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RINGKASAN

Sebagian besar kasus keracunan makanan yang berasal dari bakteri disebabkan oleh
konsumsi makanan yang mengandung Staphylococcus aureusa. S.aureus termasuk bakteri
berbahaya, karena mampu memproduksi racun yang disebut enterotoksin, racun tersebut
memiliki masa inkubasi satu hingga delapan jam. Gejala yang ditimbulkan akibat keracunan
tersebut di antaranya sakit perut, muntah, dan diare. S. aureus mudah ditemukan di
lingkungan hidup kita seperti udara, kotoran, air, susu, dan makanan lainnya. Beberapa kasus
keracunan di Indonesia yang disebabkan oleh konsumsi minuman susu tercatat sebagai
berikut. Pada bulan September 2004 telah terjadi keracunan susu pada 72 siswa Sekolah
Dasar (SD) di Tulung Agung Jawa Timur. Kasus yang sama juga menimpa pada 300 siswa di
salah satu SD di kota Bandung, begitu pula di Surabaya Jawa Timur keracunan susu terjadi
pada 73 orang karyawan Supermarket Carefour. Pada tanggal 2 Juni 2009, 10 siswa SD di
Cipayung Jakarta Timur dan 293 siswa SD di Kecamatan Sindangkarta, Kabupaten Bandung
mengalami keracunan setelah mengkonsumsi minuman susu. Hasil analisis Badan
Pemeriksaan Obat dan Makanan (BPOM) keracunan tersebut disebabkan oleh Escheria coli
dan Staphylococcus aureus.

Keutamaan penelitian adalah seringkali telah dilakukan penelitian biologi molekuler yang
berkaitan dengan Staphylococcus aureus sebagai isolat menggunakan gen 16S rRNA, tetapi
pada penelitian kali ini digunakan gen 23S rRNA. Salah satu keunggulan penggunaan 23S
rRNA adalah mengandung sekuen lebih panjang, sisipan dan atau penghapusan yang unik,
dan diprediksi memiliki resolusi filogenetik lebih baik karena variasi urutannya lebih tinggi
(Ludwig & Schleifer,1994). Di samping itu, gen 23S rRNA juga mengandung conserved
region untuk mendesain primer dengan derajat kesamaan hampir sama dengan primer untuk
gen 16S rRNA (Hunt et al,2006).

Penelitian ini bertujuan mendeteksi gen enterotoksin dan exfoliatif asal isolat S. aureus
susu sapi perah dan susu kambing yang berasal dari Desa Cijeruk, Bogor.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah Polymerase Chain Reaction (PCR)
dengan prosedur kerja meliputi desain primer, preparasi DNA, amplifikasi gen 23S rRNA,
amplifikasi gen penyandi enterotoksin dan exfoliatif, sekuensing DNA, dan analisis data.
Hasil penelitian menunjukkan berhasil dilakukan preparasi DNA Staphylococcus aureus
ditandai dengan terbentuknya endapan DNA berupa serabut-serabut berwarna putih,
konfirmasi isolat S. aureus melalui amplifikasi gen 23S r RNA menunjukkan hasil positif
ditandai dengan terbentuknya band pada ukuran 2720 bp. Amplifikasi gen enterotoksin dan
exfoliatif memberikan hasil positif terhadap amplifikasi gen sea, seb, dan eta untuk 2 isolat
(susu sapi perah dan susu kambing). Hasil positif tersebut ditandai dengan munculnya
fragmen DNA dengan panjang spesifik (121 bp) untuk sea, 477 bp untuk seb, 119 bp untuk
eta. Hasil negatif (fragmen tidak muncul) terjadi pada amplifikasi gen etb baik untuk susu
sapi perah maupun susu kambing.

Kesimpulan menggunakan metode PCR dapat dideteksi adanya gen sea, seb, dan eta pada
isolat S. aureus asal susu sapi perah dan susu kambing dari Desa Cijeruk, Bogor.
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BAB |I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Sebagian besar kasus keracunan makanan yang berasal dari bakteri disebabkan oleh
konsumsi makanan yang mengandung Staphylococcus aureus. S. aureus mudah ditemukan di
lingkungan hidup kita seperti udara, kotoran, air, susu, dan makanan lainnya. Bahkan pada
hewan maupun manusia sendiri merupakan reservoir utama bagi pertumbuhan S. aureus.
Pada manusia, bakteri ini merupakan patogen penting sebagai penyebab timbulnya berbagai
kasus penyakit seperti keracunan makanan, infeksit kulit, endokarditis, pneumonia,
osteomielitis, sepsis artritis, dan enshefalitis (Tseng et al., 2004). Di samping faktor
lingkungan turut berkontribusi terhadap peningkatan kontaminasi bakteri tersebut, rendahnya
tingkat sanitasi pekerja diduga pula sebagai pemicu masuknya S. aureus ke dalam rantai
pangan sehingga terjadi keracunan.

Beberapa kasus keracunan yang disebabkan oleh konsumsi makanan maupun
minuman susu tercatat sebagai berikut. Pada tahun 2007 telah terjadi keracunan makanan
terhadap 36 orang akibat mengonsumsi makanan ringan (snack) di salah satu hotel di Padang
Sumatera Barat. Berdasarkan hasil uji klinis laboratorium diketahui sampel makanan positif
mengandung S. aureus (Gentina et al., 2008). Pada tahun 2010, terjadi peristiwa keracunan
makanan terhadap ratusan warga Desa Pasawahan Kecamatan Tarogong Kaler, Garut
sehingga kasusnya termasuk kejadian luar biasa. Gejala yang ditimbulkannya antara lain
perut mual, kepala pusing bahkan disertai muntah-muntah dan badan lemas. Keracunan
tersebut diduga kuat disebabkan oleh tiga jenis bakteri, yaitu Staphylococcus aureus, Candida
sp, dan Basillus sp. Menurut Suwito (2010), bulan September 2004 telah terjadi keracunan
susu pada 72 siswa Sekolah Dasar (SD) di Tulung Agung Jawa Timur. Kasus yang sama juga
menimpa pada 300 siswa di salah satu SD di kota Bandung, begitu pula di Surabaya Jawa
Timur Kkeracunan susu terjadi pada 73 orang karyawan supermarket. Pada tanggal 2 Juni
2009, 10 siswa SD di Cipayung Jakarta Timur dan 293 siswa SD di Kecamatan Sindangkarta,
Kabupaten Bandung mengalami keracunan setelah mengkonsumsi minuman susu. Hasil
analisis Badan Pemeriksaan Obat dan Makanan (BPOM) keracunan tersebut disebabkan oleh
Escheria coli dan Staphylococcus aureus (Suwito, 2010).

Faktor virulensi Staphylococcus aureus terdiri dari antigen (capsule dan adhesins),
enzim (coagulase, lipase, hyaluronidase, staphylokinase, dan nuclease), serta sebanyak 7
toksin yaitu a-toksin, B-toksin, &-toksin, P-V Leukocidin, enterotoksin, exfoliatif toksin, dan
toxic shock syndrome toxin (TSST). Staphylococcus aureus termasuk bakteri berbahaya,

karena mampu memproduksi racun yang disebut enterotoksin, racun tersebut memiliki masa
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inkubasi satu hingga delapan jam. Gejala yang ditimbulkan akibat keracunan tersebut di
antaranya sakit perut, muntah, dan diare (Kitamoto et al., 2009). Keracunan yang disebabkan
olen S. aureus tergolong dalam kasus intoksikasi, yakni tertelannya enterotoksin yang
dihasilkan S. aureus melalui makanan. Enterotoksin stafilokoki dapat menyebabkan
keracunan pada doses yang sangat rendah, yaitu 0,5 ng/ml (Balaban & Rasooly, 2000).

Infeksi yang berhubungan dengan beberapa kasus keracunan makanan oleh S. aureus
cenderung disebabkan oleh toksin yang khas yaitu TSST, enterotoksin, dan exfoliatif toksin
(Dinges, et al., 2000). Hasil riset Kusumaningrum dan Prasetyo (2012), terdeteksi adanya gen
penyandi TSST-1 pada isolat S. aureus asal susu kambing dan susu sapi perah dari Bogor.
Diduga kuat bahwa TSST yang dihasilkan oleh S. aureus merupakan penyebab utama
keracunan makanan, karena banyaknya kemiripan aktivitas biologi antara TSST-1 dengan
staphylococcal enterotoksin (Waldvogel, 1995). Hal tersebut diperkuat oleh hasil penelitian
Yarwood et al., (2002) yang menyatakan bahwa, enterotoksin terlibat secara bersama dalam
aktivitas biologi. Sebagai satu kesatuan untuk kelengkapan informasi keracunan makanan dan
infeksi yang ditimbulkan S. aureus asal susu kambing dan susu sapi perah dari Bogor, dalam
riset saat ini faktor virulensi yang diteliti adalah enterotoksin dan exfoliatif toksin.

Keutamaan penelitian adalah seringkali telah dilakukan penelitian biologi molekuler
yang berkaitan dengan Staphylococcus aureus sebagai isolat menggunakan gen 16S rRNA,
tetapi pada penelitian kali ini digunakan gen 23S rRNA. Salah satu keunggulan penggunaan
23S rRNA adalah mengandung sekuen lebih panjang, sisipan dan atau penghapusan yang
unik, dan diprediksi memiliki resolusi filogenetik lebih baik karena variasi urutannya lebih
tinggi (Ludwig & Schleifer,1994). Di samping itu, gen 23S rRNA juga mengandung
conserved region untuk mendesain primer dengan derajat kesamaan hampir sama dengan
primer untuk gen 16S rRNA (Hunt et al,2006).

B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian untuk mendeteksi gen enterotoksin dan exfoliatif asal isolat S.
aureus susu sapi perah dan susu kambing yang berasal dari Bogor (Desa Cijeruk) dengan
metode PCR.

C. Luaran Penelitian
Luaran dari Penelitian Hibah Bersaing ini di samping publikasi ilmiah dalam jurnal

terakreditasi nasional dan seminar.



BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Karakteristik Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif, berbentuk bulat (coccus),
berdiameter 0,5-1,5 um, bergerombol seperti buah anggur, non motil, tidak berspora, bersifat
anaerob fakultatif, menghasilkan koagulase, membentuk pigmen kuning keemasan pada
nutrient agar serta memfermentasi glukosa dengan mannitol. Staphylococcus aureus tahan
terhadap lisozim, suhu optimum untuk pertumbuhannya adalah 35-37°C, dengan suhu
minimum 6,7°C dan maksimum 45,5°C, bakteri tersebut dapat tumbuh pada pH optimum
sekitar 7,0-7,5. Todar (2005), menyatakan bahwa S. aureus mempunyai ciri-ciri yang khas
antara lain adanya sifat hemolitik pada media agar darah, oksidase negatif, tumbuh pada suhu
15-45°C dalam NaCl dengan konsentrasi hingga 15%. Karekteristik penting Staphylococcus
aureus adalah pembentukan pigmen koloni yang umumnya berwarna kuning keemasan, dan
betahemolisis positif pada blood agar. Kedua karekter tersebut juga dimiliki strain
Staphylococcus epidermidis, tetapi terdapat karakter yang membedakan Staphylococcus
aureus dengan Staphylococcus epidermidis yaitu kemampuannya memproduksi nuklease
tahan panas (Ash, 2000).

B. Enterotoksin

S. aureus banyak menyebabkan variasi infeksi pada manusia maupun infeksi yang
diperoleh dari rumah sakit (nosokomial). Enterotoksin merupakan salah satu faktor virulensi
yang dihasilkan oleh galur S. aureus dan umumnya sebagai penyebab keracunan makanan.
Toksin tersebut seringkali dikaitkan sebagai penyebab kasus foodborne disease di berbagai
belahan dunia. Staphylococcal enterotoksin (SE) adalah kelompok protein globular,
diproduksi oleh sel bakteri selama pertumbuhan, dengan bobot molekul 28.000-35.000
dalton. SE merupakan agen yang menyebabkan sindrom keracunan dalam makanan baik pada
manusia maupun hewan (Dinges et al., 2000 dan Omoe et al.,2002). Sekitar 50% galur S.
aureus memproduksi enterotoksin yang dapat menimbulkan keracunan pangan pada manusia
(Omoe et al., 2002). S. aureus menjadi perhatian khusus dalam pengendalian penyakit
infeksius karena bakteri ini mempunyai faktor-faktor patogenitas yang berperan dalam
mempertahankan diri terhadap sistem kekebalan tubuh hospes. Diketahui pula bahwa bakteri
tersebut telah resisten terhadap beberapa macam antibiotika (Todar, 2005). Enterotoksin

stabil terhadap panas, air, dan garam terlarut (Thomas et al., 2007).



Berbagai riset berkaitan dengan peranan S. aureus sebagai patogen penting pada
manusia  telah banyak dilakukan dan sampai sekarang telah teridentifikasi 19 jenis
enterotoksin S. aureus, yakni Staphylococcal Enterotoxin A (SEA), SEB, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SET, dan SEU
(Williams et al., 2000; Akineden, et al., 2001; Orwin, et al., 2002; Yarwood et al., 2002;
Letertre et al., 2003; Omoe et al., 2002; Tseng et al., 2004). Kesembilan belas jenis SE (SEA
hingga SEO) diidentifikasi berdasarkan antigenisitasnya dan dinamakan dengan huruf abjad
secara berurutan berdasarkan waktu penemuannnya. Enterotoksin F tidak ada sebab telah
dialokasikan sebagai sebuah protein yang bukan enterotoksin, yaitu toxic shock syndrome
toxin (TSST) (Gilmour & Harvey, 1990).

C. Toksin Exfoliatif

Toksin exfoliatif (toksin pengelupas) disebut juga toksin epidermolitik, merupakan
faktor virulensi bagi Staphylococcus aureus. S. aureus menghasilkan sejumlah besar penentu
virulensi meliputi protease, enterotoksin, toksin sitolitik, protein A, clumping factor dan
virulensi lainnya, yang diduga berperan penting dalam membentuk dan memelihara infeksi
yang disebabkan oleh bakteri tersebut. Exfoliatif merupakan satu dari beberapa protein
ekstraseluler, dikenal sebagai penyebab melepuhnya kulit atau staphylococcal scalded skin
syndrome (SSSS) (Ladhani et. al., 1999). Beberapa strain Staphylococcus aureus mampu
menghasilkan satu atau keduanya dari toksin exfoliatif ETA dan ETB. Kedua toksin exfoliatif
tersebut secara serologis berbeda namun terdapat kemiripan terutama pada aktivitas biologi
dan derajat kesamaan genetiknya. Toksin exfoliatif A (ETA) merupakan produk gen
kromosomal sebaliknya ETB merupakan produk gen plasmid (Marrack & Kappler, 1990).



BAB I1l. METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian akan dilaksanakan di laboratorium terpadu Seameo Biotrop, Bogor selama 8

bulan dari bulan April sampai November 2013.

B. Bahan dan Alat
Bahan: - Isolat bakteri Staphylococcus aureus dari susu sapi perah dan susu kambing dalam
glycerol berasal dari Desa Cijeruk, Bogor
- Penanda DNA (DNA marker) dan Primer
- Media PAD/media plat agar darah
- Bahan kimia untuk preparasi DNA
Alat: - Sentrifus
- Vortex
- Peralatan gelas
- Tabung eppendorf
- Qiamp tissue kit
- Mesin GeneAmp~PCR system 2400

C. Prosedur kerja

Secara ringkas prosedur kerja dalam penelitian meliputi kegiatan isolasi sampai
dengan deteksi gen exfoliatif (ETA dan ETB) dan gen enterotoksin (SEA dan SEB) pada
isolat Staphylococcus aureus asal susu sapi perah dan susu kambing Desa Cijeruk, Bogor.
Adapun tahapan penelitian sebagai berikut: desain primer, preparasi DNA, amplifikasi gen
23S rRNA, amplifikasi gen penyandi enterotoksin dan exfoliatif.

1. Desain Primer

Desain primer oligonukleotida spesifik untuk gen 23S rRNA, dan gen penyandi SEA,
SEB, ETA, dan ETB dilakukan berdasarkan database dari genebank dengan menggunakan
program Clustal W. pasangan primer dipilih pada daerah yang konserv. Selanjutnya primer
oligonukleotida dianalisis dengan menggunakan software Design Oligoprimer. Urutan basa
primer untuk mengamplifikasi gen 23S rRNA dan gen penyandi SEA, SEB, ETA, dan ETB

sebagai berikut:



Gene F/IR Urutan basa Produk PCR

23S rRNA F AGCGAGTTACAAAGGACGAC 2720 bp
R AGCTCAGCCTTAACGAGTAC

sea F TTGGAAACGGTTAAAACGAA 121 bp
R GAACCTTCCCATCAAAAACA

seb F TCGCATCAAACTGACAAACG 477 bp
R GCAGGTACTCTATAAGTGCC

eta F CTAGTGCATTTGTTATTCAA 119 bp
R TGCATTGACACCATAGTACT

etb F ACGGCTATATACATTCAATT 200 bp
R TCCATCGATAATATACCTAA

2. Preparasi DNA

Molekul deoxyribonucleic acid (DNA) dari S. aureus diekstraksi dan dipurifikasi
dengan menggunakan Qiamp tissue kit (Qiagen, Hilden, Jerman) sesuai dengan prosedur
yang telah ditentukan oleh pabrik. Bakteri ditanam dalam media plat agar darah selama 18-24
jam, suhu 37°C. Kemudian, 5-10 koloni bakteri disuspensikan dalam buffer TE 180 ul (10
mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8, setelah itu, tambahkan 5 pl lisostaphin (1,8 U/ul). setelah
itu, inkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C, tambahkan 25 pl proteinase K (14,8 mg/ml)
dan 200 ul buffer AL (yang berisi reagen AL1 dan AL2). Suspensi bakteri diinkubasi selama
dua jam pada suhu 56°C, kemudian dilakukan vortex supaya homogen. Suspensi dipanaskan
pada suhu 95°C dalam waktu 10 menit, dan kemudian didinginkan pada suhu 4°C dalam
waktu 10 menit, kemudian suspensi disentirifus 6000 g selama 15 menit. Sebanyak 420 pl
etanol ditambahkan ke dalam masing-masing sampel dan ditempatkan di atas tabung koleksi
dan sampel dicuci dua kali dengan menggunakan 500 ul buffer AW. Kolom Qiamp kemudian
disentrifus 6000 g dalam waktu tiga menit, setelah itu tempatkan kolom di atas tabung
eppendorf dan DNA yang ada pada kolom dielusi dengan 200 ul buffer AE. Hasil eluat dari
sampel DNA akan disimpan pada suhu -20°C (Salasia et al., 2004).

3. Amplifikasi gen 23S rRNA dengan PCR (Coen, 2001)

Amplifikasi gen 23S rRNA dari S. aureus dengan PCR pada penelitian ini akan
menggunakan mesin GeneAmpRPCR system 2400 (Parkin Elmer). Proses amplifikasi
dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi awal selama 5 menit pada suhu 94°C
selanjutnya diikuti dengan 94°C selama 30 detik untuk denaturasi, 50-60°C selama 45 detik
untuk penempelan primer (annealing), 72°C selama 1 menit untuk pemanjangan (elongation);
amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus kemudian diakhiri 5 menit pada 72°C. DNA total

hasil ekstraksi digunakan sebagai DNA cetakan untuk proses amplifikasi. Komposisi 50 pl



campuran pereaksi PCR terdiri atas 2,5 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, 100-300 ng DNA
cetakan, 20-100 pmol masing-masing primer dan 2 U Taq polymerase beserta buffernya.
Produk hasil PCR dideteksi dengan cara dimigrasikan pada gel agarose 1,5% dengan
menggunakan buffer 1XTBE dalam peranti Submarine Electrophoresis (Hoefer, USA).
Pengamatan dilakukan dengan bantuan sinar UV (A = 300 nm) setelah gel diwarnai dengan
cybersave (Invitrogen). Penanda DNA dengan ukuran 100 pb digunakan sebagai petunjuk

berat molekul.

4. Amplifikasi gen enterotoksin dan exfoliatif

Amplifikasi gen enterotoksin dan exfoliatif dari S. aureus dengan PCR pada penelitian
ini akan menggunakan mesin GeneAmp“PCR system 2400 (Parkin Elmer). Proses
amplifikasi dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi awal selama 5 menit pada
suhu 94°C selanjutnya diikuti dengan 94°C selama 30 detik untuk denaturasi, 50-60°C selama
45 detik untuk penempelan primer (annealing), 72°C selama 1 menit untuk pemanjangan
(elongation); amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus kemudian diakhiri 5 menit pada 72°C.
DNA total hasil ekstraksi digunakan sebagai DNA cetakan untuk proses amplifikasi.
Komposisi 50 pl campuran pereaksi PCR terdiri atas 2,5 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, 100-300
ng DNA cetakan, 20-100 pmol masing-masing primer dan 2 U Taqg polymerase beserta
buffernya. Produk hasil PCR dideteksi dengan cara dimigrasikan pada gel agarose 1,5%
dengan menggunakan buffer 1XTBE dalam peranti Submarine Electrophoresis (Hoefer,
USA). Pengamatan dilakukan dengan bantuan sinar UV (A = 300 nm) setelah gel diwarnai
dengan cybersave (Invitrogen). Penanda DNA dengan ukuran 100 pb digunakan sebagai
petunjuk berat molekul.



BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Preparasi DNA Staphylococcus aureus

Kegiatan preparasi genom DNA bakteri merupakan awal dari rangkaian kegiatan
penelitian, dan Qiamp tissue kit produk Qiagen, Hilden, Jerman adalah kit yang digunakan
untuk mengekstrasinya. Dalam preparasi tersebut terdapat perlakuan pemberian panas dan
enzim katalitik. Hal tersebut dilakukan karena Staphylococcus aureus termasuk dalam
kelompok bakteri Gram positif yang memiliki karakteristik struktur dinding sel mengandung
lapisan tebal peptidoglikan, protein, asam teikoat, asam teikuronat, dan polisakarida. Kondisi
tersebut juga memungkinkan setiap unsur saling mengikat dengan ikatan kimia yang cukup
kuat (Todar, 2005).
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Gambar 1. Struktur dinding sel bakteri gram positif

Sumber:http://2.bp.blogspot.com/-KbIWIfdQOIk/T9ftApmUGZI/AAAAAAAAATI/dz egPHIyGl/s1600/
New+Picture+%281%29.png

Fungsi penambahan EDTA dalam proses preparasi genom DNA bakteri dimaksudkan
untuk mengikat ion Ca®* dan Mg®* pada dinding sel bakteri sehingga komponen polisakarida
mengalami hidrolisis. lon magnesium tersebut berfungsi untuk mempertahankan integritas sel
dan aktivitas enzim nuklease yang merusak asam nukleat (Hugo & Russel, 1987).
Penambahan lisozim pada proses pelisisan dinding sel bakteri merupakan lanjutan kegiatan
preparasi genom DNA karena diketahui bahwa dinding sel S. aureus relatif sensitif terhadap
enzim lisozim (Tortora et al., 2007). Ditegaskan pula oleh Muladno (2002) enzim tersebut
dapat menghidrolisis ikatan glikosidik p (1-4) dari N-acetylglucoseamine (NAG) dan N-
acetylmuramic acid (NAM).

Selain itu, juga diberikan enzim proteinase K dengan tujuan untuk mendegradasi

protein-protein pengotor yang terdapat pada isolat. Residu-residu pengotor (debris) dalam
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bentuk protein, oligopeptida, dan sisa-sisa dinding sel selanjutnya diekstrak dengan pelarut
organik untuk membantu denaturasi dan koagulasi protein. Protein sebagian besar akan
mengalami presipitasi pada interfase antara fase organik dan fase aqueous. Fase aqueous
yang bening dan mengandung DNA dipindahkan ke tabung eppendorf baru, melalui
sentrifugasi dilakukan pembersihan debris sel sehingga diharapkan hanya tertinggal DNA.

Tahap berikutnya adalah penambahan garam, etanol, dan perlakuan dingin untuk
mengendapkan DNA sehingga membentuk serabut-serabut berwarna putih. Di samping itu,
penambahan etanol dimaksudkan juga untuk mencuci DNA dari oligonukleotida-
oligonukleotida kecil, sisa-sisa deterjen, dan sisa-sisa pelarut organik pada waktu
menghilangkan protein. Menurut Taylor et al.( 2005), untuk menghindari terjadinya

aktivitas enzim nuklease maka DNA yang diperoleh harus disimpan pada suhu -20°C.

B. Amplifikasi gen 23S rRNA

Salah satu aktivitas molekuler yang terjadi di dalam Ribosom yakni saat molekul
RNA bekerja membawa informasi genetik dari DNA sampai menjadi protein. Diketahui
bahwa RNA ribosom (rRNA) merupakan komponen utama penyusun ribosom (65%), di
samping protein, lemak, dan ion logam tertentu. Pada organisme prokariota, ribosom terdiri
atas dua subunit, yakni subunit 50S ( besar) dan subunit 30S (kecil). Subunit 50S berisi 23S,
5S rRNA, dan lebih dari 30 protein, sedangkan subunit 30S rRNA terdiri atas 16S dan 20
protein (Doolittle, 1999). Menurut De Rijk (1995) dan Cedergren et al. (1988), secara umum
16S dan 23S rRNA merupakan dasar dari pohon filogenetik, sementara 5S rRNA tidak,
karena dianggap tidak mengandung sekuen cukup panjang sehingga tidak dapat digunakan
untuk perbandingan statistik secara signifikan.

Menurut Ludwig & Schleifer (1994), mengapa gen 23S rRNA diunggulkan daripada
gen 16S rRNA, diantaranya karena gen 23S rRNA mengandung sekuen lebih panjang, sisipan
dan atau penghapusan yang unik, dan diprediksi memiliki resolusi filogenetik lebih baik
karena variasi urutannya lebih tinggi. Bahkan ditegaskan pula oleh Hunt et al. (2006), bahwa
gen 23S rRNA juga mengandung daerah conserved untuk mendesain primer dengan derajat
kesamaan hampir sama dengan primer untuk gen 16S rRNA.

Pada penelitian ini, pemeriksaan bakteri Staphylococus aureus dilakukan dengan
PCR yang merupakan metode uji mikrobiologis yang lebih sensitif jika dibandingkan dengan
metose konvensional. Primer oligonukleotida yang digunakan pada penelitian ini merupakan
primer oligonukleotida spesifik untuk amplifikasi target gen 23S rRNA. Amplifikasi gen 23S
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rRNA dilakukan untuk mengkonfirmasi bahwa isolat yang digunakan. Ke dua isolat tersebut
(S.aureus dari susu kambing dan susu sapi) setelah dilakukan elektroforesis dan diamati
menggunakan UV iluminator, nampak adanya band pada ukuran 2720 bp, hal tersebut sesuai
dengan ukuran primer untuk 23S rRNA S.aureus yang didesain. Jadi hal tersebut menguatkan
bahwa ke dua isolat adalah S.aureus, dan sejalan dengan Pei et al. (2009) yang menyatakan
bahwa penggunaan spesifik primer untuk amplifikasi gen 23S rRNA terbukti bermanfaat
untuk identifikasi spesies dari genus Staphylococcus. Kondisi reaksi PCR yang digunakan
pada penelitian ini sesuai untuk mengamplifikasi gen 23S rRNA yang terdapat pada genom
isolat S. aureus. Kriteria kondisi reaksi PCR yang dimaksud meliputi predenaturasi suhu
94°C, 5 menit, denaturasi 94 C, 40 detik, annealing 55 C, 1 menit, elongasi 72°C, 1 menit,
postelongasi 72°C, 5 menit dengan siklus 35 kali putaran. Kesesuaian kondisi amplifikasi
tersebut, tampak dari hasil amplifikasi gen 23S rRNA dengan dielektroforesis menggunakan
1,5% gel agarose, yang dilanjutkan dengan visualisasi pada UV transluminator. Pada Gambar
2 tampak fragmen/band 23S rRNA teramplifikasi sangat jelas, berpita tunggal, dan berukuran
2720 bp (sesuai dengan database GeneBank).

M SS SK

2720 bp

Gambar 2. Elektroforesis hasil amplifikasi gen 23S rRNA sampel S. aureus
menggunakan agarose 1,5% berturut-turut M (marker), SS (susu sapi) dan
SK (susu kambing).

C. Amplifikasi gen enterotoksin dan exfoliatif

Uji karakter keberadaan faktor virulensi dua isolat S. aureus yakni susu kambing dan
susu sapi dilakukan dengan mengamplifikasi gen enterotoksin dan exfoliatif menggunakan
metode PCR. Amplifikasi gen enterotoksin S. aureus dilakukan menggunakan primer khusus

dengan program PCR yang ditetapkan berdasarkan referensi (Salasia et al., 2001). Optimasi
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yang dilakukan pada penelitian ini, menggunakan dua pasang primer oligonukleotida yaitu
primer enterotoksin dan exfoliatif. Optimasi PCR menggunakan mix PCR Kapa Robust
dengan konsentrasi 12,5 ul, primer Forward (F) dan Reverse (R) masing-masing 1 pl,
konsentrasi DNA template 1 pl dan konsentrasi ddH,O sebanyak 9,5 pl untuk memenuhi
volume akhir tiap sampel 25 pl. Tujuan optimasi PCR untuk mendapatkan kondisi PCR yang
optimal sehingga dihasilkan produk PCR yang spesifik, yaitu terbentuk pita DNA tebal
dengan panjang sesuai yang diharapkan dan tidak terbentuk dimer primer, smear, atau
multiband (Innis & Gelfand, 1990). Data sekuen isolat yang digunakan untuk merancang
primer enterotoksin dan exfoliatif adalah data isolat yang diperoleh dari GeneBank. Primer
enterotoksin (sea dan seb) dan exfoliatif (eta dan etb) didesain sendiri menggunakan program
primer3 online.

Hasil yang diperoleh pada penelitian ini yaitu 2 isolat memberikan hasil positif
terhadap amplifikasi gen sea, seb, dan eta. Hasil positif tersebut ditandai dengan munculnya
fragmen DNA dengan panjang spesifik (121 bp) untuk sea, 477 bp untuk seb, 119 bp untuk
eta, baik pada susu sapi maupun susu kambing. Besaran panjang fragmen tersebut sesuai
dengan produk PCR dari database GeneBank dan referensi. Menurut Omoe et al. (2002),
sekitar 50% galur S. aureus memproduksi enterotoksin yang dapat menimbulkan keracunan
makanan pada manusia. Adapun isolat yang memberikan hasil negatif (fragmen tidak
muncul) adalah amplifikasi gen etb untuk susu sapi dan susu kambing. Hal ini
mengindikasikan bahwa pada S. aureus kedua isolat tidak memproduksi exfoliatif khususnya
eth. S. aureus yang dapat menghasilkan enterotoksin hanya sekitar 30%. Enterotoksin yang
dilepaskan ke makanan berisiko menyebabkan keracunan makanan (food intoxication) pada
konsumen (Halpin-Dohnalek dan Marth, 1989 yang dikutip oleh Forsythe dan Hayes, 1998).
Terdapatnya S. aureus dalam jumlah besar pada makanan tidak berarti bahwa enterotoksin
dihasilkan. Banyak faktor yang mempengaruhi produksi enterotoksin, antara lain jenis
makanan, nilai pH (enterotoksin sedikit dihasilkan pada pH di bawah 5.0), suhu (suhu
optimum produksi enterotoksin 37 °C, namun rentang suhu cukup lebar), keberadaan oksigen
(produksi enterotoksin buruk pada kondisi anaerob) dan keberadaan mikroorganisme lain

yang dapat menghambat pertumbuhan S. aureus (Forsythe & Hayes, 1998).
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M seb seb sea sea etbeta etb eta

SS SK SS SK SK SK SS SS

Gambar 3. Hasil elektroforesis gen enterotoksin (sea, seb) dan exfoliatif (eta, eth). M=
Marker, SS= susu sapi, SK= susu kambing
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BAB V. KESIMPULAN

Berdasarkan uraian pembahasan dapat disimpulkan bahwa dengan menggunakan
metode PCR dapat dideteksi adanya gen sea, seb, dan eta pada isolat S. aureus asal susu sapi

perah dan susu kambing Desa Cijeruk, Bogor.
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