Versi Online: http://journal.ipb.ac.id/index.php/jtip

DOI: 10.6066/jtip.2016.27.1.10
Hasil Penelitian

J. Teknol.danIndustri Pangan
Vol.27(1): 10-16 Th. 2016 ISSN: 1979-7788
Terakreditasi Dikti: 80/DIKTI/Kep/2012

IDENTIFIKASI Listeria spp. PADA PANGAN JAJANAN
BERBASIS IKAN DI KOTA BOGOR

[ldentification of Listeria spp. in Fish-based Snack in Bogor]

Elia Yuswita”, Siti Nurjanah??, dan Winiati P. Rahayu?¥*

b Program Studi lImu Pangan, Sekolah Pasca Sarjana, Institut Pertanian Bogor, Bogor
2 Departemen limu dan Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian, Institut Pertanian Bogor, Bogor
¥ Southeast Asia Food and Agricultural Science and Technology Center, Institut Pertanian Bogor, Bogor

Diterima 28 Maret 2016 / Disetujui 10 Juni 2016

ABSTRACT

L. monocytogenes contamination in processed food, especially fish-based snack, may results from
contaminated raw materials, underprocessed or recontamination. The aims of this study were to identify
the presence of Listeria spp. especially L. monocytogenes by PCR method and biochemical methods, as
well as calculate the prevalence of Listeria spp. in fish-based snack food in Bogor. This study was
conducted of 4 steps: (1) determination of L. monocytogenes’s DNA limit detection, (2) sample preparation,
(3) identification of L. monocytogenes with real-time PCR, and (4) identification of Listeria spp. with
biochemical methods. The results showed that DNA detection limits of L. monocytogenes in fish meatall
and otak-otak were at 8.3x10°and 2.9x102CFU/g, respectively. The study on 65 samples indicated that
contamination of L. monocytogenes was not observed, but other species of Listeria spp., namely L. grayi
and L. innocua, were found. The prevalence of L. grayi and L. innocua in siomay was at 5.9%, while the
prevalence of L. grayi in shrimp meatalls, fish meat balls, fried meatballs was at 8.3, 9.1, and 50%,
respectively. Furthermore, L. innocua from takoyaki samples with a prevalence of 20% was observed.
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ABSTRAK

Kontaminasi L. monocytogenes pada pangan olahan khususnya pangan jajanan berbasis ikan dapat
terjadi melalui bahan baku yang tercemar, pengolahan yang tidak sempurna atau rekontaminasi setelah
pengolahan. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi keberadaan Listeria spp. terutama
L. monocytogenes dengan metode PCR dan metode biokimiawi, serta menghitung prevalensi Listeria
spp. pada pangan jajanan berbasis ikan di kota Bogor. Penelitian ini dilakukan dalam empat tahap,
meliputi penentuan limit deteksi DNA L. monocytogenes, persiapan sampel, identifikasi bakten
L. monocytogenes dengan real-time PCR, dan identifikasi Listeria spp. dengan metode biokimiawi. Hasil
limit deteksi DNA L. monocytogenes pada bakso ikan dan otak-otak masing-masing adalah 8,3x10%dan
2,9x102CFU/g. Hasil analisis terhadap 65 sampel pangan jajanan berbasis ikan menunjukkan bahwa tidak
ada cemaran L. monocytogenes pada pangan jajanan berbasis ikan, akan tetapi ditemukan L. grayi dan
L. innocua. Prevalensi L. grayi dan L. innocua pada sampel siomay yang diuji masing-masing adalah
5,9%. Pada sampel bakso udang, sampel bakso ikan, dan sampel bakso goreng ditemukan L. grayi
dengan prevalensi 8,3; 9,1; dan 50%, sedangkan L. innocua ditemukan pada sampel takoyaki dengan
prevalensi sebesar 20%.

Kata kunci: jajanan berbasis ikan, Listeria spp., L. monocytogenes

PENDAHULUAN

Listeria spp. merupakan bakteri Gram positif,
katalase positif, berbentuk batang pendek, tidak
membentuk spora, dan motil. Bakteri ini motil pada
suhu 28°C dan tidak motil pada suhu 37°C, tumbuh
optimum pada suhu 30-37°C (Garrido et al., 2010).

*Penulis Korespondensi:
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Keberadaannya yang tersebar luas di alam patut
dicermatimengingat kemampuannya untuk tumbuh
pada berbagai kondisi ekstrim, seperti pada media
dengan konsentrasi garam tinggi (10%) (Campos et
al., 2011), pH dengan kisaran 4,3-9,4 (Nadal et al.,
2007) dan mampu hidup dalam waktu yang lama
pada suhu 4°C (Kim dan Cho, 2010).

Beberapa spesies dari genus Listeria yang ter-
sebar dialam adalah L. monocytogenes, L. innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, dan L. grayi.
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Diantara spesies ini, yang bersifat patogen terhadap
manusia adalah L. monocytogenes (Janzten et al.,
2006). L. monocytogenes merupakan bakteri pato-
gen yang ditemukan pada susu dan produk olahan
susu, daging dan produk olahan daging, sayuran
segar, ikan dan produk olahan ikan. Bakteri ini
mampu membentuk biofilm dan realtif tahan ter-
hadap pemanasan, pengeringan, dan pembekuan
(Montero et al., 2015).

L. monocytogenes mampu menyebabkan
penyakit pada hostnya dengan jumlah/dosis
minimum infeksi 100 CFU/g. Serotipe L. mono-
cytogenes yang menyebabkan kasus listeriosis pada
manusia, diantaranya adalah ¥z a, ¥2 b, % c, dan 4b
(Ragon et al., 2008). Sindrom klinis yang ditimbul-
kan oleh strain bakteri L. monocytogenes umumnya
bertanggung jawab atas dua tipe infeksi pada
manusia, yaitu bersifat invasif dan non-invasif.
Listeriosis non-invasif atau disebut juga listerial
gastroenteritis  (listeriosis bentuk saluran pen-
cernaan) menunjukkan gejala penyakit yang ringan,
seperti mual, muntah, kram perut, dan diare.
Listeriosis invasif diakui sebagai foodborne disease
yang serius karena tingkat keparahan gejala dan
tingkat kematian yang tinggi yaitu 20-30%. Sindrom
klinis yang ditimbulkan oleh listeriosis bentuk invasif
yaitu septikemia, meningitis, maningoensefalitis, dan
dapat mengakibatkan keguguran pada wanita hamil,
kematian pada bayi yang baru lahir atau persalinan
prematur (Garrido et al., 2010).

Tocmo et al. (2014) mengatakan bahwa ikan
atau produk olahannya dapat terkontaminasi oleh
polusi limbah baik dari lingkungan hidup ikan
tersebut atau pada saat proses pengolahan. lkan
merupakan salah satu bahan pangan yang dapat
dengan mudah terkontaminasi bakteri. Beberapa
pangan olahan berbasis ikan yang umumnya
ditemukan di lingkungan sekolah adalah siomay,
otak-otak, bakso udang, bakso ikan, takoyaki,
pempek, dan bakso goreng. Cemaran dapat ber-
sumber dari ikan yang digunakan ataupun selama
dan pasca proses pengolahan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
keberadaan Listeria spp. terutama L. monocyte-
genes dengan metode PCR dan metode biokimiawi,
serta menghitung prevalensi Listeria spp. pada
pangan jajanan berbasis ikan di kota Bogor.
Diharapkan data mengenai identitas dan prevalensi
Listeria spp. terutama L. monocytogenes dapat
digunakan sebagai dasar ilmiah bagi pengem-
bangan program keamanan pangan.

BAHAN DAN METODE

Bahan
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian
ini adalah sampel pangan jajanan berbasis ikan
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(siomay, otak-otak, bakso udang, bakso ikan,
takoyaki, pempek, dan bakso goreng) yang diambil
dilingkungan sekolah. Pengambilan sampel dilaku-
kan secara proporsional sesuai ketersediaan sampel
yang dijual pedagang di setiap lokasi sekolah di kota
Bogor. Jumlah sampel dan sebaran tempat pengam-
bilan sampel disajikan dalam Tabel 1. Berdasarkan
laporan Rahayu et al. (2015), diketahui bahwa
proporsi pangan jajanan berbasis ikan yang dijual di
lingkungan sekolah di kota Bogor didominasi oleh
siomay yaitu sebesar 26%. Selanjutnya diikuti oleh
otak-otak (19%), sate, olahan (bakso udang, bakso
ikan, dan takoyaki) (15%), pempek (7%), dan bakso
goreng (6%). Sampel pangan jajanan berbasis ikan
yang dianalisis adalah sampel matang yang telah
diolah dengan cara dibakar, direbus/dikukus, dan
digoreng.

Tabel 1. Jumlah sampel dan sebaran tempat
pengambilan sampel
Kecamatan Tingkat Jumlah Jumlah
Sekolah  Pedagang Sampel
Bogor Selatan PT 4 6
Bogor Timur SLTA 4 6
PT 2 3
Bogor Utara SD 1 1
SLTA 1 1
Bogor Tengah SD 4 6
SLTA 8 9
PT 2 1
Bogor Barat SD 8 10
SLTP 4 5
SLTA 7 8
Tanah Sareal SD 2 4
SLTP 1 2
PT 2 3
Total 50 65
Keterangan:
PT : Perguruan Tinggi
SLTA : Sekolah LanjutanTingkat atas
SLTP : Sekolah Lanjutan Tingkat Pertama
SD : Sekolah Dasar

Penentuan limit deteksi DNA L. monocytogenes
(Mutsyahidan et al., 2016)

Pengujian limit deteksi DNA L. monocytogenes
dilakukan untuk mengetahui sensitivitas metode
yang digunakan untuk mendeteksi DNA L. mono-
cytogenes yang di spikeke sampel pangan. Sampel
pangan digolongkan dalam tiga kategori yaitu
dibakar (bakso udang, bakso ikan, dan takoyaki),
direbus/dikukus (siomay dan otak-otak), dan di-
goreng (pempek dan bakso goreng). Limit deteksi
dihitung untuk pangan yang dibakar dan direbus/
dikukus. Sampel pangan yang diolah dengan cara
dibakar diwakili oleh bakso ikan, dan sampel pangan
yang diolah dengan cara direbus/dikukus diwakili
oleh otak-otak. Limit deteksi untuk pangan yang
digoreng diwakili oleh pempek dan telah dihitung
oleh Mutsyahidan et al. (2016).
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Penentuan limit deteksi diawali dengan
menyegarkan 0,1 mL kultur bakteri L. monocyto-
genes strain ATCC 7644 (ATCC, USA) dengan
konsentrasi 10° CFU/mL kedalam 8,9 mL Tryptone
Soy Broth yeast extract (TSBye) (Oxoid, Inggris) dan
diinkubasi dalam inkubator (Memmert, German)
pada suhu 37°C selama 18 jam. Suspensi bakteri
tersebut (108 CFU/mL) ditambahkan ke dalam media
Buffered Peptone Water (BPW) (Oxoid, Inggris)
steril dan dikocok hingga homogen. Berikutnya
masing-masing sampel bakso ikan dan otak-otak
sebanyak 25 g yang telah dihancurkan ditambah
dengan 75 mL suspensi bakteri (107 CFU/mL) dan
dikocok hingga homogen. Selanjutnya dari masing-
masing larutan sampel tersebut sebanyak 1 mL
dibuat seri pengenceran hingga diperoleh suspensi
dengan konsentrasi bakteri 10'-10° CFU/mL, dan
ditumbuhkan (37°C, 48 jam) pada media Cromocult
®Listeria Selective Agar Base acc Ottaviani and
Agosti (ALOA) (Merck, Jerman). Selain itu, dari
masing-masing larutan sampel tersebut diambil
sebanyak 1 mL dan dipindahkan ke dalam micro-
tube (ExtraGene, Taiwan) untuk dilakukan ekstraksi
DNA-nya. Ekstraksi DNA dilakukan dengan metode
fenol klorofom dan hasil ekstraksi diamplifikasi
dengan real-time PCR (it-PCR) Swift™ Spectro 48
(ESCO, Singapura). Amplifikasi DNA secara otoma-
tis akan digambarkan dalambentuk grafik amplifikasi
dan kurva standar menggunakan software 1Q-5 (Bio-
Rad).

Limit deteksi ditentukan berdasarkan nilai
threshold cycle (Ct) amplikon. Nilai Ct adalah siklus
diatas noise (background fluorescence) dimana
akumulasi produk (senilai 2n, n ialah jumlah
pengulangan siklus amplifikasi) terbaca pertama kali
pada fase eksponensial. Kurva standar meng-
hasilkan persamaan linear hubungan antara log
konsentrasi bakteri dan threshold cycle (Cy). Per-
samaan linear kurva standar dapat digunakan untuk
menghitung konsentrasi bakteri yang belum di-
ketahui dalam sampel pangan. Konsentrasi L.
monocytogenes pada sampel pangan jajanan
berbasis ikan dihitung dengan memasukkan nilai Ct
hasil amplifikasi sebagai nilai y pada persamaan
linear (y = ax + b), kemudian nilai x yang diperoleh
diantilogkan.

Persiapan Sampel (BAM, 2011)

Tahapan persiapan sampel mengacu pada
BAM (2011) dengan modifikasi. Modifikasi yang
dilakukan adalah jumlah media Listeria Enrichment
Broth Base yang digunakan (dari 225 menjadi 75
mL), dan modifikasi waktu inkubasi (dari 24 menjadi
18 jam). Sampel pangan jajanan berbasis ikan
sebanyak 25 g dimasukkan ke dalam kantong steril
secara aseptis, dihancurkan, dan ditambah dengan
75 mL media Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid,
Inggris), dikocok hingga homogen. Berikutnya
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larutan sampel dipindahkan ke dalam botol bertutup
steril dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 4 jam
dan ditambah 1 mL Listeria Selective Enrichment
Supplement (Oxoid, Inggris). Inkubasi dilanjutkan
pada suhu 30°C selama 18 jam. DNA dalam sampel
siap diekstrak.

Identifikasi bakteri L. monocytogenes dengan
real-time PCR (rt-PCR) (Mutsyahidan et al., 2016)

Sebanyak 1 mL sampel disentrifus dengan
kecepatan 12.000 rpm pada suhu 25°C selama 3
menit. Selanjutnya dilakukan resuspensi dengan
500 uL bufer tris-ETDA (TE) 1x untuk memisahkan
komponen pangan dengan DNA bakteri target.
Berikutnya tahapan pelisisan sampel dilakukan
menggunakan 100 uL lisozim (Bio Basic, Canada),
25 pL larutan sodium dodecyl sulfate 10% (Merck,
Jerman), 50 ul NaCl (Merck, Jerman) 5M, dan
100 upL proteinase K (Peglab, Jerman). Pada
tahapan ini juga ditambahkan 500 puL bufer TE 1x
untuk proteksi dan stabilisasi DNA. Kemudian
ditambahkan 250 uL fenol (MP Bio, US), 250 uL
kloroform (J.T. Baker, Meksiko) dan disentrifugasi
pada kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4°C selama
10 menit untuk memisahkan DNA dari debris sel.
Setelah itu dilakukan tahapan presipitasi DNA
dengan menambahkan 500 pL isopropanol (Merck,
Jerman) dan 150 uyL amonium asetat 10 M pH 7,4
(Merck, Jerman). Selanjutnya dilakukan pencucian
DNA menggunakan 500 pL etanol 70% (Merck,
Jerman). Pelet yang diperoleh dikering udarakan,
ditambah dengan 50 pL bufer TE 1x, dan siap untuk
dilakukan amplifikasi DNA. Amplifikasi dilakukan
dengan menggunakan alat rt-PCR. Hasil positif
deteksi L. monocytogenes pada sampel ditandai
dengan terbentuknya grafik sigmoidal proses
amplifikasi seperti dijelaskan pada penentuan limit
deteksi.

Identifikasi bakteri Listeria spp. dengan metode
biokimiawi (BAM, 2011)

Sebanyak 100 pL dari kultur pengayaan
ditumbuhkan pada media ALOA dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 48 jam. Listeria spp. diisolasi dari
koloni bewarna hijau-biru yang tumbuh pada media
ALOA. Isolat terduga Listeria spp selanjutnya diuji
dengan uji katalase, pewarnaan Gram, uji matilitas,
uji hemolitik, dan uji fermentasi karbohidrat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Limit deteksi DNA L. monocytogenes

Limit deteksi merupakan jumlah terkecil dalam
sampel yang dapat dideteksi, yang menunjukkan
sensitivitas dari suatu metode. Limit deteksi dari
hasil pengujian menggunakan rt-PCR menunjukkan
jumlah terkecil DNA yang masih dapat teramplifikasi
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dari pengenceran tertinggi. Berdasarkan hasil
analisis limit deteksi DNA L. monocytogenes pada
bakso ikan dan otak-otak menggunakan rt-PCR
(Tabel 2), diketahui bahwa masing-masing sampel
memiliki limit deteksi sebesar 8,3x10° dan
2,9x10° CFU/g. Limit deteksi DNA L. monocyte-
genes pada sampel bakso ikan dan otak-otak lebih
rendah daripada limit deteksi pempek, yaitu sebesar
6,3x10° CFU/g (Mutsyahidan et al., 2016). Hal ini
menunjukkan bahwa pengujian L. monocytogenes
pada sampel bakso ikan dan otak-otak dengan rt-
PCR memberikan hasil yang lebih sensitif daripada
sampel pempek.

Tabel 2. Hasil analisis limit deteksi DNA L. mono-
cytogenes pada bakso ikan dan otak-otak
berdasarkan nilai Ct menggunakan rt-PCR

Nama Pangan

Jaianan Berbasis Jumlah Koloni Rerata Nilai
! an (CFUI/g) Cr+SD!
Bakso Ikan 49x10° 9,16 + 0,56
4,0x10° 12,34 +1,32
5,8 x 10* 15,00 £ 0,04
4,1 x10° 18,51 + 0,02
8,3 x 10° 24,36 £ 0,33
<1,0x10* -
<1,0x10* -
Otak-otak 5,4 x 10’ 9,24 +0,26
2,3x10° 11,82 +0,31
2,0x10° 15,62 + 0,40
3,0 x 10* 19,84 + 0,49
2,9 x10° 21,04 +£0,16
2,9 x10° 23,96 + 0,81
<1,0x10* -

Keterangan:1)n =2

Perbedaan ini terjadi karena ekstraksi pada
sampel pempek lebih sulit dilakukan dibandingkan
ekstraksi pada sampel bakso ikan dan otak-otak.
Pempek teksturnya lebih padat, lengket, dan kenyal.
Pempek yang dianalisis dibuat dari tepung sagu
sedangkan bakso ikan dan otak-otak dibuat dari
tepung tapioka. Tepung sagu mengandung amilosa
(27%) yang lebih besar daripada amilosa pada
tepung tapioka (17%) (Kusnandar, 2010). Karak-
teristik amilosa yang mampu membentuk gel yang
sangat kuat diduga berpengaruh terhadap hasil
ekstraksi. Selanjutnya hasil ekstraksi berpengaruh
terhadap hasil amplifikasi, karena semakin banyak
sel L. monocytogenes yang terakumulasi pada saat
ekstraksi, menyebabkan proses amplifikasi DNA
semakin cepat terjadi, sehingga nilai threshold cycle

(Ct) yang diperoleh juga semakin kecil. Queero et al.

(2014) melaporkan bahwa semakin tinggi konsen-
trasi DNA L. monocytogenes yang terekstrak, maka
proses amplifikasi yang terjadi juga semakin cepat.
Hasil analisis (Tabel 2) digunakan untuk membuat
kurva standar.
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Gambar 1. Kurva standar hubungan nilai Cy dan

log konsentrasi L. monocytogenes
pada: A. Bakso ikan, dan B. Otak-otak

Kurva standar (Gambar 1) menghasilkan
persamaan Ci= 33,75 — 3,79 C untuk sampel bakso
ikan, dan C= 31,45 - 2,93 Cuntuk sampel otak-otak.
C adalah nilai konsentrasi bakteri pada sampel
pangan. Nilai koefisien korelasi dari persamaan
tersebut adalah -0,973 dan -0,987. Idealnya nilai
koefisien korelasi adalah +/-1.0, namun nilai koe-
fisien korelasi uji sudah menggambarkan hubungan
yang sangat kuat antara nilai Ct dan konsentrasi L.
monocytogenes. Nilai korelasi yang negatif menun-
jukkan bahwa semakin besar nilai pada sumbu x
(konsentrasi L. monocytogenes) maka semakin kecil
nilai pada sumbu y (nilai Cy).

Hasil identifikasi bakteri L.
dengan real-time PCR (rt-PCR)

Hasil identifikasi menggunakan rnt-PCR menun-
jukkan bahwa tidak ditemui cemaran L. monocyto-
genes pada 65 sampel pangan jajanan berbasis
ikan. Kontaminasi L. monocytogenes pada produk
pangan siap saji dapat terjadi melalui bahan
bakunya, komposisi bahan tambahan yang
digunakan, peralatan pengolahan yang tidak bersih,

monocytogenes
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proses pemasakan yang tidak cukup, dan
rekontaminasi setelah pengolahan. Selain itu,
penyimpanan yang lama pada suhu refrigerator
(suhu 4°C) juga berpengaruh terhadap keberadaan
L. monocytogenes. lkan yang merupakan bahan
baku pengolahan pangan jajanan berbasis ikan
mungkin sudah terkontaminasi L. monocytogenes.
Jallewar et al. (2007) menemukan prevalensi L.
monocytogenes pada ikan sebesar 13%. Pada
penelitian ini tidak ditemukan L. monocytogenes
pada pangan jajanan berbasis ikan kemungkinan
karena penggunaan ikan sebagai bahan baku
bermutu baik, ataupun karena jumlah ikan yang

digunakan hanya sekitar 10-20%. Kecilnya
persentase ikan juga akan berpengaruh pada
kemungkinan adanya L. monocytogenes pada
sampel.

Bahan tambahan pangan yang digunakan pada
pengolahan pangan jajanan berbasis ikan adalah
garam dan rempah-rempah. Garam hanya ditam-
bahkan sampai rasa asin sudah terasa secara
sensori  (2,0-2,5%), sedangkan rempah-rempah
yang ditambahkan adalah bawang putih (5%).
Kecilnya persentase garam dan bawang putih yang
ditambahkan menyebabkan tidak banyak pengaruh-
nya pada ketidakberadaan L. monocytogenes pada
produk. L. monocytogenes mampu tumbuh dalam
media dengan konsentrasi garam tinggi yaitu 10%
(Campos et al.,, 2011). Selain itu, keberadaan L.
monocytogenes dalam pangan juga dapat di-
pengaruhi oleh proses pengolahan. Sampel pangan
jajanan berbasis ikan diolah dengan cara dibakar,
direbus/dikukus, dan digoreng. Perlakuan ini dapat
menghilangkan dan membunuh L. monocytogenes.
Proses pemanasan pada suhu 66°C selama 18 detik
dapat membunuh 90% populasi L. monocytogenes
(Shi et al., 2015). Sebagian besar penjaja (53%)
sudah memasak bahan baku jauh sebelum waktu
berjualan (>4 jam oleh 85% penjaja), dan penjaja
(72%) meletakkan pangan olahan di suhu ruang
(30°C). Tahapan penyajian ini merupakan titik kritis
karena lokasi di sekitar tempat berjualan kotor
(Rahayu et al.,, 2015). Waktu tunda antara
pengolahan dan pengambilan sampel berkisar
antara 4-6 jam, meskipun demikian rekontaminasi L.
monocytogenes juga tidak terjadi.

Faktor lainnya yang menjadi
monocytogenes tidak ditemukan
pangan jajanan berbasis ikan adalah kompetisi
mikroba. Berdasarkan  pengujian  biokimiawi
ditemukan spesies Listeria spp. seperti L. grayi dan
L. innocua. Adanya kedua jenis mikroba tersebut
dapat menekan pertumbuhan L. monocytogenes
(Zilelidou et al., 2015). L.innocua telah diidentifikasi
sebagai antagonis yang berpotensi menekan
pertumbuhan L. monocytogenes dalam medium
pengayaan (Besse et al., 2010).

penyebab L.
pada sampel
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L. monocytogenes telah ditemukan pada ber-
bagai produk pangan siap saji di luar negeri seperti
di Spanyol. Berdasarkan hasil pengujian dengan
rn-PCR, ditemukan L. monocytogenes dengan
tingkat cemaran sebesar 1,4x10° dan 4,4x10° CFU/g
pada 25 sampel summer salad dan 28 sampel
valencian salad (Berrada et al.,, 2006). Keberadaan
L. monocytogenes juga ditemukan pada berbagai
produk pangan siap saji lainnya, seperti produk
olahan ikan (pie ikan dan ikan asap), produk olahan
daging (pork luncheon, kroket ayam, sosis, ham,
turkey breast), produk olahan susu (keju), produk
dishes dan desserts) di Spanyol dengan tingkat
cemaran sebesar <10 - >100 CFU/g (Cabedo et al.,
2008).

Hasil identifikasi bakteri
metode biokimiawi

Berdasarkan hasil uji morfologi dan biokimia
pada sampel pangan jajanan berbasis ikan (Tabel 3),
diketahui prevalensi Listeria spp. nya rendah
(Tabel 4). L. grayi dan L. innocua yang ditemukan
pada sampel pangan berbasis ikan merupakan
spesies Listeria yang tidak berbahaya. Prevalensi L.
grayi dan L. innocua pada sampel siomay adalah
5,9%. Berikutnya ditemukan L. grayi pada sampel
bakso udang dengan prevalensi masing-masing 8,3
dan 9,1% pada sampel bakso ikan. L. grayi juga
ditemukan pada sampel bakso goreng dengan
prevalensi 50%, dan L. innocua pada sampel
takoyaki dengan prevalensi 20%. Ditemukannya
L. grayi dan L. innocua pada sampel siomay
mengindikasikan bahwa kemungkinan kontaminasi
terjadi akibat penanganan (penyimpanan) bahan
baku yang belum baik ataupun karena terjadi
rekontaminasi. Rahayu et al. (2015) melaporkan
bahwa pedagang (63,8%) belum melakukan
penyimpanan bahan segar dengan baik, dan belum
mempraktikkan penyimpanan dingin. Rekontaminasi
juga dapat terjadi setelah pengolahan baik dari
peralatan pengolahan yang tidak bersih maupun dari
tangan penjamah (pedagang). Rekontaminasi
setelah pengolahan juga dilaporkan oleh Holch et al.
(2013), yang menemukan Listeria spp. pada
makanan yang sudah diolah (ikan asap).

Sampel bakso udang, bakso ikan dan takoyaki
merupakan pangan jajanan berbasis ikan yang
diolah dengan cara dibakar. Ditemukannya L. grayi
pada sampel bakso udang dan bakso ikan, serta
L. innocua pada sampel takoyaki disebabkan
karena terjadinya rekontaminasi setelah pengolahan
pada tahap penyajian yang dibiarkan terbuka pada
suhu ruang. Bakso udang dan bakso ikan
merupakan produk pangan siap saji yang biasanya
jika tidak habis terjual disimpan di dalam lemari es
untuk dijual keesokan harinya.

Listeria spp. dengan
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Tabel 3. Uji morfologi dan biokimia Listeria spp. sampel pangan jajanan berbasis ikan

Jenis Sifat Gram dan Motilitas  Katalase Manitol Xylosa Rhamnosa Hemolitk Kesimpulan
Sampel Bentuk Sel
Siomay Gram +, + + + - - - L. grayi
coccobasil
Gram +, + + - - - - L.innocua
coccobasil
Bakso Gram +, + + + - - - L. grayi
udang coccobasil
Bakso Gram +, + + + - - - L. grayi
ikan coccobasil
Takoyaki Gram +, + + - - - - L.innocua
coccobasil
Bakso Gram +, + + + - - - L. grayi
goreng coccobasil

Tabel 4. Prevalensi Listeria spp. pada pangan jajanan berbasis ikan

Prevalensi Jumlah Sampel Positif (%)

Jenis Sampel Jumlah Sampel

L. monocytogenes L. grayi L.innocua

Siomay 17 0 59 59
Otak-otak 15 0 0 0
Bakso Udang 12 0 8,3 0
Bakso Ikan 11 0 9,1 0
Takoyaki 5 0 0 20
Pempek 3 0 0 0
Bakso goreng 2 0 50 0
Total 65

Kedua jenis Listeria ini dapat bertahan hidup KESIMPULAN
meskipun bahan disimpan dalam lemari es, karena
bakteri ini mampu hidup dalam waktu yang lama Pada penelitian ini tidak ditemukan cemaran L.
pada suhu 4°C. L. innocua yang ditemukan pada monocytogenes pada 65 jenis pangan jajanan
sampel takoyaki mengindikasikan bahwa proses berbasis ikan yang dideteksi dengan rt-PCR

pengolahan pangan tidak cukup untuk bahan baku
(gurita) pada jajanan ini. Takoyaki umumnya hanya
dimasak setengah matang dengan cara dibakar.
Pada sampel bakso goreng yang diolah hingga
matang, ditemukan L. grayi kemungkinan karena
rekontaminasi setelah pengolahan. Lokasi penjualan
dan tempat yang kotor serta tangan pedagang yang

tidak higenis dapat menjadi penyebab rekontaminasi.

Listeria spp. tidak ditemukan pada sampel otak-
otak dan pempek yang dianalisis. Hal ini disebabkan
karena kedua produk ini selalu dipanaskan atau
disajikan dalam kondisi panas. Sampel otak-otak
selalu dikukus selama penjualan, dan sampel
pempek selalu digoreng matang sesaat sebelum
disajikan. Takoyaki diletakkan terbuka cukup lama
pada suhu ruang (30°C) sebelum disajikan (Rahayu
et al., 2015).

maupun yang diuji secara biokimiawi. Pada sampel
siomay, bakso udang, bakso ikan, dan bakso goreng
ditemukan L. grayi dengan prevalensi 5,9-50%,
sedangkan pada sampel siomay dan takoyaki
ditemukan L. innocua dengan prevalensi 5,9-20%.
Penelitian deteksi L. monocytogenes pada pangan
perlu dilakukan dengan metode molekuler lainnya
seperti teknik Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), dan Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD).
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