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DENGAN MULTIPLEX PCR

METODE DETEKSI Salmonella spp., Escherichia coli, dan Listeria monocytogenes PADA PRODUK PERIKANAN

(57) Abstrak :

Produk perikanan merupakan jenis komoditas dengan tingkat pengolahan yang beragam dan termasuk bahan pangan yang sangat
mudah mengalami kontaminasi mikroba patogen sehingga dapal menyebabkan keracunan serta menimbulkan wabah penyakit pada
konsumen. Pada invensi ini, dilakukan deteksi beberapa bakteri patogen yang kerap terdapat dalam produk perikanan yaitu Salmonella
spp.. Escherichia coli, dan Listeria monocytogenes secara simultan dengan multiplex PCR (mPCR). Gen target dan primer yang
digunakan untuk mendsteksi ketiga bakteri secara simultan pada ikan tuna adalah invA, hiyA, dan uidA, dengan suhu annealing 58,1°C.
Hasil invensi menunjukkan bahwa sensitivitas metode mPCR adalah + 1250 kali jauh lebih sensitif daripada metode konvensional. Selain
itu secara operasional, dari segl waktu mPCR 98,96 % jauh lebih cepat dan dari segi biaya 75,03 % jauh lebih murah dibandingkan uji
konvensional. Oleh karena itu, invensi pengembangan metode mPCR ini sangat berpotensi untuk direkomendasikan menjadi metode

deteksi bakteri secara simultan pada produk-produk perikanan untuk keperluan sensitivitas dan efisiensi waklu maupun biaya.
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dengan hasil yang sensitif untuk masing-masing jenis bakteri; namun
pada penelitian ini dilakukan inovasi metode multiplex PCR (mPCR)
sehingga dapat mendeteksi keberadaan beberapa jenis bakteri secara
simultan dengan sensitivitas yang tinggi, lebih efisien dalam hal
waktu, konsumsi energi, dan biaya.

Pengujian dengan metode mPCR berpotensi memberikan
sensitivitas yang jauh 1lebih tinggi dibandingkan metode
konvensional, mengurangi waktu analisis setidaknya 48 jam
dibandingkan dengan metode konvensional. Hal lain, mengacu pada
penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya (Triwibowo et al.,
2020), mPCR menawarkan biaya pengujian per sampel yang lebih murah
dibanding metode konvensional karena reagen yang lebih murah dan
konsumsi energi yang lebih rendah untuk analisis. Misalnya, reagen
PCR (kit ekstraksi DNA dan juga peralatan plastik habis pakai)
berharga sekitar USD 7-10 per sampel sedangkan untuk metode
konvensional membutuhkan USD 10-12 untuk biaya kit uji konvensional
biokimia komersial dan agar selektif. Selain itu, metode
konvensional memerlukan tambahan energi dan biaya tenaga kerja
(untuk inkubasi 48-72 jam pada suhu 35°C). Berangkat dari latar
belakang tersebut, diperlukan suatu inovasi metode mPCR yang sesuai
untuk deteksi keberadaan beberapa bakteri secara simultan untuk
menggantikan metode konvensional. Harapannya, inovasi metode mPCR
yang dikembangkan ini nantinya juga dapat menjadi salah satu acuan
kerja laboratorium untuk melakukan pemantauan produk perikanan
yang akan diekspor.

Dari penelusuran yang dilakukan melalui http://dgip.go.id

diketahui bahwa metode mPCR antara lain telah terdapat pada paten
No. Permochonan P00201810224. Pada paten tersebut, metode mPCR
digunakan untuk identifikasi 3 spesies bakteri penyebab difteri
beserta toksigenisitasnya, meliput: Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans, dan Corynebacterium pseudotuberculosis.
Metode multiplex realtime PCR dalam invensi tersebut dikatakan
telah teruji untuk identifikasi bakteri penyebab difteri, baik

berupa sampel isolat bakteri maupun sampel spesimen klinis.
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itu sebanyak 600

an
rpm selama 3 menit.
sampel dipindahkan ke dalam
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Sampai sampel larut. Setelah itu,

Setelahn
Bl  supernatan
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(bagian atas) dan pelet (bagian bawah). Semua

Supernatant dibuang dan pelet dicuci dengan menambahkan 500 pl GT

Buffer, lalu di-vortex kembali sampai larut. Selanjutnya dilakukan

sentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 15 detik. Jika sudah

terbentuk 2 bagian, bagian atas (supernatan) dibuang, pelet dicuci
kembali dengan menambahkan 1 ml etanol kemurnian 70%. Kemudian di-

vortex lagi sampai larut, selanjutnya dilakukan sentrifugasi

dengan kecepatan 12000 rpm selama 15 detik. Jika sudah terbentuk

2 bagian, supernatan dibuang dan dipastikan etanol terbuang

sempurna, lalu ditambahkan 400 pl DEPC ddH20 pada pelet dan di-
vortex kemball sampai larut dan dilanjutkan dengan inkubasi selama

10 menit pada suhu 55°C, Setelah diinkubasi, larutan di-vortex

2
kembali dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama

menit, Setelah disentrifugasi, diambil sebanyak 200 ul larutan

bagian atas (supernatan) dan dimasukkan ke dalam mlcrotube baru,

dan larutan slap digunakan untuk tahapan amplifikasi,
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Sampel ikan tuna yang telah dikontaminasi diambil sebanyak 20
mg kemudian dilakukan pemecahan sel menggunakan pestle selanjutnya
ditambahkan 500 pl vortex sampai homogen dan disaring, selanjutnya
filtrat vang diperoleh

yang diperoleh disentrifugasi, pelet

selanjutnya dilakukan ekstraksi sesuai dengan prosedur diatas.

Ekstraksi dilakukan secara single dari masing-masing bakteri
sehingga didapatkan isolat DNA  bakteri Salmonella spp- ,
Escherichia «coli, dan Listeria monocytogenes masing-masing.
Ekstraksi yang kedua dilakukan dengan mengambil masing-masing

sampel ikan tuna yang sudah terkontaminasi bakteri lalu dicampur
menjadi satu, kemudian dilakukan ekstraksi dengan prosedur yang

sama sehingga dalam satu tube diperoleh isolat DNA yang berasal

dari Salmonella 5 o < I Escherichia coli, dan Listeria
monocytogenes.
Optimasi Kondisi PCR

Optimasi kondisi PCR sangat penting wuntuk menentukan

keberhasilan pengujian secara multiplex ini, sehingga strategi
optimasi primer dengan mesin primer dilakukan melalui penyesuaian
master mix, menggunakan isolat bakteri yang bersertifikat sebagail
kontrol positif, optimasi suhu annealing primer. Berikut merupakan

komposisi campuran dalam berbagai perlakuan PCR.

Tabel 1. Komposisi Campuran dalam Berbagai Perlakuan PCR

Singleplex PCR Yo e Multiplex PCR s

(pl) (pl)

Master mix 12,5 Master mix 12,5
Primer forward [ Primer forward invA 1
Primer reverse 1 Primer reverse invA 1
Nuclease free water 8,5 Primer forward uid A 1
Template 2 Primer reverse uid A 1
Total 25 Primer forward hly A 1
Primer reverse hly A 1

Nuclease free water 4,5
2
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Campuran DNA (kode
sampel B, C, dan D ) 29
/ E

Total

* Konsentrasi akhir untuk masing-masing primer adalah 10 pM

Proses PCR dilakukan dengan cara mencari suhu optimum dari
ketiga bakteri secara singleplex PCR terlebih dahulu. Suhu optimum
didapatkan dengan menentukan rentang suhu annealing yang terbaca
pada masing-masing gen target berdasarkan primer yang dipakai mulai
dari titik suhu terendah yang terbaca sampai dengan titik suhu
tertinggi dari ketiga gen bakteri.

Selanjutnya, dilakukan uji mPCR dari ketiga bakteri secara
simultan pada suhu yang terbaca. Suhu optimum yang digunakan
merupakan suhu tertinggi yang terbaca atau yang saling beririsan
untuk ketiga gen target. Peningkatan suhu annealing yang digunakan
sampai pada titik tertentu dapat meningkatkan efisiensi PCR untuk
DNA (Lanlan, 2007) . Hasil mPCR divisualisasi dengan gel
elektroforesis. Proses PCR dilakukan dengan tahapan-tahapan

sebagai berikut (Tabel 2).

Tabel 2. Tahapan Proses PCR

Tahap Suhu (°C) Waktu
(menit)
Pre-denaturation | 95 3
Denaturation 95 0,5 35
Annealing 58 0, siklus
Elongation 72 0,5
Final extention T2

Visualisasi Hasil mPCR dengan Gel Elektroforesis

Sebanyak 2 gram agarose dilarutkan dalam TAE buffer yang sudah
diencerkan 1x sebanyak 120 mL. Larutan dipanaskan menggunakan
microwave dan dipastikan hingga larut sempurna selama 4 menit
dengan suhu 100°C. Setelah itu diangkat, lalu ditambahkan dengan 5

puL floro safe DNA dan didlamkan beberapa saat. Kemudian dituangkan
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pada cetakan dan dibiarkan hingga membeku. Gel yang telah membeku
inl diletakkan pada chamber elektroforesis dan dituangi running
buffer TAE 1x ke dalam chamber hingga gel terendam. Sampel DNA dan
DNA ladder dituangkan pada well gel. Peralatan elektroforesis ini
ditutup dan dialiri arus listrik sebesar 120 Volt selama 35 menit

sampai proses elektoforesis selesai baru kemudian gel dipindahkan

~

e dalam UV transluminator UVP untuk mendapatkan hasil visualisasi.

Hasil visualisasi yang diperoleh ditunjukkan oleh Gambar 1 pada
Lampiran Gambar. Hasil optimasi suhu annealing yang tertera pada

Gambar 1 menunjukkan pita tebal dengan suhu tertinggi dan saling

beririsan untuk hasil mPCR Szimonella spp., Escherichia coli, dan
Listeria monocytogenes pada suhu 58,1°C untuk ketiga target gen.

Oleh karena itu, suhu annealing yang digunakan pada metode mPCR

pada penelitian ini adalah 58,1°C.

Perhitungan Sensitivitas

Hasil vang diperoleh dari metode mPCR sangat sensitif karena
kebutuhan sampel untuk mPCR jauh lebih sedikit dibandingkan dengan
uji konvensional. Pada mPCR hanya dibutuhkan kurang lebih 20 mg
sampel, sedangkan pada uji konvensional untuk setiap 225 mlL media
dibutuhkan 25 g sampel. Oleh karenanya invensi metode mPCR ini
mempunyai sensitivitas * 1250 kali jauh lebih sensitif dibandingkan

dengan uji konvensicnal.

Perhitungan Efisiensi Waktu dan Biaya

Perhitungan efisiensi waktu dan biaya dilakukan setelah
pengujian mPCR dapat menunjukkan hasil yang jauh lebih sensitif
daripada metode konvensional. Berdasarkan hasil pengujian mPCR
dapat digunakan untuk mendeteksi DNA bakteri Salmonella spp.,
Echerichia coli, dan Listeria monocytogenes secara simultan,
sehingga dapat dipastikan pengujian mPCR memberikan efisiensi
waktu. Pada uji konvensional berdasarkan SNI, setidaknya
dibutuhkan waktu 5 hari untuk uji keberadaan Salmeonella spp., 12
hari untuk uji Eschericia coli, dan 5 hari untuk uji Listeria

monocytogenes. Hal yang sama juga diungkapkan oleh Castagna et al.
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(2005) Deteksi dengan PCR dapat dilakukan 5 hari lebih cepat
dibandingkan dengan uji konvensional. Pada proses pengujian dengan
MPCR hanya dibutuhkan waktu + 3 jam mulai dari tahap preparasi
hingga pembacaan hasil. Persentase efisiensi waktu metode mPCR
yang dikembangkan ini dibandingkan dengan uji konvensional
terhadap bakteri Salmonella spp., Escherichia coli, dan Listeria
monocytogenes adalah 284,5 / 287,5 x 100% = 98,99 % jauh lebih
cepat.

Selain lebih efisien secara waktu, metode mPCR juga menghemat
teknis dan non teknis berupa pengurangan beban kerja dan dapat
berdampak pada pengurangan tenaga kerja. Selain itu metode uji
mPCR juga tidak membutuhkan media terlalu banyak sehingga bisa
meminimalisir biaya bahan. Ulfah, 2018, melaporkan bahwa PCR dapat
dilakukan dengan cepat di lapangan serta dapat mengurangi jumlah
media dan tahapan isolasi sehingga mengurangi beban kerja, tenaga
kerja, sumber daya, dan biaya.

Kebutuhan bahan pengujian konvensional sangat banyak,
sehingga tidak heran jika biaya operasional yang dikeluarkan untuk
sekali analisa jauh lebih mahal bila dibandingkan dengan metode
multiplex PCR. Pada penelitian ini biaya bahan untuk pengujian
Salmonella spp. per sampel dengan uji konvensional adalah sebesar
Rp. 272.821; sedangkan untuk pengujian Escherichia coli per sampel
sebesar Rp. 181.339; dan pengujian Listeria monocytogenes per
sampel sebesar Rp. 245.618; sehingga total biaya pengujian bakteri
dengan menggunakan uji konvensional adalah sebesar Rp. 699.778 per
sampel. Harga tersebut jauh lebih tinggi bila dibandingkan dengan
metode mPCR ini yang hanya menghabiskan sebesar Rp. 174.743 per
sampel. Sehingga selisih biaya mPCR dibandingkan dengan uji
konvensional terhadap bakteri Salmonella spp., Escherichia coli,
dan Listeria monocytogenes adalah sebesar Rp. 699.778 dikurangi
Rp. 174.743 adalah sebesar Rp. 525.035 lebih murah. Efisiensi biaya
mPCR ini dibandingkan dengan uji konvensional adalah
525.035/699.778 x 100 % = 75,03 % jauh lebih murah. Menurut Ulfah
(2018) diperkirakan deteksi dengan PCR 38 % 1lebih murah

dibandingkan dengan metode konvensional.
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(2005) Deteksi dengan PCR dapat dilakukan 5 hari lebin cepat
dibandingkan dengan uji konvensional. Pada prosges pengujlian dengan
mPCR hanya dibutuhkan waktu # 3 jam mulail dari tanap preparasi
hingga pembacaan hasil. Persentase efisiensi waktu metode npCg
vang dikembangkan ini dibandingkan dengan uji konvensionzl
terhadap bakteri Salmonella spp., Escherichia coli, dan Listeria
monocytogenes adalah 284,5 / 287,5 % 100% = 98,99 % jaun lebih
cepat.

Selain lebih efisien secara waktu, metode mPCR jugz menghemat
teknis dan non teknis berupa pengurangan beban kerja dan dapat
berdampak pada pengurangan tenaga kerja. Selain itu metode uji
mPCR juga tidak membutuhkan media terlalu banyak zehingga bisa
meminimalisir biaya bahan. Ulfah, 2018, melaporkan bahwa PCE dapat
dilakukan dengan cepat di lapangan serta dapat mengurangi jumlah
media dan tahapan isolasi sehingga mengurangi beban kerja, tenaga
kerja, sumber daya, dan biaya.

Kebutuhan bahan pengujian konvensional sangat banyak,
sehingga tidak heran jika biaya operasional yang dikeluarkan untuk
sekali analisa jauh lebih mahal bila dibandingkan dengan metode
multiplex PCR. Pada penelitian ini biaya bahan untuk pengujian
Salmonella spp. per sampel dengan uji konvensional adalah sebesar
Rp. 272.821; sedangkan untuk pengujian Esgcherichia coli per sampel
sebesar Rp. 181.339; dan pengujian Listeria monocytogenes per
sampel sebesar Rp. 245.618; sehingga total biaya pengujian bakteri
dengan menggunakan uji konvensional adalah sebesar Rp. 699.779 per
sampel. Harga tersebut jauh lebih tinggi bila dibandingkan dengan
metode mPCR ini yang hanya menghabiskan sebesar Rp. 174.743 per
sampel. Sehingga selisih biaya mPCR dibandingkan dengan uji
konvensional terhadap bakteri Salmonella spp., Escherichia coli,
dan Listeria monocytogenes adalah sebesar Rp. 699.778 dikurangi
Rp. 174.743 adalah sebesar Rp. 525.035 lebih murah. Efisiensi biaya
mPCR ini dibandingkan dengan uji konvensional adalah
525.035/699.778 x 100 % = 75,03 % jauh lebih murah. Menurut Ulfah
(2018) diperkirakan deteksi dengan PCR 38 % lebih murah
dibandingkan dengan metode konvensional.

A
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Sekalipun metode mPCR secara waktu dan biaya per sampel uiji
memberikan keuntungan yang lebih, namun demikian metode mPCR juga
memiliki keterbatasan yaitu investasi peralatan di awal yang cukup
besar, contohnya untuk harga thermocycle bisa lebih dari 100 juta.
Selain itu kelemahan dari pengujian dengan metode mPCR adalah
karena pengujian dilakukan dengan mengqunakan peralatan dengan
ukuran mikro maka membutuhkan tenaga ahli untuk dapat melakukan
pengukuran dan analisa secara tepat. Hasil yang diperoleh dengan
metode mPCR tidak bisa membedakan antara sel mati dengan sel hidup
karena pendeteksian dilakukan terhadap DNA. Untuk sel mati pun
mPCR akan memberikan hasil positif, padahal sel bakteri yang sudah
mati sudah tidak dapat berkembang biak dan tidak akan menjadi
patogen terhadap manusia yang mengkonsumsi (zoonosis).
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12

Klaim

Suatu metode deteksi untuk Salmonella spp., Escherichia coli,

dan Listeria monocytogenes secara simultan pada ikan tuna

menggunakan multiplex PCR (mPCR) terdiri dari tahap sebagai
berikut:

a. Mengisolasi DNA Salmonella spp., Escherichia «c¢oli, dan
Listeria monocytogenes menggunakan metode ekstraksi silika
sehingga menghasilkan masing-masing isolat DNA bakteri
Salmonella spp- , Escherichia Fodo 1 dan Listeria
monocytogenes;

b. Menyiapkan ikan tuna dan mengontaminasikan dengan hasil tahap
ar

c. Melakukan mPcr dengan mencampurkan primer spesifik masing-
masing bakteri yakni invA (Salmonella spp./). uidA
(Escherichia coli), dan hlyA (Listeria monocytogenes) dengan

masing-masing konsentrasi sebesar 10 pM dan suhu annealing
58,1°C.

. Metode deteksi untuk Salmonella spp., FEscherichia coli, dan

Listeria monocytogenes sebagaimana pada klaim 1, dimana tingkat
sensitivitas + 1250 kali lebih sensitif, efisiensi waktu 98, 96

o

% lebih cepat dan efisiensi biaya 75,03 % lebih murah.
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Klaim

Suatu metode deteksi untuk Salmonella spp., Escherichia coli,

dan Listeria monocytogenes secara simultan pada ikan tuna

menggunakan multiplex PCR (mPCR) terdiri dari tahap sebagail
berikut:

a. Mengisolasi DNA Salmonella spp., Escherichia coli, dan
Listeria monocytogenes menggunakan metode ekstraksi silika
sehingga menghasilkan masing-masing 1isolat DNA bakteri
Salmonella spp- , Escherichia coli, dan Listeria
monocytogenes;

b. Menyiapkan ikan tuna dan mengontaminasikan dengan hasil tahap
a;

c. Melakukan mPcr dengan mencampurkan primer spesifik masing-
masing bakteri yvakni inva (Salmonella spp. ), uidA
(Escherichia coli), dan hlyA (Listeria monocytogenes) dengan
masing-masing konsentrasi sebesar 10 uM dan suhu annealing

58,1°C.

2. Metode deteksi untuk Salmonella spp., Escherichia coli, dan

Listeria monocytogenes sebagaimana pada klaim 1, dimana tingkat
sensitivitas + 1250 kali lebih sensitif, efisiensi waktu 98, 96

% lebih cepat dan efisiensi biaya 75,03 % lebih murah.
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Klaim

. Suatu metode deteksi untuk Salmonella spp., Escherichia coli,

dan Listeria monocytogenes secara simultan pada ikan tuna

menggunakan multiplex PCR (mPCR) terdiri dari tahap sebagai

berikut:

a. Mengisolasi DNA Salmonella spp., Escherichia coli, dan
Listeria monocytogenes menggunakan metode ekstraksi silika
sehingga menghasilkan masing-masing isolat DNA bakteri
Salmonella app. ., Escherichia coli, dan Listeria
monocytogenes;

b. Menyiapkan ikan tuna dan mengontaminasikan dengan hasil tahap
aj

¢. Melakukan mPcr dengan mencampurkan primer spesifik masing-
masing bakteri yakni invA (S5almonella spp.)., uidA
(BEscherichia coli), dan hlyA (Listeria monocytogenes) dengan
masing-masing konsentrasi sebesar 10 pM dan suhu annealing
58,1°C.

. Metode deteksi untuk Salmonella spp., Escherichia coli, dan

Listeria monocytogenes sebagaimana pada klaim 1, dimana tingkat
sensitivitas + 1250 kali lebih sensitif, efisiensi waktu 98,96
% lebih cepat dan efisiensi biaya 75,03 % lebih murah.




Abstrak

' Listeria
METODE DETEKSI Salmonella spp. ., Escherichia coli, dan
TIPLEX PCR
monocytogenes PADA PRODUK PERIKANAN DENGAN MUL

broduk perikanan merupakan jenis komoditas dengan tlngka;
pengolahan yang beragam dan termasuk bahan pangan yang sangat musa
mengalami kontaminasi mikroba patogen sehingga dapat menyebabkan
keracunan serta menimbulkan wabah penyakit pada konsumen. Pada
10 itnvensi ini, dilakukan deteksi beberapa bakteri patogen yang kerap
terdapat dalam produk perikanan yailtu Salmonella spp., Escherichia
coll, dan Llsteria monocytogenes secara simultan dengan multiplex
PCR (mPCR) . Gen target dan primer yang digunakan untuk mendeteksi
ketiga bakterl secara simultan pada ikan tuna adalah invA, hlya,
15 dan uldA, dengan suhu annealing 58,1°C. Hasil invensi menunjukkan

bahwa sensitivitas metode mPCR adalah + 1250 kali jauh 1lebih
sensitif daripada metode

konvensional. Selain
opaerasional,

itu secara
dari segl waktu mPCR 98,96 % jauh lebih cepat dan

dari segi bilaya 75,03 % dauh 1lebih murah dibandingkan
konvensional. Oleh karena itu,
ini

uji
20 invensi pengembangan metode mPCR
untuk direkomendasikan

deteksi bakteri Secara slmultan pada produk-produk

sangat berpotensi menjadi metode

pPerikanan untuk
kaparluan sensitivitas dan eflsiensi waktu maupun

biaya.
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