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PENDAHULUAN normal tubuh (Harti, 2015). Pada
Mikroorganisme patogen manusia, salah satu jenis bakteri yang
menyebabkan penyakit pada organisme seringkali menjadi agen penyebab
lain.  Untuk dapat menyebabkan penyakit adalah Salmonella spp. yang
penyakit, mikroorganisme  patogen menyebabkan  penyakit tifus, dan
harus dapat masuk ke tubuh inang. Escherichia coli yang menyebabkan
Penyakit timbul  akibat infeksi penyakit infeksi saluran pencernaan,

menghasilkan perubahan pada fisiologi diare, dan meningitis (Todar, 2008).
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Penyakit akibat mikroorganisme
merupakan masalah kesehatan penting
di Indonesia serta masih memerlukan
perhatian yang khusus. Penyakit akibat
mikroorganisme sering berhubungan
dengan bidang penyehatan makanan,
seperti penyakit diare, muntaber, tifus,
infeksi  saluran  pencernaan, dan
sebagainya. Masalah di  bidang
penyehatan makanan adalah masih
tingginya tingkat kontaminasi
mikroorganisme pada makanan yang
disajikan oleh berbagai penyelenggara
makanan, antara lain pedagang kaki
lima, restoran, jasa boga, rumah sakit,
dan industri makanan. Kontaminasi
dapat berasal dari hewan produksi
(peternakan) atau penjamah makanan.
Kontaminasi juga terjadi melalui
makanan yang diproduksi berhubungan
langsung dengan permukaan meja atau
alat pengolah makanan selama proses
persiapan yang sebelumnya telah
terkontaminasi mikroorganisme
patogen (Yuliani & Oematan, 2013).

Keterlibatan  manusia  dalam
proses pengolahan makanan sangat
besar, sehingga penerapan sanitasi di
dalamnya perlu mendapat perhatian
khusus karena manusia berpotensi
menjadi salah satu mata rantai dari
penyebaran penyakit, terutama yang

disebabkan  oleh  mikroorganisme

melalui makanan. Penjamah makanan
harus sehat jasmani rohani, tidak
menderita penyakit menular, atau
berperan sebagai carier
(Purnawijayanti, 2012).

Penularan bibit penyakit pada diri
sendiri atau orang lain  dapat
dipengaruhi oleh penularan dari tangan
ke mulut penderita sendiri karena
menggaruk daerah perianal atau karena
memegang benda-benda lain yang
terkontaminasi. Higiene perorangan
mencakup semua segi kebersihan dari
pribadi penjamah makanan tersebut.
Menjaga higiene perorangan berarti
menjaga hidup bersih dan menjaga
kebersihan seluruh anggota tubuh.
Syarat utama pengelola makanan
adalah memiliki kesehatan yang baik.
Salah satu metode dalam pemeriksaan
kesehatan penjamah makanan adalah
pemeriksaan  rectal swab  yaitu
pemeriksaan dengan melakukan apus
pada sekitar anus dan perianal (Saragih
et al., 2014). E. coli dan Salmonella
spp. merupakan jenis bakteri patogen
yang sering ditemukan pada saluran
pencernaan dan menjadi penyebab
penyakit  akibat  mikroorganisme.
Analisis  mikroorganisme  patogen
bersifat penting untuk mengetahui jenis
mikroorganisme penyebab penyakit

sehingga penyakit akibat
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mikroorganisme patogen di masyarakat
dapat diantisipasi dan ditangani dengan
tepat. Penelitian ini dilakukan untuk
mengidentifikasi bakteri patogen E.
coli dan Salmonella spp. pada rectal
swab penjamah makanan rumah sakit
di Yogyakarta.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan selama 8 hari
pada 20 — 27 Juli 2018 di Laboratorium
Mikrobiologi Klinis, Balai Besar Teknik
Kesehatan
Pengendalian Penyakit (BBTKLPP),

Lingkungan dan

Yogyakarta.
Bahan dan Alat Penelitian

Bahan yang digunakan adalah
sampel rectal swab 5 orang penjamah
makanan rumah sakit di Yogyakarta
dengan kode sampel (RS2001, RS2002,
RS2003, RS2004, dan RS2005), media
transport amis (Carry n Blair), ringer,
Selenite broth, BHI (Brain Heart
Infussion), Cr (Chromocult), EMB
(Eosin Methylene Blue), SS
(Salmonella Shigella), XLD (Xylose
Lysine Deoxycholate), MC
(MacConkey), 1D Broth, medium E/NF,
dan antiserum H7.

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah lidi kapas steril,
lampu  Bunsen, tabung  reaksi,
inkubator, cawan petri, ose, BSC

(Biological Safety Cabinet), jarum

inokulum, BBL Crystal, vortex,
nephelometer, gelas benda, pipet tetes,
dan lup.
Pengambilan Sampel

Responden berada pada posisi
menungging, kedua tangan responden
dipersilahkan  memegang  masing—
masing pinggul dan melakukan posisi
telungkup, kemudian anus dilebarkan
dengan tangan kiri. Lidi kapas yang
dibasahi dengan ringer secara aseptik
disiapkan dan dimasukkan ke dalam
anus sedalam 2 — 3 cm. Lidi kapas
diputar searah jarum jam. Lidi kapas
ditarik dan dimasukkan ke Carry n
Blair sampai tenggelam. Sampel
disimpan di dalam ice box dan segera
dikirim ke laboratorium.
Inokulasi Sampel pada Medium
Pengkaya

Sampel rectal swab
diinokulasikan ke medium pengkaya
BHI dan Selenite broth dengan cara
dituang dari Carry n Blair secara
aseptik. Sampel diinkubasi 24 jam pada
35 °C.
Inokulasi Sampel pada Medium
Selektif

Sampel rectal swab dari medium
pengkaya diinokulasikan ke medium
selektif dengan streak plate. Sampel
dari Selenite broth diinokulasikan ke

medium SS dan XLD, sementara sampel
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dari BHI diinokulasikan ke medium Cr,
EMB, dan MC. Sampel diinkubasi 24
jam pada 35 °C.
Inokulasi Bakteri Tersangka pada
BHI

Koloni bakteri tersangka E. coli
pada medium selektif Cr, EMB, MC,
dan Salmonella spp. pada medium
selektif SS, XLD diinokulasikan ke BHI
dengan cara diambil menggunakan ose
untuk koloni berukuran besar dan
digunakan jarum inokulum untuk koloni
berukuran kecil secara aseptik pada
BSC. Sampel diinkubasi 24 jam pada 35
°C.
Uji Penegasan pada Medium Selektif

Isolat  bakteri pada  BHI
diinokulasikan ke medium selektif
dengan streak plate. Isolat yang diduga
E. coli diinokulasikan pada MC. Isolat
yang diduga  Salmonella  spp.
diinokulasikan pada XLD. Sampel
diinkubasi 24 jam pada 35 °C.
Uji Biokimia

Koloni bakteri tersangka rectal
swab pada medium selektif diambil
menggunakan ose secara aseptik dan
dimasukkan ke ID Broth, lalu di vortex
hingga homogen. Sampel di dalam ID
Broth  diukur tingkat  kekeruhan
menggunakan nephelometer (kekeruhan
berkisar 05 — 0,8). Setelah

mendapatkan tingkat kekeruhan yang

sesuai, sampel dituangkan ke BBL
Crystal, lalu ditambahkan medium
E/NF. BBL Crystal diinkubasi selama
24 jam pada 35 °C. Jenis bakteri
diidentifikasi dengan komputer
menggunakan aplikasi BBL Crystal
Microbiology Interactive Database.
Hasil identifikasi yang diperoleh
dicetak.
Tes Antisera Escherichia coli

Permukaan gelas benda digambari
lingkaran. Antiserum H7 diteteskan di
dalam area lingkaran pada gelas benda.
Koloni bakteri E. coli diambil dengan
ose dan diratakan dengan antiserum H7.
Gelas benda diputar agar koloni bakteri
dan antiserum H7 tercampur hingga
homogen. Hasil positif ditandai dengan
adanya gumpalan seperti pasir.
Analisis Data

Analisis data dilakukan secara
kualitatif dengan membaca jenis bakteri
hasil pengujian biokimia dan melihat
terbentuknya gumpalan seperti pasir

pada tes antisera E. coli.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Inokulasi sampel ke medium
selektif  menunjukkan  pertumbuhan
bakteri E. coli pada medium Cr
(Gambar l1a)

pertumbuhan koloni positif pada semua

menghasilkan

sampel  rectal swab  responden.



Jurnal Pro-Life, 8(3): 227-238, November 2021 231

Pertumbuhan koloni positif tersebut
ditunjukkan dengan koloni berwarna
biru. Koloni bakteri berwarna biru
terbentuk  karena interaksi antara
substrat X—glucuronide oleh s-D-
glucoronidase dan Salmon—-GAL oleh s—
D—galactosidase yang menghasilkan
kombinasi enzim (Finney et al., 2003).
Pada EMB (Gambar 1b)
pertumbuhan koloni negatif pada semua
sampel rectal swab responden. Hal ini
disebabkan E. coli belum mencapai
tahap akhir fermentasi laktosa sehingga
belum terbentuk koloni  berwarna
metalik pada medium. Pada MC
(Gambar 1c) pertumbuhan koloni
positif pada sampel rectal swab isolat
RS2003, RS2004, dan RS2005,
sementara pertumbuhan koloni negatif
pada RS2001 dan RS2002. Terjadinya
perbedaan pertumbuhan koloni antara
sampel rectal swab tersebut disebabkan
bakteri E. coli ada yang sudah mencapai
tahap akhir fermentasi laktosa sehingga
menghasilkan  karakteristik  koloni
berwarna ungu dan berkabut, namun
terdapat juga bakteri E. coli yang belum
menyelesaikan ~ fermentasi  laktosa
sehingga menghasilkan pertumbuhan
koloni negatif pada medium MC.
Pertumbuhan bakteri Salmonella
spp. sampel rectal swab pada medium

SS (Gambar 2a) menunjukkan

pertumbuhan koloni positif pada semua
sampel, kecuali sampel RS2003.
Pertumbuhan koloni positif ditunjukkan
dengan karakteristik koloni berupa titik
hitam dan dikelilingi zona disekitarnya.
Terbentuknya koloni terjadi karena
Salmonella spp. telah mengalami
metabolisme dan menghasilkan
hidrogen sulfida sehingga sodium
tiosulfat dan ferrat sitrat mampu
mendeteksi bakteri yang menghasilkan
hidrogen sulfida dengan karakteristik
koloni berupa titik hitam (Chouhan,
2015), sementara pada sampel rectal
swab RS2003 tidak terjadi pertumbuhan
koloni disebabkan kemungkinan tidak
ditemukan Salmonella spp. di dalamnya
sehingga tidak dihasilkan hidrogen
sulfida, dan tidak terbentuk koloni
berupa titik hitam. Pada XLD (Gambar
2b) pertumbuhan koloni positif terjadi
pada sampel rectal swab RS2005,
sementara sampel lainnya tidak terjadi
pertumbuhan  koloni.  Pertumbuhan
koloni  positif  ditandai  dengan
karakteristik koloni berwarna hitam.
Pertumbuhan koloni terjadi karena
adanya metabolisme Salmonella spp.
menggunakan sodium tiosulfat dari
XLD menghasilkan hidrogen sulfida
yang menyebabkan terbentuknya koloni
berwarna hitam. Pada sampel lainnya

tidak terbentuk koloni disebabkan
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Salmonella spp. tidak menggunakan spp. karena kultur pada medium SS juga
sodium tiosulfat secara signifikan untuk tidak  menunjukkan  pertumbuhan
metabolisme sehingga tidak terbentuk koloni.

koloni berwarna hitam, dan pada sampel

RS2003 tidak mengandung Salmonella

(c.)
Gambar 1. Pertumbuhan koloni E. coli pada; a.) Cr; b.) EMB; dan c.) MC
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Gambar 2. Pertumbuhan koloni Salmonella spp. pada; a.) SS; dan b.) XLD

Hasil  pertumbuhan  koloni
bakteri E. coli dan Salmonella spp.
yang positif pada medium selektif,
dilakukan inokulasi pada BHI dan
dilanjutkan pada medium MC
(Gambar 3), sehingga diperoleh
hasil pertumbuhan koloni E. coli
positif pada medium selektif asal Cr
adalah sampel rectal swab RS2001
1,2) dan RS2002,

sementara tidak terjadi pertumbuhan

(ulangan

koloni pada sampel rectal swab
RS2003, RS2004, dan RS2005. Hasil
pertumbuhan koloni positif
ditunjukkan dengan karakteristik
koloni berwarna ungu dan berkabut.
Pertumbuhan koloni E. coli positif
pada medium selektif asal MC
adalah semua sampel rectal swab
menunjukkan pertumbuhan koloni
positif, yaitu pada RS2003, RS2004,
dan RS2005.
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RS2001

Gambar 3. Pertumbuhan koloni bakteri tersangka pada MC; a.) E. coli; dan

b.) Salmonella spp.

Terjadinya perbedaan pertumbuhan
koloni antara sampel rectal swab tersebut
disebabkan karena bakteri E. coli ada yang
sudah mencapai tahap akhir fermentasi
laktosa sehingga menghasilkan
karakteristik koloni berwarna ungu dan
berkabut, namun terdapat juga bakteri E.
coli yang belum menyelesaikan fermentasi

laktosa sehingga menghasilkan

pertumbuhan koloni negatif pada medium
MC. Pertumbuhan koloni Salmonella spp.
pada medium selektif asal SS dan BHI
memiliki pertumbuhan koloni negatif pada
semua sampel rectal swab. Hal ini
menunjukkan koloni  positif terhadap
Salmonella  spp. pada  pengujian
sebelumnya bukan merupakan Salmonella
spp. Hal ini disebabkan pertumbuhan
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koloni bakteri pada SS dan XLD dengan
karakteristik  berwarna hitam karena
bakteri  Salmonella spp. melakukan

aktivitas metabolisme sehingga
menghasilkan hidrogen sulfida. Namun,
selain Salmonella spp. terdapat golongan
bakteri  lain yang juga  mampu
menghasilkan H>S, yaitu cyanobacteria,
bakteri anaerobik, bakteri Enterobacter
cloacae atau Clostridium spp. (Barton et
al., 2014).

Uji biokimia pada penelitian ini
dilakukan dengan BBL Crystal. BBL
Crystal merupakan salah satu perangkat
yang digunakan untuk mengidentifikasi
pada uji biokimia. BBL crystal merupakan
metode identifikasi yang lebih praktis
karena merupakan modifikasi dari metode
konvensional menggunakan gula-gula,
substrat  fluorogenic, dan  substrat
chromogenic. BBL Crystal terdiri dari 30
panel yang merupakan substrat biokimia
dan enzimatik. Suspensi bakteri pada
inokulum cair digunakan untuk rehidrasi
substrat tersebut. Pengujian dilakukan
melalui  sistem database berdasarkan
penggunaan substrat oleh mikroorganisme
dan degradasi substrat spesifik sehingga
dapat terdeteksi oleh indikator.

Enzim hidrolitik pada substrat
fluorogenic mengandung derivate
coumarin berupa 4-methylumbelliferone
(4MU) atau 7-amino-4-methylcoumarin (7-

AMC), dengan hasil pada peningkatan

fluorescence sehingga mudah
divisualisasikan menggunakan sinar UV.
Substrat chromogenic mengalami hidrolisis
dan menghasilkan produk sehingga terjadi
perubahan warna yang dapat dideteksi
menggunakan mata telanjang (Soler et al.,
2003). Hasil tersebut dicocokkan dengan
database pada aplikasi BBL Crystal
Microbiology Interactive Database
sehingga jenis bakteri dapat teridentifikasi.

ID Broth merupakan larutan yang
berfungsi melarutkan koloni bakteri pada
medium untuk membuat inokulum cair
dengan  tingkat kekeruhan  tertentu
sehingga suspensi isolat bakteri dapat
diidentifikasi oleh substrat pada panel BBL
Crystal maupun panel NID atau PID pada
BD Phoenix™, Medium E/NF merupakan
bagian dari perangkat BBL Crystal yaitu
sistem multitest untuk mengidentifikasi
bakteri gram negatif aerobik yang
termasuk ke dalam famili
Enterobacteriaceae. Prinsip medium E/NF
pada BBL Crystal adalah memisahkan
oxidase dan indole. Setelah 18 sampai 20
jam inkubasi, panel siap dibaca
menggunakan aplikasi (Leboffe & Pierce,
2011).

Berdasarkan pertumbuhan koloni
bakteri positif pada MC, dilakukan uji
biokimia dan didapatkan hasil semua
sampel rectal swab mengandung bakteri E.
coli. E. coli adalah salah satu jenis spesies

utama bakteri gram negatif. Pada
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umumnya, bakteri ini dapat ditemukan
dalam usus besar manusia. Kebanyakan E.
Coli tidak berbahaya, tetapi E. Coli tipe
0157 dan H7 dapat mengakibatkan
keracunan makanan yang serius pada
manusia yaitu diare berdarah karena
eksotoksin yang dihasilkan (verotoksin).
Toksin  ini  bekerja dengan cara
menghilangkan satu basa adenin dari unit
28S rRNA, sehingga menghentikan sintesis
protein (Levinson, 2008). Oleh karena itu,
perlu dilakukan tes antisera untuk
mengetahui  patogenitas E. coli pada
sampel rectal swab.

Berdasarkan hasil uji biokimia,
dilakukan tes antisera untuk mengetahui
patogenitas E. coli sampel rectal swab. Tes
antisera dilakukan dengan permukaan
gelas benda digambari lingkaran. Hal ini
berfungsi  untuk  membatasi  larutan
sehingga tidak keluar dari batas lingkaran.
Antiserum H7 diteteskan di dalam area
lingkaran pada gelas benda. Koloni bakteri
E. coli diambil dengan ose dan diratakan
dengan antiserum H7. Gelas benda diputar
agar koloni bakteri dan antiserum H7
tercampur hingga homogen. Hasil positif
ditandai dengan adanya gumpalan seperti
pasir. Berdasarkan tes antisera tersebut
diperoleh hasil E. coli patogen pada sampel
rectal swab RS2004 dan RS2005,
sementara E. coli non-patogen pada
RS2001, RS2002, dan RS2003. Dari hasil
tersebut RS2004 dan RS2005 sebagai

penjamah makanan rumah sakit perlu
mendapatkan pengobatan untuk mencegah
penyebaran E. coli patogen pada pasien
rumah sakit.

O157:H7
merupakan jenis E. coli yang patogen

Escherichia coli
terhadap manusia dan banyak
menyebarkan penyakit pada manusia
(Perna et al., 2001). Dalam
metabolismenya E. coli O157:H7 dapat
menggunakan rafinosa dan dulcitol. Selain
itu, E. coli 0157:H7 juga memiliki ciri-ciri
kondisi lingkungan yang berbeda dengan
E. coli lainnya, yaitu dapat bertahan hidup
pada kondisi suhu yang rendah dan dalam
kondisi asam (Madigan, 2009).

Penyakit yang biasa ditimbulkan oleh
E. coli O157:H7 pada manusia adalah
hemorrhagic colitis (HC), hemolytic
uremic syndrome (HUS), dan thrombotic
thrombocytopenic purpura. Haemorrhagic
colitis memiliki gejala diare berdarah,
kram perut, gagal ginjal, dan menyebabkan
kematian mikroflora dalam usus. Apabila
haemorrhagic colitis dibiarkan, penyakit
ini dapat berakibat fatal karena adanya
disebabkan  oleh

haemolytic uraemic syndrome dan dapat

komplikasi  yang

menyebabkan kerusakan sel darah merah,
gagal ginjal, serta diare dengan feses
mengeluarkan darah. Thrombotic
thrombocytopenic purpura dapat

menyebabkan thrombocytopenia, anemia,
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demam, kerusakan pencernaan, dan
kerusakan saraf (Perna et al., 2001).

E. coli patogen memiliki adhesin
yang dikenal dengan intimin untuk
pelekatan pada sel epitelial yang
disandikan oleh gen eae. E. coli O157:H7
ini juga memiliki antigen flagella yaitu H
yang memiliki struktur yang panjang.
Antigen H ini memiliki spesifitas serologi
yang ditentukan dari epitopnya. E. coli
O157:H7 ini juga mempunyai antigen
somatik yaitu antigen O (Ratiner et al.,
2003). Hal tersebut menyebabkan test
antisera untuk mengetahui patogenitas E.
coli digunakan antiserum H7 dan
antiserum O157.

Penelitian ini digunakan antiserum
H7 karena persediaan di laboratorium. E.
coli O157:H7 memiliki toksin yang disebut
dengan shiga (vero) toxin. Toksin yang
dihasilkan E. coli galur ini adalah toksin
yang mirip dengan Shigella dysenteriae.
Shiga-like toxin E. coli (STEC) adalah
patogen yang berada dalam pencernaan
dan manusia yang terserang serotipe STEC
ini, disebut juga dengan terserang
enterohemorrhagic E. coli (EHEC). Faktor
virulensinya adalah shiga toxin 1 dan shiga
toxin 2. Toksin shiga yang mirip dengan
Shigella spp. adalah shiga toxin 1 (Geue et
al., 2006).

SIMPULAN
Bakteri Escherichia coli patogen
teridentifikasi pada sampel rectal swab
penjamah makanan RS2004 dan RS2005,

sementara  Salmonella  spp.  tidak

teridentifikasi pada sampel rectal swab
penjamah makanan rumah sakit di

Yogyakarta.
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