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ABSTRAK

FEBBY ESTER FANY KANDOU. Analisis Kualitatif Escherichia coli
Serotype O157:H7 pada Air Minum Dalam Kemasan dan Isi Ulang dengan
Teknik PCR di Makassar (dibimbing oleh Mochammad Hatta dan Muhammad
Nasrum Massi).

Penelitian ini bertujuan untuk (1) menganalisis keberadaan bakteri
Escherichia coli serotype O157:H7 dengan menggunakan teknik kultur dan
PCR pada air minum dalam kemasan dan air minum isi ulang dan (2)
mengamati parameter fisik dari air minum dalam kemasan dan isi ulang yaitu
warna, bau, rasa dan kekeruhan serta mengukur pH air.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler dan
Imunologi Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin Makassar. Metode
yang digunakan adalah teknik kultur dengan mengidentifikasi bakteri
Escherichia coli serotype O157:H7 pada sampel air minum dalam kemasan
dan isi ulang dengan menggunakan medium selektif Sorbitol Mac Conkey
Agar dan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan mengamplifikasi
DNA bakteri Escherichia coli serotype O157:H7 pada gen target rfbE.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri Escherichia coli serotype
0O157:H7 pada teknik kultur tidak terdeteksi, sedangkan pada teknik PCR
sebanyak 8,33% sampel air minum dalam kemasan dan 25% sampel air
minum isi ulang terkontaminasi bakteri Escherichia coli serotype O157:H7.
Parameter fisik yaitu warna, bau, rasa dan kekeruhan sesuai dengan
persyaratan kesehatan yang telah ditentukan. Pengukuran pH pada sampel
AMDK terendah 6,02 dan tertinggi 9,24 tidak memenuhi standar yang telah
ditentukan, sedangkan pH AMIU memenuhi standar kesehatan yang telah
ditentukan.
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ABSTRACT

FEBBY ESTER FANY KANDOU. A Qualitative Analysis on Escherichia coli
Serotype 0157:H7 in Packaged and Refilled Drinking Water with PCR
Technique in Makassar (supervised by Mochammad Hatta dan Muhammad
Nasrum Massi).

This research aims to (1) analyze the existence of Escherichia coli
serotype O157:H7 bacteria using culture and PCR techniques in packaged
and refilled drinking water; (2) observe the physical parameters of packaged
and refilled drinking water consisting of color, smell, taste, muddiness and
water pH measurement.

This research was carried out at Molecular and Immunology Biology
Laboratory of Medical Faculty, Hasanuddin University. The method used was
culture technique by identifying Escherichia coli serotype O157:H7 bacteria in
packaged and refilled drinking water using selective Sorbitol Mac Conkey
Agar medium and Polymerase Chain Reaction (PCR) technique by amplifying
DNA bacteria of Escherichia coli serotype O157:H7 at rfbE gene target.

The results show that Escherichia coli serotype O157:H7 bacteria at
culture technique is not detected, whereas at PCR technique it is found that
there are 8,33% of packaged drinking water samples and 25% of refilled
drinking water samples are contaminated with Escherichia coli serotype
0157:H7. Physical parameters consisting of color, smell, taste and
muddiness are in line with the determined health requirement. The
measurement of pH for the lowest packaged drinking water sample is 6,02
and the highest one is 9,24. This means that they do not fulfill the determined
standard, whereas pH of refilled drinking water fulfills the determined health
standard.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Sejak dasawarsa yang lalu telah berkembang industri air minum dalam
kemasan (AMDK), merupakan air minum yang siap dikonsumsi secara
langsung tanpa harus melalui proses pemanasan terlebih dahulu. Semakin
banyaknya minat masyarakat terhadap air minum kemasan, mendorong
pertumbuhan industri ini di kota-kota besar di Indonesia. Selain itu, industri air
minum isi ulang (AMIU) atau air minum depot isi ulang (AMDIU) juga tumbuh
pesat. Depot melakukan proses pengolahan dari air baku menjadi air minum
dalam kemasan isi ulang (gallon) yang dapat langsung diminum (Suprihatin,
2004). Sejauh ini pemakaian AMIU dianggap sangat membantu masyarakat
terutama di lokasi yang sulit memperoleh air bersih untuk konsumsi sehari-
hari. Di samping itu, AMIU dianggap murah, efisien, mudah diperoleh dan
harganya bisa sepertiga dari produk air minum kemasan yang bermerek,
sehingga banyak rumah tangga yang beralih ke layanan ini (Poedji, 2004).

Masalah yang timbul sekarang adalah masalah kualitas air minum
yang tampaknya menimbulkan keresahan di kalangan masyarakat. Air yang
layak diminum harus memenuhi tiga persyaratan kelayakan yaitu dari segi

fisik, kimia dan mikrobiologis. Syarat air minum adalah harus aman diminum



artinya bebas mikroba patogen dan zat berbahaya, syarat lainnya diterima
dari segi warna, rasa, bau dan ke keruhannya (Soemirat, 2004).

Hasil survei kualitas mikrobiologis pada air minum dalam kemasan di
Canada, tahun 1981-1989 sekitar 40% air minum dalam kemasan yang dijual
mengandung bakteri aerob. Tahun 1992-1997, ditemukan sekitar 1,2%
terkontaminasi Pseudomonas aeruginosa, 0,6% terkontaminasi Aeromonas
hydrophila, 3,7% oleh koliform dan 2,1% oleh koliform fekal (Lacroix, 2008).

Forum Komunikasi Pengelolaan Kualitas Air Minum Indonesia,
melakukan penelitian terhadap 96 depot dari 1200 depot air minum di
Jakarta, hasilnya didapat 19,79% air yang diperiksa tercemar bakteri coliform
dan sebanyak 5,21% tercemar bakteri coli tinja ( E. coli ) (Tempo interaktif,
2003). Hasil penelitian oleh Lembaga Perlindungan Konsumen Surabaya
(LPKS) menyebutkan bahwa kualitas air dari 54 depot air minum isi ulang di
Surabaya tidak layak dikonsumsi dan dapat menyebabkan penyakit diare,
dengan ditemukannya bakteri Escherichia coli bahkan Salmonella dalam air
minum isi ulang yang diambil dari beberapa depot (Kompas, 2003).

Hasil penelitian air minum isi ulang di daerah Jabotabek 2003-Maret
2004 oleh Pusat Penelitian Pemberantasan Penyakit, Badan Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan Departemen Kesehatan RI, Jakarta menyebutkan
bahwa secara mikrobiologis air minum isi ulang di daerah Jabotabek tidak
memenuhi syarat kesehatan yaitu ditemukan bakteri aerob pada air minum isi

ulang di DKI Jakarta 32%, Bogor 12,5%, Tangerang 20% dan Bekasi 38%.



Juga ditemukan air minum isi ulang yang masih mengandung bakteri coliform
dan Escherichia coli di DKI Jakarta 1,7%, Bogor 6%, Tangerang 11% dan
Bekasi tidak ditemukan (Pracoyo, dkk, 2006). Hasil penelitian kualitas air
minum isi ulang di Makassar pada tahun 2004 menyebutkan bahwa secara
kimia dan mikrobiologis air minum isi ulang yang diambil dari beberapa depot
memenuhi syarat kesehatan (Poed;ji, 2004).

Pada tahun 2007, Dinas Kesehatan Kota Makassar mendata sekitar
250 depot air minum isi ulang yang beroperasi di wilayah Kota Makassar.
Pemeriksaan rutin dilakukan setiap bulan terhadap kebersihan bkasi depot
air minum isi ulang dan pemeriksaan terhadap kualitas air minum isi ulang
dilakukan setiap tiga bulan. Meskipun demikian, masih ada depot air minum
isi ulang yang airnya tidak higienis, hal ini terbukti dengan ditemukannya air
berlumut atau yang mengandung kotoran pada air kemasan merek terkenal
dan air dari depot isi ulang di Kota Makassar (Tribun Timur, 16 Agustus
2007).

Escherichia coli adalah bakteri yang hidup secara normal dalam usus
manusia dan hewan, bakteri ini dapat juga hidup di makanan, air dan tanah
(Wikipedia, 2007). Kehadiran E.coli di dalam air atau makanan dapat
digunakan sebagai indikator mikrobiologis untuk kontaminasi fekal dan
sebagai ukuran untuk kualitas sanitasi (Tsen, et al. 1998). Sel-sel E.coli yang
terdapat dalam air dan makanan pada umumnya merupakan E.coli non-

patogen, walaupun pada sejumlah kasus, strain-strain patogen seperti



enterotoksigenik dan sel-sel E.coli yang memproduksi shiga-like toksin
(STEC) juga dapat hadir dalam air dan makanan (Echeverria, et al. 1984;
Candrian, et al. 1991; Lee Lang, et al. 1991 dalam Tsen, et al. 1998).

Pada penelitian ini lebih difokuskan pada bakteri Escherichia coli
serotype O157:H7. Bakteri ini merupakan bakteri patogen yang penting
sebab dapat menyebabkan beragam penyakit pada manusia diantaranya
hemorrhagic colitis yaitu peradangan pada usus besar yang mengakibatkan
pendarahan (bloody diarrhea) dan penyakit hemolytic uremic syndrome
(HUS) yang mengakibatkan gagal ginjal dan anemia (Clark, 2007; Anonim,
2006). Penyebaran utama dari bakteri E. coli serotype O157:H7 adalah
berasal dari air dan makanan, bakteri ini dapat dengan mudah beradaptasi
dan bertahan pada kondisi lingkungan yang luas seperti perubahan dalam
temperatur dan pH rendah (Yaron and Matthews, 2002). Penyebaran bakteri
E. coli serotype O157:H7 dapat juga melalui air minum dan air kolam renang
yang terkontaminasi (Zhao, et al. 2001).

Metode yang umum digunakan untuk pengujian kualtas air secara
mikrobiologis adalah menghitung jumlah bakteri coliform di dalam sampel air
secara kuantitatif dan kualitatif. Metode molekuler untuk menguji kualitas air
yaitu menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan tingkat
keakuratan yang lebih tinggi PCR adalah suatu metode enzimatis untuk
melipatgandakan secara eksponensial suatu sekuen nukleotida tertentu.

Dalam teknik ini yang harus dilakukan adalah mengisolasi sel-sel bakteri dari



sampel air, kemudian dilakukan amplifikasi DNA dari bakteri tersebut
(Yuwono, 2006).

Berdasarkan uraian latar belakang masalah maka mendorong penulis
untuk mengadakan penelitian tentang pengujian kualitas air minum dalam
kemasan dan isi ulang secara mikrobiologis dengan menggunakan teknik
PCR untuk menganalisis keberadaan bakteri Escherichia coli serotype
0157:H7. Sebagai gen target adalah rfbE dengan posisi sekuens gen pada
strand 5’ — 3’ yaitu 7441 — 7680 bp, ukuran produk PCR adalah 239 bp (Morin

etal. 2004).

B. Rumusan Masalah
Dengan memperhatikan latar belakang masalah maka permasalahan
utama yang menjadi pertanyaan spesifik penelitian ini adalah: Apakah air
minum dalam kemasan dan isi ulang tercemar oleh bakteri Escherichia coli
serotype O157:H7?
C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Menganalisis keberadaan bakteri Escherichia coli serotype O157:H7
dengan menggunakan teknik kultur dan PCR pada air minum dalam
kemasan dan isi ulang.

2. Mengamati parameter fisik dari air minum dalam kemasan dan isi

ulang yaitu warna, rasa, bau dan kekeruhan serta mengukur pH air.



D. Manfaat Penelitian

1. Sebagai informasi bagi masyarakat mengenai kualitas air minum
dalam kemasan dan isi ulang.

2. Sebagai informasi ilmiah bagi perusahaan air minum dalam kemasan
dan pengelola depot air minum dalam upaya pengelolaan air minum
yang memenuhi standar kesehatan.

3. Sebagai bahan masukan bagi instansi terkat dalam melakukan
pembinaan dan pengawasan kualitas air minum dalam kemasan dan

isi ulang.



BAB Ii

TINJAUAN PUSTAKA

A. Tinjauan Umum tentang Air Minum

Air minum adalah salah satu kebutuhan utama bagi manusia. Air
minum yang ideal seharusnya jernih, tidak berwarna, tidak berasa dan tidak
berbau. Air minumpun seharusnya tidak mengandung kuman patogen dan
segala organisme yang membahayakan kesehatan manusia, tidak
mengandung zat kimia yang dapat mengubah fungsi tubuh, tidak korosif dan
tidak meninggalkan endapan pada seluruh jaringan distribusinya. Pada
hakekatnya, tujuan ini dibuat untuk mencegah terjadinya serta meluasnya
penyakit bawaan air (water borne disease) (Soemirat, 2004).

Menurut Permenkes RI No. 907/Menkes/SK/VII/2002, air minum
adalah air yang melalui proses pengolahan atau tanpa proses pengolahan
yang memenuhi syarat kesehatan dan dapat langsung di minum. Jenis air
minum meliputi: air yang didistribusikan melalui pipa untuk keperluan rumah
tangga,; air yang didistribusikan melalui tangki air; air kemasan dan air yang
digunakan untuk produksi bahan makanan dan minuman yang disajikan
kepada masyarakat, yang harus memenuhi syarat-syarat kualitas air minum.

Kualitas air adalah sifat air, kandungan organisme serta zat dalam air

yang dapat dilihat atau diukur dari berbagai parameter baik fisik, kimia dan



mikrobiologis. Terjadinya penyimpangan terhadap standar parameter ini
dapat mengubah kualitas air minum tersebut sehingga tidak dapat
dimanfaatkan sesuai dengan peruntukkannya.

Pada Peraturan Menkes RI No. 907/Menkes/SK/V1/2002 tanggal 29
Juli 2002 dijelaskan tentang syarat-syarat dan pengawasan Kkualitas air
minum, termasuk air minum dalam kemasan dan isi ulang. Penetapan
peraturan tentang persyaratan kualitas air minum dimaksudkan agar
penyediaan air minum bagi masyarakat terjamin kualitasnya, sehingga tidak
terjadi keracunan atau penyakit. Dalam rangka pengawasan kualitas air
minum secara rutin yang dilakukan oleh Dinas Kesehatan Kota/Kabupaten,
maka parameter kualitas air minimal yang harus diperiksa di laboratorium
adalah sebagai berikut:

1. Parameter yang berhubungan langsung dengan kesehatan:
a. Parameter mkrobiologis: total bakteri coliform dan fecal coli (E.
coli)
b. Parameter kimiawi: arsen, fluorida, kromium, kadmium, nitrit, nitrat,
sianida dan selenium
2. Parameter yang tidak langsung berhubungan dengan kesehatan:
a. Parameter fisik: bau, warna, kekeruhan, rasa dan suhu
b. Parameter kimiawi: aluminium, besi, kesadahan, khlorida, mangan,

pH, seng, sulfat, tembaga, sisa khlor dan amonia



B. Air Minum Dalam Kemasan (AMDK)

Air minum kemasan atau dengan istilah air mnum dalam kemasan
(AMDK), merupakan air minum yang siap di konsumsi secara langsung tanpa
harus melalui proses pemanasan terlebih dahulu dan dikemas dalam
berbagai bentuk wadah 19 lter (gallon) , 1500 mL / 600 mL (botol) dan 240
mL /220 mL (gelas). Air kemasan diproses dalam beberapa tahap baik
menggunakan proses pemurnian air (Reverse Osmosis / tanpa mineral)
maupun proses biasa Water treatment processing (mineral) dimana sumber
air yang digunakan untuk air kemasan mineral berasal dari mata air
pegunungan sementara air kemasan non mineral biasanya digunakan

sumber mata air tanah atau mata air pengunungan (Zeofilt, 2008)

Proses air minum dalam kemasan (AMDK) harus melalui proses
tahapan baik secara klinis maupun secara hukum, secara higines Klinis
biasanya disahkan menurut peraturan pemerintah melalui Badan
Pengawasan Obat dan Makanan (Badan POM RI) baik dari segi kimia, fisik
dan mikrobiologis. Tahapan secara hukum biasanya melalui proses
pengukuhan merek dagang, hak paten, sertifikasi dan asosiasi yang mana
keseluruhannya mengacu pada peraturan pemerintah melalui Deperindag.
Air minum dalam kemasan harus memenuhi standar nasional (SNI dengan

kode SNI No0.01-3553-1996) tentang standar baku mutu air dalam kemasan,



10

serta MD yang dikeluarkan oleh BPOM RI yang merupakan standar baku

kimia, fisik dan mikrobiologis (Zeofilt, 2008).

Pada dasarnya air minum dalam kemasan (AMDK) diproses melalui 3
tahap vyaitu: penyaringan, desinfeksi dan pengisian. Penyaringan
dimaksudkan untuk menghilangkan kotoran dan bau yang terkandung dalam
air. Desinfeksi bertujuan untuk membunuh bakteri patogen dalam air.
Pengisian merupakan tahap akhir berupa pengemasan air yang telah

diproses (Pedoman Proses AMDK, 2008).

C. Depot Air Minum Isi Ulang

Menurut Deperindag (2004), Depot Air Minum adalah usaha industri
yang melakukan proses pengolahan air baku menjadi air minum dan menjual
langsung kepada konsumen. Lokasi di Depot Air Minum harus terbebas dari
pencemaran yang berasal dari debu di sekitar depot, daerah tempat
pembuangan kotoran/sampah, tempat penumpukan barang bekas, tempat
bersembunyi dan berkembang biak serangga, binatang kecil, pengerat dan
lain-lain, tempat yang kurang baik sistem saluran pembuangan air dan
tempat-tempat lain yang diduga dapat mengakibatkan pencemaran.

Bahan baku utama yang digunakan adalah air yang diambil dari
sumber yang terjamin kualitasnya, tidak diperbolehkan mengambil air baku

yang berasal dari air PDAM yang ada dalam jaringan distribusi untuk rumah
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tangga. Beberapa hal yang harus dilakukan untuk menjamin mutu air baku
meliputi:
1. Sumber air baku harus terlindung dari cemaran kimia dan
mikrobiologis yang bersifat merusak/mengganggu kesehatan
2. Air baku diperiksa secara berkala terhadap parameter fisik, kimia dan
mikrobiologis
Seluruh mesin dan peralatan produksi yang kontak langsung dengan
air harus terbuat dari bahan tara pangan (food grade), tahan korosi dan tidak
bereaksi dengan bahan kimia. Mesin dan peralatan dalam proses produksi di
Depot Air Minum sekurang-kurangnya terdiri dari:
1. Bak atau tangki penampung air baku
2. Unit pengolahan air (water treatment) terdiri dari:

a. Prefilter (saringan pasir) yang berfungsi menyaring partikel-
partikel yang kasar, dengan bahan dari pasir atau jenis lain
yang efektif dengan fungsi yang sama

b. Karbon filter berfungsi sebagai penyerap bau, rasa, warna, sisa
khlor dan bahan organik

c. Filter lain berfungsi sebagai saringan halus berukuran maksimal
10 mikron

d. Alat desinfektan (ozonisasi dan ultraviolet) yang berfungsi untuk

membunuh kuman patogen
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3. Alat pengisian yaitu mesin dan alat untuk memasukkan air minum ke
dalam wadah
Sebelum dijual untuk pertama kali produk air minum harus dilakukan
pengujian mutu yang dilakukan oleh laboratorium yang terakreditasi atau
yang ditunjuk oleh Pemerintah Kota/Kabupaten yang terakreditasi. Pengujian
mutu air minum wajib memenuhi persyaratan Keputusan Menteri Kesehatan

No. 907/Menkes/SK/VI1/2002.

D. Proses Produksi Air Minum Dalam Kemasan dan Isi Ulang

Proses pengolahan air minum pada prinsipnya harus mampu
menghilangkan semua jenis polutan, baik pencemar fisik, kimia dan
mikrobiologis (Suprihatin, 2004). Menurut Peraturan Menteri Perindustrian
dan Perdagangan (2004), urutan proses produksi air minum dalam kemasan
dan air minum isi ulang adalah sebagai berikut:
1. Penampungan Air Baku dan Syarat Bak Penampung
Air baku yang diambil dari sumbernya diangkut dengan menggunakan tangki
dan selanjutnya ditampung dalam bak atau tangki penampung (reservoir).
Bak penampung harus dibuat dari bahan tara pangan (food grade) dan harus
bebas dari bahan-bahan yang dapat mencemari air.
Tangki pengangkutan mempunyai persyaratan yang terdiri atas:

a. Khusus digunakan untuk air minum

b. Mudah dibersihkan serta di desinfeksi
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c. Harus mempunyai manhole

d. Pengisian dan pengeluaran air harus melalui kran

e. Selang dan pompa yang dipakai untuk bongkar muat air baku harus
diberi penutup yang baik, disimpan dengan aman dan dilindungi dari
kemungkinan kontaminasi

2. Penyaringan bertahap terdiri dari:

a. Saringan berasal dari pasir atau saringan lain yang efektif dengan
fungsi yang sama. Bahan yang dipakai adalah butir-butir silica (SiOy)
minimal 80%.

b. Saringan karbon aktif yang berasal dari batu bara atau batok kelapa

c. Saringanf/filter lainnya

3. Desinfeksi

Desinfeksi dimaksudkan untuk membunuh kuman patogen. Proses desinfeksi
dengan menggunakan ozon (O3) berlangsung dalam tangki atau alat
pencampur ozon lainnya dengan konsentrasi ozon minimal 0,1 ppm dan
residu ozon sesaat setelah pengisian berkisar antara 0,06-0,1 ppm. Tindakan
desinfeksi lain yaitu dengan cara penyinaran Ultra Violet (UV) dengan
panjang gelombang 254 nm atau kekuatan 2537°A dengan intensitas

minimum 10.000 mw detik per cm?.
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4. Pembilasan, Pencucian dan Sterilisasi Wadah
Wadah yang dapat digunakan adalah wadah yang terbuat dari bahan tara
pangan (food grade) dan bersih. Wadah yang akan diisi harus disanitasi
dengan menggunakan ozon (O3) atau air ozon.
5. Pengisian
Pengisian wadah dilakukan dengan menggunakan alat dan mesin serta
dilakukan dalam tempat pengisian yang higienis
6. Penutupan
Penutupan wadah dapat dilakukan dengan tutup yang dibawa oleh konsumen
dan atau yang disediakan oleh Depot Air Minum

Proses pengolahan alternatif adalah menggunakan metode Reverse
Osmosis yaitu suatu teknologi pemurnian air yang paling modern, yang
menggunakan membran semipermeabel yang sangat efektif, ekonomis dan
mudah pemeliharaannya. Metode ini mampu membersihkan air hingga 90-
99% dari segala macam pencemar yang terkandung di dalam air sehingga
menghasilkan air yang bersih dan murni. Osmosis adalah suatu proses alami
dimana dua macam larutan yang berbeda kepekatan/konsentrasinya
dipisahkan oleh sebuah membran semipermeabel, sehingga larutan yang
lebih rendah kepekatannya akan bergerak menembus membran
semipermeabel menuju cairan yang lebih tinggi kepekatannya sampai terjadi

keseimbangan kepekatan/ konsentrasi.
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Reverse Osmosis (Osmosis balik) adalah penerapan tekanan pada sisi
larutan yang mempunyai kepekatan/ konsentrasi tinggi, sehingga larutan
mengalir dari yang lebih tinggi kepekatannya menuju larutan yang lebih

rendah kepekatannya sampai terjadi keseimbangan kepekatan/ konsentrasi

(Gambar 1) (Anonim, 2007).
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Gambar 1. Proses Reverse Osmosis ( www.fujiro.com)

E. Bakteri Coliform sebagai Indikator Mikrobiologis dalam Menentukan
Kualitas Air

Mikroorganisme indikator yang digunakan dalam analisis kualitas air
adalah mikroorganisme yang kehadirannya di dalam air merupakan bukti

bahwa air tersebut tercemar atau terkontaminasi oleh bahan tinja dari
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manusia atau hewan berdarah panas (Todar, 2004). Dari beberapa jenis atau
kelompok bakteri yang telah dievaluasi untuk menentukan sesuai tidaknya
untuk digunakan sebagai organisme indikator, maka yang memenuhi
persyaratan adalah Escherichia coli dan kelompok bakteri coliform lainnya.
Bakteri coliform merupakan suatu kelompok bakteri yang sering digunakan
sebagai indikator adanya kotoran dan kondisi sanitasi yang tidak baik
terhadap air dan makanan sehingga tidak layak untuk dikonsumsi. Bakteri
coliform dapat dibedakan menjadi dua grup yaitu:

1. Coliform fekal yang berasal dari kotoran (tinja) hewan maupun
manusia, misalnya Escherichia coli.

2. Coliform non fekal biasanya ditemukan pada hewan atau manusia
yang telah mati, misalnya Enterobacter, Klebsiella (Pelczar dan Chan,
1988).

Karakteristik dari bakteri mliform (famili Enterobacteriaceae) adalah
bersifat Gram negatif, berbentuk batang, berukuran 0,3 — 1,0 x 1,0 — 6,0 pm,
pergerakan dengan flagella peritrik, fakultatif anaerob, tidak membentuk
spora dan dapat memfermentasikan laktosa dengan membentuk gas.
Tumbuh baik pada media yang mengandung pepton atau beef extract antara
22° — 35°%C, juga tumbuh pada Mac Conkey Agar yang mana digunakan
sebagai media selektif. Bakteri ini tersebar luas dalam air, tanah dan sebagai
flora normal dalam usus manusia dan hewan. Citrobacter, Edwardsiella,

Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Providencia,
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Salmonella, Serratia, Shigella dan Yersinia diklassifikasikan ke dalam subklas
Gammaproteobacteria, ordo Enterobacteriales dan famili Enterobacteriaceae
(Todar, 2004).

Escherichia coli adalah bakteri yang hidup secara normal dalam usus
manusia dan hewan, pertama kali diisolasi oleh Dr. Theodor Escherich (1885)
dari tinja bayi dan diberi nama Bacterium coli commune, selanjutnya
dinamakan menjadi Escherichia coli. Selama bertahun-tahun bakteri ini
dianggap sebagai organisme yang komensal pada usus besar (kolon), tetapi
anggapan ini berakhir sampai tahun 1935 sebab ditemukan strain dari
Escherichia coli yang menjadi penyebab penyebaran diare pada bayi (Todar,
2004; Clark, 2007)).

Berdasarkan sifat patogenik dan virulensinya, maka Escherichia coli
dibagi menjadi lima grup Enterovirulen Escherichia coli (EEC), yaitu:

1. Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), jika strain ini melakukan
penetrasi dan menggandakan diri di dalam sel-sel epithel usus besar
sehingga terjadi kerusakan sel yang tersebar pada usus besar dan
menyebabkan diare yang hebat (Tarr, 1995). Menurut Todar (2004),
Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) menyerupai Shigella dalam
mekanisme patogeniknya dan menghasilkan berbagai macam
penyakit. Sindrom Klinis identik dengan disentri yang disebabkan oleh

Shigella, diare yang disertai demam. EIEC adalah organisme yang
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invasif, mereka tidak menghasilkan LT (heat-labile) toksin atau ST
(heat-stable) toksin dan mereka tidak menghasilkan Shiga toksin.

. Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), diwakili oleh satu strain
yaitu serotype O157:H7 yang menyebabkan suatu sindrom diare yang
berbeda dari EIEC (dan Shigella) dalam hal pelepasan darah yang
berlebihan dan tidak disertai demam (Todar, 2004). Escherichia coli
serotype 0157:H7 digambarkan sebagai suatu strain
enterohemorrhagic karena strain ini sering menghasilkan pendarahan
diare pada pasien yang terinfeksi (Tarr, 1995). Diare pada anak-anak
yang disebabkan oleh strain ini dapat berakibat fatal dan situasi yang
sering mengancam kehidupan adalah efek toksiknya pada ginjal yang
menyebabkan gagal ginjal akut fiemolytic uremic syndrome, HUS).
Bakteri ini tidak menyerang sel-sel mukosa seperti Shigella, tetapi
menghasilkan toksin yang sebenarnya identik dengan Shiga toksin
yang disebut Shiga-like toksin (Todar, 2004).

. Enteroaggregative Escherichia coli (EAggEC), dapat menyebabkan
diare yang akut dan kronik yang persisten (dalam waktu lama) pada
anak-anak. Bakteri ini melekat pada sel-sel epithel dalam suatu pola
yang menyerupai suatu tumpukan batubata dan menghasilkan toksin
EnteroAggregative ST (EAST) (Tarr, 1995).

. Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), dapat menyebabkan diare

yang berair yang sama dengan Enterotoxigenic E. coli (ETEC). Tidak
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memproduksi LT atau ST toksin, namun dilaporkan bahwa mereka
memproduksi suatu enterotoksin. Strain EPEC disebut juga
‘moderately invasive’ (bersifat invasi yang sedang). Diare dan gejala-
gejala lain dari infeksi EPEC kemungkinan disebabkan oleh
invasi/penyerangan bakteri ke sel-sel inang daripada disebabkan oleh
produksi toksin (Todar, 2004).

5. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), gejala-gejala infeksi ETEC
yaitu diare tanpa demam. Bakteri bersifat non-invasif, menghasilkan

LT atau ST toksin (Todar, 2004).

F. Escherichia coli serotype O157:H7

Escherichia coli serotype O157:H7 merupakan satu dari ratusan strain
bakteri Escherichia coli yang berbahaya, menghasilkan toksin yang sangat
kuat dan dapat menyebabkan penyakit berat (Clark, 2007). E. coli serotype
0157:H7 pertama kali dikenal sebagai patogen akibat hasil dari penyebaran
yang luar biasa dari penyakit gastrointestinal pada tahun 1982,
penyebarannya ditemukan pada hamburger yang terkontaminasi (Wikipedia,
2007). Sejak tahun 1982, penyebaran dari infeksi E.coli serotype O157:H7
telah dikumpulkan dari bermacam-macam makanan yaitu sari buah apel,
susu murni, kecambah tanaman alfalfa dan daging sapi giling serta
produknya (Griffin and Tauxe, 1991). Penyebaran dapat juga berasal dari air

minum atau air kolam renang yang terkontaminasi dengan E. coli serotype
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0157:H7 telah dilaporkan di United State, Afrika Selatan, Finlandia dan
Skotlandia. Pada tahun 2000, terjadi kontaminasi oleh E. coli serotype
0157:H7 pada air yang disuplai oleh pemerintah Walkerton, Ontario, Canada
dalam penyebarannya terjadi lebih dari 2000 kasus dengan 6 kematian (Zhao
et al.,, 2001). Menurut Petridis (2002), penyebaran terbesar bakteri E.coli
serotype O157:H7 terjadi di Sakai (Jepang) dengan jumlah penderita 5727
orang, Scotlandia jumlah penderita 496 orang, Montana (USA) jumlah
penderita 243 orang dan Pennsylvania (USA) jumlah penderita 51 orang.
Escherichia coli serotype 0O157:H7 adalah bakteri Gram negatif
bentuk batang, Huruf “O” pada nama merujuk pada antigen somatik,
sedangkan “H” merujuk pada antigen flagellar (Gambar 2). Bakteri ini
menghasilkan Shiga-like toksin (SLT) yang menyebabkan penyakit yang
berat dan merupakan anggota dari grup Escherichia coli patogenik yaitu
enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) (Wikipedia, 2007). Menurut
Chinyu Su dan Brandt (1995), semua E. coli serotype O157:H7 memproduksi
Shiga-like toksin (SLT) disebut “Shiga-like” karena strukturnya mempunyai
kesamaan dengan Shiga toksin. Shiga-like toksin menghalangi sintesis
protein pada sel-sel eukaryota sehingga menyebabkan kerusakan sel-sel
endothelium pada ginjal, pankreas, otak dan organ lainnya, jadi toksin ini
menghalangi kemampuan dari organ-organ tersebut untuk menjalankan

fungsinya (Clark, 2007).
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Gambar 2. Escherichia coli serotype O157:H7 (Todar, 2005)

Calderwood et al. (1987) melaporkan struktur dari Shiga toksin dan
toksin yang didapatkan pada E.coli serotype O157:H7. Strain E. coli serotype
0157:H7 memproduksi dua Shiga-like toksin yang berbeda yaitu Shiga-like
toksin | (SLT I) dan Shiga-like toksin Il (SLT Il) (Johnson et al., 1983; Noda et
al., 1987). Shiga-like toksin Imempunyai banyak kesamaan sifat-sifat biologis
dengan Shiga toksin, dari sifat-sifat tersebut hampir tidak dapat dibedakan
kecuali pada nukleotida dan level proteinnya (O’Brien et al., 1983). Shiga-like
toksin mempunyai struktur subunit yang sama dengan Shiga toksin yaitu
terdiri dari satu subunit "A” yang aktif secara enzimatik dan lima subunit
pengikat ‘B” (Jackson, et al., 1987; O’Brien, et al., 1983). Urutan nukleotida
dan komposisi asam amino memperlihatkan bahwa Shiga-like toksin | dan

Shiga toksin memberikan lebih dari 99% gen yang sesuai (homolog), dan
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struktur mereka berbeda hanya pada satu asam amino pada subunit “A”
(Calderwood, et al., 1987; Jackson, et al.,, 1987). Sebaliknya, Shiga-like
toksin Il secara genetik berhubungan juga dengan Shiga-like toksin I Shiga-
like toksin Il memberikan sedikithnya 60% dari DNA-nya yang sesuai
(homolog) dengan Shiga toksin atau Shiga-like toksin | (SLT |l
memperlihatkan 58% nukleotida yang homolog dan 56% asam amino yang
homolog dengan SLT I) (Jackson, et al., 1987).

Walaupun terdapat perbedaan dalam urutan molekuler, SLT | dan SLT
Il mempunyai reseptor sel dan aksi mekanisme intraseluler yang sama.
Keduanya mengikat reseptor permukaan membran yang sama yaitu receptor
globotriaosyl ceramide. Globotriaosyl ceramide diekspresikan secara cepat
pada korteks ginjal manusia (Waddell, et al., 1988). Pada pengikatan
receptor globotriaosyl ceramide, SLT | dan SLT Il menghambat sintesis
protein melalui enzim pembelahan N-glycosidase di tempat yang spesifik
pada residu adenin pada subunit 28s ribosomal (Furutani, et al., 1990).

Bukti yang paling kuat untuk infeksi E.coli serotype O157:H7 adalah
kehadiran bakteri ini dalam kultur tinja selain itu dapat juga melalui kehadiran
dari Shiga-like toksin dalam tinja, atau kenaikan titer antibodi SLT dalam
serum. Kultur tinja untuk organisme ini membutuhkan medium pertumbuhan
yang khusus, karena E.coli serotype O157:H7 memfermentasi laktosa secara
cepat ketika tumbuh pada medium yang mengandung laktosa (medium yang

rutin dilakukan untuk kultur tinja) sehingga tidak dapat dikenali (tidak dapat
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dibedakan) dari flora fekal normal lainnya. Namun, E.coli serotype O157:H7
dapat dibedakan dari kebanyakan strain E.coli lain melalui fermentasi sorbitol
yang lambat atau tidak sama sekali memfermentasi sorbitol. Ketika
ditempatkan pada cawan yang mengandung Mac Conkey Agar (medium
indikator) dan Sorbitol Mac Conkey Agar (medium selektif), E.coli serotype
0157:H7 menampakkan sorbitol negatif pada 24 jam setelah inkubasi. Koloni
bakteri E.coli serotype O157:H7 pada medium Sorbitol Mac Conkey Agar
akan menampakkan warna pucat atau tidak berwarna berbeda dengan E.coli
non-serotype O157:H7 yang berwarna merah atau merah muda (Gambar 3)
(Farmer and Davis, 1985; March and Ratnam, 1986).

Sorbitol Mac Conkey Agar (SMAC) dikembangkan dengan mengambil
keuntungan dari karakteristik bakteri ini melalui penggantian laktosa pada
medium Mac Conkey Agar dengan sorbitol. Medium SMAC Agar ini dipilih
untuk isolasi E.coli serotype O157:H7 (CDC, 2003). Menurut March dan
Ratnam (1986), deteksi E.coli serotype O157:H7 pada medium SMAC Agar
mempunyai sensitivitas 100%, spesifisitas 85% dan akurasi 86%. Medium
SMAC merupakan medium yang mudah, murah, cepat dan dapat dipercaya
untuk mendeteksi E.coli serotype 0O157:H7. Koloni sorbitol negatif dapat
dipilih dan selanjutnya dites melalui respon parameter biokimia, serotyping
menggunakan antisera pada antigen H7 dan O157 atau mendeterminasi

kehadiran Shiga-like toksin (Chinyu Su and Brandt, 1995).
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G. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik yang dapat
memperbanyak jutaan urutan DNA spesifik hanya dalam waktu yang singkat.
Teknik ini ditemukan oleh Kary B. Mullis pada tahun 1983. PCR adalah suatu
reaksi untuk menggandakan jumlah molekul Deoxyribonucleat Acid (DNA)
pada target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang
berkomplemen dengan molekul DNA target tersebut dengan bantuan enzim

dan oligonukleotida sebagai primer dalam satu thermocycler (Yuwono, 2006).
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Materi awal untuk PCR adalah suatu larutan DNA dari untai ganda yang
mengandung urutan nukleotida yang ditargetkan untuk disalin. Proses
amplifikasi dapat dicapai dengan memanfaatkan dua primer oligonukleotida
sintetik, enzim DNA polymerase termostabil dan deoxynucleotide
triphosphate (dNTP) yang mencakup dATP, dCTP, dGTP dan dGTP yang
bekerja pada untaian DNA (Campbell, 1999).

PCR melibatkan tiga tahapan siklus temperatur yang berurutan yaitu
denaturasi templat, annealing (penempelan) pasangan primer pada untai
ganda DNA target dan pemanjangan (Yuwono, 2006).

Prinsip kerja PCR adalah sebagai berikut:

A. Tahap denaturasi, berlangsung pada suhu tinggi 94-96°C untuk
memisahkan kedua untai DNA secara sempurna melalui pemutusan
ikatan Hidrogen nukleotida sehingga terbentuk dua untai tunggal DNA.

B. Tahap penempelan primer/annealing, suhu diturunkan 45-60°C
(tergantung primer yang digunakan) sehingga primer menempel pada
bagian DNA templat yang komplementer urutan basanya

C. Tahap pemanjangan/ekstensi, apabila suhu dinaikkan kembali menjadi
70-75°C maka primer dengan bantuan enzim DNA polymerase akan
membentuk untai DNA yang baru (Gambar 4).

Apabila ketiga tahap dalam proses PCR telah dilakukan maka setiap satu
segmen DNA untai ganda diamplifikasi menjadi 2 segmen DNA untai ganda

yang identik, sehingga jumlahnya menjadi dua kali lebih banyak, siklus
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diulangi kembali dari awal, demikian seterusnya hingga siklus selesai
(Diffenbach, 1995).

Keunggulan PCR dikatakan sangat tinggi, hal ini berdasarkan
spesifitas, efisiensi dan keakuratannya. Spesifitas PCR terletak pada
kemampuannya mengamplifikasi produk sesuai yang diinginkan. Efisiensi
PCR adalah kemampuannya mengamplifikasi sehingga menghasilkan produk
melalui sejumlah siklus. Keakuratan yang tinggi karena DNA polymerase
mampu menghindari kesalahan pada amplifikasi produk (Mordechai, 1999).
Melalui PCR identifikasi mikroorganisme pada sampel dapat dilakukan
dengan cepat dan dapat dipercaya untuk mendiagnosa secara molekuler
berbagai macam penyakit infeksi dimana metode kultur dan serologi sering

terhambat dengan sedikitnya jumlah sampel (Bopp, et al., 2003).
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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Gambar 4. Prinsip kerja Polymerase Chain Reaction (PCR) (Campbell,1999)

H. KERANGKA KONSEPTUAL
1. Dasar Pemikiran Variabel yang Diteliti
Kualitas air minum yang ideal seharusnya memenuhi persyaratan fisik,
kimia dan mikrobiologis. Oleh karena itu harus dilakukan pengawasan mutu
kualitas air minum secara ketat pada air minum dalam kemasan dan isi ulang
yang dikonsumsi oleh masyarakat. Target utama yang perlu diawasi untuk
menjamin kualitas air minum adalah sumber air yang digunakan sebagai

bahan baku dan proses pengolahan air minum tersebut. Sumber air yang
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digunakan sebagai bahan baku pembuatan air minum dalam kemasan dan isi
ulang harus bebas mikroba, tidak berbau dan tidak berwarna. Proses
pengolahan juga harus steril dan dilakukan oleh tenaga-tenaga yang telah
terlatih.

Salah satu indikator penting tingkat sanitasi air minum adalah
keberadaan bakteri-bakteri coliform di dalam air, khususnya bakteri
Escherichia coli. Untuk mengetahui kualitas air minum dalam kemasan dan isi
ulang yang memenuhi persyaratan secara mikrobiologis maka dilakukan
pemeriksaan pada sampel air. Pada penelitian ini dilakukan analisis
keberadaan bakteri Escherichia coli serotype O157:H7 yang merupakan
bakteri patogen dan dapat menyebabkan penyakit pada manusia.

Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR). Keuntungan dari teknik ini adalah mempunyai
sensitivitas dan spesifitas yang tinggi serta dapat dilakukan secara cepat.
Kelebihan lainnya adalah dapat dilakukan dengan menggunakan komponen-
komponen yaitu DNA cetakan, oligonukleotida, dNTP, enzim dalam jumlah
yang sangat sedikit.

Diharapkan hasil pemeriksaan ini dapat menjadi bahan masukan bagi
instanskinstansi terkait dalam upaya pengawasan mutu kualitas air minum
yang memenuhi standar kesehatan sesuai dengan Peraturan Menteri

Kesehatan No. 907/Permenkes/SK/VI1/2002.



2. Bagan Kerangka Konseptual

Sumber air
baku:

Air PDAM,
Mata air

Kimiawi: organik,
anorganik,
pestisida,desinfek-
tan dan hasil
sampingannya

\
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Pengolahan air:
Ozonisasi, Ultra Violet
(UV), Reverse Osmosis
(RO)

Kualitas Air

Kultur
Bakteri <

Minum

‘/Fisi k: warna,

rasa, bau,

y

E.coli
O157:H7

A

Mikrobiologis/
Bakteriologis: total
bakteri coliform, fecal
coli atau E. coli

A

temperatur, dan
kekeruhan

Polymerase
» Chain

Reaction
(PCR)




