penelitian
Heat-killed

Karakteristik Live p rgbzotzc probiotic Nilai
(n=27) (n=25) ?
Usia (rerata, SB, bulan) 12,0 (6,9) 14,8 (6,8) 0,166
Jenis kelamin (%)
Laki-laki 20 (74,1) 16 (64,0) 0,432
Perempuan 7 (25,9) 9 (36,0)
Derajat dehidrasi (%)
Tanpa dehidrasi 19 (70,4) 20 (80,0) 0,423
Dehidrasi ringan 8 (29,6) 5 (20,0)
sedang

Keterangan: SB: simpang baku, p bermakna bila <0,05

Dilakukan pemantauan setelah diberikan peng-
obatan selama tujuh hari dengan melihat lama diare
dan jumlah total frekuensi diare per episode. Dari
Tabel 2 tampak rata-rata lama diare pada kelompok
live probiotic 74,8 (SB 28,8) jam sementara pada
kelompok heat-killed probiotic rata-rata 50,2 (SB 28,6)
jam. Frekuensi total per episode diare pada kelompok
live probiotic tampak lebih banyak dibandingkan
dengan kelompok hear-killed probiotic, 10,7 (SB 6,4)
kali sementara pada kelompok hear-killed probiotic
8,3 (SB 7,4) kali. Selanjutnya dilakukan uji statistik,
untuk variabel frekuensi diare digunakan uji Mann
Whitney (menggunakan uji Shapiro Wilk didapatkan
sebaran data yang tidak normal), sedangkan untuk
variabel lama diare dipakai uji t karena data yang
tersedia berdistribusi normal. Hasil uji statistik tertera
pada Tabel 2.

Dari uji statistik diperoleh hasil perbedaan
bermakna lama diare dan frekuensi per episode diare
antara kelompok /live probiotic dan kelompok heat-

killed probiotic (p=0,003 dan p=0,041).
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Tabel 2. Perbedaan outcome berdasarkan kelompok
probiotik

Vari Live probiotic e klled g
ariabel (1=27) probiotic

(n=25)
Lama diare 74,8 (28,8) 50,2 (28,6) 0,003"
(rerata, SB, jam)
Frekuensi
per episode 10,8 (6,4) 8,3 (7,4) 0,041*

(rerata, SB kali/hari)

Keterangan: SB: Simpang baku, uji t, * uji Mann-Whitney, p
bermakna bila <0,05

Diskusi

Hasil penelitian mendapatkan perbedaan bermakna
lama diare dan frekuensi defekasi. Kelompok hear-killed
probiotic memiliki waktu penyembuhan diare 24,7
jam lebih cepat dibandingkan dengan /live probiotic.
Frekuensi defekasi yang lebih sedikit secara bermakna
pada kelompok heat-killed probiotic dibandingkan
dengan kelompok /ive probiotic (8,3 kali dibandingkan
10,7 kali). Supriatmo dalam penelitian retrospektif
tahun 2006 membedakan efektivitas /ive dan heat-
killed probiotic pada 108 pasien diare akut usia 4-24
bulan yang mendapat terapi standar dengan probiotik
sebagai ajuvan diberikan selama tujuh hari. Didapatkan
heat-killed probiotic lebih unggul dibandingkan dengan
live probiotic. Lama diare pada kelompok /ive dan
heat-killed probiotic berbeda bermakna (7,06 hari
dibandingkan 5,56 hari; p=0,042), namun frekuensi
defekasi tidak berbeda (3,4 episode dibandingkan 4,1
episode; p=0,055)."°

Efektivitas pemberian heat-killed L. acidophillus
didukung oleh bukti bahwa L. acidophillus LB memiliki
kemampuan yang spesifik. Pertama, bakteri ini dapat
melekat pada sel absorpsi dan sekretorik intestinal
manusia, kemudian membentuk suatu biofilm
protektif. Pada model selular, adanya hear-killed L.
acidophilus LB akan menghambat adhesi dan invasi
mikroorganisme penyebab diare ke dalam enterosit.
Kedua, L. acidophillus LB akan memproduksi agen
antimikroba yang diduga mengandung nonconventional
acidic amino acid. Zat ini efektif menyerang bakteri
enterovirulen gram positif dan negatif namun tidak
menunjukkan suatu aktivitas penghambatan terhadap
bakteri mikroflora seperti Bifidobactrium atau
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Lactobacillus. Semua mekanisme ini tidak berubah
meskipun sudah mengalami pemanasan.'"'?

Kimoto dkk’ dalam penelitiannya mengenai
aktivitas imunomodulator yang ditimbulkan oleh
beberapa galur Lactobacillus menemukan produksi
IL-12 lebih banyak diinduksi oleh heat-killed L.
lactis subsp. Lactis G50 dibandingkan dengan yang
diinduksi oleh bakteri hidup. Beberapa penelitian
lain membuktikan pemberian secara oral heat-killed
L. casei dapat menstimulasi produksi sitokin Thl.
Mereka menyatakan kemungkinan besar komponen
dinding sel heat-killed Lactic acid bacteria, seperti
peptidoglikan dan /lipoteichoic acid, menginduksi
maturasi dan aktivasi dari sel dendritik melalui zo//-like
receptor (TLR)2, serta menghasilkan berbagai sitokin
proinflamasi dan kemokin. Selain itu, komponen-
komponen tersebut menghasilkan IL-12 yang akan
menginduksi respon Thl. Pada heat-killed probiotic
peptidoglikan juga masih menempel pada dinding
probiotik, sehingga masih mempunyai hubungan
dengan respon imun. Pada penelitian yang dilakukan
pada tikus yang diberi heat-killed L. Casei, kadar
produksi sitokin Th1, seperti IFN-y dan IL-2 oleh
sel limpa lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol.
Sebaliknya kadar produksi sitokin Th2, seperti
IL-4, IL-5, dan IL-6 oleh sel limpa lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol, schingga disimpulkan
bahwa pemberian heat-killed L. casei lebih menginduksi
respon Th1 daripada Th2.'>'

Pada tahap epitel intestinal, bakteri probiotik
dapat memberikan efek positif melalui kolonisasi
transien dan/atau pelepasan kompleks bioaktif.
Berarti terjadi penguatan barier intestinal seiring
terjadi modulasi langsung fungsi sel epitel yang
meliputi pelepasan sitokin dan kemokin. Walaupun
dalam waktu yang terbatas, translokasi bakteri ke
lamina propria dapat mempengaruhi imunitas innate
dan adaptive dengan mengaktivasi produksi sitokin
oleh monosit/makrofag. Penarikan bakteri oleh sel
M dalam Peyer’s patches dan dilanjutkan dengan
dieliminasi oleh sel dendritik dari sistem imun innate
akan memberikan gambaran adanya antigen mikroba
kepada sel T naif dalam Peyer’s parches dan mesentericus
lymph node (MLN). Proses tersebut memungkinkan
respon IgA antibody-mediated mucosal untuk melawan
bakteri. Stimulasi probiotik akan meningkatkan siklus
IgA dan meningkatkan jumlah sel IgA* di daerah
mukosa yang jauh dari usus. Sel IgA* akan bermigrasi
ke MLN dan kemudian melalui duktus torasikus
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menuju sirkulasi. Sitokin yang dilepaskan karena
stimulasi probiotik di Peyer’s patches merupakan
messengers jaringan signal yang kompleks yang akan
mengaktifkan respons imun sistemik.'>¢

Penelitian lain juga memperlihatkan keuntungan
pemberian heat-killed probiotic dibandingkan dengan
live probiotic terhadap pasien diare kronik. Xiao dkk'?
melakukan penelitian multisenter prospektif, uji
tersamar buta ganda dengan membandingkan efikasi
klinis penggunaan hear-killed Lactobacillus acidophilus
dengan live Lactobacillus pada pasien diare kronik
dengan hasil rata-rata frekuensi diare per hari menjadi
1,88 kali pada kelompok heaz-killed dan 2,64 kali pada
kelompok live probiotic. Xiao dkk'> menyatakan bahwa
salah satu penyebab diare kronik adalah irrizable bowel
syndrome (IBS). Pada beberapa penelitian dinyatakan
bahwa pemberian hear-killed probiotic terhadap pasien
IBS terbukti efektif. Pada satu penelitian ditemukan
bahwa pasien IBS memiliki rasio basal IL-10/IL-12
yang lebih rendah sehingga pemberian probiotik
akan mengembalikan rasio tersebut ke dalam keadaan
normal."

Penelitian Khanna dkk' yang juga melakukan
uji tersamar buta ganda dengan membandingkan
heat-killed LAB dengan plasebo memberikan hasil
yang berbeda. Meskipun kelompok hear-killed LAB
mengalami lama diare yang lebih singkat, tetapi
tidak didapatkan perbedaan yang signifikan. Mereka
meneliti efikasi tyndalized Lactobacillus acidhophilus
pada 98 anak pasien diare akut usia 6 bulan sampai
12 tahun yang dibandingkan dengan plasebo.
Rata-rata lama diare pada kelompok Lactobacillus
acidhophilus 54,4 jam sedangkan pada kelompok
plasebo 55,1 jam, sehingga tidak perbedaan bermakna.
Mungkin disebabkan karena jumlah pasien diare
rotavirus di India hanya sedikit (18%) sehingga sulit
untuk mengetahui efektivitas pemberian hear-killed
L. acidophillus dan rentang usia subjek penelitian
yang luas menyulitkan penilaian penelitian. Pada
penelitian Khanna dkk'® juga ada pasien kolera yang
diikutsertakan ke dalam penelitian sehingga membuat
hasil penelitian menjadi bias.

Penelitian yang dilakukan oleh Kosim dkk,"
membandingkan efektivitas 5 x 107 cfu viable
Lactobacillus sporogenes probiotic dosis 3 x 1 tablet
dengan 3 x 10'° cfu tyndallized Lactobacillus acidophilus
probiotic dosis 3 x 1 bungkus pada anak usia 4-60
bulan pasien diare akut yang dirawat di rumah sakit.

Tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kedua
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kelompok dalam hal lama penyembuhan diare (3,32
+ 1,54 dibandingkan 3,98 + 2,0 hari). Perbedaan hasil
kemungkinan disebabkan karena perbedaan usia subjek
penelitian dan perbedaan galur /ive probiotic.

Live dan heat-killed probiotic dibedakan dari proses
pembuatannya, namun mempunyai mekanisme kerja
yang sama terhadap diare, di antaranya yaitu kompetisi
dengan enteropatogen, modifikasi toksin bakteri, serta
modulasi respons imun dari pejamu. Diperlukan
perlakuan khusus dalam penyimpanan live probiotic,
misalnya suhu lingkungan harus dipertahankan lebih
rendah daripada suhu ruangan. Cara penyimpanan
yang tidak sesuai dapat meyebabkan terjadinya
penurunan kualitas /ive probiotic yang kemudian
menghasilkan hilangnya dosis dan aktivitas yang
tidak dapat diprediksi. Dengan proses tindalisasi
(tyndallized), diharapkan hear-killed probiotik dapat
menjadi sediaan yang lebih stabil dan tahan terhadap
panas. Meskipun telah dimatikan, heat-killed probiotic
masih tetap mengandung beberapa zat yang penting
seperti bakteriosin, peptidoglikan, yang dihasilkan saat
fermentasi probiotik. Pada saat pembuatan produk
tyndallized probiotic seluruh komponen yang dihasilkan
selama fermentasi tetap diikutsertakan di dalam produk
tyndallized. Hal inilah yang mengakibatkan potensi
tyndallized probiotic mirip dengan probiotik hidup,
dengan masa kadaluarsa yang lebih lama karena sediaan
menjadi lebih stabil dan distribusi atau penyimpanan
lebih sederhana, tidak perlu disimpan di suhu yang
rendah.'”*® Dengan kandungan seperti ini heat-killed
probiotic diharapkan dapat memberikan dampak yang
lebih cepat karena mengandung komponen yang siap
pakai.

Kesimpulan

Heat-killed probiotic lebih baik dalam mengurangi lama
diare dan mengurangi frekuensi buang air besar daripada
live probiotic pada anak pasien diare akut nondisentri.
Untuk itu hear-killed probiotic sebaiknya digunakan
sebagai adjuvan terapi standar diare WHO. Untuk
lebih mendukung penggunaan pemberian hear-killed
probiotic, disarankan melakukan penelitian lebih lanjut
pada komunitas yang lebih luas. Dengan membanding-
kan kelompok kontrol yang tidak mendapatkan kedua
jenis probiotik serta membandingkan kadar IgA pada
pasien diare akut nondisentri yang mendapatkan heaz-

killed dan live probiotic.
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