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ABSTRAK

E. coli termasuk golongan bakteri koliform sebagai indikator kualitas air yang dapat
membentuk biofilm pada sistem distribus air minum isi ulang. Biofilm tersebut dapat
menyebabkan kontaminasi dan penyebaran penyakit. Bakteriofag yang memiliki kemampuan
dalam melisiskan inang dapat dijadikan solusi permasalahan tersebut. Tujuan penelitian adalah
untuk mengisolasi bakteriofag E. coli dari sistem distribusi air minum isi ulang dan menguji
aktivitas antibiofilm. Isolasi bakteriofag dilakukan dengan metode plaque assay, sedangkan uji
aktivitas antibiofilm menggunakan metode microtiter plate assay. Sampel yang digunakan
adalah biofilm dari pipa sumber air, tangki penyimpanan depot air minum dan produk air minum
isi ulang. Hasil penelitian menunjukkan bakteriofag E. coli dapat diperoleh dari masing-masing
sampel dan memiliki aktivitas antibiofilm.
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PENDAHULUAN

Air merupakan sumber kehidupan
bagi manusia yang dibutuhkan dalam
aktivitas sehari-hari. Kepadatan populasi
penduduk  dan
berlebihan

pendangkalan sumur serta berkurangnya

pembangunan  secara
menyebabkan terjadinya
daerah resapan air. Hal ini menimbulkan
krisisair bersih.

Depot Air Minum muncul sebagai
salah satu solusi permasalahan air bersih.
Air DAM lebih banyak diminati masyarakat
karena lebih murah, praktis, dan mudah

didapat, namun sering pula ditemukan DAM
yang tidak menjamin produk yang
dihasilkan, terutama masalah kontaminasi.
Kontaminasi disebabkan karena rendahnya
higinietas  pengolahan  air,
distribusi, dan kesetrilan alat-aat yang
digunakan. Salah satu contoh kasus DAM

yaitu dari hasil pembinaan dan inspeksi

jaringan

DAM di Depok, menemukan 212 depot air
minum yang tidak memenuhi syarat dari
total 331. Ha ini terjadi karena adanya

endapan dan pencucian galon oleh mesin
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pencuci yang tidak sempurna (Anonim,
2015).

Air minum yang terkontaminasi
dapat disebabkan dari adanya kandungan
koliform, termasuk E. coli. Bakteri koliform
yang terdapat pada sistem distribusi air
minum, termasuk sumber air baku dan
pengolahan air, sebagian besar ditemukan
dalam bentuk biofilm yang melekat pada
permukaan pipa selang air. Hal ini berisiko
terhadap  penyebaran  penyakit  yang
bersumber dari air seperti diare dan penyakit
akibat parasit.

Sejauh ini solus yang diterapkan
untuk penghilangan biofilm adalah dengan
menggunakan senyawa kimia seperti klorin,
H-O. dan surfaktan (Buana dan Wardani,
2014). Penggunaan senyawa kimia ini
kurang efektif karena  menimbulkan
resistenss dan perubahan genetis bakteri
yang dapat membahayakan bagi lingkungan,
konsekuensi penyakit lebih tinggi dan
biofilm semakin sulit untuk dihilangkan.
Bakteriofag memiliki keunggulan karena
mampu menginfeksi dan melisiskan bakteri
spesifik  dengan  menghasilkan  enzim
lisozim. Hal tersebut menjadi salah satu
keuntungan penggunaan bakteriofag sebagal
biokontrol bakteri yang lebih aman. Oleh
karena itu, dilakukan pendlitian isolasi

bakteriofag Escherichia coli dari sistem

distribusi air minum isi ulang dan menguji

aktivitas antibiofilmnya.

METODE PENELITIAN
Pengambilan sampel

Pengambilan sampel dilakukan di
tiga titik, yaitu pertama, tiga sumber air
baku yang terdapat di wilayah Jalan
Alternatif Sentul. Sampel biofilm diambil
pada bagian pipa saluran air baku ke dalam
mobil tangki distribus air baku. Kedua,
yaitu tiga Depot Air Minum Isi Ulang di
kawasan Sempora, Cibinong. Sampel
biofilm diambil pada bagian tangki air.
Sampling biofilm dilakukan dengan cara
mengusap biofilm dengan menggunakan
cotton swab steril, dan dimasukkan ke dalam
5 mL LB cair kemudian divorteks hingga
homogen (Mulamattathil et al., 2014).
Ketiga, yaitu tiga produk air minum hasil
olahan air Depot Air Minum dengan
mengambil produk air minum masing-
masing sebanyak 1 L ke dalam botol steril.

Isolasi E. coli

Isolasi E. coli dilakukan dengan 2
macam metode, yaitu filtras dan spread
plate (Brown, 2012). Filtrasi menggunakan
vaccum filtration dengan kertas saring
berukuran 0,20 pum. Metode kedua yaitu

spread plate, dengan cara suspensi biofilm
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diencerckan ke daam PBS hingga
pengenceran 103 Isolas  E.  coli
menggunakan media EMB. Isolat yang
menunjukkan koloni positif, diamati secara
mikroskopis melaui  pewarnaan Gram
(Brown, 2012). Selanjutnya uji  KIA
dilakukan dengan cara menusukkan media
KIA dengan satu ose koloni bakteri (Brown
and Smith, 2015).

| solasi bakteriofag

Johson dan Case (2010) tahapan
pertama, yaitu amplifikasi bakteriofag
dengan cara suspensi biofilm dimasukkan ke
daam erlenmeyer sebanyak 40 mL
ditambah 5 ml LB cair 10x dan 5 mL kultur
E. coli umur 24 jam yang telah diremgjakan
pada media LB cair, dan diinkubas pada
suhu 37°C selama 24 jam pada shaker 100
rpm. Tahap kedua adalah filtrasi bakteriofag
dengan mensentrifugasi  kultur bakteriofag
pada kecepatan 2000 rpm selama 5 menit.
Supernatan diambil dan difiltrasi dengan
syringe menggunakan membran filter 0,20
pm  steril. Filtrat | diamplifikas ulang
dengan menambahkan 1 mL LB 10x dan 5
mL E. coli ke ddam 4 mL filtrat I.
Campuran diinkubas selama 24 jam dan
dilakukan filtrasi Il. Filtrat | dan filtrat I
disimpan pada suhu 4 °C.

Plaque assay

Kultur E. coli dibuat dengan
memasukkan 1% E. coli 24 jam pada 50 mL
LB car dan diinkubas pada shaker
kecepatan 100 rpm, 24 jam. Optical Density
(OD) E. coli diukur, kemudian sebanyak
0,5% kultur diinokulasikan pada 10 mL LB
cair. E. coli diukur ODego per jam dengan
spektrofotometri hingga didapatkan OD 0,2
yang merupakan awa log phase. Filtrat
bakteriofag diencerkan hingga 108. Masing-
masing pengenceran diambil sebanyak 0,1
mL dan dimasukkan ke dadam 0,5 mL E.
coli OD 0,2 kemudian diinkubasi selama 10
menit dalam waterbath inkubator. Kontrol
dibuat dengan menambahkan 0,5 mL E. coli.
Masing-masing perlakuan ditambahkan 6
mL LB semi padat, kemudian dituangkan ke
dalam media LB padat dan diinkubasi pada
suhu 37° C selama 24 jam. Pengamatan
berupa plak yang terbentuk pada cawan
petri, dan dilakukan perhitungan titer
bakteriofag (Brown, 2012).

Penyimpanan bakteriofag

Penyimpanan bakteriofag dengan
mengambil plak yang telah terbentuk
dengan menggunakan ose plastik dan
dimasukkan ke daam 1 mL PBS. Suspens
disentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm

selama 10 menit. Supernatan diambil dan
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ditambahkan klorofom sebanyak 1 tetes per
mL dan disimpan pada suhu 4°C.

Uji Antibiofilm
1). Uji Pelisisan Biofilm

Uji pelisisan biofilm dilakukan dengan
menggunakan metode Microtiter Plate
Assay (Bjarnsholt et al., 2011). Sebanyak
200 pL E. coli dimasukkan ke dalam
mikroplat, kemudian LB cair dimasukkan ke
dalam beberapa well sebagai blanko.
Inkubasi pada suhu 37 °C selama 3 hari.
Cairan didalam mikroplat dikeluarkan dan
dibilas menggunakan air. Mikroplat diberi
perlakuan pengenceran filtrat bakteriofag
hingga pengenceran 10°® sebanyak 200 pL
ke dadam masing-masing well. Beberapa
well blanko diis dengan PBS, masing-
masing well berisi 200 uL. Mikroplat yang
telah diberi perlakuan diinkubasi selama 24
jam. Mikroplat diberi 200 pL larutan kristal
violet 0,2% dan diinkubasi 15 menit. Etanol
96% dimasukkan ke daam mikroplat
sebanyak 200 pL dan diinkubas selama 15
menit selanjutnya  diukur dengan
menggunakan microplate reader pada
ODsesnm (Bjarnsholt et al., 2011).

2). Uji Penghambatan Biofilm
Penghambatan  biofilm  dilakukan
dengan mencampurkan 100 pL LB cair, 50

puL E. coli dan 50 pL masing-masing

pengenceran filtrat bakteriofag 10“ hingga
10® ke dalam well mikroplat. Pembuatan
kontrol negatif dengan menambahkan 150
pL E. coli yang dicampur dengan 50 pL
PBS dan blanko berisi 150 pL LB cair dan
50 pL PBS. Inkubas dilakukan selama 72
jam. Isi di dalam mikroplat dikeluarkan dan
dibilas menggunakan air. Mikroplat diberi
200 pL kristal violet 0,2 % dan diinkubasi
15 menit. Etanol 96% sebanyak 200 pL
dimasukkan ke dalam mikroplat dan
diinkubasi selama 15 menit, selanjutnya
diukur dengan menggunakan microplate
reader pada ODsgsnm (Bjarnsholt et al.,
2011).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolass E. coli berdasarkan
karakteristik koloni pada media EMB,
morfologi mikroskopis dan reaks KIA,
diperoleh isolat 2C. Koloni pada media
EMB berwarna merah hijau metalik, s
berbentuk batang dan termasuk Gram
negatif. Hasil uji KIA menunjukkan
produksi gas dan perubahan warna kuning
akibat penurunan pH dari hasil dari
fermentasi |aktosa.

Isolat 2C merupakan hasil isolasi yang
berasal dari produk air minum 2. E. coli
yang ditemukan pada produk air minum isi
ulang menunjukkan bahwa air tersebut
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terdapat bakteri fekal dan beresiko terhadap
mikroba patogen. Brown dan Smith (2015)
menyatakan E. coli ditemukan sebagai
mikrobiota normal pada saluran
gastrointestinal  manusia, nhamun  tidak
ditemukan pada air atau tanah. E. coli yang
terdapat pada air mengindikasikan adanya
kontaminasi fekal dan dapat menyebabkan
penyakit yang berbahaya seperti diare,
disentri dan lain sebagainya.

Hasil plague assay menunjukkan
adanya plak yang terbentuk pada masing-
masing sampel. Plak terbentuk akibat dari
bakteriofag yang mampu melisiskan sel E.
coli. Bagian lapisan permukaan yang keruh
tanpa adanya plak dikarenakan E. coli
tumbuh dengan baik dan sel bakteri tidak
terinfeksi oleh bakteriofag.

Gambar 1. Pembentukan plak pada plaque
assay
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Gambar 2. Titer bakteriofag hasil plaque
assay pada 3 jenis sampel

Data plague assay menunjukkan
jumlah titer bakteriofag pada pengenceran
10* merupakan titer bakteriofag terendah.
Pengenceran 10’ merupakan titer tertinggi,
diikuti dengan ketidakmunculan plak pada
pengenceran 108, Varias titer bakteriofag
pada tiap pengenceran disebabkan karena
adanya sistem pertahanan bakteri terhadap
infeksi bakteriofag, sifat bakteriofag dan
perlakuan pengenceran. Hal ini  sesual
dengan pendapat Charles and Moineau
(2009 dalam Buana dan Agustin, 2014)
yaitu ketidakmampuan bakteriofag dalam
melisiskan inangnya dapat terjadi karena
adanya perbedaan kondisi lingkungan,
pertumbuhan inang yang lebih cepat, sistem
pertahanan terhadap infeksi bakteriofag
secara alami. Jumlah plak juga dipengaruhi
oleh spesifitas bakteri itu sendiri. Madigan
et al. 2012 menyatakan virus yang tidak

mampu  menginfeks  bakteri  dapat
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disebabkan karena partikel bakteriofag yang
dihasilkan selama infeks
beberapa bagian yang tidak sempurna.

memiliki

Bakteriofag E. coli yang terdapat pada
sistem distribuss air minum isi ulang
menujukkan adanya kontaminasi fekal
bakteri. Bakteriofag E. coli secara aami
tidak akan bereplikas tanpa adanya E. coli.
Oleh karena itu bakteriofag E. coli dapat
digunakan sebagai pendeteksi adanya air
tercemar. Kehadiran E. coli akan langsung
diinfeksi dan dilisiskan oleh bakteriofag.
Hal ini sesuai dengan penelitian Espinosa et
al. 2009 mengenai penggunaan bakteriofag
E. coli sebaga indikator daam
mengevaluas pengolahan ar karena
bakteriofag memiliki sifat toleran terhadap

ar.

100 921 903
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Penghambatan pelisisan

H 10 W 100 MW 100 W 10 MW 08

Hasil aktivitas antibiofilm berupa

Gambar 3. Aktivitas antibiofilm oleh bakteriofag E. coli

penghambatan dan pelisisan  biofilm

menggunakan filtrat bakteriofag sumber air
ditunjukkan pada Gambar 3.

Berdasarkan data tersebut aktivitas
penghambatan biofilm tertinggi adalah
92.1% yang menunjukkan bakteriofag
mampu menghacurkan inang E. coli
terlebinh  dahulu  sebelum  membentuk
biofilm. Bakteriofag mengeluarkan enzim
lisozim saat melakukan penetrasi untuk
membuat lubang pada dinding sel bakteri,
sehingga DNA dapat masuk dan melisiskan
E. coli. Bakteriofag yang keluar dari dalam
tubuh inang, akan menginfeksi sel E. coli
lain. Madigan et al. (2012) menyatakan
peptidoglikan pada dinding sel bakteri
mampu dihancurkan oleh enzim lisozim
yang dihasilkan oleh bakteriofag. Enzim ini
memecah ikatan (-1,4-glycosidic dengan
N-acetylglucosamine
menyebabkan dinding sel bakteri berlubang
saat bakteriofag melakukan penetrsi dan

sehingga  dapat

melisiskan inang.

Uji pelisisan biofilm menunjukkan
bakteriofag mampu melisiskan biofilm yang
dibentuk oleh E. coli. Aktivitas presentase
tertinggi adalah 33.8%. Harper et al. (2014)
menyatakan mekanisme  bakteriofag
menyerang biofilm adalah bakteriofag
masuk menembus EPS dan bereplikasi
dadam sd inang mereka, sehingga

mengakibatkan kenaikan jumlah
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bakteriofag. Pelepasan ini menaikan jumlah
bakteriofag yang menginfeksi biofilm.
Adanya penyebaran bakteriofag pada
biofilm, menyebabkan produksi material
EPS  bakteri
Bakteriofag dapat menghapus biofilm dan

semakin berkurang.
mengurangi potens untuk beregenerasi. Uji
pelisisan yang memiliki aktivitas presentase
lebih rendah dibandingkan dengan uji
penghambatan dapat disebabkan oleh
kondiss E. coli. Carson et al. (2010)
menyatakan faktor tersebut dapat terjadi
karena produksi polisakarida depolimerase,
kemampuan dalam mempenetrass EPS
terhadap biofilm, jarak siklus litik dan
jumlah bakteriofag yang dihasilkan saat
keluar dari tubuh sel inang. Penelitian
Carson et al. (2010) mengena penggunaan
bakteriofag coli-proteus dan T4 secara
efektif mampu menghambat dan melisikan
biofilm E. coli dengan presentase 99.9%.
Hal ini menunjukkan bahwa bakteriofag E.
coli dapat dijadikan alternatif sebagai
antibiofilm.

SIMPULAN

Bakteriofag E. coli yang ditemukan
pada sistem distribusi air minum isi ulang,
menunjukkan adnaya kontaminasi bakteri
fekal. Bakteriofag E. coli dapat dijadikan
aternatif sebagai antibiofilm ditunjukkan

dengan kemampuannya dalam menghambat

dan melisiskan biofilm.

SARAN
Penelitian ini dapat dianalisis lebih
lanjut mengenai identifikasi bakteriofag E.

coli.
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