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Potensi Primer Baru untuk Deteksi Molekuler Escherichia
coli dari Air Sumur di Wilayah Klitren

Raden Ajeng Mertha Prana Kusumaningrum
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Universitas Kristen Duta Wacana

Abstrak. Escherichia coli dikenal sebagai bakteri indikator untuk keamanan air
minum, kehadiran Escherichia coli sebagai tanda bahwa air tidak aman untuk
diminum. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi keberadaan E. coli di
sumur daerah Klitren, Yogyakarta yang digunakan sebagai air minum. Sampel air
sumur dikumpulkan, dan kemudian diolah pada membran ultra filtrasi. Sampel air
sumur kemudian diinokulasi pada media selektif E. coli. Diperoleh 81 isolat biru
gelap yang diduga E. coli dari media selektif. Kemudian tes biokimia dilakukan untuk
memastikan koloni yang diduga sebagai E. coli termasuk uji motilitas, indol dan
fermentasi sorbitol, metil merah, tes lisin dekarboksilase dan pertumbuhan pada
laktosa broth. Hasil penelitian menunjukkan 27 koloni memberi hasil positif E. coli.
Kemudian konfirmasi dilakukan dengan deteksi molekuler menarget gen gyrB dan
lacZ. Pasangan primer spesifik yang berasal dari conserved area meliputi gen yang
digunakan untuk in silico dan in vitro dalam studi PCR. Analisis ini menghasilkan
pasangan primer baru yang spesifik untuk E. coli. Hasil penelitian menunjukkan
adanya E. coli dalam sampel sebelum filtrasi dan tidak ditemukan E. coli pada sampel
setelah filtrasi. Hasil analisis filogenetik menunjukkan bahwa jenis E. coli adalah
Enterohemorrhagic (EHEC), Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli (EXPEC),
Invasive E. coli (AIEC), dan Shiga Toxin Producing E. coli (STEC).

Kata kunci: E. coli, sampel air sumur, gen gyrB, gen lacZ, in silico study, PCR



Molecular Detection of Escherichia coli from Well Water in
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Abstract. Wells water in Klitren have been contaminated by E. coli. Ultra filtration
membrane was used to reduce the amount of E. coli found in wells water. Samples of
well water before and after filtration method were taken and tested to detect the
presence of E. coli. Microbiological test to detect the presence of E. coli was done by
using EE broth for enrichment and CCA medium. Dark blue colonies which are the
characteristic of E. coli were found in the inlet samples, and not in the outlet.
Biochemical tests were done to ensure the isolates obtained, including indole test,
methyl red test, test for motility, lysine decarboxylase test, MacConkey sorbitol test,
and lactose broth test. Biochemical test showed a total of 27 isolate positive for E.
coli. After this biochemical test, it is followed by a test using new primer pairs for E.
coli targetting gyrB producing fragments of 531 bp, and lacZ producing a 465 bp
fragment, made with some software to determine the exact genetic position for
detection of E. coli. Results of in vitro amplification and in silico by new primer pairs
for gyrB and lacZ apparently showing specific results for the detection of E. coli.
Analysis of inlet sample resulting in the indication of the presence of E. coli
belonging to the sub group Enterohemorrhagic (EHEC), Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli (EXPEC), Invasive E. coli (AIEC), and Shiga Toxin Producing E.
coli (STEC), and no E. coli was found in the outlet samples.

Keywords : E. coli, well water, gyrB gene, lacZ gene, in silico study, PCR
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kawasan Klitren merupakan salah satu kawasan di Yogyakarta dengan
pemukiman padat penduduk sehingga kebutuhan air bersih relatif tinggi. Hampir
semua penduduk menggunakan air sumur untuk keperluan sehari-hari, seperti
memasak, mencuci, dan minum. Jarak antara sumur dengan septic tank rata-rata
cukup dekat dan terdapat juga air sumur yang dekat dengan sungai. Banyaknya
aktivitas tersebut menjadi faktor utama kemunculan E. coli yang secara luas
mengakibatkan sumber air terkontaminasi dan dapat menjadi patogen enterik
(American Public Health Association, 1998). E. coli dikenal sebagai bakteri
indikator untuk keamanan air minum. Berdasarkan standar kualitas air minum di
Indonesia menurut Menteri Kesehatan Republik Indonesia, kandungan E. coli
untuk air minum adalah 0/100 mL. Pengolahan air dengan menggunakan berbagai
macam metode ternyata belum tentu terbebas dari E.coli yang meyebabkan
penyakit seperti sakit perut dan diare.

Pada penelitian ini, dilakukan pembuatan atau desain penanda alternatif
secara in silico untuk deteksi molekuler E. coli pada sampel air sumur pada proses
pengolahan air. Desain ini dibuat untuk menghasilkan primer baru yang spesifik
untuk mendeteksi E. coli. Desain primer ini dibuat dengan beberapa software
yaitu ClustalX, Mega6, GeneDoc, Clone Manager, dan program BLASTN yang

terdapat pada_www.blast.ncbi.nlm.nih.gov. Desain primer ditentukan berdasarkan

conserved area yang terdapat pada gen gyrB dan lacZ. Tahap awal untuk deteksi
E. coli yaitu isolasi bakteri, uji biokimia, dan uji molekuler. Untuk isolasi bakteri
dilakukan dengan media CCA untuk menemukan koloni biru gelap. Uji biokimia
untuk E. coli dilakukan untuk melihat perbedaan jenis E. coli seperti E. coli
Enterotoxigenic (ETEC), E. coli Enteropathogenic (EPEC), dan E. coli

Enteroinvasive (EIEC).

B. Tujuan
Untuk mendeteksi E. coli dengan menggunakan desain primer gyrB 531
bp dan lacZ 465 bp.


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

C. Rumusan Masalah
Mengetahui hasil deteksi E. coli dengan menggunakan desain primer gyrB
531 bp dan lacZ 465 bp.

D. Manfaat
Untuk mengetahui potensi pada deteksi E. coli dengan menggunakan

desain primer gyrB 531 bp dan lacZ 465 bp.
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KESIMPULAN DAN SARAN

1. KESIMPULAN

Pasangan primer baru untuk deteksi E. coli berdasarkan gen gyrB dan lacZ berhasil
dibuat melalui in silico study. Berdasarkan uji mikrobiologis dan biokimia serta
molekuler, ditemukan tiga isolat E. coli pada sampel air sumur sebelum diolah. Jenis
E. coli yang ditemukan dan diidentifikasi berdasarkan analisis filogenetik adalah
Enterohemorrhagic (EHEC), Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli (EXPEC),
Invasive E. coli (AIEC), dan Shiga Toxin Producing E. coli (STEC).

2. SARAN

1. Masyarakat harus tetap waspada terhadap air sumur yang digunakan, karena
terdapat bakteri jenis Enterobacteriaceae yang terdapat pada air sumur,
walaupun sudah melalui filtrasi.

2. Masyarakat sebaiknya memasak air terlebih dahulu untuk dikonsumsi karena
walaupun E. coli sudah tidak muncul di air sumur tetapi bakteri jenis
Enterobacteriaceae yang lain masih hidup di air yang sudah menggunakan
metode filtrasi.

3. Perlu dilakukan identifikasi atau sekuensing untuk dapat mengetahui jenis E.

coli pada sampel tersebut.
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