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ABSTRAK 
Tempe Dage merupakan makanan produk fermentasi yang berasal dari Kabupaten Banyumas, 
Jawa Tengah. Kenampakan tempe Dage sedikit berbeda dengan tempe pada umumnya dengan 

banyaknya bitik-bintik hitam di permukaan Dage. Walaupun sudah sering dikonsumsi oleh 
masyarakat Banyumas, belum terdapat informasi mengenai keberadaan  bakteri patogen pada 

tempe Dage yang berpotensi membahayakan Kesehatan manusia. Oleh karena itu, penelitian 

ini bertujuan untuk mendeteksi keanekaragaman jenis bakteri patogen pada mikrobioma 
tempe Dage dengan pendekatan Next Generation Sequencing (NGS). Tahapan penelitian dari 

dari kultur bakteri dengan medium Reasoner’s 2A (R2A), ekstraksi DNA genom, sekuensing 
berbasis platform Ilumina berdasarkan daerah Variabel pada gen 16S rRNA, dan analisis 

bioinformatika. Hasil analisis bioinformatika pada webserver EZBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/contents/16smtp) menunjukkan bahwa pada sampel tempe Dage 
terdapat beberapa bakteri patogen yang terdeteksi seperti Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii dan Salmonella bongori. Hasil tersebut 

memberikan informasi baru mengenai keberadaan bakteri patogen pada makanan tradisional 
Dage yang dapat dianalisis lebih lanjut menggunakan pendekatan kultur konvensional. 
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 gen 16S rRNA;  
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ABSTRACT 
Tempe Dage is fermented food product originating from Banyumas Regency, Central Java. 
The appearance of Dage tempeh is slightly different from tempeh in general with lots of black 

spots on its surface. Even though it is often consumed by the people of Banyumas, there is no 

information regarding the presence of pathogenic bacteria in Dage tempeh which have the 
potential to harm human health. Therefore, this study aims to detect the diversity of 

pathogenic bacteria in the Tempe Dage microbiome using the Next Generation Sequencing 

(NGS) approach. The research steps were from bacterial culture with Reasoner’s 2A (R2A) 
medium, genomic DNA extraction, Ilumina platform-based sequencing based on the Variable 

region of the 16S rRNA gene, and bioinformatics analysis. The results of bioinformatics 
analysis on the EZBioCloud webserver (https://www.ezbiocloud.net/contents/16smtp) 

showed that the Dage tempe samples contained several pathogenic bacteria which were 

detected, such as Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Vibrio 
metschnikovii and Salmonella bongori. These results provide novel information regarding 

the presence of pathogenic bacteria in traditional Dage food which can be further analyzed 

using a conventional culture approach. 
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PENDAHULUAN 

 Makanan fermentasi merupakan 

jenis makanan atau minuman yang 

dihasilkan dari perubahan komponen 

makanan melalui proses enzimatik atau 

keterlibatan mikroorganime dalam jumlah 

tertentu. Secara umum terdapat dua metode 

dalam proses fermentasi makanan yaitu 

secara alami dan menggunakan strarter 

mikroorganisme (Dimidi et al., 2019). 

Selama proses fermentasi, mikroorganisme 

mengurai karbohidrat menjadi beberapa 

produk akhir seperti asam organic, 

karbondioksida, alkohol, dan beberapa 

metabolit antimikroba seperti bakteriosin. 

Makanan fermentasi juga merupakan 

makanan yang dilestarikan secara turun 

temurun sebagai bagian dari kebudayaan 

dan tradisi (Şanlier et al., 2019). Salah satu 

makanan fermentasi yang masih 

dilestarikan di daerah Banyumas adalah 

Dage.   

Dage berasal dari akronim kata kata 

Bahasa jawa yaitu didag age-age, yang 

berarti                    makanan yang lebih enak 

dimakan segera setelah digoreng. Dage 

dapat diolah menjadi beberapa jenis 

makanan seperti tempe goreng dan keripik 

(Handayani dan Haryadi, 2001). Tempe 

Dage terbuat dari bahan dasar sisa ekstraksi 

minyak kelapa yang diinokulasikan dengan 

starter Rhizopus spp. dan dibungkus 

dengan daun pisang (Romulo & Surya, 

2021). Namun demikian, informasi 

mengenai penelitian yang berkaitan 

dengan tempe Dage, masih sangat terbatas, 

termasuk mengenai deteksi bakteri patogen 

yang terdapat pada Dage,  

 Bakteri Patogen Pada makanan 

fermentasi. Bakteri patogen dapat 

menyerang berbagai jenis makanan, 

termasuk makanan fermentasi seperti 

sereal, susu, kacang, buah, dan sayuran. 

Keberadaan bakteri patogen tersebut 

dikarenakan prosedur produksi dan 

penanganan makanan yang kurang higenis, 

serta terdapatnya mikroflora asli yang 

terdapat pada makanan fermentasi 

(Oyedeji et al., 2023). Deteksi bakteri 

patogen tersebut dapat dilakukan dengan 

beberapa metode, termasuk deteksi 

molekuler berbasis Polymerase Chain 

Reaction (PCR) pada gen 16S rRNA (Aris 

et al., 2013). Deteksi bakteri patogen pada 

makanan fermentasi penting dilakukan 

dalam identifikasi factor resiko dalam 

memastikan keamanan pangan (Chen & 

Alali, 2018). 

Deteksi secara molekuler memiliki 

kelebihan yaitu akurasi yang lebih baik 

dibandingkan dengan metode fenotipik. 

Selain itu, gen 16S rRNA merupakan gen 

yang bersifat universal pada seluruh 

bakteri sehingga dapat digunakan dalam 

menganalisis hubungan kekerabatan antar 

bakteri (Clarridge, 2004). Tujuan dari 

penelitian ini adalah mendeteksi 

keanekaragaman jenis bakteri patogen 

pada mikrobioma Dage berdasarkan gen 

16S rRNA. Analisis dilakukan dengan 

teknologi Next Generation Sequencing 

yang dapat mendeteksi bakteri yang 

bersifat culturable dan unculturable pada 

makanan (Lazarevic et al., 2022). 

 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian dilaksanakan pada bulan 

Maret hingga bulan April 2023. Lokasi 

pengambilan sampel tempe Dage 

dilakukan di tempat pembuatan tempe 

Dage di Kabupaten Banyumas. Kultur 

pengayaan bakteri pada medium Reasoners 

2 A(R2A) dilaksanakan di Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Biologi dan 

Laboratorium Riset Universitas Jenderal 

Soedirman. 

Sampel tempe Dage ditimbang 

sebanyak 10-gram untuk kemudian digerus 

secara aseptis. Sampel kemudian 

dimasukkan kedalam 90 ml medium R2A 

untuk diinkubasi selama 72 jam dengan 

suhu 30o C pada kecepatan 150 rpm. 

Isolasi DNA yang berasal dari tanah 

dilakukan menggunakan ZymoBIOMICS 

DNA/RNA Mini Kit (Zymo Research, 

California, USA) berdasarkan protokol 
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produsen. Elektroforesis produk hasil 

amplifikasi divisualisasi menggunakan 

The Agilent 2100 Bioanalyzer system. 

Sekuensing gen variable V3-V4 pada gen 

16S rRNA dilakukan menggunakan 

metode Next Generation Sequencing 

(NGS) dengan mesin sekuensing Ilumina 

Mi-Seq ukuran 2X300 bp yang dilakukan 

oleh PT. Genetika Science Indonesia 

(GSI). 

Analisis Bioinformatika dilakukan 

menggunakan webserver EZBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/contents/16s

mtp) (Yoon et al., 2017). Data berupa 

sekuens forward dan reverse dengan 

format .fastq.gz diupload pada website 

tersebut. Hasil analisis berupa identitas dan 

sekuens fasta bakteri patogen secara 

otomatis akan diperoleh dari laman 

tersebut.  

Analisis filogenetik dilakukan 

menggunakan software MEGA7 dengan 

metode Neighbor-joining dengan Kimura-

2parameter dan pensejajaran menggunakan 

MUSCLE (Kumar et al., 2016). Sekuens 

yang digunakan dalam analisis filogenetik 

memiliki Panjang 300 sampai 400 pasang 

basa. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil elektroforesis menggunakan 

perangkat The Agilent 2100 Bioanalyzer 

system seperti pada Gambar 1. 

memberikan visualisasi berupa kualitas 

dalam bentuk Relative Flourescent Unit 

(RFU) dan kuantitas sampel dalam panjang 

basa yang berhasil diamplifikasi. 

Dibandingkan dengan elektroforesis 

menggunakan gel konvensional, 

kuantifikasi menggunakan Bioanalyzer 

memberikan beberapa keuntungan berupa 

pemisahan basa yang cepat serta volume 

sampel minimal 1 µl. Selain itu, paparan 

zat zat kimia berbahaya juga dapat 

diminimalisir (Davies et al., 2016). 

 

 
Gambar 1. Hasil elektroforesis sampel Dage. LM merupakan Lower Marker sedangkan UM 

adalah Upper Marker. 

 

Hasil elektroforesis juga menunjukkan 

bahwa sampel DNA genomik pada sampel 

Dage berhasil diamplifikasi dengan 

panjang 486 pasang basa yang ditunjukkan 

dengan puncak kromatogram tertinggi. Hal 

tersebut sesuai dengan penelitan terdahulu 

yaitu daerah Hypervariable (V) 3 dan V4 

pada gen 16S rRNA memiliki panjang 

kurang lebih 400 pasang basa. Selain itu, 

bagian V3 dan V4 juga banyak digunakan 

dalam deteksi komunitas bakteri dengan 
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menggunakan pendekatan Next Generation 

Sequencing (Bukin et al., 2019).

 

 
Gambar 2. Hasil analisis bakteri patogen pada webserver EZBioCLoud. 

 

 Hasil analisis pada database yang 

terdapat pada webserver EZBioCloud 

menunjukkan bahwa terdapat lima jenis 

bakteri patogen yang terdeteksi pada 

sampel Dage. Kelompok bakteri 

Escherichia coli menjadi bakteri yang 

paling banyak terdekteksi di makanan 

dengan jumlah Operational Taxonomic 

Unit (OTU) sebesar 1034. Terdeteksinya 

bakteri E.coli pada makanan menunjukkan 

indikasi keadaan yang kurang higenis dan 

adanya kontaminasi fekal (Ekici & Dümen, 

n.d.) . Selain itu, E. coli jug merupakan 

salah satu mikroorganisme paling penting 

yang digunakan dalam monitoring 

kesehatan dan keamanan  pangan. 

Penelitian sebelumnya menggunakan 

metode Polymerase Chain Reaction telah 

berhasil mendeteksi keberadaan E.coli 

pada sampel makanan berbasis daging 

seperti ikan, sapi dan ayam dengan jumlah 

yang bervariatif (Hariri, 2022). 

Spesies Vibrio metschnikovii terdeteksi 

pada sampel Dage dengan kelimpahan 

sebanyak 36 OTU. Berdasarkan penelitian 

terdahulu, V. metschnikovii memiliki 

habitat pada lingkungan akuatik dan 

bersifat patogen. Spesies tersebut dapat 

menyebabkan sepsis dan diare pada 

manusia serta mneghasilkan toksin yang 

bersifat hemolitik (Xiao et al., 2022). 

Namun demikian, meskipun bersifat 

zoonosis, kasus infeksi V. metschnikovii 

jarang ditemukan pada manusia (Linde et 

al., 2004). Keberadaan V. metschnikovii 

pada sampel kemungkinan berasal dari air 

yang digunakan dalam proses pembuatan 

Dage. 

 Genus Enterococcus dapat 

ditemukan pada makanan fermentasi 

dikarenakan resistensi terhadap 

desinfektan dan adaptasi pada lingkungan 

yang tidak menguntungkan (Mariam, 

2021). Salah satu genus Enterococcus yang 

ditemukan pada sampel Dage adalah 

Enterococcus faecalis yang terdeteksi 

sebanyak 7 OTU. E. faecalis merupakan 

spesies enterococcus yang paling banyak 

ditemukan di makanan. Selain itu, spesies 

tersebut juga memiliki beberapa vaktor 

virulensi yang berperan dalam proses 

infeksi serta menyebabkan terjadinya 

resistensi antibiotic(Barel et al., 2023). 

Penggunaan E. faecalis sebagai agen 

fermentasi pada makanan juga telah 

dilarang di Negara Taiwan (Fang, 2020). 
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Staphylococcus aureus dan Salmonella 

bongori pada sampel Dage ditemukan 

dalam jumlah yang paling sedikit yaitu 

masing masing 1 dan 4 OTU. S. aureus 

menyebabkan kontaminasi pada produk 

makanan saat proses preparasi, pengolahan 

maupun pasca pengolahan. Bakteri 

tersebut dapat bertahan hidup pada 

permukaan tangan manusia dalam jangka 

waktu yang lama dan dapat berikatan 

dengan bagian permukaan tubuh lainnyaS. 

aureus juga merupakan bakteri patogen 

penyebab signifikan food-borne disease 

yang menimbulan ratusan ribu kasus 

penyakit di Amerika Serikat (Kadariya et 

al., 2014). Sedangkan untuk S. bongori, 

bakteri tersebut pertama kali ditemukan 

pada makanan (keju) di Italia pada tahun 

1999. Meskipun biasa ditularkan kepada 

manusia melalui kontak dengan reptil, 

infeksi S. bongori yang berasal dari 

makanan belum pernah dilaporkan 

(Giammanco et al., 2002). 

 
Gambar 3. Hasil analisis Filogenetik seluruh OTU bakteri patogen pada sampel dage dengan 

menggunakan software MEGA 7 berdasarkan metode Neigbor-joining. Analisis 

filogenetik dilakukan berdasarkan 404 posisi basa nukleotida pada daerah V3dan 

V4 gen 16S rRNA. 

 

Analisis filogenetik merupakan 

metode rekonstruksi hubungan 

kekerabatan antar organisme untuk 

memberikan informasi mengenai proses 

evolusi yang direpresentasikan dalam 

suatu sistem percabangan (Oktafia & 

Badruzsaufari, 2021). Berdasarkan analisis 

OTU pada website EZBioCLoud, spesies 

Escherichia coli memiliki 5 klon, 

Staphylococcus aureus 3 klon, dan tiga 

spesies lain masing masing hanya memiliki 

1 klon. Spesies pembanding yang 

digunakan pada penelitian ini diperoleh 

dari spesies type strain, yaitu spesies yang 
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sudah dipublikasikan dan divalidasi oleh 

kultur koleksi internasional (Shi et al., 

2021), pada database National Centre for 

Biotechnological Information (NCBI). 

Streptomyces griseus merupakan outgrup 

yang digunakan sebegai kontrol positif, 

Hasil analisis filogenetik pada 

kelompok genus Escherichia menunjukkan 

bahwa sebanyak empat dari lima klon 

(Clone 1 sampai Clone 4) bakteri 

Escherichia coli pada sampel Dage 

membentuk percabangan yang monofiletik 

dengan spesies type strain, kecuali pada 

Clone 5. Sedangkan pada klad Salmonella, 

klon Salmonella bongori membentuk sister 

taxa dengan Salmonella bongori strain 

NCTC 12419. Kelompok bakteri 

Escherichia dan kelompok Salmonella 

pada pohon filogenetik membentuk 

percabangan dengan nilai Bootstrap 95. 

Berdasarkan hasil analisis 

filogenetik,  dapat diamati bahwa 

kelompok  Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, dan Vibrio 

metschnikovii pada tempe Dage juga 

membentuk klad yang monofiletik dengan 

spesies type strain dan menunjukkan nilai 

Bootstrap pada cabang berkisar antara 90 

sampai 100. Analisis Bootstrap adalah 

metode yang menguji seberapa akurat data 

model yang digunakan dalam analisis 

filogenetik dengan melakukan 

pengulangan pembentukan cabang atau 

pohon. Nilai Bootstrap yang mendekati 

100 menunjukkan pohon atau cabang yang 

terbentuk dari sekuens informatif yang 

digunakan dalam penyusunan pohon 

filogenetik semakin akurat (Holmes, 

2003). Hal tersebut juga memberikan 

informasi bahwa deteksi molekuler yang 

dilakukan menggunakan gen 16S rRNA 

pada penelitian ini berhasil 

mengelompokkan sebagian besar bakteri 

patogen secara akurat dengan kelompok 

type strain. 

 

KESIMPULAN 

 Berdasarkan deteksi molekuler, 

terdapat beberapa bakteri patogen yang 

terdeteksi pada sampel tempe Dage yaitu 

Escherichia coli, Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus, Vibrio 

metschnikovii and Salmonella bongori. 
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