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Studi Perancangan Biosensor Berbasis UV-Vis
Spektrofotometri untuk Deteksi Bakteri Patogen secara
Simultan Berdasarkan Proses DNA Recognition

ABSTRAK

Kebutuhan yang besar akan deteksi patogen secara cepat, tepat dan harga
terjangkau mendorong penggunaan 3 jenis nanopartikel untuk mendeteksi
Escherichia coli dan Salmonelfa enterica Typhimurium secara simultan. Frinsipnya,
universal probe diimobilkan ke MB, sedangkan probe spesifik untuk Escherichia coli
diimobifkan pada AuNPs dan probe spesifik untuk Salmonella enterica Typhimurium
diimobitkan pada AgNPs. Oleh karena AuNPs dan AgNPs menunjukkan spektrum
absorbansi pada panjang gelombang yang berbeda, maka kedua nanopartikel
tersebut dapat digunakan sebagai label. Keberadaan DNA target dapat dideteksi
dengan mengukur adanya penurunan absorbansi AuNPs dan/atau AgNPs setelah
dilakukan proses presipitasi MB. Pada penelitian ini dilakukan variasi konsentrasi
probe DNA, kondisi pH buffer dan lama proses hibridisasi, yang merupakan faktor-
faktor penting pada keberhasilan proses hibridisasi. Selain itu kemampuan deteksi
biosensor ini juga dikaji dengan menghitung konsentrasi sampel minimum yang
dapat terdeteksi. Terbukti bahwa keberadaan DNA Escherichia coli dan Sza!monelia
enterica Typhimurium yang ditandai dengan hibridisasi DNA target dan probe pada
suhu 55 °C dapat dideteksi menggunakan UV-vis spektrofotometer. Konsentrasi
DNA probe yang optimum pada proses kenjugasi dengan nanopartikel adalah 500
nM. Senyawa 16-MHDA dibukrikan merupakan finker yang lebih baik untuk
imobilisasi probe pada nanopartiket Au dan Ag jika dibandingkan dengan 11-MUDA.
pH optimum hibridisasi adalah pH 7,0-7,5 dengan nanopartikel perak atau 6,5-7.0
dengan nanopartikel emas. Juga ditemukan bahwa biosensor berbasis AgNPs
(sampel E. coli) dapat mendeteksi hingga batas konsentrasi target DNA sekitar 1,3
ng/pl. Sedangkan biosensor berbasis AuNPs (sampe! Salmoneila) nanya dapat
mendeteksi hingga batas konsentrasi target DNA sekitar 90-140ng/pl.



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 lLatar Belakang

Dewasa ini, heamanan pangan menjadi salah saiu isu utama di Indonesia
karena merupakan syarat penting yang harus melekat pada bahan pangan untuk
konsumsi masyarakat. Keamanan pangan penting dalam menjamin pangan yang
aman dan lavak dikonsumsi. Jaminan akan keamanan pangan adalah merupakan
hak asasi konsumen. Lebih dari 90% teriadinya penyakit pada manusia yang terkait
dengan makanan (foodborne diseases) disebabkan oleh kontaminasi bakteri
patogen (Potter et al, 1997). Bakteri patogen yana dilaporkan sangat berbahaya
sebagai penyebab infeksi dan keracunan pangan adalah Escherichia coli dan
Salmonella enterica Typhimurium (Vogt and Dippold, 2005; Ivinitski et af., 1999).

Berbagai metode telah dikembangkan untuk mendeteksi keberadaan bakteri
patogen baik secara mikrobiologis maupun secara molekuler. Metode deteksi
konvensional seperti cara mikrobiologis membutuhkan waktu inkubasi yang lama (1-
3 hari). Sedangkan metode molekuler seperti PCR dan elektroforesis membutcvkan
ekspertis bidang biologi molekuler, peralatan dan bahan yang mahal, serta waktu
inkubasi yang lama untuk mencapai jumiah sampe! yang dapat terdeteksi (Waswa et
al., 2007). Selain itu, kebutuhan akan pelaratan yang khusus dan kondisi yang steril,
membuat pengujian secara mikrobiologis dan molekuler harus dilakukan di
laboratorium. Di sisi lain, metode pengujian bakteri patogen yang efekt? ~arus
mampu dilakukan secara cepat, selektif dan sensitif meski keberadaan cakteri
patogen dalam sampel sangat sedikit. Metode deteksi yang selektif ini sangat
dibutuhkan karena seringkali bakteri patogen ada dalam jumlah yang relatif kec:| dan
berada dalam suatu sampel yang kompleks dengan banyak organisme non- pziogen
lainnya (Federal Register, 1991; Greenberg ¢! a!., 1992).

Kebutehan yang besar akan pengujian biologis yang murah, mercsrong
pergemoangan biosensor yang mudah digunzkan dan bersifet pertable. Rios=nsor
ini juga harus mampu menganalisis sampel dalam waktu yang singkat serta =zmpu
mendeteksi sampel secara selektif, sensitif dan daiam jumlah sampel yang tercatas.
AXkhir-akhir ini hiosensor teiah ‘banyak dikembangkan untuk mamenuhi keb_zuhan
iersebut berdasarkar aplikasi ilniu nanoteknologi dan bioteknologi. Biosensor zz2'an _
afat analitis yang terdin atas 3 komponen utama yaitu bioreseptor, signal tra-: -ucer
dan signal procezsing {Li et al., 2010). Bioreseptor yang digunakan dapat terupa
sel, enzim, antibodi ataupun DNA yang dapat terintegrasi dengan fransducer mzlalui
proses immobilisasi baik secara adsorbsi, crosslinking ataupun melalui ‘<atan
kovalen (Suman and Kumar, 2008). Salah satu bioreseptor vang canyax
dikembangkan adalali DNA karena struktur doubie heliks dan mekarisme
basepairing yang unik sehingga suatu untai tunggal DNA mampu terhibricisasi
secara self assembly dengan untai komplemennva. Dengan semakin meningk=stnya
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pengetahuan dan pemahaman tentang struktur, sekuen, dan fungsi DNA, deteksi
sekuen DNA dalam sampel biologis kini memiliki peran yang sangat penting. Sekuen
DNA menyediakan informasi nenetik secara spesifik sehingga dapat digunakan
untuk mendeteksi kebcradaan suatu bakteri patogen dalam sampel (lvinitski et al.,
1999; Li ef al., 2005).

Biosensor berbasis DNA adalah alat analitis yang menggunakan DNA untai
tunggal sebagai bioreseptor/probe untuk mendeteksi keberadaan DNA target.
Metode deteksinya didasarkan pada proses hibridisasi DNA probe dengan target
analit. Pengukuran signal dapat dilakukan secara optical/colorimetric (Cao et al,
2005: Han et al., 2006; Liu et al., 2008; Jin et al., 2009), piezoelectric (Lucarelli et al.,
2009), microcantilever (Huber ef al, 2008), dan electrochemical techniques
(Pirijsuwan et al., 2008; Schiler et al, 2009). Dari berbagai teknik yang telah
dilaporkan, metode deteksi secara optical/colorimetric merupakan salah satu yang
paling sederhana. Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan metode deteksi
secara optical/colorimetric.

Berbagai jenis nanopartikel digunakan sebagai material transducer. termasuk
metal nanopartikel, oxide nanopartikel, semikonduktor nanopartikel, bahkan polimer
nanodimensional juga telah digunakan dalam biosensor. Salah satu nanopartiket
yang umumnya digunakan antara lain nanopartikel emas (AuNFs), nanopartikel
perak (AgNPs) dan magnetic beads (MB). Metal nanopartikel separti AuNPs dan
AgNPs dilaporkan merupakan substrat penempelan DNA dan pengamplifikasi signal
yang efektif (Thompson et al., 2008; Suman and Kumar, 2008; Xu et al.. 2009: Li et
al., 2010). AuNPs dan AgNPs dapat berikatan dangan probe DNA termodifikasi
melalui ikatan dengan gugus thiol membentuk ikatan SH-AuNPs atau SH-AgNPs (Xu
et al., 2009). Selain itu, penggunaan MB seperti nanopartikel zinc sulfide dalam DNA
biosensor juga semakin meningkat (Li et a/., 2003; Graham et al., 2005; Kouassi and
irudayaraj, 2006). Keunggulan nanopartikel zinc sulfide adalah memiliki gugus
karboksil bebas pada permukaannya sehingga dapat dengan mudah larut di air serta
dapat dengan mudah berikatan dengan DNA probe yang termodifikasi gugus amin
(Zhu et al., 2004).

Selama beberapa dekade terakhir, kemajuen luar piasa tetah c'bual pada
desain colorimetric biosensor (Liu and Lu, 2004: Wang et al., 2008; Sato =1 &', 2007,
Thompson et al., 2008),. Dari herbagai desain vang telah dilaporkan. welum ada
metode yang mengaplikasikan AuNPs, AgNPs, dan MR secara bersamaan
Kebutuhan yang besar akcn deteksi patngon secara cepat, tepat car harga
teljangkau mendorcng penggunaan 3 jenis nanopartike! tersebut untuk mendeteksi
Escherichia coli dan Saimonella enterica Typhimurium secara simultan. Prinsipnya,
universal probe diiinobilkan ke MB, sedangkan probe spesifik untuk Escherichia coli
diimobilkan pada AuNPs dan probe spesifik untuk Salmonella enterica Typhimurium
diimobilkan pada AgNPs. Oleh kaiena AuNPs dan AgNPs menunjukkan spektrum
absorbansi pada panjang gelombang yang berbeda (Huang and Yang, 2204} maka
kedua nanopartikel tarsebut dapat digunakan sebagai label. Keberadaan DNA target
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dapat dideteksi dengan mengukur adanya penurunan absorbansi AuNPs dan/atau
AgNPs setelah dilakukan proses presipitasi MB. Konsentrasi probe DNA, kondisi pH
buffer yang digunakan dan lamanya proses hibridisasi sangat berpengaruh pada
keberhasilan proses hibridisasi. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan variasi
konsenirasi probe DNA, kondisi pH buffer dan lama proses hibridisasi. Selain itu
kemampuan deteksi biosensor ini juga perlu dikaji dengan menghitung jumlah
sampel minimun: yang dapat terdeteksi.

1.2 Perumusan Masalah
a. Apakah keberadaan DNA Escherichia coli dan Salmonella enterica
Typhimurium yaig ditandai dengan hibridisasi DNA target dan probe dapat
dideteksi menggunakan UV-vis spektrofotometer?

b. Berapakah konsentrasi DNA probe yang optimum pada proses konjugasi

dengan nanopartikel?

¢. Manakah jenis finker dan metode/kondisi yang lebih baik untuk imobilizasi

probe pada nanopartikel Au dan Ag?

d. Berapakah pH yang optimum untuk deteksi DNA Escnerichia coli dan
Salmonella enterica Typhimurium menggunakan biosensor DNA berbasis
UV-vis spektrofotometri?

Berapakah limit deteksi biosensor DNA bebasis UV-vis spektrofotometri
ini?

®

1.3 Tujuan Penelitian

a. Untuk memastikan keberadaan DNA Escherichia coli dan Salmonella
enterica Typhimurium vang ditandai dengan hibridisasi DNA target dan
probe dapat dideteksi menggunakan UV-vis spektrcfotometer

b. Untuk mengetahui konsentrasi DNA probe yang optimum pada proses
konjugasi dengan nanopartikel

c. Untuk mengetahui jenis finker dan metode/kondisi yang lebin baik untuk
imaokilizasi probe pada nanopariikel Au dan Ag.

d. Unwk mengetanu pH yang optimum untuk detexsi cscharicria coli Gan
Salmonelfa ernterica Typhimurium menggunakan biosensor DNA berbasis
LIV-vis spekirototometri

e. Untuk mengstanui  linit deteksi binsensor DNA tkerhzsis UV-vis
spektrototometri '

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan suatu alat biosensor
untuk mendeteksi DNA Escherichia coli dan Salmcinelfa enterica Typhimurium
secara simultan, cepat, tepat, murah, dan memiliki sensifitas yang tinggi sehingga
diharapkan bisa menggantikan metode deteksi konvensional bak secara
mikrobiologis dan molekuler yang membutuhkan waktu yang lama.
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