MARINADE Vol. 06(01) : 40 — 46 (April 2023)
e-ISSN : 2654-4415
online : http://ojs.umrah.ac.id/index.php/marinade

PENGUJIAN KANDUNGAN BAKTERI Salmonella sp. PADA IKAN TUNA
(Thunnus sp.) MENGGUNAKAN METODE Real-time PCR (Polymerase
Chain Reaction)

Testing the Content of Salmonella sp. on Tuna (Thunnus sp.) using Real-time PCR
(Polymerase Chain Reaction) Method

Iftachul Farida”, Desy Febrianti, | Gede Ivan Ari Dewa Mahaputra
Pengolahan Hasil Laut, 1Politeknik KP Jembrana, Desa Pengambengan, Kecamatan
Negara, Kabupaten Jembrana, Bali 82218, Indonesia
*Korespondensi penulis : farida.iftachul89@gmail.com

Diterima 13 Februari 2023, Disetujui 23 Maret 2023

ABSTRACT

Fish is a commodity that decomposes easily and quickly (highly perishable food) because it
contains protein and water which is quite high, so it requires quick, clean, careful, and cool handling
(quick, clean, careful, and cool). Poor handling caused fish to be easily contaminated with pathogenic
bacteria, one of which was Salmonella sp. This study used fresh and processed tuna samples in
Denpasar, Bali. The purpose of this study was to detect Salmonella sp. on tuna using real-time PCR
method. In addition, to strengthen the test results for Salmonella sp. using real-time PCR, sensory
testing was also carried out on appearance, texture, and smell. The test results showed that one
sample of tuna was indicated to contain Salmonella sp., this was because the sample had reached a
Threshold Cycle (Ct) value of 22.11 through the amplification curve. These results was supported by
the results of sensory testing performed on samples that were positive for Salmonella sp. The average
sensory value was 26.5 in the Mid Pass category.

Keyword: real time-polymerase chain reaction, Salmonella sp., sensory testing

ABSTRAK

Ikan merupakan komoditas yang mudah dan cepat membusuk (high perishable food) karena
mengandung protein dan air yang cukup tinggi, sehingga diperlukan penanganan yang cepat, bersih,
cermat dan dingin (quick, clean, careful and cool). Penanganan yang kurang baik menyebabkan ikan
akan mudah tercemar bakteri patogen salah satunya bakteri Salmonella sp. Penelitian ini
menggunakan sampel ikan tuna segar dan olahan di wilayah Denpasar, Bali. Tujuan penelitian ini
yaitu untuk mendeteksi bakteri Salmonella sp. pada ikan tuna menggunakan metode real-time PCR.
Selain itu untuk memperkuat hasil pengujian Salmonella sp. menggunakan real-time PCR, juga
dilakukan pengujian sensori terhadap kenampakan, tekstur, dan bau. Hasil pengujian menunjukkan
bahwa satu sampel ikan tuna terindikasi mengandung bakteri Salmonella sp., hal ini dikarenakan
sampel telah mencapai nilai Threshold Cycle (Ct) 22,11 melalui kurva amplifikasi. Hasil tersebut
didukung dengan hasil pada pengujian sensori yang dilakukan pada sampel yang positif Salmonella
sp. didapatkan nilai rata rata sensori sebesar 26,5 dengan kategori Mid Pass.

Kata kunci: pengujian sensori, real time-polymerase chain reaction, Salmonella sp.

PENDAHULUAN Penurunan mutu ikan biasanya dipengaruhi

oleh beberapa faktor yaitu jenis dan kondisi

Ikan merupakan komoditas yang mudah biologis ikan, proses kematian, waktu, cara

dan cepat membusuk (high perishable food) penanganan, dan fasilitas yang digunakan

karena mengandung protein dan air yang dalam penanganan ikan (Metusalach et al.,

cukup tinggi, sehingga, memerlukan 2014). Penanganan yang kurang baik

penanganan yang cepat, bersih, cermat dan menyebabkan ikan akan mudah tercemar
dingin (quick, clean, careful and cool).
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bakteri patogen salah
Salmonella sp.

Salmonella sp. merupakan salah satu
bakteri patogen yang dapat menimbulkan
penyakit yang disebut Salmonellosis
(demam tifus dan gastroenteritis) (Doyle dan
Cliver, 1990). Salmonellosis atau yang
disebut dengan demam tipus (typhoid) yang
dihasilkan dari invasi bakteri pada aliran
darah kedua. Selain Salmonellosis, penyakit
lain yang disebabkan karena bakteri
Salmonella sp. adalah penyakit
gastroenteritis akut yang dihasilkan dari
infeksi pada makanan (Todar, 2005).
Penyebab terjadinya kontaminasi Salmonella
sp. pada produk perikanan adalah karena
kurangnya tindakan sanitasi dan higienitas.

Pada tahun 2009, lebih dari 40.000
kasus Salmonella sp. dilaporkan Pusat
Pengendalian dan Pencegahan Penyakit
(CDC) oleh laboratorium  kesehatan
masyarakat di seluruh negara. Hal ini
mewakili penurunan sekitar 15% dari tahun
sebelumnya, namun meningkat 4,2% sejak
tahun 1996 (CDC, 2009). Kasus dengan
etiologi Salmonella sp. khususnya pada
demam typhoid diperkirakan berkisar antara
16 juta kasus dan terjadi 600.000 kematian
di seluruh dunia (Das, 2012).

Pada persyaratan mutu ikan segar yang
diujikan sesuai SNI 7530.1:2006 (BSN,
2006) yaitu ikan harus bersih, bebas dari
setiap bau yang menandakan pembusukan,
bebas dari tanda dekomposisi dan
pemalsuan, bebas dari sifat-sifat alamiah
lain yang dapat menurunkan mutu serta
tidak membahayakan kesehatan. Secara
sensori kenampakan mata cerah dan
cemerlang, bau segar, serta tekstur elastis,
padat dan kompak. Syarat mutu ikan segar
untuk uji cemaran mikroba Salmonella sp.
adalah negatif per 25 gr (BSN, 2015).

Pengujian Salmonella perlu dilakukan
untuk mengidentifikasi adanya kandungan
bakteri Salmonella pada olahan ikan tuna
menggunakan real-time PCR. Metode real
time-PCR mampu mendeteksi lebih cepat,
metode lebih sederhana dan sensitif, tidak
memerlukan  teknik  lanjutan  dengan
elektroforesis sehingga mengurangi
terjadinya kontaminasi di laboratorium dan
reaksi positif palsu. Sensitivitas real-time
PCR diperoleh melalui penggunaan penanda
fluoresence yang akan berikatan dengan
DNA target yang dikenal sebagai

satunya bakteri
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probe/penanda (Levin, 2004). Pengujian
Salmonella sp. menggunakan metode real-
time PCR dengan prinsip didasarkan pada
reaksi nuklease untuk memperkuat urutan
genom dalam mikroorganisme target.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan di PT
Seafood Inspection Laboratory, Denpasar,
Bali selama bulan Maret sampai dengan Mei
2022. Sampel ikan tuna diuji dari berbagai
perusahaan olahan ikan tuna yang berada di
wilayah Denpasar dan sekitarnya.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam pengujian
sensori dan Salmonella sp. menggunakan
metode real-time PCR vyaitu timbangan,
roller, gunting, talenan, water bath,
inkubator, mikropipet, tip, schott duran,
pellet, centrifuge, vortex, PCR tube,
stomacher bag, Laminar air flow, Spindown,
mesin real-time PCR, talenan dan penggaris.

Bahan yang digunakan meliputi: ikan
tuna dalam bentuk segar dan olahan,
buffered peptone water, Kit Bio Premier
(mengandung komponen Primer Sall598 F
(2000 pM Solution), Primer Sal1859 R (1000
UM Solution), Primer IAC F (1000 pM
Solution), Primer R (1000 pM Solution),
Probe Sall631PFAM (100 pM Solution),
Probe IAC30Pcy5 (100 uM Solution), IAC
DNA template (0,75 pg/uL), 20% sucrose
(0,22uM filter-sterilized) dan PCR grade
water, lysis buffered. Urutan primer dan
probe yang digunakan dalam penelitian ini
dapat dilihat pada Gambar 1.

Primers' Gen Bank # k.\ﬂ §' — 3' Sequence

Sall 598 F U43273 R0 AACGTGTTTCCGTGCGTAAT

SalI859 R 43273 20 TCCATCAAATTAGCGGAGGC

IAC F AGTTGCAGTGTAACCGTCATGT

IACR TCGACGAGACTCTGCTGTTAAG

Probes’

Sall 63 IPFAM 0 AM-TGGAAGCGCTCGCATTGTGG-BHQ
IAC30PCyS 20 yS-ATCTGCGTCGCACGTGTGCA-BHQ
Primer/Probe name composed of target (Sal = Salmonella species targeting imvd gene, [AC » Internal

Amplification Coatrol), ' base pasition of oligoaw the respective gene sequence specified in

column 3 and forward pmer (F), reverse pnmer (R) or probe (P).

Gambar 1. Urutan primer dan probe DNA untuk
mengidentifikasi bakteri Salmonella

sp.
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Prosedur pengujian Salmonella sp.
dengan metode real-time PCR
1) Pre-enrichment dan enrichment

Sampel tuna ditimbang seberat 25 gram
kemudian dimasukkan ke dalam stomacher
bag. Selanjutnya dihomogenkan dengan
cara digiling menggunakan roller. Sampel
dihomogenkan dengan 225 ml buffered
peptone water dan diinkubasi selama 18
jam pada suhu 95°C.
2) Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA  diawali dengan
mengkomposit 4 sampel dengan mengambil
375 pl dan dimasukkan ke dalam 1,7 ml
microtube, kemudian disentrifuge dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit.
Supernatan dibuang sedangkan pellet
ditambahkan 100-200 pl Lysis buffer dan
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dihomogenkan dengan vortex atau memipet
naik turun. Selanjutnya, microtube diinkubasi
di waterbath dengan suhu 95-100°C selama
15 menit, dan disentrifuge kembali dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit.
3) real-time PCR Preparation
a) PCR Mix

Tahap selanjutnya menyiapkan reagen
Bio Premier Kit PCR. Reagen tersebut
divortex terlebih dahulu sebelum digunakan.
Dalam pengujian, reagen Salmonella sp.
menggunakan 1 reaksi yang terdiri dari
beberapa komponen seperti master mix dan
Salmonella Assay. Untuk menyiapkan 1
reaksi, tambahkan 16 pl master mix dan 2 pl
Salmonella Assay, selanjutnya kedua reagen
dicampurkan dengan cara memipet naik
turun.

Tabel 1. Komposisi real-time PCR Mix

Deskripsi Vial Volume Pengujian
Master Mix IlI 16 pl
10x Salmonella sp. assay Mix 2ul
Total 18 ul

PCR tube diberikan kode tube untuk
sampel kontrol positif dan kontrol negatif.
Sebanyak 18 pl mix PCR dimasukkan ke
masing-masing PCR tube (tube untuk
sampel, kontrol positif dan kontrol negatif).
Tahap selanjutnya yaitu menambahkan 2 pl
sampel DNA, 2 pul kontrol positif dan 2 pl
kontrol negatif ke PCR tube yang sesuai.

Tutup PCR tube dan homogenkan dengan
spindown. Langkah terakhir masukkan tube
ke dalam mesin real time-PCR

b) Program Set Up

Sebelum melakukan pengujian set up
program, perlu dilakukan dengan mengikuti
waktu dan suhu program seperti pada tabel
berikut.:

Tabel 2. Program set up real-time PCR

Fase Langkah Suhu Waktu Akuisisi
Holding stage Langkah 1 50°C 2 min Tidak
g stag Langkah 2 95°C 5 min Tidak
e Langkah 1 95°C 30s Tidak
,g\n;{zhﬂkaa -40 Langkah 2 60°C 30s Ya
4 Langkah 3 72°C 30s Tidak

4) Interpretasi

Probe untuk Salmonella sp. deteksi
DNA diberi label dengan FAM dan harus
dianalisis dalam saluran fluoresensi yang
sesuai. Probe untuk dideteksi Kontrol
Internal (IC) dianalisis di saluran ROX.

Dalam sampel positif, kurva sigmoid harus
diperhatikan.
a) Kontrol
Untuk memvalidasi pengujian, kontrol
harus memiliki hasil berikut :

Tabel 3. Kontrol real-time PCR

Salmonella spp.

IC Deteksi ROX

Deteksi FAM
Negatif Kontrol Negatif Positif
Positif Kontrol Positif Positif
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jika kontrol tidak cocok dengan hasil ini, eksperimen harus ulang.
b) Sampel
Interpretasi hasil sampel dirangkum dalam tabel berikut :

Tabel 4. Interpretasi RT-PCR

Salmonella spp.

Deteksi EAM IC Deteksi ROX Interpretasi
Positif Positif/Negatif Positif
Negatif Positif Negatif
Negatif Negatif Invalid**
Prosedur pengujian sensori modifikasi USDC (US Department of

Pengujian sensori yang dilakukan Commerce National Sensory Section).
mengacu pada standar perusahaan dengan

HASIL DAN PEMBAHASAN Salmonella sp. pada sampel ikan Tuna.

_ - Hasil tersebut tersaji pada tabel tabel 5.
Hasil pengujian Salmonella sp.

menggunakan real-time PCR
Berdasarkan pengujian yang telah
dilakukan,  diperoleh  hasil  pengujian

Tabel 5. Hasil Pengujian Salmonella sp. Metode real-time PCR menggunakan metode ELISA
Cq Cq Std.

No. Flour Komposit Cq Mean Dev Ket.
. FAM NC S 0.00 0.000 Neg Ctr
ROX NC S 23.46 23.46 0.000
FAM Komposit A1C 0.00 0.000
2 "ROX Komposit A1C 23.58 23.58 0.000 Negatf
FAM Komposit A2C 0.00 0.000
3 “Rox Komposit A2C 21.49 21.49 0.000 Negatf
FAM Komposit A3C 0.00 0.000
4 "Rox Komposit A3C 23.27 23.27 0.000 Negati
FAM Komposit A4C 0.00 0.000
> “ROX Komposit A4C 23.91 23.91 0.000 Negatlf
FAM Komposit A5C 0.00 0.000
® “rox Komposit A5C 23.61 23.61 0.000 Negati
FAM Komposit A6C 0.00 0.000
" “RoX Komposit A6C 23.36 23.36 0.000 Negati
FAM Komposit A7C 0.00 0.000
8 Rox Komposit A7C 23.88 23.88 0.000 Negat
FAM Komposit A8C 0.00 0.000
® “Rox Komposit A8C 23.91 23.91 0.000 Negati
FAM Komposit A9C 22.11 22.11 0.000
10 Rox Komposit A9C 23.68 23.68 0.000 Positif
" FAM PCS 19.86 19.86 0.000 Pos Ctrl
ROX PCS 22.24 22.24 0.000
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Berdasarkan tabel 5 Komposit sampel
A9C teridentifikasi Salmonella sp. dengan
Cqg 22,11. Kode sampel A9C merupakan
komposit yang terdiri dari 4 sampel ikan
tuna. Komposit A9C terdiri dari sampel A33,
A34, A35 dan A36. Selanjunya, komposit
yang terdeteksi Salmonella sp. dilakukan

Amplification
—

pengujian secara individual dan didapatkan
hasil sampel yang terdeteksi positif
kandungan Salmonella sp. terdapat pada
kode sampel A34. Hasil pengujian berupa
grafik amplifikasi yang dapat dilihat pada
gambar 2.

1600 +

RFU

Cycles

Gambar 2 Kurva hasil amplifikasi positif mengandung DNA Salmonella sp.

Gambar 2 menunjukkan hasil kurva
amplifikasi pengujian Salmonella sp. Kurva
biru menandakan adanya FAM atau DNA
Salmonella sp. Kurva akan aktif jika DNA
Salmonella sp. terdeteksi pada saat proses
amplifikasi. FAM berfungsi untuk mendeteksi
DNA target yang ingin dibaca, sedangkan
kurva kuning menandakan ROX atau internal
kontrol yang berfungsi untuk mengetahui
apakah terjadi kesalahan dari proses pre-
enrichment hingga real-time PCR
preparation.

Titik perpotongan antara grafik sigmoid
dan baseline threshold jika direfleksikan
pada sumbu-x (Cycle) adalah threshold
cycle (Ct) bagi sampel yang diamplifikasi
(Pestana et al, 2010). Pada kurva
amplifikasi hasil pengujian Salmonella sp.
grafik sigmoid berpotongan dengan baseline
threshold pada siklus 22,11. Hasil
peningkatan  fluorescence  digambarkan
melalui kurva amplifikasi yang menunjukkan
tiga fasa yaitu fasa awal, fasa eksponensial
atau puncak dan fasa plateau atau stabil
(Vaerman, 2004). Pada pengujian real-time
PCR menghasilkan sekitar satu miliar
molekul DNA. Nilai Ct berhubungan
langsung dengan besaran awal DNA dan
dihitung dengan rumus: Jumlah DNA = 2/¢t,
Berdasarkan rumus tersebut maka jumlah
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DNA Salmonella sp. yang terkadung pada
sampel ikan tuna yang tereplikasi sebanyak
222 atau 4.194.304 DNA.

Metode deteksi Salmonella sp. dengan
metode real-time PCR dapat dilakukan
dengan menggunakan metode  pre-
enrichment dan tanpa metode pre-
enrichment. Pada penelitian ini dengan
menggunakan pre-enrichment. Tahap pre-
enrichment bertujuan untuk memperbanyak
jumlah bakteri, karena umumnya protokol
PCR memerlukan konsentrasi
mikroorganisme target yang sangat tinggi
yang biasanya diperoleh hanya setelah
pengayaan sampel (Mynt et al., 2006).
Tahap pre-enrichment penting dilakukan
sebagai upaya dalam mengurangi kesalahan
negatif pada pengujian (Nurjanah et al.,
2021).

Ditemukannya Salmonella sp. pada
sampel ikan tuna, hal ini diduga adanya
penanganan atau pengolahan yang kurang
baik. Seperti kontaminasi dari pekerja
(sehabis membersihkan ikan yang lain,
pekerja tidak mencuci tangan), peralatan
yang digunakan kotor tidak dicuci terlebih
dahulu. Adapun air yang digunakan dalam
proses penanganan ikan tuna segar tidak
menggunakan air yang bersih (tidak sesuai
dengan standar air minum), tetapi melainkan
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menggunakan air laut yang kotor dimana
disekeliling air laut tersebut berserakan
sampah, serta lingkungan yang tidak bersih
seperti terdapat sampah di dekat tempat
penjualan ikan.

Hasil pengujian sensori
35
30 |+

25

Rata-rata sensori

|

20
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Dalam memberikan jaminan mutu dan
keamanan pangan komoditas produk
perikanan khususnya ikan tuna (Thunnus
sp.) yang akan diekspor maupun dipasarkan
di dalam negeri, maka perlu dilakukan
pengujian sensori/organoleptik. Rata-rata
hasil pengujian organoleptik sampel ikan
tuna tersaji pada gambar 3.

|

Sampel A34 positif
Salmonella sp.

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Sampel

Gambar 3 Rata-rata hasil pengujian sensori/organoleptik sampel ikan tuna

Berdasarkan gambar 3 sampel A34
memiliki rata-rata nilai sensori/organoleptik
sebesar 26,5 dengan kategori Mid Pass.
Menurut Afrianto dan Liviawaty (2011),
cemaran Salmonella pada produk perikanan
tidak dapat dibuktikan melalui pengujian
sensori, karena sensori tidak dapat
menunjukkan cemaran biologis. Namun,
terdapat hubungan antara jumlah total
bakteri dengan menurunnya mutu secara
organoleptik. Menurut Laismina et al., (2014)
menjelaskan  kemunduran  mutu  ikan
disebabkan adanya reaksi enzimatis dan
aktivitas  bakteri. Kedua aktivitas ini
menguraikan komponen penyusun jaringan
tubuh ikan  sehingga  menghasilkan
perubahan fisik seperti daging ikan menjadi
lunak dan  perubahan kimia yang
menghasilkan senyawa mudah menguap
dan berbau busuk.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pengujian bakteri
Salmonella sp. menggunakan metode real-
time PCR pada sampel ikan tuna terdapat
satu yang positif mengandung bakteri
Salmonella sp. hal ini dikarenakan sampel
telah mencapai nilai Threshold Cycle (Ct)
22,11 melalui kurva amplifikasi. Adanya
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tahap pre-enrichment untuk memperbanyak
jumlah bakteri dan mengurangi kesalahan
negatif pada pengujian. Hasil tersebut
didukung dengan hasil pada pengujian
sensori yang dilakukan pada sampel yang
positif Salmonella sp. didapatkan nilai rata
rata sensori sebesar 26,5 dengan kategori
Mid Pass.

Aktivitas bakteri Salmonella sp. dapat
mempengaruhi  kemunduran mutu ikan
karena menguraikan komponen penyusun
jaringan tubuh ikan sehingga menghasilkan
perubahan fisik. Salmonella sp. sangat
berbahaya bagi kesehatan manusia, oleh
karena itu berdasarkan peraturan yang
dikeluarkan oleh Badan Pengawas Obat dan
Makanan (2009), bahan pangan ikan dan
produk perikanan tidak boleh mengandung
bakteri Salmonella sp. dan berdasarkan SNI
7530.1:2009 tentang spesifikasi tuna loin
segar, cemaran mikroba jenis Salmonella
harus negatif.
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