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ABSTRACT

The adhesion of bacteria on the host of epithelial cells surface is the prelimenarﬁ of
infection process. Bacteria which has virulence and adhesin factors do more easily attach to
epithelial cells. This stude]/ aimed to determine the adhesion ability of haemaglutinated and
VTEC strains of Escherichia coli isolates. In conclusion, the isolates that have haemaglutinin
and VTEC strains have more adhesion than have both non hemagglutinin and non VTEC
strains.
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INTISARI

_Adhesi bakteri pada permukaan sel epitel inan? merupakan awal dari proses infeksi.
Bakteri Iyang mempunyai faktor-faktor virulensi dan faktor adhesin lebih mudah beradhesi
pada sel epitel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan adhesi isolat-isolat
Escherichia coli yang memiliki h_emag?]lutmln dan strain Escherichia coli zoonotik pathogenic
(VTEC). Isolat-isolat yang memiliki hemaglutinin dan strain VTEC memiliki kemampuan
adhesi yang lebih tinggi dibandingkan dengan isolat-isolat yang tidak memiliki hemaglutinin
dan strain non VTEC.
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PENDAHULUAN

Escherichia coli merupakan bakteri
enterik yang dapat ditemukan pada kotoran
sapi yang sehat maupun sakit (Torres, et al.
2005; Afset et al. 2003). Sapi potong
berperan sebagai sumber penularan yang
potensial untuk penyakit pada manusia dan
ternak lain (Huasai et al. 2012; Shabana,
2014). Escherichia coli zoonotik patogen
telah terisolasi dari kasus penyakit manusia
dan hewan (Aidar-Ugrinovich et al. 2007).

Penularan Escherichia coli dari
hewan ke manusia berkaitan dengan pangan
yang tekontaminasi (Koochakzadeh et al.
2014; Jaros et al. 2013), produk pangan
olahan yang berasal dari hewan, susu
mentah (Guh et al. 2010), dan produk
daging (Chapman et al. 2001).

Pada manusia, Escherichia coli
dapat menyebabkan wabah penyakit karena
sifat bakteri yang mudah menyebar dengan
cepat.  Strain  patogen  menimbulkan
penyakit gastrointestinal dengan gejala
klinis mulai dari diare, hemoragik kolitis,
dan diare hemolitik haemolytic uraemic
syndrome (HUS) (Lynn et al. 2005).
Escherichia coli zoonotic pathogen (0157:
H7) merupakan strain yang mempunyai sifat
patogen zoonotik karena mempunyai gen
verotoxin (Soderlund et al. 2012). Strain
Escherichia coli zoonotic pathogen (0157:
H7) dapat diidentifikasi dengan
menggunakan media selektif  sorbitol-
MacConkey (SMAC) agar (Thomas et al.
2000).

Faktor virulensi dari Escherichia
coli mencakup kemampuan untuk merusak
sel epitel, resistensi terhadap fagositosis,
tahan terhadap serum inang, produksi o-
hemolisins, kolisins, aerobaktin, faktor
nekrosis  sitotoksik, dan  hidrofobik
permukaan sel (Kausar et al. 2009) dan
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keberadaan hemaglutinin (Fatima et al.
2012), serta sejumlah organel permukaan sel
yang berperan sebagai faktor adhesin
(Johnson 1991; Muhldorfer et al. 2001).
Organel permukaan yang berperan sebagai
faktor adhesin seperti kapsul, fimbriae atau
pili, dan beberapa protein permukaan
(Klemm et al. 2010).

Kemampuan  Escherichia  coli
menggumpalkan sel darah merah merupakan
bukti keberadaan hemaglutinin yang berupa
fimbriae (Kallenius et al. 1980). Proses
adesi Escherichia coli pada sel inang
dimediasi oleh faktor-faktor adhesin tertentu
diantaranya fimbriae yang dikodekan oleh
gen pap, sfa, dan afa (Blanco et al. 1995).
Kolonisasi dan adesi bakteri pada
permukaan sel inang merupakan langkah
awal dan penting pada proses infeksi E.
coli (Cleary et al. 2004).

Pada penelitian ini dilakukan uji
deteksi strain Escherichia coli zoonotic
pathogen dengan menggunakan media
selektif SMAC pada isolat Escherichia coli
dengan hemaglutinasi positif ~ dan
kemampuan menempel pada sel epitel
bukalis manusia dan tikus secara in vitro.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan 10
isolat Escherichia coli asal sapi yang telah
dilakukan identifikasi secara fenotip dan
genotip serta telah dilakukan karakterisasi
kemampuan hemaglutinasi terhadap sel
darah merah domba oleh Prihtiyantoro dan
Hartatik (2014).

Karakterisasi untuk menentukan
strain Escherichia coli zoonotic pathogenic
dilakukan terhadap semua isolat dengan
menggunakan media agar SMAC (Sorbitol
MacConkye) sesuai Nataro & Kaper (1998),
serta semua isolat dilakukan uji adesi
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dengan menggunakan sel epitel bukalis
manusia dan tikus secara in vitro seperti
metode (Salasia 1998)

Uji  Hemaglutinasi. Uji hemaglutinasi
menggunakan  darah domba dengan
antikoagulan 0,2 M Sodium Sitrat pH 5,2
dalam tabung reaksi dan disentrifus lima
menit. Larutan jernih yang terbentuk dalam
tabung reaksi dibuang dan endapan yang
tersisa dalam tabung dicuci dua kali dengan
0,15 M NaCl, kemudian dibuat larutan dua
persen dengan larutan NaCl fisiologis.
Membuat larutan bakteri Escherichia coli
yang telah ditentukan optical density (OD)
nya dengan spekrofotometer transmisi dan A
620 nm sehingga diperoleh jumlah bakteri
kurang lebih 10° bakteri per ml 0,15 NacCl.

Uji hemaglutinasi dilakukan
dengan cara mereaksikan 20 pl larutan
bakteri Escherichia coli dengan 20 pl
larutan sel darah merah domba dalam
mikroplat. Mikroplat digoyang selama 30
detik dan reaksi hemaglutinasi akan
terbentuk dan dicatat dengan ketentuan
sebagai berikut. Reaksi kuat (++), reaksi
sedang (+), dan tidak ada reaksi (-)
(Wibawan, et al. 1993).

Uji SMAC (Sorbitol MacConkye). Deteksi
strain Escherichia coli zoonotic pathogenic
dilakukan terhadap semua isolat dengan
menggunakan media agar SMAC (Sorbitol
MacConkye). Strain  Escherichia coli
zoonotic pathogen (0157: H7) dapat
diidentifikasi dengan menggunakan media
selektif sorbitol-MacConkey (SMAC) agar
(Thomas et al. 2000).

Bakteri Escherichia coli ditanam
pada media padat sorbitol MacConkye pada
cawan peteri, diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Pengamatan dilakukan pada
warna koloni yang tumbuh.  Strain

Escherichia coli  zoonotic  pathogenic
tumbuh tanpa warna.
Uji Adhesi Pada Sel Apitel Bukalis

Manusia dan Tikus. Uji adhesi E. coli,
pada sel epitel bukalis dilakukan dengan
cara menginkubasikan larutan bakteri
dengan sel-sel epitel bulakis manusia dan
tikus. Isolat E. coli ditanam dalam THB
dieramkan pada suhu 37°C selama 18
hingga 24 jam, kemudian disentrifus 10.000
rpm selama 10 menit. Pelet disuspensi
dengan Hank’s balanced salt solution
(HBSS) dan ditentukan optical density
(OD)-nya dengan spektrofotometer pada A
620 nm (kira-kira 37°10° bakteri per ml)

(Salasia 1994).
Sel-sel epitel mukosa bukalis
manusia dikerok dengan menggunakan

spatel kayu dan dilarutkan dalam lima ml
HBSS. Setelah dicuci dua kali dengan
larutan PBS, sel-sel epitel bukalis dihitung
dengan menggunakan haemocytometer (AQ,
USA) sehingga diperoleh larutan bakteri
kira-kira 10° sel per ml HBSS. Larutan
bakteri kemudian diencerkan menjadi 1:10
dalam HBSS (10° bakteri/ml). Sebanyak
satu ml suspensi bakteri ditambah masing-
masing dengan satu ml larutan sel-sel epitel
bukalis kelinci (10° sel per ml) kemudian
diinkubasikan selama satu jam pada
temperatur 37°C dalam water bath.

Sel-sel epitel bukalis dipisahkan
dari bakteri yang tidak melekat dengan cara
sentrifugasi dengan menggunakan 50 persen
larutan percoll. Lapisan bakteri dan sel
epitel bukalis diambil dengan menggunakan
pipet pasteur dan dicuci dua kali dengan
larutan HBSS. Larutan bakteri dan sel epitel
bukalis diteteskan pada objek gelas dan
dikeringkan, kemudian dilakukan
pewarnaan dengan Giemsa selama 30 menit.
Pemeriksaan dan perhitungan jumlah bakteri
yang melekat pada sel epitel bukalis
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dilakukan dengan mikroskop. Perhitungan
dilakukan dengan cara menghitung jumlah
bakteri yang melekat pada tiap 10 sel epitel
bukalis (Salasia 1998). Cara yang sama
dilakukan untuk koleksi sel bukalis tikus

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Hemaglutinasi. Pada penelitian ini
hasil uji hemaglutinasi dengan
menggunakan sel darah domba
menunjukkan 40 persen isolat Escherichia
coli mampu menggumpalkan sel darah
merah domba (hemaglutinasi positif) dan
60——persen  isolat  tidak  mampu
mengumpulkan sel darah merah
(hemaglutinasi negatif) seperti pada Grafik
1.

Hasil penelitian ini sesuai dengan
hasil penelitian Fatima et al. (2012) dan
Swaroop et al. (2013). Hemaglutinasi positif
pada Escherichia coli persentasenya lebih
kecil dibandingkan dengan hemaglutinasi
negatif (48 persen positif dibanding 52
persen negatif) (Fatima et al. 2012),
sedangkan hasil penelitian Swaroop et al.
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(2013) sebesar 42 persen positif dibanding
58 persen negatif.

Secara  fenotip,
memiliki hemaglutinin
menggumpalkan ~ sel  darah  merah.
Hemaglutinin  dilaporkan terdapat pada
permukaan sel Escherichia coli (Abrar et al
2013). Kemampuan Escherichia coli
menggumpalkan sel darah merah merupakan
bukti keberadaan hemaglutinin yang berupa
fimbriae (Kallenius et al. 1980). Keberadaan
hemaglutinin selalu terdeteksi pada isolat E.
coli patogen (Maheswari et al. 2013).

Escherichia coli merupakan bakteri
yang memiliki faktor virulensi yang banyak
dan kompleks dan dapat memengaruhi
patogenisitas. Virulensi pada Escherichia
coli terdiri dari struktur permukaan yang
bersifat antigenik dan faktor virulensi yang
berupa toksin-toksin yang diproduksi
(Emody et al, 2003). Faktor virulensi
termasuk sifat hidrofobisitas, keberadaan
kapsul polisakarida, antigen permukaan,
faktor koloni dan adhesin, resistensi
terhadap serum inang, resistensi terhadap
fagositosis serta produksi hemolisin (Mitta
et al. 2014).

bakteri  yang

mampu

60

40

50 50

H Positip

Negatip

Hemaglutinasi

SMAC

Grafik 1. Hasil Uji Hemaglutinasi dan SMAC pada Isolat-1solat E. Coli (%)
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Hemaglutinin  pada E. coli
aktivitasnya berbeda terhadap sel darah
merah manusia maupun terhadap sel darah
merah pada beberapa spesies hewan, pada
sel merah manusia hemaglutinasi cukup
kuat, pada sel darah merah domba dan
kambing hemaglutiasi lemah, dan pada sel
darah merah sapi tidak terjadi hemaglutinasi
sama sekali (Duguid et al. 1979).

Uji SMAC (Sorbitol MacConkye). Deteksi
strain Escherichia coli zoonotic pathogenic
dilakukan terhadap semua isolat dengan
menggunakan media agar SMAC (Sorbitol
MacConkye). Escherichia coli pathogenic
zoonotic (VTEC) merupakan strain patogen
yang dapat diidentifikasi dengan
menggunakan media Sorbitol MacConkey
(SMAC) (Thomas et al. 2000)-

Pada penelitian ini lima isolat (50
persen) terdeteksi sebagai strain VTEC dari
identifikasi uji SMAC yang positif dan lima
isolat lainnya (50 persen) termasuk strain
non VTEC dari identifikasi uji SMAC yang
negatif (Grafik 1).

VTEC merupakan strain
Escherichia coli yang patogen karena dapat
memproduksi Verotoxin (VT) atau Shiga
like toxin (Stx), vyaitu racun yang
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menyebabkan diare, perdarahan kolitis, dan
hemolytic_uremic syndrome (HUS) pada
manusia (Nataro & Kaper 1998).

Escherichia coli zoonotic pathogen
(0157:  H7) merupakan strain  yang
mempunyai sifat patogen zoonotik karena
mempunyai gen verotoxin (Soderlund et al.
2012).

Uji Adhesi Pada Sel Apitel Bukalis
Manusia dan Tikus. Dari penelitian dapat
diketahui empat isolat (40 persen) dengan
hemaglutinin ~ (+) pada uji  adhesi
menunjukkan rerata jumlah bakteri E. coli
lebih banyak menempel pada sel epitel
bukalis manusia maupun tikus dibandingkan
dengan enam isolat lain (60 persen) dengan
hemaglutinin (-). Rerata jumlah bakteri E.
coli yang menempel pada sel epitel bukalis
manusia adalah 47,58 pada hemaglutinin
(+) dan 40,04 pada hemaglutinin (),
sedangkan rerata jumlah bakteri E. coli yang
menempel pada sel epitel bukalis tikus
adalah 52,2 pada hemaglutinin (+) dan 32,97
pada hemaglutinin (-) seperti nampak pada
Grafik 2.

47.48 52.2

40.04
32.97
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Grafik 2. Rerata Jumlah Bakteri E.coli dengan Hemaglutinin (+) dan Hemaglutinin
(-) yang Melekat pada Sel Epitel Bukalis Manusia dan Tikus

46.13

3998 41.86
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BmSMAC (+)
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Grafik 3. Rerata Jumlah Bakteri E. Coli Strain VTEC (SMAC Positip) dan Non-VTEC
SMAC (Negatip) yang Melekat pada Sel Epitel Bukalis Manusia dan Tikus

Rerata jumlah bakteri E. coli isolat
strain VTEC (uji SMAC Positif) lebih
banyak menempel pada sel epitel bukalis
manusia maupun tikus dibandingkan
dengan strain non VTEC (uji SMAC
Negatif). Rerata jumlah bakteri E. coli
isolat strain VTEC dibandingkan non VTEC
pada sel epitel bukalis manusia adalah 46,13
dibanding 39,98; sedangkan pada sel epitel
bukalis tikus adalah 41,86 dibanding 35,14
(Grafik 3).

Isolat E coli yang memiliki
hemaglitinin (+) dan strain VTEC (uji
SMAC Positif) cenderung lebih banyak
menempel pada sel epitel bukalis pada
manusia maupun tikus dari pada isolat yang
tidak memiliki hemaglutinin dan strain non
VTEC

Adhesi (penempelan) bakteri di
permukaan sel epitel inang merupakan
langkah awal dari proses infeksi (Mulvey
2002). Kemampuan adhesi dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya struktur
permukaan  bakteri  sebagai  antigen

permukaan dan keberadaan gen-gen adhesin
(Ewers et al. 2007; Giron et al. 2002).
Antigen permukaan terdiri dari organela
bakteri yang berfungsi sebagai adhesin,
seperti kapsul, fimbriae atau pili, dan
beberapa protein permukaan (Klemm et al.
2010).

Fimbriae merupakan protein
ekstraseluler yang berperan sebagai faktor
adhesin (Esther-Maria et al. 2009), dan
fimbriae berperan sebagai hemaglutinin
(Hobot 2001; Maheswari et al. 2013).
Hemaglutinin merupakan protein permukaan
bakteri yang berperan sebagai faktor
adhesin. Bakteri yang memiliki
hemaglutinin dapat lebih mudah menempel
pada permukaan sel epitel (Abrar et al.
2013). Hasil penelitian ini sesuai dengan
hasil penelitian Abrar et al. (2013), bahwa
bakteri yang memiliki hemaglutinin akan
menempel pada sel epitel lebih banyak
dibandingkan dengan isolat-isolat dengan
hemaglutinin negatif.

KESIMPULAN
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Hasil penelitian ini menyimpulkan
bahwa isolat Escherichia coli yang memiliki
hemaglutinin dan strain VTEC lebih virulen
dibandingkan dengan isolat yang tidak
memiliki hemaglutinin dan isolat non strain
VTEC.
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