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ABSTRAK 
 

Penelitian ini bertujuan melakukan karakterisasi fenotipe dan genotipe Escherichia coli (E. coli) strain VTEC yang berasal dari feses sapi. 

Dalam penelitian ini digunakan 25 isolat E. coli dari spesimen feses dan pupuk berbahan feses sapi perah dan feses sapi potong. Metode 

dilakukan dengan melakukan karakterisasi fenotipe dan genotipe yang spesifik untuk E. coli strain VTEC. Berdasarkan hasil penelitian, 20% 
spesimen feses segar terdeteksi sebagai strain VTEC, dan tidak ditemukan isolat yang berasal dari spesimen pupuk. Pada strain VTEC terdeteksi 

gen VT1 dan VT2, sebesar 16 dan 12% dan terdeteksi kedua gen VT sebesar 8%. Deteksi terhadap gen pyelonephritis-associated pilli (pap), S 

fimbrial adhesion (sfa), dan afimbrial adhesion (afa) masing-masing adalah 60, 80, dan 80%. 
____________________________________________________________________________________________________________________ 

Kata kunci: feses, gen adhesin, pupuk, sapi, VTEC 

 

ABSTRACT 
 

This study was aimed to perform phenotypic and genothypic characterization of Escherichia coli (E. coli), particularly VTEC strain isolated 

from cattle faeces. In this study, 25 E.coli isolated from faeces specimens and faeces base fertilizer of dairy and beef cattles were used. 

Examination were carried out using phenotypic and genothypic characterization which is specified for E coli VTEC strain. The result showed 
that 20 % samples of fresh faeces specimens were detected as VTEC strains and none of isolate was detected from faeces base fertilizer samples. 

From VTEC strains, could detect 16 % VT1 gene, 12 % VT2 genes and 8% of both. Detection on gene pyelonephritis-associated pilli (pap), S 

fimbrial adhesion (sfa), and afimbrial adhesion (afa) were found about 60%, 80% and 80%, respectively. 
____________________________________________________________________________________________________________________ 

Key words: faeces, gene adhesin, fertilizer, cattle, VTEC 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Escherichia coli (E. coli) merupakan bakteri sebagai 

indikator adanya pencemaran, baik feses ternak maupun 

manusia. Secara normal, E. coli selalu dapat ditemukan 

dalam feses baik serotipe patogen maupun nonpatogen. 

Verocytotoxigenic Escherichia coli (VTEC) berupakan 

serotipe patogen yang dapat menyebabkan diare 

berdarah, hemorrhagic colitis, hemoliytic-uremic syndrome, 

dan persistent diarrhea pada manusia (Nataro dan 

Kaper, 1998). Escherichia coli selalu ditemukan pada 

kotoran sapi (Lih-Ching et al., 2002; Albihn et al., 2003). 

Feses sapi berperan sebagai salah satu media pertumbuhan 

E. coli serotipe patogen zoonosis (Shabana, 2014). 

Penyebaran E. coli dari ternak ke manusia dapat 

melewati irigasi pembuangan feses dari peternakan sapi 

(Gerba dan Smith, 2005) atau melewati media pupuk 

kandang yang digunakan dalam pengelolaan pertanian 

(Fremaux et al., 2007). Penyebaran juga dapat melewati 

produk-produk pertanian  di antaranya bayam dan selada 

(Gerba dan Smith, 2005; Jay  et al., 2007), wortel, 

bawang, dan  sayuran lainnya (Fremaux et al., 2007). 

Verocytotoxigenic Escherichia coli menghasilkan 

dua jenis verotoxin (VT) yaitu VT1 dan VT2 (Karmali, 

1989; Griffin dan Tauxe, 1991). Verotoxin telah 

terdeteksi dalam strain E. coli dari kasus penyakit 

manusia dan hewan (Konowalchuk et al., 1977), antara 

lain dari feses anak sapi dan babi (Mohammad et al., 

1985; Sherwood et al., 1985).  

Koloni dan perlekatan pada permukaan sel inang, 

serta masuknya bakteri ke dalam sel inang dan 

perkembangbiakan bakteri merupakan proses awal 

infeksi yang penting (Korhonen et al., 1988). Pilli atau 

fimbriae berperan pada awal terjadinya infeksi yang 

dikode oleh gen pyelonephritis-associated pilli (pap), S 

fimbrial adhesion (sfa), dan afimbrial adhesion (afa) 

(Le Bouguenec et al., 1992).  

Gen pap, gen sfa, dan gen afa merupakan faktor 

virulensi penting yang berhubungan dengan adhesin 

sebagai awal dari proses infeksi (Vincent et al., 2010; 

Okura dan Marin, 2014). Keberadaan gen yang 

bertanggung jawab terhadap adhesi (pap, sfa, dan afa) 

dapat dideteksi dengan menggunakan primer spesifik 

menggunakan metode polymerase chain reaction 

(PCR) (Resende et al., 2007). 

Pada penelitian ini dilakukan determinasi VTEC 

berdasarkan keberadaan gen VT1 dan VT2, serta 

mendeteksi gen penyandi adhesin (gen pap, sfa, dan afa) 

pada VTEC yang berasal dari feses dan pupuk kandang 

berbahan feses sapi perah dan sapi potong dengan 

menggunakan analisis polymerase chain reaction (PCR).  

 

MATERI DAN METODE 

 

Dalam penelitian ini digunakan 25 isolat E. coli 

yang berasal dari spesimen feses sapi perah dan sapi 

potong dan pupuk kandang berdasarkan karakter 

fenotipe. Seluruh isolat dilakukan ekstraksi 
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deoxyribonucleic acid (DNA) dan melakukan PCR 

untuk amplifikasi gen 16SrRNA, amplifikasi gen VT1 

dan VT2 serta amplifikasi gen pap, sfa, dan afa. 

Ekstraksi DNA digunakan kit ektraksi DNA (DNeasy 

Qiagen) dengan prosedur sesuai dengan rekomendasi 

pabrik. Primer selektif untuk mengamplifikasi gen 

16SrRNA E. coli digunakan primer yang didesain 

berdasarkan Knobl et al. (2004) dan dilakukan analisis 

dan karakterisasi molekuler melalui PCR. 

Amplifikasi gen 16SrRNA spesifik E. coli 

menggunakan primer ECP79F dan ECR620R dilakukan 

dengan mencampur larutan PCR mix (Supermix, 

Invitrogen, Germany) dengan 2,5 μl (0,6 µM) masing-

masing primer dan 2 µl DNA ke dalam tabung PCR 

hingga mencapai volume total 25 µl, selanjutnya tabung 

yang telah berisi larutan dimasukkan ke dalam alat 

thermal cycle (Mastercycler, Eppendorf, Germany). 

Urutan basa nukleotida dari primer dan program PCR 

disajikan pada Tabel 1. Campuran reaksi terdiri atas 2,5 

μl masing-masing primer I dan primer II, 1 μg DNA dan 

PCR mix sampai volume 25 μl.  

Program PCR untuk amplifikasi gen 16SrRNA E. 

coli setelah denaturasi awal lima menit pada temperatur 

94° C, fragmen gen target diamplifikasi dalam 40x 

siklus. Masing-masing siklus dengan program 

denaturasi selama 45 detik pada suhu 94° C, annealing 

45 detik pada suhu 50° C dan ekstensi selama 1,5 menit 

pada suhu 72° C (Knobl et al., 2004). Amplifikasi gen 

pap, sfa dan afa dilakukan dengan thermal cycle dan 

program sesuai dengan referensi Bottero et al. (2004), 

Farshad et al. (2010), dan Mainil et al. (1997). 

Produk PCR dianalisis dengan menggunakan 

elektroforesis dengan 2% gel agarosa (Sigma), dan 

bufer (TAE) (0,04 M Tris; 0,001 M EDTA; pH 7,8). 

Sebanyak 10 μl produk PCR dicampur dengan ±3 μl 

loading buffer, kemudian dilakukan elektoforesis 

menggunakan gel agarosa 2% pada tegangan 100 V 

selama 30 menit. Setelah elektroforesis pita-pita DNA 

pada agar diwarnai dengan larutan Sybr save staining 

dan divisualisasikan mengunakan UV transilluminator. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil analisis PCR gen 16SrRNA, gen VT1 dan 

VT2, gen pap, sfa, afa terhadap 25 isolat E. coli 

disajikan pada Tabel 2 dan Tabel 3. Prevalensi VTEC 

terhadap isolat-isolat yang diteliti ditemukan sebesar 

20% (5/25) terdeteksi gen VT1, VT2, atau gabungan 

keduanya. Deteksi gen VT1 dan gen VT2 pada VTEC 

tersebut sebesar 16 dan 12% serta 8% isolat memiliki 

gen VT1 dan VT2. Deteksi gen adhesin menunjukkan 

bahwa 75% VTEC dengan VT1 terdeteksi ketiga gen 

adhesin (gen pap, sfa, dan afa), dan 25% strain VTEC 

hanya terdeteksi dua gen adhesin (gen sfa dan afa), 

sedangkan VTEC dengan VT2, 66% isolat terdeteksi 

ketiga gen adhesin, serta 34% strain VTEC dengan 

VT2 tidak terdeteksi ketiga gen adhesin.  

Hasil deteksi gen VTEC sebesar 20% semua berasal 

dari spesimen feses sapi, tidak satupun yang berasal 

dari spesimen pupuk kandang. Diagnosis VTEC 

berdasarkan keberadaan gen VT1 dan VT2 dengan 

menggunakan metode PCR (Rivero et al., 2010). 

Penggunaan PCR untuk mendeteksi gen VT pada 

VTEC isolat feses sapi telah dilaporkan oleh 

Montenegro et al. (1990), Orden et al. (2002), 

Tahamtan et al. (2011), dan Shabana (2014) dengan 

hasil yang bervariasi. Metode ini merupakan cara yang 

cepat, sensitif, dan spesifik untuk deteksi VTEC (Chen 

et al., 1998). 

Hasil penelitian Shabana (2014) dan Sanz et al. 

(1998) menunjukkan bahwa prevalensi VTEC isolat 

asal feses sapi sebesar 22%. Hasil penelitian lain 

menyebutkan bahwa prevalensi strain VTEC isolat 

feses sapi lebih kecil yaitu 4,2% (Orden et al., 

2002); 8% (Montenegro et al., 1990), dan 9,75% 

(Tahamtan et al., 2011). Hasil penelitian Karama et 

al. (2008) menyebutkan tingkat prevalensi strain 

VTEC isolat feses sapi yang akan disembelih di 

abatoar sebesar 10,2%. Pada feses anak sapi dengan 

gejala diare prevalensinya sebesar 23% (Sanz et al., 

1998).  

Tabel 1. Polymerase chain reaction (PCR) primer untuk amplifikasi gen 16SrRNA, VT1, VT2, pap, sfa dan afa Escherichia 

coli isolat sapi 

Gen Primer Sekuen (5’-3’) 
Ukuran (bp) 

Produk PCR 

16S 

rRNA 

 

5’-GAAGCTTGCTTCTTTGCT-3’ 

5’-GAGCCCGGGGATTTCACAT-3’ 

544 bp 

Knobl et al. (2004) 

VT1 5’-CAGTTAATGTGGTGGCGAAG-3’ 

5’-CTGCTAATAGTTCTGCGCATC-3’ 

130 bp 

Bottero et al. (2004) 

 

VT2 

 

 

 

5’-CTTCGGTATCCTATTCCCGG-3’ 

5’GGATGCATCTCTGGTCATTG-3’ 

 

346 bp  

Bottero et al. (2004) 

Pap 

 

 

5-GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3’ 

5-ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’ 

328 bp 

Farshad et al. (2010) 

Sfa 5’-CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3’ 

5’-CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3’ 

410 bp 

Farshad et al. (2010) 

 

Afa 

 

5’-GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC-3’ 

5’-CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG-3’ 

 

750 bp 

Mainil et al. (1997) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20J%5Bauth%5D
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0890850804000271
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Gen VTEC isolat asal ternak merupakan sumber 

penyebaran utama pada penyakit manusia (Callaway et 

al., 2009) dan feses sapi merupakan sumber utama 

penyebaran (Caprioli et al., 2005). Keberadaan VTEC 

pada feses sapi menunjukkan bahwa feses sapi berperan 

sebagai sumber penyebaran VTEC. Pupuk kandang 

dapat berperan sebagai penyebar VTEC dan strain 

tersebut mampu bertahan hidup dalam pupuk kandang 

serta berpotensi menyebar ke ternak maupun ke manusia 

(Berggren et al., 2005). Dalam penelitian ini tidak satupun 

strain VTEC ditemukan dari spesimen pupuk kandang. 

Hal ini bisa terjadi kemungkinan bahan pupuk kandang 

berasal dari feses sapi yang tidak mengandung VTEC. 

Selain pada feses sapi, VTEC juga ditemukan pada 

feses hewan lain, seperti feses domba (Shabana, 2014), 

feses kambing (Pritchard et al., 2000), dan feses kerbau 

(Galiero et al., 2005). Gen VTEC juga ditemukan pada 

mamalia selain ruminansia, seperti babi (Bonardi et al., 

2003), kuda (Chalmers et al., 1997), anjing (Trevena et 

al., 1996), dan kelinci (Leclercq et al., 2003). 

Penularan VTEC pada manusia dapat terjadi 

melalui kontak langsung atau tidak langsung dengan 

hewan atau lingkungan, melalui konsumsi makanan 

atau air yang terkontaminasi (Gillespie et al., 2005). 

Daging sapi yang tercemar merupakan material yang 

paling sering berperan sebagai sumber penularan dari 

hewan ke manusia (Le Saux et al., 1993; Caprioli et al., 

2005). Penularan kepada manusia juga dapat melewati 

susu yang tidak dipasteurisasi (Clarke et al., 1998) 

maupun produk pertanian dan makanan olahan lainnya 

yang terkontamimasi VTEC (Gyles, 2004). Manusia 

juga dapat berperan sebagai sumber penularan pada 

manusia (Picozzi et al., 2005). Penyebaran yang lebih 

luas dapat melalui pupuk kandang maupun melewati 

sistem irigasi dari kandang ternak yang berhubungan 

dengan lingkungan pertanian. Selain ditemukan pada 

feses, strain VTEC juga ditemukan pada daging sapi, 

domba, dan daging rusa prevalensinya sebesar 4,6% 

(Pie´Rard et al., 1997). Penelitian lain menyebutkan 

prevalensi strain VTEC asal daging sapi, babi, unggas, 

dan domba sebesar 3,7% (Doyle dan Schoeni, 1987) 

dan isolat asal sosis babi prevalensinya sebesar 25% 

(Schmidt et al., 1994), serta isolat asal daging domba 

sebesar 7,90% (Tahamtan et al., 2011). 

Tabel 2. Deteksi genotipe terhadap isolat Echerichia coli, gen verotoksin dan gen adhesin 

No 
Kode 

isolat 
Asal spesimen DNA 

16S 

rRNA 
VT1 VT2 pap sfa afa 

1 FR1 Feses sapi perah + +      

2 FR2 Feses sapi perah + +  +    

3 FR3 Feses sapi perah + +      

4 FR4 Feses sapi perah + + + + + + + 

5 Fr5 Feses sapi perah + + +   + + 

6 Fr6 Feses sapi perah + +      

7 Fs1 Feses sapi perah + +      

8 Fs2 Feses sapi perah + +      

9 Fs3 Feses sapi perah + + +  + + + 

10 Fs4 Feses sapi perah + +      

11 FPT 16  Pupuk sapi potong + +      

12 FPT 17  Pupuk sapi potong + +      

13 FPT 18  Pupuk sapi potong + +      

14 FPT 19  Pupuk sapi potong + +      

15 FPT 22  Pupuk sapi potong + +      

16 FPT 24  Pupuk sapi potong + +      

17 Ps1 Feses sapi perah + + + + + + + 

18 Ps2 Feses sapi perah + +      

19 Ps3 Feses sapi perah + +      

20 Ps4 Feses sapi perah + +      

21 Ps5 Feses sapi perah + +      

22 Pr1 Feses sapi perah + +      

23 Pr2 Feses sapi perah + +      

24 PPT16 Pupuk sapi potong + +      

25 PPT17 Pupuk sapi potong + +      

 

Tabel 3. Prevalensi strain VTEC, gen pap, gen sfa dan gen afa 

Bahan 

Jumlah 

Deteksi gen 

Sapi Spesimen 
VT pap sfa afa 

VT1 VT2 VT1 VT2 VT1 VT2 VT1 VT2 

Perah Feses 

10 

- 

FR4 

FR5 

FS3 

FR2 

FR4 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Pupuk 7 - - -  - - - - 

Potong Feses 2 Ps1 Ps1 + + + + + + 

Pupuk 6 - - - - - - - - 

  25 5/25(20%) 60% 60% 80% 80% 80% 80% 
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Prevalensi VTEC isolat sapi sangat bervariasi. 

Menurut Kudva et al. (1997) dipengaruhi oleh pola 

makan sapi, usia, kondisi lingkungan dan variasi 

musim, tetapi tidak dipengaruhi oleh geografis 

(Tahamtan et al., 2011). Menurut Hussein dan Sakuma 

(2005) dan Tahamtan et al. (2011) bahwa VTEC isolat 

ternak muda lebih tinggi dibandingkan dengan isolat 

asal ternak dewasa. Tetapi menurut Wilson et al. 

(1992), Burnens et al. (1995); Cobbold dan 

Desmarchelier (2000) bahwa prevalensi VTEC isolat 

yang berasal dari sapi muda lebih rendah dibandingkan 

dengan isolat yang berasal dari sapi. Menurut Blanco et 

al. (1997), prevalensi VTEC terdeteksi dalam proporsi 

yang sama antara ternak muda dan dewasa. Pada 

negara subtropis prevalensi strain VTEC isolat asal 

feses sapi lebih tinggi selama musim panas (Garber et 

al., 1995; Renter et al., 2004) dan sebaliknya selama 

musim dingin prevalensi strain VTEC ditemukan lebih 

rendah (Rice et al., 2003), serta kejadiannya berkaitan 

dengan jumlah kasus penyakit infeksi E. coli patogen 

pada manusia (Farah et al., 2003),  

Patogenesis infeksi strain VTEC pada inang 

melalui proses kolonisasi dan adhesi pada sel epitel, 

proses infeksi, dan diikuti dengan kerusakan jaringan. 

Faktor virulensi VT berperan terhadap tingkat 

keparahan penyakit akibat kerusakan jaringan target 

(Gyles, 2004). Infeksi VTEC yang terjadi pada usus, 

VT bekerja menghambat sintesis protein, sehingga 

menyebabkan kematian sel inang yang mengakibatkan 

ketidakseimbangan penyerapan dan sekresi pada usus, 

sehingga timbul gejala diare (Nataro dan Kaper, 

1998). 

Deteksi gen VT1 dan VT2 pada lima isolat VTEC 

dengan PCR sebesar 16 dan 12%. Dari hasil ini terlihat 

bahwa gen VT1 lebih banyak dibandingkan dengan gen 

VT2. Perbandingan besaran gen VT1 dan gen VT2 

pada VTEC bervariasi. Beberapa hasil penelitian 

melaporkan VT1 lebih banyak dibandingkan dengan 

VT2 dan sebaliknya. Shabana (2014) melaporkan gen 

VT1 dan VT2 sebesar 52 dan 28%. Gen VTEC isolat 

feses domba VT1 dan VT2 sebesar 25,0 dan 21,42% 

(Tahamtan et al., 2011) dan hasil penelitian Yadav et 

al. (2007) isolat asal feses domba terdeteksi sebesar 

60,0 dan 40,0%. Secara umum isolat asal ternak VT1 

dan VT2 sebesar 61 dan 39% (Wilson et al., 1996). 

Beberapa peneliti melaporkan gen VT1 lebih kecil 

dibandingkan gen VT2. Hasil penelitian Orden et al. 

(2002) menyebutkan bahwa gen VT1 dan VT2 sebesar 

22,9 dan 58,6%. Hasil-hasil penelitian lain sebesar 43,5 

dan 82,6% (Montenegro et al., 1990); 25,43 dan 

54,02% (Tahamtan et al., 2011); 9 dan 20% (Sanz et 

al., 1998); 20 dan 52% (Blanco et al., 1996); 21 dan 

79% (Karama et al., 1988). Gen VT1 lebih kecil 

daripada gen VT2 juga ditemukan pada strain VTEC 

isolat asal feses unta sebesar 1,7 dan 36,7% (El-

Hewairy et al., 2009)  

Banyak faktor virulensi yang dapat menentukan 

sifat patogenisitas E. coli, termasuk keberadaan gen-

gen adhesin, faktor permukaan sel inang, keberadaan 

faktor invasi, racun yang diproduksi, dan jenis sekresi 

yang dikeluarkan (Holko et al., 2006). Metode PCR 

telah digunakan untuk mendeteksi gen-gen pada bakteri 

yang berperan dalam proses adhesi pada sel epitel 

inang. Pada E. coli memiliki gen adhesi yang penting 

yaitu pap, sfa, dan afa (Knoble et al., 2004).  

Hasil penelitian ini keberadaan gen pap, sfa, dan afa 

sebesar 60, 80, dan 80%. Persentase ketiga gen adhesin 

pada VTEC besarannya bervariasi. Hasil penelitian 

Farshad et al. (2010) menunjukkan gen pap sebesar 

30,2%, gen sfa sebesar 8,75%, dan gen afa tidak 

terdeteksi. Deteksi gen adhesin pada E. coli isolat asal 

ayam menunjukkan gen pap, sfa, dan afa masing-

masing adalah 16, 6, dan 0% (Knoble et al., 2004). Gen 

adhesin pada VTEC isolat manusia pap; sfa; dan afa 

masing-masing adalah 20,5; 21,5; dan 8,3% (Mohajeri 

et al., 2014), sedangkan penelitian Asadi et al. (2014) 

sebesar 53,3; 53,3; dan 51,7%.  

Menurut Donnenberg dan Welch (1996) faktor-

faktor virulensi tersebut seperti sfa, afa, hemolysin 

(hly), sitotoksik faktor necrotising 1 (CNF-1), dan 

aerobactin (aer). Faktor-faktor virulensi ini berperan 

penting dalam patogenisitas VTEC pada proses infeksi, 

dalam mengatasi mekanisme pertahanan sel-sel 

morfonuklear dan antibodi inang, merusak sel maupun 

jaringan serta menyebabkan gejala penyakit (Orskov 

dan Orskov, 1985; Johnson et al., 2005). Gen adhesin 

merupakan faktor virulensi yang penting dalam proses 

awal infeksi. Keberadaan gen pap, sfa, dan afa 

berhubungan dengan kemampuan perlekatan pada 

permukaan sel epitel inang sebagai langkah awal proses 

infeksi (Okura dan Marin, 2014).  

Pengembangan metodologi molekuler untuk 

mendeteksi strain patogen isolat asal hewan, makanan 

maupun lingkungan merupakan metode yang tepat dan 

cepat serta efisisien. Deteksi secara molekuler 

merupakan metode yang sangat efektif untuk 

mendeteksi VTEC (Bouvet et al., 2001). Menurut 

Pollard et al. (1990) deteksi gen-gen penting dalam 

isolat-isolat patogen zoonotik dengan metode PCR 

hasilnya akan lebih cepat, akurat, dan murah.  

 

KESIMPULAN 

 

Isolat VTEC hanya ditemukan pada spesimen feses, 

baik feses sapi perah maupun sapi potong sebesar 20%, 

sebaliknya VTEC tidak ditemukan pada spesimen 

pupuk kandang berbahan feses sapi perah maupun sapi 

potong. Keberadaan gen adhesin pada isolat VTEC 

terdeteksi gen pap, sfa, dan afa sebesar 60, 80, dan 80% 

serta tidak semua isolat VTEC memiliki gen adhesin. 
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