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Abstrak

Vibrio parahaemolyticus bakteri halofilik yang habitat alaminya di muara dan perairan
; itas strain V. parahaemolyi,

Adanva gen tdh dan trh digunakan untuk menentukan pnwﬂ""f-‘ ‘
ini memproduksi toksin hemolisin termostabil ekstraselular, Thermostable direct hemolysin

Thermostable direct hemo!yﬂn-rrlmed hemolysin (TRH) yan8 masing-masing o o
Iyticus dapat menimbulkan penyakit

dan irh. Makanan yang terkontaminasi V. parahaemal

Tujuan penelitian untuk investigasi kontaminasi makanan, penyebaran dan sebagai
epidemiologi infeksi Vibrio parahaemolyticus. Sampel diambil dari sampel mentah ke
Batissa violacea L {Bv‘) dan Faunus ater Linn (Fa a, dari Kota Padang dan Pasaman Sy
Isolasi dan deteksi Vibrio parahaemolyticus relah dilakukan dengan metode PCR-specifik.
menggunakan media SPB dan CHROMagarVibrio. Deteksi gen toxR menggunakan pr
ToxR7, tdh dengan primer set (tdh-D3= vPD2)/ (1dh-D5= vPD1) dan trh menggunakan,
(trh-R6). MHasil penelitian menunjukkan terjadi kontaminasi bakteri halofilik V. paraha
sampel kerang air tawar yang hidup pada sungai bermuara ke laut. Jumlah strain isolat V
130 - 5x10° cfulg dan isolate VpFa, berkisar 110~ 1x10 cfi/g. Sebanyak 40 isolat uji /
hanya 1 gen toxR (2,5%), dan pada 73 kulmr wji VpFa, rerdeteksi 34 gen 10xR (46,48%). §

merupakan Kanagawa negatif karend tidak terdeteksi gen tdh dan trh pembawa sifat

parahaemolyticus

Kata Kunci: Vibrio parahaemolyticus, gen toxR, tdh, trh, Batissa violacea L, Faunus ater L
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Detection of toxR, tdh, trh genes in Vibrio parahaemolyticus in samples
Batissa violacea L dan Faunus ater Linn

Abstract

Vibrio parahaemolyticus is a halophilic bacterium that occurs naturally in estuarine and coastal marine

waters. The presence of the tdh and trh genes used to determine the pathogenicity of V. parahaemolyticus
strain. These bacteria produce extracellular thermostable hemol vsin, are the thermostable direct hemolysin
(TDH) and the thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH), encoded by the tdh and trh genes,
respectively. Food contaminated by V. parahaemolyticus can cause seafood-borne gastroenteritis. The
aim of this study was to _investigations of Jood contaminants, distribution and as data entry epidemiology
of Vibrio parahaemolyticus infection. Samples were taken from the raw freshwater mussels Batissa violacea
L(BV,) and Faunus ater Linn (FA,) in Padang and Pasaman West Sumatra. Isolation and detection of Vp
was studied by PCR specific methods. The isolation of bacteria by SPB medium and CHROMagarVibrio.
Detection of gene toxR using primer sets ToxR4/ToxR7, gene tdh by primer sets (TDH-D3 = VPD2) /
(TDH-D5 = VPDI) and gene trh using primer sets (trh-R2 )V (trh-R6). The results of this study suggest that
contamination of halophilic V. parahaemolyticus has occurred in samples. The number of isolates strain
VpBv, ranging 130 - 5x10° cfw/g and strain VpFa, ranging 110 - 1x10" cfi/g. A total of 40 suspected

isolate, only one 10xR positive of culture tested Vp
34 gen toxR (46,48% toxR positive). All the isolates

By,

(2,5%), and 73 culture tested VpFa, were found

were Kanagawa negative, because were not detection
tdh and trh gene encoded patogenicity V. parahaemolyticus

Key word : Vibrio parahaemolyticus, 1oxR gene, tdh , trh, Batissa violacea L, Faunus ater L

Pendahuluan

Halofilik Vibrio parahaemolyticus
merupakan bakteri yang hidup di laut dan
perairan dengan kadar garam tinggi.
Makanan yang terkontaminasi V
parahaemolyticus penyebab utama outbreak
Joodborne disease gastroenteritis di dunia.
Pertama kali outbreak terjadi di Osaka
Jepang tahun 1950, karena keracunan
“shirasu”, sejenis makanan laut. Dilaporkan
oleh CDC (the Centers for Disease Control

and Prevention) sejak tahun 1973 sampai
1998 telah terjadi 40 outbreaks infeksi Vibrio
parahaemolyticus di seluruh dunia. Vibrio
parahaemolyticus strain O3:K6 dilaporkan
sebagai pandemik yang dominan dan
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emergensi di banyak negara Asia seperti
Jepang, India, Thailand, Korea, Laos.!?

Infeksi Vibrio parahaemolyticus
menimbulkan penyakit gastroenteritis, suatu
diare hebat disertai dengan demam, sakit
kepala, mual dan kram perut sampai
kematian. Penyakit ini terjadi biasanya
karena mengkonsumsi makanan laut mentah
atau kurang sempurna memasaknya, yang
terkontaminasi V. parahaemolyticus (Tada
et al., 1992). Masa inkubasi gastroenteritis
karena infeksi Vibrio parahaemolyticus yang
dilaporkan untuk keracunan pangan
beragam dari 2 jam sampai 4 hari, umumnya
9 - 25 jam. Penyakit berlangsung 4 sampai
10 hari dan dicirikan oleh diare berair, sakit



Gt perut dan
eritis dapat
[yticus yang
.0'_ga"jgll1t‘3

perut, sakit kepala, muntah,
demam. Penyakit gastroent
terjadi jika jumlah V. parahaemo
masuk ke tubuh berkisar 10°-10° ‘
atau diatas e” 10° cfu per gram- Paqa kuillb
yang berat penyakit ini mengakuhat.k_.m
kematian karena banyak kehilangan cairan

24,5
tubuh dan kekurangan darah. ™"

Patogenitas V. pm‘ahm’nm!yr!

a

disebabkan oleh kemampuanfy’
ini ' colonisasl

memproduksi protein invasif dan kolonisa

serta produksi enterotoksin homolog den’garll
cholera. Infeksi terjadi
hasil

Cclis

patogenitas Vibrio
setelah invasi dan produksi toksin
ekspresi gen virulensi yang dibawanya.
Setelah Invasi dan kolonisasi V.
parahaemolyticus yang patogen akan
mengeluarkan toksin hemolisin termostabil
ekstraselular yakni thermostable direct
hemolysin (TDH) dan toksin thermostable
direct hemolysin-related hemolysin (TRH).
Kedua protein toksin itu merupakan hasil
ekpresi gen virulensi #dh dan rrh. Sedangkan
protein kolonisasi Transmembrane
regulatory protein (ToxR) hasil ekpresi gen
10xR.® Ekpresi gen tdh menjadi toksin TDH
meningkat dengan adanya asam empedu
(bile acids) dalam lumen usus. Mekanisme
patogen dan virulen V. parahaemolyticus
sangat berhubungan dengan hadirya gen rdh
dan gen trh ini, yang memberikan respon
terhadap reaksi a-hemolysis.*’

Virulensi V. parahaemolyticus
dikelompokkan menjadi dua grup,
Kanagawa Phenomena positif (KP+) yang
memiliki tdh dan atau trh dan Kanagawa
Phenomena negatif (KP-) bagi bakteri yan g
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tidak membawa kedua gen, Grup g,
phenomend posili-f (KP+) 'di“e
adanya produksi protein
(t h(,,-mn.smb!e direct hemolyg
prodUk5i dikode oleh gen 1dh, v~
dengan

pada agar darah, Wagatsuma
media yang menggunakan da
golongan 0.* Gen tdh bany
pada strain V. parahaemolytic
klinis. Hasil penyelidikan dari
mencapai 96% dari 2.720
merupakan KP+ sementara pada
dari lingkungan hanya 1% yang g
V. parahaemolyticus :
Enterotoksigenik strain Virlllej_jf L
gen tdh ditunjukkan pada uji klg it

strain KP positif “tdh-deficient”
memberi reaksi hemolisis pada my
tanpa gen tdh.?

D)

Penelitian terhadap penyeb
halofilik V. parahaemolyticus my
epidemiologi yang luas di duy
syarat Standar Nasional Indor
produk ikan dan makanan laut
ekspor, seperti dinyatakan dalam
01-2332.5-2006, harus bebas
kontaminasi bakteri ini. Uji k
parahaemolyticus umumnya
sampel makanan berasal dari 1z
mentah maupun yang telah diolg
sampel makanan berupa kerang (s

AN

ikan, udang, cumi-cumi dan sebag

Sampel penelitian ini Bati
L (Lokan) dan Faunus-' _.
(Langkitang), termasuk kerang air ta
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muara sungai yang hidup di permukaan
sedimen dasar perairan. Beberapa sifat
Kerang antara lain peka terhadap beberapa
bahan pencemar, mobilitas rendah, mudah
ditangkap serta memiliki kelangsungan
hidup  yang panjang. Sehingga
keberadaannya menjadi indikator kondisi
ckologi terkini pada suatu kawasan tertentu °
Sementara itu Kerang air tawar lokan dan
langkitang, salah satu sumber makanan
hewani yang bermanfaat, karena

kuantitas yang cukup akan terlihat sebagai
pita-pita pada elektroforesa.'' 2

Penelitian ini bertujuan mengisolasi dan
mendeteksi gen V. parahaemolyticus yang
mengkontaminasi sampel kerang air tawar
Batissa violacea L, dan Faunus ater Linn
mentah yang mungkin ada di Kota Padang
dan Kabupaten Pasaman Sumatera Barat.
Manfaat yang diharapkan sebagai informasi
epidemiologi Vibrio parahaemolyticus,
mencegah dan mengurangi dampak buruk

mengandung nilai protein dan gizi yang
tinggi, sehingga diminati untuk dikonsumsi.
Tetapi sesuai dengan lokasi dan tempat
hidupnya dan mengingat mekanisme makan
kerang—kerangan berupa filter feeding, yaitu
cara mendapatkan makanan dengan
menyaring air dari tempat hidupnya, kerang-
kerangan sangat beresiko terkontaminasi
bakteri pathogen. Hatta et al. (2005)
menyatakan hasil penelitian di Fiji
menunjukkan kandungan bakteriologis
kerang Batissa violacea L yaitu spesies E.
coli sebesar 10 persen dan V.
parahaemolyticus sebesar tujuh persen
(7%).'°

Dalam penelitian ini digunakan metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) spesifik
untuk mendeteksi gen foxR, tdh dan trh
pada isolat Vibrio parahaemolyticus.
Metode PCR spesifik dapat mengidentifikasi
secara tepat dan cepat karena gen target
pada Virio parahaemolyticus akan
dilipatgandakan (amplifikasi DNA) oleh
primer spesifik pada helaian tunggal DNA

yang terpisah pada suhu denaturasinya.

Selanjutnya DNA gen target dengan

kesehatan akibat makanan terkontaminasi
halofilik Vibrio parahaemolyticus.

Metode Penelitian

1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan selama enam

bulan di Laboratorium Mikrobiologi
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Fakultas Farmasi Universitas Andalas,
Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Pertanian Universitas Andalas dan
Laboratorium Diagnostik Terpadu Rumah
Sakit Umum Muhammad Djamil Kota
Padang.

2. Alat dan Bahan

Alat-alat terdiri atas: alat-alat gelas
seperti gelas ukur, cawan dan sebagainya,
autoklaf (Hirayama HsV-110), laminar air
flow (ESCO®), lampu spiritus, kot plate,
bunsen gas, batang spreader, jarum ose, lidi
tusuk-gigi steril, lampu UV, inkubator
(Gallenkamp®), rotary shaker incubator
(Bigger Bill Digital®), coloni counter (Stuart
scientific®), Mesin PCR (Eppendorf
Mastercycler gradient®) dan PCR




(EppcrldOl"w)- ¥ ‘ot
if ppendorf MinisP!
centrifugator (EPPE" as air, perangkat

endingin, pinsel,
Elckuofomsa (Mupid-eX), kertas parafilm,
alumunium foil, Gel Documentation System

(BioRad®)-
Bahan-bahan terdiri @

air tawar Batissa violac
Faunus ater Linn (langkltang). mentah

diambil daging peserta sebagian
cangkangnya, media Salt Polymixin Broth
(SPB-Nissui"). media C]-IROMagarTM

Vibrio (CHROMagar-Paris-France@). Luria
Burtani (LB) Broth Dicfo®, Luria Burtani
Agar (LBA), gliserol, aquadest steril,

berbagai primer solution (Invitrogen“), Go
¢ Promega® (5U71), 10x

¢Cl,, 2,5 mM dNTP

tas: Sampel kerang
ea L (lokan), dan

Taq polimeras

buffer PCR include M
solution, agarose (Nacalai tesque®),

ethidium bromida, 1x buffer Tris-Boric-
EDTA (Nacalai tesque®), 100 bp DNA
ladder (Promega®), blue dye solution,

bakteri kontrol positif V. parahaemolyticus
yakni : untuk gen foxR dan gen tdh

digunakan V. parahaemolyticus Strain
AQ3815 (= stok no 8069) dan Strain
No.VP81 (= stok no 8072) dan untuk gen
trh Vp Strain No. AT4 (= stok 8071),
kontrol negatif V. alginolyticus 219 (= stok

8073).

3. Prosedur Penelitian
a. Pengambilan Sampel

Sampel adalah Batissa violacea L
(kerang lokan), dan Faunus ater Linn

Svifa' MEDIKA, Yol, | (No. >
" 4) My,
er

If”” I
(kerang langkitang) yang mentah g
dilakukan delapan kali dari tigy I?n;. ;,mhlr;, ,
pPadang dan Sungai Sumpo 'I';{.n-qrdl Kot
Kampung Pisang Pasaman Timyy lku‘ng Alyj
diidentifikasi di Laboratorium II;V‘:nludmn
Jurusan Biologi Fakultas Mmcm,%h”"‘
[Imu Pengetahuan Alam Ulm_em"':hka dan
Padang. Sampel dihancurkan d“g;ﬁ Andaly
cangkangnya dalam stomachey bg be‘flna
pada lumpang steril secara f’ﬂ Sterj)
selanjutnya perlakuan untuk isoly aSepti,
Vibrio parahaemolyticus. A1 bakier;

b. Sterilisasi alat dan Pembuatap, )
edig

Semua peralatan kerja d:
media inokulasi dilakukanjsl:r‘ill?sszmsualan
pembuatan media CHROMagarn; Vf.:cu,ah
Sterilisasi menggunakan autoklaf paq e
121°C dengan tekanan 15 lbs sela::-lsuhu
menit. Jarum ose dan spatel dister:ll <
dengan cara dibakar di atas lampu sp; “‘an
sampai membara setiap kali akan di gusa:tus
Pembuatan media CHROMagar™ v; o
7,47% dilarutkan dalam 1 liter a U‘1br10
steril di dalam erlenmeyer steril, dip:n adest
dengan menggunakan stirer hiiskan
terbentuk massa yang homogen setgga
mendidih segera diangkat, dituz;n il
cav'/an petri sebanyak 15-20 mlglpada
sterilisasi. Anpa

c. Isolasi Bakteri Vibrio parahaemolyticys

Sampel yang telah di
stomacher bag sgteril di:l;li?lc:;:z (:-:am
gram kemudian dimasukkan zl 1 -
erlemeyer berisi 100 ml media SPB ta) 5
steril, segera ditutup dengan kapas st:;.(:'?l1
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dihomogenkan dengan menggoyang
erlenmeyer 10 menir. Diaml

il homogenat
0,1 ml, dimasukk

an kedalam tabung
eppendorf yang telah berisi 0.9 ml media
SPB Broth steril untuk pengenceran 10
selanjutnya diambi) 0,1 ml dilakukan sampai
10, duplikasi Pengenceran tiga kali untuk
mengamati angka kuman. Lalu diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18 - 24 Jam. Setelah
diinkubasi, diamati pertumbuhan kuman
pada tabung pengenceran dan homogenat-
homogenat tadi diinokulasikan dengan cara
100 pl suspensi bakteri dimasukkan dalam
media CHROMagar™ Vibrio pada cawan
petri, kemudian diratakan dengan spreader
atau dapat juga dilakukan dengan metode
penggoresan menggunakan
Diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Biakan dalam cawan petri
akan memberikan warna ungu tunggal
yang menandakan adanya bakteri V.
parahaemolyticus, dihitung koloni bakteri
ungu dengan coloni counter.

ose steril.

d. Pemurnian dan Peremajaan Kultur
Koloni ungu tunggal pada media
CHROMagar™Vibrio diambil hati-hati
dengan ose, dimasukkan pada tabung reaksi
yang telah berisi S ml LB Broth, lalu
diinkubasi dalam rotary incubator 37°C
kecepatan 120 rpm selama 18 - 24 jam.
Biakan diambil 1 ml dimasukkan kedalam
tabung eppendorf disentrifus, media dibuang
dan diberi media baru LB Broth yang
mengandung 15% gliserol dan diinkubasi
pada inkubator selama 2 - 3 jam pada suhu
37°C untuk kemudian disimpan sebagai stok.
Sisa biakan digunakan untuk ekstraksi DNA.
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Peremajaan V. parahaemolyticus dari biakan
stok ditumbuhkan kembali pada medium
CHROMagar™ Vibrio master, sesuai dengan
nomor isolat, diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Koloni diambil dan
ditumbuhkan lagi dalam LB Broth pada
shaker incubator pada 37°C selama 24 jam.
Ekstraksi DNA Bakteri (DNA
Template)

Ekstraksi genom DNA dilakukan
dengan metode Boil Cell Extraction (BCE).
Kultur media yang terdapat dalam tabung
eppendorf sebanyak 1 ml disentrifus pada
12.000 rpm selama 1 menit, supernatan
dibuang, endapan disuspensikan dalam 1 ml
0,75 % NaCl steril lalu divortex. Dipanaskan
dalam air mendidih selama 10 menit.
Selanjutnya didiamkan 10 menit dalam
lemari pendingin dengan suhu -20° C,
setelah itu disentrifus pada 12.000 rpm
selama 3 menit, supernatan dipindahkan
kedalam tabung eppendorf baru dan siap
untuk deteksi gen menggunakan mesin
Mesin PCR (Eppendorf Mastercycler
gradient®).

ec.

f. Penggandaan Gen dengan PCR
Spesifik dan Analisa Gen

Penggandaan gen (amplifikasi DNA)
bakteri isolat dengan teknik PCR menurut
Kim er al. (1999) dan (Tada et al. (1992).
Kondisi optimasi mesin PCR untuk deteksi
gen toxR Vibrio parahaemolyticus pada
tiap siklus yakni pradenaturasi pada suhu
94°C selama 1 menit, 35 siklus terdiri dari:
denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit,
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dar
7 menit. De
mesin sama, et

denga

terdiri dari:
Colorless GoTag Re
mM dNTP solution
dH,0) 14,9 pl, GoTaq
0.1 ul, DNA template 1,0

action Bufft

2.0 pl,
DNA Polymerasé

pl dan sepasang
tion masing-masing 1 pl. ancn-‘
¢ gen toxR (teramati

primer solu
:mer 1 (toxR4):

CTTCT GACGC
(toxR7): 5’-ATACGAG

Primer 2
Primer gen tdh

CTGTCATG-3'. .
pada band 251 bp), Primer 1 (tdh-

D3=VPD2): S‘CCACTACCACTCTCAT
ATGC-3’ dan Primer 2 (tdh-DS:VPDl):
5‘GGTACTAAATGGCTGACATG-3'.
Sedangkan Primer gen trh (band 250 bp)
adalah Primer 1 (trh-R2): 5'-GGCTCAAA
ATGGTTAAGCG-3'dan Primer 2 (trh-R6):
5'.CATTTCCGCTCT CATATGC-3'.

Analisa gen target yang telah
diamplifikasi dilakukan dengan teknik
elektroforesa gel agarose 1,5% pada
tegangan 100 VoIt selama 30 menit. Gel
agarose dibuat dalam TBE 1x (Tris-Boric
acid-EDTA) dan dicetak dalam wadah. Hasil
amplifikasi DNA gen target dengan mesin
PCR sebanyak 5 - 10 ml diberi dye solution
pada kertas parafilm, dihomogenkan dan
dimasukkan dalam lubang kemudian

(terlihat

gyif' MEDIKA, Vol. | (N, -

l“l‘.‘lt'kll(l‘”“"‘” selanjuinyy pel
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(

hr“TuI

| iy

‘III "flT{ll:lbL.

y ih,

an Gel Documenyy, at
u”‘ N

gelama 15

mcnggunuk
{Bi“““rh) DNA yang terdetekg; 4 } i,
kan dengan ukuran pita-pity ““llu;,mul"‘:
DNA ladder. Pita ke-3 (1.000 hp‘“ y

) dgp *

ke-8 (500 bp) terlihat paling jej,s N

Hasil dan Pembahasan

Hasil isolasi V. parahaemoly,;
sampel kerang air tawar Batissq v:'o(;“s an
dan Faunus ater Linn mentah dilakacea

llkanE

kali sampling. Sampel diperoley,
peberapa pasar di Kota Padang_ 4 arj
Maninjau dan dari Sungai Sump, fra any
Alai Pasaman Timur. Peta lokas; Sruung
Gambar 1. terlihat pada peta terdapatz{}.e :
muara sungai ke laut ke Sungy; S Irap
pasaman Timur. Sampling sampe] m:‘Pa‘
ke-1 sampai ke-5S diperoleh darj pasarn;ah
agen di Kota Padang. Sampe] dihaan
menggunakan wadah tupperware benu:‘*a
tanpa es. Hal ini dimaksudkap umu
menghalangi kematian bakter; Vibu‘k
parahaemolyticus yang mengROntmnn?
karena pada suhu dingin <-10°C (padaam‘
Vibrio parahaemolyticus cenderung a;s)
mati.'* Tiga sampling terakhir dﬂakuk:
langsung di tepi Danau Maninjay ¢,
Pasaman Timur, dengan membawa meﬂ.n
inokulasi dan peralatan serta dikerjak;“
S aseptis. Sampel diambil dj dasall
Sungai Sumpo Pasaman Timur dan gy
dan-au pada kedalaman 5 m dan jarak da
tepi danau + 10 m, dengan cara diselan;

dan menggunakan alat sawuk.
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Gambar 1. Peta Lokasi Asal Sampel

Gambaran hasil penghitungan angka
kuman metode Most Probable Number
(MPN) pada isolasi V parahaemolyticus,
menunjukkan range MPN/g pada strain
isolat V. parahaemolyticus dari Batissa
violacea mentah VpBv, berkisar 38 -290
MPN/g, sedangkan VpFa + (VP Faunus ater
mentah) range 93-1100 MPN/g.
Penghitungan colony forming unit (cfu/g)
dihitung dari koloni ungu (purple) pada
media selektif CHROMagar™Vibrio,

menunjukkan jumlah pada strain isolat
VpBv, berkisar 130 - 5x10? cfu/g, dari
12,5% sampling yang positif tumbuh.
Sedangkan VpFa 4 berkisar 110 - 1x10¢ cfu/
g dari 50% sampling yang tumbuh positif
ungu. Enumerasi cukup tinggi padahal
menurut FDA, batas 1x10¢ cfu/g bakteri V.
parahaemolyticus telah patogen.

Menurut penelitian Cook dkk (2002)
Jumlah MPN V. parahaemolyticus di Mexico
pada musim dingin 7,2 MPN/g, musim
gugur 500 MPN/g, pada musim semi 1.330
MPN/g, pada musim panas 5.150 MPN/g.
Pada penelitian ini pengambilan sampel
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dilakukan pada periode Desember—April,
kemungkinan memberi pengaruh pada hasil
penelitian karena periode tersebut
merupakan musim hujan. Pada kondisi
musim hujan selain suhu perairan menurun,
aliran air tanah dari daratan dan sungai
menuju kedaerah lebih rendah (lautan).

Isolat V. parahaemolyticus berupa
koloni warna ungu sirkular convex violet
pada CHROMagar™ Vibrio (CV) diameter
3 - 5 mm. Media CV ini mengandung
substrat untuk aktivitas enzim -
galaktosidase yang akan memberi warna
ungu (purple) dengan adanya senyawa
kromogenik dalam media. Media selektif CV
agar merupakan media terpilih untuk isolasi
halofilik Vibrio parahaemolyticus dari
sampel makanan dan lingkungan, lebih baik
dibandingkan media TCBS. Pada media CV
agar warna koloni ungu tetap tidak berubah
setelah inkubasi dilanjutkan lebih dari 2 hari,
sedangkan pada media TCBS setelah
inkubasi lebih dari 24 jam warna hijau akan
berubah menjadi hijau kuning atau kehitaman
karena pengaruh fermentasi bakteri lain pada
TCBS."

Hasil penelitian ini seperti pada Tabel
1. Sampel yang menunjukkan koloni isolat
ungu, pada B. violacea L diperoleh pada
sampling kedua. Ditemukan isolat ungu
kecil convex dengan ukuran < 2 mm dan
cenderung masuk ke dalam media agar.
Sedangkan pada sampel Faunus ater Linn
mentah diisolasi koloni ungu dengan ukuran
>2 mm berbentuk bulat (sirkular), basah dan
convex dipermukaan agar. Isolasi terhadap
V. parahaemolyticus dari B. violacea L
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Batissa VpBva dalan media
violacea s
. s —
ke-2 Ungu (convex) (+)4 (-) )
ex
Faunus | VpFaa | ke-3 Ungu (convex) ;
ater Linn Tes Ungu kecil (+)8 @G
O
ke-8 Ungu (convex) (+)10 =) )
=hies . |

isolat V. parahaemolyticus dari makang,
dan lingkungan berupa strain NON-Viryley
(KP-), jadi keberadaan faktor-fakmr
virulensi dari strain harus dideteksi lebih jq,
untuk dapat menyatakan isolat Vibrig
parahaemolyticus patogen (KP+), terutamg
dari sampel lingkungan.

Hasil amplifikasi gen f0xR terlihat pada
Gambar 2, pita gen teramati pada band 368
bp. Hasil amplifikasi gen #dh dan trh, dari
semua kultur uji kedua sampel tidak teramati
pada elektroforesanya.

Menurut Thompson dan Vanderzant
(1976) dalam Dileep (2003)" dinyatakan
bahwa V. parahaemolyticus Kanagawa tdh
positif (KP+)jumlahnya hanya 1 - 2% dari
strain lingkungan.'s j

Gen toxR pada V. parahaemolyticg
ternyata homolog gen oxR pada Vibri,
cholerae (Vc-ToxR). Sekuen gen Vp-oxp

Investigasi secara molekular Vibrio ~ 80%samadengan Vc-ToxR, dan mempunysi

parahaemolyticus pada lingkungan air tawar
(freshwater), telah menunjukkan adanya
kontaminasi V. parahaemolyticus.'* Banyak
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region yang sama-sama hidrofobik. Gey
toxR juga terdeteksi pada Vibrio fischeri,
Vibrio vulnificus, Vibrio hollisae dan sekuen



gen telah dianalisa, Disimpulkan bahwa gen
roxR adalah gen regulator global pada genus
Vibrio sp. Hasil identifikasi gen kontrol
regulator ekspresi gen, diketahui bahwa

Syifa' MEDIKA, Vol. 1 (Nao. 2), Maret 2011

produk gen roxR (Vp-ToxR) mempromotori
ekspresi gen tdh dan gen trh untuk

menghasilkan toksin.’

Tabel 2. Persentase jumlah sampling isolat V. parahaemolyticus

Koloni
LSam | Tidak | tumbuh | Sampling | Jumlah | Gen (+)
Kode pling | tum | Chromagar | isolat kultur | toxR | Persentase
Sampel | (kali) | buh | ™Vibrio V. para uji_ | (Kultur) toxR*
(ze/zh)
a b ¢ d e % f g (g/h%
12,5%
VpBv, 8 5 2 1 (1/8) 40 1 2.50%
VpFa, | 8 4 | 0 [ 4 [50%@8) | 73 M| 4658%
isolat u.k* (d) = isolat ungu kecil masuk dalam agar
1solat U** (e) = isolat ungu convex

Meskipun ada kontaminan V.
parahaemolyticus pada sampel, tetapi tidak
terdeteksinya kedua gen virulensi rdh dan
trh dalam penelitian ini, mengindikasikan
bahwa isolat-isolat Vibrio parahaemolyticus
bersifat Kanagawa negatif dengan genotif
dinyatakan sebagai toxR*, tdh™ , tr’ 2°

Adanya  kontaminasi Vibrio
parahaemolyticus (toxR*, tdh’ , trh” ) pada
sampel yang berasal dari air tawar pada
penelitian ini berkesesuaian dengan hasil
publikasi beberapa peneliti yang melakukan
investigasi adanya penyebaran bakteri
halofilik pada air tawar. Peneliti Sarkar
(1983)'" menyatakan dari 58 sampel
plankton air tawar yang diuji, 10 sampel
(17,2%) terkontaminasi bakteri V.

parahaemolyticus, tetapi semua strain isolat

Kanagawa negatif. Sarkar juga menyatakan
bahwa 24 - 30% sampel Ikan dari air
tawar terdeteksi V. parahaemolyticus, dan
dari 93 strain isolat yang mengandung gen
toxR, 29% serotype O:K, tetapi semua
negatif gen rdh dan gen trh.'° Hasil penelitian
Bockemuhl (1985) dari 147 sampling air
tawar Sungai Elbe Hamburg diperoleh 42
koloni V. parahaemolyticus dan semua
Kanagawa negatif.'®

Insiden ditemukan strain V.
parahaemolyticus KP+ tdh*trh* selama
musim panas di lingkungan pantai Jepang
mencapai 8,5%. Di Padang, Indonesia
isolasi pada sampel air laut, diperoleh 57%
(8/14) isolat V. parahaemolyticus positif gen
toxR." Prevalensi dengan persentase tinggi
ditemukannya strain V.parahaemolyticus
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Gambar 2. Deteksi Gen 1oxR1

yang membawa gen virulensi rdh dan trh

biasanya diperoleh dari sampel klinis, dan
jarang dari strain lingkungan. Di Thailand
76% dari 317 sampel terdeteksi strain
pandemik yang membawa fdh dan trh, KP
positif.*

Kontaminasi dan penyebaran V.
parahaemolyticus pada sampel B. violacea
Ldan F. ater Linn dalam penelitian ini terjadi
didukung data geografis lokasi tempat hidup
berupa sungai bermuara pada laut, sehingga
kadar garamnya cukup tinggi karena pasang-
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rlumbuhan terbaik pada kadgr gur-‘u“, .
NaCl. Sebagai bakteri autoch ”m””mr& i
{ dan muara sungai (estuarin, W .

252 Qley
besar kcmu"gkj 1)
n

dari lau

sangal i
haemolyticus meng o g
V. pardhf E’komdnun—

sumPCI-B Sumber inokulum dap dislribd“-
halofilik ke lingkungan sekitar sungaj ild;]:l,m
juga karend adanya ikan yang dalam USUSndh
ditempati sementara (transient) se) bakyg,
halofilik. Keberadaar‘l V. pamhaenmh-:ftcn
pada F. ater Linn dari sungai kemung'kin:s
dibawa ikan muara yang menujy SUngg
tersebut." |
Sarkar (1985) juga melaporkay tidak
ditemukan bakteri V. Pamh“emoly:,'cl”
selama musim dingin Desember—Febyy,;; d
sungai Hooghly Calcutta dan dyg dang,
lainnya. Menurut Sarkar, Parameg,
lingkunganﬂokasi air tawar selama penelitiay
dilakukan juga diamati seperti saljpy;,
(kadar garam), pH, suhu dan oksigen lerlan;t
perairan air tawar bervariasi. Dj Ko,
prevalensi terjadi penyebaran y
parahaemolyticus pada periode Jy);-
Oktober. Jadi lama masa penelitian, byl
dan musim pengambilan sampel serta kady
garam memberi pengaruh besar pada poly
penyebaran bakteri halofilik ini.”

Menurut standar keamanan konsumg;
makanan laut di Jepang, pertama jumlah y
parahaemolyticus harus kurang dari 100
MPN/g pada seafood yang dimakan mentah,
Kedua, suhu selama distribusi dan
penyimpanan dibawah 10°C. Ketiga, segera



wielah ditangkap atay dip

herang Kerangan
bersih atau deng
dimasak 1

anen ikan dan
harus dicuci dengan aiy
an  desinfektan schelum

Simpulan

: Sampel mentah Kerang Faunus ater
Linn dan Barissa vielacea L telah
terkontaminasi halofilik  Vibrio
parahaemolyticus, letapi tidak patogen.
Sampel yang diambil dari sungai bermuara
ke laut, aman dikonsumsi dengan diolah
secara higienis dan dimasak sempuma.
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