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INTISARI

Penelitian bertujuan untuk mendeteksi adanya bakteri Escherichia coli O157 pada air minum kemasan, air
minum isi ulang, dan air sumur di Kelurahan Sekaran Gunungpati Semarang. Sampel yang diambil
sebanyak 20 sampel yang terdiri atas 4 merk air minum kemasan, 8 sampel air minum isi ulang, dan 8
sampel air sumur. Penelitian diawali dengan tahap isolasi E. coli pada medium Eosin Methylen Blue Agar
(EMBA), yang dilanjutkan ke medium Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) untuk identifikasi E. coli 0157
dilanjutkan uji lateks aglutinasi (OXOID) dan diakhiri dengan uji konfirmasi gen rfbE menggunakan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). Hasil penelitian menunjukkan 8 sampel yang positif E. coli pada
medium SMAC menunjukkan positif E. coli O157 (colorless). Uji lateks aglutinasi juga menunjukkan 8
sampel positif E. coli O157 seperti kontrol ATCC 43894. E. coli ATCC 43894 dan 8 sampel E. coli dari
berbagai air minum di Kelurahan Sekaran Gunungpati Semarang menunjukkan positif E. coli O157.

Kata kunci: Escherichia coli 0157, rfbE, air minum kemasan, air minum isi ulang, air sumur

ABSTRACT

The aim of this study was to detect Escherichia coli O157 in drinking waters at Sekaran, Gunungpati
Semarang. Twenty (20) water samples consisted of four bottled water, eight refilled water, and eight well
water was collected. In this study the bacteria were isolated in Eosin Methylen Blue Agar (EMBA) medium,
followed by screening for Escherichia coli O157 in a selective medium of Sorbitol MacConkey Agar
(SMAC), confirmation of 0157 was conducted by applying O157 latex agglutination test and Polymerase
chain reaction on rfbE gene. The result showed that 8 samples were found to be positive containing E. coli
0157 as indicated by colorless colonies on SMAC medium. O157 latex aglutination test showed that 8
samples were confirmed positive to contain E. coli 0157, which was similar to the results shown by control
ATCC 43894.

Keywords: Escherichia coli 0157, rfbE, bottled water, refilled water, well water

PENDAHULUAN lama semakin meningkat seiring keperluan dan

Air merupakan materi yang sangat penting taraf kehidupan penduduk. Industri air minum
dalam kehidupan tumbuhan, hewan, dan manusia. kemasan berkembang sangat pesat di Indonesia,
Kebutuhan air bersih terutama air minum semakin karena semakin banyak minat masyarakat
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terhadap air minum kemasan. Hal itu mendorong
pertumbuhan industri air minum kemasan buatan
Indonesia yang ada di pasaran. Konsumen lebih
memilih air minum kemasan karena dianggap
memiliki kualitas dan mutu yang lebih baik
daripada air minum isi ulang. Harga air minum
kemasan relatif lebih tinggi dibandingkan air
minum isi ulang, tetapi daya beli masyarakat pada
air minum kemasan tetap tinggi. Hal ini terbukti
dalam kurun waktu sepuluh tahun, produk air
minum dalam kemasan buatan Indonesia
berkembang pesat (Waluyo, 2009).

Air minum isi ulang saat ini juga berkembang
pesat, karena kebutuhan air minum instan
dibutuhkan untuk rumah tangga dan gerai dengan
harga yang terjangkau. Disisi lain harga air
minum isi ulang ini lebih murah, karena biaya
lebih efisien (Kandou, 2009). Air minum isi
ulang relatif murah, efisien, mudah diperoleh
sehingga banyak masyarakat yang lebih memilih
air minum isi ulang.

Produk air minum kemasan dan isi ulang di
Indonesia  berkembang  pesat  sehingga
menimbulkan permasalahan tentang mutu dan
kualitas air minum yang aman untuk dikonsumsi.
Hasil penelitian menyebutkan bahwa 8,33%
sampel air minum kemasan dan 25% air minum
isi ulang di Makassar terkontaminasi Escherichia
coli 0157 (Kandou, 2009). Di Kecamatan Bungus
Padang menunjukkan bahwa 55,6% depo air
minum menghasilkan air minum dengan kualitas
yang tidak memenuhi persyaratan mikrobiologi
yang ditetapkan pemerintah (Wandrivel et al.,
2012).

Air yang layak diminum harus memenuhi tiga
persyaratan kelayakan dari segi fisik, kimia dan
mikrobiologis. Syarat air minum harus aman
diminum artinya bebas mikroba patogen dan zat
berbahaya serta diterima dari segi warna, rasa,
bau dan kekeruhannya (Soemirat, 2004). Standar
kandungan bakteri koliform dalam air minum
adalah 0 per 100 ml.

Escherichia coli (E. coli) pada produk air
minum merupakan indikasi adanya kontaminasi
(Odonkor & Ampofo, 2013). Salah satu bakteri
koliform yang patogen adalah bakteri E. coli
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O157; E. coli 0157 adalah patogen yang
menyebabkan penyakit serius pada manusia. E.
coli O157 dapat beradaptasi dan bertahan di
bawah kondisi rata-rata lingkungan termasuk
perubahan suhu, pH rendah dan pengeringan.

Metode yang umum digunakan untuk
pengujian air minum secara mikrobiologis adalah
dengan menghitung jumlah bakteri koliform
secara kuantitatif dan kualitatif. beberapa metode
yang digunakan untuk mendeteksi E. coli O157
adalah medium agar Sorbitol MacConkay
(SMAC) yang digunakan untuk isolasi E. coli
0157, teknik PCR (Polymerase Chain Reaction)
dan ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay)
yang memanfaatkan antibodi monoklonal
(4E8C12) spesifik untuk membran protein E. coli
0157 (Odonkor & Ampofo, 2013).

Metode kultur adalah metode yang sederhana
yang dapat digunakan untuk isolasi dan
identifikasi E. coli O157. Koloni E. coli yang
diidentifikasi sebagai E. coli O157 dicirikan
dengan koloni jernih, tidak berwarna (colorless),
atau bersifat sorbitol negatif (Bridson, 1998).
Selain dilakukan metode kultur, dilakukan
metode PCR sebagai konfirmasi molekuler.
Konfirmasi molekuler perlu dilakukan untuk
mengetahui adanya gen rfbE pada E. coli O157.
Keuntungan utama dari metode PCR lebih
spesifik, sensitif dan cepat daripada metode
mikrobiologi konvensional (Bintari et al., 2014).
Gen target untuk deteksi spesifik dengan teknik
PCR biasanya terkait dengan faktor virulensi dari
patogen. Gen target untuk E. coli O157 adalah
gen rfbE untuk biosintesis antigen O, gen terkait
dengan glukoronidase (gen uidA), gen terkait
dengan verotoksin (gen Shigalike toxins, stx1 dan
stx2) dan gen yang terkait dengan protein yang
berperanan dalam perlekatan (gen eaeA)
(Suardana et al., 2010).

Penelitian ini dilakukan untuk pengujian
kualitas air minum kemasan, isi ulang, dan air
sumur secara mikrobiologis menggunakan teknik
kultur dengan medium SMAC dan teknik PCR
untuk mendeteksi keberadaan bakteri E. coli
0O157. Sebagai gen target adalah rfbE dengan
posisi sekuens gen pada strand 5’ 7441-7680 3°,
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ukuran produk PCR adalah 239 bp (Morin et al.,
2004). Gen rfbE telah diidentifikasi sebagai
penanda (marker) yang baik karena diturunkan
pada semua fase pertumbuhan (growth phases)
dari fase eksponensial awal sampai fase stasioner
akhir. Gen rfbE merupakan gen target yang baik
untuk mendeteksi kehadiran dari bakteri E. coli
0157 dalam sampel (Liu et al., 2006).

Kelurahan Sekaran, Gunungpati, Semarang
dipilih sebagai lokasi pengambilan sampel
berbagai air minum karena berdasarkan data
Puskesmas Sekaran pada tahun 2008-2016, kasus
diare paling banyak terdapat di Kelurahan
Sekaran, dibandingkan  Kelurahan  Ngijo,
Patemon, Kalisegoro, dan Sukorejo. Pada tahun
2016 terdapat satu kasus diare berdarah di
Kelurahan Sekaran. Diharapkan pada penelitian
ini menjadi sumber informasi bagi masyarakat
tentang kualitas air minum kemasan, isi ulang dan
air sumur, di Kelurahan Sekaran, Gunungpati,
Semarang serta diharapkan pula masyarakat dapat
lebih selektif untuk memilih air minum yang
dikonsumsi.

MATERI DAN METODE
Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli-
Oktober 2017 di Laboratorium Biologi Fakultas
Matematika dan ilmu Pengetahuan Alam
Universitas  Negeri  Semarang dan  di
Laboratorium Balai Besar Veteriner Denpasar
Bali. Rancangan penelitian yang digunakan
dalam  penelitian ini adalah  penelitian
observasional dengan dilakukan pemeriksaan
terhadap berbagai sampel air minum dengan
teknik kultur dan PCR.

Alat dan bahan yang digunakan pada penelitian
ini adalah cawan Petri, tabung reaksi, Erlenmeyer,
gelas ukur, drigalski, ose lurus (Pyrex), Base
Safety Cabinet (Innotech), microtube 1,5ml
(Kartell), sentrifugator (Hettich Sentrifugen),
vortex  (Heidolph), inkubator (Memmert),
Waterbath (Memmert), Mikropipet
(AccupetPro), Spektrofotometer (ES Tab),
Thermocycler (Peglab), Tube PCR (Eppendorf),
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Alat elektroforesis (Mupid exU), neraca analitik
(Pioneer) UV transiluminator (Alpha Innotech),
Nutrient Broth (OXOID), Eosin Metylen Blue
Agar (OXOID), Nutrient Agar (OXOID),
Sorbitol MacConkey Agar (OXOID), O157 Latex
Aglutination Test (OXOID), Kontrol positif
ATCC (American Type Culture Collection)
43894, GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(Thermo Scientific), Dreamtaq Green PCR master
mix (Thermo Scientific), primer rfbE 239 bp, Gel
agarosa 1,5% (Sigma), 0,5 mg/L ethidium
bromida (BioChemica), Buffer TBE 1X, Low
DNA mass ladder (Thermo Scientific), Loading
dye (Thermo Scientific), parafilm (M roll size 4 in
x 125 ft).

Kultur bakteri E. coli 0157 dengan medium
SMAC

Kultur E. coli 0157 dilakukan dengan cara
sampel diinokulasikan pada medium NB dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Sampel yang tumbuh pada medium NB disebar
pada medium EMBA steril dengan menggunakan
gelas bengkok, diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan koloni
berwarna hijau metalik dengan titik hitam di
tengah. Koloni E. coli yang positif diinokulasikan
pada medium NA miring. Selanjutnya dipindah
ke medium selektif SMAC dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif
menunjukkan koloni bakteri tidak berwarna
(colorless). Konfirmasi terhadap uji SMAC
dilakukan dengan uji O157 latex aglutination test
(OXOID). Sebanyak 2-3 ose isolat presumtif E.
coli 0157 ditumbuhkan pada media Brain Heart
Infussion (BHI) diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Selanjutnya direaksikan dengan
tetes pereaksi latex. Hasil uji positif ditandai
dengan terbentuknya aglutinasi sesuai dengan
kontrol positif yang tersedia.

Isolasi DNA genomik bakteri

Isolasi DNA bakteri dilakukan dengan
menggunakan  GeneJET  Genomic  DNA
Purification Kit (Thermo Scientific). Sampel
sebanyak 1 ml dikulturkan di dalam 9 ml medium
NB dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Sampel diambil 1,5 ml dalam microtube dan
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disentrifugasi dengan kecepatan 5000 g selama 10
menit. Pellet yang diperoleh kemudian
ditambahkan 180 pl Lysis buffer. Campuran
tersebut kemudian divortex dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 30 menit. Setelah itu
ditambahkan 200 pl Lysis solution dan 20 pl
Proteinase K. Kemudian divortex dan diinkubasi
dalam waterbath pada suhu 56°C selama 30
menit. Setelah diinkubasi, ditambah dengan 20 pl
RNAse A Solution dan divortex. Kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit.

Langkah selanjutnya yaitu penambahan 400 pl
ethanol 50% dan divortex sampai homogen.
Kemudian campuran tersebut dipindahkan ke
dalam kolom dan disentrifugasi dengan kecepatan
6000 g selama 1 menit. Pemindahan kolom ke
tube yang baru dan ditambahkan 500 pl wash
buffer 1 dalam kolom tersebut, disentrifugasi
dengan kecepatan 8000 g selama 1 menit.
Selanjutnya supernatan dibuang dan ditambahkan
500 ul wash buffer 11 dalam kolom, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 12000 g selama
3 menit. Tube dibuang dan diganti dengan tube
1,5 ml. Penambahan 200 ul Ellusion buffer dalam
kolom, kemudian diinkubasi pada suhu ruang
selama 2 menit dan disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 g selama 1 menit. Selanjutnya
tube yang berisi DNA hasil isolasi disimpan pada
suhu -20°C.

Amplifikasi DNA dengan PCR

Hasil isolasi DNA dianalisis menggunakan
primer rfbE dengan posisi sekuens gen pada
strand 5° 7441-7680 3°, ukuran produk PCR
adalah 239 bp (Morin et al. 2004). Komposisi
PCR adalah 2 uL. DNA template, 25 pL. PCR
master mix (Thermo Scientific), 2 uL primer F, 2
pL primer R, 19 uL ddH>O dengan volume reaksi
50 pL. Setelah itu, dilakukan amplifikasi dengan
menggunakan Thermocycler sebanyak 30 siklus
setiap siklus terdiri dari pradenaturasi pada suhu
95°C selama 5 menit, denaturasi pada suhu 94°C
selama 1 menit, annealing pada suhu 56°C selama
1 menit, ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit
30 detik, dan ekstensi akhir pada suhu 72°C
selama 10 menit.

Visualisasi produk PCR / elektroforesis
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Masing-masing 5 pl produk amplifikasi
dicampur dengan 2 ul loading dye. Setelah
tercampur  dengan  baik,  masing-masing
dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 1% yang
terendam dalam tanki yang berisi buffer Tris
acetid acid-EDTA (TAE 1X). Dimasukkan juga
marker DNA 100bp ke dalam sumur gel agarosa
untuk mengetahui ukuran DNA produk PCR,
kemudian elektroforesis dijalankan selama 30
menit dengan tegangan konstan 100 volt, dan gel
diamati di bawah sinar Ultra Violet (UV). Hasil
yang diperoleh berupa pola pita DNA (band
DNA) yang menunjukkan jumlah dan pola yang
berbeda. Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif, disajikan dalam bentuk tabel dan
gambar.

HASIL

Koloni pada media EMBA yang positif E. coli
selanjutnya diinokulasi ke media NA (Nutrien
Agar) miring, dan selanjutnya ditumbuhkan pada
medium SMAC (Sorbitol Mac Conkey Agar).
SMAC merupakan media selektif untuk
menumbuhkan E. coli O157. Sebanyak 8 sampel
positif E. coli pada media EMBA, dan semua
menunjukkan hasil positif E. coli O157 pada
media SMAC ditunjukkan oleh koloni tidak
berwarna seperti terlihat pada Gambar 1. Hasil
ini  menunjukkan bahwa 8 isolat tidak
memfermentasikan sorbitol sehingga
menghasilkan  koloni yang tidak berwarna
(colorless).

Gambar 1. Koloni E. coli 0157 pada media SMAC
ditunjukkan dengan warna colorless seperti
pada kontrol E. coli 0157 ATCC 43894.
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Koloni bakteri colorless pada media SMAC
selanjutnya diuji dengan O157 latex aglutination
test (OXOID). Koloni E. coli O157 yang positif
memperlihatkan  reaksi aglutinasi  terhadap
antiserum E. coli O157. Delapan sampel positif
pada medium SMAC menunjukkan hasil positif
pula pada uji aglutinasi lateks yang disajikan pada
Gambar 2.

Hasil positif pada uji aglutinasi lateks
menunjukkan bahwa isolat presumtif (diduga) E.
coli 0157 pada media SMAC merupakan isolat E.
coli 0O157.

Gambar 2. Hasil uji O157 latex aglutination test dari isolat
E. coli O157. Kontrol ATCC 43894 ditunjukkan
dengan tanda panah yang membentuk adanya
presipitasi.

Gambar 3. Elektroforegram menggunakan gen rfbE sebagai
gen target. Hasil PCR menunjukkan semua
sampel negatif. M= low DNA mass ladder
(Thermo scientific), K= kontrol positif ATCC
43894 yang menunjukkan ukuran 239 bp.

Konfirmasi molekuler dilakukan dengan
metode PCR menggunakan primer spesifik gen
rfoE dengan ukuran produk PCR 239 bp dan
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sequence F: 5’-GTG CTT TTG ATATTT CGA
GTA CAT TGG -3’ serta sequence R: 5°- TTT
ATA TCA CGA AAA CGT GAA ATT GCT
GAT -3’. Semua sampel (20 sampel air)
menunjukkan hasil negatif. Elektroforegram
produk PCR dapat dilihat pada Gambar 3.

PEMBAHASAN

Air merupakan salah satu transmisi E. coli
0157, air mudah terkontaminasi feses manusia
atau hewan (Gibson, 2014). Air minum isi ulang
diambil dari depot air minum isi ulang yang
sumber airnya didapat dari Gunung Ungaran.
Proses pengolahan (water treatment) air minum
diproses melalui 3 tahap yaitu: penyaringan,
desinfeksi, dan pengisian. Penyaringan untuk
menghilangkan kotoran dan bau yang terkandung
dalam air.  Desinfeksi  bertujuan  untuk
menghilangkan sebagian besar mikroba dan
membunuh bakteri patogen dalam air, dengan
menggunakan proses ozonisasi, ultraviolet (UV)
dan reverse osmosis sistem (pemurnian air).
Pengisian merupakan tahap akhir berupa
pengemasan air yang telah diproses. Pada proses
pengolahan air yang harus diperhatikan adalah
kapasitas filter-filter pendukung, media yang
digunakan, bahan tabung filter yang digunakan
serta perawatan alat yang digunakan (Kandou,
2009).

Kemungkinan kontaminasi berasal dari proses
pengolahan yang tidak memenuhi standar yang
telah ditentukan dan sumber air yang telah
tercemar. Sanitasi buruk dan higienitas rendah
dari depot air minum isi ulang juga dapat
menyebabkan  kontaminasi. Di  sisi lain
kontaminasi dapat terjadi pada galon jika tidak
dibersihkan dengan baik kemungkinan bakteri
masih menempel pada dinding galon. Lokasi
depot air minum isi ulang harus bebas dari
pencemaran seperti tempat pembuangan sampah
dan kotoran, serta pabrik lain yang dapat
menimbulkan pencemaran pada air minum seperti
bengkel, las dan cat (Natalia et.al., 2014).
Konstruksi bangunan depot air minum isi ulang
harus memenuhi persyaratan tata ruang dan syarat
fisik. Syarat fisik meliputi kondisi lantai, kondisi

59



JURNAL BIOLOGI UDAYANA 24(2): 55-62

dinding, kondisi atap, harus kuat, aman, dan
mudah dibersihkan (Taib, 2012).

Lokasi pengambilan sampel air sumur di rumah
warga yang padat penduduk. Selain itu sumurnya
terletak di dekat selokan. Sanitasi buruk dan
higienitas rendah dari lingkungan sumur
menyebabkan adanya kontaminasi. Air sumur
kemungkinan terkontaminasi oleh feses manusia
atau hewan. Lokasi air sumur juga harus bebas
dari pencemaran seperti tempat pembuangan
kotoran dan sampah. Air sumur berpeluang
ternadap penyebaran bakteri E. coli 0157 (Radji
etal., 2010).

Berbeda dengan air isi ulang dan air sumur, air
kemasan yang diambil dari 4 merk yang ada di
pasaran menunjukkan hasil negatif. Hal itu
dikarenakan proses yang telah terstandar dan
sesuai dengan prosedur. Proses pengolahan air
minum kemasan melalui 4 tahap yaitu proses
water  treatment system, proses water
sterilization, proses quality control system dan
proses pengemasan. Proses selanjutnya adalah
distribusi, proses distribusi dilakukan 5-6 jam
setelah proses pengemasan agar kondisi gas ozon
yang terkandung dalam air menguap dan gas ozon
tersebut kembali menjadi oksigen.

Konfirmasi molekuler menggunakan primer
spesifik gen rfbE pada semua sampel (20 sampel)
menunjukkan hasil negatif, tidak sama seperti
pada kontrol positif ATCC 43894 (Gambar 3).
Gen rfbE adalah salah satu gen yang terlibat
dalam sintesis rantai samping O. Rantai samping
O adalah bagian dari lipopolisakarida (LPS) yang
esensial dari  membran  luar  bakteri.
Lipopolisakarida (LPS) sering terlibat dalam
proses patologi bakteri Gram negatif dan berperan
dalam infektivitas  (kemampuan  patogen
menyebabkan infeksi) dari pathogen (Abongo &
Momba, 2008). Gen rfbE digunakan sebagai gen
target karena gen rfbE mengkode antigen O untuk
E. coli O157. Gen rfbE juga digunakan untuk
membedakan E. coli O157 dan E. coli non 0157
(Suria, 2012).

Hasil PCR pada Gambar 3 menunjukkan bahwa
seluruh sampel tidak menghasilkan pita DNA
dengan ukuran 239bp. Primer yang digunakan
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mengacu pada protokol (Morin et.al., 2004),
bukan mendesain  sendiri.  Faktor yang
mempengaruhi  keberhasilan PCR  adalah
pemilihan primer. Keberhasilan teknik PCR
didasarkan pada kesesuaian primer, efisiensi, dan
optimasi PCR. Primer yang tidak spesifik dapat
menyebabkan teramplifikasinya daerah lain di
dalam genom non target atau tidak ada daerah
genom vyang teramplifikasi (Nugroho, 2015).
Penelitian lain yang menggunakan gen rfbE
sebagai gen target memiliki ukuran yang berbeda
karena menggunakan sekuen primer yang
berbeda. Hasil PCR yang negatif pada sampel
positif E. coli 0157 (media SMAC dan uji
aglutinasi lateks) kemungkinan karena isolat E.
coli 0157 dalam penelitian ini memiliki sekuen
gen rfbE yang berbeda, terutama pada situs
pengenalan primer (nukleotida nomor 7441-
7680). Pemilihan primer yang tidak sesuai pada
penelitian ini sehingga semua sampel (20 sampel
air minum) negatif gen rfbE. Optimasi suhu dan
waktu annealing juga mempengaruhi hasil,
optimasi annealing pada penelitian ini telah
diulang sebanyak sepuluh kali.

Amplifikasi PCR pada tingkatan serotipe atau
varietas memiliki tingkat kesulitan tinggi karena
spesies tersebut kemungkinan mengalami mutasi
(Nugroho, 2013). Varian E. coli 0157 ada 0157
serotipe non motil dan O157:H7; E. coli 0157
serotipe H ada berbagai macam yaitu E. coli
0157:H3, E. coli O157:H7, E. coli O157:H12, E.
coli O157:H16, E. coli O157:H38, dan E. coli
0157:H45 (Aris et.al., 2012). Banyaknya serotipe
E. coli O157 mengakibatkan tingkat kesulitan
yang tinggi untuk amplifikasi DNA.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil deteksi Escherichia coli
0157 pada beberapa air minum di Kelurahan
Sekaran Gunungpati Semarang dapat
disimpulkan sebanyak 8 sampel air minum dari 20
sampel (40%) positif E. coli 0157 pada media
SMAC Agar dan 0157 latex aglutination test.
Dari 8 sampel air positif E. coli 0157, 4 sampel
merupakan air sumur (20%) dan 4 sampel air
minum isi ulang (20%).
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