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ABSTRACT 

This study aimed to isolate LAB from the intestines of native chickens 

and to test the ability of LAB activity against pathogenic bacteria. 

Bacterial isolation was carried out by taking chicken intestines, then 

diluting up to 102. The results of the dilution were taken 1 ml to be 

inoculated into MRSA media using the pour plate technique, streak 

plate technique was used to obtain pure cultures and then incubated 

at 37˚C for 24 hours. LAB culture testing for pathogenic bacteria 

was carried out using MHA media containing Escherichia coli 

cultures, then incubation for 120 hours at 37˚C. Observation 

parameters included colony shape, colony color, number of LAB 

colonies, the diameter of the clear zone and LAB colonies. The 

results showed that the bacteria isolated from the intestines of native 

chickens were LAB which had around colony shape and were 

yellowish-white (beige)-milky white. The number of LAB colonies 

obtained was 3.7 x 105 CFU/ml with the best inhibitory ability of 

pathogenic bacteria found in USA 3 isolates (1.85 cm clear zone; 

0.90 cm colony size) after incubation for 120 hours. 

 

 

 

 

 

PENDAHULUAN 

Bakteri asam laktat (BAL) 

merupakan anggota mikroba yang 

populasinya ditemukan di dalam usus 

ayam, tanaman, dan kotoran yang 

memainkan peran penting dalam menjaga 

keseimbangan ekologis antara berbagai 

spesies mikroorganisme (Messaoudi et al.,  

 

2011). Peranan BAL sampai saat ini masih 

terus dikembangkan karena memiliki 

manfaat yang begitu banyak, misalnya di 

industri fermentasi makanan, produk–

produk fermentasi susu sampai pada 

penggunaan BAL untuk pakan (Chim–

anage et al., 2008; Bintsis 2018; Colombo 
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et al., 2018). Selain itu, mikroorganisme ini 

dapat meningkatkan pencernaan laktosa, 

merangsang sistem kekebalan tubuh dan 

mengobati penyakit diare, diabetes, 

menurunkan kolestrol dan lain–lain (Ashraf 

& Shah, 2014; Mathur et al., 2020). 

Secara alamiah BAL berada di dalam 

usus unggas, akan tetapi keberadaanya 

relatif tidak stabil karena dipengaruhi oleh 

kondisi lingkungan dan pakan. Madigan et 

al., (2009) menjelaskan bahwa kelompok 

bakteri asam laktat merupakan mikroflora 

normal dalam saluran pencernaan ayam 

terutama yang hidup dalam usus halus dan 

usus besar. BAL di dalam usus dapat 

menghasilkan berbagai senyawa seperti 

asam organik, diasetil, hidrogen peroksida, 

dan bakteriosin atau protein bakterisida 

selama fermentasi laktat (Musikasang et al., 

2009). Kemampuan BAL menghasilkan 

senyawa–senyawa tersebut, menjadikan 

mikroorganisme ini dimanfaatkan sebagai 

probiotik. Kinerja mikroba probiotika 

umumnya mengeluarkan senyawa toksin 

yang dapat mereduksi atau menghambat 

perkembangan mikroba–mikroba patogen 

dalam organ pencernaan termasuk pada 

saluran pencernaan ayam Kampung.  

Ayam Kampung merupakan ayam 

lokal yang terus dikembangkan melalui 

produksi daging dan telur. Akan tetapi, 

kemampuan produktivitas ayam Kampung 

belum optimal karena kualitas pakan yang 

masih tergolong rendah (Permana et al., 

2014). Lisnahan et al., (2018) juga 

menyatakan bahwa reproduktivitas dan 

produktivitas ayam Kampung sangat 

ditentukan oleh komposisi pakan. Kendala 

tersebut dapat diatasi dengan meningkatkan 

sistem pemeliharaan ayam secara intensif 

melalui pemberian pakan yang 

memperhatikan keseimbangan antara 

makro dan mikro nutrien, sehingga dengan 

bertambahnya asupan nutrien dari pakan 

dapat mempengaruhi pertumbuhan ayam 

Kampung. Selain itu, dengan pemberian 

pakan yang berkualitas diharapkan dapat 

meningkatkan kekebalan tubuh ayam 

terhadap penyakit melalui aktivitas mikroba 

probiotik (Ahmad, 2006).  

 

METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Bahan yang digunakan adalah usus 

ayam Kampung, media de Man Rogose and 

Sharpe Agar (MRSA), media Nutrient 

Broth (NB), media Muller Hilton Agar 

(MHA), cotton bud swab steril, HCl, 

aquades, alkohol 70%, kertas label dan tisu. 

Alat yang digunakan yaitu cawan petri, 

tabung reaksi, erlenmeyer, jarum ose, 

bunsen, pipet mikro 1000 µL, gelas ukur, 

gunting, pinset, timbangan analitik, oven, 

autoclave, hotplate dan laminar air flow.  

Isolasi Bakteri BAL 

Ayam Kampung yang telah dipelihara 

secara intensif diambil sebagai sampel, 

kemudian dilakukan pembedahan. 
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Selanjutnya diambil bagian usus untuk 

dilakukan isolasi bakteri di laboratorium. 

Teknik isolasi bakteri yang digunakan yaitu 

metode tuang atau sebar (pour plate), 

metode ini adalah tahapan awal untuk 

menumbuhkan BAL di media MRSA 

(Amin et al., 2018).  

Isolasi BAL dilakukan dengan 

mengambil usus yang telah dipotong 

ukuran 1 cm, kemudian secara aseptik 

disuspensikan ke dalam larutan fisiologis 

(HCl). Selanjutnya untuk mendapatkan 

koloni bakteri yang terpisah, maka 

dilakukan pengenceran 100, 101 dan 102. 

Hasil pengenceran selanjutnya diambil 1 ml 

kemudian diinokulasikan ke dalam media 

MRSA dengan teknik pour plate dan 

diinkubasi 37˚C selama 48 jam. Koloni 

yang tumbuh diambil 1 ose untuk 

diinokulasikan kembali ke media MRSA 

dengan teknik gores (streak plate), 

kemudian diinkubasi pada suhu 37˚C 

selama 24 jam sehingga didapatkan biakan 

murni (Chotiah & Damayanti, 2018; Putri 

& Kusdiyantini, 2018; Shazali et al., 2019).  

Perhitungan Koloni Bakteri BAL 

Total koloni bakteri dihitung dengan 

metode cawan agar (Sari et al., 2013). 

Sebanyak 1 gr usus ayam diinokulasikan ke 

dalam 100 ml NB, kemudian dinkubasi 

selama 24 jam. Dilakukan pengenceran 100, 

101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, selanjutnya 

disuspensikan ke dalam media MRSA dan 

diinkubasi selama 24 jam. Koloni BAL 

yang tumbuh di media MRSA dihitung 

dalam satuan Colony Formil Units per 

milliliter (CFU/ml). Koloni bakteri yang 

tumbuh dari pengenceran diambil antara 

30–300 koloni. Parameter pengamatan 

meliputi bentuk koloni, warna koloni dan 

jumlah koloni BAL.  

Pengujian Aktivitas BAL Terhadap 

Bakteri Patogen 

Media MHA dituang ke dalam 6 

cawan petri dan dibiarkan hingga media 

padat. Biakan bakteri patogen (E. coli) 

diambil menggunakan cotton bud swab 

steril, kemudian digores ke media MHA 

sampai memenuhi seluruh permukaan 

media. Selanjutnya diambil 1 ose biakan 

BAL, kemudian ditotol diatas permukaan 

media MHA yang permukaannya terdapat 

E.coli, diinkubasi selama 120 jam pada 

suhu 37˚C. Diameter zona bening yang 

terbentuk dan koloni bakteri diukur dengan 

menggunakan penggaris atau mistar 

(Sumual et al., 2019).  

Analisis Data 

Data hasil penelitian yang diperoleh 

dianalisis secara deskriptif yaitu dengan 

menvisualisasikan data menggunakan 

grafik, tabel dan gambar. Besarnya 

kamampuan aktifitas BAL menghambat 

bakteri patogen dilakukan dengan 

mengukur diameter zona bening dan koloni. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pada umumnya ayam Kampung yang 

dipelihara terdiri atas tiga cara yaitu, 

tradisional atau ekstensif, semi-intensif dan 

intensif. Pemeliharaan secara ekstensif 

membutuhkan pekarangan luas agar ayam 

Kampung dapat mencari makan sendiri atau 

dibiarkan hidup bebas secara alami, 

berkembang biak (mengerami telur) dan 

saat petang bertengger di atas pohon 

(Henuk & Bakti, 2018). Sistem semi-

intensif merupakan model pemeliharaan 

dengan membuat kandang terbuka, 

pemberian pakan dan minum secara teratur 

tetapi pemberian vaksin ataupun obat bukan 

hal yang rutin dilakukan (Muladno, 2008). 

Selanjutnya sistem pemeliharaan secara 

intensif merupakan pemeliharaan yang 

dilakukan secara profesional dengan 

membuat kandang khusus atau tertutup dan 

sangat memperhatikan kebersihan kandang, 

kualitas sanitasi, keseimbangan nutrisi 

pakan serta pemberian vaksin dan obat-

obatan (Suprayogi et al., 2018; Ismoyowati 

& Setianto, 2021).  

Ayam Kampung yang dipelihara di 

pekarangan cenderung memiliki adaptasi 

yang lebih tinggi terhadap tekanan 

lingkungan misalnya penyakit menular 

berbeda dengan ayam yang dipelihara 

secara intensif untuk memeliharanya agar 

terhindar dari penyakit maka biasanya 

diberikan tambahan antimikroba dalam 

pakan dan air (Hedman et al., 2020). 

Walaupun pemeliharaan secara ekstensif 

memberikan keuntungan dari segi biaya 

pemeliharaan yang lebih murah tetapi tidak 

memberikan keuntungan dari segi produksi. 

Berbeda dengan ayam Kampung yang 

dipelihara secara intensif pertumbuhannya 

lebih tinggi dengan masa pemeliharaan 

relatif lebih singkat (Suprayogi et al., 

2018), produksi telur lebih meningkat, 

kematian anak ayam (teknik pisah induk) 

lebih rendah dan bobot ayam bertambah 

(Wati, 2007).  

Isolasi bakteri yang dilakukan melalui 

beberapa tahapan yaitu menginokulasikan 

usus ayam ke dalam larutan fisiologis, 

pengenceran sampai 107 dan penanaman 

suspensi bakteri ke media MRSA sampai 

didapatkan biakan bakteri murni. Tujuan 

dilakukannya isolasi mikroba yaitu untuk 

mendapatkan kultur murni mikroba yang 

diinginkan tanpa kontaminasi mikroba 

lainnya (Sumarsih et al., 2012). Kultur 

murni mikroba didapatkan sampai 

terbentuknya koloni tunggal atau 

tumbuhnya secara terpisah (Putri & 

Kusdiyantini, 2018). Pemurnian kultur 

didapatkan apabila dilakukan inokulasi ke 

media secara berulang atau digunakan 

media spesifik yang dapat menumbuhkan 

mikroba target. Media MRSA merupakan 

media spesifik yang memiliki senyawa 

khusus dan biasanya tidak ditemukan 

dimedia kultur lainnya sehingga dapat 

menumbuhkan BAL (de Mesquita et al., 
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2017). Oleh karena itu penelitian ini 

digunakan media MRSA untuk 

mendapatkan bakteri target (BAL) sampai 

pada pembuatan kultur stok.  

Hasil penelitian menunjukkan, isolat 

bakteri yang diperoleh memiliki 

penampakan secara makroskopis yaitu 

koloni berbentuk bulat dan berwarna putih 

kekuningan (krem)-putih susu (Gambar 1). 

Bentuk koloni BAL telah banyak 

dilaporkan oleh peneliti bahwa morfologi 

koloninya bulat, berwarna putih hingga 

kekuningan dan memiliki tepian halus 

berwarna bening (Chandra et al., 2007; 

Nurbaiti et al., 2016; Kurnia et al., 2020). 

Gambar 1 menunjukkan 

pertumbuhan koloni BAL setelah dilakukan 

inkubasi selama 24 jam, dihasilkan jumlah 

koloni yang berbeda setiap pengenceran. 

Diperoleh cawan petri ke-1 yaitu  

pengenceran 100 memiliki koloni BAL 

sejumlah 801, cawan petri ke-2 (101), 

cawan petri ke-3 (102), cawan petri ke-4 

(103), cawan petri ke-5 (104), cawan petri 

ke-6 (105), cawan petri ke-7 (106), cawan 

petri ke-8 (107) secara berturut–turut 

diperoleh sejumlah 693, 483, 132, 61, 29, 

16 dan 13 koloni. Perhitungan total bakteri 

diambil antara 30-300 koloni, sehingga 

yang berada kisaran jumlah koloni tersebut 

terdapat pada pengenceran 103 dan 104. 

Hasil akhir perhitungan total koloni BAL 

yang diisolasi dari usus ayam Kampung 

diperoleh 3,7 x 105 CFU/ml (Tabel 1). 

Hasil penelitian ini sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan Widodo et al., 

(2015) bahwa jumlah koloni BAL yang 

disiolasi dari usus halus ayam broiler 

sejumlah 3,0 x 105 CFU/ml.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Koloni bakteri asam laktat pada media MRSA: a) pengenceran 100, b) pengenceran 101, c) 

pengenceran 102, d) pengenceran 103, e) pengenceran 104, f) pengenceran 105, g) 

pengenceran 106 dan h) pengenceran 107.  

a b c 

g
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h
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Trisna dan Wahud (2012) 

menyatakan bahwa bakteri yang berasal 

dari saluran pencernaan ayam merupakan 

jenis bakteri asam laktat. Namun, 

keberadaan BAL di dalam saluran 

pencernaan seringkali tidak seimbang 

diakibatkan pengaruh faktor eksternal 

(lingkungan) misalnya temperatur, 

kelembapan, pemberian probiotik dan 

perubahan pakan, selain itu dipengaruhi 

juga kondisi internal misalnya umur ayam 

dan respon imunitas (Barrow, 1992; Astuti, 

2015). 

 

Tabel 1. Jumlah koloni BAL dari sampel usus ayam 

Sampel 
Jumlah koloni pada pengenceran 

CFU/ml 
102 103 104 105 

Usus ayam 

Kampung 

TBUD 132 61 TSUD 3,7 x 105 

Ket:  

TBUD : Terlalu Banyak Untuk Dihitung (>300 CFU/ml) 

TSUD : Terlalu Sedikit Untuk Dihitung (<30 CFU/ml) 

 

Kultur biakan murni BAL diperoleh 6 

isolat yaitu USA 2, USA 3, USA 4, USA 5, 

USA 6 dan USR 1. Isolat yang diperoleh 

kemudian digunakan untuk pengujian daya 

hambat terhadap bakteri patogen. Pengujian 

daya hambat terhadap bakteri patogen 

dilakukan untuk melihat efektivitas BAL 

dalam mempertahankan mikroflora normal 

usus (Fuller, 1992). Bakteri patogen yang 

digunakan pada penelitian ini yaitu E. coli. 

Penelitian sebelumnya telah banyak 

melaporkan bahwa bakteri E. coli 

merupakan golongan bakteri gram negatif 

yang sifatnya lebih sensitif terhadap 

aktivitas senyawa BAL (Datta et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 2. Uji patogen BAL yang menunjukkan terbentuknya zona bening: a) isolat USA 2, b) isolat 

USA 3, c) isolat USA 4, d) isolat USA 5, e) isolat USA 6 dan f) isolat USR 1.  

c 

f 

b 

d e 

a 
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Kemampuan isolat BAL memiliki 

daya hambat terhadap bakteri patogen 

berbeda-beda, isolat USA 2 setelah 

inkubasi selama 24 jam-120 jam tidak 

terbentuk zona bening dan BAL yang ada 

pada media menjadi kering. Isolat USA 3 

memiliki kemampuan daya hambat yang 

paling baik, terlihat pada Gambar 2 bahwa 

isolat USA 3 memiliki zona bening yang 

paling luas. Isolat USA 4 dan isolat USR 1 

tidak berbeda dengan isolat USA 2 yaitu 

tidak terbentuk zona bening dan inokulum 

BAL tidak tumbuh, sedangkan media MHA 

yang terdapat isolat USA 5 dan USA 6 

terbentuk zona bening disekeliling koloni.  

Saluran pencernaan sangat rentan 

dipengaruhi oleh bakteri patogen, sehingga 

keberadaannya dapat ditekan dengan 

mempertahankan jumlah BAL (Widodo et 

al, 2015). Penelitian dilakukan pengujian  

 

aktivitas BAL sebagai antimikroba dalam 

melawan bakteri yang sifatnya patogen 

(Sari et al., 2013). Proses inkubasi 

dilakukan selama 24, 48, 72, 96 dan 120 

jam untuk melihat kemampuan aktivitas 

BAL terhadap bakteri patogen. Hasil 

pengujian aktivitas BAL menunjukkan 

terbentuknya zona bening setelah dilakukan 

inkubasi selama 24 jam, isolat USA 3, USA 

5 dan USA 6 (Gambar 3). Tidak semua 

isolat menunjukkan kemampuan yang 

sama, seperti isolat USA 2, USA 4 dan 

USR 1 tidak terbentuknya zona bening 

sampai inkubasi 120 jam. Zona bening 

yang terbentuk merupakan kalsium laktat 

yang diproduksi oleh BAL. Terbentuknya 

zona bening berbeda-beda tiap isolat karena 

tergantung dari aktivitas bakteri dalam 

memanfaatkan nutrien media dan 

konsentrasi bakteriosin yang terbentuk 

(Ramadhon et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Grafik daya hambat dan ukuran koloni BAL yang terbentuk setelah inkubasi 24, 48, 72, 96 

dan 120 jam: a) isolat USA 2, USA 4, USR 1; b) isolat USA 3; c) isolat USA 5 dan d) 

isolat USA 6. 

a

 

b 
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Pertumbuhan koloni BAL juga 

mempengaruhi terbentuknya zona bening, 

dapat dilihat pada Gambar 3. Semakin 

meningkat pertumbuhan koloni, maka zona 

bening yang terbentuk akan semakin luas. 

Koloni USA 3 (Gambar 3b) memiliki 

ukuran isolat yang paling besar yaitu 0,90 

cm setelah 120 jam inkubasi, selanjutnya 

isolat USA 5 yaitu 0,35 cm (Gambar 3c) 

dan isolat USA 6 ukuran koloninya 0,25 cm 

(Gambar 3d). Berbeda dengan isolat USA 

2, USA 4 dan USR 1 yaitu bakteri BAL 

yang diinokulasikan tidak tumbuh di media 

MHA (Gambar 3a).  

Aktivitas BAL yang mengeluarkan 

senyawa bakteriosin terhadap bakteri 

patogen, dipengaruhi juga struktur dinding 

sel bakteri patogen yang digunakan. 

Golongan bakteri gram negatif memiliki 

struktur lapisan peptidoglikan yang lebih 

tipis dan memiliki lipid yang lebih banyak 

dibandingkan golongan bakteri gram 

positif. Kandungan lipid yang lebih banyak 

ini akan menyebabkan bakteri patogen 

lebih sensitif terhadap bakteriosin sehingga 

BAL dengan mudah masuk ke dalam sel 

bakteri patogen (Prescott et al., 2002; 

Rahmah et al., 2017).  

Mikroflora di dalam usus ayam 

sangat berperan penting dalam 

menghasilkan enzim yang membantu 

proses pencernaan. Kemampuan enzim ini 

dapat memecah serat kasar yang yang 

sangat sulit dicerna dalam saluran 

pencernaan unggas. Hal yang sama 

dilaporkan oleh Yeh et al., (2018) 

menyatakan bahwa mikroflora dapat 

mengubah senyawa menjadi komponen 

yang lebih efektif seperti senyawa yang 

mengandung nitrogen, asam amino, peptida 

atau asam lemak selama proses fermentasi. 

 

SIMPULAN 

Berdasarkan pembahasan diatas, 

maka dapat disimpulkan bahwa isolasi 

BAL dari sampel usus ayam Kampung 

diperoleh BAL yang memiliki bentuk 

koloni bulat dan berwarna putih 

kekuningan (kream)–putih susu, jumlah 

koloni 3,7 x 105 CFU/ml dan memiliki 

kemampuan daya hambat bakteri patogen.  
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