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Latarbelakang

Patogen E. coli 0157 (H7) adalah sangat merbahaya kepada
manusia kerana boleh menyebabkan sakit feruk dan seterusnya
kematian dengan menunjukkan simptom seperti cirit-birit berdarah,
sindrom  hemolitk uremik  (HUS) dan seferusnya  trombotik
frombositopenik purpura (TIP) akibat daripada faktor-faktor virulen yang
dihasilkan.

Buat masa ini, tidak banyak laporan pencemaran patogen E. coli
0157 (H7) ke atas makanan diperolehi kerana kajian secara menyeluruh
masih tidak dibuat terutamanya ke atas produk berasaskan hasilan
haiwan.

Kaedah untuk mengesan dan memencilkan patogen E. coli 0157
(H7) dengan menggunakan kaedah konvensional adalah agak rumit
terutamanya apabila terdapat banyak mikroflora lain (background
microflora) di dalam sampel. Ini mengganggu pertumbuhan patogen E.
coli 0157 ke atas media yang digunakan kerana persaingan
pertumbuhan mikroflora-mikroflora yang lain.

Dengan itu, satu kaedah diagnostik yang pantas, sensitif dan
spesifik perlu dibangunkan unfuk kegunaan di makmal bagi tujuan
pemencilan dan pengesahan patogen E. coli 0157 (H7) termasuk gen
virulen yang menyebabkan penyakit yang teruk kepada manusia
setelah memakan makanan yang tercemar oleh patogen tersebut.

Ringkasan Inovasi

Safu kaedah diagnostik yang pantas, sensifif dan spesifik perlu
dibangunkan bagi pemencilan dan pengesahan patogen E. coli O157
(H7) dengan menggunakan Teknik Pemisahan Imunomagnetik
(Immunomagnetic Separation, IMS) dan pengesanan Faktor-faktor
Virulen menggunakan Teknik ‘Multiplex PCR’.

Faedah Inovasi

Kaedah IMS membolehkan koloni E. coli O157 yang disyaki dapat




dipencil dalam tempoh 24 jom daripada tarikh sampel diterima jika
dibandingkan dengan kaedah konvesional icitu 48 jam aftau lebinh.
Teknik IMS dapat mengesan serendah dari 2 sel bakteria (limit of
detection, LOD), bermakna teknik ini amat sensitif.

Kaedah ‘Multiplex PCR' dapat mengesan kehadiran 5 gen virulen
secara serentak iaitu verositotokin (VT1, VT2) infimin (eaeA), hemolisin
(ehxA) dan mutan B-glukoronidase (uidA) yang terdapat pada E. coli
O157(H7) dan juga menjimatkan masa dan kos dibandingkan sekiranya
teknik ‘Single PCR' digunakan. Jika menggunakan kaedah 'Single PCR’
hanya dapat mengesan 1 gen sefiap kali ujian dijalankan dan terpaksa
mengulang semula kaedah yang sama unfuk mengesan gen virulen
yang lain. Ini akan menambahkan kos dan banyak masa diperuntukkan.
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(1 in 10 dilution)

Dieram 42°C,
6h

Teknik Pemisahan Imunomagnetik (IMS)
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Pemencilan dan identifikasi padplat agar CT-SMAC (kiri) &
CHROMAGAR 0157 (kanan)

863bp(eaeh)
584bp(VT2)
348bp(VT1)
252bp(uidA)
158bp(ehxA)

Well 1:100 bp DNA ladder (Takara™)
Well 2 : Blank

Well 3-9 : sampel DNA yang diuji

Well 10 : E. coli ATCC 25922

Well 11 : S. enteritidis ATCC 13076
Well 12 : E. coli 0157:H7 E91

Well 13 : E. coli 0157:H7 NCTC 12900

Pengesanan 5 gen virulen E. coli PCR secara serentak






