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KARAKTERISASI FAKTOR-FAKTOR PATOGENISITAS Escherichia coli
SECARA FENOTIP ISOLAT ASAL JANTUNG DAN
HATI AYAM POTONG

A. Pumnomo dan W, Prihtiyantoro’

INTISARI

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui karakler faktor-faktor patogenisitas sccara
fenotip Escherichia coli asal ayam potong. Karakter yang diteliti yaitu kemampuan
hemaglutinasi, jenis hemolisin, uji hidrofobisitas dan uji kepekaan antibiotik. Tujuh isolat
Escherichia coli berasal dari jantung dan 7 isolat dari hati ayam potong semua mampu
mengalutinasi darah kelinci, semua memproduksi B hemolisin dan semua bersifat hidrofil. Pada
uji kepekaan antibiotik semua antibiotik yang dicoba sensitifitasnya sudah menurun yailu
Ampisilin 21,5%; Doksisiklin 14,2%; Enrofloksasin 57,1%; Gentamisin 83,3%. Eritromisin,
Oksitetrasiklin dan Tetrasikiin sudah tidak sensitif. Resistensi sudah terjadi pada Oksitetrasiklin
yebesar 100%, Eritromisin sebesar 92,9% dan Tetrasiklin sebesar 78,6%.

(Kata kunci : Escherichia coli, Fenotip, Patogenisitas, Ayam potong)
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CHARACTERIZATION OF PATHOGENESITY FACTORS Esckerichia coli BY
PHENOTYPE FROM HEART AND LIVER BROILER CHICKEN

ABSTRACT

This research was conducted to know the characters of pathogenesity factors of
Escherichia coli by phenotype from broiler chicken. The characterization of Escherichia coli was
based on abilities of hemaglutination, type of hemolysin, hydrophobicity and antibiotic
sensibivity test. Seven isolates of Escherichia coli from heart and seven isolates from liver of
broiler could aglutinate rabbit bloods, produce 8 hemolysin and all hydrophil. At the antibiotic
sensitivity test showed that all the antibiotic have decrease, such as Ampicilin 21,5%,
Doxycycline 14,2%, Enrofloxacin 57,1%, Gentamicin £3,3%. Erythromycin, Oxytetracycline
and Tetracycline were not susceptible. Oxytetracycline has resistant 100%, Eritromycin has
resistant 92,9% and Tetracycline has resistant 78,6%%

(Key words : Escherichia coli, Phenotype, Pathogenesity, Broiler)

Pendahuluan

Escherichia coli (E coli) merupakan
baktert salah satu bakieri yang penting dalam
pengendaban penyakit infeksius pada ayam,
karcna beberapa serotype menunjukkan sifat
patogen, yang dapat menyebabkan septikemia,
air saceuitis, salpingitis, hepatitis (Randall,
1985), ompalitis, infeksi yolk sac, air
sacculitis, enteritis, bursitis (Tabbu, 2000),
koliseptisemia, koligranuloma, peritonitis,
saplingitis, sinovitis, parapthoplmitis
penikarditis dan hepatitis (Wibowo, 1994;
Allan et al., 2002), Kejadian infeksi E colf
dapat berupa infeksi primer maupun
mengikuti infeksi penyakit-penyakit yang
tergolong dalam penyakit immunosuppressive
dari Gumbore maupun CRD (Chronic
Respiratory Disease), SHS (Swallen Head
Syndrome), Snot (Infectious
Laryngotracheitis) (Tabbu, 2000).

Menurut Salasia (1996) penampilan
mikrokapsul pada sel bakteri akan menentukan
sifat hidrofobisitas ini diduga berperan dalam
pelekatan awal pada sel inang, Kapsul
permukaan sel bakieri bertanpgung jawab
terhadap pelekatan pada sel epitel inang
{(Wibawan dan Lammler, 1990). Pada £ coli
keberadaan fili di permukaan sel membantu
perlekatan pada sel inang (Pelczar dan Chan,

1988). Bakteri yang mempunyai kapsul
permukaan akan bersifat hidrofil dan bersifat
lebih virulen (Wibawan dan Limmler, 1990).
Bakteri yang mempunyai kapsul akan bersifat
virulen dan sebalikmya bakteri yanp tidak
mempunyai kapsul tidak virulen (Pelczar dan
Chan, 1988).

Hemolisin adalah substansi dari bakteri
yang mampu melisiskan sel-sel darah merah
yang merupakan faktor virulensi pada E. coli.
Bakteri yang mampu melisiskan sel darah
merah lebih virulen dari pads yang tidak
mampu melisiskan (Pelczar dan Chan, 1988),

Kemampuan hemaglutinasi olch
bakteri berhubungan dengan kemampuan
bakteri untuk melckat pada sel-sel hospes
(Kurl er al., 1989; Wibawan et al, 1993,
Lammler ef al, 1994; Salasia dan Limmler,
1994; Salasia dan Limmler, 1995). Substansi-
substansi intra dan ekstra szl bakteri, vang
berupa protein-protein spesifik, hemaglutinin
maupun fimbria yang ada di permukaan
bakteri berperan dalam sifat patogenisitas
(Ofck dan Sharon, 1988; Kurl et al, 1989),

Pada usaha peternakan ayam potong
pembenan antibiotika biasa digunakan untuk
perangsang pertumbuhan, pencegahan
penyakit maupun pengobatan infeksi bakter.
Menurut Wattimena ef al. (1994) pemberian
antibiotika yang cukup intensif dalam
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pengobatan infeksi bakteri maupun
penambahan antibiotika dalam pakan temnak
dapat mengakibatkan modifikasi Mora usus
dan menychabkan resistensi. Bakteri menjadi
kurang peka terhadap antibiotik dan dapat
terjadi karena penggunaan dosis antibiotik
vang kurang tepat dan pemakaian yang terlalu
sering (Brander et ai, 1991). Pemberian
anlibiolik yang tidak terkonirol akan
menyebabkan terjadinya pengurangan
efektifitas antibiotika.

Pada penelitian ini akan diisolasi
bakteri £ coli pada kasus perikarditis dan
hepatitis pada ayam potong kemudian
ditentukan patogenisitasnya berdasarkan
karakter fenotip yang meliputi kemampuan
hemaglutinasi, hemolisin dan hidrofobisitas
serta diuji kepekaannya terhadap beberapa
antibiotik secara in vitrg,

Materi dan Metode

Isolasi bakteri

Bakteri £ coli diisolasi dari spesimen
hati dan jantung ayam potong. Bahan
pemeriksaan diambil secara aseptis dan
dimasukkan dalam media Totd Hewith Broth
(THB)} dalam tabung reaksi stenl untuk
pembiakan awal bakteri. [dentifikasi bakteri E.
coli didasarkan pada sifat pertumbuhan pada
media Mac Conkey dan Kligler Iron Agar.

Liji kemampuan hemolisis

Rakteri ditanam dalam plat agar (agar
base, Oxoid, Jerman) dengan penambahan
darah domba, kemudian diinkubasi selama 18-
24 jam pada suhu 37°C. Kemampuan
hemolisis pada plat agar darah ditentukan
berdasar adanya zona hemolisis yang dibentuk
oleh E. coli (Skalka et al., 1979). E. coli yang
memproduksi alfa-hemolisin akan
membentuk zona terang disekitar koloni,
beta-hemolisim  akan terlihat zona agak
gelap disekitar koloni, gama-hemolisin tidak
ferlihat adanya zona disekitar koloni. E.
Coli yang memproduksi combinasi alfa-
hemolisin dan beta-hemolisin akan tampak
zona gelap dan terang disekitar koloni.
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Uji hemaglutinasi

Dalam uji ini dipunakan darah kelinc
dengan antikoagulan 0,2 M Sodium Sitrat pH
5.2 disentrifus dan dicuci dua kali dengan 0,15
M NaCl, kemudian dibuat larutan 2% dengan
NaCl. Uji hemaglutinasi dilakukan dengan
cara mereaksikan 20 1 larutan bakteri yang
telah ditentukan eptical density (OD) nya
dengan spekrofotometer  transmisi dan 620
nm (kira-kira 10" balteri'ml 0,15 NaCl)
dengan 201 larutan eritrosit didalam mikroplat
dan digoyang selama 30 detik dan reaksi
hemaglutinasi dicatat (Wibawan et al., 1993).

Uji kidrafebisitas

Bakteri ditanam dalam kaldu BHI 5 ml.
diinkubasi pada 37°C sclama 24 jam. Kultur
bakteri kemudian di vortex, dipindahkan
kedalam tabung sentrifus dan disentrifus 35
menit pada kecepatan 5.000 rpm. Supernatan
dibuang, pellet dicuci dengan PBS 3 kali.
Larutan bakten dilakukan penyetaraan dengan
larutan BaS04, konsentrasi 108. Sebanyak 50
ul larutan bakteri dicampur dengan 50 pl
Amonium Sulfat dengan konsentrasi 1.2M,
1,6, 2M, 2,4M dan 3,2M pada objek glas, dan
diaduk dengan tusuk gigi steril. Uji
hidrofobisitas dinyatakan positif apabila
terjadi agregasi seperti pasir putih pada hasil
adukan (Wibawan et al,, 1993).

Uji resistensi antibiotik

Kepekaan E. coli terhadap beberapa
antibiotika ditentukan dengan mengpunakan
uji difusi agar dengan menggunakan agar
Miiller-Hinton (Oxoid) dengan menempelkan
lempengan diskus antibiotik (Oxoid) sebagai
berikut: Ampisilin, Doksisiklin, Enrofloksasin
Gentamisin, Eritromisin, Oksitertasiklin dan
Tetrasiklin Zona inhibisi yang terbentuk
dievaluasi sesuai dengan ketentuan National
Committee of Clinical Laboratory Standards
(NCCLS,1998).

Hasil dan Pembahasan

Dalam penelitian ini menggunakan 14
isolat E. coli, vang terdin dari 7 isolat asal
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Gambar |, Media Kligler Iron Apar yang ditumbuhi £. coli, Media secara keselurohan menjadi
kuning dan terangkat meatas karena timbul gas (Kfiger Jron Agar Media that grown E. eoli,
the media as a whole become yellow and upraised ro above of becuse incidence of gas)

Gambar 2, Zona B-Hemolisin dar E coli Terbentuk Disekitar Koloni
(B-Hemolysin zone of farmed by around the colony)

jantung dan 7 isolal dan hati ayam potong.
Penentuan isoalat £, cofi didasarkan pada uji
Mac Coneey dan Media Klinger Iron Apgar
(Gambar | danTabel 1).

Secara in vitro patogenisitas bakteri
dapat dilakvukan dengan deteksi jenis
hemolisin, wji hemaglutinasi dan uj
hidrofobisitas. Hasil penclitian imi

menunjukkan semua isolat E.coli
memproduksi  B-hemolising semua isolat
mengaglutinasi sel darah merah kelinci dan
semua isolat bersifat hidrofil (Tabel 2,

Bakteri yang mampu melisiskan sel
darah merah mempunyai sifat lebih virulen
dibandingkan dengan bakteri yang tidak
mampu melisiskan sel darah merah (Pelczar
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dan Chan, 1988). Kemampuan bakten
melisiskan sel-sel darah merah ditentukan oleh
substansi yang discbut hemolisin. Kusmiyati
dan Supar (1998) telah mengisolasi E. coli dan
kotoran pedet yang memproduksi a-hemolisis.
Fyeherichia coli nsal cairan asites ayam
potong menunjukkan 53% memproduksi B-
hemolisin dan 47% non hemolisin (Khusnan
dan Salasia, 2006). Hemolisin merupakan
eksoprolein yang mempunyai aktivitas
enzimatis maupun toksin (Williams et al,
2000). Sitoliik toksin bakteri  yang yang
berupa hemolisin adalah a, B, 8, dan y-
hemolisin (Brickler et al, 1994). Pada
penclitian ini menunjukkan semua isolat E.
cali memproduksi 8-hemolisin (Gambar 3).
Hemaglutinin  merupakan substansi
spesifik yang berada dipermukaan bakten.
Hemaglutinin ini berperan dalam
penggumpalan eritrosit dan memegang
peranan dalam virulensi terhadap hospes yang
diinfeksi. (Ofck dan Sharon, 1988; Kurl ef al.
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1989), Gottschalk et al,, (1990} melaporkan
bahwa strain Streptokokus yang bereaksi
hemaglutinasi pasti memiliki fimbria pada
permukaan sel. Fimbria pada permukaan sel
bakteri sering disebut sebagai hidrofobin yang
hertanggung jawab terhadap interaksi bakteri
dengan eritrosit. Pada penelitian ini
menunjukkan semua isolat menggumpallkan
eritrosit kelinel (Gambar 3).

Pada uji hidrofobisitas menunjukkan
semua isolat E. coli bersifat hidrofil (Gambar
5). Bakleri vang bersifat hidrofil menurut
Tizard (19%2) pada permukaan sclnya
memiliki kapsul polisakarida. Kapsul bakteri
yang mengandung polisakarida tidak akan
terbentuk agregat apabila dicampurkan dengan
laratan amonium sulfat (Wibawan dan
Lammler, 1990),

Bakteri yang banyak mengandung
karbohidrat di permukaan selnya tidak akan
membentuk agregasi denpan penambahan
ammeonium sulfat, sehingga bakteri-bakteri ini

L

Tabel 1. Isolasi £, eali dari Spesimen Jantung dan Hati Ayam Potong (Isolation of E. coli
from heart and liver specemen of broiler)

Mo Kode Mac. Media Minng Kliber Iron Agar
(Number) (Sample Congey (Oblique Media of Kliber Iron Agar)
code) (Mac. Miring Tegak Cras H,3
Concey) (Oblique) (Straightening) (Gas) (HS)

1 H4 Merah (red) Kuning fyeflow) Kuning (yellow) i -
2z H3 Merah (red) Kuning (yellow) Kuning (veliow) + -
3 Ha Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning {yellow) + -
4 H7 Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning fyelfow) + -
5 Ha Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning (yellow) + =
6 HI6  Merah (red) Kuning (yellow) Kumng (vellow) i -
1 H17  Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning (yellow) + -
8 2 Merah (red) Kuning (vellow) Kuning (vellow) * -
9 14 Merah (red) Kuning (vellow) Kuning (yeliow) ¥ -
10 15 Merah {reef) Kuning {yellow) Kuning (yellow) il -
11 I6 Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning (yellow) + -
12 16 Merah (red) Kuning (veflow)  Kuning (vellow) +

13 n7 Merah (red) Kuning (vellow)  Kuning (vellow) k -
14 120 Merah (red)  Kuning fyellow)  Kuning (yellow) + -
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Tabel 2. Karakterisasi E.coli terhadap Jenis Hemolisin, Hemaglutinasi dan Hidrofobisitas
(Characterization of E.coli to type of hemolysin, hemoglutination and hidrophobisity)

No Kode Karakterisasi E. Coli (Characterization of E. Coli)
(Number)  (Sample  Jenis hemolisin Hemaglutinasi Hidrofobisitas
code) (Tipe of (Hemaglutination) (Hydrophobicity)
hemolysin)
1 H4 B + Hidrofil (hydraphil)
2 H3 B + Hidrofil (hydrophil)
3 H6 B + Hidrofil (hydrophil)
4 H7 B + Hidrofil (hydrophil)
5 HE B + Hidrofil (hydrophil)
6 H16 ] + Hidrofil (hydrophil)
7 H17 B + Hidrofil {Aydraphil)
8 2 B + Hidrofil (hydrophil)
9 14 B + Hidrofil (hvdraphil)
10 15 B + Hidrofil (hydrophil)
11 Jo 1] + Hidrofil (hydraphil)
12 116 B + Hidrofil (hydrophil)
13 17 B + Hidrofil (kydrophil)
14 120 B + Hidrofil fhydrophil)
Kontrol
hemaglutinas:
negatif
(Conirel of
negaive

Hasil pengujian (Result of test)

hemoglutination)

Kontrol
hemaglutinasi
positif {Controf
af positive
hemoglutination)

Gambar 3. Uji hemaglutinasi positif £. eolf dengan sel darah merah kelinei, dan Kontrol uji
hemaglutinasi negatif dan positif (Figure 3. Positive hemogiutination test of E. coli with ved
blaod cell of rabbit and control of positive and negative hemoglutination test)
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Gambar 4. Uji Hidrofobisititas, pencampuran £. coli dengan Amonium Sulfat tidak timbul
aprepat, Bakteri bersifat hidrofil (Figure 4. Hydrophoticity test, mixing af B, ecli with
ammenium swlphat do not avise aggregates, bacterium have the churacter of vedrephil)

diketahui bersifat hidrofil (Lindahl e afl,
1981). Bakteri yang mempunyai kapsul akan
bersifat virulen dan sebaliknya bakteri yang
tidak mempunyai kapsul kurang virulen
{Pelcear dan Chan, 1988).

Sifat hidrofobizitas permukaan sel
bakteri menentukan tingkat patogenisitas
bakterl, Patogenisitas bakteri ditentukan
kemampuan adesi pada sel epitel, pertahanan
terhadap fagositosis maupun antibodi serta
kemampuan memperbanyak diri dan diikuti
dengan pengeluaran substansi ektrascluler.
Bakteri yang bersifat hidrofil menurut Tizard
(1982) pada permukaan selnya memiliki
kapsul polisakarida, yang menyebabkan
bakteri sulit difagositosis oleh sel-sel
polimorforuklear, karena polisakarida pada
permukaan sel berperan dalam mencegah
terbentuknya kontak yang cukup erat dengan
sel polimorfonuklear pada proses awal
fagositosis (Pelszar dan Chan, 1988).

Sebaliknya bakteri yang bersifat
hidrofob pada uji hidrofobisitas dengan
amonium sulfat akan menunjukkan adanya
agregat. Bakteri yang bersifat hidrofob akan
mudah melekat pada sel-sel epitel tetapi
tnudah dihancurkan pada proses difagosit oleh
sel-sel polimorfonuklear leukosit (Salasia dan
Lammler, 1995; Salasia, 1996). Secara
patogenisitas, kultur yang mempunyai sifat
hidrofob lebih banyak melekat pada sel-sel
epitel dan lebih banyak difagosit oleh sel-sel
polimorfonuklear (PMN) dibanding dengan
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kultur yang bersifat hidrofil (Salasia et al,
2004).

Dari tujuh antibiotik (ampisilin,
koksisiklin, enrofloksasin, gentamisin,
oksitetrasiklin dan tetrasiklin} yang dicoba
gecara in witro menunjukan babwa semua
antibiotik sudah mengalami resistensi
terhadap bakteri E. codi (Tabel 3). Tingkat
resistesi berkisar antara 16,7% sampai 100%.
Tingkat resistensi meningkat dari gentamisin,
enrofloksasin, doksisiklin, ampisilin,
tetrasiklin dan oksitetrasiklin, Sedangkan
gensitifitasnya berkisar antar (% sampai
£3,3%. Tiga jenis antibiotika sudah tidak
clektif yaitu eritromisin, oksitertasiklin dan
tetrasiklin, Sedangkan efektifitas doksisiklin,
ampisilin, enrofloksasin dan pentamisin
berturut-turut  14.2%, 21,5%, 57,1% dan
23.3%.

Dari hasil penelitian tersebut terlibat
hahwa antibiotik yang dicoba menunnjukkan
resistensi yang tinggl. yaitu pgentamisin,
enrofloksasin, doksisiklin, ampisilin,
tetrasiklin dan oksitetrasiklin. Hasil yang sama
telah dilaporkan Nugroho dan Wibowo (2005)
bahwa £ coli asal ayam sudah resisten
terhadap antibiotik yang sering digunakan
pada peternakan ayam yaitu: ampisilin,
streptomisin dan  enrofloksasin. Sedangkan
Krisnaningsih ef al, (2005) membuktikan
hahwa E coli asal ayam sudah resisten
terhadap jenis antibiotik lincomisin dan
donafloksasin, diikuti ampisilin dan
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Tabel 3. Persentase Kepekaan E. coli Asal Jantung dan Hati Ayam Potong terhadap beberapa
Antibiotik {Precentage of sensitivity of E. coli from heart and liver broiler to antibiotic)

No Jenis Antibiotik Resistensi (Resistency)
{Number) (Tvpe of antibiotic) Resisten (%) Intermedicr (%) Sensitif (%4)
(Resistant)  (Imtermediate)  (Susceptible)
1 Ampisilin (Ampicilin) 37,1 21,4 21,5
2 Doksisiklin (Doxyeyeline) 429 429 142
3 Enrofloksasin (Enrofloxacie) 157 1.2 57.1
4 Eritromisin (Erythromycin) Q2.9 7.1 0
5 Gentamisin (Gentamycin) 16,7 0 833
6 Oksitertasiklin (Oxytetracycline) 100 ] 0
7 Tetrasiklin (Tetracycling) 78,6 214 0

Gambar 7. Uji sensitivitas antibiotik terhadap E. coff pada agar Muller Hinton, zona inhibisi
terlihat pada 3 cakram antibiotik (Sensitivity test of antibictic ro E. coli at Mudler Hinton Agar,
zone of inhikition seen at 3 antifictic disk)

amoksisilin,€ streptomisin  doksisiklin  dan
eritromisin. Khusnan dan Salasia (2006)
membulktikan bahwa & Cof asal ayam sudah
resisten terhadap eritromisin dan penisilin G.
Dari jenis antibiotika vang dicoba
menunjukkan bahwa antibiotika yang sering
dipunakan pada formula obat ayvam sudah
banyak vyang resisten dan sebaliknya jenis
antibiotika yang tidak digunakan pada formula
obal ayam seositifitasnva masih baik yaitu
amikasin, meropemen, sefepin dan
sefiriakson. belum mengalami (Khusnan dan
Salasia, 2006) sedangkan Pumomo dan
Prihtivantoro (2007) membuktikan antibiotik
yang jarang digunakan pada manajemen

keschatan ayam sensitifitasnya masih diatas
0% terhadap E ecoli yailu meropemen,
megilinam, sefepim, seflazidim, sefotaksim,
seftriakson dan sefurcksim.

Beberapa serotype E. coli pada ayam
kerap kali resisten terhadap antibiotik,
sehingga perlu dilalukan uji sensitivitas
antibiotikk agar pengobatan menjadi efisien
{Tabbu, 2000),

Kesimpulan
Berdasarkan uraian diatas dapat

disimpulkan bahwa E. coli yang diisolasi dari
hati dan jantung ayam potong mempunyai
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karakter @ semua memproduksi B-
hemolisis, mempunyal hemaglutinin dan
hersifat hidrofil, sehingga berdasar karakier
tersebut £ coli bersifat patogen. Pada uji
kepekaan antibiotik semua antibiotik yang
dicoba sensitifitasnya sudah menurun yaitu
Ampisilin 21,5%; Doksisiklin 14,2%;
Enrofloksasin 57,1%; Gentamisin 33,3%.
Eritromisin, Oksitertasiklin dan Tetrasiklin
sudah tidak sensitif. Resistensi sudah terjadi
pada Oksitertasiklin sebesar 100%,
Eritromisin sebesar 92,9% dan Tetrasiklin
sehesar 78,6%6.
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