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ldentifikasi Prevalensi dan Pengaruh Klorin terhadap Kulturabilitas
Sel Campylobacter jejuni dalam Bahan Pangan

HARSI D. KUSUMANINGRUM, SULJANTARI DAN SITI NURJANAH

[Departemen limu dan Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian, Institut Pertanian Bogor, e-
mail: h_kusumaningrum@ipc.ac.id| '

ABSTRAK - ‘

Campylobacter jejuni merupakan bakteri penyebab utama infeksi yang disebabkan

oleh makanan (foodborne disease) di negara-negara Eropa pada lima tahun terakhir.
Bakteri ini terutama ditemukan mengkontaminasi produk daging unggas. Dalam
penanganan daging ayam segar seringkali produk mendapat perlakuan pencucian dengan
klorin dengan. konsentrasi 10 — 100 ppm. Larutan klorin yang umumnya digunakan
sebagai desinfektan, dapat mempengaruhi viabilitas dan kulturabilitas sel mikroba.
Viabilitas sel akan menurun jika terjadi kerusakan membran sel, kerusakan enzim, atau
bagian sel yang lain. Faktor-faktor yang mempengaruhi efektifitas larutan klorin dalam

" penurunan viabilitas sel antara lain adalah konsentrasi, suhu dan masa kontak. Di

Indonesia, data-data pencemaran maupun perilaku Campylobacter pada produk unggas
belum banyak ditemukan. Pola pencemaran bahan pangan oleh bakteri patogen ini
sangat diperlukan- untuk membuat kebijakan peningkatan mutu dan keamanan produk
pangan. Pada penelitian tahap pertama dilakukan identifikasi prevalensi Campylobacter
Jjejuni pada daging ayam segar dengan mengambil contoh dari pasar tradisional/swalayan
dan melakukan pemupukan pada media spesifik agar Columbia-blood dengan suplemen
selektif "preston, kemudian diinkubasi dalam keadaan mikroaerofilik, pada suhu 42°C.
Selanjutnya, pada tahap kedua dikaji kulturabilitas Campylobacter jejuni yang terdapat
pada daging ayam yang mendapat perlakuan pencucian dengan larutan klorin.
Kulturabilitas dianalisa dengan menumbuhkan sel pada media spesifik. Hasil penelitian
sementara menunjukkan bahwa 30% dari contoh yang dianalisa diduga tercemar oleh
Campylobacter jejuni. Analisis mikroskopi menunjukkan bahwa morfologi sel yang
ditemukan adalah sel masa transisi yang mengalami perubahan dari bentuk spiral ke
bentuk kokoid. Luaran penelitian ini berupa prevalensi pencemaran Campylobacter jejuni
pada produk unggas dan pengaruh paparan klorin terhadap kulturabilitas sel
Campylobacter jejuni.

Kata Kunci: Prevalensi, Campylobacter jejuni, Klorin, Kulturabilitas Sel
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PENDAHULUAN

Campylobacter jejuni adalah bakteri Gram negatif yang tidak membentuk spora,
berbentuk spiral atau kokoid dan bersifat motil. Bakteri ini tumbuh optimum pada suhu
42°C, dalam keadaan mikroaerofilik (6% oksigen) (McClure dan BlackBurn, 2003).
Spesics Campylobacter pertama kali diisolasi dari feses manusia yang menderita diare
pada tahun 1971 (Altekruse et al, 1999). Pada lima tahun terakhir, Campylobacter jejuni
merupakan penyebab utama gastroenteritis bakterial pada manusia di banyak negara
(Kusumaningrum et al, 2004; WHO, 2001). Empat sumber utama penyebab infeksi
makanan adalah daging mentah atau setengah matang (terutama unggas), air, susu segar
dan hewan piaraan (Altekruse et al, 1999; Bhaduri dan Cottrell, 2004). Di Amerika dan
Inggris pernah dilaporkan bahwa tingkat pencemaran Campylobacter jejuni pada daging
ayam di retail mencapai 60%. :

Meskipun campylobacteriosis (penyakit gastroenteritis yang disebabkan oleh C.
Jejuni) sering berkaitan dengan konsumsi daging, terutama daging unggas, C. Jejuni juga
diisolasi dari sayuran segar dan menyebabkan penyakit. Brandl et al (2004)
mengidentifikasi bahwa C. jejuni dapat bertahan hidup pada daun tanaman yang disimpan
- pada suhu 10° C untuk beberapa minggu. Adanya kerusakan jaringan tanaman dan cemaran
tanah dapat memperpanjang waktu survival. Kondisi ini diduga merupakan bagian dari
siklus kontaminasi C. jejuni di lingkungan dan terkait dengan terjadinya kasus sporadis
campylobacteriosis yang disebabkan karena mengkonsumsi sayuran (Brandl et al, 2004).
Proses penanganan bahan pangan segar seperti daging ayam dan sayuran segar
seringkali melibatkan tahap perlakuan pencucian dengan klorin dengan konsentrasi 10-100
ppm. Paparan dengan larutan klorin dapat mempengaruhi viabilitas dan kulturabilitas sel
cemaran mikroba yang terdapat dalam bahan pangan. Viabilitas sel akan menurun jika
terjadi kerusakan membran sel, kerusakan enzim, atau bagian sel yang lain. Kerusakan
sebagian dari bagian-bagian sel akan berakibat pada menurunnya kulturabilitas sel bakteri
pada media tumbuh.

Beberapa peneliti telah mengkaji mekanisme klorin dalam inaktivasi bakteria.
Senyawa turunan sodium hipoklorit yang terbentuk jika dilarutkan dalam air yaitu asam
hipokhlorat (HOCI) merupakan oksidator kuat yang dapat merusak dinding sel dan
mengganggu fungsi membran sel. Walaupun demikian, mekanisme terhadap inaktivasi
Campylobacter, terutama dengan dosis yang dijinkan untuk penanganan bahan segar
(sekitar 10 ppm), masih belum banyak diketahui. Luaran penelitian ini akan berupa pola
pencemaran Campylobacter jejuni pada bahan pangan di Indonesia dan pengaruh paparan
klorin terhadap viabilitas sel Campylobacter jejuni. Di Indonesia, data-data pencemaran
maupun perilaku Campylobacter pada bahan pangan masih belum banyak ditemukan. Pola
pencemaran bahan pangan oleh bakteri patogen ini sangat diperlukan untuk membuat
kebijakan peningkatan mutu dan keamanan produk pangan.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan peralatan

Bahan utama yang akan digunakan adalah sayur selada dan daging ayam segar
bagian dada. Bakteri uji yang digunakan adalah dua jenis spesies Campylobacter jejuni
yang merupakan koleksi dari Balai Penelitian Veteriner Bogor. Media dan bahan-bahan
kimia yang digunakan antara lain, Sodium hypochlorite, Bacteriological peptone,
Columbia agar, Suplemen selektif Preston, Horse blood steril, NaCl, BHI broth, dan
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Tryptone Soy Agar. Selain itu juga diperlukan Vial eppendorf, Tabung reaksi bertutup ulir,
Cawan petri, dan pipet dengan tips-nya. ‘

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah refrigerator untuk
penyimpanan bahan pangan yang dikontaminasi dengan Campylobacter, Anoxomat-
System (type WS9000, MART®, Lichtenvoorde, The Netherlands) untuk membuat
kondisi mikroaerofilik (6% O), inkubator suhu 42°C dan mikroskop flouresen untuk
menganilisis viabilitas sel.

Metode

- Identifikasi keberadaan Campylobacter jejuni dalam bahan pangan

Sekitar 50 sampel daging ayam segar maupun sayur sclada diambil dari
pasar/swalayan di kota Bogor. Scbanyak 50 g sampcl dimasukkan ke dalam plastik
stomacher dan ditambah dengan larutan garam-pepton fisiologis (NaCl 8.5 g/l dan
Neutralised Bacteriological Peptone 1 g/l). Selanjutnya sampel dihomogenisasi
menggunakan Stomacher® (type 400 Circulator) pada 260 rpm selama 60 detik.
Pengenceran sampel dilakukan dengan membuat suspensi pada larutan garam-pepton
fisiologis sampai dengan 10,

Suspensi pengenceran sampel selanjutnya ditumbuhkan pada media agar selektif
yaitu agar Columbia-Blood-Preston yang mengandung 5 % lysed-defibrinated darah
hewan (kuda/kambing) dan Preston-Campylobacter supplement. Inkubasi dilakukan
selama 40-48 jam pada suhu 42°C secara mikroaerofilik (6% O,). Kondisi mikroaerofilik
dibuat dengan menggunakan Anoxomat-System (type WS9000, MART®). Enumerasi
jumlah koloni yang tumbuh dilakukan sesuai dengan metode standard. Untuk sel yang
spesifik dilakukan pengamatan di bawah mikroskop dan konfirmasi dilakukan identifikasi
menggunakan API Campy.

- Pemaparan dengan larutan klorin

Kultur stok Campylobacter jejuni disimpan pada -40°C di dalam vial yang berisi
Brain Heart Infusion (BHI) broth dengan gliserol 25% (vol/vol) dan manik-manik gelas
(glass beads o 2 mm). Kultur uji dipersiapkan dengan mengambi 3 manik-manik secara
aseptis dan menumbuhkannya dalam 10 ml BHI broth dengan inkubasi selama 40-48 jam
pada suhu 42°C secara mikroaerofilik (6% O,). Suspensi kultur uji selanjutnya dibuat
dengan melakukan pengenceran sel pada larutan garam-pepton fisiologis. Dua tingkat
cemaran digunakan dalam percobaan yaitu: tingkat kontaminasi tinggi (sckitar 107
koloni/ml) dan tingkat kontaminasi rendah (sckitar 10* koloni/ml).

Kontaminasi pada produk dilakukan dengan merendam/melumuri 100 g bahan
pangan dengan 100 ml suspensi kultur uji dengan masa kontak 30 menit, 50 menit dan 120
menit pada suhu refrigerator.

Larutan klorin dibuat dengan mengencerkan sodium hypochloritc sampai dengan
10 dan 100 ppm. Bahan pangan yang sudah dikontaminasi dengan Campylobacter
dicelupkan ke dalam larutan klorin dengan masa kontak | dan 5 menit. Selanjutnya sampel
dibilas dengan air dingin dan disimpan dalam refrigerator (suhu 4-7°C) selama 1 hari (15-
18 jam).

Kulturabilitas sel (kemampuan untuk ditumbuhkan pada media cawan)
diidentifikasi dengan menumbuh sel pada agar cawan Trypton Soy Agar untuk media non-
selektif dan agar Columbia-Blood-Preston sebagai media selektif. Inkubasi dilakukan
selama 40-48 jam pada suhu 42°C secara mikroaerofilik.

Seminar Nasional PATPI—Yogyakarta, 2-3 Agustus 2006 M 48




Prosiding | Mikrobiologi dan Bioteknologi
PATPI

HASIL DAN PEMBAHASAN

Prevalensi Campylobacter jejuni dalam Bahan Pangan

Hasil penelitian sementara menunjukkan bahwa 30% dari contoh yang dianalisa
diduga tercemar oleh Campylobacter jejuni. A nalisis mikroskopi menunjukkan bahwa
morfologi scl yang ditemukan adalah sel masa transisi yang mengalami perubahan dari
bentuk spiral ke bentuk kokoid.

Berbagai studi tclah dilakukan untuk mengidentifikasi kemampuan bertahan hidup
C. jejuni pada berbagai kondisi. Pada permukaan stainless stecl, C. jejuni dapat bertahan
hidup sampai dengan 4 jam, dan meningkat ketahanannya jika terdapat residu suspensi/air
daging ayam pada permukaan (Kusumaningrum et al, 2003b). C. jejuni dapat bertahan
hidup selama beberapa minggu dalam air tanah, dan survival bakteri dapat diperpanjang
dengan adanya material organik atau dalam biofilm (Buswell et al, 1998).

Pada studi lain, seperti yang telah disebutkan sebelumnya, C. jejuni dapat bertahan
hidup pada daun tanaman yang disimpan pada suhu 10° C untuk beberapa minggu. Adanya
kerusakan jaringan tanaman dan cemaran tanah dapat memperpanjang waktu survival
(Brandl et al, 2004). C. jejuni juga dapat bertahan hidup pada suhu refrigerator (4°C)
selama beberapa hari (Hazeleger, et al, 1998). Selanjutnya dalam studi lain ditemukan
bahwa survival C. jejuni dalam HCI pada pH di bawah 3,0 adalah sangat rendah sedangkan
pada pH di atas 3,6 survival C. jejuni tidak dipengaruhi oleh kondisi pH (McClure dan
BlackBurn, 2003).

Pengaruh Klorin Terhadap Kulturabilitas Sel Campylobacter Jejuni

Secara umum, hasil sementara penelitian ini menunjukan bahwa sel Campylobacter
yang telah terpapar dengan klorin 10 dan 100 ppm dengan masa kontak 5 menit dltemukan
kulturabilitasnya menurun sampai dengan 70% dan 90 %.

Aktivitas biosidal klorin maupun sodium hypoklorit tergantung dari beberapa
faktor, antara lain adalah konsentrasi, pH, suhu dan keberadaan material organik.
Sedangkan kerentanan mikroba terhadap bahan kimia sangat bervariasi tergantung pada
spesies mikroba dan senyawa antimikroba (Kusumaningrum et al, 2003a).

Klorin (Cl;) adalah komponen halogen yang dalam air akan larut membentuk asam
hypoklorat (HOCI) dan asam hydroklorat. HOCI disebut juga klorin bebas dan merupakan
senyawa aktif utama klorin untuk desinfeksi air. Selain terbentuk pada reaksi klorin dalam
air, asam hypoklorat juga dapat dibentuk jika kalsium atau natrium hypoklorit dicampur
dengan air dan mengalami disosiasi. Asam hypoklorat sebagai bahan saniter dapat
membunuh bakteri patogen karena bersifat oksidator dan dapat menembus dinding sel
schingga dapat mcrusak fungsi protcin maupun cnzim scl (Lcyer and Johnson 1993). Pada
pH yang tinggi asam hypoklorat akan terdisosiasi menjadi H' dan OCI (ion hypoklorit),
scdangkan pada pH yang rendah asam hypoklorit akan cenderung kembali berada dalam
bentuk Cl,. lon hypoklorit juga mempunyai aktivitas sebagai desinfektan, tetapi lebih
lemah dibandingkan dengan asam hypoklorat karcna bermuatan negatif yang dapat
menghambat penetrasi melalui dinding scl. Asam hypoklorat mempunyai aktivitas 100 kali
lebih besar dari pada ion hypoklorit dalam membunuh mikroba.

Beberapa pencliti tclah mengkaji mckanisme klorin dalam inaktivasi baktcria,
meskipun masih diperlukan berbagai kajian lanjut. Klorin dapat mengubah permeabilitas
membran sel Escherichia coli, yang berakibat keluarnya protein dan RNA dari sel. Pada
konsentrasi klorin yang tinggi dapat berakibat lepasnya DNA dari sel (Lisle et al, 1998;
Saby ct al, 1999). LcChevallier ct al (1988) mempclajari sifat invasif dari chlorine-injured
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Yersinia enterocolitica. Dua faktor sangat berpengaruh dalam sifat invasif bakteri ini yaitu:
(1) bakteri harus viabel dan harus aktif secara métabolik dan (2) mikroba harus mempunyai
komponen permukaan sel tertentu yang dapat menginduksi invasi. Dalam studi ini klorin
ditemukan dapat mempengaruhi karakteristik membran terluar sel bakteri sehingga
mereduksi kapasitas scl untuk berikatan dengan scl inang. Oxidasi grup sulfhydryl atau
substitusi klorin ke dalam sekuen asam amino protein dinding sel bakteri diduga sebagai
penycbab menurunnya kapasitas penempcelan pada sel inang. Dalam studi lain ditcmukan
bahwa rcaksi antara klorin dengan enzim pada permukaan scl dapat mereduksi efisicnsi
metabolisme. Chlorine-injured scl mengalami kerusakan pada sistem transport-nya dan
tidak dapat memindahkan glukosa dan asam amino melalui membran sel (Lisle et al,
1998).

Penghargaan
Tim pencliti mengucapkan tcrima kasih kepada DIKTI yang memberikan dana penclitian
melalui Hibah Kompetisi Penelitian Dasar 2006.
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