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ABSTRAK

Penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi gen patogenik Avian Pathogenic Eschericia coli
(APEC) vyaitu gen iroN, iutA, dan hlyF pada bakteri Escherichia coli yang diisolasi dari organ pada
ayam yang sakit di Bali, serta untuk mengetahui hubungan filogenetik antara gen penanda patogenik di
Bali dengan di negara lain di dunia. Penelitian ini dilakukan secara eksploratif observasional dengan
menggunakan enam isolat bakteri Escherichia dengan kode E2, E3, E7, E8, E9, dan E10 yang diisolasi
dari ayam buras pada tahun 2018. Semua gen isolat dideteksi dengan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR). Hasil penelitian menunjukkan semua sampel positif memiliki gen iroN, iutA, dan hlyF.
Sekuensing pada ketiga gen diperoleh hasil, bahwa gen ironN yang terbaca dengan baik adalah 659 bp,
gen hlyF adalah 518 bp, dan gen iutA adalah 250 bp. Hasil analisis sekuens memiliki DNA yang
homolog. Berdasarkan hasil analisis filogentik, bakteri E. coli patogen di Bali berada dalam satu klaster
dengan bakteri E. coli patogen yang ada di dunia.

Kata kunci: iroN; iutA; hlyF; Escherichia coli patogen; Bali
ABSTRACT

Research has been carried out to detect pathogenic gene markers of Avian Pathogenic Eschericia
coli (APEC) iroN, iutA, and hlyF in Escherichia coli bacteria isolated from organs of sick chickens in
Bali, and to determine phylogenetic relationships between those marker genes in Bali and in the other
countries in the world. Six isolates of E. coli bacteria with codes E2, E3, E7, E8, E9, and E10 were used
in this study. The isolates were isolated from domestic chicken in 2018. All genes were detected using
the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. The genes of iroN, iutA, and hlyF could be detected
from all isolates. Well readable sequence of iroN, hlyF, and iutA was 659 bp, 518 bp, and 250 bp,
respectively. All three genes were homogenous. Phylogical analysis shows that all pathogenic markers
share same cluster with the pathogenic E. coli from all countries in the world.

Keywords: iroN; iutA; hlyF; pathogenic Escherichia coli; Bali.

PENDAHULUAN kelompok Extraintestinal Pathogenic E.
Koliseptisemia adalah penyakit penting coli (ExPEC) (Filho et al., 2015). Infeksi
yang ditimbulkan oleh strain Avian koliseptisemia pada unggas terjadi pada
Pathogenic  Eschericia coli  (APEC) usia 4 sampai 9 minggu, dengan mortalitas
(Nakazato et al., 2009). APEC merupakan sebesar 20% (Ewers et al., 2007). Landman
agen infeksius ekstra intestinal yang dan Eck (2016) menyatakan bahwa data
disebabkan oleh bakteri Eschericia coli (E. tentang kuantifikasi kerugian karena
coli) pada unggas yang dimiliki oleh kolibasilosis pada unggas belum banyak
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dilaporkan  padahal kerugian akibat
penyakit ini dapat dirasakan langsung oleh
peternak.

Avian Pathogenic E. coli (APEC)
memberikan dampak kerugian besar dalam
industri unggas. Pada ayam pedaging, E.
coli strain APEC juga menyebabkan
selulitis yang ditandai oleh dermatitis
nekrotik pada perut dan paha. Lesi tersebut
menyebabkan karkas yang terinfeksi harus
diafkir (Moulin-Schouleur et al., 2007).
Infeksi APEC pada ayam petelur juga
menyebabkan penurunan produksi dan
kualitas telur. Konsumsi unggas yang
kurang matang dapat menginfeksi manusia.
APEC dilaporkan dapat menjadi E. coli
patogen ekstraintestinal pada manusia
(Johnson et al., 2008).

Selama ini, diagnosis E. coli dilakukan
dengan beberapa metode konvensional
seperti  metode biakan (kultur), uji
biokimiawi, dan uji biologis. Cara tersebut
memerlukan waktu lama dan hasil yang
diperoleh tidak spesifik (Sudrajat et al.,
2000). Teknik diagnosa dengan teknik
biologi molekuler, yaitu dengan cara
amplifikasi gen yang spesifik yang terdapat
pada genom bakteri E. coli telah terbukti
lebih sensitif dan spesifik (Radji et al.,
2010).

Kemampuan APEC (Avian Pathogenic
E. coli) menyebabkan penyakit tergantung
banyak faktor virulensi. Faktor virulensi
APEC dikendalikan oleh beberapa gen
yang terdapat di dalam plasmid (Ashraf et
al., 2013). Menurut penelitian Rodriguez et
al. (2005), gen-gen tersebut antara lain
cvaC, tsh, sitA, iutA, ompT, dan iroN yang
ditemukan pada plasmid ColV. Pada
penelitian Johnson et al. (2006) gen yang
ditemukan antara lain etsABCD, cluster
eitABC, dan hlyF. Penelitian Johnson et al.
(2006) juga menyatakan bahwa lebih dari
80% isolat-isolat E. coli yang mempunyai
gen iroN, iutA, dan hlyF menyebabkan
koliseptisemia pada unggas.

Kasus kolibasilosis pada unggas yang
terinfeksi telah banyak dilaporkan di
berbagai daerah di Indonesia (Weidosari
dan Wahyuwardani, 2015; Hidayati et al.,
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2016; Jamin et al., 2015; Wibowo dan
Wahyuni, 2008; Poernomo dan Juarini,
1996), namun laporan tentang gen penanda
APEC belum pernah dilaporkan di
Indonesia. Di Bali, penyakit kolibasilosis
ditermukan di berbagai peternakan unggas
(Barus et al., 2013). Penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi dan mendeteksi gen
patogenik APEC (iroN, iutA, dan hlyF)
pada ayam di Provinsi Bali serta untuk
mengetahui  hubungan  genetik  dan
filogenetik antara gen penanda patogenik
dari APEC di Bali dengan gen penanda
patogenik APEC di negara lain.

METODE PENELITIAN

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah bakteri E. coli galur
patogen penyebab Avian Pathogenic E. coli
(APEC) pada ayam. lIsolat berasal dari
kasus lapangan dan telah dimurnikan di
Laboratorium  Bakteriologi  Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Udayana.
Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi
diperoleh sebanyak enam isolat. Isolat
positif memiliki kode isolat E2, E3, E7, ES8,
E9, E10 yang diisolasi dari ayam buras.
Keenam isolat tersebut berasal dari
kabupaten Tabanan (E2, E3, E8, E9, E10)
dan Badung (E7) pada tahun 2018.

Isolasi DNA dilakukan  dengan
menggunakan larutan chelex 10% (Walsh
etal., 1991). Bakteri E. coli pada media cair
diambil sebanyak 200 pl kemudian
dipindahkan kedalam microtube yang telah
berisi larutan chelex 10%. Larutan chelex
10% yang sudah berisi sampel di vortex
selama lima menit, kemudian disentrifugasi
selama satu menit. Selanjutnya larutan
chelex 10% yang sudah berisi sampel
dipanaskan pada heating blok pada suhu
94°C kurang lebih selama 45 menit, setelah
itu sampel siap untuk dilakukan amplifikasi
DNA dengan PCR.

Reaksi PCR dibuat volume 10 ul
dengan komposisi 3 pl dd H20, 5 ul 2x Taq
plus PCR Mastermix TIANGEN®, 0,5 pl
primer forward, 0,5 ul primer reverse, dan
1 ul template DNA. Kondisi thermal cycler
dengan parameter predenaturasi pada suhu
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94°C selama tujuh menit, denaturasi pada
suhu 94°C selama satu menit, annealing 50-
59°C selama 45 detik, ekstensi 72°C selama
satu menit 30 detik, siklus diulang
sebanyak 35 kali, dan post ekstensi pada
72°C selama lima menit. Masing-masing
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primer dilakukan kalibrasi terlebih dahulu
untuk menentukan suhu annealing yang
sesuai. Dalam penelitian ini menggunakan
tiga pasang primer nukleotida dengan
perbedaan suhu annealing sebagai berikut.

Tabel 1. Sekuen nukleotida DNA primer iroN, iutA, dan hlyF

No. Nama Sckuen DNA (5°-3”) Target (bp) ~ Suhu ?fg‘)ea"”g
1 IroNF  AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 667 -

IroNR  GACGCCGACATTAAGACGCAG
2 IutAF  AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 302 55

IUtAR  GGCTGGACATCATGGGAACTGG
3 HIyF  GGCGATTTAGGCATTCCGATACTC

599 50
HIyR ACGGGGTCGCTAGTTAAGGAG
DNA hasil amplifikasi divisualisasi Tool (BLAST), analisis filogenetik dengan

dengan melakukan elektroforesis pada gel
agarosa 1% sebanyak 0,75g dalam 10X

buffer TBE sebanyak 75ml. Proses
Elektroforesis dilakukan pada mesin
elektroforesis  (BIO-RAD™  PowerPac)

pada tegangan 100 V, 400mA, selama 30
menit. Setelah proses elektroforesis selesai,
pita-pita fragmen DNA diamati dengan UV
transilluminator (BIO-RAD™ UVITEC)
untuk mengetahui panjang DNA. Ukuran
DNA hasil PCR dibandingkan dengan
penanda (ladder) untuk selanjutnya
didokumentasikan menggunakan kamera.
Sekuensing DNA

Primer yang digunakan  untuk
amplifikasi  digunakan  juga  untuk
sekuensing. Proses sekuensing DNA
dilakukan di PT Genetika Science
Indonesia.

Analisis Data

Sekuens nukleotida gen iroN, iutA, dan
hlyF bakteri E. coli dari ayam penderita
APEC yang diperoleh dari laboratorium
bakteriologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Udayana disepadankan dengan
Clustal W dari program MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013). Data yang dianalisis
adalah konfirmasi hasil sekuensing dengan
program Basic Local Alignment Search
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nukleotida dan asam amino yang tersedia di
GenBank. Sekuens gen iroN, iutA, dan hlyF
dari  berbagai negara diunduh dari
GenBank. Hubungan kekerabatan (estimasi
jarak genetik dan filogenetik) dianalisis
dengan metode Unweighted Pair Group
Method with Arithmatic Mean (UPGMA).

Jarak evolusi dihitung menggunakan
metode  Kimura-2.  Analisis  secara
filogenetik dilakukan dengan
menggunakan  program MEGA 6.0

Software (Tamura et al., 2013).
HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat bakteri E. coli dari laboratotium
bakteriologi Fakultas kedokteran Hewan
Universitas Udayana berdasarkan hasil
isolasi dan identifikasi diperoleh sebanyak
enam isolat. Isolat positif memiliki kode
isolat E2, E3, E7, E8, E9, E10 yang
diisolasi dari ayam buras. Keenam isolat
tersebut berasal dari kabupaten Tabanan
(E2, E3, E8, E9, E10) dan Badung (E7)
pada tahun 2018. Gen iroN, iutA, dan hlyF
dapat dideteksi dari semua isolat positif
dengan PCR. Gambar 1 merupakan gambar
hasil uji PCR dengan menggunakan primer
spesifik iroN, iutA, dan hlyF.
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E3 E7 E8 E9 E10

700 bp
(€))
futd
E2 E3 E7 E8 E9 EI10
300 bp 300 bp
200 bp
100 bp
(b)
hiyF
E2 E3 E7 E8 E9 EI0
500 bp 500 bp
400 bp
200 bp
100 bp

Hasil sekuensing menggunakan ketiga
gen vyaitu iroN, iutA, dan hlyF. diperoleh
hasil gen iroN yang terbaca dengan baik
adalah 659 bp, gen iutA adalah 250 bp, dan
gen hlyF adalah 518 bp. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa isolat bakteri E. coli

(©)
Gambar 1. Hasil elektrofesis PCR menggunakan gen iroN, iutA, dan hlyF. Ket: (a) gen iroN,
(b) gen iutA, dan (c) gen hlyF

232

mempunyai sekuens yang sama pada
masing-masing gen (homologi 100%).
Sampel E10 asal Kabupaten Tabanan
teramplifikasi pada uji PCR, tetapi pada
hasil sekuensing tidak teranalisis secara
baik untuk itu sampel E10 tidak digunakan
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dalam analisis filogenetik. Sampel E10
memiliki sekuen yang sama dengan sampel
lainnya. Data sekuens semua gen tersebut
telah diregistrasi di Genbank dengan kode
akses (accession number) akan dipaparkan
berikut ini.

Hasil data sekuens gen iroN, iutA, dan
hlyF untuk masimg-masing sampel sudah
teregistrasi di Genbank dengan accession
number untuk gen iroN MK776774 —
MK776779, untuk gen iutA adalah
MK776780 — MK 776785, dan untuk gen
hlyF adalah MK776769 - MK776773. Data
hasil sekuen masing-masing gen digunakan
sebagai acuan dalam pengunduhan data
sekunder gen bakteri E. coli yang tersedia
di GenBank.. Data sekunder yang diunduh
dari GenBank, dikelompokan
menggunakan metode neighbor-joining
dengan metode bootstrap (500
pengulangan). Data sekunder diseleksi
dengan cara mengambil satu negara dengan
tahun isolasi terbaru dan terlama pada
masing-masing kelompok, serta bakteri
lainnya  yang  memiliki  hubungan
kekerabatan terdekat dengan masing-
masing gen yang dimiliki oleh E. coli.

Hasil data setelah pengelompokan,
dikelompokan kembali ke dalam beberapa
grup dan data diluar kelompok (outgroup).
Data hasil pengeompokan secara grup
diseleksi secara acak untuk masing-masing
grup, pengecualian dilakukan terhadap gen
iroN yang berasal dari spesies selain
Escherichia coli untuk tetap dipertahankan.
Tahapan selanjutnya data dianalisis
filogenik kembali dengan menggunakan
Neighbor-joining tree dengan metode
bootstrap (500 pengulangan). Hasil berupa
pohon filogenik dari masing-masing gen
ditampilkan pada gambar 2.

Laporan tentang gen penanda APEC
belum pernah dilaporkan di Bali ataupun di
Indonesia. Pada penelitian ini keenam
sampel isolat bakteri E. coli yang diisolasi
dari ayam buras yaitu E2, E3, E8, E9, dan
E10 asal Kabupaten Tabanan dan E7 asal
Kabupaten Badung diisolasi menggunakan
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metode cheelex. Sampel E2, E3, ES8, E9,
dan E10 asal Kabupaten Tabanan dan E7
asal Kabupaten Badung positif memiliki
gen iroN, iutA, dan hlyF. Hasil ini
membuktikan bahwa isolat lapangan yang
diuji menunjukkan bakteri yang patogen
dan dapat menimbulkan infeksi pada
hewan. Penelitian Johnson et al. (2006)
menyatakan bahwa lebih dari 80% isolat-
isolat E. coli yang memiliki gen iroN, iutA,
dan hlyF berperan dalam koliseptisemia
pada unggas. Vandekerchove et al. (2005)
juga menyatakan bahwa gen iutA
merupakan gen patogenik penyebab APEC.
Pada penelitian Ashraf et al. (2013) juga
dikatakan bahwa gen iutA dapat ditemukan
pada 80% unggas penderita APEC.
Penelitian Filho et al. (2015) menyatakan
bahwa dari 994 sampel APEC yang diuji,
sebesar 83% disebabkan oleh gen iroN dan
hlyF.

Pada Penelitian ini ketiga gen yaitu
iroN, iutA, dan hlyF berhasil diamplifikasi
menggunakan DNA primer yang telah
dipublikasikan sebelumnya, yaitu untuk
gen iroN pada penelitian Mellata et al.
(2009), gen iutA pada penelitian Johnson et
al. (2006), sedangkan gen hlyF pada
penelitian (Morales et al., 2004). Hasil
sekuensing pada ketiga gen yaitu iroN,
iutA, dan hlyF diperoleh hasil gen iron yang
terbaca dengan baik adalah 659 bp, gen
hlyF adalah 518 bp, dan gen iutA adalah
250 bp.

Penelitian Vidotto et al. (1991) dan
Johnson et al. (2006) menyatakan bahwa
gen iroN merupakan gen patogen pada
APEC vyang berperan dalam reseptor
siderophore aerobactin untuk proses
penyadapan zat besi pada protein sel inang,
dan gen iroN juga berperan dalam
mekanisme transfer senyawa di dalam sel.
Gen iutA merupakan gen patogen pada
strain APEC yang berperan dalam reseptor
siderophore aerobactin ferric (Fe**) dalam
proses penyadapan zat besi pada protein sel
inang (Rodriguez et al., 2005).
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M E9 Tabanan BaliiroN

M £10 Tabanan Bali iroN
MF174860.1 Australia 2017
M E2 Tabanan BaliiroN

52

18

M E7 Badung Bali iroN

MF474175.1 Hongkong 2017

M E3 Tabanan BaliiroN

M £8 Tabanan BaliiroN

CP032832.1 Klebsiella pneumoniae Australia 2018
CP019777.1 Singapore 1986

48

CP026786.1 Shigella dysenteriae USA 2003

20

CP022731.1 Saudi Arabia 2012

jHG428755.1 Belgium 2013

82 1CP002090.1 Salmonella enterica USA 1989

J CP031256.1 USA 2018

972 IcP022686.1 Germany 1917
| CP025251.1 Brazil 1974

4 I cP016358.1 Switzerland 2016
jLT7601384.1 UK 2016

94 Icpo19778.1 Germany 1885
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M £8 Tabanan Bali iutA
LT599825 Germany 2016
M E10 Tabanan Bali iutA
M E2 Tabanan Bali iutA

M E9 Tabanan Bali iutA

M E3 Tabanan Bali iutA

M E7 Badung Bali iutA

CP033635 China 2016

MH422552 Spain 2015

MH753063 Malaysia 2018

CP022069 S.enterica USA 2011

CP023061 South Korea 2016

CP034067 Shigella sonnei USA 2015

CP014092 USA 2018

AP018808 Japan 2014

LR134204 Citrobacter koseri United Kingdom 2018
CP009459 Cedecea neteri Malaysia 2013

LR134138 Kluyvera intermedia United Kingdom 2018
CP027260 Pectobacterium parmentieri Poland 2013
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M E8 Tabanan Bali hlyF

M E3 Tabanan Bali hlyF

LS992167 Germany 2018

CP002090 Salmonella enterica USA 2010

31

M E2 Tabanan Bali hlyF
M E7 Badung Bali hlyF
M E9 Tabanan Bali hlyF
KYO007017 Australia 2016
jLT985293 France 2018

67

1 cP034739 China 2018
IAY545598.5 USA 2005
MG825372 China 2018

64

ICPO3O791 USA 1982
j CP031107 China 2018

87

I MG649031 France 2017

0.0020 0.0015 0.0010 0.0005 0.0000

(©)

Gambar 2. Hasil analisis filogenik gen iroN (a), gen iutA (b), dan gen hlyF (c)

Ket: Analisis filogenetik menggunakan metode UPGMA untuk data primer sekuens masing-
masing gen dengan data gen iroN, iutA, dan hlyF dari berbagai negara di dunia yang telah
diseleksi secara acak. Data dianalisis dengan metode bootstrap sebanyak 500 pengulangan,
dimana presentase ulangan ditampilkan di sebelah cabang. Pohon ditarik sesuai skala dalam
satuan yang sama untuk mengetahui jarak evolusi pada pohon filogenetik. Jarak evolusi
dihitung dengan menggunakan metode Kimura-2 dan berada dalam satuan jumlah substitusi
dasar per situs. Analisis evolusi dilakukan dalam MEGA 6.

Gen hlyF merupakan gen patogen pada
strain APEC vyang berperan dalam
pembentukan membran luar pada bakteri E.
coli, penyusunan protein hemolysin F yang
berfungsi melisiskan sel darah merah inang
(Rodriguez et al., 2005).

Hasil Analisis Sekuens E2, E3, E8, E9,
E10 asal Kabupaten Tabanan dan E7 asal
Kabupaten Badung positif  memiliki
homologi DNA 100% untuk masing-
masing gen yaitu iroN, iutA, dan hlyF. Hasil
ini  menunjukkan bahwa APEC yang
bersirkulasi di Bali berasal dari satu asal
usul yang sama, hal ini disebabkan karena
DNA cenderung stabil. Denamur dan Matic
(2006) menyatakan bahwa tingkat mutasi
DNA makhluk hidup diperkirakan 1 kali
10,

Pada penelitian ini, enam isolat yang
dipelajari positif gen iroN, iutA, dan hlyF.
Pada hasil analisis filogenetik dan situs
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polimorfik, gen iroN memiliki homologi
dengan gen iroN MF174860 asal Australia
(2017) dan MF474175 asal Hongkong
(2017). Gen iutA memiliki homologi
dengan gen iutA CP033635 asal China
(2016) dan LT599825 asal Jerman (2016).
Gen hlyF memiliki homologi dengan gen
hlyF LS992167 asal Jerman (2016) dan
KY007017 asal Australia (2016).
Berdasarkan pernyataan tersebut, bakteri E.
coli patogen di bali berasal dari satu cluster
yang sama dengan bakteri E. coli patogen
yang ada di dunia.

Pada hasil analisis filogenetik gen iroN,
iutA, dan hlyF juga ditemukan pada spesies
bakteri lainnya. Hal ini dapat terjadi karena
bakteri E. coli mampu melakukan
pertukaran  materi  genetiknya yang
diperantarai oleh plasmid ke bakteri E. coli
atau spesies bakteri lainnya secara
horizontal melalui proses konjugasi,



Buletin Veteriner Udayana

trasformasi, dan transduksi (Ochman et al.,
2000). Proses tersebut mengakibatkan gen
patogenik dari bakteri E. coli dapat
berpindah ke spesies bakteri lainnya.
Penelitian ini selain mengisolasi bakteri
E. coli asal organ, juga melakukan uji
biologi molekuler pada sampel feses ayam
terinfeksi. Sampel feses ayam buras berasal
dari desa Buruan Kabupaten Tabanan.
Isolasi dilakukan untuk mengetahui apakah
gen patogenik iroN, iutA, dan hlyF juga
dapat diisolasi dari feses ayam yang
terinfeksi APEC. Pada Hasil PCR beberapa
sampel menunjukan hasil postif memiliki
gen iroN, iutA, dan hlyF, tetapi pada Isolat

E. coli 28 menunjukan hasil negatif
terhadap gen hlyF.
Penelitian  ini  bertujuan  untuk

mendeteksi gen penanda APEC dapat
digunakan dalam penanda patogenik yang
tepat untuk diagnosis APEC pada ayam di
Bali dan di Indonesia. Gen penanda
patogenik APEC vyaitu iroN, iutA, dan hlyF
berhasil ditemukan dari hasil isolasi organ
ayam di Bali (Tabanan dan Badung).
Penemuan gen patogen tersebut diharapkan
dapat mempermudah dalam diagnosis,
tindakan pengobatan, dan pencegahan pada
kasus APEC di Bali.

SIMPULAN

Bakteri E. coli yang diisolasi dari organ
ayam di Bali (Tabanan dan Badung)
memiliki gen patogenik iroN, iutA, dan
hlyF. Isolat bakteri E. coli di Bali (Tabanan
dan Badung) mempunyai sekuens yang
sama pada masing-masing gen dan satu
cluster yang sama dengan bakteri E. coli
patogen yang ada di dunia.

SARAN

Penelitian lanjutan terhadap deteksi gen
penanda patogenik APEC di seluruh
kabupaten di Bali ataupun di seluruh
Indonesia harus terus dilakukan, sehingga
informasi mengenai gen penanda patogenik
lainnya dapat diketahui. Uji biologis
terhadap gen patogen iroN, iutA, dan hlyF
juga perlu dilakuka sebagai uji prosedur
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dasar untuk membuktikan patogenitas suatu
agen penyakit.
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