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Abstrak

S. aureussering ditemukan pada pangan olahan sebagai penyebab keracunan
pangan di Indonesia.Pada penelitian ini dilakukan deteksi bakteri S. aureusmenggunakan
Real Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) yang memungkinkan
dilakukannyakuantifikasi DNA. Kultur yang digunakan adalah S. aureusATCC 25934 dan tiga
isolat S. aureuslokal yang berasal dari pangan siap saji. Ekstraksi DNA S. aureusdilakukan
dengan2 metode yaitu modifikasi metode Doyle&Doyledanmetode Mason. Pada metode
Doyle&Doyle,Sodium Dodecyl Sulphate(SDS) ditambahkan pada suspensi pelet kultur
bersamaan dengan lisozim kemudian diinkubasi dan tanpa penambahan Cethyiltrimethyl
Ammonium Bromide (CTAB). Pada metode Mason yang dimodifikasi, SDS ditambahkan
sesudah inkubasi dengan penambahan lisozim dan ditambahkan CTAB sesudah diinkubasi
dengan proteinase-K. Primer yang digunakan adalah sekuenspenyandi gen 16S
rRNAyaitu63F/1387R dan 63sF/63sR3.Pengujian dengan Real-TimePCRdilakukan dengan 2
protokolmodifikasi metode Lee, baikuntuk tahap pre-PCR, denaturasi, penempelan primer,
elongasi, dan post-PCR,maupun tahap pelelehan.Siklus yang digunakan adalah sebanyak
35 siklus.Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstraksi DNA dengan metode Mason yang
dimodifikasidapat menghasilkan pita DNA yang lebih tajam dan jelas,dibandingkan dengan
metode modifikasi dari Doyle&Doyle,setelah dilakukan gel elektroforesis.Ektsrak DNA cukup
baik kemurniannya yang ditunjukkan dengan nilai perbandingan absorbansi pada
A260nm/280nm yaitu sebesar 1,8-2,2. Kondisi protokol 2 dengan 35 siklus dapat
menunjukkan suhu puncak kurva pelelehan dengan lebih baikdibandingkan protokol 1.Isolat
lokal yang diuji mempunyai suhu puncak pelelehan yang sama dengan S. aureusATCC
25934 vyaitu 84°C jika diuji dengan primer 63F/1387R. Ketika diuji dengan primer
63sF/63sR3, isolat SJ1 menunjukkan kesamaan suhu puncak pelelehan dengan kultur
acuan, yaitu 83,75°C. Hal ini menunjukkan bahwa protokol yang dikembangkan dapat
digunakan untuk mengidentifikasi isolat S. aureusberdasarkan sekuens 16S rRNA kultur
referensi. Selanjutnya perlu dilakukan pengembangan protokol untuk kuantifikasi dan uji
spesifisitas protokol yang dikembangkan.

Kata kunci :Ekstraksi DNA, Suhu puncak pelelehan, Real-Time PCR,Staphylococcus aureus,
16S rRNA.

Pendahuluan

Keberadaan bakteri patogen penyebab penyakit maupun perusak pangan harus
dihilangkan atau diminimalkan pada produk pangan, sehingga perlu dikendalikan untuk
menjamin kesehatan konsumen. Staphylococcus aureus adalah salah satu contoh bakteri
patogen yang menjadi perhatian di Indonesia pada lima tahun terakhir. S. aureus banyak
ditemukan pada berbagai bahan pangan sebagai penyebab keracunan pangan. Bakteri ini
mampu bertahan pada permukaan kering selama waktu tertentu (Kusumaningrum et al.,
2003). Dalam keamanan pangan diperlukan pemeriksaan keberadaan bakteri patogen
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penyebab penyakit sebagai kontaminan dalam bahan pangan. Pengujian secara
konvensional yang banyak dilakukan umumnya memerukan waktu untuk menumbuhkan
pada media kultur, isolasi, dan identifikasi biokimia. Saat ini teknik deteksi cepat bakteri pada
pangan telah banyak dilaporkan pada berbagai publikasi internasional, diantaranya adalah
berbasis biologi moluker. Salah satu metode deteksi bakteri berbasis biologi molekuler
adalah metode Polymerase Chain Reactions (PCR). Metode ini secara umum mencakup
tahapan isolasi DNA bakteri target, amplifikasi sekuen target secara reaksi polimerasi
berantai, visualisasi dengan melakukan separasi produk amplifikasi pada elektroforesis gel
agarosa sehingga diketahui ukuran fragmen yang dihasilkan dibandingkan dengan DNA
marker setelah perlakuan staining menggunakan etidium bromida (Zhang et al, 2004).
Metode PCR merupakan teknik yang sangat berguna dalam membuat salinan DNA, dan
umumnya digunakan pada analisis secara kualitatif. Untuk analisis dengan tujuan dapat
mengkuantifikasi DNA target maka digunakan metode real-time polymerase chain reaction,
juga disebut real-time polymerase chain reaction kuantitatif (QRT-PCR). Untuk satu atau
lebih urutan tertentu dalam sampel DNA, qRT-PCRmemungkinkan deteksi dan kuantifikasi.
Kuantitas dapat berupa jumlah mutlak salinan atau jumlah relatif ketika dinormalisasi untuk
memasukkan DNA atau gen normalisasi tambahan (Dequenne et al.,, 2010).Salah satu
keuntungan lain dengan metode gRT-PCR adalah dapat dilakukan analisis kurva pelelehan
yang memungkinkan dilakukannya konfirmasi spesifisitas produk amplikon tanpa gel
elektroforesis atau sequencing (Andre et al., 2011). Metode deteksi cepat harus dapat
digunakan sebagai perangkat deteksi yang memberikan hasil akurat, sensitif dan dengan
waktu yang lebih singkat jika dibandingkan dengan metode konvensional.Pada penelitian ini
dilakukan penentuan metode ekstraksi DNA untuk genom 16S rRNA S. aureusdan
pengembangan protokol deteksi S. aureus menggunakan Real Time-PCR.

Bahan dan metode
Kultur

Kultur referensi yang digunakan adalah S. aureus ATCC 25934 dan tiga isolat S.
aureus lokal (UA1, UA13 dan SJ1) yang berasal dari pangan siap saji. Isolat lokal sudah
diisolasi menggunakan metode konvensional dan diidentifikasi menggunakan API Staph
(Biomerieux).

Ekstraksi DNA

Kultur S. aureus ATCC 25934 dan isolat lokal ditumbuhkan pada Tryptone Soy
Broth(TSB, Oxoid)selama 24 jam pada suhu 37°C.Ekstraksi DNA genom bakteri S.
aureusdilakukan dengan 2 metode. Metode 1 merupakan metode Doyle dan Doyle (1990)
yang telah dimodifikasi oleh Khoiriyah (2011)dengan penambahan lisozim. Dua mL kultur
disentrifugasi pada 8000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C, secara berulang sampai 3
kali, dengan penambahan 1mL NaCl 0,85% pada sentrifugasi kedua dan 1mL bufer Tris-
EDTA-Saline pada sentrifugasi ketiga.Pelet yang diperoleh selanjutnya ditambah dengan
900 plbufer Tris-EDTA, 100 pl SDS 10% dan 2 pllisozim (2 mg/ml), tanpa penambahan
Cethyiltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB). Setelah diinkubasi 37°C selama 1 jam, baru
kemudian ditambahkan 2.5 pl proteinase-K (10 mg/ml), dan dilanjutkan dengan prosedur
berikutnya (Khoiriyah, 2011)

Metode 2 merupakan metode Mason et al(2001) yang dimodifikasi, dimana
penggunaan lisostaphin diganti dengan lisozim. Selain itu, jugapada ekstraksi yang
dilakukan juga tidak digunakan RNAse.Dua mL kultur disentrifus dengan kecepatan 15000
rpm (21,000 x g)selama 1 menit. Pelet kemudian diresuspensi dalam 560 pl of Tris-EDTA
buffer (10 mM Tris [pH 7.5] and 1 mM EDTA). Selanjutnya,100 pl lisozim (10
mg/ml)ditambahkan dalam suspensi (tanpa penambahan RNAse) dan dicampur dengan
membolak-balik tabung. Tiga puluh (30) pyl SDS 10% dan 10 pl proteinase K (10 mg/ml)
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kemudian ditambahkan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam dengan membolak-
balik tabung setiap 15 menit.Tahap selanjutnya dilakukan sesuai prosedur Mason et al
(2001), namun pada akhir prosedur pada pelet yang diperoleh ditambahkan lagi 30 pl bufer
Tris-EDTA.

Penentuan sekuens primer untuk amplifikasi Gen 16S rRNA

Amplifikasi gen 16S rRNA S. aureus dilakukan dengan menggunakan PCR (Applied
Biosystem 2720 Thermal Cycler, Foster City, California) dengan primer reverse dan
forwardgeneral dan spesifik untuk S. aureus(Tabel 1).Sekuens ini diambil berdasarkan hasil
penelitian sebelumnya yang telah berhasil digunakan untuk mengidentifikasi masing-masing
spesies.

Tabel 1. Urutan sekuens primeryang digunakan pada PCR

No Urutan Primer Ukuran " Referensi
Segmen
1 Forward: 63F CAG GCC TAA CAC ATG CAAGTC 1350bp Marchesiet
Reverse: 1387R GGG CGG WGT GTA CAA GGC al, 158
2 Forward:16sF .CCGCCTGGGGAGTACG 240 bp Lee et al,
2007

Reverse: 16sR3 AAGGGTTGCGCTCGTTGC

Proses amplifikasi dengan PCR konvensional dilakukan untuk 50 pl campuran
reaktan yang masing-masing mengandung masing-masing 2 pl primer forward dan reverse,
3 pl DNA templat, (20pmol/ul), 25ul PCR Master Mix dan 18 pl akuabides steril.

Protokol PCR yang digunakan adalah metode Lee et al. (2007) yaitu pre-PCR (95°C,
5 menit), denaturasi (95°C, 1 menit), penempelan primer (annealing, 55°C, 1 menit), elongasi
atau pemanjangan primer (72°C, 1 menit), dan post-PCR (72°C, 5 menit) dengan siklus
sebanyak 35 kali.

Verifikasi Produk PCR konvensional dengan Elektroforesis

Produk PCR ditunjukkan dengan terlihatnya pita (band) pada elekroforesis. Sebanyak
9 pl ekstrak DNA divisualisasi dengan menggunakan elektroforesis (Bio-Rad) pada gel
agarosa 1.5% (w/v) dengan bufer 1x Tris-Acetic acid-EDTA pada voltase 120 V selama 45
menit.

Amplifikasi Gen 16srRNA dengan Real-Time PCR

Tahap ini dilakukan untuk mendapatkan kurva amplifikasi untuk setiap isolat.
Sebanyak 2.0 pl isolat dicampur dengan 9.5 pl RNAse free water, 12.5 pl SYBR Green
supermix (Kappa), 0.5 pl masing-masing primer forward dan reverse. Volume total larutan
adalah 25 pl.

Larutan “tersebut diamplifikasi menggunakaninstrumen Real Time PCR (Swift
Spectrum 48 Fluorescence Quantitative PCR Detection System, Esco, Singapore)dengan
kondisi PCR untuk masing-masing isolat seperti yang dilakukan pada (Tabel 2). Siklus yang
digunakan sebanyak 35 siklus dan dilanjutkan dengan pelelehan untuk memperoleh kurva
pelelehan (melt curve) yang digunakan dalam uji spesifisitas. Pada penelitian ini, kinerja real-
time PCR dievaluasi dengan menetapkan Nilai Tm (Suhu puncak pelelehan). Nilai Tm dapat
digunakan sebagai spesifitas uji.
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Tabel 2. Protokol Real-Time PCR

No ProtokolReal-Time PCR (Suhu dan Waktu) Referensi
Pre- Denaturasi Annealing Elongasi Post Melting
PCR* PCR
1 95°C, 95°C, 55°C, 72°C, 12°C, 65-99°C, ‘Lee et al.
10 menit 1 menit 1 menit 1menit 5 menit Kecepatan (2007)
kenaikan suhu
0,1°C/detik
2 95°%C, 95°C, 55°C, 72°C, 126, 60-90°C, Modifikasi
5menit 1 menit 1 menit 1menit 5 menit ~ kecepatan ke
kenaikan suhu  (2007)

0,5°C/detik

*Manual SYBR Green
o Hasil dan Pembahasan
Metode ekstraksi DNA terpilih

Hasil elektroforesis terhadap DNA S. aureus menggunakan metode ekstraksi Doyle &
Doyle yang dimodifikasi oleh Khoiriyah (metode 1)tidak menunjukkan pita yang jelas,
sedangkan dengan metode 2 yang merupakan modifikasi dari metode Mason (2001) dapat
diperoleh pita yang jelas untuk kultur S. aureus ATCC25934 dan isolat UA1(Tabel 3). Pada
hasil ekstraksi DNA genom dengan metode 2 diperoleh 3 pita DNA, yaitu pita yang terdapat
di antara marker 1200 bp dan 1500 bp, di antara marker 2000 bp dan 3000 bp, serta di atas

marker 3000 bp (Gambar 1).

Tabel 3. Perolehan pita DNA pada elektroforesis hasil ekstraksi DNA

Pita pada
elektroforesis

No Isolat Metode ekstraksi*
1 S.aureus ATCC25934 1
2
2 Isolat UA1 1
2

+

+

*(1) Modifikasi Doyle & Doyle oleh Khoiriyah (2011);(2) Modifikasi Mason et al. 2001

84



Jember, 26-29 Agustus 2013

3000 bp >
2000 bp >
1500 bp >
1200 bp >

Gambar 1 Hasil elektroforesis ekstrak DNA genom S. aureus (M= marker 100 bp plus DNA
ladder; 1= S. aureus ATCC 25293 (metode 2); 2= Isolat UA1 (metode 2); 3= S.
aureus ATCC 25293 (metode 1); 4= Isolat UA1 (metode 1)).

Pada penelitian ini, dilakukan modifikasi terhadap metode Mason et al (2001),
terutama ditujukan untuk menggantikan lisostaphin karena bahan tersebut tidak mudah
tersedia. Lisostaphin merupakan kelompok enzim endopeptidase yang dapat memutustautan
silang jembatan pentaglisin pada dinding sel Staphylococcus (Wu et al, 2003). Sebagaimana
diketahui, dinding sel Staphylococcus mengandung pentaglisin dengan jumlah yang banyak.
Walaupun demikian, sebagaimana terlihat pada visualisasi dengan elektroforesis, genom S.
aureus dapat terekstrak dengan relatif baik tanpa menggunakan lisostaphin dalam prosedur
ekstraksi, sehingga dapat menjadi- alternatif untuk melakukan ekstraksi DNA S. aureus.
Ekstraksi DNA selanjutnya dilakukan dengan metode Mason yang dimodifikasi.

Kemurnian ekstrak DNA dengan metode terpilih

Hasil isolasi DNA genom dari 3 isolat lokal dan 1 isolat pembanding (S. aureus ATCC
25923) menghasilkan larutan ekstrak DNA dengan konsentrasi berkisar antara 1237,5
sampai 1487,5 pg/ml. Berdasarkan perbandingan OD (opitcal density) pada pengukuran
dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 260 nm dan 280 nm, diperoleh
kemurnian ekstrak DNA dengan kisaran 1,8 sampai 2,2 (Tabel 4).Tingkat kemurnian ekstrak
DNA yang baik tetap diperlukan karena akan mempengaruhi hasil sequencing produk PCR,
meskipun tahapansequencing tersebut tidak selalu harus dilakukan jika melakukan
identifikasi dengan Real-TimePCR (Andre et al, 2011).

Tabel 4 Kemurnian ekstrak DNA dan kosentrasi yang terukur

" Isolat A260/A280 Konsentrasi (ug/ml)
Sa ATCC25934 1,95+ 0,10 1387,5
UA1 1,86 +0,06 1487,5
UA13 1,82 + 0,07 1450
SJ1 2,20 + 0,09 1237,5

Ekspresi gen 16S rRNA S. aureus berdasarkan PCR kovensional

Ekstrak DNA yang diperoleh digunakan sebagai templat pada amplifikasi gen 16S
rRNA dengan PCR konvensional. Pada proses amplifikasi dengan primer 63F dan 1387R,
visualisasi total DNA genom isolat UA1 dan kultur pembanding S. aureus ATCC 25923
menunjukkan pita DNA yang cukup tajam (Gambar 2). Hal ini menunjukkan bahwa protokol
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PCR konvensional yang telah dikembangkan menghasilkan amplikon sebesar 1350 pb
dengan menggunakan primer 63F dan 1387R.

Gambar 2 Hasil elektroforesis amplifikasi gen 16s rRNA dengan primer
63F/1387R.M= marker 1 kb DNA ladder; 1= S. aureus ATCC 25293; 2= Isolat

UA1.

Primer 63F dan 1387R merupakan primer universal dengan ukuran 1350 bp.
Marchesiet al(1998)merancang dan menggunakan primer tersebut untukmengamplifikasi
genom 16S rRNA dari bermacam-macam bakteri, termasuk S. aureus.Mengingat bahwa
primer 63F dan 1387R merupakan primer universal, pada penelitian ini amplifikasi juga
dilakukan menggunakan primer yang lebih spesifik untuk S. aureus, yaitu 63sF dan 63sR3
(Lee et al, 2007). Pada visualisasi hasil PCR templat DNA genom isolat-isolat lokal S. aureus
dan isolat pembanding (S. aureus ATCC 25923) dengan menggunakan primer 63sF dan
63sR3 juga diperoleh amplikon sebesar 240bp dengan pita yang tajam (Gambar 3). Hal ini
menunjukkan bahwa isolat yang diperoleh mempunyai sekuens spesifik untuk S. aureus.
Walapun demikian, untuk memastikan spesies isolat perlu dilakukan sequensing, atau
melakukan analisis kurva pelelehan jika menggunakan Real-Time PCR.

M : 100 bp plus DNA ladder
1. S cureus &TCC 25923

2. UAL

3. Ual3

4. 3J1

» 2l bp

Gambar 3 Hasil elektroforesis amplifikasi gen 16s rRNA dengan primer
63sF/63sR3. M= marker 1 kb DNA ladder; 1= S. aureus ATCC 25293; 2= Isolat
UA1; 3= Isolat UA13; 4= Isolat SJ1
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Ekspresi gen 16S rRNA S. aureus berdasarkan Real-Time PCR
Kurva pelelehan

Kurva pelelehan (melting curve) digunakan untuk menentukan suhu pelelehan (Tm).
Dengan primer 63F/1387R,nilai Tm dari S. aureus ATCC 25923 adalah 84°C (Gambar 4).
Demikian juga dengan isolat UA1, UA13, dan SJ1 memiliki nilai Tm yang sama dengan S.

aureus ATCC 25923. Di sisi lain, sampel tanpa templat memiliki Tm yang berbeda, yaitu
83.5°C:
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Gambar 4 Kurva pelelehan isolat S. aureus (1= S. aureus ATCC 25923 100 ng/ul; 2= UA13;
3= SJ1; 4= UA1; 5: tanpa templat).

Dengan primer 63sF/63sR3 isolat lokal SJ1 mempunyai suhu puncak pelelehan yang
" sama dengan S. aureus ATCC 25934 yaitu 83,75°C (Tabel 5). Hal ini menunjukkan bahwa
protokol yang dikembangkan dapat digunakan untuk mengidentifikasi isolat S. aureus
berdasarkan sekuens 16S rRNA kultur referensi.

Tabel 5. Puncak titik leleh (Tm) pada kurva pelelehan dengan Real-Time
PCRmenggunakan primer 63F/1387Rdan primer 63sF/63sR3

Isolat Tm (°C) dengan primer Tm (°C) dengan primer
63F/1387R. 63sF/63sR3

Sa ATCC 84 83,75+0,35

UAT 84 83,50+0,00

UA13 84 82,00+1,41

SJ1 84 83,75+0,35

_Metode Real-Time PCRmenggunakan SYBR Green dikombinasikan dengan analisis
terhadap kurva pelelehan dapat digunakan ntuk menkonfirmasi spesifisitas produk amplikon
tanpa gel elektroforesis atau sequencing (Andre et al, 2011). Suhu leleh (melt temperature,
Tm) merupakan suhu peleburan di mana 50% DNA untai ganda telah terdenaturasi menjadi

DNA untai tunggal. Nilai Tm akan spesifik untuk setiap isolat karena setiap isolat berbeda
dalam komposisi basa G-C nya (Esco, 2009).

Kesimpulan

DNAS. aureus dapat diisolasi menggunakan metoda Mason et al. yang dimodifikasi,
yaitu mengganti lisostaphin dengan lisozim, dengan diperoleh kemurnian antara 1,8 sampai
2,2 Protokol yang dikembangkan untuk pengujian dengan instrumen Real Time PCR, dapat
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digunakan untuk mengidentifikasi isolat S. aureus berdasarkan sekuens 16S rRNA kultur
referensi. Primer 63F/1387R dapat digunakan untuk mengamplifikasi genom 16S rRNA S.
aureus, tetapi hasil yang lebih spesifikdiperoleh dengan menggunakan primer 63sF/63sR3.
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