
_________________
∗Penulis korespondensi:
E-mail: s_budiharti@yahoo.com

Deteksi Bakteri Gram-Negatif Pada Permukaan Daun Kemangi 
(Ocimum basilicum) dari Tiga Pasar Tradisional di Bogor

Detection of Gram-Negative Bacteria on the Leaf Surface of 
Basil (Ocimum basilicum) Collected from Three Traditional 

Markets in Bogor
ZERINA GETRIANI, JEPRI AGUNG PRIYANTO, SRI BUDIARTI*

Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor, Kampus IPB 
Dramaga, Bogor 16680

Diterima 27 September 2023/Diterima dalam Bentuk Revisi 10 November 2023/Disetujui 13 November 2023

Ocimum basilicum or basil is commonly consumed raw by Indonesian. However, it is easily contaminated by 
pathogenic bacteria. This study aimed to detect Gram-negative bacteria in basil leaves obtained from three traditional 
markets in Bogor. Isolation and quantification of bacteria using serial dilution showed that the average number of 
bacteria on the surface of basil leaves was 9.6 × 107 CFU/g. Basil leaves obtained from the second traditional market 
had the highest number of bacteria of 11.3 × 107 CFU/g. All isolated bacteria have the same morphology namely 
bacilli, then further purified and characterized physiologically. The nine bacterial isolates obtained were able to grow 
on the selective-differential media including Salmonella-Shigella agar (SSA), bismuth sulphite agar (BSA), and eosin-
methylen blue (EMBA). Gram staining showed that all bacterial isolates were classified as Gram-negative bacteria. 
The hemolytic ability of bacterial isolates was tested using blood agar base media, three out of nine bacterial isolates 
were able to produce hemolysin. Molecular identification based on 16S rRNA sequences showed that the bacterial 
isolates belonged to the Providencia sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., and Kluyvera sp.
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PENDAHULUAN

	 Sayuran yang dikonsumsi tanpa proses pengolahan 
mudah terkontaminasi dan membawa bakteri patogen 
yang dapat menyebabkan berbagai penyakit (Zamani 
et al. 2017). Kemangi (Ocimum basilicum) merupakan 
salah satu tanaman sayur yang umumnya dikonsumsi 
oleh masyarakat Indonesia secara mentah sebagai 
lalapan. Penelitian sebelumnya telah melaporkan 
bahwa daun kemangi dan beberapa jenis sayuran 
lainnya seperti Ipomea aquatica, dan Lactuca 
sativa var. acephela yang dijual di pasar tradisional 
Makong Delta, Vietnam terdeteksi membawa bakteri 
Salmonella sp. (Nguyen et al. 2021). Diantara 
berbagai jenis bakteri, kelompok bakteri Gram-negatif 
terutama Escherichia coli, pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella sp. diharapkan tidak terbawa pada daun 
kemangi yang akan dikonsumsi langsung. Hal ini 
karena bakteri-bakteri tersebut dapat menyebabkan 
berbagai penyakit. E. coli yang menginfeksi saluran 

pencernaan manusia dapat menyebabkan diare 
(Gomes et al. 2016). Pseudomonas aeruginosa 
dapat menyebabkan diare dan penyakit fibrosis kistik 
pada manusia (Matsuura et al. 2018).  Salmonella 
sp. merupakan bakteri penyebab diare yang disertai 
dengan demam dan sakit kepala (Popa & Popa 2021).  
Oleh karena itu, keberadaan bakteri-bakteri tersebut 
pada sayuran perlu dicegah atau dikurangi jumlahnya. 
	 Sifat patogen yang dimiliki oleh bakteri disebabkan 
oleh adanya faktor virulensi antara lain faktor adhesi 
(fimbrae, lipopolisakarida, dan kapsul), faktor invasi, 
toksin (endotoksin dan eksotoksin), dan faktor 
penghindar sistem imunitas inang (Abdulateef et al. 
2023). Berdasarkan Peraturan Badan Pengawas Obat 
dan Makanan Nomor 13 Tahun 2019 tentang Batas 
Maksimal Cemaran Mikroba dalam Pangan Olahan 
menyatakan bahwa batas maksimum cemaran mikrob 
khususnya E. coli, Salmonella sp., dan Listeria 
Monocytogenes, berturut-turut adalah 3 APM/g, 
negatif/25 g, dan <102 koloni/g.  
	 Kemangi umumnya dikonsumsi oleh masyarakat 
dalam bentuk mentahan sebagai lalapan, sehingga 
tingkat kebersihan dan keamanan sayuran tersebut 
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perlu diperhatikan. Sayuran yang aman dikonsumsi 
adalah sayuran yang bebas dari patogen. Meskipun 
demikian, tingkat kebersihan dan keamanan 
kemangi yang dijual dipasaran cukup beragam 
yang kemungkinan dipengaruhi oleh penanganan 
dari mulai proses penanaman, pemanenan, hingga 
pemasaran. Pasar tradisional menjadi tempat 
pemasaran sayuran dari pedagang ke konsumen 
umumnya memiliki tingkat kebersihan dan sanitasi 
yang bervariasi. Kebersihan lingkungan yang 
rendah dapat meningkatkan resiko terbawanya 
bakteri patogen ke sayuran yang dijual. Penelitian 
ini bertujuan mendeteksi bakteri Gram-negatif pada 
permukaan daun kemangi (Ocimum basilicum) dari 
tiga pasar tradisional di Bogor. Hasil penelitian ini 
diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 
cemaran bakteri pada daun kemangi dari tiga pasar 
tradisional di Bogor, sehingga dapat digunakan 
sebagai dasar untuk penanganan atau pengolahan 
daun kemangi sebelum dikonsumsi.

BAHAN DAN METODE

	 Waktu dan Tempat Penelitian. Penelitian ini 
dilakukan pada Agustus 2022-Februari 2023 di 
Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi, 
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
IPB University.
	 Pengambilan Sampel. Daun kemangi segar 
diperoleh dari tiga pasar tradisional di Bogor (Pasar 1, 
Pasar 2, dan Pasar 3). Masing-masing sampel tersebut 
selanjtnya dikemas dalam kantung plastik steril dan 
dibawa ke laboratorium untuk dianalisis.
	 Isolasi dan kuantifikasi Bakteri. 25 g daun 
kemangi segar direndam dalam 250 ml akuades steril 
selama satu jam. Selanjutnya, isolasi bakteri dilakukan 
dengan menggunakan metode pengenceran berseri 
menggunakan larutan garam fisiologis (0,85%) hingga 
pengenceran 10-5 kali. Lalu, 100 µl hasil pengenceran 
10-4 dan 10-5 kali disebarkan pada media nutrient agar 
(NA). Selain itu, air rendaman daun kemangi juga 
digores kuadran menggunakan lup inokulasi pada 
media selektif Salmonella Shigella Agar (SSA), 
bismuth sulphite agar (BSA), dan eosin-methylen blue 
agar (EMBA). Seluruh cawan selanjutnya diinkubasi 
pada suhu ruang ±28°C selama 24 jam. Jumlah bakteri 
setiap sampel dihitung menggunakan rumus dibawah 
ini:
	

Karakterisasi Bakteri.
	 Karakterisasi Warna Koloni. Isolat bakteri 
yang tumbuh pada media selektif SSA, BSA, dan 
EMBA hasil dari penggoresan air rendaman yang 
telah diinkubasi selama 24 jam diamati warna 
koloninya. 
	 Karakterisasi Fisiologis. Karakterisasi fisiologis 
bakteri dilakukan dengan cara menumbuhkan isolat 
bakteri pada media triple sugar iron agar (TSIA) 
dan Simmon’s citrate agar. Masing-masing isolat 
bakteri ditumbuhkan pada Media TSIA (5,5 g/L) 
untuk mengetahui kemampuan bakteri tersebut 
dalam memfermentasi glukosa, laktosa, sukrosa, 
dan produksi gas H2S, sedangkan uji penggunaan 
sitrat dilakukan pada media Simmon’s citrate agar 
(2,25 g/L). Hasil positif pada media TSIA ditunjukkan 
dengan perubahan media menjadi merah-hitam yang 
mengindikasikan bakteri mampu memproduksi H2S 
atau perubahan media menjadi merah-kuning yang 
mengindikasikan bakteri mampu menggunakan gula 
jenis glukosa, laktosa, sukrosa, sedangkan indikator 
positif pada uji penggunaan sitrat ditunjukkan 
dengan perubahan warna media dari hijau menjadi 
biru.
	 Pewarnaan Gram. Koloni bakteri yang telah 
diinkubasi selama 18 jam diwarnai dengan metode 
pewarnaan Gram, dan diamati di bawah mikroskop 
cahaya. Morfologi sel yang diamati meliputi bentuk 
sel, penataan sel, dan reaksinya terhadap pewarnaan 
Gram.
	 Uji Hemolisis. Koloni bakteri yang telah 
diinkubasi selama 18 jam digores pada media Blood 
Agar Base, lalu diinkubasi suhu ±37°C selama 24 
jam. Adanya reaksi hemolisis diindikasikan oleh 
terbentuknya zona bening disekitar koloni bakteri. 
Hasil uji hemolisis pada media blood agar base dapat 
digolongkan ke dalam tiga jenis reaksi hemolisis, 
antara lain lisis sempurna (β-hemolisis); lisis sebagian 
(α-hemolisis); tidak lisis atau negatif (γ-hemolisis).
	 Identifikasi Molekuler. Sembilan isolat bakteri 
terpilih yang tumbuh pada media selektif (SSA, 
BSA, EMBA) diidentifikasi berdasarkan sekuens gen 
16S rRNA. DNA genom bakteri tersebut diisolasi 
menggunakan kit Genaid PrestoTM mini gDNA. 
Tahapan isolasi dilakukan dengan mengikuti instruksi 
prosedur kit. DNA hasil isolasi diukur konsentrasi 
dan kemurniannya menggunakan spektrofotometer 
nanodrop (MaestroGen). Amplifikasi gen 16S rRNA 
dilakukan dengan menggunakan primer 63F (5’-CAG 
GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’) dan 1387R (5’-
GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’) dengan ukuran 

Jumlah bakteri (CFU/g) = Faktor pengenceran×Jumlah koloni bakteri
Berat sampel yang 

digunakan (g)
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target amplikon 1.500 pb (Marchesi et al.1998). 
Campuran PCR dibuat dengan mencampurkan 25 
µl 2X GoTaq master mix, 5 µl primer 63F (10 µM), 
5 µl primer 1387R, 1 µl DNA Template, dan 14 µl 
Nuclease-free Water. Kondisi PCR dilakukan dengan 
kondisi predenaturasi (94℃, 5 menit), dan dilanjutkan 
dengan 35 siklus yang terdiri dari denaturasi (94℃, 
30 detik), annealing (55℃, 45 detik), elongasi (72℃, 
45 detik), dan diakhiri dengan post-elongasi (72℃, 10 
menit) (Priyanto et al. 2023). Produk PCR selanjutnya 
divisualisasikan pada elektroforesis agarose 1,5% 
pada tegangan 50 V selama 50 menit. Produk PCR 
selanjutnya disekuensing melalui PT. Genetika 
Science Indonesia. Sekuens masing-masing isolat 
selanjutnya dianalisis menggunakan BlastN yang 
tersedia pada laman: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi. 

	 HASIL

	 Jumlah Bakteri pada Permukaan Daun 
Kemangi. Jumlah bakteri pada permukaan daun 
kemangi yang diperoleh dari tiga pasar tradisional 
di Bogor beragam (Tabel 1). Daun kemangi yang 
dikoleksi dari pasar 2 memiliki jumlah bakteri 
tertinggi, yaitu 11,3 × 107 CFU/g, sedangkan daun 
kemangi yang dikoleksi dari pasar 1 memiliki jumlah 
bakteri paling sedikit, yaitu 8,5 × 107 CFU/g.
	 Pertumbuhan Isolat Bakteri dari Daun 
Kemangi pada Media Selektif. Berdasarkan hasil 
isolasi menggunakan teknik kuadran pada media 
selektif (SSA, BSA, dan EMBA), sembilan isolat 
bakteri dengan morfologi koloni yang berbeda telah 
berhasil dimurnikan. Masing-masing isolat bakteri 
memiliki warna koloni yang berbeda-beda (Tabel 2). 
Isolat bakteri P1.1.2, P2.1.2, P3.1.2 mampu tumbuh 
pada media SSA dan BSA. Pada media SSA koloni 
isolat-isolat tersebut berwarna hitam, sedangkan 
pada media BSA berwarna silver metalik. Beberapa 
isolat lain yang hanya ditumbuhkan pada media SSA 
atau EMBA juga telah dimurnikan. Koloni isolat 
P1.1, P2.1, dan P3.1 yang tumbuh pada media SSA 
berwarna bening/tidak berwarna, sedangkan isolat 
bakteri P1.3, P2.3, dan P3.3 yang tumbuh pada media 
EMBA koloninya berwarna hijau metalik.

	 Karakter Fisiologis. Berdasarkan hasil uji pada 
media TSIA, tiga isolat bakteri (P1.1.2, P2.1.2, 
dan P3.1.2) merupakan bakteri yang mampu 
memfermentasikan glukosa saja dan menghasilkan 
gas H2S diindikasikan dengan perubahan warna 
medium menjadi merah-hitam. Isolat lainnya 
(P1.3, P2.3, dan P3.3) merupakan bakteri yang 
dapat memfermentasikan glukosa saja, dan tidak 
menghasilkan H2S diindikasikan dengan perubahan 
medium menjadi merah-kuning. Disisi lain, 3 isolat 
lainnya (P1.1, P2.1, dan P3.1) merupakan bakteri 
yang tidak mampu memfermentasi gula (glukosa, 
sukrosa, dan lakosa) sehingga menunjukkan reaksi 
negatif terhadap uji TSIA (tidak ada perubahan warna 
media) (Tabel 2). Disisi lain, tujuh isolat bakteri 
(P1.1.2, P1.3, P2.1.2, P3.1.2, P1.1, P2.1, dan P3.1) 
mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya 
sumber karbon pada media Simmon’s citrate agar 
(SSA) yang ditunjukkan dengan adanya perubahan 
warna media dari hijau menjadi biru, sedangkan 2 
isolat lainnya (P2.3 dan P3.3) menunjukkan hasil 
negatif yang ditandai dengan tidak adanya perubahan 
warna media (Tabel 2).
	 Morfologi Sel Bakteri. Seluruh isolat bakteri 
yang telah diisolasi dari permukaan daun kemangi 
termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif 
ditunjukkan dengan warna orange/merah dengan 
bentuk sel batang pendek dan penataan sel tunggal 
(Gambar 1).
	 Kemampuan Hemolisis. Tiga dari sembilan 
isolat bakteri yang diisolasi dari permukaan daun 
kemangi memiliki kemampuan untuk melisiskan sel 
darah merah (Tabel 3). Hal ini diindikasikan dengan 
terbentuknya zona bening disekitar koloni bakteri. 
Isolat bakteri P1.1.2 dan P2.1.2 menunjukkan reaksi 
β-hemolisis, sedangkan isolat P3.1.2 menunjukkan 
reaksi α-hemolisis. Isolat-isolat bakteri lainnya (P1.1, 
P2.1, P3.1, P1.3, P2.3 dan P3.3) negatif homolisis 
(γ-hemolisis ) karena tidak menghasilkan zona bening 
disekitar koloninya.
	 Identifikasi Molekular. Hasil amplifikasi gen 16S 
rRNA pada Sembilan isolat bakteri dari permukaan 
daun kemangi telah diproleh produk PCR berukuran 
~1.500 pb (Gambar 2). Analisis BlastN menunjukkan 
bahwa isolat-isolat tersebut teridentifikasi sebagai 
Providencia rettgeri, Providencia vermicola, 
Pseudomonas putida, Pseudomonas fulva, Proteus 
mirabilis, dan Kluyvera sp. dengan tingkat kemiripan 
sekuens yang beragam dari 82,14 % hingga 99,92% 
(Tabel 4).

Tabel 1. Jumlah bakteri pada permukaan daun kemangi dari tiga 
pasar tradisional di Bogor

Pasar tradisional Jumlah bakteri (CFU/g)
8,5 × 107 
11,3 × 107 
9.0 × 107

Pasar 1
Pasar 2
Pasar 3
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Tabel 2. Karakter morfologi dan fisiologi sembilan isolat dari permukaan daun kemangi yang diperoleh dari tiga pasar tradisional 
di Bogor

Pasar tradisional

-: Negatif, +: Positif, TD: Tidak diamati, M/H: Merah/Hitam, M/K: Merah/Kuning

Isolat bakteri Bentuk Penataan sel TSIA Sitrat
SSA BSA EMBA

Warna koloni pada media yang berbeda

P1.1.2

P1.1

P1.3

P2.1.2

P2.1

P2.3

P3.1.2

P3.1

P3.3

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Batang pendek

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

Tunggal

M-H

-

M-K

M-H

-

K-M

M-H

-

M-K

+

+

+

+

+

-

+

+

-

Hitam, tepi tidak 
berwarna, media 
berwarna kuning

Tidak berwarna, media 
berwarna kuning

TD

Hitam, tepi tidak 
berwarna, media 
berwarna kuning

Tidak berwarna, media 
berwarna kuning

TD

Hitam tepi tidak 
berwarna, media 
berwarna kuning

Tidak berwarna, media 
berwarna kuning

TD

Silver metalik, 
media gelap

TD

TD

Silver metalik, 
media gelap

TD

TD

Silver metalik, 
media gelap

TD

TD

TD

TD

Hijau metalik

TD

TD

Hijau metalik

TD

TD

Hijau metalik

Pasar 1

Pasar 2

Pasar 3

A

D

G

B

E

H

C

F

I

Gambar  1. Morfologi sel bakteri dari permukaan daun kemangi yang dikoleksi dari tiga pasar tradisional di Bogor. Morfologi sel 
diamati pada mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000X. A: P1.1.2, B: P2.1.2, C: P3.1.2, D: P1.2, E: P2.2, F: P3.2,  
G: P1.3, H: P2.3, I: P3.3

Tabel 3. Karakter hemolisis sembilan isolat bakteri yang 
diisolasi dari permukaan daun kemangi 

β-hemolisis: lisis sempurna, α-hemolisis: lisis sebagian, 
γ-hemolisis: tidak lisis

Isolat bakteri Karakter hemolisis*
β
γ
γ
β
γ
γ
α
γ
γ

P1.1.2
P1.1
P1.3
P2.1.2
P2.1
P2.3
P3.1.2
P3.1
P3.3

PEMBAHASAN

Permukaan daun kemangi yang diperoleh dari tiga 
pasar tradisional di bogor memiliki jumlah bakteri yang 
berbeda-beda, berkisar antara 8,5 × 107 hingga 11,3 × 
107 CFU/g. Jumlah total bakteri tersebut melebih batas 
maksimum bakteri pada sayuran kering yang telah 
ditetapkan oleh Badan Standarisasi Nasional Indonesia 
yaitu 1 × 105 CFU/g (SNI 2009). Banyaknya jumlah 
bakteri yang terbawa pada sayuran dapat meningkatkan 
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resiko penyakit pada konsumen. Oleh karena itu, jumlah 
cemaran bakteri pada daun kemangi yang diperoleh dari 
tiga pasar tersebut perlu dikurangi hingga batas aman, 
antara lain dapat dilakukan melalui pencucian sayuran 
dengan air mengalir, dan meningkatkan kebersihan 
pasar. Hutasoit (2020) menyatakan sanitasi lingkungan 
berpengaruh pada makanan yang akan dikonsumsi. 
Umumnya bakteri penyebab penyakit diare yaitu 
Escherichia coli ditemukan pada makanan dengan 
sanitasi lingkungan yang rendah. Hitungan cawan 
langsung umum dilakukan untuk mengetahui jumlah 
cemaran bakteri pada pangan (Lambrechts et al. 2014). 

Pada penelitian ini, keberadaan bakteri-bakteri 
Gram negatif pada permukaan daun kemangi dideteksi 
menggunakan media selektif dan diferensial. Media 
SSA digunakan untuk mendeteksi keberadaan 
Salmonella sp. dan Shigella sp. media BSA digunakan 
untuk mengisolasi Salmonella spp. Media EMBA 
digunakan untuk mengisolasi bakteri Gram-negatif, 
khususnya bakteri koliform fekal dan nonfekal. Hasil 
isolasi menunjukkan adanya pertumbuhan koloni 
bakteri pada masing-masing medium tersebut. Isolat 
bakteri (P1.1.2, P2.1.2, P3.1.2) yang tumbuh pada 
media SSA memiliki koloni berwarna hitam diikuti 

dengan perubahan warna media menjadi kuning (Tabel 
2). Isolat bakteri P1.2, P2.2, dan P3.2 yang tumbuh pada 
media SSA warna koloninya bening/tidak berwarna 
(colorless). Berdasarkan warna koloni bakteri yang 
tumbuh pada media tersebut diduga isolat dengan 
warna koloni hitam dan bening berturut-turut adalah 
Salmonella sp., dan Shigella sp. Namun, meskipun 
media tersebut termasuk ke dalam media selektif-
diferensial, beberapa bakteri Gram negatif masih 
dapat tumbuh pada media tersebut, seperti E. coli 
(koloni merah muda), Enterobacter/Klebsiella (koloni 
merah muda), Proteus (koloni bening/colorless), 
Pseudomonas (koloni merah muda) (Rall et al. 2005; 
Park et al. 2012). Selain itu, media Bismuth Sulfite 
Agar juga digunakan untuk mendeteksi cemaran bakteri 
Salmonella sp. atau bakteri Gram negatif lainnya pada 
daun kemangi. Hasil isolasi dari permukaan daun 
kemangi pada medium ini menunjukkan adanya 
pertumbuhan koloni bakteri berwarna silver metalik 
dan diikuti dengan perubahan warna koloni menjadi 
cokelat gelap seiring penambahan masa inkubasi. 
Warna koloni tersebut mengindikasikan bahwa 
kemungkinan permukaan daun kemangi membawa 
cemaran bakteri Salmonella sp. karena bakteri tersebut 

Gambar  2. Fragmen gen 16S rRNA dari sembilan isolat bakteri yang diisolasi dari permukaan daun kemangi yang divisualisaskian 
pada agarose 1,5%. M: 1 Kb DNA marker; 1: P1.1.2; 2: P2.1.2; 3: P3.1.2; 4: P1.1; 5: P2.1; 6: P3.1; 7: P1.3; 8: P2.3; 
9: P3.3

Tabel 4 Identitas isolat bakteri dari permukaan daun kemangi berdasarkan gen 16S rRNA
Pasar tradisional Isolat E-ValueSpesies Query cover (%) kemiripan (%)

P1.1.2
P1.2
P1.3

P2.1.2
P2.2
CK3
P3.1.2
P3.2
P3.3

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

Providencia rettgeri strain RS39
Pseudomonas putida strain NY5709
Kluyvera sp. strain WA10-100-2

Proteus mirabilis strain CIFRI.C4
Providencia vermicola strain A57
Kluyvera sp. strain WA10-100-2

Providencia rettgeri strain RS39
Pseudomonas fulva strain 14
Kluyvera sp. strain WA10-100-2

100
99
99

100
100
100

99
99

100

99,92
99,83
99,61

96,41
92,28
99,69

82,14
99,69
99,77

Pasar 1

Pasar 2

Pasar 3

M M1 72 83 94 5 6
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memiliki warna koloni yang sama pada media BSA 
(Yenestria et al. 2019). Meskipun demikian, jenis 
bakteri lainnya juga dapat memiliki warna koloni yang 
sama pada media tersebut, misalnya Proteus mirabilis 
(Chat et al. 2019). Selain itu, pada permukaan daun 
kemangi juga terdeteksi adanya kelompok bakteri 
Enteroacteriace karena ditemukan adanya pertumbuhan 
koloni berwarna hijau metalik pada media EMBA. 
Bakteri-bakteri dengan warna koloni hijau metalik 
diduga adalah kelompok E. coli. Namun, bakteri 
lain yaitu Kluyvera sp. juga memiliki warna koloni 
hijau metalik pada media EMBA (Luttrell et al. 1988; 
Warren et al. 2000). 

Isolat-isolat yang telah diperoleh juga dikarakterisasi 
sifat fisiologisnya menggunakan media Triple Sugar 
Iron Agar (TSIA) dan Simmon’s Citrate Agar. Uji 
TSIA dilakukan untuk mengetahui kemampuan 
bakteri dalam menghasilkan H2S dan melakukan 
fermentasi terhadap glukosa, sukrosa dan laktosa. 
Isolat bakteri P1.1.2, P2.1.2, dan P3.1.2 mampu 
produksi H2S pada media TSIA yang ditunjukkan 
oleh perubahan media menjadi merah-hitam (Tabel 
2). Umumnya bakteri Gram-negatif memberikan hasil 
positif pada uji TSIA. Bakteri Gram-negatif yang 
mampu produksi H2S pada media TSIA, antara lain 
Providencia stuartii, Providencia rettgeri, Proteus 
vulgaris, Proteus mirabilis, Salmonella sp. (Thompson 
et al. 2018). Disisi lain, isolat bakteri P1.1, P2.1, P3.1 
hanya mampu memfermentasi glukosa pada media 
TSIA yang ditandai dengan perubahan warna media 
menjadi merah-kuning. Sifat ini umumnya dimiliki 
oleh kelompok Shigella sp. (Stanley et al. 2017). 
Karakter fisiologis lain dari sembilan isolat bakteri 
yang telah diisolasi dari permukaan daun kemangi diuji 
menggunakan media Simmon’s Citrate Agar. Pengujian 
sitrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri 
dalam menggunakan sitrat sebagai sumber karbon 
utamanya. Uji sitrat umumnya dilakukan untuk 
identifikasi bakteri Gram-negatif, seperti Salmonella 
sp. Klebsiella pneumoniae, Entereobacter cloacae, 
dan Bacteroides fragilis (Washington II dan Timm 
1976; Rahman et al. 2019). 

Sembilan isolat bakteri yang telah diisolasi 
menggunakan tiga media yang berbeda (SSA, BSA, 
dan EMBA) telah dikarakterisasi morfologi sel dan 
reaksinya terhadap pewarnaan Gram. Seluruh isolat 
bakteri tergolong ke dalam kelompok bakteri Gram 
negatif karena terwarnai orange/merah. Isolat-isolat 
tersebut memiliki bentuk sel yang sama yaitu batang 
pendek dengan penataan sel tunggal. Selain itu, untuk 
menginvestigasi virulensi dari isolat-isolat tersebut, 
uji hemolisis telah dilakukan. Kemampuan bakteri 
bakteri Gram-negatif dalam menghasilkan faktor 
hemolisin dapat menjadi salah satu faktor virulensi 
dari bakteri tersebut (Soltanighias et al. 2019). 

Hasil uji hemolisis menunjukkan bahwa tiga dari 
sembilan isolat bakteri dari daun kemangi memiliki 
kemampuan melisiskan sel darah merah. Hal ini 
mengindikasikan keberadaan isolat-isolat tersebut pada 
daun kemangi bisa mengganggu kesehatan manusia, 
sehingga perlu penanganan daun kemangi yang tepat 
sebelum dikonsumsi. Penelitian sebelumnya juga 
telah melaporkan bahwa karakter hemolisis positif 
juga dimiliki oleh beberapa kelompok bakteri Gram 
negatif antara lain, Proteus mirabilis (Younis et al. 
2016), Bartonella baciliformis, dan Babesia microti 
(Orf & Cunnington 2015).

Sembilan isolat bakteri dari permukaan daun 
kemangi juga telah diidentifikasi berdasarkan gen 
16S rRNA. Berdasarkan analisis tersebut, sembilan 
isolat bakteri tergolong ke dalam beberapa spesies 
yaitu Providencia rettgeri strain RS39, Providencia 
vermicola strain A57, Kluyvera sp., Pseudomonas 
putida strain NY5709, Pseudomonas fulva strain 
14, dan Proteus mirabilis. Spesies-spesies tersebut 
tergolong ke dalam bakteri Gram negatif dan beberapa 
diantaranya telah dilaporkan bersifat patogen. P. rettger 
dan P. vermicola merupakan bakteri patogen penyebab 
diare (Yoh et al. 2005; Shima et al. 2016). P. fulva 
pernah dilaporkan sebagai bakteri penginfeksi system 
peredaran darah dan penyebab demam (Seok et al. 
2010). P. mirabilis dapat menyebabkan diare pada 
manusia disertai dengan mual dan sakit kepala (Gong 
et al. 2019). Kluyvera sp. merupakan bakteri patogen 
Gram-negatif yang menyebabkan penyakit diare dan 
pankreatitis pada manusia (Carter & Evans 2005).

Penelitian ini telah berhasil mendeteksi keberadaan 
bakteri Gram negatif dari permukaan daun kemangi 
yang diperoleh dari tiga pasar tradisional di Bogor. 
Tiga dari sembilan isolat bakteri Gram negatif yang 
diperoleh kemungkinan besar bersifat patogen karena 
bersifat hemolisis positif. Identifikasi molekuler telah 
mengkonfirmasi bahwa bakteri-bakteri tersebut 
teridentifikasi sebagai sebagai Providencia rettgeri, 
Providencia vermicola, Pseudomonas putida, 
Pseudomonas fulva, Proteus mirabilis, dan Kluyvera 
sp. Bakteri-bakteri ini diduga sebagai penyebab 
diare. Namun, penelitian lebih lanjut diperlukan 
untuk menginvestigasi patogenisitas dari masing-
masing isolat tersebut. Hasil penelitian ini juga dapat 
menjadi landasan untuk meningkatkan kebersihan 
daun kemangi di pasar tradisional agar lebih aman 
dikonsumsi.
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