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ABSTRACT

SUPAR. 1996. The detection of K88, K99 fimbrial antigen and enterotoxin genes of Escherichia coli isolated from piglets and calves with diarrhoea
in Indonesia Jurnal lbnu Ternak ran Veteriner 2 (1) .

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains cause diarrhoeal disease in piglets and calves in Indonesia. These strains possess two
virulence factors namely attachment and enterotoxin antigens . These factors could be detected phenotypically and genetically. Haemolytic
Escherichia coli (E coli) isolates possessing K88 fimbrial antigen associated with 0-group 108 and 149. They were positive for K88 gene and
demonstrated their ability to produce heat labile enterotoxin (LT) and genetically were all positive for LT gene . Seventeen isolates ofE coli K88
which associated with 0-group 149 were positive forSTb gene, other O-serotypes were negative . Ten isolates of Ecoli K88 which associated with
0-group 108 possessed K88, K99, LT and STa genes, but negative for STb gene . However, phenotypically the K99 antigen and STa toxin were
not expressed under laboratory conditions, the reason was not well understood . E. coli K99 strains isolated from calves with diarrhoea were all
associated with 0-group 9 and produced STa toxin when tested by suckling mousse bioassay. The E. coli K99 calf isolates were all hybridized with
K99 and STa gene only . It is likely that K99 gene is associated with STa gene . The DNA hybridization technique is more convenience to be used
for confirmation diagnosis ofcolibacillosis, however, not all veterinary laboratories could perform these tests .

Keywords: Excherichia coli, probe, gene detection, virulence determinant

SUPAR. 1996 . Deteksi gen pengendali sintesis antigen perlekatan K88, K99 ran enterotoksin pada Escherichia coli yang diisolasi dari anak babi
ran anak sapi pederita diare di Indonesia Jurnal lbnu Ternak dai Veteriner 2 (I) .

Escherichia coli enterotoksigenik (ETEC) merupakan agen penyebab diare pada anak babi ran anak sapi . Bakteri tersebut mempunyai 2 faktor
virueenci yaitu : antigen perlekatan ran enterotoksin . Kedua faktor tersebut dapat dideteksi secam fenotipik ran genedk. Isolat E coli yang bersifat
hemolitik ran mempunyai antigen perlekatan K88 tergolong dalam serogrup-01os ran -Or4v. Semua mempunyai gen pengendali sintesis antigen
perlekatan K88 ran gen enterotoksin yang tidak tahan panes (heat-labile toxin = LT) mampu memproduksi toksin in vitro di bawah kondisi
laboratorium . Sebanyak 17 isolat E. coli K88 yang tergolong dalam serogrup-0149 mempunyai gen enterotoksin tahan panas (heat-stable toxin =
STb) tetapi tidak mempunyai gen sintesis toksin STA. Sepuluh isolat E. coli K88 yang tergolong dalam serogrup-Otas mempunyai gen K99, STa
ran LT, tetapi ddak mempunyai gen STb . Namun demikian secara fenotipik balueri ini tidak mampu memproduksi STa secara in vitro di bawah
kondisi laboratorium. Faktor yang menyebabkan tidak terjadi ekspresi tersebut, tidak diketahui . Semua isolat E coli K99 dari anak sapi diare
tergolong dalam serogroup-09, ran mampu memproduksi toksin tahan panac STa yang dapat dideteksi secara in vivo dengan suckling mouse
bioassay. Semua isolai tersebut menunjukkan adanya hibridisasi dengan gen probe K99 ran STa. Dari hacil penelitian ini diketahui bahwa E coli
K99 atau gen K99 hanya berasosiasi dengan gen toksin tahan panas (STa). Teknik hibridisasi gen probe lebih cocok ran lebih cepat dipakai untuk
konfirmasi diagnosis kolibasilosis, akan tetapi tidak semua laboratorium veteriner dapat mengerjakannya .

Kata kunci: Esherichia coli, probe, detekci gen, determinan virulensi

Escherichia coli enterotoksigenik (ETEC) merupa-
kan bakteri patogenik penyebab diare pada anak babi
ran anak sapi neonatal . Patogenik tersebut mengkoloni-
sasi permukaan usus halus dengan perantaraan antigen
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perlekatan atau antigen pili K88, K99, 987P atau F41,
memproduksi enterotoksin tahan panas (heat-stable
toxin = ST) ran enterotoksin yang tidak tahan panas
(heat-labile toxin = LT) (GAASTRA ran DE GRAAF,
1982). Toksin tahan panas (ST) dapat dibedakan
menjadi due macam, yaitu STa ranSTb, masing-masing



dapat menstimulasi sekresi cairan tubuh pada permukaan
usus halus . STa hanya aktif pada anak babi dan anak
sapi neonatal (GIANELLA dan DRAKE, 1979), sedangkan
STb hanya aktif pada anak babi sapihan clan menyebab-
kan diare pascasapih ( DOVE et al., 1979, KENNEDY et
al., 1984) . Meskipun sejumlah besar galur E. coli dapat
diisolasi dari anak babi dan anak sapi diare, akan tetapi
hanya sedikit galur yang mempunyai salah satu atau
kedua faktor virulensi . Pada awal penelitian diketahui
bahwa hanya E. coli serogrup 08 K87, 0147 K89, 0149
K91 clan 0157 yang dapat memproduksi antigen pili K88
clan galur ini menyebabkan diare pada anak babi
neonatal (SOJKA, 1971) . Selanjutnya pada tahan-tahun
berikutnya dilaporkan bahwa antigen pili K99, 987P dan
F41 ditemukan pada E. coli dari anak babi penderita
diare, galur tersebut tergolong dalam serogntp 09, 064,
01o1 (GuINEE et al., 1977 ; MOON et al, 1980 ; WILSON
dan FRANCIS, 1986 ; FAIRBROTHER et al., 1988) .

Upaya deteksi isolat E. coli patogen dari anak sapi
dan anak babi penderita diare di Indonesia telah dilaku-
kan dengan dikembangkannya metode deteksi antigen
perlekatan secara fenotipik dilakukan secara enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) dan koaglutinasi
(SUPAR, 1986) . E. coli yang mempunyai antigen K88,
K99, F41 atau 987P banyak diisolasi dari anak babi
penderita diare di Indonesia (SUPAR 1986, SUPAR et al.,
1988, 1989, 1991) . Galur tersebut tergolong dalam
serogrup-0-9, 20, 64, 108, 138, 149, 157, sedangkan dari anak
sapi diare hanya dapat diisolasi E. coli K99 yang
tergolong dalam serogroup 09 . Selanjutnya vaksin E.
coli multivalen yang mengandung semua jenis antigen
pili dan semua jenis antigen somatik dipakai untuk
pengendalian kolibasilosis pada anak babi di lapangan
(SUPAR dan HIRST, 1990) .

ETEC serotipe dari kasus diare pada anak babi di
Indonesia lebih komplek dibandingkan dengan yang
pernah dilaporkan di luar negeri (SOJKA, 1971 ; GuINEE
et al., 1977 ; MOON et al ., 1980 ; LINKS et al ., 1985 ;
WILSON dan FRANCIS, 1986; FAIRBROTHER et al., 1988,
SUPAR et al., 1988 . 1989, 1991) . Namun demikian
penelitian mengenai aspek genetik yang berhubungan
dengan antigen virulensi terhadap isolat ETEC belum
dilakukan . Dalam makalah ini dikemukakan hasil peneli-
tian deteksi gen pengendali sintesis antigen perlekatan
K88 clan K99 dan enterotoksin pada isolat ETEC dari
anak babi dan anak sapi penderita diare .
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Isolat bakteri

MATERI DAN METODE

Sebanyak 36 isolat E. coli bersifat positif K88 dan 6
bersifat negatif K88 diisolasi dari anak babi umur 4-10
hari clan menderita diare profus dari Daerah Khusus
Ibukota Jakarta serta 12 isolat E.coli K99 dari anak sapi
perah penderita diare profus di daerah Sukabumi dan
Bandung (SUPAR, 1986).

Uji fenotipik kemampuan memproduksi enterotoksin

Semua isolat diuji sifat enterotoksigenisitasnya se-
cara konvensional, yaitu deteksi enterotoksin yang tidak
tahan panas dilakukan dengan metode GMI ELISA clan
uji jaringan sel adrenal YI (SUPAR, 1987a), sedangkan
uji kemampuan produksi toksin STa dilakukan secara
suckling mouse bioassay (SUPAR, 1987a) .

DNA pelacak (probe)

DNA pelacak gen antigen pili K88, K99 dan entero-
toksin LT, STa dan STb disediakan oleh MONCKTON
dan HASSE dari Regional Veterinary Laboratory, Ben-
digo, Australia (1987) . DNA probe yang mempunyai
gen pengendali sintesis antigen K88 clan K99 dibuat dari
plasmid rekombinan pFM205 dan pRI9906-1 ; DNA
probe pengendali sintesis enterotoksin LT, STa, clan STh
dibuat berturut-turut dari plasmid pWD299, pRIT10036
dan pCHL6, sedangkan teknik untuk membuat DNA
probe mengikuti prosedur MONCKTON dan HASSE
(1988), secara ringkas sebagai berikut : Plasmid DNA
diisolasi dari E. coli kompeten yang ditumbuhkan pada
medium cair Luria-Bertani (LB) sesuai metode
MANIATIS et al. (1982) . Plasmid yang mengandung gen
K88 direaksikan dengan enzim restriksi endonuklease
EcoRI, dan untuk plasmid yang membawa gen K99
dipotong dengan enzin restriksi endonuklease Bgl II dan
SmaI, plasmid yang mengandung gen enterotoksin LT
(pWD299) dipotong dengan enzim restriksi HincIIII,
plasmid yang membawa gen toksin STa (pRIT10036)
dipotong dengan enzim restriksi Hinfi clan fragmen yang
berukuran 157 pasang-basa diisolasi . Probe untuk gen
pengendali STb dibuat dengan memotong plasmid
PCHL6 dengan enzim HindIII menghasilkan 2 fragmen,
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yakni fragmen dengan ukuran 1 kilo pasang-basa dipd-
tong dengan enzim restriksi Hinfl dan fragmen yang
berukuran 510 pasang-basa diisolasi . Isolasi plasmid
yang berukuran agak besar dengan gel agarose 0,8 atau
1,2%, sedangkan fragmen yang kecil diisolasi dari gel
poliakrilamid 10% (MANIATIS et al., 1982) . Fragmen
DNA untuk probe yang dilabel dengan radioisotop 32P
secara nick translation atau dengan oligo label seperti
yang dideskripsi oleh FEINBERG dan VOGELSTEIN (1983)
dengan 32P-dCTP. DNA fragmen yang tidak terlabel
dengan 32P dipisahkan dari yang terlabel meggunakan
gel filtrasi Sephadex G75 (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Sweden) .

Penyiapan koloni untuk hibridisasi

Tiap isolat bakteri ditumbuhkan pada media cair
Luria-Bertani (LB), diinkubasikan pada suhu 37°C
selama satu malam, kemudian disubkultur pada medium
agar LB dan diinkubasikan seperti sebelumnya. Se-
lanjutnya dipilih satu koloni terpisah dari setiap isolat
yang akan diuji dan ditumbuhkan pada permukaan me-
dium agar LB pada suatu titik . Letak titik inokulasi dari
masing-masing isolat diatur sedemikian rupa sehingga
tidak bersinggungan . Setelah inkubasi pada suhu 37°C
selama satu malam, kertas saring Whatman no 541 yang
telah dipotong selebar ukuran cawan Petri diletakkan di
atas koloni yang tumbuh pada permukaan medium agar
LB dan didiamkan selama 2 jam . Setelah itu kertas di-
angkat dan diletakkan pada kertas saring Whatman se-
demikian rupa sehingga posisi permukaan yang ada
koloni bakteri berada di atas . Dibuat lima kali ulangan
untuk lima macam hibridisasi .

Setelah itu kertas yang ada koloninya diletakkan da-
lam cawan Petri plastik dan diproses berturut-turut
sebagai berikut: 1) dijenuhi dengan larutan 10% sodium
dodecyl-sulfate (SDS) selama 3 menit, 2) diberi larutan
0,5 M NaOH selama 15 menit, 3) larutan 0,5 M
Tris-HCI pH 7,5 0,5 M Tris- HCl- 1,5 M NaCl 2x
masing-masing selama 15 menit . Kemudian dikeringkan
pada suhu kamar dan selanjutnya di dalam oven vakum
pada suhu 80°C selama 2 jam. Sampai pada tahap ini da-
pat langsung dilakukan hibridisasi atau disimpan selama
beberapa hari .

Hibridisasi DNA

Seperti halnya pada pembuatan DNA probe, hibri-
disasi DNA dilakukan di Regional Veterinary Labora-
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tory, Bendigo, Victoria, Australia. Setelah kertas What-
man yang terdapat DNA sampel E. coli selesai dipanas-
kan, kemudian dimasukkan ke dalam kantong plastik
(lima kantong) . Tahap-tahap hibridisasi mengikuti pro-
sedur MONCKTON dan HASSE (1988) dan MAINIL et al .
(1986), secara ringkas sebagai berikut: Ke dalam tiap
kantong plastik dimasukkan larutan penyangga (buffer)
hibridisasi yang terdiri 3XSSC (lX SSC ialah 0,15 M
NaCl + 0,015 sodium citrate), 10 X larutan Denhardt [ 1
X larutan Denhardt ialah 0,02 % Ficoll (berat molekul
400.000 buatan Pharmacia Fine Chemical Piscataway,
N.J .) + 0,02% bovine serum albumin ], 1 % larutan DNA
dari sperma salmon heat-denatured dan 0,01% SDS,
diinkubasikan selama 4 jam pada suhu 65°C. Setelah itu
dipindahkan ke dalam larutan penyangga (buffer) baru
yang mengandung 106 DNA probe yang mengandung
radioisotop 32P yang telah disiapkan di atas, kemudian
ditutup rapat . Reaksi hibridisasi dilakukan pada suhu
42°C selama satu malam sambil digoyang pada alat
Rotary agglutinator (Analite Pty . Ltd . Australia) .
Setelah hibridisasi selesai kemudian dilakukan pen-
cucian . Untuk probe K88 dicuci dua kali dengan larutan
2X SSC+ 0,1% SDS masing-masing selama 10 menit,
kemudian dengan larutan 0,2XSSC + 0,1% SDS selama
satu jam pada suhu 65°C . Untuk K99, dua kali pen-
cucian seperti pada K88 diikuti pencucian yang ke-3
satu kali pencucian dengan 1XSSC + 0,1% SDS selama
1 jam pada suhu 65°C . Untuk probe LT, STA dan STb
semua pencucian dilakukan dengan larutan 5XSSC+
0,1% SDS, selanjutnya dikeringkan pada suhu kamar.
Kertas Baring yang sudah kering diperiksa atau dieks-
posekan kepada film X-ray (Kodak) secara otoradiografi
selama satu malam pada suhu -70 °C . Film diproses dan
diamati adanya noda hitam pada film pada masing-
masing lokasi inokulasi . Noda hitam pada film tersebut
menunjukkan adanya reaksi hibridisasi antara gen probe
terlabel 32P pada DNA baktef E. coli spesimen yang
diperiksa.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Escherichia coli hemolitik yang diisolasi dari anak
babi penderita diare mempunyai antigen perlekatan atau
pili K88 . Sifat tersebut dapat dideteksi secara fenotipik
dengan uji koaglutinasi dengan antiserum monospesifik
K88 dan secara ELISA (SUPAR, 1986), dan hasil uji
DNA hibridisasi dengan probe K88 menunjukkan bah-
wa isolat tersebut mempunyai gen K88 (Tabel 1), se-
dangkan isolat yang E. colt tidak mengalutinasikan



reagen koaglutinasi K88, dalam uji DNA hibridisasi de-
ngan probe K88 juga bersifat negatif. Kedua teknik
tersebut dapat dipakai untuk konfirmasi diagnosis koli-
basilosis pada anak babi yang disebabkan oleh E. coli
K88. Semua isolat E. coli K88 tersebut nwmproduksi

label l.

	

Deteksi antigen pili K88, K99 dan enterotoksin secarn konvemional dan DNA hibiifasi pada h'. coli isolat anak babi penderita diare di
Dacmh Khusus Ibukota Jakarta

Sumber isolat

	

IAacksi secara konvension :d
antigen pili dun enterotoksin

Petemak/

	

E. coli

	

ELISA
No isolat

	

O-sero-
tipe K88 K99 LT

Anak babi diem
AS Jakarta
23a

	

149

	

+ -

	

+
23b

	

149

	

+ -

	

+
31b

	

149

	

+

	

' -

	

+
31c

	

149

	

+ -

	

+
32a

	

149

	

+

	

+
32b

	

149

	

+ -

	

+
33a

	

149

	

+ -

	

+
33d

	

149

	

+ -

	

+
36a

	

149

	

+ -

	

+
48c

	

149

	

+ -

	

+
48d

	

149

	

+ -

	

+
53a

	

149

	

+ -

	

-

	

+
44a

	

108

	

+ -

	

+
44b

	

108

	

+ -

	

+
Sid

	

108

	

+ -

	

+
51e

	

108

	

+ -

	

+
53c

	

108

	

+ -

	

+
53d

	

108

	

+ -

	

+

Anak babi diare
BT Jakarta
9b

	

45

	

+ -

	

+
9c

	

149

	

+ -

	

+
15a

	

108

	

+ -

	

+
l5b

	

108

	

+ -

	

+

Anak babi
SH Jakarta
68c

	

108

	

+ -

	

+
68b

	

108

	

+ -

	

+

Anak babi diare
TTS Jakarta
7a

	

149

	

+ -

	

+
7b

	

149

	

+ -

	

+
l0a

	

149

	

+ -

	

+
loc

	

149

	

+ -

	

+

Anak babi
tidak diare
GP Jakarta
Sa

	

101
6a

	

8
13d

	

101
15f

	

20
37a

	

8
41c

	

9

Keterangan :
+ : terdeteksi
- : tidak terdeteksi
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ELISA SMB

enterotoksin yang tidak tahan panas (LT) baik dengan
uji secara GM I ELISA maupun dengan DNA hibri-
disasi . Namun demikian, pada isolat E. coli yang bersifat
negatif LT, uji DNA hibridisasi dengan probe LT mem-
berikan reaksi positif (label 1) .

IXleksi DNAplasmid secara hibridisai
denganprobe

Coen pili

	

Genenterotoksin

STa K88 K99 LT STa STb

63



E. coli K88 yang tergolong dalam serogrup-0108,
bersifat hemolitik secara fenotipik bersifat negatif K99,
akan tetapi dalam uji DNA hibridisasi dengan probe
K99 memberikan reaksi positif . Di samping mempunyai
gen K88, dan K99, isolat yang tergolong dalam sero-
grup-Oio8 ini jugs memiliki gen entrotoksin LT dan
STA. Namun demikian, secara fenotipik dalam uji
suckling mouse bioassay bersifat negatif STA. Apakah
ada faktor yang mempengatuh ekspresi fenotipik sampai
saat ini belum dilakukan penelitian . Pada tahun-tahun
berikutnya (1988) diketahui bahwa E. coli dari anak babi
penderita diare secara fenotipik memproduksi antigen
pill K88 dan K99 (SUPAR et al., 1989) . Sampai saat ini
belum ada publikasi dari luar negeri tentang satu sel
ETEC yang mempunyai dua macam antigen K88 dan
K99 baik secara fenotipik maupun genetik . ETEC K88
dari anak babi diare yang tergolong dalam O-serogrup
108 ini tidak mempunyai gen STb, sementara uji
ekspresi toksin STb secara in vivo pada anak babi
sapihan, tidak dilakukan. Dari penelidan pendahuluan
ini diketahui bahwa sifat fenotipik dan genetik isolat
ETEC dari anak babi di Indonesia bila dihubungkan
dengan hasil-hasil penelitian variasi serotipe (SUPAR et
al., 1989, 1991) dan aspek antibiogram (SUPAR et al.,
1990) merupakan masalah yang sangat komplek .

Tabel 2.

	

Deteksi antigen pili K88, K99 dan enterotoksin secara konvensional dan DNA hibridisasi pada E. coli isolat anak sapi penderita diare di
daerah Sukabumi dan Bandung

Sumber isolat

SUPAR : Deteksi Gen Pengendali Sintesis Antigen Perlekatan K88, K99 danEnterotoksin pada Escherichia coli

Deteksi secara fenotpik
Antigen pili enterotoksin

LT

ELISA SMB

Semua isolat E. coli K99 dari anak sapi secara feno-
tipik dan genetik bersifat STa positif. Di samping itu,
isolat ETEC anak sapi hanya memproduksi satu macam
toksin (label 2) . Hasil deteksi antigen pili K99 dan
enterotoksin secara DNA hibridisasi sama dengan hasil
deteksi menggunakan metode konvensional . Variasi ge-
netik yang mengendalikan faktor virulensi ETEC pada
anak sapi tidak seperti pada ETEC isolat anak babi .
Isolat ETEC penyebab kolibasilosis neonatal pada anak
sapi mempunyai faktor virulensi antigen K99 dan ente-
rotoksin STa . Temuan ini serupa dengan yang pemah
dilaporkan di luar negeri (MAINIL et al., 1986), yaitu
STa dari ETEC sapi sama dengan STa pada ETEC isolat
anak babi . Dari hasil penelitian ini disimpulkan bahwa
konfirmasi diagnosis kolibasilosis yang disebabkan oleh
ETEC dapat dilakukan secara fenotipik dengan identifi-
kasi antigen perlekatan dan enterotoksin atau secara ge-
netik dengan identifikasi gen pengendali sintesis atigen
tersebut . E. coli serogrup-Oto8 mempunyai gen pengen-
dali sintesis antigen perlekatan K99 dan enterotoksin
STa. Dengan demikian, metode hibridisasi DNA probe
lebih sensitif dan lebih akurat dibandingkan dengan me-
tode konvensional reaksi koaglutinasi dan ELISA.

Deteksi DNA plasmid secam hibridisasi
dengan probe

Gen pili

	

Gen enterotoksin

ST K88 K99 LT STa STb

Petemak/ E. cot!
No isolat O-sero-

tipe

Anak sapi penderita diare
TDF Sukabumi

ELISA

K88 K99

TDF888 9 - +
TDF2908 9 - +
TDF2909 9 - +
TDF2910 9 - +
TDF4136 9 - +
TDF4142 9 - +
Anak sapi penderita diare
BRJ Bandung
BRJ2018 9
BRJ2049 9
BRJ2055 9
BRJ2326 9
BRJ2631a 9
BRJ2631b 9

Keterangan :
+ : terdeteksi
- : tidak terdeteksi
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