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	Abstrak
Makanan adalah kebutuhan vital, dengan kriteria utama adalah keamanan, kualitas, dan nilai gizi. Untuk memastikan keamanan makanan, diperlukan metode deteksi yang cepat dan akurat, terutama untuk mendeteksi bakteri patogen penyebab keracunan makanan. Vibrio parahaemolyticus merupakan bakteri patogen yang banyak ditemukan pada makanan laut. Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan metode deteksi cepat V. parahaemolyticus dengan menargetkan gen toxR2 menggunakan Gradient Polymerase Chain Reaction. Gen toxR dipilih karena fungsinya sebagai pengatur penting gen virulensi. Tahapan yang dilakukan meliputi desain primer, penyiapan sampel bakteri dari biakan murni, dan uji amplifikasi menggunakan PCR Gradien. Hasil uji amplifikasi menunjukan bahwa pasangan primer toxR2 berhasil mengamplifikasi pada suhu 58-62°C dengan dihasilkan pita berukuran 137 bp. Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa PCR Gradien dengan primer toxR2 dapat diaplikasikan untuk mengembangkan alat deteksi V. parahaemolyticus dengan dilakukan uji lanjutan seperti uji konfirmasi, uji spesifisitas, uji sensitivitas, dan uji pada pangan menggunakan Real-Time Polymerase Chain Reaction.
Kata kunci: deteksi cepat, foodborne pathogen, gen toxR2, PCR Gradien, Vibrio parahaemolyticus
Abstract
Food is a vital necessity, with the primary criteria being safety, quality and nutritional value. To ensure food safety, fast and accurate detection methods are needed, especially to detect pathogenic bacteria that cause food poisoning. Vibrio parahaemolyticus is a pathogenic bacteria that is commonly found in seafood. This study aims to develop a rapid detection method of Vibrio parahaemolyticus by targeting the toxR2 gene using Gradient Polymerase Chain Reaction. The toxR gene was chosen due to its role as major regulator of virulence gene expression. The stages carried out include primer design, preparation of bacterial samples from pure cultures, and amplification tests using Gradient PCR. The amplification test results showed that the toxR2 primer pair successfully amplified at a temperature of 58-62°C with a band measuring 137 bp. Based on these results, it can be concluded that Gradient PCR with toxR2 primers can be applied to develop Vibrio parahaemolyticus detection tools by conducting further tests such as confirmation tests, specificity tests, sensitivity tests, and tests on food using Real-Time Polymerase Chain Reaction.
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Pendahuluan
Keamanan pangan saat ini semakin penting sebagai subjek studi dan menjadi fokus yang lebih besar karena penyakit bawaan pangan sering terjadi baik di negara maju maupun negara berkembang (BPOM, 2020; BPOM 2021; CDC, 2018; Cuttle et al., 2012; Doyle et al., 2015). Kasus-kasus ini lebih banyak terjadi di negara berkembang karena faktor-faktor seperti sanitasi yang buruk, fasilitas, kurangnya kesadaran masyarakat, atau gaya hidup yang tidak sehat (ICHRC, 2016; Laude et al., 2016). Menurut BPOM, di Indonesia terdapat sekitar 20 juta kasus keracunan pangan setiap tahunnya. Hal ini menunjukkan pentingnya perhatian terhadap masalah keamanan pangan (BPOM, 2021). Sebanyak 52,4% dari 208 kasus keracunan pangan yang dilaporkan di DKI Jakarta pada tahun 2016 terkait dengan konsumsi makanan laut (Mabruroh et al., 2018).
Mikroorganisme seperti bakteri, virus, jamur, dan berbagai parasit merupakan penyebab biologis dari penyakit pangan dan dapat menginfeksi manusia melalui minuman atau makanan yang terkontaminasi (Ishii et al., 2018). Bakteri patogen Vibrio parahaemolyticus merupakan salah satu bakteri yang dapat menyebabkan penyakit bawaan pangan pada makanan laut. Bakteri ini ditemukan secara alami di habitat muara dan laut di seluruh dunia dan menjadi kontributor utama penyakit yang berkaitan dengan konsumsi makanan laut (Newton et al., 2012). Karena frekuensinya yang tinggi, kejadiannya yang simultan, rentang usia yang beragam, dan cepatnya kasus yang terjadi, keracunan makanan sering disebut sebagai kasus luar biasa. Untuk menangani masalah ini secara efektif dan mengurangi jumlah pasien, sangat penting untuk mengembangkan teknik deteksi yang cepat, tepat, dan akurat (Hergens et al., 2016; ICHRC, 2016).
Metode tradisional untuk mendeteksi V. parahaemolyticus dilakukan secara rutin, termasuk pengayaan kultur, penumbuhan pada media agar, dan identifikasi koloni yang dicurigai. Agar Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) sering digunakan untuk isolasi V. parahaemolyticus. Karena semua spesies yang tidak memfermentasi sukrosa, termasuk V. mimicus dan V. vulnificus, menghasilkan koloni berwarna hijau seperti V. parahaemolyticus, maka akan sulit untuk membedakan koloni mereka (Yonekita et al., 2020). Berbagai teknik telah dikembangkan untuk mengidentifikasi bakteri bawaan pangan, termasuk PCR Gradien. Gen toxR dipilih karena fungsinya sebagai pengatur penting gen virulensi, di mana gen ini mengontrol berbagai elemen virulensi yang tidak berhubungan yang diperoleh melalui transfer gen lateral (Hubbard et al., 2016). Gen toxR pada daerah 3261715-3262593 digunakan sebagai fokus penelitian ini karena gen ini bersifat spesifik dan fungsinya sebagai gen pengatur operon toksin yang berfungsi sebagai pengatur gen virulensi pada Vibrio parahaemolyticus (Zhao et al., 2016). Primer toxR1 dengan panjang amplikon 171 pasang basa (bp) pada daerah 3262224-3262375 telah diteliti sebelumnya. Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan primer toxR2 dengan panjang amplikon 137 bp pada daerah 3262106-3262224.
Gen fimC dengan panjang produk 95 pasang basa untuk kit deteksi Salmonella typhi dengan PCR Gradien dan real-time PCR telah berhasil dikembangkan pada penelitian sebelumnya (Nurjayadi et al., 2017). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengembangkan metode deteksi cepat Vibrio parahaemolyticus dengan menargetkan gen toxR2 menggunakan Polymerase Chain Reaction Gradien. Berdasarkan pengalaman dan tinjauan pustaka sebelumnya, diharapkan metode deteksi Vibrio parahaemolyticus dapat dikembangkan dengan dilakukan uji lanjutan seperti uji konfirmasi, uji spesifisitas, uji sensitivitas, dan uji pada pangan menggunakan Real-Time Polymerase Chain Reaction.
Metode
Gen toxR berukuran 879 bp ini berada pada rentang sekuen 3.261.715-3.262.593 dari Vibrio parahaemolyticus strain ATCC 17802, kromosom lengkap. Urutan nukleotida gen toxR Vibrio parahaemolyticus berdasarkan database situs NCBI memiliki Gene ID CP014046.2 (NCBI, 2021). Kandidat pasangan primer dianalisis menggunakan program Net-Primer untuk menentukan suhu leleh, kandungan Guanin-Sitosin, dimer, dan panjang amplikon. Desain primer yang dipilih harus memiliki panjang amplikon antara 5 dan 250 bp, panjang 18-24 basa, persentase Guanin-Sitosin (GC) 40-60%, jumlah dimer yang rendah, dan titik leleh 50-60°C. Primer yang dirancang untuk toxR2 disintesis di laboratorium komersial Macrogen Synthesis, Inc.-Korea. Pengujian PCR primer dan gen ditunjukkan pada Tabel 1.
Tabel 1. Urutan Primer toxR2
	Gen Target
	Primer
	Sequence
	Ukuran Amplikon

	toxR
	toxR2-F
	5’ – CTGATAACAATGACGCCTCT - 3’
	137 bp

	
	toxR2-R
	5’ – AGGATTCACAGCAGAAGCC - 3’
	



Pada penelitian ini, persiapan sampel kultur digunakan strain Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 dari Kwik-Stik (Microbiologist). Kemudian, bakteri tersebut dikultur dalam Tryptic Soy Broth (TSB) yang ditambahkan 2,5% Natrium klorida (NaCl) dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18 jam dalam inkubator shaker (YIHDER LM-400D). Media Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) (Merck) sebagai media untuk kultur bakteri dan identifikasi koloni yang tumbuh.
Hasil penumbuhan selanjutnya dilakukan isolasi DNA dengan 1,5 ml kultur bakteri Vibrio parahaemolyticus disentrifugasi selama 10 menit pada 5000xg. Geno Plus Genomic DNA Extraction Miniprep Systems (Viogene) digunakan untuk isolasi DNA. Dilakukan karakterisasi menggunakan Nanodrop (Nanovue Plus) berfungsi untuk menentukan konsentrasi isolasi DNA, kemudian dikonfirmasi dengan elektroforesis agar (NZYTech) dan divisualisasikan dengan transiluminator UV (Vilber Lourmat). Hasil isolasi DNA selanjutnya digunakan sebagai sample pada uji PCR Gradien.
Proses amplifikasi pasangan primer toxR2 untuk mendeteksi bakteri Vibrio parahaemolyticus menggunakan PCR Gradien (Takara PCR Thermal Cycler Dice) dengan suhu 53°C - 62°C. Uji ini berisi sampel, kontrol positif, dan kontrol negatif dengan 25 µL sebagai total volume PCR yang berisi 12,5 µL NZYTaq II 2× Colourless Master Mix, 5 µL template DNA Vibrio parahaemolyticus, 2,5 µL Nuclease Free Water (Qiagen), 2.5 µL toxR2-f  (primer forward), dan 2,5 µL toxR2-r (primer reverse). Proses amplifikasi terdiri dari 35 siklus, diawali dengan proses denaturasi awal pada suhu 95°C selama 100 detik, dilanjutkan dengan denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik, penempelan (annealing) pada suhu antara 53°C - 62°C selama 30 detik, pemanjangan (extension) pada suhu 72°C selama 1 menit, dan pemanjangan akhir pada suhu 72°C selama 10 menit. Hasil dari optimasi suhu annealing dapat dilihat dengan menggunakan elektroforesis.                        
Hasil dan Pembahasan
Metode kultur sebagai metode tradisional memiliki spesifisitas yang tinggi dan harga yang murah, tetapi sering menghasilkan positif palsu dan membutuhkan waktu 2-3 hari untuk menentukan bakteri patogen bawaan makanan (Mirasoli et al., 2011). Uji biokimia dan uji serologi diperlukan namun membutuhkan waktu yang lebih lama sehingga dapat berakibat fatal jika digunakan untuk penanganan kasus keracunan pangan yang membutuhkan waktu cepat. Penelitian ini menggunakan metode PCR Gradien untuk mendeteksi Vibrio parahaemolyticus, karena penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini telah berkontribusi terhadap kejadian epidemi di Asia, Amerika Serikat, Chili, Eropa, dan Peru dalam beberapa dekade terakhir (Velazquez-Roman et al., 2014). Hasil uji kultur ditujukkan dengan dihasikan koloni berwarna hijau pada permukaan media TCBS.
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Gambar 1. Kultur bakteri Vibrio parahaemolyticus pada media TCBS

Uji selanjutnya yang dilakukan yaitu uji isolasi pada bakteri murni. Hasil isolasi DNA dapat dilakukan karakterisasi kualitatif dan kuantitatif. Pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer berdasarkan prinsip penyinaran oleh sinar ultraviolet yang diserap oleh nukleotida dan protein dalam larutan. Perbandingan absorbansi pada 260 nm dan 280 nm (A260/A280) dapat memberikan validasi kemurnian DNA. Hasil isolasi DNA dikatakan murni jika nilai rasio A260/280 antara 1,8-2,0. Nilai rasio yang lebih rendah dari 1,8 mengindikasikan adanya kontaminasi protein sedangkan nilai rasio yang melebihi 2,0 mengindikasikan adanya kontaminasi RNA (Abdel-Latif et al., 2017; Wasdili & Gartinah, 2018). Pada penelitian ini, didapatkan konsentrasi DNA murni sebesar 51 ng/μL dan kemurnian sebesar 1,816. Lalu didapatkan pita DNA yang terlihat lebih tinggi dari ukuran penanda 1 kilobase (kb) yaitu diatas 10.000 bp yang menunjukkan kesesuaian penelitian in-silico yaitu 3.288.558 bp (Gambar 2). Isolat yang dihasilkan pada uji ini selanjutnya dapat digunakan sebagai untuk uji PCR Gradien.
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Gambar 2. Hasil elektroforesis isolat DNA Vibrio parahaemolyticus. (1) DNA Ladder 1000 bp; (2-5) Isolat DNA Genom Vibrio parahaemolyticus

Pada uji PCR Gradien membutuhkan komponen utama seperti primer. Desain primer dilakukan secara in-silico melalui web NCBI kemudian dikonfirmasi menggunakan program net-primer dan oligocalculator untuk memastikan kesesuaian dengan standar primer baik. Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam proses perancangan primer yang baik untuk mengoptimalkan proses amplifikasi antara lain panjang primer, panjang amplikon, suhu leleh primer, %GC, GC Lamp, tidak terbentuknya struktur sekunder seperti cross dimer, self-dimer, hairpin, dan tidak ada pengulangan lebih dari tiga basa (Dorak, 2006; Bustin, et al., 2020). Primer untuk gen toxR2 Vibrio parahaemolyticus, yang memiliki panjang amplikon 137 pasang basa didesain sebagai toxR2 seperti yang ditunjukkan pada Tabel 1. Selanjutnya hasil PCR Gradien menunjukkan bahwa telah berhasil proses amplifikasi oleh pasangan primer toxR2 mendeteksi keberadaan Vibrio parahaemolyticus ditandai dengan adanya pita terang dan stabil pada 137 bp diantara suhu 53°C - 62°C. 

[image: A screenshot of a computer

AI-generated content may be incorrect.]
Gambar 3. Karakterisasi hasil optimasi suhu annealing gen toxR2 dengan elektroforesis gel agarosa. (1) DNA Ladder 1.500 bp; (2) Kontrol Negatif  (NFW+MM); (3) NTC; (4) Cronobacter sakazakii menghasilkan 151 bp sebagai Kontrol Positif; Suhu annealing annealing PCR (5) 53°C (6) 54°C; (7) 55°C; (8) 56°C; (9) 57°C; (10) 58°C; (11) 59°C; (12) 60°C; (13) 61°C; (14) 62°C; (15) DNA Ladder 1.500 bp.

Pada Gambar 3 menunjukkan hasil PCR Gradien yang divisualisasikan menggunakan elektroforesis di bawah sinar UV. Cronobacter sakazakii menghasilkan 151 bp sebagai kontrol positif yang menunjukan bahwa reaksi berjalan dengan baik. Primer toxR2 menunjukkan pita amplifikasi pada 137 bp dengan suhu annealing 58ºC-60ºC untuk hasil yang optimal. Hal ini ditunjukan dari keberadaan pita terang diatas ukuran 100 bp dan dibawah 200 bp, selain itu hasil yang didapat sesuai dengan uji secara in-sillico. Kontrol negatif menunjukkan pita fragmen tipis dibawah ladder 100 bp, hal menunjukkan sisa primer toxR yang tidak ditambahkan template bakteri target.
Kesimpulan
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa primer toxR2 berhasil mendeteksi DNA Vibrio parahaemolyticus. Berdasarkan hasil kultur murni didapatkan koloni berwarna hijau pada media TCBS. Karakterisasi kuantitatif DNA hasil isolasi menggunakan Nanodrop didapatkan kemurnian sebesar 51 ng/μL dan kemurnian sebesar 1,816. Sedangkan hasil karakterisasi kualitatif menggunakan elektroforesis gel agarose didapatkan pita diatas 10.000 bp yang menunjukkan kesesuaian penelitian in-silico yaitu 3.288.558 bp. Primer gen toxR2 mampu mengamplifikasi fragmen DNA bakteri V. parahaemolyticus dengan panjang amplikon 137 bp. Metode deteksi primer toxR2 V. parahaemolyticus menggunakan PCR Gradien dapat dikembangkan menjadi metode deteksi yang lebih cepat, spesifik dan sensitif. Namun perlu dilakukan pengujian lanjutan seperti uji konfimasi, uji spesifisitas, uji sensitivitas, dan uji coba pangan dengan menggunakan metode lanjutan seperti Real-Time Polymerase Chain Reaction untuk memastikan keefektifan dan keakuratan metode dalam mendeteksi keberadaan patogen V. parahaemolyticus.
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