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Abstrak. Enterobacteriaceae merupakan kelompok bakteri penting karena patogenitasnya
yang berkaitan dengan waterborne disease dan perannya sebagai indikator kontaminasi fecal
dari saluran pencernaan manusia dan hewan. Tujuan dari penelitian ini adalah desain primer
spesifik sebagai alternatif marker melalui in silico study untuk deteksi Enterobacteriaceae pada
air sumur yang diproses. Proses deteksi dilakukan melalui tahapan isolasi bakteri, uji biokimia
dan pengamatan morfologi dilanjutkan deteksi molekuler dengan melakukan amplifikasi gen
target. Bakteri target ditumbuhkan pada media selective enrichment dan selective differential
dilanjutkan dengan uji biokimia dan pengecatan gram. Primer yang diperoleh dari conserved
area pada gen gyrB dan rpoB didesain secara spesifik dan amplikon in silico yang dihasilkan
dianalisis kemampuannya mendeteksi angota Enterobacteriaceae. PCR in vitro menunjukkan
primer baru dapat mendeteksi Enterobacteriaceae pada sampel air sumur selama proses
pengolahan air.

Kata kunci: Enterobacteriaceae, in silico, primer gyrB, primer rpoB



Partial Sequences of rpoB and gyrB as Potential Genetic Markers
for Molecular Detection of Enterobacteriaceae in Water Sample

EUNIKE ILONA HILSON
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Abstract. Enterobacteriaceae has become the important bacterial group due to its
pathogenicity related to waterborne disease and as the indicator of fecal contamination from
human and animal gastrointestine. The objective of this research is to design new primer pairs
covering specific marker deduced by in silico study, to effectively detect the presence of
Enterobacteriaceae from processed-well water, supported by bacterial isolation, biochemical
test and morphological test continued by molecular detection to amplify specific gene target.
Suspected bacteria grown on selective enrichment and selective differential media continued
by biochemical assays and gram staining. Primer pairs covering the most conserved area of
gyrB and rpoB genes were specifically designed and the in silico amplicons produced were
checked for its ability to specifically detect the members of Enterobacteriaceae. In vitro PCR
were done and it is proven the newly design primer pairs could detect the presence of
Enterobacteriaceae in the samples, before and after the treatment.

Key words: Enterobacteriaceae, in silico, gyrB primer, rpoB primer
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BAB 1
PENDAHULUAN

1. Latar Belakang

Teknologi pengolahan air modern meskipun aman dan berteknologi tinggi, belum tentu
steril dan terbebas dari bakteri, terutama bakteri patogen penyebab penyakit. Salah satu
kelompok bakteri yang sering ditemukan pada sumber air adalah Enterobacteriaceae.
Enterobacteriaceae juga sering digunakan dalam mempelajari bakteri patogen pada air dan
sebagai indikator fecal polusi dari hewan dan manusia (Cabral, 2010). Beberapa genusnya
termasuk dalam bakteri enterik yang berasal dari sistem pencernaan manusia dan hewan,
seperti Escherichia sp, Citrobacter sp, Edwardsiella sp, Salmonella sp, Shigella sp,
Klebsiella sp, Serratia sp, dan Enterobacter sp (Madigan et al., 2009). Keberadaan bakteri
enterik ini seringkali menjadi indikator kualitas mikrobiologis air dan beberapa diantaranya
berkaitan erat dengan waterborne disease yang menyebabkan penyakit pada manusia.

Melalui penelitian ini dilakukan desain penanda alternatif melalui in silico study untuk
deteksi molekuler Enterobacteriaceae pada sampel air selama proses pengolahan air sumur.
Desain primer menjadi sangat penting mengingat belum ada primer spesifik untuk deteksi
Enterobacteriaceae. Desain primer spesifik in silico study menggunakan beberapa software
seperti ClustalX, MEGAG6, GeneDoc, CloneManager dan program BLASTN 2.2.3.1

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov). Primer didesain berdasarkan conserved area sekuen parsial gen

rpoB dan gyrB. Perbandingan hasil deteksi berdasarkan gen gyrB dan rpoB dilakukan untuk
mengetahui tingkat resolusi, sensitifitas dan spesifitas primer yang didesaian. Deteksi
Enterobacteriaceae dilakukan melalui tahapan isolasi bakteri, uji biokimia, dan pengecatan
gram yang dilanjutkan dengan deteksi molekuler menggunakan primer hasil in silico study.
Enterobacteriaceae enterik yang diteliti meliputi 9 genus, vyaitu Salmonella, Shigella,

Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Edwardsiella, Serratia, Proteus, dan Klebsiella.

2. Tujuan

2.1. Desain primer untuk deteksi Enterobacteriaceae melalui in silico study berdasarkan
gen rpoB dan gyrB.

2.2. Deteksi molekuler kelompok Enterobacteriaceae pada pada sampel air sumur
menggunakan primer dengan target sekuen gen parsial rpoB dan gyrB hasil in silico
study.


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

3. Perumusan Masalah
Analisis potensi primer gen parsial rpoB dan gyrB hasil in silico study sebagai penanda

alternatif dalam mendeteksi Enterobacteriaceae pada sampel air.

4. Manfaat Penelitian

4.1.  Mengetahui proses in silico study untuk desain penanda alternatif berdasarkan gen
rpoB dan gyrB.
4.2.  Mengetahui potensi primer gen parsial rpoB dan gyrB hasil in silico study sebagai

penanda alternatif dalam mendeteksi Enterobacteriaceae pada sampel air .
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BAB 5

KESIMPULAN DAN SARAN

1. Kesimpulan

Primer baru berhasil didesain berdasarkan sekuen parsial gen rpoB dan gen gyrB hasil in
silico study untuk mendeteksi Enterobacteriaceae pada sampel air. Berdasarkan hasil in silico
study dan deteksi dengan metode PCR, gen rpoB memiliki kemampuan untuk deteksi pada
tingkat spesies yang mampu mengelompokkan genus Enterobacteriaceae yang sama pada satu
klaster, sedangkan gen gyrB memiliki kemampuan untuk deteksi pada tingkat genus pada

kelompok Enterobacteriaceae maupun genus non-Enterobacteriacea yang berkerabat dekat.
2. Saran

2.1.  Perlu dilakukan optimalisasi kondisi PCR meliputi suhu dan lamanya waktu pada
proses denaturasi, annealing dan ekstensi untuk primer dengan target fragmen sekuen
rpoB dan gyrB 1 dan 2.

2.2.  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kekuatan primer yang di
desain melalui studi Bioinformatic dengan dilengkapi sequencing hasil PCR

berdasarkan sekuen parsial gen rpoB dan gyrB yang diperoleh pada penelitian ini.
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