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Abstract: Urinary Tract Infection (UTI) is a bacterial infection characterized 

by a urine culture showing bacteriuria with bacterial counts exceeding 100,000 

per milliliter of urine. Polymerase Chain Reaction (PCR) is a method that 

utilizes in-vitro enzymatic reactions to amplify specific DNA targets. This 

process synthesizes new DNA strands complementary to the target sequences 

using enzymes and oligonucleotide primers within a thermocycler. The fimH 

gene is among the most important of the UPEC strains and is associated with 

severe urinary tract infections. The aim of this study was to identify the 

presence of the fimH gene in urine samples from UTI patients at the Puskesmas 

Banyuanyar in Surakarta using Polymerase Chain Reaction (PCR). The 

research employed the Quota Sampling Technique, collecting a total of five 

urine samples from individuals diagnosed with urinary tract infections. The 

results of the control isolates using pure Escherichia coli isolates showed that 

the fimH gene PCR amplified control with annealing temperature of 52°C. The 

analysis of clinical isolates of Escherichia coli from the urine of urinary tract 

infection patients revealed that the fimH gene was PCR amplified in all five 

samples. 
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Pendahuluan 

 

Saluran kemih termasuk tempat paling 

umum dari infeksi Escherichia coli, dan lebih 

dari 90% Infeksi Saluran Kemih tanpa 

komplikasi disebabkan infeksi oleh Escherichia 

coli. Strain uropatogen dari Escherichia coli 

memiliki faktor pengikat yang disebut fimbria P 

atau pili, yang memediasi adhesi Escherichia coli 

ke sel uroepitel. Hal ini menyebabkan pasien 

yang membawa Escherichia coli dengan P 

fimbriae resiko lebih besar terinfeksi infeksi 

saluran kemih (ISK) (Madappa, 2018). Selain itu, 

Escherichia coli bersifat motil dan flagela 

peritrikus dan fimbria (Prasiddhanti et al., 2015). 

Escherichia coli umumnya hidup pada suhu 

optimun 37 °C dengan pH 7 (Arivo dan 

Annissatussholeha, 2017). 

ISK salah satu penyakit infeksi dimana 

jumlah bakteriuria berkembang biak dengan 

jumlah kuman biakan urine >100.000 /ml urine 

(Gilang dkk., 2014). ISK disebabkan berbagai 

macam bakteri diantaranya Escherichia coli, 

Klebsiella sp., Proteus sp., Providensia, 

Citrobacter, P.aeruginosa, Acinetobacter, 

Enterococus faecali, dan Staphylococcus 

saprophyticus. Escherichia coli menyebabkan 

sekitar 90% dari semua kasus infeksi saluran 

kemih secara umum (Sari dan Muhartono, 2018). 
Infeksi saluran kemih umumnya dibagi 

menjadi dua jenis, yaitu infeksi saluran kemih 
bagian bawah dan infeksi saluran kemih bagian 
atas. Infeksi saluran kemih bagian bawah 
merupakan kasus yang paling umum terjadi, 
karena bakteri biasanya masuk melalui uretra. 
Sementara itu, infeksi saluran kemih bagian atas 
dapat menyebabkan gangguan fungsi ginjal 
(pielonefritis), pembekakan nefron, dan abses 
renal (Widianingsih dan Jesus, 2018). ISK 
cenderung muncul terutama saat sistem 
kekebalan tubuh menurun. Dua faktor kunci yang 
dapat mencegah ISK adalah keutuhan jaringan 
atau mukosa serta aliran darah yang adekuat. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:vector.stephen@stikesnas.ac.id


Sawitri et al., (2024). Jurnal Biologi Tropis, 24 (2): 406 – 413 

DOI: http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v24i2.6852 

 

407 

Trauma atau kerusakan pada lapisan mukosa 
yang melapisi saluran kemih dapat 
memungkinkan bakteri menyerang jaringan 
tersebut dan menyebabkan infeksi. Suplai darah 
ke jaringan dalam kandung kemih dapat 
terhambat jika tekanan pada dinding kandung 
kemih sangat tinggi, misalnya karena kandung 
kemih terlalu terdistensi akibat obstruksi yang 
disebabkan oleh pembesaran prostat atau 
keberadaan tumor ganas (Baradero, 2009).  

Faktor lain yang dapat menyebabkan 
infeksi saluran kemih termasuk kebersihan 
pribadi, kontrasepsi, aktivitas seksual, faktor 
genetik, hormonal, dan diabetes (Herlina, 2015). 
Gejala infeksi saluran kemih sering kali meliputi 
nyeri pada daerah suprapubik, seringkali disertai 
dengan demam, muntah, dan nyeri punggung 
(Widianingsih dan Jesus, 2018). Salah satu 
metode yang dapat digunakan untuk menganalisis 
dan mendeteksi bakteri patogen adalah dengan 
menggunakan teknik PCR (Aris et al., 2013). 
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan 
suatu proses yang berdasarkan pada reaksi 
enzimatik in-vitro untuk mengamplifikasi DNA 
pada target tertentu dengan cara mensintesis 
molekul DNA baru yang berkomplemen dengan 
molekul DNA target menggunakan enzim dan 
oligonukleotida sebagai primer dalam sebuah 
thermocycler (Joshi et al., 2010). Diagnostik 
berbasis PCR telah dikembangkan secara efektif 
untuk berbagai macam mikroba. Karena 
sensitivitas, spesifisitas, dan kecepatan 
amplifikasinya yang baik. PCR telah digunakan 
oleh para ahli penyakit menular untuk 
mengidentifikasi organisme yang tidak dapat 
ditumbuhkan (Yang and Rothman, 2004). 

Escherichia coli dapat diidentifikasi 

dengan cepat menggunakan teknik Polymerase 

Chain Reaction (PCR). Teknik PCR memiliki 

keunggulan sensitivitas, kecepatan, dan 

spesifisitas yang tinggi karena menggunakan 

target gen spesifik pada bakteri tersebut (Brindha 

et al., 2014). Tetapi metode ini juga mempunyai 

kekurangan yaitu diagnostik konvensional 

(kultur). Escherichia coli merupakan bakteri 

gram negatif yang memiliki dinding sel tipis 

sehingga rentan terhadap lisis dengan pemanasan 

(Ismaun et al., 2021). Gen fimH merupakan 

faktor virulensi utama pada Escherichia coli 

yang mengkodekan Pili tipe 1, yang merupakan 

faktor virulensi yang paling umum (sekitar 80%) 

yang ditemukan pada Uropathogenic Escherichia 

coli. Gen fimH memiliki kemampuan untuk 

berikatan dengan reseptor glikoprotein 

manomannose dan trimannose pada sel epitel 

saluran kemih, memungkinkan terjadinya proses 

kolonisasi bakteri (Kohar dkk., 2021). 

Fimbriae atau pili merupakan kelompok 

struktur dengan ciri kaku dan berfilamen lurus 

yang melekat pada permukaan bakteri. Pili 

biasanya ditemukan pada bakteri Gram negatif 

yang terletak di membran luar (Gerlach et al., 

2007). Pili tipe 1, yang ditemukan pada strain 

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC), 

menunjukkan kemampuan berikatan dengan 

spesifisitas yang bervariasi. Gen fimH, yang 

hadir pada Escherichia coli non patogen, 

menunjukkan afinitas tinggi terhadap reseptor 

trimannose-containing glycoprotein. 

Uropathogenic Escherichia coli mengungkapkan 

varian fimH yang memiliki afinitas terhadap 

residu manomannose, yang umumnya ditemukan 

di permukaan glikoprotein sel saluran kemih. 

Ikatan reseptor fimH terbukti memediasi 

internalisasi sel kandung kemih, yang dapat 

menyebabkan persistensi bakteri dan 

perkembangan infeksi saluran kemih kronis 

(Gerlach et al., 2007). Penelitian ini bertujuan 

untuk mendeteksi keberadaan gen fimH dari 

sampel urine penderita infeksi saluran kemih di 

Puskesmas Banyuanyar Surakarta sebagai 

penanda keberadaan Escherichia coli. 

 

Bahan dan Metode 

 

Jenis penelitian 

Penelitian ini menggunakan desain 

observasional deskriptif. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengidentifikasi keberadaan gen fimH 

menggunakan metode PCR pada sampel urine 

yang dikumpulkan dari pasien yang menderita 

Infeksi Saluran Kemih di Puskesmas Banyuanyar 

Surakarta. Pengambilan sampel dilakukan di dua 

lokasi yang berbeda, yaitu di Puskesmas 

Banyuanyar Surakarta dan analisis molekuler 

dilakukan di laboratorium biologi molekuler 

STIKES Nasional. 

 

Alat dan bahan 

Bahan dalam penelitian ini meliputi 

sampel urine, kit bakteri gDNA Mini Presto™, 

GT buffer, proteinase K, elution buffer, etanol, 

wash buffer, primer forward fimH, reverse fimH, 

Taq Polymerase, DNA Template, RNase-Free 

Water, florosafe, buffer TBE, aquabidest, 
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loading dye, etidium bromide, agarose, gelred, 

master mix.  

Peralatan yang dipergunakan dalam 

penelitian ini meliputi elektroforesis, gel doc, 

thermal cycler, mikrosentrifuge, inkubator, 

vortex, spindown, pipet, GD column, collection 

tube, tabung sentrifuge, microwave, cetakan gel, 

hotplate stater, gel tray. 

 

Cara Kerja 

 

Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA genom dilakukan 

mengikuti protokol ekstraksi DNA yang 

disediakan oleh Geneaid PrestoTM Mini gDNA 

Bacteria Kit. Sampel urine dipindahkan ke 

dalam tabung mikrosentrifugasi berukuran 1,5 

mL, kemudian disentrifugasi selama 1 menit 

pada kecepatan 14.000 – 16.000 rpm, dan 

supernatannya dibuang. Selanjutnya, 180 μl GT 

Buffer ditambahkan ke dalam sampel dan diaduk 

secara merata. Kemudian, 20 µl proteinase K 

ditambahkan dan diaduk hingga homogen. 

Proses inkubasi dilakukan pada suhu 60°C 

selama 10 menit, dengan melakukan pembalikan 

setiap 3 menit selama inkubasi (Geneaid, 2017). 

Langkah berikutnya, sampel ditambahkan 

dengan 200 µl GB buffer, lalu diaduk hingga 

merata. Kemudian, inkubasi dilakukan selama 

10 menit pada suhu 70°C. Setelah itu, 200 µl 

ethanol absolut ditambahkan ke dalam sampel 

dan diaduk selama 10 detik. Sampel kemudian 

dimasukkan ke dalam kolom GD dan 

disentrifugasi pada kecepatan 14-16.000 g 

selama 2 menit. Tabung pengumpul yang 

sebelumnya digunakan kemudian diganti dengan 

yang baru. Selanjutnya, ditambahkan 400 µl W1 

buffer ke dalam kolom dan disentrifugasi pada 

kecepatan 14-16.000 g selama 30 detik. 

Kemudian, 600 µl W1 buffer ditambahkan dan 

disentrifugasi pada kecepatan 14-16.000 g 

selama 30 detik. Kolom GD kemudian 

dipindahkan ke dalam tabung eppendorf steril 

dan ditambahkan 100 µl pre-heated elution. 

Sampel kemudian disentrifugasi pada kecepatan 

14-16.000 g selama 3 menit. Supernatan yang 

masih berada dalam tabung eppendorf 

merupakan ekstrak DNA. 

 

Uji Kualitas DNA 

Menimbang agarose 1% sebanyak 1,5 

gram dan ditambahkan 100 mL buffer TBE ke 

dalam erlenmeyer ukuran 100 mL. Selanjutnya, 

sampel dipanaskan hingga larut menggunakan 

hotplate, dan gel yang telah didinginkan sebentar 

kemudian dituangkan dalam chamber yang telah 

dipasangi sisir pada alat elektroforesis. Gel 

dibiarkan memadat dan siap digunakan untuk 

menjalankan elektroforesis setelah memadatkan 

sisiran pada chamber, membentuk sumuran 

untuk memasukkan setiap sampel DNA.  

Masing-masing isolat sebanyak 5 μL 

dimasukkan ke dalam sumuran yang telah 

ditambahkan dengan gel red sebanyak 3 μL, serta 

loading dye sebanyak 2 μL yang sebelumnya 

dicampurkan pada kertas parafilm. Selanjutnya, 

power supply dihidupkan dan diatur pada 

tegangan 85 volt selama 30 menit. Setelah proses 

elektroforesis selesai, gel hasil elektroforesis 

diangkat dan dimasukkan ke dalam wadah yang 

berisi etidium bromida (EtBr) dengan 

konsentrasi 0,5μ gr/mL selama 15 menit, 

kemudian dimasukkan ke dalam wadah yang 

berisi aquadest sebanyak 0,5 L. Hasil uji kualitas 

DNA divisualisasikan dengan mengamati pita 

DNA hasil elektroforesis horizontal 

menggunakan gel doc. 

 

Proses PCR 

Hasil ekstraksi DNA kemudian 

diamplifikasi menggunakan reaksi PCR 

amplifikasi gen fimH dengan forward gen fimH  

[5’-GTG CCA ATT CCT CTT ACC GTT-3] 

primer fimH reverse [5’-TGG AAT AAT CGT 

ACC GTT GCG] . pada suhu 52°C. 

 

Visualisasi hasil PCR  

Memasukkan buffer TBE pada tangki 

mesin elektroforesis dan agarose gel ke dalam 

tangki elektroforesis sampai agarose tenggelam. 

Kemudian pipet sebanyak 2 μl loading dye, 3 μl 

gelred, 5 μl isolat letakkan di parafilm dan 

homogenkan. Pipet 10μl campuran masukkan ke 

dalam kolom. Setting program 100 volt selama 

25 menit. Setelah 25 menit matikan mesin 

eletroforesis buka tutup tangki dan pindahkan 

agarose pada UV Tray, masukkan pada gel 

documentation. Adanya pita DNA dengan berat 

molekul antara 165 bp menunjukkan bahwa pada 

sampel tersebut terdapat gen fimH. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil Pengecatan Gram : 
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Hasil pengecatan Gram dapat dilihat pada 

Gambar 1 didapatkan bakteri berbentuk batang, 

berwarna merah muda dan bersifat Gram negatif. 

 

 
Gambar 1. Mikroskop Pengecatan Gram Koloni 

pada  perbesaran lensa obyektif 100x (Dokumentasi 

Pribadi, 2023) 

 

Hasil Isolasi Bakteri Escherichia coli : 

Media Mac Conkey (MC) (Gambar 2) 

tampak koloni memiliki warna merah muda, 

yang merupakan ciri koloni dari Escherichia coli. 

Kemudian uji biokimia diperoleh hasil sebagai 

pada gambar 3. 

 

 
Gambar 2. Koloni pada Media Mac Conkey (MC) 

(Dokumentasi Pribadi, 2023) 

 

 
Gambar 3. Uji Biokimia (Dokumentasi Pribadi, 

2023) Keterangan : 1. Media Triple Sugar Iron Agar 

(TSIA) , 2. Media Sulfide Indole Motility (SIM), 3. 

Media Urea, 4. Media Citrat, 5. Media Methyl Red 

(MR), 6. Media Voges Proskauer (VP). 

 

Hasil penelitian pada gambar 3 didapatkan 

hasil uji biokimia media TSIA fermentasi acid-

acid, H2S negatif, gas positif; media SIM indole 

positif, motil negatif, H2S negatif; media Urea 

negatif; media Citrat negatif; Media MR positif; 

Media VP negatif; dan fermentasi karbohidrat 

positif. Dari profil tersebut, biakan yang diuji 

merupakan Escherichia coli. Digunakan isolat 

murni Escherichia coli sebagai control dalam 

penelitian ini, control diambil dari biakan murni 

Escherichia coli di isolasi untuk memecah DNA 

menggunakan Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit. 

Hasil isolasi kemudian dilakuakan uji kualitatif 

untuk memastikan DNA pada bakteri benar-

benar pecah. 

 

Hasil Uji Kualitatif Isolat DNA pada Kontrol  

Gambar uji kualitatif Isolat DNA kontrol 

diperoleh pita tebal yang dapat menunjukkan 

keberadaan bakteri gram negatif. Hasil isolasi 

DNA kemudian dilanjutkan dengan tahap PCR. 

Proses PCR dilakukan Pada suhu 52°C. 

 

 
Gambar 4. Uji Kualitatif Isolat DNA, A dan B 

adalah Kontrol (Dokumentasi Pribadi, 2023) 

 

Hasil Optimasi Suhu Isolat DNA : 

Hasil penelitian pada gambar 5 merupakan 

hasil optimasi control yang teramplifikasi gen 

fimH diperoleh dengan suhu optimal adalah 

52,0°C yang mengamplifikasi pada 165 bp. 

Sebanyak 5 sampel urine penderita infeksi 

saluran kemih (ISK) di Puskesmas Banyuanyar 

Surakarta yang diisolasi dengan  Presto™ Mini 

gDNA Bacteria Kit yang digunakan sebagai 

sampel dalam penelitian ini. Hasil dapat dilihat 

pada Gambar 4.6. 
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Gambar 5. Optimasi Suhu Isolat DNA. Keterangan : 

Control 1 dan 2 = suhu annealing 52,0°C; Control 3 

= annealing 54,4°C. Menggunakan Lane M marker 

100 bp (Dokumentasi Pribadi, 2023) 

 

Hasil Uji Kualitatif Isolat DNA pada Sampel : 

Data pada gambar 6 uji kualitatif Isolat 

DNA sampel diperoleh pita tipis yang dapat 

menunjukkan keberadaan bakteri gram negatif. 

Hasil isolasi DNA kemudian dilanjutkan dengan 

tahap PCR dengan suhu 52°C. 

 

 
Gambar 6. Uji Kualitatif Isolat DNA. Keterangan: 

A, B, C, D, E = Sampel (Dokumentasi Pribadi, 2023) 

 

Hasil Amplifikasi PCR gen FimH pada 

sampel 

Hasil PCR pada Gambar 7 dari sampel 

urine infeksi saluran kemih yang diisolasi 

didapatkan hasil positif gen fimH pada 165 bp. 

 

 

Gambar 7. Amplifikasi PCR gen fimH pada sampel 

dengan suhu annealing 52°C. Menggunakan Lane M 

marker 100 bp (Dokumentasi Pribadi, 2023) 

 

 

Pembahasan 

 

Ada banyak faktor yang dapat 

meningkatkan risiko terjadinya Infeksi Saluran 

Kemih (ISK). Faktor risiko yang paling umum 

diidentifikasi meliputi penggunaan antibiotik 

sebelumnya dan kateterisasi. Selain itu, faktor-

faktor lain yang dapat menyebabkan ISK 

meliputi usia, jenis kelamin, kebiasaan menahan 

buang air kecil, tingkat kebersihan genitalia, dan 

faktor predisposisi lainnya (Irawan dan Mulyana, 

2018). 

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi 

keberadaan gen fimH pada Escherichia coli, 

berdasarkan hasil penelitian dapat diketahui gen 

fimH terekspresi di 165 bp pada kontrol, sampel 

kode A, B, C, D, E. Metode penelitian yang 

digunakan untuk mendeteksi gen fimH pada 

Escherichia coli adalah metode PCR, sebuah 

teknik sintesis dan amplifikasi DNA yang 

melibatkan beberapa siklus yang berulang, di 

mana jumlah target DNA ganda akan mengalami 

duplikasi pada setiap siklus. Teknik PCR 

berprinsip pada penggandaan bagian spesifik 

DNA menggunakan enzim DNA polimerase 

yang diinisiasi oleh pelekatan primer, 

menghubungkan deoksiribonukleotida trifosfat 

(dNTP) dalam reaksi termal. Komponen yang 

diperlukan dalam proses PCR meliputi template 

DNA dan sepasang primer, yakni 

oligonukleotida pendek dengan urutan 

nukleotida yang komplementer terhadap urutan 

nukleotida pada DNA template. 

Primer yang digunakan diblast pada NCBI 

dan teramplifikasi pada 165 bp. Penelitian Prisela 

et al., (2019) terbukti gen fimH teramplifikasi 

pada 164 bp dengan suhu annealing 52°C. Primer 

memiliki pengaruh besar terhadap spesifisitas 

dan sensitivitas reaksi PCR. Desain primer 

merupakan salah satu faktor kunci yang 

menentukan keberhasilan proses PCR. Produk 

PCR yang tidak spesifik dan terbentuknya dimer 

primer merupakan hasil dari desain primer yang 

kurang optimal. Penelitian ini ditemukan gen 

fimH pada 5 sampel urine penderita infeksi 

saluran kemih atau sebesar 100%, hal ini 

menandakan terdapat Escherichia coli pada urine 
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positif infeksi saluran kemih. Hasil penelitian ini 

sejalan dengan temuan Hojati et al. (2015) yang 

menunjukkan bahwa isolat klinis Escherichia 

coli memiliki kemampuan untuk memproduksi 

protein adesin, termasuk fimbriae tipe 1, yang 

merupakan salah satu dari protein adesin 

spesifik. 

Fimbria tipe 1 merupakan organel adhesi 

yang diekspresikan oleh banyak bakteri Gram 

negatif. Fimbriae tipe 1 meningkatkan virulensi 

Escherichia coli untuk saluran kemih dengan 

meningkatkan persistensi bakteri dan 

meningkatkan respon inflamasi terhadap infeksi 

(Connell et al, 1996). Gen fimH menggunakan 

primer yang spesifik pada isolat klinis Klebsiella 

pneumoniae, dan teramplifikasi pada 550 bp 

(Dewi dkk., 2019). Hal ini terbukti bahwa gen 

fimH juga terdapat pada spesies isolat klinis 

Klebsiella pneumoniae. Tahap annealing, suhu 

optimal sangat penting karena memengaruhi 

keberhasilan penempelan primer pada untai 

DNA yang terbuka. Suhu annealing yang terlalu 

tinggi dapat mengakibatkan kegagalan 

amplifikasi karena primer tidak dapat menempel 

dengan baik, sementara suhu yang terlalu rendah 

dapat menyebabkan primer menempel pada 

bagian lain dari genom, menghasilkan dimer 

DNA. Oleh karena itu, pencarian suhu annealing 

yang optimal sangat penting untuk menjamin 

kesuksesan amplifikasi (Ludyasari, 2013). 

Temperatur annealing (Ta) adalah suhu di 

mana diperkirakan primer akan berikatan dengan 

template (DNA) secara stabil. Faktor yang dapat 

memengaruhi penempelan primer adalah 

panjang primer. Jika primer terlalu pendek, ini 

dapat mengurangi spesifisitas primer sehingga 

mudah menempel pada template pada suhu 

annealing yang tidak diinginkan. Namun, jika 

primer terlalu panjang, ini tidak akan 

berpengaruh secara signifikan pada spesifisitas. 

Primer memiliki parameter lainnya, termasuk 

panjang primer dan melting temperature (Tm). 

Tm untuk primer forward dan reverse biasanya 

berkisar antara 42°C hingga 65°C. Primer dengan 

Tm sekitar 52°C hingga 58°C dianggap sangat 

ideal, sedangkan Tm di atas 65°C dapat 

mengurangi efektivitas annealing, yang dapat 

mengganggu proses amplifikasi DNA. Oleh 

karena itu, pemilihan Tm primer merupakan hal 

penting karena akan berdampak pada pemilihan 

suhu annealing (Yustinadewi et al., 2018). 

 

Kesimpulan 

 

Penelitian yang telah dilakukan tentang 

isolasi, uji kualitatif dan amplifikasi PCR dapat 

disimpulkan bahwa terdapat gen fimH yang 

terekspresi pada 165 bp yang menjadi penanda 

keberadaan Escherichia coli dari urine positif 

infeksi saluran kemih pada pasien di Puskesmas 

Banyuanyar, Surakarta. 
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