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Optimasi dan Aplikasi Multiplex Polymerase Chain Reaction untuk Deteksi Salmonella
sp., Vibrio cholerae, dan Pseudomonas aeruginosa pada Air Minum Kemasan sebagai
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Vicky Chu*, Maria Goretti M.Purwanto, Xavier Daniel
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ABSTRAK

Bakteri Salmonella sp, Vibrio cholerae, dan Pseudomonas aeruginosa adalah beberapa jenis pathogen
waterborn disease yang umum ditemui dalam air yang terkontaminasi.. Metode uji yang diterapkan oleh
Standar Nasional Indonesia untuk deteksi Salmonella sp, Vibrio cholerae, dan Pseudomonas aeruginosa sampai
saat ini masih menggunakan metode konvensional Total Plate Count (TPC) yang memakan wakiu cukup lama,
oleh karena itu diajukan penggunaan analisis PCR yang secara teoritis lebih efektif, efisien, dan sensitif
dibandingkan dengan metode TPC untuk deteksi ketiga bakteri tersebut. Multiplex PCR (mPCR) adalah salah
satu aplikasi teknologi PCR yang memungkinkan digunakan untuk deteksi Salmonella sp, Vibrio cholerae, dan
Pseudomonas aeruginosa sekaligus dalam sekali reaksi. Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa
primer-primer yang digunakan bisa digunakan untuk deteksi masing-masing bakteri uji dengan Single PCR.
Multiplex PCR yang bisa diaplikasikan untuk deteksi bakteri dalam sampel air minum ketmasan hanyalah
Duplex PCR. Salmonella sp-Pseudomonas aeruginosa saja. Jika dibandingkan dengan metode TPC, Duplex
PCR Salmonella sp-Pseudomonas aeruginosa terbukti sepuluh ribu kali lebih sensitif. Peneliti menyarankan
untuk menggunakan Duplex PCR Salmonella sp-Pseudomonas aeruginosa untuk deteksi kedua bakteri tersebut
dalam sampel air minum kemasan.

Kata kunci: Keamanan pangan, multiplex PCR, Salmonella sp., Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, air
minum dalam kemasan, TPC

Pendahuluan

Bakteri Salmonella sp, Vibrio cholerae, dan Pseudomonas aeruginosa adalah beberapa jenis
pathogen waterborn disease yang umum ditermui dalam air yang terkontaminasi.. Metode uji yang
diterapkan oleh Standar Nasional Indonesia untuk deteksi Salmonella sp, Vibrio cholerae, dan
Pseudomonas aeruginosa sampai saat ini masih menggunakan metode konvensional Total Plate
Count (TPC). Vibrio cholera dan Salmonelia spp sangat sensitif dan sulit ditumbuhkan langsung pada
media selektif, sehingga perlu dilakukan enrichment terlebih dahulu. Langkah enrichment yang
dilakukan ini dapat membuat perhitungan jumlah bakteri dalam sampel menjadi tidak representatif
untuk sampel awal (Hyndman et al. 2003).

Oleh karena kendala-kendala itu penelitian ini dilakukan peneliti untuk menawarkan metode
yang lebih sensitif dan efektif dibandingkan dengan metode konvensional. Metode yang dilakukan
peneliti adalah metode Multiplex-Polymerase Chain Reaction atau yang biasanya disingkat sebagai
mPCR. Primer-primer vang dipilih dalam penelitian ini memiliki sequence yang spesifik untuk
mikroorganisme yang diuji dan annealing temperaturnya masing-masing cukup dekat. Selain itu
primer yang dipilih pun berdasarkan ukuran hasil amplikon yang cukup berbeda jauh agar ketika
dielektroforesis band-band yang terbentuk tidak ada yang overlapping (Karanam V.R. 2008; Hwang
et al. 2010).

Metodologi
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain kultur mumi Salmonella
typhimurium, kultur murni Vibrio cholerae, kultur murni Pseudomonas aeruginosa, media Nutrient
Agar, media Nutrien! Broth, aquades, STE buffer, TE buffer, SDS 10%, chloroform:isoamy! aicohol
24:1, etanol p.a., etanol 70%, ddH,0, primer PCR (1¥ BASE), KAPA BIOSYSTEMS’ 2x KAPA2G
Fast ReadyMix + dye, agarose, TAE buffer, DNA ladder 1 kb (AMRESCO), DNA /adder 100 bp
(Promega), ethidium bromida, enzim restriksi Haelll (Fermentas), buffer M (Fermentas), 6x loading
buffer, media Plate Count Agar, aquades, air minum dalam kemasan.
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