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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

E. coli O157:H7 diperkirakan menjadi penyebab 63.000 kasus foodborne
diseases, 2.100 rawat inap, 20 kematian, dan menjadi beban ekonomi sebesar $
271 juta (1-3). Diperkirakan bahwa 29% dari kasus STEC terjadi pada usia 0—4
tahun, 20% pada usia 5-15 tahun, 35% pada usia 1659 tahun usia, dan 17% pada
usia > 60 tahun; 42% dari kasus HUS terjadi pada usia 0—4 tahun, 18% pada usia
5-15 tahun, 26% pada 1659 tahun, dan 14% pada > 60 tahun; dan 29% dari
kematian terjadi pada usia 0—4 tahun, 10% pada usia 5—15 tahun, 5% pada usia
16-59 tahun, dan 57% pada usia > 60 tahun. Diasumsikan distribusi usia yang
sama untuk End Stage Renal Disfunction seperti untuk halnya HUS (4).

Pada penelitian yang dilakukan pada penderita diare anak pada tahun 2014
di Makassar ditemukan bahwa 21,42% sampel feses positif E. coli O157:H7
dengan metode kultur dan 46,42% positif bakteri E. coli O157:H7 dengan metode
Polymerase Chain Reaction (5). E. coli O157:H7 dapat menghasilkan dua
shigatoxin yang berbeda, stx1 sangat mirip dengan toksin Shigella dysenteriae
tipe 1, dan stx2 (6). Toksin stx1 dan stx2 yang dihasilkan diketahui memiliki efek
dalam jenis dan derajat kerusakan jaringan yang berbeda pada inang (7,8).

Toksin stx1 lebih terabsorpsi oleh sel epitel usus yang berlanjut pada
terjadinya diare berdarah, sedangkan toksin stx2 bersirkulasi pada aliran darah

selanjutnya menuju ke ginjal dan berikatan dengan reseptor globo series
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globotriaosylceramide yang berdampak pada terjadinya kerusakan endotel
glomerulus ginjal sehingga terjadi HUS (8—10). Susu sapi mentah dan daging sapi
mentah adalah reservoir primer E. coli O157:H7, infeksi dapat ditularkan melalui
feses (11,12),

Manusia dapat tertular E. coli O157:H7 melalui konsumsi makanan segar
yang terkontaminasi dan kontaminasi selama penyiapan makanan (13). Jawa
Timur berkontribusi sebagai penyumbang populasi sapi terbanyak secara nasional
sebesar 43% (14), tercatat dari 17,2 juta ton sapi potong nasional (15), 4,6 juta
ekor (27%) di antaranya adalah hasil peternak di Jawa Timur, sedangkan produksi
daging sapi Jatim menyumbang 20% atau sekitar 575.557 ton dimana tingkat
konsumsi Jatim sebesar 447.460 ton (16). Berbagai teknik sanitasi telah diadopsi
oleh industri makanan untuk meningkatkan keamanan mikroba dan kualitas
produk segar (17,18).

Hal tersebut sejalan dengan target kerja pemerintah provinsi Jawa
Timur untuk meningkatkan Indeks Pembangunan Manusia provinsi Jawa Timur
yang masih rendah dan menurunkan angka kemiskinan provinsi Jawa Timur yang
masih sebesar 10,86% lebih tinggi daripada angka nasional, terutama di pedesaan
(16). Hal tersebut berdampak juga pada pencemaran air sungai Kalimas, salah
satunya akibat pembuangan limbah pasar yang belum memiliki Instalasi
Pengolahan Air Limbah di lokasi berdekatan dengan sungai Kalimas (19,20).

Pasien anak dengan infeksi E. coli O157:H7 yang diobati dengan antibiotik
ditemukan memiliki peningkatan resiko pengembangan HUS (21). Bakteriofag
litik dapat memberikan alternatif solusi untuk menanggulangi penyakit dan lebih

aman dibandingkan dengan menggunakan obat-obatan dan mengurangi kejadian
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resistensi, lebih menguntungkan karena lebih spesifik (22-24). Bakteriofag litik
memberikan suatu metode alami dan non toksik untuk mereduksi dan mengontrol
pertumbuhan bakteri patogen manusia karena bakteriofag adalah bagian dari
gastrointestinal dan ekosistem lingkungan (25).

Inisiasi infeksi bakteriofag dipicu oleh Receptor Binding Protein (RBP)
bakteriofag yang terletak di permukaan sel inang yang berkaitan dengan adsorpsi
(26). Salah satu reseptor dikenal sebagai porin, porin yang paling banyak pada E.
coli yaitu Omp A (27), yang memicu proses entri DNA virus (28,29).

Setelah berhasil mengikat ke reseptor inang terjadi kontraksi selubung dan
injeksi asam nukleat bakteriofag ke dalam sel inang melalui sitoplasma sel bakteri
(30). Bakteriofag selanjutnya bekerja menggunakan transkripsi bakteri inang
untuk menghasilkan mRNA untuk protein kepala, ekor dan lisis. Protein struktural
dan genom bakteriofag merakit diri menjadi partikel bakteriofag baru. Selanjutnya
protein holin berperan untuk membuat lubang di membran sel bakteri (31,32),
endolysin, enzim berperan untuk menghancurkan membran sel bakteri (33-35),
dan protein Rz/Rz1 yang berperan pada penghancuran membran sel inang (32,36).
Hal tersebut diikuti oleh lisis sel, melepaskan isi sel, termasuk virion yang telah
berkumpul ke lingkungan (30).

Beberapa studi yang melaporkan tentang bakteriofag yaitu bakteriofag yang
mampu melisis Pseudomonas aeruginosa (37), profag Streptococcal yang dapat
mempengaruhi virulensi Streptococcus pyogenes (38), bakteriofa “koktail” yan
dapat melisis Staphylococcus aureus (39), namun didapatkan masih relatif sedikit
studi terkait analisis /igand binding site dan gen rz/rz1 pembentuk protein Rz/Rzl1

yang berperan pada penghancuran membran sel inang.
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Dengan pertimbangan tersebut, maka dirasakan penting untuk mengetahui
rantai penularan foodborne patogen pada manusia sehingga dapat menentukan
intervensi yang tepat, faktor risiko spesifik dari penularan melalui makanan (40),
hasil penelitian yang akurat sangat penting untuk mengalokasikan sumber daya
dan mengidentifikasi prioritas pencegahan (41) untuk mengurangi kejadian
infeksi pada manusia. Reduksi kasus foodborne disease merupakan salah satu
tujuan utama dari program keamanan pangan nasional dan internasional (42).

Pada studi sebelumnya ditemukan bakteriofag litik £. coli O157:H7 dengan
family Siphoviridae dan Myoviridae yang diisolasi dari limbah cair lingkungan
(43), dan telah dianalisis komposisi peptide penyusun ligand binding site
bakteriofag dari reseptor Omp A E. coli O157:H7 dan komposisi dna rz/rzl
penyusun protein yang melisis E. coli O157:H7 (44). Berdasarkan latar belakang
tersebut maka dilakukan penelitian tentang karakter Omp A dan rz/rz1 bakteriofag
Siphoviridae dan Myoviridae pada kejadian reduksi E. coli O157:H7 dengan

pendekatan molekular.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana karakter Omp A dan rz/rzl bakteriofag Siphoviridae dan
Myoviridae pada kejadian reduksi E. coli O157:H7 dengan pendekatan

molekular?
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1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umum

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisis karakter Omp A dan
rz/rz1 bakteriofag Siphoviridae dan Myoviridae pada kejadian reduksi E. coli

O157:H7 dengan pendekatan molekular?

1.3.2 Tujuan khusus

1. Mendeteksi gen stx1 dan stx2 E coli O157:H7.

2. Menjelaskan reduksi E. coli O157:H7 oleh bakteriofag litik.

3. Mengidentifikasi spesifisitas inang bakteriofag E. coli O157:H7.

4. Menguraikan family bakteriofag dengan Transmission Electron Microscope.

5. Menganalisis Omp A sebagai ligand binding site bakteriofag E. coli
O157:H7 dengan Mass Spectrometry.

6. Menganalisis gen rz/rzl bakteriofag dengan Polimerase Chain Reaction dan

sekuensing DNA.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat :

1. Memberikan referensi spesifitas dari bakteriofag.
2. Menjadi dasar eliminasi E. coli O157:H7.
3. Menjadi referensi terkait alternatif solusi antibiotik alami dalam rangka

mengurangi kejadian resistensi antibiotik.
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1.4.2 Manfaat praktis

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi :
1. Dasar pengembangan pencegahan infeksi £. coli O157:H7.
2. Dasar pengembangan pencegahan infeksi . coli O157:H7.

3. Bidang pangan sebagai biokontrol agen penyebab keracunan makanan dalam

kaitannya dengan keamanan makanan.

4. Bidang limbah sebagai biokontrol agen penyebab waterborne disease.

1.5 Tinjauan Pustaka dan Ruang Lingkup Penelitian
1.5.1 Tinjauan Pustaka

Bakteriofag ditemukan oleh Frederick W. Twort berdasarkan
morfologi berukuran kecil, berbentuk plak jernih pada media agar dari
sampel feses dari pasien disentri (45). Berdasarkan sistem klasifikasi The
International committee on Taxonomy of viruses (2000), bakteriofag
dimasukkan kedalam ordo Caudovirales memiliki double stranded DNA dan
berekor, jika bakteriofag kontraktil dan berekor panjang maka dimasukkan
kedalam famili Myoviridae, serta jika bakteriofag non kontraktil berekor
panjang dimasukkan kedalam famili Siphoviridae (46). Mereka ditemukan
sebagai entitas biologis yang melimpah dan beragam di bumi (47,48), yang
hampir ada di setiap tempat tempat bakteri berkembang biak (30).

Secara umum, proses infeksi bakteriofag dimulai dengan menempel
ke permukaan sel inang melalui reseptor permukaan sel inang tertentu (23).

Materi genetik bakteriofag disuntikkan ke sitoplasma sel bakteri. Inisiasi
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infeksi bakteriofag dipicu oleh Receptor Binding Protein (RBP) bakteriofag
yang terletak di ujung ekor dan reseptor yang terletak di permukaan sel
inang yang berkaitan dengan adsorpsi, yang berkorelasi dengan struktur
reseptor yang terletak di permukaan sel inang (26).

Untuk memulai proses replikasi, bakteriofag melewati beberapa
mekanisme yaitu (i) pencarian dan pengikatan (adsorpsi) ke reseptor
permukaan membran sel bakteri, dan (ii) perforasi terkontrol dari membran
sel bakteri dan penyaluran DNA virus ke dalam sitoplasma sel inang
(49,50). Adsorpsi melibatkan interaksi spesifik antara RBP ekor dan satu
atau lebih reseptor membran sel bakteri. RBP adalah penentu utama kisaran
inang bakteriofag dan dapat berlokasi di berbagai substruktur ekor, yaitu
pelat dasar (51).

Sel reseptor permukaan inang biasanya merupakan komponen dari
lapisan terluar membran sel bakteri, seperti protein, gula dan polimer
struktural (lipopolisakarida / LPS (52,53), asam teichoic
(54), peptidoglikan/PG) dan ekstraseluler (membran sel) yang berbeda,
tetapi dapat juga menjadi flagela dan pili (26,55). Setelah mengikat beberapa
RBP kemudian membelah LPS dan membran sel bakteri gram negatif (26).

Karbohidrat pada permukaan sel bakteri, termasuk kapsul
polisakarida dapat menutupi reseptor sel inang (56). Kebanyakan kapsul
terdiri dari polisakarida dan bersifat pathogen yang dapat menjadi faktor
virulensi utama yang mengganggu pengenalan / inaktivasi kekebalan tubuh
(57). Bakteriofag biasanya membawa beberapa salinan dari satu atau lebih

jenis plat ekor, masing-masing menargetkan jenis kapsul tertentu (58—60).
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Selanjutnya bakteriofag menggunakan enzim untuk melisiskan barier sel
inang (61) yang merupakan struktur kompleks yang berlapis guna
mempertahankan tingkat integritas minimum untuk menjamin kelangsungan
hidup sel dengan mengamankan homeostasis sel dengan melindungi dari
ancaman lingkungan luar, yang juga merupakan tempat masuknya nutrisi
dan keluarnya produk limbah untuk menopang pertumbuhan (34,61-63).

Ciri terpenting dari langkah awal infeksi bakteriofag adalah pada
ekor / reseptor yang sesuai untuk selanjutnya membuka konektor kepala-ke-
ekor untuk keluarnya DNA dan untuk memungkinkan ekor membentuk
saluran melintasi membran sel bakteri untuk menyalurkan genom virus ke
dalam sel inang (47,65-68).

Pembentukan saluran sering melibatkan penonjolan dan penyisipan
di membran sel bakteri substruktur ekor, beberapa di antaranya memiliki
aktivitas yang dapat menurunkan PG untuk memfasilitasi penyeberangan
penghalang membran sel. Ujung dari tabung ekor yang menembus dapat
langsung menyatu dengan membran sel atau akhirnya berinteraksi dengan
saluran membran sel inang, yang akhirnya diikuti oleh translokasi DNA
bakteriofag (69).

Bakteriofag telah mengembangkan beragam enzim karbohidrat aktif
yang merupakan komponen dari ekor bakteriofag (70) yang berfungsi untuk
mengenali, mengikat dan memecah komponen karbohidrat dan mendapatkan
akses reseptor sel inang. Sesuai dengan mekanisme kerjanya, depolimerase
bakteriofag dapat berupa hidrolase atau liase, yang masing-masing

menyebabkan pemecahan polisakarida menjadi larut oligosakarida (71).
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Setelah berhasil mengikat ke reseptor inang terjadi kontraksi selubung dan
injeksi asam nukleat bakteriofag ke dalam sel inang.

Bakteriofag memungkinkan dalam genom inang melalui fase lisogen
atau litik, bertujuan untuk melisiskan sel untuk menghasilkan keturunan.
Jika mengikuti siklus hidup litik, bakteriofag yang baru terbentuk dalam sel
bakteri melisiskan sel untuk melepaskan virion ke lingkungan sekitarnya.
Partikel bakteriofag terutama plat ekor, dilengkapi dengan enzim yang
mendegradasi komponen polimer dari permukaan bakteri, untuk melewati
zat pelindung yang menghalangi akses ke sel reseptor, untuk menengahi
proses aktual pengikatan reseptor, atau untuk mengatasi hambatan membran
sel bakteri (29,72).

Enzim pengurai polisakarida protein dikenal sebagai depolimerase
polisakarida. Depolimerase dengan aktivitas fosfoesterase terhadap asam
teichoic juga termasuk hydrolase (29,72). Depolimerase dapat menurunkan
ekstraseluler polisakarida (kapsul) atau membelah struktur polisakarida (LPS
atau PG), menargetkan struktur penting untuk kelangsungan hidup sel dan
virulensi dalam mengontrol bakteri (28,73—75). Satu-satunya depolimerase
terkait virion yang mampu memprovokasi lisis sel inang yang menargetkan
PG termasuk dalam kelompok lysin (74). Beberapa depolimerase virion
membelah polipeptida atau zat lipid non polisakarida (73).

Struktur ekor memungkinkan virion melubangi lapisan kapsul sampai
akhirnya mencapai reseptor sekunder di membran sel bakteri yang memicu
proses entri DNA virus (28,29). Saat dilapisi dalam media agar-agar lembut,

bakteriofag dengan aktivitas depolimerase sering menghasilkan lingkaran
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cahaya transparansi pada lapang bakteri yang mengelilingi plak bakteriofag.
Lingkaran cahaya yang dihasilkan merupakan difusi depolimerase (29).

Aktivitas plat ekor mengikat dan membelah tidak hanya diperlukan
untuk memposisikan partikel bakteriofag di membran luar, tetapi juga untuk
pembukaan. Hal tersebut menunjukkan bahwa LPS yang sangat murni dapat
menyebabkan ejeksi DNA bakteriofag secara in vitro ketika diinkubasi
dengan virion yang memiliki jenis plat ekor tersebut (76,77).

Beberapa bakteriofag menggunakan depolimerase ekor untuk untuk
mencapai permukaan seluler. Pengikatan ke reseptor inang menginduksi
perubahan struktur virion untuk pembukaan nukleokapsid dan untuk
penyisipan ekor di membran sel bakteri (49). Terlepas dari morfologi ekor,
banyak bakteriofag perlu mengeluarkan protein atau menonjolkan
substruktur ekor untuk memperpanjang ekor dan bentangannya ke membran
sel bakteri

(69).
Sementara melintasi lapisan membran membran sel bakteri dapat

dicapai dengan mekanis menusuk dan / atau fusi protein dengan konstituen
lipid, melintasi membran sel yang kaku dan lebih banyak. Beberapa protein
virion yang dimasukkan ke dalam membran sel bakteri diketahui memiliki
aktivitas pengurai PG untuk memfasilitasi penyeberangan membran sel.
Protein tersebut dikenal sebagai struktural lysin (74).

Lysin virion paling sering berhubungan dengan komponen individu
atau domain protein ekor tetapi dapat juga berupa protein dalam kapsid yang
dikeluarkan saat pembukaan virus (74). Pengikatan ireversibel ke reseptor

inang menginduksi kontraksi selubung ekor, menyebabkan bagian dalam
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tabung ekor dengan alat penusuk di ujungnya menembus membran sel
bakteri. Salah satu protein penyusunnya adalah glikoprotein, yang memiliki
aktivitas muralitik (67,78). Untuk proses entri beberapa bakteriofag
Myoviridae menggunakan mekanisme mekanik seperti syringe, melubangi
membran sel bakteri den an “jaru ” nya (78-80).

Beberapa bakteriofag Siphoviridae diketahui mengeluarkan dan
memasukkan tabung ekor internal ke dalam membran sel bakteri dibentuk
oleh domain protein ekor (39,81-83). Sinyal pembukaan kapsid diawali oleh
ejeksi domain protein ekor (78) atau perubahan pada protein tabung ekor
(84). Melihat struktur dan ekor (tabung, pelat dasar bagian dalam) (85)
dalam bakteriofag Siphoviridae dan Myoviridae, domain protein ekor
memainkan peran serupa dalam transduksi sinyal yang akan menghasilkan
pembukaan untuk pelepasan DNA (86,87).

Pada beberapa Siphoviridae domain protein ekor membawa domain
PG-pembelahan (88). Bakteriofag T7 E. coli (Podoviridae) mengeluarkan
protein yang menyusun inti kapsid dalam untuk membentuk tabung ekor
panjang yang membentang di membran sel bakteri. Salah satu protein inti T7
memiliki aktivitas pengurai PG (78).

Lysin virion mendorong lisis PG untuk memfasilitasi penetrasi
melintasi membran sel dan fusi selanjutnya ke membran sel. Namun, untuk
banyak bakteriofag belum diketahui begitu jelas apakah partikel virus
dilengkapi dengan lysin (89).

Selain suhu, faktor kimia seperti ion sangat menentukan ketahanan

bakteriofag. Penyimpanan yang tidak tepat akan menyebabkan kerusakan
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struktur kepala, ekor, dan perubahan struktur DNA bakteriofag (88). Kestabilan
bakteriofag dilakukan dengan menyimpan bakteriofag litik dalam buffer,
diantaranya buffer Ringer (NaCl, KCIl, CaCl2.2H20, C;HsNaO3). Hal tersebut
disebabkan karena adanya ion Ca®* yang terkandung dalam buffer Ringer secara
bersamaan dapat mempengaruhi viabilitas bakteriofag di lingkungan (91,92).

Bakteriofag menggunakan ekornya dengan enzim yang dimasukkan
melalui pembedahan materi genetik di seluruh membran sel bakteri tanpa
mengorbankan kelangsungan hidup sel. Justru sebaliknya, mekanisme untuk
pelepasan keturunan virion dari bakteri yang terinfeksi biasanya melibatkan
penghancuran yang cukup besar dari membran sel bakteri, dengan akibat
lisis sel inang (31,34,35,74,75,90).

Degradasi membran luar bakteri inang diperlukan untuk lisis, yang
dilakukan oleh protein Rz/Rzl, yang juga merupakan kompleks spanin
(32,36). Penghancuran PG oleh pelepasan endolysin spanin, memberikan
energi bebas untuk struktur Rz/Rzl dalam peranannya menghancurkan
membran sel bakteri (35).

Fungsi spanin penting untuk lisis pada bakteriofag yang menginfeksi
bakteri Gram-negatif. Lisis Gram-negatif yang dimediasi oleh bakteriofag
dapat dilihat sebagai langkah yang bersifat irreversible. Langkah pertama
berkaitan dengan permeabilisasi membran sel oleh holin yang menyebabkan
degradasi PG oleh endolysin (langkah kedua), yang pada gilirannya
membebaskan spanin untuk meningkatkan gangguan membran luar.

Meskipun membentuk jalur berurutan, holin, endolysin (kompleks spanin)
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secara mekanis tidak bergantung, artinya tidak perlu ada interaksi secara
fisik untuk menjalankan perannya masing-masing dalam lisis (35).

Selama infeksi, partikel bakteriofag mengenali dan mengikat E. coli,
menyebabkan DNA dari kepala bakteriofag dikeluarkan melalui ekor ke
dalam sitoplasma sel bakteri. Biasanya siklus litik terjadi dimana DNA
direplikasi dan partikel bakteriofag baru diproduksi di dalam sel. Hal
tersebut diikuti oleh lisis sel, melepaskan isi sel, termasuk virion yang telah
berkumpul ke lingkungan (30).

Namun, dalam kondisi tertentu, DNA bakteriofag dapat
mengintegrasikan dirinya ke dalam kromosom sel inang di jalur lisogenik.
Dalam keadaan tersebut, DNA disebut sebagai profag dan tetap tinggal di
dalam genom inang tanpa merusak inang. Inang disebut lisogen ketika
profag hadir. Profag dapat memasuki siklus ketika lisogen memasuki kondisi
stress. Segmen cos mengedarkan DNA dalam sitoplasma sel inang. Genom
bakteriofag diinjeksikan melalui membran luar E. coli. DNA kemudian
melewati membran dalam dan segera diedarkan menggunakan cos (90).

DNA girase sel inang menyebabkan daerah kaya A-T untuk
dilepaskan dan mendorong transkripsi. Ujung DNA virus untai tunggal
diikat oleh DNA ligase sel inang (92). Transkripsi dimulai dari promotor Py,
Pr dan P konstitutif yang menghasilkan transkrip ‘immediate early'. Pada
awalnya, terjadi ekspresi gen n dan cro, menghasilkan protein N dan Cro.
Protein N berfungsi untuk mengaitkan RNA polimerase transkrip pada
lokasi spesifik dari mRNA yang baru ditranskripsi. Ketika RNA polimerase

mentranskripsi, selanjutnya akan membentuk kompleks dengan beberapa

DISERTASI KARAKTER Omp A ... TESSA SJAHRIANI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
14

protein inang. Kompleks tersebut melewati sebagian besar urutan terminasi
(33).

Bakteriofag dibedakan menjadi dua, yaitu bakteriofag litik dan
bakteriofag lisogenik. Bakteriofag litik bersifat virulen, sedangkan
bakteriofag lisogenik tidak (93). Kondisi yang menentukan bakteriofag
bersifat litik atau lisogenik adalah temperatur rendah, kelaparan sel inang
dan multiplisitas infeksi yang tinggi, dimana kondisi tersebut dapat memicu
bakteriofag lisogenik, penurunan produktivitas infeksi bakteriofag dan
kemampuan replikasi yang kecil (33,94). Transkrip 'delayed early' terus
berlangsung, melibatkan xis, inf, Q dan gen untuk replikasi genome
bakteriofag (OP). Cro mendominasi situs represor dan menekan sintesis dari
promotor Pry (yang merupakan promotor siklus lisogenik). Protein O dan P
memulai replikasi kromosom bakteriofag dengan memerintahkan DNA
polimerase bakteri (33). Untaian molekul panjang selanjutnya dibelah oleh

cos. Proses tersebut terlihat pada gambar berikut:

Gambar 1.1 Gen Bakteriofag (93)

Keterangan :

Pr, Pr . berperan pada proses transkripsi ‘immediate early’,
mengekspresikan gen n dan cro

N : berfungsi mengaitkan RNA polimerase transkrip dari

mRNA yang baru ditranskripsi

DISERTASI KARAKTER Omp A ... TESSA SJAHRIANI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
15

xis, int, Q : berperan pada proses transkripsi 'delayed’
cro : menekan sintesis Pryv (penentu lisogen)
Odan P : memerintahkan DNA polimerase bakteri
cl : berperan menjaga stabilitas lisogen

cll : penentu lisogen/litik

clll : berperan pada stabilitas cll

rz/rz1 : gen pembentuk protein Rz/Rz1

Transkripsi diperluas untuk menghasilkan mRNA untuk protein
kepala, ekor dan lisis. Protein struktural dan genom bakteriofag merakit diri
menjadi partikel bakteriofag baru. Selanjutnya protein holin berperan untuk
membuat lubang di membran sel bakteri (31,32), endolysin, enzim berperan
untuk menghancurkan dinding sel bakteri (33-35), dan protein Rz/Rz1 yang

berperan pada penghancuran membran sel (32,36).
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Gambar 1.2 Siklus litik bakteriofag (Sumber : Wikipedia)

DISERTASI KARAKTER Omp A ... TESSA SJAHRIANI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
16

1.5.2 Ruang lingkup penelitian

Ruang lingkup penelitian berisiskan kronologis publikasi ilmiah,
dimana Publikasi Ilmiah 1 terkait bakteriofag litik dan lisis E. coli O157:H7
(Isolasi dan identifikasi bakteriofag E. coli O157:H7, Identifikasi morfologi
bakteriofag litik dengan metode Double layer plaque technique, Identifikasi
bakteriofag menggunakan Transmission Electron Microscope, mengetahui
reduksi E. coli O157:H7 oleh bakteriofag menggunakan metode
Densitometry, dan Publikasi Ilmiah 2 terkait Omp A dan rz/rz1 (identifikasi
Omp A sebagai ligand binding site bakteriofag E. coli O157:H7, identifikasi
gen 1z/rz]1 bakteriofag E. coli O157:H7, analisis Omp A sebagai /igand
binding site E. coli O157:H7 bakteriofag dan rz/rz1 bakteriofag E. coli
O157:H7) yang terlihat pada roadmap penelitian dan Kerangka Konseptual

Penelitian.
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Isolasi dan
1dentifikasi

bakteriofag E.
coli O157:H7

Identifikasi Omp A
sebagai ligand binding
site bakteriofag E. coli

O157:H7dengan
metode Mass
Spectrometry

Identifikasi morfologi
bakteriofag litik E. coli
O157:H7 dengan
metode Transmission
Electron Microscope

(M

Identifikasi gen
rz/rzl
bakteriofag E.

coli O157:H7
dengan metode
dengan PCR

2

17

Reduksi E. coli

O157:H7 oleh
bakteriofag

Analisis Omp A
sebagai ligand
binding site
bakteriofag E. coli
O157:H7 dan gen
rz/rz]1 bakteriofag

Gambar 1.3 Roadmap Penelitian (1=Publikasi [lmiah 1; 2=Publikasi

1.6 Kerangka Konseptual

Ilmiah 2)

Kerangka konseptual penelitian dapat dilihat pada gambar berikut ini:
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Bakteriofag Litik

l Omp A
cro E. coli O157:H7

Pru ;T' eIl

l

rz/rzl

l

ruptur membran luar
sel bakteri

l

Reduksi E. coli O157:H7

Gambar 1.4 Kerangka Konseptual

Keterangan gambar : huruf cetak tebal merupakan komponen penelitian

Untuk memulai proses replikasi, bakteriofag melewati proses
adsorpsi yang melibatkan interaksi spesifik antara ekor (/igand binding site)
dan reseptor membran sel bakteri (49,94). Setelah bakteriofag mengikat RBP
kemudian membelah LPS dan membran sel bakteri gram negatif (26).

Porin berperan dalam transportasi lewatnya larutan hidrofilik, porin
yang paling banyak terdapat pada E. coli yaitu Omp A. Struktur ekor
memungkinkan virion melubangi lapisan membran sampai akhirnya
mencapai reseptor sekunder di membran sel bakteri yang memicu proses
entri

DNA virus (28,29).
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Setelah ekor/reseptor yang sesuai membuka konektor kepala-ke-ekor
untuk keluarnya DNA, selanjutnya ekor membentuk saluran melintasi
membran sel bakteri untuk menyalurkan genom virus ke dalam sel inang
(47,63-66). Setelah berhasil mengikat ke reseptor inang terjadi kontraksi
selubung dan injeksi asam nukleat bakteriofag ke dalam sel inang melalui
sitoplasma sel bakteri (30).

Genom bakteriofag litik diinjeksikan melalui membran luar E. coli
O157:H7, DNA kemudian melewati kompleks permease mannose di
membran dalam dan segera diedarkan menggunakan cos (89). DNA girase
sel inang menyebabkan daerah kaya A-T untuk dilepaskan dan mendorong
transkripsi. Transkripsi dimulai dari ekspresi gen n dan cro. Protein N
berfungsi untuk mengaitkan RNA polimerase transkrip pada lokasi spesifik
dari mRNA yang baru ditranskripsi. Cro mendominasi situs represor dan
menekan sintesis dari promotor Pgry (yang merupakan promotor siklus
lisogenik) yang memicu terjadinya supresi gen cll yang berperan pada fase
litik (95), selanjutnya rz/rz1 berperan menghancurkan membran sel bakteri

(35) yang mengakibatkan lisis £. coli O157:H7.
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