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ABSTRAK

Tujuan penelitian adalah mengidentifikasi Eschericia coli (E. coli) O157:H7 pada susu dan lingkungan peternakan sapi perah. Sampel
berjumlah 77 yang terdiri atas 27 sampel susu dan 50 sampel lingkungan. Sampel susu berasal dari ambing sapi (14), milk can peternak (6), milk
can tempat penampungan susu (4), dan cooling unit di koperasi (3). Sampel lingkungan berupa feses (14), air sumber dan air tandon (12), pakan
(6), serta swab tangan sebelum dan sesudah pemberian minyak pelicin (17), dan tanah (1). Isolasi E. coli dari sampel menggunakan media
pemerkaya kaldu brilliant green lactose bile Broth (BGLB), media selektif agar eosin methylene blue (EMB), dan agar sorbitol MacConkey
(SMAC). Koloni bakteri yang tidak memfermentasi sorbitol pada SMAC (colorless) diidentifikasi dengan uji aglutinasi lateks 0157 dan antisera
H7. Identifikasi bakteri dari sampel susu menunjukkan 7,41% (2/27) sampel teridentifikasi E. coli O157. Susu tersebut berasal dari ambing sapi
dan milk can peternak. Bakteri E. coli O157 yang teridentifikasi dari sampel lingkungan (sampel pakan) sebanyak 2% (1/50). Hasil uji aglutinasi
antisera terhadap tiga sampel positif 0157 menunjukkan bahwa ketiganya tidak memiliki antigen H7 dan disimpulkan bahwa tidak ada sampel
susu dan lingkungan yang tercemar E. coli O157:H7.

Kata kunci: agglutinasi lateks 0157, antiserum H7, E. coli O157:H7, susu, lingkungan

ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 is a dangerous pathogen to human. The aim of the research was to identify E. coli O157:H7 in milk and the
environment. There were 77 samples consisted of 27 milk and 50 environment samples being used in this study. Milk samples were consisted of
14 milk samples from cow udder, 6 milk samples from farmer milk can, 4 milk samples from temporary milk collecting place and 3 milk samples
from cooling unit. Environment samples consisted of 14 feces, 12 water sources, 6 cattle feed, 17 milker’s palm swab, and 1 soil. Escherichia coli
0157:H7 from samples were isolated using Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB) as enrichment media; and Eosin Methylene Blue (EMB)
agar and Sorbitol MacConkey (SMAC) agar as selective media. The colonies of non sorbitol fermenting bacteria (colorless) were identified with
0157 latex agglutination test and H7 antisera agglutination test.The result showed that E. coli 0157 could be identified from the milk and milk
can 7,41% (2/27). ldentification of bacteria from environtment samples (feed) showed 2% (1/50) of samples identified as E. coli O157. None of 3

positive samples of E. coli 0157 had H7 antigen, so the milk and environment did not contaminated by E coli O157:H7.
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PENDAHULUAN

Escherichia. coli  termasuk dalam  famili
Enterobacteriaceae, genus Escherichia, bersifat aerob,
berbentuk batang, biasanya mempunyai flagela untuk
alat gerak, dan termasuk kelompok Gram negatif
(Cowan, 1984). Sebagian besar dari Eschericia coli (E.
coli) yang berada dalam saluran pencernaan hewan dan
manusia merupakan flora normal, namun ada yang
bersifat patogen sehingga dapat menyebabkan diare
pada manusia dan hewan (Bettelheim, 2000).
Berdasarkan patogenesis, E. coli dibagi menjadi 6
kelompok vyaitu enteropathogenic E. coli (EPEC),
enterotoxigenic E. coli (ETEC), enterohemorrhagic E.
coli (EHEC), enteroaggregative E. coli (EAEC),
enteroinvasive E. coli (EIEC), dan diffusely adherent E.
coli (DAEC) (Nataro dan Kaper, 1998). Kelompok
EHEC yang mampu menghasilkan shiga-like toxin atau
verotoxin disebut shiga toxin-producing E. coli (STEC)
atau  verocytotoxi genic E. coli (VTEC).
Verocytotoxigenic E. coli serotype O157:H7 bersifat
patogen pada manusia dan menyebabkan foodborne
disease (Paddock et al., 2012). Baru-baru ini di Canada
11 orang dilaporkan sakit karena E. coli. Mereka sakit
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setelah makan keju yang dibuat dari susu mentah. Satu
orang diantaranya meninggal dunia pada akhir Agustus
2013, walau British Columbia Centre for Disease
Control belum menyimpulkan bahwa orang tersebut
meninggal karena makan keju (Meiszner dan
Talmazan, 2013).

Sapi merupakan reservoir utama bagi VTEC
0157:H7 dan feses sapi merupakan sumber infeksi
pada manusia (Armstrong et al., 1996). Verocytotoxi
genic E. coli O157:H7 yang berasal dari feses sapi
dapat mencemari susu, sehingga susu menjadi tidak
aman untuk dikonsumsi (Suwito, 2009). Berdasarkan
penelitian Drastini et al. (2002) diketahui tingkat
cemaran VTEC pada feses sapi perah di Yogyakarta
sebanyak 44% dan diantaranya adalah VTEC O157:H7
(1,5%). Cemaran VTEC 0157:H7 dalam susu dan
lingkungan merupakan sumber infeksi yang berbahaya.

Penelitian  ini  bertujuan  mengisolasi  dan
mengidentifikasi E. coli O157:H7 dalam susu (susu
langsung dari ambing, milk can peternak, milk can
tempat penampungan /TPS, dan cooling unit/CU di
koperasi); dan lingkungan (feses, tanah, air, pakan, dan
tangan pemerah) di beberapa peternakan sapi perah.
Hasil penelitian diharapkan dapat bermanfaat bagi
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keamanan konsumen dalam mengonsumsi susu dan
produknya, dan meningkatkan kualitas susu peternak
sehingga peternak dapat meningkatkan harga susu.

MATERI DAN METODE

Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan terdiri atas sampel susu dan
sampel lingkungan. Sebanyak 27 sampel susu diambil
dari ambing sapi (4), milk can peternak (6), milk can
tempat penampungan susu (TPS)(4), dan cooling unit
(CU)(3) pada koperasi. Sampel lingkungan yang
berjumlah 50 sampel diambil masing-masing dari air
(12), pakan (6), feses (14), tanah (1) dan swab tangan
pemerah susu (17). Sampel susu, air, pakan, feses dan
tanah ditampung pada kantong plastik steril. Sampel
swab tangan diambil menggunakan kapas steril dan
disimpan ke dalam tabung tertutup yang berisi natrium
klorida( NaCl) fisiologis steril. Seluruh sampel
berjumlah 77 sampel, dan langsung dibawa ke
laboratorium dengan menggunakan kotak pendingin
berisi es.

Isolasi dan ldentifikasi E. coli O157:H7

Isolasi E. coli dilakukan dengan cara sampel
diinokulasi ke dalam kaldu pemerkaya brilliant green
lactose bile broth (BGLB) dan diinkubasi pada suhu
37° C selama 24 jam. Uji dinyatakan positif bila
menunjukkan hasil media berubah menjadi keruh.
Sampel yang tumbuh pada BGLB diinokulasi pada
media selektif agar eosin methylene blue (EMB) dan
diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam. Escherichia
coli akan membentuk koloni berwarna spesifik metalic
sheen (hijau metalik) atau coklat tua pada media EMB.
Koloni bakteri yang berwarna hijau metalik kemudian
ditanam pada media selektif agar sorbitol MacConkey
(SMAC) dan diinkubasi pada suhu 37° C selama 24
jam.

Peneguhan E. coli serotipe 0157 dilakukan dengan
uji serologis menggunakan uji aglutinasi lateks 0157
(Oxoid, Ltd) terhadap sampel yang colorless pada
media SMAC. Sebanyak satu ose koloni diencerkan
dalam satu tetes larutan NaCl fisiologis steril,
kemudian direaksikan dengan 1 tetes reagen lateks.
Hasil uji positif menunjukkan terjadinya presipitat.
Peneguhan E. coli serotipe H7, dilakukan uji serologis
menggunakan antiserum H7 (Denka Seiken, Jepang)
terhadap sampel positif O157. Bakteri diinokulasi pada
media semi solid yang berisi Craigie’s tube. Bakteri
yang dapat melewati Craigie’s tube minimal 3 kali
kemudian dibuat suspensi sel bakteri. Suspensi sel
dibuat dengan cara menanam bakteri pada media cair
dan diinkubasikan pada suhu 37° C selama 24 jam,
kemudian ditambahkan NaCl fisiologis yang berisi 1%
formalin dengan jumlah volume yang sama. Setelah itu
suspensi sel diambil 0,5 ml, kemudian dimasukkan
dalam tabung reaksi dan diberi 3 tetes antiserum H7.
Kemudian tabung direndam dalam penangas air pada
suhu 50° C selama 1 jam. Hasil uji positif menunjukkan
adanya masa seperti kapas pada tabung reaksi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penanaman 77 sampel pada media BGLB
menunjukkan 100% (77/77) bakteri positif tumbuh
(Tabel 1). Hasil inokulasi pada media EMB sebanyak
97,4% (75/77) dinyatakan positif E. coli (Tabel 1).
Sebanyak 8% (6/75) sampel positif koloni E. coli pada
penelitian ini memiliki koloni berwarna coklat tua.
Menurut Leininger et al. (2001) koloni E. coli berwarna
coklat disebabkan karena pH tidak cukup asam,
sehingga warna hijau metalik tidak terbentuk.
Keasaman yang rendah dapat disebabkan karena
fermentasi laktosa oleh E. coli terhambat. Faktor yang
memengaruhi fermentasi laktosa antara lain waktu dan
suhu inkubasi (Leininger et al., 2001).

Sebanyak 25,3% (19/75) E. coli pada media SMAC
tidak  memfermentasikan  sorbitol  (Tabel 1).
Escherichia coli serotipe 0157:H7 tidak
menfermentasikan sorbitol dalam waktu 24 jam,
berbeda dengan E. coli lainnya. Agar SMAC dalam
mendeteksi E. coli 0157:H7 memiliki 100%
sensitivitas dan 85% spesifisitas (March dan Ratnam,
1986). Escherichia coli ini tumbuh dengan karakteristik
koloni yang tidak berwarna (colorless).

Hasil pengujian antigen 0157 didapatkan 15,7%
(3/19) sampel positif (Tabel 1). Sampel yang positif
0157 tersebut, masing-masing berasal dari susu
ambing, susu milk can dan sampel pakan. Tiga sampel
0157 tersebut menunjukkan hasil negatif H7 setelah
diuji dengan antisera H7 (Tabel 1). Peneliti terdahulu
mengungkapkan adanya strain 0157 selain O157:H7.
Strain tersebut antara lain O157:NM (non-motil) (Feng
et al., 1996; Sowers et al., 1996), O157:H  (Friedrick
et al., 2002), O157:H45, 0O157:H39 (Sowers et al.,
1996; Feng et al., 2010), 0157:16, dan O157:H12
(Sowers et al., 1996: Nagano et al. 2004).

Escherichia coli O157:NM (non-motil), O157:H",
0157:H45, dan 0157:H39 patogen pada manusia.
Serotipe O157:NM didapatkan dari penderita diare/
HC/ HUS, memiliki stx1 atau stx2 (Feng et al., 1996).
Serotipe 0157:H  menyebabkan diare , dan bersifat
dapat atau tidak dapat menfermentasi sorbitol
(Friedrick et al.,, 2002). Namun, O157:H45 tidak
memiliki stx1 atau stx2, dan menfermentasi sorbitol
(Feng et al., 2010). Serotipe 0157:H39 didapatkan dari
penderita HC, tidak memiliki stx1 atau stx2, ada yang
tidak menfermentasi sorbitol (colorless) atau yang
menfermentasi (Feng et al., 2010). Escherichia coli
0157:H16 dan O157:H12 tidak menunjukkan gejala
klinis pada manusia, tidak menfermentasi sorbitol, dan
tidak menyandi gen vt dan berbeda klaster dengan E.
coli O157:H7 yang memiliki gen vt (Nagano et al.,
2004).

Hasil identifikasi sampel susu menunjukkan 7,41%
(2/27) sampel susu terkontaminasi E. coli O157 (Tabel
2). Susu tersebut merupakan susu yang diperah
langsung dari ambing dan susu dari milkcan. Hasil
isolasi sampel lingkungan didapatkan 2% (1/50) sampel
tercemar E. coli O157 (Tabel 2). Sampel yang tercemar
adalah sampel pakan. Pada air, feses, tanah dan swab
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Tabel 1. Hasil isolasi 77 sampel susu dan lingkungan

Jumlah BGLRB? EMBP SMACE Lateks 0157 Antisera H7®
Sumber
sampel *) *) *+) *) +)
Susu dari ambing 14 14/14 (100%) 13/14 (92,9%)  6/13 (46,2%)  1/6 (16,7%) 01
Susu MC 6 6/6 (100%) 6/6 (100%) 16 (16,7%)  1/6 (100%) 01
4 4/4 (100%) 4/4 (100%) 0/4 X X
Susu CU 3 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33,3%) 0/3 X
Feses 14 14/14 (100%) 14/14 (100%)  4/14 (28,6%) 0/14 X
Tanah 1 1/1 (100%) 1/1 (100%) 0/1 X X
Air 12 12/12 (100%) 11/12 (91,7%) 1/11 (9,1%) 0/1 X
Pakan 6 6/6 (100%) 6/6 (100%) 3/6 (50%) 1/3 (33,3 %) 0/1
Swab tangan 17 17/17 (100%) 17/17 (100%)  3/17 (17,6%) 0/3 X
Total 77 77 75 19 3 0

3(+)= Media keruh, ®(+)= Koloni berwarna hijau metalik atau coklat tua, °(+)= Koloni tidak berwarna, °(+)= Terjadi aglutinasi, °(+)= Terdapat

bentukan seperti kapas pada dasar tabung, (x)= Tidak dilakukan uji

Tabel 2. Hasil identifikasi Escheriachia coli 0157:H7 pada sampel susu dan lingkungan

Sumber igmg"g BGLB EMB SMAC Antigen 0157 Antigen H7
Susu 27 27 (100%) 26 (96,3%) 8 (29,6%) 2 (7,41%) 0
Lingkungan 50 50 (100%) 49 (98%) 11 (22%) 1 (2%) 0
Total 77 77 19 3 0

tangan pemerah susu tidak ditenukan E. coli O157.
Menurut Nurwantoro dan Mulyani (2003), pencemaran
oleh bakteri E. coli dapat disebabkan Kkarena
penanganan susu yang kurang baik dan kurang aseptis,
serta lingkungan dan sanitasi yang kurang memadai.
Hal ini juga diutarakan oleh Suwito (2009), bahwa
kondisi  sanitasi pemerahan menentukan tingkat
kontaminasi. Salah satu contohnya seperti kebersihan
kandang dan kebersihan ternak sebelum diperah. Pakan
yang tercemar dapat menularkan E. coli antar sapi yang
menggunakan pakan yang sama. Penularan ini
berakibat, makin besar risiko pencemaran E. coli pada
susu. Cemaran E. coli O157:H7 pada pakan ternak
telah dilaporkan oleh berbagai peneliti. Srivastava et al.
(1971) melaporkan E. coli O157:H7 yang mencemari
pakan ternak unggas menyebabkan infeksi pada ayam
pakan yang memakannya. Breuer et al. (2001) juga
melaporkan cemaran E. coli pada Alfafa menyebabkan
infeksi pada ternak yang memakannya. Kontaminasi
pakan dapat terjadi saat pakan ditransportasikan ke
peternakan, ataupun pada saat disimpan di peternakan.
Kontaminasi pada peternakan kemungkinan berasal
dari lingkungan yang tercemar oleh feses sapi (Mead et
al., 1999).

KESIMPULAN

Hasil penelitian didapatkan bahwa tidak ada
sampel yang tercemar E. coli O157:H7. Namun pada
sampel susu (susu langsung dari ambing dan susu dari
milk can) dan pakan terdapat E. coli O157. Beberapa E.
coli 0157 bersifat patogen pada manusia, sehingga
perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mendeteksi tipe
H dari ketiga E. coli O157 tersebut.
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