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ABSTRAK

Telah dilakukan isolasi dan identifikasi bakteri Salmonella spdari sampel feses ayam
petelur dari beberapa peternakan di 15 Propinsi di Indonesia dengan teknik kultur dan serotyping
menggunakan PCR. Pengambilan sampel dilakukan secara acak sistematis sebanyak 310 sampel
feses ayam. Isolasi dan identifikasi dilakukan dengan metode kultur isolasi Salmonella sp sesuai
dengan SNI 2987:2008 dan dilanjutkan identifikasi serotipe dengan teknik PCR. Isolasi dari 310
sampel feses ayam petelur diperoleh hasil positif Salmonella sp sebanyak 27 isolat selanjutnya
dilakukan konfirmasi untuk penentuan serotype menggunakan teknik PCR dan sequencing. Hasil
PCR didapatkan 22 isolat positif Salmonella enteritidis, dan hasil sequencing terhadap 5 isolat
yang tidak terdeteksi serotype diuji sequencing dan hasilnya 3 isolat positif Salmonella anatum,
dan 2 isolat positif Salmonella moscow. Hasil isolasi menggunakan teknik kultur dan
dikonfirmasi menggunakan teknik PCR dan sequencing didapatkan hasil yang linear, sehingga
dapat disimpulkan kedua metode tersebut dapat digunakan untuk isolasi dan identifikasi serotype
Salmonella sp.

Kata kunci: feses, ayam petelur, Salmonella sp, serotyping, PCR, sequencing

ABSTRACT

The isolation and identification of Salmonella sp from the sample of laying hens from
several farms in 15 provinces in Indonesia have been carried out using culture and serotyping
technique by PCR. A total of 310 samples of laying hens feces were taken from several farms in
Indonesia and sampling were conducted randomly systematic. Samples were identified by the
isolation culture method of Salmonella sp in accordance with SNI 2987:2008 and continued to
identify of serotypes by PCR technique. Isolation of 310 samples of laying hens resulted 27
isolates were positive to Salmonella sp then confirmed for serotype determination using PCR
and sequencing techniques. The PCR confirmed 22 isolates were positif to Salmonella
enteritidis, and for 5 isolates that were not serotype detected then were tested using sequencing
test resulted 3 positive isolates of Salmonella anatum, and 2 positive isolates of Salmonella
moscow. The results of isolation using culture technique and confirmed using PCR technique
and sequencing obtained linear results, so it can be concluded that both methods can be used for
isolation and identification of Salmonella sp serotypes.
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PENDAHULUAN

Infeksi dan kontaminasi yang disebabkan oleh Salmonella sp. ditemukan hampir di
seluruh dunia. Pada tahun 1991, di Belanda banyak didapatkan kontaminasi Salmonella spp.
pada daging ayam dan telur. Pada tahun 1994, dari 87% ternak kalkun di Kanada, ditemukan
banyak yang positif Salmonella spp. ?%. Kejadian Salmonella di Indonesia, khususnya di Malang
diketahui bahwa 3 dari 36 sampel hasil penelitian sampel karkas ayam broiler segar terdeteksi
positif Salmonella spp. @¥.

Salmonella adalah bakteri Gram negatif yang tidak berspora, berbentuk batang kecil dan
tumbuh dengan optimum pada suhu 35 °C sampai 37 °C. Salmonella diklasifikasikan dalam dua
spesies yaitu Salmonella enterica dan Salmonella bongori *®.Unggas dapat diinfeksi oleh
berbagai jenis dari Salmonella enterica, beberapa jenisnya seperti S. pullorum dan S. gallinarum
merupakan bakteri spesifik yang dibawa oleh ayam, adapun jenis lainnya seperti S. typhimurium,
S. enteritidis, dan S. heidelberg dapat menginfeksi lebih banyak inang seperti unggas, babi, sapi,
dan telur serta produk-produk segar lainnya ¢

Salmonellosis adalah penyakit menular pada hewan yang bersifat zoonosis dan termasuk
food borne disease 4. Telur dan produknya adalah makanan perantara yang paling sering
menjadi media penyebaran Salmonella pada manusia. Kasus Salmonellosis pada manusia yang
disebabkan oleh bakteri patogen Salmonella enteritidis pada umumnya bersumber dari telur
konsumsi yang dimakan mentah atau dimasak tidak sempurna. Pada kasus Salmonellosis,
ditemukan sebesar 62,5% disebabkan oleh Salmonella enteritidis, 12,9% oleh Salmonella
thypimurium dan kurang dari 2% disebabkan oleh Salmonella serotipe yang lain 2.

Penyebaran organisme parathypoid atau Samonella sering terjadi melalui kotoran yang
telah terkontaminasi dan mencemari pakan, air minum, dan kerabang telur tetas. Ayam petelur
dewasa yang terinfeksi Salmonella sp. dapat membawa bakteri ini dalam usus besar dan
terkumpul pada feses *°.Salmonella spp. dapat mencemari ayam sejak dari peternakan, dimana
titik awal dari rantai penyediaan pangan asal ternak adalah kandang atau peternakan. Manajemen
atau tata laksana peternakan akan menentukan kualitas produk ternak yang dihasilkan sehingga
biosekuriti di peternakan harus terlaksana dengan baik agar cemaran mikroba dapat

diminimalkan 19,



Pencegahan masuknya infeksi Salmonella spp. sangat penting dilakukan untuk menjaga
kesehatan unggas dan industri makanan ®). Hewan yang terinfeksi di peternakan harus
secepatnya di identifikasi dan diisolasi dari yang lain untuk mencegah dan mengendalikan
penyebaran infeksi. Oleh karena itu kontrol dalam mengurangi kontaminasi Salmonella spp.
pada unggas dimulai dari peternakan @ 30, Metode konvensional untuk mendeteksi dan
mengidentifikasi Salmonella spp. adalah metode selective enrichment dan plating serta diikuti
dengan uji biokimia (. Beberapa teknik dapat digunakan untuk mendeteksi serovar Salmonella
spp., seperti menggunakan selective culture medium, tetapi identifikasi dengan metode tersebut
membutuhkan waktu yang lama terutama jika sampel yang diuji banyak.

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik in vitro yang digunakan untuk
melakukan replikasi atau amplifikasi bagian spesifik dari berjuta lipatan DNA hanya dalam
beberapa jam @%. Keunggulan dari teknik PCR diantaranya dapat memperbanyak DNA pada
bagian yang spesifik sesuai yang diharapkan ?®, memiliki sensitivitas tinggi, dapat digunakan
untuk melakukan pengujian hingga manipulasi DNA @9 mampu memberikan hasil dalam waktu
singkat, dapat digunakan untuk mendeteksi sampel yang terkontaminasi maupun menyeleksi
sampel negative @, dapat mengidentifikasi organisme secara mendetail hingga tingkat spesies
bahkan serotipe yang bahkan tidak dapat dilakukan menggunakan sistem konvensional 9, dapat
bekerja pada materi genetik dari berbagai sel, serta dapat dilakukan pada sampel yang berupa
campuran kompleks. PCR juga memiliki beberapa kelemahan, diantaranya DNA sel bakteri yang
mati ikut terdeteksi pula . Beberapa metode uji telah dibandingkan, kombinasi PCR dan media
kultur standar adalah metode yang paling efektif dengan akurasi tinggi untuk mendeteksi
Salmonella pathogen pada produk peternakan dan daging ¢2.

Kajian ini selain untuk memperoleh isolat Salmonella dari feses ayam layer di beberapa
peternakan di Indonesia dalam rangka pemetaan Anti-Microbia Resistance yang bermanfaat
untuk kesehatan manusia, juga sebagaiupaya pengembangan teknik dan metoda dalam pengujian
isolasi Salmonella.sp dengan metoda SNI 2987:2008 dan metoda baru dengan menggunakan
media kromogenik(Rapid Salmonella,BioRad), serta penentuan serotipe Salmonella dengan
teknik PCR. Hasil kajian ini diharapkan dapat menambah referensi dalam pemilihan metode

yang akan digunakan dalam pengujian isolasi dan penentuan serotipe Salmonella.



MATERI DAN METODE

MATERI

Bahan

Bahan yang digunakan dalam pengujian ini adalah feses ayam layer dalam masa
produksi. Media dan pereaksi yang digunakan untuk kultur isolasi Salmonella dalam pengujian
ini adalah Lactose Broth (LB), Tetrathionate Broth (TTB), Rappaport-Vassiliadis (RV), Xylose
Lysine Deoxycholate (XLD) Agar, Bismuth Sulfite (BSA) Agar, Nutrient Agar (NA), Stock
Culture Agar (SCA), Triple Sugar Iron Agar (TSIA), Sulfide Indole Motility (SIM) Agar, Methyl
Red-Voges Proskauer (MRVP)broth, Simmons citrat Agar, Reagen Kovac,Lysine Decarboxylase
Broth, dan Rapid Salmonella Agar (BioRad). Adapun bahan yang digunakan untuk konfirmasi
PCR, serotyping, dan sequencing yaitu primer spesifik untuk Salmonella sp, Salmonella
enteritidis, Salmonella pullorum, dan Primer 16s;HotStarTag® Master Mix Kit (QIAGEN, CAT :
203443),QiaAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, Cat#51304), ethanol absolute, DNA ladder 100 bp,
Buffer TAE 1x, Agarose 2.5%, loading dye, SYBR Safe, ExoSAP-IT™ PCRProduct Cleanup
Reagent (AB, CAT#78200.200.UL), BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit * (AB,
Cat.#4337455), dan BigDye X-Terminator Kit (AB, Cat#4376487), Anode Buffer Container
(ABC), Cathoda Buffer Container (ABC), dan Polymer POP7.
Peralatan

Alat-alat utama yang digunakan dalam kultur isolasi Salmonellaini adalah timbangan,
kertas timbang, pinset, stomacher, tabung reaksi, vortex mixer, ose, cawan petri, autoklaf,
alumunium foil, pipet atau pippetor 1 mL, 2 mL, 5 mL dan 10 mL, botol media, pH meter,
magnetic stirrer, inkubator 35°C dan 42°C, waterbath, dan clean bench. Sedangkan untuk PCR
dan sequencing alat-alat yang digunakan adalahBench Hood, Vortex, Mikrospin,
Mikrosentrifuse, Mesin thermocycler, Tube 200 pL, Ice plate, Classic Mikro pipet (1000 pL,
100 pL, 10 pL), Bio Clean Aerosol Resistant Barier Tips (1000 pL, 100 pL, 10 pL), Disposible
Free Powder Gloves, Gelas Erlenmeyer, Qiamp Spin Coloumns, Collection tubes, Timbangan
digital, Microwave, Cetakan agarose dan comb, Mesin Elektroforesis (Mupid 2), Botol duran
1000 mL, Gelas ukur, Safe imager, Plate sampel 96 well, Septa plate 96 well, Sampel retainer,

Kapiler 50 cm 8 kapiler, dan Mesin GeneticAnalyzer 3500.



METODE

Prosedur Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel feses dari peternakandilakukan secara acak sistematis. Data dan
lokasi pengambilan sampel diperoleh dari Dinas Peternakan dari masing-masing Provinsi dan
ditentukan dua Kabupaten yang akan dituju. Sampel feses diambil dari ayam petelur dalam masa
produksi sebanyak 10 sampel feses untuk setiap kabupaten. Feses diambil dari ayam yang baru
mengeluarkan feses dengan spatula kemudian dimasukkan ke dalam plastik steril dan dibawa ke
laboratorium dengan menggunakan cooler box.

Isolasi Salmonella sp.

Isolasi Salmonella sp. dari sampel feses ayam petelur diambil dari 15 provinsi di
Indonesia dilakukan di Laboratorium Unit Uji Bakteriologi BBPMSOH pada bulan Februari
2016 hingga Juli 2016.Prosedur isolasi yang digunakan berdasarkan SNI 2987:2008 tentang
metode pengujian cemaran mikroba pada produk daging, telur, dan susu serta hasil olahannya.
Isolat yang didapatkan selanjutnya akan dilakukan uji kepekaan mikrobia di Unit Uji Farmasetik
BBPMSOH.

Tahap Pra-Pengkayaan
Prosedur pra-pengkayaan isolasi Salmonella sp sebagai berikut: sampel feses sebanyak 1

gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi9 ml media LBsterildan dihomogenkan
dengan vortex mixer untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam+ 2 jam.
Tahap Pengkayaan

Sebanyak 1 ml sampel yang telah diinkubasi di dalam media LB diambil dan diinokulasi
kedalam 10 ml media TTB. Media TTB yang sudah diinokulasi diinkubasi pada suhu 35 °C
dalam inkubator selama 24 jam+ 2 jam; inokulasikan juga sebanyak 0.1 ml sampel yang telah
diinkubasi di dalam media LB ke dalam 10 ml media RV; media RV yang telah diinokulasi
diinkubasi pada suhu 42 °C dalam inkubator selama 24 jam+ 2 jam.
Tahap Agar Selektif

Sampel yang telah diinkubasi pada masing-masing media pengkayaan diambil satu ose
dan digoreskan secara kuadran pada media selektif. Media selektif untuk isolasi Salmonella sp
yaitu XLD Agar, BSA, dan RSA. Media XLD, BSA, RSA kemudian diinkubasi pada suhu 35
°C selama 24 jam#+ 2 jam. Setelah inkubasi diamati apakah ada koloni tipikal yang tumbuh

pada masing-masing agar.



Apabila terdapat koloni tipikal yang tumbuh, maka dilakukan purifikasi. Purifikasi
dilakukan menggunakan media selektif tersebut. Hasil biakan yang sudah dipurifikasi lalu
ditumbuhkan di media umum NA untuk selanjutnya dilakukan konfirmasi dengan uji
biokimia.

Uji Biokimia

Selanjutnya analisa dilanjutkan dengan uji biokimia dengan menggunakan media TSI
Agar, SIM Agar, MRVP broth, Lysine Decarboxylase Broth, dan Simmons citrat Agar.
Koloni yang tumbuh pada media NAmasing-masing diinokulasikan menggunakan jarum ose
steril pada TSI Agar, SIM Agar, MRVP broth, Lysine Decarboxylase Brothdan Simmons
citrate Agar lalu diinkubasi dalam inkubator 35 °C selama 24 jam+ 2 jam.

PCR Identifikasi dan Serotyping Salmonella

a. Ekstraksi DNA
Isolat Salmonella sp yang didapatkan dari kultur diremajakan dengan
menginokulasikan 1 ose isolat ke dalam media Heart Infusion Broth (HIB) dan diinkubasi
pada suhu 35 °C selama 24 jam + 2 jam. Selanjutnya transfer 1 ose isolat Salmonella sp.
dari media HIB ke dalam media HIA dan inkubasikan pada suhu 35 °C selama 24 jam + 2
jam.Ambil 4 — 5 ose isolat Salmonella sp dari media HIA untuk diekstraksi menggunakan
QiaAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, CAT : 51304).
b. Master Mix
Untuk konfirmasi Genus Salmonella menggunakan sepasang primer spesifik gen
ompCSalmonella  genusReference Juan Alvarez et 2004, forward ompC
ATCGCTGACTTATGCAATCG dan reverse ompC CGGGTTGCGTTATAGGTCTG
dengan panjang amplikon 204 bp.Untuk Serotyping serovar Enteritidis menggunakan
sepasang primer spesifik gen ENT Salmonella serotype Enteritidis Reference Juan Alvarez
et 2004, forward ENTF TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG dan reverse
ENTFTGAACTACGTTCGTTCTTCTGG dengan panjang amplikon 304 bp.Untuk
Serotyping serovar Gallinarum-Pullorum menggunakan sepasang primer spesifik gen Sgal
Salmonella serotype Gallinarum-Pullorum Reference Borys Stegniy et 2014, forward Sgal
CCGCACAACACATCAGAAAG dan reverse Sgal AGCTGCCAGAGGTTACGCTG
dengan panjang amplikon 97 bp.Reagen Master Mix PCR menggunakan HotStarTaq®



Master Mix Kit (QIAGEN, CAT : 203443) 12.5 pL, Primer F dan R (sesuai serotype)
masing - masing (20uM) 1 pL, RT PCR Grade Water 5.5 pL, DNA hasil ekstraksi 5 L.
c. Amplifikasi
1) Salmonella sp dan Salmonella serotype Enteritidis
- Hot Start 95°C 15 menit, Denaturasi 30 cycle : 94 °C 1 menit, Annealing 57.5 °C
(Serotype enteritidis) dan 58.5°C (Salmonella sp) masing — masing 1 menit, Elongasi
72°C 1 menit, dan Final Elongasi 72°C 10 menit.
2) Salmonella serotype Gallinarum-Pullorum
- Hot Start 94°C 2 menit, Denaturasi 30 cycle : 94 °C 45 detik, Annealing 62 °C (Serotype
Gallinarum-Pullorum) 45 detik, Elongasi 72°C 1 menit, dan Final Elongasi 72°C 10
menit.
d. Elektroforesis DNA
Menggunakan mesin Mupid 2, 100 volt selama 40 menit DNA ladder 100 bp, Buffer
TAE 1x, Agarose 2.5%, loading dye, dan SYBR Safe. Pembacaan hasil elektroforesis
menggunakan mesin self imager.Hasil positif Salmonella sp ditunjukkan dengan
munculnya pita dengan panjang amplikon 204 bp, Salmonella serotype enteritidis 304 bp,
dan Salmonella serotype pullorum 97 bp.
e. DNA Sequencing
Jika didapatkan hasil negatif dengan ketiga primer tersebut maka dilanjutkan

identifikasi menggunakan Sequencingdengan target full gen 16S dan analisis BLAST.

Analisis Data
Data hasil penelitian yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan menampilkan

hasil isolasi, identifikasi, dan serotypingbakteri Salmonella.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Dalam pengkajian ini dapat dideteksi adanya Salmonella sp. sebanyak 8.71 % dari
keseluruhan sampel feses yang diambil. Hasil identifikasi terhadap 310 sampel ayam petelur
ditemukan bakteri Salmonella sp sebanyak 27 isolat dari feses (Tabel 1).

Tabel 1. Isolasi Salmonella sp berdasarkan kulturdan uji biokimia



Jumlah | Media Kultur pada Media Uji Biokimia Total | Deteksi
Sampel | Kultur Selektif Positif (%)

Positif Negatif Positif Negatif | Sampel
Salmonella | Salmonella | Salmonella | Salmonella
310 LB
feses TTB
RV 27 283 27 283 27 8.71
XLD
BSA

Prosedur isolasi yang digunakan berdasarkan SNI 2987:2008 yang meliputi tahap pra-
pengkayaan, pengkayaan, agar selektif, purifikasi, uji biokimia, dan penyimpanan stok. Setiap
tahapan isolasi dilakukan secara berurutan. Sampel yang menunjukkan reaksi positif
didugaSalmonella sppada media yang telah diinokulasi pada setiap tahapan akan dilanjutkan ke
tahapan selanjutnya, sedangkan pada sampel yang mempunyai reaksi negatif akan dihentikan
proses isolasinya. Dalam setiap pengujian selalu disertai dengan kontrol positif berupa media
yang telah diinokulasi kuman Salmonella enteritidisSATCC 13076 dan kontrol negatif berupa
media yang tidak diinokulasi.

Koloni tipikal Salmonella sp pada media XLD yaitu koloni terlihat merah muda dengan
atau tanpa titik mengkilat atau terlihat hampir seluruh koloni hitam (H»S). Pada media BSA
koloni terlihat keabu-abuan atau kehitaman, kadang metalik, media di sekitar koloni berwarna
coklat (SNI 2897:2008). Dalam pengkajian ini digunakan media kromogenik RSA. Media ini
merupakan media spesifik untuk Salmonella dimana koloni Salmoella spakan terlihat berwarna
ungu, sedangkan koloni Enterobacter lain akan berwarna selain ungu. Salmonella dalam TSI
Agar menunjukkan perubahan warna menjadi hitam searah dengan tusukan pada isolat
Salmonella sp. Reaksi spesifik Salmonella sp pada TSI agar miring adalah pada bagian
permukaan miring (slant) berwarna merah/alkaline (reaksi basa) dan memproduksi H.S yang
ditunjukkan warna kehitaman pada dasar Agar (butt) kadang hingga menutupi warna kuning
(reaksi asam) Agar dasar. Reaksi spesifik Salmonella sp pada SIM vyaitu negatif indol (tidak
terbentuk cincin merah), VP negatif (tidak terjadi perubahan warna pada media setelah ditetesi
dengan pereaksi Alphanaphtol dan KOH), MR dan Citrate bisa positif atau negatif, sedangkan
Lysine Decarboxylase Broth (LDB) harus negatif (berwarna ungu).Pada pewarnaan Gram

Salmonella sp berbentuk batang dan berwarna merah (Gram negatif).



Setelah didapatkan 27 isolat Salmonella sp dengan kultur, isolat - isolat tersebut
dikonfirmasi kembali dengan metode PCR. Konfirmasi Genus Salmonella menggunakan
sepasang primer spesifik gen ompC (Alvarez, 2004)". Gen ompC adalah gen yang mengkode
biosintesis outer membrane protein C dari Genus Salmonella. Gen ompC dipilih untuk deteksi
spesies Salmonella karena mempunyai spesifisitas yang tinggi dibandingkan dengan test yang
lain sehingga lebih cepat didapatkan isolat Salmonella spp daripada dengan metode kultur
konvensional dan uji biokimia, Mini API 20 E dan tes serologi (Jawad, A.A. and Al-Charrakh,
A. H., 2016)"", Hasil positif ditunjukkan dengan munculnya pita (band) pada 204 bp. Dari ke 27
isolat tersebut semua positif Salmonella sp., hal ini membuktikan bahwa hasil identifikasi
Salmonella secara PCR dan kultur mempunyai hasil yang linear. Selanjutnyaisolat tersebut
dilakukan serotyping menggunakan primer spesifik ENT untuk mengetahui apakah isolat
tersebut merupakan Salmonella enteritidis. (Alvarez, 2004). Dari ke 27 isolat Salmonella yang
diuji dengan primer S. enteritidis, 22 isolat menunjukkan hasil positif terbentuk pita di panjang
304 bp. Sebanyak 5 isolat Salmonella sp yang belum diketahui serotype nya diuji kembali
dengan PCR menggunakan primer spesifik sgal untuk identifikasi S. gallinarum atau S.

pullorum. Didapatkan hasil dari kelima isolat Salmonella sp tersebut negatif S. gallinarum /

S.pullorum. Selanjutnya kelima isolat tersebut dilakukan sequencing untuk mengetahui serotype.
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Gambar 1. Hasil elektroforesis identifikasi Salmonella sp.
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Gambar 2. Hasil elektroforesis identifikasi Salmonella enteritidis

Sequencing dilakukan dengan menggunakan 6 primer gen 16S rRNA. Primer tersebut
merupakan primer untuk identifikasi bakteri secara umum. Hasil positif ditunjukkan dengan pita
dengan panjang amplikon 1542 bp.16S rRNA adalah suatu jenis RNA yang dilibatkan dalam
produksi protein yang paling sering digunakan sebagai penanda molekuler. Sekuens gen 16S
rRNA digunakan untuk identifikasi bakteri yang mengalami penyimpangan strain fenotip.
Analisis gen penyandi 16S rRNA telah menjadi prosedur baku untuk menentukan hubungan

filogenetik dan menganalisis suatu ekosistem(Cai, H., 2003)®.
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Gambar 3. Hasil elektroforesis identifikasi Salmonella dengan Primer 16s

Dari hasil analisis BLAST terhadap kelima isolat tersebut didapatkan bahwa 3 isolat
mempunyai kemiripan genetik dengan Salmonella enterica serovar Anatum dan 2 isolat
mempunyai kemiripan genetik dengan Salmonella enterica serovar Moscow.Salmonella enterica
subs. Enterica serovar Anatum adalah salah satu serovar Salmonella yang menyebabkan

penyakit karena mencemari pangan (food borne). Salmonella Anatum, bersama dengan



enterotoxigenic E. coli menjadi penyebab kejadian keracunan setelah mengkonsumsi pasta salad
tercemar pada tahun 2006 di Denmark (Pakalniskiene, J., et al, 2009)?3). Tidak banyak kasus
Salmonellosis yang diakibatkan Salmonella Moscow, tetapi dilaporkan pada Oktober 1955 di
daerah Ontario menimbulkan kematian pada 22 ekor bebek dari 700 ekor umur 13 hari. Tingkat
kematian tidak banyak akan tetapi kematian terjadi secara mendadak. Berdasarkan hasil nekropsi
di laboratorium diketahui bahwa hati berwarna tembaga, lesi pada hati keabuan dan focal
necrosis, dan airsacc plaque. Setelah dilakukan kultur dari organ hati, jantung, dan limpa
didapatkan isolat Salmonella moscow (Truscott, R.B., 1956)@.

Tabel 2. Identifikasi dan Serotyping Salmonella denganPCR

Hasil Uji PCR Hasil Sequencing
Taéglsltpcéen Target Gen ENT Target Gen Sgal Target gen Full Gen 16s
Salmonella Salmonella Enterica
Kode Salmonella . .
; Enterica serotype  serotype Gallinarum-
Sampel Enterica sp. s
enteritidis Pullorum
F29 positif positif negatif
F60 positif positif negatif

Salmonella Enterica

F75 positif negatif negatif serotype Anatum
. . : Salmonella Enterica
Fr7 positif negatif negatif serotype Anatum
F100 positif positif negatif
F101 positif positif negatif
. . : Salmonella Enterica
F104 positif negatif negatif serotype Anatum
F105 positif positif negatif
F107 positif positif negatif
F108 positif positif negatif
F115 positif positif negatif
F117 positif positif negatif
F118 positif positif negatif
F155 positif positif negatif
F158 positif positif negatif
F162 positif positif negatif
F167 positif positif negatif
F170 positif positif negatif
F196 positif positif negatif
F200 positif positif negatif

F255 positif positif negatif



F258 positif positif negatif
Salmonella Enterica

F262 positif negatif negatif serotype Moscow

F269 positif negatif negatif Salmonella Enterica
serotype Moscow

F282 positif positif negatif

F292 positif positif negatif

F294 positif positif negatif

Dari ke 27 isolat yang didapatkan dengan teknik kultur semua positif Salmonella sp.,
ketika dikonfirmasi dengan PCR. Hal ini membuktikan bahwa hasil identifikasi Salmonella
secara PCR dan kultur mempunyai hasil yang linear. Ada beberapa kelebihan penggunaan PCR
sebagai metode identifikasi dan serotyping Salmonella, yaitu dapat memperbanyak DNA pada
bagian yang spesifik sesuai yang diharapkan @®, memiliki sensitivitas tinggi, dapat digunakan
untuk melakukan pengujian hingga manipulasi DNA ?%, mampu memberikan hasil dalam waktu
singkat, dapat digunakan untuk mendeteksi sampel yang terkontaminasi maupun menyeleksi
sampel negatif ), dapat mengidentifikasi organisme secara mendetail hingga tingkat spesies
bahkan serotipe yang bahkan tidak dapat dilakukan menggunakan sistem konvensional ), dapat
bekerja pada materi genetik dari berbagai sel, serta dapat dilakukan pada sampel yang berupa
campuran kompleks, tetapi PCR juga memiliki beberapa kelemahan, diantaranya DNA sel
bakteri yang mati ikut terdeteksi pula @. Dari beberapa metode uji, kombinasi PCR dan media
kultur standar adalah metode yang paling efektif dengan akurasi tinggi untuk mendeteksi
Salmonella patogen pada produk peternakan dan daging ¢2.

KESIMPULAN

Dari ke 27 isolat yang didapatkan dengan teknik kultur semua positif Salmonella sp.
ketika dikonfirmasi dengan PCR. Hal ini membuktikan bahwa hasil identifikasi Salmonella sp.
secara PCR dan kultur mempunyai hasil yang linear, sehingga dapat disimpulkan kedua metode

tersebut dapat digunakan untuk isolasi dan identifikasi serotype Salmonella sp.
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