P-ISSN 0126-1754
E-ISSN 2337-8751
636/AU3/P2MI-LIP1/07/2015

Volume 17 Nomor 1, April 2018
LIPI

Berita
Biologi

Jurnal limu-ilmu Hayati




BERITA BIOLOGI

Vol. 17 No. 1 April 2018
Terakreditasi Berdasarkan Keputusan Kepala Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia
No. 636/AU3/P2MI-LIP1/07/2015

Tim Redaksi (Editorial Team)
Andria Agusta (Pemimpin Redaksi, Editor in Chief)
(Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Kusumadewi Sri Yulita (Redaksi Pelaksana, Managing Editor)
(Sistematika Molekuler Tumbuhan, Pusat Penelitian Biologi - LIPT)

Gono Semiadi
(Mamalia, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Atit Kanti
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Siti Sundari
(Ekologi Lingkungan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Evi Triana
(Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Kartika Dewi
(Taksonomi Nematoda, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Dwi Setyo Rini
(Molekuler Tumbuhan Biologi, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Desain dan Layout (Design and Layout)
Muhamad Ruslan, Fahmi

Kesekretariatan (Secretary)
Nira Ariasari, Enok, Budiarjo, Liana

Alamat (Address)

Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Kompleks Cibinong Science Center (CSC-LIPI)
Jalan Raya Jakarta-Bogor KM 46,
Cibinong 16911, Bogor-Indonesia
Telepon (021) 8765066 - 8765067
Faksimili (021) 8765059
Email: berita.biologi@mail.lipi.go.id
jurnalberitabiologi@yahoo.co.id
jurnalberitabiologi@gmail.com

Keterangan foto cover depan: Perlakuan (a) empat baris Crotalaria juncea, (b) dua baris Crotalaria juncea, (c) kacang tanah,
(Notes of cover picture): dan (d) pupuk kandang dalam tata tanam baris ganda benih ganda PKP 50/170 cm (Treatments (a)
four rows of Crotalaria juncea, (b) two rows of Crotalaria juncea, (c) groundnut, and (d) manure in

double rows double seeds planting arrangement CTC 50/170 c¢m) sesuai dengan halaman 23. (as
in page 23).



P-ISSN 0126-1754
E-ISSN 2337-8751
636/AU3/P2MI-LIP1/07/2015

Volume 17 Nomor 1, April 2018
LIPI

Berita
Biologi

Jurnal [lmu-1lmu Hayati

Berita Biologi | Vol. 17 | No. 1 Him. 1 —90 Bogor, April 2018 ISSN 0126-1754

Pusat Penelitian Biologi - LIPI



Ucapan terima kasih kepada
Mitra Bebestari nomor ini
17(1) — April 2018

Dr. Yopi Sunarya
(Bioteknologi, Pusat Penelitian Bioteknologi - LIPT)

Dr. Fikarwin Zuska
(Ekologi, FISIP - Universitas Sumatera Utara)

Ir. Eka Sugiyarta, MS
(Genetika dan Pemuliaan, Pusat Penelitian Perkebunan Gula Indonesia)

Prof. Dr. Ir. Yohanes Purwanto
(Etnobotani, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Dr. Ir. Hutwan Syarifuddin, M.P
(Konservasi dan Kebijakan Lingkungan, FAPET - Universitas Jambi)

Dr. Siti Sundari M.Si.
(Ekologi Lingkungan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Dr. Haryono M.Si.
(Ekologi Hewan, Pusat Penelitian Biologi - LIPI)

Dr. Livia Rossila Tanjung
(Biologi Molekuler dan Perikanan, Pusat Penelitian Limnologi - LIPI)

Dr. Daniel Natanael Lumbantobing
(Biosistematika Ikan, Division of Fishes Smithsonian National Museum of Natural History,
Washington DC, USA)


http://www.biologi.lipi.go.id/index.php/2017-01-04-03-57-30/staf-adm#collapseThree

Triana - Aktivitas Antibiofilm Bakteri Escherichia coli

KOMUNIKASI PENDEK
SHORT COMMUNICATION

AKTIVITAS ANTIBIOFILM BAKTERI Escherichia coli
OLEH BAKTERIOFAG SECARA IN VITRO
[Escherichia coli biofilm in vitro eradication by bacteriophage]

Evi Triana
Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI
JI. Raya Bogor Km. 46, Cibinong 16911
email: evitriana03@yahoo.com

ABSTRACT

Several Escherichia coli strains are pathogenic. Excessive and noncompliant use of antibiotics and disinfectants may cause bacteria to build
resistance mechanisms. Forming biofilms cause eradicatation more difficult. An effective cleaning action required antibiofilm and
antimicrobial agents that have different mechanisms with antibiotics and disinfectants. Bacteriophages are potential candidates because they
meet these requirements. Bacteriophages produce specific polysaccharide lyase enzymes capable of degrading biofilm extracellular
polymeric matrix. Study to determine concentrations of specific bacteriophage showing Escherichia coli antibiofilm activity was conducted.
The results of this study showed that the most effective concentrations bacteriophage EC RTH 04 to prevent, inhibit, and degrade
Escherichia coli EC 3 biofilms were 10°, 10°, and 10? respectively.

Keywords: biofilm, antibiofilm, Escherichia coli, bacteriophage

ABSTRAK

Beberapa strain bakteri Escherichia coli bersifat patogen. Penggunaan antibiotik dan disinfektan yang berlebihan dan tidak sesuai aturan
dapat menyebabkan bakteri membangun mekanisme resistensi. Karakter resistensi tersebut diperkuat oleh kemampuannya membentuk
biofilm, sehingga semakin sulit dieradikasi. Untuk membersihkan secara efektif biofilm yang terbentuk, dibutuhkan agen antibiofilm dan
antimikroba yang bekerja dengan mekanisme berbeda dengan antibiotik dan disinfektan. Bakteriofag merupakan kandidat potensial karena
memenuhi persyaratan tersebut. Bakteriofag menghasilkan enzim polisakarida lyase yang spesifik mampu mendegradasi senyawa matriks
polimerik ekstraselular pada biofilm. Penelitian untuk mengetahui konsentrasi bakteriofag spesifik yang bertujuan menunjukkan aktivitas
antibiofilm terhadap bakteri Escherichia coli telah dilakukan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteriofag EC RTH 04 memiliki
aktivitas pencegahan, penghambatan, dan degradasi biofilm Escherichia coli EC 3 dengan konsentrasi paling efektif secara berturut-turut
sebesar 10°, 10%, dan 10°.

Kata kunci: biofilm, antibiofilm, Escherichia coli, bakteriofag

PENDAHULUAN

Escherichia coli merupakan bagian dari flora
normal. Flora normal adalah mikroorganisme yang
sering dijumpai pada berbagai bagian tubuh individu
sehat tanpa menimbulkan penyakit, sehingga
dianggap tidak berbahaya. Escherichia coli berperan
dalam sintesis vitamin K, konversi pigmen-pigmen
empedu, asam-asam empedu dan penyerapan zat-zat
makanan. Selain itu, E. coli juga berperan sebagai
mekanisme pertahanan terhadap infeksi, karena
menghasilkan kolisin yang melindungi saluran
pencernaan dari bakteri patogenik (Bentley dan
Meganathan, 1982; Hudault ef al, 2001; Ryan,
2004a).

Namun demikian, E. coli dapat menjadi patogen
jika mekanisme pertahanan tubuh menurun,
mencapai bagian tubuh yang terlindung, atau
jumlahnya berlebih, misalnya jumlah E. coli berlebih
dalam saluran pencernaan dapat menyebabkan diare.
Strain tertentu E. coli pada ureter dapat mencapai
kandung kemih, sehingga menyebabkan infeksi

saluran urin akut. Escherichia coli pada vagina ibu
hamil dapat menyebabkan meningitis pada bayi yang
baru dilahirkan. Penyakit-penyakit lain yang
disebabkan oleh E. coli adalah pneumonia, infeksi
luka terutama di abdomen, bakterimia dan septisemia
(Ryan, 2004b). Escherichia coli juga bertanggung
jawab terhadap kasus-kasus infeksi yang berasosiasi
dengan peralatan medis, misalnya katup jantung
buatan, pin, sendi prostetik dan kateter (Reisner et
al., 2014).

Kemampuan E. coli bermutasi secara cepat
untuk menghasilkan strain baru yang semakin
patogen, dapat menyebabkan wabah. Salah satu
contoh adalah E. coli yang bersifat enterotoksigenik
(ETEC), enteropatogenik (EPEC), enteroinvasif
(EIEC), enteroagregatif (EAECQ), dan
enterohemoragik (EHEC). Strain  yang paling
berbahaya adalah EHEC, yang menyebabkan diare
berdarah dan gejala penyakit lain di luar saluran
gastrointestin karena menghasilkan shiga toksin
(Tortora et al., 2001; Forbes et al., 2007).

*Diterima: 29 Mei 2017 - Diperbaiki: 28 Februari 2018 - Disetujui: 19 Maret 2018
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Penggunaan antibiotik yang tidak tepat justru
dapat membentuk mekanisme resistensi sebagai
bentuk pertahanan diri bakteri. Semakin banyak jenis
dan dosis antibiotik yang digunakan, semakin
resisten bakteri tersebut (Ryan, 2004c). Selain itu,
patogen tertentu juga dapat mengembangkan
mekanisme resistensi antibiotik yang bersifat
komunal, dengan cara membentuk biofilm.

Biofilm merupakan kumpulan mikroorganisme
yang hidup bersama dan berikatan kuat pada
permukaan biotik maupun abiotik pada lingkungan
yang lembab dan diselubungi oleh matriks
polisakarida. Biofilm dapat terdiri dari spesies
mikroba tunggal atau beberapa jenis spesies yang
membentuk lapisan (Costerton et al., 1995; O’Toole
et al., 2000; Donlan, 2002).

Escherichia coli dapat membentuk biofilm
dalam masa pertumbuhannya sebagai mekanisme
pertahanan terhadap kondisi lingkungan yang kurang
menguntungkan, misalnya nutrisi, oksigen dan
antibiotika (Soto et al., 2011), dengan membentuk
matriks ekstraseluler polisakarida (EPS). Oleh
karena itu, E. coli pembentuk biofilm lebih resisten
terhadap antibiotik dan disinfektan daripada yang
hidup planktonik (Beloin et al., 2008; Zuroff et al.,
2010).

Masalah dapat diatasi dengan menggunakan
agen antimikroba yang dapat mendegradasi biofilm
dengan mekanisme berbeda dengan antibiotik dan
disinfektan. Pemanfaatan bakteriofag merupakan
salah satu metode yang efektif untuk mengontrol
pertumbuhan  biofilm.  Bakteriofag memenuhi
persyaratan/kebutuhan tersebut karena bersifat non
toksik, spesifik, dan efektif. Bakteriofag sebagai
agen antibiofilm berdasarkan beberapa penelitian
ahli dinilai efektif untuk mendegradasi senyawa

polisakarida penyusun matriks polimerik
ekstraselular biofilm (Chan dan Abedon, 2015;
Esmat et al., 2018).

Bakteriofag, sering disebut fag, merupakan
virus yang secara spesifik menginfeksi dan
bereplikasi pada sel inangnya. Menurut Sutherland et
al., (2004), bakteriofag menghasilkan enzim
polisakarida lyase (depolimerase) yang spesifik
mampu mendegradasi senyawa matriks polimerik
ekstraselular pada Dbiofilm. Bakteriofag juga
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memiliki kemampuan bereplikasi secara cepat
dengan merusak sel bakteri dan mengekspresikan
enzim yang dapat mendegradasi biofilm (Simoes et
al., 2010).

Bakteriofag E. coli maupun bakteri-bakteri lain
ada yang bersifat litik atau lisogenik. Untuk
mengendalikan atau terapi penyakit, fag litik yang
digunakan (Azizian et al., 2013; Esmat et al., 2018).
Penelitian dan aplikasi terapi fag lebih meluas di
Eropa Timur dibandingkan dengan Amerika Utara
dan Eropa Barat, yang lebih tertarik pada antibiotik.
Beberapa penelitian di antaranya, untuk mengatasi
penyakit disentri, meningitis, urologi, infeksi kulit,
luka dan saluran pernafasan serta pencernaan yang
disebabkan oleh Staphylococcus, Klebsiella, E. coli
dan Pseudomonas (Sulakvelidze dan Kutter, 2005;
Azizian et al., 2013).

Berdasarkan tersebut,
keunggulan-keunggulan fag dibandingkan antibiotik
dan disinfektan, serta potensi fag
mendegradasi  biofilm  bakteri targetnya dan
mengurangi kemampuan biofilm untuk beregenerasi,

informasi-informasi

dalam

dilakukan penelitian untuk menguji aktivitas
antibiofilm isolat bakteriofag EC RTH 04 dalam
memberantas biofilm E. coli isolat EC 3 dan
mengetahui konsentrasi efektif/optimumnya.
Bakteriofag spesifik sebagai antibiofilm dapat
menjadi untuk terapi penyakit yang
disebabkan bakteri tertentu, yang sulit dieradikasi
menggunakan antibiotik dan disinfektan yang umum

digunakan.

solusi

BAHAN DAN CARA KERJA
Bakteriofag uji

Bakeriofag EC RTH 04 yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Kesehatan, Bidang Mikrobiologi,
Puslit Biologi LIPI. Isolat tersebut diisolasi dari air
toilet di daerah Cimande, Kabupaten Bogor, Jawa
Barat.

Kultur Escherichia coli EC 3

Escherichia coli EC 3 diinokulasi dengan
metode streak pada media Eosin Metyl Blue Agar
(EMB), dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37 °C. Media EMB terdiri dari 36 g Eosin Metyl
Blue Agar dan 4,5 g agar 30% dalam 1 L akuades.



Penyiapan suspensi bakteri

Satu ose kultur E. coli diinokulasikan ke dalam
media LB cair dan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37 °C. Kepadatan bakteri diukur menggunakan
spektrofotometer pada 600 nm hingga diperoleh OD
0,2. Media LB cair dibuat dengan melarutkan 5 g
yeast extract, 10 g tripton, 5 g NaCl dalam
1 L akuades, kemudian diotoklaf pada 121 °C selama
15 menit.

Kultur dan penghitungan bakteriofag (Adams,

1959 yang telah dimodifikasi).

1) Amplifikasi bakteri inang
Bakteri E. coli diinokulasi ke dalam LB cair 50
mL dan diinkubasi pada suhu 37 °C dalam
waterbath. Pertumbuhan bakteri diukur hingga
mencapai fase lag yaitu OD 0,2 (600 nm).

2) Pengenceran bakteriofag
Suspensi bakteriofag E. coli EC RTH 04
diencerkan berseri hingga 10® menggunakan
PBS PBS terdiri dari 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,1 g
K,HPO,, dan 0,2 g KH,PO,4 dalam 1 L akuades.

3) Menginfeksikan bakteriofag ke dalam bakteri
inang
Suspensi bakteri inang ditambahkan ke tiap
pengenceran fag dari 10 hingga 10® dengan
perbandingan volume 1:2, diinkubasi dalam
waterbath 37 °C selama 10 menit. Suspensi
dicampur dengan 6 mL LB 60% semi padat,
kemudian disebar di atas media LB agar pada
cawan petri, diinkubasi pada suhu 37 °C.
Komposisi media LB 5 g yeast extract, 10 g
tripton, 5 g NaCl, dan 15 g atau 9 g (LB semi
solid) bacto agar dalam 1 L akuades.

4) Pengamatan plak bakteriofag
Pertumbuhan fag ditandai oleh plak, berupa
zone bening pada hamparan bakteri inang.
Jumlah plak dihitung dan diamati konsentrasi
fag yang menghasilkan plak.

5)  Scrubbing bakteriofag
Plak dikeruk (scrub) menggunakan ose dan
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang
berisi larutan PBS 1 mL, divortex,
disentrifugasi, kemudian pellet dibuang. Untuk
penyimpanan fag, sebanyak 1 tetes kloroform
ditambahkan pada 2 mL supernatan.

Triana - Aktivitas Antibiofilm Bakteri Escherichia coli

Penyiapan bakteriofag

Suspensi fag E. coli EC RTH 04 diencerkan
berseri hingga 10 dengan PBS Konsentrasi fag yang
akan digunakan untuk uji aktivitas antibiofilm adalah
konsentrasi 10%, 10%, 10, dan 108.

Uji aktivitas antibiofilm (Peterson et al.,, 2011 yang
dimodifikasi)

1. Uji aktivitas pencegahan biofilm

Sebanyak 200 pL suspensi fag EC RTH 04
dimasukkan ke dalam microplate, ditutup dan
diinkubasi selama 60 menit. Setelah diinkubasi,
suspensi fag dibuang kemudian dimasukkan 100 pL
media LB dan 100 pL E. coli EC 3. Kontrol negatif
adalah 200 pL suspensi bakteri dan kontrol positif
adalah Biorem, yang merupakan bahan pembersih
yang umum digunakan dalam lingkungan industri.
Microplate ditutup dan diinkubasi selama 48 jam
pada suhu 37°C. Setelah masa inkubasi selesai, isi
microplate dibuang, microplate dicuci dengan air
dan  dikeringanginkan.  Microplate = diwarnai
menggunakan 200 pL kristal violet 1%, diinkubasi
selama 15 menit pada suhu ruang, kristal violet
dibuang, microplate dicuci dengan
dikeringanginkan. Microplate diisi 200 pL etanol

air dan

96% dan diinkubasi selama 15 menit pada suhu
ruang. Densitas optik (DO) diukur menggunakan
microplate reader pada 595 nm. Persentase
penghambatan  biofilm dihitung menggunakan
rumus:

2. Uji aktivitas penghambatan biofilm

Sebanyak 100 pL media LB cair, 50 pL bakteri
E. coli EC 3 dan 50 puL fag EC RTH 04 dicampur
dan  dimasukkan ke dalam tiap  sumur
microplate, ditutup dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 48 jam. Campuran dibuang, microplate dicuci
dengan air dan dikeringanginkan. Microplate
diwarnai menggunakan 200 pL kristal violet 1%,
diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang,
pewarna dibuang, microplate dicuci dengan air
bersih dan dikeringanginkan. Setelah kering,
sebanyak 200 pL etanol 96% dimasukkan ke dalam
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microplate dan diinkubasi selama 15 menit pada
suhu ruang. Densitas optik diukur menggunakan
microplate pada 595 nm. Pengujian
dilakukan triplo dan persentase penghambatan
biofilm dihitung menggunakan rumus berikut:

reader

3. Uji aktivitas degradasi biofilm

Sebanyak 100 pL media LB cair dan 100 pL
suspensi bakteri E. coli EC 3 dimasukkan ke
dalam tiap sumur microplate, kemudian ditutup dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam.
Campuran dibuang, 200 pL fag dimasukkan ke
dalam microplate. Kontrol negatif adalah tanpa
pemberian  fag. ditutup  kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Kontrol
positif adalah 100 pL Biorem A yang diinkubasi
selama 30 menit. Biorem A dibuang, diberi 100 pL
Biorem B, dan diinkubasi kembali selama 30 menit.

Microplate

Microplate dicuci dengan air, dikeringanginkan,
ditambahkan 200 pL kristal violet 1%, diinkubasi
selama 15 menit, dicuci dengan air dan
dikeringanginkan. Microplate diisi dengan 200 pL
etanol 96% dan diinkubasi selama 15 menit pada
suhu ruang. Densitas optik diukur menggunakan

200

180

160

140

120

100 I
80
60

40 mr

Alktivitas antibiofilm (%)
(Antibiofilm activity) (%)

Pencegahan
(Prevention)

Penghambatan
(Inhibition)

microplate reader pada 595 nm. Pengujian
dilakukan triplo dan persentase degradasi biofilm

dihitung menggunakan rumus:

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fag EC
RTH 04 memiliki aktivitas antibiofilm terhadap
E. coli EC 3, baik dalam pencegahan, penghambatan
maupun degradasi biofilm. Aktivitas pencegahan
pembentukan biofilm cenderung semakin tinggi
seiring peningkatan konsentrasi fag (Tabel 1 dan
Gambar 1). Aktivitas pencegahan terendah adalah
pada konsentrasi 10> dengan nilai 49,808%, diikuti
oleh konsentrasi 10" dengan nilai 50,962%. Aktivitas
tertinggi dicapai pada konsentrasi 10° dengan nilai
104,808%, namun menurun pada konsentrasi 10
dengan nilai terendah, yaitu 41,587%.

Aktivitas pencegahan, sebagaimana aktivitas
penghambatan, cenderung meningkat seiring
meningkatnya konsentrasi fag (Tabel 1 dan
Gambar 1). Pada konsentrasi 10° aktivitas
penghambatan terendah dengan nilai 75,223%,
diikuti konsentrasi 10" dengan nilai 96.875%.
Aktivitas penghambatan tertinggi dicapai pada

u 1072
W 1074
1046
1078

Degradasi
(Degradation)

Gambar 1. Aktivitas Antibiofilm E. coli EC 3 oleh Bakteriofag EC RTH 04 (4 ntibiofilm E.coli EC 3 activity

of bacteriophage EC RTH04)

80



konsentrasi 10° sebesar 105,357%. Aktivitas
menurun kembali pada konsentrasi 10* dengan nilai
104,464%.

Keempat konsentrasi fag yang diuji (Gambar 1)
menunjukkan aktivitas degradasi setara. Aktivitas
degradasi pada konsentrasi 10? adalah 148,471%.
Aktivitas meningkat dan mencapai nilai tertinggi
pada konsentrasi 10* sebesar 152,446%, kemudian
turun kembali pada konsentrasi 10° dengan nilai
149,235%. Aktivitas degradasi semakin menurun dan
mencapai nilai terendah pada konsentrasi 10® yaitu
138,073%.

Efektivitas fag EC RTH 04 dalam mendegradasi
biofilm E. coli EC 3 dikonfirmasi dengan melakukan
perbandingan  dengan  pembersih  komersial
antibiofilm (Biorem). Hasil menunjukkan bahwa
aktivitas degradasi oleh fag yaitu 152,446%, lebih
tinggi dibandingkan dengan Biorem sebagai kontrol

positif, yaitu 124,771% (Gambar 2).

PEMBAHASAN

Escherichia coli dapat membentuk agregat dan
berikatan dengan kuat pada suatu permukaan,
sehingga sulit diberantas karena biofilm yang
dibentuknya. Biofilm E. coli menghasilkan senyawa
ekstraseluler polisakarida yang tidak dapat
dihilangkan dengan pencucian ringan (Khan et al.,
2014). Struktur biofilm yang kompleks melindungi
bakteri-bakteri  pembentuknya  dari  serangan
antibakteri dan predasi, antara lain radiasi, desikasi/
kekeringan dan antibiotik (Harper ef al., 2014).

Triana - Aktivitas Antibiofilm Bakteri Escherichia coli

Beberapa penelitian membuktikan kemampuan
bakteriofag dalam eradikasi biofilm FE. coli.
Bakteriofag merupakan virus yang menginfeksi
bakteri sehingga memberikan pendekatan yang
sesuai secara alami, spesifik dan bersifat non-toksik
untuk  mengontrol  beberapa  mikroorganisme
pembentuk biofilm (Azizian et al., 2013). Infeksi
biofilm oleh bakteriofag dipengaruhi oleh faktor
lingkungan seperti temperatur, fase pertumbuhan,
media dan konsentrasi bakteriofag. Di lain pihak, fag
berinteraksi dengan biofilm berdasarkan kerentanan
sel-sel pembentuk biofilm terhadap bakteriofag dan
ketersediaan reseptor (Simoes et al., 2010).

Bakteriofag memiliki setidaknya dua
mekanisme degradasi biofilm yang potensial.
Pertama, aktivitas enzim depolimerase/polisakarase,
yang mencerna matriks polisakarida sehingga
terdegradasi. Matriks yang terdegradasi
memungkinkan bakteri dalam biofilm
terpapar, sehingga fag dapat kontak langsung dengan
sel bakteri. Kedua, fag secara selektif menginfeksi
sel bakteri pembentuk biofilm. Kerentanan terhadap
serangan fag dipengaruhi oleh umur, aksesibilitas sel

sel-sel

bakteri dan faktor lainnya. Fag di dalam sel
bereplikasi dan dengan perantaraan enzim virolisin,
sel bakteri pecah dan bakteriofag tersebar
(Sutherland et al., 2004; Parisien et al., 2008; Soto et
al., 2011). Oleh karena itu, aktivitas eliminasi
biofilm oleh fag sangat ditentukan oleh spesifikasi
dan konsentrasi fag yang digunakan.

Aktivitas pencegahan pembentukan biofilm

200
£ 1 152,446
8101 124,771 |
2§ i
= i
E g 100 4
= S T
28 T
8 507
=R 4
ch .

U —
Kontrol positif Degradasi 1074

(positive control)

(Degradation) 104

Gambar 2. Perbandingan aktivitas degradasi biofilm tertinggi oleh fag dan kontrol positif (Biofilm deg-
radation activity comparation of phage and positive control)

81



Berita Biologi 17(1) - April 2018

E. coli EC 3 cenderung meningkat seiring
meningkatnya konsentrasi fag EC RTH 04.
Aktivitas tertinggi dicapai pada konsentrasi 10°.
Semakin tinggi konsentrasi fag, semakin banyak sel
bakteri terinfeksi, sehingga semakin sedikit bakteri
yang bertahan hidup untuk membentuk biofilm.
Pada konsentrasi 10°® kemungkinan jumlah fag telah
mencapai titik jenuh, sehingga aktivitas tidak lagi
meningkat walaupun konsentrasi fag ditingkatkan.
Oleh karena itu, konsentrasi bakteriofag EC RTH
04 yang efektif untuk pencegahan pembentukan
biofilm E. coli EC 3 adalah 10°.

Data tersebut dikonfirmasi oleh hasil analisis
sebaran, dengan membandingkan standar deviasi
antar konsentrasi. Aktivitas pencegahan biofilm
pada konsentrasi 10° berbeda nyata dan
menunjukkan nilai tertinggi. Sedangkan konsentrasi
fag yang lain memiliki aktivitas pencegahan yang
tidak berbeda nyata/setara.

Pencegahan pembentukan biofilm terjadi
karena fag EC RTH 04 telah terlebih dahulu
menempel pada permukaan sumuran microplate
sebelum penambahan bakteri E.coli EC 3. Setelah
penambahan bakteri, fag langsung menginfeksi
bakteri, bereplikasi di dalam sel inang
menggunakan mesin replikasi inangnya dan
menghambat sel inang untuk berekspresi atau
membentuk biofilm (Sutherland et al., 2004).

Aktivitas penghambatan pembentukan biofilm
E. coli EC 3, sebagaimana pencegahan, cenderung
meningkat seiring meningkatnya konsentrasi fag
EC RTH 04. Aktivitas tertinggi dicapai pada
konsentrasi 10°. Namun karena perbedaan yang
tidak terlalu mencolok, secara statistika tidak
mencerminkan perbedaan aktivitas pencegahan.
Hasil analisis sebaran menunjukkan aktivitas yang
setara. Dengan demikian, konsentrasi fag EC RTH
04 yang paling efektif dalam menghambat
pembentukan biofilm E. coli EC 3 adalah 10,

Penghambatan pembentukan biofilm
disebabkan bakteri E. coli EC 3 dikultur dalam
microplate bersamaan dengan fag EC RTH 04,
sehingga fag dengan mudah menginfeksi bakteri
inangnya. Sel inang yang terinfeksi fag mati,
sehingga secara komunal kehilangan sebagian
potensinya membentuk biofilm. Oleh karena sangat
efektif dalam menginfeksi sel inang, konsentrasi
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yang rendah telah cukup untuk menghambat
pembentukan biofilm.

Aktivitas degradasi biofilm tertinggi, di lain
pihak, ditunjukkan oleh konsentrasi fag 10*. Namun
analisis sebaran tidak menunjukkan perbedaan
nyata pada aktivitas degradasi biofilm pada
konsentrasi 10%,10%, 10° dan 10® karena perbedaan
nilai yang sangat kecil. Hal tersebut menunjukkan
kemampuan fag dengan berbagai konsentrasi
adalah setara. Oleh karena itu, konsentrasi fag EC
RTH 04 yang paling efektif dalam mendegradasi
biofilm E. coli EC 3 adalah 10°.

Biofilm secara alami memiliki kemampuan
melepaskan diri dari koloni induknya sebagai
mekanisme dispersi untuk mencari tempat/daerah
kolonisasi yang baru. Proses dispersi melibatkan
komunikasi (quorum sensing) diantara bakteri-
bakteri dalam biofilm untuk melepaskan diri dari
biofilm induk. Untuk itu, Dbakteri akan
menghasilkan enzim-enzim yang dapat
menghidrolisis matriks biofilm (Costerton et al.,
1995). Matriks biofilm bakteri pada umumnya
berupa polisakarida, sehingga dapat dicerna oleh
enzim-enzim polisakarida liase yang termasuk
enzim hidrolase atau depolimerase. Menurut
beberapa penelitian, bakteriofag juga menghasilkan
enzim depolimerase sehingga
mendegradasi matriks EPS biofilm (Chan dan
Abedon, 2015). Hal tersebut menjadi dasar
pemanfaatan bakteriofag untuk mendegradasi
biofilm bakteri.

Aktivitas degradasi biofilm E. coli EC 3
terjadi karena biofilm yang telah lebih dahulu
terbentuk, didegradasi oleh fag EC RTH 04.
Kemampuan fag EC RTH 04 mendegradasi biofilm
disebabkan aktivitas enzim polisakarida lyase

mampu

(depolimerase) yang dihasilkannya. Enzim tersebut
secara spesifik mendegradasi senyawa matriks
polimerik ekstraselular pada biofilm. Selain itu, fag
EC RTH 04 menyerang dan mampu melisis sel
bakteri E. coli EC 3, sehingga sel-sel bakteri mati.
Akibatnya komunikasi antar sel sebagian terputus
sehingga pertahanan biofilm menurun dan fragmen
biofilm terlepas. Menurut Labrie ef al. (2010), fag
menempel pada permukaan sel E. coli dan
berikatan dengan reseptor fag. Selanjutnya DNA
fag diinjeksikan ke dalam sel inang dan merusak



DNA bakteri yang dapat menghambat metabolisme
dan menyebabkan kematian sel bakteri (Azeredo
dan Sutherland, 2008). Aktivitas membunuh sel ini
pada sebagian besar bakteriofag, ditentukan secara
spesifik oleh gen virolysin yang memproduksi
enzim muralitik untuk menghidrolisis peptidoglikan
dinding sel. Virolysin umumnya dilengkapi dengan
peptida Aolin yang membuat lesi di membran sel
untuk membantu virolysin mencapai target lisis
pada dinding sel (Sulakvelidze dan Kutter, 2005).

Efektivitas fag EC RTH 04 dalam
mendegradasi biofilm E. coli EC 3 dikonfirmasi
dengan membandingkan aktivitasnya dengan
aktivitas degradasi biofilm oleh pembersih
komersial antibiofilm (Biorem) sebagai kontrol
positif. Aktivitas degradasi oleh fag EC RTH 04
lebih tinggi dibandingkan dengan Biorem. Hal
tersebut mungkin disebabkan sifat fag yang lebih
spesifik dibandingkan dengan Biorem, sehingga
lebih  efektif dalam mendegradasi biofilm.
Bakteriofag E. coli menghasilkan enzim-enzim
yang secara spesifik berkomplementasi dengan
tempat pelekatan pada substratnya yaitu bakteri
E. coli. Sedangkan Biorem terdiri dari senyawa-
senyawa kimia dan enzim-enzim yang dihasilkan
oleh organisme lain bahkan bahan sintetik yang
bersifat umum, sehingga interaksi dengan substrat
pada E. coli lebih rendah/sedikit karena tidak
spesifik. Dengan demikian, fag EC RTH 04
memiliki potensi yang sangat baik untuk
dikembangkan sebagai agen pendegradasi biofilm
E. coli.

KESIMPULAN

Bakteriofag EC RTH 04 memiliki aktivitas
pencegahan, penghambatan, dan degradasi biofilm
E. coli EC 3. Untuk pencegahan pembentukan
biofilm, konsentrasi yang paling efektif adalah 10°,
Untuk penghambatan pembentukan  biofilm,
konsentrasi yang paling efektif adalah 102
Sedangkan untuk degradasi biofilm, konsentrasi
yang paling efektif adalah 10°. Dengan demikian,
bakteriofag EC RTH 04 menunjukkan sifat spesifik
sebagai antibiofilm terhadap biofilm E. coli EC3.
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