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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan purifikasi phage campuran (phage cocktail) 
untuk mendapatkan phage murni (single phage) dan menguji aktivitas penghambatan phage 
murni terhadap bakteri patogen dan non-patogen.  Phage murni yang diperoleh yaitu фLA-1 
menunjukkan aktivitas penghambatan  terhadap Shigella flexneri, Shigella dysentri, Eschericia coli, 
Salmonella thypi, and Listeria monocytogenes, namun tidak menunjukkan aktivitas penghambatan 
terhadap  Staphylococcus aureus, Bacillus cereus dan Lactobacillus plantarum. Berdasarkan plaque 
yang terbentuk, ФLA-1 lebih efektif menghambat Shigella flexneri  dibandingkan strain lainnya, 
yaitu dengan terbentuknya plaque sebesar  1.37 x 108 PFU/mL.  Lebih lanjut, ФLA-1 dapat 
mereduksi jumlah sel bakteri target pada media tumbuh  rata-rata setelah  8 jam. Berdasarkan 
elektroforesis gel agarosa, ФLA-1 mempunyai ukuran genom sebesar 21226 bp. 

 
Kata kunci: purifikasi, phage cocktail, plaque, bakteri patogen, keracunan makanan

ABSTRACT

 The aim of this research is to purify a phage cocktail to obtain a single phage and evaluate the broad 
host range of a single phage. The obtained single phage (ФLA-1),  was found to attack strains of Shigella 
flexneri, Shigella dysentri, Eschericia coli, Salmonella thypi, and Listeria monocytogenes, but not members 
of the strains Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Lactobacillus plantarum. The data showed that 
ФLA-1 is  more  effective to attack the Shigella flexneri than other strain with the burst size of 1.37.108 
PFU/ml. It  can reduced the cell numbers of their positive bacteria targets after 8 hr. The complete nucleo-
tide sequence of the genome 21226 basepairs of фLA-1 was determined.

 
Keywords: purification, phage cocktail, plaque, pathogen bacteria, foofdborne disease

PENDAHULUAN
 

Data statistik kasus keracunan 
makanan (foodborne disease) diberbagai 
negara semakin mengkhawatirkan. Pada 
tahun 2005 Centers for Disease Control 
Prevention (CDC)  melaporkan bahwa bakteri 
patogen yang dikenal telah menyebabkan 
14 juta orang sakit, 60000 orang dirawat 
inap dan 1800 orang meninggal tiap tahun 
di Amerika serikat. Berdasarkan Riskesdas 
Depkes RI tahun 2007 melaporkan bahwa 
salah satu penyakit yang ditularkan melalui 
makanan dan minuman adalah diare sebesar 

9% (Litbangkes, 2007). Keracunan makanan 
dapat disebabkan oleh baktei patogen seperti 
Escherichia coli,  Salmonella, Shigella, Listeria, 
Campylobacter.

Usaha untuk menghambat pertumbuhan 
bakteri patogen sudah banyak dilakukan, 
misalnya dengan perlakuan fisik, kimia 
maupun biologis. Perlakuan biologis 
(misalnya antimikroba) lebih cenderung 
efektif dibandingkan yang lainnya karena 
tidak memiliki efek yang tidak diinginkan.   
Kelemahan dari perlakuan fisik bisa 
menyebabkan perubahan kualitas sensoris 
produk makanan (misalnya karena efek 
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pemanasan atau irradiasi), sedangkan 
kelemahan dari perlakuan kimia dapat 
menyisakan residu bahan kimia pada produk 
makanan sehingga berdampak negatif 
pada tubuh (Sofos, J.N. dan Smith, G.C., 
1998; Bacon, R.T. et al., 2000). Penggunaan 
antimikroba seperti bakteriofag dalam 
mengontrol bakteri patogen memberikan 
alternatif untuk meningkatkan keamanan 
pangan. Bakteriofag/ phage (Ф) merupakan 
virus yang menginfeksi bakteri, dapat 
menyebabkan bakteri lisis dan mati setelah 
bakteriofag berkembang biak di dalam 
bakteri dan keluar dari bakteri dengan 
jumlah yang sangat banyak (Mayer, 2010). 
Virulent phage (bakteriofag yang eksklusif 
mengakibatkan lisis) memiliki banyak 
keuntungan sebagai biokontrol maupun 
agen terapi karena kemampuannya dalam 
menyerang bakteri dan tidak mempunyai 
pengaruh terhadap jenis sel lain termasuk 
sel manusia, hewan dan tanaman (Snyder 
dan Champness, 2003). Berdasarkan United 
States Food and Drug Administration (2006), 
bakteriofag pada keju dapat digunakan untuk 
membunuh bakteri Listeria monocytogenes dan 
tergolong dalam GRAS (Generally Recognized 
as Safe).  Bakteriofag dibedakan menjadi dua 
jenis, yaitu phage cocktail dan single phage. 
Penggunaan phage cocktail kurang efektif, 
karena penanganan dan akurasi dalam 
perhitungan konsentrasi kurang maksimal 
serta dapat menimbulkan efek phage-
ressistant. Bakteriofag murni (single phage) 
lebih menguntungkan dibanding dengan 
bakteriofag campuran, karena akurasi 
dalam perhitungan konsentrasi lebih mudah 
sehingga bisa diaplikasikan pada produk 
pangan maupun non-pangan (phage therapy).

Pada penelitian ini digunakan ФU14 
yang merupakan phage cocktail yang bersifat 
virulent dan diisolasi dari sampel usus 
ayam pada penelitian Nurrizkiawan (2010). 
Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap, 
yaitu tahap pertama melakukan purikasi 
phage cocktail untuk mendapatkan phage 
murni dan tahap kedua menguji aktivitas 
penghambatan phage murni terhadap bakteri 
patogen dan non-patogen.

BAHAN DAN METODE

Bahan 
Bakteri target yang digunakan 

adalah Salmonella thypimurium, Eschericia 
coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes. Shigella flexneri, 
Shigella dysentri, Lactobacillus plantarum yang 
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 
Jurusan THP-FTP, UB. Kultur tersebut 
ditumbuhkan dalam media agar miring 
nutrient agar (oxoid), diinkubasi 37 oC selama 
24 jam.

Bahan kimia yang digunakan dalam 
penelitian ini mempunyai derajat kemurnian 
pro analisis (p.a) kecuali beberapa bahan 
yang bersifat teknis. Bahan-bahan yang 
bersifat pro analisis : CaCl2, BSA, EDTA, 
Tris-HCl, NaCl, PEG 400, SDS, potassium 
asetat (KOAC), etanol (70%), etanol dingin 
(96%), buffer TE, buffer TAE, agarosa, 
etidium bromida. Semua bahan pro analisis 
ini bermerek Merck, Bio-Rad dan Oxoid. 
Bahan yang bersifat teknis nutrient broth 
dan nutrient agar (dibeli dari Laboratorium 
Mikrobiologi Pangan, THP,UB), HCl, NaOH 
(Makmur Sejati).

Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian 

ini timbangan digital (Mettler toledo tipe 
AL204), mikropipet (socorex tipe Acura 825), 
bluetip, yellowtip, shaker (Julabo tipe SW22), 
inkubator (Binder tipe L7053099003101), 
autoklaf (Autoclave tipe HL36AE ), Vortex, 
kulkas (Gacio tipe non CFC), laminar 
air flow (LAF) (Captair Bio by Erlab), 
spektrofotometer UV-Vis (Jenway tipe 630S), 
pH meter (Eutech Instrument tipe 510), 
nanodrop (Nanodrop/ND-1000), piranti 
elektroforesis DNA (Optima/Mupid-2 plus), 
sentrifugator (Hettich Zentrifugen tipe Mikro 
22 R) dan glassware.

Metode Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dalam dua 

tahap, tahap pertama adalah melakukan 
purifikasi phage campuran untuk 
mendapatkan phage murni dan tahap kedua 
adalah menguji aktivitas  panghambatan 
phage murni terhadap bakteri patogen dan 
non-patogen berdasarkan pengamatan 
plaque yang terbentuk dan pengamatan nilai 
absorbansi jumlah sel bakteri target pada 
λ600 nm.

Produksi phage cocktail ФU14 (Ellis, 2007)
Produksi phage cocktail (ФU14) 

dilakukan dengan menyiapkan host terlebih 
dahulu. Host yang digunakan adalah 
Shigella flexneri strain FBD002 yang berumur 
18-20 jam. Seratus mikroliter host potensial 
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ditambahkan pada 10 mL NB kemudian 
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 90 menit. 
Sebanyak 100 μl CaCl2 0.3 M dan 100 μl phage 
lysate (phage cocktail ФU14 dari penelitian 
sebelumnya) ditambahkan ke dalam media 
NB tersebut kemudian diinkubasi pada 
suhu 37 °C hingga larutan menjadi bening. 
Lalu larutan tersebut disentrifus pada 
kecepatan 6000 rpm, suhu 5 °C selama 10 
menit kemudian filtrat yang terbentuk 
disaring dengan filter steril 0.22 μm. Fitrat 
steril yang berisi phage cocktail ФU14 inilah 
yang disebut phage lysate kemudian  stock 
phage lysate  ФU14 disimpan pada suhu -80 
°C.

Purifikasi phage cocktail ФU14  (Oliveira et 
al., 2009)

Teknik purifikasi bakteriofag pada 
dasarnya sama dengan purifikasi bakteri, 
yaitu dengan pengamatan morfologi fisik 
yang dihasilkan. Pengamatan morfologi 
pada bakteriofag berdasarkan pada 
terbentuknya single plaque, sedangkan 
pengamatan morfologi pada bakteri 
berdasarkan terbentuknya single colony. 
Plaque merupakan zona bening yang 
terbentuk pada media double layer agar 
akibat lisisnya bakteri oleh bakteriofag. 
Metode double layer agar dilakukan dengan 
menyiapkan hard agar 1.5% NA, kemudian 
menyiapkan 5 mL soft  agar 0.7% NA yang 
sebelumnya telah dicampur dengan 100 μl 
host potensial, 100 μl CaCl2 0.3 M, dan 100 
μl phage lysate (larutan campuran). Larutan 
campuran tersebut kemudian ditambahkan 
pada hard agar 1.5% NA kemudian 
diinkubasi pada suhu  37 °C selama 6 jam 
sampai terbentuknya plaque (Adams et al., 
1959). Teknik purifikasi  bakteriofag pada 
dasarnya menggunakan prinsip metode 
double layer agar namun untuk mendapatkan 
single plaque yang murni dibutuhkan tahap 
pengenceran phage lysate terlebih dahulu. 
Dari masing-masing pengenceran,  diambil 
100  µ phage lysate kemudian dilakukan 
metode double layer lagi. Single plaque yang 
terbentuk dari pengenceran tertinggi dipilih 
dengan asumsi semakin seragam single 
plaque yang terbentuk maka semakin murni 
bakteriofag yang dihasilkan (Olievera, et 
al., 2009). Setelah diperoleh single plaque 
(ФLA-1) dengan morfologi yang seragam, 
selanjutnya dibuat stock phage lysate ФLA-1 
dengan metode yang sama dengan produksi 
bakteriofag sebelumnya.

Perhitungan konsentrasi bakteriofag 
(Adams et al., 1959)

Perhitungan konsentrasi bakteriofag 
pada dasarnya sama dengan perhitungan 
konsentrasi bakteri yaitu menggunakan 
Standart Plate Count/ SPC. Jika pada 
bakteri yang dihitung adalah banyaknya 
koloni sedangkan pada bakteriofag adalah 
terbentuknya plaque. Plaque yang terbentuk 
dihitung dengan satuan PFU/mL (Plaque 
Forming Unit/mL) (Adams, et al., 1959).

Aktivitas penghambatan ФLA-1 terhadap 
bakteri patogen dan non-patogen berdasar-
kan  plaque yang terbentuk (Lu et al., 2003)

Plaque yang terbentuk menandakan 
kemampuan ФLA-1  dalam melisikan 
bakteri patogen maupun non-patogen. 
Bakteri target yang digunakan meliputi 
bakteri  patogen, yaitu Shigella flexneri, 
Shigella dysentri, Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Eschericia coli, 
Salmonella typhimurium, dan Bacillus 
cereus dan  bakteri non-patogen yang 
digunakan adalah Lactobacillus plantarum. 
Pada dasarnya uji penghambatan ini 
menggunakan metode double layer agar 
namun host yang digunakan diganti dengan 
bakteri target.

 
Aktivitas penghambatan ФLA-1  terhadap 
bakteri patogen dan non-patogen berdasar-
kan pengamatan nilai absorbansi jumlah sel 
bakteri target pada λ600 nm (Bicalho et al., 
2009)

Media nutrient broth disiapkan untuk 
2 perlakuan,  perlakuan pertama meliputi  
media nutrient  broth dinokulasi dengan 
masing-masing 100 µL bakteri patogen 
dan non-patogen berumur 18-24 jam (1 x 
105 cfu/mL), lalu diinkubasi pada suhu 37 
oC selama 1 jam kemudian ditambahkan 
dengan 100 µ CaCl2 0.3 M dan 100 µ phage 
lysate. Pelakuan kedua, media nutrient  
broth dinokulasi dengan masing-masing 
dengan 100 µl bakteri patogen dan non-
patogen berumur 18-24 jam (1x105 cfu/mL), 
lalu diinkubasi pada suhu 37 oC selama 1 
jam kemudian ditambahkan dengan 100 
µ CaCl2 0.3 M dan tanpa penambahan 
phage lysate. Pengamatan pertumbuhan 
sel ini dilakukan dengan mengukur nilai 
absorbansi dari kedua perlakuan tersebut 
pada 600 nm tiap 0.5 jam selama 6 jam 
pertama lalu dilanjutkan tiap 2 jam sampai 
24 jam.
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Ekstraksi DNA ФU14 (Sambrook et al., 
1989)

Teknik ekstraksi DNA phage dilakukan 
dengan presipitasi phage lysate dengan 
Polyethylene glycol (PEG) dan NaCl (Sambrook  
et  al., 1989). Dengan menggunakan PEG 
dan NaCl, partikel phage akan terpresipitasi 
sehingga ketika selesai disentrifugasi maka 
partikel tersebut akan mengendap. Setelah 
mengendap, pelet tersebut diresuspensi 
dengan buffer lisis (100 mM Tris-HCl dan 100 
mM NaCl) lalu ditambahkan dengan 4% SDS. 
Proses selanjutnya adalah pemisahan DNA 
dari komponen sel yang lain atau kontaminan 
yang tidak diinginkan dengan menggunakan 
potassium asetat (KOAC). Sentrifus dilakukan 
kembali untuk mengendapkan membran-
membran yang lisis, sehingga yang diambil 
hanya supernatan (larutan bening yang 
berisi DNA). Supernatan yang berisi DNA 
ditambahkan isopropanol dan etanol yang 
berfungsi untuk menghilangkan komponen-
komponen lain dalam sel, misalnya protein. 
DNA tidak larut dalam etanol, maka dengan 
pemberian etanol maka DNA akan mengalami 
presipitasi, yaitu penggendapan DNA. DNA 
dipisahkan dengan sentrifus dan dicuci 
dengan etanol 70% dan 96%, dikeringanginkan 
dan selanjutnya dilarutkan pada buffer TE 
(1 M Tris-HCl dan 0.5 M EDTA). Setelah 
itu, DNA phage  dianalisa secara kuantitatif  
maupun kualitatif (Sambrook et al., 1989).

 
HASIL DAN PEMBAHASAN

Purifikasi  Phage Cocktail  ФU14
Pada penelitian ini digunakan ФU14 

yang diisolasi dari sampel usus ayam 

(Nurrizkiawan, 2010). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa ФU14 dengan sel inang 
Shigella flexneri strain FBDOO2 merupakan 
phage cocktail dan bersifat virulent.  Phage 
cocktail merupakan bakteriofag campuran 
(lebih dari satu bakteriofag), sedangkan 
virulent phage mengacu pada bakteriofag yang 
eksklusif mengakibatkan lisis.  Dari penelitian 
sebelumnya, diketahui bahwa  phage cocktail 
ФU14 memiliki spektrum penghambatan 
yang luas (beberapa species bakteri) 
seperti Salmonella thyphimurium, Listeria 
monocytogenes, Bacillus cereus bahkan inangnya 
sendiri yaitu Shigella flexneri strain FBDOO2. 
Kemampuan bakteriofag dalam melisiskan 
bakteri diindikasikan dengan terbentuknya 
plaque, dimana plaque hanya diakibatkan oleh 
virulent phage sedangkan temperate phage tidak 
memiliki kemampuan melisiskan bakteri.  
Materi genetik bakteriofag akan bergabung 
selamanya dengan materi genetik (DNA) 
bakteri akibat serangan dari prophage atau 
temperate phage. Pada daur hidup temperate 
phage atau yang biasa disebut daur lisogenik 
terdiri dari fase adsorbsi, fase infeksi, fase 
pengabungan dan fase pembelahan. Pada 
daur hidup lisogenik ini, membran plasma 
tidak mengalami lisis. Kemampuan phage 
cocktail ФU14 dalam melisiskan bakteri 
patogen dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1 menunjukkan terbentuknya 
plaque akibat infeksi  phage cocktail ФU14 
terhadap bakteri patogen. Plaque yang 
terbentuk sangat banyak dan bervariasi  
sehingga hanya sebagian kecil bakteri 
indikator yang masih tampak. Menurut Ellis 
(2007), plaque terbentuk karena adanya infeksi 
bakteriofag terhadap bakteri indikator / target. 

Gambar 1. Terbentuknya plaque pada isolat  U14,         1: bakteri indikator/lawn,          2 : plaque
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Dari satu bakteriofag yang menginfeksi bakteri 
maka akan dihasilkan 200-300 bakteriofag 
baru dengan efek bakteri terinfeksi menjadi 
lisis. Bakteriofag baru akan berdifusi kedalam 
agar dan mengulang proses infeksi. Area hasil 
infeksi bakteriofag ini disebut plaque (zona 
bening pada lapisan bakteri indikator). Plaque 
memiliki berbagai morfologi, ukuran dan 
bentuk pinggiran. Plaque yang terbentuk dari 
isolat U14 ini kemudian disebut dengan phage 
cocktail ФU14. Phage cocktail tersebut  memiliki 
morfologi plaque yang bermacam-macam 
sehingga diasumsikan terdapat lebih dari 
satu bakteriofag yang terdapat dalam ФU14, 
oleh karena itu sebelum dilakukan tahapan 
purifikasi dilakukan kroscek terlebih dahulu 
yaitu dengan pengamatan morfologi plaque 
yang terbentuk pada media double layer agar 
seperti yang terlihat pada Gambar 2.

Gambar 2  menunjukkan bahwa plaque 
yang dihasilkan oleh ФU14 begitu beragam, 
plaque ada yang berukuran besar, kecil dan ada 
yang bulat tidak sempurna. Ini menandakan 
bahwa ФU14 yang diperoleh dari penelitian 
sebelumnya (Nurrizkiawan, 2010) masih 
merupakan campuran bakteriofag. Untuk 
mengetahui apakah ФU14 bersifat murni  
atau tidak maka dilakukan tahapan purifikasi  
sehingga setelah tahap purifikasi diharapkan 
diperoleh bakteriofag murni. Bakteriofag 
murni  lebih menguntungkan  dibanding 
dengan bakteriofag campuran, karena akurasi 
dalam perhitungan konsentrasi lebih mudah 
sehingga bisa diaplikasikan pada produk 
pangan maupun non-pangan (phage therapy). 
Phage cocktail memiliki kelemahan seperti 
dapat menimbulkan phage-resistant. Hal ini 
dapat disebabkan oleh konsentrasi dari phage 
yang terlalu tinggi sehingga menyebabkan 
sel bakteri mati secara cepat, menyerang 

membran potensial dan membuat sel bakteri 
berikutnya mati sehingga tidak ada sel bakteri 
yang dapat dilisiskan dan akhirnya membuat 
phage menjadi resisten.

Prosedur purifikasi bakteriofag ada 
dua macam, yaitu  umum  dan khusus. 
Purifkasi umum bertujuan untuk memperoleh 
bakteriofag yang bersifat lytic atau temperate, 
hasilnya  bersifat campuran (phage cocktail) 
sehingga tampak morfologi plaque yang 
bervariasi pada double layer agar. Sedangkan 
purifikasi  khusus, tidak hanya bertujuan 
untuk memperoleh bakteriofag yang bersifat 
lytic namun juga  ingin  mengetahui spektrum 
penghambatan dari bakteriofag terhadap 
bakteri target, tingginya afinitas atau 
tingginya burst yang dimiliki oleh bakteriofag. 
Hasilnya sudah murni dan tampak morfologi 
plaque yang seragam pada double layer agar 
(Dillon dan Parry, 2007).  

Pada penelitian ini digunakan 
purifikasi khusus, sehingga setelah dilakukan 
3 kali purifikasi diperoleh morfologi plaque 
yang seragam dimana  dapat  diasumsikan 
bahwa bakteriofag yang diperoleh  murni 
(ФLA-1) (Gambar 3).  Zona bening yang 
dihasilkan oleh bakteri indikator akibat infeksi 
bakteriofag (plaque) merupakan hal yang 
sangat krusial, dimana morfologi plaque yang 
bervariasi mengindikasikan beragamnya  
bakteriofag yang diperoleh. Prosedur 
screening bakteriofag yang umum dilakukan 
memungkinkan banyaknya bakteriofag yang 
dapat menginfeksi bakteri indikator (Comeau 
et al. 2006; Holmfeldt et al. 2007; Stenholm et 
al. 2008).

 Gambar 3 menunjukkan bahwa 
ФLA-1 merupakan single bakteriofag, hal 
ini diperkuat dengan hasil elektroforesis gel 
agarosa yang menunjukkan bahwa hanya 

Gambar 2. Morfologi plaque yang dihasilkan 
oleh ФU14

Gambar 3. Morfologi plaque yang dihasilkan 
oleh ФLA-1
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terdapat satu pita atau band yang muncul 
pada gel (Gambar 4) dengan nilai kemurnian 
DNA sebesar 1.73. 

Gambar 4 menunjukkan bahwa ukuran 
DNA ФLA-1 setara dengan ukuran marker 
terbesar yaitu 21226 bp. Ukuran DNA tersebut 
lebih besar bila dibandingkan dengan ukuran 
DNA dari Bacillus phage dan lebih kecil dari  
lactobacillus phage (Tabel 1). Menurut Snyder 
and Champness (2003), bakteriofag bukan 
organisme hidup tetapi hanya terdiri dari 
materi genetik (DNA/RNA) yang dibungkus 
dengan protein atau membran lapisan luar.  
Menurut Ellis (2007), besar kecilnya ukuran 
bakteriofag berpengaruh  pada kecepatan 
difusi bakteriofag dalam menginfeksi bakteri 
pada media agar (proses terbentuknya 
plaque). Semakin kecil ukuran bakteriofag 
maka semakin cepat kemampuan difusinya 
dalam media agar dan makin banyak plaque 
yang terbentuk, begitu juga sebaliknya.

  
Produksi bakteriofag/ Phage lysate / ФLA-1

Stok phage lysate disiapkan dengan 
tujuan memperoleh persediaan phage lysate 
yang cukup untuk digunakan pada saat 

pengujian spektrum penghambatan. Apabila 
phage lysate habis sebelum seluruh pengujian 
selesai maka hasilnya akan berbeda. Hal ini 
terjadi karena terjadi perbedaan konsentrasi 
bakteriofag yang terdapat dalam phage lysate. 
Setelah stok phage lysate diperoleh maka 
dilakukan penghitungan total bakteriofag 
untuk mengetahui konsentrasi bakteriofag 
dari phage lysate tersebut. Penghitungan phage 
lysate ΦLA-1 dilakukan pada pengenceran 
10-5-10-8. Penghitungan total ΦLA-1 
memberikan hasil konsentrasi bakteriofag 
sebanyak 1.37 x 108 CFU/mL. Konsentrasi 
bakteriofag ini diperoleh dari perhitungan 
jumlah plaque yang terdapat pada pengenceran 
10-6 sebanyak 137 plaque yang terbentuk. Hasil 
penghitungan plaque pada pengenceran 10-6 
dapat dilihat pada Gambar 3.

Aktivitas penghambatan ФLA-1 terhadap 
bakteri patogen dan non-patogen berdasar-
kan  plaque yang terbentuk (Lu et al., 2003)

Hasil penelitian menunjukkan  bahwa 
ΦLA-1 memiliki aktivitas penghambatan 
terhadap  Shigella flexneri, Shigella dysentri, 
Listeria monocytogenes, Eschericia coli, Salmonella 

Gambar  4. Elektroforesis gel agarosa dari DNA ФLA-1, M = Marker lambda DNA/EcoR I + 
Hind III, S = DNA ФLA-1

Tabel 1 Ukuran genom dari beberapa Bacillus and Lactobacillus phages
Phage DNA size (bp) Family Host Pustaka
ФLA-1
Ф29 
ФGA-1
ФB103
ФPWH2

21226
19285
21129
18630
35000

Podoviridae
Podoviridae
Podoviridae
Podoviridae
Shipoviridae

Shigella flexneri
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Lactobacillus sake Ls2

Pada penelitian ini
Horcadas et al., 2001
Horcadas et al., 2001
Horcadas et al., 2001
Leuschner et al., 2001
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typhimurium, namun tidak memiliki aktivitas 
terhadap Staphylococcus aureus, Bacillus cereus 
dan Lactobacillus plantarum. Terbentuknya 
plaque menunjukkan adanya aktivitas litik 
dari ΦU14 yang mampu menghambat bakteri 
target (Gambar 5)

 Gambar 5 menunjukkan bahwa ΦLA-1 
efektif menghambat pertumbuhan a) Shigella 
flexneri, b) Shigella dysentri, c) Eschericia coli, d) 
Listeria monocytogenes dan e) Salmonella thypi. 
Dari kelima bakteri patogen tersebut, ΦLA-1 
paling efektif menghambat Shigella flexneri 
> Shigella dysentri > Eschericia coli > Listeria 
monocytogenes > Salmonella thypi. Efektifitas 
ΦLA-1 tersebut dapat dihitung dari jumlah 
plaque yang terbentuk, dimana semakin 
banyak jumlah  plaque yang terbentuk maka 
kemampuan  ΦLA-1 dalam menghambat 
bakteri target semakin efektif.

 Plaque yang terbentuk menandakan 
kemampuan  ΦLA-1 dalam melisikan bakteri 
patogen. Lisisnya bakteri patogen disebabkan 
bakteri patogen memiliki reseptor yang 
sesuai dengan reseptor ФLA-1. Pelekatan 
bakteriofag terhadap sel inang merupakan 
proses interaksi awal antara bakteriofag 
dengan molekul reseptor pada permukaan sel 
inang. Keberhasilan pelekatan diikuti dengan 
penetrasi asam nukleat bakteriofag ke dalam 
sel inang, selanjutnya bakteriofag bereplikasi 
dan menghasilkan bakteriofag baru. Menurut 
Mayer (2010), bakteriofag/ phage (Ф) 
merupakan virus yang menginfeksi bakteri, 
dapat menyebabkan bakteri lisis dan mati 
setelah bakteriofag berkembang biak di dalam 
bakteri dan keluar dari bakteri dengan jumlah 

yang sangat banyak. Pada tahap pelekatan, 
terjadi ikatan spesifik antara molekul reseptor 
seluler dengan antireseptor  pada bakteriofag, 
melalui penghubung yang terbentuk secara 
enzimatis oleh sel inang, asam nukleat dari 
bakteriofag diinjeksikan kedalam sitoplasma 
dari bakteri. Pada siklus litik, asam nukleat 
bakteriofag mengkode enzim hijack pada 
sistem metabolisme sel inang sebagai bentuk 
dari replikasi bakteriofag. Sel inang akan 
lisis dan  bakteriofag akan lepas kemudian 
menginfeksi sel inang yang baru (Hudson et al., 
2006). Gambar 5 menunjukkan bahwa ΦLA-1 
efektif menghambat Shigella flexneri, Shigella 
dysentri,  Eschericia coli,  Listeria monocytogenes 
dan Salmonella thypi. Menurut Lindberg, 
1973 pada anggota Salmonella, Escherichia, 
Shigella dan Citrobacter umumnya memiliki 
rantai samping polisakarida  yang terdiri dari 
oligosakarida yang terpolimerisasi berulang, 
membawa spesifitas terhadap O-antigen yang 
terhubung oleh ikatan kovalen dengan inti 
oligosakarida. O-antigen tersebut merupakan 
salah satu reseptor yang dimiliki oleh bakteri 
Gram negatif. 

Banyaknya bakteri patogen yang 
mampu dihambat pertumbuhannya 
oleh ФLA-1 menunjukkan bahwa ФLA-
1 merupakan polyvalent bacteriophage. 
Menurut Bronfenbrenner (1993), polyvalence 
dideskripsikan sebagai kemampuan litik 
bakteriofag terhadap lebih dari satu sel inang. 
Kemampuan ini didukung dengan adanya 
kesesuaian antara reseptor inang dengan 
antireseptor pada virus sehingga terjadi ikatan 
spesifik . Dengan demikian dapat disimpulkan 

Gambar 5. ΦLA-1 efektif menghambat pertumbuhan a) Shigella flexneri, b) Shigella dysentri, c)  
Eschericia coli, d) Listeria monocytogenes, e) Salmonella thypi dan tidak efektif menghambat pertum-
buhan f) Staphylococcus aureus, g) Bacillus cereus, h) Lactobacillus plantarum
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bahwa molekul reseptor pada Salmonella, 
Escherichia, Shigella sama sehingga dapat 
berikatan spesifik dengan antiresptor pada  
ФU14. Walaupun polyvalence relatif jarang 
namun dilaporkan ada beberapa famili bakteri 
yang dapat diserang oleh  polyvalence phage 
diantaranya adalah Enterobacteraceae (Bertani 
et al., 1967), Pseudomonadaceae (Billing, 1963; 

Crosse dan Garrett, 1963) dan Actinomycetaceae 
(Bradley dan Anderson, 1968), yang termasuk 
ke dalam famili Enterobactericeaceae adalah 
Escherichia, Salmonella, Shigella and Seratia 
(Bayer, 1968).  

Lebih lanjut, pada Gambar 5  
menunjukkan adanya bakteri target yang 
tidak dapat dilisiskan oleh ФLA-1 yaitu 

Gambar 6. Spektrum penghambatan ΦLA-1  a) Shigella flexneri, b) Shigella dysentri, c) Eschericia 
coli, d) Listeria monocytogenes, e) Salmonella thypi, f) Staphylococcus aureus, g) Bacillus cereus, c) Lac-
tobacillus plantarum
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a) Staphylococcus aureus, b) Bacillus cereus 
dan c) Lactobacillus plantarum. Hal ini dapat 
ditunjukkan dengan  tidak adanya plaque 
yang terbentuk namun hanya terdapat bakteri 
target  yang tumbuh. Ketidakmampuan ФLA-
1 dalam melisiskan bakteri patogen dapat 
disebabkan karena reseptor dari bakteri 
patogen tidak sesuai dengan reseptor ФLA-1. 
Anggota Staphylococcus dan Bacillus memiliki 
teichoic acid  dan glycopeptides, molekul 
tersebut membuat bakteriofag tidak dapat 
melakukan infeksi karena bakteri tersebut 
menjadi resisten (Lindberg, 1973)

Aktivitas penghambatan ФLA-1 terhadap 
bakteri patogen dan non-patogen berdasar-
kan pengamatan nilai absorbansi jumlah 
sel bakteri target pada λ600 nm (Bicalho et 
al., 2009)  

Pelisisan ФLA-1 terhadap bakteri 
target diindikasikan dengan menurunnya 
nilai absorbansi jumlah sel target pada media 
tumbuh akibat infeksi phage (Gambar 6).

Gambar 6 menunjukkan bahwa ΦLA-1 
memiliki aktivitas penghambatan terhadap 
Shigella flexneri, Shigella dysentri, Eschericia 
coli, Listeria monocytogenes dan Salmonella 
thypi. Penghambatan oleh ФU14 ditunjukkan 
dengan menurunnya nilai absorbansi pada 
media tumbuh, misalnya nilai absorbansi pada 
perlakuan Shigella flexneri tanpa penambahan 
phage lysate adalah 0.756 sedangkan pada 
perlakuan Shigella flexneri dengan penambahan 
phage lysate adalah 0.535, kondisi ini terjadi 
setelah 8 jam pengamatan. Penurunan ini 
disebabkan oleh lisisnya sebagian strain 
bakteri patogen. Lisisnya bakteri patogen 
disebabkan bakteri patogen tersebut memiliki 
reseptor yang sesuai dengan reseptor ФU14. 
Kesesuaian ini mengakibatkan ФU14 mampu 
memasukkan materi genetiknya ke dalam 
bakteri patogen tersebut dan menggunakannya 
untuk perkembangbiakan. Bakteriofag hanya 
dapat memasuki membran sel bakteri apabila 
reseptor alami sel bakteri tersebut sesuai 
dengan reseptor bakteriofag (Mayer, 2010). 

Lebih lanjut, tidak semua bakteri 
target dalam media mampu dilisiskan oleh 
ФLA-1, hal ini terbukti dari masih tingginya 
nilai absorbansi pada media pertumbuhan 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus dan 
Lactobacillus plantarum (Gambar 6). Misalnya 
nilai absorbansi pada perlakuan Staphylococcus 
aureus  tanpa penambahan phage lysate adalah 
0.598 sedangkan Staphylococcus aureus   dengan 
penambahan phage lysate  sebesar 0.675, ini 

terjadi setelah 8 jam pengamatan. Hal ini 
menunjukkan bahwa ФLA-1 tidak dapat 
melisiskan Staphylococcus aureus karena 
reseptornya tidak sesuai dengan reseptor ФLA-
1, akibatnya Staphylococcus aureus tidak dapat 
dihambat ФLA-1  dan masih dapat tumbuh. 

SIMPULAN

Dari hasil purifikasi, diperoleh ФLA-1 
yang merupakan bakteriofag murni, terbukti 
dengan terbentuknya morfologi plaque yang 
seragam dan terdapatnya satu band yang 
muncul ketika dianalisis dengan elektroforesis 
gel agarosa yaitu sebesar 21226 bp, dengan 
nilai kemurnian 1.73. Hasil pelisisan ФLA-1  
terhadap bakteri patogen dan non-patogen yang 
dilakukan berdasarkan  plaque yang terbentuk 
dan pengamatan nilai absorbansi jumlah sel 
bakteri target pada λ600 nm  diketahui bahwa 
ФLA-1 memiliki aktivitas penghambatan 
terhadap Shigella flexneri, Shigella dysentri, 
Listeria monocytogenes, Eschericia coli dan 
Salmonella typhimurium akan tetapi tidak dapat 
menghambat Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus dan Lactobacillus plantarum.
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