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Abstrak. Shigella dysenteriae merupakan bakteri patogen penyebab shigellosis pada manusia
dengan tingkat prevalensi tinggi. S. dysenterize mengalami peningkatan resistensi sehingga
diperlukan senyawa antibakteri baru. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan
keefektifan filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis dan konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler yang optimal dari B. subtilis dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae
secara in vitro. Uji antibakteri filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis terhadap S. dysenteriae
menerapkan metode difusi sumuran dengan perlakuan konsentrasi filtrat B. subtilis yang
terdiri atas konsentrasi 100%, 90%, 80%, dan 70%, kontrol positif (Ampicilin 0,02%), dan
kontrol negatif (Nutrient Broth) dengan 4 pengulangan. Filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis
dipanen dengan sentrifugasi dan difiltrasi dengan mikrofilter 0,22pm. Analisis data diameter
zona penghambatan menggunakan Uji Kruskall Wallis dengan post hoc Bonferroni.
Berdasarkan uji Kruskall-Wallis (0,01 < 0,05) konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis
efektif dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae. Semakin tinggi konsentrasi filtrat B.
subtilis maka semakin tinggi daya hambat pertumbuhan terhadap S. dysenteriae. Konsentrasi
optimal filtrat B. subtilis berdasarkan post hoc Bonferroni yaitu 80% (4,25 + 0,96 mm), 90% (5,00 +
1,23 mm), dan 100% (9,88 + 3,45 mm). Konsentrasi filtrat B. subtilis efektif dalam menghambat
pertumbuhan S. dysenteriae secara in vitro sehingga berpotensi digunakan sebagai obat untuk
mengatasi penyakit shigellosis.
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Abstract. Shigella dysenteriae is pathogenic bacteria that cause shigellosis with a high prevalence rate.
S. dysenteriae has increased resistance, so new antibacterial compounds are needed. The research goals
were to describe the effectiveness of the B. subtilis’s extracellular metabolite filtrate and the optimal
concentration of B. subtilis’s filtrate, which causes inhibition of S. dysenteriae’s growth in vitro. The
antibacterial test for B. subtilis’s filtrate against S. dysenteriae applied the microwell diffusion with B.
subtilis’s filtrate concentration of 100%, 90%, 80%, and 70%, positive control (Ampicillin 0.02%), and
negative control (Nutrient Broth) with four repetitions. The B. subtilis’s filtrate was harvested by
centrifugation and filtered with a 0.22um microfilter. The Kruskal-Wallis test was used to analyze the
data of inhibition zone diameter with the posthoc Bonferroni Test. Based on the Kruskal-Wallis test
(0.01<0.05), the B. subtilis’s extracellular metabolite filtrate concentration is effective to inhibit S.
dysenteriae’s growth. The higher the B. subtilis’s filtrate concentration, the higher the inhibition of S.
dysenteriae’s growth. The optimal concentration of B. subtilis’s filtrate based on Bonferroni's post hoc
was 80% (4.25 = 0.96 mm), 90% (5.00 = 1.23 mm), and 100% (9.88 + 3.45 mm). The concentration of
B. subtilis’s filtrate is effective in inhibiting S. dysenteriae’s growth in vitro, so it is potentially used as a
drug to treat shigellosis.

Kata kunci: Antibacterial; Bacillus subtilis; Shigella dysenteriae; Inhibition Zone

PENDAHULUAN

Infeksi merupakan salah satu penyakit dengan persentase mortalitas tertinggi di Indonesia
(Muhaimin dkk., 2003). Penyakit infeksi disebabkan oleh bakteri, virus, dan jamur (Mutsaqof dkk.,
2015). Salah satu penyakit infeksi yang umum terjadi dan menyebabkan persentase mortalitas pada
anak-anak tinggi selain pneuomonia dan malaria yaitu diare (WHO, 2016). Diare adalah suatu kondisi
tidak normalnya feses yang dieksresikan dengan frekuensi diatas normal dalam sehari dimana
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konsistensi feses lunak bahkan berair (Departemen Kesehatan RI, 2011). Penyakit diare di Indonesia
merupakan masalah kesehatan yang sangat beresiko karena tingginya persentase morbiditas dan
mortalitas. Berdasarkan riset Subdit Diare, Departemen Kesehatan pada tahun 2003-2010 terjadi
peningkatan jumlah penduduk yang mengalami diare yaitu dari 301 penduduk menjadi 411
penduduk dari 1000 total penduduk (Balitbang Kementerian Kesehatan RI, 2013). Sebanyak 1213
orang menderita diare di 11 provinsi, 18 kabupaten/kota yang terjadi pada tahun 2017 (Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia, 2016).

Penyakit diare salah satunya shigellosis atau disentri basiler disebabkan oleh Shigella
dysenteriae (Centers Disease Control and Prevention, 2016). Disentri merupakan penyakit dengan
gejala seperti diare namun juga terjadi pendarahan, terdapat sputum dalam feses, adanya rasa perih
saat feses dikeluarkan, dan disertai dengan demam (IDAI, 2013). Menurut Hosseini ef al. (2007) dan
Bangkele dkk. (2015) kasus disentri terjadi pada 165 juta jiwa di seluruh dunia dan setiap tahunnya
sekitar 11 juta jiwa meninggal dunia, sedangkan di Indonesia sekitar 29% kematian terjadi karena
kasus disentri dengan korban yang didominasi dari kelompok balita dengan rentang usia 1-4 tahun.

Pemberian antibiotik digunakan untuk mengatasi penyakit infeksi oleh mikroorganisme
patogen. Namun bakteri akan resisten terhadap antibiotik apabila antibiotik yang digunakan tidak
sesuai dosis (Abimbola, 2013). Di Indonesia penggunaan antibiotik sekitar 40-60% tidak sesuai dengan
dosis (Kementerian Kesehatan RI, 2011). S. dysenteriae mengalami resistensi terhadap antibiotik
Azilthromycin, Ciproflixacin, dan Cefriaxone (Rahman ef al., 2007). Resistensi terhadap antibiotik
terjadi karena adanya mutasi spontan yang dialami oleh bakteri karena paparan antibiotik dalam
jangka panjang (Najafi and Pezeshki, 2013). Karena tingginya kasus resistensi terhadap antibiotik
maka diperlukan senyawa antibakteri baru. Senyawa antibakteri dapat diperoleh dari tumbuhan,
hewan, maupun mikroorganisme terutama jamur dan bakteri (Supartono dkk., 2011).

Salah satu bakteri yang mampu memproduksi senyawa antibakteri yaitu Bacillus subtilis. B.
subtilis merupakan bakteri yang tidak bersifat patogen terhadap manusia sehingga aman untuk
digunakan sebagai probiotik dan untuk diteliti dalam taraf laboratorium (Allen et al., 2011). B. subtilis
ditemukan dan diisolasi di lingkungan baik pada tanah maupun perairan.

Genus Bacillus mampu menghasilkan senyawa antibakteri yaitu bakteriosin yang berpotensi
menyebabkan pertumbuhan mikroorganisme lain terhambat (Awais et al, 2010). Bakteriosin
merupakan senyawa peptida yang memiliki keuntungan vyaitu tidak bersifat toksik, dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain dan mudah terdegradasi oleh enzim proteolitik,
serta tidak berbahaya terhadap mikroflora di usus karena mudah dicerna oleh enzim pencernaan
(Jagadesswari et al., 2010). Jumlah bakteriosin yang dihasilkan oleh genus Bacillus yaitu sekitar 167
dan 66 diantaranya merupakan senyawa antibiotik yang berasal dari B. subtilis. Senyawa bakteriosin
yang dihasilkan oleh B. subtilis terdiri atas senyawa polymyxin, difficidin, subtilin, mycobacilin, dan
basitrasin (Awais et al., 2010).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Supartono dkk. (2011) B, subtilis BAC4 mampu
menghambat pertumbuhan Serratia marcescens ATCC 27117. B. subtilis bersifat antagonistik terhadap
bakteri Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, dan Staphylococus aureus (Das et al., 2014).
Berdasarkan penelitian Budianto dan Suprastyani (2017) B. subtilis mampu menghambat bakteri
Streptococcus iniae dan Pseudomonas florescens. Namun belum ditemukan penelitian terkait potensi B.
subtilis sebagai penghambat pertumbuhan bakteri terhadap bakteri S. dysenteriae.

Oleh sebab itu mendeskripsikan keefektifan konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B.
subtilis yang berbeda sebagai penghambat pertumbuhan S. dysenterize dan mendeskripsikan
konsentrasi optimal dari filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis yang menyebabkan pertumbuhan S.
dysenterie terhambat menjadi tujuan dari penelitian ini.

BAHAN DAN METODE

Pelaksanaan penelitian selama bulan September hingga November 2020 dilaksanakan di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Surabaya dengan bahan dan
alat yang terdiri atas suspensi bakteri Bacillus subtilis FNCC 0059 dan Shigella dysenteriae DKY 4
didapatkan dari Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada, akuades, antibiotik ampicilin, media
Nutrient Agar dan Nutrient Broth, larutan NaCl fisiologis 0,9%, alkohol 70%, neraca analitik, hot plate,
magnetic strirer, erlenmeyer, gelas beker, gelas ukur, tabung reaksi, cawan Petri, inkubator, penggaris,
cork borrer ukuran 0,5 cm, spuit 1 cc, spuit 10 cc, mikrofilter ukuran 0,22 pm merk Sartorius, jarum ose,
rotary shaker, centrifuge, dan vortex.
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S. dysenteriae sebanyak satu ose dibiakkan dalam erlenmeyer berisi 100 mL media Nutrient
Broth selama sehari dengan suhu pemeliharaan 37°C. Bakteri berumur 24 jam diambil 0,5 ml
dicampurkan dengan 4,5 mL larutan NaCl fisiologis 0,9% steril. Larutan selanjutnya divortex dan
diencerkan hingga kekeruhannya sebanding dengan standar Mc Farland 0,5 yang sebanding dengan
konsentrasi bakteri 1,5 x 108 CFU/ml (Dalyn Biologicals, 2014).

Pembiakan satu ose B. subtilis dalam 50 mL Nutrient Broth dilakukan menggunakan rotary
shaker berkecepatan 130 cycles/menit selama dua hari (48 jam) pada suhu ruang (37°C). Bakteri
kemudian dipanen dengan sentrifugasi selama 15 menit dalam kecepatan 12.000 rpm. Filtrasi dengan
mikrofilter ukuran 0,22 pm dilakukan untuk memperoleh filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis dan
penyimpanan dilakukan pada temperatur 6-8°C. Filtrat metabolit ekstraseluler diencerkan dengan
Nutrient Broth steril hingga mencapai konsentrasi yang ditentukan untuk pengujian aktivitas
antibakteri (Ansari et al., 2012; Budianto dan Suprastyani, 2017).

Uji Aktivitas Antibakteri Filtrat Metabolit Ekstraseluler B. subtilis terhadap S. dysenteriae.

Suspensi bakteri uji dituang ke cawan Petri sebanyak 1 ml kemudian tuangkan media Nutrient Agar
15 mL pada kondisi temperatur media + 65-75°C lalu homogenkan. Setelah media memadat
selanjutnya dibuat lubang dengan jarak tertentu menggunakan cork borrer ukuran 0,5 cm. Teteskan
filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis dengan masing-masing konsentrasi di setiap sumuran
sebanyak 0,1 ml, dan media Nutrient Broth sebagai kontrol negatif, serta kontrol positif dengan
antibiotik ampicilin (0,02%). Inkubasi media selama 2 hari dengan suhu pemeliharaan 37°C,
selanjutnya mengukur diameter daerah penghambatan menggunakan penggaris.
Rancangan Acak Lengkap digunakan untuk merancang variabel penelitian yang terdiri atas beberapa
level konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis yaitu 70%, 80%, 90%, 100%, kontrol negatif
dengan media Nutrient Broth, serta kontrol positif dengan ampicilin 0,02% dengan masing-masing
empat pengulangan. Data berupa rata-rata diameter zona penghambatan pertumbuhan dihitung dari
selisih diameter zona hambat dengan diameter sumuran seperti pada rumus berikut (Tuna, 2015).

(D1 - A) + (D2 — A)
b= 2

Keterangan:

D: rata-rata diameter zona penghambatan (cm)
D1: diameter horizontal zona jernih (cm)

D2: diameter vertikal zona jernih (cm)

A: diameter sumuran (cm)

Uji Kruskall Wallis dan analisis post hoc Bonferroni digunakan untuk menganalisis
signifikansi data hasil pengukuran diameter zona penghambatan.

HASIL

Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan efektivitas konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis sebagai penghambat pertumbuhan S. dysenteriae secara in vitro dengan
menerapkan metode difusi sumuran. Pada tabel 1. menunjukkan hasil diameter zona penghambatan
pertumbuhan S. dysenteriae.

Berdasarkan Tabel 1. diketahui bahwa setiap perlakuan konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis membentuk zona penghambatan di sekitar sumuran sehingga filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis berpotensi menghambat pertumbuhan S. dysenterige. Perlakuan kontrol positif
(Ampicilin 0,02%) membentuk rata-rata diameter zona penghambatan paling tinggi yaitu sekitar 27,33
t 0,50 mm, diikuti konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis 100% (9,88 + 3,45 mm), 90%
(5,00 £ 1,23 mm), 80% (4,25 £ 0,96 mm), dan 70% (2,75 + 0,50 mm). Sementara itu perlakuan kontrol
negatif dengan media Nutrient Broth pada setiap pengulangan tidak membentuk zona hambat.
Gambar 1. memvisualisasikan zona hambat pertumbuhan S. dysenterize oleh filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis dan antibiotik ampicilin.

Pengujian data dalam menentukan hasil normalitas menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov
(0,00) < (0,05) menunjukkan bahwa data diameter zona penghambatan pertumbuhan S. dysenteriae
tidak berdistribusi normal. Pengujian data dalam menentukan hasil homogenitas menggunakan uji
Levene menunjukkan bahwa data tidak homogen (0,003) < (0,05). Berdasarkan hasil pengujian
keduanya syarat uji Kruskal Wallis terpenuhi untuk analisis data diameter zona penghambatan
pertumbuhan S. dysenteriae.
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Berdasarkan hasil analisis Kruskal Wallis konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis
efektif dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae (0,001) < (0,05). Konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis yang berbeda menyebabkan aktivitas penghambatan pertumbuhan S.
dysenteriae yang berbeda. Analisis post hoc Bonferroni dilakukan karena data berpengaruh secara
signifikan.

Uji Bonferroni bertujuan untuk menjawab hipotesis kedua yaitu menentukan konsentrasi
filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis yang optimal dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae
dan untuk menentukan kelompok yang menyebabkan perbedaan bermakna pada zona hambat yang
dihasilkan. Analisis post hoc Bonferroni menunjukkan kelompok yang menyebabkan perbedaan
bermakna yaitu kelompok kontrol negatif dan kontrol positif (0,001 < 0,05), kelompok kontrol negatif
dan konsentrasi 100% (0,023 < 0,05), serta kelompok konsentrasi 70% dan kontrol positif (0,025 < 0,05).
Kelompok lainnya tidak menyebabkan perbedaan bermakna. Berdasarkan analisis post hoc Bonferroni
konsentrasi 80% (0,377>0,05), 90% (1,000>0,05), dan konsentrasi 100% (1,000>0,05) tidak ada beda
terhadap kontrol positif. Oleh sebab itu perlakuan konsentrasi 80%, 90%, dan 100% dapat
diasumsikan sebagai konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis optimal yang menyebabkan
penghambatan pertumbuhan S. dysenteriae.

Tabel 1. Aktivitas Antibakteri Metabolit Ekstraseluler B. subtilis terhadap S. dysenteriae secara in vitro.

Perlakuan Rerata Diameter Zona Hambat + SD (mm)

70% 2,75+ 0,50

80% 4,25 +0,96°

90% 5,00 +£1,23*

100% 9,88 + 3,45*
Kontrol positif

(Ampicilin 0,02%) 27,33 £0,50

Kontrol negatif 0,00 + 0,00

Keterangan: * menunjukkan kelompok yang tidak berbeda secara signifikan jika dibandingkan dengan kontrol
positif berdasarkan analisis post hoc Bonferroni.

Gambar 2. Diameter zona hambat uji aktivitas antibakteri dari filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis terhadap S.
dysenteriae: (a) zona hambeat filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis konsentrasi 70% terhadap S. dysenteriae; (b)
zona hambat filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis konsentrasi 80% terhadap S. dysenteriae; (c) zona hambat
filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis konsentrasi 90% terhadap S. dysenteriae; (d) zona hambat filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis konsentrasi 100% terhadap S. dysenteriae; (e) zona penghambatan ampicilin terhadap S.
dysenteriae; (f) kontrol negatif.

PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan keefektifan konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler B. subtilis dalam menghambat pertumbuhan S. dysenterige. Berdasarkan analisis data
diketahui bahwa setiap perlakuan menunjukkan respon penghambatan dengan menghasilkan zona
penghambatan (clear zone). Area jernih yang terbebas dari pertumbuhan bakteri akibat pengaplikasian
filtrat yang mengandung senyawa bioaktif disebut sebagai zona penghambatan (Amalia dan
Trimulyono, 2018).
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Pengujian Kruskall Wallis menunjukkan konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis
efektif dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae (0,001) < (0,05). Konsentrasi filtrat metabolit
ekstraseluler Bacillus subtilis yang berbeda menyebabkan perbedaan efektivitas penghambatan
pertumbuhan S. dysenteriae secara in vitro. Hal ini terjadi karena pada filtrat metabolit ekstraseluler B.
subtilis mengandung senyawa bakteriosin yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme
lain (Jagadesswari et al., 2010).

Menurut Chavan and Rhiley (2007) bakteriosin akan menghambat pertumbuhan bakteri yang
reseptor permukaan selnya dikenali oleh senyawa tersebut. Reseptor utama tempat senyawa
bakteriosin berikatan dengan bakteri yaitu lipid karena lipid bersifat nonpolar sehingga memudahkan
masuknya senyawa bakteriosin yang bersifat nonpolar ke dalam sel bakteri (Kusumawati, 2016).
Lipid merupakan penyusun dinding sel bakteri gram negatif paling banyak yaitu sebesar 11-12%
dibandingkan kandungan peptidoglikan (Pelczar and Chan, 2005). S. dysenterize merupakan bakteri
gram negatif yang membran luarnya tersusun atas lipopolisakarida, fosfolipid, dan polisakarida
(Astuti dan Sasongko, 2014). Pada susunan lipopolisakarida dan peptidoglikan bakteri gram negatif
mengandung gugus COO- sehingga membran sel bakteri bermuatan negatif (Nurainy dkk., 2012).

Senyawa bakteriosin merupakan senyawa antimikroba yang bermuatan positif yang jika
berikatan dengan membran luar S. dysenterine yang bermuatan negatif akan menyebabkan
terbentuknya pori (Viogenta, 2010). Pori ini akan menyebabkan permeabilitas membran sel S.
dysenteriae terganggu sehingga molekul ekstraseluler dan molekul intraseluler dapat dengan mudah
keluar masuk sel. Hal tersebut akan menyebabkan kematian S. dysenteriae karena kerusakan membran
sel berpengaruh terhadap transportasi nutrisi bagi bakteri (Amanah dan Cornelli, 2017). Selain itu,
senyawa bakteriosin dapat menghambat pertumbuhan sel dengan cara menghilangkan proton motive
force. Hal ini menyebabkan pertumbuhan bakteri S. dysenteriaze terhambat karena proton motive force
berfungsi sebagai penghasil energi. Jika sel bakteri tidak memiliki profon motive force maka tidak akan
terbentuk protein dan ATP sehingga proses metabolisme tidak berlangsung dan sel akan mati
(Rahmah dkk., 2017).

Senyawa bakteriosin yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis antara lain sterptovidin, basitrasin,
surfaktin, fengisin, iturin A, polymyxin, colistin, circulin, difficidin, subtilin, subtilosin, dan
mycobacilin (Awais ef al., 2010). Senyawa subtilin akan menyebabkan kerusakan pada membran sel
bakteri. Membran sel yang rusak menyebabkan pengontrolan keluar masuknya komponen penting
sel dan komponen asing terganggu sehingga menyebabkan proses metabolisme bakteri terhambat
dan berakibat pada kematian sel (Lingga dkk., 2016). Selain itu, membran sel yang rusak akan
menganggu proses biosintesis enzim-enzim penting yang terlibat dalam proses metabolisme sel
sehingga proses metabolisme tidak terjadi dan sel mengalami kematian (Lingga dkk., 2016).

Adapun senyawa polymyxin yang memiliki prinsip kerja yaitu dengan mengganggu
keseimbangan ion yang menyebabkan pembengkakan sel karena meningkatnya transport ion ke
dalam sel dan tidak diimbangi dengan keluarnya ion. Hal ini akan menyebabkan sel mengalami lisis
(Meles dkk., 2011). Senyawa lain yang juga menyebabkan kerusakan pada membran sel bakteri yaitu
senyawa surfaktin. Senyawa surfaktin menyebabkan penurunan tegangan permukaan membran yang
berakibat pada kerusakan membran sel sehingga komponen ekstraseluler dan komponen intraseluler
keluar masuk sel dengan mudah. Hal ini berakibat pada kematian sel bakteri (Yuliar, 2008).

Senyawa yang dihasilkan oleh B. subtilis yang menyebabkan sintesis dinding sel terhambat
yaitu basitrasin, sedangkan senyawa colistin menyebabkan terganggunya permeabilitas dinding sel.
Hal tersebut dapat meningkatkan resiko kebocoran membran plasma sehingga metabolisme tidak
berlangsung karena komponen yang diperlukan keluar dari sel (Leclere et al., 2006).

Senyawa circulin memiliki prinsip kerja yaitu dengan merusak komponen peptidoglikan
pada dinding sel. Hal ini menyebabkan sintesis dinding sel tidak terjadi secara utuh yang berakibat
pada kerusakan membran sitoplasma (Kim et al., 2011). Membran sitoplasma berperan dalam menjaga
integritas komponen sel dan mengatur transportasi senyawa atau bahan tertentu. Kerusakan
membran sitoplasma akan menyebabkan kematian pada sel bakteri (Lingga dkk., 2016).

Kontrol positif dengan ampicilin (0,02%) menghasilkan diameter penghambatan paling besar,
sebaliknya pada kontrol negatif dengan Nutrient Broth tidak terbentuk zona hambat. Hal ini karena
kerja enzim transpeptidase pada bakteri S. dysenterize yang fungsinya membentuk peptidoglikan
dinding sel dihambat oleh ampicilin (Radji, 2016).

Menurut Peach et al. (2013) mekanisme kerja ampicilin yaitu dengan mengikat satu atau lebih
protein binding penisilin yang menyebabkan kerja transpeptidase terhambat sehingga sintesis dinding
sel terhambat dan sel akan lisis. Tekanan osmosis yang berbeda akibat penghambatan sintesis dinding
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sel akan menyebabkan kematian sel (Suheri dkk., 2015). Kontrol negatif dengan Nutrient Broth tidak
menghasilkan zona penghambatan pertumbuhan S. dysenteriae. Kontrol negatif menggunakan media
Nutrient Broth bertujuan untuk memastikan bahwa penghambatan tidak terjadi karena media,
melainkan karena filtrat metabolit ekstraseluler. Oleh sebab itu, penambahan Nutrient Broth pada
filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis tidak mempengaruhi terbentuknya zona penghambatan
pertumbuhan S. dysenteriae.

Berdasarkan analisis post hoc Bonferroni filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis konsentrasi
80%, 90%, dan 100% tidak berbeda secara signifikan dengan kontrol positif. Oleh karena itu terdapat
konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler yang optimal dalam menghambat pertumbuhan S.
dysenteriae yaitu konsentrasi 80%, 90%, dan 100%. Menurut Chairunnisa (2019) terdapat empat
kategori potensi antibakteri yang didasarkan pada diameter zona penghambatan yang terbentuk,
antara lain kategori lemah (< 5mm), kategori sedang jika diameter berkisar antara 5 hingga 10 mm,
diameter penghambatan berkisar 10 hingga 20 mm termasuk kategori kuat, dan apabila diameter
lebih dari 20 mm maka aktivitas penghambatannya sangat kuat. Berdasarkan kategori tersebut
konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis 70% dan 80% termasuk dalam kategori lemah.
Pada konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler 90% dan 100% menghasilkan diameter zona hambat
yang termasuk kategori sedang,.

Konsentrasi optimal yaitu 80%, 90%, dan 100% tidak masuk dalam kategori kuat karena di
dalam filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis masih terdapat senyawa bioaktif kompleks sehingga
daya kerja senyawa tidak optimal (Rinawati, 2011). Filtrat yang masih mengandung berbagai jenis
senyawa bioaktif akan memberikan respon penghambatan pertumbuhan yang berbeda-beda sehingga
menyebabkan senyawa-senyawa bioaktif bekerja tidak sinergis (Miksusanti dan Marfinda., 2011).
Selain itu, masuknya senyawa antibakteri tertentu akan dicegah oleh membran sel yang fungsinya
sebagai penghalang (Fong ef al., 2016). Membran luar bakteri gram negatif dapat berfungsi sebagai
penghalang karena mengandung lipid tinggi dan permeabilitas tinggi dengan ketebalan membran
>80 nm (Dwiyanti dkk., 2014). Bakteri gram negatif juga mengandung fosfatidiletanolamin yang
diduga menyebabkan penurunan sensitivitas bakteri terhadap senyawa antibakteri sehingga
konsentrasi tersebut tidak masuk ke dalam kategori kuat aktivitas penghambatan (Ratnasari, 2017).

Faktor-faktor yang diduga mempengaruhi potensi penghambatan termasuk ke dalam
kategori sedang antara lain sifat media, kecepatan difusi senyawa, jumlah bakteri inokulan, kecepatan
pertumbuhan bakteri, dan konsentrasi senyawa antibakteri (Iriano, 2008). Selain itu, aktivitas
penghambatan juga dipengaruhi oleh faktor jumlah senyawa bioaktif yang diinokulasikan ke dalam
media, kelarutan senyawa bioaktif, dan keefektifan senyawa tersebut (Madigan et al., 2003).
Berdasarkan penelitian Budianto dan Suprastyani (2017) B. subtilis mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus iniae dengan diameter penghambatan berkisar 7 mm-8 mm dan
bakteri Pseudomonas fluorescens dengan diameter penghambatan yang berkisar 6 mm-9 mm.

Menurut Noorhamdani dkk. (2012) semakin tinggi konsentrasi filtrat B. subtilis menunjukkan
bahwa jumlah senyawa antibakteri yang terkandung juga semakin banyak sehingga efektivitas
penghambatannya akan semakin baik. Proses masuknya senyawa antibakteri akan semakin mudah
jika senyawa antibakteri yang terkandung dalam filtrat berjumlah banyak (Maleki et al., 2008). Hal
tersebut menyebabkan zona jernih yang terbentuk semakin besar seiring dengan meningkatnya
kandungan senyawa antibakteri dalam ekstrak (Dewi, 2010). Oleh sebab itu semakin tinggi
konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis maka semakin meningkat efektivitas
penghambatan pertumbuhan Shigella dysenteriae.

SIMPULAN

Simpulan penelitian ini yaitu konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis efektif dalam
menghambat pertumbuhan S. dysenteriae secara in vitro. Konsentrasi filtrat metabolit ekstraseluler B.
subtilis yang berbeda menyebabkan penghambatan yang berbeda. Terdapat konsentrasi filtrat
metabolit ekstraseluler B. subtilis yang optimal dalam menghambat pertumbuhan S. dysenteriae yaitu
konsentrasi 80%, 90%, dan 100%. Oleh sebab itu filtrat metabolit ekstraseluler B. subtilis berpotensi
digunakan sebagai obat untuk mengatasi penyakit shigellosis atau disentri basiler.
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