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ABSTRAK

Diarrheagenic Escherichia coli (DEC) merupakan bakteri penyebab tersering pada diare
yang terkait dengan foodborne disease. Penjamah makanan, sebagai seseorang yang
terlibat dalam proses penangangan makanan, berperan besar dalam transmisi diare, salah
satunya adalah sebagai pembawa (carrier) DEC. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi gen bfpA, stx1, dan stx2 dari E.coli yang terisolasi dari spesimen usap
dubur penjamah makanan di Denpasar, Bali. Penelitian deskriptif observasional potong
lintang ini menggunakan sampel sebanyak 17 isolat bakteri Escherichia coli yang didapat
dari usap dubur penjamah makanan di Denpasar, Bali pada tahun 2015. Setelah dilakukan
ekstraksi DNA, Polymerase Chain Reaction (PCR) digunakan untuk mengamplifikasi
DNA tersebut dengan tujuan mengidentifikasi keberadaan gen bfpA, stx1, dan stx2. Hasil
amplifikasi kemudian divisualisasi dengan bantuan elektroforesis gel agarose. Dalam
penelitian ini, tidak terdeteksi adanya penjamah makanan pembawa gen bfpA yang
mewakili patotipe EPEC, sementara lima penjamah makanan terdeteksi sebagai pembawa
EHEC dengan rincian satu penjamah makanan terdeteksi keberadaan gen stx1 saja dan
pada empat penjamah makanan lainnya terdeteksi keberadaan gen stx2 saja. Tidak ada
penjamah makanan yang terdeteksi keberadaan gen stx1 dan stx2 sekaligus. Gen bfpA dan
stx1 lebih optimal jika diamplifikasi dengan suhu dan durasi denaturasi yang lebih tinggi,
serta dengan suhu annealing yang lebih rendah jika dibandingkan dengan stx2.

Kata kunci: PCR, EPEC, EHEC, Penjamah Makanan.

ABSTRACT

Diarrheagenic Escherichia coli (DEC) is known as the most common etiology of
foodborne diarrhea. Food handlers play important role in the transmission of this disease,
namely as the asymptomatic carriers of DEC. This study aimed to identify the presence of
bfpA, stx1, and stx2 gene isolated from rectal swab specimens of food handlers, which
would determine whether they asymptomatically carry these genes. This cross-sectional
descriptive study used 17 Escherichia coli isolates collected as rectal swab specimens
from food handlers residing in Denpasar, Bali in 2015. DNA extraction was then
performed, followed by amplification by means of Polymerase Chain Reaction (PCR) to
detect the presence of bfpA, stx1, and stx2 gene. Agarose gel electrophoresis was used to
visualize the amplicons. In this study, no food handlers were detected as the carrier of
bfpA which represented EPEC pathotype. Five food handlers were positive for carrying
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EHEC, where one carried only stx1 and four others carried stx2 only. There were no food
handlers in which stx1 and stx2 were simultaneously detected. Both bfpA and stx1 gene
achieved optimal amplification in higher denaturation temperature, longer denaturation
period, and lower annealing temperature compared to stx2.

Keywords: PCR, EPEC, EHEC, Food Handlers.

PENDAHULUAN

Selain  mengandung gizi yang cukup,
makanan yang baik dikonsumsi juga harus
terjaga  keamanan dan kebersihannya.
Menurut data yang dirilis World Health
Organization (WHO), ada lebih dari 200
jenis penyakit yang diketahui dihantarkan
melalui makanan. Diare merupakan salah
satu dari penyakit-penyakit tersebut yang
menyebabkan kematian pada kurang lebih
1.800.000 orang dan diduga disebabkan oleh
air dan makanan yang terkontaminasi oleh
mikroorganisme penyebab diare.!

Di dunia, sebagian besar kasus diare yang
dihantarkan melalui makanan disebabkan
oleh kontaminasi bakteri. Escherichia coli
(E. coli) merupakan bakteri penyebab diare
terkait makanan yang paling umum. Bakteri
ini diketahui memiliki beberapa patotipe
yaitu Enteropathogenic E. coli (EPEC),
Enterotoxigenic E. coli (ETEC),
Enteroaggregative  E. coli  (EAEC),
Enteroinvasive E. coli (EIEC), dan Shiga
toxin-producing E. coli (STEC) yang juga
dikenal sebagai Enterohaemorrhagic E. coli
(EHEC). Diantara kelima patotipe tersebut,
ETEC adalah patotipe yang paling banyak
ditemukan, diikuti oleh EPEC dan
STEC/EHEC.?

Sebagai penyakit yang ditransmisikan
melalui jalur fekal-oral, penyebaran diare
sebagai foodborne disease sangat
dipengaruhi oleh kebersihan dalam proses
pengolahan makanan. Penjamah makanan
(food handlers), yang didefinisikan sebagai
orang yang secara langsung berhubungan
dengan makanan dan peralatan mulai dari
tahap persiapan, pembersihan, pengolahan,
pengangkutan, sampai dengan penyajiannya,
berpotensi menyebabkan kontaminasi pada
makanan yang dijamahnya apabila penjamah
makanan tersebut tidak menerapkan higiene
dan sanitasi yang baik selama ia bekerja.
Penjamah makanan dapat pula berperan
sebagai pembawa (carrier) beberapa
patogen, salah satunya adalah Escherichia
coli. Keadaan ini dapat memperbesar risiko
kontaminasi pada makanan yang dijamah.3#
Untuk mengetahui apakah seorang penjamah
makanan merupakan pembawa patogen atau
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bukan, diperlukan suatu metode identifikasi
yang akurat. Hal ini penting agar langkah-
langkah higiene dan sanitasi khusus bisa
diterapkan pada penjamah makanan tersebut
sebagai bentuk pencegahan kontaminasi
pada makanan yang dijamah, juga dalam
penatalaksanaan misalnya dalam pemilihan
antibiotik yang sesuai seandainya ia terbukti
sebagai pembawa patogen. Saat ini,
Polymerase  Chain  Reaction (PCR)
merupakan salah satu metode yang umum
digunakan untuk mengidentifikasi patogen
dari spesimen yang tersedia. Metode ini
menguntungkan dalam identifikasi patogen
seperti bakteri E. coli yang sulit dibedakan
antara patotipe yang satu dengan yang lain
jika menggunakan metode konvensional,
misalnya dengan  mengamati  koloni
bakterinya saja, serta lebih efisien seperti
pada PCR multipleks yang memungkinkan
identifikasi cepat terhadap lebih dari satu
patotipe sekaligus. Target PCR adalah gen-
gen virulensi yang khas untuk suatu patotipe
tertentu, misalnya gen eaeA dan bfpA untuk
identifikasi EPEC, serta gen stx1 dan/atau
stx2 untuk identifikasi EHEC.® Identifikasi
keberadaan patotipe ETEC dan EAEC dari
E. coli pada penjamah  makanan
menggunakan metode PCR telah dilakukan,®
namun belum ada penelitian terhadap
keberadaan patotipe lainnya seperti EPEC
atau EHEC.

BAHAN DAN METODE

Penelitian  ini  merupakan  penelitian
deskriptif observasional potong-lintang yang
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan
Laboratorium Biologi Molekuler Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana, mulai
bulan Maret sampai Oktober 2016. Total
sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah sebanyak 17 sampel. Sampel tersebut
merupakan isolat bakteri E. coli yang
didapat dari usap dubur penjamah makanan
yang dipilih secara acak di restoran dan
rumah makan di Denpasar, Bali pada tahun
2015. Isolat E. coli yang digunakan dalam
penelitian ini didapat dari penjamah
makanan yang berusia diatas 18 tahun, tidak
memiliki riwayat diare, serta tidak sedang
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dalam pengobatan diare atau konsumsi
antibiotik. Isolat bakteri E. coli yang tidak
tumbuh homogen pada proses subkultur
dieksklusi dari penelitian ini.

Stok isolat bakteri E. coli yang telah
diisolasi dari sampel usap dubur kemudian
ditumbuhkan dalam media agar Mueller
Hinton (MH) selama 18-24 jam pada suhu
37°C. Hasil kultur kemudian diidentifikasi
ulang menggunakan metode pengecatan
Gram dan uji biokimia. Dari hasil kultur,
diambil koloni kersangka E. coli dan
dimasukkan dalam tabung ukuran 1,5 mL
berisi 200 pL Tris EDTA (TE) dengan pH 8.
Tabung tersebut kemudian dimasukkan
dalam water bath 100°C selama 10 menit.
Selanjutnya, tabung dimasukkan dalam es
dan disentrifugasi dengan kecepatan 8000
rpm selam 1 menit. Supernatan diambil
sebanyak 100 pL dan disimpan pada suhu -
80°C hingga siap digunakan.

Dalam penelitian ini, gen yang dijadikan
target untuk identifikasi E. coli pada sampel
adalah bfpA untuk EPEC, serta stx1 dan/atau
stx2 untuk EHEC. Primer-primer yang
digunakan dalam penelitian ini merupakan
sekuens primer yang telah digunakan dalam
penelitian sebelumnya® yang disajikan dalam
Tabel 1.

Tabel 1. Daftar Primer, Sekuens, dan
Ukurannya yang Digunakan  dalam
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diambil dan diolah dengan program
pengolahan  data  untuk  mengetahui
prevalensi EPEC dan EHEC yang terdeteksi
pada sampel. Data kemudian ditampilkan
dalam bentuk narasi, tabel, dan gambar.
Penelitian ini telah dinyatakan laik etik oleh
Komisi  Etika  Penelitian  kedokteran
Universitas Udayana/Rumah Sakit Umum
Pusat Sanglah Denpasar dengan nomor
1314/UN.14.2/Litbang/2016.

HASIL

1. Ildentifikasi gen bfpA

Identifikasi gen bfpA dilakukan pertama kali
dengan program PCR seperti yang tersaji
dalam Tabel 2. Dari 17 sampel yang
diidentifikasi, terdapat satu sampel (sampel
nomor 12) yang menunjukkan gambaran pita
spesifik untuk bfpA (301 pasang basa) pada
gel elektroforesis.

Namun, karena pita yang nampak pada
elektroforesis pertama ini masih sangat tipis,
maka dilakukan re-PCR dengan program
PCR yang sama namun dengan template
DNA berupa hasil PCR pertama ini. Hasil
re-PCR menunjukkan adanya pita yang
spesifik untuk bfpA pada tiga sampel
(sampel nomor 14, 15, dan 16), namun
didapatkan pula pita nonspesifik dalam
jumlah yang cukup banyak. Oleh karena
banyaknya pita nonspesifik yang muncul
pada hasil elektroforesis re-PCR, maka

Penelitian. dilakukan optimasi dengan menurunkan
Target L Ukuran _ suhu annealing sebanyak 2°C, menaikkan
g lmer Selwem(W) 0 Refreslguhu denaturasi - sebanyak  1°C,  dan
menambah durasi denaturasi sebanyak 30
EPSOOF GGAAGTCAAATIC detik. Program PCR kedua ini ditampilkan
bfpd ATGGGGG 301 dalam Tabel 3.
EP300Rbt GGAATCAGACGCA
GACTGGT Tabel 2. Program PCR Pertama untuk
EHI32F  ACTTCTCGACTGCA o Identifikasi Gen bpr, stx1, dan stx2.
AAGACGTATG Teniuchi Program PCR. Durast Subm
o EH132Rbt ACAAATTATCCCCT 2 o
2012y Pre-denaturasi 3 menit 95°C
GAGCCACTATC
EH255F  GGCACTGTCTGAA Denaturast 30 detik 942C
- AcTGCTCC 25 Annealing 30 detik 50°C
EH255Rbt  TCGCCAGTTATCTG
ACATTCTG Ekstenst 60 detik °C
Ekstensi final 5 menit 72°C

Amplifikasi dilakukan dengan prosedur )
sesuai seperti pada penelitian sebelumnya® Putaran 40 kalt

(Tabel 2). Hasil amplifikasi kemudian
divisualisasi dengan bantuan elektroforesis
gel agarose di bawah sinar UV. Setelah
sampel diamplifikasi dengan PCR dan
divisualisasi dengan gel agarose, data

Tabel 3. Program PCR Kedua untuk
Identifikasi Gen bfpA dan stx1.
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Program PCR Durast Suhu
Pre-denaturast 3 menit 95°C
Denaturasi 60 detik 95°C
Annealing 30 detik 48°C
Ekstenst 60 detik 72°C
Ekstensi final 5 menit 72°C

Putaran 40 kali

Sampel yang digunakan adalah tiga sampel
yang sebelumnya telah terdeteksi
keberadaan bfpA (sampel nomor 14, 15, dan
16). Pada hasil elektroforesis kedua ini,
tampak ada pita yang muncul pada semua
sampel kecuali kontrol negatif, namun tidak
ada yang spesifik untuk bfpA. Hasil
elektroforesis ditampilkan pada Gambar 1.

2. ldentifikasi gen stx1

Proses identifikasi gen stx1 mengalami
kendala serupa dengan identifikasi gen bfpA
sehingga dilakukan langkah-langkah yang
sama untuk mengatasinya. Identifikasi
pertama untuk gen stxl dilakukan dengan
program PCR yang sama seperti Tabel 2.
Dari 17 sampel yang diidentifikasi, terdapat
dua sampel (sampel nomor 15 dan 17) yang
menunjukkan gambaran pita tipis yang
spesifik untuk stx1. Untuk mendapatkan hasil
elektroforesis yang lebih jelas, maka
dilakukan re-PCR dengan tetap menggunakan
program yang sama seperti pada Tabel 2.
Hasil re-PCR menunjukkan adanya pita
spesifik pada dua sampel (sampel nomor 14
dan 15), disertai beberapa pita nonspesifik.
Oleh karena itu, maka dilakukan optimasi
dengan program PCR  seperti yang
ditampilkan pada Tabel 3. Dari hasil
elektroforesis kedua ini, tampak ada satu
sampel yang mengandung pita spesifik untuk
stx1 yaitu pada sampel S1TE16R (sampel
nomor 14). Hasil elektroforesis ditampilkan
pada Gambar 2.
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Gambar 1. Hasil Elektroforesis Kedua
untuk Identifikasi Gen bfpA (sampel nomor
14,15, dan 16).

Gambar 2. Hasil Elektroforesis Kedua untuk
Identifikasi Gen stx1 (sampel nomor 14 dan
15).

3. ldentifikasi gen stx2

Identifikasi pertama untuk gen stx2
dilakukan dengan program PCR yang sama
seperti pada Tabel 2. Identifikasi gen ini
tidak mengalami kendala seperti pada
identifikasi gen bfpA dan stx1. Dari 17
sampel yang diidentifikasi, terdapat empat
sampel yang menunjukkan gambaran pita
yang spesifik untuk stx2 yaitu pada sampel
S2TE14R (sampel nomor 12), S2TE15R
(sampel nomor 13), S2TE17R (sampel
nomor 15), dan S2TE18R (sampel nomor
16). Pita yang terdeteksi sudah cukup jelas
dan spesifik, sehingga tidak dilakukan
optimasi untuk gen stx2. Hasil elektroforesis
ditampilkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil Elektroforesis Pertama
untuk Identifikasi Gen stx2 (sampel 11-17).

Dari sampel akhir sejumlah 17 sampel, tidak
terdeteksi adanya gen bfpA (yang mewakili
patotipe EPEC), sementara lima sampel
positif terdeteksi sebagai EHEC dengan
rincian sebagai berikut: satu  sampel
terdeteksi keberadaan gen stx1 saja dan pada
empat sampel lainnya terdeteksi keberadaan
gen stx2 saja. Tidak ada sampel yang
terdeteksi keberadaan gen stx1 dan stx2
sekaligus.

PEMBAHASAN

Proses amplifikasi DNA template akan
menjadi  lebih efisien jika annealing
dilakukan pada suhu yang relatif rendah,
namun dengan  konsekuensi  berupa
meningkatnya  kemungkinan  terjadinya
mispriming secara signifikan.” Dalam
penelitian ini, suhu annealing diturunkan
dengan tujuan membantu proses
terbentuknya ikatan antara primer dan target
sekuens dari DNA template dengan harapan
amplifikasi template DNA mengalami
peningkatan dan pita yang tampak pada hasil
elektroforesis menjadi lebih terang dan
jelas. Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat
dilihat bahwa program PCR pada Tabel 2
bersifat lebih optimal jika digunakan untuk
mengamplifikasi gen stx2, sementara gen
bfpA dan stx1 lebih optimal jika
diamplifikasi dengan suhu dan durasi
denaturasi yang lebih tinggi, serta dengan
suhu annealing yang lebih  rendah.
Walaupun penelitian ini menggunakan set
primer yang sama dengan penelitian
sebelumnya®, terdapat perbedaan program
PCR dalam penelitian ini yang kemungkinan
disebabkan oleh perbedaan alat-alat serta
bahan yang digunakan dalam proses
amplifikasi.
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Patotipe EPEC yang memiliki gen bfpA
disebut EPEC tipikal, sementara yang tidak
memilikinya disebut EPEC atipikal. EPEC
atipikal merupakan galur penyebab diare
terbanyak dan ditemukan sedikit lebih
banyak pada orang sehat dibandingkan
orang dengan diare, yang menunjukkan
kecenderungan adanya  asymptomatic
carrier.’ Oleh karena seluruh sampel yang
digunakan dalam penelitian ini berasal dari
orang sehat, maka kemungkinan hal ini
menjadi penyebab tidak terdeteksinya gen
bfpA dalam penelitian ini.

Dahulu, EPEC tipikal diyakini sebagai
penyebab utama diare di negara berkembang
sementara EPEC atipikal lebih umum
ditemukan di negara maju. Namun, data
penelitian  terbaru  menunjukkan bahwa
prevalensi EPEC  atipikal cenderung
meningkat baik di negara berkembang
maupun negara maju.’® Fakta tersebut
kemungkinan juga menjadi alasan tidak
terdeteksinya gen bfpA dalam penelitian ini.
Hasil penelitian ini memiliki dua implikasi.
Pertama, kemungkinan bahwa galur EPEC
yang lebih umum ditemukan di Indonesia
adalah galur atipikal. Implikasi kedua adalah
bahwa kemungkinan Indonesia telah
mengalami pergeseran pola prevalensi galur
EPEC dari pola prevalensi negara
berkembang (EPEC tipikal lebih umum)
menuju pola prevalensi negara maju (EPEC
atipikal ~ lebih  umum).  Berkurangnya
prevalensi EPEC tipikal bisa jadi merupakan
tanda keberhasilan dalam upaya perbaikan
aspek kesehatan publik.’* Namun, kedua
implikasi ini perlu dibuktikan lebih lanjut
kebenarannya sebab tidak tersedia data
mengenai prevalensi kedua galur EPEC di
Indonesia.

Patotipe EHEC/STEC dapat diidentifikasi
melalui keberadaan gen stx1 dan/atau stx2.
Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
EHEC/STEC lebih umum ditemukan pada
orang sehat.? Pada penelitian ini, proporsi
gen stx1 yang terdeteksi lebih sedikit
jumlahnya dibandingkan dengan gen stx2.
Gen stx2 merupakan gen penyandi faktor
virulensi yang dikaitkan dengan penyakit
yang lebih berat pada manusia.’* Oleh
karena itu, fakta bahwa seluruh sampel
penelitian ini didapat dari penjamah
makanan dan empat dari lima sampel
tersebut terdeteksi membawa gen stx2
mengimplikasikan bahwa perlu
dipertimbangkan untuk melakukan tindakan
pencegahan kontaminasi yang lebih lanjut
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pada orang-orang yang menjadi sumber
keempat sampel tersebut.

Asymptomatic carrier merupakan salah satu
sumber  kontaminasi DEC terbesar.}*
Seseorang bisa menjadi pembawa DEC
setelah melalui proses interaksi yang
kompleks antara  kerentanan  pejamu
(contohnya umur, status gizi, serta imunitas)
dan juga faktor lingkungan (contohnya
higiene yang buruk serta kontaminasi
feses).® Oleh karena itu, hasil penelitian ini
mengimplikasikan bahwa para pejamu
makanan harus menjaga kondisi kesehatan
dirinya serta kebersihan lingkungannya
untuk  mengurangi  peluang  menjadi
pembawa DEC yang akhirnya berpotensi
mengontaminasi makanan yang ditangani.

SIMPULAN

Dalam penelitian ini, tidak terdeteksi adanya
penjamah makanan pembawa gen bfpA yang
mewakili patotipe EPEC, sementara lima
penjamah makanan terdeteksi sebagai
pembawa EHEC dengan rincian satu
penjamah makanan terdeteksi keberadaan
gen stxl saja dan pada empat penjamah
makanan lainnya terdeteksi keberadaan gen
stx2 saja. Tidak ada penjamah makanan
yang terdeteksi keberadaan gen stx1 dan stx2
sekaligus. Gen bfpA dan stx1 lebih optimal
jika diamplifikasi dengan suhu dan durasi
denaturasi yang lebih tinggi, serta dengan
suhu annealing yang lebih rendah jika
dibandingkan dengan stx2.

SARAN

Diharapkan ada penelitian lebih lanjut
dengan jumlah sampel yang lebih besar agar
hasil penelitian dapat digeneralisasi ke
populasi yang lebih luas.
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