ISOLASI BAKTERIOFAG DARI AIR DI LINGKUNGAN RUMAH BURUNG WALET
MENGGUNAKAN METODE PLAQUE ASSAY
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Abstract

Background. Bacteriophages are viruses that target bacteria. Bacteriophages provide an alternate
solution to the problem of harmful bacterial infections. Bacteriophages are thought to be more effective
than antibiotics. The aim of the research is to isolate bacteriophages from the water in the swallow house
environment using the Plaque Assay method and determine the pathogen agents in the swallow house water
where the water is a source of swallow drinking water. Method. This type of research is a descriptive
laboratory research method, namely research aimed at finding out natural information about
bacteriophages isolated from the water in the swallow house environment. Observations were carried out
microscopically by observing the plaque assay on TSA media in which bacteriophages were isolated. This
research was analyzed descriptively using graphs and tabulations. Results. Based on the results of the spot
test method, the presence of Lysinibacillus Sp bacteriophage was found in the water around the swallow
house, however, when the plaque assay was carried out there was no plaque in the media from which the
bacteriophage had been isolated. Conclusion. The results of the spot test method showed that there were
Lysinibacillus Sp bacteriophages in the water around the swallow house, but the research failed because
the bacteriophage could not be isolated using the plaque assay method.
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dibentuk oleh phages pada pertumbuhan bakteri.
Hal ini diasumsikan bahwa plak merupakan hasil
dari infeksi sel oleh virion tunggal.Sejarah
penemuan bakteriofag telah menjadi bahan
perdebatan  panjang, termasuk kontroversi
mengenai klaim prioritas.Sejak dahulu kala,
bakteriofag telah mengendalikan pertumbuhan

PENDAHULUAN

Bakteriofag  adalah  virus  yang
menargetkan bakteri. Bakteriofag memberikan
solusi alternatif terhadap masalah infeksi bakteri

berbahaya. Antibiotik dianggap kurang efektif
dibandingkan bakteriofag. Bakteriofag secara
eksklusif =~ menginfeksi  patogen  tertentu,
memastikan mikroflora normal di usus tidak
terpengaruh. Bakteriofag berkembang biak dalam
bakteri dan menghancurkan sel bakteri inang
secara total melalui proses lisis, menghilangkan
bakteri yang menjadi inangnya (Hardanti dkk,
2018).

Penggunaan bakteriofag ternyata relatif
lebih efisien, spesifik dan cost effective.Virus
dapat diisolasi dengan membentuk zona bening
(plak) pada lapisan sel inangnya. Plak juga dapat

dan penyebaran bakteri di seluruh dunia.(Ritonga
dan Savira, 2023).

Fag adalah parasit obligat intraseluler
yang bereplikasi menggunakan mesin bakteri.
Tanpa inang (bakteri) mereka tidak dapat
bereplikasi di alam. Fag mungkin merupakan
organisme paling kuno dan paling banyak
ditemukan di bumi dan dapat ditemukan dalam
jumlah yang sangat besar. Fag ditemukan di
lingkungan yang sangat beragam, misalnya di
tinja, tanah, air, dan lain-lain. Dengan
memanfaatkan mesin inang, mereka mensintesis
komponen seluler yang berbeda, seperti protein



dan glikoprotein yang diperlukan untuk replikasi,
enkapsidasi, dan lisis (Ackermann, 2014).

Indonesia adalah produsen dan eksportir
sarang burung walet terbesar di dunia, dengan
rata-rata pengiriman tahunan sebesar 115 ton.
Hampir seluruh produksi nasional diekspor ke
pasar luar negeri, dengan Hong Kong dan
Singapura menjadi pelanggan utamanya. Burung
walet (Aerodramus fuciohagus) merupakan salah
satu burung pembuat sarang yang mempunyai
nilai ekonomi cukup besar. Burung walet
mempunyai kepentingan ekologis selain nilai
ekonomi, karena mereka berperan penting dalam
mengendalikan serangga hama yang berkumpul
saat terbang. Keberadaan burung walet dan ciri-
ciri sarangnya (sarang burung walet) telah
dikenal sejak berabad-abad yang lalu. Selama ini
sarang burung walet konon  mampu
menyembuhkan berbagai macam penyakit, antara
lain paru-paru, sakit maag, kanker, obat awet
muda, melancarkan peredaran darah dan saluran
pernafasan, bahkan penyakit didapat
Immunodeficiency Syndrome (AIDS). Sarang
burung walet memiliki nilai ekonomi yang besar
karena berbagai keunggulannya, bahkan menjadi
barang ekspor yang eksklusif. Sarang burung
walet pada awalnya merupakan hasil alam yang
dibuat oleh burung walet yang bersarang di dalam
gua (Arifin dkk., 2012).

MATERI DAN METODE

Penelitian ini dilakukan dengan pengambilan
air yang di ambil dari lingkungan rumah burung
wallet. Sampel diidentifikasi di labolatorium
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN).
Observasi berlangsung pada bulan Januari —
Februari 2024.

Jenis penelitian ini merupakan penelitian
metode deskrptif labolatorik yakni penelitian
bertujuan untuk mengetahui informasi secara
alamiah tentang bakteriofag yang di isolasi dari
air lingkungan rumah burung wallet.

Alat yang digunakan antara lain sarung
tangan labolatorium, botol semprot, kertas/tisu,
plastic, kapas, karet tabung 50ml, tabung 15 ml,
tempat sampah, kaldu TSB (7ryotone Soya Agar),
labu Erlemenyar, piring agar TSA, plat TSA,
pipet dan wujung pipet, inkubator, tabung
mikrosentrifugasi, sentrifuge, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, cawan petri, kertas lebel, dan
spidol permanen. Bahan yang digunakan yaitu air
yang di ambil dari lingkungan rumah burung
walet, alkohol 70%, aquades steril, larutan buffer
SM steril, media nitrifikasi.

Teknik pengambilan sampel penelitian
dengan mengambil air pada lingkungan rumah
burung walet. Air yang di gunakan pada penlitian
ini sebanyak 15 sampel yang di ambil
menggunakan metode purposive sampling.
Purposive  sampling adalah teknik yang
digunakan  untuk  mengumpulkan  atau
mengidentifikasi sampel dalam keadaan tertentu
(Fauzy, 2019). Sampel yang digunakan berupa air
yang di ambil dari lingkungan burung walet yang
didapatkan dari Sumedang.

Sampel yang telah dikoleksi selanjutnya
dimasukkan kedalam media TSA, media
nitrifikasi, lalu isolasi bakteri, metode spot assay
dan metode plaque assay.

HASIL

Hasil penelitian berikut memiliki tujuan
untuk mendapatkan informasi mengenai isolasi
bagteriofag dari air di lingkungan rumah burung
walet. Pengambilan sampel air di lingkungan
rumah burung walet yang di dapatkan dari
sumedang dengan jumlah sampel 15 yang di
masukkan dalam tabung centrifuge tube pack
steril yang masing — masing berisi 50 ml.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah di
lakukan dari 15 sampel air di lingkungan rumah
burung walet yang masing — masing berisi 50 ml
di lakukan wuji spot test pada sampel
menggunakan media Tryptone Soya Agar (TSA)
yang kemudian di lapisi media TSA semisolid



yang berisi bakteri lysinibacillus menunjukkan
hasil.

Gambar 1. Hasil plak pada spot test yang
ditunjukan dalam lingkaran merah

Hasil pengamatan dari gambar 4.1
setelah melakukan inkubasi pada suhu 300C
selama 48 jam Plak belum muncul setelah
pengamatan 48 jam. Akan tetapi, plak muncul
pada hari ke 7 inkubasi. Plak yang muncul diduga
adalah bakteriofag terhadap Lysinibacillus sp.

Gambar 2. Hasil plaque assay (a) pengenceran
10-1, (b) pengenceran 10-2, (c) pengenceran 10-
3, (d) pengenceran 10-4, (e) pengenceran 10-5, (f)
pengenceran 10-5

PEMBAHASAN

Bakteri Lysinibacillus sp adalah bakteri gram
positif, pembentuk spora, dan motil. Genus ini
sebelumnya ditetapkan sebagai Bacillus spp. di
bawah keluarga Bacillaceae dari filum
Firmicutes. Untuk jangka waktu yang lama,
Lysinibacillus sp terkenal dengan aktivitas

insektisidanya terhadap berbagai serangga,
termasuk nyamuk yang merupakan vektor
beberapa penyakit pada manusia (Ahsan And
Masafumis., 2021). Bakteri Lysinibacillus sp
berpotensi mengikat nitrogen dan merupakan
bakteri nitrifikasi. Selain itu, bakteri ini juga
dapat memproduksi /ndole Acetic Acid (IAA)
(Cahyamurti dan Hari., 2021).

Nitrifikasi adalah proses menghasilkan
senyawa nitrat dari senyawa amonium. lon
amonium dioksidasi menjadi ion nitrit, yang
kemudian diubah menjadi ion nitrat. Proses ini
dapat terjadi di tanah, air laut, maupun air tawar.
Nitrifikasi terjadi secara alami di lingkungan
karena adanya bakteri nitrifikasi tertentu.
Berbagai kondisi lingkungan mempengaruhi
kecepatan terjadinya proses nitrifikasi. Parameter
ini meliputi konsentrasi substrat dan oksigen,
suhu, pH, dan keberadaan bahan kimia berbahaya
atau penghambat. Semua bakteri nitrifikasi
sensitif terhadap suhu. Variasi suhu yang tiba-tiba
tidak berpengaruh pada laju pertumbuhan bakteri
itu sendiri, juga tidak berdampak pada laju proses
nitrifikasi. Suhu optimal untuk proses nitrifikasi
adalah 0-200C karena suhu ini mendorong
perkembangan maksimal bakteri nitrifikasi, yang
berdampak pada laju nitrifikasi. Selain itu,
kandungan oksigen mempengaruhi kecepatan
proses nitrifikasi. Ini terkait dengan bakteri
nitrifikasi yang membutuhkan oksigen. PH
lingkungan juga menentukan laju reaksi
nitrifikasi. Proses nitrifikasi paling cepat terjadi
pada pH 8-9. Parameter-parameter tersebut
mempengaruhi  kelangsungan hidup bakteri
nitrifikasi, oleh karena itu laju nitrifikasi sangat
bergantung pada keberadaan bakteri nitrifikasi
(Setiawan dan Bayu, 2014). Manfaat penggunaan
Bakteriofag pada rumah burung wallet adalah
infeksinya menjadikannya alternatif —untuk
pengendalian bakteri dan keamanan lingkungan
pada rumah burung walet, sebagai alat
bioteknologi melawan bakteri patogen, termasuk
bakteri yang resisten terhadap antibiotik.

Penerapannya  dapat langsung pada
lingkungan rumah burung yang berhubungan
dengan sarang burung walet sebagai agen
biokontrol pembentukan biofilm. Selain itu,
bakteriofag digunakan untuk pelacakan sumber



mikroba dan sebagai indikator tinja (Rogovski et
al., 2021).

Pada hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
pada saat uji spot test pada sampel menggunakan
media Tryptone Soya Agar (TSA) yang kemudian
di lapisi media TSA semisolid yang berisi bakteri
Lysinibacillus sp menunjukkan hasil. Setelah
melakukan inkubasi pada suhu 30°C selama 48
jam plak belum muncul setelah pengamatan 48
jam. Akan tetapi, plak muncul pada hari ke 7
inkubasi. Plak yang muncul diduga adalah
bakteriofag  terhadap  Lysinibacillus  sp.
Kemudian dilakukan uji plaque assay untuk
melihat single koloni dari bagteriofag dengan
cara scrubbing dan di lakukan pengenceran 10-1
hingga 10-6 Setiap pengenceran diambil 100 pl
dicampurkan ke dalam media TSA yang telah
mengandung Lysinibacillus sp sebanyak 500 ul
setelah itu inkubasi pada suhu 30°C selama 48
jam. Hasil dari pengamatan gambar 4.1
menunjukkan bahwa plak tidak muncul ketika di
lakukan pengamatan setelah di inkubasi dengan
suhu 300c selama 48 jam. Bakteriofag
Lysinibacillus sp pada uji spot test yang terdapat
pada air di rumah burung walet menujukkan
adanya kontaminasi fekal bakteri. Bakteriofag
lysinibacillus secara alami tidak akan bereplikasi
tanpa adanya Lysinibacillus sp. Oleh karena itu
bakteriofag Lysinibacillus sp dapat digunakan
sebagai pendeteksi adanya air tercemar.
Kehadiran Lysinibacillus sp akan langsung
diinfeksi dan dilisiskan oleh bakteriofag.
penggunaan bakteriofag Lysinibacillus sp dapat
menjadi  indikator dalam  mengevaluasi
pengolahan air karena bakteriofag memiliki sifat
toleran terhadap air (Saefunida dkk., 2016).

Bakteriofag menginfeksi inangnya dengan
melepaskan enzim lisozim, yang menciptakan
lubang di dinding sel bakteri, memungkinkan
DNA masuk dan melisiskan Lysinibacillus sp.
Bakteriofag dari tubuh inang akan menginfeksi
sel Lysinibacillus sp. Menurut Madigan dkk.

(2012), enzim lisozim yang dihasilkan oleh
bakteriofag dapat mendegradasi peptidoglikan
pada dinding sel bakteri. Enzim tersebut
memecah ikatan B-1,4-glikosidik dengan N-
asetilglukosamin, menyebabkan Iubang pada
dinding sel bakteri ketika bakteriofag masuk dan
melisiskan inang.

Namun pada saat dilakukan uji lanjutan
menggunakan uji plague assay tidak muncul plak
dikarnakan bakteriofag yang tidak mampu
melisiskan sel Lysinibacillus sp. Hal ini sesuai
dengan pendapat Charles dan Moineau (Buana
dan Agustin, 2014) yang berpendapat bahwa
ketidakmampuan bakteriofag dalam melisiskan
inangnya dapat disebabkan oleh variasi keadaan
lingkungan, perkembangan inang yang lebih
cepat, dan sistem pertahanan bawaan terhadap
infeksi bakteriofag. Jumlah plak yang dihasilkan
juga dikendalikan oleh masing-masing bakteri.
Virus yang tidak mampu menginfeksi bakteri
dapat dibentuk oleh partikel bakteriofag yang
dihasilkan selama infeksi yang memiliki banyak
kelemahan. Selain itu, ada faktor lain: suhu. Suhu
sangat mempengaruhi pertumbuhan dan
kelangsungan hidup bakteri. Suhu mempengaruhi
proses kimia yang terjadi di dalam tubuh bakteri,
sehingga mempengaruhi laju perkembangannya.
Selain suhu, pH atau tingkat keasaman juga
mempengaruhi perkembangan bakteri (Madigan
et al. 2012).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil metode spot test,
Ditemukan adanya bakteriofag Lysinibacillus Sp
pada air dilingkungan rumah burung walet, akan
tetapi penelitian gagal karena tidak dapat
terisolasi oleh bagteriofag dengan menggunakan
metode plaque assay.
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