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PENGANTAR

Pusat Penelitian dan Pengembangan Teknologi Isotop dan Radiasi, Badan Tenaga Nuklir
Nasional (P3TIR-BATAN) telah menyelenggarakan Pertemuan Ilmiah Aplikasi Teknologi Isotop dan
Radiasi ke 12, di Jakarta tanggal 23 dan 24 Februari 2000 Pertemuan ilmiah inj bertujuan untuk
menyebarluaskan hasil-hasil penelitian teknologi isotop dan radiasi serta sebagai sarana tukar
menukar informasi  diantara para peneliti serta para peneliti dan industriawan guna lebih
mendayagunakan teknologi isotop dalam bidang industri dan untuk lebih memperluas wawasan para
peneliti.

Pertemuan ilmiah ini dibadiri oleh 176 orang peserta (45 orang peserta undangan dan 131
orang peserta lainnya) yang terdiri dari para ilmuan dan peneliti baik dari lingkungan Batan maupun
dari berbagai instansi pemerintah  seperti Menteri Negara Riset dan Teknologi, Departemen
Kesehatan, Balai Penelitian Biotcknologi - Bogor (BalitBio), Balai Penelitian Veterinaria - Bogor,
Pusat Veterinaria - Surabaya (Pusvetma), Perguruan tinggi yaitu Universitas Indonesia -Jakarta,
Institut Pertanian Bogor, Universitas Andalas - Padang, Universitas Brawijaya - Malang dan
Universitas Udayana - Bali: serta pihak swasta yaitu PT. Perkasa Sterilindo, PT. Pupuk Sriwijaya, PT.
Indo Farma, PT. Ristra Indolabs, Japan Atomic Industrial Foruam (JAIF), Japan Atomic Energi
Research Institute, Japan.

Risalah pertemuan ilmiah ini memuat seluruh makalah yang dipresentasikan dalam pertemuan
tersebut yaitu 6 makalah utama/undangan dan 39 makalah peserta. Sedangkan makalah yang tidak
dipresentasikan, tidak dimuat dalam risalah ini.

Risalah pertemuan ini diharapkan dapat menambah sumber informasi dan ilmu pengetahuan
yang berkaitan dengan teknologi nuklir bagi pihak yang membutuhkan untuk menunjang

pembangunan nasional dimasa datang,

Penyunting,
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DETEKSI CEPAT BAKTERI
(EHEK) DENGAN METODE
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Escherichia coli EN TEROHEMORAGIK
PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

Dadang Sudrajat, Maria Lina R, danF. Suhadi

Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi, BATAN, Jakarta
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spesifik. Cara biakan yaitu dengan mengisolasi bakteri gel agarose.

dalam media selektif seperti yang dikembangkan oleh

Doyle dan Schoeni (3). Metode ini tidak sensitif kerena

sampel harus mengandung 10 - 10" sel/gram, selain it BAHAN DAN METODE

juga memerlukan waktu lama dan mahal karena harus

dilakukan uji tahap selanjutnya me

serologis, dan verotoksisitas. Metode serologis de

liputi uji biokimia,
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isolasi dari daging ayam yaitu isolat dengan no kode 719,
741, 743, 745, HCW, dan HCl-lyang diperoleh dari
Balitvet, Bogor. Sebagai pembanding digunakan strain
standar E. coli O157:H7 Adelaide. Isolat-isolat tersebut
ditumbuhkan dalam media Mac.Conkey Agar (DIFCO).
Untuk keperluan isolasi DNA, bakteri ditumbuhkan
dalam media Luria-Bertani (LB) dan diinkubasi pada
suhu 37° C selama 2 hari.

Isolasi DNA. lsolasi DNA bakteri FE.coli
0O:'157:H7 dilakukan dengan menggunakan metode
Ausubel (6). Kultur bakteri yang telah tumbuh dalam
media LB selama 2 hari , diambil sebanyak 15 ml. Panen
sel dilakukan dengan cara sentrifugasi pada 7000 rpm
sclama 10 menit. Pelet sel disuspensikan dalam 5,6 ml
larutan bufer 0,01 M Tris -EDTA pH 8 (TE), tambahkan
larutan10% sodium dodecy! sulfate (SDS) sebanyak 300
pl, dan 30 p! larutan proteinase K (20 mg/ml). Campuran
diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C dalam inkubator
goyang. Tambahkan 1 ml larutan NaCl 5 M kocok secara
sempurna, Kemudian ditambahkan 800 pl larutan CTAB,
selanjutnya campuran diinkubasi selama 20 menit pada
suhu 65°C. FEkstraksi DNA dilakukan dengan
menambahkan volume sama larutan  kloroformy/
isoamilalkohol (24:1). Campuran disentrifugasi selama
10 menit pada 10.000 rpm sampai terbentuk 2 fase.
Pindahkan fase air kedalam tabung baru kemudian
tambahkan volume sama larutan fenol/kloroform/iso-
amil alkohol dan disentrifugasi kembali sclama 15 menit
pada 10.000 rpm. Fasc atas yang terbentuk dipindahkan
dalam tabung baru kemudian ditambahkan 0,6 volume
larutan isopropanol dingin untuk mengendapkan DNA,
Endapan DNA dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada
12.000 rpm selama 15 menit, kemudian dicuci dengan
larutan 70% ethanol dingin. Pelet DNA murmni
dikeringkan dalam desikator vakum untuk selanjutnya
dilarutkan dalam larutan bufer TE. Konsentrasi DNA
diukur dengan alat spektrofotometer pada panjang
gelombang 260 nm dan 280 nm. Konsentrasi DNA hasil
isolasi kemudian dibuat pengenceran dengan larutan TE
sampai 1 pg/ml untuk pengujian amplifikasi DNA.

Amplifikasi DNA. Amplifikasi DNA dengan
teknik PCR dari E.coli EHEK menggunakan metode
Gannon et al. (7). Reaksi PCR dikerjakan dengan total
volume campuran yang mengandung 2 ug DNA target
(10 pl); 10 mM tris-HCI (pH 8,3); 50 mM KCI; 2 mM
MgCl,, masing-masing 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, dan 2,5 Unit enzim Taq DNA polimerase (Perkin
Elmer Cetus). Primer yang digunakan adalah pasangan
oligonukleotida SLT1-F (5’-ACACTGGATGATCTCA-
GTGG-3’) dan SLTI-R (5’CTGAATCCCCCTCCAT-
TATG-3") yang diperoleh dari sekuens spesifik EHEK
sebanyak 2 mM. Permukaan campuran reaksi dilapisi
dengan mineral oil. Reaksi PCR dilakukan dengan alat
DNA Thermal Cycler (Perkin Elimer) menggunakan 40
siklus, yang tiap siklus terdiri dari : (1) Denaturasi pada
suhu 94°C selama 1 menit, (2) Annealing pada suhu 60°C
selama 1 menit, (3) Extension pada suhu 72°C selama 2
menit. Sesudah amplifikasi campuran disentrifugasi
12.0000 rpm.

Analisis Amplifikasi DNA. Hasil amplifikasi
DNA FEcoli EHEK dianalisis  menggunakan
clektroforesis gel agarose. Lempeng gel agarose dibuat

dengan menggunakan 1% (b/v) agarose yang dilarutkan
dengan larutan bufer 0,09 M Tris-Borate-0,2mM EDTA
(TBE). Sejumlah 20 pl larutan DNA dimasukkan
kedalam sumuran yang terdapat dalam lempeng agarose.
Sebagai gel loading bufer dipakai larutan yang terdiri
dari 50% gliserol dan 0.025% bromfenolblue. Marker
DNA vang digunakan adalah ¢ 174 Hae III (BRL).
Elektroforesis dilakukan dengan menggunakan tegangan
listrik 100 volt selama 60 menit. Selanjutnya lempeng
agar diwarnai dengan ethidium bromide. Pengambilan
gambar dilakukan dengan kamera Polaroid MP-4,
dibawah  penyinaran  sinar  ultraviolet  diatas
Transilluminator.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konsentrasi DNA F.coli EHEK hasil isolasi dari
7 isolat dapat dilihat pada Tabel 1.
Hasil rata-rata dari 3 kali percobaan isolasi DNA,
mempunyai konsentrasi berkisar antara 577,00 pg/ml -
1039,5 pg/ml dengan rasio Aggo /Agso = 1,76 - 1,83

Nilai perbandingan hasil pembacaan pada panjang
gelombang Aje/Azo adalah untuk mengetahui tingkat
kemurnian DNA. Menurut Maniatis (9) nilai rasio yang
paling baik antara 1.8 - 2,0. Secara umum tingkat
kemurnian DNA E. coli EHEK hasil isolasi dalam
penelitian ini cukup baik. Hasil ini juga sesuai dari
gambaran pola eclektrogram genomik DNA E.coli
EHEK pada hasil analisis dengan elektroforesis gel
agarose yang memperlihatkan 1 pita DNA ( Gambar 1).

Pada percobaan deteksi DNA [.coli EHEK
dengan reaksi PCR digunakan konsentrasi DNA dari
hasil pengenceran sebesar 10 ng/ul  dengan bantuan
pasangan primer SLT1-F dan SLTI-R, menunjukkan
reaksi positif untuk semua isolat yang diuji yaitu isolat
719, 741, 743, 745, HCW 157 , HCI, dan strain 0
157:H7 Adelaide dengan produk amplifikasi terletak
pada posisi 140 bp pada lempeng elcktroforesis gel
agarose (Gambar 2). Pita DNA produk PCR pada isolat
719 kurang terlihat nyata, sedangkan pada isolat 741,
745, dan strain O157:H7 Adelaide pita DNA terlihat
jelas. Hasil amplifikasi DNA FE.coli EHEK dengan
konsentrasi 1 ng/ul dengan menggunakan pasangan
primer SLTIR dan SLTIF, masih memberikan hasil
positif, untuk 6 isolat yang diuji, kecuali untuk isolat

" 719 sudah tidak menunjukkan adanya amplifikasi DNA

(tidak terdeteksi). Hasil percobaan yang dilakukan oleh
Gannon ef al. (8) menggunakan pasangan primer yang
sama untuk amplifikasi DNA FE.coli O157:H7 yang
diisolasi dari daging sapi menunjukkan hasil positif
dengan fragmen PCR terletak pada posisi 600 bp pada
lempeng elektroforesis agarose. Perbedaan posisi produk
PCR dengan penelitian ini kemungkinan disebabkan
adanya perbedaan lokasi sckwens sasaran dalam gen
Shiga Toxin untuk primer SLTI,

Posisi fragmen DNA produk PCR pada penelitian
ini sesuai dengan percobaan penelitian yang dilakukan
Polard dkk (10) menggunakan primer yang diperoleh
dari gen SLTI yaitu pada posisi 140 bp. Sensitivitas dari
percobaan tersebut adalah 20 pg/pl. Sensitivitas pada
penelitian ini lebih rendah yaitu sckitar 1 ng/pl
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Perbedaan  sensirivitas PCR  ini kemungkinan juga
disebabkan oleh perbedaan banyaknya kopi sekwens
DNA spesifik yang terdapat secara alami dalam DNA
isolat bakteri. Selain itu sensitivitas PCR  juga
dipengaruhi oleh adanya kontaminan dalam proses isolasi
DNA sampel, dan juga kondisi reaksi PCR seperti
banyaknya siklus yang digunakan 9.

Penggunaan pasangan primer SLTI-F dan SLTI-R
mempunyai prospek bila digunakan dalam deteksi  dini
E.coli 0157:H7 enterohemoragik untuk galur lokal
(Indonesia) karena mempunyai spesifisitas yang cukup
tinggi,

KESIMPULAN

. Amplifikasi DNA dari 7 isolat Ecoli O157:H7
dengan teknik PCR, semua isolat menunjukkan reaksi
positif dengan menggunakan pasangan primer SLTI-
F dan SLT1-R dengan produk PCR terletak pada
posisi 140 bp. Sensitifitas dari pasangan primer ini
adalah dapat mengamplifikasi DNA £ coli 0157:H7
dengan konsentrasi 1 ng/ul.

2. Waktu deteksi lebih cepat bila dibandingkan dengan
metode konvensional yaitu 13 jam,
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Tabel 1. Hasil analisis konsentrasi dan nilai kemumian DNA isolat
E.coli EHEK O157:H7

Isolat K°“SEEES‘;)DNA Rasio Aqi/Ails
719 577.00 1.80
741 934,50 1.81
743 816,00 1.78
745 1039.5 1.83
HCW 157 960,00 1.83
HCI-1 753.00 1.76
Adelaide 157 685.5 178
Kb
iy

Gambar . Pola elektrogram genomik DNA E.coli EHEK
dengan elektroforesis gel agarose.
(1). DNA Marker A Hind 111, (2). Isolat 719, (3).
Isolat 741, (4) Isolat 743, (5). Isolat 745, (6) Isolat
HCW 157, (7) Isolat HCI-I, (8) Isolat Adelaide 157.

78



Fisalah Pertemuan Nmiah Penelitian dan Pengembangan Teknologi Isotop dan Radiasi, 2000

M 1 2.3.4 =5 | ' M 1 6 7 ¢
bp bp
1353, [EE 1353
107 ' 1078:
878\ 872 — o
60;\ 603 __ B
310\" 310 R
281\ 281 - i bp
271 bp 271 [
234\ 2347 N
1945 L 194 -— R =140
118 — ~140 g9 —

Gambar 2. Amplitiknsi DNA isolnt bakleri &. colt EHEK O157:117 dengan kongentraei

10 ng/m| menggimakan pasangan primer SL'T'L-F dan SLTT-R pada elekivoforesis
gel agaroge.
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Gambar 3. Amplifikasi DNA isolaf bakteri £ colt EHEK 0157:17 denenn konsentragi

1 ng/ml menggunalcan pasangan primer SLT1-F dan SUT1-R pada elcktroforosis
gel agarose.
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DISKUSI
BASRIL SUDRADJAT ISKANDAR
Dari beberapa metode yang disebutkan terdahulu 1. Untuk mendeteksi DNA E. coli pada konsentrasi
(kultur, ELISA dan PCR), mana yang paling ekonomis ? rendah 1 mg/ml, apakah ada cara lain yang lebih
sederhana dan murah ?
DADANG 2. Kalau ada, apa perbedaan dengan yang diteliti
(metode PCR) ?

Metode PCR yang lebih ekonomis, dibandingkan
dengan metode konvensional (kursus, ELISA) karena DADANG

selain cepat, sensitip dan spesefik.
1. Tidak ada, hanya dengan metode PCR yang dapat

mendeteksi adanya E. coli, dengan menguji DNA
yang pada konsentrasi dibawah 1 mg.
2. Tidak ada.
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