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Abstract

The fisheries sector has provided a good contribution to the Indonesian economy by increasing export 
activities every year. The exported fisheries products are categorized as live fish, frozen fish, preservation 
products from various types of fish, crustaceans, and molluscs. The contamination of pathogenic bacteria, such 
as Vibrio parahaemolyticus and Escherichia coli causes healthy problems originating from the fishery sector 
(seafood-borne disease). The contaminated fisheries products by these two bacteria is due to mishandling and 
storaging in the processing, which causes acute diarrhea, gastrointestinal infections, and fever. The multiplex 
polymerase chain reaction (mPCR) method was developed to increase the efficiency of time, effort, and 
accuracy of the bacterial contamination testing process. The mPCR method begins with the optimization of 
the two bacterial gene targets, sensitivity test, specificity test, and then applied to samples of fishery products. 
The mPCR method was carried out in two mechanisms, namely “one-run” conducted from bacterial colonies 
isolated on agar media and “one-tube” which is applied directly from fishery products. The results of the 
development of the mPCR method on V. parahaemolyticus and E. coli resulted in sensitivity at concentrations 
of DNA 5.6 pg/mL and DNA 5.5 pg/mL, respectively. One-tube mPCR application obtained 7 positive colonies 
of V. parahaemolyticus and 38 positive colonies of E. coli. Meanwhile, one-tube mPCR which was applied 
directly from shrimp samples could identify the two bacteria.

Keywords: Pathogenic bacteria, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Multiplex PCR, Fisheries products

Abstrak

Sektor perikanan memberikan kontribusi yang baik terhadap perekonomian Indonesia melalui peningkatan 
kegiatan ekspor setiap tahunnya. Produk ekspor unggulan Indonesia dikategorikan dalam bentuk ikan hidup, 
ikan beku, produk pengawetan dari berbagai jenis ikan, crustacea, dan molusca. Kontaminasi bakteri patogen 
Vibrio parahaemolyticus dan Escherichia coli dapat menyebabkan masalah kesehatan yang bersumber dari 
sektor perikanan (seafood-borne disease). Kontaminasi kedua bakteri tersebut pada produk perikanan akibat 
kesalahan penanganan dan penyimpanan pada proses pengolahan produkyang menimbulkan diare akut, 
infeksi saluran pencernaan dan deman. Metode multiplex polymerase chain reaction (mPCR) dikembangan 
untuk meningkatkan efisiensi waktu, tenaga dan ketepatan proses pengujian kontaminasi bakteri. Medote 
mPCR diawali dengan optimasi dari amplifikasi kedua target gen bakteri, uji sensitifitas, uji spesifisitas dan 
kemudian diaplikasikan pada sampel produk perikanan. Metode mPCR dilakukan dalam dua mekanisme yaitu 
one-run dari koloni bakteri hasil isolasi pada media agara dan one-tube yang diaplikasikan langsung dari 
produk perikanan. Hasil pengembangan metode mPCR pada V. parahaemolyticus dan E. coli menghasilkan 
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Pendahuluan
Sektor perikanan dan kelautan Indonesia 

merupakan sektor yang bernilai tinggi dan ber-
potensi untuk dikembangkan dalam meningkat-
kan perekonomian masyarakat Indonesia (Luhur 
et al., 2019). Potensi tersebut menunjukkan 
peningkatan nilai produk domestik bruto dari 
tahun 2015 (5.363.274 ton) meningkat menjadi 
6.242.846 ton pada tahun 2018 (Miar et al., 2020). 
Nilai ekspor produk perikanan tahun 2011-2015 
menunjukkan peningkatan hingga 2,29 % pada 
kategori ikan hidup, ikan beku, produk moluska 
dan crustacea (Luhur et al., 2019). Akan tetapi, 
potensi tersebut juga mendapat tantangan 
dalam hal penurunan kualitas produk sehingga 
menyebabkan kasus penolakan pada ekspor 
produk perikanan di negara tujuan (Nurilmala 
et al., 2020). Salah satunya adalah kontaminasi 
bakteri pathogen pada produk perikanan yang 
berawal dari proses budidaya atau penangkapan 
sampai dengan pengolahan produk (Schmidt et 
al., 2018).

Kontaminan bakteri patogen banyak 
ditemukan pada produk perikanan mentah dan 
produk olahan (Sahu et al., 2019). Penyakit 
kontaminasi bakteri pada makanan dan air mi-
num di Uni Eropa tahun 2015 mencapai 4,362 
kasus yang disebabkan oleh bakteri Vibrio para-
haemolyticus dan Escherichia coli (Bintsis, 
2017). V. parahaemolyticus tergolong dalam 
bakteri gram negatif, berbentuk batang, bersifat 
halofilik, dan membutuhkan salinitas pada pro-
ses pertumbuhannya (Jiang et al., 2017) yang 
dapat mengkontaminasi makanan, berhabitat 
dari perairan payau, muara dan laut (Chen et al., 
2018). Bakteri ini dapat menyebabkan gastro-
enteritis pada manusia dengan gejala klinis yai-
tu kram perut, deman, mual, muntah, dan diare 
yang disertai darah (Chen et al., 2018). Selain V. 
parahaemolyticus, diare akut dapat disebabkan 
oleh E. coli yang tergolong dalam bakteri gram 
negatif, berbentuk batang, aerob fakultatif (Sar-
tika, 2018) dan bersifat komensal pada sa luran 
pencernaan manusia dan hewan yang dapat 

mensistensis vitamin K (Sartika, 2018). Pato-
genitas bakteri E. coli disebabkan oleh kemam-
puan dalam membentuk toksin (Bintsis, 2017).

Hazard Analysis and Critical Control Point 
(HACCP) merupakan salah satu upaya untuk 
memaksimalkan keamanan pangan dan menjaga 
kualitas mutu produk perikanan yang diperlukan 
pada proses penanganan, pengolahan dan 
penyim panan yang tepat dari produk perikanan 
(Herdiana, 2015). Ancaman penyebaran penyakit 
melalui makanan menjadikan negara tujuan 
ekspor seperti China, Australia, Kanada, Jepang, 
Amerika dan Uni Eropa mempersyaratkan 
HACCP sebagai standar keamanan pangan 
pada produk perikanan (Alwy, 2017) pada 
proses pengolahan produknya (Lailossa, 2015). 
Salah satu bahaya yang harus dikontrol dalam 
proses pengolahan produk perikanan adalah 
kontaminasi V. parahaemolyticus dan E. coli se-
bagai standar mutunya (Fakruddin et al., 2013).

Metode yang digunakan untuk mendeteksi 
kontaminasi bakteri pada produk pangan asal 
perikanan telah banyak dikembangkan (de 
Lira et al., 2020). Akan tetapi, metode yang 
sering digunakan adalah metode konvensional 
menggunakan uji biokimia yang memerlukan 
waktu hingga 7 – 8 hari dan tidak efektif 
digunakan dalam pengujian dengan jumlah 
sampel skala besar (Jiang et al., 2017). Oleh sebab 
itu, banyak dikembangkan metode polymerase 
chain reaction (PCR) untuk pengujian dalam 
skala besar yang dapat dilakukan lebih cepat, 
spesifik dan sensitif sehingga menghasilkan 
tingkat deteksi yang lebih baik (Fakruddin 
et al., 2013). Pengembangan metode PCR 
terus dilakukan, salah satunya adalah metode 
multiplex-PCR mPCRyang memungkinkan pen-
de teksian dua atau lebih jenis gen target dalam 
satu waktu pengujian (Jiang et al., 2017). Metode 
mPCR memberikan hasil cepat dan akurat 
dibandingkan dengan metode konvensional 
PCR dalam kegiatan pemeriksaan makanan 
produk perikanan (Sahu et al., 2019).

sensitivitas pada konsentrasi DNA 5,6 pg/ml dan DNA 5,5 pg/ml, secara berurutan. Aplikasi mPCR one-tube 
memperoleh 7 koloni positif V. parahaemolyticus dan 38 koloni positif E. coli. Sedangkan mPCR one-tube 
yang diaplikasikan secara langsung dari sampel udang dapat mengidentifikasi kedua bakteri tersebut.

Kata kunci: Bakteri patogen; Escherichia coli; Multiplek PCR; Produk perikanan; Vibrio parahaemolyticus.
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Badan Karantina Ikan, Pengendalian Mutu 
dan Keamanan Hasil Perikanan merupakan 
instrument pelayanan pemerintah dibawah Ke-
men terian Kelautan dan Perikanan yang mela-
kukan official control pengendalian mutu dan 
keamanan produk perikanan dalam melakukan 
pengujian laboratorium sebelum dilalulintaskan 
pada pasar domestik dan ekspor (Raudiah et al., 
2021), salah satu unit pelaksanaan teknisnya 
adalah Balai Karantina Ikan, Pengendalian 
Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Denpasar 
(Balai KIPM Denpasar) yang berada di Provinsi 
Bali. Penggunaan metode mPCR dapat menjadi 
solusi pengujian yang efektif dan efisien yang 
dibutuhkan oleh Balai KIPM Denpasar guna 
menunjang kegiatan official control. Oleh 
karena itu, dibutuhkan pengembangan metode 
mPCR untuk mendeteksi V. parahaemolyticus 
dan E. coli secara simultan, sehingga diperlukan 
analisa sensitifitas dan spesifisitas untuk me-
ngetahui ketepatan hasil analisa (Nguyen et 
al., 2016). Tujuan dari penelitian ini adalah 
memperoleh metode biologi molekuler yang 
lebih cepat, efisien dan akurat dalam mendeteksi 
kontaminasi bakteri V. parahaemolyticus dan E. 
coli pada produk perikanan.

Materi dan Metode

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratori-

um Mikrobiologi Balai Karantina Ikan, Pe ngen-
dalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan 
Denpasar (Balai KIPM Denpasar) dari bulan 
September hingga Desember 2021. Proses 
pengambilan sampel di unit usaha pembudidaya 
ikan, unit pengolahan ikan, pasar tradisional dan 
modern dilakukan secara khusus oleh Inspektur 
Balai KIPM Denpasar dalam pengendalian 
kesehatan ikan, mutu dan keamanan produk 
perikanan. Seluruh sampel yang diambil (dalam 
bentuk ikan hidup dan produk olahan perikanan) 
dilanjutkan dengan pengujian sesegera mung kin 
setelah sampai di laboratorium, untuk menghin-
dari kematian dan penurunan mutu sampel. 

Kultur dan Pengembangbiakan Bakteri 
Bakteri yang digunakan sebagai kontrol 

positif merupakan bakteri target pengujian dan 
bakteri lainnya sebagai non-target pengujian 

yang dimiliki oleh Balai KIPM Denpasar sesuai 
dengan Tabel 1. Pengembangbiakan bakteri 
dilakukan pada media Nutrient broth (NB; 
Merck, Germany) sesuai dengan metoda yang 
dikembangkan oleh (Hu et al., 2020). Koleksi 
bakteri dari media semi-solid ditambahkan 
500 µL NB kemudian diinkubasi selama 48 
jam pada suhu 37°C. Tahap selanjutnya 10 µL 
kultur bakteri dipindahkan kedalam 10 mL NB 
yang baru dan diinkubasikan kembali selama 24 
jam dengan suhu 37°C. Perhitungan kepadatan 
bakteri dilanjutkan menggunakan pengujian 
angka lempeng total dengan pengenceran ke-
lipatan 10 menggunakan metode tuang pada 
media plate count agar (PCA; Merck, Germany) 
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. 
Kemudian koloni bakteri dihitung sebagai CFU/
mL. Kultur bakteri ini digunakan sebagai stok 
pada seluruh pengujian yang dilakukan. 

Table 1. Strain Bakteri yang Digunakan untuk Pengujian 
Spesifisitas multiplex-PCR

Strain Bakteri Source
Bakteri Target
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
Escherichia coli ATCC 25922
Bakteri Non-Target
Aeromonas salmonicida ATCC 7965
Aeromonas hydrophila ATCC 35654
Enterococcus faecalis Isolat klinis
Edwardsiella ictaluri Isolat klinis
Edwardsiella tarda ATCC 15947
Salmonella sp NCTC 6017

Ekstraksi DNA Bakteri
Stok bakteri dilakukan ekstraksi DNA 

dengan mengacu pada metode dari (Sahu et 
al., 2019) dengan sedikit modifikasi, yaitu 500 
µL stok bakteri dimasukkan pada microtube 
1,5 mL dan disentrifugasi selama 5 menit pada 
kecepatan 15.000 × rpm menggunakan alat 
sentrifugasi dingin (Cleaver Scientific Ltd., UK). 
Kemudian supernatan dibuang dan ditambahkan 
200 µL Nuclease-free water (NFW; Qiagen, 
Germany) pada microtube dan dilakukan vortex. 
Proses dilanjutkan pemanasan bakteri pada 
thermoblock (Labnet, China) dengan suhu 95 ºC 
selama 6 menit. Setelah pemanasan, dilakukan 
sentrifugasi pada kecepatan 15.000 × rpm 
selama 5 menit dan supernatant disimpan pada 
suhu -20 ºC sebelum digunakan. Konsentrasi 
DNA dianalisa menggunakan spektrofotometer 
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(Perkin Elmer, USA) pada panjang gelombang 
260, selanjutnya nilai absorbansi dikonversi 
menjadi konsentrasi total DNA berdasarkan 
rumus dari (Mustafa et al., 2016).

Oligonukleotida dari Primer
Primer yang digunakan untuk mendeteksi V. 

parahaemolyticus sesuai dengan (Kongchum et 
al., 2016) menggunakan target gen irgB dengan 
369 bp produk amplifikasi PCR, sebagai berikut: 
VP-irgF (5´–CGATACACACCACGAT CCAG–
3´) dan VP-irgR (5´–ATACGGCCGGGGTG 
ATGTTTCT–3´. Sedangkan primer yang di-
gu na kan untuk mendeteksi bakteri E. coli 
meng gunakan target gen lacZ yang meng-
ha silkan 876 bp produk PCR sesuai yang 
dilaporkan oleh (Molina et al., 2015) yaitu: 
ZL-1675 (5´-ATGAAAGCTGGCTACAGGA 
AGGCC–3´) dan ZR-2548 (5´-CACCATG 
CCGTGGGTTT CAATATT–3´). Seluruh pri -
mer ini diproduksi oleh Integrated DNA Tech-
nology (IDT, Singapore).

Optimalisasi multiplex-Polymerase Chain 
Reaction

Optimalisasi multiplex-PCR mPCR dilaku-
kan dalam dua metoda yaitu “one-run” dan 
“one-tube”. Metoda mPCR “one-run” yaitu 
pro ses amplifikasi masing-masing target gen 
bakteri secara bersamaan pada tube yang 
berbeda. Sedangkan mPCR “one-tube” dengan 
melakukan proses amplifikasi kedua target gen 
bakteri secara bersamaan menggunakan reagen 
master mix dalam satu tube yang berisikan kedua 
primer target bakteri tersebut (Nguyen et al., 
2016). Sebelum dilakukan mPCR, kedua primer 
dioptimalisasi masing-masing target gen dengan 
kondisi amplifikasi yang meliputi tiga tahapan, 
yaitu proses denaturasi 94 ºC selama 1 menit pada 
tahap awal, diikuti dengan tahap kedua 30 siklus 
(denaturasi 94 ºC selama 30 detik, annealing 58 
ºC selama 30 detik dilanjutkan ekstensi 72 ºC 
selama 30 detik) dan tahap ekstensi akhir 72 ºC 
selama 5 menit. Suhu annealing (55 – 60 ºC) 
dan konsentrasi masing-masing primer (0,2 – 
0,5 µM) menjadi parameter yang dirubah dalam 
proses amplifikasi sampai mendapatkan hasil 
yang maksimal. Seluruh kegiatan optimalisasi 
PCR menggunakan reagen MyTaq HS MixII 

(Bioline, Germany) dengan total 25 µl setiap 
reaksi. Proses amplifikasi menggunakan alat 
ther mocycler (Labnet-Multigene, USA) dan 
hasil amplifikasi dielektroporesis menggunakan 
Mupid-one (Advance, Jepang) dengan media 
1,5% Agarose (Biorad, USA) yang berisikan 
3% Gel-red (Milipore, USA) sebagai pewarna 
nukleotida. Produk amplifikasi 369 bp dan 876 bp 
merupakan target PCR V. parahaemolyticus dan 
E. coli secara berurutan, yang didokumentasikan 
menggunakan UV-transillumintaor (Cleaver 
Scientific, UK) dan aplikasi UVITEC-Cam-
bridge (UVITEC, UK). Tahapan annealing 
yang optimal didapatkan pada suhu 58 ºC untuk 
kedua metoda amplifikasi mPCR. Sedangkan 
konsentrasi yang optimal dari masing-masing 
oligonukleotida kedua pasang primer adalah 
0,32 µM dan digunakan pada metoda “one-run” 
dan “one-tube” mPCR.

Uji Sensitifitas multiplex-Polymerase Chain 
Reaction

Uji sensitifitas mPCR yaitu metoda un tuk 
melihat kemampuan formulasi primer dan ke-
sesuaian tahapan amplifikasi dalam men  deteksi 
konsentrasi minimal keberadaan kedua gen tar-
get dua bakteri tersebut (Nguyen et al., 2016). 
Uji sensitifitas dilakukan de ngan mengencer-
kan stok kultur bakteri V. parahaemolyticus dan                                                                                             
E. coli dari 101 – 1010 (pengenceran kelipatan 10) 
yang ditumbuhkan selama 24 jam. Masing-mas-
ing pengenceran bakteri diektraksi untuk 
mendapatkan DNA dan diukur konsentrasinya 
menggunakan spek trofotometer. Uji sensitivitas 
dilakukan dengan kedua metoda mPCR meng-
gunakan proses amplifikasi yang diperoleh pada 
tahapan optimalisasi diatas.

Uji Spesifisitas multiplex-Polymerase Chain 
Reaction

Uji spesifisitas mPCR adalah uji untuk 
me lihat apakah primer dari target gen yang 
diamplifikasi spesifik terhadap bakteri target 
(V. parahaemolyticus dan E. coli) dan tidak 
mengamplifikasi bakteri lainnya. Setiap bakteri 
target dan delapan strain bakteri non-target 
(pada Tabel 1) diamplifikasi menggunakan 
proses amplifikasi pada metoda “one-run” dan 
“one-tube” mPCR.
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Aplikasi multiplex-Polymerase Chain Reaction 
Pada Produk Perikanan 

Sampel produk perikanan berjumlah 365 
sampel yang digunakan dalam penelitian ini 
meliputi ikan hias laut, ikan kerapu, udang dan 
produk pengolahan perikanan (ikan beku dan 
segar). Persiapan dan perlakuan sampel pada 
aplikasi mPCR untuk V. parahaemolyticus me-
ngacu pada metode SNI 01-2332.5-2006 dan 
SNI 2332-13:2020 dengan sedikit modifikasi. 
Secara singkat, sampel dilakukan pengkayaan 
pa da media Alkaline Phosphate Saline (APS) se-
lama 24 jam, diinokulasikan pada media se lektif 
Thiosulphate Citrate Bile-salt Sukrosa Agar 
(TCBSA; Sigma Aldrich, India) selama 24 jam 
pada suhu 37°C. Sedangkan untuk E. coli meng-
gunakan SNI 2332.1:2015 sebagai acuan, dengan 
menggunakan media pengkayaan Lauryl Sulfate 
Broth (LTB) yang dilanjutkan de ngan isolasi 
pada media Levine Eosin Methylene Blue Agar 
(L-EMBA; Sigma Aldrich, India). Koloni bakteri 
berbentuk bulat berwarna hijau gelap yang tum-
buh pada TCBS terindikasi V. parahae molyticus. 
Sedangkan bakteri yang ber warna hij au metalik 
pada media L-EMBA terindikasi E. coli. Kedua 
jenis bakteri tersebut dilanjutkan dengan pen-
gujian dengan ekstraksi DNA dan amplifikasi 
mPCR one-run sesuai dengan metoda diatas.

Sedangkan untuk aplikasi one-tube mPCR, 
sampel udang segar dilakukan pengkayaan 
pada media Trypticase Soy Broth (TSB) sesuai 

penelitian dari (Yang et al., 2020) dengan 
modifikasi. Sepuluh sampel udang (Litopenaeus 
vannamei) digerus secara steril, kemudian 
ditambahkan media TSB dan diinkubasi 48 jam 
pada suhu 37°C. Sampel selanjutnya diekstraksi 
dan diamplifikasi menggunakan metode one-
tube mPCR sesuai metoda diatas. 

Hasil dan Pembahasan

Hasil

Sensitivitas multiplex-Polymerase Chain Reac-
tion

Pada tahapan optimalisasi mPCR one-run, 
suhu annealing yang optimal pada 58 ºC dan 
konsentrasi masing-masing primer 0,32 uM 
untuk medeteksi bakteri V. parahaemolyticus 
dan E. coli. Aplikasi metoda mPCR pada V. 
parahaemolyticus menggunakan primer irgB 
menghasilkan sensitivitas kepadatan bakteri 
mencapai 2,1 CFU/ml (metoda ALT) pada 
konsentrasi DNA 5,6 pg/mL yang masih 
menghasilkan band PCR pada 369 bp (Gambar 
1A). Sedangkan pada E. coli yang menggunakan 
primer lacZ yang menghasilkan sensitifitas 
hingga kepadatan bakteri 4,65 CFU/mL pada 
konsentrasi DNA 5,5 pg/ml pada produk PCR 
876 bp (Gambar 1B). 

Sedangkan sensitifitas mPCR one-tube 
yang diamplifikasi pada suhu annealing 58°C 
dengan berisikan dua set primer irgB dan lacZ 

 

 

 

 

 

Gambar 1.  Sensitifitas dan spesifisitas multiplex-PCR metode one-run pada V. parahaemolyticus dan E. coli dengan primer irgB dan 
lacZ. (A) Sensitifitas V. parahaemolyticus, M: Marker 100 bp, 1: V. parahaemolyticus ATCC 17802, 2: Nucleus-free water, 
3 – 12: Pengenceran V. parahaemolyticus 10⁻¹ hingga 10⁻¹⁰. (B) Sensitifitas E. coli: M. Marker 100 bp, 1. E.coli, 2: Nucleus-
free Water, 3 – 12: Pengenceran V. parahaemolyticus 10⁻¹ hingga 10⁻¹⁰. (C). Spesifisitas primer irgB, M: Marker 100 bp, 1: 
V. parahaemolyticus, 2: Nucleus-free water, 3: E. coli ATCC 25922, 4: A.hydrophila ATCC 35654, 5: A.salmonicida ATCC 
7965, 6: Salmonella sp. NCTC 6017, 7: E. ictaluri isolat klinis, 8: E. faecalis isolat klinis, 9: E.tarda ATCC 15947. (D) 
Spesifisitas primer lacZ, M: Marker 100 bp, 1: E. coli ATCC 25922, 2: Nucleus-free water, 3: V. parahaemolyticus ATCC 
17802, 4: A. hydrophila ATCC 35654, 5: A. salmonicida ATCC 7965, 6: Salmonella sp. NCTC 6017, 7: E. ictaluri isolat 
klinis, 8: E. faecalis isolat klinis, 9: E. tarda ATCC 15947.
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Gambar 2. Hasil uji sensitifitas multiplex-PCR metode one-tube; M. Marker 100 bp, 1. 
Kontrol positif yang digabungkan (V. parahaemolyticus ATCC 17802 dan 
E. coli ATCC 25922), 2. Kontrol positif E. coli ATCC 25922, 3. Kontrol 
positif V. parahaemolyticus ATCC 17802, 4. Nucleus-free water, 5 – 15. 
Pengenceran kontrol positif yang dari 10⁻¹ hingga 10⁻¹⁰.

 

 

 

 

 

dengan konsentrasi masing-masing 0,32 µM, 
berhasil mendeteksi bakteri V. parahaemolyticus 
dan E. coli hingga konsentrasi DNA 0,771 ng/
mL seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.

Spesifisitas Primer pada multiplex-Polymerase 
Chain Reaction

Primer V. parahaemolyticus (irgB) dan 
E. coli (LacZ) yang digunakan pada mPCR 
tidak dapat mendeteksi bakteri non-target 
(A.hydrophila ATCC 35654, A.salmonicida 
ATCC No. 7965, Salmonella sp NCTC No. 6017, 
E. ictaluri isolat klinis, E. faecalis isolat klinis, 
E.tarda ATCC No. 15947) yang ditunjukkan 
pada Gambar 1. Hasil ini menunjukkan spesi-
fisitas primer irgB dan lacZ yang digunakan 
tidak dapat mendeteksi keberadaan bakteri lain 
selain bakteri V. parahaemolyticus dan E. coli.

Aplikasi mPCR (one-run) Pada Koloni Bakteri 
dari Produk Perikanan

Isolasi V. parahaemolyticus dan E. coli 
dilakukan dengan media pengkayaan APS dan 
LTB selama 24 jam pada suhu 37°C. Kemudian 
dilanjutkan dengan inokulasikan pada media 
selektif TCBS (V. parahaemolyticus) dan 
L-EMBA (E. coli). Karakteristik koloni bakteri 
yang dilanjutkan untuk uji mPCR one-tube 
yaitu koloni bulat dengan warna hijau gelap 
un tuk V. parahaemolyticus (Gambar 3A) dan 
koloni bulat berwarna hijau metalik untuk 
E. coli (Gambar 3B). Sampel isolasi yang 
memiliki karakteristik koloni hijau pada media 
TCBSA berjumlah 96 sampel dan terdapat 7 
sampel positif V. parahaemolyticus pada uji 
mPCR yang ditunjukkan pada gambar 3C. Se-
dangkan koloni berwarna hijau metalik pada 
L-EMBA ditemukan sebanyak 52 koloni, 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Hasil isolasi koloni bakteri yang dilakukan 
pengujian multiplex-PCR metode one-run. 
Koloni yang berwarna hijau gelap terindikasi V. 
parahaemolyticus pada media TCBSA (A) dan 
koloni yang berwarna hijau metalik terindikasi 
E. coli pada media L-EMBA (B). Dugaan koloni 
yang dilakukan pengujian multiplex-PCR metode 
one-run (C) dari media TCBSA, M. Marker 100 
bp, 1. Kontrol positif (V. parahaemolyticus ATCC 
17802), 2. Kontrol negatif, 3 – 10. Koloni bakteri 
yang terindikasi V. parahaemolyticus. (D) Koloni 
dari media L-EMBA: M. Marker 100 bp, 1. Kontrol 
positif (E.coli ATCC 25922), 2. Kontrol negatif, 3 – 
16. Koloni bakteri yang terindikasi E.coli.

setelah dilakukan mPCR maka dihasilkan 38 
sampel koloni positif E. coli pada uji mPCR 
seperti gambar 3D. Sampel produk perikanan 
yang berhasil terdeteksi kontaminan bakteri V. 
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parahaemolyticus dan E. coli (Tabel 2) berasal 
dari jenis produk seperti udang, ikan kurisi, 
ikan kerapu, cumi-cumi, frozen tuna, fresh 
pelagi, frozen pelagic, frozen demersal, frozen 
tuna dan lainnya. Dari hasil mPCR one-run 
menunjukkan sampel dominan terkontaminasi 
bakteri V. parahaemolyticus dan E. coli berasal 
dari sampel jenis udang. 

Aplikasi langsung mPCR (one-tube) Pada 
Sampel Udang 

Hasil pengujian mPCR (one-tube) menun-
jukkan sampel jenis udang merupakan sampel 
yang paling banyak terkontaminasi kedua jenis 
bakteri tersebut, sehingga pengujian mPCR one-
tube dilakukan pada sampel udang. Aplikasi 

Table 2.  Jenis Sampel Produk Perikanan yang Dilakukan Isolasi pada Media TCBSA (V. parahaemolyticus) dan L-EMBA

(E.coli).

No. Jenis Sampel
Hasil Pengujian Koloni Menggunakan mPCR

V. parahaemolyticus E.coli
1. Litopenaeus vannamei 3 7
2. Nemipterus nemathoporus 1 1
3. Hopiolotus srtarcki 1 -
4. Ephinephelus sp 2 -
5 Sardina pilchardus - 1
6 Rastrellinger brachysoma - 4
7 Loligo sp - 4
8. Chanos chanos - 1
9. Caesio erythrogaster - 1
10. Euthynnus affinis - 1
11. Fenneropaneus merguiensis - 1
12. Lutjanus sp. - 1
13. Lethrinus  atkinsoni - 2
14. Selaroides leptolepis - 1
15. Trichiurus lepturus - 1
16 Caragoides sp. - 1
17. Aurigequula fasciata - 1
18. Thunnus thunnus - 3
19. Epinephelus sp. - 4
20. Thunnus alalunga  - 2
21. Trichiurus lepturus - 1

 

 

 

 

 

Gambar 4. Hasil amplifikasi sampel udang (Litopenaeus vannamei) menggunakan multiplex-
PCR metode one-tube. mengguakan media TSB: M. Marker, 1. Kontrol positif 
yang dicampur (V. parahaemolyticus ATCC 17802 dan  E. coli ATCC 25922); 
2. Kontrol positif E. coli ATCC 25922, 3. Kontrol positif V. parahaemolyticus 
ATCC 17802, 4. Kontrol negatif, 5 – 14. Sampel udang No. 1 – 10.

mPCR one-tube pada sampel udang berjenis 
Litopanaeus vannamei sesuai dengan metode 
yang telah dijelaskan diatas. Dari hasil aplikasi 
mPCR one-tube pada sampel Litopanaeus 
vannamei memperoleh hasil positif PCR V. 
parahaemolyticus pada sampel no. 6 dan 9 
(Gambar 4), dan tidak ditemukan adanya positif 
E. coli pada sampel udang tersebut. 

Pembahasan
Hasil optimasi metoda mPCR one-

tube didapatkan suhu annealing 58°C efektif 
digu nakan untuk mendeteksi bakteri V. 
parahaemolyticus dan E. coli dalam satu kali 
proses amplifikasi yang sama dengan nilai 
sensitifitas hingga konsentrasi DNA 5,6 pg/mL 
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(2,1 CFU/mL) dan konsentrasi DNA 5,5 pg/mL 
(4,65 CFU/mL), secara berurutan. Sedangkan 
metoda mPCR one-tube mampu mendeteksi 
hingga konsentrasi DNA 0,771 ng/mL. Primer 
irgB dan lacZ spesifik terhadap bakteri target 
dan tidak menghasilkan produk PCR pada 
bakteri non-target. Metoda mPCR one-tube 
mampu mendeteksi 7 koloni positif bakteri V. 
parahaemolyticus dari 96 koloni yang terisolasi 
berwarna hijau di media TCBSA dan 38 koloni 
positif E.coli dari 52 koloni yang diisolasi dari 
media L-EMBA. Sedangkan untuk metode PCR 
one-tube hanya mampu mendeteksi 2 sampel 
langsung dari udang. 

Pengembangan mPCR dimulai dengan 
pro ses pemilihan primer yang tepat (Sahu et 
al., 2019) dan optimalisasi suhu annealing 
yang optimal berada pada 54 – 58 °C (Wang 
et al., 2019). Aplikasi mPCR harus memiliki 
sensitifitas serendah mungkin dalam total DNA 
dan spesifik pada target gen yang dihasilkan. 
Metode mPCR one-tube mampu mendeteksi 
V. parahaemolyticus hingga konsentrasi DNA 
5,6 pg/mL pada kepadatan bakteri 2,1 CFU/
ml. Nilai yang dihasilkan dari penelitian ini 
lebih sensitif dari mPCR V. parahaemolyticus 
dengan target gen toxR dan tdh yaitu 20 pg pada 
3,7 CFU (Malcolm et al., 2015) Sensitifitas 
dalam mengidentifikasi E. coli pada konsentrasi 
DNA 5,5 pg/mL dengan kepadatan 4,65 CFU/
mL, nilai sensitifitas yang dihasilkan tidak jauh 
berbeda dengan penelitian sebelumnya dengan 
target gen fliC yang menujukkan batas deteksi 
E. coli hingga 1 pg/mL (Kim et al., 2014). 

Penurunan nilai sensitifitas didapatkan pada 
metoda mPCR one-tube yang hanya mampu 
mendeteksi pada konsentrasi DNA 0,771 ng/
mL. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh 
(Nguyen et al., 2016) yaitu one-tube multiplek 
PCR pada jenis bakteri E. coli, S. enterica, 
dan L. monocytogenes menunjukkan adanya 
penurunan kualitatif intensitas produk PCR 
hanya mencapai 102 CFU/mL. Hasil penelitian 
lain menggunakan metode one-tube multiplek 
PCR pada 6 bakteri patogen oleh (Wang et al., 
2019) menunjukkan batas deteksi identifikasi 
bakteri E. coli, P. multocida, P. mirabilis, P. 
aeruginosa, Salmonella spp. dan S. aureus 
ha nya mampu mendeteksi sampai dengan 
konsentrasi 500 pg/ml. Hal ini mengindikasikan 

adanya penurunan nilai sensitifitas mPCR de-
ngan peningkatan jumlah target gen yang diuji, 
berdasarkan jumlah perbedaan primer. 

Ketepatan pemilihan target gen dalam 
me nentukan primer yang digunakan menjadi 
aspek penting dalam pengembangan pengujian 
mPCR V. parahaemolyticus dan E. coli untuk 
menjaga keamanan hasil produk perikanan, 
agar tidak terjadi kesalahan persepsi., Deteksi 
bakteri V. parahemolyticus secara spesifik dapat 
dilakukan menggunakan gen irgB dan groEL 
(Hossain et al., 2013) sedangkan target gen lain 
seperti tdh, tlh, trh, gyrB, toxR dan fragmen 
pR72H hanya mendeteksi gen toksin dan tidak 
memiliki spesifisitas yang baik karena masih 
ditemukannya hasil PCR positif dan negatifs 
palsu (Hossain et al., 2013; Thi et al., 2021). 

Penggunaan primer lacZ dari strain E. coli 
juga dilakukan untuk mendeteksi secara spesifik 
bakteri E. coli berdasarkan karakteristik yang 
dimiliki bakteri E.coli dengan menghasilkan 
enzim β-Galactosidase yang mereaksikan lak-
tosa didalam tubuh manusia (Zhang et al., 2012) 
oleh bakteri usus (Isfahani et al., 2017). Target 
gen lacZ memberikan efisiensi yang baik dalam 
mendeteksi bakteri E. coli dan coliform (Molina 
et al., 2015). Target gen lain yang digunakan 
untuk mendeteksi E. coli yaitu stx1, stx2, bfpA, 
eae, lt, st, ial dan ipaH hanya mengkhusus 
untuk mendeteksi strain E. coli yang memiliki 
patogenitas (Fialho et al., 2013). Berdasarkan 
kondisi tersebut primer yang digunakan untuk 
mendeteksi target gen lacZ digunakan dalam 
penelitian ini untuk mendeteksi keberadaan 
bakteri E. coli secara spesifik.

Aplikasi mPCR one-tube pada sampel 
udang berjenis Litopanaeus vannamei mem-
peroleh hasil positif PCR V. parahaemolyticus 
pada sampel no. 6 dan 9 (Gambar 4), dan tidak 
ditemukan adanya positif E. coli pada sampel 
udang tersebut. Bakteri V. parahaemolyticus 
dan E. coli merupakan bakteri patogen yang 
harus dikendalikan dalam standar keamanan pa-
ngan (Alwy, 2017). Kasus yang disebabkan oleh 
bakteri V. parahaemolyticus yaitu gastroenteri-
tis ditandai diare akut, infeksi luka, septicemia 
hingga kematian (Li et al., 2016; Lopatek et al., 
2018). Komponen hemolitik seperti thermo-
stable direct hemolysin, thermolabile direct he-
molysin,phospholipase,dan lysophospholipase 
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dimiliki oleh bakteri V. parahaemolyticus bersi-
fat invasive hingga pada jantung, hati, pankreas 
dan limfa (Bintsis, 2017).  

Mekanisme patogenitas bakteri E. coli 
dikategorikan dalam 4 golongan yaitu: EPEC 
(Enteropatogenik Escherichia coli) dan ETEC 
(Enterotoksigenik Escherichia coli) yang 
me nye babkan infeksi pada usus kecil dan 
menimbulkan diare, EIEC (Enteroinvasif Esche-
richia coli) menyebabkan diare berdarah dan 
berlendir, sedangkan EHEC (Enterohemoragik 
Escherichia coli) yang menyebabkan diare akut 
dan sindrom hemolitik oremik pada manusia 
(Sartika, 2018). Adapun mekanisme pathogen 
lain dari E. coli yaitu Enteroaggregatif E. coli 
(EAGGEC) dan Attaching and Effacing E. coli 
(AEEC) (Bintsis, 2017).

Ancaman keberadaan bakteri patogen pa-
da produk hasil perikanan menjadikan pro-
duk perikanan diwajibkan memiliki standar 
keamanan yang harus dipenuhi berdasarkan 
UU No. 31 tahun 2004 dan Keputusan Menteri 
Kelautan dan Perikanan No. 52A Tahun 2013. 
Pengolah produk perikanan memiliki kewajiban 
untuk menerapkan pengendalian mutu dan 
keamanan hasil perikanan melalui penerapan 
sanitasi dan cara pengolahan produk perikanan 
yang baik melalui sertifikasi standar keamanan 
pangan sebelum dipasarkan (Alwy, 2017). 
Mikroba pencemar dapat mengkontaminasi 
produk perikanan mulai dari tahap penanganan, 
pengolahan, pemasaran hingga penanganan 
sebelum dikonsumsi dalam bentuk produk 
olahan segar atau beku (de Lira et al., 2020). 
Penanganan ikan pasca penangkapan dikapal 
oleh nelayan menjadi titik kritis kualitas ikan 
(Lailossa, 2015), serta kesalahan dalam proses 
penyimpanan dan penanganan dapat me-
ningkatkan pertumbuhan bakteri pada produk 
perikanan (Elhadi et al., 2016). Penerapan 
skema HACCP yang dilakukan melalui tahap 
pengendalian, monitoring dan evaluasi proses 
pengolahan dan pemasaran produk hasil per-
ikanan sangat penting dilakukan dengan tu-
juan meningkatkan keamanan produk se-
belum konsumsi (Herdiana, 2015). Waktu yang 
dibutuhkan untuk mengidentifikasi V. para-
haemolyticus dan E. coli menggunakan metode 
konvensional membutuhkan waktu 7 – 8 hari 
sesuai dengan SNI 01-2332.5-2006 dan SNI 

2332:1:2015, secara berurutan. Ini menyebabkan 
penurunan kualitas produk selama menunggu 
waktu pengujian. Sehingga metode mPCR dapat 
mempersingkat waktu sampai dengan 4 hari 
dengan tidak meninggalkan kaidah dari metode 
konvensional kedua SNI tersebut. Sehingga 
metode mPCR ini menjadi metode terbarukan 
dalam mendeteksi bakteri dalam menjaga 
keamanan dari produk perikanan.

Kesimpulan
Keberhasilan aplikasi mPCR mendetek-

si V. parahaemolyticus dan E. coli lebih cepat 
dan akurat pada produk perikanan merupakan 
metode yang dibutuhkan dalam pengujian ju-
mlah sampel yang besar berskala laboratorium. 
Metode mPCR hanya membutuhkan waktu 3 
hari dalam mendeteksi bakteri V. parahaemoly-
ticus dan E. coli dengan tetap mempertahankan 
tahapan pengkayaan dan standar pengujian bak-
teri tersebut sesuai SNI. Aplikasi mPCR yang 
memberikan efektifitas dan efisiensi dari sisi 
waktu, biaya dan tenaga, sehingga metode ini 
dapat mempertahankan kualitas mutu dan ke-
amanan produk perikanan. Aplikasi mPCR da pat 
menjadi kandidat baru dalam mendeteksi dini 
dan mengidentifikasi bakteri keamanan pa ngan 
dalam pemenuhan standar keamanan pro duk ha-
sil perikanan tujuan ekspor dan pasar domestik. 
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