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KARAKTERISASI GEN PENGHASIL TOKSIN PADA BAKTERI PATOGEN ESCHERICHIA COLI O157 DALAM RANGKA PENANGGULANGAN PENYAKIT DIARE BERDARAH  PADA MASYARAKAT  
ABSTRAK
A. Aziz Djamal, Marlina, Yuherman 
Escherichia coli O157:H7 merupakan salah satu dari bakteri pathogen yang dapat menyebabkan enterohaemorrhagic atau disebut EHEC. Serotipe Escherichia coli O157:H7 menghasilkan toksin yang dikenal dengan shiga-like toxin. Deteksi gen yang dilakukan terhadap  kultur murni E. coli O157:H7 dari sampel dihasilkan data, 50 kultur E.coli O157:H7 dari sampel Faunus ater mentah, 37 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 9 kultur positif mempunyai gen stx2. Dari 50 kultur E.coli O157:H7 dari sampel Corbicula molktiana mentah, 3 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 20 kultur positif mempunyai gen stx2 dan 20 kultur mempunyai gen stx1 dan stx2. Dari 60 kultur E.coli O157:H7 dari sampel Batissa violacae mentah, 40 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 44 kultur positif mempunyai gen stx2. Dari 40 kultur E.coli O157:H7 sampel daging sapi mentah,  22 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 22 kultur positif mempunyai gen stx2. Dari 28  kultur E.coli O157:H7 sampel  daging ayam mentah, 22 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 15  kultur positif mempunyai gen stx2.  Dari 32 kultur E.coli O157:H7 dari sampel daging ayam olahan, 22 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 9 kultur positif mempunyai gen stx2. Dari 20 kultur E.coli O157:H7 dari sate daging sapi olahan,  15 kultur positif stx1 dan 15 kultur positif mempunyai gen stx2 .Dari 50 kultur E.coli O157:H7 dari Corbiculla molktiana olahan, 37 kultur positif stx1 dan 23 kultur positif mempunyai gen stx2, dari 50 kultur E.coli O157:H7 dari Faunus ater olahan, 23 kultur positif mempunyai gen stx1 dan 9 kultur positif mempunyai gen stx2 .50 kultur E.coli O157:H7 dari Batissa violacae, 26 kultur positif mempunyai stx1 dan 3 kultur positif mempunyai gen stx2. Tingginya keberadaan gen stx1 dan stx2 pada sampel uji harus diwaspadai dengan selalu mengkonsumsi makanan yang telah dimasak sempurna.
PENDAHULUAN

Diare merupakan suatu gejala penyakit gastroenteritis yang ditandai dengan perubahan bentuk dan konsistensi feses melembek sampai mencair dan bertambahnya frekuensi buang air besar lebih dari biasanya. Penyebab diare diantaranya adalah peradangan usus oleh bakteri, virus dan protozoa, juga disebabkan toksin bakteri yang ada pada makanan atau minuman yang terkontaminasi. Diare yang disertai keluarnya darah dapat disebabkan oleh beberapa bakteri pathogen seperti Shigella dysentri, dan yang lain adalah E.coli O157:H7. Bakteri E. coli O157:H7  dapat menyebabkan diare akut, dehidrasi, gagal ginjal dan penyakit-penyakit lain, terutama akan menyerang pada bayi.yang daya tahan tubuhnya belum lengkap, serta orang tua dan orang sakit menahun yang daya kekebalan tubuhnya menurun. 
Kasus infeksi E. coli O157:H7 banyak dilaporkan terjadi di negara maju seperti Amerika Serikat dan Jepang, tetapi data untuk kasus yang terjadi di Indonesia sangat sedikit. Ini disebabkan belum tersedianya media selektif untuk isolasi bakteri patogen ini. Bakteri E.coli O157:H7 ini mempunyai beberapa gen spesifik seperti gen  sxt1 dan sxt2 ( gen pengkode toksin Shiga), eae ( gen pengkode toksin intimin) dan gen fliCH7 yang hanya dimiliki oleh bakteri strain E. coli O157:H7.  Semua jenis gen ini hanya dapat dideteksi dengan metoda PCR (Polymerase Chain Reaction). Sampai saat ini belum diperoleh informasi tentang gen penghasil toksin penyebab hemolisa darah pada bakteri E.coli O157:H7 dari sampel makanan dan lingkungan di Indonesia umumnya dan dari Sumatera Barat khususnya.  
Escherichia coli O157:H7 merupakan salah satu dari strain E. coli yang dapat menyebabkan enterohaemorrhagic atau disebut EHEC. E. coli O157:H7 dikelompokkan berdasarkan serotipe, dimana  O dan H menunjukkan antigen yang terdapat pada bakteri E. coli O157:H7. O adalah antigen O yang merupakan polisakarida yang terdapat pada dinding sel bakteri. H adalah antigen H yang merupakan komponen dari flagella bakteri (Doyle, 1989; Clark, 2005; Nazarudin, 2009). Shiga like toxin (SLT) atau Shiga toxin yaitu Stx1 dan Stx2 adalah salah satu faktor virulen dari E. coli O157: H7 yang utama. Adanya gen stx2 akan mengkodekan toksin yang lebih poten dalam menimbulkan penyakit dibandingkan toksin yang dikodekan oleh gen stx1. Toksin yang dihasilkan  akan berikatan dengan reseptor glikolipid pada saluran sel endotelial dari usus. Jika toksin sampai pada ginjal akan menimbulkan haemolytic uraemic syndrome yaitu infeksi akut yang ditandai dengan anemia dan gagal ginjal (Doyle,1989; Indriani A, 2005). 
ALAT DAN BAHAN
Mesin PCR (Eppendorf Mastercyclergradient®), tabung eppendorf, cawan petri, erlenmeyer, gelas piala, gelas ukur, batang pengaduk, jarum ose, pipet mikro (Eppendorf®),  lampu spritus, hot plate, vortex (Mixer® VM-1000), timbangan digital, lampu UV, sentrifugator (Eppendorf Minispin®), inkubator (Gallenkamp®), lemari pendingin, rotary shaker incubator (Bigger Bill Digital®), laminar air flow (ESCO®), autoklaf, perangkat elektroforesa, alumunium foil, UV-transiluminator, Gel Documentation System, coloni counter (Stuart scientific®).

Sampel berupa bahan makanan dan makanan olahan dari dading sapi, daging ayam,  dari tiga jenis kerang kerangan yang terdapat di air tawar seperti Batissa violacae (pensi), Corbicula moltkiana Prime (pensi), Faunus ater (langkitang). Beberapa media percobaan seperti: CHROMagarTM O157, mEC Broth (Kyokuto®), Luria Burtani (LB) Broth, Luria Burtani Agar (LBA). Aquadest steril, primer, enzim Taq DNA polymerase, MgCl2, gel agarosa, buffer PCR, 10 mM dNTP’s, kontrol positif stx1 (strain no.EDL933) dan stx2 (srain no.T12) yang diperoleh dari Kyoto University Jepang, DNA ladder, etidium bromida, 1 x buffer TBE.
METODOLOGI

Semua peralatan gelas dan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC, tekanan 15 lbs selama 15 menit dan pengerjaan dilakukan secara aseptis.  

Penyiapan sampel

Semua sampel yang diperoleh di Danau Singkarak dan beberapa pasar di sekitar Padang, kemudian diidentifikasi di Laboratorium Invertebrata Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Andalas Padang.
Penyiapan dan Pembuatan Media

1. Pembuatan media CHROMagarTM O157

Sebanyak 29,2 g serbuk CHROMagarTM O157 dilarutkan dalam 1 liter aquadest steril di dalam erlenmeyer steril, dipanaskan hingga terbentuk massa yang homogen, didihkan 1-2 menit, lalu dituang pada cawan petri sebanyak 15 ml tanpa sterilisasi.

2.  Pembuatan media Modified EC Broth (mEC)

Sebanyak 36,6 g serbuk mEC broth dilarutkan dalam 1000 ml aquadest steril di dalam erlenmeyer, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121º C, tekanan 15 lbs selama 15 menit.

3.  Pembuatan media Luria Burtani (LB) Broth

Sebanyak 25 g serbuk LB broth dilarutkan dalam 1 liter aquadest steril di dalam erlenmeyer, kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121ºC, tekanan 15 lbs selama 15 menit.

4. Pembuatan media Luria Burtani Agar (LBA)

Sebanyak 37 g serbuk LBA dilarutkan dalam 1 liter aquadest steril di dalam   erlenmeyer, kemudian dipanaskan sampai mendidih dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121ºC tekanan 15 lbs selama 15 menit 

Pereaksi PCR
Primer:

Primer yang digunakan untuk mendeteksigen stx1
:

Primer 1 (EVT-1(= vt1-f))
: 5’ – CAACACTGGATGATCTCAG – 3’

Primer 2 (EVT-2(= vt1-r))
: 5’ – CCCCCTCAACTGCTAATA – 3’

Dan Primers yang digunakan untuk mendeteksigen stx2:

Primer 1 (EVS-1(= vt2-f))
: 5’ – ATCAGTCGTCACTCACTGGT – 3’

Primer 2 (EVS-2(= vt2-r))
: 5’ – CCAGTTATCTGACATTCTG – 3’

Isolasi Bakteri E. coli O157:H7

Diambil sebanyak 10 gram sampel kemudian dimasukkan dalam erlenmeyer dan ditambahkan dengan mEC broth hingga 100 ml. Inkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Pipet 100 µl masukkan dalam media CHROMagarTM O157 dalam cawan petri. Inkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Biakan dalam cawan petri akan memberikan warna ungu yang menandakan adanya bakteri E. coli O157:H7. Ambil 1 ose koloni bakteri pada cawan petri, masukkan pada tabung eppendorf yang telah berisi 1 ml Luria Burtani (LB) broth. Biakan ini digunakan untuk ekstraksi DNA.
Ekstraksi genom DNA

Ekstraksi genom DNA dilakukan dengan metode Boil Cell Extraction (BCE). Masing-masing kultur media yang terdapat dalam tabung eppendorf sebanyak 1 ml disentrifus pada 12.000 rpm selama 1 menit, supernatan dibuang, endapan disuspensikan dalam 500 µl aquadest steril lalu divortex. Setelah itu dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit. Selanjutnya didiamkan 10 menit dalam lemari pendingin dengan suhu -20º C, kemudian disentrifus pada 12.000 rpm selama 3 menit, supernatan dipindahkan ke dalam tabung eppendorf baru.

Penyiapan Cocktail 
Template DNA yang merupakan sampel yang akan diuji dicampur dengan pereaksi PCR seperti Taq polymerase, dNTP’s, MgCl2 , primer dan aquadest steril. Mesin PCR diprogram sedemikian rupa untuk mendeteksi gen stx1 dan stx2 menurut Nakaguchi et al (2008). 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Sejumlah 392 kultur murni E. coli O157:H7 telah berhasil diisolasi dari dua jenis sampel daging dan tiga jenis kerang2an. Koloni warna ungu yang muncul dalam media selektif CHROMagarTM O157 merupakan bukti positif terdapatnya bakteri E. coli O157:H7. Srelanjutnya dilakukan deteksi gen spesifik menggunakanlah metode PCR. Berdasarkan hasil yang diperoleh terlihat cukup tinggi persentase keberadaan gen stx1 dan stx2. Dosis infeksi bakteri ini tidak diketahui secara pasti tetapi dari hasil laporan yang terkumpul ternyata 10 sel bakteri EHEC sudah dapat menimbulkan penyakit (Andriani, 2005). Akan tetapi, karena dalam hal ini pemeriksaan dilakukan dalam keadaan mentah, maka kemungkinan terjadinya keracunan atau infeksi bakteri patogen ini dapat dicegah dengan memasak  bahan makanan pada suhu ≥ 70oC sehingga bakteri ini akan mati (Andriani, 2005).   
Adanya hasil positif pada deteksi gen yang telah dilakukan menunjukkan bahwa terdapat bakteri E. coli O157:H7, yang memiliki gen yang bersangkutan.  Pada beberapa sampel seperti pada sampel pensi pada pengambilan pertama dan ke empat semua kultur yang diperiksa positif memilki gen stx1 dan stx2 sehingga berkemungkinan menimbulkan penyakit jika pensi tersebut tidak diolah pada suhu ≥70oC. Sedangkan pada pengambilan ke lima, tidak satupun dari kultur yang dideteksi positif memilki gen stx1 ataupun gen stx2. Jadi kultur yang tidak memilki gen stx1 maupun stx2 tersebut ada kemungkinan termasuk type nondetectable (kelompok yang tidak terdeteksi) atau kemungkinan kedua adalah bahwa kultur tersebut memang tidak memilki gen stx1 maupun gen stx2, akan tetapi memiliki gen spesifik lainnya sebagai penanda E. coli O157:H7, yaitu gen eaeA atau fliCH7. Hal ini berdasarkan pada beberapa kasus HUS yang terjadi, dimana hasil pemeriksaan urin dan feses penderita menunjukkan bahwa pada pasien HUS gen E. coli O157:H7 yang paling banyak dan sering ditemui adalah gen stx2. Adanya bakteri patogen ini pada sampel makanan mentah dan makanan olahan perlu diwaspadai.  
KESIMPULAN

Dari 10 (sepuluh) jenis sampel bahan makanan dan makanan olahan yang diuji tentang keberadaan bakteri E. coli O157:H7, 30% positif mengndung bakteri E. coli O157:H7. Banyaknya jumlah kultur yang positif mengandung gen stx1 dan stx2 mengharuskan untuk mengkonsumsi makanan yang benar benar telah di masak sempurna. 
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