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ABSTRACT

Garlic contains antibacterial compounds that are heat-sensitive. The ultrasonic bath method can
reduce extraction time and oxidative degradation during aqueous garlic extraction, enhancing its
antibacterial properties. Salmonella Typhimurium, a common bacterial contaminant in chicken, can cause
salmonellosis in humans by expressing specific virulence genes. This study examined the reduction in the
expression of S. Typhimurium virulence genes (stm, invA, stn, and pefA) after exposure to aqueous garlic
extract. Freeze-dried garlic was dissolved in several concentrations (5, 10, 20, 40, and 80 mg/mL distilled
water) and sonicated using an ultrasonic bath for 5, 10, and 20 min. Total phenolic content of each extract
was measured, and the minimum bactericidal, minimum inhibitory, and sub-inhibitory concentrations against
S. Typhimurium were also determined. Virulence gene expression was measured by reverse transcription
g-PCR. The extract prepared at 80 mg/mL for 20 min showed a higher phenolic content (366.57 mg GAE/100
g) and inhibition zone (19 mm). MBC, MIC, and SIC concentrations were 80, 40, and 20 mg/mL. S.
Typhimurium exposed by MIC and SIC for 2 h reduced the number (1.39 and 1.22 log reduction CFU/mL)
and down-regulated the expression genes (stm, invA, stn, and pefA). The higher reduction of expression
genes was observed for invA (0.98 and 0.75 log reduction) relative to the 16s rRNA housekeeping gene.
These results suggest that the aqueous garlic extracts reduce the bacterial count and the virulence of S.
Typhimurium.
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ABSTRAK

Bawang putih mengandung senyawa antibakteri yang sensitif terhadap panas. Metode ekstraksi
ultrasonic bath dapat mengurangi waktu ekstraksi dan degradasi oksidatif selama ektraksi bawang putih,
sehingga meningkatkan sifat antibakterinya. S. Typhimurium, bakteri kontaminan pada ayam, dapat
menyebabkan salmonellosis pada manusia karena keberadaan gen virulensi. Tujuan dari penelitian ini
adalah menganalisis penurunan ekspresi gen virulensi (stm, invA, stn, dan pefA) pada S. Typhimurium
setelah terpapar ekstrak air bawang putih. Bawang putih kering-beku dilarutkan (5, 10, 20, 40, dan 80 mg/mL
air distilasi) dan disonikasi selama 5, 10, dan 20 menit. Kandungan total fenolik setiap ekstrak diukur dan
konsentrasi minimum bakterisidal (MBC), penghambatan minimum (MIC), dan sub-penghambatan minimum
(SIC) terhadap S. Typhimurium juga ditentukan. Ekspresi gen virulensi diukur dengan reverse transcription
g-PCR. Ekstrak 80 mg/mL yang diultrasonikasi selama 20 menit menunjukkan kandungan fenolik yang lebih
tinggi (366,57 mg GAE/100 g) dan zona inhibisi (19 mm). Konsentrasi MBC, MIC, dan SIC adalah sebesar
80, 40 dan 20 mg/mL. S. Typhimurium yang dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC selama 2 jam menurunkan
jumlah bakteri (1,39 dan 1,22 log CFU/mL dan ekspresi gen virulensi (stm, invA, stn, dan pefA). Penurunan
tertinggi terjadi pada invA (0,98 dan 0,75 log) setelah dibandingkan dengan gen housekeeping 16s rRNA.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak air bawang putih menurunkan jumlah bakteri dan virulensi
S. Typhimurium.

Kata kunci: antibakteri, bawang putih, gen virulensi, S. Typhimurium, ultrasonikasi
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PENDAHULUAN

Daging unggas, telur, seafood, sayur, dan buah
merupakan bahan pangan yang paling sering men-
jadi perantara infeksi bakteri dan 3,5% ayam broiler
segar terinfeksi Salmonella spp (Antunes et al.,
2016). Salmonellosis merupakan infeksi gastrointes-
tinal pada manusia yang paling sering ditemukan dan
bersumber dari hewan yang terinfeksi Salmonella
spp. Salmonella enterica adalah salah satu spesies
utama dari Salmonella spp. yang menjadi agen food-
borne iliness (KureljuSi¢ et al., 2021). Serotype dari
Salmonella enterica yang mengakibatkan salmonel-
losis dan banyak ditemukan pada manusia adalah
Salmonella enterica serovar Typhimurium, selan-
jutnya disebut S. Typhimurium, dengan prevalensi
penyebaran penyakit yang lebih luas dibanding jenis
Salmonella lainnya seperti S. Infantis, S. Stanley, dan
S. Thompson (Hugas dan Beloeil, 2014). Sifat pato-
genitas Salmonella telah dikaitkan dengan banyak-
nya gen virulensi pada kromosom Salmonella (SPI),
yang bertanggung jawab untuk mengodekan ber-
bagai gen virulensi, seperti stm (protein untuk fim-
brial), invA (protein untuk invasi), stn (protein untuk
produksi toksin), dan pefA (protein untuk adhesi)
yang mengakibatkan salmonellosis (Thung et al.,
2018).

Penggunaan antibiotik dalam pengobatan in-
feksi bakteri patogen merupakan langkah awal yang
efektif, namun meningkatkan risiko resistensi anti-
biotik. Hal ini menjadi salah satu alasan meningkat-
nya penggunaan herbal dan rempah-rempah sebagai
bahan alami yang berisiko rendah terhadap resistensi
(Muhammad et al., 2020). Bawang putih (A. sativum)
dikenal sebagai rempah/tanaman yang tinggi akan
aktivitas antibakterinya, karena kandungan organo-
sulfur (allicin, ajoene, dan organosulfur lain), essen-
tial oil, dan flavonoid yang mengganggu proses
sintesis protein melalui reaksi pertukaran disulfida
(Borlinghaus et al., 2014). Namun, sebagian senyawa
aktif dalam bawang putih bersifat volatil dan mudah
terdegradasi (Tavares et al., 2021).

Metode ekstraksi dengan ultrasonic bath tanpa
pemanasan diketahui mampu mengekstraksi kom-
ponen bioaktif dengan efisien, dan mengurangi risiko
oksidasi komponen bioaktif (Ismail et al., 2014).
Prinsip kerja metode ultrasonikasi didasarkan oleh
efek kavitasi dari gelombang ultrasonik berfrekuensi
20-100 kHz, yang meningkatkan laju transfer dan
yield ekstrak komponen bioaktif (Sanjaya et al.,
2022). Bawang putih yang diultrasonikasi selama 15
menit pada frekuensi 60 Hz meningkatkan kandung-
an fenolik 5,84 mg GAE/g dan thiosulfinates 6,42
pmol/g (Cavalcanti et al., 2021). Metode ekstraksi ini
menunjukkan potensi besar dalam meningkatkan
kemampuan bawang putih sebagai agen antibakteri
yang efektif. Bawang putih yang disonikasi selama 5
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menit pada frekuensi 37 KHz dilaporkan memiliki
kandungan fenolik sebesar 57,35 mg GAE/100 ¢
yang menghambat pertumbuhan E. coli sebesar
10,67 mm (Liagat et al., 2019).

Penurunan jumlah bakteri saat dipaparkan
bawang putih berkaitan dengan penurunan ekspresi
gen. Penurunan laju pertumbuhan bakteri menanda-
kan aktivitas metabolisme bakteri terhambat, dengan
enzim RNA polimerase sebagai target dari antibakteri
bawang putih untuk dihentikan (Rouf et al., 2020).
RNA polimerase merupakan enzim yang bertang-
gung jawab untuk mensintesis RNA dan digunakan
untuk sintesis protein atau fungsi biologis sel bakteri.
Jika laju pertumbuhan bakteri menurun, ekspresi gen
yang mengatur fungsi sel secara keseluruhan pun
menurun (Klumpp et al., 2009), mengakibatkan sifat
patogen dari bakteri menurun.

Oleh karena itu, hipotesis penelitian ini adalah
terjadi penurunan jumlah bakteri dan ekspresi gen
virulensi S. Typhimurium yang terpapar ekstrak
bawang putih. Penurunan ekspresi gen mengacu
pada metode reverse transcription gPCR. Metode ini
mampu mendeteksi RNA, yang meskipun kurang
stabil, tetap mewakili fungsi genetik bakteri. RNA
kemudian ditranskripsi balik menjadi cDNA (DNA
komplementer) oleh enzim reverse transcriptase
dalam proses amplifikasi real-time PCR. cDNA lebih
stabil dan tidak mudah terdegradasi, membuatnya
ideal untuk analisis ekspresi gen (Permi¢ et al.,
2023). Hasil dari amplifikasi real-time PCR di eks-
presikan dalam nilai siklus (Ct), yang mencerminkan
jumlah RNA atau gen dalam sampel dan digunakan
untuk mengukur ekspresi gen (Salimi et al., 2023).

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan utama penelitian adalah bawang putih
yang diperoleh dari Kabupaten Temanggung, S.
Typhimurium yang berasal dari karkas ayam broiler
diperoleh dari Melati (2021). Terdapat bahan analisis
yaitu akuades, asam galat, Na2CQOs, reagen Folin-
Ciocalteu, media brain heart infusion broth (BHIB,
Oxoid Ltd., Hampshier, Inggris), media mueller hinton
agar (MHA, Oxoid Ltd., Inggris), media trypticase soy
broth (TSB, Oxoid Ltd., Inggris), media xylose lysine
deoxycholate agar (XLDA, Oxoid Ltd., Inggris),
Presto™ Mini gDNA Bacteria kit (Geneaid, RRC),
GoTag® Green Master Mix (Promega, Madison,
Amerika Serikat), Nuclease Free Water (NFW,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika
Serikat), Genezol™ TriRNA pure kit (Geneaid, RRC),
SensiFast™ cDNA synthesis kit (Bioline, Inggris)
Thunderbird® SYBR gqPCR Mix (Toyobo, Co.Ltd.,
Jepang), etanol 96% pro analis (Smart-lab,
Indonesia), dan gel red (Bioline, Inggris).
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Ekstraksi bawang putih

Bawang putih segar dibersihkan dan dimasuk-
kan dalam freezer suhu -20 °C selama 24 jam.
Bawang putih beku diletakkan dalam mesin freeze-
dryer (ALPHA 1-2 LDPlus, MARTIN CHRIST, Jer-
man) yang terkontrol dengan suhu -20 °C, tekanan
vakum 108 Pa, serta suhu kondensasi pada chamber
diatur pada suhu -65 °C. Bawang putih kering diha-
luskan dengan grinder (FOMAC FGD-Z200, Indone-
sia) sampai menghasilkan bubuk bawang putih.
Bubuk bawang putih kering beku dilarutkan dalam
akuades (5, 10, 20, 40, dan 80 mg/mL) dan diletakkan
pada bak ultrasonikasi (Bransonic Ultrasonic Cleaner
model 8510E MTH, Amerika Serikat) pada suhu
ruang vyaitu 24 °C selama 5, 10 dan 20 menit, fre-
kuensi 37 khZ (Loghmanifar et al., 2022). Ekstrak air
bawang putih disentrifugasi, supernatannya diambil,
dan disimpan dalam freezer pada suhu -20 °C.

Penentuan total fenolik

Sebanyak 500 uL ekstrak air bawang putih di-
tambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 0,2 M dan
2 mL larutan Na2COs. Larutan didiamkan pada kon-
disi gelap selama 30 menit. Larutan diukur absorban-
si pada panjang gelombang 760 nm menggunakan
UV-1900 UV-Vis spectrophotometer (Shimadzu
Corporation, Jepang). Konsentrasi senyawa fenolik
dalam ekstrak dihitung dalam mg asam galat (GAE)
per g ekstrak kering dengan menggunakan kurva
standar asam galat (Nagella et al., 2014).

Aktivitas antibakteri, MBC, MIC, dan SIC

Kekeruhan S. Typhimurium dalam BHIB diban-
dingkan dengan kekeruhan standar 0,5 McFarland.
Isolat bakteri S. Typhimurium diswab di atas seluruh
permukaan MHA dengan cotton swab steril. Cork-
borer berukuran 9 mm steril disiapkan untuk mem-
buat lubang pada permukaan agar MHA. Sebanyak 2
mL ekstrak air bawang putih berbagai konsentrasi
ditempatkan ke dalam sumur-sumur dan dibiarkan
menyerap selama 1 jam pada suhu ruang 24 °C.
Cawan petri diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
°C. Diameter zona hambat yang terbentuk di setiap
sumur diamati (Gabriel et al., 2022).

Penentuan konsentrasi terkecil menghambat
pertumbuhan bakteri (MIC) dari ekstrak air bawang
putih merujuk pada metode makrodilusi. Serial
tabung berisikan 5 mL TSB dan berbagai konsentrasi
ekstrak air bawang putih (80, 40, 20, 10, dan 5
mg/mL) (Oktaviani, 2022) diinokulasi dengan 0,1 mL
biakan 108 CFU/mL isolat S. Typhimurium. Serial
tabung diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Tabung pertama dari serial tabung yang tidak
memperlihatkan kekeruhan, dianggap sebagai nilai
MIC. Tabung yang tidak menunjukkan kekeruhan
digoreskan pada media XLDA dan diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37 °C. Konsentrasi tertinggi yang
tidak memperlihatkan pertumbuhan bakteri S. Typhi-
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murium dianggap sebagai nilai MBC (Minimum
Bactericidal Concentration) (Alirezaei et al., 2019).
Penentuan konsentrasi SIC (Sub-Inhibitory Concen-
tration) dilakukan dengan melihat nilai yang berada di
bawah konsentrasi MIC (Narimisa et al., 2020).

S. Typhimurium dipaparkan dengan konsentrasi
MIC dan SIC menggunakan metode pour plate.
Sebanyak 0,1 mL kultur bakteri S. Typhimurium 10°
CFU/mL (6,36 log CFU/mL) dimasukkan ke dalam 9
mL TSB berisikan konsentrasi MIC (40 mg/mL) dan
SIC (20 mg/mL) ekstrak bawang putih. Tabung
berisikan bakteri terpapar dilakukan inkubasi selama
2 jam pada suhu 37 °C (Yang et al., 2016). Sebanyak
1 mL suspensi bakteri dimasukkan dalam cawan petri
dan dituang dengan media XLDA. Cawan petri diinku-
basi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Perhitungan
jumlah bakteri menggunakan ketentuan Entero-
bacteriaceae dalam ISO (2007) dengan jumlah
bakteri 10-300 pada cawan petri. Penurunan jumlah
bakteri dihitung dengan membandingkan jumlah bak-
teri awal dikurangi dengan jumlah bakteri terpapar
konsentrasi MIC dan SIC ekstrak bawang putih.

Deteksi gen virulensi stm, invA, stn, dan pefA

Ekstraksi DNA S. Typhimurium dilakukan meng-
gunakan kit DNA Presto™ Mini gDNA Bacteria kit
(Geneaid, RRC). Prosedur ekstraksi DNA dilakukan
sesuai dengan instruksi kerja yang tertera. Ampli-
fikasi DNA dalam reaksi PCR dengan mencampurkan
1 L (100 ng/uL) template DNA, 1 pL (10 pM) masing-
masing primer forward dan reverse yang tertera pada
Tabel 1, 10 pyL (2X) GoTag® Green Master Mix
(Promega, Madison, Amerika Serikat), dan nuclease
free water (NFW, Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, Amerika Serikat) sampai volume akhir
reaksi mencapai 20 pL. Kondisi amplifikasi pada
mesin PCR tertera pada Tabel 2.

Pengamatan produk PCR dilakukan dengan
elektroforesis, 4 uL DNA dan 3 pL ladder dimasukkan
ke dalam sumur gel agarose 2% yang direndam
dalam larutan buffer TAE 1X. Gel agarose dielektro-
foresis pada voltase 85 V selama 45 menit. Hasil gel
agarose yang dielektroforesis, direndam dalam larut-
an buffer TAE 1X dan gel red selama 30 menit. Pita
hasil produk PCR divisualisasikan menggunakan
Geldoc (Bio-Rad).

Pengukuran ekspresi gen virulensi

Isolat bakteri S. Typhimurium 108 CFU/mL diino-
kulasikan sebanyak 1 mL ke dalam media TSB
berisikan ekstrak air bawang putih pada konsentrasi
SIC dan MIC, diinkubasi pada suhu 37 °C selama 2
jam dan diekstraksi RNA. Ekstraksi RNA mengguna-
kan Genezol™ TriRNA Pure Kit (Geneaid, RRC)
dengan mengikuti instruksi produsen dan kemurnian
diukur menggunakan spektrofotometer Nano Drop
2000 (Thermo Scientific, Amerika Serikat).
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Tabel 1. Primer dan urutan primer yang digunakan dalam penelitian
Table 1. Primers and primer sequences used in the research

Gen Target Sekuens Primer Ukuran (bp) Referensi
(Target Gene) (Primer Sequences) (Size) (bp)) (Reference)
16s rRNA F: CAGAAGAAGCACCGGCTAAC 403 (Yosua, 2018)
R: GACTCAAGCCTGCCAGTTTC
stm311 F: AACAACGGCTCCGGTAATGAGATTG 311 (Yosua, 2018)
R: ATGACAAACTCTTGATTCTGAAGATCG
invA F: TATCGCCACGTTCGGCAA 275 (Thung et al., 2018)
R: TCGCACCGTCAAAGGAACC
stn F: CTTTGGTCGTAAAATAAGGCG 260 (Yulian et al., 2020)
R: TGCCCAAAGCAGAGAGATTC
pefA F: GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 157 (Skyberg et al., 2006)
R: GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG
Tabel 2. Kondisi amplifikasi gen virulensi S. Typhimurium
Table 2. Amplification condition of virulence gene S. Typhimurium
Gen Target Tahapan Amplifikasi Suhu (°C) Waktu Referensi
(Target Gene) (Amplification Stages) (Temperature (°C)) (Time) (Reference)
16s rRNA dan Pra-denaturasi (Pre-denaturation) 95 3 menit (min) (Yosua, 2018)
stm311 Denaturasi (Denaturation) 95 30 detik (sec)
(16s rRNA and Annealing 57 30 detik (sec)
stm311) Ekstensi awal (Initial extention) 72 45 detik (sec)
Ekstensi akhir (Final extention) 72 5 menit (min)
invA dan stn Pra-denaturasi (Pre-denaturation) 94 2 menit (min) (Thung et al.,
(invA and stn) Denaturasi (Denaturation) 94 30 detik (sec) 2018)
Annealing 53.8 1 menit (min) (Yulian et al.,
Ekstensi awal (Initial extention) 72 1 menit (min) 2020)
Ekstensi akhir (Final extention) 72 7 menit (min)
pefA Pra-denaturasi (Pre-denaturation) 95 5 menit (min) (Skyberg et al.,
Denaturasi (Denaturation) 94 30 detik (sec) 2006)
Annealing 60 30 detik (sec)
Ekstensi awal (Initial extention) 72 2 menit (min)
Ekstensi akhir (Final extention) 72 10 menit (min)

Hasil ekstraksi RNA ditranskripsi menjadi cDNA
menggunakan SensiFast™ cDNA synthesis kit (Bio-
line), berdasarkan instruksi produsen. Campuran
reaksi diinkubasi dalam PCR Thermal Cycler 2720
dengan kondisi 25 °C selama 10 menit (primer an-
nealing), 42 °C selama 15 menit (reverse transcrip-
tion), 85 °C selama 5 menit (RT inactivation). cDNA
diukur konsentrasi dan kemurnian dengan menggu-
nakan nanodrop (A= 260/280).

cDNA dalam reaksi real-time PCR diamplifikasi
dengan mencampurkan 1 uL template cDNA, 10 L
Thunderbird® SYBR gPCR Mix, 1 yuL masing-masing
primer (konsentrasi akhir 10 pM) dan 7 pL nuclease
free water (NFW, Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, Amerika Serikat) sampai volume akhir
mencapai 20 uL. Kondisi real-time PCR yang diguna-
kan sesuai dengan hasil dari optimasi running PCR.
Ekspresi gen relatif dihitung menggunakan nilai siklus
(Cy) yang terdeteksi dengan rumus perhitungan 2-24Ct
(Schmittgen dan Livak 2008).

Analisis data
Data hasil pengujian dianalisis dengan ANOVA
dan uji lanjut DMRT pada taraf signifikan 5%.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Total fenolik

Senyawa bioaktif seperti fenolik dan organo-
sulfur telah terbukti efektif dalam menghambat
bakteri penyebab foodborne diseases dan spoilage.
Senyawa-senyawa ini membentuk ikatan hidrogen
dengan situs aktif enzim pada bakteri, yang meng-
akibatkan ketidakstabilan pada membran sitoplasma
(Také et al., 2020). Konsentrasi dan waktu ultra-
sonikasi ekstrak air bawang putih secara signifikan
memengaruhi total fenolik (p<0,05) (Tabel 3).
Semakin tinggi konsentrasi dan semakin lama waktu
ekstraksi, semakin banyak total fenolik yang ter-
ekstrak. Konsentrasi 80 mg/mL ekstrak air bawang
putih yang diultrasonikasi selama 20 menit meng-
hasilkan total fenolik sebesar 366,57 mg GAE/100 g
bubuk bawang putih. Sebaliknya, konsentrasi 5
mg/mL menghasilkan total fenolik sebesar 4,26
sampai 5,77 mg GAE/100 g. Total fenolik meningkat
seiring dengan waktu ultrasonikasi yang lebih lama
hingga 20 menit.
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Tabel 3. Total fenolik konsentrasi ekstrak air bawang putih pada waktu ultrasonikasi yang berbeda
Table 3. Total phenolic concentrations of aqueous garlic extract at different ultrasonication time

Konsentrasi Ekstrak
Air Bawang Putih

Total Fenolik (mg GAE/100 g bubuk bawang putih)
(Total Phenolic (mg GAE/100 g garlic powder))

(mg bubuk/mL akuades)
(Concentrations of

Waktu Ekstraksi (menit)
(Extraction Time (min))

Aqueous Garlic Extract

(mg powder/mL aquadest)) 5 10 20
5 4.26+0.1372 4.87+0.16"2 5.77+0.35%2
10 11.43+0.237° 21.24+0.2980 21.92+0.348b
20 59.42+0.324¢ 69.47+0.565¢ 79.94+0.42¢¢
40 142.33+0.897d 165.69+1.608¢ 175.33+0.98%4
80 349.58+1.69%¢ 352.09+2.31B¢ 366.57+0.70¢®

Keterangan: Per 100 g bubuk bawang putih dalam basis basah. Data disajikan sebagai rerata dari tiga kali pengulangan
+standar deviasi. Perbedaan huruf besar di baris yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05).
Perbedaan huruf kecil di kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05)

Note: 100 g garlic powder in wet basis. Data are presented as the mean of three repetitions +standard deviation.
Superscript differences in capital letters within the same row indicate significantly different values (p<0.05). Superscript
differences in lowercase letters within the same column indicate significantly different values (p<0.05)

Waktu ultrasonikasi selama 10 sampai 20 menit
merupakan waktu optimal untuk ekstraksi senyawa
fenolik (Dranca dan Oroian, 2016). Namun, paparan
ultrasonikasi yang terlalu lama juga mengakibatkan
kerusakan pada struktur komponen aktif dan berpo-
tensi menurunkan hasil ekstraksi (Mehta et al., 2022).

Hasil penelitian sejalan dengan studi yang mela-
porkan kandungan fenolik ekstrak air bawang putih
meningkat dengan metode ultrasonikasi sampai
209,70 mg GAE/g, dibandingkan dengan metode
maserasi (85,23 mg GAE/g) dan Soxhlet (102,13 mg
GAE/g) (Romes et al., 2019). Ekstraksi dengan
ultrasonikasi memberikan fenomena kavitasi dan
efek mekanis. Ultrasonik memberikan efek mekanis
yang menciptakan kerusakan pada dinding sel ketika
gelembung kavitasi pecah dan menyebabkan pening-
katan difusi pelarut pada matriks dan pelepasan
senyawa intraseluler ke media (Dranca dan Oroian
2016). Selain itu, pelarut air memfasilitasi difusi
senyawa fenolik ke media yang lebih polar dibanding-
kan pelarut organik, sehingga meningkatkan hasil
ekstraksi berupa senyawa polifenolik dan flavonoid
(Yeop et al., 2017).

Aktivitas antibakteri MBC, MIC, dan SIC

Aktvitas antibakteri dari bawang putih telah
banyak dipublikasikan dalam menghambat pertum-
buhan bakteri. Konsentrasi minimum 6,25% (375
mg/mL) ekstrak air bawang putih menghambat S.
aureus dan E. coli dengan zona hambat sebesar 34
dan 26 mm (Magrys et al., 2021). Penelitian ini juga
membuktikan bahwa ekstrak air bawang putih yang
di ultrasonikasi menghambat pertumbuhan S. Typhi-
murium (Tabel 4). Konsentrasi dan waktu ultra-
sonikasi ekstrak air bawang putih memengaruhi zona
hambat pada S. Typhimurium, dengan interaksi signi-
fikan antara keduanya (p<0,05). Semakin tinggi
konsentrasi ekstrak air bawang putih dan semakin
lama waktu ekstraksi, semakin besar aktivitas anti-
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bakterinya, yang ditunjukkan oleh zona hambat yang
terbentuk. Konsentrasi 80 mg/mL ekstrak air bawang
putih yang diultrasonikasi selama 5, 10, dan 20 menit
menghambat S. Typhimurium lebih besar yaitu 15;
17,3; dan 19 mm dibanding konsentrasi lain. Konsen-
trasi tersebut termasuk dalam kategori kuat sebagai
antibakteri karena memiliki zona hambat lebih dari
10-20 mm (Davis dan Stout, 1971). Komponen
organosulfur seperti allicin, diallyl sulfide, ajoene dan
allin dalam bawang putih berperan penting dalam
penetrasi ke dalam sel bakteri, menyebabkan ke-
rusakan dan kebocoran pada sitoplasma bakteri
(Shang et al., 2019).

Konsentrasi 5 mg/mL pada setiap waktu ultra-
sonikasi tidak menunjukkan adanya zona hambat
yang terbentuk, karena konsentrasi tersebut belum
mampu menghambat pertumbuhan bakteri (Tabel 4).
Konsentrasi terkecil ekstrak air bawang putih yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Gram
negatif adalah 7,81 sampai 62,5 mg/mL (Lee dan
Musa, 2008). Sejalan dengan hasil penelitian bahwa
konsentrasi 40 mg/mL ekstrak air bawang putih
merupakan konsentrasi minimum yang menghambat
pertumbuhan S. Typhimurium (MIC). Setelah 24 jam
pemaparan, konsentrasi minimum yang menghenti-
kan pertumbuhan bakteri (MBC) adalah 80 mg/mL.
Namun, konsentrasi 10 dan 20 mg/mL di setiap waktu
ekstraksi masih memperlihatkan keberadaan S.
Typhimurium (Tabel 4). Ketika konsentrasi tersebut
diukur zona hambatnya, konsentrasi 20 mg/mL
memiliki aktivitas hambatan yang lebih besar yaitu
7,0-8,3 mm dibanding 10 mg/mL. Oleh karenanya,
konsentrasi 20 mg/mL ditetapkan sebagai konsen-
trasi sub-inhibitory concentrations (SIC). Konsentrasi
SIC telah terbukti memengaruhi bakteri dengan ber-
bagai cara seperti menginduksi perubahan morfologi,
mengubah struktur permukaan sel, menghambat
produksi enzim dan toksin serta menekan adhesi
bakteri ke sel inang (Kwon dan Lee 2020).
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Tabel 4. Nilai MIC dan zona hambatan S. Typhimurium yang dipaparkan berbagai konsentrasi ekstrak air
bawang putih pada waktu ultrasonikasi yang berbeda
Table 4. MIC value and inhibition zones of S. Typhimurium exposed to various concentrations of aqueous

garlic extract at different ultrasonication time

Konsentrasi Ekstrak Pertumbuhan Bakteri
Air Bawang Putih (Bacterial Growth)

Zona Hambat (mm)
(Inhibition Zone (mm))

(mg bubuk/mL
akuades)

Waktu Ekstraksi (menit)

(Extraction Time (minutes))

(Concentrations of
Aqueous Garlic

Extract 5 10 20 5 10 20
(mg powder/mL
aquadest))
5 + + + 0.0+0.00%2 0.0+0.00%2 0.0+0.00%a
10 + + + 5.0+£1.007° 5.7+1.00ABbc 6.0+0.584Bbc
20 + + + 7.0+0.82ABc 7.0+1.00AB¢ 8.3+1.008¢
40 - - - 10.3+0.94¢ 11.3+0.58%8d 12.3+1.008¢
80 - - - 15.0+0.824¢ 17.3+0.588¢ 19.0+0.58¢¢

Keterangan: Tanda positif (+) menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri. Data disajikan sebagai rata-rata dari tiga kali
ulangan (pengulangan) +standar deviasi. Perbedaan huruf besar di baris yang sama menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p<0,05). Perbedaan huruf kecil di kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05). MIC=

minimum inhibitory concentration

Note: The positive sign (+) indicates bacterial growth. Data are presented as the mean of three repetitions +standard
deviation. Superscript differences in capital letters within the same row indicate significantly different values (p<0.05).
Superscript differences in lowercase letters within the same column indicate significantly different values (p<0.05).

MIC= minimum inhibitory concentration

Konsentrasi MIC dan SIC diultrasonikasi selama
5, 10, dan 20 menit dan dipaparkan pada S. Typhi-
murium selama 2 jam menurunkan jumlah bakteri
berturut-turut 1,22; 1,31; dan 1,39 log CFU/mL (dari
jumlah awal bakteri 6,36 log CFU/mL) (Gambar 1).
Sementara itu, penurunan jumlah bakteri pada
konsentrasi SIC adalah 1,12; 1,17; dan 1,22 log
CFU/mL. Konsentrasi SIC tidak efektif dalam meng-
hentikan pertumbuhan bakteri, sehingga sel bakteri
terus tumbuh meskipun dengan laju yang lebih
rendah (Serwecifska, 2020). Penurunan jumlah S.
Typhimurium pada konsentrasi MIC dan SIC hanya
mencapai 1 siklus log, akibat waktu paparan anti-
bakteri selama 2 jam. Waktu paparan pada kedua
konsentrasi ini dibatasi untuk mendapatkan sel
bakteri yang masih bertahan sehingga dapat diukur
gen virulensinya. Semakin lama paparan antibakteri,
semakin besar peluang untuk mengurangi jumlah dan
aktivitas bakteri yang bertahan. Konsentrasi 80
mg/mL ekstrak air bawang putih yang diultrasonikasi
selama 5, 10, dan 20 menit tidak menunjukkan
adanya pertumbuhan pada S. Typhimurium setelah
pemaparan 24 jam. Konsentrasi 100 mg/mL ekstrak
air bawang putih yang dipaparkan selama 4 jam
menurunkan viabilitas S. Typhimurium sebesar 2,82
log CFU/mL (Oktaviani, 2022). Pemaparan ekstrak
air bawang putih selama 3 jam mengubah morfologi
sel B. anthracis dan menurunkan viabilitas bakteri
sampai 6 siklus log jika paparan dilanjutkan selama 6
sampai 12 jam (Kaur et al., 2021). Ekstrak bawang
putih merusak membran sitoplasma bakteri melalui
interaksi dengan enzim yang mengandung tiol ter-
masuk cysteine protease dan alcohol dehydrogenase
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yang penting untuk metabolisme bakteri (Kshirsagar
et al., 2018).

Semakin lama ekstrak air bawang putih diultra-
sonikasi, semakin besar penurunan jumlah S. Typhi-
murium (p<0,05). Konsentrasi MIC dan SIC yang
diultrasonikasi selama 20 menit menekan jumlah S.
Typhimurium lebih efektif dibanding 10 dan 5 menit
(Gambar 1). Proses ekstraksi dengan ultrasonikasi
yang lebih lama meningkatkan hasil ekstraksi berupa
komponen bioaktif yang lebih tinggi. Selama eks-
traksi, gelombang ultrasonik membentuk fenomena
kavitasi sehingga sel tumbuhan mengalami pem-
bengkakan, hidrasi dan pembentukan pori (Sanjaya
etal., 2022). Gelombang ultrasonik merambat melalui
medium cairan (pelarut) berisi partikel sel tumbuhan,
menciptakan siklus kompresi dan dekompresi yang
menghasilkan gelembung mikroskopis, atau disebut
fenomena kavitasi. Saat gelembung tersebut pecah,
terjadi semburan (mikrojet) dengan kecepatan 200—
700 m/s yang merusak dinding sel tumbuhan. Akibat-
nya, pelarut masuk ke dalam sel lebih cepat dan
efisien, mempercepat transfer massa dan pelepasan
isi sel ke dalam pelarut, sehingga meningkatkan hasil
ekstraksi komponen bioaktif (Shen et al., 2023).
Dalam penelitian ini, komponen biaoktif yang tereks-
trak lebih banyak berupa gugus organosulfur bawang
putih. Gugus tiol dalam bawang putih mengandung
senyawa sulfur seperti allicin, yang memiliki sifat
antibakteri. Allicin menurunkan kadar glutathione dan
memodifikasi protein S-allyl-mercapto pada bakteri,
sehingga mengakibatkan penurunan total kadar
sulfhidril secara keseluruhan dan memicu respons
terhadap stres oksidatif (Miller et al., 2016).
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Keterangan: SIC= sub-inhibitory concentrations, MIC= minimum inhibitory concentration
Note: SIC= sub-inhibitory concentrations, MIC= minimum inhibitory concentration

Gambar 1. Penurunan jumlah S. Typhimurium dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC ekstrak air bawang putih
selama 2 jam. Error bars menunjukkan standar deviasi dari tiga ulangan. Perbedaan huruf besar
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) terhadap konsentrasi ekstrak bawang putih
Perbedaan huruf kecil menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) terhadap waktu ekstraksi

Figure 1.

Reduction of the number of S. Typhimurium exposed by MIC and SIC of aqueous garlic extract for

2 h. Error bars represent standard deviations from three repetitions. Superscript differences in
capital letters indicate significantly different values (p<0.05) to concentrations of garlic’s extract.
Superscript differences in lowercase letters indicate significantly different values (p<0.05) to

extraction time

Profil gen virulensi stm, invA, stn, dan pefA

Deteksi gen virulensi dilakukan untuk memasti-
kan kehadiran gen-gen virulensi dalam S. Typhi-
murium. Konfirmasi gen virulensi pada isolat S.
Typhimurium menggunakan primer 16s rRNA (gen
housekeeping), stm311, invA, stn, dan pefA. Hasil
PCR dianalisis dengan gel agarose dan dielektro-
foresis untuk memisahkan fragmen DNA berdasar-
kan ukurannya (Wittmeier dan Hummel, 2022).
Deteksi tersebut ditandai dengan munculnya pita
atau band tebal yang sesuai dengan ukuran ampli-
konnya. Primer 16s rRNA ditemukan pada pita
amplikon berukuran 403 bp, sesuai dengan referensi
(Gambar 2). Primer stm311, invA, dan stn juga
ditemukan pada pita amplikon berukuran yang sesuai
dengan referensi, yaitu 311, 275, dan 260 bp.
Sementara, primer pefA yang dioptimasi pada suhu
annealing 52 dan 60 °C membentuk beberapa pita
amplikon berukuran 1000, 700, dan 300 bp (Gambar
2.A). Beberapa hasil studi menunjukkan bahwa gen
pefA dipastikan terdapat pada isolat S. Typhimurium
di berbagai ukuran yaitu 700 dan 300 bp sesuai
dengan kondisi optimumnya (Namimatsu et al., 2006;
Gharieb et al., 2015).

Gen pefA terletak pada plasmid S. Typhimurium
yang berukuran 90 kb. Ketika besaran virulens ter-
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sebut dipecah menjadi segmen sebesar 13,9 kb, gen
pefA ditemukan pada wilayah berukuran 2 kb
(Friedrich et al., 1993). Plasmid yang berukuran >50
kb diprediksi mengandung urutan/sekuens DNA yang
berulang (Arredondo-Alonso et al.,, 2017). Oleh
karenanya, tidak menutup kemungkinan terjadi peng-
ulangan urutan DNA yang menyebabkan terdeteksi-
nya gen pefA di beberapa pita amplikon. Primer gen
target digunakan kembali untuk mengukur ekspresi
gen S. Typhimurium. Saat cDNA S. Typhimurium
beserta gen target yang dianalisis dengan real time
PCR, reagen pewarna dari SYBR green membu-
tuhkan satu proses tahapan penting yaitu melting.
Tahapan melting digunakan untuk memverifikasi
spesifitas uji dari gPCR (real-time PCR) dan meng-
identifikasi adanya amplifikasi tidak spesifik dari DNA
(Paula dan Andow, 2021). Ketika suhu meningkat
DNA untai ganda mulai mengalami denaturasi yang
menyebabkan penurunan intensitas fluoresensi.
Suhu melting dikenal dengan suhu yang 50% DNA
terdenaturasi. Pada penelitian ini suhu melting yang
digunakan ialah 60-90 °C/0,5 detik. Gen pefA
menunjukkan suhu melting sebesar 85,5 °C (Gambar
2.B). Terbentuknya kurva leleh pada penelitian ini
membuktikan bahwa gen pefA yang digunakan
merupakan gen spesifik dari S. Typhimurium.
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A

Keterangan: (L) Marker 100 bp plus DNA ladder, (1) gen 16s rRNA, (2) gen invA, (3) gen stn, (4) gen stm311, (5) gen pefA
dengan suhu annealing 52 °C dan 25 siklus, (6) gen pefA dengan suhu annealing 60 °C dengan 30 siklus

Notes: (L) Marker 100 bp plus DNA ladder, (1) 16s rRNA gene, (2) invA gene, (3) stn gene, (4) stm311 gene, (5) pefA
gene with annealing temperature 52 °C and 25 cycles, (6) pefA gene with annealing temperature 60 °C and 30 cycles

Gambar 2. Visualisasi gen virulensi S. Typhimurium pada gel agarose 2% (A), kurva melting gen pefA pada
suhu annealing 60 °C dengan 30 siklus (B)

Figure 2.

Visualization of virulence genes of S. Typhimurium on a 2% agarose gel (A), melting curve of pefA

gene in annealing temperature 60 °C with 30 cycles (B)

Penurunan ekspresi gen virulensi

Nilai cycle threshold (Ci) merupakan hasil dari
serangkaian proses dengan real time PCR. Nilai Ct
gen virulensi pada kontrol lebih rendah dibandingkan
konsentrasi MIC dan SIC (Tabel 5). Ketika bakteri S.
Typhimurium dipaparkan dengan konsentrasi MIC
dan SIC ekstrak bawang putih, nilai Ct gen virulensi
meningkat dari 23,68 sampai 26,75. Nilai Ct menun-
jukkan jumlah siklus yang diperlukan PCR untuk
mendeteksi bakteri target dan nilainya berbanding
terbalik dengan jumlah RNA target dalam sampel.
Jumlah RNA yang tinggi ditunjukkan dengan nilai Ct
yang rendah, dan sebaliknya (Amory et al., 2023).
Kuantifikasi nilai Ctsetiap gen virulensi menggunakan
rumus 2%22Ct yntuk mengukur perubahan ekspresi
gen virulensi S. Typhimurium. Kuantifikasi ini didasar-
kan pada normalisasi ekspresi gen target terhadap
ekspresi gen housekeeping yang berfungsi sebagai
standar internal dan tidak terpengaruh oleh berbagai
perlakuan eksperimental (Adeola, 2018). Gen house-
keeping, seperti 16s rRNA, diekspresikan secara
konsisten diseluruh jaringan dan spesies. Gen 16s
rRNA umum digunakan sebagai standar internal
dalam kuantifikasi ekspresi gen pada bakteri. Gen
16s rRNA dibandingkan dengan RNA atau cDNA S.
Typhimurium untuk melihat kestabilan perubahan
nilai ekspresi gen saat sebelum dan sesudah pema-
paran ekstrak bawang putih. Nilai C: yang dikuanti-
fikasi dan dibandingkan dengan nilai gen house-
keeping menunjukkan penurunan ekspresi gen viru-
lensi (Gambar 3). Semua gen virulensi mengalami
penurunan ekspresi gen, baik ketika dipaparkan
kosentrasi MIC maupun SIC (setelah dibandingkan
dengan gen housekeeping) (Gambar 3). Perbedaan
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penurunan ekspresi gen virulensi yang signifikan
teramati saat dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC
dibandingkan dengan kontrol. Setiap gen virulensi
(stm311, invA, stn, dan pefA) pada kontrol tidak
terjadi penurunan ekspresi gen. Penurunan ekspresi
gen virulensi paling rendah pada gen pefA yang
dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC sebesar 0,56
dan 0,15 log. Dengan kondisi yang sama, penurunan
ekspresi gen virulensi paling tinggi terjadi pada gen
invA sebesar 0,98 dan 0,75 log. Bakteri menunjukkan
pertahanan yang kuat saat dipaparkan dengan
konsentrasi di bawah nilai MIC (Khan et al., 2017).

Pemaparan konsentrasi MIC dan SIC ekstrak air
bawang putih memiliki dampak signifikan terhadap
ekspresi gen yang menginvasi sel inang, seperti invA,
dengan penurunan sebesar 0,98 dan 0,75 log. Allicin,
senyawa aktif utama yang dilepaskan oleh bawang
putih, mampu menembus membran fosfolipid bakteri
dengan mudah (Zadeh et al., 2020). Akibatnya, ter-
jadi kerusakan pada membran bakteri yang meng-
hentikan proses invasi sel inang. Dengan kondisi
yang sama, ekspresi gen stn, yang memproduksi
toksin penyebab infeksi gastroenteritis akut pada
penelitian ini mengalami penurunan sebesar 0,83 dan
0,69 log. Allicin juga memicu pelepasan sinyal mole-
kul seperti H2S atau gasotransmitter yang memiliki
efek fisiologis yang bervariasi, termasuk menghenti-
kan aktivitas bakteri yang memengaruhi mikrobiota
usus (Savairam et al.,, 2023). Hasil penelitian ini
sejalan dengan temuan bahwa gen stn diturunkan
sebanyak 0,045 sampai 0,143 log akibat paparan
CNS-ZnO. Akibatnya, Salmonella lebih mudah ber-
migrasi dari daerah apikal ke basolateral dan meng-
akhiri virulennya (Dawwam et al., 2022).

36(1): 40-52 Th. 2025
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Tabel 5. Nilai Ct gen virulensi S. Typhimurium yang dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC ekstrak air bawang

putih selama 2 jam

Table 5. The Ct values of the virulence gene of S. Typhimurium exposed to MIC and SIC concentrations of

agueous garlic extract for 2 h

Konsentrasi Ekstrak
Air Bawang Putih
(mg bubuk/mL akuades)

(Concentrations of Cigen 16s rRNA  Cigen stm311 Cigen invA Ctgen stn Ct gen pefA
Aqueous Garlic Extract
(mg powder/mL aquadest))
0 13.22+0.20? 18.85+0.132 19.18+0.812 18.94+0.332 20.93+0.692
20 16.34+0.38° 23.68+0.63° 24.78+0.43° 24.35+0.20° 24.55+0.28°
40 17.19+0.07°¢ 25.99+0.68¢ 26.4040.18¢ 25.69+0.62° 26.75+1.05°

Keterangan: Data disajikan sebagai rerata dari tiga kali pengulangan tstandar deviasi. Perbedaan superskrip pada kolom
yang sama menunjukkan nilai berbeda nyata (p<0,05) secara signifikan
Note: Data are presented as the mean of three repetitions tstandard deviation. Superscript differences within the same

column indicate significantly different values (p<0.05)
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Keterangan: SIC= sub-inhibitory concentrations, MIC= minimum inhibitory concentration
Note: SIC= sub-inhibitory concentrations, MIC= minimum inhibitory concentration

Gambar 3. Penurunan ekspresi gen virulensi S. Typhimurium yang dipaparkan konsentrasi MIC dan SIC
ekstrak air bawang putih selama 2 jam. Error bars menunjukkan standar deviasi dari tiga ulangan

Figure 3.

Reduction of virulence gene expression S. Typhimurium exposed by MIC and SIC concentrations

of aqueous garlic extract for 2 h. Error bars represent standard deviations from three repetitions

Gen stm dan pefA yang mengodekan protein
fimbriae untuk melakukan adhesi atau penempelan
pada sel inang (Nurjanah et al., 2019; Rowlands et
al., 2014), juga mengalami penurunan ekspresi akibat
konsentrasi MIC dan SIC sebesar 0,95 dan 0,51 log
(stm) serta 0,56 dan 0,15 log (pefA). Penurunan pefA
lebih rendah dibanding gen virulensi lainnya. Letak
gen pefA pada plasmid menguntungkan bakteri untuk
lebih resisten terhadap antibakteri (Robertson et al.,
2023), sehingga aktivitas virulensi pefA masih dapat
berlanjut. Hasil studi lain melaporkan bahwa pema-
paran 50 pL allicin menurunkan gen adhesi fimH
UPEC CFTO073 dan J96 sebanyak 64 dan 77%,
sehingga kemampuan untuk mengkolonisasi sel
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epitel dan aktivitas adhesi berkurang (Yang et al.,
2016). Keberadaan allicin mencegah bakteri untuk
melekat dan membentuk suatu biofilm baru.
Penurunan ekspresi gen virulensi menunjukkan
bahwa konsentrasi MIC dan SIC ekstrak air bawang
putih berpotensi untuk mengurangi aktivitas virulensi
bakteri. Allicin, sebagai komponen organosulfur
utama dalam bawang putih, mengganggu bioavail-
abilitas bakteri melalui pembentukan asetil CoA
(Zadeh et al. 2020). Selain allicin, turunan senyawa
organosulfur seperti dially disulfide, diallyl trisulfide,
ajoene, vinyl dithiin, dan methyl allyl disulfide juga
memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme
serupa. Senyawa-senyawa ini bereaksi dengan sis-
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tein dan grup sulfhidril bakteri, menyebabkan keru-
sakan pada membran dan dinding sel, menurunkan
metabolisme dan menyebabkan stres oksidatif pada
bakteri (Bhatwalkar et al., 2021). Keterlibatan fenolik
dalam bawang putih juga dapat merusak dinding sel
dan membran sitoplasma bakteri yang mengurangi
fungsi permeabilitas, transportasi aktif dan kemam-
puan untuk mengontrol protein dalam bakteri
(Barbosa et al., 2021).

KESIMPULAN

Konsentrasi 80 mg/mL ekstrak air bawang putih
yang diultrasonikasi selama 20 menit memiliki total
fenolik tertinggi yaitu 366,57 mg GAE/100 g dan
menghambat bakteri S. Typhimurium sebesar 19
mm. Nilai MBC, MIC, dan SIC ekstrak air bawang
putih adalah 80, 40, dan 20 mg/mL. Ekstrak air
bawang putih yang diultrasonikasi menurunkan jum-
lah bakteri dan kemampuan virulensi gen S. Typhi-
murium. Pemaparan ekstrak air bawang putih pada
konsentrasi MIC dan SIC selama 2 jam mampu
menurunkan jumlah S. Typhimurium 1,39 dan 1,22
log CFU/mL serta menurunkan ekspresi gen virulensi
stm, invA, stn, dan pefA. Penurunan ekspresi gen
virulensi terbesar terjadi pada invA sebesar 0,98 dan
0,75 log serta penurunan terendah pada pefA
sebesar 0,56 dan 0,15 log.
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