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ABSTRACT 

 

There are many cases of fraud meat-based food products found in society. Meat substitution with 
an unsecured meat, usually of less quality, could have economic and health repercussions. 
Identification of species utilizing the  multiplication  of  target  DNA  molecules  in  a  single  reaction  
can  be  carried  out   by real-time PCR. This research was aimed to validate the real-time polymerase 
chain reaction (qPCR) method for identifying buffalo DNA on animal food product. The qPCR method 
with SYBR green melting curve analysis was used as a validation test for the buffalo DNA method using 
the commercial kit QIAGEN DNeasy Food Mericon Kit. The method validation parameters used in this 
study were repeatability, reproducibility, limit of detection, and specificity. The results showed that on 
repeatability validation parameters were 100% amplified positive samples while for unamplified 
negative samples, the t test results on the Ct and Tm values of buffalo DNA reproducibility parameters 
showed that there was no significant difference in detecting buffalo DNA in two examination with using 
the qPCR method, the detection limit value for buffalo specific PCR was 0,0625%, and there was no 
cross-reaction between DNA species in the specificity test. The qPCR method can be used as a testing 
method to identify the DNA of unwanted species in food of animal origin circulating in the community, 
especially related to meat adulteration. 

 
Keywords: adulteration, buffalo, DNA, PCR, validation 
 
  

PENDAHULUAN 

Indonesia merupakan salah satu negara dengan jumlah penduduk yang tinggi, sehingga sangat 
berdampak langsung terhadap jumlah konsumsi protein hewani khususnya daging dan produk 
olahannya. Jumlah penduduk yang tinggi ini mengakibatkan jumlah produksi daging dalam negeri 
belum mampu untuk  mencukupi kebutuhan protein hewani yang tinggi. Kebutuhan daging yang tinggi 
namun tidak diimbangi dengan ketersediaan daging mengakibatkan banyak terjadi pemalsuan daging 
(Raharjo et al. 2019). Pemalsuan produk makanan olahan berbahan dasar daging menjadi masalah 
pangan yang ada di Indonesia, pemalsuan daging juga sering ditemui di lingkungan masyarakat secara 
luas dan semakin mengkhawatirkan (Margawati dan Ridwan 2010). Salah satu upaya penjaminan mutu 
dan keamanan pangan asal hewan dilakukan dengan cara pengembangan metode analisis DNA untuk 
menemukan adanya indikasi cemaran dalam suatu produk makanan olahan. Salah satunya adalah 
dengan metode reaksi rantai polymerase (PCR) (Matsunaga et al. 1999). Beberapa metode uji lainnya 
yang digunakan untuk mendeteksi adanya kandungan pemalsuan dan kehalalan pada produk pangan 
saat ini antara lain enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Asensio et al. 2008; Kuswandi et al. 
2017), electronic nose (enose), gas chromatography mass spectrometer with headspace analyzer 
(GCMS-HS) (Nurjuliana et al. 2011; Kuswandi et al. 2017), imunokromatografi atau yang dikenal 
sebagai rapid test (Kuswandi et al. 2017), DNA hybridization (Ballin et al. 2009) serta liquid 
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (Kleinnijenhuis et al. 2018).  

Validasi adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter tertentu, berdasarkan percobaan 
laboratorium, untuk membuktikan bahwa parameter tersebut telah memenuhi persyaratan untuk 
digunakan. Validasi metode dilakukan untuk menentukan apakah hasil analisis suatu metode telah 
sahih dan dapat dipertanggungjawabkan. Validasi metode ekstraksi DNA berguna untuk memastikan 
bahwa hasil ekstraksi yang dihasilkan sahih terhadap parameter-parameter uji validasi yang dilakukan, 
sehingga didapatkan mutu DNA yang baik serta hasil analisis DNA yang baik dan sahih (Gandjar dan 
Rohman 2007). 
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METODE PENELITIAN 

Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan 

(BPMSPH), Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan, Kementrian Pertanian Republik 
Indonesia yang beralamat di Jl. Pemuda nomor 29A, Tanah Sareal, Kecamatan Tanah Sareal, Kota 
Bogor, Jawa Barat. 

Alat dan Bahan 
Alat yang digunakan pada penelitian adalah gunting, pinset, mikropipet volume 10-100 µL dan 

100-1000 µL, tabung ukuran 1,5 dan 2 mL, thermomixer, mini spin, tube shacker, minispinner, 
minisentrifuse, timbangan digital, rak tabung, cawan petri, dan real-time thermal cycler Rotor-Gene Q.  

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daging kerbau, daging ayam, DNA ayam, DNA 
kambing, DNA tikus, DNA sapi, DNA babi, kit komersial ekstraksi Dneasy Mericon Food Kit, lysis buffer, 
proteinase K, binding buffer, pre-wash buffer, wash buffer, elution buffer, dan kit komersial master mix 
SYBR Select real-time PCR Kit, primer gen Bubalus bubalis (primer forward 5’-TTC TTC AGG GCC 
ATC TCA TC-3’ dan primer reverse 5’-TGC AAT AAG CAT CTA GGG AGA A-3’). 

Pengolahan Sampel Daging 
Sampel yang digunakan adalah daging kerbau bagian tenderloin (musculus psoas mayor) dan 

otot bagian dada dari ayam. Jumlah daging kerbau yang digunakan sebanyak 5 g dan daging ayam 
sebanyak 600 g. Sampel kemudian dicincang hingga sesuai dengan standar dari Dneasy Mericon Food 
Kit. Sampel daging dibagi menjadi kontrol positif, sampel positif, kontrol negatif, dan Limit of Detection 
(LOD). Setelah daging dicincang, daging ditimbang menggunakan neraca analitik dengan ketelitian 
0,0001 g. Kontrol positif dibuat menggunakan 100% daging kerbau sebanyak 2 g sedangkan kontrol 
negatif dibuat menggunakan 100% daging ayam sebanyak 2 g, kemudian kedua sampel kontrol 
tersebut dimasukkan kedalam mini tube eppendrotf dengan volume 2 mL. Pembuatan sampel positif 
sebanyak 7, sampel dimasukan ke dalam tube volume 2 mL dengan perbandingan daging kerbau 
sebanyak 1 g dan daging ayam sebanyak 9 g. Jumlah sampel LOD yang digunakan sebanyak 7. 
Jumlah sampel daging kerbau sebanyak 10 g dan sampel daging ayam sebanyak 500 g. Perbandingan 
jumlah antara daging kerbau dan daging ayam dalam tiap sampel LOD dapat dilihat pada Tabel 1. 
 

Tabel 1. Perbandingan jumlah antara daging kerbau dan daging ayam pada tiap sampel LOD. 

Sampel        Daging kerbau Daging ayam Jumlah 

LOD 1 1 % 99 % 2 

LOD 2 0,5 % 99,5 % 2 

LOD 3 0,25 % 99,75 % 2 

LOD 4 0,125 % 99,875 % 2 

LOD 5 0,0625 % 99,9375 % 2 

LOD 6 0,0312 % 99,9688 % 2 

LOD 7 0,0156 % 99,9844 % 2 

Ekstraksi DNA 
Sampel daging diekstraksi sesuai prosedur standar dari Dneasy Mericon Food Kit. Sebanyak 0,2 

g sampel daging dimasukan ke dalam 2 mL sentrifuge tube, ditambahkan 1 mL food lysys buffer dan 
2,5 μL proteinase K solution. Sampel dihomogenkan menggunakan tube shacker kurang lebih 15 detik 
untuk memastikan sampel tercampur rata, kemudian sampel diinkubasi pada thermomixer selama 30 
menit pada suhu 60 °C dengan kecepatan 1000 rpm. Setelah diinkubasi sampel dikeluarkan dan 
didinginkan pada suhu ruang (15 °C-25 °C) lalu disentrifugasi kembali selama 5 menit dengan 
kecepatan 2500 x g. Hasil sampel yang telah disentrifugasi kemudian diambil 700 μL cairan supernatant 
dan dipindahkan ke dalam 2 mL tabung microsentrifuge yang sebelumnya telah diberi 500 μL kloroform. 
Receiver tube disentrifugasi dengan spin filter pada 14000 rpm selama 15 menit. Buffer PB 
ditambahkan sebanyak 350 μL ke dalam 2 mL tabung microsentrifuge baru lalu ditambahkan sampel 
yang sudah disentrifugasi selama 15 menit sebanyak 350 μL, kemudian sampel dihomogenkan 
menggunakan tube shacker selama 15 detik untuk memastikan sampel tercampur dengan rata. Sampel 
dipindahkan ke dalam 2 ml tabung QIAquick spin column, lalu disentrifugasi selama 2 menit dengan 
kecepatan 14000 rpm, setelah sampel telah disentrifugasi kemudian debris pada bagian bawah tabung 
dibuang, lalu ditambahkan 500 μL buffer AW ke dalam tabung dan disentrifugasi kembali selama 2 
menit dengan kecepatan 14000 rpm. Sampel dipindahkan kembali ke dalam 2 mL tabung 
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microsentrifuge dan ditambahkan 150 μL elution buffer, Sampel diinkubasi dalam suhu ruang selama 
1 menit dan disentrifugasi selama 2 menit dengan kecepatan 14000 rpm. Setelah disentrifugasi sampel 
DNA yang telah diekstrak selanjutnya digunakan untuk diamplifikasi.  

Pengujian Sampel Menggunakan Real-Time PCR 
Proses amplifikasi diawali dengan penambahan master mix PCR menggunakan buffalo SYBR 

Select real-time PCR Kit. Amplifikasi DNA dilakukan pada thermal cycler Rotor-Gene Q. Program 
amplifikasi pada metode uji real-time PCR yaitu denaturasi awal (HOLD) 95 ºC selama 2 menit, 
denaturasi 95 ºC selama 30 detik, annealing/extension 60 ºC selama 60 detik, dengan siklus sebanyak 
30 kali, melting point pada suhu 65 º - 95 ºC selama 90 detik pada tahap pertama dan 5 detik pada 
tahap selanjutnya (Applied Biosystem). Seluruh sampel pengujian dilakukan replicate/duplo. Deteksi 
target menggunakan pewarna reporter FAM dengan channel Green (FAM) dan melting menggunakan 
SYBR green. Setelah disentrifugasi sampel DNA yang telah diekstrak selanjutnya digunakan untuk 
diamplifikasi.  

Analisis Data 
Pengujian metode validasi dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan 4 parameter, yaitu 

keseksamaan (precision) yang meliputi repeatability dan reproducibility, batas deteksi (limit of 
detection) dan selektivitas (specificity). Interpretasi hasil positif pada parameter repeatability dan 
spesifisitas dinyatakan apabila sampel DNA menunjukan adanya amplifikasi pada detection system 
dengan nilai cycle threshold (Ct)<35 dan memperhitungkan melting curve. Hasil dinyatakan negatif 
apabila sampel DNA tidak menunjukan adanya amplifikasi pada detection system. Parameter 
reproducibility, melibatkan perhitungan sederhana menggunakan analysis tools dari Microsoft excel 
untuk mencari nilai p terhadap dua penguji. Nilai p yang besar dari 0,05 (p>0,05) menyatakan bahwa 
tidak terdapat perbedaan secara nyata dalam mendeteksi keberadaan DNA kerbau pada sampel, 
namun jika nilai p lebih kecil dari 0,05 (p<0,05) maka terdapat perbedaan nyata dalam mendeteksi 
keberadaan DNA kerbau. Limit of Detection dapat ditentukan dengan melihat nilai LOD yang masih 
dapat menunjukkan nilai serapan terakhir pada alat (Sumarno dan Kusumaningtyas 2018). 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Validasi Metode Analisis 
Penelitian ini menggunakan 4 parameter validasi metode analisis yaitu, repeatability, 

reproducibility, limit deteksi dan spesifisitas. Hal ini disebabkan pengujian bersifat kualitatif atau lebih 
sederhana. Validasi terhadap suatu metode analisa menjadi faktor yang penting karena metode analisa 
yang telah dibuktikan hasil pengukurannya dapat dipertanggung jawabkan dan dipergunakan sebagai 
landasan dalam pengujian berikutnya. 

Repeatability 
Pengujian repeatability menggunakan dua kelompok sampel. Kelompok sampel positif 

menggunakan campuran DNA kerbau dan DNA ayam dengan jumlah sampel yang dievaluasi sebanyak 
7 sampel, sedangkan untuk kelompok sampel negatif menggunakan 100% DNA ayam. Hasil uji 
repeatability dari seluruh sampel dapat dilihat pada Tabel 2. 

Hasil pengujian terhadap kelompok sampel positif dengan qPCR menunjukkan bahwa seluruh 
sampel DNA teramplifikasi pada detection system dengan rataan nilai cycle threshold (Ct) yang 
dihasilkan sebesar 29,91. Hasil pengujian terhadap kelompok sampel negatif yang digunakan dalam 
penelitian ini tidak memperlihatkan adanya amplifikasi sehingga tidak ada nilai Ct yang dihasilkan. 
Setelah sampel dianalisa dengan melihat hasil amplifikasi melalui nilai Ct, hasil dianalisis dengan 
menggunakan melting curve analysis dengan melihat nilai temperature melting (Tm) yang dihasilkan. 
Hasil dari pengujian kelompok sampel positif pada temperature melting (Tm) didapatkan hasil bahwa 
seluruh sampel positif 100% teramplifikasi dengan nilai rataan Tm yang diperoleh yaitu 75,28 
sedangkan seluruh sampel negatif tidak menunjukkan adanya proses amplifikasi sehingga tidak ada 
nilai Tm yang dihasilkan. Metode real-time PCR pada pengujian repeatability mampu mendeteksi DNA 
kerbau pada seluruh sampel yang mengandung daging kerbau. Hal ini dapat dilihat dari hasil amplifikasi 
yang dihasilkan oleh kelompok sampel positif pada pengujian Ct dan Tm. Pengujian ini sesuai dengan 
pernyataan Nicolas et al. (2002), bahwa real-time PCR dengan adalah teknik sederhana yang dapat 
diandalkan dan terbukti efektif untuk deteksi dan identifikasi spesies. Kurva real time PCR hasil 
amplifikasi uji repeatability dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Tabel 2 Hasil uji repeatability menggunakan real-time PCR 

Jenis Sampel Ct1) Tm2) 

Sampel Positif   
Sampel 1 33,66 75,3 
Sampel 2 30,41 75,8 
Sampel 3 26,20 75,6 
Sampel 4 28,47 75,3 
Sampel 5 28,65 74,6 
Sampel 6 29,43 75,1 
Sampel 7 32,59 75,3 

Rataan Ct/Tm ± SD3) 29,91 ± 2,55 75,28 ± 0,38 

Min-Max Ct/Tm4) 26,2 – 33,66 74,6 – 75,8 

   

Sampel Negatif   
Sampel 1 No Ct5) No Tm6) 
Sampel 2 No Ct No Tm 
Sampel 3 No Ct No Tm 
Sampel 4 No Ct No Tm 
Sampel 5 No Ct No Tm 
Sampel 6 No Ct No Tm 
Sampel 7 No Ct No Tm 

Rataan Ct/Tm ± SD - - 

Min-Max Ct/Tm - - 

Keterangan = 1) Ct   = Cycle threshold value, terjadi amplifikasi 
 2) Tm   = Temperature melting, terjadi amplifikasi 
 3) Rataan Ct/Tm±SD  = Nilai rata-rata Ct (cycle threshold value) dan Tm (temperature 

melting) ketujuh sampel dan nilai standar deviasinya. 
 4) Min-Max Ct/Tm   = Nilai minimum dan maksimum Ct (cycle threshold value) dan Tm 

(temperature melting) 
 5) No Ct  = Tidak terjadi amplifikasi 
 6) No Tm    = Tidak terjadi amplifikasi 

 
Gambar Kurva pada Gambar 1 menunjukkan terjadi atau tidaknya amplifikasi di dalam thermal 

cycler. Hasil amplifikasi terhadap 7 sampel positif DNA kerbau mengalami proses amplifikasi dengan 
nilai Ct pada ketujuh sampel yang berdekatan. Salah satu penyebab mengapa nilai Ct berdekatan 
adalah adanya kesamaan jumlah DNA yang terkandung dalam sampel tersebut sehingga akan 
memberikan waktu amplifikasi bersamaan (Yanti 2017).  Sampel positif 7 (Sp7) pada grafik terlihat 
mengalami kenaikan amplifikasi paling tinggi, sedangkan untuk sampel positif 3 (Sp3) mengalami 
kenaikan amplifikasi paling rendah. Hal ini menunjukan bahwa pada Sp7 memiliki konsentrasi DNA 
yang tinggi, sehingga kurva amplifikasi mengalami peningkatan yang signifikan saat terdeteksi (Yanti 
2017). Sebaliknya pada Sp3 mengalami kenaikan amplifikasi yang rendah dikarenakan konsentrasi 
DNA yang diekstrak sedikit. Selain menganalisis grafik amplifikasi, pengujian repeatability juga 
dilakukan dengan menganalisis kurva melt curve dengan melihat melt peak (puncak leleh) dan nilai Tm 
(temperature melting). Kurva melting curve pada pengujian repeatability dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 
Keterangan : 1) SP1= Sampel Positif 1; 2)SP2= Sampel Positif 2; 3)SP3= Sampel Positif 3; 4)SP4= Sampel Positif 4; 5)SP5= 

Sampel Positif 5; 6)SP6= Sampel Positif 6; 7)SP7= Sampel Positif 7; 8)Th= baseline threshold 
 

Gambar 1 Kurva real time PCR hasil amplifikasi uji repeatability 
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Keterangan : 1)SP1= Sampel Positif 1; 2)SP2= Sampel Positif 2; 3)SP3= Sampel Positif 3; 4)SP4= Sampel Positif 4; 5)SP5= Sampel 

Positif 5; 6)SP6= Sampel Positif 6; 7)SP7= Sampel Positif 7; 8)Th= baseline threshold 
 

Gambar 2. Melting curve real-time PCR uji repeatability 

 
Seluruh sampel dianalisa menggunakan qPCR-MCA serta dianalisis secara deskriptif 

berdasarkan pola melting curves yang terlihat secara visual dan suhu melt peak yang diperoleh setelah 
peningkatan suhu pasca amplifikasi PCR. Hasil pada Gambar 2 menunjukan pola melting point (peak) 
pada ketujuh sampel memiliki titik leleh dengan suhu yang berbeda-beda namun tetap berada pada 
rentang melt curve yang sama. Hasil pada sampel positif 6 (Sp6) memiliki puncak leleh yang berbeda 
dibandingkan sampel positif lainnya, hal ini menandakan adanya primer-dimer (sesama primer yang 
saling berikatan), dimana terbentuk suatu DNA untai ganda yang sangat pendek. Meskipun nilai 
temperature melting (Tm) pada Sp6 terdapat adanya primer dimer, namun hasil amplifikasi yang 
dihasilkan oleh metode real-time PCR amplikonnya berasal dari DNA target yang sama, sehingga nilai 
tm yang dihasilkan tidak berpengaruh secara signifikan. Hal ini dapat dijelaskan jika DNA berasal dari 
produk non-spesifik DNA kerbau, maka akan membentuk puncak suhu yang berbeda dengan puncak 
suhu spesifik DNA kerbau dan apabila amplifikasi produk telah spesifik, tahap melt curve akan 
menghasilkan single peak dengan Tm yang identik (Joyce 2002). Metode real-time Polymerase Chain 
Reaction (qPCR) pada parameter ini mampu mendeteksi DNA kerbau secara spesifik. Hal ini sesuai 
dengan pernyataan Nuraini (2004), bahwa teknik analisis PCR merupakan salah satu teknik deteksi 
dan identifikasi jenis hewan yang terkandung dalam suatu produk pangan yang sangat akurat, spesifik 
dan mempunyai kelebihan dapat mendeteksi protein yang sudah terdegradasi (matang atau produk 
olahan).  

Reproducibility  
Pengujian reproducibility ini dilakukan terhadap sampel dengan dua penguji/analis. Pengujian 

ini dilakukan dengan mencari nilai p melalui uji t terhadap hasil dari dua penguji. Hasil uji t terhadap 
dua penguji dapat dilihat pada Tabel 3. 
 

Tabel 3. Uji t terhadap nilai cycle threshold (Ct) kerbau dengan qPCR 

Jenis Sampel n % positif teramplifikasi Rataan Ct ± SD1) Min-Max Ct2) Nilai p3) 

Penguji 1 7 100 29,91±2,55 26,20-33,66 
0,3623 

Penguji 2 7 100 30,38±2,25 26,43-32,84 

Keterangan = 1) Rataan Ct±SD   = Nilai rata-rata Ct (cycle threshold value) ketujuh sampel dan nilai standar deviasinya. 
2) Min-Max Ct = Nilai minimum dan maksimum Ct (cycle threshold value)  
3) Nilai p    = tidak berbeda nyata jika p > 0,05  

 
Hasil uji t terhadap nilai Ct pada hasil penguji 1 dan penguji 2 diperoleh nilai p sebesar 0,3623. 

Hasil ini menunjukan bahwa tidak terdapat perbedaan yang nyata dalam mendeteksi DNA kerbau pada 
dua penguji dengan menggunakan metode real-time PCR (p>0,05). Hasil amplifikasi pada pengujian 
reproducibility menghasilkan nilai rataan pada penguji 1 sebesar 29,91 dan untuk penguji 2 
menghasilkan nilai rataan 30,38. Nilai cycle threshold pada penelitian ini masih berada pada batas 
kriteria yang dipersyaratkan oleh kit komersial yang digunakan (Ct<35) Cahyaningsari (2018). 
Pengujian yang sama dilakukan berdasarkan nilai temperature melting (Tm) terhadap dua penguji. 
Hasil uji t terhadap nilai temperature melting (Tm) dua penguji dapat dilihat pada Tabel 4. 
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Tabel 4 Uji t terhadap nilai temperature melting (Tm) kerbau dengan melting curve analysis 

Jenis Sampel n 
% positif 

teramplifikasi Rataan Tm ± SD1) Min-Max Tm2) Nilai p3) 

Penguji 1 7 100 75,28±0,38 74,6-75,8 
0,4161 

Penguji 2 7 100 75,34±0,58 74,6-76,3 

Keterangan : 1) Rataan Tm±SD    = Nilai rata-rata Tm (temperature melting) ketujuh sampel dan nilai standar deviasinya; 2) 
Min-Max Tm= Nilai minimum dan maksimum Tm (temperature melting); 3) Nilai p    = tidak berbeda nyata jika p > 0,05. 

 
Uji t terhadap nilai Tm menunjukan bahwa tidak terdapat perbedaan yang nyata dalam 

mendeteksi DNA kerbau pada dua penguji dengan menggunakan metode real-time PCR (p>0,05). 
Rataan Tm pada penguji 1 yaitu 75,28, sedangkan untuk penguji 2 diperoleh rataan sebesar 75,34. 
Amplifikasi uji menggunakan real-time PCR dapat dimonitor menggunakan fluoresensi dan amplikon 
dianalisis menggunakan Melting Curve Analysis (MCA) tanpa perlu dianalisis menggunakan 
elektroforesis gel agarosa (Atlas dan Bej 1994). Melting Curve Analysis (MCA) pada SYBR-Green 
secara luas digunakan untuk menentukan produk non-spesifik yang terbentuk saat proses amplifikasi 
(Cao dan Shockey 2012). Menurut Lyon (2001), prinsip Melting Curve Analysis adalah melting 
temperature suatu fragmen DNA dipengaruhi oleh panjang dan sekuens dari fragmen tersebut.  

Limit Deteksi 
Pengujian parameter limit deteksi menggunakan 7 sampel dengan konsentrasi daging kerbau 

yang berbeda. Pengujian ini dilakukan untuk melihat sensitivitas suatu metode analisis. Hasil pengujian 
Limit of Detection dapat dilihat pada Tabel 5. Berdasarkan data pada Tabel 5, diperoleh nilai batas 
deteksi PCR untuk kesensitifan primer spesifik kerbau sebesar 0,0625% dengan nilai Ct 18,04 dan nilai 
Tm sebesar 74,3. Pengujian pada sampel menunjukan batas terakhir thermal cycler serta kesensitifan 
primer kerbau dalam mendeteksi DNA kerbau sampai pada sampel ke-5 dengan konsentrasi analit 
0,0625%. Hasil yang baik ini dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kemurnian DNA hasil ekstraksi, 
ketepatan kondisi reaksi PCR, serta ketepatan pemilihan primer juga berpengaruh untuk mendapatkan 
limit of detection dengan konsentrasi yang rendah (Lelana et al. 2003). Primer merupakan bagian 
penting dalam reaksi amplifikasi DNA karena merupakan penggerak utama pada sintesis DNA. 
Ketepatan kondisi pada reaksi PCR merupakan faktor utama dalam menentukan keberhasilan suatu 
reaksi PCR. Ketepatan kondisi reaksi ditentukan oleh ketepatan campuran reaksi dan ketepatan kondisi 
suhu pada masing-masing siklus (Lelana et al. 2003). Kurva real-time hasil amplifikasi pada pengujian 
limit of detection dapat dilihat pada Gambar 3. 

 
Tabel 5 Limit of Detection 

Sampel Nilai LOD Ct1) Tm2) 

1 1% 12,77 75 
2 0,5% 14,29 74,5 
3 0,25% 14,68 74,6 
4 0,125% 15,03 74,5 
5 0,0625% 18,04 74,3 
6 0,03125% No Ct3) No Tm4) 
7 0,015625% No Ct No Tm 

Keterangan = 1) Ct  = Cycle threshold value;  
2) Tm= Temperature melting; 
3) No Ct  = Tidak terjadi amplifikasi  
4) No Tm = Tidak terjadi amplifikasi 

 
Proses amplifikasi pada Gambar 3 menghasilkan kenaikan kurva yang berbeda. Perbedaan 

kenaikan kurva ini disebabkan karena perbedaan konsentrasi analit tiap sampel. Pengujian limit of 
detection pada DNA kerbau menggunakan metode real-time PCR dapat teramplifikasi hingga 
konsentrasi 0,0625%. Sampel dengan konsentrasi 0,03125% dan 0,015625% tidak menghasilkan nilai 
Ct dan Tm dikarenakan konsentrasi analit yang terlalu rendah sehingga proses PCR sudah tidak 
mampu mengamplifikasi. Berdasarkan pengujian limit of detection DNA kerbau, metode Polymerase 
Chain Reaction (qPCR) merupakan metode yang memadai untuk mendeteksi DNA dalam jumlah yang 
kecil, khususnya memperkuat wilayah target DNA template dengan cara cepat dan sensitif (Burgener 
dan Hübner 1998). 

Melting curve pada Gambar 4 menunjukan terbentuknya proses satu puncak (melt peak) pada 
kelima sampel. Hasil pengujian ini sesuai dengan Cahyaningsari et al. (2018), yang menjelaskan bahwa 
nilai suhu pelelehan/ temperature melting (Tm) yang baik memiliki nilai yang sama dan hanya terdapat 
satu melt peak (puncak leleh). Kelima sampel tersebut berada dalam rentang melting curve yang sama, 
hal ini mengindikasikan bahwa kelima sampel berasal dari DNA spesies yang sama.  
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Keterangan : LOD 1= limit of detection 1%; LOD 2= limit of detection 0,5%; LOD 3= limit of detection 0,25%; LOD 4= limit of 

detection 0,125%; LOD 5= limit of detection 0,0625%; Th= baseline threshold 
 

Gambar 3. Kurva real-time PCR hasil amplifikasi uji limit of detection 

 

  
Keterangan : LOD 1= limit of detection 1%; LOD 2= limit of detection 0,5%; LOD 3= limit of detection 0,25%; LOD 4= limit of 

detection 0,125%; LOD 5= limit of detection 0,0625%; Th= baseline threshold 
 

Gambar 4. Melting curve real-time PCR dengan metode SYBR green melting curve analysis 

 

Spesifisitas 

Pengujian spesifisitas pada penelitian ini menggunakan sampel dari DNA non-spesifik kerbau, 
hal ini dilakukan untuk memverifikasi spesifisitas primer hasil isolasi DNA kerbau. Sampel DNA non-
spesifik yang digunakan dalam pengujian spesifisitas ini yaitu DNA ayam, kambing, tikus, sapi, dan 
babi. Data hasil pengujian spesifisitas dapat dilihat pada Tabel 6. 

 
Tabel 6. Spesifisitas 

DNA Ct1) Tm2) 

Ayam No Ct3) No Tm4) 
Kambing No Ct No Tm 

Tikus No Ct No Tm 
Sapi No Ct No Tm 
Babi No Ct No Tm 

Keterangan = 1) Ct  = Cycle threshold value, 2) Tm= Temperature melting, 3) No Ct= Tidak terjadi amplifikasi, 4) No Tm= Tidak 
terjadi amplifikasi 

 
Hasil yang diperoleh pada Tabel 6 menggunakan primer spesifik kerbau yang dibandingkan 

dengan DNA non-spesifik kerbau dari beberapa jenis spesies, menunjukan hasil uji spesifisitas antar 
gen tidak menghasilkan adanya reaksi silang atau efek dari kontaminan yang mungkin ada dalam 
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sampel. Hal ini ditunjukan dengan tidak adanya nilai cycle threshold (Ct) dan temperature melting (Tm) 
yang dihasilkan pada DNA beberapa spesies yang diuji. Menurut USP (2005), analisis spesifisitas 
dilakukan untuk mengidentifikasi keberadaan analit pada sampel yang dilakukan dengan 
membandingkan bahan pembanding yang diketahui secara pasti seperti standard dan sampel yang 
mengandung analit (sebagai respon positif) serta sampel yang tidak mengandung analit (sebagai 
repon negatif) untuk memastikan bahwa respon positif tidak diperoleh adanya bahan yang secara 
struktural mirip atau terkait erat dengan analit. Hasil uji parameter spesifisitas memperoleh hasil 
spesifisitas 100%, karena kelima sampel tidak menghasilkan nilai amplifikasi (parameter spesifisitas 
memenuhi syarat). Hasil yang baik ini disebabkan karena SYBR Green tidak berikatan dengan DNA 
rantai ganda non-spesifik ataupun terjadinya primer dimer. Primer dimer merupakan proses saling 
berikatan antara primer-forward dan primer-reverse yang teramplifikasi dan terkuantifikasi sehingga 
menghasilkan data false positive (Pestana et al. 2010). Berdasarkan hasil pengujian, metode real-time 
Polymerase Chain Reaction (qPCR) mampu mengidentifikasi DNA kerbau secara spesifik dengan 
keakuratannya yang tinggi. 

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan  
Penggunaan metode real-time PCR dalam mengidentifikasi campuran daging kerbau dalam 

daging ayam memiiki validitas yang tinggi berdasarkan uji repeatability, reproducibility, dan spesifisitas. 
Hal tersebut diperkuat dengan kemampuan deteksi metode ini yang mencapai konsentrasi analit 
sebanyak 0,0625%. Berdasarkan hasil penelitian ini, metode real-time PCR dapat digunakan dalam 
mengidentifikasi DNA spesifik guna mencegah bertambahnya kasus pemalsuan produk pangan asal 
hewan. 

Saran 
 Metode real-time PCR yang telah divalidasi pada penelitian ini perlu didiseminasikan ke 
laboratorium nasional agar dapat digunakan untuk mendeteksi pemalsuan daging kerbau pada pangan 
asal hewan yang beredar di masyarakat. Selain itu, perlu dilakukan pengembangan metode untuk 
mendeteksi keberadaan DNA spesies lain yang tidak dikehendaki pada pangan asal hewan, serta 
pengujian juga perlu dilakukan pada jenis sampel olahan daging atau produk pangan hewan lainnya 
yang dikhawatirkan terjadi pemalsuan daging. 
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ABSTRAK 
 Daging unggas tidak hanya mengandung protein berkualitas tinggi, namun juga berbagai vitamin dan 
mineral penting. Provinsi sentra penghasil daging ayam di Indonesia ialah Jawa Barat, Jawa Timur, Jawa Tengah, 
DKI Jakarta dan Banten. Usaha penyediaan daging ayam perlu mendapat perlakuan khusus karena daging ayam 
segar merupakan salah satu bahan pangan yang mudah rusak oleh mikroorganisme. Pada keadaan normal bakteri 
Escherichia coli (E. coli) akan hidup dan berkembang pada saluran pencernaan hewan, namun beberapa strain E. 
coli bersifat patogen yang dapat menyerang hewan serta manusia, dan mengakibatkan gangguan pada sistem 
pencernaan serta imunosupresi. Tujuan tulisan ini adalah untuk mengetahui distribusi cemaran E. coli pada produk 
daging ayam di wilayah Aglomerasi DKI Jakarta tahun 2019 dan memberikan rekomendasi pengendalian. Pada 
wilayah aglomerasi DKI Jakarta, provinsi DKI Jakarta memiliki proporsi sampel dan proporsi distribusi yang 
tercemar E. coli melebihi batas maksimum cemaran mikroba (BMCM) paling tinggi. Lebih spesifik, Kota Tangerang 
Selatan memiliki proporsi sampel dengan cemaran E. coli diatas BMCM tertinggi, yaitu 80 %, sedangkan Kota 
Jakarta Selatan dan Kota Depok memiliki proporsi distribusi cemaran E. coli diatas BMCM tertinggi yaitu 18%. Dari 
total 45 sampel daging ayam yang tercemar E. coli melebihi BMCM, Retail memiliki proporsi terhadap distribusi 
cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 58%. Kegiatan pengawasan Hari Besar Keagamaan Nasional 
(HBKN) memiliki proporsi sampel dan proporsi distribusi dengan cemaran E. coli diatas BMCM lebih tinggi 
dibanding hasil uji sampel ketika kegiatan Program Monitoring dan Surveilan Residu Cemaran Mikroba 
(PMSRCM). 
Kata kunci : cemaran bakteri; daging ayam; E. coli. 

 

 
PENDAHULUAN 

Daging unggas tidak hanya mengandung protein berkualitas tinggi, namun juga berbagai 
vitamin dan mineral penting. Selain itu, daging unggas lebih diminati oleh konsumen karena mudah 
dicerna, dapat diterima oleh mayoritas orang serta memiliki harga yang relatif murah (Farrell, 2013).  
Berdasarkan data Survei Sosial Ekonomi Nasional (SUSENAS) perkembangan konsumsi per kapita 
daging ayam masyarakat Indonesia selama sepuluh tahun terakhir (2010-2019) cenderung terus 
meningkat sebesar 5,64% per tahun. Pada tahun 2019 konsumsi daging ayam ras pedaging mencapai 
5,69 kg/kapita/tahun. Provinsi Jawa Barat memiliki kontribusi terbesar dalam produksi daging ayam ras 
pedaging, karena selain untuk kebutuhan masyarakat Jawa Barat sendiri juga sebagai penyangga 
ketersediaan daging ayam di ibukota negara. Provinsi sentra lainnya ialah Jawa Timur, Jawa Tengah, 
DKI Jakarta dan Banten. Data Kementerian Pertanian menunjukkan bahwa DKI Jakarta merupakan 
wilayah sentra konsumsi yang banyak menerima pasokan komoditas ayam ras pedaging dari wilayah 
lain. Hal ini terkait dengan Peraturan Daerah (PERDA) Provinsi DKI Jakarta No. 4 Tahun 2007, tentang 
Pengendalian, Pemeliharaan dan Peredaran Unggas, dimana Pemerintah Provinsi DKI melarang 
budidaya unggas pangan (Pusdatin Kementan 2020). Namun peningkatan permintaan belum diiringi 
dengan peningkatan kualitas terutama dari segi keamanan pangan dan kesehatan. Penerapan higiene 
dan sanitasi yang buruk dalam penanganan daging dapat mengakibatkan daging terkontaminasi 
mikroorganisme. Tingginya cemaran mikroorganisme pada daging dapat menurunkan kualitas daging 
dan dapat menyebabkan gangguan kesehatan konsumen.  Berkaitan dengan hal tersebut, harus 
dilakukan upaya untuk menyediakan pangan asal hewan yang aman, sehat, utuh, dan halal (ASUH). 
Salah satunya adalah dengan pengawasan melalui program monitoring dan surveilans residu dan 
cemaran mikroorganisme (PMSRCM) dan pengawasan hari besar keagamaan (HBKN). 

Usaha penyediaan daging ayam perlu mendapat perlakuan khusus karena daging ayam segar 
merupakan salah satu bahan pangan yang mudah rusak oleh mikroorganisme. Kontaminasi dapat 
terjadi sejak saat pemotongan, transportasi, sampai tempat penjualan. Kartikasari et al. (2019) 
menemukan 11,5% sampel daging ayam yang diperoleh dari rumah potong unggas di Lamongan, Jawa 
Timur tercemar oleh Escherichia coli (E. coli). Selain itu, sebanyak 88% dari 1367 dari sampel produk 
daging ayam yang dijual di retail di Arizona, Amerika Serikat terkontaminasi oleh E. coli (Davis et al. 
2018). 

Pada keadaan normal bakteri E. coli akan hidup dan berkembang pada saluran pencernaan 
hewan, namun beberapa strain E. coli bersifat patogen yang dapat menyerang hewan serta manusia, 
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dan mengakibatkan gangguan pada sistem pencernaan serta imunosupresi. Keberadaan E. coli pada 
makanan dapat menjadi sumber foodborne disease, sehingga dibutuhkan penanganan yang higienis 
serta sanitasi yang baik untuk meminimalisasi kontaminasi bakteri pada daging selama proses 
perlakuan (Kartikasari et al. 2019). Penghitungan jumlah E. coli pada daging sangat penting karena 
keberadaan mikroorganisme ini dapat dijadikan sebagai penilaian terhadap kualitas sanitasi daging dan 
air. Terdapat 6 tipe pathogenic E. coli yaitu enterohaemorrhagic (EHEC), enterotoxigenic (ETEC), 
enteroinvasive (EIEC), enteropathogenic (EPEC), enteroaggregative (EAEC) dan diffuse adherent E. 
coli (DAEC). Setiap tipe tersebut secara spesifik menyebabkan diare melalui mekanisme dan gejala 
klinis yang berbeda (Percival dan Williams, 2014). 

 
Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah Mengetahui distribusi cemaran E. coli pada produk daging 
ayam dalam wilayah aglomerasi DKI Jakarta tahun 2019 dan memberikan rekomendasi pengendalian. 
 
 

MATERI DAN METODE 
Desain Studi 

Desain studi yang digunakan adalah epidemiologi deskriptif. Kajian ini mengambil data dari unit 
usaha di wilayah aglomerasi DKI Jakarta berdasarkan pengambilan sampel dari Program Monitoring 
dan Surveilan Residu Cemaran Mikroba (PMSRCM) dan Program pengawasan Hari Besar Keagamaan 
Nasional (HBKN) di Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan tahun 2019. 

 
Koleksi Data Sekunder 

 Data diambil dari hasil pengujian Escherichia coli PMSRCM BPMSPH selama bulan Januari 
2019 sampai dengan Desember 2019 sebanyak 108 sampel. Jenis sampel yang diambil adalah daging 
ayam. Tempat pengambilan sampel dari unit usaha/penyimpanan daging ayam. 

 Sampel berasal dari di 3 wilayah provinsi sentra produsen daging ayam tertinggi wilayah 
aglomerasi DKI Jakarta yaitu DKI Jakarta, Jawa Barat dan Banten, khususnya wilayah Bogor, Depok, 
Tangerang, dan Bekasi. 

 
Definisi Kasus 
 Sampel dinyatakan melebihi batas maksimum cemaran mikroba (BMCM) apabila hasil 
pengujian laboratorium menyatakan cemaran E. coli melebihi Standar Nasional Indonesia (SNI) 
7388:2009. SNI 7388:2009 mensyaratkan E. coli tidak melebihi 1 x 101 dari 25 gram atau 25 mililiter 
bahan pangan.  
 
Ukuran Epidemiologi 
Ukuran yang diambil proporsi E. coli melebihi BMCM. 
 
Analisis dan Pengolahan Data 
 Seluruh data yang diperoleh dimasukkan ke dalam Microsoft Excel kemudian diberikan kode, 
diperbaiki, dibersihkan, dianalisa, kemudian dibuat grafik pie chart untuk membuat Persentase proporsi 
dan distribusi.  
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

1. Persentase E. coli melebihi BMCM dari sampel yang diperiksa berdasarkan Provinsi sentra 
produsen daging ayam di wilayah aglomerasi DKI Jakarta. 

Tabel 1. Proporsi hasil pengujian E. coli melebihi BMCM pada semua sampel daging ayam berdasarkan provinsi dalam 
wilayah aglomerasi DKI Jakarta. 

No. Provinsi Jumlah 
Sampel 

E. coli 
< BMCM 

E. coli 
> BMCM 

Proporsi E. coli > 
BMCM (%) 

Distribusi E. coli > 
BMCM (%) 

1 Banten 25 17 8 32% 18% 
2 DKI Jakarta 39 20 19 49% 42% 
3 Jawa Barat 44 26 18 41% 40% 

Total 108 63 45  100% 
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Gambar 1. Hasil pengujian E. coli pada sampel daging ayam dari 3 

Provinsi wilayah aglomerasi DKI Jakarta. 
 

 
Gambar 2. Proporsi distribusi hasil E. coli diatas BMCM dari 3 

Provinsi wilayah aglomerasi DKI Jakarta 
 

Berdasarkan data di Tabel.1, provinsi DKI Jakarta memiliki proporsi sampel dan proporsi 
distribusi yang tercemar paling tinggi, yaitu 49% dan 42%. 
 

2. Persentase E. coli melebihi BMCM dari sampel yang diperiksa berdasarkan Kota/Kabupaten 
sentra produsen daging ayam di wilayah aglomerasi DKI Jakarta. 

Tabel 2. Proporsi hasil pengujian E. coli melebihi BMCM pada semua sampel berdasarkan Kota/Kabupaten dalam wilayah 
aglomerasi DKI Jakarta. 

No. Kota/Kabupaten Jumlah 
Sampel 

E. Coli 
<BMCM 

E. Coli 
>BMCM 

Proporsi E. Coli 
>BMCM (%) 

Distribusi E. Coli 
>BMCM (%) 

1 Kab. Tangerang 5 5 0 0% 0% 
2 Kota Tangerang 15 11 4 27% 9% 
3 Kota Tangerang Selatan 5 1 4 80% 9% 
4 Kota Jakarta Barat 5 2 3 60% 7% 
5 Kota Jakarta Pusat 5 5 0 0% 0% 
6 Kota Jakarta Selatan 15 7 8 53% 18% 
7 Kota Jakarta Timur 10 5 5 50% 11% 
8 Kota Jakarta Utara 4 1 3 75% 7% 
9 Kab. Bekasi 15 10 5 33% 11% 
10 Kab. Bogor 5 4 1 20% 2% 
11 Kota Bekasi 4 3 1 25% 2% 
12 Kota Bogor 5 2 3 60% 7% 
13 Kota Depok 15 7 8 53% 18% 

Total 108 63 45  100% 
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Gambar 3. Hasil pengujian E. coli pada sampel daging ayam dari Kota/Kabupaten wilayah aglomerasi DKI Jakarta 

 

 
Gambar 4. Proporsi distribusi hasil E. coli diatas BMCM dari setiap kota/kabupaten 

 
Berdasarkan data di Tabel 2, Kota Tangerang Selatan memiliki proporsi sampel dengan 

cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 80 %, sedangkan Kota Jakarta Selatan dan Kota Depok 
memiliki proporsi distribusi cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 18%.  

 
3. Persentase E. coli melebihi BMCM dari sampel yang diperiksa berdasarkan unit usaha di 
wilayah aglomerasi DKI Jakarta 
 
Tabel 3. Proporsi E. coli diatas BMCM pada semua sampel berdasarkan tempat pengambilan unit usaha. 

No. Unit Usaha Jumlah Sampel E. coli 
<BMCM 

E. coli 
>BMCM 

Proporsi E. coli 
> BMCM (%) 

Distribusi E. coli 
> BMCM (%) 

1 Cold Storage 10 7 3 30% 7% 

2 Kios Daging 10 5 5 50% 11% 

3 Retail 58 32 26 45% 58% 

4 RPH-U 30 19 11 37% 24% 

Total 108 63 45  100% 
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Gambar 5. Hasil pengujian E. coli berdasarkan jenis unit usaha 

 

 
Gambar 6. Proporsi distribusi hasil uji E. coli diatas BMCM dari setiap unit usaha 

 
Berdasarkan data di Tabel 3, Kios Daging memiliki proporsi sampel dengan cemaran E. coli 

diatas BMCM paling tinggi, yaitu 50 %, sedangkan unit usaha Retail memiliki proporsi terhadap 
distribusi cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 58%.  

 
4. Persentase E. coli diatas BMCM dari sampel yang diperiksa berdasarkan tujuan pengambilan 
sampel aktif BPMSPH. 
 

Tabel 4. Proporsi E. coli diatas BMCM berdasarkan tujuan pengambilan sampel 

Jenis Kegiatan Jumlah 
sampel 

< BMCM > BMCM Proporsi 
>BMCM (%) 

Distribusi 
>BMCM (%) 

Sampel Pengawasan 
HBKN 

63 32 31 49% 69% 

Sampel PMSR 45 31 14 31% 31% 

Total 108 63 45  100% 

 
Berdasarkan data di Tabel 4, kegiatan pengawasan Hari Besar Keagamaan Nasional (HBKN) 

memiliki proporsi sampel dan proporsi distribusi dengan cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi, 
yaitu 49% dan 69%.  

 

 
Gambar 5. Proporsi distribusi hasil uji E. coli diatas BMCM dari tujuan pengambilan sampel 
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Gambar 6. Hasil pengujian E. coli berdasarkan tujuan kegiatan 

 
 

PEMBAHASAN 
 Proporsi hasil uji sampel daging ayam melebihi BMCM menggambarkan nilai perbandingan 
jumlah hasil uji diatas BMCM dibandingkan dengan jumlah sampelnya berdasarkan kategori. 
Sedangkan distribusi hasil uji sampel daging ayam melebihi BMCM menggambarkan nilai 
perbandingan jumlah hasil uji diatas BMCM dibandingkan dengan total jumlah sampel yang diketahui 
juga bernilai diatas BMCM berdasarkan kategori. 

Berdasarkan data hasil pengujian BPMSPH pada wilayah aglomerasi DKI Jakarta tahun 2019, 
provinsi DKI Jakarta memiliki proporsi sampel yang tercemar E. coli melebihi BMCM paling tinggi, yaitu 
sebesar 49% serta dan menjadi provinsi dengan proporsi distribusi tercemar E. coli melebihi BMCM 
paling tinggi yaitu sebesar 42%. Hasil ini senada dengan penelitian Dewantoro et al. (2009) yang 
menyatakan bahwa sampel daging ayam beku di DKI Jakarta memiliki tingkat prevalensi atau cemaran 
E. coli tertinggi melebihi BMCM (31.25%) dibandingkan Bekasi, Bogor, dan Serang. Hal tersebut 
menunjukkan bahwa masih rendahnya higiene dan buruknya sanitasi di tempat pemotongan maupun 
saat pengolahan atau pengemasan daging ayam di DKI Jakarta.  

Lebih spesifik, merujuk pada hasil pengujian berdasarkan Kota/Kabupaten sebagai sentra 
penghasil daging ayam di wilayah aglomerasi DKI Jakarta maka diperoleh data bahwa Kota Tangerang 
Selatan memiliki proporsi sampel dengan cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi, yaitu 80%. Hal 
ini menggambarkan bahwa dari semua sampel daging ayam yang diambil di Kota Tangerang Selatan, 
terdapat 80% sampel uji dengan hasil uji diatas BMCM. Sedangkan Kota Jakarta Selatan dan Kota 
Depok memiliki proporsi distribusi cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu sebesar 18%. 
Artinya, kedua kota tersebut berkontribusi paling tinggi terhadap cemaran E. coli diatas BMCM pada 
wilayah aglomerasi DKI Jakarta. 

Daging unggas adalah salah satu penyebab utama keracunan makanan pada manusia 
(foodborne disease). Olukemi et al. (2015) menyatakan bahwa sepanjang rantai industri pengolahan 
unggas merupakan lingkungan yang menguntungkan untuk pertumbuhan dan penularan berbagai 
bakteri baik yang bersifat pembusuk maupun patogen. Selama proses pemotongan hingga 
pengemasan karkas ayam dapat terkontaminasi oleh bakteri enteric, termasuk E. coli yang berasal dari 
kulit, bulu, organ pencernaan dan lingkungan di fasilitas pemotongan. Selama proses pengeluaran 
jeroan (eviserasi), mikroorganisme dapat dipindahkan dari karkas satu ke karkas yang lain melalui 
tangan pekerja, pisau dan alat pengeluaran jeroan. Selama prosel penjualan di kios/retail daging juga 
dapat terkontaminasi oleh E. coli (Zhao et al. 2001) terkait dengan proses penanganan dan 
pengemasan produk (Schroeder et al. 2004). 

Dari hasil pengujian BPMSPH, rantai pengolahan industri unggas dimulai dari rumah potong 
hewan unggas (RPHU), Cold storage (Gudang penyimpangan), retail dan kios daging semuanya dapat 
ditemukan adanya cemaran E. coli melebihi batas maksimum cemaran. Namun dapat dilihat dari data 
pada Tabel 3, diperoleh data bahwa unit usaha berupa Kios Daging memiliki proporsi sampel melebihi 
BMCM sebesar 50%, artinya sebanyak 50% dari total sampel yang diambil di Kios daging memiliki 
cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi. Unit usaha Retail memiliki proporsi distribusi cemaran E. 
coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 58%, sehingga dapat dikatakan hasil pengujian sampel yang 
diambil dari unit usaha retail menjadi sumber terbesar sampel yang tercemar E. coli diatas BMCM. Hal 
ini tidak berbeda dengan penelitian oleh Alvarez-Astargo et al. (2002) yang menemukan cemaran E. 
coli yang tinggi pada retail unggas di Spanyol. 
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Kios daging adalah unit usaha penjualan daging ayam yang berada di Kawasan pasar 
tradisional. Tidak berbeda jauh dengan Retail, retail merupakan unit usaha penjualan daging ayam 
yang berada di Kawasan pasar swalayan/supermarket. Kedua unit usaha ini langsung mendistribusi 
daging ayam ke konsumen akhir. Adapun kondisi kios daging di pasar tradisional umumnya memiliki 
sanitasi dan higiene personal dari pedagang yang lebih rendah daripada unit usaha lainnya. Hal ini 
terlihat dari proporsi cemaran E. coli diatas BMCM  yang mencapai 50%. Menurut Sugiyono et al. 
(2015), hal ini disebabkan oleh kebiasaan pedagang yang tidak memisahkan jeroan dengan daging 
serta peralatan memotong yang kebersihannya kurang diperhatikan. Organ jeroan terutama usus 
merupakan habitat dari E. coli, sehingga E. coli dapat mencemari daging jika daging ayam tersebut 
kontak dengan isi usus ayam dan tangan pegawai yang mengolah daging tersebut (Nugroho, 2005). 
Namun demikian Yashoda et al. (2001) menyatakan meskipun proses evicerasi berpengaruh signifikan 
terhadap peningkatan jumlah kontaminasi bakteri fekal, namun jumlah bakteri yang mengkontaminasi 
karkas menjadi lebih sedikit ditemukan pada karkas yang melalui proses preparasi yang lebih higienis. 
Bahkan keberadaan E. coli sama sekali tidak ditemukan pada karkas yang diproses secara higienis. 

Berdasarkan tujuan pengambilan sampel aktif BPMSPH terdapat dua kegiatan yaitu Program 
Monitoring dan Surveilan Residu Cemaran Mikroba (PMSRCM) dan Program pengawasan Hari Besar 
Keagamaan Nasional (HBKN) di Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan tahun 2019. 
Kegiatan PMSR dilakukan secara terjadwal dua tahap dalam setahun, sedangkan kegiatan HBKN 
dilakukan menjelang hari raya Idul Fitri tahun 2019. Dari Tabel 4 dapat diketahui bahwa kegiatan 
pengawasan Hari Besar Keagamaan Nasional (HBKN) memiliki proporsi sampel dan proporsi distribusi 
dengan cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi, yaitu 49 % dan 69%. Hal ini juga didukung oleh 
peningkatan jumlah supply dan demand menjelang hari raya. Meningkatnya jumlah produk yang dijual, 
banyaknya pembeli diwaktu yang bersamaan serta adanya upaya pedagang untuk mencapai target 
penjualan menyebabkan pedagang seringkali kurang memperhatikan aspek higienitas produk daging 
yang dijual di unit usaha mereka. Oleh karena itu sangat penting untuk selalu dilakukan pengawasan 
produk pangan asal hewan khususnya daging ayam yang sangat mudah tercemar bakteri menjelang 
hari besar keagaaman nasional dan selanjutnya melakukan pembinaan pada unit usaha yang 
ditemukan banyak hasil cemaran diatas BMCM. 

 
LIMITASI 

Limitasi penelitian ini adalah 1) Terbatasnya jumlah sampel secara keseluruhan. 2) Jumlah 
sampel daging ayam dari setiap unit usaha dan kota/kabupaten tidak seimbang. 3) Kekurangan data 
faktor resiko untuk dianalisa lebih lanjut. 
 

KESIMPULAN 
Pada wilayah aglomerasi DKI Jakarta, provinsi DKI Jakarta memiliki proporsi sampel dan 

proporsi distribusi yang tercemar E. coli melebihi batas maksimum cemaran mikroba (BMCM) paling 
tinggi. Berdasarkan kota/kabupaten di wilayah aglomerasi ibukota, maka Kota Tangerang Selatan 
memiliki proporsi sampel dengan cemaran E. coli diatas BMCM tertinggi, yaitu 80 %, sedangkan Kota 
Jakarta Selatan dan Kota Depok memiliki proporsi distribusi cemaran E. coli diatas BMCM tertinggi 
yaitu 18%. Dari total 45 sampel daging ayam yang tercemar E. coli melebihi BMCM, unit usaha retail 
memiliki proporsi terhadap distribusi cemaran E. coli diatas BMCM paling tinggi yaitu 58%. Kegiatan 
pengawasan Hari Besar Keagamaan Nasional (HBKN) memiliki proporsi sampel dan proporsi distribusi 
dengan cemaran E. coli diatas BMCM lebih tinggi dibanding hasil uji sampel ketika kegiatan Program 
Monitoring dan Surveilan Residu Cemaran Mikroba (PMSRCM). 
 

REKOMENDASI 
1. Menyusun rencana pengambilan sampel pada kegiatan PMSRCM berbasis resiko (risk based) 

dari hasil analisis data, terutama pada wilayah atau unit usaha dengan hasil uji melebihi BMCM. 
2. Melibatkan dan mensinkronisasi data dari Badan Pengawas Obat dan Makanan atau Dinas – 

Dinas terkait dalam menyusun program PMSRCM terkait dengan rekomendasi no.1. 
3. Pengawasan dalam rangka HBKN sangat penting dilakukan untuk memastikan produk pangan 

asal hewan khususnya daging ayam tetap aman dan layak dikonsumsi. 
4. Perbaikan Form pengambilan sampel, dengan menambahkan informasi terkait faktor resiko dan 

perbaikan tata cara dan penyederhanaan pengisian form agar lebih mudah untuk PPC di lapangan 
dan petugas pengisi data form di BPMSPH. 

5. Upaya pembinaan pada unit usaha yang memiliki hasil uji diatas BMCM agar dapat lebih 
menerapkan higiene sanitasi dalam setiap tahapan rantai produksi daging ayam sampai tingkat 
akhir yaitu konsumen. 
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ABSTRAK 

 
Escherichia coli (E. coli) memiliki kemampuan beradaptasi di lingkungan dengan mengasilkan enzim beta-

lactamase yang dapat bermutasi menjadi Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL). E. coli yang memproduksi 
ESBL dapat menyebabkan resistansi terhadap antibiotik golongan penisilin, monobaktam, azetronam serta 
sefalosporin generasi satu, dua dan tiga (kecuali cefimixim dan carbapenem). Pemakaian antibiotik beta-laktam 
yang tidak sesuai dapat menyebabkan terjadinya multidrug resistance (MDR). Hal ini menyebabkan semakin sulit 

pilihan antibiotik untuk pengobatan akibat infeksi bakteri penghasil ESBL, dan dampak ekonomi yang ditimbulkan 
akibat resistensi antibiotik semakin tinggi. Tujuan dari penelitian ini adalah melihat adanya hubungan enzim ESBL 
sebagai penyebab terjadinya resistensi antibiotik ceftazidim dan cefotaxim pada E. coli. Ceftazidim dan cefotaxim 
merupakan antibiotik golongan sefalosporin generasi ketiga yang berspektrum luas, dan efektif terhadap E. coli. 
Sampel merupakan isolat E. coli dari sekum ayam broiler yang dikoleksi pada tahun 2018-2020. Sampel sebanyak 
429 isolat telah mengalami resistensi terhadap antibiotik ceftazidim dan cefotaxim. Pada penelitian ini sampel 
dilakukan pengujian konfirmasi fenotipik ESBL berdasarkan prosedur standar Clinical and Laboratory Standards 
Institut (CLSI). Hasil yang diperoleh sebanyak 200 isolat E. coli yang telah resisten ceftazidim dan cefotaxim 
dikonfirmasi telah positif ESBL. Sehingga dapat disimpulkan bahwa 47% isolat E. coli yang berasal dari sekum 
ayam broiler yang mengalami resistensi ceftazidim dan cefotaxim disebakan oleh enzim ESBL.  
 
Kata kunci: Cefotaxim; Ceftazidim; E. coli; ESBL; Resistensi. 

 
PENDAHULUAN 

Escherichia coli termasuk dalam daftar patogen prioritas kritis yang ditetapkan oleh WHO. E. 
coli berbahaya terhadap kesehatan manusia dan mudah resistan terhadap antibiotik (WHO, 2017). 
schericia coli adalah bakteri gram negatif yang merupakan flora normal saluran pencernaan, namun 
beberapa serotipe patogen menajadi penyebab berbagai penyakit intestinal dan extraintestinal hingga 
bakterimia (Wibisono et al., 2020). E. coli memiliki kemampuan dalam beradaptasi di lingkungan dengan 
mengasilkan enzim beta-laktamase yang dapat bermutasi menjadi  Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL) (Fanada, 2021). Eschericia coli yang memproduksi ESBL dapat menyebabkan 
resistansi terhadap antibiotik yang memiliki struktur cincin beta-laktam seperti golongan penisilin, 
monobaktam, hingga sefalosporin generasi satu, dua dan ketiga, kecuali cephamycin dan carbapenem 
(Yanestria et al., 2022). Adanya infeksi akibat E. coli penghasil ESBL dapat memperberat kondisi pasien 
yang sedang dalam perawatan medis (Fanada, 2021). Bakteri penghasil ESBL juga berpotensi besar 
menjadi penyebab multi drugs resistance (MDR). MDR adalah kemampuan suatu bakteri melawan lebih 
dari 3 jenis atau lebih kelas antibiotik yang berbeda secara strukturnya dan dengan perbedaan target 
molekulnya (Sherestha et al., 2017). 

Resistansi antibiotik menjadi ancaman terbesar bagi kesehatan masyarakat secara global. Jika 
bakteri yang bersifat patogen mengalami resistansi terhadap satu atau lebih jenis antibiotik dapat 
menurunkan kemampuan antibiotik dalam pengobatan infeksi dan memperpanjang masa pengobatan, 
hal ini menyebabkan jenis antibiotik yang dapat digunakan dalam pengobatan infeksi terbatas. 
Sedangkan penemuan antibiotik baru untuk mengobati infeksi akibat bakteri resistan memerlukan waktu 
yang lama dengan biaya yang cukup besar, sehingga dikhawatirkan jumlah bakteri resistan semakin 
banyak, penyebaran AMR semakin luas. WHO memperkirakan pada tahun 2050 jika tidak ada program 
pencegahan dan pengendalian AMR akan terjadi kematian hingga 10.000.000 jiwa. Hal ini juga dapat 
menyebabkan kerugian perekonomian yang besar (WHO, 2021). Beta-laktam merupakan golongan 
antibiotik yang sering digunakan di peternakan unggas karena cukup efektif dan potensial melawan 
bakteri gram negatif dan positif, juga ditambahkan dalam pakan sebagai feed aditive (Utari et al., 2018). 
Berdasarkan pertimbangan tersebut, tujuan dari penelitian ini adalah melihat adanya kolerasi enzim 
ESBL sebagai penyebab terjadinya resistensi antibiotik ceftazidim dan cefotaxim pada E. coli yang 
berasal dari sekum ayam broiler.  
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MATERI DAN METODE 
 

Alat dan Bahan 
Sampel sebanyak 429 isolat E. coli yang resisten terhadap ceftazidim dan cefotaxim atau 

disebut E. coli presumtif ESBL. Sampel merupakan isolat arsip BPMSPH tahun 2018-2020 yang 
dikoleksi dari sekum ayam broiler pada kegiatan monitoring dan survailens AMR. Bakteri standar Quality 
Control (QC) Strain: E. coli ATCC 29522 sebgai kontrol negatif ESBL dan Klebsiella pneumoniae ATCC 
700603 sebagai kontrol positif ESBl. Bahan media yang digunakan untuk pengujian antara lain: Mueller-
Hinton Agar (MHA), Nutrient Agar (NA), NaCl fisiologis 0.85%, cakram antibiotik Cefotaxime 30µg 
(CTX), Ceftazidime 30µg (CAZ), Cefotaxime/clavulanic acid 30µg/10µg (CTX-cla), dan 
Ceftazidime/clavulanic acid 30µg/10µg (CAZ-cla).  

Alat-alat yang digunakan antara lain: BioSafety Cabinet, inkubator 35±2 oC, vortex, 
Nephelometer, larutan standar 0.5 McFarland, cawan petri steril 100 x 12 mm, disposable ose, Single 
channel Micropipette 10-100 µl, swab cotton stick steril, dan yellow tip steril. 

 
Uji Konfirmasi Fenotipik ESBL 

Uji konfirmasi E. coli penghasil ESBL dilakukan dengan metode Combination Disk Test 
berdasarkan CLSI M100 Edisi 32 tahun 2022. Sampel Isolat E. coli presumtif ESBL tahun 2018-2020 
dilakukan pengujian viabilitas terlebih dahulu, pertama isolat ditanam pada media NA dan diikubasi 
pada suhu 35 ± 2  oC selama 16-24 jam. Sebanyak 3-5 koloni E. coli yang tumbuh terpisah diambil dan 
dibuat larutan suspensi dengan konsentrasi 0,5 MC Farland kemudian diratakan pada permukaan 
media MHA menggunakan cotton swab steril. Cakram antibiotik CTX ditempatkan berseberangan 
dengan CTX-cla, dan CAZ berseberangan dengan CAZ-cla pada media MHA yang masing-masing 
telah mengandung sampel isolat,  kontrol positif maupun kontrol negatif.  

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

 Pengujian konfirmasi ESBL merupakan pengujian konfirmasi secara fenotipik dari E. coli. 
Pengujian ini digunakan untuk mengkonfirmasi adanya ESBL pada isolat E. coli yang mengalami 
resisten terhadap antibiotik ceftazidim dengan nilai MIC ≥ 16 ppm dan cefotaxim dengan nilai MIC ≥ 4 
ppm. Berdasarkan hasil pengujian konfirmasi ESBL dari 429 isolat E Coli yang resisten Ceftazidim dan 
Cefotaxim diperoleh hasil positif ESBL sebanyak 200 (47%), dengan rincian sebanyak 53 isolat E. coli 
tahun 2018, 195 isolat tahun 2019, dan 181 isolat tahun 2020. Tren E. coli ESBL dari tahun 2018 hingga 
2020 mengalami peningkatan (Gambar 1), sejumlah 20 (5%) berasal dai isolat E coli tahun 2018, 76 
(18%) berasal dari isolat E coli tahun 2019, dan 104 (24%) isolat yang berasal dari tahun 2020 (Tabel 
I) . 

 
 
 

  
  

 
 
 
 
 

 
 

Gambar 1. Hasil Konfirmasi E. coli Positif ESBL 

 
Pengujian konfirmasi fenotipik ESBL diasumsikan jika E. coli positif penghasil ESBL apabila 

tampak selisih diameter zona hambat yang terbentuk ≥ 5 mm antara antibiotik dengan penambahan 
clavulanic acid dengan tanpa clavulanic acid. Keberterimaan QC strain yaitu untuk E. coli ATCC 25922 
peningkatan diameter zona yang terbentuk ≤2 mm untuk antimikroba yang diuji kombinasi dengan 
Clavulanic acid dengan tanpa Clavulanic acid, untuk K. pneumoniae ATCC 700603 peningkatan 
diameter zona  yang terbentuk  ≥5 mm Ceftazidim-Clavulanic acis dengan Ceftazidim; Peningkatan di 
zona diameter ≥3 mm Cefotaxim-Clavulanic acid dengan Cefotaxim (CLSI, 2022). 
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Tabel 1. Hasil Pengujian Konfirmasi Fenotipik ESBL Isolat E. coli presumtif ESBL tahun 2018-2020 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Zona Hambat yang Dihasilkan dari Pengujian Konfirmasi ESBL: (1a) Pengukuran zona hambat dengan kaliper, (1b) 
ESBL Positif, (1c) ESBL Negatif. 

 
Salah satu penyebab terjadinya resistensi E coli terhadap ceftazidim dan cefotaxim adalah 

munculnya enzim ESBL yang menghambat kemampuan antibiotik dalam menginhibisi E. coli. Pada 
dasarnya beta-laktamase menyebabkan resistensi dengan cara memecah struktur antibiotik, 
mekanismenya adalah membuka cincin beta-lactam. Sehingga menghalangi terjadinya ikatan cincin 
beta-laktam dengan penisilin binding protein (PBPs) yang seharusnya dapat menghambat sintesis 
dinding sel bakteri (Forbes et al., 2007). Extended Spectrum Beta-lactamase (ESBL) adalah enzim yang 
dimediasi oleh plasmid. Hasil mutasi dari enzim beta laktamase TEM 1, TEM-2, OXA-10, CTX-M dan 
SHV-1 yang bisa ditemukan pada famili Enterobacteriaceae yang secara normal akan memberikan 
resistensi pada penisilin dan sefalosporin generasi pertama. Gen-gen tersebut mengalami mutasi dan 
berubah konfigurasi asam aminonya di bagian aktif dari beta-laktamase. Paparan dari sejumlah besar 
antibiotik golongan beta-laktam dapat menginduksi mutasi yang menyebabkan meluasnya rentang 
substrat target enzim hingga sefalsporin generasi ketiga kecuali cephamycin dan carbapenem 
(Chouchani et al., 2007). Plasmid termasuk ke dalam mobile genetic elements (MGE) yang paling 
banyak berperan dalam membawa gen multidrug resistant. Sehingga gen pembawa ESBL dapat 
dipindahkan ke bakteri lain melalui proses transfer gen secara horizontal. Perpindahan ini menyebabkan 
pernyebaran resistensi antar strain dan spesies. ESBL diinhibisi oleh beta-lactamase inhibitor seperti 
clavulanate, sulbactam dan tazobacta. Penambahan inhibitor bertujuan untuk menahan betalaktamase 
diproduksi lebih jauh (Rupp et al.,  2003).  

E. coli penghasil ESBL di lingkungan dapat berpotensi menyebabkan penyakit zonotik, baik 
melalui kontak lingkungan yang tercemar maupun dari konsumsi produk hewan yang terkontaminasi. 
Penyebaran E. coli penghasil ESBL kemungkinan besar berasal dari saluran pencernaannya atau 
berasal dari lingkungan kandang yang telah terkontaminasi fesef yang mengandung E. coli penghasil 
ESBL. Jika proses penyembelihan dan penanganan tidak menerapkan higiene dan sanitasi, maka 
karkasnya juga dapat terkontaminasi (Harijani et al., 2020). Menurut Wardhana et al (2020) dilaporkan 
90.03% prevalensi ditemukannya kontaminasi E. coli penghasil ESBL pada karkas ayam broiler di pasar 
tradisional Surabaya. Pada penelitian yang dilakukan Yanestria et al. (2022) diperoleh data bahwa 
seluruh E. coli penghasil ESBL (100%) telah mengalami Multi Drug Resistance (MDR). Permasalahan 
dari MDR diperparah oleh kemampuan bakteri dalam mentransfer materi genetik yang membawa sifat 
resistensi dari satu bakteri ke bakteri lainnya secara vertikal melalui mutasi genetik dan secara 
horizontal melalui konjugasi, transduksi dan transformasi. Melalui Penelitian ini diharapkan program 
monitoring yang telah dilakukan BPMSPH dapat secara rutin terus dilakukan untuk melihat gambaran 
pola resistensi terutama yang diakibatkan oleh ESBL. 
 

Tahun Koleksi Isolat 
Jumlah Resisten 

 CTX & CAZ 
Jumlah  

Positif ESBL 
Persentase  

Positif ESBL 

2018 53 20 5% 
2019 195 76 18% 
2020 181 104 24% 

TOTAL 429 200 47% 

    

1a 1b 1c 
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KESIMPULAN 
 

Berdasarkan pengujian konfirmasi ESBL terhadap isolat E..coli yang telah mengalami resistensi 
cefotaxim dan ceftazidim, dari 429 isolat sampel diperoleh hasil sebesar 200 (47%) E. coli positif ESBL. 
Hal ini menunjukan bahwa bakteri E. coli yang berasal dari sekum ayam broiler yang telah dikoleksi dari 
tahun 2018-2020 mengalami resistensi cefotaxim dan ceftazidim yang karena E. coli tersebut telah 
memproduksi ESBL. Monitoring rutin dan kajian lanjutan mengenai pola gen pembawa ESBL pada E. 
coli terutama yang berasal dari peternakan unggas perlu dilakukan lebih lanjut untuk mengetahui faktor 
munculnya resistensi akibat ESBL. 
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ABSTRACT 
 

Gelatin is a protein obtained by hydrolysis of collagen from animal skin and bone that has 
great importance in many industry. Domestic gelatin is generally obtained by import. The raw 
materials used in gelatin production are highly from porcine sources, so it is necessary to analyze 
the origin of gelatin to guarantee the halal source of gelatin for Muslim’s Indonesia. The aim of this 
research was to identify the presence of pork DNA fragments in gelatin by real-time PCR methods. 
The samples consisted of 53 gelatins. They were extrated according to the procedure of DNeasy 
mericon Food Manual Book. The result of extracted gelatins was quantified by nanodrop 
spectrofotometer 2000c and examined by a commercial kit. The amplification process of gelatins 
was carried out according to the procedure of DNeasy mericon Pig Kit Handbook. The result 
showed that gelatins with pork DNA can be identified by Ct value < 35. There were 4 samples 
positive contained pork DNA, while 49 samples were negatives. Real time PCR methods can be 
used to identify the presence of pork DNA fragments in gelatin samples. 

Keywords: DNA, gelatin, pork, real time PCR 
 
 

PENDAHULUAN 
 

Produk asal hewan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia selain daging adalah kulit dan 
tulang. Salah satu pemanfaatan kulit dan tulang asal hewan adalah untuk dijadikan sebagai 
gelatin. Gelatin merupakan salah satu jenis protein yang diperoleh melalui hidrolisis parsial kolagen 
dari kulit dan tulang hewan. Gelatin berfungsi sebagai zat pembentuk gel, zat pengental, zat 
pengemulsi, zat pembentuk film, dan zat pensuspensi (Aisyah et al. 2014). Pemanfaatan gelatin 
sudah sangat luas dan banyak digunakan untuk keperluan berbagai sektor industri, diantaranya 
industri makanan, farmasi, kosmetik, produk kedokteran, dan fotografi. Gelatin pada industri 
makanan digunakan untuk membuat es krim, marshmallow, permen karet, mayonaise, dan jeli, 
sedangkan gelatin pada industri farmasi banyak digunakan dalam tablet, pembuatan kapsul keras 
dan lunak, enkapsulasi vitamin, dan lain-lain (Nhari et al. 2012).  

Pemenuhan kebutuhan gelatin di Indonesia umumnya diperoleh dengan cara impor dari 
beberapa negara seperti Jepang, Cina, India, Perancis, Brazil, Jerman, Argentina, dan Australia 
(BPS 2015). Sekitar 90% gelatin yang beredar di Indonesia adalah gelatin impor (Said et al. 2011). 
Sumber gelatin utama berasal dari babi dan sapi. Produksi gelatin yang berasal dari kulit babi 
mencapai 46%, kulit sapi 29,4%, tulang sapi 23,1%, dan sumber alternatif lainnya 1,5% dari total 
produksi gelatin dunia (Karim dan Bhat 2009). Data tersebut menunjukkan bahwa produksi gelatin 
yang berasal dari produk asal hewan babi adalah yang tertinggi dan masih mendominasi pasaran 
dunia, sehingga diperlukan adanya pengujian terhadap produk gelatin babi.  

Pengujian ini dilakukan untuk memeriksa asal bahan gelatin yang diimpor. Gelatin yang 
diimpor harus memenuhi persyaratan sertifikat hasil uji yang diterbitkan oleh laboratorium uji yang 
kompeten dan diakui oleh pemerintah setempat. Asal bahan gelatin yang diimpor dari negara asal 
harus sesuai dengan sertifikat hasil uji yang disertakan saat gelatin tersebut diuji di Indonesia. 
Selain itu, aspek kehalalan produk gelatin menjadi penting karena Indonesia merupakan negara 
dengan jumlah muslim terbesar di dunia. Jumlah muslim di Indonesia pada tahun 2020 
diperkirakan sebanyak 229 juta atau 87,2% dari populasi penduduk Indonesia yang berjumlah 263 
juta jiwa. Konsumen yang beragama islam diharamkan untuk mengkonsumsi produk babi dan 
turunannya, sehingga diperlukan suatu metode identifikasi keberadaan DNA babi pada gelatin 
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untuk memberikan jaminan kehalalan sumber gelatin bagi konsumen muslim Indonesia. Hal ini 
juga berkaitan dengan pemakaian gelatin pada produk makanan yang ditinjau dalam UU Republik 
Indonesia Nomor 8 Tahun 1999 tentang perlindungan konsumen. 

Metode identifikasi gelatin babi dapat dilakukan dengan teknik presipitasi kimia, Enzym-
Link Immunosorbent Assay (ELISA), Liquid Chromatography-Mass Spectrometry Tandem Mass 
Spectrometry (LCMS/MS), analisis berbasis DNA menggunakan real time Polymerase Chain 
Reaction (PCR), dan lain-lain. Metode identifikasi gelatin babi yang paling baik diantara berbagai 
metode tersebut adalah metode LCMS/MS atau real time PCR. Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry Tandem Mass Spectrometry (LCMS/MS) merupakan teknik yang menganalisis 
marker protein spesifik dari sampel gelatin babi yang dihasilkan melalui teknik Principal 
Component Analysis (PCA) dengan cara menghidrolisis gelatin menggunakan enzim proteolitik 
dari tripsin. Tripsin akan memotong ikatan peptida antara gugus karboksil dari arginin atau gugus 
karboksil dari lisin dan gugus amino dari asam amino yang berdekatan (Salamah et al. 2019).  

Real time PCR merupakan metode yang dapat mengamplifikasi DNA dengan sensitifitas 
dan spesifisitas yang tinggi. Real time PCR dapat mendeteksi adanya cemaran DNA babi pada 
berbagai produk dengan level cemaran yang rendah yaitu 1% (Cai et al. 2012). Prinsip kerja real 
time PCR adalah mendeteksi dan mengkuantifikasi sinyal fluoresen yang akan meningkat seiring 
dengan bertambahnya amplifikasi DNA (Pardal 2010). Real time PCR merupakan metode 
identifikasi DNA yang umum dan sering digunakan yang salah satunya digunakan sebagai metode 
identifikasi fragmen DNA babi pada sampel gelatin. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi 
fragmen DNA babi pada sampel gelatin menggunakan metode real time PCR. Manfaat dari 
penelitian ini adalah memberikan informasi tentang keberadaan fragmen DNA babi pada sampel 
gelatin, sehingga produk yang berasal dari gelatin dapat terjamin keamanan dan kehalalannya bagi 
masyarakat. Penelitian ini juga diharapkan bermanfaat untuk membantu pemerintah dalam 
melakukan pengawasan dan peredaran gelatin di Indonesia. 

 
 

METODE PENELITIAN 
 

Waktu dan Tempat 
Pengujian sampel gelatin dilakukan di laboratorium Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi 

Produk Hewan (BPMSPH) dengan alamat Jl. Pemuda Nomor 29 A, Tanah Sareal, Kecamatan 
Tanah Sareal, Kota Bogor, Jawa Barat.  
 
Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan digital, spatula, microtube, 

rak tube, micropipette volume 1-1000 µl, ep-tips, rak tube, receiver tube, green spin filter, tube 

shaker, nanodrop spectofotometer 2000c, tissue tanpa serat, minispin plus, thermomixer comfort, 

PCR Cabinet, dan instrumen Real-time thermal cycler Rotor-Gene Q. 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel gelatin, komersial 

ekstraksi DNeasy mericon Food Kit (Qiagen) (Lysis Buffer, Proteinase K, Binding Buffer, Pre Wash 

Buffer, Washing Buffer, Delution Buffer), mericon Pig Kit (Qiagen) (mericon Pig Assay, Internal 

Control, Positive Control, Multiplex PCR Master Mix, QuantiTect Nuclecic Acid Dilution Buffer, 

RNase-free water, positive control, negative control, dan no template control.  

 
Metode Penelitian 
Ekstraksi fragmen DNA dari sampel gelatin 

Ekstraksi DNA merupakan suatu proses yang bertujuan untuk memisahkan DNA dari 
komponen-komponen lainnya seperti protein, lemak, dan karbohidrat. Penggunaan kit komersial 
dalam proses ekstraksi DNA saat ini banyak dilakukan karena lebih praktis dan efisien (Syahputra 
et al. 2016). Sampel gelatin diekstraksi sesuai dengan prosedur standar dari DNeasy mericon 
Food Manual Book.  Sebanyak 200 mg sampel gelatin ditimbang, kemudian dimasukkan ke dalam 
reaction tube berukuran 2 ml. Selanjutnya ditambahkan Lysis Buffer (Code L) sebanyak 580 µl dan 
Proteinase K (Code K) sebanyak 20 µl, kemudian dihomogenkan menggunakan alat tube shaker 
selama 2-3 detik. Setelah homogen, diinkubasi pada alat thermomixer comfort selama 30 menit 
dengan suhu 65⁰C. Sampel kemudian disentrifugasi menggunakan alat mini spin plus dengan 
kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. Supernatan dari sampel yang telah disentrifugasi 
dimasukkan kedalam green spin filter (Code F) dan receiver tube (Code R) yang telah disiapkan 
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sebelumnya, kemudian disentrifugasi kembali. Setelah itu, cairan yang ada pada receiver tube 
dibuang.  

Kemudian sebanyak 250 µl binding buffer (Code B) ditambahkan ke dalam filtrat dan 
disentrifugasi kembali. Cairan yang ada pada receiver tube dibuang kembali. Selanjutnya 
sebanyak 550 µl pre-wash buffer (Code P) ditambahkan ke dalam filtrat dan disentrifugasi. Cairan 
yang ada pada receiver tube kemudian dibuang. Sentrifugasi dilakukan kembali untuk memastikan 
semua cairan berada di dasar receiver tube kemudian cairan tersebut dibuang, sehingga 
didapatkan sampel DNA yang kering pada green spin filter. Selanjutnya elution buffer (Code X) 
dihangatkan menggunakan alat thermomixer comfort pada suhu 65⁰C selama 3 menit, kemudian 
dimasukkan ke dalam green spin filter dan receiver tube sebanyak 200 µl. Sampel kemudian 
diinkubasi pada suhu 65⁰C selama 3 menit menggunakan alat thermomixer comfort. Setelah itu, 
disentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Kemudian green spin filter dibuang 
dan hasil ekstraksi DNA yang telah dielusi terdapat pada receiver tube. 

  
Kuantifikasi hasil ekstraksi DNA dari sampel gelatin 

Kuantifikasi hasil ekstraksi DNA dilakukan untuk menunjukkan jumlah, kualitas, dan 

kemurnian DNA yang diperoleh menggunakan alat nanodrop spectrofotometer 2000c. Alat 

nanodrop spectrofotometer 2000c dikalibrasi terlebih dahulu menggunakan cairan Nuclease Free 

Water (NFW) sebanyak 2 µl. Kemudian cairan NFW pada alat nanodrop spectrofotometer 2000c 

dikeringkan menggunakan tissue tanpa serat. Selanjutnya sebanyak 2 µl hasil ekstraksi DNA 

diteteskan pada alat nanodrop spectrofotometer 2000c. Hasil ekstraksi DNA dengan kemurnian 

yang baik ditentukan oleh nilai absorbansi pada panjang gelombang 260/280 yang berkisar antara 

1,8 - 2,0 dan panjang gelombang 260/230 yang berkisar antara 2,0 - 2,2.  

 

Pengujian sampel menggunakan real time PCR 
Setiap sampel hasil ekstraksi DNA, negative control (NC), positif control (PC), dan No 

Template Control (NTC) disiapkan dan diberi label. Selanjutnya preparasi master mix dilakukan 

dengan mengacu pada Master Mix mericon Pig Kit. Volume master mix yang ditambahkan pada 

setiap sampel dihitung dengan rumus sebagai berikut. 

Volume master mix = (Jumlah sampel x 10) ± faktor koreksi 10%  

Preparasi master mix dilakukan di dalam PCR Cabinet untuk mencegah terjadinya 
kontaminasi pada kit master mix. Master mix dimasukkan ke dalam microtube kemudian 
dihomogenkan dengan menggunakan alat spin down. Selanjutnya, setiap sampel sebanyak 10 µl 
masing-masing ditambahkan dengan 10 µl master mix pada microtube, kemudian dihomogenkan 
menggunakan micropipet dan ep-tips. Setelah itu digunakan alat spin down untuk membuat 
sampel berada di dasar tabung. Proses amplifikasi dilakukan sesuai dengan prosedur standar dari 
DNeasy mericon Pig Kit Handbook. Setiap sampel termasuk NC, PC, dan NTC dimasukkan ke 
dalam alat real time PCR. Amplifikasi DNA pada alat real time PCR akan dilakukan sebanyak 45 
siklus selama 1 jam. Program amplifikasi DNA pada alat real time PCR yaitu denaturasi awal 
(HOLD) 95⁰C selama 5 menit, denaturasi 95⁰C selama 15 detik, annealing 60⁰C selama 23 detik, 
dan extension 72⁰C selama 10 detik.  

Mericon Pig Kit digunakan untuk melihat ada atau tidaknya DNA babi pada sampel gelatin. 
Mericon Pig Kit memiliki dua dye, yaitu dye FAM dan VIC. Pewarna reporter FAM digunakan untuk 
mendeteksi ada atau tidaknya kurva amplifikasi DNA babi pada sampel gelatin dan PC dengan 
channel Green (FAM), sedangkan pewarna reporter MAX digunakan untuk deteksi internal control 
dengan channel Yellow (VIC). Interpretasi hasil positif dinyatakan apabila sampel DNA 
menunjukkan adanya proses amplifikasi pada detection system yang dapat diidentifikasi dengan 
nilai cycle threshold (Ct) < 35, sedangkan hasil negatif ditunjukkan dengan gambaran grafik yang 
datar karena tidak ada proses amplifikasi. Jika nilai Ct berada diantara 35-45, maka dilakukan 
pengujian ulang. 

 
Analisis Data 
 Data yang diperoleh dari hasil kuantifikasi DNA pada nanodrop spectrofotometer 2000c 
dan nilai Ct pada real time PCR akan diolah secara analisis deskriptif dengan menggunakan 
microsoft excel. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Kuantifikasi hasil ekstraksi fragmen DNA dari sampel gelatin 
 Kuantifikasi hasil ekstraksi DNA merupakan suatu prosedur yang dilakukan untuk 
menunjukkan konsentrasi, kualitas, dan kemurnian DNA menggunakan nanodrop spectrofotometer 
2000c. Sampel yang akan diperiksa harus jernih dan larut sempurna, serta tidak ada partikel koloid 
ataupun suspensi. Data nilai konsentrasi dan kemurnian DNA dari 53 sampel gelatin yang diterima 
oleh Balai Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan (BPMSPH) pada tahun 2019 dan 2020 
dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Data nilai konsentrasi dan kemurnian DNA sampel gelatin (n=53) 

 Konsentrasi DNA (ng/µL) Kemurnian DNA 

260/280 260/230 

Rata-rata 28,26 ± 15,79 1,91 ± 0,11 1,49 ± 0,51 
Nilai minimum 10,40 1,43 0,18 

Nilai maksimum 78,40 2,39 2,25 

 
Hasil ekstraksi DNA dari sampel gelatin menunjukkan nilai konsentrasi yang bervariasi 

dengan nilai rata-rata konsentrasi sebesar 28,26 ± 15,79 ng/µL. Nilai konsentrasi terkecil adalah 
10,40 ng/µL dan nilai konsentrasi terbesar adalah 78,40 ng/µL. Semua sampel gelatin memiliki nilai 
konsentrasi yang baik dan telah memenuhi standar untuk proses amplifikasi pada real time PCR. 
Menurut Innis et al. (1990), konsentrasi DNA templat yang diperlukan untuk proses amplifikasi 
pada PCR berkisar antara 10-100 ng/µL. Konsentrasi DNA akan berpengaruh pada kualitas 
fragmen hasil amplifikasi, sehingga konsentrasi DNA yang didapat harus baik dan memenuhi 
syarat (Haris et al. 2003). Pemeriksaan konsentrasi DNA dari hasil ekstraksi sampel gelatin penting 
dilakukan karena gelatin memiliki kandungan fragmen DNA yang rendah. Menurut Khayyira et al. 
(2018), gelatin diperoleh dari hidrolisis kolagen yang mengalami berbagai proses dalam 
pembuatannya seperti pemanasan, perendaman asam, pencucian, dan pengeringan sehingga 
DNA dalam gelatin dapat terdegradasi dan terpecah menjadi fragmen-fragmen DNA yang kecil.  
 Hasil ekstraksi DNA dari sampel gelatin menunjukkan nilai absorbansi pada panjang 
gelombang 260/280 dengan nilai rata-rata sebesar 1,91 ± 0,11. Nilai absorbansi pada setiap 
sampel bevariasi, yaitu diantara rentang 1,43 – 2,39. Hasil ekstraksi DNA dengan kemurnian yang 
baik ditentukan oleh nilai absorbansi 260/280 yang berkisar antara 1,8 – 2,0 (Sambrook et al. 
2001). Nilai rata-rata menunjukkan bahwa sampel memiliki nilai absorbansi 260/280 yang baik. 
Sebanyak 41 sampel (77,36%) memiliki nilai absorbansi 260/280 yang normal, tetapi terdapat 
sampel yang memiliki nilai absorbansi 260/280 dibawah 1,8 atau diatas 2,0. Sampel dengan nilai 
absorbansi 260/280 dibawah 1,8 berjumlah 4 sampel (7,55%), sedangkan sampel dengan nilai 
absorbansi 260/280 diatas 2,0 berjumlah 8 sampel (15,09%).  

Nilai absorbansi 260/280 di bawah 1,8 menunjukkan bahwa DNA pada sampel masih 
terdapat kontaminasi protein dan polisakarida (Rosilawati 2002). Faktor yang berpengaruh pada 
nilai absorbansi 260/280 diatas 2,0 adalah adanya kontaminasi oleh protein, RNA, maupun 
pengotor lainnya yang pada saat proses ekstraksi ikut larut dalam sampel (Rahmalia et al. 2020). 
Selain itu, nilai absorbansi diatas 2,0 disebabkan oleh adanya kontaminasi fenol pada DNA. Hal ini 
terjadi karena fenol memiliki serapan maksimal di panjang gelombang 270 nm dan mampu 
memberi sumbangan kecil serapan di panjang gelombang 260 nm (Wirajana et al. 2013). 
Pembacaan pada absorbansi 260/280 bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya kontaminasi 
nukleotida dan protein pada DNA hasil ekstraksi (Rahmalia et al. 2020).  

Hasil pembacaan absorbansi pada panjang gelombang 260/230 menunjukkan nilai 
absorbansi dengan nilai rata-rata 1,49 ± 0,51. Nilai absorbansi 260/230 dari semua sampel 
bervariasi, dimulai dari 0,18 hingga 2,25. Nilai absorbansi 260/230 yang normal berkisar antara 2,0 
– 2,2 (Rahmalia et al. 2020). Nilai rata-rata menunjukkan bahwa sampel memiliki nilai absorbansi 
260/230 dibawah nilai normal. Sebanyak 44 sampel (83,02%) memiliki nilai absorbansi dibawah 
2,0. Sampel yang memiliki nilai absorbansi antara rentang 2,0 – 2,2 berjumlah 9 sampel (16,98%). 
Nilai absorbansi yang lebih kecil dari 2,0 menunjukkan bahwa pada sampel DNA kemungkinan 
terkontaminasi oleh karbohidrat, fenol dari ekstraksi DNA, dan residu guanidine (iso)thiocyanate 
(GITC). Menurut Munk et al. (2010), keberadaan GITC pada sampel tidak akan mengganggu 
proses amplifikasi pada real time PCR. Nilai absorbansi 260/230 dibawah 2,0 pada beberapa 
kasus tidak memiliki pengaruh yang besar terhadap hasil real time PCR, sehingga proses 
amplifikasi pada real time PCR masih dapat dilakukan (Rahmalia et al. 2020).  
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Prinsip kerja nanodrop spektrofotometer adalah DNA murni memiliki kemampuan untuk 
menyerap cahaya ultraviolet (UV) karena adanya basa purin dan pirimidin (Fatchiyah et al. 2011). 
Pemeriksaan nilai konsentrasi dan kemurnian DNA pada panjang gelombang 260/280 dan 260/230 
penting dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya kontaminasi pada DNA hasil ekstraksi dan untuk 
mengevaluasi prosedur pelaksanaan ekstraksi sampel. Proses ekstraksi DNA harus dilakukan 
dengan baik, benar, dan bebas dari kontaminasi agar DNA hasil ekstraksi yang diperoleh memiliki 
kualitas yang baik (Tenriulo et al. 2001). Teknik ekstraksi DNA yang tepat memiliki peran penting 
dalam keberhasilan teknik PCR (Tan dan Yiap 2009). Teknik PCR mensyaratkan komponen 
templat DNA yang digunakan memiliki konsentrasi dan kemurnian yang tinggi, sehingga proses 
amplifikasi dapat berjalan dengan optimal dan menunjukkan hasil yang akurat (Syahputra et al. 
2016). 
 
Hasil amplifikasi DNA dari sampel gelatin  
 Hasil amplifikasi DNA sampel gelatin pada real time PCR menunjukkan bahwa dari 53 
sampel terdapat 4 sampel gelatin (7,55%) yang positif mengandung DNA babi. Semua sampel 
gelatin yang positif menunjukkan proses amplifikasi yang ditandai dengan terbentuknya grafik 
eksponensial pada detection system. Data hasil real time PCR dari sampel gelatin dengan hasil 
positif dapat dilihat pada Tabel 2.  

Tabel 2. Data hasil real time PCR positif 

No Kode sampel gelatin Nilai Ct 

1 SG 9 16,89 
2 SG 15 23,24 
3 SG 27 27,67 
4 SG 47 31,76 

Rata-rata 24,89 ± 6,37 

Keterangan: SG = Sampel gelatin 

Rata-rata nilai cycle threshold (Ct) dari sampel gelatin yang positif adalah 24,89 ± 6,37. 
Secara berturut-turut nilai Ct sampel gelatin dari yang terendah sampai yang tertinggi adalah SG 9, 
SG 15, SG 27, dan SG 47 (Tabel 2). Perbedaan nilai Ct pada sampel gelatin disebabkan oleh 
perbedaan konsentrasi DNA babi yang terkandung dalam masing-masing sampel. SG 9 memiliki 
nilai Ct yang terendah yaitu sebesar 16,89. Hal ini kemungkinan disebabkan karena jumlah 
konsentrasi DNA babi yang terdeteksi pada SG 9 lebih tinggi dibandingkan dengan sampel lainnya, 
sehingga kurva amplifikasi pada SG 9 teramplifikasi lebih awal (Cahyaningsari et al. 2019). 
Meskipun terdapat perbedaan, nilai Ct pada semua sampel gelatin berada pada batas kriteria yang 
dipersyaratkan oleh kit komersial yang digunakan yaitu Ct < 35, sehingga sampel dapat 
diinterpretasikan sebagai hasil positif. Sebagian besar sampel gelatin yang positif merupakan 
gelatin non pangan yang digunakan pada industri seperti fotografi dan elektroplating (pelapisan 
logam). Menurut Rahmawati dan Hasdar (2017), gelatin pada bidang fotografi dimanfaatkan untuk 
memperpanjang daya simpan foto, sedangkan gelatin pada bidang elektroplating (pelapisan 
logam) digunakan untuk memperlambat laju korosi pada logam (Hermanto dan Sulistijono 2015). 
Selain sampel gelatin yang positif mengandung DNA babi, hasil positif juga ditunjukkan oleh positif 
control karena memiliki kandungan DNA babi.  

Sebanyak 49 sampel lainnya (92,45%) merupakan sampel gelatin dengan hasil real time 
PCR negatif. Hasil negatif ditunjukkan dengan tidak adanya proses amplifikasi pada detection 
system dan ditandai dengan gambaran grafik yang datar. No Template Control (NTC) merupakan 
sampel kosong yang biasanya berisi Nuclease Free Water (NFW) yang digunakan untuk 
mengetahui ada atau tidaknya kontaminasi pada sampel DNA saat melakukan proses ekstraksi. 
Proses ekstraksi yang baik ditunjukkan apabila gambaran grafik pada NTC adalah datar dan tidak 
ada proses amplifikasi. Hasil yang sama juga ditunjukkan pada negatif control karena tidak 
mengandung DNA babi. Negatif control yang digunakan merupakan sampel yang mengandung 
DNA selain babi, yaitu sampel yang mengandung DNA sapi. Hasil amplifikasi DNA dari sampel 
gelatin, positif control, negatif control, dan NTC dapat dilihat pada Gambar 1. 
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SGP1 

 
 

 

Keterangan: SGP1 = Sampel Gelatin Positif 1; SGP2 = Sampel Gelatin Positif 2; SGP3 =  Sampel Gelatin Positif 3; PC = 
Positive Control; NC = Negative Control; NTC = No Tempalte Control; SGN = Sampel Gelatin Negatif; TH = Threshold 

Gambar 1. Gambar hasil amplifikasi DNA dari sampel gelatin, positif control,  
negatif control, dan NTC 

 
Setiap pengujian dengan real time PCR yang menggunakan probe memerlukan internal 

control yang akan terdeteksi selama proses amplifikasi oleh pewarna reporter MAX dengan 
channel Yellow (VIC). Internal control terdapat di dalam mericon Pig Kit yang digunakan untuk 
memberikan informasi tentang keberadaan inhibitor pada sampel yang diuji dan menunjukkan 
keberhasilan keseluruhan proses PCR. Menurut Zambenedetti et al. (2017), internal control 
diperlukan untuk mencegah hasil negatif palsu yang mungkin disebabkan oleh inhibitor maupun 
kontaminasi yang terjadi karena prosedur uji tidak dilakukan dengan baik dan benar. Internal 
control juga digunakan sebagai kontrol kualitas pengujian pada real time PCR yang harus selalu 
teramplifikasi (Boonham et al. 2016). Salah satu kontrol kualitas pengujian pada real time PCR 
yang menggunakan probe adalah internal control harus selalu teramplifikasi. Teramplifikasinya 
internal control menunjukkan bahwa prosedur pengujian yang dilakukan sudah benar dan kit yang 
digunakan pada pengujian real time PCR dalam keadaan yang baik.  
 

SIMPULAN DAN SARAN 
Simpulan 

Real time PCR merupakan metode uji yang dapat digunakan untuk memeriksa adanya 

kandungan fragmen DNA babi pada sampel gelatin. Hasil uji sampel gelatin dari tahun 2019-2020 

menunjukkan bahwa masih terdapat sampel gelatin yang mengandung DNA babi. Sebagian besar 

sampel gelatin yang positif mengandung DNA babi merupakan gelatin non pangan.  

 

Saran 

 Saran untuk penelitian ini adalah perlu dilakukannya pengujian dan pengawasan 

berkelanjutan mengenai adanya kandungan DNA babi pada gelatin sebagai upaya untuk menjamin 

ketentraman batin masyarakat terkait aspek halal terhadap gelatin yang beredar. 
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ABSTRAK 
 

 Metode standar yang diverifikasi adalah elemen yang sangat penting dan diperlukan dalam pengujian 
untuk menunjukkan bahwa laboratorium mampu melakukan metode uji dengan benar. Metode verifikasi yang 
digunakan untuk pengujian Enterobacteriaceae yaitu verifikasi implementasi menggunakan sampel daging ayam 
untuk menentukan nilai intralaboratory reproducibility standard deviation. Pengujian dilakukan sebanyak 12 kali 
dengan 3 level populasi koloni (High, Intermediet, Low). Hasil SIR pada studi ini diperoleh nilai sebesar 0,14. 
Verifikasi metode uji Enterobacteriaceae berdasarkan SNI ISO 21528-2:2017 menggunakan sampel daging ayam 

yang dikerjakan oleh 2 analis diperoleh hasil memenuhi persyaratan dan laboratorium mampu melakukan 
pengujian Enterobacteriaceae dengan valid.  
 
Kata Kunci: Enterobacteriaceae; Intralaboratory reproducibility standard deviation; Verifikasi 

 
 

PENDAHULUAN 
 

Verifikasi metode adalah proses yang menunjukkan atau mengumpulkan bukti bahwa suatu 
metode yang digunakan oleh laboratorium sesuai dengan spesifikasi dan cocok untuk tujuan yang 
dimaksudkan (ISO 2021).  Metode referensi yang distandarisasi dan diverifikasi adalah elemen yang 
sangat penting dan diperlukan dalam pengujian untuk menjamin keamanan pangan maupun pakan 
termasuk lingkungan produksinya. Metode standar seperti Standar Nasional Indonesia – International 
Organization for Standardization (SNI ISO) yang digunakan oleh laboratorium dan telah diverifikasi 
akan mengarah pada peningkatan pengakuan dan pembuktian yang lebih baik dari kriteria mikrobiologi 
dan juga dapat meningkatkan perlindungan konsumen (Biesta-Peters et al. 2018). Akhirnya, kualitas 
hasil pengujian yang dihasilkan oleh laboratorium yang terakreditasi dapat ditingkatkan karena 
verifikasi dan implementasi data validasi metode standar sebagai bagian dari sistem mutu berdasarkan 
ISO/IEC 17025 (ISO 2005). 

Selama satu dekade terakhir ini, Enterobacteriaceae menjadi bagian penting sebagai indikator 
kebersihan untuk verifikasi proses dalam produksi pangan. Famili Enterobacteriaceae digunakan 
sebagai parameter kriteria higiene proses untuk berbagai produk pangan, seperti susu bubuk, susu 
formula bayi, susu pasteurisasi dan produk turunan susu lainnya; daging sapi, daging ayam dan produk 
daging olahannya; serta produk telur. Untuk menguji kesesuaian terhadap kriteria ini, digunakan 
standar SNI ISO 21528 bagian 1 (deteksi) dan bagian 2 (perhitungan koloni) sebagai metode analisis 
yang wajib digunakan untuk tujuan ini (SNI ISO 2017). 

International Organization for Standardization 16140 bagian 3 tahun 2021 merupakan protokol 
untuk verifikasi metode referensi atau metode standard pada single laboratory. Verifikasi terdiri dari 2 
bagian yaitu verifikasi implementasi dan food items verification. Verifikasi implementasi adalah untuk 
menunjukkan bahwa laboratorium mampu melakukan metode uji dengan benar. Laboratorium 
menggunakan satu jenis pangan yang digunakan dalam  studi validasi (untuk metode kualitatif) dan 
jenis pangan apa pun dalam lingkup validasi (untuk metode kuantitatif) dan kemudian membandingkan 
hasil yang diperoleh dari verifikasi dengan hasil yang diperoleh dari validasi (yang diperoleh dari studi 
internasional interlaboratori yang tercantum pada metode referensi yang digunakan) . Food items 
verification tujuannya adalah untuk menunjukkan bahwa laboratorium mampu menguji semua jenis 
pangan yang terdapat didalam lingkup pengujian di laboratorium (ISO 2021). Tujuan dari studi ini 
adalah melakukan verifikasi pengujian Enterobacteriaceae menggunakan metode uji berdasarkan SNI 
ISO 21528-2 tahun 2017. Metode verifikasi yang digunakan adalah berdasarkan  ISO 16140-3 tahun 
2021 yaitu verifikasi implementasi menggunakan sampel daging ayam untuk menentukan nilai 
intralaboratory reproducibility standard deviation.  
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MATERI DAN METODE 
 
Bahan dan Peralatan 

Bahan yang digunakan adalah daging ayam giling steril (dengan proses autoclave), peptone 
salt solution (PSS), destilated water (DW), violet red bile glucose agar (VRBG agar), nutrient agar (NA 
agar), plate count agar (PCA),pereaksi oksidase, mineral oil, glucose OF medium, dan biakan 
Escherichia coli ATCC 25922 pada kekeruhan 0.5 McFarland (koloni bakteri diperkirakan kira-kira 
berjumlah 1,0 x 108 cfu/gram). 

Peralatan yang digunakan adalah timbangan, plastik steril, stomacher, incubator, autoclave, 
waterbath, McFarland densitometer, gelas ukur steril, pipet steril, cawan petri steril, ose, tabung reaksi 
steril dan vortex. 
 
Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
 Pelaksanaan verifikasi uji dilakukan di Laboratorium Cemaran Mikroba lantai 1 di Balai 
Pengujian Mutu dan Sertifikasi Produk Hewan (BPMSPH) Bogor pada tanggal 5 Juli 2022 oleh 2 orang 
analis (analis A dan B).  

Spiking Sampel  
Jumlah sampel untuk kegiatan verifikasi ini adalah 12 sampel porsi uji untuk setiap analis. 

Setiap porsi uji terdiri dari 25 gram daging ayam (steril) yang ditambahkan dengan 225 ml PSS. Skema 
spiking jumlah koloni yang digunakan setiap porsi uji yaitu:  

 

 Level High : 800 koloni E. coli dengan 4x pengulangan uji (H1 – H4) 

 Level Intermediet : 80 koloni E. coli dengan 4x pengulangan uji (I1 – I4) 

 Level Low : 8 koloni E. coli dengan 4x pengulangan uji (L1 – L4) 
 

Untuk memperoleh jumlah koloni tersebut, berdasarkan jumlah biakan koloni E. coli pada 0.5 
McFarland (1,0 x 108) maka dilakukan perhitungan sebagai berikut : 

 
Spiking H = 800 x 25   =  2 ml pada pengenceran 10-4 
 1,0 x 108 
Spiking I = 80 x 25   =  2 ml pada pengenceran 10-5 
 1,0 x 108  
Spiking L = 8 x 25   =  2 ml pada pengenceran 10-6 
 1,0 x 108 

  
Skema spiking sampel untuk mendapatkan jumlah koloni yang diinginkan pada setiap porsi uji 

dijabarkan pada Gambar 1. 
 
Metode Uji Enterobacteriaceae 

Metode uji Enterobacteriaceae pada penelitian ini berdasarkan pada SNI ISO 21528-2:2017 
tentang Mikrobiologi rantai pangan - Metode horizontal untuk deteksi dan enumerasi 
Enterobacteriaceae bagian 2: Perhitungan koloni. Setiap penguji melakukan uji sebanyak 12 kali, yaitu 
terdiri dari 4 kali pengulangan uji pada level High (H), 4 kali pengulangan uji pada level Intermediet (I), 
4 kali pengulangan uji pada level Low (L).  

Pada level H uji dilakukan hingga pengenceran 10-3, pada level I uji dilakukan hingga 
pengenceran 10-2, sedangkan pada level L uji dilakukan hingga pengenceran 10-1. Masing-masing 
cawan petri dipipet sebanyak 1 ml dari setiap pengenceran secara simplo. Tiap cawan petri yang berisi 
inokulum dituang VRBG agar sebanyak ± 15 ml (suhu agar 44 oC - 47 oC). Selanjutnya inokulum 
dihomogenkan dengan agar secara hati-hati dengan gerakan horizontal, kemudian dibiarkan memadat. 
Selanjutnya ditambahkan kembali sebanyak 5 ml-10 ml VRBG agar ke atas permukaan agar yang 
sebelumnya telah memadat. Inkubasi di inkubator pada suhu 370C selama 24 jam ± 2 jam dengan 
posisi tutup cawan petri berada dibawah. 

Karakteristik koloni terduga Enterobacteriaceae adalah berwarna pink hingga kemerahan atau 
keunguan dengan atau tanpa adanya halo. Pilih secara acak 5 koloni, kemudian subkultur ke media 
NA. Lakukan uji biokimia reaksi oksidase dan fermentasi glukosa. Perhitungan koloni dilakukan 
berdasarkan ISO 7218:2007 tentang Microbiology of food and animal feeding stuffs — General 
requirements and guidance for microbiological examinations. 



 
Jurnal Kesehatan Masyarakat Veteriner 

Volume 9, Tahun 2022 
ISSN 2502-0463 

 

 
 

31 
 

Analisis Data 

 Data yang dihasilkan dari hasil penelitian ini dianalisis secara statistik  dan disajikan dalam 
bentuk tabel.  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 1. Skema persiapan spiking koloni E.coli pada setiap porsi uji 

 
 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 Hasil verifikasi yang diperoleh sesuai dengan yang diharapkan. Jumlah koloni pada level H 
diperoleh hasil antara 650 sampai 970 koloni. Pada level I  diperoleh koloni antara 50 sampai 160, 
sedangkan pada level L diperoleh antara 6 sampai 10 koloni. Pada salah satu level L terdapat sampel 
yang tidak ditumbuhi oleh koloni E.coil. Hasil verifikasi dijabarkan pada Tabel 1. Berdasarkan hasil yang 
diperoleh pada Tabel 1. maka perhitungan statistik hasil intralaboratori reprodusibiliti standar deviasi 
dihitung pada Tabel 2.  

Nilail keberterimaan dari intralaboratory reproducibility standard deviation pada metode yang 
diverifikasi (SIR) adalah ≤ 2 x nilai terendah dari rata-rata nilai intralaboratory reproducibility standard 
deviation food items yang digunakan pada studi validasi (SR). Nilai SR diperoleh dari rata-rata nilai 
terendah hasil studi validasi pada dokumen SNI ISO 21528-2:2017, dimana nilai SR adalah 0,18. 
Sehingga, nilai batas penerimaannya yaitu ≤ 0,36 (2 x 0,18).  
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Tabel 1. Hasil verifikasi pengujian Enterobacteriaceae 

No Sampel A (cfu/g) B (cfu/g) 

1 720 910 

2 650 970 

3 830 800 

4 690 870 

5 80 80 

6 60 90 

7 70 130 

8 50 160 

9 10 10 

10 10 10 

11 10 10 

12 Tidak ada data 6 

 
Tabel 2. Hasil perhitungan verifikasi kuantitatif pengujian Enterobacteriaceae 

No 
Sampel 

A (cfu/g) B (cfu/g) log 10 A (yA) log 10 B (yB) yA-yB (yA-yB)^2 

1 720 910 2,857332496 2,959041392 -0,1017089 0,0103447 

2 650 970 2,812913357 2,986771734 -0,1738584 0,0302267 

3 830 800 2,919078092 2,903089987 0,01598811 0,0002556 

4 690 870 2,838849091 2,939519253 -0,1006702 0,0101345 

5 80 80 1,903089987 1,903089987 0 0 

6 60 90 1,77815125 1,954242509 -0,1760913 0,0310081 

7 70 130 1,84509804 2,113943352 -0,2688453 0,0722778 

8 50 160 1,698970004 2,204119983 -0,50515 0,2551765 

9 10 10 1 1 0 0 

10 10 10 1 1 0 0 

11 10 10 1 1 0 0 

12 - 20 - 1,301029996 not used not used 

     SUM 0,409424 

     SUM/(2x10) 0,0204712 

     S IR 0,1430776 

       

Hasil SIR pada studi ini diperoleh nilai sebesar 0,14. Nilai tersebut diperoleh dengan 
perhitungan statistika yang dijelaskan pada Tabel 2.  Berdasarkan hasil tersebut dimana nilai SIR kurang 
dari nilai SR  sehingga verifikasi pada metode uji Enterobacteriaceae yang dilakukan pada studi ini valid 
dan memenuhi syarat. 

Angka SR yang diperoleh pada dokumen SNI ISO 21528-2:2017 merupakan hasil dari validasi 
atas perintah Komisi Eropa (European Commission) di bawah mandat M/381. Empat belas laboratorium 
dari tujuh negara Eropa berpartisipasi dalam uji coba kolaboratif, yang diselenggarakan oleh Otoritas 
Keamanan Produk Makanan dan Konsumen Belanda (The Netherlands Food and Consumer Product 
Safety Authority) Wageningen/Utrecht, Belanda. Lima matriks berbeda dari kategori makanan yang 
berbeda dipilih untuk diuji dalam uji kolaboratif, untuk memvalidasi metode secara horizontal, menurut 
ISO 16140. Matriks tersebut termasuk daging, tiramisu, susu formula, telur cair, salmon asap (hanya 
metode deteksi/kualitatif) dan pakan ternak (hanya metode perhitungan koloni/kuantitatif). Daging 
mentah dan telur cair secara alami terkontaminasi dan matriks lainnya secara artifisial terkontaminasi 
dengan campuran empat strain Enterobacteriaceae yang berbeda.  
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Metode deteksi Enterobacteriaceae menunjukkan spesifisitas dan sensitivitas di atas 95% 
untuk semua matriks. Metode perhitungan koloni memiliki batas repeatability r sebesar 0,37 (dinyatakan 
sebagai selisih antara hasil uji transformasi log10) dan batas reproducibility R sebesar 0,87 yang 
dinyatakan sebagai selisih antara hasil pengujian transformasi log10 (Biesta-Peters et al. 2018). 

 
KESIMPULAN 

 
 Verifikasi metode uji Enterobacteriaceae berdasarkan SNI ISO 21528-2:2017 menggunakan 
sampel daging ayam yang dikerjakan oleh 2 analis diperoleh hasil memenuhi persyaratan dimana nilai 
SIR yang diperoleh kurang dari nilai SR. Laboratorium BPMSPH mampu melakukan pengujian 
Enterobacteriaceae dengan valid sesuai dengan metode verifikasi ISO 16140-3:2021.  
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ABSTRAK 
 

Penyakit Mulut dan Kuku saat ini menjadi isu strategis nasional yang mendapatkan perhatian khusus untuk 
segera ditangani. Dalam rangka menjamin produk hewan yang ASUH dan bebas dari PMK diperlukan suatu 

metode yang memenuhi standar reliabilitas, akurasi, dan presisi sesuai tujuan yang diharapkan sehingga  harus 
dilakukan validasi terhadap metode tersebut. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memvalidasi 
penggunaan metode pengujian reverse transcription real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) 
untuk identifikasi penyakit mulut dan kuku pada produk hewan. Berdasarkan hasil validasi pengujian 
PMK dengan primer 3D dan primer UTR menggunakan real time PCR diperoleh hasil bahwa metode 
uji PMK menggunakan real time PCR dinyatakan robust. Presisi reprodusibilitas dan intra 
reprodusibilitas memenuhi syarat. Limit of detection pengujian ini terhadap primer 3D dan UTR adalah 
masing-masing sebesar 100 atau 10 copy RNA, selain itu tidak terjadi reaksi silang terhadap uji 
spesifisitas. 

 
Kata kunci : Validasi, PMK, RT-qPCR 

 
PENDAHULUAN 

 
Penyakit Mulut dan Kuku (PMK) dinyatakan kembali mewabah di Indonesia sejak Mei 2022 

berdasarkan Surat Rekomendasi Pejabat Otoritas Veteriner Nasional Nomor: 
07002/PK.300/F4/OS/2002 tanggal 7 Mei 2022 setelah sebelumnya dinyatakan bebas oleh OIE pada 
tahun 1990. Wabah PMK saat ini menjadi isu strategis nasional yang mendapatkan perhatian khusus 
untuk segera ditangani karena dampaknya yang tidak hanya menginfeksi ternak, namun juga 
berdampak pada perekonomian negara dan penghidupan secara ekonomi bagi peternak, serta 
kebutuhan pangan hewani masyarakat. Hingga november 2022 tercatat 16 provinsi dengan laporan 
kasus aktif PMK (Kementan, 2022). PMK disebabkan oleh virus RNA yang termasuk ke dalam genus 
Apthovirus, family Picornaviridae. Virus ini memiliki 7 serotype, yaitu A, O, C, South African Teritorry 
(SAT) 1, 2, 3, dan Asia 1 (Kozat et al., 2015). Diagnosa PMK di lapangan dapat dilihat dari gejala klinis 
yang muncul, seperti adanya lepuh atau lesi pada gusi, mukosa mulut, dan lidah, hipersalivasi, serta 
luka pada bagian kuku, sedangkan diagnosa di laboratorium dapat dilakukan dengan isolasi, uji serologi 
seperti ELISA dan molekuler dengan PCR. Pengujian menggunakan PCR merupakan uji yang 
direkomendasikan oleh OIE (OIE, 2012). 

Untuk mengkonfirmasi bahwa suatu metode memenuhi standar reliabilitas, akurasi, dan presisi 
sesuai tujuan yang diharapkan maka harus dilakukan validasi terhadap metode tersebut (Ahuja dan 
Dong, 2005). Dalam validasi metode, terdapat empat tahapan yang harus dilalui, yaitu perencanaan, 
pelaksanaan, pengolahan dan evaluasi data, serta pelaporan (perekaman) hasil. Terdapat beberapa 
parameter validitas metode pengujian, diantaranya adalah robustness, reprodusibilitas, limit of 
detection, dan spesifisitas. Robustness dapat diartikan sebagai pengukuran kapabilitas dari suatu 
metode untuk tetap tidak terpengaruhi oleh adanya variasi parameter metode yang kecil (Yuwono dan 
Indrayanto, 2005). Reprodusibilitas merupakan pengulangan pengujian yang bertujuan untuk 
mengukur keragaman nilai hasil pengujian terhadap sampel yang sama dengan analis dan peralatan 
yang berbeda yang dilakukan pada satu atau lebih laboratorium dalam waktu yang sama atau berbeda. 
Limit deteksi adalah konsentrasi analit terendah yang masih dapat dideteksi meskipun tidak selalu 
dapat dikuantifikasi. Spesifisitas merupakan kemampuan untuk mengukur analit yang dituju secara 
tepat dengan adanya komponen - komponen lain dalam matriks sampel seperti ketidakmurnian, produk 
degradasi, dan komponen matriks (USP XXXVII, 2014). 

Saat ini BPMSPH ditunjuk menjadi salah satu laboratorium yang bertugas melakukan 
pengujian PMK pada produk asal hewan. Sebagai laboratorium pengujian yang telah terakreditasi ISO 
17025:2017, BPMSPH memiliki kewajiban untuk melakukan proses validasi, termasuk melakukan 
validasi terhadap metode  pengujian PMK menggunakan PCR sesuai dengan klausul 7.2 ISO/IEC 
17025:2017.  
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MATERI DAN METODE 

 

Pengujian dilakukan pada sampel produk pangan asal hewan beserta turunannya seperti 
daging, kulit, bulu, organ jeroan, cairan sputum, swab lesi, limfoglandula, atau material lain yang diduga 
mengandung virus PMK. Pengujian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Balai Pengujian Mutu dan 
Sertifikasi Produk Hewan (BPMSPH), Bogor. 

Alat yang digunakan dalam pengujian ini adalah microcentrifuge, vortex, biosafety cabinet 
class, micropipet dan microtips dengan filter masing-masing untuk ukuran 0.1-2.5 µl; 2-20µl; 20-200 µl 
dan 100-1000 µl, tabung microcentrifuge 1.5 ml dan 2 ml, tabung conical 15 ml, mesin realtime 
rotorgene by Qiagen, microsmash tomy, gunting, dan pinset steril.  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan KiCqStart™ One-Step Probe RT-
qPCR, QIAamp Viral RNA kit by Qiagen® yang berisi AVL buffer, Carier RNA, AW1, AW2, AVE buffer, 
received tubes, QIAMp mini collum disertai dengan bahan tambahan 99.8% ethanol (ethanol absolut) 
dan PBS steril yang tidak disertai dalam KIT. Bahan acuan (kontrol positif) yang digunakan adalah 
bahan acuan terstandar berupa RNA sintetik dengan jumlah 106 copy RNA.  

Primer dan Probe Sequence Uji Realtime RT-PCR PMK yang diperoleh dari manufaktur 
umumnya berbentuk kering beku atau desalted dengan satuan konsentrasi nanomol (nmol). Uji PCR 
menggunakan working solution primer dengan konsentrasi 20 µM untuk primer forward dan primer 
reverse, sedangkan probe menggunakan konsentrasi 10 µM. Sebelum digunakan, dilakukan 
pembuatan working solution (primer/probe) stock konsentrasi 100 µM dengan rumus 1 nmol primer 
desalted x 10 µl buffer TE atau Nuclease Free Water (NFW). Untuk mendapatkan working solution 
primer 20 µM, ke dalam working solution stock dimbahkan 8 bagian NFW atau buffer TE. Primer/Probe 
Sequence dalam validasi metode yang digunakan tertulis pada Tabel 1.  
 

Tabel 1. Primer/Probe Sequence 

Primer Sequence 

UTR 
 

5'UTR Forward primer: CACYT-YAAGR-TGACA-YTGRT-ACTGG-TAC; 
5'UTR Reverse primer: CAGAT-YCCRA-GTGWC-ICITG-TTA, 
Labelled probe: FAM-CCTCG- GGGTA-CCTGA-AGGGC-ATCC-TAMRA 

 

3D 
3D Forward primer: ACTGG-GTTTT-ACAAA-CCTGT-GA; 
3D Reverse primer: GCGAG-TCCTG-CCACG-GA 
Labelled probe: FAM-TCCTT-TGCAC-GCCGT- GGGAC-TAMRA. 

 
Identifikasi viral RNA PMK pada produk pangan asal hewan menggunakan teknik Realtime 

PCR/Quantitative PCR (qPCR). Spesimen diekstraksi sesuai standar prosedur Viral RNA Kit (Qiagen, 
Germany). RNA hasil ekstraksi dapat langsung digunakan untuk amplifikasi PCR dan dapat disimpan 
pada suhu -200C hingga -800C untuk penyimpanan yang lebih lama.  

Amplifikasi. Proses amplifikasi diawali dengan penambahan master mix PCR. Volume total 
untuk 1 reaksi pengujian adalah 25 µl (20 µl master mix + 5 µl RNA contoh). Untuk pengujian dengan 
jumlah contoh lebih dari 1 (n>1), reaksi pengujian dilakukan dengan mengalikan masing-masing 
komponen master mix dengan jumlah reaksi yang dibutuhkan kemudian dialiquot mashing-masing 
sesuai dengan jumlah reaksi. Untuk menjamin mutu atau sebagai Quality Assurance, setiap pengujian 
wajib menyertakan paling sedikit 1 (satu) kontrol positif (PTC), 1 (satu) kontrol negatif (NTC), dan EC 
(extraction control). Komponen master mix untuk pengujian Real-Time PCR tersaji pada Tabel 2.  

 
Tabel 2. Komponen master mix untuk pengujian realtime PCR 

Komponen Volume 1 reaksi (µl) 

1 step RT-qPCR Master Mix  12.5 
Nucelase Free Water 2 
Primer Forward 2 
Primer Reverse 2 
Probe 1.5 
Total Master Mix 20 
RNA 5 

  
Profil PCR/Set Up Temperatur. Program amplifikasi pada metode uji qPCR, yaitu dengan 

cDNA sintesis 50oC selama 10 menit, aktivasi enzim (HOLD) 95oC selama 1 menit, kemudian dengan 
2-step cycling (diulang sebeanyak 50 kali) dengan kondisi PCR seperti pada Tabel 3. 

 
Tabel 3. Kondisi PCR 

Primer Kondisi Reaksi 

UTR 
3D 

 50°C 2 min, 95°C 10 min 
               95°C 15 sec,60°C 1 min, 50 cycle 
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Analisis dan Interpretasi hasil. Analisis dan Intepretasi hasil pengujian RT-PCR dilakukan 

menggunakan software yang tersedia dalam mesin RT-PCR Rotorgene Qiagen. Penetapan hasil 
dilakukan dengan menentukan nilai threshold (Th) dan Cycle Threshold (Ct). Th adalah suatu level 
normalisasi dari sinyal reporter yang digunakan untuk menentukan Ct. Ct adalah siklus pada saat sinyal 
fluoresent reporter (berhubungan dengan akumulasi amplicon tertentu) yang menembus batas Th.  
Hasil analisis uji contoh dapat diintepretasi Positif apabila memiliki kurva amplifikasi dengan 
karateristik mirip dengan kontrol positif (Ct < 45), sedangkan hasil Negatif/undetectable dinyatakan 
apabila tidak ada kurva amplifikasi dengan karateristik mirip kontrol positif (Ct > 50). Hasil dinyatakan 
Indeterminate (tidak dapat ditentukan)/Dubius jika Ct berada pada rentang 45 hingga 50. 

  
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
PMK adalah penyakit mamalia yang paling menular dan memiliki potensi besar untuk 

menyebabkan kerugian ekonomi yang besar pada hewan berkuku belah yang rentan. Real-time 
Reverse Transcriptase PCR (rRT-PCR) adalah teknik yang dikembangkan untuk analisis terhadap 
molekul RNA hasil transkripsi yang terdapat dalam jumlah sangat sedikit di dalam sel. Dikarenakan 
PCR tidak dapat dilakukan dengan menggunakan RNA sebagai cetakan, maka terlebih dahulu 
dilakukan proses transkripsi balik (reverse transcriptase) terhadap molekul mRNA sehingga diperoleh 
molekul cDNA (complementary DNA). Molekul cDNA tersebut kemudian digunakan sebagai cetakan 
dalam proses PCR. Pengujian ini menggunakan 4 parameter validasi metode analisis yang meliputi 
robustness, reprodusibilitas, intrareprodusibilitas, limit deteksi dan spesifisitas. Validasi terhadap suatu 
metode analisa menjadi faktor yang penting karena metode analisa yang telah dibuktikan hasil 
pengukurannya dapat dipertanggung jawabkan dan dipergunakan sebagai landasan dalam pengujian 
berikutnya. 

 
Robustness 

Sebagai pengukuran kapabilitas dari suatu metode untuk tetap tidak terpengaruhi oleh adanya 
variasi parameter metode yang kecil (Yuwono dan Indrayanto, 2005) maka parameter uji robustness 
dilakukan dengan mengurangi volume Probe Master Mix menjadi 10 µl per sampel RNA (rutin 
digunakan 12.5 µl per sampel RNA) pada masing-masing primer secara duplo. Jumlah DNA per sampel 
yang diuji adalah 103. Hasil uji yang diperoleh dijabarkan pada Tabel 4. Hasil pengujian terhadap 
kelompok sampel positif dengan rRT-PCR menunjukkan bahwa seluruh sampel DNA teramplifikasi 
pada detection system dengan rataan nilai cycle threshold (Ct) yang dihasilkan pada primer 3D sebesar 
24,48 ± 0.2 dan primer UTR sebesar 26.16 ± 0.02. Metode real-time PCR pada pengujian robustness 
mampu mendeteksi DNA PMK pada seluruh sampel, yang ditunjukkan dengan adanya amplifikasi. 
Pengujian ini sesuai dengan pernyataan Nicolas et al. (2002), bahwa real-time PCR dengan adalah 
teknik sederhana yang dapat diandalkan dan terbukti efektif untuk deteksi. Kurva real time PCR hasil 
amplifikasi dapat dilihat pada Gambar 1. 

 
Tabel 4. Hasil robustness uji PMK menggunakan real time PCR 

Jenis Primer 
Volume Probe 

Master Mix 
Jumlah RNA 

Hasil PCR (duplo) Rata-rata Ct 
± SD 

Min-Max Ct 
a (Ct) b (Ct) 

3D 10 µl 103  Positif (24.34) Positif (24.62) 
24,48 ± 0.2 

24.34 – 
24.62 

UTR 10 µl 103  Positif (26.17) Positif (26.14) 
26,16 ± 0.02 

26.14 – 
26.17 

Gambar 1. Robustness 

3D  

UTR   
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Repeatability 

Repeatability dilakukan dengan 7 kali pengulangan pada sampel positif (jumlah RNA 103) dan 7 
kali pengulangan menggunakan sampel negatif pada masing-masing primer. Hasil uji yang diperoleh 
dijabarkan pada Tabel 5. 

 
Tabel 5. Repeatability uji PMK menggunakan real time PCR 

Jenis 
Primer 

Sampel 
Hasil uji pengulangan (Ct) Rata-rata 

Ct ± SD 
Min-

Max Ct 1 2 3 4 5 6 7 

3D Positif 
(103) 

Positif 
(24.69) 

Positif 
(24.93) 

Positif 
(24.78) 

Positif 
(24.88) 

Positif 
(24.76) 

Positif 
(25.02) 

Positif 
(24.86) 

24,85 ± 
0.1 

24.69 – 
25.02 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

- 

- 

UTR Positif 
(103) 

Positif 
(25.97) 

Positif 
(26.19) 

Positif 
(26.05) 

Positif 
(26.13) 

Positif 
(26.00) 

Positif 
(26.29) 

Positif 
(26.12) 

26.11 ± 
0.1 

25.97 – 
26.29 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

Negatif 
(No Ct) 

- - 

 
Hasil pengujian terhadap kelompok sampel positif dengan rRT-PCR menunjukkan bahwa 

seluruh sampel DNA teramplifikasi pada detection system dengan rataan nilai cycle threshold (Ct) yang 
dihasilkan pada primer 3D sebesar 24,85 ± 0.1 dan primer UTR sebesar 26.11 ± 0.1 . Hasil pengujian 
terhadap kelompok sampel negatif yang digunakan dalam penelitian ini tidak memperlihatkan adanya 
amplifikasi sehingga tidak ada nilai Ct yang dihasilkan (Gambar 2).  

 

Gambar 2. Repeatability 

 
Intra Reprodusibility 

Intra reprodusibility dilakukan dengan 7 kali pengulangan pada sampel positif (jumlah RNA 103) 
dan 7 kali pengulangan menggunakan kontrol negatif. Pengujian ini dilakukan dengan mencari nilai p 
melalui uji T terhadap hasil dari dua penguji. Hasil uji T terhadap dua penguji dapat dilihat pada Tabel 
6.  

Tabel 6. Uji T terhadap nilai cycle threshold (Ct) kerbau dengan qPCR 
Jenis 

Primer 
Jenis 

Sampel 
n 

% positif 
teramplifikasi 

Rataan Ct ± SD1) Min-Max Ct2) Nilai p3) 

3D 
Penguji 1 7 100 24,85 ± 0.1 24.69 – 25.02 

0,085566 
 

Penguji 2 7 100 25,03 ± 0,34 24,73 – 25,85 

UTR Penguji 1 7 100 26.11 ± 0.1 25.97 – 26.29 
0,218285 

 
Penguji 2 7 100  26,17 ±  0,09 26.00 – 26.29 

Keterangan =    1) Rataan Ct±SD       = Nilai rata-rata Ct (cycle threshold value) ketujuh sampel dan nilai standar deviasinya. 
2) Min-Max Ct = Nilai minimum dan maksimum Ct (cycle threshold value)  
3) Nilai p    = tidak berbeda nyata jika p > 0,05  

 

Hasil uji t terhadap nilai Ct pada hasil penguji 1 dan penguji 2 dengan primer 3D diperoleh nilai 
p sebesar 0,085566 sedangkan primer UTR sebesar 0,218285. Hasil ini menunjukan bahwa tidak 
terdapat perbedaan yang nyata dalam mendeteksi DNA PMK pada dua penguji dengan menggunakan 
metode real-time PCR (p>0,05). Nilai Ct pada penelitian ini masih berada pada batas kriteria yang 
dipersyaratkan oleh kit komersial yang digunakan (Ct<45). Kurva amplifikasi ditunjukkan pada gambar 
3. 

3D Repeatability 
n=7 

UTR Repeatability 

n=7 
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Gambar 3. Intra Reproducibility 

 

Limit of Detection (LOD) 
Uji LOD dilakukan dengan menggunakan RNA sintetik sebesar 104; 103; 102; 101; 100, dan 10-1 

pada masing-masing primer. Hasil uji yang diperoleh dijabarkan pada Tabel 7 dan Gambar 4. 
 

Tabel 7. Hasil limit of detection (LOD) uji PMK menggunakan real time PCR 

Jenis Primer Jumlah RNA Sintetik 
 (Copy DNA) 

Hasil PCR  
(Rata-Rata Duplo) 

3D 103 Positif (27.57) 
102 Positif (28.16) 
101 Positif (29.13) 
100 Positif (30.17) 
10-1 Negatif (No Ct) 

NFW Negatif (No Ct) 
UTR 103 Positif (29.14) 

102 Positif (30.56) 
101 Positif (31.21) 
100 Positif (33.54) 
10-1 Negatif (No Ct) 

NFW Negatif (No Ct) 

 
Berdasarkan data pada Tabel 8, diperoleh nilai batas deteksi PCR untuk kesensitifan primer 

spesifik PMK sebesar 100 dengan nilai Ct primer 3D 30,17 dan primer UTR 33.54. Hasil yang baik ini 
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kemurnian DNA hasil ekstraksi, ketepatan kondisi reaksi PCR, 
serta ketepatan pemilihan primer juga berpengaruh untuk mendapatkan limit of detection dengan 
konsentrasi yang rendah. Primer merupakan bagian penting dalam reaksi amplifikasi DNA karena 
merupakan penggerak utama pada sintesis DNA. Ketepatan kondisi pada reaksi PCR merupakan 
faktor utama dalam menentukan keberhasilan suatu reaksi PCR. Ketepatan kondisi reaksi ditentukan 
oleh ketepatan campuran reaksi dan ketepatan kondisi suhu pada masing-masing siklus (Lelana et al. 
2003). 

Gambar 4. Limit of Detection 

Spesificity 
Spesificity dilakukan dengan menggunakan sampel RNA Avian Influenza Serotype A terhadap 

primer 3D dan UTR. Uji dilakukan secara duplo. Hasil uji yang diperoleh dijabarkan pada Tabel 8. 
 

Tabel 8. Hasil spesifisitas uji PMK menggunakan real time PCR 

Jenis Primer Sampel (reaksi silang) 
Hasil PCR (duplo) 

A (Ct) B (Ct) 

3D RNA Avian Influenza Type A Negatif (No Ct) Negatif (No Ct) 
UTR RNA Avian Influenza Type A Negatif (No Ct) Negatif (No Ct) 
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Gambar 5. Specificity 

 
Hasil yang ditunjukkan pada Tabel 8 pada uji spesifisitas antar gen tidak menghasilkan 

adanya reaksi silang yang mungkin ada dalam sampel. Hal ini ditunjukan dengan tidak adanya nilai 
cycle threshold (Ct) yang dihasilkan pada RNA Avian Influenza (Gambar 5). Analisis spesifisitas 
dilakukan untuk mengidentifikasi keberadaan analit pada sampel yang dilakukan dengan 
membandingkan bahan pembanding yang diketahui secara pasti seperti standar dan sampel yang 
mengandung analit (sebagai respon positif) serta sampel yang tidak mengandung analit (sebagai 
repon negatif) untuk memastikan bahwa respon positif tidak diperoleh adanya bahan yang secara 
struktural mirip atau terkait erat dengan analit (USP, 2005). Hasil uji parameter spesifisitas 
memperoleh hasil spesifisitas 100%, karena sampel tidak menghasilkan nilai amplifikasi (parameter 
spesifisitas memenuhi syarat). Berdasarkan hasil pengujian, metode real-time Polymerase Chain 
Reaction (qPCR) mampu mengidentifikasi RNA PMK secara spesifik dengan keakuratannya yang 
tinggi. 
 

KESIMPULAN 
 

Berdasarkan hasil validasi pengujian PMK dengan primer 3D dan primer UTR menggunakan real 
time PCR diperoleh hasil bahwa metode uji PMK menggunakan real time PCR dinyatakan robust. 
Presisi reprodusibilitas dan intra reprodusibilitas memenuhi syarat. Limit of detection pengujian ini 
terhadap primer 3D dan UTR adalah masing-masing sebesar 100 atau 10 copy RNA, selain itu tidak 
terjadi reaksi silang terhadap uji spesifisitas. 
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