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ABSTRACT

Salmonella spp. is one of the bacteria that can contaminate fresh fishery products. Diseases that can
be caused by the bacteria Salmonella spp. called salmonellosis. Salmonellosis disease can be treated
with antibiotics. However, the use of antibiotics continually raises the emergence strains of Salmonella
bacteria that are resistant to antibiotics. This study aims to determine the prevalence and number of
bacteria Salmonella spp. on fishery products as well as the resistance of Salmonella spp. to antibiotics
in Jakarta and Bogor. The number of samples fresh fishery products obtained by 45 samples consisting
of: a) 25 samples derived from traditional markets, and b) 20 samples derived from modern market.
Isolation performed with conventional method. Identification of Salmonella spp. used biochemical and
serological test. Resistance of Salmonella to antibiotics testing using disc diffusion method. The results
of the identification Salmonella spp. positive sample traditional market fresh fish as much as 9 samples
(36%), whereas the modern market by 6 positive samples contaminated with Salmonella spp. (30%).
The number of bacteria Salmonella spp. from traditional market is about: 3,0x100 — 1,1x103 APM/g;
from modern market: 3,0x100 — 2,9x102 APM/g. Based on resistance testing of Salmonella spp. to

antibiotics, this bacteria has the highest level of resistance to the antibiotic erythromycin types of 93.75%.

Keywords: Salmonella spp., fishery, isolation, enumeration, resistant, antibiotic, market, traditional, modern,

Jakarta, Bogor.

PENDAHULUAN

Ikan dan produk perikanan merupakan bahan pangan yang mudah rusak (perishable food) karena

mengandung protein dan air yang cukup tinggi. Kadar air ikan segar yang tinggi mempercepat
proses perkembangbiakan mikroorganisme pembusuk yang terdapat di dalamnya. Sehingga

perlakuan yang benar setelah ikan tertangkap berperan sangat penting. Perlakuan tersebut dapat
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dilakukan dengan penurunan suhu seperti pendinginan dan pembekuan untuk mencegah penurunan
nilai mutu ikan serta meminimalisir keberadaan bakteri patogen (Winarni et al., 2004). Salah satu
contoh bakteri yang mencemari produk perikanan ialah bakteri Salmonella. Bakteri ini merupakan
salah satu bakteri patogen yang sering menginfeksi manusia melalui makanan dan minuman
yang terkontaminasi (Brooks, 2005). Salmonella bertanggung jawab atas lebih dari 40.000 kasus
penyakit yang berhubungan dengan makanan setiap tahun. Beberapa contoh kasus produk perikanan
Indonesia terkontaminasi bakteri ini yaitu pada bulan Januari sampai April 2010 tercatat sebanyak
54%, pada bulan Mei-Agustus 2010 tercatat 80% dan bulan September-Desember 2010 sebanyak
61% produk perikanan di Indonesia mengandung bakteri patogen yang menyebabkan penolakan
impor Indonesia ke Amerika (Food and Drug Administration, 2010 dalam Rinto, 2011).

Keberadaan bakteri Salmonella spp. pada produk perikanan menunjukan adanya kontaminasi
dan kurang baiknya sistem sanitasi pada proses produksi komoditi perikanan. Menurut SNI
(2009), batasan bakteri Salmonella spp. dalam makanan yaitu 0/25g sampel, yang artinya di dalam
makanan tidak boleh mengandung bakteri Salmonella. Penyakit yang dapat diakibatkan oleh
bakteri Salmonella disebut salmonellosis. Salmonellosis tercatat sebagai penyakit akibat pangan
yang utama di dunia (CDC, 2011). Penyakit salmonellosis bersifat endemis hampir di seluruh kota
besar di wilayah Indonesia, dimana kasus salmonellosis akibat Salmonella typhi mencapai 33,1
per 1000 penduduk dengan kejadian yang sama pada semua tingkat usia. Indonesia dikatagorikan
sebagai salah satu negara dengan kejadian endemik salmonellosis tertinggi di Asia setelah Cina,
India, dan diikuti Pakistan dan Vietnam (Ochiai, 2008).

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk mengobati penyakit infeksi karena bakteri
Salmonella yaitu dengan menggunakan antibiotik yang ditujukan untuk mengurangi infeksi dan
mencegah terjadinya komplikasi yang serius (Sirinavin & Garner, 2009). Upaya yang dilakukan
untuk penanganan penyakit tersebut ternyata menimbulkan masalah baru, yaitu muncul strain
Salmonella yang resisten terhadap antibiotik. Tingkat resistensi strain bakteri Salmonella spp.
terhadap antibiotik juga telah berkembang dalam beberapa tahun terakhir, terutama terhadap
antibiotik jenis aminopenicillines, tetrasiklin, sulfonamida dan kloramfenikol (Biendo et al., 2005
dalam Bouchrif et al., 2009).

Informasi mengenai keberadaan bakteri Salmonella spp. di pasar tradisional dan modern
sangat terbatas, khususnya di wilayah Jakarta dan Bogor. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
seberapa besar prevalensi bakteri Salmonella spp. pada pasar tradisional dan modern di wilayah
Jakarta dan Bogor maka pengambilan sampel di fokuskan pada wilayah tersebut. Berdasarkan
penjelasan diatas, maka diharapkan penelitian ini mampu memberikan informasi yang terkait
Salmonella spp. pada produk perikanan segar serta sebagai base line mengenai resistensi bakteri
Salmonella spp. terhadap antibiotik.

METODOLOGI PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan dalam laboratorium Mikrobiologi Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan (BBP4BKP).
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Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-November 2014.

Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode deskriptif. Alat-alat
yang digunakan dalam penelitian ini adalah plastik steril, stomacher, timbangan, gelas ukur,
erlenmeyer, magnetic strirrer, tabung reaksi beserta rak tabung, cawan petri, mikro pipet dan tip,
pinset, gunting, bunsen, ose disposable, inkubator, autoklaf, Bio Safety Cabinet (BSC), penangas
air (water bath), vortex, timbangan analitik, refrigerator, spidol marker dan label.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel yang berasal dari produk
perikanan segar berupa ikan, udang, kerang dan cumi-cumi yang biasa dikonsumsi oleh masyarakat,
i1solat murni bakteri Salmonella typhi. medium Buffer Peptone Water (BPW), medium Rappaport-
Vassiliadis Broth (RV), medium Brilliance Salmonella Agar (BSA), medium Xylose Lysine
Deoxycholate agar (XLD), medium Triple Sugar Iron Agar (TSIA) slant, medium Tryptic Soy Agar
(TSA), larutan garam fisiologis (NaCl) 0.85%, kertas uji oxidase, rapid kit test API 20E, antisera
polivalen flagellar (H), antisera polivalen somatik (O), dan 10 jenis antibiotik.

Cara Kerja Penelitian

a. Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah hasil perikanan segar (ikan, udang,
kerang dan cumi) bernilai ekonomis penting yang berasal dari beberapa pasar tradisional dan
modern di wilayah Jakarta dan Bogor. Lokasi pengambilan sampel di Jakarta dilakukan pada empat
kotamadya yaitu Jakarta Pusat, Jakarta Timur, Jakarta Barat dan Jakarta Selatan.

Pengambilan sampel dilakukan pada waktu yang berbeda. Satu hari (pagi sampai sore)
digunakan hanya untuk mengambil sampel di pasar tradisional atau pasar modern dari salah satu
wilayah. Sampel yang diperoleh kemudian dimasukkan ke dalam plastik steril dan disimpan dalam
cool box untuk tahap pengujian selanjutnya.

b. Isolasi, Seleksi dan Identifikasi Bakteri Salmonella spp.

1. Tahap Pra-Pengkayaan

Sebanyak 25 gram sampel ditimbang ke dalam botol yang berisi 225 ml media Buffered
Peptone Water (BPW). Sampel dihomogenkan dengan stomacher selama 1 menit. Kemudian di
inkubasi pada suhu 35°C £ 1°C selama 24 jam. Adanya pertumbuhan ditandai dengan kekeruhan
dan bau yang khas (Feng, 2007).

2. Tahap Pengkayaan

Sebanyak 0.1 ml BPW yang telah di inkubasi dimasukkan ke dalam 10 ml media RV. Proses
inkubasi pada media RV dilakukan dalam waterbath yang bersuhu 42°C £ 1°C selama 24 jam + 2
jam. (Feng, 2007).

3. Seleksi pada Media Selektif
Sebanyak 1 ose bakteri dari media RV diinokulasikan pada media XLD dan BSA dengan
metode streak plate. Proses inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 24 jam + 2 jam. Bakteri
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yang tumbuh dan diduga Salmonella spp. pada medium XLD memiliki ciri-ciri koloni berwarna
merah muda dengan atau tanpa titik hitam atau terlihat hampir seluruh koloni hitam. Sedangkan
pada media BSA, bakteri terduga Salmonella spp. berwarna ungu (Feng, 2007).

4. ldentifikasi Bakteri Salmonella spp.

5. ldentifikasi Secara Biokimia
Koloni tipikal bakteri Salmonella spp. di gores ke dalam media TSIA miring dan di inkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam + 2 jam. Perubahan pada kedua medium diamati dengan karakteristik
yang tertera pada tabel 1. Proses identifikasi dilakukan dengan menggunakan kit API 20E (Feng,
2007).
Tabel 1. Karakteristik biokimia yang terbentuk dalam media TSIA

Bagian media
No Karakteristik Lereng media 3
Diaszar Media
1 Fermentasi glukosa Merah Funing
Fermnentasi sukrosa ] :
B dan atau laktosa Kuning Kuning
3 Gas (H:5) - Hitan

Heterangan: Reasksi tipiksl Salmonals spp. ditunjukkan ketiks madis TS1A beravamns
mersh pads bagisn lereng dan bervarns kuning pads bagian dasar medis dengan atae

tanps gas (HaSh
¥ ¥
Wad 055 % + Polivalan O+ 1 Nad 085% + Polivalsn H+1
052 Daiian J52 naiian

Gambar 1. Tata letak uji serologi dengan antisera polivalen O dan H.

6. Identifikasi Secara Serologi

Identifikasi secara serologi dilakukan dengan menggunakan polivalen somatik (O) dan
flagelar (H) (Feng, 2007). Hasil positif ditandai dengan adanya gumpalan (seperti pasir) berwarna
putih pada suspensi. Ilustrasi uji serologi dapat dilihat pada Gambar 1.

c. Enumerasi Bakteri Salmonella spp.

Metode enumerasi atau perhitungan jumlah Salmonella spp. dalam sampel hasil perikanan
dilakukan menggunakan metode Most Probable Number (MPN). Tingkat pengenceran yang
digunakan pada media BPW yaitu sampai dengan 10-3 untuk sampel yang berasal dari pasar
tradisional maupun modern dengan menggunakan seri 3 tabung. Kemudian dilakukan tahap uji
biokimia awal dalam media TSIA dan hasil dari media tersebut dicocokkan dengan tabel MPN
sebagai hasil dari enumerasi (Nillian et al., 2011; Feng, 2007).

d. Uji Resistensi Salmonella spp. terhadap Antibiotik
Pengujian resistensi antibiotik pada bakteri Salmonella spp. dilakukan berdasarkan metode
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Tabel 2. Karakteristik Diameter Standar Sensitifitas Antibiotik
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012)

Mo | Jenis Antibiotik g;’fr':m )
Susceptible | Intermediate | Resistant
1 Amcxicillin—clavulanic 20 ug =18 14-17 <13
acid
2 Ciprofloxacin Sug =21 16-20 =15
3 Gentamycin 10pg =15 13-14 =12
4 Tetracycline 30pg =15 12-14 =11
5 Chloramphenicole 30pg =18 1317 =12
B Streptomycin 10pg =15 12-14 =11
T Doxycycline 30upg =14 11-13 =10
8 Malidixic-acid 30pg =19 14-18 =13
9 Erythromycin 15ug =23 14-22 =13
10 Oxytetracycline 30upg =15 12-14 =11

Tabel 3. Hasil perikanan yang diperoleh dari pasar tradisional dan modern di wilayah Jakarta dan Bogor

Mo | Lokasi Pasar Tradisional Pasar Modern
1 Jakarta Pusat Ikan bawsl Ikan mujair
2 Ikan tenggin Ikan tuna
3 Udang kupas
4 Jakarta Timur Kerang Ikan bandeng
5 Udang pancet Udang vaname
6 Udang windu Cumi-cummi
T Ikan tongkaol
8 |kan tersegar
8 Jakarts Barat Ikan kerspu Ikan kerapu
10 Ikan patin Ikan tenggir
11 Ikan nila Ikan salmon
12 |kan selar
13 Jakarts Selatan Kerang Udang pancet
14 Curni-cumi Ikan bawal
15 Ikan tuna Ikan kembung
16 Ikan kembung Kerang
T Bogor |kan salar Ikan tenggir
18 Udang windu laut Udang peci
15 Udang windu Udang windu
20 Udang peci Udang kupas
21 Cumi-cumi Udang pancet
22 Ikan kuro Udang vaname
23 Ikan tongkaol Cumi-cummi
24 Kerang
25 Ikan kembung
26 Udang api
Total 25 sampel 20 sampel
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standar sensitifitas yang berasal dari National Community for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS), yaitu metode cakram difusi Kirby Bauer. Media yang digunakan adalah agar Mueller-
Hinton. Sebanyak 10 jenis antibiotik digunakan untuk menguji resistensi bakteri Salmonella spp.
yaitu: amoxicillin-clavulanic acid 25 pg, ciprofloxacin 5 pg, gentamycin 10 pg, tetracycline 30 pg,
chloramphenicole 30pg, streptomycin 10pug, doxycycline 30ug, nalidixic-acid 30ug, erythromycin
15ng, oxytetracycline 30pg.

Sebelum dilakukan uji resistensi antibiotik, bakteri Salmonella spp. dibuat suspensi
menggunakan garam fisiologis 0.85% sesuai standar McFarland 0,5. Selanjutnya suspensi standar
bakteri tersebut dimasukkan ke dalam cawan petri dengan metode pour plate. Proses inkubasi
dilakukan selama 16-18 jam pada suhu 35°C (Cavalieri et al., 2005). Terbentuknya zona bening pada
media menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan bakteri oleh antibiotik yang diberikan.
Diameter zona bening yang terlihat pada media diukur menggunakan Automatic Colony Counter
tipe Scan 1200. Penentuan tingkat resistensi bakteri terhadap antibiotik dicocokkan sesuai dengan
tabel diameter standar sensitifitas antibiotik (Tabel 2).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi, Identifikasi, dan Enumerasi Bakteri Salmonella spp. dari Sampel Perikanan Segar di
Wilayah Jakarta dan Bogor

Total sampel hasil perikanan segar yang di ambil dari pasar tradisional dan modern di wilayah
Jakarta dan Bogor sebanyak 45 sampel dengan rincian sebagai berikut: 1) sampel pasar tradisional:
25 sampel yang terdiri atas 10 sampel berasal dari Bogor dan 15 sampel berasal dari Jakarta. 2)
sampel pasar modern: 20 sampel yang terdiri dari 7 sampel berasal dari Bogor dan 13 sampel dari
Jakarta.

Tabel 4. Persentase hasil isolasi sampai identifikasi pada pasar tradisional

Asal Sampel Jumlah Isolasi & Seleksi Konfirmasi
sampel | XLD BSA TSIA | API20E
Jakarta & Bogor | 25 100% | 100% | 100% | 36%

Sampel yang digunakan untuk uji Salmonella spp. merupakan jenis sampel yang bernilai
ekonomis penting atau hasil perikanan yang umum dikonsumsi oleh masyarakat. Setiap sampel
yang diperoleh sebanyak +500gr. Bagian dari sampel yang diambil untuk pengujian Salmonella

B Salmanella spp. positif

B Salmanella spp. negatif

Gambar 2. Prevalensi Salmonella spp. pada pasar tradisional di wilayah Jakarta dan Bogor
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spp. yaitu bagian yang dapat dimakan (edible portion). Jenis hasil perikanan yang diperoleh dari
masing-masing pasar adalah sebagai berikut (Tabel 3).

1.Prevalensi dan Enumerasi Salmonella spp. pada Pasar Tradisional

Tabel 4 menjelaskan bahwa hasil isolasi dan seleksi pada sampel memberikan nilai 100%,
artinya semua sampel yang diujikan tipikal bakteri Salmonella spp. namun setelah diuji lanjut
secara biokimia menggunakan kit API 20E, dari 25 sampel hanya 9 sampel positif Salmonella spp.
Berdasarkan perhitungan prevalensi, maka didapatkan persentase kontaminasi sebesar 36% dari
25 sampel yang dapat dilihat pada grafik berikut (Gambar 2). Jumlah bakteri Salmonella spp. pada
sampel perikanan segar dari pasar tradisonal yaitu berkisar 3,0 x 100 — 1,1 x 103 APM/g.

Tabel 5. Persentase hasil isolasi sampai identifikasi pada pasar modern

Asal Sampel Jumlah Isolasi & Seleksi | Konfirmasi
P Sampel XLD BSA | TSIA [ API20E
Jakarta & Bogor | 20 100% 100% 100% | 30%

2 Prevalensi dan Enumerasi Salmonella spp. pada Pasar Modern
Persentase hasil isolasi sampai dengan identifikasi Salmonella spp. dapat dilihat pada tabel
berikut:

Tabel 5 menjelaskan bahwa hasil isolasi dan seleksi pada sampel memberikan nilai 100%,
artinya semua sampel yang diujikan tipikal bakteri Salmonella spp. namun setelah diuji lanjut
secara biokimia menggunakan kit API 20E, dari 20 sampel hanya 6 sampel positif Salmonella spp.
Berdasarkan perhitungan prevalensi, maka didapatkan persentase kontaminasi sebesar 30% dari
20 sampel yang dapat dilihat pada grafik berikut (Gambar 3). Jumlah bakteri Salmonella spp. pada
sampel perikanan segar dari pasar tradisonal yaitu berkisar 3,0 x 100 — 2,9 x 102 APM/g.

Secara keseluruhan, sebanyak 45 sampel hasil perikanan yang diujikan menghasikan 15
sampel positif Salmonella spp. Berdasarkan perhitungan prevalensi, maka didapatkan persentase
kontaminasi total sebesar 33%, yang dapat dilihat pada grafik berikut (Gambar 4).

m Salmonella spp. positif

m Salmonella spp. negatif

Gambar 3. Prevalensi Salmonella spp. pada pasar modern di wilayah Jakarta dan Bogor

Resistensi Bakteri Salmonella spp. terhadap Antibiotik

Sebanyak 15 sampel positif Salmonella spp. dari sampel dan 1 isolat murni Salmonella typhi
diuji resistensinya dengan 10 macam antibiotik. Diameter yang terbentuk dari setiap antibiotik pada
sampel positif Salmonella spp. dan kontrol dikelompokkan sesuai dengan standar NCCLS. Berikut
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ini akan disajikan gambar hasil persentase dari hasil pengelompokan kemampuan antibiotik dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella spp. Bakteri Salmonella spp. positif dari sampel
perikanan segar memiliki tingkat resistensi tertinggi terhadap antibiotik jenis erythromycin yaitu
dengan nilai 93,75% atau sebanyak 15 isolat Salmonella spp. resisten terhadap erythromycin,
selanjutnya sebanyak 5 isolat Salmonella spp. juga resisten terhadap antibiotik amoxicilin-
clavulanic acid (31,25%), sebanyak 2 isolat resisten terhadap tetracycline (12,50%), 1 isolat resisten
doxycycline dan nalidixic acid (6,25%). Selain kategori resisten, berdasarkan grafik diatas dapat
dilihat semua isolat positif Salmonella spp. memiliki tingkat sensitif/ kerentanan tertinggi terhadap
antibiotik jenis oxytetracycline dengan nilai 100%.

B Salmonella spp. positif

B Salmonella spp. negatif

Gambar 4. Prevalensi total bakteri Salmonella spp. yang teridentifikasi dari hasil perikanan segar
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Gambar 5. Hasil Uji Resistensi 15 Isolat Salmonella spp. dari Sampel Perikanan Segar terhadap 10 Jenis
Antibiotik

Tingkat kerentanan bakteri Salmonella spp. selanjutnya yaitu sebanyak 15 isolat Salmonella
spp. rentan pada antibiotik jenis gentamycin (93,75%), 14 isolat rentan terhadap nalidixic acid dan
tetracycline (87,5%), 13 isolat rentan terhadap doxycycline dan chloramphenicol (81,25%), 11
isolat terhadap amoxicilin-clavulanic acid (68,75%), 9 isolat rentan terhadap streptomycin (56,25%)
dan yang terakhir 5 isolat rentan terhadap ciprofloxacin (31,25%). Zona hambat yang dihasilkan
dari masing-masing antibiotik dapat menjadi data untuk mengelompokan sampel Salmonella spp.
yang positif dengan katagori Multi Drug Resistant (MDR). Berikut ini merupakan tabel hasil jenis
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sampel Salmonella spp. positif dengan katagori MDR.

Berdasarkan tabel 6 dapat dilihat bahwa sampel positif Salmonella spp. dengan kode MCKr
dan MY Ti resisten pada lebih dari satu jenis antibiotik. Serovar yang dimiliki dari ke-empat sampel
ini berdasarkan uji serologi yaitu: MCKr merupakan jenis Salmonella spp. dengan tipe O, dan
MYTi merupakan jenis Salmonella spp. dengan tipe H.

Tabel 6. Isolat Salmonella spp. positif dari sampel perikanan dengan kategori Multi Drug Resistant

Mo | Kode sampel | Jenis antibiotik

1 | MCKr Tetracycline, Erythromycin, Malidixic Acid, Amaozcilin
2 | MYTI Doxycydline, Tetracycline, Erythromycin dan Amaoxicilin
PEMBAHASAN

Isolasi, Identifikasi dan Enumerasi Bakteri Salmonella spp. dari Sampel Hasil Perikanan di
Wilayah Jakarta dan Bogor

Penentuan jenis sampel dari setiap pasar didasarkan pada jenis sampel yang sering dikonsumsi
oleh masyarakat. Metode isolasi bakteri Salmonella yang dilakukan menggunakan metode biakan
konvensional yang mengacu pada Bacteriological Analytical Manual (BAM) dimulai dari tahap
pra-pengkayaan, pengkayaan, seleksi pada media agar selektif dan yang terakhir konfirmasi secara
biokimia dan serologi.

Gambar 6. Koloni tipikal Salmonella spp. yang berasal dari salah satu sampel hasil perikanan:
a) pada medium BSA dan b) pada medium XLD

Tujuan dari langkah pra-pengkayaan adalah untuk memperbanyak serta memperbaiki sel
bakteri Salmonella spp. yang mungkin rusak akibat proses produksi seperti pendinginan, pemanasan
dan lain-lain. Menurut Sandel et al. (2003); Gracias & McKillip (2004) tahap pra-pengkayaan
membantu dalam mengurangi tingkat kematian sel bakteri Salmonella spp. akibat pemanasan,
pendinginan, pengeringan dan tekanan osmotik selama proses penanganan sampel.

Seleksi awal bakteri Salmonella spp. dilakukan dengan menggunakan dua jenis medium
selektif yaitu Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) dan medium Brilliance Salmonella Agar
(BSA). Kedua medium tersebut merupakan jenis media yang selektif, sehingga mampu menekan
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pertumbuhan bakteri lain yang mungkin tumbuh dalam medium. Kandungan nutrisi yang ada dalam
kedua medium ini berbeda-beda namun keduanya memiliki kemampuan selektifitas yang sama
sehingga dua medium ini digunakan untuk perbandingan hasil dari koloni yang tumbuh dalam
medium.

Menurut Hyatt & Weese (2004), berbagai macam media untuk pengujian bakteri Salmonella
saat ini bermacam-macam, yang bertujuan untuk pebandingan koloni yang tumbuh dari masing-
masing medium. Medium XLD memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri
gram positif karena memiliki kandungan sodium deoxycholate, dan mengandung tiosulfat sebagai
indikator H2S yang terlihat pada koloni yang tumbuh dalam media XLD. Media BSA mengandung
enzim caprylate esterase yang berfungsi untuk melisiskan kromofor sehingga koloni tipikal bakteri
Salmonella berwarna ungu. Berikut ini merupakan gambar dari koloni tipikal Salmonella spp. yang
tumbuh dalam medium BSA dan XLD.

Gambar 7. Hasil positif Salmonella spp. dari sampel kerang hijau menggunakan kit API 20E.

Identifikasi bakteri Salmonella spp. dilakukan secara biokimia dan serologi. Uji biokimia
awal dilakukan dengan menggunakan media Triple Sugar Iron Agar, yang kemudian dilanjutkan
dengan rapid kit test API 20E. Pemilihan metode identifikasi dengan menggunakan kit API 20E
karena metode ini cepat dan mudah untuk dilakukan. Selain ditemukan bakteri Salmonella,
dengan menggunakan kit API 20E juga teridentifikasi lima spesies bakteri yang sering muncul
pada sampel perikanan (Tabel 5). Kelima jenis bakteri ini terdiri dari 4 spesies kelompok famili
Enterobacteriaceae dan 1 spesies bakteri gram negatif. Hal ini dapat terjadi karena kit API 20E
merupakan kit standar yang digunakan untuk identifikasi bakteri Salmonella, bakteri dari famili
Enterobacteriaceae dan bakteri gram negatif. Microtube strip API 20E memberikan hasil ketika
suspensi bakteri mampu memfermentasi berbagai macam karbohidrat secara enzimatis.

Gambar 8. Kondisi pasar : a. tradisional ; b. modern
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Identifikasi dengan menggunakan metode kit API 20E merupakan metode standar yang sering
dilakukan untuk mengidentifikasi bakteri yang termasuk dalam famili Enterobacteriaceae, gram
negatif, dan bakteri non-fastidious (Nucera et al., 2006). Empat bakteri (Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Enterobacter cloaceae dan Enterobacter sakazakii) merupakan jenis bakteri
dari famili Enterobacteriaceae dan satu jenis bakteri yaitu Pseudomonas aeruginosa merupakan
bakteri gram negatif (Baylis et al., 2011; Franzetti & Mauro, 2007). Oleh karena itu, kelima bakteri
tersebut dapat teridentifikasi pada kit API 20E karena kit API 20E bisa mengidentifikasi bakteri dari
famili Enterobacteriaceae dan bakteri gram negatif. Keuntungan dari identifikasi menggunakan kit
API 20E yaitu karena tidak membutuhkan waktu yang lama dan mudah untuk dilakukan, namun
diperlukan biaya yang tidak sedikit untuk melakukan identifikasi dengan kit ini jika dibandingkan
dengan identifikasi secara biokimia standar lainnya (Hendriksen, 2003). Gambar hasil identifikasi
menggunakan kit API 20E dapat dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7 memperlihatkan reaksi biokimia yang memberikan hasil identifikasi positif
Salmonella spp. dari sampel kerang hijau menggunakan kit API 20E. Menurut Imen et al. (2012)
kit API 20E mengandung substrat kering yang akan menunjukkan hasil dari aktivitas enzimatis
beberapa jenis asam amino dan fermentasi karbohidrat. Hasil identifikasi diperoleh berdasarkan
profil numerik yang terbagi dari 3 kategori angka yaitu 1, 2 dan 4. Angka positif yang dihasilkan
kemudian dijumlahkan dan dimasukkan kedalam software API 20E. Sampel yang memberikan
hasil positif Salmonella dengan probabilitas >89% dapat dikonfirmasi sebagai Salmonella spp.

Identifikasi secara serologi dilakukan untuk memperkuat hasil identifikasi secara biokimia.
Polivalen O dan H digunakan untuk dapat memastikan spesies yang teridentifikasi merupakan
benar Salmonella spp. berdasarkan indikasi dari penggumpalan yang terjadi pada suspensi.
Menurut Oxoid (2013) karakteristik antigen merupakan salah satu karakter unggul yang dimiliki
oleh bakteri Salmonella spp. Polivalen antiserum dapat digunakan sebagai tahap pertama dalam
identifikasi Salmonella spp. secara menyeluruh. Hasil positif dengan penggumpalan pada kedua
jenis polivalen dan atau salah satu dari mereka dapat dipastikan positif Salmonella spp. sehingga
bisa memasuki tahap identifikasi lebih lanjut.

Prevalensi dan Enumerasi Bakteri Salmonella spp. dari Pasar Tradisional dan Modern

Berdasarkan hasil identifikasi, didapatkan prevalensi Salmonella spp. pada produk perikanan
segar dari pasar tradisional sebesar 36% dengan jumlah Salmonella berkisar 3,0 x 100 — 2,1 x 103
APM/g, sedangkan dari pasar modern sebesar 30% dengan jumlah 3,0 x 100 — 2,9 x 102 APM/g.
Jumlah bakteri Salmonella spp. yang diperoleh dari sampel perikanan cukup banyak dan tidak
sesuai dengan kriteria SNI. Hasil tersebut juga menunjukkan prevalensi dan jumlah Salmonella
spp. lebih tinggi pada pasar tradisional dibandingkan dengan pasar modern. Pasar tradisional
memiliki prevalensi dan jumlah Salmonella yang lebih tinggi dibandingkan pasar modern diduga
karena kondisi pada pasar tradisional kurang memiliki sanitasi yang baik sedangkan pada pasar
modern memiliki sanitasi yang baik. Pasar modern memiliki tempat penjualan ikan yang bersih,
serta peletakan dari masing-masing jenis ikan secara terpisah dan menggunakan es batu. Kondisi
dari pasar tradisional dan modern dapat dilihat pada gambar berikut:

Menurut Aziz (2009) secara umum sanitasi dan prosedur penanganan di pasar modern lebih
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baik dan terstandar. Kontaminasi Salmonella spp. pada hasil perikanan di pasar tradisional lebih
tinggi dapat disebabkan karena cara penanganan ikan pada pasar tradisional yaitu ikan diletakkan
di atas alas yang terbuat dari keramik atau plastik. Keadaan yang demikian membuat air yang
digunakan untuk mencuci ikan tidak terbuang sepenuhnya melainkan tergenang diatas keramik
itu. Swastawati (2001) dalam Nastiti (2006) mengatakan bahwa pencucian ikan bertujuan untuk
membebaskan ikan dari bakteri. Air yang dipakai untuk mencuci harus berasal dari air bersih dan
bisa juga dengan air dingin. Usahakan dalam pencucian air yang digunakan mengalir sehingga air
sisa pencucian membawa kotoran dan bakteri pembusuk tidak menggenang.

Rene et al. (2014) mengatakan bahwa pedagang ikan di pasar tradisional terkadang dekat
dengan tempat sampah. Lalat dan hewan insekta lainnya berpindah-pindah tempat dari tempat
sampah ke produk perikanan yang dijual. Hal ini menyebabkan penyebaran mikroorganisme,
khususnya Salmonella.

Secara keseluruhan, prevalensi total bakteri Salmonella spp. yang dihasilkan dari sampel
produk perikanan segar pada pasar tradisional dan modern sebesar 33%. Kontaminasi tersebut
mungkin terjadi karena masyarakat khususnya nelayan masih memiliki pengetahuan yang minim
mengenai bahaya mikroorganisme dalam pangan sehingga dalam proses penangkapan ikan sampai
dengan distribusi produk perikanan tidak sesuai dengan standar mikrobiologi. Kontaminasi silang
dengan tempat penyimpanan ikan dan mutu kesegaran yang dimiliki oleh ikan juga bisa menjadi
faktor kontaminasi.

Aziz (2009) menjelaskan bahwa mutu kesegaran ikan dapat mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme. Terdapat tiga faktor yang menyebabkan turunnya mutu ikan segar, yaitu cara
penangkapan, faktor biologis, dan cara penanganan. Menurut Sanger (2010) pola dan laju
penurunan mutu ikan sangat dipengaruhi oleh keadaan temperatur. Semakin tinggi suhu, semakin
cepat penurunan mutu kesegaran ikan.

Menurut Popovic et al. (2010) manajemen resiko mengenai keseluruhan proses pangan
harus diperhatikan mulai dari produksi sampai konsumsi. Proses pengelolaan produk perikanan
harus didasarkan pada pengetahuan ilmiah secara mikrobiologi dan pemahaman mengenai proses
produksi, teknologi yang digunakan untuk pengolahan, penanganan dalam memasak, penyimpanan,
transportasi dan lain-lain. Kehadiran Salmonella spp. pada produk perikanan segar dianggap
memiliki standar higienitas yang minim selama proses pengolahan.

Beberapa penelitian lain mengenai prevalensi bakteri Salmonella spp. pada produk perikanan
juga telah dilakukan yaitu pada penelitian Iyer dan Shrivastava (1989) kontaminasi Salmonella
spp. pada udang tanpa kepala 10%, 14% pada udang kupas, 17% pada lobster, 14% pada cumi-
cumi, 25% pada ikan lele, dan 20% dalam ikan sarden. Kumar et al. (2007) dan Robin et al. (2007)
juga melaporkan bahwa di India dan Malaysia prevalensi Salmonella tertinggi terdapat pada ikan
dan krustasean.

Resistensi Bakteri Salmonella spp. terhadap Antibiotik
Jenis antibiotik yang digunakan untuk uji resistensi bakteri Salmonella spp. terhadap antibiotik
yaitu sebanyak sepuluh jenis, diantaranya: tetracycline, doxycycline, oxytetracycline, ciprofloxacin,
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erythromycin, chloramphenicol, amoxicillin clavulanic-acid, gentamycin, streptomycin, dan
nalidixic acid. Sepuluh jenis antibiotik tersebut merupakan jenis-jenis antibiotik yang umum
digunakan secara medis untuk pengobatan penyakit salmonellosis. Menurut Sirinavin & Garner
(2009) antibiotik yang memiliki daya serap yang baik terhadap sel bakteri seperti amoxycilin,
chloramphenicol, tetracycline, ampicillin, golongan floroquinolone (ciprofloxacin) juga biasa
digunakan untuk mengobati penyakit yang disebabkan oleh Salmonella spp.

Selain jenis antibiotik tersebut, menurut Crump et al. (2011) antibiotik yang biasa digunakan
untuk pengobatan demam tifoid secara medis dan sesuai prosedur yaitu antibiotik ampicillin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, atau chloramphenicol namun, karena munculnya strain Salmonella
yang resisten terhadap antibiotik tersebut, maka penggunaan antibiotik tersebut diganti dengan
jenis quinolone (nalidixic acid), macrolide (erythromycin) dan third-generation cephalosporin.
Kemudian menurut Maurin & Raoult (2001); Anonim (2005) antibiotik dalam kelompok
aminoglycoside (gentamycin, amikacin, dan streptomycin) juga digunakan untuk pengobatan
penyakit salmonellosis.

Metode wuji resistensi bakteri Salmonella spp. terhadap antibiotik dilakukan dengan
menggunakan metode difusi cakram. Kelebihan dari metode ini adalah karena mudah, cepat, dan
efisien karena dapat menggunakan beberapa jenis antibiotik yang dalam satu cawan petri. Resistensi
atau sensitifitas dari bakteri patogen yang digunakan dalam uji antibiotik dapat diketahui dengan
metode difusi cakram.

Menurut Cavalieri et al. (2005) metode difusi cakram merupakan jenis metode yang paling
sering digunakan untuk pengujian sensitifitas antimikroba dibandingkan dengan dua metode
pengujian lainnya. Metode ini paling banyak digunakan karena murah dan mudah dilakukan, namun
memiliki kekurangan yaitu tidak dapat menentukan nilai minimum konsentrasi penghambatan
(MIC).

Proses difusi bekerja ketika kertas cakram antibiotik ditempatkan diatas media Mueller Hinton
Agar (MHA), dengan proses difusi dimulai dari kertas cakram ke dalam agar (Hendriksen, 2002).
Kelarutan senyawa di dalam agar akan menentukan ukuran area resapan senyawa antibiotik di
sekitar cakram atau yang disebut dengan zona hambat. Terbentuknya zona hambat dalam agar MHA
menunjukkan bahwa senyawa antibiotik mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen.

Suspensi bakteri yang digunakan untuk pengujian aktivitas antibiotik disesuaikan dengan
tingkat kekeruhan McFarland 0,5. Pembuatan suspensi bakteri dilakukan menggunakan garam
fisiologis berkonsentrasi 0.85%. Konsentrasi tersebut dibuat untuk menyeimbangkan kondisi di
dalam sel bakteri. Menurut Skipor (2012), kebanyakan bakteri hidup dengan kondisi hipotonik
atau kandungan air di luar sel jauh lebih tinggi dibandingkan di dalam sel. Namun demikian, jika
konsentrasi garam dinaikkan maka air yang ada di dalam sel akan bergerak keluar sel, seandainya
hal ini terjadi maka akan berakibat sel bakteri mengalami kekeringan yang pada akhirnya akan
membunuh sel bakteri. Sehingga dengan konsentrasi garam 0,85% bakteri akan tetap hidup.

Hasil dari uji resistensi menunjukkan bahwa isolat Salmonella spp. positif dari produk
perikanan segar memiliki tingkat resisitensi tertinggi terhadap antibiotik jenis erythromycin dengan
persentase sebesar 93,75%. Sebanyak empat isolat Salmonella spp. dari sampel, selain memberikan
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hasil resisten terhadap antibiotik erythromycin juga resisten terhadap antibiotik jenis nalidixic acid,
doxycycline, tetracycline dan amoxicillin clavulanic-acid, sehingga 4 isolat ini termasuk isolat
yang dapat dikategorikan Multi Drug Resistant (MDR).

Bakteri gram negatif termasuk Salmonella mempunyai kemampuan multi drug effluks jika
didapati senyawa antibiotik masuk ke dalam sel, selain itu bakteri gram negatif memiliki barrier
pada membran luar sehingga senyawa antibiotik tidak dapat dengan mudah masuk ke dalam sel.
Antibiotik erythromycin merupakan antibiotik dengan kategori spektrum hambat sempit yang
hanya mampu menghambat bakteri gram positif.

Kategori Multi Drug Resistant pada bakteri di definisikan sebagai bakteri yang resisten
terhadap 3 atau lebih jenis antibiotik (Magiorakos et al., 2011). Menurut Nikaido (1996);
Braoudaki & Anthony (2004) bakteri Salmonella spp. merupakan jenis bakteri gram negatif yang
memiliki kemampuan multi drug effluks atau mampu memompa keluar beberapa macam jenis
antibiotik lebih cepat sebelum memasuki sel. Jenis antibiotik tersebut ialah B-laktam, tetracycline,
chloramphenicol, dan floroquinolone. Faktor lain yang mencegah antibiotik untuk masuk yaitu
karena bakteri dari famili Enterobacteriaceae merupakan jenis bakteri yang resisten terhadap jenis
penghambat lipofilik dan ampifilik. Antibiotik erythromycin merupakan jenis antibiotik lipofilik
sehingga erythromycin tidak dapat masuk ke dalam sel.

Karakteristik lain dari antibiotik erythromycin yaitu erythromycin merupakan antibiotik
dengan kategori antibiotik spektrum hambat yang sempit atau erythromycin hanya mampu bekerja
padamikroba gram positif (Emaliah etal.,2013). Antibiotik erythromycin tidak mampu menghambat
pada bakteri gram negatif karena dinding sel bakteri gram negatif memiliki lapisan hidrofobik yang
lebih tebal sehingga antibiotik erythromycin tidak dapat masuk ke dalam membran luar dan dalam
dari dinding sel bakteri gram negatif (Anonim, 2007).

Hasil yang didapatkan pada penelitian ini serupa dengan hasil yang didapat dari penelitian
Broughton & Walker (2009) di Cina bahwa Salmonella hasil isolasi dari ikan memiliki tingkat
resistensi pada antibotik jenis erythromycin sebesar 100%, cotrimoxazole (20%), gentamycin
(20%), nalidixic acid (40%), penicillin (100%), streptomycin (20%), sulfanomides (40%),
tetracycline (40%) dan trimethoprim (20%). Berdasarkan data dari penelitian tersebut dapat dilihat
bahwa antibiotik bakteri Salmonella spp. memiliki tingkat resistensi tertinggi pada antibiotik
erythromycin dan bakteri ini sudah masuk dalam kategori Multi Drug Resistant.

KESIMPULAN

1. Prevalensi bakteri Salmonella spp. dari hasil perikanan pada pasar tradisional dan modern di
wilayah Jakarta dan Bogor sebesar 33% dari total 45 sampel.

2. Pasar tradisional memiliki tingkat prevalensi Salmonella spp. yang lebih tinggi dari pasar
modern.

3. Bakteri Salmonella spp. memiliki tingkat resistensi tertinggi terhadap antibiotik jenis
erythromycin sebesar 93,75%.

4. Terdapat 2 isolat positif Salmonella spp. dari sampel perikanan segar merupakan isolat
Salmonella spp. yang Multidrug Resistant (MDR) terhadap antibiotik
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jenis: amoxicillin-clavulanic acid, erythromycin, nalidixic acid, doxycycline, dan tetracycline.

SARAN

Saran untuk penelitian ini adalah perlu dilakukan tahap penelitian lebih lanjut terkait
identifikasi bakteri Salmonella spp. hingga tingkat spesies dengan cara serotyping, sehingga dapat
diketahui spesies Salmonella yang resisten terhadap beberapa jenis antibiotik yang digunakan.
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