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ABSTRACT

This study was aimed to detect one of virulence factor, flagellin A (flaA) of C. jejuni on chicken meat sold in traditional market by using Polymerase Chain Reaction (PCR) method. Twelve chicken legs obtained from traditional markets were collected, diluted in Broth Pepton Water, enrichment in Preston broth, and it was then cultured on the modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCDA). Colonies on this medium were harvested and DNA was extracted. Supernatant from DNA extraction was separated from pellet and used as DNA template. PCR amplification was run in DNA thermal cycler on a total volume of 20 µl with annealing temperature at 58ºC for 1 min. PCR products were analyzed using electrophoresis method. The results showed two samples had a band of the 650 bp of 23S rRNA gene, which means that chicken meat samples contain thermotolerant Campylobacter sp. One sample had a band of the 1558 bp of flaA gene, meaning one of C. jejuni that contaminated chicken meat samples contain virulence factors. 
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PENDAHULUAN

Bahan makanan asal hewan merupakan perishable food yang sangat mudah dicemari oleh mikroorganisme. Mikroorganisme patogen yang berperan penting dalam foodborne disease zoonosis antara lain Campylobacter jejuni, Salmonella sp., Escherichia coli O157 dan Shigella sp. (CDC, 2000 dalam Andriani dkk., 2006).
Spesies Campylobacter yang patogenik terdapat pada grup thermotolerant Campylobacter, yaitu C. coli dan C. jejuni). Sumber utama infeksi C. jejuni disebabkan karena mengkonsumsi daging ayam, daging sapi, dan susu yang telah terkontaminasi. Menurut Lindqvist et al. (2000) dan Kramer et al. (2000) dalam Andriani dkk. (2006), kontaminasi C. jejuni yang paling banyak terjadi pada daging ayam.

Faktor virulensi Campylobacter yang potensial termasuk motilitas, kemotaksis, kemampuan kolonisasi, adhesi ke sel-sel usus, invasi dan translokasi epitel, kelangsungan hidupnya yang intraseluler, dan pembentukan racun (Ketley, 1997 dalam Müller et al., 2006). 18 gen virulensi C. jejuni antara lain : flaA, flaB, flhA, flhB, flgB, flgE2, fliM, fliY, ciaB, iamA, virB11, cadF, docAC, cdtA-C.
FlaA adalah konstituen dari filamen flagela C. jejuni, penting bagi motilitas dan virulensi C. jejuni (Wassenaar et al., 1993 dalam Konkel et al., 2004). Tsang et al. (2001) dalam Andriani dkk., (2012) melaporkan bahwa sekuen asam amino pada lokasi gen flagella (flaA) mempunyai peran terhadap penyakit Guillain Bare Syndrome (GBS). 
Menurut Blackburn dan Clure (2003), Campylobacter sp. adalah mikroorganisme yang sulit dikultur. Pendekatan secara molekuler untuk mendeteksi bakteri kontaminan dalam bahan pangan terutama Campylobacter sp. mampu membedakan sampai tingkat spesies. Isolasi Campylobacter sp. menggunakan metode konvensional umumnya memerlukan waktu yang lama. 

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode yang cepat dan spesifik untuk mendeteksi DNA spesifik dari suatu spesies. Teknik PCR telah digunakan untuk mendeteksi Campylobacter sp. pada makanan, secara klinis, pada feses, dan sampel dari lingkungan selama beberapa tahun terakhir (Oyofo et al., 1992 ; Denis et al., 1999 ; Engberg et al., 2000).
Penelitian ini dilakukan untuk mendeteksi gen flaA dari thermotolerant C. jejuni pada daging ayam yang menentukan faktor virulensi dengan metode PCR.
METODE PENELITIAN


Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Balai Besar Veteriner Wates, Laboratorium Bakteri dan Mikologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, Laboratorium Biologi Molekular Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, dan Institute Tropical Disease Universitas Airlangga.
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain : 12 sampel daging ayam bagian gluteus medius yang diambil dari pasar tradisional (diberi no. 1 - 12), BPW (Broth Pepton Water), Preston broth, the modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCDA), Campylobacter agar base, CampyGen, kontrol positif (isolat bakteri C. jejuni BA1153), kristal violet, lugol, alkohol aceton, safranin, H2O2 3%, sodium hippurat, ninhydrin, kit untuk ekstraksi DNA (Qiagen), PCR master mix, DNase / RNase – free water, TE Buffer, gel agarose, loading dye, marker 1 kb DNA ladder, marker 100 bp ladder, primer flaA (F : 5′- CTC CGC AGC AGA TGA TGC TT -3′, R : 5′- CCA TGG CAT AAG AGC CAC TTT GAG C -3′) dan 23S rRNA (F : 5′- TAT ACC CGT AAG GAG TGC TGG AG -3′, R : 5′- ATC AAT TAA CCT TCG AGC ACC G -3′).
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain : real time PCR iCycler, microcentrifuge, vortex spin down, incubator thermoStat plus, UV transluminator, econo gel documentation, gel electrophoresis apparatus, agarose electrophoresis apparatus.
Isolasi dan Identifikasi Campylobacter sp.

Masing-masing sampel daging ayam bagian gluteus medius (termasuk kulit) diambil 25 gram, direndam selama 30 menit dengan 225 ml BPW hingga larutan berwarna keruh. Kemudian dicentrifuge dingin (4oC) 10.000 rpm selama 20 menit, setelah itu supernatan dibuang dan diambil sedimennya. Sedimen dicampurkan ke dalam tabung universal yang telah berisi Preston broth, kemudian diinkubasi 42oC secara mikroaerofilik yaitu dengan atmosphere 5% O2, 10% CO2, 85% N2 (menggunakan CampyGen) selama 24 jam (Salam, 2006). Setelah inkubasi, kultur sampel no. 1 – 3 diinokulasikan pada media Campylobacter Blood Free Selective Agar Base (modified CCDA-Preston) yang mengandung CCDA selective supplement, kultur sampel no. 4 – 12 diinokulasikan pada media Campylobacter agar base, kemudian diinkubasikan kembali pada suhu 42ºC dan kondisi mikroaerofilik selama 48 jam. Koloni yang khas yaitu berbentuk bulat seperti tetesan air hujan warna keabuan dan lengket, selanjutnya dilakukan identifikasi uji mikroskopis menggunakan pewarnaan Gram, uji katalase dan uji hidrolisis hippurate.
Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA dilakukan pada sampel no. 3, 10, dan kontrol positif dengan cara mencampurkan koloni C. jejuni dengan 1 ml aquadest pada tube ukuran 1,5 ml, kemudian divortex dan dicentrifuge 13000 rpm selama 1 menit. Supernatan dibuang, sedimen diambil serta ditambahkan 20 µl Proteinase K dan 180 µl buffer ATL, kemudian divortex dan diinkubasi suhu 56oC selama 24 jam. Setelah diinkubasi semalam, ditambahkan 200 µl buffer AL kemudian divortex dan ditambahkan 200 µl etanol 96%, divortex lagi. Memindahkan spin column ke collection tube kemudian dicentrifuge 8000 rpm selama 1 menit, baru ditambahkan 500 µl buffer AW1 dan dicentrifuge lagi 8000 rpm selama 1 menit. Menambahkan 500 µl buffer AW2, kemudian centrifuge 13000 rpm selama 3 menit. Menambahkan 50 µl buffer AE, kemudian centrifuge 13000 rpm selama 1 menit. 
Amplifikasi DNA dengan PCR

Amplifikasi DNA per sampel (sampel no. 3, 10, dan kontrol positif) dilakukan dengan cara mencampurkan 12,5 µl PCR Master Mix + 0,5 µl DNase / RNase – free water + 1 µl primer forward + 1 µl primer reverse dengan 5 µl  sampel yang telah diekstraksi DNA nya.

Program amplifikasi yang dilakukan untuk primer forward maupun reverse gen 23S rRNA yaitu suhu 95oC selama 6 menit, kemudian 35 siklus pada suhu denaturasi 95oC selama 30 detik, suhu annealing 58oC selama 30 detik, dan suhu extension 72oC selama 30 detik kemudian dilanjutkan dengan 1 siklus pada suhu 72oC selama 7 menit (Wang et al., 2002). 

Amplifikasi primer forward dan reverse flaA yaitu denaturasi pada suhu 94oC selama 1 menit, annealing pada suhu 58oC ke pasangan primer selama 1 menit dan extension pada 72oC selama 1 menit (Datta et al., 2003).
Elektroforesis Hasil PCR

Elektroforesis untuk marker 100 bp : masing-masing 5 µl produk amplifikasi dimasukkan ke dalam sumuran agarose gel 2% yang terendam dalam tanki yang berisi TE buffer. Kemudian 2 µl larutan loading dye dicampur dengan 2 µl marker 100 bp, setelah itu dimasukkan ke sumuran agarose gel 2% untuk mengetahui ukuran DNA produk PCR. Elektroforesis dijalankan  selama 30 menit dengan tegangan konstan 100 volt. Elektroforesis dihentikan dan gel diangkat untuk diamati dibawah UV transilluminator. Untuk marker 1 kb caranya sama, hanya marker tidak dicampur dengan loading dye karena sudah termasuk didalamnya. 
Target gen flaA C. jejuni yang diharapkan yaitu pada lokasi 72 - 91 bp dan 1630 - 1606 bp, berukuran 1558 bp. Target gen 23S rRNA C. jejuni yang diharapkan pada lokasi 3807 - 3829 bp dan 4456 - 4435 bp, berukuran 650 bp. 
HASIL DAN PEMBAHASAN


Terdapat delapan koloni  khas seperti tetesan air hujan (sampel no. 1 – 3, 5 – 6, dan 8 - 10) setelah diinkubasi 42ºC selama 48 jam pada media mCCDA dan Campylobacter agar base, yang berarti suspect Campylobacter sp. Hasil pemeriksaan mikroskopis dengan pembesaran 1000 X pada semua koloni suspect Campylobacter sp. didapatkan morfologi bakteri Gram negatif berbentuk spiral (sampel no. 1 – 3, 5 – 6, dan 8 - 10), diduga bakteri tersebut adalah C. jejuni. 

Semua sampel (sampel no. 1 – 3, 5 – 6, dan 8 - 10) yang menunjukkan morfologi seperti C. jejuni pada pemeriksaan mikroskopis juga menunjukkan hasil positif pada uji katalase (adanya buih-buih putih / gelembung gas pada koloni yang telah dicampur dengan H2O2 pada object glass).
Hasil uji hidrolisis hippurate positif pada sampel 3, 10, dan kontrol positif (NCTC 11168 atau BA1153) menunjukkan hasil uji positif yaitu perubahan warna menjadi biru. Uji tersebut didasarkan pada hidrolisis substrat (sodium hippurate) oleh enzim hippurat hidrolase dengan memproduksi asam benzoat dan glisin, dan dengan penambahan khromogen (ninhidrin) akan menghasilkan substrat berwarna biru sampai dengan violet (Sigma, 2008 dalam Ismail, 2009). 
Hasil uji hidrolisis hippurate yang positif, diduga adalah C. jejuni. Berarti daging ayam tersebut tidak memenuhi persyaratan yang ditetapkan oleh BSN yaitu negatif Campylobacter sp. per 25 gram. Kemungkinan daging ayam tersebut tercemar oleh Campylobacter sp. selama proses penyembelihan karena Campylobacter sp. dapat berpindah ke daging ketika karkas terkontaminasi dengan isi usus selama proses penyembelihan maupun saat proses eviscerasi. 

Selain kontaminasi berasal pada saat pemotongan, dapat juga terjadi pada saat prosesing serta penyimpanan. Kontaminasi yang terjadi di rumah potong biasanya berasal dari kulit, saluran pencernaan, saluran pernafasan, pisau, pekerja (meliputi tangan dan baju) serta air yang digunakan untuk mencuci karkas (Upton, 1995 dalam Andriani dkk., 2012).
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Gambar 1. Hasil uji PCR menggunakan primer 23S rRNA. Terdeteksi gen 23S rRNA pada sampel 3, 10, dan kontrol positif 
Hasil uji PCR menggunakan primer 23S rRNA dengan suhu annealing sebesar 58oC dari kedua sampel daging ayam yang diduga positif C. jejuni, yaitu sampel 3 dan 10, serta kontrol positif isolat C. jejuni BA1153 terdeteksi adanya gen 23S rRNA sebesar 650 bp. Hal ini menunjukkan bahwa sampel ini positif mengandung genus Campylobacter sp. yang termofilik. Wang et al., (2002) dalam Andriani dkk., (2012) menyebutkan bahwa primer gen 16S rRNA atau 23S rRNA umumnya digunakan untuk mendeteksi genus thermophilic Campylobacter pada lokasi susunan sekuen gen hipO, flaA, mapA, ceuE, glyA, cadF atau lpxA. Sekuen asam nukleat gen 23S rRNA dapat mengidentifikasi beberapa strain bakteri termofilik Campylobacter spesies yaitu C. jejuni, C. coli, C. lari, dan C. upsaliensis (Eyers et al., 1993 dalam Andriani dkk., 2012).



Gambar 2. Hasil uji PCR menggunakan primer flaA. Terdeteksi gen flaA pada sampel 3 dan kontrol positif 
Hasil uji PCR menggunakan primer flaA dengan suhu annealing sebesar 58oC dari dua sampel daging ayam yang diduga positif C. jejuni (sampel no. 3 dan 10) dapat dideteksi gen flaA sebesar 1558 bp sesuai dengan target gen primer pada sampel 3 dan kontrol positif isolat C. jejuni BA1153. Tidak tampak adanya band DNA hasil amplifikasi primer flaA pada sampel 10. Tidak terdeteksinya gen flaA bisa juga karena sekuen C. jejuni yang ditemukan dalam penelitian ini tidak sama dengan sekuen yang ada di Perancis yang merupakan negara dimana isolat C. jejuni BA1153 ditemukan. Perbedaan sekuen ini dikarenakan adanya faktor lingkungan, iklim, dan musim yang menyebabkan bakteri beradaptasi dengan keadaan di sekitarnya sehingga terjadi perubahan gen di beberapa struktur komponen bakteri.
Hal ini berarti bahwa sampel daging ayam yang diujikan yang berasal dari pasar tradisional aman dari gen  flaA yang termasuk faktor virulensi serta berfungsi sebagai perangkat motilitas dan invasi C. jejuni ke sel host. Tidak terdapatnya gen flaA pada sampel daging ayam yang diujikan dapat dikaitkan dengan faktor keamanan daging ayam sebagai bahan pangan asal hewan.
Ditemukannya gen flaA pada daging ayam harus mendapatkan perhatian yang serius karena gen ini patogen bagi manusia yang bisa menyebabkan diare dan lebih fatal lagi adalah penyakit GBS (Guillain-Bare Syndrome). GBS yaitu acute demyelinating polyneuropathy yang ditandai dengan paralisa syaraf.
KESIMPULAN

Terdapat bakteri thermotolerant C. jejuni pada sampel daging ayam yang diambil dari pasar tradisional sebesar 16,67% (sebanyak 2 dari 12 sampel) berdasarkan uji hidrolisis hippurat. Terdeteksi gen 23S rRNA yang memiliki ukuran 650 bp pada kedua sampel positif C. jejuni. Hal ini menunjukkan bahwa sampel daging ayam tersebut mengandung Campylobacter sp. yang termofilik. Terdeteksi gen flaA thermotolerant C. jejuni yang diisolasi dari daging ayam dengan teknik Polymerase Chain Reaction pada salah satu dari dua sampel positif C.  jejuni, yang berarti terdeteksi adanya C. jejuni yang virulen. 
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