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ABSTRACT

Hemagglutination ability, the existence of hemolysin and antibiotic resistance is an
important virulence factor in Escherichia coli. This study aimed to characterize the virulence
factors of the nine (9) E. coli isolates beef cattle comprising five (5) isolates from feces and 4
(four) isolates from manure. Twenty-two percent of isolates were able to aglutinate
erythrocytes and 100 percent of isolates did not have hemolysin. Immunity isolates by
erythromycin, methicillin, penicillin, tetracycline and gentamicin respectively 66.7 percent,
66.7 percent, 66.7 percent, 16.7 percent and 0 percent. Resistance occurs only at the fecal
isolates while isolate of manure is still sensitive to the antibiotics
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INTISARI

Kemampuan hemaglutinasi, keberadan hemolisin dan kekebalan terhadap antibiotik
merupakan faktor virulensi yang penting pada Escherichia coli. Penelitian ini bertujuan
melakukan karakterisasi faktor virulensi terhadap 9 (sembilan) E. coli isolat sapi potong yang
terdiri 5 (lima) isolat berasal dari tinja dan 4 (empat) isolat berasal dari pupuk kandang.
Duapuluh dua persen isolat mampu menggumpalkan eritrosit dan 100 persen isolat tida
memiliki hemolisin, 4 isolat asal tinja positif sebagai patogen zoonotik (O157:H7).
Kekebalan isolat oleh eritromisin, metisilin, penisilin, tetrasiklin dan gentamisin masing-
masing 66,7 persen, 66,7 persen, 66,7 persen, 16,7 persen dan 0 persen. Resistensi hanya
terjadi pada isolat asal tinja sedangkan isolat asal pupuk kandang masih sensitive terhadap
antibiotika-antibiotika tersebut.

Kata kunci: virulensi, Escherichia coli, sapi potong
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PENDAHULUAN
Sapi telah diidentifikasi sebagai
reservoar utama dari E. coli patogen

zoonotik (O157:H7) (Caprioli et al. 2005).
Secara normal Escherichia coli  dapat
ditemukan dalam tinja sapi, baik serotipe
patogen maupun non patogen. E. coli
patogen zoonotik telah ditemukan pada tinja
sapi (Albihn et al. 2003). Tinja sapi
berperan sebagai sumber penyebaran E.
coli, penyebaran E. coli melewati tinja sapi
dari kandang ke lingkungan maupun ke
lahan pertanian melewati irigasi (Ogden et
al. 2002; Jay et al. 2007).

Penyebaran E. coli  patogen
zoonotik dapat melalui aliran air irigasi
yang berasal dari kandang ternak yang
mengaliri ke area pertanian (Avery et al.
2004). Menurut McGee et al. (2001)
penyebaran E. coli patogen zoonotik dapat
melalui pupuk kandang. Pupuk kandang
merupakan sumber penyebaran E.coli
patogen zoonotik saat digunakan untuk
produksi pertanian (Fremaux et al. 2007,
Thurston-Enriquez et al. 2005). Penyebaran
E. coli patogen zoonotik dari hewan ke
manusia dapat melalui produk pertanian
yang terkontaminasi  (Gerba & Smith
2005), seperti wortel, sayuran, dan bawang
(Fremaux et al. 2007), bayam serta selada
(Jay et al. 2007), taoge, selada, bayam,
melon, keju, jamur, dan kubis (O’Sullivan
et al. 2007).

Deteksi E. coli patogen zoonotik
(O157:H7) secara fenotip menggunakan
media selektif smac (Stapp et al. 2000).
Media smac digunakan untuk identifikasi E.
coli O157:H7 yang memiliki sensitivitas
tinggi, metode ini merupakan cara
sederhana, murah, dan cepat untuk
mendeteksi E. coli 0157:H7 (March &
Ratnam 1986).
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Potensi E. coli sebagai penyebab
penyakit infeksi karena faktor-faktor
virulensi yang dimiliki, diantaranya adanya

fimbria, polisakarida kapsul, O-antigen
kapsul, lipopolisakarida, aerobaktin,
hemolisin, dan sitotoksin lainnya

(Fairbrother & Ngeleka. 1994). Fimbria dan
hemolisin merupakan faktor virulensi yang
penting (Brauner et al., 1995). Hemolisin
berfungsi meningkatkan kemampuan E. coli
untuk bertahan hidup dalam aliran darah

dengan  mediasi  resistensi  terhadap
fagositosis  (Welch et al.  1995).
Hemaglutinin pada E. coli merupakan

faktor adesin, yaitu faktor virulensi yang
berperan dalam proses perlekatan pada
permukaan sel pada awal proses infeksi
(Bohach & Snyder 1985; Chanter et al.
1993).

Resistensi  antibiotik merupakan
masalah dalam kesehatan hewan dan
kesehatan masyarakat. Bakteri yang resisten
oleh antibiotik telah banyak ditemukan baik
isolat dari lingkungan, kebun, hasil
pertanian, pangan, rumah sakit, kandang
ternak maupun hewan (Chopra & Roberts
2001). Peningkatan resistensi terhadap
antibiotik dapat menimbulkan kerugian bagi
pengobatan yang efektif pada penyakit yang
disebabkan oleh infeksi bakteri (Fasehun
1999).

Antibiotik merupakan antimikroba
yang berfungsi sebagai kemoterapi yang
digunakan untuk pengobatan penyakit
infeksi bakteri pada manusia, tumbuhan,
dan hewan. Namun sebagian besar
antibiotik digunakan dalam peternakan
sebagai pemacu pertumbuhan (Oliver et al.
2011; Spellberg et al. 2013). Sebagai
pemacu pertumbuhan antibiotik digunakan
dengan dosis rendah (Gustafson & Bowen
1997). Penggunaan antibiotik dengan dosis
rendah di bawah dosis pengobatan akan
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menciptakan  resistensi  antibiotik
(Chattopadhyay 2014). Resistensi antibiotik
merupakan masalah dalam pengobatan
penyakit infeksi pada ternak dan manusia.

Tujuan dari penelitian ini adalah
melakukan deteksi serotipe E. coli patogen
zoonotik, kemampuan hemaglutinasi dan
produksi hemolisin  serta menentukan
resistensi antibiotik terhadap E. coli isolat
asal tinja sapi potong dan pupuk kandang
berbahan tinja sapi potong.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan
sembilan isolat E. coli yang berasal dari sapi
potong, yang terdiri dari lima isolat berasal
dari tinja dan empat isolat berasal dari
pupuk kandang. Kesembilan isolat telah
dilakukan identifikasi berdasarkan fenotip
dan genotip (Prihtiyantoro & Hartatik
2014).

Identifikasi  serotipe  patogenik
zoonotik dikerjakan  seperti cara kerja
Suardana et al. (2014) dan Olowe et al.
(2014). Isolat E. coli ditanam pada media
selektif ~ Sorbitol MacConkey  (smac).
Setelah diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 20 hingga 24 jam, serotipe E. coli
0157 dideteksi dari koloni jernih tidak
berwarna.

Produksi  hemolisin  ditentukan
berdasar adanya zona hemolisis yang
terbentuk di sekeliling koloni bakteri yang
tumbuh pada plat agar darah sesuai yang
dilakukan Skalka et al. (1979). Bakteri
ditanam pada plat agar (agar base, Oxoid,
Jerman), kemudian diinkubasi selama 18
hingga 24 jam pada suhu 37°C, bakteri
yang memproduksi alfa-hemolisin akan
membentuk zona kehijauan di sekitar
koloni, beta-hemolisin akan terlihat zona
terang di sekitar koloni, gama-hemolisin
tidak terlihat adanya zona di sekitar koloni.

Uji hemaglutinasi digunakan darah
kelinci sesuai dengan Wibawan et al.
(1993). Bakteri yang mengaglutinasi
eritrosit akan terlihat larutan berwarna
merah difus, sedangkan yang tidak bereaksi
dengan eritrosit akan tampak endapan
merah di bawah sumuran mikroplat.

Kepekaan isolat E. coli terhadap
antibiotik diuji dengan menggunakan difusi
cakram yang mengandung antibiotik dengan
menggunakan media agar Mueller-Hinton
sesuai Nontongana et al. (2014). Pada
penelian ini menggunakan lima cakram
yang masing-masing mengandung antibiotik
eritromisin ~ (15ug), metisilin ~ (15uQ),
penisilin (10ug), gentamisin (10pg), dan
tetrasiklin (10 mg). Isolat E. coli ditanam
di permukaan media Mueller-Hinton dalam
cawan peteri dan cakram antibiotik
ditempelkan di permukaaan agar Mueller-
Hinton, diinkubasi pada 37°C selama 18
hingga 24 jam. Zona inhibisi diukur
panjangnya dan ditafsirkan sesuai Standards
Institute  Guidelines  (Clinical and
Laboratory Standards Institute 2009; Olowe
et al. 2014)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Faktor virulensi yang dimiliki oleh
E. coli diantaranya produksi hemolisis,
kemampuan hemaglutinasi dan resistensi
terhadap antibiotika serta sifat patogenik
zoonotik. Pada penelitian ini  Sembilan
isolat E. coli yang berasal dari tinja sapi
potong (lima isolat) dan dari pupuk kandang
berbahan tinja sapi potong (empat isolat)
semuanya (100 persen) tidak memproduksi
hemolisin, dua isolat asal tinja mampu
mengaglutinasi eritrosit domba,  empat
isolat terdeteksi sebagai serotipe patogen
zoonotik (smac +). Empat isolat asal tinja
telah resisten terhadap eritromisin, metisilin,
penisilin,  dan tetrasiklin. Adapun
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gentamisin dan tetrasiklin masih sensitif
terhadap isolat yang berasal dari tinja sapi.
Limapuluh persen isolat yang berasal dari
pupuk kandang masih sensitif terhadap
eritromisin, metisilin, genatamisin,
penisilin, dan tetrasiklin (Tabel 1).

Serotipe patogen zoonotik E. coli
(O157:H7) menurut Doyle (1991) dapat
dideteksi dengan menggunakan media
selektif  sorbitol MacConkey  (smac).
Serotipe E.coli O157:H7 pada media smac
tidak mampu memfermentasi  sorbitol
(Bielaszewska et al. 2005), pada media
smac akan tumbuh koloni jernih tidak
berwarna (Olowe et al. 2014). Pada
penelitian ini empat isolat yang berasal dari
tinja sapi potong menunjukkan serotipe
patogen zoonotik. Keempat isolat tersebut
pada media sorbitol MacConkey (smac)
koloni bakteri tumbuh terlihat jernih.
Menurut Orth et al. (2007) serotipe E. coli
0157:H7 tidak mampu  memfermentasi
sorbitol sehingga koloni yang tumbuh jernih
dan tidak berwarna, dan cara ini telah
digunakan untuk identifikasi serotipe E. coli
0157:H7 dari kotoran, makanan maupun
lingkungan.

Serotipe E. coli  O157:H7
ditemukan pada tinja kerbau, sapi perah,
sapi potong, domba, dan kambing serta tinja
manusia (Ghoneim et al. 2014) dengan
persentase sapi perah dan sapi potong
sebesar 26.7 persen dan 4.5 persen. Pada
penelitian ini serotipe E. coli 0O157:H7
terdeteksi sebesar 44,4 persen dan hanya
terdeteksi dari isolat yang berasal dari t,
sedangkan isolat asal pupuk tidak terdeteksi.

Keberadaan E. coli pada tumpukan
tinja pada proses pembuatan pupuk
kandang, pada hari 1 dan 7 menurun dari 40
persen ke O persen dibandingkan dengan
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jumlah pada tinja segar (Meays et al. 2005).
Keberadaan E. coli dalam tumpukan tinja
pada proses pembuatan pupuk dipengaruhi
oleh waktu, lingkungan, dan sinar matahari
(Topp et al. 2003). Pada proses pembuatan
pupuk kandang E. coli mampu bertahan
hidup sampai 45 hari (Meays et al, 2005).
Kemampuan hemaglutinasi  dan
produksi hemolisis eritrosit merupakan
faktor virulensi yang penting pada isolat
Escherichia coli (Cooke et al. 1987,
Minshew et al. 1979). Escherichia coli
dapat menghasilkan  beberapa  jenis
hemolisin, yaitu a-hemolisin, B-hemolisin,
dan y-hemolisin (Cavalieri et al. 1984;
Beutin 1991; Lin et al., 2008). Sebagai
faktor virulensi pada E. coli, hemolisin

berperan  sebagai  pelindung  dalam
mengatasi mekanisme pertahanan inang
(Hill 1981).

Menurut Gadesberg et al. (1983)
hemolisin memiliki aktivitas selektif
terhadap neutrofil. Pada penelitian ini 100
persen isolat E. coli tidak memproduksi
hemolisis. Hasil yang sama telah dilaporkan
oleh Karama et al. (2008) bahwa E. coli
isolat sapi potong tidak memproduksi
hemolisis. Hasil penelitian Lorenz et al.
(2013) menunjukkan E. coli isolat sapi
potong secara genotip terdeteksi gen
hemilisin sebesar 2,8 persen, tetapi secara
fenotip semua isolat tidak memproduksi
hemolisis. Secara fenotip zona hemolisis
akan tampak pada media plat agar darah
setelah tiga hingga 24 jam masa inkubasi,
dan zona tersebut dapat dievaluasi sebagai
a-hemolisin, B-hemolisis, y-hemolisis atau
tidak membentuk zona hidrolisis (Paton &
Paton 1998).
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Tabel 1. Identifikasi isolat Escherichia coli asal sapi potong dan katakterisasi terhadap
sorbitol mecconkey (smac), kemampuan hemaglutinasi, produksi hemilisis, dan resistensi

antibiotik
No Spesimen Identifiksi* Virulensi
Kode Asal | M.C| KIA | DNA | 16S |Smac| Hema | Hemo Antibiotik
rRNA glutina| lisis | Resisten | Sensitif
Si
1.| Psl Feses + + + + - - - # #
2.| Ps2 Feses + + + + + + - E.M.P G.T
3.| Ps3 Feses + + + + + - - E.M.P.T -
4.| Ps4 Feses + + + + + + - E.M.P. T.G.
5. Ps5 Feses + + + + + . - E.M.P. T.G.
6.| PPT16 | Pupuk + + + + - - - # #
7. PPT26 | Pupuk + + + + - - - # #
8.| PPT29 | Pupuk + + + + - - - - E.G.M.P.T
9.| PPT30 | Pupuk + + + + - - - E.G.M.P.T

Keterangan: M.C:

+ ! hasil positif - : hasil negatif #: tidak diuji
* Prihtiyantoro dan Hartatik (2014).

Mc. Conkey, KIA: Kligger Iron Agar,
E: Eritromisin, G: Gentamisin, M: Metisilin, P: Penisilin,

Hemaglutinasi merupakan faktor
virulensi E. coli yang berperan dalam proses
kolonisasi dan adesi pada sel epitel inang
sebagai awal proses infeksi (Green &
Thomas 1981). Isolat E coli yang memiliki
hemaglutinin akan mampu meggumpalkan
eritrosit. Pada penelitian ini 22,2 persen
isolat mampu menggumpalkan eritrosit.
Hasil ini lebih rendah dari hasil penelitian
Hogan et al. (1990), yaitu 46 persen E. coli
isolat asal sapi mampu menggumpalkan
eritrosit.

Escherichia coli pathogenic
zoonotic merupakan strain E. coli yang
dapat menyebabkan penyakit infeksi pada
manusia. Verocytotoxigenic  Escherichia
coli (VTEC) merupakan strain bakteri
pathogen zoonotik pada manusia yang dapat
menyebabkan diare berdarah, hemoragi
kolitis, hemolitik-uremik sindrom dan
persisten diare (Nataro & Kaper 1998).
Strain ini dapat diidentifikasi secara fenotip
dengan menggunakan media Sorbitol Mc

Smac: Sorbitol Mc. Conkey,
T: Tetrasiklin,

Conkey (Smac) (Muslimin et al. 2014; Musa

et al. 2013).
Antibiotika merupakan salah satu
komponen  yang  diperlukan  dalam

manajemen kesehatan ternak. Antibiotika
digunakan untuk pengobatan penyakit,
pencegahan, pengendalian dan pemacu
pertumbuhan serta efisiensi pakan (Marshall
& Levy 2011). Efek positif dari pemberian
antibiotik terhadap produksi pada ternak
telah banyak dilaporkan, tetapi efek
samping  antibiotik yang muncul dari
manajemen produksi ternak tidak banyak
dilaporkan, salah satunya terbentuknhya
strain bakteri yang kebal terhadap beberapa
jenis antibiotik (Gorbach 2001).

Pada penelitian ini ditemukan
beberapa jenis antibiotik yang sudah tidak
efektif untuk pengobatan terhadap infeksi E.
coli strain patogen zoonotik dan berasal dari
spesimen tinja, yaitu: eritromisin, mesitilin,
dan penisilin, sedangkan gentamisin dan
tetrasiklin masih efektif untuk pengobatan
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terhadap infeksi E. coli. Terhadap E. coli
strain yang tidak pathogen, kelima jenis
antibiotik tersebut masih efektif, kelima
isolat tersebut berasal dari spesimen pupuk
kandang.

Antibiotik merupakan sediaan obat
untuk penyembuhan infeksi E. coli.
Kekebalan E. coli oleh antibiotik telah
banyak dilaporkan. E. coli isolat sapi telah
kebal terhadap ampisilin, kanamisin,
sulfisoxazole, streptomisin, dan tetrasiklin
(Meng et al. 1998). Tadesse et al. (2012)
melaporkan E.coli telah kebal terhadap
ampisilin, sulfonamid, gentamisin,
tetrasiklin, dan streptomisin. Vali et al.
(2004) melaporkan ampisilin, tetrasiklin,
dan streptomisin sudah tidak efektif untuk
pengobatan infeksi E. coli pada sapi.
Adapun menurut Muslimin et al. (2014) E.
coli zoonotik asal daging sapi masih resisten
oleh tetrasiklin, eritromisin, amoksisilin,

klofamfenikol, dan siprofloksasin serta
levofloksasin.
Resistensi  antibiotik  terbentuk

karena penggunaan antibiotik yang tidak
sesuai dengan kaidah  pemberiannya.
Pemberian antimikroba yang tidak sesuai
akidah pengobatan adalah faktor yang
paling bertanggung jawab atas terbentuknya
strain resisten, baik dalam manusia maupun
hewan (Stobberingh & van den Bogaard
2000). Penggunaan antibiotik pada ternak
seharusnya  digunakan  hanya  untuk
pengobatan penyakit infeksi dan atas
rekomendasi dokter hewan (Marshall &
Levy 2011).

Kenyataannya beberapa antibiotik
telah digunakan sebagai pemacu
pertumbuhan pada ternak, meningkatkan
konversi pakan, dan mengurangi morbiditas
dan mortalitas akibat penyakit infeksi yang
bergejala klinis maupun subklinis (Ewing &
Cole 1994). Penggunaan antibiotik untuk
memacu pertumbuhan ternak biasanya
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diberikan dalam dosis rendah atau dosis
nontherapeutic dan diberikan dalam waktu
yang lama (Reti et al. 2013). Penggunaan
antibiotik yang dicampurkan dalam pakan
ternak  bertujuan  untuk  peningkatan
produksi dan risikonya akan menimbulkan
resistensi E. coli (Tauxe et al. 1989).

Banyak jenis antibiotika yang
dicampurkan dalam pakan ternak untuk
alasan nontherapeutic (Kruse & Sorum
1994). Jenis antibiotik yang sering
digunakan dalam dosis rendah dan dalam
waktu yang lama akan meningkatkan
kekebalan E. coli terhadap antibiotik. Parul
et al. (2014) membuktikan bahwa jenis
antibiotik yang jarang digunakan dalam
manajemen peternakan masih efektif untuk
pengobatan infeksi E. coli, diantaranya
ceftriaksone, ciprofloksasin, amoksisilin,
amikasin, dan tetrasiklin serta gentamisin,
sedangkan ampisilin dan streptomisin yang
sering digunakan pada ternak sudah tidak
efektif lagi. Eritromisin dan tetrasikin
menurut Atabe & Bezuidenhout (2008)
sudah tidak efektif untuk mengobatan E.
coli pada manusia.

Antibiotik sebagai aditif pakan telah
digunakan pada sistem peternakan modern,
meskipun  akan  menimbulkan  risiko
terbentuknya strain bakteri yang kebal
terhadap antibiotik. Menurut Butaye et al.
(2003), penggunaan penisilin, tetrasiklin,
tilosin, dan sulfonamid sebagai pemacu
pertumbuhan pada ternak segera dihentikan.
Menurut Smith et al. (2002), membatasi
penggunaan antibiotik sebagai pemacu
pertumbuhan pada ternak, baik melewati
pakan maupun air minum, merupakan cara
yang paling efektif untuk menguragi
menurunnya efektifitas antibiotik (Smith et
al. 2002)
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KESIMPULAN

Escherichia coli strain patogen
zoonotik ditemukan pada tinja sapi potong
dan tidak ditemukan pada pupuk kandang
yang berbahan tinja sapi potong. Isolat E.
coli yang ditemukan yang memiliki faktor
virulensi yang mampu menggumpalkan
eritrosit dan telah resisten oleh metisilin,
eritromisin, penisilin, dan streptomisin serta
masih efektif oleh gentamisin dan tetrasiklin
serta tidak memiliki hemolisin.
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