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Informasi Artikel Abstrak

Diterima: 10/10/2023 Keracunan pangan merupakan masalah yang sangat serius dan

Direvisi: 13/11/2023 berpengaruh bes_ar _dala_lm kghidupan _manusia. Keracunan
pangan dapat terjadi ketika mikroorganisme patogen atau zat

Online: 25/12/2023 kimia beracun mengkontaminasi pangan dan dikonsumsi oleh

Edisi: 25/12/2023 makhluk hidup. Mikroorganisme patogen yang dapat
mengkontaminasi pangan atau foodborne pathogen salah
satunya adalah bakteri Cronobacter sakazakii yang merupakan
bakteri gram negatif. Bahaya yang ditimbulkan oleh adanya
kontaminasi C. sakazakii menjadi masalah dan tindakan
pencegahannya masih sangat minim karena kurang adanya
sarana dan prasarana yang memadai. Salah satu pengembangan
metode yang dikembangkan adalah real-time PCR. Pada
penelitian ini, dilakukan deteksi Cronobacter sakazakii pada susu
formula menggunakan real-time PCR yang dikultur pada media
cair Buffered Peptone Water (BPW). Cronobacter sakazakii
diektraksi menggunakan kit Viogene® MiniPlus Plasmid DNA
Extraction System. Konsentrasi dan kemurnian isolat diperiksa
pada Nanovue spectrophotometer dengan rasio A260/A280 yang
menghasilkan konsentrasi sebesar 282 ng/uL dan 88 ng/uL serta
kemurnian sebesar 2.153 dan 2.178. Hasil pendeteksian
menggunakan rt-PCR direpresentasikan dalam bentuk kurva
amplifikasi dan melting curve. Sampel dinyatakan positif
terkontaminasi Cronobacter sakazakii pada nilai Ct 22.033 dan
Ct 16.732. Melting curve yang dihasilkan memiliki nilai 81.67°C
dan 80.95°C.

Kata kunci: Foodborne pathogen, Cronobacter sakazakii, real-
time PCR

Abstract

Food poisoning is a very serious problem and has a great
influence on human life. Food poisoning can occur when
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pathogenic microorganisms or toxic chemicals contaminate food
and are consumed by living beings. One of the pathogenic
microorganisms that can contaminate food or foodborne
pathogens is the Cronobacter sakazakii bacteria which is a gram-
negative bacterium. The danger posed by the presence of C.
sakazakii contamination is a problem and prevention measures
are still very minimal due to the lack of adequate facilities and
infrastructure. In this study, detection of Cronobacter sakazakii
in infant formula was carried out using real-time PCR cultured
on Buffered Peptone Water (BPW) liquid media. Cronobacter
sakazakii was extracted using Viogene® MiniPlus Plasmid DNA
Extraction System kit. The concentration and purity of the isolate
were checked on a Nanovue spectrophotometer with an
A260/A280 ratio resulting in concentrations of 282 ng/pL and 88
ng/pL and purities of 2.153 and 2.178. These detection results are
represented in the form of an amplification curve and melting
curve. Samples tested positive for Cronobacter sakazakii
contamination at Ct 22,033 and Ct 16,732. The melting curve of
Cronobacter sakazakii in the samples had values of 81.67°C and
80.95°C.

Keywords: Foodborne pathogen, Cronobacter sakazakii, real-
time PCR

Pendahuluan

Seiring pertumbuhan jumlah populasi, maka kebutuhan akan pangan semakin meningkat. Dalam
pemenuhan kebutuhan pangan ini, tuntutan akan kualitas bahan pangan juga semakin meningkat.
Bahan pangan sangat rentan rusak dan terkontaminasi oleh mikroba baik yang bersifata patogen
maupun tidak. Jika bahan pangan yang rusak dan terkontaminasi ini dikonsumsi maka akan
menimbulkan berbagai macam efek samping seperti penyakit. Penyakit yang timbul dari
mengkonsumsi makanan atau minuman yang sudah terkontaminasi oleh patogen dikenal dengan istilah
foodborne disease. Penyakit ini merupakan masalah serius yang cukup banyak terjadi di dunia. Data
menunjukkan bahwa 7.69% atau setara dengan 600 juta individu dari 7.8 miliar populasi di dunia
menderita foodborne disease dan 7.5% atau setara dengan 420 ribu kematian dari 56 juta kematian juga
disebabkan karena foodborne disease (Lee dan Yoon, 2021; WHO, 2015).

Di Indonesia kasus foodborne disease ini dikenal dengan istilah Kejadian Luar Biasa Keracunan
Pangan (KLB KP). Menurut data dari Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) tahun 2021,
terdapat 50 kasus dengan jumlah yang terpapar 2.569 orang dengan 69.40% atau sebanyak 1.783 orang
mengalami gejala sakit. Berdasarkan penyelidikan epidemiologi dan hasil pengujian baik spesimen
serta contoh pangan, penyebab kasus KLB KP terbanyak adalah oleh cemaran atau kontaminasi
mikroba yaitu bakteri patogen sebanyak 29 dari 50 kejadian (BPOM, 2021). Kejadian ini tidak hanya
akan mengakibatkan penderita mengalami gejala sakit tetapi jika tidak ditangani segera akan berujung
maut.

Salah satu bakteri patogen yang dapat menimbulkan keracunan pangan adalah Cronobacter
sakazakii. Bakteri ini memiliki faktor virulensi yang dapat menyebabkan penyakit baik pada manusia
maupun hewan. C. Sakazakii banyak ditemukan pada sejumlah makanan dengan kelembapan rendah,
termasuk pada susu bubuk. Bakteri ini mampu menyebabkan morbiditas pada semua kelompok usia,
khususnya mempengaruhi neonatus dan bayi ( CDC, 2015; Henry dan Fouladkhah, 2019). Bakteri ini
dapat menyebabkan komplikasi kesehatan yang mengancam jiwa, seperti meningitis neonatal, infeksi
saluran kemih, sepsis, dan kejang (Hunter dan Bean, 2013).

Bakteri patogen ini dapat ditularkan ke manusia melalui konsumsi makanan dan lingkungan. Rute
penularan C. sakazakii yang paling umum adalah melalui susu formula yang terkontaminasi dari wadah
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terbuka, baik di rumah atau di tempat pengolahan susu tersebut (Braun dan Hammer, 2011). Selain itu,
C. sakazakii dapat bertahan hidup dalam kondisi yang sangat kering dan banyak mencemari berbagai
permukaan, termasuk meja dapur, wastafel, dan air. C. sakazakii telah diteliti lebih resisten terhadap
kekeringan dibandingkan E.coli, Salmonella, dan Enterobacteriaceae lainnya dan dapat bertahan
dalam kondisi kering lebih dari 2 tahun (Breeuwer, 2023 ; Osaili dan Forsythe, 2009).

Bahaya yang ditimbulkan oleh adanya kontaminasi C. sakazakii menjadi masalah dan tindakan
pencegahannya masih sangat minim karena kurang adanya sarana dan prasarana yang memadai.
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi bakteri patogen ini, seperti menggunakan
metode kultur (Budiarso dan Winarni, 2016) dan PCR konvensional (Chen et al. 2013). Namun kedua
metode ini memiliki beberapa kekurangan seperti diperlukannya waktu analisis yang cukup lama untuk
memperoleh hasil dan memerlukan ketelitian yang tinggi. Maka diperlukan metode deteksi bakteri
patogen C. sakazakii yang cepat, akurat, sensitif, spesifik, dan terjangkau untuk memastikan keamanan
pangan. Salah satu pengembangan metode yang dikembangkan adalah real-time Polymerase Chain
Reaction atau rt-PCR. Prinsip dasar dari metode ini adalah adanya hasil pengamatan secara langsung
produksi fluoresensi hasil amplifikasi DNA (Widayat et al. 2019).

Metodologi Penelitian

Metode yang dilakukan adalah metode eksperimental yang meliputi pembuatan media Buffered
Peptone Water (BPW), peremajaan kultur (enrichment), ekstraksi DNA, pemeriksaan konsentrasi dan
kemurnian menggunakan Nanodrop spectrophotometer, dan pendeteksian menggunakan real-time
PCR.

Pembuatan Media BPW

Pembuatan media Buffered Peptone Water (BPW) dilakukan dengan mencampurkan bubuk BPW
sebanyak 1.72 gram dengan 76.5 mL akuades pada erlenmeyer. Media yang telah dimasukkan ke dalam
erlenmeyer ditutup rapat dengan alumunium foil untuk mencegahnya kontaminasi dan masukknya
udara. Selanjutnya dilakukan sterilisasi dengan dimasukkan ke dalam autoklaf. Autoklaf diatur pada
suhu 121°C selama 15 menit. Setelah suhu menurun, media BPW diambil dari dalam autoklaf.

Peremajaan Kultur (Enrichment)

Bakteri pada sampel diperbanyak dengan dilakukan peremajaan kultur atau enrichment. Langkah
ini berfungsi untuk memperbanyak bakteri dalam sampel atau dapat juga mengurangi tingkat kematian
sel bakteri. Proses peremajaan kultur dilakukan dengan membiakkan sampel susu bubuk formula pada
media cair Buffered Peptone Water (BPW) dengan perbandingan 1:10. Sampel susu formula sebanyak
8.5 gram dilarutkan dalam 76.5 mL media BPW yang sebelumnya telah disterilisasi dengan autoklaf.
Lalu kultur diinkubasi dalam oven pada suhu 37°C selama 18 — 24 jam atau dapat disebut overnight
cultures. Pertumbuhan bakteri ditandai dengan adanya kekeruhan yang terjadi pada media yang telah
diinkubasi.

Ektraksi DNA

Proses Ekstraksi DNA pada sampel susu bubuk formula dilakukan menggunakan kit Viogene®
MiniPlus Plasmid DNA Extraction System. Pada ekstraksi DNA dibuat dua sampel pada tube yang
berbeda (duplo). Proses ekstraksi DNA dilakukan sesuai protokol Kkit.

Pemeriksaan Konsentrasi dan Kemurnian Menggunakan Nanodrop Spectrophotometer
Pada pemeriksaan konsentrasi dan kemurniaan menggunakan nanodrop spectrophotometer
digunakan Nuclease-free water (NFW) yang berfungsi sebagai blangko atau larutan pengoreksi.

Setelah 2 pL larutan pengoreksi diletakkan pada sample plate dan diuji, selanjutnya isolat DNA
masing-masing dipipet sebanyak 2 uL pada sample plate. Setiap pergantian uji isolat, sample plate
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dibersihkan dengan lap bebas serabut. Nilai konsentrasi dan kemurnian pada masing-masing isolat
dapat dibaca melalui layar alat.

Pendeteksian Menggunakan real-time PCR

Langkah pertama dalam melakukan pendeteksian menggunakan real-time PCR adalah menyiapkan
cocktail. Proses penyiapan cocktail dilakukan langsung pada 96-well plate menggunakan mikropipet.
Pada kontrol positif, komponen PCR yang perlu disiapkan antara lain 5 pL isolat DNA template, 5 uL
primer, dan 10 uL Master Mix. Komponen kontrol negatif antara lain 20 pL. Master Mix + NFW. Pada
sampel, komponen PCR yang diperlukan antara lain 5 pL isolat sampel, 5 pL primer, dan 10 uL Master
Mix. Total dari masing-masing cocktail adalah 20 puL. campuran. Pada tiap well, dipastikan tidak ada
gelembung. Lalu well plate disegel dengan optical adhesie film.

Selanjutnya, dijalankan proses real-time PCR sebanyak 40 siklus dengan rincian initial denaturation
dengan suhu 95°C selama 3 menit, denaturation pada suhu 95°C selama 10 detik, annealing pada suhu
60°C selama 30 detik, extension pada suhu 72°C selama 30 detik, final extension pada suhu 72°C
selama 7 menit, dan melting curve analisis pada suhu 95-60°C. Hasil pendeteksian ini direpresentasikan
dalam bentik kurva amplifikasi dan melting curve.

Hasil dan Pembahasan

Dalam mendeteksi cronobacter sakazakii dilakukan enrichment atau peremajaan kultur yang
bertujuan untuk memperkaya sel bakteri agar dapat tumbuh dan bisa terdeteksi. Setelah sampel
diinkubasi selama semalam dalam media cair Buffered Peptone Water (BPW), sampel terlihat lebih
keruh dari sebelum diinkubasi (Gambar 1). Kekeruhan pada sampel dan media menandakan adanya
pertumbuhan bakteri (Kabense et al. 2019). Media BPW termasuk media non selektif yang luas
penggunaannya untuk media kultur (Yeni dan Hamdi, 2023). Dalam berbagai penelitian, Cronobacter
sakazakii telah terbukti dapat tumbuh dalam media BPW (Bai et al. 2019; Fakruddin et al. 2014).
Komposisi yang ada di dalam BPW mendukung pertumbuhan bakteri yang ada di sampel susu bubuk
formula. Komposisi BPW terdiri dari Enzymatic Digest of Casein (10 g/L), Sodium Chloride (5 g/L),
Disodium Hydrogen Phosphate (3.5 g/L), dan Potassium Dihydrogen Phosphate (1.5 g/L). Enzymatic
Digest of Casein akan menyediakan asam amino, nitrogen, karbon, dan mineral. Sodium Chloride
berfungsi untuk mempertahankan keseimbangan osmotik pada media. Phosphate berfungsi sebagai
agen buffer (larutan penyangga) (Yeni dan Hamdi, 2023).

(@) (b)
Gambar 1. Hasil Inkubasi Sampel Susu dengan Media BPW. (a). Sebelum overnight cultures; (b). Setelah
overnight cultures

Hasil kultur yang sudah terindikasi adanya pertumbuhan bakteri kemudian dilakukan isolasi serta
ektraksi DNA untuk mendapatkan DNA bakteri. Untuk pengujian kuantitatif isolat DNA digunakan
Nanodrop Spectrophotometer yang akan mengukur absorbansi pada panjang gelombang A260/A280
secara otomatis dan akan memberikan informasi kemurnian sampel serta konsentrasi DNA yang
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didapatkan. Dilakukan analisis dengan volume kecil (1-2uL). Pengukuran absorbansi pada panjang
gelombang A260/A280 karena pada panjang gelombang 260nm adalah gelombang maksimum yang
diserap oleh DNA dan pada panjang gelombang ini terjadi resonansi pada struktur purin dan pirimidin
dari basa nukleotida. Pada panjang gelombang 280nm adalah panjang gelombang maksimum yang
diserap oleh protein, dimana asam amino aromatik (triptofan, tirosin, dan sistein) mengalami resonansi
sehingga terjadi delokalisasi elektron (Anthis dan Clore, 2013). Jika nilai kemurnian lebih dari 2,0
menunjukkan adanya kontaminasi RNA sedangkan nilai dibawah 1,8 menunjukkan adanya
kontaminan protein pada isolat tersebut (Abdel-Latif dan Osman, 2017; Lucena-Aguilar et al. 2019).
Hasil yang didapatkan dari pengukuran kemurnian dengan rasio A260/A280 pada kit Viogene®
MiniPlus Plasmid DNA Extraction System bernilai rata-rata 2. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
konsentrasi DNA minimun yang direkomendasikan untuk proses PCR adalaah 50 ng/uL (Nurjayadi et
al. 2019). Sehingga dapat disimpulkan, hasil uji kualitatif isolat DNA untuk sampel sudah berada pada
rentang nilai baik. Hasil pemeriksaan isolat dengan Nanodrop spectrophotometer dapat dilihat pada
tabel berikut:

Tabel 1. Hasil Nanodrop Spectrophotometer Isolat DNA

Sampel Jenis Kit A260/A280 Konsentrasi
Sampel 1 Viogene® MiniPlus Plasmid DNA 2.153 282 ng/uL
Sampel 2 Extraction System 2.178 88ng/uL pug/mL

Selanjutnya dilakukan pengujian deteksi menggunakan real-time Polymerase Chain Reaction (rt-
PCR). Digunakan sampel susu yang sudah diekstraksi sebelumnya. Pada deteksi ini digunakan Master
Diagnostic real-time PCR Detection Kit. Metode rt-PCR merupakan amplifikasi DNA dan hasil
amplifikasi nya dapat diamati saat reaksi berlangsung karena fluoresensi yang dihasilkan dapat
dideteksi kamera. Pewarna fluoresen yang digunakan biasanya adalah zat yang memiliki kemampuan
untuk memancarkan cahaya yang gelombangnya lebih panjang daripada cahaya datang seperti SYBR
Green (Lobert et al. 2010). SYBR Green adalah pewarna pengikat dsDNA yang berinterkalasi di antara
basa DNA. Saat SYBR Green sudah terinterkalasi dengan untai ganda DNA maka akan berpendar.
Pewarna ini akan tereksitasi dengan cahaya biru pada panjang gelombang 480nm (Wangler dan Bellen,
2017).

Dalam percobaan kontrol positif digunakan untuk memverifikasi bahwa semua reagen bekerja,
kondisi berjalan optimum, dan tidak terdapatnya inhibitor PCR dalam percobaan serta
diinterprestasikan sebagai true positive, Kontrol negatif adalah reaksi tanpa amplifikasi dan
diinterpretasikan sebagai true negative. Reaksi ini memverifikasi apakah ada kontaminasi dalam
campuran dan tidak adanya terbentuk primer-dimer (Luo et al. 2021; Moldovan dan Moldovan, 2020).
Hasil pendeteksian ini direpresentasikan dalam bentuk kurva amplifikasi. Pembacaan dilakukan
dengan melihat nilai cycle threshold (Ct) dari proses rt-PCR. Ct adalah siklus awal di mana amplifikasi
terdeteksi terlebih dahulu melebihi ambang batas detektor. Dimana pada siklus awal fluoresensi terlalu
rendah dibedakan dari background. Ct juga dapat didefinisikan sebagai titik di mana intensitas
fluoresensi meningkat di atas tingkat yang dapat dideteksi (baseline) secara proporsional dengan
jumlah awal molekul DNA dalam sampel. Semakin tinggi konsentrasi DNA target dalam sampel maka
semakin rendah nilai Ct. Hal ini karena semakin banyak DNA target mengakibatkan amplikon
terbentuk lebih banyak, dan membutuhkan siklus yang lebih sedikit untuk fluoresen melewati batas
deteksi. Begitupun ketika DNA yang digunakan memiliki konsentrasi yang kecil, maka Ct akan
bergeser ke arah kanan kurva (Kralik dan Ricchi, 2017; Campbell dan Wright, 2003).

Pada pengujian deteksi dengan kit Viogene® MiniPlus Plasmid DNA Extraction System didapatkan
threshold pada ARn = 0.04. Nilai ambang batas ini sudah setting protocol dari instrumen
AppliedBiosystem real-time PCR. Berdasarkan kurva amplifikasi, kontrol positif mulai teramplifikasi
pada siklus rentang 13.353 (Gambar 2a). Sampel susu 1 mulai teramplifikasi pada siklus 22.033
(Gambar 2b) dan sampel susu 2 mulai teramplifikasi pada Ct 16.732 (Gambar 2¢). Untuk kurva kontrol
negatif, garis berada di bawah garis threshold (Gambar 2d). Berdasarkan hal ini dapat disimpulkan
pada sampel susu 1 dan 2 adanya amplifikasi bakteri target dan positif terkontaminasi bakteri
Cronobacter sakazakii karena perbedaan jumlah rentang siklus tidak lebih dari 10 siklus dengan
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kontrol positif (Dorak, 2006). Sedangkan untuk kontrol negatif tidak terjadinya amplifikasi DNA target
dan sesuai dengan hasil yang diinginkan. Kurva amplifikasi dapat dilihat pada gambar berikut ini:
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Gambar 2. Hasil Kurva Amplifikasi. (a).Kontrol Positif; (b).Sampel Susu 1; (c).Sampel Susu 2; (d).Kontrol
Negatif

Didapatkan juga data hasil real-time PCR berupa melting curve. Kurva ini menunjukkan spesifisitas
produk atau sampel yang diuji dari hasil amplifikasi. Melting curve yang dihasilkan akan dibandingkan
dengan database atau data penelitian sebelumnya. Puncak yang muncul pada melting curve hanya satu
puncak tetapi apabila terdapat dua puncak atau lebih artinya terjadi dimer. Dimer memiliki dua jenis
yaitu self dimer dan cross dimer. Self dimer adalah primer berikatan pada primer lain yang sejenis misal
daerah forward menempel pada daerah forward. Cross dimer adalah primer berikatan dengan primer
lain yang tidak sejenis, daerah forward menempel dengan daerah reverse (Sasmito et al. 2014).

Melting curve kontrol positif terdapaat pada nilai 81.86°C (Gambar 3a). Melting curve sampel duplo
kit Viogene® MiniPlus Plasmid DNA Extraction System, berada pada nilai 81.67°C untuk sampel susu
1 yang memiliki dua puncak (Gambar 3b) dan 80.95°C untuk sampel susu 2 (Gambar 3c). Untuk
melting curve kontrol negatif terdapat multiple peak (Gambar 3d). Pada melting curve untuk sampel
susu 1 muncul dua puncak yang mengartikan terjadi dimer pada saat amplifikasi DNA. Melting curve
dapat dilihat pada gambar dibawah ini:
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Gambar 3. Hasil Melting Curve. (a).Kontrol Positif; (b).Sampel Susu 1; (c).Sampel Susu 2; (d).Kontrol
Negatif

Kesimpulan

Hasil ekstraksi kit Viogene® MiniPlus Plasmid DNA Extraction System mampu mengekstraksi
DNA Cronobacter sakazakii dari sampel susu bubuk formula dengan konsentrasi dan kemurnian yaitu
kemurnian sebesar 2.153 dan 2.178 juga konsentrasi sebesar 282 ng/uL dan 88 ng/uL. Isolat tersebut
diamplifikasi menggunakan real-time PCR untuk mengetahui keberadaan C. sakazakii. Hasil
amplifikasi diinterprestasikan pada kurva amplifikasi dan sampel dinyatakan positif terkontaminasi
Cronobacter sakazakii pada nilai Ct 22.033 dan Ct 16.732. Melting curve C. sakazakii pada sampel

70



Jurnal Riset Sains dan Kimia Terapan E-ISSN: 2303-0720
Volume 9 Nomor 2, Desember 2023

memiliki nilai 81.67°C dan 80.95°C. Berdasarkan percobaan ini, maka metode real-time PCR baik
digunakan untuk mendeteksi bakteri Cronobacter sakazakii pada susu formula.
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