BIOTROPIC The Journal of Tropical Biology

Vol 10. No 1. Februari 2026
ISSN 2580-5029

Deteksi Gen Est Dari Bakteri Escherichia coli Pada Air Sumur
Di Bojonegoro Menggunakan Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Endah Prayekti?*, Rosiana Dewi Regita 1, Khiliah Navis 1

1 Program studi Analis Kesehatan, Fakultas Kesehatan, Universitas Nahdlatul Ulama Surabaya,
Surabaya, Indonesia

* Corresponding author: endahphe@unusa.ac.id

ABSTRACT

Escherichia coli (E. coli) is an bacteria indicator for water contamination, one of pathogenic E.coli
are the enterotoxigenic E. coli (ETEC) pathotype, which carries the heat-resistant enterotoxin (est)
gene. E. coli carrying the est gene can produce a heat-resistant toxin that causes diarrhea in humans.
If the water source is contaminated with E. coli with the est gene, it will be dangerous if used or even
consumed. Well water that does not meet clean water quality standards can become a medium for
E. coli contamination, so it is important to perform molecular genetic detection to prevent
waterborne desease. This study were aimed to detect the presence of E. coli bacteria and detect the
est gene from E.coli cell using the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. Samples were collected
from one of district in Bojonegoro. 19 wells were chosen using purposive sampling techniques and
water samples were analyze using MPN methods.. E. coli identification was performed through
conventional isolation, Gram staining, biochemical tests, and culture on selective media (EMB and
MCA). The results of this study showed that four samples tested positive for E. coli. Molecular
detection using PCR for the est gene in Escherichia coli was not detected in any of the four E. coli
isolates. Based on these results, it was concluded that E. coli was present in the samples, but the est
gene was not detected.
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ABSTRAK

Escherichia coli (E. coli) merupakan bakteri indikator untuk pencemaran air, salah satu E.coli
patogenik yaitu patotipe Enterotoxigenic E. coli (ETEC) yang membawa gen enterotoksin tahan
panas (est). E. coli yang membawa gen est dapat membentuk toksin tahan panas penyebab diare
pada manusia. Apabila sumber air terkontaminasi E.coli dengan gen est akan membahayakan
apabila digunakan bahkan dikonsumsi. Air sumur yang tidak memenuhi standar kualitas air
bersih dapat menjadi media cemaran E. coli, sehingga penting dilakukan deteksi genetik secara
molekuler untuk mencegah penyakit dari air. Penelitian bertujuan untuk mengetahui deteksi
keberadaan bakteri E. coli dan mendeteksi gen est dari isolat air sumur menggunakan metode
Polymerase Chain Reaction (PCR). Sampel diperloeh dari salah satu wilayah di Bojonegoro. 19
sumur dipilih menggunakan teknik purposive sampling dan sampel air dianalisis menggunakan
metode MPN. Identifikasi Escherichia coli dilakukan melalui isolasi konvensional, pewarnaan
Gram, uji biokimia, dan kultur pada media selektif (EMB dan MCA). Hasil penelitian ini
menunjukkan adanya 4 sampel yang memiliki positif E. coli. Deteksi molekuler dengan PCR
terhadap gen est pada E. coli tidak ditemukan pada keempat isolat E. coli. Berdasarkan hasil
penelitian ini disimpulkan bahwa pada sampel ditemukan E. coli tetapi tidak ditemukan gen est.
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PENDAHULUAN

Bakteri Escherichia coli secara alami
ditemukan dalam usus besar hewan berdarah
panas, termasuk manusia. Mayoritas strain E.
coli bersifat tidak membahayakan, tetapi
beberapa di antaranya memiliki sifat patogen
dan mampu menyebabkan gangguan
kesehatan. Infeksi akibat E. coli biasanya
menyerang sistem pencernaan, menimbulkan
gejala seperti diare, baik akut maupun kronis,
disentri, dan kolitis hemoragik. Infeksi ini juga
dapat menyebar ke organ lain di luar saluran
cerna, seperti saluran kemih, dan berisiko
serius

menyebabkan komplikasi seperti

sindrom uremik hemolitik, abses hati,
pankreatitis, pneumonia, hingga meningitis
(Nugraha & Hendrayana, 2020).

Menurut Indah (2020), terdapat
beberapa patotipe dari bakteri ini, salah
satunya yakni Enterotoxigenic E. coli (ETEC),
Enteroaggregative E. coli (EAEC), ETEC
merupakan patotipe yang paling umum
ditemukan. Penularan ETEC biasanya terjadi
melalui konsumsi makanan atau minuman
feses

telah terkontaminasi oleh

yang
penderita, terutama dari bahan pangan yang
dikonsumsi tanpa dimasak terlebih dahulu,
seperti sayuran segar.

Mekanisme  patogenesitas  E.coli
varian ETEC terkait dengan produksi dua
macam enterotoksin. Enterotoksin stabil
kondisi panas (ST) dan enterotoksin tidak
stabil kondisi

panas (LT) mengganggu

keseimbangan elektrolit di epitel usus dari
host yang diinfeksi. Pengaruh yang terlihat
dari ketidakseimbangan elektrolit ini adalah
terjadinya diare yang akut. ST dikodekan oleh
transposon yang berasosiasi dengan gen estA
dan estB pada plasmid (Kartsev et al., 2015).

Kolonisasi ETEC di wusus halus
difasilitasi oleh adhesi mukosa yang dimediasi
CF, diikuti oleh ekspresi enterotoksin. ST atau
est mengikat dan mengaktifkan reseptor
guanylate-cyclase-C (GC-C) pada konsentrasi
nanomolar, meningkatkan kadar cGMP
intraseluler. cGMP menyebabkan penurunan
penyerapan natrium dan klorida serta
peningkatan sekresi bikarbonat dan klorida,
yang memicu diare encer. Reseptor GC-C
berperan dalam homeostasis cairan dan
keseimbangan elektrolit (Taxt et al., 2010).

Menurut data BPS, (2022), Bojonegoro
menjadi daerah keempat yang sering
terserang diare, dengan total kasus sebanyak
11.499. Diare dapat disebabkan oleh beberapa
faktor, salah satunya adalah minimnya akses
terhadap air bersih serta kondisi pembuangan
tinja yang tidak higienis. Air tanah berisiko
mengalami pencemaran baik oleh bakteri
maupun secara geogenik, yakni sebagai akibat
dari proses geo9Tkimia antara air tanah
dengan  mineral bawah  permukaan
(Schuitema et al, 2020). Sehingga penting
untuk memantau kualitas air bersih.

Kehadiran Escherichia coli

yang
termasuk dalam kelompok bakteri koliform

digunakan sebagai indikator pencemaran air.
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Jika bakteri koliform ditemukan dalam
makanan atau minuman, hal ini dapat
mengindikasikan adanya mikroorganisme
yang bersifat penyebab penyakit pada saluran
pencernaan atau penghasil racun, sehingga
dapat membahayakan kesehatan (Anwarudin
etal, 2019).

Metode pengujian yang umum
digunakan utuk deteksi bakteri dalam air
minum adalah dengan Total Plate Count (TPC),
Teknik PCR (Polyerase Chain Reaction), dan
ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay)
yang memanfaatkan antibodi monoclonal
spesifik untuk membran protein E.coli
(Abdullah et al., 2024).

Polymerase Chain Reaction (PCR)
adalah teknik untuk memperbanyak segmen
DNA secara in vitro atau di luar sel organisme.
Metode ini terdiri dari sejumlah tahapan
penting, meliputi pradenaturasi, denaturasi,
proses annealing (penempelan primer),
pemanjangan DNA oleh primer (extension),
dan diakhiri dengan tahap pascaekstensi
(Abdullah et al, 2024). Dalam beberapa
dekade terakhir, metode deteksi molekuler
seperti PCR telah menjadi pilihan utama
dalam mendeteksi patogen karena
menawarkan kecepatan dan kemudahan yang
lebih tinggi dibandingkan dengan metode
kultur secara konvensional (Wei et al., 2019).
Sebagaimana telah dijelaskan pada bagian
latar belakang, peneliti berkeinginan untuk
mendeteksi gen est isolat pada sampel air
sumur molekuler

secara dengan

menggunakan metode PCR. Penelitian serupa

pernah diteliti oleh Toma et al. (2003) tentang
uji PCR multipleks untuk identifikasi diare
pada manusia dan terdeteksi adanya gen est.
Begitu juga pada penelitian Kambire et al.
(2017) tentang deteksi patotipe diareogenik
yang diisolasi dari air, sedimen, ikan, dan
kepiting terdapat gen est dengan panjang

fragmen 147 bp.

METODE
Populasi dan Sampel

Penelitian ini dikategorikan sebagai
penelitian observasional deskriptif. Penelitian
ini menggunakan populasi berupa sumur-
sumur yang terletak di Desa Kayulemah,
Kecamatan

Sumberrejo, Kabupaten

Bojonegoro, Provinsi Jawa Timur.
Pengambilan sampel dilakukan dari bagian
permukaan air teknik

sumur dengan

pengambilan sampel purposive sampling.
Jumlah sampel yang digunakan adalah 19
sampel air sumur yang memenuhi Kkriteria
inklusi, yaitu dekat dengan WC umum,

ataupun kandang binatang.

Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini  dilaksanakan di
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium
Biologi Molekuler, Fakultas Kesehatan,
Universitas Nahdlatul Ulama Surabaya yang
berlokasi di Jalan Jemur Sari No. 51-57, Kota
Surabaya. Penelitian ini dilakukan dari bulan

Oktober 2024 - bulan Juni 2025.

Instrumen Penelitian
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Alat yang digunakan pada penelitian
ini adalah botol kaca coklat, cold box, petridish,
gelas ukur, erlenmeyer, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, tabung durham, spatula besi,
batang pengaduk, pipet ukur dengan berbagai
ukuran, pipet tetes, bunsen, ose loop, ose
tusuk, vortex, tissue, handscoon, kapas lemak,
tissue alkohol, autoklaf inkubator, neraca
analitik, kompor listrik, mikroskop, object
glass, cover glass, pinset, rak pewarnaan,
korek api, cling wrap, lemari pendingin,
tabung eppendorf,

mikropipet dengan

berbagai ukuran, blue tip, yellow tip, white tip,

elektroforesis, casting tray and comb,
spektrofotometer nanodrop, uv
Transilumintor, centrifuge, ~PCR  tube,
microplate, PCR Thermal cycler.

Bahan yang digunakan dalam

penelitian ini adalah air sumur, media LB
(Lactose Broth), media BGLB (Brilliant Green
Lactose Broth), media EMBA (Eosin Methylent
Blue Agar), media NA (Nutrient Agar), peptone
water, media fermentasi karbohidrat
(glukosa, lakstosa, sukrosa, maltosa), media
SIM, MRVP Broth, urea agar, media TSIA
(Triple Sugar Iron Agar), Media Simmons
Citrate Agar, oksidase strip test, H202, KOH,
reagen anaphthol, reagen Methyl Red, reagen
covac’s, Kristal violet, lugol, alkohol 96%,
safranin, air destilasi, gel agarose 2%, primer
forward dan reverse gen est, buffer TE, buffer
TAE 1x, Go Taq Green, Nuclease Free Water,

Marker 100 bp.

Prosedur Penelitian

Persiapan dan Pengambilan Sampel Air
Sumur

Sampel air di ambil di daerah
Bojonegoro dengan 19 sumur yang berbeda.
Sampel diambil dan dimasukkan pada botol
kaca gelas secara aseptis, beri label, kemudian
dimasukkan ke dalam cold box. Sampel air
yang didapat kemudian dibawa ke
laboratorium untuk ditempatkan di dalam

lemari es.

Kultur Bakteri

Kultur bakteri dilakukan dengan
mengguunakan metode MPN (Most Probable
Number) yakni 3:3:3 yang terdiri dari 3
pengujian yakni uji penduga, uji penegas, dan
uji pelengkap.

Tahap berikutnya adalah pengujian
morfologi

dan fisiologi terhadap koloni

bakteri. Uji morfologi dilakukan dengan
pewarnaan Gram, sedangkan uji fisiologi
dilakukan dengan melewati uji biokimia untuk
berdasarkan

mengkarakterisasi  bakteri

kemampuan metabolism dan aktivitas

enzimatiknya. Pengujian biokimia yang
dilakukan yakni wuji SIM (Sulfide, Indole,
Motility), uji fermentasi karbohidrat, uji TSIA
(Triple Sugar Iron Agar), uji sitrat, uji urea, uji

MR-VP, uji katalase, dan uji oksidase.

Isolasi DNA
Isolasi DNA E. coli menggunakan
metode boiling. Kultur murni yang dikultur di

media NA diambil sebanyak 5-6 koloni
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kemudian dimasukkan ke dalam tube steril
yang berisi 100 pL air destilasi. Kemudian,
campuran disimpan pada suhu - 20°C. Setelah
itu, campuran didihkan pada suhu 100°C
selama 30 menit. Sampel kemudian
disentrifuge pada kecepatan 14.000 rpm
selama 10 menit dan supernatan digunakan
sebagai DNA template.

Selanjutnya DNA template dilakukan
uji  kuantitatif = dengan  menggunakan
Spektrofotometer nanodrop. Kemurnian DNA
ditentukan berdasarkan perbandingan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 260 nm
dan 280 nm (rasio A260:A280). DNA dianggap
murni jika nilai rasio tersebut berada dalam

kisaran 1,8 hingga 2,0.

Amplifikasi DNA dengan Teknik PCR

Amplifikasi dilakukan dengan
menggunakan primer spesifik untuk gen est
forward dan reverse 5’-TTA ATA GCA CCC GGT
ACA AGC AGG-3’ (est forward) dan CCT GAC
TCT TCA AAA GAG AAA ATT AC-3’ (est reverse)
(Kabir et al, 2013)Reaksi PCR dilakukan
dalam volume total 20 L, yang terdiri atas
12,5 pL GoTaq® Green Master Mix (Promega,
USA), 8,5 uL Nuclease-Free Water, masing-
masing 1 pL primer forward dan primer
reverse, serta 2 uL. DNA template.

Amplifikasi menggunakan PCR dengan
kondisi memodifikasi Kabir et al, (2013)
meliputi langkah denaturasi awal 94°C selama
2 menit, diikuti oleh 35 siklus denaturasi 94°C

selama 30 detik, tahapan primer annaeling

50°C selama 30 detik, dan extension 72°C

selama 30 detik, dengan final extension pada

suhu 72°C selama 5 menit.

Elektroforesis

Analisis hasil amplifikasi gen est
melalui metode PCR dilakukan menggunakan
teknik elektroforesis pada gel agarosa.
Sebanyak 5 pl pewarna RedSafe ditambahkan
ke dalam larutan agarosa, kemudian dibiarkan
hingga mencapai suhu hangat. Selanjutnya,
larutan tersebut dituangkan ke dalam tray
elektroforesis yang telah dipasangi sisir dan
dibiarkan hingga gel membeku. Setelah gel
mengeras, sisir dilepaskan dan gel
dipindahkan ke dalam tangki elektroforesis,
kemudian ditambahkan buffer TAE 1x hingga
seluruh permukaan gel terendam. Sebanyak 5
ul produk PCR dimasukkan ke dalam sumur
pada gel agarosa. Untuk menentukan ukuran
fragmen DNA, digunakan DNA ladder 100 bp
sebanyak 5 pl yang juga dimuat ke salah satu
sumur. Elektroforesis dijalankan dengan
tegangan 100volt selama 30 menit. Setelah
proses selesai, hasil pemisahan DNA diamati

menggunakan UV-Transilluminator.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini  dilakukan  untuk
mengidentifikasi ada atau  tidaknya

kontaminasi bakteri Escherichia coli (E. coli)
yang membawa gen est pada sampel air
sumur. Gen est pada bakteri E. coli diketahui
berperan dalam penyandian enterotoksin
yang tahan panas, dikenal dengan nama stable
toxin (ST). Toksin ini merupakan salah satu
utama dari E. coli

faktor virulensi
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enterotoksigenik (ETEC), yakni salah satu
patotipe E. coli yang berperan sebagai

penyebab diare. Adapun sampel

yang
digunakan dalam penelitian ini berasal dari air
sumur yang terletak di Desa Kayulemah,
Kecamatan  Sumber Rejo, Kabupaten
Bojonegoro, Provinsi Jawa Timur.

Sampel di isolasi dengan metode MPN
meliputi uji penduga media menggunakan
media LB, dari 19 air sumur didapatkan 9
sumur yang positif (Tabel 1). Hasil dinyatakan
positif apabila media menjadi keruh dan
muncul gelembung gas pada tabung durham
yang menunjukkan adanya fermentasi lactosa
dalam media oleh bakteri koliform dari
sampel (Rahmawati et al., 2025).

Tabel 1. Hasil Uji Penduga pada Media LB

Kode Penanaman Pada Media LB pada Suhu 37°C Selama Tabung  Indeks Ket
Sampel 2x24 jam Positif ~ MPN/
100 ml
10 1 0.1
ml ml ml
Thl Th2 Th3 Thl Tb2 Th3d Thl Th2 Tb3
sI N . . . i . ) . ) 00 N I];:mjul Uji
enegasan
2 . . Vo 7 Lanjut Uji
Penegasan
83 + - - - - . B ) B V0 4 Lanjut Uji
Penegasan
4 + P w12 g Laniu Ui
Penegasan
S5 " A i . ) . ) 10l 4 Lanjut Uji
Penegasan
$6 N ) N Vo 7 Lanjut Uji
Penegasan
57 + A A i . ) . ) 100 4 Lanjut Uji
Penegasan
58 P 002 ¢ Lomuli
Penegasan
59 N . ) o 3 Lanjut Uji
Penegasan
s+ o+ o+ yoo 29 el
Penegasan
11 0o 0 Negatif
812 0040 0 Negatif
§13 000 0 Negatif
814 000 0 Negatif
815 000 0 Negatif
§16 01040 0 Negatif
817 000 0 Negatif
S18 000 1] Negatif
519 0o 0 Negatif

Tabel 2. Hasil Uji Penegas pada Media BGLB

Kode
Sampel

Penanaman Pada Media BGLB Pada Suhu 37 °C Selama 2x24
Jjam

Tab
Paositif

Indeks
MPN/
100
ml

Keterangan

10 1 0.1
ml ml ml

Thl Th2 Th3 Thl Th2 Tb3 Thl Th2 Thi

1/0/0

Lanjut Uji
Pelengkap

L

Lanjut Uji
Pelengkap

1/0/0

Lanjut Uji
Pelengkap

54 R R - + - - + + w12

Lanjut Uji
Pelengkap

S5 - - + 1/0/0

Lanjut Uji
Pelengkap

S6 + - - - - - + 1

Lanjut Uji
Pelengkap

Lo

Lanjut Uji
Pelengkap

g . . . X : : + 001

Lanjut Uji
Pelengkap

0o

Lanjut Uji
Pelengkap

S10 + + + 300

Lanjut Uji
Pelengkap

Berdasarkan data pada Tabel 2,
diketahui bahwa nilai indeks MPN melebihi
batas

ambang diperbolehkan,

yang
mengindikasikan bahwa air 10 sumur gali
tersebut telah terkontaminasi oleh bakteri
Escherichia coli. Temuan ini menunjukkan
bahwa kualitas air sumur gali di Desa
Kayulemah, Kabupaten Bojonegoro, tidak
memenuhi standar air bersih sebagaimana
diatur dalam  Keputusan Kementrian
Republik

492 /MENKES,/PER/IV/2010,

Kesehatan Indonesia Nomor

yang

menetapkan  bahwa  batas  maksimal
keberadaan bakteri Escherichia coli dalam air
adalah 0 per 100 mL (Kurniawan et al,, 2021).

Setiap tabung positif pada uji
pelengkap, diambil sebanyak 1 jarum ose dan
digoreskan secara aseptis ke dalam cawan
petri yang berisi media EMB dilanjut kultur ke
media MCA (Gambar 1). Koloni bakteri pada
EMB dan MCA diamati

media secara

makroskopis dan mikroskopis. Berdasarkan
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hasil pengamatan, diperoleh sebanyak 7 isolat

yang diduga E. coli dari 16 isolat bakteri.

Gambar 1. Hasil kultur bakteri E. coli (A).
Koloni pada media EMB. Koloni pada media
MCA (B)

Karakteristik morfologi koloni isolat
bakteri di media EMB dari sampel penelitian
didapatkan sebanyak 6 sumur 9 cawan dari
16 isolat, memiliki karakteristik makroskopis
bakteri E. coli dengan karakteristik berwarna
hijau metalik, berbentuk bulat (circular),
permukaan cembung (convex), tekstur halus
(smooth), dan tepi rata (entire). Media EMBA
digunakan karena bersifat selektif dan
diferensial, sehingga dapat membantu
mengidentifikasi keberadaan E. coli dalam
sampel. Media ini mengandung laktosa,
sukrosa, pepton, eosin Y, dan metilen biru.
Metilen biru yang terkandung di dalam media
tersebut berperan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif, sehingga
memungkinkan bakteri Gram negatif seperti
Escherichia coli untuk tumbuh secara optimal
(Wardhana et al., 2021). Pada media EMB
Blue), keberadaan

(Eosin ~ Methylene

Escherichia coli ditunjukkan oleh
terbentuknya koloni berwarna hitam dengan

kilau hijau metalik. Warna kilau hijau metalik

tersebut menandakan bahwa E. coli mampu
memfermentasi laktosa secara efisien hingga
menghasilkan asam kuat sebagai produk

akhirnya (Putri et al., 2023).

Tabel 3. Hasil Uji Pelengkap

Sampel Warna  Benfuk Tekstor Tepi Permukaan Gram Bentuk

51 Hal gy Halus Rata  Combune  Negaif Basil
52 Hijau ) . .
(Tb2B) Bulat  Halus Rata Cembung  Negatif Basil
52 : - : -
(Tb1C) Hitim  Panjang Kasar Rata Datar Negatif Coccus
Hijau ) . B
53 Bulat  Halus Rata Cembung  Negatif Basil
54 Hijau ) . .
(Tb.1B) Bulst  Halus Rata Cembung  Negatif Basil
54 ) . .
(Th1C) Hitam Bulat  Kasar Rata Datar Negatif  Basil
54 Hijau ) . .
(Tb20) Bulat  Halus Rata Cembung  Negatif Basil
5 Hal gy Halus Rata  Combune  Negaif Basil
36 . ] . ]
(Th.14) Hitim  Panjang Kasar Rata Datar Negatif Coccus
36 ] . ;
(Th.1C) Hitam Bulat  Kasar Rata Datar Negatif  Basil

Hijau Bulst  Halus Rata Cembung  Negatif Basil

58 Hitam Bulat  Kasar Rata Datar Negatif  Basil

Hijau Bulst  Halus Rata Cembung  Negatif Basil

S0 Hiam  Bubt Kaswr Rata  Datr  Negatif Basil

(Th.1B)
510 ij . .
(Tb.2B) Hya Bulat  Halus Rata Cembung  Negatif Basil
510 ] . B
(Tb3B) Hitam Bulat  Kasar Rata Datar Negatif  Basil

Dari tabel 3, dapat dilihat bahwa
karakteristik makroskopis bakteri E. coli
dengan karakteristik berwarna hijau metalik,
berbentuk bulat (circular), permukaan
cembung (convex), tekstur halus (smooth), dan
tepi rata (entire).

Isolat yang menunjukkan karakteristik
E. coli pada media EMBA, di inokulasikan pada
media MCA. Menurut Sari et al. (2019) koloni
berwarna merah muda, berbentuk bulat
dengan tepi rata, serta memiliki permukaan
yang cembung merupakan ciri khas dari
Escherichia  coli.

bakteri Pengamatan

makroskopis pada media MCA dalam
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penelitian ini menunjukkan hasil yang sesuai
dengan karakteristik khas bakteri E. coli.
Bakteri E. Coli memiliki kemampuan untuk
memfermentasi laktosa, yang menghasilkan
senyawa  bersifat asam. Proses ini
menyebabkan perubahan warna pada media
menjadi merah muda. Perubahan tersebut
terjadi karena media MCA mengandung
indikator neutral red, yang akan berubah

warna menjadi merah saat pH turun di bawah

6,8 akibat aktivitas fermentasi tersebut
(Ginting et al., 2024).
Pada isolasi koloni bakteri

menggunakan media MCA didapatkan 7 isolat

dari total 16 isolat menunjukkan
pertumbuhan koloni berwarna merah muda,
berbentuk bulat, permukaan koloni cembung,
dengan tepi rata.

Koloni E. coli pada media MCA
berwarna merah muda di inokulasi ulang pada
media EMB guna untuk memastikan kembali
keberadaan E. coli. didapatkan 7 cawan media
EMB dan MCA. Pengamatan makroskopis pada
media MCA dalam penelitian ini menunjukkan
hasil yang sesuai dengan karakteristik khas
bakteri E. coli. Bakteri E. coli memiliki
kemampuan untuk memfermentasi laktosa,
yang menghasilkan senyawa bersifat asam.
Proses ini menyebabkan perubahan warna
pada media menjadi merah muda. Perubahan
tersebut terjadi karena ~media MCA
mengandung indikator neutral red, yang akan
berubah warna menjadi merah saat pH turun
di bawah 6,8 akibat aktivitas fermentasi

tersebut (Ginting et al., 2024).

Pada penelitian ini didapatkan hasil

ke-7 isolat menunjukkan pertumbuhan koloni

berwarna hijau metalik. Dilakukan
pemeriksaan lanjut untuk dapat
mengidentifikasi adanya E. coli dengan

melakukan pewarnaan Gram dan uji biokimia
pada sifat-sifat E. coli. Pengamatan secara
mikroskopis didasarkan pada bentuk dan

jenis Gram bakteri.

Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram dari koloni
bakteri Gram negatif

Hasil pengamatan bakteri E. coli
secara mikroskopis pada bakteri Gram negatif
yang menyerupai bakteri E. coli yaitu
berbentuk koloni berwarna merah muda,
berbentuk batang pendek (cocobacil), dan
tidak membentuk spora. Sebanyak 7 sampel
yang menunjukkan karakteristik bakteri E.
coli. Ciri-ciri ini sesuai dengan hasil penelitian
yang menemukan adanya bentuk batang
pendek dengan ujung membulat berwarna
merah pada 7 isolat dari sampel air sumur.

hasil kultur E. coli

Hasil

Selanjutya,
dimurnikan di media NA cawan.

pengamatan pada secara makroskopis

didapatkan koloni berbentuk bulat, licin, tepi

rata, elevasi cembung, mengkilat warna putih.

http://jurnalsaintek.uinsby.ac.id/index.php/biotropic 8


http://jurnalsaintek.uinsby.ac.id/index.php/biotropic

Biotropic Tahun 2025, Vol 10 (No.1): 1-13

Deteksi Gen Est Dari Bakteri Escherichia coli Pada Air Sumur Di Bojonegoro Menggunakan Polymerase Chain Reaction

(PCR)

Sebanyak 7 sampel yang menunjukkan
karakteristik bakteri E. coli, dimurnikan di

media NA cawan.

Gambar 3. Hasil Kultur Bakteri E. coli pada
media NA
Hasil uji fisiologis menunjukkan dari 7
isolat bakteri E. coli didapatkan 4 isolat
bakteri yang menyerupai sifat fisiologis E. coli.
Hasil biokimia

pengamatan  uji dapat

ditunjukkan pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil Uji Biokimia

pengujian mikrobiologi secara konvensional,

dilanjutkan pengujian molekuler untuk
mendeteksi keberadaan gen est pada bakteri
E. coli dari air sumur. Isolasi DNA bakteri
dilakukan dengan metode boiling yang
menggunakan prinsip pemanasan dalam
pelisisan sel. Isolat DNA sampel dilakukan uji
kuantitatif menggunakan spektrofotometer
Nanodrop  untuk mendapatkan  nilai
kemurnian dan konsentrasi DNA genom yang

dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5 Hasil Uji Kemurnian dan Konsentrasi
DNA bakteri E. coli

Kode Keterangan
Sampel Kemurnian Konsentrasi
(1,8-2,0) (>100 ng/ul
S1 1,85 38,0 ng/ul
S5 1,83 59,2 ng/ul
S7 1,88 61,5 ng/ul
S9 1,93 73,0 ng/ul

Uji Biokimia
Kode - - - . g E g % i
z B ] -] ] = =
Sampel E g g E = = ] E 5 g g 2
81 AR
£ Mel - - 0+ . Gm + = + - 100%
- AR
. Metl o+ o+ . . Cm o+ - - - ™%
8 KA
- - Y - + 51
] AK
£ Mot + 2+ 0+ . Gm + - - - ™%
- AR
+ Motil - - + - Gas + + o2
57 AR
£ Metil - CGas  + - 97
-] AR
= Ml o+ 0+ 0+ CGas  + - - 97

Berdasarkan hasil uji biokimia yang
tercantum pada tabel 4 di atas didapatkan
sebanyak 6 isolat sampel memiliki kemiripan

berkisar antara 51-92% dan 1 isolat bakteri

sampel teridentifikasi E. coli dengan
kemiripan sebesar 100%.
Sebanyak 4 isolat E. coli hasil

Hasil uji konsentrasi DNA didapatkan
secara berurutan yaitu 38,0 ng/ul; 59,2 ng/ul;
61,5 ng/ul; dan 73,0 ng/ul. Konsentrasi isolat
DNA pada penelitian ini cukup baik digunakan
untuk amplifikasi DNA secara PCR. Menurut
Fadla Ghina et al. (2018), menyatakan bahwa
konsentrasi DNA yang ideal untuk PCR adalah
antara 10-100 ng/pL.

Amplifikasi DNA dengan PCR
menggunakan primer gen spesifik untuk
menentukan keberadaan gen est pada E. coli.
Penelitian ini menggunakan desain primer
dalam penelitian Kambire et al. (2017), dan
Toma et al. (2003) dengan ukuran produk PCR

sebesar 147 bp.
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Keterangan:

Pada Panjang fragmen 300 bp
terdapat pita DNA gen yang
tidak sesuai dengan panjang
fragmen yang ditentukan yaitu
147 bp.

Gambar 4. Hasil Visualisasi Elektroforesis Gel
Agarose 2% hasil PCR;
M: Marker 100 bp, E: sumuran kosong, S1, S2,
S7,S9: sampel isolasi DNA

Selanjutnya, pada tahap elektroforesis
gel agarose ditambahkan dengan RedSafe.
RedSafe merupakan pewarna non-toksik yang
dirancang sebagai alternatif ethidium bromide
(EtBr). RedSafe berikatan dengan DNA dan
memancarkan fluoresensi saat terkena sinar
UV, tetapi tidak memiliki sifat karsinogenik,
sehingga lebih aman untuk pengguna dan
lingkungan (Husnia et al., 2024). Sampel hasil
PCR sebanyak 5 pl dimasukan ke dalam
sumuran gel agarosa konsentrasi 2%.

Hasil visualisasi didapatkan negatif
gen est pada ukuran 147 bp. Hal ini ditandai
dengan terbentuknya pita yang tidak sejajar
dengan marker DNA Ladder pada ukuran 147
bp pada S4 sedangkan S1, S2, dan S3
menunjukkan tidak muncul pita DNA. Pita
DNA yang muncul pada sumuran bukan
merupakan gen target melainkan gen yang
menyerupai target PCR, sehingga
teramplifikasi tetapi bukan gen target.

Penelitian yang dilakukan oleh
Kambire et al. (2017), untuk mendeteksi gen
est pada Escherichia coli didapatkan hasil

positif yang ditandai dengan munculnya pita

Biotropic Tahun 2025, Vol 10 (No.1): 1-13
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DNA yang terbentuk pada ukuran 147 bp.
Selain itu juga menggunakan primer spesifik
est dan optimasi suhu PCR yang sama dengan
penelitian ini.
Pemilihan  primer tentu harus
diperhatikan. Adanya gen est yang tidak
terdeteksi meskipun primer yang digunakan
merupakan primer spesifik adalah karena
parameter PCR yang tidak optimal, seperti
kesalahan dalam mengatur suhu dan waktu
PCR. Selain

itu, hal lain yang mampu

mempengaruhi kesuksesan deteksi gen
adalah primer yang dapat membentuk dimer.
Dimer adalah struktur yang terbentuk
diantara pasangan primer. Dimer yang terjadi
adalah karena basis yang saling melengkapi.
Proses ini terjadi karena adanya suhu
penempelan yang tidak sesuai atau cenderung
rendah. Dengan melihat tahapan proses PCR,
penempelan primer pada DNA cetakan terjadi
pada suhu annealing yang optimal. Jika dimer
yang terbentuk terlalu kuat, maka akan
mengganggu proses perpanjangan DNA
(Saraswati et al.,, 2019).

Penelitian ini menggunakan dua
konvensional

MPN

pendekatan yaitu secara

menggunakan  metode dengan
serangkaian uji mikrobiologi dan metode
molekuler dengan deteksi gen. Metode
konvensional masih tetap digunakan karena
membutuhkan bakteri E.coli dengan jumlah
yang cukup untuk digunakan dalam tahapan
Apabila

metode  molekuler.

dilakukan

langsung
isolasi DNA tanpa melakukan

identifikasi ataupun perbanyakan bakteri
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maka dibutuhkan lebih dari satu pasang
primer dalam proses deteksi E.coli dan gen est.
Selain itu dibutuhkan optimasi dalam
menentukan primer yang sesuai (Akinlabi et
al, 2023). Hal ini tentunya membutuhkan

waktu dan biaya yang lebih besar.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian deteksi gen est

dari Bakteri Escherichia coli pada air sumur
dapat disimpulkan bahwa:

1. Didapatkan 4 isolat bakteri dengan
persentase kesamaan lebih dari 90%
E.coli dari 10 isolat bakteri.

2. Berdasar hasil PCR, tidak ditemukan
gen est pada 147bp dari keempat isolat
bakteri E.coli.

Pada peneliti selanjutnya disarankan
untuk melakukan desain primer, optimasi

PCR terlebih dahulu.
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