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MOTTO 

 

“Janganlah engkau bersedih, sesungguhnya Allah bersama kita” (terjemahan QS. 

At Taubah: 40) 1 

 

“Dan mintalah pertolongan kepada Allah dengan Sabar dan Sholat dan 

sesungguhnya yang demikian  itu amatlah berat kecuali bagi orang-orang yang 

khusyuk” (terjemahan QS Al Baqarah: 45) 2 

 

 

   

                                                             
1 Ustaz Iyus Kurnia, dkk. 2016. Al-Qur’an Cordoba amazing: 33 Tuntunan Al-

Qur’an untuk Hidup Anda. Bandung : Cordoba Internasional Indonesia. 
2 Ibid.  
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Salmonellosis atau diare hyperendemic merupakan penyakit yang 

disebabkan oleh infeksi bakteri Salmonella. Salmonella adalah salah satu anggota 

keluarga Enterobacteriacea,  memiliki keberadaan yang tersebar luas di 

lingkungan dan bersifat patogen pada makanan. Kasus Salmonellolis pernah 

terjadi di kabupaten  Jember khususnya di Kecamatan Kencong  pada tahun 2016 

yang tercatat mengalami kejadian keracunan makanan dengan jumlah kasus 225. 

Meskipun statusnya telah menurun tapi kontaminasi bakteri pada makanan di 

wilayah Kencong masih terdeteksi kembali pada bulan Maret 2017 dari hasil 

sampling yang dilakukan oleh Dinas Kesehatan Jember (Diah, 2016). Kota 

Jember khususnya di Kecamatan Puger merupakan daerah penghasil komoditas 

ikan yang memungkinkan keberadaan bakteri Salmonella. Salmonella bisa bersifat 

dorman sehingga perlu penelitian lanjutan untuk mengetahui masih adakah 

cemaran Salmonella setelah kasus keracunan makanan terlewati.  Bakteri di 

isolasi dari kedua kecamatan tersebut dan telah dilakukan uji biokimia untuk 

memastikan bakteri tersebut adalah Salmonella. Terkait dengan penyebab 

salmonellosis adalah peran virulensi Salmonella terhadap sel inang. Uji molekuler 

digunakan untuk mendeteksi gen virulensi yang dimiliki oleh bakteri Salmonella. 

Metode penelitian menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain 

Reaction) atau mengamplifikasi sekuen DNA berdasarkan 3 macam gen virulensi 

pada Salmonella, yaitu stn, fimA dan spvR. Dua sampel diperoleh dari penelitian 

sebelumnya, yaitu bakteri P21D (Zahra, 2018) dan bakteri KP2 (Fiqih, 2018). 

Bakteri tersebut sudah dipastikan bakteri Salmonella berdasarkan uji biokimianya. 

Oleh karena itu perlu dilakukan uji molekuler untuk mengetahui patogentitas 

bakteri tersebut berdasarkan keberadan gen virulensi stn, fimA dan spvR.  
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Gen virulensi masing-masing memiliki peran dalam patogenesis. Semua 

gen terdapat di dalam kromosom Salmonella yang disebut Salmonella 

Pathogenesis Island (SPI). Kedua sampel bakteri dari Kencong (KP2) dan Puger 

(P21D) dapat terdeteksi keberadaan gen virulensinya. Tetapi sampel 2 yaitu KP2 

tidak terdeteksi keberaadan gen fimA. Gen virulensi memiliki peran yang penting 

dalam interaksi bakteri dengan sel inang, baik manusia maupun hewan. Gen 

virulensi mengkodekan protein yang  mengekspresikan sifat patogenitas bakteri. 

Gen stn (salmonella enteroxin) mengkodekan produksi enteroxin dalam sel 

bakteri. Gen fimA (fimbriaeA) merupakan gen pengkode fimbria pada Salmonella, 

fimbria berada di permuakaan bakteri. Sedangkan gen spvR (salmonella plasmid 

virulence) adalah gen pengkode tingkat infeksi pada plasmid Salmonella. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

  

1.1 Latar Belakang 

Anggota keluarga Enterobacteriaceae memiliki keberadaan yang 

tersebar luas di lingkungan. Beberapa spesies bakteri dari keluarga 

Enterobacteriaceae bersifat sangat patogen. Salmonella spp, Shigella spp. 

dan Escherichia coli merupakan anggota dari keluarga Enterobacteriaceae 

yang bersifat patogen pada makanan. Makanan yang tercemar oleh 

keberadaan bakteri patogen dapat menyebabkan penyakit  seperti diare. 

Salmonella spp. merupakan salah satu patogen terpenting yang 

berhubungan dengan makanan dan dikaitkan dengan penyakit diare 

hyperendemic disebut salmonellosis yang terjadi pada manusia maupun 

hewan (Das et al., 2012). 

Salmonella spp. dibawa oleh berbagai hewan domestik termasuk 

burung dan beberapa hewan liar. Salmonella spp. telah banyak diisolasi 

dari daging mentah, unggas dan produk unggas, susu dan produk susu dan 

dari lingkungan, selain itu wabah juga dikaitkan dengan memasak yang 

buruk, memanaskan kembali makanan, dan penanganan makanan yang 

tidak benar oleh pengolah makanan. Spesies Salmonella secara luas 

didistribusikan di alam (air waduk, air pantai yang terkontaminasi dengan 

manusia atau kotoran hewan) dan menyebabkan wabah di seluruh dunia, 

termasuk salmonellosis (Tosun et al., 2016). 

Salmonellosis disebabkan oleh virulensi Salmonella terkait dengan 

kombinasi faktor kromosom dan plasmid. Gen yang berbeda seperti inv, 

spv, fimA dan stn telah diidentifikasi sebagai gen virulensi utama yang 

bertanggung jawab untuk salmonellosis. Salmonella Pathogenisitas 

Islands (SPIs) adalah gen besar dalam kromosom Salmonella  yang 

bertanggung jawab untuk membangun interaksi tertentu dengan inang 

(host) yang diperlukan untuk virulensi bakteri pada hewan tertentu. 

Keberadaan gen virulensi pada Salmonella menunjukkan virulensi 

terhadap suatu penyakit yang terjadi pada inangnya (Sabbagh et al., 2010).  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


2 
 

 

Terkait dengan keberadaan gen virulensi pada Salmonella, 

penelitian ini menggunakan dua bakteri Salmonella indigenous Jember 

yang diperoleh dari Zahra (2018) yaitu bakteri Salmonella P21D, diisolasi 

dari ikan yang berasal dari Puger dan  Ramadhan (2018) yaitu Salmonella  

KP2 berasal dari Kencong. Dua bakteri tersebut dipastikan sebagai 

Salmonella spp. karena telah melalui  uji biokimia. Namun, diperlukan 

data molekuler virulensi dari Salmonella tersebut sebagai dasar 

pengendalian cemarannya. 

Salmonella diisolasi dari daerah tersebut karena Kabupaten 

Jember, khususnya di Kecamatan  Kencong  pada tahun 2016 tercatat 

mengalami kejadian keracunan makanan dengan jumlah kasus 225. 

Meskipun statusnya telah menurun tapi kontaminasi bakteri pada makanan 

di wilayah Kencong masih terdeteksi kembali pada bulan Maret 2017 dari 

hasil sampling yang dilakukan oleh Dinas Kesehatan Jember (Diah, 2016). 

Faktor penyebab keracunan makanan adalah bakteri, fungi dan virus 

(Nizlah dan Asharina, 2016).  Salah satu kontaminasi yang ditemukan 

dalam kasus ini adalah Salmonella spp. Sedangkan Salmonella dari Puger 

diisolasi dari sampel ikan yang merupakan hasil komoditas utama dari 

daerah Puger. Salmonella bisa bersifat dorman sehingga perlu penelitian 

lanjutan untuk mengetahui masih adakah cemaran Salmonella setelah 

kasus keracunan makanan terlewati. 

Oleh karena itu, urgensi dari penelitian ini adalah untuk 

mengetahui gen virulensi yang dimiliki oleh kedua sampel bakteri 

Salmonella spp. indigenous Jember. Gen virulensi pada Salmonella dapat 

terdeteksi dengan metode PCR (Polymerase Chain Reaction) dan 

menggunakan beberapa pasangan primer gen bakteri Salmonella. 

Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan penelitian yang berjudul 

“Deteksi Gen Virulensi Salmonella spp. Indigenous Jember”.  

1.2 Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang masalah di atas dapat dirumuskan rumusan 

masalah sebagai berikut : 
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Apakah bakteri Salmonella spp. indigenous Jember mengandung gen 

virulensi stn, fimA dan spvR ? 

1.3 Batasan Masalah 

Untuk mempermudah pembahasan dan menghindari kerancuan dalam 

penelitian ini, maka dibuat batasan masalah sebagai berikut: 

Bakteri yang digunakan ialah bakteri Salmonella spp. (KP2 dan P21D) 

indigenous Jember.   

1.4 Tujuan 

Berdasarkan latar belakang masalah di atas maka tujuan penelitian ini 

adalah : 

Untuk mendeteksi gen virulensi stn, fimA dan spvR pada Salmonella spp. 

indigenous Jember 

1.5 Manfaat 

Berdasarkan penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan manfaat 

sebagai berikut: 

1. Bagi peneliti, dapat memberikan pengetahuan mengenai gen virulensi 

yang dimiliki oleh Salmonella spp. indigenous Jember. 

2. Bagi peneliti lain, untuk dapat dijadikan acuan untuk melakukan penelitian 

lanjutan. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Bakteri Salmonella  

Salmonella sp adalah bakteri patogen zoonotik yang sering terdapat pada 

produk olahan daging unggas, telur, dan daging ternak. Salmonella spp. adalah 

sekelompok bakteri yang berada di saluran usus manusia dan hewan berdarah 

panas dan mampu menyebabkan penyakit.  Bakteri ini dapat menyebabkan 

penyakit menular yang disebut salmonellosis. Bakteri Salmonella umumnya 

menyerang usus manusia yang  masuk ke tubuh manusia melalui makanan 

tercemar yang tidak diproses dan disajikan dengan baik. Infeksi Salmonella sp 

dapat menyebabkan gejala demam, nyeri dan rasa kram pada perut (Food Safety 

Authority Of Ireland, 2011). Patogen utama dari Salmonella enterica yang 

menginfeksi manusia dari berbagai produk makanan yang berbeda termasuk 

Salmonella Enteritidis    dan Salmonella Typhimurium (Thung et al., 2018). 

Salmonella adalah salah satu yang paling umum penyebab infeksi bawaan 

makanan pada manusia, yang telah terjadi terkait dengan berbagai jenis makanan, 

termasuk daging sapi dan  produk daging sapi. Daging sapi dan produk daging 

sapi dapat terkontaminasi Salmonella melalui paparan kotoran sapi, atau 

bersembunyi selama proses penyembelihan. Kontaminasi pada daging berasal dari 

transfer bakteri dari usus selama pengeluaran isi perut, dan dari kulit ke daging 

selama proses menguliti.  Oleh karena itu, kehadiran Salmonella pada ternak di 

tingkat penyembelihan, dan bahkan lebih penting lagi dalam daging sapi yang 

tersedia di pasar signifikan terhadap risiko keamanan pangan (Wiezcorek dan 

Osek, 2013). 

WHO (2014) menyatakan bahwa Salmonella adalah genus bakteri yang 

merupakan penyebab utama penyakit bawaan makanan di seluruh dunia. Sampai 

saat ini masih terbatasnya studi di laboratorium, dan kurangnya penyelidikan 

salmonellosis di negara berkembang membuat resiko penyakit akibat infeksi 

Salmonella sp ini semakin besar.  
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2.1.1 Karakteristik Bakteri Salmonella spp. 

Genus Salmonella adalah bakteri gram negatif, berbentuk batang yang 

dikelompokkan dalam famili Enterobacteriaceae. Ukuran bakteri umumnya 

memiliki panjang 2-5 mikron,  lebar 0,5-1,5 mikron dan bergerak dengan flagel 

peritrik sehinngga memiliki kemampuan motilitas sel. Salmonella mempunyai 

ukuran  genom yang bervariasi antara 4460 hingga 4857 kb (Andino dan Hanning, 

2015).  Salmonella sp dapat tumbuh optimal pada suhu 35–37oC, dan pH 6.50–

7.50. Karena karakteristiknya tersebut, mayoritas Salmonella dapat dibunuh 

menggunakan perlakuan berupa pasteurisasi atau blansing (pemanasan dengan 

suhu sekitar 80o – 100oC) (Prayoga dan Wardani, 2015).  

Salmonella dapat dikultur pada berbagai media padat. Biasanya pada 

media selektif dan media diferensial, salah satunya sangat selektif,  yang 

diinokulasi dengan spesimen tinja. Hektoen dan Xylose-Lysine-Deoxycholate 

Agar sangat selektif dan keduanya mendeteksi produksi hidrogen sulfida, serta  

memfasilitasi identifikasi spesies Salmonella. Agar yang lebih selektif, termasuk 

Salmonella-Shigella, Bismuth Sulfite, dan Briliant Green Agar dapat menghambat 

beberapa strain Salmonella sp, dan sering digunakan dalam kombinasi dengan 

media yang kurang selektif. Media diferensial yang kurang selektif seperti  Mac 

Conkey  Agar atau Eosin Methylene Blue Agar (Dekker dan Frank, 2015). 

Pertumbuhan bakteri  Salmonella pada medium SSA memberikan hasil 

zona kuning di antara koloni hitam pada medium. Mikroba melakukan reduksi 

tiosulfat menjadi sulfat sehingga terlihat sebagai koloni hitam. Beberapa 

Salmonella sp. menghasilkan bulatan hitam (presipitat ferri sulfat) di tengah 

koloni sebagai hasil produksi gas H2S. Hasil pengamatan pada media SSA 

ditemukan koloni berbentuk bulat, cembung, dan berwarna hitam ini diduga 

sebagai Salmonella sp. Hasil perwarnanan Gram menunjukkan bakteri berwarna 

merah muda dan berbentuk batang pendek. Hal ini menandakan bakteri tersebut 

bersifat gram negatif (Afriyani dkk, 2016).   

2.1.2 Klasifikasi Salmonella spp. 

Genus Salmonella terdiri dari 2 spesies Salmonella bongori dan  

Salmonella enterica. Salmonella enterica dibagi menjadi 6 subspesies: arizonae, 
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diarizonae, enterica, houtenae, indica, dan salamae. Setiap spesies dan subspesies 

dapat lebih jauh dibagi menjadi serovar berdasarkan kehadiran O (somatik) dan H 

antigen (flagellar) (Yoshida et al., 2014). Di antara semua subspesies Salmonella, 

Salmonella enterica subsp enterica terutama ditemukan pada hewan menyusui dan 

menyumbang sekitar 99% infeksi Salmonella pada manusia dan hewan berdarah 

panas. Sebaliknya, lima subspesies Salmonella dan Salmonella bongori lainnya 

ditemukan terutama di lingkungan dan juga pada hewan berdarah dingin, dan 

karenanya jarang terjadi pada manusia. (Eng et al., 2015). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Klasifikasi Salmonella spp. berdasarkan filogeni (Sumber : Dekker 

dan Frank, 2015) 
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Selain klasifikasi subspesies berdasarkan filogeni, Kauffman dan   White 

mengembangkan skema untuk lebih mengklasifikasikan Salmonella berdasarkan 

serotipe pada tiga antigenik utama yaitu somatik (O), kapsuler (K) dan flagelar 

(H) . Antigen somatik O adalah komponen oligosakarida dari lipopolisakarida 

yang terletak di membran luar bakteri. Serotipe spesifik Salmonella dapat 

mengekspresikan lebih dari satu antigen O pada permukaannya. Antigen H 

ditemukan pada flagella bakteri dan terlibat dalam aktivasi respon imun inang 

(Eng et al., 2015). 

 

2.2 Gen virulensi pada Salmonella spp  

Virulensi Salmonella terkait dengan kombinasi faktor kromosom dan 

plasmid. Gen yang berbeda seperti inv, spv ,fimA dan stn telah diidentifikasi 

sebagai gen virulensi utama untuk Salmonellosis (Chaudhary et al., 2015). S. 

enterica mempunyai gen virulensi di dalam plasmidnya yang membantu 

organisme untuk mengekspresikan virulensinya di inang. Plasmid dari Salmonella 

enterica bervariasi dalam ukuran dari 2 hingga lebih dari 200 kb (Shekhar dan 

Singh, 2013).  Di antara gen virulensi tersebut adalah inv, sef dan pef adalah gen 

untuk adhesi dan invasi dari patogen dalam sistem sel inang. Gen spv untuk 

keadaan penyakit sistemik di sel inang. Sementara stn adalah kode gen virulensi 

untuk produksi entertoksin , gen sop dan pip untuk mengekspresikan proses 

patogen pada inang (Das et al., 2012). 

Faktor virulensi bakteri diperlukan untuk melekat, menyerang dan 

bereplikasi di dalam sel tuan rumah. Ini dikodekan oleh gen-gen yang hadir pada 

berbagai elemen genetik, termasuk kromosom bakteri, plasmid, dan Salmonella 

Pathogenicity Islands (SPIs) (Figueiredo et al., 2015). SPI dianggap lompatan 

kuantum dalam evolusi Salmonella yang memainkan peran mendasar dalam 

patogenesis dan spesifisitas inang. Sedangkan SPI tertentu (seperti SPI-1 dan SPI-

2) telah dipelajari secara mendalam, SPI lainnya telah diidentifikasi baru-baru ini 

dan lebih sedikit yang diketahui tentang distribusi mereka di serovar Salmonella 

dan perannya dalam penyakit (Suez et al., 2013). 
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Gen seperti invA, orgA, prgH, sipB dan spaN di SPI-1 mengekspresikan 

sistem sekresi tipe 3 1 (T3SS-1) yang memungkinkan Salmonella menginvasi sel 

fagositik dan non-fagositik. Gen seperti spiA di SPI-2 mengekspresikan  sistem 

sekresi tipe 3 2 (T3SS-2), yang memungkinkan kelangsungan hidup dan replikasi 

Salmonella di sel inang. Gen kromosom lain seperti lpfA dan pefA 

mengekspresikan protein yang terkait fimbriae yang penting untuk pergerakan. 

Selain itu, gen plasmidal seperti spvB berkontribusi pada kolonisasi jaringan yang 

lebih dalam. Potensi virulensi Salmonella menentukan perbedaan patogenisitas di 

antara serotipe Salmonella (Suez et al., 2013). 

Dua puluh persen genome Salmonella terdiri dari DNA asal bakteriofag 

yang mengkodekan berbagai faktor virulensi. Plasmid sering ditemukan pada 

serotipe Salmonella yang terkait dengan plasmid virulensi Salmonella. Selain 

risiko yang disajikan oleh serotipe NTS sebagai potensi bahaya bawaan makanan, 

telah terjadi kemunculan cepat pada beberapa tahun terakhir isolat Salmonella 

yang resisten terhadap berbagai obat. Mikroarray DNA yang tinggi telah 

dikembangkan yang memungkinkan deteksi gen virulensi dalam jumlah besar, 

memungkinkan banyak isolat untuk dipelajari secara bersamaan (Figueiredo et al., 

2015). 
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2.3 Kerangka Berpikir 

Bakteri dari keluarga Enterobacteriaceae bersifat patogen pada makanan. 

Makanan yang tercemar oleh keberadaan bakteri patogen dapat menyebabkan 

penyakit  seperti diare. Salah satu diantaranya yang mengakibatkan infeksi 

serius adalah penyakit diare hyperendemic/ Salmonellosis yang terjadi pada 

manusia maupun hewan (Das et al., 2012). 

Salmonellosis merupakan wabah penyakit yang disebabkan oleh Salmonnella 

yang menginfeksi saluran pencernaan manusia (Tosun et al., 2016). 

Salmonellosis disebabkan oleh virulensi Salmonella terkait dengan kombinasi 

faktor kromosom dan plasmid. Gen yang berbeda seperti inv, spv, fimA dan stn 

telah diidentifikasi sebagai gen virulensi utama yang bertanggung jawab untuk 

salmonellosis (Sabbagh et al., 2010). 

Penelitian sebelumnya didapatkan dua isolat bakteri Salmonella spp. indigenous 

Jember yakni bakteri KP2 yang berasal dari Kencong. Jember (Ramadhan, 

2018), serta bakteri P21D (Puger, Jember). Kedua bakteri Salmonella spp. 

tersebut hanya diketahui karakteristik dasar dan belum diketahui keberadaan gen 

virulensi yang menyebabkan terjadinya Salmonellosis. 

Dilakukan deteksi gen virulensi dari bakteri Salmonella spp. indigenous Jember. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif. 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Labortorium Center for Development of Science and 

Tecnology (CDAST) dan  Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Jember. 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2018 sampai April 2019. 

 

3.3 Identifikasi Variabel  

Variabel  Indikator Variabel  

Bakteri Salmonella spp. Bakteri Salmonella yang digunakan 

adalah KP2 dan P21D.  Isolasi dan 

ekstraksi menggunakan bakteri yang 

berumur 24 jam. 

Gen virulensi  Gen virulensi yang dideteksi pada 

penelitian ini adalah fimA, spvR dan 

stn.  

 

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian  

Sampel yang digunakan pada penelitian ini melanjutkan dari penelitian 

sebelumnya. Sampel bakteri Salmonella indigenous Jember didapatkan dari 

Kencong oleh Ramadhan (2018) yaitu KP2 dan Zahra (2018) memperoleh  sampel 

yang diisolasi dari ikan di daerah Puger yaitu P21D. 
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3.5 Definisi Operasional  

a. Deteksi merupakan cara untuk mengetahui atau menyelidiki ada tidaknya 

suatu komponen atau yang lainnya dari objek tertentu. Dalam penelitian 

di deteksi keberadaan gen virulensi pada bakteri Salmonella spp. 

indigenous Jember. 

b. Gen virulensi merupakan gen yang menyandikan kemampuan 

potegenitas pada makhluk hidup utamanya ditemukan pada kelompok 

mikrooorganime (bakteri, kapang, dan virus). Gen virulensi yang 

dideteksi pada Salmonella spp. di penelitian ini adalah fimA, spvR dan 

stn. 

c. Bakteri Salmonella spp merupakan bakteri dari famili Enterobactercea 

yang tergolong gram negatif, dan fakultatif aerob. Bakteri Salmonella 

spp. yang digunakan merupakan bakteri indigenous Jember yang 

digunakan berasal dari penelitian sebelumnya KP2 dan  P21D. 

d. Indigenous merupakan suatu kelompok yang berasal dari lokasi tertentu 

dalam hal ini adalah kelompok bakteri Salmonella spp. yang diisolasi 

dari Jember; KP2 (Kencong) dan P21D (Puger). 

 

3.6 Alat dan Bahan Penelitian 

3.6.1 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain; autoclave, Laminar 

Air flow (LAF), mikropipet, tiga macam tip yakni tip biru (1000 µL), tip kunig 

(200 µL), tip putih (10 µL), bunsen, kaca objek, kaca benda, ose, neraca ohaous, 

neraca analitik, hot plate, wrap plastic, almunium foil, inkubator 37ºC, kulkas, ice 

maker, box ice, pendingin -20ºC, microultra sentrifuge, eppendorf, tray 

eppendorf, tabung reaksi, cawan petri, rak tabung reaksi, beaker glass, 

elektroforesis, set alat pencetak gel elektroforesis, flash disk, gel visual 

documentations, tub PCR dan alat PCR (Thermal Cycler Bio-Rad).  
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3.6.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi Salmonella Shigela 

Agar (SSA), Luria Bertani Broth (LB), agarose, spirtus, Alkohol 70%, aquades 

steril,  bakteri Salmonella spp. (P21D dan KP2), 1 Kb DNA ladder, Loading Dye, 

buffer TAE (Tris Acetid Acid EDTA), PCR Mastermix, sepasang primer , template 

DNA, free nuklease water. Bahan untuk running elektroforesis terdiri dari gel 

agarosa, buffer TAE, EtBr dan 1kb DNA Ladder, 50bp DNA Ladder.  

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Peremajaan isolat bakteri Salmonella spp. 

Dua isolat bakteri Salmonella (KP2 dan P21D) diperoleh dari penelitian 

sebelumnya. Peremajaan dilakukan dengan cara menginokulasikan bakteri dari 

medium SSA ke medium Luria Bertani (LB). Bakteri dikultur selama 24 jam 

dengan di shaker. 

3.7.2 Isolasi dan Ekstraksi Bakteri Salmonella spp. 

Isolasi dan ekstrasi DNA menggunakan metode PCR Colony mengikuti 

Dashti (2009) dengan modifikasi. Bakteri yang telah ditumbuhkan pada medium 

LB selama 24 jam kemudian diambil sebanyak 1000μl dan disentifuge pada 4ºC, 

10000 rpm selama 10 menit.  Hasil sentrifuge mendapatkan pelet yang merupakan 

bakteri Salmonella. Pengambilan 1000μl dilakukan sebanyak 2 kali untuk 

mendapatkan lebih banyak sel bakteri. Kemudian supernatan di buang dan pelet 

dilakukan pencucian dari sisa medium dengan  menggunakan ddH2O steril 

disentifuge menggunakan suhu, kecepatan dan waktu yang sama. Membuang 

supernatan dan menambahkan TE buffer sebanyak 50-100 μl kemudian 

dididihkan pada dry heater block suhu 100° C selama 5 menit. Metode pendidihan 

(boiling method) merupakan salah satu metode untuk mengisolasi/ mengekstraksi 

DNA dari sel mikroba. DNA yang berasal dari bakteri gram negatif seperti 

Salmonella dapat dengan mudah diisolasi/diekstraksi dengan menggunakan 

metode pendidihan/ mendidihkan sel bakteri di dalam air (Nur’utami, 2011). 

Supernatan yang didapatkan  mengandung DNA dipindahkan ke tabung eppendof 

lain dan disimpan pada suhu 4° C. 
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3.7.3 Running DNA Genom  

Untuk pengecekan keberadaan DNA genom dilakukan dengan 

elektroforesis. 0,5 gr agarosa dan buffer TAE 50ml dimasak mendidih dan 

ditambahkan 1μl EtBr kemudian di tuang di cetakan dengan sisiran yang sudah di 

pasang pada cetakan. Supernatan sebanyak 5 μl ditambah 1 μl loading dye sebagai 

pemberat DNA diresuspensi dan di masukkan ke dalam sumuran gel. DNA 

marker yang digunakan berukuran 1kb sebagai patokan ukuran genom DNA 

bakteri. Proses elektroforesis pada 75 volt selama 35 menit dan hasilnya 

divisualisasikan menggunakan UV transluminator.  

3.7.4 Amplifikasi DNA 

Proses amplifikasi PCR pertama dilakukan dengan gradien suhu untuk 

memperoleh suhu optimasi pada setiap pasang primer. Penentuan suhu gradien 

berdasarkan  suhu melting tiap primer atau 5°C di bawah suhu melting. 

Amplifikasi PCR dilakukan dengan volume 50μl mengandung DNA template 

(5μl), × 2 PCR Mastermix (Promega Corp., USA) (25μl), 10 pmol /μl dari setiap 

primer (5μl) dan 10 μl air yang tidak mengandung nuklease. Kondisi reaksi PCR 

ialah denaturasi pada 95°C selama 2 menit, diikuti oleh 35 siklus,  denaturasi 95 

°C selama 30 detik, suhu annealing 46,9°-50,8° C selama 30 detik, dan extension 

72 °C selama 45 detik dan final extention 7 menit pada 72 °C (Sunar, et al., 2014). 

Produk amplifikasi dipisahkan oleh elektroforesis pada agarosa 1% gel diwarnai 

dengan 5μg / ml etidium bromida dengan marker DNA 1kb sebagai penanda berat 

molekul.  
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Tabel 3.1 Pasangan Primer digunakan Untuk Karakterisasi Virulensi Isolat 

Salmonella (Chaudhary, et al., 2015). 

Target 

pasangan 

primer 

Sekuen primer (5’–3’) Panjang (bp) 

fimA F : CCT TTC TCC ATC GTC CTG AA 

R : TGG TGT TAT CTG CCT GAC CA 

85 

Stn F : CTT TGG TCG TAA AAT AAG 

GCG 

R : TGC CCA AAG CAG AGA GAT TC 

260 

spvR F : CAG GTT CCT TCA GTA TCG CA                                                       

R : TTT GGC CGG AAA TGG TCA GT 

310 
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3.8 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

  : tahap selanjutnya 

 

  : hasil perlakuan 

Peremajaan bakteri Salmonella spp. dilakukan menggunakan 
medium SSA 

 

Isolasi DNA genom menggunakan PCR colony dan  metode 

boiling 

 

Elektroforesis DNA genom menggunakan horizontal elektroforesis 

dengan ketentuan proses elektroforesis 75 volt, 35 menit, buffer TAE 

1x 

 

PCR Gen Virulensi menggunakan DNA Genom sebagai dnTP 

kemudian dicampur dengan buffer PCR mix serta primer gen 
virulensi 

 

Elektroforesis Produk PCR Menggunakan horizontal 
elektroforesis dengan ketentuan proses elektroforesis 75 volt, 

35 menit, buffer TAE 1x 

 

 
Diketahui keberadaan gen virulensi bakteri Salmonella spp.  

 

 

Didapat stok bakteri 
Salmonella spp. kemudian 

dibuat work stock pada 

medium LB 

 
Didapat DNA Genom bakteri 

Salmonella spp.  

Diketahui ukuran genom 
bakteri Salmonella spp.  

Didapat Gen Bakteri 
Salmonella spp. yang telah 

dipolemerisasi pada daerah 

gen virulensi saja 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa : 

Bakteri Salmonella spp. indigenous Jember, yaitu bakteri P21D terdeteksi 

mengandung gen virulensi  stn,  fimA dan spvR sedangkan bakteri KP2 

terdeteksi mengandung dua gen virulensi,  stn dan spvR.   

 

5.2 Saran 

Adapun saran dalam penelitian ini adalah sebagi berikut :  

a. Perlu diadakan penelitian lanjutan untuk mengetahui filogenetik 

Salmonella spp. indigenous Jember berdasarkan gen virulen yang 

terdeteksi.  

b. Perlu diadakan penelitian lanjutan untuk mendeteksi gen-gen virulen 

lainnya pada bakteri Salmonella spp.  indigenous Jember.  
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Lampiran A. Matriks Penelitian 

MATRIKS PENELITIAN 

 

Judul Latar Belakang Rumusan Masalah Variabel Penelitian Metodelogi Penelitian 

Deteksi Gen 

Virulensi 

Salmonella 

Spp. 

Indigenous 

Jember 

Bakteri dari keluarga 

Enterobacteriaceae bersifat patogen pada 

makanan. Makanan yang tercemar oleh 

keberadaan bakteri patogen dapat 

menyebabkan penyakit  seperti diare. Salah 

satu diantaranya yang mengakibatkan infeksi 

serius adalah penyakit diare hyperendemic/ 

Salmonellosis yang terjadi pada manusia 

maupun hewan (Das et al, 2012).  

Salmonellosis merupakan wabah 

penyakit yang disebabkan oleh Salmonnella 

yang menginfeksi saluran pencernaan 

manusia (Tosun et al, 2016). 

Salmonellosis disebabkan oleh virulensi 

Apakah bakteri 

Salmonella spp. 

indigenous Jember 

mengandung gen 

virulensi stn, fimA 

dan spvR ? 

 

1. Bakteri 

Salmonella 

yang digunakan 

pada penelitian 

ini adalah 

bakteri P21D 

dan KP2.  

2. Gen virulensi 

yang dideteksi 

adalah gen stn, 

fimA dan spvR. 

Penelitian ini 

merupakan penelitian 

deksriptif eksploratif.  

Tujuan dari 

penelitian ini adalah 

untuk mendeteksi gen 

virulensi: stn, fimA dan 

spvR pada dua isolat 

bakteri Salmonella spp. 

indigenous Jember.  

Teknik yang 

dilakukan pada 

penelitian ini 
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Salmonella terkait dengan kombinasi faktor 

kromosom dan plasmid. Gen yang berbeda 

seperti inv, spv, fimA dan stn telah 

diidentifikasi sebagai gen virulensi utama 

yang bertanggung jawab untuk salmonellosis 

(Sabbagh et al, 2010). Terkait dengan 

keberadaan gen virulensi pada Salmonella, 

penelitian ini menggunakan dua bakteri 

Salmonella indigenous Jember yang diperoleh 

dari Zahra (2018) yaitu bakteri Salmonella 

P21D, diisolasi dari ikan yang berasal dari 

Puger dan  Ramadhan (2018) yaitu 

Salmonella  KP2 berasal dari Kencong. 

Salmonella diisolasi dari daerah 

tersebut karena Kabupaten Jember, khususnya 

di Kecamatan  Kencong  pada tahun 2016 

tercatat mengalami kejadian keracunan 

makanan dengan jumlah kasus 225. Meskipun 

statusnya telah menurun tapi kontaminasi 

menggunakan PCR 

(Polymerase Chain 

Reaction). 
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bakteri pada makanan di wilayah Kencong 

masih terdeteksi kembali pada bulan Maret 

2017 dari hasil sampling yang dilakukan oleh 

Dinas Kesehatan Jember (Diah, 2016). 

Sedangkan Salmonella dari Puger diisolasi 

dari sampel ikan yang merupakan hasil 

komoditas utama dari daerah Puger. Urgensi 

dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi 

keberadaan gen virulensi pada kedua isolat 

indigenous Jember. 
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Lampiran B. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Gambar B1. Peremajaan bakteri Salmonella dari medium SSA ke medium LB. 
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Gambar B2. Ekstraksi dengan metode PCR colony dan boiling. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar B3. Persiapan PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar B4. Proses PCR 
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Gambar B5.  Running elektroforesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar B6. Visualisasi dengan gel documentation. 
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Lampiran C. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran D. Lembar Konsultasi Penyusunan Skripsi  
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