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Abstrak

Metode pengujian cemaran babi menjadi faktor penting dalam sertifikasi produk halal. Metode yang
cepat dan robust diperlukan untuk deteksi dan kuantifikasi cemaran babi. Metode Real-time PCR
atau dikenal dengan istilah quantitative PCR (gPCR) merupakan metode alternatif untuk deteksi
dan kuantifikasi cemaran babi berdasarkan residu keberadaan DNAnya pada sampel olahan pangan.
Metode ekstraksi DNA dan kit amplifikasi yang tahan terhadap inhibitor menjadi kunci
keberhasilan penggunaan qPCR untuk pendeteksian dan kuantifikasi cemaran babi. Pendeteksian
cemaran DNA dengan probe gqPCR digunakan karena mempunyai kelebihan tahan terhadap
inhibitor, cepat, spesifik, dan multipel target. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan
menguantifikasi cemaran DNA babi menggunakan metode ekstraksi DNA secara cepat dan gPCR.
Tahapan penelitian ini adalah ekstraksi DNA, amplifikasi, deteksi, dan kuantifikasi DNA babi.
Sampel berasal dari produk olahan pangan, seperti bakso, sosis, daging burger, siomay, kuah
daging, dan daging isi roti. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat cemaran babi pada sampel
bakso, daging burger, dan kuah bakso. Hasil yang didapatkan menunjukkan bakso memiliki
persentase kontaminasi sejumlah 25%, sedangkan kuah daging sejumlah 12,5%. Hasil penelitian ini
dapat direkomendasikan untuk laboratorium penguji makanan sebagai metode deteksi cemaran babi
dalam produk pangan secara cepat dan akurat.

Kata kunci: Cemaran babi; Probe; Quantitative PCR

Abstract

Pork contamination testing method is an important factor in halal product certification. A fast and robust
method is needed for the detection and quantification of pig contamination. Real-time PCR method or
commonly known as quantitative PCR (qPCR) is an alternative method for the detection and quantification
of pork contamination based on the pig’s DNA residual presence in processed food samples. DNA extraction
method and inhibitor-resistant amplification kit are the keys of successful gPCR implementation for the
detection and quantification of pig contamination. Detection of DNA contamination with gPCR probe is used
because it has some advantages, such as resistant to inhibitors, fast, specific, and multiple targets. This
research aimed to detect and quantify pig’s DNA contamination using rapid DNA extraction method and
qPCR. The stages of this research were pig’s DNA extraction, amplification, detection, and quantification.
The samples taken from processed food products, such as meatballs, sausage, burgers’ meat, dumplings,
meat broth, and meat filled in the bread. The results showed that there was pork contamination in the
samples of meatballs, burgers’ meat, and meat broth. The results showed that the meatballs had a
contamination percentage of 25%, while the meat broth had a contamination percentage of 12.5%. The
results of this study can be a recommendation for food testing laboratories as a method of detecting the pork
contamination in food products quickly and accurately.
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PENDAHULUAN

Produk makanan dan jasa diharuskan mempunyai sertifikat produk halal. Aturan tersebut
termuat dalam UU Nomor 33 Tahun 2014 terkait jaminan produk halal (Aminuddin, 2016).
Jaminan produk halal pada pangan seperti mendeteksi cemaran babi, karena dalam agama Islam
daging babi termasuk jenis makanan haram. Daging babi bersifat inang bagi parasit, virus, dan
patogen yang mudah berpindah ke manusia karena kedekatan secara genetik. Jaminan produk halal
pada pangan agar terhindar dari cemaran babi berdasarkan pada risiko mengonsumsi daging babi,
seperti tingginya lemak meningkatkan obesitas, diabetes tipe 2, dan menyebabkan alergi (Bott,
2014; Rupa et al., 2009). Cemaran babi terdeteksi di berbagai produk makan, seperti mesin
penggilingan daging, daging giling, bakso, gelatin, dan sosis (Baihaqgi et al., 2019; Laila-Liyana et
al., 2018).

Nucleic Acid Test (NAT) merupakan uji berdasarkan asam nukleat. Asam nukleat merupakan
material genetik yang diturunkan dan digunakan sebagai target diagnostik. Asam nukleat sebagai
cetakan amplifikasi mempunyai daerah yang unik dan stabil, sehingga dapat digunakan sebagai
bahan uji (Sentandreu & Sentandreu, 2014). Keberadaan asam nukleat dapat dideteksi dengan
beberapa metode, salah satunya yaitu metode real-time PCR atau dikenal dengan istilah quantitative
PCR (gPCR) (Cavin et al., 2018).

quantitative PCR merupakan metode PCR yang dapat digunakan untuk melakukan relatif
kuantifikasi yang membedakannya dengan metode PCR konvensional yang bertujuan untuk
kuantifikasi DNA target. qPCR merupakan generasi kedua yang berfungsi mendeteksi keberadaan
asam nukleat, salah satu penggunaannya adalah mendeteksi dan kuantifikasi cemaran DNA babi.
Teknologi gPCR menggabungkan thermal cycler dengan detector fluorescent yang berfungsi untuk
mendeteksi dan kuantifikasi target (Raso & Biassoni, 2014). Teknologi qPCR secara luas digunakan
untuk mendeteksi keberadaan organisme, diagnostik, patogen pada sampel pangan virus, dan
genotyping, Genetically Modified Organism (GMO) (Zauli, 2019; Qu & Stewart, 2019). Pewarna
gPCR untuk amplifikasi menggunakan DNA binding dye dan probe. Probe mempunyai kelebihan
seperti multiplek target dalam satu sumur, konsumsi waktu yang cepat, dan sensitivitas tinggi (Kim
& Kim, 2019). Probe gPCR telah berhasil digunakan untuk mendeteksi cemaran DNA babi di
produk pangan, seperti roti, bakso, dan permen, serta produk nonpangan, seperti kuas roti,
pelembap, sabun, kosmetik, dan kapsul (Kim & Kim, 2019; Kim et al., 2018; Mohamad et al., 2018;
Mustagimabh et al., 2021; Septiani, 2021; Sudjadi et al., 2016; Tan et al., 2020; Tanabe et al., 2007;
Widayat et al., 2019).

Metode ekstraksi DNA merupakan faktor kritis keberhasilan g°PCR. Metode ekstraksi kimia
anorganik menjadi alternatif metode kolom karena metode ini cepat dan mudah dijalankan. Bahan
kimia seperti NaOH dan Tris-HCI merupakan komponen dasar metode ini. NaOH berfungsi sebagai
lisis sel karena mampu merusak membran sel. Muatan positif dari garam-garam (NaCl, EDTA dan
Tris-HCL) untuk netralisir asam nukleat yang bermuatan negatif dan sebagai agen chelating Mg*™*
sehingga asam nukleat terhindar dari kerusakan. Setelah sel lisis, asam nukleat dijaga kondisinya
oleh EDTA dan Tris-HCL agar tidak rusak. Metode ini telah berhasil mendapatkan DNA dari
berbagai sumber, seperti daun, kalus, fungi, dan oomycete (Osmundson et al., 2013; Waluyo et al.,
2013; Wang et al., 2009).

Kemudahan pengujian cemaran DNA babi menjadi tantangan yang dihadapi ke depannya.
Alternatifnya penggunaan metode ekstraksi kimia organik dan probe gPCR untuk pengujian ini.
FastScreen™ DNA merupakan kit ekstraksi menggunakan metode ekstraksi kimia organik dan
dikombinasikan. Kit EasyFastPorcine merupakan kit gPCR untuk kuantifikasi relatif cemaran DNA
babi. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan menguantifikasi cemaran babi pada produk
pangan menggunakan qPCR berbasis probe dengan metode ekstraksi DNA cepat secara kimia
anorganik.

MATERIAL DAN METODE
Bahan
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakso, sosis, burger, kuah sayur daging,
siomay, dan roti. Semua sampel diperoleh dari pasar lokal di Surabaya pada bulan November 20109.
Sebanyak 10 g sampel dihaluskan, kemudian sebanyak 1 g diambil untuk dilanjutkan ke tahap
ekstraksi DNA. Penelitian ini menggunakan daging babi sebagai kontrol positif, dan sapi sebagai
kontrol negatif. Laboratorium PT Sciencewerke Indonesia merupakan tempat pengujian cemaran
DNA babi dalam makanan.

Ekstraksi DNA

Isolasi DNA menggunakan kit FastScreen™ DNA extraction kit (Progenus, Belgia).
Sebanyak 1 g sampel dipotong kecil-kecil dan dimasukkan ke dalam tabung | yang berlabel warna
merah muda. Tabung dibolak-balik hingga sampel tercampur sempurna dengan buffer. Inkubasi
pada 95 °C selama 15 menit dan diamkan hingga tabung menjadi dingin. Selanjutnya, sampel dari
tabung | dipindahkan ke dalam tabung Il yang berlabel biru, kemudian tabung di bolak-balik
sebanyak 5 kali. Sebanyak 2 pL supernatan diambil untuk dilanjutkan ke tahap amplifikasi qPCR.

Amplifikasi gPCR

Amplifikasi target DNA babi menggunakan kit EasyFastPorcine (Progenus, Belgia). Setiap
reaksi terdiri atas 18 pL master mix yang dicampurkan dengan 2 pL DNA sampel, kontrol positif,
dan akuabides sebagai kontrol negatif. Amplifikasi menggunakan mesin CFX96 touch (Biorad,
California) dengan program amplifikasi DNA, terdiri atas: aktivasi enzim pada 50 °C selama 2
menit; denaturasi awal pada 95 °C selama 3 menit; denaturasi pada 95 °C selama 10 detik; dan
penempelan serta pemanjangan pada 60 °C selama 1 menit yang dilakukan selama 40 siklus.

Analisis Cq dan Relatif Kuantifikasi gPCR

Nilai Cg menggunakan software CFX maestro 2.0 (Biorad, California) dengan mode single
threshold. Kurva amplifikasi pada channel FAM menunjukkan keberadaan babi dan channel VIC
menunjukkan keberadaan vertebrata dan kalkulasi persentase DNA Babi (%)= 2(Ct vertebrate - Ct porcine)
x 100.

HASIL
Ekstraksi DNA dari Olahan Daging

Jenis produk olahan daging, seperti bakso, sosis, daging burger, siomay, roti, dan sayur
daging diperoleh dari pasar dan pengujian keberadaan DNA babi. Uji keberhasilan ekstraksi
menggunakan gPCR dengan target daerah spesifik vertebrata pada channel VIC. Pengujian semua
sampel menunjukkan amplifikasi secara sigmoid (Gambar 1) dengan nilai Ct berkisar 16-20,
kecuali pada sampel isian roti berkisar Ct 30 (Tabel 1). Hasil ini menunjukkan tahapan ekstraksi
berjalan dengan baik karena mampu ekstraksi DNA dari sampel.

Tabel 1. Deteksi gPCR pada olahan daging menggunakan metode ekstraksi cepat

. Ct Persen
Nama sampel Kondisi bahan Porcine Ver Kuantifikasi (%)

Daging sapi Bahan mentah - 16 Tidak terdeteksi
Daging babi Bahan mentah 16 16 100

Bakso 1 Proses 18 16 25

Bakso 2 Proses 18 16 25

Sosis 1 Proses - 20 Tidak terdeteksi
Sosis 2 Proses - 20 Tidak terdeteksi
Sosis 3 Proses - 17 Tidak terdeteksi
Daging burger Proses 17 15 25

Daging burger Proses - 17 Tidak terdeteksi
Kuah daging Proses 20 17 12,5

Siomay Proses - 16 Tidak terdeteksi
Daging isi roti Proses - 30 Tidak terdeteksi
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Amplifikasi DNA Babi dari Olahan Daging Menggunakan qPCR

gPCR bertujuan untuk mendeteksi keberadaan babi dalam sampel secara spesifik. Kami
menggunakan daging babi sebagai kontrol positif, daging sapi sebagai kontrol negatif, dan EPC
sebagai kontrol reaksi kit. Hasil kontrol EPC menunjukkan adanya kurva amplikasi pada dua target
babi dan vertebrata dengan nilai Ct 30. Hal ini menunjukkan bahwa kit tidak mengalami kerusakan.
Pada kontrol positif menunjukkan amplifikasi di kedua channel dengan Ct 16, yang menunjukkan
bahwa 100% merupakan babi. Pada kontrol sampel negatif memperlihatkan hanya channel VIC
(vertebrata) yang terdeteksi, sedangkan pada target babi di channel FAM tidak ada amplifikasi
(Gambar 1). Kedua kontrol menunjukkan kit valid secara spesifik sehingga dapat digunakan untuk
membedakan sampel yang mengandung cemaran DNA babi. Sampel bakso dan daging burger 1
terdeteksi DNA babi sebanyak 25%, sedangkan kuah daging sebanyak 12,5%. Adapun, pada sampel
sosis, daging burger 2, siomay, dan daging isi roti tidak terdeteksi DNA babi (Tabel 1).
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Gambar 1. Kurva amplifikasi deteksi babi di berbagai jenis produk, yaitu EPC internal kontrol kit
(@), kontrol NTC (b), kontrol positif daging babi (c), kontrol negatif daging sapi (d), dan
sampel dari olahan daging (e)

PEMBAHASAN

Ekstraksi DNA merupakan kunci keberhasilan untuk mendeteksi keberadaan babi dalam
sampel menggunakan gPCR. Sampel mengalami proses pemanasan dan penambahan bumbu
masakan yang berpotensi merusak DNA dan inhibitor reaksi amplifikasi g°PCR. Kami menggunakan
FastScreen™ DNA extraction kit untuk ekstraksi DNA dan kit EasyFastPorcine untuk amplifikasi
DNA sampel. Evaluasi keberhasilan ekstraksi menggunakan kit amplifikasi pada channel VIC yang
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mendeteksi gen endogenus pada golongan vertebrata. Kit ini berhasil melakukan ekstraksi DNA
yang ditandai dengan nilai Ct rendah berkisar 1620 pada target vertebrata, kecuali pada sampel roti
dengan nilai Ct berkisar 30 (Tabel 1). Deteksi endogenus gen bertujuan untuk monitor keberhasilan
ekstraksi DNA, kuantifikasi secara relatif, menghindari negatif palsu, dan memotong waktu
pengujian.

Metode ekstraksi DNA pada penelitian ini menggunakan metode ekstraksi DNA secara kimia
dan organik. Kelebihan metode ini adalah prosedurnya lebih cepat, mudah, murah, dan tidak
beracun. Kit ini mempunyai komposisi utama, yaitu Sodium hidroksida (NaOH) dan Tris-HCI.
Kombinasi NaOH dan pemanasan berfungsi untuk lisis. Selanjutnya, adanya Tris-HCL berfungsi
menjaga asam nukleat tidak rusak. Beberapa studi menunjukkan metode ini mempunyai efisiensi
lisis antara 50-80%. Metode yang sama telah banyak digunakan pada berbagai sampel, seperti
daun, kalus, fungi, oomycete (Osmundson et al., 2013; Waluyo et al., 2013; Wang et al., 2009).

Kit EasyFastPorcine (Progenus, Belgia) untuk amplifikasi keberadaan target toleran terhadap
inhibitor. Pada sampel, kontrol positif, negatif dan EPC menunjukkan kurva yang sigmoid (Gambar
1a, ¢, d, dan e). Hal ini menunjukkan bahwa sampel yang tanpa pemurnian DNA dapat dengan baik
diamplifikasi oleh kit ini. Inhibitor dalam penelitian berasal dari debris sel, protein, karbohidrat, dan
lemak dari sampel. Inhibitor sangat memengaruhi hasil PCR yang dapat menurunkan nilai Relative
Flouresent Unit (RFU), membuat kurva gPCR menjadi linier dan meningkatkan nilai Ct qPCR.
Pengaruh inhibitor dapat diturunkan dengan beberapa Teknik, seperti pemurnian DNA, dilusi
sampel DNA, dan menggunakan enzim tagpol yang toleran terhadap inhibitor (Sidstedt et al.,
2020).

Deteksi dan kuantifikasi kontaminasi babi dapat dilakukan sekaligus. Batas deteksi kit ini
mencapai 5 copy/uL, efisiensi reaksi 94%, dengan persen kuantifikasi babi mencapai 0,1% (data
tidak dipublikasikan). Kit amplifikasi mendeteksi 2 target sekaligus dalam satu tabung. Channel
FAM spesifik ke babi dan VIC spesifik menempel di bagian yang bisa mendeteksi golongan
vertebrata. Validitas kit ditunjukkan pada Gambar 1la dan Gambar 1b menggunakan PC dan NTC.
Kontrol reaksi kit berjalan dengan baik sehingga bisa teramplifikasi ke PC, sedangkan NTC dengan
aquabidest tidak menunjukkan amplifikasi yang membuktikan bahwa tidak terjadi kontaminasi
dalam kit ini. Pada sampel babi menunjukkan kenaikan kurva amplifikasi pada channel FAM
(warna biru) dan VIC (warna cokelat) (Gambar 1c). Pada sampel sapi hanya menunjukkan kenaikan
pada channel VIC dan FAM landai. Pengujian pada sampel lapangan menunjukkan bahwa sampel
bakso 1 & 2, burger 1, dan kuah daging positif terdeteksi DNA babi yang ditunjukkan kenaikan
kurva pada kedua channel FAM dan VIC (Gambar 1le).

SIMPULAN DAN SARAN

Pengujian kuantifikasi kontaminasi DNA babi dalam produk pangan dapat menggunakan
kombinasi metode rapid ekstraksi kimia organik dan gPCR. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
kontaminasi pada beberapa sampel, yaitu sampel bakso dan daging burger sejumlah 25%, serta
kuah daging sejumlah 12,5%. Hasil penelitian ini yang menggunakan radpid ekstraksi dan qPCR
dapat direkombinasikan bagi laboratorium penguji makanan untuk kuantifikasi cemaran DNA babi
dalam produk pangan secara cepat dan akurat.

Hasil yang diperoleh dalam penelitian valid, namun tidak dapat dijadikan simpulan umum
yang menggeneralisasi ataupun merepresentasikan jenis sampel secara keseluruhan, maupun tidak
pula merepresentasikan keseluruhan jenis sampel yang sama untuk cakupan sampling pasar lokal di
Surabaya. Dibutuhkan tambahan data, pengulangan sampel uji, dan analisa statistik lebih lanjut agar
data yang dihasilkan akurat dalam justifikasi keberadaan cemaran babi pada sampel olahan daging
di pasar lokal Surabaya.
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