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Analisis Filogenetik Isolat Salmonella spp Berdasarkan Penanda Gen invA

STEFANUS PAULUS, 31110026

Program Studi Biologi Fakultas Bioteknologi, Universitas Kristen Duta Wacana

ABSTRAK

Gen invA merupakan gen yang sifatnya highly conserved pada genus Salmonella sehingga dapat digunakan untuk meneliti
kekerabatan antar serovar yang memiliki fenotip patogen. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan
kekerabatan Salmonella spp asal susu sapi dengan Salmonella patogen lain berdasarkan penanda gen invA. Isolat
digunakan dalam penelitian ini adalah Salmonella spp PTKWM asal susu segar yang diisolasi dan diidentifikasi
sebelumnya oleh Gadi (2010). Konfirmasi kemurnian isolat dilakukan dengan inokulasi isolat pada medium Rambach
Agar dan Salmonella Shigella Agar. DNA diisolasi menggunakan kit isolasi DNA komersial, kemudian diamplifikasi
menggunakan penanda invA. Produk PCR selanjutnya disekuensing dan dianalisis menggunakan piranti lunak
bioinformatika untuk mengkonstruksi pohon filogenetik. Analisis filogenetik membuktikan bahwa isolat Salmonella spp
memiliki hubungan kekerabatan dengan isolat standar Salmonella Typhi NTCT 786. Gen invA terbukti dapat digunakan
sebagai penanda kekerabatan antar spesies Salmonella.

Kata kunci: Salmonella spp, susu sapi segar, invA, analisis filogenetik



Phylogenetic Analysis of Salmonella spp Isolate based on invA Gene Sequence

STEFANUS PAULUS, 31110026
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ABSTRACT

InvA gene is a highly conserved gene among Salmonella genus that make it useful to find out genetic relationship among
serovarians that have phatogenic phenotype. The goal from this research is to find out genetic relationship of Salmonella
spp that been isolated from fresh cow’s milk with another pathogenic Salmonellae based on invA marker. Salmonella spp
PTKWM were isolated and identified before by Gadi (2010). This isolate was checked for its purity using Rambach Agar
and Salmonella Shigella Agar. Chromosomal DNA was isolated using commercially available DNA isolation kit and
amplified by PCR in a thermocycler using invA marker. PCR’s product was sequenced and analised using bioinformatic
softwares to construct phylogenetic tree. Phylogenetic analysis has suggested that the Salmonella spp isolate can be
classified as Salmonella Typhi species according to its relatedness with the Salmonella Typhi NTCT 786 standard type
strain. The invA gene region might be useful to analyze the phylogenetic relationship amongst of Salmonella spp.

Keywords: Salmonella spp, fresh cow’s milk, invA, phylogenetic analysis
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Salmonella merupakan bakteri enterik yang bersifat patogen. Bakteri ini banyak menyebabkan berbagai kasus
demam tifoid dan salmonellosis di berbagai belahan dunia karena inang dari bakteri ini adalah manusia dan hewan
berdarah panas. Bakteri ini sering mengkontaminasi makanan dan minuman. Bahan pangan yang terkontaminasi dapat
menjadi sumber penyakit infeksius seperti demam tifoid dan paratifoid. Penyebarannya berasal dari feses inang atau
produk yang berbahan dasar dari inang, lalu melalui rute oral dengan mengonsumsi bahan pangan yang terkontaminasi
(Hoelzer, Isabel, Switt, & Wiedmann, 2011).

Salmonella umumnya mempunyai perangkat gen yang cukup kompleks yang memberikan sifat virulensi. Beberapa
gen tersebut adalah gen invasif (inv) dan gen virulensi (spv) yang memberikan sifat-sifat patogenisitas pada
Salmonella. Gen inv terletak pada DNA kromosom sedangkan gen spv umumnya terletak pada plasmid. Gen spv yang
terintegrasi dengan kromosom umumnya tidak diekspresikan sehingga faktor virulensi Salmonella dapat berkurang
(Swamy, Barnhart, Lee, & Dreesen, 1996).

Berdasarkan dari banyak penelitian sebelumnya, gen inv diperkirakan sangat penting untuk kelangsungan hidup
Salmonella di dalam host. Hal ini terlihat dari keberadaan gen inv yang merupakan highly conserve region dan selalu
ditemukan pada hampir semua Salmonella dari berbagai host sehingga dapat digunakan sebagai penanda genetik
genus spesifik pada deteksi cepat menggunakan PCR (Karmi, 2013). Beberapa fungsi gen ini adalah menghasilkan
protein invasif yang memampukan bakteri untuk menginvasi sel epitelium usus. Hal ini dibuktikan dalam penelitian
yang lain yang menunjukkan bahwa mutan Salmonella yang kehilangan gen invA menjadi kurang invasif (Karmi,
2013) jika dibandingkan dengan Salmonella yang memiliki perangkat gen tersebut. Selain itu, gen invA bersama
dengan beberapa gen lain yang terletak pada Salmonella Pathogenicity Island (SPI) juga diperkirakan memberikan
sifat resistensi antibiotik seperti streptomycin, lincosamide, dan chloramphenicol (Karmi, 2013). Walaupun gen ini
memberikan fenotip invasif, invasifitas masing-masing Salmonella dari berbagai host ternyata cukup berbeda.
Salmonella yang berasal dari produk unggas seperti telur dan daging unggas cenderung bersifat lebih invasif
dibandingkan dengan Salmonella yang ditemukan pada limbah ataupun hewan ternak non unggas seperti babi dan
sapi. Walaupun begitu, beberapa serovar yang cukup invasif juga berhasil ditemukan pada sampel klinis, walaupun
tidak sering, yang mengindikasikan adanya bakteri penyebab salmonelosis pada manusia yang dicurigai dikarenakan
mengkonsumsi produk unggas (Chaudhary, Nayak, Brahmbhatt, & Makwana, 2015). Karena Salmonella yang berasal
dari inang tertentu dapat memberikan sifat patogen yang berbeda jika menjangkiti manusia, identitas Salmonella
penting untuk diketahui sebagai langkah awal melacak asal kontaminasi patogen tersebut.

Melihat pentingnya gen invA sebagai faktor virulensi bagi Salmonella, berbagai penelitian telah dilakukan dalam
mendeteksi Salmonella yang bersifat patogen secara molekuler. Hasil penelitian sebelumnya, Salmonella dengan
kedua gen ini dapat ditemukan pada bahan pangan seperti susu kambing, susu sapi yang dijajakan di kakilima, bahkan
es teh. Keberadaan Salmonella ini di berbagai bahan pangan yang cukup berbeda membuatnya menarik untuk
dijadikan bahan penelitian. Hal ini dikarenakan gen tersebut seringkali bersifat host spesies spesifik, sehingga
penyebarannya membutuhkan jalur khusus atau transfer gen secara horizontal menjadi penyebab utama sehingga ada
kemungkinan gen tersebut dimiliki oleh Enterobacter jenis lain. Karena itulah potensi penggunaan gen tersebut
sebagai penanda genetik untuk meneliti hubungan kekerabatan dan identitas Salmonella yang berpotensi bersifat
patogen layak untuk diteliti.

Dalam penelitian ini, peneliti akan menggunakan sampel isolat Salmonella spp yang berhasil diisolasi oleh Gadi
(2010) yang diperoleh dari susu sapi di peternakan. Isolat ini sudah melewati berbagai rangkaian uji biokimia dan
identitasnya telah diketahui menggunakan kit API 50E (Biomereux). Hasil akhir dari analisis kekerabatan berbasis
genetik nantinya diharapkan akan memberi informasi lebih lanjut tentang posisi kekerabatan isolat asli ini jika
dibandingkan dengan isolat-isolat yang lain yang juga memiliki perangkat gen invA.

1.2 Perumusan Masalah

1.2.1 Salmonella spp asal susu segar tidak dapat diketahui identitasnya sampai ke aras subspesies menggunakan uji
biokimiawi APl 50CH.

1.2.2 Tidak ada data mengenai potensi Salmonella spp sebagai patogen.

1.3 Tujuan

1.3.1 Mengetahui hubungan kekerabatan isolat Salmonella spp asal susu segar berdasarkan konstruksi pohon filogenetik
menggunakan penanda gen invA dengan spesies Salmonella lain.

1.3.2 Mengetahui potensi penanda gen invA untuk tujuan identifikasi dan analisis hubungan kekerabatan antar
Salmonella yang berpotensi bersifat virulen.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Isolat Salmonella spp yang diisolasi Gadi (2010) merupakan kerabat dekat dari Salmonella Tyhpi NCTC 786.
Konstruksi pohon filogenetik yang dihasilkan membuktikan bahwa gen invA dapat digunakan sebagai penanda
kekerabatan antar spesies Salmonella. Oleh karena itu, isolat Salmonella spp PTKWM tersebut berpotensi besar

bersifat patogen.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menemukan identitas spesies dari Salmonella spp secara serologi
dan/atau analisis kekerabatan berdasarkan 16s RNA agar dapat menjelaskan mengapa secara genetik mikrobia ini
lebih dekat dengan dengan Salmonella Typhi dibandingkan Salmonella Typhimurium. Perlu juga diadakan penelitian
lebih lanjut agar dapat menjelaskan mengapa kontrol negatif E. coli pada penelitian ini menghasilkan hasil yang positif
yang menandakan adanya susunan gen invA pada nukleotida kontrol negatif.
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