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1) Membentuk Tim Pelaksana Penelitian Biomedis dan Teknologi =~ Dasar
Kesehatan Tahun 2011 sebagaimana tercantum dalam lampiran keputusan ini,

2) Kepada Tim Pelaksana Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar
Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan Tahun Anggaran 2011, dapat diberikan
honorarium sebagaimana tersebut dalam lampiran 2 Keputusan ini;

Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2011 mempunyai tugas sebagai berikut:

1) Melaksanakan Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi  Dasar
Kesehatan Tahun 2011, dengan susunan Tim seperti pada lampiran surat
keputusan ini;

2) Menyerahkan Laporan Kemajuan Penelitian, Laporan Pelaksanaan Penelitian
dan Laporan Akhir Penelitian kepada Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan.

Dalam melaksanakan tugasnya, Tim bertanggungjawab kepada Kepala Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan serta wajib menyampaikan laporan
akhir penelitian sebagai pertanggungjawaban kegiatan; -

Biaya pelaksanaan kegiatan serta honor Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2011
dibebankan pada anggaran DIPA Pusat Biomedis dan Teknologi  Dasar
Kesehatan Tahun 2011,

Keputusan ini mulai berlaku sejak bulan Januari sampai dengan Desember 2011
dengan ketentuan apabila dikemudian hari ternyata terdapat kekeliruan dalam
penetapan ini akan diadakan perbaikan dan perubahan sebagaimana mestinya.
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Pada tanggal : 17 Februari 2011
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hﬁ/rs, Ondri Dwi Sampurno, M.Si., Apt
NIP 19621119 198803 100 1
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wil Ditien Anggaran Kemenkeu Rl DKI Jakarta;

a Kepala Pusat di Lingkungan Badan Litbang Kesehatan;

ala Bagian Tata Usaha Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;,

ala Bidang Biomedis, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;

ala Bidang Teknologi Dasar Kesehatan, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;
daharawan Pengeluaran Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;

sing-masing yang bersangkutan untuk dilaksanakan. “




KATA PENGANTAR

Laporan yang berjudul “Survey Cemaran Mikroba Pada Semua Nama dan Jenis Susu Formula
i yang Beredar di Indonesia Tahun 2011” merupakan survey dilakukan untuk meredakan
isahan masyarakat akan publikasi dari Estunik pada tahun 2006 yang menyatakan bahwa
jian susu formula tercemar bakteri F.sakazakii. Pemeriksaan dilakukan tiga institusi yaitu :
IPB,BPOM dan Balitbang, supaya hasil lebih meyakinkan.

meriksaan bersama sangat membutuhkan kerjasama antara institusi, baik mengenai tukar

formasi mengenai metode pemeriksaan, cara pengambilan sampel, sampai pada penyampaian

sil. Bersama ini kami sampaikan bahwa keberhasilan ini tidak terlepas dar kerja keras penelm
n litkayasa dalam menyelesaikan kerja bersama.

hir kata semoga Laporan ini dapat dimanfaatkan dan dapat berguna bagi program kesehatan dan
masyarakat.

Jakarta, Desember 2011

Penulis,
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RINGKASAN EKSEKUTIF

Isu cemaran bakteri Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) dalam beberapa merek formula
bayi telah menimbulkan keresahan pada masyarakat. Kasus ini berawal dar penelitian
Estuningsih, dkk (2006) yang dipublikasi dalam Jowrnal of Food Protection melaporkan
keberadaan bakteri ini di dalam makanan bayi dan formula bayi. Badan POM telah merespon isu
tersebut dengan mengumumkan hasil pengujian 96 sampel formula bayi tahun 2008, 11 sampel
tahun 2009, 99 sampel tahun 2010, dan 18 sampel sampai Februari 2011 yang ternyata
semuanya tidak ditemukan F. sakazakii. Namun untuk meredam keresahan masyarakat
mengintruksikan pengujian mikroba dalam susu formula yang melibatkan 3 institusi yaitu
BPOM,IPB dan Balitbangkes. Survei ini dilakukan untuk mengevaluasi keberadaan E. sakazakii
dan mikroba lain dalam rangka menjamin keamanan pangan melalui pemantauan, pemeriksaan
mutu dan keamanan mikrobiologi di dalam produk formula bayi yang beredar di Indonesia.

- BSN (Badan Standar Nasional) menetapkan Batas Maksimum Cemaran Mikroba dalam
Pangan yang tertuang dalam  SNI 7388.2009, dan Kepala Badan POM menetapkan
peraturan Nomor HK.00.06.1.52.4011 tentang Penetapan Batas Maksimum Cemaran
- Mikroba dan Kimia dalam Makanan.Peraturan ini diadopsi dari Codex Alimentarius
- Commission (CAC) sejak Juli 2008, menetapkan pembatasan mikroba E.sakazakii pada formula
bayi yaitu negatif dalam 10 gram.

Metode pemeriksaan tidak menggunakan jumlah sampel seperti untuk menetapkan kontrol
~ kualitas produk seperti yang dilakukan oleh produsen susu formula, karena survey ini merupakan
- pengujian produk di pasaran dan tidak menyimpulkan lot acceptance (safety assurance to a
level of standard. Adapun analisis untuk lot acceptance suatu produk dilakukan pada
produk akhir (end product) sebelum lots dilepas ke pasaran. . Sedangkan untuk menjamin
keamanan pangan melalui pemantauan jumlah sampel yang diambil tidak sama dengan jumlah
- sampel pada lot acceptance sampling; dimana cukup diambil satu sampel (n=1) per item produk
yang beredar, namun dalam survei ini menggunakan (n=2). Adapun metode deteksi E. Sakazakii
pada sampel formula bayi dilakukan sesuai ISO/TS 22964 : 2006 ; ALT pada 30°C (ISO 4833-
2003 ); Enterobacteriaciae (ISO 21528-2004); Salmonella spp( ISO 6579-2002), S. aureus
(BAM); B.cereus (ISO 7932-2004). Pengujian disertai validasi metode uji. Sampel diperoleh
dari wilayah Indonesia yang mewakili 7 region Bappenas dengan jumlah 88 sampel terdiri dari
41 sampel ( 2 nomor bets ) dan 6 sampel ( 1 nomor bets ).

- Pengujian bakteri E.sakazakii dilakukan oleh 3 laboratorium (BPOM,IPB,Balitbangkes) dan jika
hasil dari 2 laboratorium menunjukkan hasil berbeda, maka akan dilakukan uji ulangan dengan
menggunakan retain sampel. Untuk pengujian mikroba lain (Enterobacteriaciae, Salmonella spp,
S, aureus, B.cereus) dilakukan oleh 2 laboratorium (BPOM dan Balitbangkes).

- Hasil pengujian  menunjukkan bahwa semua formula bayi negatif E.sakazakii dan

Enterobacteriaciae dalam 10 g sampel, serta negatif Sa/monella spp dalam 10 g sampel. ALT
memenuhi persyaratan kurang dari 1x 10* koloni/ g sampel. Mikroba S. aureus dan B.cereus
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nuhi persyaratan kurang dari 1 x 10'koloni/g sampel. Disamping itu semua produsen telah
nenuhi persyaratan GMP  dan telah menerapkan sistem HACCP dalam proses produksi. Untuk
nila bayi impor wajib melampirkan sertifikat analisis yang menyatakan produk tersebut
atif E.sakazakii/10 gram setiap pemasukan produk formula bayi ke wilayah Indonesia.
ingga hasil pemeriksaan cemaran mikroba pada susu formula bayi yang memenuhi

atan SNI 7388: 2009 dan PERATURAN KEPALA BPOM R.1. No. HK.00.06.1.52.4011
k terlepas dengan penerapan seperti GMP dan penerapan system HACCP dalam proses
produksi dan tidak terlepas dari monitoring BPOM ke Industri Pangan.




ABSTRAK

Latar belakang :Formula bayi dalam bentuk bubuk (powder) bukan merupakan produk
steril, kemungkinan bisa mengandung mikroorganisme sehingga harus dijamin ketiadaan
patogen yang secara epidemiologis menjadi sumber dan pembawa infeksi pada bayi.
Esakazakii (Cronobacter spp) dan mikroba lain (Enterobacteriaciae, Salmonella spp, S.
aureus, S. aureus , B.cereus ) adalah patogen yang menjadi indikator keamanan susu
formula bayi.

Metode : Codex Alimentarius Commission (CAC) sejak Juli 2008, menetapkan pembatasan
- mikroba E.sakazakii pada formula bayi yaitu negatif dalam 10 gram. Ketentuan ini diadopsi
SNI 7388.2009, Batas Maksimum Cemaran Mikroba dalam Pangan dan Peraturan Kepala
Badan POM Nomor HK.00.06.1.52.4011 tentang Penetapan Batas Maksimum Cemaran
Mikroba dan Kimia dalam Makanan. Survei ini bukan untuk menyimpulkan lot acceptance
(safety assurance to a level of standard). Adapun analisis untuk lot acceptance suatu produk
dilakukan pada produk akhir (end product) sebelum lots dilepas ke pasaran. Sedangkan untuk
menjamin keamanan pangan melalui pemantauan jumlah sampel yang diambil tidak sama dengan
jumlah sampel pada lot acceptance sampling; dimana cukup diambil satu sampel (n=1) per item
produk yang beredar, namun dalam survei ini menggunakan (n=2). Adapun metode deteksi E.
Sakazakii pada sampel formula bayi dilakukan sesuai ISO/TS 22964 : 2006 ; ALT pada 30°C
(ISO 4833-2003 ); Enterobacteriaciae (ISO 21528-2004); Salmonella spp(1SO 6579-2002), S.
aureus (BAM), B.cereus (ISO 7932-2004). Pengujia disertai validasi metode uji. Sampel
diperoleh dari wilayah Indonesia yang mewakili 7 region Bappenas dengan jumlah 88 sampel
terdiri dari 41 sampel ( 2 nomor bets ) dan 6 sampel ( 1 nomor bets ).

Hasil : Semua formula bayi negatif E.sakazakii dan Enterobacteriaceae dalam 10 g sampel dan
Salmonella spp negatif dalam 25 g sampel sedangkan ALT, S.aureus dan B,cereus memenuhi
persyaratan . Disamping itu semua produsen telah memenuhi persyaratan GMP dan telah menerapkan
sistem HACCP dalam proses produksi. Untuk formula bayi impor wajib melampirkan sertifikat
analisis yang menyatakan produk tersebut aman untuk semua bakteri patogensetiap pemasukan
- produk formula bayi ke wilayah Indonesia.
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1. PENDAHULUAN

A.Latar Belakang

Isu cemaran bakteri Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) dalam beberapa merek
formula bayi telah menimbulkan keresahan pada nﬁasyarakat. Kasus ini berawal dari
penelitian Estuningsih, dkk (2006) yang dipublikasi dalam Journal of Food Protection
melaporkan keberadaan bakteri ini di dalam makanan bayi dan formula bayi. Dalam
penelitian dilaporkan bahwa 22.73% formula bayi (n=22) dan 40% makanan bayi (n=15)
positif bakteri £. sakazakii (Cronobacter spp)."’ Saat diumumkan pada awal 2008,
temuan bakteri ini telah menimbulkan keresahan masyarakat karena tidak disebutkan
nama-nama formula bayi tersebut'®. Hal ini menunjukkan besarnya perhatian masyarakat

akan pencemaran E. sakazakii dalam formula bayi.

Badan POM telah merespon isu tersebut dengan mengumumkan hasil pengujian 96
sampel formula bayi tahun 2008, 11 sampel tahun 2009, 99 sampel tahun 2010, dan 18
sampel sampai Februari 2011 yang ternyata semuanya tidak ditemukan E. sakazakii® .
Penelitian oleh IPB pada tahun 2009 juga menunjukkan tidak ditemukan keberadaan
bakteri E. sakazakii dari 16 sampel formula bayi yang diuji®”. Dalam rangka pemantauan
keamanan dan konfirmasi tentang pemenuhan kriteria mikrobiologis (E. sakazakii)
produk formula bayi, pemerintah melakukan survei cemaran mikroba (E. sakazakii)
pada formula bayi yang beredar di Indonesia.

E. sakazakii merupakan suatu bakteri patogen yang diantaranya menyebabkan
meningitis, bakteremia, cerebritis, necrotizing enterocolitis, khususnya pada neonatus
dan bayi berisiko tinggi®®. Organisme ini merupakan bakteri Gram negatif berbentuk
batang, sel tunggal atau bergandengan, tidak membentuk spora dari famili
Enterobacteriaceae genus Enterobacter™®. Pada mulanya disebut “yellow pigmented
Enterobactercloacae”, kemudian pada tahun 1980 dinamakan menjadi Enterobacter
sakazakii ®. Virulensi dari bakteri ini berkaitan dengan kemampuan bakteri tersebut
menghasilkan racun yang disebut enterotoksin'”. Pada tahun 2007 Iversen et al

mengklasifikasikan bakteri ini sebagai Cronobacter spp®>'?.

Pada tahun 1960 E. sakazakii telah diketahui menyebabkan 2 kasus meningitis®”.
Selanjutnya kasus meningitis, septicemia dan necrotizing enterocolitis disebabkan

E.sakazakii telah dilaporkan di berbagai belahan dunia®. Meskipun kasus infeksi
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E.sakazakii tergolong rendah namun dapat menimbulkan kematian. Beberapa penelitian
melaporkan bahwa F. sakazakii menyebabkan kematian 40-48% pada bayi yang berisiko
®) Infeksi bakteri ini terutama berisiko pada bayi lahir prematur, BBLR, kelainan
immunocompromised, bayi yang lahir dari ibu pengidap HIV dan lain lain. Kasus yang
dilaporkan juga dapat terjadi pada dewasa dan anak-anak''",

Bakteri ini dapat ditemukan di berbagai lingkungan (ubiquitous), dan telah diisolasi dari
berbagai jenis makanan seperti susu UHT (Ultra High Temperature), keju, daging,
sayuran, biji sorgum, beras, herbal, rempah-rempah, roti fermentasi, minuman
fermentasi, tahu, dan teh asam (% ' 1319 Beberapa studi melaporkan bahwa E.
sakazakii (Cronobacter spp.) dan spesies Enterobacter lainnya dapat diisolasi dari
lingkungan seperti tanah, pabrik formula bayi, pabrik coklat dan rumah tangga, dan juga
dapat diperoleh dari hewan seperti tikus dan lalat '”. Pada formula bayi, kontaminasi
bakteri ini dapat terjadi pada bahan baku, proses pengeringan, fortifikasi susu, penyajian
dan sewaktu mengkonsumsi'®. Berdasarkan hasil penelitian dari beberapa negara, dari

141 sampel susu bubuk, 20 diantaranya terkontaminasi dengan E. sakazakii. "'®.

Formula bayi dalam bentuk bubuk (powder) bukan produk steril, mungkin mengandung
mikroorganisme sehingga harus dijamin ketiadaan patogen yang secara epidemiologis
menjadi sumber dan pembawa infeksi pada bayi. E. sakazakii (Cronobacter spp.) dan
Salmonella enterica adalah patogen yang menjadi indikator keamanan formula bayi.
Kedua bakteri tersebut telah diidentifikasi oleh FAO dan WHO sebagai “Organisme
Kategori A”, yakni mikroorganisme yang bisa terkandung di dalam formula bayi dan
terbukti dapat menyebabkan penyakit pada bayi ~'”. Namun tidak hanya mikroba
E.sakazakii yang berbahaya ada mikroba patogm lain yang tidak boleh ada dalam
formula susu seperti: Enterobacter dan Salmonella sp selain itu yang boleh ada namun
mempunyai batas tertentu adalah : Angka Lempeng Total (ALT), Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus ®®

Codex Alimentarius Commission (CAC) sejak Juli 2008, menetapkan pembatasan
mikroba E. sakazakii pada formula bayi yaitu negatif dalam 10 gram. Ketentuan ini
diadopsi pada tanggal 28 Oktober 2009 dalam bentuk Peraturan Kepala Badan POM
Nomor HK.00.06.1.52.4011 tentang Penetapan Batas Maksimum Cemaran Mikroba dan
Kimia dalam Makanan®”,




Survei ini dilakukan untuk mengevaluasi keberadaan E. sakazakii dan mikroba lain
dalam rangka menjamin keamanan pangan melalui pemantauan, pemeriksaan mutu dan
keamanan mikrobiologi di dalam produk formula bayi yang beredar di Indonesia dengan
metode deteksi spesifik dan sensitif yang diacu secara internasional (ISO/TS-
22964:2006) .

B. Tujuan Survei

Umum

Melakukan pemantauan keamanan dan konfirmasi tentang pemenuhan Kriteria

mikrobiologis produk formula bayi yang beredar di Indonesia saat ini.

Khusus

- Mendapatkan informasi tentang cemaran E.sakazakii pada formula bayi yang
beredar di Indonesia.

- Mendapatkan informasi tentang cemaran mikroba (ALT, Enetrobacteriaceae,
Salmonella,sp, S.aureus, Bacillus aureus) pada formula bayi yang beredar di
Indonesia

- Mendapatkan konfirmasi tentang keamanan mikrobiologi (E .sakazakii, ALT,
Enetrobacteriaceae, Salmonella,sp, S.aureus, Bacillus aureus) pada formula bayi

yang beredar di Indonesia.

C. Manfaat
Hasil pemantauan mikrobiologi pada produk susu formula bayi yang beredar di
seluruh Indonesia dapat menjadi sumber informasi keamanan bagi masyarakat




II. METODE SURVEI DAN PENGUJIAN
A. Kerangka Pikir

Survei mikroba pada formula bayi dilakukan dalam rangka memantau dan
mengkonfirmasi keamanan mikrobiologi formula bayi yang beredar di
Indonesia bukan untuk menyimpulkan lot acceptance (safety assurance to a
level of standard). Analisis untuk lot acceptance suatu produk dilakukan pada
produk akhir (end product) sebelum lots dilepas ke pasaran. Analisis lot
acceptance dilakukan oleh produsen dan pemerintah dalam hal ini Badan

POM melakukan inspeksi secara rutin.

Untuk tujuan survei ini, jumlah sampel yang diambil tidak sama dengan
jumlah sampel pada lot acceptance sampling; dimana cukup diambil satu
sampel (n=1) per item produk yang beredar (ICMSF, 2002). Jika jumlah
sampel yang diambil lebih dari satu (n>1) tentu akan lebih baik, tetapi tetap
tidak akan memberikan kesimpulan tentang acceptance. Sebagai acuan
pelaksanaan survei untuk E. sakazakii (Cronobacter spp.) pada formula bayi,
digunakan laporan survey oleh Food Safety Authority of Ireland (FSAI),
Irlandia; dimana untuk setiap merek, diambil sampel (n) = 1 (). Untuk
memberikan tingkat keyakinan yang lebih baik terhadap konfirmasi tentang
pemenuhan kriteria mikrobiologis, maka tim nasional (BPOM, Balitbangkes
dan IPB), sepakat melakukan pengambilan sampel (n)=2. Dengan demikian
dari seluruh formula bayi yang beredar, setiap item diambil 2 bets dan
masing-masing bets sebanyak 3 kemasan (2 kemasan untuk pengujian dan 1

kemasan untuk retained sampel.
B. Tempat dan Waktu Penelitian

Pengujian sampel formula bayi untuk pemeriksaan E,sakazakii dilakukan di 3
laboratorium mikrobiologi yaitu BPOM (Badan Pengawas Obat dan Makanan),
IPB (Institut Pertanian Bogor), dan Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar
Kesehatan (PBTDK), Balitbangkes sedangkan untuk pemeriksaan mikroba lain
dilakukan oleh 2 laboratorium yaitu laboratorium BPOM dan laboratorium




C. Sampel dan Jumlah sampel

Populasi sampel adalah formula bayi. Pengambilan, pengumpulan dan
penanganan sampel formula bayi dilakukan oleh petugas yang berwenang dari
BPOM (Badan Pengawas Obat dan Makanan) RI dari sejumlah wilayah di
Indonesia sejak April 2011. Adapun yang dimaksud dengan formula bayi adalah

produk susu yang diperuntukkan secara khusus untuk bayi berusia 0 — 6 bulan.

Kriteria inklusi sampel :

e Sampel adalah formula bayi yang dikemas dalam bentuk karton dan kaleng.

» Berasal dari pasar Swalayan dan pasar Tradisional

Kriteria eksklusi sampel :

¢ Formula bayi yang telah kadaluarsa

e Formula bayi dengan kemasan rusak

¢ Formula bayi cair (steril)

Jumlah sampel :

Jumlah sampel menggunakan total sampel dari semua formula bayi yang beredar

di Indonesia yang diproduksi dalam negeri dan berasal dari impor.

D. Tahapan Pengerjaan
Tahapan kegiatan yang akan dilakukan meliputi : (1). Sampling formula bayi
ditingkat peredaran. (2). Penanganan dan pengiriman sampel. (3) Prosedur
penyerahan sampel sampai pembukaan kode dan hasil pengujian sampel (4)
Pengujian dan pengkajian sampel. (5) Pengumpulan data sekunder dari pabrik yang
memproduksi formula bayi (6) Pelaporan hasil pengujian.

1. Sampling formula bayi

a. Petugas sampling yaitu petugas Balai Besar/Balai POM di 23 propinsi.
Provinsi terpilih dan mewakili pembagian 7 region Bapenas di Indonesia
(Sumatera, Jawa — Bali, Kalimantan, Sulawesi, Nusa Tenggara, Maluku
dan Malut, Papua)

b. Tempat Pelaksanaan sampling
Pelaksanaan sampling produk formula bayi dilakukan di 23 provinsi
dengan rincian sebagai berikut : region Sumatera (6 provinsi), Jawa-Bali

(7 provinsi) Kalimantan (3 provinsi), Sulawesi (3 provinsi), Nusa
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Tenggara (2 provinsi), Maluku dan Maluku Utara (1) dan Papua (1

provinsi ). Pengujian dilaksanakan di Jakarta dan Bogor (laboratorium

PPOMN BPOM, Laboratorium Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar

Kesehatan, Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Kementerian

Kesehatan dan Laboratorium Institut Pertanian Bogor).

. Tata cara sampling formula bayi

Persiapan sampling
Tim sampling menyiapkan daftar formula bayi dan kelengkapan
administrasi (surat tugas, form sampling) dan peralatan. yang akan

dikunjungi.

Pelaksanaan sampling

Pengambilan sampel dilakukan pada produk formula bayi yang telah
terdaftar dan sudah ditetapkan untuk masing-masing propinsi. Ada
beberapa hal yang harus diperhatikan sebelum pengambilan sampel,
antara lain : kemasan sampel masih utuh, tidak penyok, kotor, tanggal
kadaluwarsa masih lama.

Setiap merek diambil 2 bets, tiap bets masing-masing sebanyak 3
kemasan dan setiap kemasan minimal dengan berat netto 400 gram,

2 (dua) kemasan akan digunakan untuk pengujian E.sakazakii serta 1
(satu) kemasan sebagai retain sampel.

Untuk lebih jelasnya pengambilan sampel per produk yang terdaftar
dapat dilihat pada contoh/sampel tabel di bawah ini.




Tabel 1. Jumlah Contoh/Sampel yang diambil Tiap Produk

Jumlah produk | No. Bets | Jumlah contoh Jumlah total
terdaftar diambil tiap produk | contoh diambil
terdaftar
XYL A070311 3 3
- B29021 1 3 3
Total Sampel/ merek dagang 6

Total jumlah yang disampling dari 47 merek dagang yaitu 47 x 2 x 3 =

282 kemasan

Penjelasan mengenai pengambilan sampel lebih jelasnya dapat dilihat

pada Gambar | di bawah ini :

Untuk setiap produk Sufor dengan Nomor Pendaftaran tertentu :

//

Produk di
pasaran:
dari
beberapa

\bacth

Sample diambil acak; dilakukan pengkodean
3 unit dari bacth xyz (acak)

! 1 unit Sample diambil acak; dilakukan pengkodean

disimpan, BPOM
| (retained sample) 3 unit secara acak dari batch zzz
1 unit FY—"
disimpan, BPOM
(retained sample) i
2 unit akan 2 unit akan
dianalisis dianalisis

\ J
|
Dibagi secara acak:
Dan analisis dilakukan ditiga (3) laboratorium penguji
{Balitbangkes, BPOM dan IPB)

Ganbar 1. Tata Cara Pengambilan Sampel di Pasaran




Sebelum dilakukan pengujian, setiap kemasan sampel harus
diidentifikasi. Identitas minimal yang harus dicatat tentang sampel
yaitu:
- waktu dan tempat sampling.
- Kode sampel
- Merk dagang
- Nomor Pendaftaran
- Nomor Bets
- Kemasan / Berat Bersih
- Jumlah sampel
2. Penanganan dan Pengiriman sampel
e Sampel yang diambil ditempatkan pada wadah yang tidak akan
menyebabkan kerusakan selama transportasi
e Sampel selanjutnya dikirim ke Badan POM RI untuk dievaluasi dan didata
e Sampel sebelum dibagikan dicatat nomor betsnya, setiap laboratorium
akan mendapatkan produk dengan nomor bets yang berbeda.
¢ Selanjutnya sampel dikirimkan ke 3 (tiga) laboratorium, yaitu laboratorium
PPOMN Badan POM, Laboratorium Badan Penelitian dan Pengembangan
Kementerian Kesehatan dan laboratorium Institut Pertanian Bogor untuk
pengujian bakteri £.sakazakii.
3. Prosedur penyerahan sampel sampai pembukaan kode dan hasil
pengujian sampel
a. Direktorat Inspeksi dan Sertifikasi Pangan BPOM :

e Melakukan pengumpulan dari Balai Besar/Balai POM dan
pendataan sampel.

e Menutup identitas sampel dan melakukan pengkodean sampel.

e Menyerahkan kode sampel kepada Sekretaris Utama Badan POM
disertai Berita Acara Penyerahan Kode Sampel dalam amplop
tertutup untuk disimpan sampai waktu pembukaan kode dan hasil
pengujian sampel oleh Tim Nasional Survei Cemaran Mikroba

pada Formula Bayi yang Beredar di Indonesia,




e Menyerahkan sampel kepada PPOMN, Badan Litbangkes

Kemenkes dan IPB, disertai Berita Acara Penyerahan Sampel.

b. BPOM cq PPOMN, Badan Litbangkes dan IPB menyerahkan hasil
pengujian disertai Berita Acara Penyerahan Hasil Pengujian kepada
Deputi I11 BPOM dalam amplop tertutup untuk disimpan sampai waktu
pembukaan kode dan hasil pengujian sampel oleh Tim Nasional Survei

Cemaran Mikroba pada Formula Bayi yang Beredar di Indonesia.

c. Penyerahan hasil pengujian sampel dari Deputi 11 Badan POM kepada

Timnas disertai Berita Acara Penyerahan Hasil Pengujian

d. Penyerahan kode sampel oleh Sestama Badan POM kepada Timnas

disertai Berita Acara Penyerahan Kode Sampel.

e. Pembukaan kode dan hasil pengujian oleh Tim Nasional disertai
Berita Acara Pembukaan Kode dan Hasil Pengujian

4. Pengujian dan pengkajian sampel

Pengujian dan Pengkajian terhadap hasil pengujian sampel formula bayi, bila
ada perbedaan hasil pengujian pada dua laboratorium, maka dilakukan
pengujian ulang dengan menggunakan retain sampel dan pengujian dikerjakan

di laboratorium PPOMN oleh kedua laboratorium tersebut

a. Metode Uji E. Sakazakii (Cronobacter sakazakii)

Metode deteksi E. Sakazakii (Cronobacter sakazakii) pada sampel formula
bayi dilakukan sesuai ISO/TS 22964 : 20006 (Milk and milk products —
Detection of Enterobacter sakazakii). Masing-masing sampel formula bayi

diuji triplikat.

Sepuluh (10) g contoh ditimbang secara aseptis ke dalam 90 ml larutan
buffered peptone water (BPW) steril sehingga diperoleh pengenceran 1 : 9.
Sampel kering dibiarkan berdispersi di dalam larutan BPW tanpa
pengadukan. Jika sampel tidak larut sempurna setelah 30 menit, maka
sampel dalam media dihomogenkan. Media BPW yang sudah
diinokulasikan, diinkubasikan pada suhu 37°C + 1°C selama 18 jam + 2

jam. Setelah inkubasi, 0,1 ml kultur dari BPW ditransfer ke dalam 10 ml
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media mLST/vancomycin, diinkubasi pada suhu 44°C + 0,5°C selama 24
jam + 2 jam dengan menggunakan penangas air bersikulasi. Setelah
inkubasi, 1 ose penuh (£ 10pg) digorcs pada cawan berisi media
chromocult Enterobacter Sakazakii Agar (ESA) karena media ESIA belum
masuk ke Indonesia , cawan diinkubasi pada suhu 44°C + 1°C selama 24
jam =+ 2 jam. Setelah inkubasi, keberadaan koloni koloni tipikal presumtif
E. Sakazakii diamati yakni koloni berukuran kecil hingga sedang (1 mm —
3 mm) dan berwarna hijau-biru. Koloni atipikal seringkali sedikit
transparan dan berwarna ungu. Koloni tipikal presumptif E. Sakazakii
dikonfirmasi produksi pigmen kuningnya dengan cara memilih satu hingga
lima koloni tipikal yang teramati pada cawan kromogenik ESA dan
kemudian digores pada permukaan agar-agar cawan TSA. Cawan
diinkubasi pada suhu suhu 25°C + 1°C selama 44 jam hingga 48 jam.
Setelah inkubasi, keberadaan koloni berpigmen kuning pada cawan TSA

diamati.

Tahap konfirmasi selanjutnya adalah uji biokimia. Identifikasi E. Sakazakii
menggunakan biochemical identification kit AP1 20E atau 1D 32. Satu
koloni berpigmen kuning dari cawan TSA disuspensikan ke dalam larutan
NaCl 0,85%. Konfirmasi karakterisasi biokimia yang dipersyaratkan
meliputi oksidase, L-lisin dekarboksilase, L-ornitin dekarboksilase, L-
arginin dekarboksilase, fermentasi gula: D-sorbitol, L-ramnose, D-
Sukrose, D-melibiose, amigdalin dan pemanfaatan sitrat. Interpretasi hasil
uji biokimia dengan menggunakan perangkat lunak apiwebTM atau
interpretasi manual (Tabel 1). Diagram alir metode deteksi ditampilkan

pada Gambar 2.
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Persiapan/Pra-pengayaan sampel:

timbang 10 g sampel ke dalam 90 ml BPW

Inkubasi pada 37 °C selama 18 jam + 2 jam

Pengayaan selektif di dalam medium mLST/vancomycin:

Transfer 0.1 mi kultur dari BPW ke dalam 10 ml medium
mLST/vacomycin

[
Inkubasi pada 44 °C selama 24 jam + 2 jam

il

/

Koloni tipikal pada

Isolasi pada agar kromogenik selektif:

Gores satu loop kultur dari media mLST/vancomycin pada agar
cawan ESA

agar kromogenik
dipertimbangkan &

dilaporkan sbg E.
sakazakii presumtif

Gambar 2.

|
Inkubasi pada 44 °C selama 24 jam + 2 jam

|

Konfirmasi: produksi pigmen kuning

Pilih lima koloni tipikal dan gores pada agar cawan TSA

Inkubasi pada 25 °C selama 48 jam + 4 jam

Konfirmasi: karakterisasi biokimia

Pilih satu koloni kuning dari setiap agar cawan TSA untuk
karakterisasi biokimia (menggunakan kit identifikasi biokimia)

.

Interpretasi hasil

Diagram alir metode deteksi E. sakazakii pada formula bayi
(ISO/TS 22964: 2006)
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Tabel 2. Hasil interpretasi uji karakteristik biokimia

Karakteristik Biokimia Reaksi Persen Eme;_mbacter sakt_zzaku
B menunjukkan reaksi

Produksi pigmen kuning + >99
Oksidase - >99
L-Lisin dekarbosilase @ >99
L-Ornitin dekarbosilase + +90
L-Arginin dihidrolase + >99
Produksi asam dari

Fermentasi D-sorbitol - +95

Fermentasi L-ramnosa + >99

Fermentasi D-sukrosa + >99

Fermentasi D-melibiosa + >99

Fermentasi amigdalin + >99

Hidrolisis sitrat + >95

Untuk memvalidasi bahwa metode ISO/TS 22964:2006 mampu
mendeteksi E. sakazakii pada formula bayi, maka dilakukan pengujian
kontrol positif yakni sampel formula bayi yang sengaja diinokulasikan
dengan kultur E. sakazakii ATCC 51329. Prosedur persiapan sampel
untuk pengujian kontrol positif dimulai dengan menginokulasikan 1
ose penuh Kkultur E. sakazakii ATCC 51329 dari agar miring TSA ke
dalam 10 ml Brain Heart Infusion broth (BHI), diinkubasi pada suhu 37
°C selama # 24 jam. Setelah inkubasi, 1 ml kultur ditransfer ke 10 ml
Brain Heart Infusion broth, diinkubasi pada suhu 37 °C selama + 24
jam. Setelah inkubasi, diperkirakan jumlah E. sakazakii di dalam media
BHI adalah 10?/ml. Kultur di media BHI ditransfer ke larutan KH,PO4
untuk dibuat seri pengenceran: 108, 107, 10¢ dan 105. Dari seri
pengenceran 10-%, sebanyak 1 ml kultur diinokulasikan ke dalam 100 g
sampel formula bayi (sekitar 1000 CFU per g) dan kultur di dalam
sampel susu segera dihomogenkan. Selanjutnya, sampel yang telah
diinokulasikan dengan kultur E. sakazakii ATCC 51329 diuji sesuai

dengan prosedur yang telah dijelaskan sebelumnya.

b. Metode Uji Lempeng Total

- Homogenisasi sampel
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Sampel ditimbang secara aseptik 25 g dalam wadah yang sesuai,
ditambahkan 225 mL larutan Peptone Dilution Fluid (PDF) kemudian
dihomogenkan hingga diperoleh suspensi dengan pengenceran 107
Pengenceran

Suspensi pengenceran 107 diencerkan hingga tingkat pengenceran
o

Inokulasi dan inkubasi

Suspensi tiap pengenceran diinokulasikan 1 mL ke dalam cawan Petri
steril dan dibuat duplo. Media Plate Count Agar (PCA) cair suhu *
45°C dituangkan ke dalam tiap cawan sebanyak 15 — 20 mL, setelah
dicampur homogen dibiarkan memadat. Catatan untuk memudahkan
penghitungan koloni ke dalam media ditambahkan larutan trifenil
tetrazolium klorida steril 5%.. Setelah memadat seluruh cawan
diinkubasi pada 30°C selama 72 jam dengan posisi cawan dibalik.
Koloni yang tumbuh berwarna merah pada cawan diamati dan
dihitung.

Interpretasi hasil ALT dengan suhu inkubasi 30 °C

Dipilih cawan Petri dari dua pengenceran yang menunjukkan jumlah
koloni 10 — 300 per cawan (6= 90 mm). Hasil dinyatakan sebagai
Angka Lempeng Total dalam tiap gram atau tiap mL sampel.

N=PRC/(V(n;+0,1n,)xd) Rumus 1

{(V(n;+0,1n,)xd)

N = Jumlah mikroba dalam sampel

2C = Jumlah koloni pada dua céwan petri dari dua pengenceran

V' = Volume inokulum yang dimasukkan ke dalam masing-masing
cawan Petri (V=1 mL)

n; = Jumlah cawan Petri yang digunakan pada pengenceran 1

n, = Jumiah cawan Petri yang digunakan pada pengenceran 2

d = Pengenceran yang berhubungan dengan pengenceran pertama
( untuk produk cair d = 10°=1)

Contoh 1:

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 10" adalah 210 dan 190

102 adalah 23 dan 18
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Untuk rumus 1.

N= 2C

(V(n+0,1 1, ) x d)

= 210+190+23+18

(1x(2+0,1 x 2) x 107)
= a4
2,2x10"

200,5 x 10'

= 2,0 x 10° per gram atau mililiter sampel

Contoh 2 :
Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 10" adalah 195 dan 36

102 adalah 22 dan 20

Untuk rumus 1.

N = i
(V(n;+0,1 nz ) x d)

195+22+20

(1x(1+0,1x 2) x 107)
= 237
2,2x10"
= 197,5
= 2,0 x 10? per gram atau mililiter sampel
Perhitungan untuk jumlah koloni yang rendah

Jika cawan Petri menunjukkan jumlah koloni antara 4-10 koloni,

mengikuti rumus 1.

N= 2

{V{n;"'ﬂ,l .ﬂz) X d}
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Hasil dinyatakan sebagai : Angka perkiraan N per gram atau mililiter

sampel

Jika cawan Petri menunjukkan jumlah koloni antara 1-3 koloni, maka
hasil dinyatakan sebagai :
Mikroorganisme ada tetapi kurang dari ( 4 x 1/ d ) per gram atau mL

atau kurang dari 40

Bila tidak satupun koloni tumbuh dalam cawan maka Angka Lempeng
Total dinyatakan sebagai kurang dari 1/d per mL untuk sampel cair
dan 1/d per gram untuk sampel padat.

Contoh :

Hitungan yang diperoleh pada pengenceran 10 adalan 0 dan 0
N<1/d)

<1/(10")

<1/01

<10

Perhitungan untuk kasus tertentu

Apabila jumlah koloni pada pengenceran pertama (d) lebih besar dari
300 dan jumlah koloni pada pengenceran kedua (d,) kurang 10
Apabila pengenceran pertama (d,) berada antara 300-334 digunakan

metode perhitungan umum

N= 2t

(V(n; +0,1n,) xd)

Apabila jumlah koloni pada pengenceran pertama (d4) lebih besar
dari 334, maka hanya dihitung jumiah koloni pada pengenceran ke
dua saja dan dinyatakan sebagai angka perkiraan, kecuali bila jumlah
koloni pada pengenceran kedua (d,) kurang dari 8 maka hasil tidak
dapat diterima.

Contoh 1

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 10? adalah 310 dan 315

10 adalah 8 dan 8
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N = 2C

(V(n,+0,1n,)xd)

= (310+315+8+8)/( 2,2 x 107)

(1(2+0,1x 2) x 10

291,4 x 10°

2,9 x 10” koloni/g atau koloni/mL

Contoh 2

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 10 adalah 335 dan 340

10° adalah 9 dan 9
N= by

(V(in; +0,1n,) xd)

=(9+9)/( 2 x 10?)

(2x107?)

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 102 adalah 335 dan 340
10" adalah 7 dan 7
Hasil tidak dapat diterima

Contoh 3

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 107 adalah 335 dan 340 107
adalah 7 dan 7

Hasil tidak dapat diterima (Pengujian diulang)

Apabila jumlah koloni pada setiap cawan untuk semua pengenceran lebih
besar dari 300 maka dilaporkan

Lebih dari 300/d koloni/g atau koloni/mL

d : pengenceran dari inokulasi terakhir
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Apabila jumlah koloni pada pengenceran terakhir lebih besar dari 10
dan kurang 300 maka dilaporkan

Ne = JC

(Vin4) x d)

Contoh 1

Hitungan yang diperoleh untuk pengenceran 10 adalah 120 dan 120

Na = €
(V(n1) x d)
= 120+120

1(2) x 10*

Jika terjadi pertumbuhan koloni spreader maka dihitung sebagai satu
koloni.Jika koloni spreader kurang dari ¥4 bagian cawan maka koloni
di hitung dari 2 bagian cawan dan dikalikan 2. Jika koloni spreader
lebih dari ¥4 bagian cawan maka cawan tidak masuk dalam
perhitungan.

Bulatkan hasil yang dihitung ke dalam 2 angka. Untuk ini, jika angka
terakhir adalah di bawah 5, angka sebelumnya tidak diubah.; jika
angka terakhir adalah 5 atau lebih, angka sebelumnya dinaikkan
satu unit. Apabila angka didepannya ganijil maka dinaikan satu unit
dan jika angka didepannya genap maka diturunkan. Teruskan
sampai diperoleh 2 angka yang signifikan. Catat jumlah N yang
didapat.

Contoh :
12,7x10*=13x10* =1,3x10°
124x10*=12x10* =1,2x10°
155x10*=16x10* =1,6 x 10°

14,5x10*=14x10* =1,4x10°
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C.

Metode Uji Angka B.cereus

Homogenisasi sampel
Sampel ditimbang secara aseptik 25 g dalam wadah yang sesuai,
ditambahkan 225 mL larutan Butterfield’s phosphate-buffered dilution
water kemudian dihomogenkan hingga diperoleh suspensi dengan
pengenceran 10"
Pengenceran
1mL suspensi pengenceran 10-' dipipet ke dalam tabung yang berisi
9 mL larutan Butterfield's phosphate-buffered dilution water, dikocok
homogen hingga diperoleh pengenceran 10-'. Pengenceran
dilanjutkan hingga tingkat pengenceran 10-*.
Inokulasi dan inkubasi
Setiap suspensi pengenceran diinokulasikan sebanyak 0,1 mL
dengan cara sebar ke permukaan lempeng media MYP agar.
Suspensi disebar-ratakan menggunakan batang kaca bengkok steril,
dibuat duplo. Inkubasi pada 30 °C selama 24 jam. Dipilih 5 atau lebih
koloni spesifik, masing-masing diinokulasi ke media NA miring,
inkubasi pada 37 °C selama 24 jam
Konfirmasi/Uji Biokimia
Uji biokimia dilakukan menggunakan biakan TSA atau NA miring,
dengan uji biokimia kcnvensional atau menggunakan kit APl 50 CH.
Adapun uji biokimia secara konvensional adalah sebagai berikut :
¢ Phenol red glucose Broth
Inokulasikan 1 sengkelit biakan ke dalam 3 mL media broth,
inkubasi tabung secara anaerob pada suhu 35 °C selama 24 jam.
Amati terjadi perubahan warna dari merah menjadi kuning.
e Nitrate Broth
Inokulasikan 1 sengkelit biakan ke dalam 5 mL media Nitrate
Broth. Inkubasi tabung pada suhu 35 °C selama 24 jam. Untuk uji
nitrit tambahkan 0,25 mL masing-masing pereaksi nitrat (larutan
Alfa naftilamin dan Asam sulfanilat). Terjadi perubahan warna
merah muda atau merah dalam waktu sekitar 10 menit.
e Uji Voges Proskauer
Inokulasikan 1 sengkelit biakan pada 5 mL media modifikasi VP,
diinkubasi pada suhu 35 °C selama 48 jam. Tambahkan 0,6 mL
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larutan alfa-naftol dan 0,2 mL larutan KOH 40%. Aduk dan
tambahkan sedikit kristal kreatin, biarkan selama 1 jam pada suhu
ruangan. Amati perubahan warna yang terjadi. Uji dinyatakan
positif jika terjadi warna merah muda.

Uji Tirosin '

Inokulasikan 1 sengkelit koloni tersangka pada permukaan
tyrosine agar miring. Inkubasi agar miring pada suhu 35 °C
selama 48 jam. Amati daerah jernih di sekitar pertumbuhan, yang
mengindikasikan bahwa tirosin telah diuraikan.

Uji Lisozim

Inokulasikan biakan pada 2,5 mL media Nutrient Broth yang
mengandung 0,001 % lisozim, inkubasi pada suhu 35 °C
selama 24 jam. Dilakukan uji kontrol positif ( dalam 2,5 mL
Nutrient Broth ) secara bersamaan. Amati adanya pertumbuhan
pada kedua media. Bila tida terjadi pertumbuhan inkubasi
dilanjutkan selama 24 jam berikutnya.

Uji Motilitas

Inokulasikan biakan pada media Nutrient Broth inkubasi pada
suhu 35 °C selama 24 jam. Inokulasikan suspensi biakan pada
media motility untuk Bacillus cereus secara tusuk. Inkubasi
tabung pada suhu 30 °C selama 18-24 jam. Amati pertumbuhan
pada garis tegak lurus. Bacillus cereus bersifat motil.

Uji aktifitas hemolitik

Tandai bagian bawah lempeng Trypticase soy sheep blood Agar
menjadi 6-8 bagian. Inokulasikan 1 sengkelit biakan suspensi 24
jam , pada permukaan setiap bagian yang telah berisi Trypticase
soy sheep blood Agar. Inkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam.
Amati adanya hemolisis. Bacillus cereus dapat menghemolisis
dengan kuat dan membentuk zona 2-4 mm disekeliling koloni.
Interpretasi hasil

Uji biokimia konvensional

Bacillus cereus dinyatakan positif jika memberikan hasil sebagai
berikut :
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Tabel 3. Hasil Uji Biokimia Positif Bacillus cereus

Media Hasil pengamatan
MYP Koloni merah muda dikelilingi daerah keruh.
Phenol red glucose Broth Terjadi perubahan warna merah menjadi kuning (positif)
Nitrate broth Timbul warna merah (positif)
Uji Voges Proskauer Timbul warna merah muda (positif)
Uji Tirosin Adanya daerah jernih (positif)
Uji Lisozim Adanya pertumbuhan (positif)
Uji Motilitas Motil (positif)
Uji aktifitas hemolitik Adanya hemolitik (positif)
Pewarnaan Gram Gram (+), batang berspora

Uji biokimia dengan API 50 CH
Bacillus cereus dinyatakan positif apabila diperoleh hasil
Excellent identification/ Very good ID/ Good ID/ Acceptable ID.

- Perhitungan

Dipilih cawan yang mengandung 15— 150 koloni terduga (koloni
merah muda eosin dan daerah keruh di sekelilingnya). Jumlah
Bacillus cereus dari sampel dihitung berdasarkan persentase koloni
uji yang telah dikonfirmasi sebagai Bacillus cereus.

Contoh : Jumlah koloni pada pengenceran 10~ = 65. Dari uiji
konfirmasi terhadap 5 koloni tersangka, hanya 4 yang terbukti
sebagai Bacillus cereus. Maka jumlah Bacillus cereus per gram atau
per mL sampel adalah : 4/5 x 65 x 10* x 10 = 5.200.000 koloni.

( Catatan : 10 = dikalikan sepuluh karena yang dipipet 0,1 mL)

d. Metode Uji Angka S. Aureus

- Homogenisasi sampel.
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Sampel ditimbang secara aseptik 25 g dalam wadah yang sesuai,
ditambahkan 225 mL larutan Peptone Dilution Fluid (PDF) kemudian
dihomogenkan hingga diperoleh suspensi dengan pengenceran 107.
Pengenceran
Suspensi pengenceran 10" diencerkan hingga tingkat pengenceran
10,
Inokulasi dan inkubasi
Suspensi tiap pengenceran diinokulasikan 1 mL dengan cara sebar ke
permukaan 3 lempeng media Baird Parker Agar masing-masing 0,3
mL, 0,3 mL dan 0,4 mL.Suspensi disebar-ratakan menggunakan
batang kaca bengkok steril dan diinkubasi pada 37°C selama 24 -48
jam dengan posisi cawan dibalik. Dipilih cawan dengan jumlah koloni
yang tumbuh antara 20 — 200, kemudian dihitung. Dipilih 10 koloni
spesifik, masing-masing  diinokulasi ke media NA/TSA miring,
inkubasi pada 37 °C selama 24 jam
Konfirmasi/Uji Biokimia
Identifikasi / konfirmasi dilakukan menggunakan biakan pada TSA
atau NA miring, dengan reaksi uji biokimia secara konvensional atau
menggunakan kit APl Staph . Adapun uji biokimia secara
konvensional adalah sebagai berikut :
e Sepuluh koloni spesifik masing-masing diinokulasi pada media
BHIB, diinkubasi pada 37 °C selama 18-24 jam.
e Diambil 0,1 mL dari biakan BHIB, kemudian ditambahkan 0,3 mL
plasma kelinci, diinkubasi pada 37 °C selama 4-6 jam
« Diamati terjadinya koagulasi plasma kelinci dalam setiap tabung
Interpretasi hasil
« Uji biokimia konvensional
Biakan dinyatakan sebagai positif Staphylococcus aureus bila
diperoleh hasil sebagai berikut:
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Tabel 4, Hasil Uji Biokimia Staphylococcus aureus Positif

Keterangan Hasil Pengamatan

Lempeng BPA | koloni bulat, halus, konveks, lembab, diameter 2-3

mm, berwarna abu—ébu kehitaman, memucat di tepi
koloni, dan apabila dicuplik dengan sengkelit, koloni

tampak seperti mentega sampai lengket

Positif

Mikroskopik Gram positif bentuk kokus, berkelompok seperti

anggur

e Uji menggunakan kit API Staph
Staphylococcus aureus dinyatakan positif apabila menunjukkan
hasil Excellent identification/ Very good ID/ Good /D/ Acceptable
ID.

Perhitungan

Angka S. aureus dinyatakan berdasarkan persentase koloni spesifik
yang telah dikonfirmasi sebagai S. aureus (koagulase positif) dikalikan
jumlah koloni dari tiga cawan (triplo), dan faktor pengenceran.

A
Angka S. aureus : X BxC

A = koloni spesifik S. aureus (koagulase positif)

B = jumlah koloni terduga S. aureus dari tiga cawan (triplo)
C = faktor pengenceran

Contoh

Penghitungan koloni terduga S. aureus pada pengenceran 1072 (C)
adalah 90 (B), dan dari 10 koloni yang dikonfirmasi ternyata 9 positif
(A) sebagai S. aureus, maka angka S. aureus per gram atau per mL

sampel adalah:

9
Angka S. aureus : —x 90 x 10? =81 x10? kolonilg
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e. Metode Uji Enterobacteriaceae

Homogenisasi sampel

Sampel ditimbang secara aseptik 10 g dalam wadah yang sesuai,

ditambahkan 90 mL Single Strength Buffered Peptone Water,

kemudian dihomogenkan hingga diperoleh suspensi dengan

pengenceran 10" Inkubasi pada 30 °C selama 24 + 2 jam.

Tahap Pengkayaan

Suspensi pengenceran 10”' secara aseptik dipipet 1 mL dinokulasikan

pada 10 mL Enterobacteriaceae Enrichment Broth dan kemudian

diinkubasi pada 30 °C selama 24 + 2 jam.

Isolasi

Biakan pengkayaan diinokulasikan 1 sengkelit pada permukaan

VRBGA, diinkubasi pada 30 °C selama 24 + 2 jam. Koloni spesifik

yang tumbuh pada VRBGA diamati. Koloni spesifik berwarna merah

sampai ungu, diameter 0,5 mm atau lebih besar, dengan atau tanpa

zona presipitasi. Koloni spesifik dari VRBGA dilanjutkan untuk uji

konfirmasi

Konfirmasi/Uji Biokimia

* Uji Fermentasi
Sebelum digunakan, panaskan Glucose Agar selama 10 menit
dan biarkan memadat. Biakan diinokulasikan dengan cara tusuk
pada media Glucose Agar tegak.Biakan yang sama juga
diinokulasikan pada media nonselektif seperti NA atau PCA.
Inkubasikan pada 37 °C selama 24 + 2 jam. Amati perubahan
warna yang terjadi pada media Glucose Agar. Hasil positif apabila
berubah menjadi kuning. Enterobacteriaceae memberikan hasil
positif.

e Uji oksidase sebagai berikut :
Totolkan biakan dari NA atau PCA pada kertas sitokrom-oksidase
menggunakan ose platina. Amati perubahan warna bekas
penotolan. Jika terjadi perubahan warna menjadi ungu tua dalam
waktu 5-10 detik, oksidase dinyatakan positif dan bila tidak terjadi
perubahan warna, oksidase dinyatakan negatif.
Enterobacteriaceae memberikan hasil oksidase negatif.

+ |Interpretasi hasil
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f.

Enterobacteriaceae dinyatakan positif bila diperoleh hasil
pengujian sebagai berikut :
Tabel 5. Hasil Uji Biokimia Enterobacteriaceae Positif

Jenis uji : ~ Hasil
Oksidase Tidak terjadi perubahan warna
Fermentasi Perubahan warna media menjadi kuning

Metode Uji Salmonella

Tahap Pra-Pengkayaan (Pre-Enrichment)

Sampel ditimbang secara aseptik 25 g dalam wadah steril yang
sesuai, ditambahkan 225 mL media Buffered Peptone Water (BPW)
kemudian dihomogenkan.Suspensi sampel kemudian diinkubasi
pada 37 + 1 °C selama 18 -20 jam.

Tahap Pengkayaan (Enrichment)

Suspensi pra-pengkayaan dipipet 0,1 mL diinokulasikan ke dalam 10
mL media Rappaport Vassiliadis + Soya (RVS) diinkubasi pada 41,5 +
1 °C selama 24 + 3 jam dan untuk 10 mL media Muller Kauffman
Tetrathionate Novobiocin Broth (MKTTn) diinokulasi dengan 1 mL
suspensi pra-pengkayaan kemudian diinkubasi pada 37 + 1 °C selama
24 + 3 jam.

Tahap Isolasi

Suspensi biakan RVS dan MKTTn masing-masing inokulasikan pada
lempeng media selektif Brilliant Green Agar (BGA) dan Xylose Lysine
Deoxycholate Agar (XLD), kemudian diinkubasikan pada 37 + 1 °C
selama 24 + 3 jam dengan posisi cawan dibalik.

Koloni spesifik yang tumbuh pada masing-masing media selektif
diamati, dipilih satu atau lebih koloni untuk diinokulasikan pada media
agar miring Tryptose Soy Agar (TSA) atau Nutrient Agar (NA) dan
diinkubasi 37 + 1 °C selama 24 - 48 jam, selanjutnya digunakan
sebagai stok biakan untuk uji konfirmasi.

Tahap Identifikasi /konfirmasi

Identifikasi / konfirmasi dilakukan menggunakan biakan pada TSA
atau NA miring, dengan reaksi uji biokimia secara konvensional atau
menggunakan kit APl 20E . Adapun uji biokimia secara konvensional

adalah sebagai berikut :
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Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Biakan diinokulasikan dengan cara digoreskan pada bagian miring
(slant) dan ditusukkan pada bagian agar tegak (butt) kemudian
diinkubasi pada 37 + 1 °C selama 24 + 3 jam. Diamati perubahan

warna biakan yang terjadi.

Urea Agar
Biakan diinokulasikan dengan cara digoreskan pada permukaan
agar miring dan diinkubasikan pada 37 + 1 °C selama 24 + 3 jam.

Diamati perubahan warna biakan yang terjadi.

Lysine Decarboxylase Broth (LDB)

Biakan diinokulasikan menggunakan sengkelit pada media LDB
dan diinkubasikan pada 37 + 1 °C selama 24 + 3 jam. Diamati
perubahan warna biakan dan kekeruhan yang terjadi.

Voges-Proskauer (VP)

Biakan diinokulasikan menggunakan sengkelit pada media VP dan
diinkubasikan pada 37 + 1 °C selama 24 + 3 jam. Pada biakan
ditambahkan 3 tetes larutan alfa naftol dan 2 tetes larutan KOH
40%. Diamati perubahan warna biakan yang terjadi.

Tryptone Broth (uji indol)

Biakan diinokulasikan menggunakan sengkelit pada media
Tryptone Broth atau Tryptophan Broth dan diinkubasikan pada 37
+ 1 °C selama 24 + 3 jam. Pada biakan kemudian ditambahkan
beberapa tetes larutan Kovac's. Diamati terbentuknya cinsin
berwarna merah cherry di permukaan biakan yang terjadi.

Beta-galactosidase (ONPG)

Biakan disuspensikan dalam 0,5 mL larutan NaCl 0,85%,
masukkan sebuah cakram ONPG secara aseptis dan
diinkubasikan pada 37 + 1 °C selama 24 + 3 jam. Diamati
perubahan warna biakan yang terjadi.

Uji Serologi
Biakan dicampurkan menggunakan sengkelit pada setetes larutan
NaCl fisiologis di permukaan gelas objek, diamati jika tidak terjadi

25




aglutinasi spontan maka dilanjutkan dengan penetesan antisera
polivalen O. H dan Vi diamati dengan menggoyang — goyang
gelas objek dan diamati dengan seksama. Diamati terjadinya
aglutinasi pada gelas objek. Untuk uji antisera polivalen H , biakan
diinokulasi pada media NA semi-padat dan diinkubasi pada 37 + 1

°C selama 24 * 3 jam.

e Interpretasi Hasil

TSIA : Butt (positif) ; Slant (negatif) dengan
atau pembentukan H,S

Urea Agar : Negatif

LDB : Positif

Beta galaktosidase : Negatif

VP - Negatif

Indol : Negatif

5. Pengumpulan data sekunder
Prosedur pengumpulan data sekunder dari pabrik tentang penerapan
sistem manajemen keamanan pangan pada industri formula bayi :
¢ BPOM melakukan audit sarana untuk Penerapan Cara Produksi
Pangan yang Baik (CPPB).
e Analisis dan evaluasi hasil inspeksi sarana produksi formula bayi
dalam kurun waktu 2010-2011.
e Verifikasi penerapan Hazard Analysis Critical Control Point
(HACCP)/1SO 22000
e Analisis dan evaluasi Sertifikat Analisis (CoA-Certificate of
Analysis) produk formula bayi impor
6. Pelaporan hasil pengujian
Pelaporan hasil pengujian seluruh sampel formula bayi akan dinyatakan
sebagai pernyataan positif atau negatif dalam 10 gram sampel formula
bayi, untuk pemeriksaan E. Sakazakii, Enterobacteriaceae, sedangkan
Salmonella sp positif atau negatif dalam 25 gram. Untuk S.aureus batas
maksimum 1 x 10! kol/g dan Bacillus aureus batas maksimum 1 x 10?2

koloni/g.
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lll. Hasil Pengujian Formula bayi

Data terkini hasil sampling dari BPOM, menunjukkan bahwa ada 47 merek /produk
terdaftar formula bayi yang beredar di pasaran di 23 provinsi di Indonesia. Dari 47
produk terdaftar 41 produk mempunyai 2 nomor bets dan 6 produk hanya ada 1 nomor
bets, sehingga jumlah keseluruhan sampel adalah 88 sampel. Berdasarkan
kesepakatan jumlah analisis untuk tiap unit sampel per nomor pendaftaran, maka
:5 sejumlah 88 sampel formula bayi dianalisis dan setiap sepertiga dari jumlah tersebut
dianalisis di tiga laboratorium. Laboratorium PPOMN- BPOPM mendapat 60 sampel,
Laboratorium Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan 59 sampel dan
Laboratorium IPB mendapat 64 sampel. Data sampel uji dapat dilihat pada Lampiran 2.

Validasi dilakukan pada metode pengujian yang mengacu pada referensi dari CAC,
yakni ISO/TS 22964:2006 ini sebelum melangkah pada pengujian sampel guna
mengetahui apakah metode dapat digunakan untuk uji E.sakazakii dan menghasilkan
data yang valid. Sebagai tahap validasi terhadap metode pengujian digunakan Kontrol
Dari 155 sampel yang telah diinokulasikan dengan kultur E.sakazakii ATCC 51329,
seluruh sampel yang dilakukan pengujian menunjukkan adanya pertumbuhan koloni
tipikal berupa koloni hijau biru pada media isolasi agar-agar kromogenik (Gambar 3);
sehingga dapat dikatakan positif £. sakazakii di dalam 10 gram sampel yang diuji atau
disimpulkan bahwa seluruh sampel mengandung E. sakazakii (Cronobacter spp)
(Lampiran 3). Hasil ini menunjukkan bahwa metode uji ISO/TS 22964:2006 merupakan
metode yang sensitif dan valid untuk mendeteksi E. sakazakii.
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Gambar 3. Koloni tipikal E. sakazakii (Cronobacter spp.) pada media isolasi
kromogenik ESIA

Hasil pengujian sampel formula bayi dari ke-tiga laboratorium dapat diketahui pada
Tabel 6 .

Tabel 6. Hasil Uji E.sakazakii (Cronobacter spp) dalam Formula Bayi

Balitbang/

Kemkes

1 64(100%) Negatif/10 g
2 60(100%) Negatif/10 g
3 59(100%) Negatif/10 g

Secara keseluruhan ada 88 sampel formula bayi yang telah dilakukan pengujian

menunjukkan bahwa pada seluruh sampel formula bayi tidak ditemukan bakteri E.

Sakazakii (negatif dalam 10 g).

Hasil pengujian mikroba lain selain E. sakazakii (ALT, Enterobacteriaceae, Salmonella

sp, S.aureus, Bacillus cereus ).dapat diketahui pada Tabel di bawah ini.
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Tabel 7. Hasil Uji Mikroba lain (ALT, Enterobacteriaceae, Salmonella sp, S.aureus,

Bacillus cereus ).

MS = memenuhi syarat

| Hasil pengumpulan data yang diperoleh dari observasi adalah sebagai berikut :

ALT Enterobacteria Salmonella sp S.aureus B.cereus
<1x10* ceae
<1x 10, <1x 10’
BPOM | Balit- | BPOM | Balit- BPOM | Balit- BPOM | Balit- | BPOM | Balit-
bang bang bang bang bang
; MS Negatif// Negatif// MS MS
) 10g 25¢
MS Negatit// Negatif// MS MS
%) 10g 25¢
Keterangan :

" memenubhi syarat < 1 x 10* dan S.aureus serta B.cereus memenuhi syarat < 1 x 10’

- Secara keseluruhan ada 88 sampel formula bayi yang telah dilakukan pengujian
menunjukkan bahwa pada seluruh sampel formula bayi tidak ditemukan bakteri
" Enterobacteriaceae (negatif dalam 10 g), Salmonella sp (negatif dalam 25 g), ALT

Pabrik telah menerapkan cara produksi pangan yang baik (GMP/Good Manufacturing

| Practic) dan telah memverivikasi penerapan Hazard Analysis Critical Control Point

(HACCP/ISO 22000) telah dilaksanakan oleh industri formula bayi. Untuk produk

impor, analisis dan evaluasi dilakukan melalui sertifikat Analisis (CoA= Certificate of
~ Analysis)
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V. PEMBAHASAN

Standar uji ISO/TS 22964:2006 merupakan metode yang spesifik untuk mendeteksi
E.sakazakii (Cronobacter spp) yang dikembangkan oleh Inetrnasional Organization for
Standardization (ISO). Protokol uji dalam ISO/TS 22964:2006 telah diperbaiki atau
dimodifikasi dengan penggunaan media isolasi kromogenik yang sangat membantu untuk
membedakan E.sakazakii (Cronobacter spp) dari Enterobacteriaceae lainnya yang
mungkin ada di dalam formula bayi. Sehingga perlu dilakukan validasi metode. Sedangkan
metode penetapan mikroba lain menggunakan metode pemeriksaan ISO untuk ALT,
Enterobacteriaceae, Salmonella sp,B. cereus dan metode BAM (Bacteriological
- Analyrical Manual) digunakan untuk pemeriksaan S.aureus. Metode ini digunakan karena
' metode sudah divalidasi dan merupakan metode yang sudah rutin digunakan di BPOM.

~ Seluruh sampel formula bayi yang diperiksa E. Sakazaki dan mikroba lain (ALT, oleh
laboratorium Badan Litbangkes Kementerian Kesehatan, BPOM dan IPB menunjukkan
 hasil negatif atau tidak ditemukan bakteri baik E. Sakazakii serta pengujian mikroba lain
yang dilakukan oleh BPOM dan Litbangkes. Semua hasil negative atau memenuhi
persyaratan Peraturan Kepala BPOM R.1 No. HK.006.06.1.52.4011 dan SNI 7388 : 2009.
- Hasil ini tidak terlepas dari peran pemerintah (Badan POM) dalam melakukan pengawasan
- melalui  inspeksi penerapan sistem manajemen keamanan pangan (GMP/Good
- Manufacturing Practic dan HACCP/Hazard Analysis Critical Control Point) oleh industri
 formula bayi. Di samping itu setiap industri formula bayi juga melakukan pengujian E
:'-mkazak:’i dan mikroba lain pada produk akhir sebelum diedarkan.Sedangkan untuk formula
hayi impor, setiap pemasukan produk formula bayi ke wilayah Indonesia wajib
melampirkan sertifikat analisis yang menyatakan produk tersebut negatif E. sakazakii/10
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VI. KESIMPULAN

_; Hasil pengujian yang dilakukan 3 laboratorium mikrobiologi (BPOM,IPB dan
'. Balitbangkes) menunjukkan bahwa seluruh sampel formula bayi (n=88) yang diuji tidak
* ditemukan E. sakazakii (Cronobacter spp) atau negatif dalam 10 gram.

2 Hasil pengujian yang dilakukan 2 laboratorium mikrobiologi (BPOM dan Balitbangkes)
menunjukkan bahwa seluruh sampel formula bayi (n=88) yang diuji tidak ditemukan
~ Enterobacteriaceae atau negatif dalam 10 gram, Salmonella sp atau negatif dalam 25
~ gram, dan ALT (30° C), 72 jam) tidak melebihi batas 1 x 10" kol/g, Staphyllococcus
~ aureus tidak melebihi batas 1 x 10" kol/g, serta Bacillus cereus tidak melebihi batas 1 x
10* kol/g

3, Sarana Produksi Formula Bayi telah Memenuhi persyaratan GMP dan telah menerapkan
~ Sistem HACCP dalam proses produksi

';;1- Hasil-hasil tersebut di atas menunjukkan bahwa produk formula bayi yang beredar di
_, indonesia memenuhi standar untuk batas miktoba seperti yang dipersyaratkan dalam
~ Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan No. HK. 00.06.1.52.4011 tentang
_. Penetapan Batas Maksimum Cemaran Mikroba dan Kimia dalam Makanan dan Standar
 Codex (CAC/RCP 66-2008). "
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