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Abstrak. Biofilm adalah bentuk adaptasi yang sangat umum yang memungkinkan bakteri untuk
bertahan dalam lingkungan yang tidak menguntungkan. Beragam mikroorganisme yang dapat
membentuk biofilm mampu tumbuh pada matriks makanan dan di sepanjang infrastruktur
industri pangan. Biofilm menjadi masalah dalam penggunaan antibiotik dan biosida, disebabkan
baik oleh adanya matrik ekstraseluler alami maupun karena keberadaan sel bakteri yang secara
metabolik inaktif namun bertahan di dalam biofilm (persister cells). Beberapa bahan kimia yang
sangat efektif jika digunakan untuk menyerang sel bebas/tidak dalam bentuk biofilm (planktonic
cells), menjadi tidak efektif jika diaplikasikan pada biofilm. Di sisi lain, bakteriofag memiliki
kemampuan yang besar untuk menyerang pertumbuhan bakteri dalam bentuk biofilm tersebut.
Adanya sejumlah besar sel bakteri yang bertahan dalam biofilm mendukung aksi bakteriofag
pada biofilm sebab sel bakteri adalah inang bagi bakteriofag tersebut sehingga jika inang terdapat
dalam jumlah besar menyebabkan multiplikasi bakteriofag yang lebih cepat pula sehingga
bakteriofag menginfeksi dengan lebih cepat dan efisien. Bakteriofag juga memiliki sejumlah sifat
yang menyebabkan biofilm rentan terhadap serangannya. Bakteriofag diketahui menghasilkan
(atau mampu menginduksi) enzim yang mendegradasi matrik ekstraseluler. Bakteriofag juga
dapat menginfeksi persister cells, dan memasuki fase dorman dalam sel yang inaktif dalam
biofilm, tetapi aktif kembali jika sel bakteri tersebut juga aktif bermetabolisme kembali. Beberapa
biofilm bahkan juga mampu mendukung replikasi bakteriofag dengan lebih baik dibandingkan
dengan sel bebasnya. Bakteriofag dapat diaplikasikan dalam sistem pangan untuk
menghancurkan biofilm dari bakteri patogen sehingga dapat meningkatkan keamanan pangan.

Kata kunci: bakteriofag; biofilm; keamanan pangan

Abstract. Biofilms are a very common form of adaptation that allows bacteria to survive in
unfavorable environments. Microorganisms of various types can develop on food matrixes and
along food industry infrastructure. This expansion might result in the formation of biofilms.
Biofilms produced by pathogenic bacteria in food systems are a problem to food safety. Biofilms
are a problem in the use of antibiotics and biocides due to the presence of a natural extracellular
matrix and the presence of bacterial cells that are metabolically inactive but survive in the biofilm
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(persister cells). Some chemicals that are very effective when used to attack free cells but not in
the form of biofilm (planktonic cells) become ineffective when applied to biofilms. On the other
hand, bacteriophages can attack bacterial growth in the form of biofilms. The presence of a large
number of bacterial cells surviving in the biofilm supports the action of bacteriophages in the
biofilm. Bacterial cells are hosts for bacteriophages, so if the host is present in large numbers, it
causes bacteriophages to infect more quickly and efficiently because bacteriophage
multiplication is faster if more hosts are available. Bacteriophages also have some properties that
make biofilms susceptible to attack. Bacteriophages are known to produce (or be able to induce)
enzymes that degrade the extracellular matrix. Bacteriophages can also infect persister cells and
enter a dormant phase in inactive cells in the biofilm but become active again if the bacterial cells
are also metabolically active again. Some biofilms are even able to support bacteriophage
replication better than free cells. Bacteriophages can be applied to destroy biofilms of pathogenic
bacteria in food systems to improve food safety.

Keywords: bacteriophage, biofilms, food safety

Biofilm seperti  kekeringan, adanya toksisitas

Biofilm secara alami merupakan oksigen, kekurangan nutrisi, dan adanya

agregasi sel baik eukariotik atau prokariotik,
terdiri dari satu atau lebih spesies bakteri
yang melekat ke permukaan dan tertanam
dalam matriks polimer ekstraseluler/
extracellular polymeric substances (EPS)
yang diproduksi oleh sel-sel di dalam biofilm
tersebut. EPS ini terdiri dari polisakarida,
protein, asam nukleat dan lipid yang sangat
bervariasi bergantung pada mikroba
penghasil dan kondisi lingkungan dimana
biofilm tersebut dibentuk (Flemming dan
Wingender, 2010). Struktur tersebut
melindungi

diproduksi untuk

mikroorganisme dari tekanan lingkungan

senyawa antimikroba (O'Toole et al, 2000).
Biofilm merupakan mekanisme adaptasi
yang sangat umum, yang memungkinkan
bakteri untuk bertahan pada lingkungan
yang tidak menguntungkan. Produksi EPS
memiliki  banyak fungsi bagi bakteri
penghasilnya, antara lain: a) memfasilitasi
perlekatan awal bakteri ke permukaan; b)
pembentukan dan pemeliharaan koloni dan
struktur biofilm; c) meningkatkan ketahanan
bakteri dalam biofilm terhadap stres
lingkungan dan senyawa anti-mikroba; d)
matrix EPS memungkinkan bakteri untuk

mengambil nutrisi.
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Bakteri dalam biofilm menunjukkan
tingkat resistensi yang sangat tinggi
terhadap perlakuan mekanis, fisis serta
senyawa antimikroba, seperti desinfektan
dan antibiotik. Senyawa yang diperlukan
untuk  menghasilkan efek antibakteri
terhadap biofilm dapat 1000 kali lebih besar
dari tingkat yang diperlukan untuk bakteri
yang hidup bebas (planktonik cell) (Ceri et al,
1999). Pembentukan biofilm menyebabkan
banyak masalah dalam industri makanan,
karena dapat menyumbat pori-pori
membran, menghambat aliran panas di
permukaan, meningkatkan ketahanan gesek
fluida di permukaan dan meningkatkan laju
korosi pada permukaan alat vyang
berdampak pada pemborosan energi dan
kerusakan alat maupun produk hasil olahan.
Misalnya, dalam kasus heat exchanger,
biofilm menyebabkan peningkatan resistensi
baik dalam aliran cairan dan perpindahan
panas (Criado et al., 1994). Selain kerugian
tersebut, biofilm vyang dibentuk bakteri
pembusuk dan patogen pada permukaan
makanan seperti unggas, keju dan makanan
lain serta pada permukaan peralatan

pengolahan dapat menyebabkan masalah

kontaminasi silang dan kontaminasi setelah

makanan diolah yang berakibat pada
keracunan makanan pada konsumen.
Biofilm dapat dibentuk oleh berbagai
jenis bakteri, termasuk bakteri pembusukan
dan patogen, pada kondisi yang sesuai.
Namun terdapat beberapa bakteri yang
memiliki kecenderungan lebih tinggi untuk
membentuk biofilm, yaitu Pseudomonas,
Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes,
Staphylococcus dan Bacillus (Genigiorgis,

1995).

Mekanisme Pembentukan Biofilm
Pembentukan biofilm dimulai dari
beberapa sel yang hidup bebas/sel
planktonik melekat pada suatu permukaan,
kemudian  memperbanyak  diri  dan
membentuk satu lapisan tipis (monolayer)
biofilm. Pada tahap awal pembentukan
biofilm, sel-sel planktonik atau sel bebas
yang mengambang di medium cair mulai
melekat ke permukaan. The Derjaguin and
Landau, Verwey dan Overbeek (DLVO) teori
menjelaskan bahwa kekuatan interaksi
antara permukaan yang bermuatan melalui
media cair adalah efek gabungan dari daya

tarik Van der Waals dan kekuatan tolakan

elektrostatik, dan telah digunakan secara
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luas untuk menghitung kondisi
pembentukan biofilm dan mikroba yang
tertahan dalam biofilm (Russel et al, 1989;.
Hermansson, 1999). Permukaan vyang
bermuatan menarik ion kontra dari larutan
dan menolak co-ion untuk membentuk
lapisan ganda bermuatan listrik. Interaksi
antar lapisan ini diwakili oleh substrat dan
bakteri yang menimbulkan dua energi
minimal. Pada saat ini pembelahan sel
berhenti selama beberapa jam dan pada
masa ini terjadi banyak sekali perubahan
pada sel planktonik yang menghasilkan
transisi sel planktonik menjadi sel dengan
fenotip biofilm. Sel biofilm berbeda secara
metabolik  dan  fisiologik  dari  sel
planktoniknya.

Sejalan dengan pertumbuhannya, sel
biofilm menghasilkan EPS yang melekatkan
sel pada suatu permukaan dan melekatkan
sel satu dengan sel lain untuk membentuk
mikrokoloni. Lapisan tunggal (monolayer) ini
dikenal juga sebagai linking film vyaitu
substrat yang menjadi tempat sel bakteri
melekat dan membentuk mikrokoloni. Jika
sel-sel terus melanjutkan pertumbuhannya

dan membentuk lapisan yang makin

menebal, maka mikroba yang melekat pada

lapisan terdalam permukaan mengalami
kekurangan zat-zat nutrisi dan terjadi
akumulasi metabolit yang bersifat toksik.
Untuk mengatasi masalah ini mikrokoloni
berkembang menjadi bentuk jamur yang
mempunyai saluran atau pori-pori yang
dapat dilewati oleh nutrisi atau produk
metabolit dari sel.

Dalam perkembangannya sel-sel bakteri
dalam matrik akan mengeluarkan sinyal
kimia. Molekul sinyal ini berperan dalam
pembentukan karakteristik biofilm menjadi
lebih matang dan dalam koordinasi aktivitas
biofilm. Aksi dari sinyal ini merupakan suatu
proses dari quorum sensing vyaitu
komunikasi antar sel dan kemampuan
molekul untuk mencetuskan suatu aksi
bergantung pada konsentrasi sinyal dalam
lingkungan. Komunikasi antarsel penting
bagi perkembangan dan pemeliharaan
biofilm. Pelekatan suatu sel pada suatu
permukaan adalah hasil dari sinyal untuk
mengekspresikan  gen-gen  pembentuk
biofilm. Gen-gen ini mengkodekan protein-
protein untuk mensitensis sinyal komunikasi
antarsel dan memulai pembentukan

polisakarida (Sillankorva et al., 2011). Pada

bakteri gram negatif seperti Pseudomonas
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aeruginosa, molekul sinyal yang utama

adalah komponen yang disebut homoserin

lakton yang berfungsi sebagai agen

kemostatik untuk mengumpulkan sel-sel P.

aeruginosa yang berdekatan (melalui

mekanisme quorum sensing) dan

membentuk biofilm (Sillankorva et al., 2011).

Ada 5 tahap pembentukan biofilm menurut

Monroe, 2007, yaitu:

1. Pelekatan awal: mikroba melekat pada
permukaan suatu benda dan dapat
diperantarai oleh fili contohnya pada
P.aeruginosa.

2. Pelekatan permanen: mikrob melekat
dengan bantuan eksopolisakarida (EPS).

3. Maturasi I: proses pematangan biofilm
tahap awal.

4. Maturasi ll: proses pematangan biofilm
tahap akhir, mikrob siap untuk
menyebar.

5. Dispersi: sebagian bakteri menyebar
dan berkolonisasi di tempat lain.
Pemicu pembentukkan biofilm salah

satunya adalah kondisi lingkungan yang

kurang menguntungkan atau menekan.

Contohnya adalah produksi EPS oleh

Escherichia coli berupa asam dan P.

ageruginosa saat ketersediaan  nutrisi

menipis. Selain keterbatasan nutrisi, faktor
lain yang memicu pembentukan biofilm
adalah quorum sensing, yaitu mekanisme
untuk memastikan jumlah sel mencukupi
sebelum suatu spesies melakukan respon
biologi khusus. Jadi, setiap sel mikroba akan
menghasilkan  molekul  sinyal  untuk
berkomunikasi dengan sel yang lain, bila
jumlah sel mikroba tersebut cukup banyak,
maka molekul sinyal tersebut juga cukup
banyak untuk memicu pembentukkan
biofilm oleh keseluruhan bakteri tersebut.
Molekul-molekul sinyal tersebut berbeda

untuk tiap jenis mikroba dan memiliki

peranannya masing-masing.

Biofilm dalam Sistem Pangan

Dalam industri makanan, kemampuan
bakteri untuk menempel pada permukaan
yang bersentuhan dengan makanan menjadi
sumber kontaminasi bagi patogen yang
menimbulkan risiko terhadap kesehatan
manusia. Analisis komposisi mikroba biofilm
yang terbentuk pada permukaan peralatan
pengolahan dalam industri makanan
menunjukkan adanya campuran biofilm
termasuk bakteri patogen dan pembusuk

(Gounadaki et al., 2008; Gutiérrez et al.,
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2012a). Mikroorganisme  ini  dapat
mengontaminasi pangan melalui beberapa
sumber seperti air, makanan mentah,
hewan, dan dapat bertahan di dalam
peralatan dalam jangka waktu yang lama.
Produk makanan dapat terkontaminasi pada
tahap mana pun dalam rantai makanan,
meskipun semua protokol pembersihan
yang diperlukan telah diterapkan, karena
proses desinfeksi dan pembersihan di
industri makanan seringkali tidak efektif.
Misalnya, beberapa mikroorganisme
mampu bertahan hidup setelah prosedur
pembersihan pada industri susu (Anand dan
Singh, 2013).

Biofilm terutama menyebabkan masalah
pada industri susu (Latorre et al., 2010),
daging (Giaouris et al., 2014), unggas (Silagyi
et al., 2009), makanan laut (Thimothe et al.,
2004), dan pengolahan sayuran (Liu et al.,
2013). Pada industri makanan laut, bakteri
patogen yang paling umum membentuk
biofilm adalah Vibrio spp., Aeromonas
hydrophila, Salmonella spp., dan L.
monocytogenes (Mizan et al., 2015). Vibrio
parahaemolyticus dapat membentuk biofilm

pada berbagai permukaan termasuk kitin

tiram, dan proses ini dianggap penting bagi

fisiologi mikroorganisme ini (Thompson et
al., 2010). Hasil penelitian juga menunjukkan
adanya korelasi antara persistensi
Salmonella spp. dalam industri pengolahan
ikan dan kemampuan pembentukan biofilm
(Vestby et al, 2009). Bakteri L.
monocytogenes yang diisolasi dari industri
makanan laut dapat membentuk biofilm
pada permukaan stainless steel
(Gudmundsdottir et al., 2006).

Dalam industri produk segar, bakteri
seperti Salmonella, E. coli 0157:H7, L.
monocytogenes, Shigella, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, dan Yersinia masuk
ke fasilitas pengolahan dan menempel pada
jaringan tanaman serta dapat tumbuh
membentuk biofilm (Beuchat, 2002; Da Silva
Felicio et al.,, 2015). Aksesibilitas bahan
pembersih terhadap mikroorganisme ini
terhambat, tidak hanya oleh keberadaan
biofilm, namun juga oleh struktur intrinsik
sayuran, sehingga perlu mengoptimalkan
metode dekontaminasi untuk
memperpanjang umur simpannya (Lépez-
Gaélvez et al., 2010).

Dalam industri susu, sebagian besar

kontaminasi berasal dari pembersihan

peralatan yang tidak memadai dan adanya
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bakteri patogen seperti L. monocytogenes
dalam peralatan pemerahan susu
ditentukan sebagai penyebab kontaminasi
susu dalam tangki curah (Latorre et al.,
2010). Selain itu, pembentukan biofilm oleh
L. monocytogenes dapat didorong oleh
kondisi spesifik dalam industri susu seperti
yang digunakan dalam pembuatan keju (nilai
pH rendah selama fermentasi susu dan
peningkatan konsentrasi garam). Beberapa
galur menunjukkan peningkatan
penempelan terhadap polistiren setelah
adaptasi garam, dan paparan asam
meningkatkan kelangsungan hidup sel-sel
yang menempel pada stainless steel (Adriao
et al., 2008). Protein susu juga mampu
meningkatkan perlekatan E. coli L
monocytogenes, dan S. aureus pada stainless
steel (Barnes et al.,, 1999). Di sisi lain,
anggota genus Bacillus sangat umum
ditemukan pada pengolahan susu, dimana
pembentukan biofilm dipicu selama lipolisis
susu (Pasvolsky et al., 2014).

E. coli 0157:H7 merupakan bakteri
patogen vyang juga terkait dengan
kontaminasi pada industry pengolahan
daging. Kemampuan bakteri ini untuk

menempel pada permukaan yang

bersentuhan dengan daging dipengaruhi
oleh jenis sisa daging dan suhu.
Mikroorganisme ini secara signifikan
meningkat jumlahnya selama penyimpanan
pada suhu dingin (4°C) (Dourou et al., 2011).
L. monocytogenes juga diisolasi dari fasilitas
pengolahan daging (Peccio et al., 2003; von
Laer et al.,, 2009). Beberapa penelitian
menunjukkan kemampuan bakteri ini untuk
mengkolonisasi bahan yang digunakan pada
permukaan pengolahan makanan
(Rodriguez et al., 2008; Hingston et al.,
2013), dan bertahan hidup di tempat yang
sulit dibersihkan seperti meja dapur dan
pisau pemotong (Verran et al., 2008).
Salmonella spp. dan Campylobacter spp.
merupakan patogen vyang paling umum
ditemukan di industri pengolahan unggas.
Adhesi Salmonella dipengaruhi oleh sifat
fisikokimia permukaan vyang berbeda.
Salmonella mampu tumbuh pada suhu 16°C
pada stainless steel, sedangkan daya
rekatnya terhambat pada kaca (De Oliveira
et al., 2014). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa cairan dari daging ayam
meningkatkan pembentukan biofilm

Campylobacter jejuni pada permukaan kaca,

polistiren, dan stainless steel (Brown et al.,
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2014). Selain itu, kondisi aerobik atau stres
(Reuter et al., 2010) dan keberadaan bakteri
lain seperti Enterococcus faecalis dan
Staphylococcus simulans, juga ditemukan di
lingkungan pengolahan unggas,
meningkatkan tingkat pembentukan biofilm
yang memungkinkan kelangsungan hidup C.
jejuni di bawah kondisi lingkungan yang tidak
menguntungkan (Teh et al., 2010). Secara
keseluruhan, kekhawatiran utama mengenai
biofilm adalah resistensinya terhadap
disinfektan yang biasa digunakan dalam
industri  makanan, termasuk senyawa
amonium kuaterner seperti benzalkonium
klorida (BAC).

Dalam lingkungan pengolahan
makanan, terdapat sejumlah kondisi seperti
suhu, pH, ketersediaan oksigen dan nutrisi,
serta jenis permukaan, vyang dapat
memodulasi perkembangan biofilm. Sifat
permukaan seperti muatan elektrostatik,
hidrofobisitas, dan kekasaran
mempengaruhi perkembangan biofilm yang
dibentuk oleh beberapa spesies bakteri
kontaminan pangan. Misalnya, permukaan
hidrofilik lebih cepat ditumbuhi koloni L.

monocytogenes (Chavant et al.,, 2002),

sedangkan S. aureus tidak menunjukkan

perbedaan pertumbuhan pada permukaan
hidrofobik dan hidrofilik (da Silva Meira et
al., 2012), sedangkan Salmonella memiliki
kemampuan yang lebih tinggi untuk melekat
pada beberapa bahan yang digunakan pada
permukaan vyang bersentuhan dengan
makanan seperti Teflon, diikuti oleh baja
tahan karat, kaca, karet Buna-N, dan
poliuretan (Chia et al.,, 2009). Dalam
beberapa kasus, retensi biofilm lebih
dipengaruhi oleh kekasaran permukaan
dibandingkan komposisi kimianya (Tang et
al., 2011). Komponen lain dari lingkungan
makanan seperti NaCl juga berkontribusi
meningkatkan penempelan L.
monocytogenes ke permukaan (Jensen et al.,
2007), meskipun hal ini juga dipengaruhi
oleh suhu dan nutrisi (Moltz dan Martin,
2005), dan bahkan oleh keberadaan bakteri
lain di lingkungan pemrosesan makanan
(Carpentier dan Chassaing, 2004). Dalam
industri pengolahan susu, peralatan sanitasi
dan pembersihan yang tidak sesuai dan
mikroflora di udara biasanya menjadi
sumber utama kontaminan pada susu dan
produk olahan susu. Prosedur Cleaning-in-
place (CIP) umumnya diterapkan pada lini

pengolahan susu. Akan tetapi keterbatasan
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prosedur CIP adalah adanya akumulasi
mikroorganisme pada permukaan peralatan
yang menghasilkan pembentukan biofilm.
Akumulasi mikroorganisme dalam bentuk
biofilm vyang sangat persisten dapat
menyebabkan kontaminasi post-processing
mengakibatkan masa simpan produk yang
lebih rendah. Perpindahan patogen juga
dapat disebabkan dari aerosols vyang
dihasilkan selama pembersihan permukaan
pengolahan pangan. lJika terdapat bakteri
patogen maka konsumsi produk yang
terkontaminasi sangat beresiko terhadap
kesehatan. Akumulasi biofilm juga banyak
terdapat di lantai, pipa air limbah,
sambungan pipa, lapisan karet, belt
conveyor, permukaan stainless steel, dll.
Lapisan Teflon juga berpotensi sebagai
tempat untuk pembentukan biofilm.

Pada industri pengolahan makanan dan
pengolahan susu, sistem membran UF/RO
banyak diterapkan untuk fraksinasi dan
pemekatan makanan berwujud cair seperti
susu skim dan whey, penjernihan minuman
dan jus buah. Dalam proses tersebut
permukaan membran yang aktif kontak
dengan makanan. Terjadinya adsorpsi

meskipun dalam tingkat yang kecil dapat

menyumbat pori dan  menyebabkan
kemacetan filter, fenomena yang demikian
disebut fouling, yang mengakibatkan
penurunan laju penyerapan cairan dan
product yield loss (Cheryan, 1986). Fouling
pada membran juga dapat mempengaruhi
pembentukan biofilm.

Beberapa hasil penelitian juga telah
menunjukkan adanya pelekatan
mikroorganisme pada permukaan bahan
pangan, misalnya pada permukaan unggas
(Notermans and Kampelmacher, 1974;
Thomas and McMeekin, 1980; Lillard, 1985,
1986, 1988) dan daging (Butler et al., 1979).
Mikroorganisme tersebut tidak hanya
terdapat pada saat penyembelihan tetapi
juga dapat menyebabkan kontaminasi silang
pada karkas yang awalnya tidak
terkontaminasi  (Anand et al., 1989a).
Postmortem aging dari karkas ayam pada
suhu 58°C sebelum pembekuan juga
mengakibatkan peningkatan jumlah mikroba
dengan laju perkembangbiakan yang paling
tinggi adalah bakteri koliform dibandingkan
dengan Staphylococcus aureus, yeast dan
kapang (Anand et al., 1989b; Pandey et al.,

1989). Penempelan Listeria monocytogenes

(Chung et al., 1989; Dickson, 1990) and
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Pseudomonas fragi (Schwach and Zottola,
1982) juga telah diteliti terjadi pada
permukaan daging sapi.
Bakteriofag dan Pengaruhnya pada Biofilm
Bakteriofag adalah virus yang ada secara
alami yang menginfeksi bakteri sebagai
inang targetnya. Bakteriofag dapat menyatu
dengan inangnya dengan menyisipkan
materi genetiknya (bakteriofag lisogenik)
atau melisis inangnya (bakteriofag litik).
Bakteriofag litik memperbanyak diri di dalam
inangnya, kemudian melepaskan fag yang
baru yang dapat menginfeksi lebih banyak
bakteri inangnya. Sering diasumsikan bahwa
biofilm resisten terhadap bakteriofag
disebabkan oleh impermeabilitas dari matrik
biofilm, tetapi meskipun fag berukuran jauh
lebih besar daripada senyawa kimia
antibiotik, bakteriofag masih jauh lebih kecil
daripada bakteri inangnya, dan dapat
menginfeksi bakteri di dalam biofilm.
Bakteriofag menyerang bakteri dalam
biofilm dengan cara yang berbeda dari
senyawa kimia antibiotik atau biosida.
Destruksi biofilm oleh bakteriofag dapat
melalui beberapa tahap sebagai berikut:

(Harper et al.,2014)

1. Bakteriofag memperbanyak diri di dalam
sel inangnya menyebabkan peningkatan
jumlah bakterifag (amplifikasi). Jika sel
inang lisis melepaskan bakteriofag
turunan yang juga bersifat infektif ke
dalam biofilm. Penyebaran bakteriofag
dalam biofilm mengurangi bakteri yang
memproduksi senyawa EPS, bakteriofag
dapat secara progresif menghilangkan
biofilm dan menurunkan potensi untuk
regenerasi.

2. Bakteriofag dapat membawa atau
mengekspresikan enzim depolimerase
yang dapat mendegradasi EPS.

3. Bakteriofag dapat menginduksi enzim
depolimerase yang mendegradasi EPS
dari dalam materi genetik inangnya.

Sel yang persisten dapat diinfeksi
oleh bakteriofag, meskipun bakteriofag tidak
dapat bereplikasi di dalam sel inangnya, fag
dapat tetap berada dalam bakteri tersebut
sampai sel tersebut reaktif, selanjutnya
menginfeksi sel dan akhirnya
menghancurkan sel. Bakteriofag dapat
membunuh sel inangnya tanpa bereplikasi,
jika terdapat dalam jumlah yang jauh
melebihi sel bakteri targetnya, yang disebut

dengan “lysis from without” (Abedon, 2011),
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tetapi hal tersebut jarang terjadi secara
alami. Penggunaan bakteriofag dalam
jumlah yang lebih rendah dapat membunuh
sel inang dengan mereplikasi fag dalam sel
inang tersebut yang diikuti dengan lisis
selama pelepasan bakteriofag turunan, yang
selanjutnya merusak lebih banyak bakteri
yang lain. Jika bakteri inang terdapat dalam
jumlah yang cukup banyak, sebagai hasil
infeksi yang terjadi akibat amplifikasi
bakteriofag  secara  terlokalisir  dan
menyebabkan infeksi yang
berkesinambungan dengan sendirinya,
dengan penyebaran lokal dan amplifikasi
yang terus berlangsung membentuk suatu
siklus. Akan tetapi jika bakteri inang yang
ada tidak cukup, maka siklus infeksi tersebut
terputus/berhenti. Karena biofilm sangat
umum dan terjadi pada tempat dimana
jumlah bakteri tinggi, kemungkinan bakteri
dalam biofilm dapat menjadi target yang
efektif oleh bakteriofag merupakan adaptasi
evolusioner untuk menggunakan sumber
daya yang kaya tersebut. Untuk mekanisme
yang mereka gunakan kemungkinan
berdasarkan keperluan fag untuk mengenali

polisakarida kapsular bakteri selama infeksi

yang normal. Terjadinya penyebaran infeksi

di dalam biofilm dengan adanya bakteri yang
lisis sebagai unsur kunci, disebut sebagai
‘penetrasi aktif’ (Abedon et al., 2010). Telah
diketahui bahwa materi genetik bakteriofag
mengandung gen yang menyandi enzim
yang mampu memecah unsur dari matrik
biofilm (Sillankorva et al, 2011; Abedon et
al.,, 2011; Yan et al, 2013). Dalam beberapa
kasus selain menghasilkan enzim terlarut
yang menyerang dinding sel bakteri inang
selama terlepas dari sel inang, bakteriofag
juga memiliki potensi untuk mendegradasi
EPS biofilm ketika lepas dari sel inang yang
lisis. Sel-sel tersebut juga melepaskan DNA
yang dapat menyumbangkan pada matrik
biofilm, tetapi juga dapat melepaskan enzim
DNase vyang terdapat dalam sel inang
sebagai bagian dari replikasi normal. Sebagai
tambahan, beberapa bakteriofag seperti T4
dan HK620 yang menyerang Escherichia coli
memiliki enzim yang terdapat pada ekor dari
partikel virus yang membantu menembus
dinding sel bakteri. Sementara secara
teoritis enzim tersebut berperan dalam
mendegradasi matrik biofilm, namun enzim
tersebut seringkali tersembunyi sampai ekor
dikonfigurasi ulang selama infeksi dan

dengan demikian memiliki aktivitas yang
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sangat terlokalisir (Abedon et al., 2011; Yan
et al, 2013). Persyaratan untuk protein ini
sangat akurat karena harus sesuai dan
berfungsi di dalam struktur virus. Adanya
enzim tersebut di dalam ekor fag,
merupakan kelengkapan struktur yang
umum terdapat dalam bakteriofag infektif
yang berekor (Yan et al. 2013). Pada model
bakteriofag tersebut, ekor fag mengenali
dan memecah polisakarida kapsul sehingga
ekor dapat kontak dengan membran sel
inang dan melalui ekor tersebut fag
menginjeksikan materi genetiknya.

Protein polisakarida depolimerase
merupakan komponen yang umum terdapat
pada struktur ekor bakteriofag dan
beberapa protein spike pada ekor memiliki
aktivitas endoglikosidase, yang
menghidrolisa polisakarida reseptornya (Yan
et al. 2013). Aktivitas tersebut disandi oleh
gen. Bakteriofag dapat menginduksi ekspresi
enzim depolimerase dalam bakteri inangnya
(Barterl, 1969). Bakteriofag GH4 vyang
mengekspresikan aktivitas alginase dapat
terlihat pada pengujian secara in vitro.

Pada awalnya diduga bahwa alginase
disandi dalam materi genetik bakteriofag

(Sharp et al, 2006) tetapi dari hasil

sekuensing tidak terlihat adanya gen
tersebut yang menunjukkan bahwa alginase
diinduksi dari dalam sel inang. Diduga bahwa
hal tersebut dapat merupakan metode
induksi bakteriofag untuk membuat matrik
biofilm supaya lebih porus, sehingga
membantu bakteriofag turunannya untuk
menginfeksi inang, atau merupakan respon
dari bakteri yang terinfeksi dalam
memfasilitasi diri untuk keluar dari fokus
yang terinfeksi di dalam biofilm.

Pearl et al. (2008) melaporkan bahwa
bakteriofag yang memiliki kemampuan litik
mampu menginfeksi sel yang persisten dan
dapat tetap tinggal dalam sel tersebut
sampai mereka aktif kembali selanjutnya
memulai fase produktif untuk menginfeksi
sel. Analisis kuantitatif dari ekspresi gen
menyatakan bahwa ekspresi gen litik ditekan
pada bakteri yang persisten, akan tetapi jika
sel persisten tersebut berubah ke
pertumbuhan normal, fag infektif akan
menyebabkan proses ekspresi gen yang
menyebabkan sel lisis. Mekanisme tersebut
merupakan elemen yang signifikan bagi
bakteriofag untuk mendestruksi biofilm.
Penelitian yang mendukung hal tersebut

juga dilakukan pada biakan Pseudomonas
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aeruginosa yang berada pada fase stasioner,
yang dimasukkan dalam matrik kolagen
sebagai model biofilm untuk infeksi pada
luka. Dalam system tersebut tidak ada
bakteri yang terbunuh meskipun inkubasi
diperpanjang selama 5 hari, sampai matrik
rusak dan bakteri tumbuh kembali baru
terjadi pembunuhan sel bakteri oleh
bakteriofag (Monk et al, 2009).
Enzim dari Bakteriofag yang
Mendepolimerasi EPS Biofilm

Terdapat sejumlah besar enzim yang
mampu mendepolimerase komponen EPS
biofilm bakteri. Pada bakteriofag enzim-
enzim tersebut meliputi enzim vyang
dihasilkan untuk melepaskan fag dari sel
inang (meliputi enzim endopeptidase) dan
protein spike pada ekor fag yang membantu
dalam proses menginfeksi inang. Meskipun
enzim-enzim tersebut terbatas pada
aktivitas yang sangat terlokalisir didalam
partikel virus, namun enzim tersebut
dikeluarkan dari sel yang lisis dalam bentuk
aktif yang dapat mempengaruhi matrik
biofilm (Cornelisse et al., 2011). Spesies
berbeda

bakteri  yang memproduksi

komponen EPS yang berlainan, sehingga

aktivitas depolimerase menyerang
polisakarida yang dihasilkan oleh satu
spesies tidak dapat bekerja pada spesies
yang lain. Meskipun aktivitas enzim
depolimerase sangat spesifik, akan tetapi
jika  dibandingkan  dengan  aktivitas
bakteriofag penghasilnya ektivitas enzim
tersebut lebih luas sebab keragaman dan
kompleksitas EPS masih lebih rendah
dibandingkan sel bakteri yang menjadi inang
(Son et al., 2010). Jika enzim depolimerase
dihasilkan dan dikeluarkan, tampak area
bening disekitar plak bakteriofag yang
terbentuk pada biakan bakteri yang tumbuh
dalam lempeng agar cawan, vyang
menunjukkan bahwa polisakarida bakteri
telah rusak. Gutiérrez et al. (2012)
menggunakan pendekatan ini  untuk
mendeteksi aktivitas enzim pada dua
bakteriofag yang menginfeksi
Staphylococcus epidermidis, dan adanya
enzim tersebut dikonfirmasi dari hasil
sekuensing yang menunjukkan adanya gen
penyandi pektin lyase. Sementara Glonti et
al. (2010), mengidentifikasi area bening
dalam biakan bakteriofag yang menginfeksi

Pseudomonas aeruginosa dan berhasil

memurnikan protein depolymerase dari
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bakteriofag tersebut menggunakan
electrophoresis. Polisakarida depolimerase
dari bakteriofag telah diklasifikasi oleh Yan
et al., (2013), sebagai endorhamnosidase,
alginat lyase, endosialidase dan
hyaluronidase (glikosid hidrolase). Selain itu
juga ada enzim lain yang berkaitan, misalnya
Broudy et al. (2002), mengidentifikasi sekresi
enzim DNase yang dihasilkan bakteriofag

yang menginfeksi Streptococcus pyogenes.

Pertumbuhan Bakteriofag dalam Biofilm
Data hasil penelitian menunjukkan
bahwa bakteriofag dapat tumbuh baik
dalam biofilm Pseudomonas aeruginosa
(Sharp et al.,, 2003), pada awal tahap
pertumbuhan biofilm. Pada penelitian yang
menggunakan biofilm yang berumur dua
hari, dapat diketahui bahwa 17 galur
Pseudomonas aeruginosa yang tidak sensitif
terhadap bakteriofag pada uji dengan
metode plaque assay (menggunakan bakteri
inang dalam keadaan bebas/planktonik), jika
diuji dalam model biofilm 8 dari 17 galur
tersebut dapat mendukung pertumbuhan
bakteriofag dan mendukung aktivitas fag

menginfeksi bakteri tersebut. Pseudomonas

pada tahap awal pembentukan biofilm

seperti yang digunakan dalam penelitian
tersebut resisten terhadap antibiotik bahkan
pada konsentrasi 100 kali lipat yang
umumnya dapat membunuh bakteri
tersebut dalam keadaan bebas (sel
planktonik). Dari hasil penelitian tersebut
tampak bahwa bakteriofag mampu
membunuh bakteri yang berada dalam
keadaan tidak dapat dibunuh dengan
antibiotik (Ceri et al., 1999).

Pada penelitian yang menunjukkan
potensi bakteriofag untuk mengontrol
biofilm hasil dari penelitian Hanlon et al.
(2001), terbukti bahwa bakteriofag
Pseudomonas aeruginosa dapat
menghancurkan bakteri dalam biofilm yang
sudah matang (berumur 20 hari) dan dapat
berdifusi melalui model biofilm, dengan
studi menggunakan gel alginate yang paling
pekat (12%), meskipun difusi terjadi lebih
lambat dibandingkan dengan gel alginat
yang lebih tipis. Dalam penelitian tersebut
juga diamati bahwa bakteriofag yang dapat
mendegradasi polimer alginat.

Sillankorva et al. (2011) menggunakan
bakteriofag yang menginfeksi Pseudomonas

fluorescens dan Staphylococcus lentus dan

menunjukkan adanya reduksi yang efektif
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terhadap biofilm campuran dari kedua
spesies bakteri inang tersebut. Dari data
sequencing terhadap kedua bakteriofag
tersebut diketahui bahwa tidak ada yang
memiliki  gen

penyandi  polisakarida

depolimerase (meskipun bakteriofag
Pseudomonas fluorescens memiliki gen yang
menyandi endopeptidase). Hasil penelitian
yang sama diperoleh oleh Doolittle et al.
(1996) yang menunjukkan bahwa
bakteriofag T4 yang menginfeksi Escherichia
coli dapat menyebar dengan baik melalui
biofilm, meskipun tidak memiliki gen yang
menyandi polisakarida  depolimerase,
namun memiliki protein tailspike yang
sangat terbatas, yang hanya keluar dari ekor
bakteriofag selama menembus sel inang.
Akan tetapi dari penelitian tersebut
bakteriofag E79 vyang menginfeksi
Pseudomonas aeruginosa kurang efektif
dalam menembus biofilm daripada fag T4.
Dari penelitian-penelitian tersebut terlihat
bahwa bakteriofag secara alami dapat
menembus  biofiim  meskipun  tidak
menghasilkan enzim polisakarida
depolimerase, tetapi tidak semua fag yang
demikian dapat menginfeksi dengan efisien

dalam biofilm. Tait et al. (2002), melaporkan

bahwa campuran dari tiga bakteriofag dapat
mengeliminasi dengan sempurna biofilm
yang dibentuk spesies tunggal, tetapi jika
dalam biofilm tersebut terdapat spesies
bakteri yang tidak sensitif maka aktivitasnya
menjadi tidak efektif. Hasil penelitan Kay et
al. (2011), juga menunjukkan bahwa
campuran biofilm dapat menurunkan
efisiensi aktivitas bakteriofag. Sillankorva et
al. (2011), menunjukkan bahwa biofilm yang
sudah matang (berumur tujuh hari) dapat
secara efektif dihancurkan oleh bakteriofag.
Hal tersebut menunjukkan bahwa
bakteriofag dapat dan sering
mengekspresikan enzim yang mampu
menghancurkan biofilm, tetapi komponen
tersebut tidak selalu menjadi faktor utama

dalam melakukan infeksi pada biofilm.

Peningkatan Aktivitas Bakteriofag

Pada awalnya, salah satu perhatian
utama dalam pengembangan bakteriofag
sebagai biokontrol secara komersial adalah
adanya opini bahwa tidak mungkin
mematenkan bakteriofag alami, namun
ternyata hal tersebut tidak benar karena
terdapat sejumlah paten yang diberikan
kelompok

pada beberapa tentang
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bakteriofag baik berkaitan dengan novelti
maupun aktivitasnya (Sharp et al., 2006; Kay
et al., 2011; Sulakvelidze, 2008). Sejumlah
perusahaan meningkatkan efek bakteriofag
dengan melakukan rekayasa genetika. Salah
satunya dengan menambahkan faktor untuk
meningkatkan virulensi pada materi genetik
bakteriofag. Lu and Collins (2007),
menyisipkan gen yang menyandi Dispersin B
(glikosida hidrolase yang diketahui memiliki
aktivitas merusak biofilm) ke dalam
bakteriofag T7 yang menginfeksi Escherichia
coli. Penyisipan gen tersebut menghasilkan
ekspresi enzim yang tinggi selama infeksi,
yang dikeluarkan ke dalam  matrik
ekstraseluler dari sel yang lisis. Adanya
modifikasi genetik tersebut meningkatkan
kemampuan bakteriofag dibandingkan fag
T7 induknya. Bakteriofag T7 sebenarnya juga
hasil rekombinan yang mengandung gen dari
bakteriofag T3 untuk  memberikan
kemampuan bereplikasi dalam biofilm.
Bakteriofag T7 secara alami menghasilkan
enzim endopeptidase tetapi tidak
memproduksi polisakarida depolimerase,
oleh karena itu E. coli yang memiliki kapsul
polisakarida noemalnya resisten terhadap

infeksi oleh fag T7, tetapi bakteriofag T4

dapat megninfeksi dan bereplikasi di dalam
biofilm E. coli dan merusak morfologi biofilm
dengan membunuh sel bakteri (Lu and
Collins, 2007). Modifikasi tersebut dilakukan
dalam pengembangan bakteriofag secara
komersial yang ditujukan untuk
menghilangkan  biofilm dalam  proses
industrial.

Pendekatan lain yang dilakukan untuk
meningkatkan  efektivitas  penggunaan
bakteriofag adalah dengan memadukan
bakteriofag dengan agen pendispersi biofilm
seperti alginate liase atau enzim DNase

(misalnya produk komersial Pulmozyme).

Bakteriofag untuk Mengontrol Biofilm

Bakteriofag litik telah digunakan sebagai
agen biokontrol terhadap biofilm dari
mikroorganisme  tertentu, seperti C
sakazakii (Endersen et al. 2017), E. coli
0157:H7 (Sadekuzzaman et al., 2017), L.
monocytogenes (Soni and Nannapaneni,
2015), P. aeruginosa (Shafique et al., 2017),
Salmonella spp. (Islam et al., 2019;
Sadekuzzaman et al., 2018), dan S. aureus
(Gutiérrez et al.,, 2015a; Gutiérrez et al.,

2015b). Moye et al. (2018) mengulas secara
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komprehensif aplikasi bakteriofag untuk
produksi dan pengolahan makanan.

Bakteriofag litik KH1 (7,7 log pfu/ml) diteliti
aplikasinya pada permukaan stainless steel
yang mengandung biofilm E. coli 0157:H7
(2,6 log cfu), setelah pemberian perlakuan
selama 4 hari pada suhu 4° C terjadi
pengurangan mikro-organisme sebesar 1,2
unit log (Sharma et. al., 2005). Biofilm E. coli
0157:H7 yang telah dibentuk sebelumnya
pada bahan yang biasanya digunakan pada
permukaanuntuk pengolahan makanan
(stainless steel, ubin keramik, dan polietilen
densitas tinggi), mengalami penurunan
hingga tingkat yang tidak terdeteksi setelah
diaplikasikan campuran fag bernama BECS8
pada 23°selama 1 jam (Viazis et al., 2011).
Penggunaan campuran fag untuk
menghilangkan biofilm yang terbentuk pada
pisau yang digunakan untuk memanen
bayam juga menyebabkan pengurangan 4,5
unit log sel hidup E. coli 0157:H7 dicapai
setelah 2 jam perlakuan pemberian fag
(Patel et al., 2011). Seperti yang dilaporkan
sebelumnya, kombinasi bakteriofag T4 dan
sefotaksim secara signifikan meningkatkan

pemberantasan biofilm E. coli bila

dibandingkan dengan pengobatan hanya
dengan fag (Ryan et al., 2012).

Protein fag litik juga merupakan alternatif
untuk menghilangkan biofilm bakteri di
lingkungan vyang berhubungan dengan
makanan. Endolisin dari fag phill (10
ug/sumur) mampu menghilangkan biofilm
yang dibentuk oleh strain S. aureus pada
permukaan polistiren setelah 2 jam pada
suhu 37°C (Sass dan Bierbaum, 2007).
Demikian pula, endolisin SAL-2 dari
bakteriofag SAP-2 menghilangkan biofilm S.
aureus menggunakan 15 ug/sumur (Son et
al.,, 2010). Gutierrez et. al. (2014),
menunjukkan bahwa endolysin LysH5 (0,15
puM)  mampu  menghilangkan  biofilm
staphylococcus setelah perlakuan selama 12
jam pada suhu 37°C dan bahkan melisiskan
sel persisten. Endolisin yang direkayasa
dengan penghapusan atau penghilangan
domain, juga telah berhasil digunakan
sebagai agen anti-biofilm.  Misalnya,
peptidase CHAPk (31,25 png/ml), vyang
berasal dari endolisin staphylococcus LyskK,
mampu mencegah pembentukan biofilm.
Protein ini juga menghilangkan biofilm

staphylococcus setelah perlakuan selama 4
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jam pada suhu 37°C (Fenton et al., 2013).
Protein ini mengandung domain katalitik
endolysin Plyl87 dan domain pengikat
dinding sel lisin phiNM3. Pada biofilm yang
dibentuk oleh bakteri Gram-negatif, untuk
penghilangan struktur tersebut dengan
menggunakan endolisin memerlukan
komponen tambahan untuk menghancurkan
membran luar. Biofilm dari S. enterica
serovar Typhimurium yang diberi perlakuan
endolisin Lys68 (2 uM), berkurang 1 log unit
sel-sel dalam biofilm yang telah dibentuk
sebelumnya setelah 2 jam inkubasi dengan
adanya permeabilizer membran luar
(Oliveira et al.,, 2014). Telah diteliti dua
endolisin termostabil Lys68 dari Salmonella
phage phi68 (Oliveira et al., 2014) dan
Ph2119 dari bakteriofag Ph2119 vyang
menginfeksi Thermus scotoductus MAT2119
(Plotka et al., 2014). Stabilitas
termostabilitas ini mendukung potensi
penggunaan enzim turunan fag ini sebagai
disinfektan. Selain itu, bakteriofag dapat
berguna untuk mengembangkan bahan
kemasan  antimikroba  khusus  untuk

digunakan dalam industri makanan (Han et

al., 2014).

Bakteriofag litik dapat menyebabkan
biofilm yang sudah matang lebih mudah
untuk diterapi dengan anti Dbiotik.
Berdasarkan hal tersebut maka kombinasi
atau penggunaan secara berurutan dari
antibiotic dan bakteriofag memiliki potensi
diaplikasikan pada terapi untuk melawan
bakteri. Yilmaz et al. (2013), telah meneliti
bahwa terdapat peningkatan efek jika
bakteriofag dan antibiotic digunakan secara
kombinasi untuk  melawan  biofilm
Staphylococcus aureus. Kombinasi lain juga
mungkin dilakukan seperti dalam penelitian
Sharp et al. (2006), yang mengkombinasikan
polisakarida lyase dan enzim DNase untuk
mendegradasi matrik biofilm, bersamaan
dengan pemberian bakteriofag.

Penggunaan bakteriofag akan lebih
efektif jika digunakan sebagai kombinasi
dengan prosedur lain. Menurut Sillankorva
et al. (2011) meskipun fag dapat
menurunkan populasi bakteri dalam biofilm,
tetapi jika hanya digunakan agen biologis
tersebut tidak cukup efisien diaplikasikan
untuk  mengontrol industrial  biofilm.
Umumnya digunakan prosedur pencucian
untuk menghilangkan  tidak  hanya

mikroorganisme tetapi juga semua materi
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yang tidak dikehendaki (misalnya benda
asing, senyawa kimia, tanah, dll), dan
bakteriofag tidak dapat menggantikan fungsi
tersebut. Akan tetapi fag dapat berfungsi
seperti biosida dan sanitizer, dan digunakan
setelah proses pencucian mayor untuk
membunuh bakteri tertentu pada biofilm
yang tertinggal. Gutiérrez et al. (2016)
mengulas secara komprehensif tentang
bakteriofag untuk menghilangkan biofilm
dari bakteri dalam industri pangan.

Hasil penelitian Arachchi et al. (2013),
menunjukkan pembersihan biofilm Listeria
monocytogenes dari permukaan stainless
steel yang efisien oleh campuran tiga
bakteriofag, meskipun jika terdapat
kontaminasi dengan protein ikan. Akan
tetapi dari penelitian tersebut juga diketahui
bahwa proses pembersihan tersebut lebih
dipercepat dengan adanya pembersihan
secara mekanis, hasil tersebut menunjukkan
bahwa fag lebih efektif pada sel biofilm yang
sudah terlepas dari permukaan. Oleh karena
itu untuk terapi biofilm dengan jangka waktu
pendek harus dipertimbangkan adanya
perusakan sel biofilm terlebih dahulu
sebelum aplikasi bakteriofag. Zhang dan Hu

(2013), mengamati adanya efek peningkatan

pada filter jika digunakan kombinasi

bakteriofag dengan biosida (klorin).

Kesimpulan

Bakteriofag dapat menjadi alternatif
solusi untuk menghilangkan biofilm dalam
industri  pangan. Bakteriofag memiliki
sejumlah sifat yang menyebabkan biofilm
rentan terhadap serangannya yaitu mampu
menghasilkan (atau mampu menginduksi)
enzim yang mendegradasi matrik
ekstraseluler, dapat menginfeksi sel yang
inaktif dalam biofilm tetapi aktif kembali jika
sel bakteri tersebut aktif bermetabolisme,
dan mampu mendukung replikasi
bakteriofag dengan lebih baik dibandingkan
dengan sel bebasnya. Bakteriofag dapat
diaplikasikan dalam sistem pangan untuk
menghancurkan biofilm dari bakteri patogen

sehingga dapat meningkatkan keamanan

pangan.
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