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Konfirmasi Gen tdh dan trh Secara PCR pada Bakteri V. parahaemolyticus dari Sampel Telur Chelonia mydas (penyu hijau) dan Eretmochelys imbricata (penyu sisik)
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Abstract
Detection of toxR, tdh and trh genes in Vibrio parahaemolyticus from turtle eggs have been conducted. The confirmation test were done by using PCR methods. The presences of tdh and trh genes were considered as virulence factor. The results showed that turtle eggs from Chelonia mydas and Eretmochelys imbricata contained toxR gene 18.6 %, where eighteen of them contained tdh gene 8.4 %  and none of them contained trh  gene.  
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Pendahuluan

Telur  penyu disukai masyarakat karena adanya “mitos” bahwa telur penyu mempunyai khasiat yang luar biasa dibandingkan telur yang berasal dari hewan lain, padahal kandungan gizi telur penyu sama dengan telur lainnya seperti telur ayam atau telur itik, yakni: protein, lemak, karbohidrat, asam amino essensial, kolesterol dan air ( Hadiwiyoto.S, 1993; Ida.I & Harfiandri, 2004). 

Telur penyu berwarna putih dengan kulit dalam keadaan kenyal. Pada saat pertama kali dikeluarkan, kulitnya lunak tetapi kemudian mengeras setelah mengalami perubahan saat berada didalam sarang (Nuitja, 1992). Penyu Hijau (Chelonia mydas) dan  Penyu Sisik (Eretmochelys imbricata) adalah dua jenis telur penyu yang banyak dijumpai dan dijual disepanjang Pantai Padang, Sumatera Barat. Penyu Hijau  dapat menghasilkan 100-140 butir telur pada setiap kali bertelur, sedangkan Penyu Sisik menghasilkan telur dengan rata-rata sebanyak 130 butir pada musim bertelurnya ( Harfiandri, 2007). 

Untuk mendapatkan gizi secara utuh, telur penyu sering dikonsumsi secara mentah. Perlakuan yang tidak higienis pada makanan, apalagi makanan yang tidak dimasak atau tidak dimasak sempurna dapat menyebabkan keracunan oleh bakteri atau virus yang terdapat di air, khususnya air laut.  Salah satu bakteri halofilik yang dijumpai di air laut adalah bakteri V. parahaemolyticus. 
V. parahaemolyticus memiliki gen yang spesifik dan sekaligus berperan dalam pengaturan produksi toksin yaitu gen toxR.  Gen toxR akan mengaktifkan gen-gen lain untuk menghasilkan produksi toksin yang berupa hemolisin seperti Thermostable Direct Hemolysin (TDH), Thermostable-Related Hemolysin (TRH), mekanisme patogen V. parahaemolyticus ada hubungannya dengan produksi gen tdh dan gen trh ini yang memberikan respon terhadap β-Hemolysis (Yam, Chan, Bella & Lee, 1999).
  
Infeksi karena bakteri V. parahaemolyticus disebut gastroenteritis, diare yang dapat disertai dengan demam, sakit kepala, mual dan kram perut. Penyakit gastroenteritis ini dapat terjadi jika jumlah V. parahaemolyticus yang masuk ke tubuh lebih dari 106 organisme (Siraj, Bartlett, & Hyslop, 2002).
Tulisan ini melengkapi data-data tentang keberadaan bakteri V. parahaemolyticus pada bahan makanan atau makanan yang berasal dari wilayah Sumatera Barat khususnya dan Indonesia pada umumnya. Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) sampai saat masih dianggap metode yang paling akurat dalam konfirmasi penentuan species bakteri sampai pada tingkat strain. Informasi keberadaan gen tdh dan trh sebagai gen pemicu dihasilkan nya toksin merupakan hal yang sangat penting dalam menetapkan jenis obat yang akan digunakan pada pasien diare yang disebabkan oleh bakteri V. parahaemolyticus.
Metodologi
Alat dan Bahan

Mesin PCR (Eppendorf Mastercyclergradient®), tabung eppendorf, cawan petri, erlenmeyer, gelas piala, gelas ukur, batang pengaduk, jarum ose, pipet mikro (Eppendorf®),  lampu spritus, hot plate, vortex (Mixer® VM-1000), timbangan digital, sentrifugator (Eppendorf Minispin®), incubator (Gallenkamp®), lemari pendingin, rotary shaker incubator (Bigger Bill Digital®), laminar air flow (ESCO®), autoklaf, perangkat elektroforesa, alumunium foil, Gel Documentation System (Cybertech-Jerman) dan UV-Transiluminator (Biometra-Jerman).
Sampel telur penyu dari 2 spesies ( penyu hijau dan penyu sisik ), media Salt Polymixin Broth (SPB), media CHROMAgarTM Vibrio,  Luria Burtani (LB) Broth, Luria Burtani Agar (LBA), aquadest steril, primer, Taq polimerase, gel agarose, 10x buffer PCR, 25 mM MgCl2, 10 mM dNTP’s, ethidium bromida, 1x buffer TBE, 100 bp DNA ladder, blue dye solution dan kontrol positif  V.  parahaemolyticus (VP Strain No.AQ 3815 dan AQ 4037 untuk deteksi gen toxR, VP Strain No.AQ 3815 dan VP 81 untuk deteksi gen tdh dan VP Strain No. AQ 4037 dan AT 4untuk deteksi gen trh.
Isolasi Bakteri V. parahaemolyticus 
Ditimbang seberat10 g sampel dan dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer yang telah berisi media Salt Polymixin Broth (SPB) sebanyak 90 ml, diaduk homogen dan kemudian diinkubasi pada suhu 37 oC  selama 24 jam. Kultur kemudian diinokulasikan  pada media CHROMAgarTM Vibrio. Setelah 24 jam diamati koloni yang tumbuh. Adanya koloni ungu dengan ukuran antara2-3 mm menandakan terdapatnya bakteri V. parahaemolyticus.
Uji konfirmasi gen toxR, tdh dan trh pada V.  parahaemolyticus secara PCR. 
Ekstraksi DNA V. parahaemolyticus 
Ekstraksi genom DNA dilakukan dengan metode Boil Cell Extraction (BCE). Kultur media yang terdapat dalam tabung eppendorf sebanyak 1 ml disentrifus pada 10.000 rpm selama 5 menit, supernatan dibuang, endapan disuspensikan dalam 1 ml NaCl 0,75 % steril lalu divortex. Dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit. Selanjutnya diamkan 10 menit dalam lemari pendingin dengan suhu -20º C, setelah itu disentrifus pada 10.000 rpm selama 5 menit, supernatan dipindahkan ke dalam tabung eppendorf  baru dan siap untuk deteksi gen menggunakan mesin PCR.
Deteksi gen toxR V. parahaemolyticus
Bahan paling penting dalam deteksi gen secara PCR adalah primer. Untuk mendeteksi gen toxR digunakan primer dengan sekuen sbb: toxR4, 5’ - GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3’ dan ToxR7, 5’- ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3’. Untuk mendeteksi gen tdh digunakan primer tdh-D3 atau VPD2 dengan sekuen 5’-CCACTACCACTCTCATATGC - 3’, dan tdh-D5 atau VPD1,  5’- GGCATCAAATGGCTGATACT-3’.Untuk mendeteksi gen trh digunakan primer trh-R2, 5’- GGCTCAAAATGGTTAAGCG-3’ dan trh-R6, 5’- CATTTCCGCTCTCATATGC-3’.
Komponen dan campuran yang digunakan dalam reaksi PCR antara lain: 10x PCR Buffer 2 (l, 25 mM MgCl2 2,0 (l, Primer 1 dan Primer 2 masing masing 1,0 (l, 10 mM dNTPs (Deoksi Nukleotida Trifosfat) 2,0 (l,   Taq DNA Polymerase DNA 0,1(l, Template (Genom DNA) 2(l dan aquadest steril ad 25 (l. Proses PCR dilakukan sebanyak 23 siklus untuk mendeteksi gen toxR dan 33 siklus untuk deteksi gen tdh dan trh. 
Elektroforesa dilakukan dengan menggunakan gel agarose 1,5 % menggunakan TBE 1 x pada tegangan 100 Volt selama 30 menit. Selanjutnya gel diwarnai dengan 0,5 μg/ml larutan ethidium bromida selama 5-10 menit, kemudian direndam dalam aquadest selama 10 menit dan dilihat gambarannya di bawah alat pengamat DNA (Gel Doc). Gel tersebut difoto dengan menggunakan alat Gel Documentation system dan UV-Transiluminator. Pada foto dapat dilihat pola pemisahan pita-pita DNA yang ukurannya dapat diketahui melalui ukuran pita-pita standar 100 bp DNA ladder dan sebagai pembanding digunakan kontrol positif V. parahaemolyticus, dimana ukuran pita-pita DNA V. parahaemolyticus berturut-turut adalah, untuk gen toxR 368 bp, gen tdh 251 bp sedangkan  gen trh 250 bp (Kim et al, 1999). 
Pembahasan
Isolasi bakteri Vibrio parahaemolyticus dari 2 jenis sampel telur penyu dilakukan dengan menggunakan metode standar FDA (Food Drug Administration, 2001). Pengambilan sampel dilakukan pada tanggal 8 Januari 2009, 2 Februari 2009, 17 Februari 2009, 31 Maret 2009 dan 24 April 2009. Sampel dikumpulkan dari pedagang telur penyu di sepanjang Pantai padang, Sumatera Barat.  Dari lima pengambilan sampel, pada sampling ke lima baru diperoleh koloni ungu pada media CHROMAgarTM Vibrio. Di perolehnya koloni ungu pada media CHROMAgarTM Vibrio menandakan terdapatnya bakteri Vibrio parahaemolyticus pada kedua jenis sampel uji. 

Pada penelitian ini diperoleh 215 kultur murni yang diduga bakteri V. parahaemolyticus. Dipilih koloni tunggal dan dilanjutkan dengan pengujian keberadaan gen toxRnya, maka empat puluh kultur positif memiliki gen toxR (18,6 %). Semua strain bakteri V.  parahaemolyticus mengandung gen toxR. Gen ini merupakan gen spesifik yang dapat digunakan sebagai target utama dalam mendeteksi bakteri V. parahaemolyticus yang diamplifikasi dengan menggunakan PCR (Vailleux, 2003).
Konfirmasi gen tdh dan trh bertujuan untuk mengetahui apakah sampel bersifat patogen atau tidak. Kedua gen ini terdapat pada V. parahaemolyticus yang berperan dalam sintesa enterotoksin TDH dan TRH yang dapat menyebabkan gastroenteritis yang disertai diare berdarah. Berdasarkan kemampuannya menghemolisa darah bakteri ini dapat dibedakan atas V. parahaemolyticus kanagawa positif dan V. parahaemolyticus kanagawa negatif. V. parahaemolyticus kanagawa positif dapat menghemolisa sel darah merah dan     96 % kultur yang diperoleh dari penderita gastroenteritis menunjukan kanagawa positif dan hanya 1 % dari kultur yang berasal dari makanan laut menunjukan kanagawa positif, sedangkan V. parahaemolyticus kanagawa negatif tidak dapat menghemolisa sel darah merah dan pada umumnya ditemukan pada kultur yang berasal dari makanan laut  (Adams & M.O. Moss, 2000; Michael, 1980; Takahashi et al, 2000). 
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Gambar 1:Elektroforesa Gen toxR  Pada Gel Agarose 1,5%

Keterangan : 


M
: Marker 100 bp DNA ladder, standar ukuran pita DNA

K+
: Kontrol positif  V. parahaemolytcus (368 bp) Strain No. AQ 4037 
1-10 : Kultur uji V. parahaemolyticus 
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Gambar 2: Elektroforesa Gen tdh  pada Gel Agarose 1,5%

Keterangan

M
: Marker 100 bp DNA ladder, standar ukuran pita DNA

K+
: Kontrol positif  V. parahaemolytcus (251 bp) Strain No. AQ 3815

1-10 : Kultur uji V. parahaemolyticus 
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Gambar 3: Elektroforesa Gen trh  pada Gel Agarose 1,5%

Keterangan
M
: Marker 100 bp DNA ladder, standar ukuran pita DNA

K+
: Kontrol positif  V. parahaemolytcus (250 bp) Strain No. AQ 4037
1-10 : Kultur uji V. parahaemolyticus 
Hasil yang didapat adalah 18 kultur positif memiliki gen tdh (8,4 %) dan tidak satupun kultur yang mempunyai gen trh (0 %). Informasi ini membuktikan bahwa bakteri V. parahaemolyticus yang diisolasi dari telur penyu bersifat patogen. Terdapatnya gen tdh pada sampel menandakan bahwa telur penyu yang berasal dari Sumatera Barat tidak aman untuk dikonsumsi secara mentah. Bakteri V. parahaemolyticus akan mati pada pemanasan diatas 75o C, sehingga   para konsumen disarankan memasak telur penyu dengan air mendidih dalam waktu yang lebih lama sehingga diharapkan bakteri sudah mati sempurna. Jika gen tdh-nya positif dan gen trh-nya negatif dapat diduga bakteri tersebut tergolong kedalam bakteri V. parahaemolyticus 03 : K6 tetapi membutuhkan konfirmasi dengan melakukan uji gen GS (Group Spesifik) dengan mesin PCR (Nishibuchi et al, 1992).   

Gen tdh dan trh merupakan faktor virulen dari bakteri V. parahaemolyticus, oleh sebab itu dari hasil penelitian ini dapat memberikan informasi bahwa pada sampel telur penyu terdapat gen tdh yang jika masuk kedalam tubuh  manusia akan dapat menyebabkan penyakit jika dikonsumsi dalam keadaan mentah.   

Tabel I. Hasil elektroforesis gen toxR pada gel agarose 1,5 % dari telur penyu hijau (Chelonia mydas)  

	No
	Kultur
	Gen toxR
	No
	Kultur
	Gen toxR

	1
	Vp1.Ib.1.1
	-
	31
	Vp2.Ib.3.1
	-

	2
	Vp1.Ib.1.2
	-
	32
	Vp2.Ib.3.2
	-

	3
	Vp1.Ib.1.3
	-
	33
	Vp2.Ib.3.3
	-

	4
	Vp1.Ib.1.4
	-
	34
	Vp2.Ib.3.4
	-

	5
	Vp1.Ib.1.5
	-
	35
	Vp2.Ib.3.5
	-

	6
	Vp1.Ib.1.6
	-
	36
	Vp2.Ib.3.6
	-

	7
	Vp1.Ib.1.7
	-
	37
	Vp2.Ib.3.7
	-

	8
	Vp1.Ib.1.8
	-
	38
	Vp2.Ib.3.8
	-

	9
	Vp1.Ib.1.9
	-
	39
	Vp2.Ib.3.9
	-

	10
	Vp1.Ib.1.10
	-
	40
	Vp2.Ib.3.10
	-

	11
	Vp1.Ib.2.1
	-
	41
	Vp2.Ib.4.1
	-

	12
	Vp1.Ib.2.2
	-
	42
	Vp2.Ib.4.2
	-

	13
	Vp1.Ib.2.3
	-
	43
	Vp2.Ib.4.3
	-

	14
	Vp1.Ib.2.4
	-
	44
	Vp2.Ib.4.4
	-

	15
	Vp1.Ib.2.5
	-
	45
	Vp2.Ib.4.5
	-

	16
	Vp1.Ib.2.6
	-
	46
	Vp2.Ib.4.6
	-

	17
	Vp1.Ib.2.7
	-
	47
	Vp2.Ib.4.7
	-

	18
	Vp1.Ib.2.8
	-
	48
	Vp2.Ib.4.8
	-

	19
	Vp1.Ib.2.9
	-
	49
	Vp2.Ib.4.9
	-

	20
	Vp1.Ib.2.10
	-
	50
	Vp2.Ib.4.10
	-

	21
	Vp1.Ib.5.1
	-
	51
	Vp2.Ib.5.1
	+

	22
	Vp1.Ib.5.2
	-
	52
	Vp2.Ib.5.2
	+

	23
	Vp1.Ib.5.3
	-
	53
	Vp2.Ib.5.3
	+

	24
	Vp1.Ib.5.4
	-
	54
	Vp2.Ib.5.4
	+

	25
	Vp1.Ib.5.5
	-
	55
	Vp2.Ib.5.5
	+

	26
	Vp1.Ib.5.6
	-
	56
	Vp2.Ib.5.6
	+

	27
	Vp1.Ib.5.7
	-
	57
	Vp2.Ib.5.7
	+

	28
	Vp1.Ib.5.8
	-
	58
	Vp2.Ib.5.8
	+

	29
	Vp1.Ib.5.9
	-
	59
	Vp2.Ib.5.9
	+

	30
	Vp1.Ib.5.10
	-
	60
	Vp2.Ib.5.10
	+


Keterangan
:
+ 
=  Ada 


-    
=  Tidak ada
Tabel II. Hasil elektroforesis gen toxR pada Gel agarose 1,5 % dari telur penyu sisik (Eretmochelys imbricata) mentah. 
	No
	Kultur


	Gen toxR
	No
	Kultur
	Gen toxR

	1
	Vp1.IIa.1.1
	-
	26
	Vp2.IIa.1.1
	-

	2
	Vp1.IIa.1.2
	-
	27
	Vp2.IIa.1.2
	-

	3
	Vp1.IIa.1.3
	-
	28
	Vp2.IIa.1.3
	-

	4
	Vp1.IIa.1.4
	-
	29
	Vp2.IIa.1.4
	-

	5
	Vp1.IIa.1.5
	-
	30
	Vp2.IIa.1.5
	-

	6
	Vp1.IIa.2.1
	-
	31
	Vp2.IIa.2.1
	-

	7
	Vp1.IIa.2.2
	-
	32
	Vp2.IIa.2.2
	-

	8
	Vp1.IIa.2.3
	-
	33
	Vp2.IIa.2.3
	-

	9
	Vp1.IIa.2.4
	-
	34
	Vp2.IIa.2.4
	-

	10
	Vp1.IIa.2.5
	-
	35
	Vp2.IIa.2.5
	-

	11
	Vp1.IIa.3.1
	-
	36
	Vp2.IIa.3.1
	-

	12
	Vp1.IIa.3.2
	-
	37
	Vp2.IIa.3.2
	-

	13
	Vp1.IIa.3.3
	-
	38
	Vp2.IIa.3.3
	-

	14
	Vp1.IIa.3.4
	-
	39
	Vp2.IIa.3.4
	-

	15
	Vp1.IIa.3.5
	-
	40
	Vp2.IIa.3.5
	-

	16
	Vp1.IIa.4.1
	-
	41
	Vp2.IIa.4.1
	+

	17
	Vp1.IIa.4.2
	-
	42
	Vp2.IIa.4.2
	+

	18
	Vp1.IIa.4.3
	-
	43
	Vp2.IIa.4.3
	+

	19
	Vp1.IIa.4.4
	-
	44
	Vp2.IIa.4.4
	+

	20
	Vp1.IIa.4.5
	-
	45
	Vp2.IIa.4.5
	+

	21
	Vp1.IIa.5.1
	-
	46
	Vp2.IIa.5.1
	+

	22
	Vp1.IIa.5.2
	-
	47
	Vp2.IIa.5.2
	+

	23
	Vp1.IIa.5.3
	-
	48
	Vp2.IIa.5.3
	+

	24
	Vp1.IIa.5.4
	-
	49
	Vp2.IIa.5.4
	+

	25
	Vp1.IIa.5.5
	-
	50
	Vp2.IIa.5.5
	+


Keterangan
:
+ 
=  Ada

-
=  Tidak ada

 Tabel III.
Hasil elektroforesis gen tdh  dan trh pada Gel agarose 1,5 % dari telur penyu hijau (Chelonia mydas) mentah. 

	No
	Kultur
	Gen toxR
	Gen tdh
	Gen trh

	1
	Vp2.Ia.4.1
	+
	+
	-

	2
	Vp2.Ia.4.2
	+
	-
	-

	3
	Vp2.Ia.4.3
	+
	-
	-

	4
	Vp2.Ia.4.4
	+
	+
	-

	5
	Vp2.Ia.4.5
	+
	-
	-

	6
	Vp2.Ia.5.1
	+
	+
	-

	7
	Vp2.Ia.5.2
	+
	+
	-

	8
	Vp2.Ia.5.3
	+
	+
	-

	9
	Vp2.Ia.5.4
	+
	-
	-

	10
	Vp2.Ia.5.5
	+
	+
	-


Keterangan
:
+ 
=  Ada





-
=  Tidak ada

 Tabel IV:
Hasil elektroforesis gen tdh  dan trh pada Gel agarose 1,5 % dari telur penyu hijau (Chelonia mydas) olahan. 

	No
	Kultur


	Gen toxR
	Gen tdh
	Gen trh

	1
	Vp2.Ib.5.1
	+
	+
	-

	2
	Vp2.Ib.5.2
	+
	-
	-

	3
	Vp2.Ib.5.3
	+
	-
	-

	4
	Vp2.Ib.5.4
	+
	+
	-

	5
	Vp2.Ib.5.5
	+
	-
	-

	6
	Vp2.Ib.5.6
	+
	-
	-

	7
	Vp2.Ib.5.7
	+
	-
	-

	8
	Vp2.Ib.5.8
	+
	-
	-

	9
	Vp2.Ib.5.9
	+
	+
	-

	10
	Vp2.Ib.5.10
	+
	+
	-


Keterangan
:
+ 
=  Ada





-
=  Tidak ada
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