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ABSTRAK 

Demam tifoid termasuk penyakit infeksi serius di Indonesia. Permasalahan yang sering timbul 

sehubungan penanganan kasus demam tifoid salah satunya adalah resistensi antibiotik. 

Resistensi  antibiotika menjadi masalah global terutama dalam menangani masalah infeksi. 

WHO melaporkan Asia Tenggara memiliki angka tertinggi dalam kasus resistensi antibiotik 

di dunia. Penggunaan antimikroba yang tidak rasional dan berkembangnya resistensi 

antibiotika membuka ketertarikan untuk menggunakan alternatif antimikroba alami seperti 

bakteriosin. Bakteri Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) menghasilkan zat bakteriosin. 

Bakteriosin memiliki aktivitas bakterisidal dan bakteriostatik. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui aktivitas bakteriosin L. acidophilus ATCC 4356 terhadap pertumbuhan 

Salmonella typhi secara in vitro sebagai antibiotik dibandingkan dengan kontrol negatif dan 

kontrol positif. Kontrol positif yang digunakan adalah kloramfenikol dan nisin. Rancangan 

penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan post-test only control group design 

menggunakan metode difusi agar Kirby-Bauer pada media Mueller Hinton Agar (MHA). 

Hasilnya didapatkan bakteriosin L.acidophilus ATCC 4356 mampu menghasilkan efek anti 

mikroba terhadap Salmonella typhi dengan kekuatan sedang, nisin menghasilkan efek anti 

mikroba terhadap Salmonella typhi dengan kekuatan kuat dan kloramfenikol menghasilkan 

efek anti mikroba terhadap Salmonella typhi dengan kekuatan sangat kuat. Bakteriosin 

bekerja dengan cara membentuk pori pada membran sel bakteri yang akan merusak 

permeabilitas membran sitoplasma target dan  menyebabkan kematian sel.  

Kata kunci: bakteriosin, sactobacillus acidophilus, nisin, salmonella typhi 
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ABSTRACT 

Typhoid fever is a serious infectious disease in Indonesia. One of the problems that often 

arise in relation to handling cases of typhoid fever is antibiotic resistance. Antibiotic 

resistance is a global problem, especially in dealing with infections. WHO reports that 

Southeast Asia has the highest number of cases antibiotic resistance in the world. The 

irrational use of antimicrobials and the development of antibiotic resistance have opened an 

interest in using natural antimicrobial alternatives such as bacteriocins. Lactobacillus 

acidophilus (L. acidophilus) bacteria produce antimicrobial substances, one of which is 

bacteriocin. Bacteriocins have bactericidal and bacteriostatic activity. This study aimed to 

determine the activity of bacteriocin L. acidophilus ATCC 4356 on the growth of Salmonella 

typhi in vitro as an antimicrobial. Positive controls used were chloramphenicol and nisin. 

This research design was experimental laboratory with post-test only control group design 

using Kirby-Bauer agar diffusion method on Mueller Hinton Agar (MHA) media. The results 

showed that bacteriocin L. acidophilus ATCC 4356 was able to produce an antimicrobial 

effect against Salmonella typhi with moderate strength, nisin produced an antimicrobial effect 

against Salmonella typhi with a strong strength and chloramphenicol produced an 

antimicrobial effect against Salmonella typhi with a very strong strength. Bacteriocins 

worked by forming pores in the bacterial cell membrane which will damage the permeability 

of the target cytoplasmic membrane and cause cell death. 

Keywords: bacteriocin, lactobacillus acidophilus, nisin, salmonella typhi 

 

 

PENDAHULUAN 

Salmonella typhi (S. typhi) 

merupakan bakteri basil Gram negatif yang 

bersifat patogen dan menyebabkan demam 

tifoid.
1
 Demam tifoid termasuk penyakit 

infeksi serius yang hingga saat ini masih 

menjadi problem epidemiologik, 

khususnya di daerah tropik termasuk 

Indonesia.
2,3

 Berdasarkan data World 

Health Organization (WHO) tahun 2020, 

kasus demam tifoid secara global  

mencapai 20.000.000 kasus per tahun dan 

mengakibatkan 161.000 kematian setiap 

tahunnya.
4
 Di Indonesia, prevalensi 

demam tifoid pada pasien rawat inap di 

rumah sakit tahun 2013 sebesar 5,13%.
5
 

Kasus demam tifoid di Indonesia 

meningkat setiap tahun.
6
 Data 

Kementerian Kesehatan pada tahun 2013, 

prevalensi kasus demam tifoid sebesar 300 

sampai dengan 810 per 100.000 penduduk 

per tahun dengan angka CFR 2%.
7
 

Pengobatan infeksi S. typhi adalah 

antibiotika. Pengobatan antibiotika lini 

pertama (drug of choice) untuk infeksi 

S.typhi adalah kloramfenikol. Pilihan 

pengobatan lini kedua yaitu sefriakson, 

cefixim, dan quinolone. Permasalahan 

yang sering timbul sehubungan 

penanganan kasus demam tifoid salah 

satunya adalah resistensi. Perubahan atau 

mutasi genetika S.typhi menyebabkan 

timbulnya resistensi. Resistensi antibiotika 

ini dilaporkan makin meningkat. Resistensi 

dapat terjadi pada antibiotika lain yaitu 

seperti ampisilin, kotrimoksazol, dan 
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kuinolon. Resistensi terhadap berbagai 

macam antibiotika ini dapat menyebabkan 

Multi Drug Resistance Salmonella typhi 

(MDRST), sehingga dibutuhkan penelitian 

lebih lanjut mengenai  antimikroba 

alternatif yang dapat melawan S.typhi.
6 

Penelitian Jamila (2015) di Makassar 

mengenai evaluasi keberadaan gen catP 

terhadap resistensi kloramfenikol pada 

penderita demam tifoid menunjukkan 

adanya resistensi terhadap kloramfenikol 

sebesar 37,7% pada uji disc diffusion dan 

43,4% pada uji Polymerase Chain 

Reaction (PCR).
8 

Pada penelitian Jefri dan 

Jhons (2017) di Rumah Sakit Immanuel 

Bandung ditemukan resistensi 

kloramfenikol sebanyak 0,95%.
9
 

Lactobacillus acidophilus (L. 

acidophilus) adalah bakteri asam laktat 

normal dalam saluran pencernaan manusia. 

L. acidophilus menghasilkan asam laktat, 

produksi hidrogen peroksida dan 

bakteriosin.
10

 Bakteriosin memiliki 

aktivitas bakterisidal dan bakteriostatik. 

Bakteriosin memiliki spektrum luas yang 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

patogen Gram positif dan negatif.
11-13 

Bakteriosin aman dijadikan sebagai 

biopreservatif makanan, komponen 

pelengkap antibiotik, dan formula 

probiotik untuk manusia.
14,15

 L. 

acidophilus merupakan bakteri probiotik 

dengan efek antagonis melawan infeksi 

Salmonella spp. Bakteriosin memiliki 

karakteristik yang menguntungkan dari 

bakteri probiotik karena dapat melindungi 

dan menghambat kolonisasi bakteri 

patogen gastrointestinal pada sel inang. 

Setiap strain L.acidophilus menghasilkan 

bakteriosin yang berbeda dalam 

menghambat pertumbuhan S. typhi.
10,16,17 

Bakteriosin yang dihasilkan L. acidophilus 

adalah lactatin, acidocin, acidophilin, dan 

acidophilicin. Nisin  adalah  bakteriosin  

yang  dihasilkan oleh  BAL  Lactococcus 

lactis,  dinilai  aman  dan  diijinkan  

penggunaannya  di  banyak  negara, 

termasuk  Indonesia. Berdasarkan hal 

tersebut, pada penelitian ini dilakukan 

pengujian bakteriosin L.acidophilus untuk 

mengetahui aktivitas antimikroba 

bakteriosin L.acidophilus dalam 

menghambat pertumbuhan S.typhi sebagai 

antimikroba dibandingkan dengan 

kloramfenikol dan nisin. 

BAHAN DAN METODE  

Desain Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah 

experimental laboratories. Perlakuannya 

dengan ekstraksi bakteriosin dari bakteri 

asam laktat L.acidophilus kemudian diuji 

daya hambatnya terhadap S. typhi. 

Penelitian ini sudah mendapatkan ethical 

clearance dari komite etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Jenderal Achmad 

Yani No. 008/UH1.09/2020. 

Bahan dan Metode 
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Sumber mikroba yang terdiri dari 

L.acidophilus dan S. typhi  diambil dari 

isolat murni yang diperoleh dari ATCC. 

Media pertumbuhan bakteri yang 

dipergunakan antara lain man rogosa and 

sharpe (MRS) broth dan agar, CM sukrose 

(Sukrose 1%, yeast exstract 1%, pepton 

0,45%, KH2PO4 2,84%, NaCl 0,2%, 

MgSO4 0,02%, MnSO4 0,005%) nutrient 

agar dan broth, digunakan sebagai media 

pertumbuhan Bakteri Asam Laktat (BAL) 

penghasil bakteriosin, sedangkan media 

muller hinton agar (MHA) digunakan 

sebagai media untuk pengujian aktivitas 

bakteriosin. 

Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sebelum melaksanakan penelitian, 

semua alat, bahan dan media harus 

disterilisasi terlebih dahulu dengan 

autoklaf pada tekanan 1 atm, suhu 121
0
C 

selama 15 menit. Sedangkan untuk alat 

yang tidak tahan panas dapat dilakukan 

sterilisasi menggunakan alkohol atau 

pembakaran di atas api bunsen.
18

 

Pembuatan Media 

Pembuatan media MRS agar 

dilakukan dengan cara 2,5 g MRSA 

dilarutkan dalam 100 mL akuades 

kemudian disterilkan dengan autoklaf dan 

tuang media steril ke cawan petri steril. 

Pembuatan media NA dilakukan dengan 

cara 2,8 gr dilarutkan dalam 100 mL 

akuades dan dipanaskan di atas hot plate. 

Kemudian disterilkan dengan autoklaf dan 

tuang media steril ke cawan petri steril.
19  

Pembuatan media MHA dilakukan dengan 

cara 38 g MHA dilarutkan dalam 1L 

akuades di erlenmeyer lalu didihkan di atas 

hot plate. Magnetic stirer dimasukkan 

untuk mempercepat pelarutan hingga 

larutan media berwarna kuning jernih. 

Erlenmeyer kemudian ditutup 

menggunakan alumunium foil dan 

disterilisasi dengan autoklaf dan tuang 

media steril ke cawan petri steril.
20

 

Identifikasi Bakteri 

Identifikasi bakteri dilakukan 

dengan uji pewarnaan Gram. Hasil 

pewarnaan ditetesi minyak emersi lalu 

diamati di bawah mikroskop pembesaran 

1000x. Bakteri Gram positif akan berwarna 

ungu dan bakteri Gram negatif akan 

berwarna merah.
18

 

Ekstraksi Bakteriosin 

Isolat L. acidophilus 10 ml 

diinokulasikan ke dalam media MRS broth 

400 ml dan diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 24 jam. Kekeruhan inokulum 

disamakan dengan larutan 0,5 Mc Farland 

sehingga konsentrasi L. acidophilus setara 

5x10
8
 CFU/ml. Kultur disentrifugasi 

dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 

4°C selama 15 menit. Penambahan NaOH 

1N untuk netralisasi pH filtrat hingga pH 

7. Filtrat dimurnikan dengan amonium 

sulfat yang dimasukkan sedikit demi 

sedikit dan dihomogenkan dengan strirer 

perlahan selama 2 jam pada suhu 4
o
C. 
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Filtrat disterilkan dengan filter bakteri 

berdiameter 0,45 μm ke dalam tabung 

steril untuk memperoleh supernatan 

antibakteri netral bebas sel. Ekstrak 

bakteriosin disimpan pada suhu 4°C.
11,21-26

 

Uji Sensitivitas Bakteriosin terhadap 

Enzim Proteolitik  

Enzim tripsin sebanyak 750 µL 

konsentrasi 1 mg/mL dilarutkan dalam 

dapar fosfat pH 7,6 untuk enzim tripsin. 

Kemudian ditambahkan supernatan 

bakteriosin sebanyak 250 µL dan 

diinkubasi selama 2 jam pada suhu 25
o
C. 

Filtrat disterilkan dengan filter Millipore 

berdiameter 0,22 µm ke dalam tabung 

steril. Sebanyak 20 µL supernatant 

antibakteri diteteskan pada kertas cakram 

steril berdiameter 6 mm. Kertas cakram 

diletakkan di atas media MHA yang 

mengandung bakteri indikator. Diameter 

zona hambat yang dihasilkan diukur 

dengan menggunakan jangka sorong 

setelah diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37
o
C.

11
 

Uji Aktivitas Antibakteri Bakteriosin 

Uji aktivitas bakteriosin terhadap 

(acidophillin dan nisin) dilakukan dengan 

metode difusi Agar. Supernatan 

bakteriosin yang sudah disterilkan dan 

diatur pH nya diteteskan pada cakram steril 

sebanyak 20 μL. Cakram bakteriosin 

diletakkan bersamaan dengan cakram 

kloramfenikol dan nisin, serta cakram 

akuades pada media MHA yang sudah 

ditanam S.typhi. Kemudian diinkubasikan 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Diameter 

zona hambat diukur menggunakan jangka 

sorong dalam satuan milimeter (mm). 

11,21,23
 Menurut Susanto dkk. hasil 

pengukuran zona hambat diinterpretasikan 

sebagai sangat kuat (diameter >20 mm), 

kuat (diameter 11-20 mm), sedang 

(diameter 6-10 mm), dan lemah (diameter 

< 5 mm).
21,27,28,29-32

 

Pengukuran zona hambat digunakan rumus 

sebagai berikut: 

 

 

Keterangan:  

dv: Diameter vertikal 

dh: Diameter horizontal 

dc: Diameter cakram 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Peremajaan Bakteri dan Reidentifikasi  

Bakteri L.acidophilus dilakukan 

reidentifikasi dan peremajaan terlebih 

dahulu untuk memastikan bakteri yang 

digunakan dalam penelitian adalah benar 

bakteri yang dimaksud dan dalam kondisi 

yang good condition dan good nutrition. 

Pertumbuhan Lactobacillus pada medium 

de Man Ragosa Sharpe Agar (MRSA) 

umumnya berukuran 2 sampai dengan 5 

mm. Koloni berwarna putih opak seperti 

susu dan berbentuk konveks.
12,33

 MRSA 

merupakan media yang spesifik untuk 

bakteri asam laktat. MRS Agar dan Broth 

direkomendasikan untuk isolasi dan kultur 

Diameter Zona Hambat=(dv+dh /2 )- dc 
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spesies Lactobacillus.
34-35

 Hasil kultur 

dilakukan pemeriksaan mikroskopis 

dengan pewarnaan Gram dan dilihat di 

bawah mikroskop dengan pembesaran 

1000x dengan penambahan minyak emersi. 

Hasil yang didapatkan adalah bakteri 

batang Gram positif (Gambar 1 dan 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1 Hasil peremajaan L. acidophilus di MRSA. 

 

 

Gambar 2 Pewarnaan Gram L. acidophilus. 

 

Bakteri Salmonella typhi 

ditumbuhkan di media TSA kemudian 

untuk reidentifikasi berikutnya dilakukan 

pewarnaan Gram. Dari hasil pewarnaan 

Gram didapatkan bakteri Gram negatif 

batang (Gambar 3). 

 

Gambar 3 Pewarnaan Gram S. typhi. 
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Uji Sensitivitas BakteriosinL. Acidophilus 

terhadap Enzim Tripsin 

Uji sensitivitas bakteriosin terhadap 

enzim tripsin pada Gambar 4 didapatkan 

hasil tidak ada zona hambat. Enzim tripsin 

termasuk ke dalam enzim proteolitik yang 

mampu menguraikan atau memecah 

molekul protein.
36

 Bakteriosin merupakan 

substansi protein aktif dengan berat 

molekul  kecil yang disintesis di ribosom.
12

 

Bakteriosin L. acidophilus memiliki 

sensitivitas terhadap enzim proteolitik 

seperti enzim tripsin, pepsin, dan 

papain.
10,23

 Berdasarkan hasil uji ini maka 

dapat disimpulkan bahwa ekstrak yang 

diambil dari bakteri L. acidophilus 

merupakan bakteriosin.  

 

 

Gambar  4 Uji sensitivitas bakteriosin terhadap enzim Tripsin. (a) Bakteriosin tidak     

memiliki zona hambat saat uji sensitivitas terhadap Tripsin. (b) Kloramfenikol sebagai kontrol 

positif dan (c) Akuades sebagai kontrol negatif. 

 

Kemudian dilakukan uji 

pendahuluan bakteriosin L.acidophilus  

terhadap Salmonella typhi  menggunakan 

disk kosong dan dilakukan kontak dengan 

bakteri uji selama 24 jam pada suhu 

inkubasi 37◦C pada kadar CO2 7,5%. Pada 

pembacaan hasil penelitian hari pertama 

didapatkan zona hambat pada pH2 dan 

suhu 40◦C dengan diameter 9,5 mm. Pada 

kontrol negatif tidak ada zona hambar 

sedangkan pada kontrol positif 1 

(kloramfenikol) ada zona hambat dengan 

diameter 28,00 mm, sedangkan kontrol 

positif 2 (nisin konsentrasi 100) didapatkan 

zona hambat dengan diameter 12,50 mm 

(Gambar 5 dan 6).  

 

a 

b c 
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Gambar 5 (a) Kontrol positif kloramfenikol dan (b) Kontrol negatif berupa akuades.  

 

 

Gambar 6 (a) Kontrol positif nisin, (b) Bakteriosin L.acidophilus  dan (c) Kontrol 

negatif berupa akuades.  

 

Menurut Susanto dkk. hasil 

pengukuran zona hambat dari bakteriosin 

L.acidophilus  pada penelitian ini 

diinterpretasikan memiliki daya aktivitas 

bakteri sedang karena berada diantara 

diameter 6-10mm, nisin memiliki daya 

aktivitas bakteri kuat sedangkan 

kloramfenikol masuk dalam kategori  

sangat kuat karena memiliki diameter zona 

hambar di atas 20mm.  

L. acidophilus dapat menghasilkan 

asam laktat, hidrogen peroksida dan 

bakteriosin. Bakteri ini memiliki sifat 

antagonis terhadap mikroorganisme 

perusak makanan seperti Staphylococcus 

aureus, Salmonella sp, dan Gram negatif. 

Bakteriosin L. acidophilus sebagai 

antimikroba dapat diaplikasikan sebagai 

biopreservatif dan produk susu fermentasi 

yang dapat menghambat bakteri patogen. 

Bakteriosin yang dihasilkan oleh L. 

acidophilus disebut lactatin, acidophilucin, 

acidocin, acidophilicin, dan acidophilin.
10

 

Ukuran dari bakteriosin L. acidophilus 

yaitu 2,5 sampai dengan 100 kDa.
29

  

a 

b 

b 

b 

a 

b

 

 
a 

 
a 

 
a 

c

 

 
a 

 
a 

 
a 

c

 

 
a 

 
a 

 
a 
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Bakteriosin L. acidophilus memiliki 

spektrum yang luas sehingga dapat 

menghambat bakteri Gram positif, Gram 

negatif, dan jamur.
23

 Bakteriosin L. 

acidophilus AA11 yaitu acidocin D20079 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

Gram negatif seperti Escherichia coli, 

Salmonella spp, Shigella spp.
10

  

L. acidophilus sebagai bakteri 

probiotik dapat melawan infeksi 

Salmonella thypimurium.
37 

L. acidophilus 

sebagai probiotik memiliki potensi untuk 

digunakan sebagai pengobatan pada infeksi 

gastrointestinal, intoleransi laktosa, 

menurunkan kolesterol, dan pencegahan 

diare.
21 

L.acidophilus aman dan tidak 

berbahaya bagi manusia jika ditambahkan 

dalam pangan karena statusnya sebagai 

Generally Recognized As Safe (GRAS) dari 

United States Food and Drug 

Administration (USFDA) yaitu 

mikroorganisme yang tidak berisiko 

terhadap kesehatan, bahkan beberapa jenis 

bakteri berguna bagi kesehatan.
38

  

 Bakteriosin merupakan salah satu 

substansi antimikroba yang dihasilkan oleh 

bakteri asam laktat.
13

 Bakteriosin bekerja 

dengan cara membentuk pori pada 

membran sel yang akan merusak 

permeabilitas membran sitoplasma target.
39

 

Hal ini dapat menyebabkan kebocoran 

metabolit dan menghilangkan gaya gerak 

proton atau Proton Motif Force (PMF). 

PMF adalah gradien elektrokimia 

membran sitoplasma yang mengatur 

sintesis Adenosine Triphosphate (ATP).  

Penurunan PMF akan menyebabkan 

kematian sel karena berhentinya 

pembentukan energi.
40

 Target utama 

bakteriosin adalah membran sitoplasma sel 

bakteri. Lipid membran sitoplasma yang 

bermuatan negatif merupakan reseptor 

utama bakteriosin dan berperan dalam 

pembentukan pori. Bakteriosin akan 

berikatan dengan membran sel target 

dengan cara interaksi elektrostatik.
41,42

 

KESIMPULAN 

Pada penelitian ini didapatkan 

bakteriosin L.acidophilus  memiliki daya 

aktivitas bakteri sedang walaupun 

kemampuan aktivitas bakterinya masih di 

bawah nisin ataupun klorampenikol. 
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