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Abstrak - Kejadian Luar Biasa (KLB) keracunan pangan adalah suatu kejadian dimana terdapat dua orang atau lebih yang
menderita sakit dengan gejala yang sama atau hampir sama setelah mengonsumsi pangan, dan berdasarkan analisis
epidemiologi, pangan tersebut terbukti sebagai sumber keracunan. Bakteri patogen menjadi salah satu agen penyebab KLB
keracunan pangan. Bakteri merupakan penyebab penyakit yang sering berhubungan dengan bidang penyehatan makanan,
seperti diare, muntaber, tifus, dan infeksi saluran pencernaan disebabkan masih tingginya tingkat kontaminasi
mikroorganisme pada makanan yang disajikan oleh berbagai penyelenggara makanan. Bakteri patogen yang sering menjadi
penyebab penyakit pada manusia adalah Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Campylobacter sp., Salmonella enteric, Salmonella thypi, Taenia solium
dan Mycobacterium sp. Analisis bakteri patogen penting untuk mengetahui jenis bakteri penyebab penyakit sehingga
penyakit akibat bakteri patogen di masyarakat dapat diantisipasi dan ditangani dengan tepat. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi bakteri patogen pada olahan daging sapi penyebab KLB keracunan pangan di Temanggung, Jawa Tengah
tahun 2018. Penelitian dilakukan dengan uji biokimia menggunakan BD Phoenix™ dan uji patogenitas dengan tes antisera
E. coli pada sampel olahan daging sapi, yaitu daging rebus dan daging bumbu. Analisis data dilakukan secara kualitatif
dengan membaca hasil pengujian biokimia setelah sampel dituangkan ke Panel NID (bakteri Gram negatif) atau Panel PID
(bakteri Gram positif), dan diinkubasi pada BD Phoenix™, serta melihat terbentuknya gumpalan seperti pasir pada tes
antisera E. coli. Hasil yang diperoleh menunjukkan daging rebus mengandung bakteri Bacillus thuringiensis, Staphylococcus
gallinarum, dan Staphylococcus sciuri. Daging bumbu mengandung bakteri E. coli dan S. gallinarum. E. coli pada daging
bumbu bersifat nonpatogen. Kesimpulan penelitian ini adalah KLB keracunan pangan di Temanggung tahun 2018
disebabkan oleh kontaminasi bakteri pada sampel olahan daging sapi yaitu S. sciuri pada daging sapi rebus dan E. coli pada
daging sapi bumbu.

Kata Kunci: bakteri patogen, keracunan pangan, KLB, daging sapi, Temanggung.

1. PENDAHULUAN

Kejadian Luar Biasa (KLB) keracunan pangan menurut PERMENKES No. 2 Tahun
2013 adalah suatu kejadian dimana terdapat dua orang atau lebih yang menderita sakit
dengan gejala yang sama atau hampir sama setelah mengonsumsi pangan, dan berdasarkan
analisis epidemiologi, pangan tersebut terbukti sebagai sumber keracunan. Penyakit yang
diakibatkan keracunan pangan merupakan salah satu penyebab penting kesakitan dan
kematian. WHO memperkirakan terdapat 31 agen berbahaya (termasuk virus, bakteri, parasit,
toksin dan zat kimia) penyebab 600 juta kesakitan dan 420.000 kematian (WHO, 2015).
Kasus kematian akibat keracunan pangan terus meningkat. Survei Konsumsi Makanan
Individu (SKMI) 2014 menemukan sekitar 200 laporan KLB keracunan pangan terjadi di
Indonesia tiap tahunnya (Arisanti et al., 2018). KLB keracunan pangan di USA selama 2009
— 2015 tercatat sebanyak 5.760 wabah yang mengakibatkan 100.939 kasus penyakit, 5.699
rawat inap, dan 145 kematian (Dewey—Mattia et al., 2015).

Data Kementerian Kesehatan dan BPOM pada empat tahun terakhir menunjukkan agen
penyebab keracunan pangan sulit ditentukan. Sebanyak 53% penyebab KLB keracunan
pangan tahun 2009 tidak diketahui. Penyebab KLB keracunan pangan sebanyak 60% diduga
disebabkan oleh bakteri, tanpa ada bukti konfirmasi ilmiah bahwa penyebabnya adalah
bakteri (Arisanti et al., 2018). Bakteri patogen sering menjadi salah satu agen penyebab KLB
keracunan pangan. Bakteri patogen masuk ke tubuh inang dan dapat menyebabkan penyakit.
Penyakit timbul akibat infeksi yang menghasilkan perubahan fisiologi normal tubuh (Harti,
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2015). Bakteri patogen merupakan penyebab penyakit yang sering berhubungan dengan
bidang penyehatan makanan, seperti diare, muntaber, tifus, dan infeksi saluran pencernaan
disebabkan masih tingginya tingkat kontaminasi mikroorganisme pada makanan yang
disajikan oleh berbagai penyelenggara makanan. Kontaminasi dapat berasal dari hewan
produksi (peternakan) atau penjamah makanan, dan melalui makanan yang berhubungan
langsung dengan permukaan meja atau alat pengolah makanan yang telah terkontaminasi
selama proses produksi (Yuliani dan Oematan, 2013).

Proses produksi makanan dilakukan melalui serangkaian kegiatan yang meliputi
persiapan, pengolahan, dan penyajian makanan. Keterlibatan manusia dalam proses
pengolahan makanan sangat besar, sehingga penerapan sanitasi perlu mendapat perhatian
khusus karena manusia berpotensi menjadi salah satu mata rantai dari penyebaran penyakit,
terutama yang disebabkan oleh mikroorganisme melalui makanan (Purnawijayanti, 2012).
Contoh bakteri patogen yang sering menjadi penyebab penyakit pada manusia adalah
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Campylobacter sp., Salmonella enteric,
Salmonella thypi, Taenia solium dan Mycobacterium sp. (Todar, 2008).

Kasus KLB keracunan pangan terjadi di Bonjor, Temanggung, Jawa Tengah pada 16 Juli
2018 dengan korban sebanyak 42 jiwa dan mengancam 950 penduduk. Diduga kasus KLB
keracunan pangan disebabkan makanan berupa daging sapi rebus dan bumbu yang disajikan
pada pesta rakyat. Analisis bakteri patogen penting untuk mengetahui jenis bakteri penyebab
penyakit sehingga penyakit akibat bakteri patogen dapat ditangani dengan tepat. Selain itu,
identifikasi bakteri patogen penting untuk melakukan antisipasi terhadap risiko dan
penyebaran penyakit yang ditimbulkan bakteri patogen di masyarakat. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri patogen pada olahan daging sapi
penyebab KLB keracunan pangan di Temanggung, Jawa Tengah tahun 2018.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan selama 8 hari pada 20 — 27 Juli 2018 di Laboratorium Mikrobiologi
Klinis, Balai Besar Teknik Kesehatan Lingkungan dan Pengendalian Penyakit (BBTKLPP),
Yogyakarta.
2.1. Alat dan bahan penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah BSC (Biological Safety Cabinet),

cawan petri, garpu, sendok, pisau, tabung reaksi, inkubator, ose, jarum inokulum, Panel NID,
Panel PID, vortex, nephelometer, BD Phoenix™ | gelas benda, pipet tetes, dan lup. Bahan
yang digunakan adalah sampel olahan daging sapi (rebus dan bumbu), BHI (Brain Heart
Infussion), Selenite broth, APW (Alkaline Peptone Water), TSA (Tryptic Soya Agar), SS
(Salmonella Shigella), XLD (Xylose Lysine Deoxycholate), EMB (Eosin Methylene Blue),
MC (MacConkey), Cr (Chromocult), MSA (Mannitol Salt Agar), TCBS (Thiosulfate—
Citrate—Bile Salts—Sucrose), ID Broth, dan antiserum H7.
2.2. Preparasi dan inokulasi sampel pada medium pengkaya

Sampel daging sapi (rebus dan bumbu) dicacah hingga halus. Kemudian diinokulasikan
ke medium pengkaya BHI, Selenite broth, dan APW secara aseptik. Sampel diinkubasi 24
jam pada 35°C.
2.3. Inokulasi pada medium selektif

Sampel daging sapi diinokulasikan ke medium selektif, yaitu TSA, SS, XLD, EMB, MC,
Cr, MSA, TCBS dengan streak plate method. Sampel dari BHI diinokulasikan ke TSA, EMB,
MC, Cr, MSA. Sampel dari Selenite broth diinokulasikan ke medium SS dan XLD,
sementara sampel dari APW diinokulasikan ke medium TCBS. Sampel diinkubasi 24 jam
pada 35°C.
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2.4. Inokulasi bakteri tersangka pada BHI

Koloni bakteri tersangka E. coli pada medium selektif Cr, EMB, MC, Salmonella sp.
pada medium selektif SS, XLD, Staphylococcus sp. pada medium MSA, Bacillus sp. pada
medium TSA, dan Vibrio cholerae pada medium TCBS 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.
2.5. Uji penegasan pada medium selektif

Isolat bakteri pada BHI diinokulasikan ke medium selektif dengan streak plate method.
Isolat yang berasal dari MSA diinokulasikan pada MSA, isolat yang berasal dari TSA
diinokulasikan pada TSA, isolat yang berasal dari TCBS diinokulasikan pada TCBS, dan
isolat yang berasal dari Cr, EMB, MC diinokulasikan pada MC. Sampel diinkubasi 24 jam
pada 35°C.
2.6. Uji Biokimia

Koloni bakteri tersangka sampel olahan daging sapi pada medium selektif MC, MSA, TSA, dan
TCBS 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 0,5 — 0,6). Setelah mendapatkan tingkat kekeruhan yang sesuai, sampel
dituangkan ke Panel NID (bakteri Gram negatif) atau Panel PID (bakteri Gram positif) dan
dimasukkan ke BD Phoenix™ untuk inkubasi sekaligus identifikasi jenis bakteri. BD Phoenix™
mengidentifikasi jenis bakteri secara otomatis dan hasilnya ditampilkan pada layar. Hasil identifikasi
yang diperoleh dicetak.
2.7. 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.
2.8. Analisis data

Analisis data dilakukan secara kualitatif dengan membaca jenis bakteri hasil pengujian
biokimia setelah sampel olahan daging sapi dituangkan ke Panel NID (bakteri Gram negatif)
atau Panel PID (bakteri Gram positif), dan diinkubasi pada BD Phoenix™, serta melihat
terbentuknya gumpalan seperti pasir pada tes antisera E. coli.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Inokulasi sampel daging sapi (rebus dan bumbu) pada medium pengkaya untuk
memperbanyak jumlah koloni sel bakteri dilakukan pada medium BHI, Selenite broth, dan
APW. BHI (Brain Heart Infusion) merupakan medium pengkaya pertumbuhan
mikroorganisme yang bersifat universal, sehingga bisa digunakan pada bakteri Gram positif
maupun bakteri Gram negatif (Atlas, 2004). Selenite broth digunakan sebagai medium
selektif untuk isolasi spesies Salmonella sp., Shigella sp., dan Staphylococcus sp. (Smith,
1959). APW (Alkaline Peptone Water) merupakan medium pengkaya untuk Vibrio sp. APW
memiliki pH basa (sekitar 8.4) sehingga menyediakan kondisi lingkungan yang sesuai untuk
pertumbuhan Vibrio sp. (Himedia, 2018a).

Koloni bakteri pada medium pengkaya diinokulasikan pada medium selektif untuk mengetahui
karakteristik pertumbuhan secara spesifik (tabel 1). Pertumbuhan koloni E. coli positif pada daging
rebus di medium EMB, daging bumbu pada medium Cr dan MC. Bakteri pada EMB memiliki
karakteristik koloni berwarna metalik (gambar 1b), Cr memiliki karakteristik koloni berwarna biru
(gambar 1a), dan pada MC memiliki karakteristik koloni berwarna ungu dan berkabut (gambar 1c).
EMB (Eosin methylene blue) agar merupakan medium selektif untuk menumbuhkan bakteri Gram
negatif. EMB merupakan medium selektif dan diferensial untuk bakteri coliform, termasuk E. coli.

Pada EMB, E. coli memiliki karakteristik koloni berwana hijau metalik berkilau (Lal dan
Cheeptham, 2007). Cr (Chromocult) agar merupakan medium selektif dan diferensial untuk kultur
bakteri coliform, termasuk E. coli.
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Tabel 1. Pertumbuhan koloni bakteri sampel daging sapi pada medium selektif

No. Medium Bakteri Medium Pertumbuhan koloni

Pengkaya selektif ~ Daging rebus Daging bumbu

1 BHI E. coli Cr - +

EMB + -

MC - +

Staphylococcus sp. MSA + +

Bacillus sp. TSA + -

2 Selenite Broth Salmonella sp. SS - -

XLD - -

3 APW Vibrio cholera TCBS - -

Bakteri E. coli menghasilkan koloni bakteri berwarna biru gelap atau violet dan berbeda
dengan karakteristik koloni bakteri coliform yang berwarna ungu. Bakteri noncoliform akan
membentuk koloni yang tidak berwarna (Finney et al., 2003). MC (MacConkey) agar merupakan
medium selektif dan diferensial untuk menumbuhkan bakteri Gram negatif. MC dapat digunakan
sebagai medium pertumbuhan bakteri yang memfermentasikan laktosa (E. coli) dengan
karakteristik koloni berwarna ungu dan berkabut (Luis et al., 2004).

Gambar 1. Pertumbuhan koloni positif sampel daging sapi pada medium selektif; (a) Cr, (b) EMB, (c) MC
(E. coli), (d) MSA (Staphylococcus sp.), dan (e) TSA (Bacillus sp.)
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C.

Gambar 2. Pertumbuhan koloni negatif sampel daging sapi pada medium selektif; (a) SS, (b) XLD
(Salmonella sp.), dan (c) TCBS (Vibrio cholerae)

Pertumbuhan koloni Staphylococcus sp. positif pada daging bumbu dan rebus di medium
MSA dengan karakteristik koloni berwarna kuning (Gambar 1d). Mannitol Salt Agar (MSA)
merupakan medium selektif dan diferensial untuk menumbuhkan bakteri patogen staphylococci,
terutama Staphylococcus aureus. Spesies patogen dari Staphylococcus sp. memfermentasikan
mannitol dan memproduksi asam, menyebabkan pH turun sehingga warna medium menjadi kuning
dan karakteristik koloni berwarna kuning, biasanya merupakan S. aureus. Bakteri nonpatogen dari
Staphylococcus sp. dapat tumbuh pada medium ini, namun tidak memproduksi warna (Leboffe dan
Pierce, 2011). Pertumbuhan koloni Bacillus sp. positif pada daging rebus di medium TSA dengan
karakteristik koloni melebar, berwarna putih hingga abu—abu (Gambar 1e). Tryptic Soya Agar
(TSA) merupakan medium yang umumnya digunakan untuk kultivasi Salmonella thypi dan
Bacillus sp. TSA mengandung dekstrosa, NaCl dan agar sehingga cocok untuk pertumbuhan
Bacillus sp. (Himedia, 2018b). Pertumbuhan koloni Salmonella sp. dan Vibrio cholerae negatif
pada semua sampel di medium SS, XLD, dan TCBS (Gambar 2). Hasil pertumbuhan koloni bakteri
yang positif diinokulasikan pada medium BHI untuk pengkayaan jumlah koloni bakteri sebelum
dilakukan uji penegasan (Tabel 2).

Tabel 2. Pertumbuhan koloni bakteri tersangka sampel daging sapi pada uji penegasan

No. Bakteri Medium Medium selektif Pertumbuhan koloni
Selektif
Asal Daging rebus Daging bumbu
1 E. coli MC Cr +
EMB -
MC
2 Staphylococcus sp. MSA MSA G +
3 Bacillus sp. TSA TSA +H

2

w g b /ﬁ c = ’
Gambar 3. Pertumbuhan koloni sampel daging sapi pada uji penegasan; (a) E. coli pada MC,
(b) Staphylococcus sp. pada MSA, dan (c) Bacillus sp. pada TSA
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Pertumbuhan koloni bakteri tersangka sampel daging sapi pada uji penegasan adalah E.
coli positif pada daging bumbu dan negatif pada daging rebus. Koloni positif ditandai dengan
karakteristik koloni berwarna ungu dan berkabut pada medium MC (Gambar 3a).
Pertumbuhan koloni Staphylococcus sp. positif pada daging rebus (ulangan ke—1) dan daging
bumbu dengan karakteristik koloni berwarna kuning, sementara pada daging rebus (ulangan
ke—2) bersifat negatif pada medium MSA (Gambar 3b). Terjadi perbedaan hasil antara daging
rebus ulangan ke—1 dan 2 menunjukkan koloni bakteri pada cawan petri ulangan ke—2 bukan
merupakan Staphylococcus sp. sehingga hasil pertumbuhan koloninya bersifat negatif.
Pertumbuhan koloni Bacillus sp. pada medium TSA adalah positif pada daging rebus untuk
kedua ulangan dengan karakteristik koloni berwarna putih sampai abu—abu (Gambar 3c).

Tabel 3. Hasil uji biokimia sampel daging sapi pada BD Phoenix™

No. Sampel Medium selektif Jenis bakteri
Asal
1 Daging rebus MSA Staphylococcus sciuri
TSA Bacillus thuringiensis
Staphylococcus gallinarum
2 Daging bumbu Cr Escherichia coli
MC Escherichia coli
MSA Staphylococcus gallinarum

Uji biokimia untuk mengidentifikasi jenis bakteri pada sampel daging sapi menggunakan
BD Phoenix™ (tabel 3). Sampel daging sapi rebus teridentifikasi mengandung bakteri
Staphylococcus sciuri, Bacillus thuringiensis, dan Staphylococcus gallinarum. Sementara
pada daging sapi bumbu teridentifikasi mengandung bakteri E. coli dan Staphylococcus
gallinarum. Staphylococcus sciuri  merupakan bakteri Gram positif, resisten terhadap
novobiocin, bersifat oxidatif positif, dan koagulase negatif. Organisme ini merupakan spesies
bakteri yang berasosiasi dengan organisme lain dan biasa ditermukan pada kulit atau
permukaan mukosa dari binatang peliharaan maupun hewan liar dan pada makanan binatang
secara alami. S. sciuri juga ditemukan pada lingkungan, seperti pada tanah, pasir, air, dan
rumput. S. sciuri dapat ditemukan sebagai organisme pengkoloni pada manusia, dengan laju
penyebaran yang rendah pada nasofaring, kulit, dan saluran urogenital. Secara klinis,
keberadaan S.sciuri pada manusia meningkat, sejak bakteri tersebut sering dikaitkan dengan
kejadian berbagai infeksi pada manusia, seperti endocarditis, peritonitis, septic shock, infeksi
saluran urine, endothalmitis, peradangan pelvis, dan berbagai infeksi lainnya. Resistensi
spesies tersebut terhadap antimikroorganisme oleh gen mecA menyebabkan bakteri tersebut
menjadi pelindung organisme penyebab infeksi pada manusia yang berasosiasi dengan S.
sciuri (Dakic et al., 2005). Keberadaan S. sciuri pada sampel daging sapi merupakan
penyebab KLB keracunan pangan di Temanggung. Kontaminasi S. sciuri pada daging sapi
rebus kemungkinan bersumber dari lingkungan, seperti rumput, tanah, dan air yang
dikonsumsi dan menginfeksi sapi.

Bacillus thuringiensis (Bt) merupakan bakteri Gram positif dan biasa digunakan sebagai
pestisida alami. Bt biasa ditemukan pada serangga khususnya ulat dengan berbagai tipe mulut
dan kupu—kupu, selain itu juga ditemukan pada permukaan daun, lingkungan akuatik, feses
binatang, dan lingkungan dengan serangga melimpah. Bt merupakan bakteri yang unik,
paling sering ditemukan dan memiliki sejumlah komponen kimia yang dimanfaatkan sebagai
biopestisida alami untuk pertanian dan kesehatan masyarakat. Meskipun terdapat bakteri jenis
lain seperti B. popilliae dan B. sphaericus yang bisa digunakan sebagai insektisida tetapi
memiliki aktivitas insektisida yang lebih rendah dibanding Bt. Bt merupakan biopestisida
yang aman untuk manusia dan lingkungan (Ibrahim et al., 2010). Keberadaan B. thuringiensis
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pada sampel daging sapi bukan merupakan penyebab KLB keracunan pangan di
Temanggung.

Staphylococcus gallinarum merupakan bakteri Gram positif, koagulase negatif, termasuk
genus Staphylococcus yang memiliki bentuk kokus tunggal, berpasangan, atau cluster. S.
gallinarum ditemukan pada ayam dan saliva manusia dewasa sehat secara alami. S.
gallinarum secara umum tidak bersifat patogen, berdasarkan pembuktian dengan isolasi yang
dilakukan dari darah pasien pengidap hepatitis B akut dan pasien infeksi mata
(endophthalmitis) di rumah sakit. Kemampuan infeksi S. gallinarum tergolong rendah dan
mempunyai dampak kecil pada manusia (Yu et al., 2008). Keberadaan S. gallinarum pada
sampel daging sapi bukan merupakan penyebab KLB keracunan pangan di Temanggung.

Escherichia coli adalah salah satu jenis spesies utama bakteri Gram negatif. Kebanyakan
E. Coli tidak berbahaya, tetapi E. Coli tipe O157 dan H7 dapat mengakibatkan keracunan
makanan yang serius pada manusia yaitu diare berdarah karena eksotoksin yang dihasilkan
(verotoksin) (Levinson, 2008).

Tabel 4. Hasil tes antisera E. coli sampel daging sapi

No. Sampel Medium selektif Patogenitas E. coli
asal
1 Daging bumbu Cr Nonpatogen
MC Nonpatogen

Tes antisera untuk mengetahui patogenitas E. coli pada sampel daging sapi bumbu (tabel
4). Didapatkan hasil E. coli pada sampel tidak bersifat patogen. E. coli O157:H7 memiliki
antigen flagella yaitu H yang memiliki struktur yang panjang. Antigen H memiliki spesifitas
serologi yang ditentukan dari epitopnya. E. coli O157:H7 juga mempunyai antigen somatik
yaitu antigen O (Ratiner et al., 2003). Berdasarkan Peraturan Kepala BPOM Republik
Indonesia Nomor 16 Tahun 2016 tentang Kriteria Mikrobiologi dalam Pangan Olahan, batas
maksimum cemaran E. coli pada produk olahan daging adalah 10 koloni/g. Koloni E. coli
pada sampel daging olahan yang melebihi ambang batas yang disyaratkan dapat
menyebabkan terjadinya kasus KLB keracunan pangan di Temanggung. Kontaminasi E. coli
pada daging sapi bumbu kemungkinan terjadi saat proses pengolahan makanan, baik dari
penjamah makanan, sumber air, maupun lingkungan.

4. SIMPULAN, SARAN, DAN REKOMENDASI
4.1. Simpulan

KLB keracunan pangan di Temanggung tahun 2018 disebabkan oleh kontaminasi
Staphylococcus sciuri pada sampel daging sapi rebus dan Escherichia coli pada daging sapi
bumbu.
4.2. Saran dan rekomendasi

Diperlukan uji total coliform dengan metode MPN (Most Probable Number, TPC (Total
Plate Count), dan membran filter untuk mengkonfirmasi jumlah koloni E. coli pada sampel
daging sapi bumbu.
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