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Meat is one of the livestock products that cannot be separated 

from the needs of human life. The biggest possibility of 

bacterial contamination can occur in slaughterhouse (RPH). 

One of the bacteria that can contaminate meat is Escherichia 

coli. Escherichia coli (E. coli) is a bacterium that normally 

lives in the digestive tract of animals and humans. In general, 

E. coli is considered a normal flora in the digestive tract of 

animals (cows) that can contaminate meat and the 

environment around the slaughterhouse during the slaughter 

process. Beef which was contaminated initially accompanied 

by improper cooking process is a source of infection from 

several cases of food poisoning, including those caused by 

STEC. So that it is necessary to increase food safety for foods 

that come from animals such as beef or the processed of 

products to be able to guarantee the quality of food that will be 

consumed by the community and can prevent Foodborn 

disease. The sampling method was carried out using a 

purposive sampling method. Isolation and identification of 

bacteria was carried out on Eosin Methylene Blue Agar 

(EMBA) media, and then continued with other tests to confirm 

the positive Escherichia coli bacteria. On Eosin Methylene 

Blue Agar (EMBA) media, positive colonies of Escherichia coli 

are metallic green with black spots in the middle. Eosyn 

Methylene Blue Agar is a differential medium used to 

distinguish E. coli from other Enterobactericeae. The sample 

used was beef taken in Oeba RPH Kupang City when the 

slaughter was in progress. Samples taken were 41 beef 

samples in Oeba RPH. The results showed that from 41 beef 

samples, 4 positive samples of Escherichia coli (9,75%). 
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PENDAHULUAN 

Daging merupakan salah satu hasil 

ternak yang tidak dapat dipisahkan dari 

kebutuhan kehidupan manusia 

(Soeparno, 2005). Dalam hal ini daging 

mempunyai peran yang cukup besar 

dalam ketahanan pangan nasional karena 

merupakan salah satu dari komoditas 

dengan kandungan gizi yang cukup 

lengkap (Usmiati, 2010).  Selain itu 

daging  merupakan sumber protein 

hewani yang dibutuhkan oleh manusia 

karena daging memiliki nilai kandungan 

gizi yang tinggi, akan tetapi daging juga 

merupakan bahan pangan asal hewan 

yang mudah rusak jika penanganannya 

tidak tepat karena daging merupakan 

media yang baik untuk pertumbuhan 

bakteri.  

Sumber kontaminasi daging biasanya 

dimulai dari saat pemotongan ternak 

sampai konsumsi menurut Jay, (1992) 

dan Lawrie, (2003). Kemungkinan 

terbesar terjadinya kontaminasi bakteri 

sebagian besar dapat terjadi di rumah 

potong hewan (RPH). Salah satu bakteri 

yang dapat mencemari daging adalah 

Escherichia coli (Rahadi, 2011). 

Escherichia coli (E.coli)  merupakan 

bakteri yang secara normal hidup di 

saluran pencernaaan hewan dan manusia. 

E.coli berperan penting dalam sintesis 

vitamin K, konversi pigmen-pigmen 

empedu, asam-asam empedu dan 

penyerapan zat-zat makanan. E.coli 

termasuk dalam bakteri heterotrof yang 

memperoleh makanan berupa zat organik 

dari lingkungannya karena tidak dapat 

menyusun sendiri zat organik yang 

dibutuhkannya. Zat organik diperoleh 

dari sisa organisme lain. Bakteri ini 

menguraikan zat organik menjadi zat 

anorganik, yaitu CO2, H2O, energi, dan 

mineral. Di dalam lingkungan, bakteri 

pembusuk ini berfungsi sebagai pengurai 

dan penyedia nutrisi bagi tumbuhan 

(Ganiswarna, 1995).  

Secara umum, E.coli dianggap 

sebagai flora normal dalam saluran 

pencernaan hewan (sapi) yang dapat 

mengkontaminasi daging dan lingkungan 

sekitar Rumah Pemotongan Hewan 

selama proses pemotongan berlangsung. 

Daging sapi yang pada awalnya sudah 

terkontaminasi disertai dengan proses 

pemasakannya yang tidak benar 

merupakan sumber infeksi dari beberapa 

kasus keracunan makanan, termasuk 

yang diakibatkan oleh STEC (Atalla et 

al., 2000). 

Berdasarkan latar belakang di atas 

maka perlu dilakukan penelitian dengan 

judul “Isolasi dan Identifikasi 

Escherichia coli Pada Daging Sapi 

Yang dipotong di Rumah Potong 

Hewan Oeba Kota Kupang” 

 

METODOLOGI 

Metode pengambilan sampel 

dilakukan menggunakan metode 

purposive sampling. Pengambilan 

sampel dilakukan hanya atas dasar 

pertimbangan penelitinya saja yang 

menganggap unsur-unsur yang 

dikehendaki telah ada dalam. Sampel 

berupa daging sapi diambil langsung di 

RPH pada saat pemotongan berlangsung.  

Pemeriksaan sampel penelitian 

dilaksanakan di Laboratorium  Ilmu 

Penyakit Hewan dan Kesehatan 

Masyarakat Veteriner Fakultas 

kedokteran Hewan Universitas Nusa 

Cendana. 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada 

bulan Juli hingga bulan Agustus 2018. 

Alat yang digunakan  dalam melakukan 

penelitian ini adalah cool box, autoclave, 

incubator, cawan petri, osse, bunsen, 

pinset, tabung reaksi, rak tabung, 

gunting, timbangan digital, batang 

pengaduk, gelas beaker, mikroskop, dan 
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kulkas. Bahan yang digunakan dalam 

melakukan penelitian ini adalah plastik 

steril, NaCl fisiologis, sampel  daging 

sapi, larutan buffered peptone water, 

Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), 

Nutrient Agar, Triple Sugar Iron Agar 

(TSIA), aquadest, object glass, alkohol 

95 %, kristal violet, lugol, safranin, 

minyak emersi dan Methyl Red-Voges 

Proskaver (MR-VP). 

 

Pengambilan Sampel 

Sampel berupa daging sapi diambil 

langsung di RPH pada saat pemotongan 

berlangsung. Sampel yang telah diambil 

kemudian dimasukkan kedalam plastik 

steril yang telah disiapkan, kemudian 

dimasukan kedalam cool box yang telah 

diisi terlebih dahulu dengan es batu. 

 

Isolasi dan identifikasi Escherichia coli 

Isolasi dan identifikasi E. coli 

dilakukan dengan melakukan kultur hasil 

swab pada media Eosin Methylene Blue 

Agar (EMBA) dengan metode streak, 

kemudian diinkubasikan pada suhu 37 ºC 

selama 24 jam. Koloni yang tumbuh dan 

berwarna hijau metalik dengan titik 

hitam pada bagian tengahnya 

diindikasikan sebagai koloni E. coli. 

(Mahon and Manuselis, 2000; Suardana 

dkk., 2014). 

 

Identifikasi morfologi sel Escherichia 

coli dengan Pewarnaan Gram 

Prosedur identifikasi morfologi sel E. 

coli dengan pewarnaan Gram pada sel 

bakteri sebagai berikut : koloni bakteri 

pada media EMBA yang berwarna hijau 

metalik dengan titik hitam pada bagian 

tengah diambil dengan menggunakan 

osse steril, kemudian di ratakan dengan 

NaCl yang telah diteteskan pada 

permukaan object glass. Selanjutnya 

preparat difiksasi atau dikeringkan di 

atas api bunsen, lalu ditetesi dengan zat 

warna kristal violet selama 2 menit. 

Preparat kemudian dibilas dengan air 

mengalir dan ditetesi dengan lugol 

selama 1 menit, dibilas dengan air 

mengalir, lalu dicuci dengan alkohol 95 

%. Kemudian ditetesi safranin selama 2 

menit. Setelah itu dibilas dengan air 

mengalir dan dikeringkan (Trisna, 2012; 

Pelsczar dan Chan, 2006). Preparat 

kemudian diamati di bawah mikroskop 

dengan perbesaran 1000X dengan 

menggunakan minyak emersi, lalu 

diidentifikasi bentuk sel dan sifat 

Gramnya. Apabila bakteri yang diamati 

berwarna ungu, maka bakteri tersebut 

merupakan bakteri Gram positif dan 

apabila bakteri yang diamati berwarna 

merah muda, maka bakteri tersebut 

merupakan bakteri Gram negatif. 

 

Uji biokimia Escherichia coli 

Uji biokimia E. coli dengan 

menggunakan media Triple Sugar Iron 

Agar (TSIA). Isolat bakteri diambil dari 

media NA sebanyak 1 ose kemudian 

diinokulasikan kedalam medium TSIA 

yang mengandung laktosa, sukrosa, dan 

glukosa dengan cara ditusukkan kedalam 

medium tersebut hingga mencapai 

bagian tegak (butt), selanjutnya 

digoreskan secara zig-zag pada 

permukaan media (slant). Media 

kemudian diinkubasi pada suhu 37 ºC 

selama 24 jam dan diamati perubahan 

warna yang terjadi pada bagian 

kemiringan (slant) dan kedalaman (butt) 

untuk menunjukkan sifat alkali dan 

asam. Perubahan warna medium menjadi 

kuning menandakan asam, warna merah 

menandakan medium menjadi basa, 

warna hitam menandakan terbentuknya 

H2S dan jika medium terangkat 

menandakan bahwa bakteri tersebut 

mampu menghasilkan gas. Koloni yang 

diinokulasi menunjukkan hasil positif E. 

coli apabila media mengalami perubahan 
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warna dari merah menjadi kuning pada 

bagian slant dan butt, karena sifat E. coli 

yang mampu memfermentasi karbohidrat 

(Glukosa, Laktosa, Sukrosa). 

 

Uji Sulfur Indol Motility (SIM) 

Cara kerjanya yaitu koloni positif 

yang tumbuh pada media EMBA di 

ambil dengan menggunakan ose jarum, 

lalu tusuk lurus pada media uji SIM 

selanjutnya di inkubasi selama 24 jam 

pada suhu 35C. Keesokan harinya amati 

perubahan.  

 

Uji Sitrat 

Koloni positif yang tumbuh pada 

media EMBA di ambil dengan 

menggunakan ose jarum, lalu tusuk lurus 

pada media SCA selanjutnya di inkubasi 

selama 24 jam pada suhu 350 C. 

Keesokan harinya amati perubahan. 

 

Uji Methyl Red (MR) 

Biakan diambil dari media TSIA 

dengan osse steril lalu diinokulasikan ke 

dalam tabung yang berisi 10 mL media 

MR-VP dan diinkubasi pada temperatur  

37 0C selama 24 jam. Selanjutnya 

dilakukan penambahan 5 hingga 6 tetes 

indicator Methyl Red pada tabung. Hasil 

uji positif ditandai dengan adanya difusi 

warna merah ke dalam media, sedangkan 

hasil uji negatif ditandai dengan 

terjadinya warna kuning pada media. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Identifikasi Morfologi Koloni 

Escherichia coli 

 

Eosyn Methylene Blue Agar 

merupakan media diferensial yang 

digunakan untuk membedakan E. coli 

dengan Enterobactericeae yang lain. 

(Mahon and Manuselis, 2000; Queen et 

al., 2002). Media EMBA mengandung 

eosin dan metilen biru, yang 

menghambat pertumbuhan bakteri Gram 

positif, maka media ini dipilih untuk 

bakteri Gram negatif. Eosyn Methylene 

Blue Agar juga mengandung karbohidrat 

laktosa, dengan adanya karbohidrat 

laktosa bakteri Gram negatif 

terdiferensiasi berdasarkan pada 

kemampuan bakteri untuk 

memfermentasi laktosa. Warna media 

sebelum pemupukan bakteri berwarna 

merah keunguan. Perubahan warna hijau 

metalik pada media EMBA karena 

Escherichia coli dapat memfermentasi 

laktosa yang mengakibatkan peningkatan 

kadar asam dalam media. Kadar asam 

yang tinggi dapat mengendapkan 

methylene blue dalam media EMBA 

(Cheeptham, 2012). 

Berdasarkan hasil penguji 

memperoleh hasil dari 41 sampel daging 

yang ditanam pada media EMBA diduga 

4 sampel positif E.coli dengan ciri koloni 

berwana hijau metalik dengan titik hitam 

pada bagian tengah. Selanjutnya 

dilakukan pewarnaan Gram untuk 

mengidentifikasi morfologi sel dari 

bakteri tersebut. Smith-Keary (1988) dan  

Jawetz et al (1995) yang menyatakan 

bahwa E. coli merupakan bakteri Gram 

negatif yang termasuk dalam famili 

Enterobacteriaceae dan berbentuk 

batang pendek. Menurut Waluyo (2008) 

bakteri Gram negatif berwarna merah 

muda pada saat pewarnaan karena 

kompleks warna dari zat warna pertama, 

yaitu kristal violet larut sewaktu 

pemberian larutan pemucat (alkohol 95 

%) dan kemudian mengambil zat warna 

kedua (safranin). Hal ini disebabkan 

karena struktur dinding sel bakteri Gram 

negatif yang tersusun dari kandungan 

lipid yang tinggi, sehingga pada saat 

pemberian alkohol 95 % lipid akan larut. 

Larutnya lipid oleh alkohol yang 

digunakan dalam pewarnaan Gram 
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menyebabkan pori-pori dinding sel 

membesar sehingga mengakibatkan 

terlepasnya kompleks kristal violet dari 

lapisan peptidoglikan yang tidak tertaut 

dengan kuat sehingga bakteri akan 

menyerap warna merah muda dari zat 

pewarna kedua, yaitu safranin. 

Berdasarkan hasil pewarnaan Gram  

menunjukkan hasil, Hasil pewarnaan 

Gram menunjukkan ciri morfologi sel 

bakteri yaitu sel bakteri berbentuk 

batang (basil) dengan warna merah muda 

yang menunjukkan bahwa bakteri 

tersebut merupakan bakteri Gram 

negatif.  

 

 
Gambar 1. Bakteri gram negatif dengan 

perbesaran 1000x berbentuk basil 

 

Identifikasi berikutnya adalah melihat 

kemampuan E. coli memfermentasi 

karbohidrat dengan cara koloni E. coli 

ditanam pada media Triple Sugar Iron 

Agar (TSIA). Hasil yang didapat adalah 

terjadi perubahan warna pada media dari 

warna merah menjadi warna kuning pada 

bagian slant dan butt dari media. Selain 

itu, media terangkat (pecah) akibat 

terjadi pembentukan gas. 

Menurut Leboffe (2012) warna 

kuning pada keseluruhan media (pada 

butt atau bagian tegak dan slant atau 

bagian miring) tersebut dikarenakan E. 

coli pada media TSIA dapat 

memfermentasikan glukosa, laktosa dan 

sukrosa. Gas positif dikarenakan gas 

yang dihasilkan oleh fermentasi 

karbohidrat akan muncul sebagai celah 

di media atau akan mengangkat agar dari 

bagian bawah tabung. 

 

 
Gambar 2. Hasil positif E.coli pada 

media TSIA 

 

Uji berikutnya adalah uji Sulfur 

indole Motility (SIM) yang dimana pada 

pengujian Media Sulfur Indol Motility 

(SIM) diperoleh hasil positif pada indol 

dan motilitas. Indol positif karena 

perekasi berubah menjadi merah (adanya 

cincin merah) di permukaan medium. 

Cincin merah yang terbentuk disebabkan 

oleh indol yang bereaksi dengan 

aldehida ketika diteteskan dengan reagen 

kovac. Bakteri E. coli akan teroksidasi 

oleh tryptophan sebagai sumber karbon 

(Sridhar 2006). Hal tersebut terjadi 

karena E. coli dapat menghasilkan 

tryptophase dapat menghidrolisis 

tryptophan, yang dapat diketahui dengan 

menambahkan larutan kovaks seperti 

Ehrlich yang mengandung para-dimetil-

aminobenzaldehida. Brown (2001) 

mengatakan bahwa hasil uji motilitas 

positif jika terdapat penyebaran 

petumbuhan koloni bakteri disekitar 

inokulasi. Motilitas positif juga 

ditunjukkan karena ditemukan adanya 

gelembung disekitar daerah inokulasi 

yang berarti bahwa E. coli memiliki 
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flagella dan dapat hidup pada kondisi 

anaerob. 

 

 
 

 
Gambar 3. Hasil positif indol 

terbentuknya cincin merah pada 

permukaan media dan Hasil positif 

motilitas adanya gelembung disekitar 

daerah inokulasi 

 

Pengujian terakhir dalam penelitian 

ini adalah uji Methyl Red. Uji Methyl 

Red bertujuan untuk mendeteksi 

kemampuan organisme dalam 

memproduksi dan mempertahankan 

produk akhir asam stabil dari fermentasi 

glukosa. Methyl Red adalah indikator pH 

dengan hasil positif berwarna merah 

(Rahayu dan Gumilar, 2017).  Hasil 

pengujian menunjukan adanya 

perubahan warna menjadi warna merah 

setelah ditetesi 5-6 tetes indicator MR, 

yang dimana jika terjadi perubahan 

warna menjadi warna merah maka hal itu 

menunjukan hasil positif E.coli.  

Menurut Gani (2003) E.coli dapat 

menghasilkan asam campuran yaitu 

Mathilene Glikon dari proses fermentasi 

glukosa yang terkandung dalam medium 

MR-VP. Terbentuknya asam campuran 

pada media akan menurunkan pH sampai 

5 atau kurang. Sehingga jika 

ditambahkan indikator MR pada biakan 

tersebut dengan pH serendah itu maka 

akan terjadi perubahan warna menjadi 

warna merah. 

 

 
Gambar 4. Hasil positif pada uji Methyl 

Red (MR) 

 

Berdasarkan hasil pengujian terhadap 

sampel daging sapi pada media EMBA 

yang menunjukan ciri koloni berwarna 

hijau metalik dengan titik hitam pada 

bagian tengah, pada pewarnaan gram 

yang menunjukkan ciri morfologi sel 

bakteri berbentuk batang dan berwarna 

merah muda sebagai bakteri Gram 

negatif, pada media TSIA yang 

menunjukkan bahwa bakteri mampu 

memfermentasi karbohidrat dengan baik, 

pada media SIM untuk uji indol maupun 

uji motilitas menunjukan hasil positif 
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dimana pada uji indol setelah 

ditambahkan reagen kovac terbentuk 

cinin merah sedangkan pada uji motilitas 

juga menunjukan hasil positif  karena 

ditemukan adanya gelembung disekitar 

daerah inokulasi, uji selanjutnya adalah 

uji sitrat dimana hasil yang didapat 

adalah negatif yang dimana tidak terjadi 

perubahan warna yang seharusnya dari 

warna hijau menjadi warna biru akan 

tetapi pada media tetap berwarna hijau. 

Untuk pengian terakhir dalam penelitian 

ini adalah uji Methyl Red dimana pada 

uji ini menunjukan hasil positif karena 

terjadi perubahan warna setelah ditetesi 

5-6 tetes indicator MR, sehingga 

didapatkan hasil dari 41 sampel daging 

sapi terdapat 4 sampel yang positif 

E.coli. 

 

 
Gambar 5. Koloni E. coli O157 yang 

menghemolisis darah (α-hemolisis) pada 

media Plat Agar Darah (PAD). 

 

SIMPULAN 

Selama proses pemotongan dapat 

terjadi kontaminasi E.coli pada daging 

sapi. Kontaminasi dapat terjadi karena 

penanganan daging yang kurang baik 

selama proses pemotongan dan juga 

dapat dipengaruhi oleh keadaan 

lingkungan sekitar RPH. Dari 41 sampel 

daging sapi yang diambil di RPH setelah 

dlakukan pengujian didapatkan  4 

sampel daging sapi yang  menunjukan 

hasil positif E.coli (9,75%) 
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