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ABSTRAK

Enterococcus faecalis merupakan patogen oportunistik yang membentuk biofilm dengan menghasilkan gen virulen
seperti gelE. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi keberadaan gelE dan mengkaji korelasinya terhadap
pembentukan biofilm pada isolat E. faecalis asal ayam. Sampel yang digunakan sebanyak 60 sampel arsip usap kloaka
ayam. Isolasi dan identifikasi bakteri menggunakan media agar selektif diferensial KF Streptococcus. Konfirmasi molekuler
menggunakan gen spesifik Efac untuk bakteri E. faecalis dan gen gelE untuk deteksi gen virulen gelatinase. Uji biofilm
menggunakan teknik spektrofotometer pada densitas optik 630 nm. Data dianalisis secara kuantitatif menggunakan uji
chi-square dengan nilai P < 0,05 dianggap signifikan secara statistik. Hasil isolasi dan identifikasi bakteri terhadap 60 sampel
arsip asal ayam pedaging yang digunakan dalam studi sebanyak 21 isolat positif terkonfirmasi secara molekuler sebagai
bakteri E. faecalis dan memiliki gen virulen gelE. Pada uji biofilm terdapat sebanyak 20 isolat (95,23%) positif kuat (OD630 >
0,130) dan 1(4,76%) positif lemah (0,065 < OD630 < 0,130) dengan nilai P < 0,05 atau memiliki korelasi secara statistik antara
keberadaan gen gelE dengan pembentukan biofilm. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa gen virulen gelE
telah ditemukan pada 21 isolat E. faecalis dan 95,23% mampu membentuk biofilm dengan intensitas positif kuat.

Kata kunci: Biofilm, Enterococcus faecalis, faktor virulen gelE

ABSTRACT

Enterococcus faecalis is a opportunistic pathogen known to form biofilms by producing virulent gene such as gelE. The
aim of this study is to explore the presence of gelE and to examine its correlation to biofilm formation in the E. faecalis
isolates from chicken origin. The samples used in this study were 60 samples of broiler cloacal swab archives. Isolation
and bacteria were using a selective differential agar medium for KF Streptococcus. Molecular confirmation using the Efac
specific gene for E. faecalis bacteria dan gelE gene for detection of gelatinase virulent gene. Biofilm test was carried out
using a spectrophotometer technique at an optical density of 630 nm. Data were analyzed quantitatively using the chi-
square test with P-value < 0,05, which is considered statistically significant. The isolation and identification results on 60
samples from chicken used in 21 isolates were positively confirmed as E. faecalis bacteria and detected had the gelE virulent
gene. In the biofilm test, there were 20 isolates (95.23%) strongly positive (OD630 > 0.130) and 1 isolates (4.76%) weak
positive (0.065 < OD630 < 0.130) with P-value < 0.05 or correlate with the presence of the gelE gene and biofilm formation.
It can be concluded that the virulent gelE gene was found in 21 isolates of E. faecalis, and 95.23% were able to form biofilms
with strong positive intensity.
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PENDAHULUAN

Enterococcus merupakan bakteri komensal
saprofitik yang berperan sebagai flora normal yang
berada di rongga mulut dan gastrointestinal manusia
dan hewan (Franz et al., 2011). Salah satu spesies dari
genus Enterococcus yang sangat penting dan banyak
dilakukan penelitian untuk dikaji adalah Enterococcus
faecalis. E. faecalis merupakan bakteri Gram positif,
katalase negatif, dan menunjukkan sifat nonhemolitik
atau gamma-hemolitik apabila dikultur pada media
agar darah domba 5% selama 24 jam (Al-Rammahi et
al., 2020). Bakteri ini pada manusia banyak dilaporkan
dapat menyebabkan infeksi saluran urinaria dan infeksi
nosokomial di rumah sakit pada pasien-pasien dengan
kondisi imunosupresan, serta banyak dilaporkan telah
resistan terhadap antibiotik vankomisin (O’Driscoll &
Crank, 2015; Zheng et al., 2018).

Enterococcus  faecalis ~memiliki kemampuan
dalam sekresi seng metaloprotease atau protease
ekstraseluler yang mampu menghidrolisis gelatin,
kolagen, kasein, hemoglobin, dan peptida lainnya
(Waters et al.,, 2003). Salah satu gen virulen yang
bekerja dalam hal tersebut adalah gen gelE yang
diketahui memiliki kemampuan dalam perlekatan
bakteri, pembentukan biofilm (Soares et al., 2014;
Zheng et al., 2018), serta aktivitas gelatinase
(Kiruthiga et al., 2020).

Biofilm adalah komunitas mikroorganisme yang
terstruktur dan kompleks yang menempel pada
permukaan biotik atau abiotik (Bjarnsholt et al.,
2013). Biofilm merupakan salah satu strategi penting
bagi mikroorganisme untuk bertahan hidup dalam
kondisi yang merugikan dan berhubungan erat
dengan kemampuan bakteri untuk menghindari
pengobatan seperti antibiotik. Pembentukan biofilm
pada E. faecalis adalah kompleks dan multifaktorial
dan telah banyak dikaji pada isolat klinis asal manusia.
Keterlibatan berbagai faktor virulen, terutama gen
gelE, belum banyak dilaporkan pada isolat yang berasal
dari hewan khususnya ayam. Untuk melengkapi celah
kajian tersebut, studi ini dilakukan dengan tujuan
mengeksplorasi keberadaan bakteri E. faecalis dan
faktor virulen gelatinase yang dikodekan oleh gen
virulen gelE serta mengkaji korelasinya terhadap
pembentukan biofilm pada isolat E. faecalis asal ayam.

BAHAN DAN METODE

Studi ini menggunakan 60 sampel arsip usap kloaka
ayam yang berasal dari Laboratorium Bakteriologi,
Divisi Mikrobiologi Medik, Departemen limu Penyakit
Hewan dan Kesehatan Masyarakat Veteriner, Fakultas
Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor. Sampel
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arsip tersebut berasal dari usap kloaka ayam pedaging
yang dikoleksi dari peternakan ayam pedaging
di daerah Sukabumi, Indonesia. Adapun tahapan
prosedur penelitian yang dilakukan, antara lain: isolasi
dan identifikasi bakteri, konfirmasi secara molekuler
dengan teknik polymerase chain reaction (PCR),
deteksi gen virulen gelE, serta karakterisasi fenotipik
biofilm.

Isolasi dan Identifikasi Bakteri

Bakteri diisolasi dengan dikultur pada media
agar selektif diferensial KF Streptococcus (Merck
KgaA, Darmstadt, Jerman). Koloni yang tumbuh dan
mencirikan pada koloni Enterococcus (Wellinghausen
et al., 2009) kemudian dikultur kembali pada media
selektif diferensial yang sama untuk memperoleh
koloni murni.

Ekstraksi DNA Bakteri

Bakteri dari koloni murni diekstraksi untuk
mendapatkan template DNA dengan menggunakan
metode perebusan. Sebanyak satu hingga dua Ose
koloni bakteri yang berumur 24 jam asal media
agar selektif diferensial KF Streptococcus agar base
dicampurkan pada 100uL nuklease free water (NFW)
dalam tabung mikro 1,5 mL. Tabung mikro yang
berisi suspensi bakteri tersebut dihomogenkan
menggunakan vortex selama 5 menit kemudian
suspensi direbus pada suhu 100°C selama 10 menit
dan perlakuan diulang sebanyak tiga kali. Suspensi
disentrifugasi kembali pada 6.500 rpm selama 3 menit.
Supernatan dikoleksi dan disimpan sebagai template
DNA pada suhu -20°C hingga tahap PCR dilakukan
(Rizkiantino et al., 2020).

Konfirmasi Molekuler Isolat Bakteri
Menggunakan Gen Spesifik E. faecalis

Amplifikasi menggunakan pasangan primer
spesifik bakteriE. faecalis dengan primer forward (Efac
F1) 5'-CGTTAGTAAC TGAACGTC-3' dan primer universal
reverse (1492R) 16 sRNA 5'-GGATACCTTGTTAC GACTT-
3'. Kombinasi primer mempunyai amplikon target
sebesar 1022 bp. Total volume reaksi campuran 12,5
uL yang terdiri atas PCR master mix 11 uL (MyTaq HS
Red Mix, Bioline), primer forward dan primer reverse
masing-masing 0,25 pL dengan konsentrasi 20 mM,
dan template DNA sampel 1 pL. Reaksi PCR dilakukan
dengan menggunakan mesin BioRad T100™ CA, USA
Thermal Cycler dengan parameter siklus: denaturasi
awal 94°C selama 5 menit, 35 siklus dengan denaturasi
94°C selama 1 menit, annealing 48°C selama 40 detik,



elongasi 72°C selama 1 menit, dan elongasi akhir pada
72°C selama 10 menit. Produk PCR dianalisa pada 0.8%
gel agarose (Thermo Scientific, (EU) Lithuania) dalam
1% Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer dan diwarnai dengan
0.5 pg/mL ethidium bromida. Bakteri E. faecalis ATCC
29212 digunakan sebagai kontrol positif. Produk
amplifikasi divisualisasi dengan UV transilluminator
(Pacific Image Electronics Co., Ltd., Taiwan). DNA
Ladder (Promega, Madison, WI USA) 1 kb digunakan
sebagai standar berat molekul (Rahman et al., 2017).

Deteksi Gen Virulen gelE

Amplifikasi menggunakan pasangan primer
gen virulen gelE dengan primer forward
5'-TATGACAATGCTTTTTGGGA T-3' dan primer reverse
5'-AGATGCACCC GAAATAATATA-3". Amplikon target
sebesar 213 bp. Parameter PCR yang digunakan adalah
denaturasi awal dengan suhu 95°C selama 3 menit, 30
siklus dengan suhu denaturasi 95°C selama 30 detik,
annedling 52°C selama 30 detik, elongasi 72°C selama
1 menit, dan elongasi akhir 72°C selama 10 menit
(Vankerckhoven et al., 2004).

Karakteristik Fenotipik Biofilm

Uji karakteristik fenotipik biofilm bakteri dilakukan
sebanyak tiga kali ulangan dengan menumbuhkan
suspensi isolat yang telah terkonfirmasi sebagai
Enterococcus faecalis yang memiliki gen gelE.
Konsentrasi bakteri yang dibuat standar Mc Farland
7 atau setara dengan 2.1 x 109 CFU/mL diinokulasi
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selama semalaman dalam 200 pL media kaldu
tryptic soy yang mengandung 0,25% glukosa pada
polystyrene microtiter plate F-bottom, high binding 96
sumur (Greiner Bio-One STRIP PLATE, MICROLON®).
Sumur kontrol negatif biofilm tidak diinokulasikan
bakteri dan hanya berisi media kaldu tryptic soy
yang mengandung 0,25% glukosa. Sumur kontrol
positif biofilm digunakan bakteri E. faecalis ATCC
29212. Setelah 24 jam inkubasi pada 37°C, supernatan
dibuang dan microtiter plate dicuci sebanyak tiga
kali dengan phosphate buffered saline (PBS). Koloni
difiksasi menggunakan metanol 96% selama 30 menit,
dilakukan pewarnaan dengan kristal violet 1% selama
30 menit, dan dibilas dengan akuades steril. Intensitas
warna violet yang terbentuk kemudian dibaca
absorbansinya dengan densitas optik pada 630 nm
atau ODg,,. Pengukuran absorbansi dikelompokkan
menggunakan formula: ODg;, < 0,065; biofilm negatif,
0,065 < OD;, < 0,130; biofilm positif lemah, dan OD;,
> 0,130; biofilm positif kuat (modifikasi Zheng et al.,
2017; Rahimi et al., 2018).

Analisis Data

Hasil uji fenotopik pembentukan biofilm E.
faecalis dilaporkan sebagai angka (persentase) dan
dikorelasikan hubungannya dengan keberadaan

gen gelE menggunakan uji chi-square. Nilai P < 0,05
dianggap signifikan secara statistik. Data dianalisis
menggunakan perangkat lunak statistik SPSS (versi
23; SPSS, Chicago, IL, Amerika Serikat) (Zheng et al.,
2017).

Gambar 1 Hasil isolasi bakteri E. faecalis dalam media agar selektif diferensial KF Streptococcus.
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HASIL
Isolasi dan Identifikasi Bakteri

Hasil isolasi dan identifikasi bakteri menggunakan
media agar selektif diferensial KF Streptococcus
adalah sebanyak 40 dari 60 sampel usap kloaka positif
tumbuh adanya koloni bakteri. Bakteri E. faecalis
ditunjukkan dengan koloni berbentuk bulat dengan
ukuran < 1 mm, berwarna merah, dan mengubah
warna media yang semula keunguan menjadi
kekuningan setelah diinkubasi selama inkubasi selama
48 jam (Gambar 1). Akan tetapi, terdapat juga koloni
yang tumbuh berwarna merah muda, berbentuk bulat
dengan ukuran < 1 mm, dan juga mengubah warna
media yang semula keunguan menjadi kekuningan.
Koloni tersebut juga diteruskan dalam uji konfirmasi
molekuler menggunakan gen spesifik bakteri E.
faecalis.

Konfirmasi Molekuler Isolat Bakteri
Menggunakan Gen Spesifik E. faecalis

AR AR AID ANl ALT

L1} Al A AY Ad AS AS AT

- 1022 bp

Gambar 2 Representasi hasil PCR menggunakan gen
spesifik Efac pada isolat E. faecalis asal
ayam. A1: kontrol negatif. A2 : kontrol
Positif. A3 : Hasil amplifikasi PCR sampel
negatif. A4 — A12: Hasil amplifikasi PCR
sampel positif.

Deteksi Gen Virulen gelE

Isolat yang terkonfirmasi sebagai E. faecalis melalui
pengujian secara molekuler dilanjutkan dengan
deteksi gen gelE dengan panjang amplikon sebesar
213 bp. Hasil deteksi menunjukkan bahwa sebanyak 21
dari 21 isolat (100%) menunjukkan hasil positif memiliki
gen gelE yang dapat dilihat pada Gambar 3.

M Al Ad AS AS

AT AR AR AID ALl AIZ AL} Al4

el 1 213 bp

Gambar 3 Representasi hasil PCR deteksi gen virulen
gelE pada isolat E. faecalis asal ayam.
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Karakteristik Fenotipik Biofilm dan Korelasinya
dengan Keberadaan Gen gelE

Hasil uji fenotipik biofilm pada isolat E. faecalis
dengan gelE positif diperoleh bahwa sebanyak o dari 21
isolat (0%) tidak membentuk biofilm (biofilm negatif),
1 dari 21 isolat (4,76%) membentuk biofilm dengan
intensitas positif lemah, dan 20 dari 21 isolat (95,23%)
membentuk biofilm dengan intensitas positif kuat.
Berdasarkan hasil analisis statistik menggunakan uji
chi-square diperoleh adanya korelasi (P < 0,05) antara
keberadaan gen virulen gelE dengan pembentukan
biofilm pada isolat E. faecalis yang diisolasi dari
kloaka ayam. Adapun karakteristik fenotipik biofilm
yang dominan ditemukan adalah E. faecalis dengan
pembentukan biofilm yang positif kuat.

PEMBAHASAN

Studi mengenai korelasi antara faktor virulen gelE
dan pembentukan biofilm dengan menggunakan
isolat Enterococcus faecalis asal ayam sejauh ini belum
banyak dieksplorasi. Pengamatan E. faecalis dalam
penelitian dikarenakan bakteri tersebut memiliki
keistimewaan tersendiri mulai dari sisi fisiologis
bakteri, tingkat tropisme, dan kemampuan bakteri
dalam membentuk biofilm. E. faecalis sebagai bakteri
oportunistik yang memiliki sisi fisiologis di antaranya
mampu bertahan pada lingkungan ekstrem yaitu pada
pH 4,5-10 dan suhu 5-65°C (Fisher & Phillips, 2009).

E. faecalis juga memiliki host specificity yang luas
di antaranya dari kelas pisces, aves, dan mamalia.
Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan
adanya streptococcosis karena infeksi E. faecalis pada
ikan nila (Rizkiantino et al., 2021), pada kelas aves yaitu
pada ayam dan burung (Rehman et al., 2018; Stepieri-
pysnia et al.,, 2019), dan pada kelas mamalia yaitu
manusia, anjing, dan kucing (Gulhan et al., 2015). Selain
itu, E. faecalis mampu membentuk biofilmnya sendiri,
hal inilah yang menjadi alasan E. faecalis penting untuk
diteliti. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan
bahwa biofilm yang terbentuk mampu berkontribusi
terhadap resistensi antibiotik (Hashem et al., 2017).

Hasil dalam penelitian ini menunjukkan sebanyak
21 (52,50%) isolat asal kloaka ayam dinyatakan positif
E. faecalis melalui uji PCR dengan primer spesifik.
Penelitian sebelumnya telah menunjukkan adanya E.
faecalis pada isolat kloaka ayam sebanyak 24 (80%)
isolat (Pillay et al., 2018). Isolat yang dinyatakan negatif
didapatkan sebanyak 19 (47,50%) isolat pada pengujian
PCR dikarenakan koloni yang dimaksud diduga
mengarah kepada anggota genus Enterococcus lain,
seperti E. faecium. Menurut Dai et al. (2018), bakteri
E. faecium mencirikan koloni berbentuk bulat dan



berwarna merah muda. Menurut Fertner et al. (2011);
Olsen et al. (2012), E. faecalis mampu menginfeksi
mukosa kloaka ayam selama proses penetasan. Selain
itu, kolonisasi E. faecalis dapat terjadi pada anak ayam
yang baru menetas melalui transmisi vertikal dan
horizontal termasuk sumber lingkungan. Transmisi
vertikal dapat terjadi melalui ayam yang terinfeksi
secara subklinis, sedangkan perpindahan bakteri
secara horizontal dapat terjadi melalui kontak antar
ayam, kontak dengan kulit telur yang terkontaminasi
serta transmisi bakteri melalui udara pada bulu saat
penetasan.

Hasil uji PCR dengan gen virulen gelE didapatkan
bahwa 100% isolat membawa faktor virulen gelE.
Gen gelE merupakan salah satu faktor virulen yang
penting pada E. faecalis. Adapun distribusi gen gelE
yang ditemukan pada isolat E. faecalis asal manusia
yang pernah dilaporkan adalah sebesar 81,9% (Rahimi
et al., 2018). Selain pada isolat klinis manusia,
gen virulen gelE juga terdapat pada hewan ternak
seperti sapi sebesar 71,4% (Tawab et al., 2016). Gen
gelE bertanggung jawab untuk produksi gelatinase
yang dapat menghidrolisis fibrinogen, insulin, kasein,
kolagen, gelatin, dan hemoglobulin (Thurlow et al.
2010; Madsen et al. 2017). Menurut Lindenstrau et
al. (2011), E. faecalis mampu menghasilkan protease
berupa seng metaloprotease ekstraseluler yang dapat
menghidrolisis gelatin, kolagen, dan kasein pada
tubuh inangnya.

Isolat positif gelE memiliki fenotipik pembentukan
biofilm kuat (ODs;, > 0,130) sebanyak 20 (95,23%) isolat
dan lemah (0,065 < OD,;, < 0,130) sebanyak 1 (4,76%)
isolat. Hal ini menunjukkan bahwa hampir semua isolat
dikategorikan memiliki fenotipik biofilm yang kuat.
Terdapat salah satukondisiyang menjadifaktoradanya
pembentukan biofilm vyaitu ketersediaan sumber
nutrisi bagi bakteri dengan penambahan glukosa
0,25% dalam media TSB pada pengujian fenotipik
biofilm yang dapat mempengaruhi pembentukan
biofilm padaE. faecalis. Hal ini telah ditunjukkan pada
penelitian Kristich et al. (2004) dan Stepien-pysniak et
al. (2019) bahwa pembentukan biofilm pada E. faecalis
dapat dipengaruhi salah satunya oleh konsentrasi
glukosa dan ketika semakin kecil konsentrasi glukosa
maka intensitas biofilm akan semakin kuat. Selain
itu, protease dari gelE juga bertanggung jawab atas
aktivitas promosi biofilm.

Terkait bagaimana transfer gen gelE antar spesies
pada E. faecalis masih belum dapat diketahui.
Menurut Gyles & Boerlin (2014), beberapa gen
tertentu yang dapat ditransfer secara horizontal di
antaranya gen yang terlibat dalam virulensi bakteri,
terutama yang mengkode toksin, gen yang memiliki
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mekanisme adhesi bakteri pada sel inang, dan sistem
untuk memanipulasi transduksi sinyal inang atau
mengekstraksi zat besi dari lingkungan inang yang
rendah zat besi.

Ayam sebagai salah satu sumber protein hewani
dan dekat dengan lingkungan manusia mungkin
dapat membawa bakteri E. faecalis yang memiliki
faktor virulen gelE yang dapat memengaruhi tubuh
manusia atau bakteri E. faecalis yang juga berada pada
usus manusia. Hal ini kiranya dapat menjadi bahan
kajian terhadap kedekatan filogenetik antara gen gelE
pada isolat E. faecalis asal ayam yang dibandingkan
dengan isolat E. faecalis asal manusia pada studi-studi
selanjutnya.

Korelasi antara faktor virulen gelE dan biofilm
dilakukan dengan melakukan analisis statistika
menggunakan uji chi-square test. Hasil uiji
menunjukkan adanya kolerasi atau hubungan positif
antara keberadaan gen gelE dengan kemampuan
pembentukan biofilm pada isolat E. faecalis asal
ayam. Hal ini menunjukkan bahwa gen gelE dapat
memengaruhi pembentukan biofilm pada isolat E.
faecalis asal ayam dengan intensitas pembentukan
positif yang lemah hingga kuat. Hal ini selaras dengan
temuan Rahimi et al. (2018) yang melaporkan bahwa
pembentukan biofilmasalisolatklinis E. faecalis dengan
infeksi saluran urinaria menunjukkan persentase
hasil formasi biofilm yang kuat sebanyak 54,2% dari
jumlah isolat E. faecalis yang ditemukan dalam studi,
jika dibandingkan dengan spesies Enterococcus
lain, seperti E. faecium sebanyak 17,6%. Menurut
Bjarnsholt et al. (2013), biofilm bertindak sebagai
konsorsium mikroba yang melekat pada permukaan
biotik atau abiotik dan memiliki beberapa tahap
seperti perlekatan ireversibel yaitu produksi matriks
polimer ekstraseluler termasuk protein, polisakarida,
dan asam nukleat. Pembentukan biofilm merupakan
masalah penting yang menyebabkan kegagalan
dalam pengobatan antimikroba karena sel-sel dalam
biofilm sangat resisten terhadap antibiotik (R6mling
& Balsalobre, 2012). Sehingga diharapkan dengan
adanya studi eksploratif ini dapat menjadi bahan
kajian lanjutan dalam melihat hubungan kekerabatan
E. faecalis pada berbagai inang dengan pendekatan
faktor virulen yang dimiliki oleh bakteri tersebut.

Gen virulen gelE telah ditemukan pada 21 isolat
E. faecalis dan 95,23% mampu membentuk biofilm
dengan intensitas positif kuat. Berdasarkan analisis
secara statistik menggunakan uji chi-square, faktor
virulen gelE berkorelasi positif dengan pembentukan
biofilm yang lemah hingga kuat pada bakteri E. faecalis
asal ayam.
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