Buletin Teknologi MARDI Bil. 32 (2022) Khas Bioteknologi dan Nanoteknologi: 255 — 265

Pembangunan jalur asai aliran lateral untuk
pengesanan Escherichia coli O157:H7

(Development of a lateral flow assay strip for the detection of
Escherichia coli O157:H7)

Suria Mohd Saad, Mohd Afendy Abdul Talib, Noor Azlina Masdor
dan Zamri Ishak

Pengenalan

Keselamatan makanan secara amnya didefinisikan sebagai disiplin
atau kaedah saintifik yang dilaksanakan semasa penyediaan,
pengendalian dan penyimpanan produk makanan untuk
mencegah penyakit bawaan makanan. Keselamatan makanan
adalah salah satu keutamaan dalam aspek kesihatan awam.
Globalisasi dan kepesatan pasaran makanan sejak beberapa dekad
yang lalu turut memberi cabaran terhadap aspek keselamatan
makanan. Wabak penyakit makanan yang berlaku menunjukkan
bahawa pencemaran dan sabotaj makanan sama ada yang
disengajakan atau tidak disengajakan boleh memberi kesan serius
kepada kesihatan manusia.

Penyakit bawaan makanan berlaku akibat pengambilan
makanan yang tercemar dengan agen biologi atau kimia.
Pertubuhan Kesihatan Sedunia (WHO) menganggarkan kejadian
tahunan penyakit bawaan makanan di Timur Tengah dan Afrika
Utara (MENA) termasuk di rantau Mediterranean Timur ialah
100 juta orang dengan 32 juta daripada mereka yang terkena
adalah kanak-kanak bawah usia lima tahun. Penyakit bawaan
makanan yang dilaporkan kebanyakannya berkaitan dengan
mikroorganisma seperti bakteria, parasit, kulat dan virus.
Pengambilan bakteria patogenik secara tidak sengaja seperti
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholera, Campylobecter jejuni dan Listeria monocytogenes biasanya
akan menyebabkan jangkitan.

Di Malaysia terdapat beberapa kes jangkitan E. coli yang
berlaku beberapa tahun kebelakangan ini. Wabak jangkitan E. coli
di Malaysia bukanlah satu kes yang popular dan masyarakat
mempunyai kesedaran yang rendah mengenai risiko dan kesan
jangkitannya. Jangkitan biasanya berlaku disebabkan oleh
pengambilan makanan atau air minuman yang tercemar dengan
bakteria secara tidak sengaja. Namun, dalam kes jangkitan E. coli
yang serius seperti jangkitan E. coli daripada seroval O157:H7
boleh menyebabkan kematian jika tidak dirawat dengan betul.
Lembu secara konsisten dikenal pasti sebagai perumah E. coli
0157:H7 ini. Kebanyakan jangkitan dikaitkan dengan pengambilan
daging lembu, susu, hasil air dan jus epal tercemar yang tidak
dikendalikan, disimpan atau dimasak dengan betul. Jangkitan
E. coli O157:H7 menyebabkan kolitis hemoragik dan komplikasi
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sindrom hemolitik uremik (HUS) yang teruk pada manusia
dan kematian. Kaedah pengenalpastian pantas E. coli dalam
produk makanan dapat mengelakkan pengambilan makanan
yang tercemar.

Beberapa kajian saintifik telah dilakukan khususnya dalam
penentukuran dan prevalens E. coli O157:H7 di Malaysia,
antaranya adalah laporan kehadiran E. coli dalam beberapa sampel
makanan seperti salad, santan segar, air yang dijual melalui
mesin menjual air, susu mentah, sayur-sayuran mentah dan
daging lembu yang dieksport. Penyelidik juga telah melaporkan
penemuan E. coli O157:H7 pada najis ruminan dan tangan pekerja
di rumah sembelihan lembu halal. Terdapat kajian yang mendapati
salad Butterhead tercemar dengan E. coli O157:H7 dalam jumlah
yang menghampiri had maksimum yang disyorkan (MRL). Selain
itu, terdapat juga kajian yang menunjukkan bahawa pengendali
makanan harus meningkatkan prosedur kebersihan dan sanitasi
di setiap titik rantaian pengeluaran untuk mengelakkan wabak
penyakit serius yang berkaitan dengan bakteria ini.

Sejak lebih dua dekad yang lalu, banyak penyelidikan
telah dijalankan melalui penggunaan kaedah berasaskan DNA
dengan menggunakan tindak balas rantai polimerase (PCR)
ditambah dengan teknologi prob gen untuk pengesanan E. coli
0157:H7. Kaedah berdasarkan DNA ini adalah salah satu kaedah
yang paling khusus dan peka dalam ujian pengesahan rutin
untuk bakteria. Walau bagaimanapun, pendekatan ini perlu
dilakukan oleh tenaga kerja mahir dan terlatih, memerlukan
penggunaan alat yang mahal, protokol yang rumit serta perlu
dibawa ke makmal yang khusus untuk sampel dianalisis. Oleh
itu, ujian berasaskan protein adalah teknik yang lebih fleksibel
dibandingkan dengan ujian berasaskan DNA kerana selain mudah
alih, ia juga memberikan keputusan yang stabil dan baik serta
tepat. Antara teknik analisis protein yang mudah dan stabil untuk
pengesanan protein adalah menggunakan gel fokus isoelektrik
satu dimensi, analisis imunoblot dan ujian imunosorben berkaitan
enzim (ELISA).

Permintaan terhadap kaedah yang pantas, minimum dan
sensitif untuk pengesanan E. coli O157:H7 adalah tinggi. Oleh
itu, pembangunan kaedah pengesanan pantas pencemaran E. coli
O157:H7 seperti jalur ujian aliran lateral (LFA) adalah penting
terutama untuk mengesan pencemaran makanan, mendiagnosis
pesakit dan mencegah wabak penyakit. Penggunaan jalur LFA
mempunyai beberapa kelebihan antaranya memberikan keputusan
pengesanan antigen dan antibodi dengan pantas, prosedur yang
mudah, kestabilan untuk jangkamasa lama dalam pelbagai
keadaan persekitaran, format yang mesra pengguna dan kos yang
agak rendah.

Objektif kajian ini adalah bagi membangunkan jalur
LFA yang peka untuk pengesanan E. coli O157:H7. Poliklonal
antibodi terhadap E. coli O157:H7 (IgG anti-E. coli O157:H7) telah
dihasilkan dalam arnab dengan menyuntikkan formalin subkutan



E. coli O157:H7 yang telah dimatikan (antigen imunisasi).

Darah arnab kemudian dikumpulkan untuk tempoh dua

minggu bagi mendapatkan antibodi daripada serum. Antibodi
yang diperoleh akan ditulenkan melalui kromatografi afiniti.
Antibodi yang ditulenkan kemudian akan dikonjugasikan dengan
nanopartikel emas dan kompleks konjugasi ini akan disembur
pada pad konjugat pada jalur LFA. Nanopartikel koloid emas
menjadi pilihan utama sebagai label dalam ujian ini kerana mudah
disintesis, dilihat dan dikonjugasikan dengan bahan biologi
dengan penyediaan makmal yang murah dan stabil dalam bentuk
cecair atau kering. Pengikatan khusus IgG anti-E. coli O157:H7
membolehkan sel E. coli O157:H7 digunakan dalam kajian ini
untuk mengesan E. coli O157:H7. Kekhususan antibodi poliklonal
terhadap E. coli O157:H7 turut dikaji melalui kajian kereaktifan
silang menggunakan jalur LFA terhadap bakteria lain seperti S.
typhymurium, ST dan L. monocytogenes, LM (bakteria gram negatif)
dan C. jejuni, CJ (bakteria gram positif). Kajian turut dilakukan
bagi menilai kebolehan jalur LFA terbabit untuk mengesan
kehadiran E. coli O157:H7 dalam pelbagai matriks makanan iaitu
ayam, keju dan susu.

Reka bentuk kajian menggunakan jalur LFA

Suspensi 1 x 10 CFU/mL kultur bakteria E. coli O157:H7 dalam
PBS digunakan sebagai kawalan positif dan juga untuk imunisasi
dalam arnab untuk memperoleh tindak balas imun terhadap
keseluruhan sel bakteria. Titer tertinggi IgG anti-E. coli O157:H7
yang ditulenkan adalah pendarahan kelima dengan 2.51 mg/mL
dan dipilih untuk konjugasi disebabkan kandungan IgG tertinggi
yang diperoleh untuk dicairkan dengan PBS kepada 0.1 mg/mL.
IgG anti-E. coli O157:H7 digunakan sebagai penjaluran garis
ujian (T) dalam pembangunan jalur LFA dan dikonjugasi dengan
nanopartikel emas 40 nm menjadi konjugat dalam sistem
pengesanan.

Kepekatan penstabil IgG anti-E. coli O157:H7 dengan
nanopartikel emas telah ditentukan pada 10.9 yg/mL iaitu
penjerapan pasif IgG anti-E. coli O157:H7 kepada permukaan
nanopartikel emas (Rajah 1). Kepekatan ini adalah keadaan di
mana nanopartikel emas diselaputi dengan IgG pada jumlah
berlebihan untuk menghapuskan atau mengurangkan sebarang
permukaan yang tidak diselaputi yang boleh menyebabkan
perlekatan tidak khusus dengan antigen atau bahan lain.
Perlekatan tidak khusus ini boleh menjurus kepada keputusan
positif-palsu dalam jalur LFA.

Antibodi IgG anti-E. coli O157:H7 dan anti-IgG arnab
daripada kambing dipegunkan pada membran nitroselulosa
sebagai garis ujian (T) dan garis kawalan (C), (Gambar rajah 1).
Larutan tindak balas (sampel) ditambah ke atas pad sampel yang
mengandungi konjugat antibodi IgG anti-E. coli O157:H7-emas,
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Rajah 1. Membangunkan lekuk piawai julat khusus dalam penentuan kepekatan poliklonal
antibodi (pAb) yang optimum dan stabil pada nanopartikel emas. Kepekatan pAb
optimum dan stabil pada emas adalah pada 10.9 ug/mL
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Gambar rajah 1. (a) llustrasi skematik jalur LFA, (b) Pengesanan E. coli O157:H7 menggunakan
jalur LFA
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serum bovine-albumin (BSA) dan penimbal (PBS). Selepas 10 minit
keputusan diperhatikan dengan hanya menggunakan mata

kasar. Keputusan positif akan menunjukkan dua jalur iaitu pada
garis ujian (T) dan garis kawalan (C) pada jalur LFA. Manakala
keputusan negatif menunjukkan hanya dengan satu jalur iaitu
pada garis kawalan (C).

Keputusan dan perbincangan
Kajian kereaktifan silang
Jalur LFA yang dibangunkan menunjukkan kekhususan terhadap
sel E. coli O157:H7 dan tidak menunjukkan tindak balas terhadap
bakteria lain yang digunakan dalam kajian ini iaitu bakteria
gram negatif (S. typhimurium, ST dan L. monocytogenes, LM) dan
bakteria gram positif (C. jejuni, CJ) yang merupakan bakteria
paling biasa mencemari sampel makanan. Kajian kereaktifan
silang menggunakan jalur LFA yang dibangunkan menunjukkan
garis merah rubi yang jelas pada garis C dan T untuk sampel
E. coli O157:H7 yang diuji dan tiada jalur yang muncul di garis
T untuk kawalan negatif (penimbal lisis). Keputusan kajian juga
menunjukkan tidak ada jalur merah rubi yang muncul di garis
T untuk sampel ST, LM dan CJ yang diuji. Ini menunjukkan
bahawa tidak ada reaktiviti silang yang ditunjukkan pada jalur
LFA yang dibangunkan ketika diuji dengan spesies enterobakteria
lain (Gambar 1).

Kajian ini juga mendapati, penghasilan ukuran dan lebar garis
C dan T yang seragam adalah amat penting dalam pembangunan
jalur LFA. Melalui kajian ini, garis C dan T dihasilkan secara
manual di mana mikropipet telah digunakan untuk mengeluarkan
sejumlah kecil (0.3 uL dan 0.4 uL) antibodi (IgG kambing
antiarnab dan konjugat IgG anti-E. coli O157:H7). Melalui kaedah
manual ini, mikropipet perlu dikendalikan dengan betul dan perlu
dipastikan memberi tekanan yang konsisten pada panel ujian
untuk membolehkan garis C dan T terhasil dengan seragam. Jika
tekanan yang diberikan pada hujung mikropipet oleh pengendali
tidak sekata, ia akan membentuk alur di permukaan pad ujian.
Pembentukan alur ini boleh menyumbang kepada hasil positif
yang palsu kerana konjugat IgG anti-E. coli-O157:H7-emas akan
mudah terperangkap pada alur tersebut

sewaktu dalam aliran lateral ketika 0157:H7

Kawalan E. Coli | ST ||' CcJ | | LM

sampel bergerak semasa ujian dijalankan.
Penghasilan garis C dan T secara manual

menggunakan mikropipet ini didapati g [ g E ¢ [ ¢ U ‘1
lebih sukar untuk menghasilkan ukuran 3 T K k 3

dan lebar garis yang seragam berbanding
dengan menggunakan sistem pendispens
automatik. Membangunkan garis yang
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kemas secara mam'lffll akan memerlukan Gambar 1. Perbandingan uﬁan kekhususan
lebih banyak ketelitian dan masa. IgG anti-E. coli O157:H7 dengan bakteria

gram negatif (S. typhimurium, ST dan

L. monocytogenes, LM) dan bakteria gram

positif (C. jejuni, CJ) pada jalur LFA
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Penyediaan antigen yang betul dan steril serta penggunaan
medium pengasingan yang betul juga penting untuk memastikan
antigen yang disediakan pada jalur LFA adalah bebas daripada
bahan cemar lain. Kepekaan jalur LFA yang dibangunkan adalah
serendah 1 x 10 CFU/mL (Gambar 2).

Kajian simulasi pengesanan E. coli O157:H7 dalam sampel
makanan menggunakan jalur LFA

Kajian simulasi telah dijalankan dengan mencemarkan sampel
makanan iaitu ayam, keju dan susu dengan E. coli O157:H7 secara
sengaja. Kajian ini dijalankan bagi menjangka kebolehan jalur
LFA untuk mengesan kehadiran E. coli O157:H7 dalam sampel
makanan sebenar pada masa akan datang. Keputusan kajian pada
jalur LFA menunjukkan pembentukan jalur merah rubi pada garis
C dan T untuk ketiga-tiga matriks makanan yang dicemarkan
secara sengaja (ayam, keju dan susu) (Gambar 3). Keputusan juga
menunjukkan tiada jalur yang muncul di garis T untuk ketiga-
tiga matriks kawalan yang tidak dicemarkan. Pembentukan jalur
merah rubi yang jelas muncul di garis T pada kawalan positif
(kultur E. coli O157:H7) menunjukkan bahawa jalur LFA cukup
sensitif untuk mengesan kehadiran E. coli O157:H7. Jalur merah
rubi pada garis T untuk ketiga-tiga matriks aruhan tidak terang
dan ketara seperti jalur merah rubi yang terbentuk untuk kawalan
positif walaupun jumlah kiraan koloni adalah tidak begitu berbeza
(1 x 10° CFU/mL berbanding dengan 1 x 108 CFU/mL dan 1 x
107 CFU/mL). Ini mungkin disebabkan oleh adanya perencat
dalam matriks makanan yang menghalang interaksi antara E. coli
0157:H7 (antigen) dengan konjugat IgG anti-E. coli O157:H7-emas
ketika sampel melalui pad konjugat. Terdapat kajian terdahulu
yang melaporkan tentang kewujudan bahan perencat dalam
larutan penyediaan protein makanan yang boleh mempengaruhi
keberkesanan jalur LFA dan mengurangkan kepekaan jalur

LFA terhadap E. coli O157:H7 dalam sampel matriks makanan
berbanding dengan supernatan kultur tulen E. coli O157:H?7.
Matriks makanan boleh mengandungi pelbagai komponen seperti
karbohidrat, lipid dan detergen yang boleh mengganggu interaksi

| Penimbal | | 10°
I

10!

| 100 | 10s || 10° |

L

|

'

c

o

J

).
8 T ] |

Gambar 2. Perbandingan ujian kepekaan tindak balas 1gG anti-E. coli O157:H7 dengan siri

pencairan bakteria

260

E. coli O157:H7 (CFU/mL) pada jalur LFA



antara antigen dan antibodi. Prosedur penyediaan sampel
disahkan steril dengan tiadanya jalur merah rubi didapati pada
garis T untuk kawalan negatif (penimbal lisis).

Kajian ini turut mendapati pengesanan terus E. coli O157:H7
daripada matriks makanan adalah memerlukan langkah
pengayaan pada peringkat penyediaan sampel makanan. Langkah
pengayaan ini diperlukan untuk meningkatkan bilangan salinan
bakteria dan dengan itu juga akan mencairkan bahan perencat.
Terdapat juga kajian sebelum ini yang telah melaporkan bahawa
kehadiran mikroorganisma lain yang tinggi dalam makanan
akan dapat mengaburi kehadiran E. coli O157:H7 yang hadir
dalam jumlah rendah. Jumlah E. coli O157:H7 yang sedikit tetap
berpotensi untuk mendatangkan bahaya dan situasi tersebut
sering kali membuatkan pengesanan E. coli O157:H7 menjadi
sukar. Oleh itu, langkah awal pengayaan selektif diperlukan untuk
meminimumkan mikroorganisma pesaing dan meningkatkan
bilangan sel bakteria sasaran (E. coli O157:H7) dan kepekaan jalur
LFA dalam sampel makanan.

Celupan jalur LFA secara terus ke dalam larutan sampel
makanan tanpa mendapatkan supernatan yang tulen terlebih
dahulu melalui pengemparan akan berpotensi memberikan
keputusan negatif yang palsu. Laporan kajian terdahulu
menunjukkan kaedah PCR dapat mengesan kehadiran E. coli
0157:H7 pada kepekatan minimum 2.8 x 10> CFU/mL manakala
jalur LFA yang dibangunkan dalam kajian ini hanya dapat
mengesan kehadiran E. coli O157:H7 yang hadir dalam jumlah
yang lebih tinggi iaitu 1 x 10° CFU/mL (Gambar 3). Walaupun
jalur LFA yang dibangunkan tidak begitu peka berbanding dengan
kaedah PCR yang dapat mengesan minimum 100 ng DNA atau
satu salinan gen, tetapi kaedah jalur LFA ini adalah lebih mudah
dari segi prosedur dan mesra pengguna berbanding dengan
kaedah PCR yang memerlukan tenaga kerja mahir yang terlatih
dan makmal yang khusus serta reagen yang mahal.

Kawalan || Kawalan Ayam Ayam Keju Keju Susu Susu
positif negatif aruhan | | kawalan || aruhan || kawalan || aruhan || kawalan

Gambar 3. Kajian perbandingan untuk matriks makanan pilihan E. coli O157:H7 pada sampel
ayam, keju dan susu menggunakan jalur LFA
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Kesimpulan

Kaedah yang pantas dan khusus untuk mengesan E. coli
0157:H7 menggunakan jalur LFA berjaya dibangunkan. Kajian
menunjukkan penggunaan jalur LFA yang dibangunkan ini tidak
dapat mengesan enterobakteria lain yang turut digunakan dalam
kajian ini dan hasil ujian dapat diperoleh dalam masa 15 minit
setelah langkah pengayaan. Kaedah ini adalah pantas, boleh
dilakukan di lapangan tanpa peralatan khas, mudah dan mesra
pengguna. Kaedah ini mempunyai potensi untuk pelbagai aplikasi
dan sangat praktikal terutama untuk tujuan pemantauan. Kajian
yang lebih mendalam diharapkan dapat meningkatkan kepekaan
pengesanan ujian LFA untuk kegunaannya di lapangan.
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Ringkasan

Dalam kajian ini, penggunaan antibodi poliklonal (IgG) diaplikasikan untuk
pengesanan bakteria pencemar melalui pembangunan jalur asai aliran lateral
(LFA) menggunakan IgG khusus dalam kombinasi dengan koloid emas pada
membran nitroselulosa. Konjugasi IgG anti-Escherichia coli (E. coli) O157:H7-
nanopartikel emas berjaya dibangunkan untuk mengesan E. coli O157:H7
dalam makanan. Nanopartikel koloid emas berukuran 40 nm digunakan
untuk konjugasi dengan IgG anti-E. coli O157:H7. Kepekatan optimum,
10.9 pug/mL IgG anti-E. coli O157:H7 ditentukan oleh lekuk piawai yang
dihasilkan dalam kaedah titrasi. Kultur E. coli O157:H7 yang dicairkan secara
bersiri telah dapat dikesan dan dilihat dengan jelas pada jalur LFA serendah
1 x 10° CFU/mL. IgG yang dihasilkan dalam arnab telah menunjukkan
kapasiti pengikatan khusus terhadap E. coli O157:H7. Tiada tindak balas
terhadap bakteria lain, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes dan
Campylobacter jejuni yang bertindak balas terhadap IgG. Jalur LFA juga dapat
mengesan E. coli O157:H7 dalam matriks sampel makanan yang berbeza
setelah pengayaan sampel selama 18 jam.

Summary

The use of polyclonal antibody (IgG) has recently been applied to the
detection of bacteria. A lateral flow assay (LFA) strip has been developed
using a specific IgG in combination with colloidal gold on a nitrocellulose
membrane. A conjugate, anti-Escherichia coli (E. coli) O157:H7 IgG-gold
nanoparticle was developed in this study for the detection of E. coli
0157:H7 in food. The 40 nm in size of colloidal gold nanoparticles was
used to conjugate the anti-E. coli O157:H7 1gG. The optimal concentration,
10.9 pg/ mL of the anti-E. coli O157:H7 IgG was determined by standard
curve generated in titration method. The serially diluted of E. coli O157:H7
was detected and clearly visualized on the LFA strip as low as 1 x 10° CFU/
mL. The IgG raised in rabbit have shown specific binding capacity against E.
coli O157:H7. No reaction to other bacteria, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes and Campylobacter jejuni reacted to the IgG. The LFA strip
could also detect E. coli O157:H7 in different food samples matrices after
18 h enrichment.
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