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VALIDASI METODE MULTIPLEX PCR GEN ND5 UNTUK DETEKSI
KONTAMINASI BABI PADA BAKSO SAPI

Hafizhah Putrizalda

ABSTRAK

Polymerase Chain Reaction adalah metode berbasis DNA yang paling
umum digunakan untuk memperbanyak fragmen DNA dari gen tertentu secara in
vitro. Salah satu pengembangan pada metode PCR yang dapat digunakan dalam
mengidentifikasi kontaminasi pada olahan pangan adalah multiplex PCR. Metode
ini dapat meningkatkan efisiensi dalam identifikasi beberapa spesies secara
simultan. Tujuan pada penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil validasi
metode multiplex PCR gen ND5 terhadap kontaminasi babi pada bakso sapi
dengan metode baku ISO/TS 20224-3: 2020 (E).

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif menggunakan metode
multiplex PCR dengan menganalisis dan membandingkan hasil elektroforesis dan
kurva ampifikasi real-time PCR yang datanya diisajikan dalam bentuk grafik dan
gambar. Sampel yang digunakan berupa 13 bakso sapi yang berasal dari tiga
kecamatan di Kota Padang, kontrol negatif yang digunakan berasal dari bakso sapi
kemasan serta kontrol negatif berupa bakso babi yang diperoleh di Pasar Pondok
Kampung Cina Kota Padang. Penelitian dilakukan pada bulan November 2023
sampai April 2024 di Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Departemen
Biologi, Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri
Padang.

Hasil penelitian pada 13 sampel bakso sapi yang telah dilakukan uji halal
menggunakan metode multiplex PCR menunjukkan hasil yang negatif atau bebas
dari kontaminasi DNA babi. Pengujian dengan metode real-time PCR (gPCR)
sesuai standar baku 1SO juga menunjukkan hasil yang sama dan konsisten dengan
metode multiplex PCR, sehingga metode multiplex PCR gen ND5 yang
dikembangkan tervalidasi dan mampu menyeimbangkan data dengan metode real-
time PCR (qPCR) standar ISO/TS 20224-3:2020 (E).

Kata kunci: Bakso sapi, Multiplex PCR, ND5, Real-time PCR, Validasi



VALIDATION OF ND5 GENE MULTIPLEX PCR METHOD FOR
DETECTION OF PORK CONTAMINATION IN BEEF MEATBALLS

Hafizhah Putrizalda

ABSTRACT

Polymerase Chain Reaction is a DNA-based method that is most commonly
used to multiply DNA fragments of certain genes in vitro. One of the
developments in the PCR method that can be used to identify contamination in
processed food is multiplex PCR. This method can increase efficiency in
identifying several species simultaneously. The aim of this study was to determine
the validation results of the multiplex PCR method for the ND5 gene on pork
contamination in beef meatballs using the ISO/TS 20224-3: 2020 (E) standard
method.

This research is a descriptive study using the multiplex PCR method by
analyzing and comparing the results of electrophoresis and real-time PCR
amplification curves, the data of which is presented in the form of graphs and
pictures. The samples used were 13 beef meatballs from three sub-districts in
Padang City, the negative control used came from packaged beef meatballs and
the negative control was pork meatballs obtained at Pondok Kampung Cina
Market, Padang City. The research was conducted from November 2023 to April
2024 at the Genetics and Biotechnology Laboratory, Department of Biology,
Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Padang State University.

The results of research on 13 beef meatball samples that had been halal tested
using the multiplex PCR method showed negative results or were free from pork
DNA contamination. Testing using the real-time PCR (qPCR) method according
to 1SO standards also shows the same and consistent results as the multiplex PCR
method, so that the ND5 gene multiplex PCR method developed is validated and
able to balance data with the ISO/TS 20224-3:2020 (E).standard real-time PCR
(gPCR) method.

Keywords: Beef meatballs, Multiplex PCR, ND5, Real-time PCR, Validation
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Keamanan pangan didefinisikan sebagai kondisi dan upaya yang diperlukan
untuk pencegahan pangan dari kemungkinan cemaran biologis, kimia, fisik dan
bahan lain yang dapat merugikan dan membahayakan kesehatan manusia
(Peraturan Pemerintah Nomor 28 Tahun 2004). Pemerintah telah berupaya
melindungi konsumen dengan berbagai undang-undang dan peraturan pemerintah,
tetapi sampai saat ini pemalsuan akan produk pangan khususnya produk olahan
daging masih sering terjadi.

Pencampuran daging lain pada produk daging olahan biasanya bertujuan
untuk menekan biaya produksi. Banyak kasus penipuan dan kontaminasi dengan
penggunaan bahan-bahan yang tidak layak konsumsi dan tidak halal. Kontaminasi
bahan tersebut dapat terjadi pada tahap awal atau tahap akhir produksi. Namun,
ada juga kontaminasi yang tanpa disengaja dan tidak diketahui oleh produsen
produk daging olahan, seperti mesin penggilingan daging yang penggunaannya
tidak dibedakan antara daging halal dan daging haram yang dilakukan oleh tempat
penggilingan daging (Primasari, 2011). Dalam kasus ini yang berpotensi tercemar
daging yang tidak boleh dikonsumsi seperti babi adalah olahan bakso. Proses
pembuatan bakso oleh produsen dari etnis tertentu dimungkinkan dicampur
dengan daging babi yang bertujuan untuk menurunkan harga produksi tetapi harga
jual tetap tinggi, serta meningkatkan cita rasa. Pencampuran ini tidak disertai
informasi yang jelas kepada masyarakat, sehingga masyarakat tidak mengetahui

produk olahan tersebut mengandung babi, padahal masyarakat muslim

1



diharamkan mengkonsumsi daging babi dan beberapa golongan masyarakat juga
mempunyai hipersensitivitas atau intoleran terhadap daging babi (Fibriana et al.,
2010).

Teknologi molekular dapat digunakan sebagai solusi alternatif yang akurat
untuk mengautentikasi apakah suatu sampel makanan mengandung kontaminan
daging babi, dilihat dari kandungan DNA. Teknologi ini sangat mungkin untuk
memastikan apakah suatu sampel makanan mengandung kontaminan babi
walaupun dalam jumlah sedikit. Hal ini disebabkan daging babi/celeng biasanya
dijual dengan mencampur daging sapi atau daging halal lain, sebagai makanan
olahan seperti bakso, sosis, dan nugget menggunakan mesin penggilingan di pasar.
Teknologi molekular yang dapat digunakan sebagai metode identifikasi
kontaminan daging babi/celeng pada daging dan makanan olahan secara
cepat/rapid test adalah teknik PCR, baik PCR konvensional maupun real-time
PCR. (Rachmawati et al., 2018).

PCR adalah metode berbasis DNA yang paling umum digunakan untuk
memperbanyak fragmen DNA dari gen tertentu secara in vitro. PCR adalah teknik
pilihan yang digunakan untuk mengidentifikasi beberapa jenis ternak (Cespedes et
al., 1999). Metode ini merupakan teknik yang dapat digunakan dalam
mengidentifikasi kontaminasi babi (Farouk et al., 2006). Untuk mendapatkan hasil
PCR yang optimal perlu dilakukan optimasi proses PCR. Secara umum optimasi
proses PCR dapat dilakukan dengan cara memvariasikan kondisi yang digunakan
pada proses PCR (Safanah, 2019). Salah satu metode PCR yang dapat digunakan
dalam mengidentifikasi kontaminasi pada olahan pangan adalah multiplex PCR.

Teknik ini dapat meningkatkan efisiensi dalam identifikasi beberapa spesies



secara simultan, sehingga dapat mengurangi biaya dan waktu dalam
pengerjaannya (Ali, 2014). Keuntungan dari metode multiplex PCR, yaitu dapat
melakukan uji deteksi kontaminasi yang lebih dari satu jenis hewan pada sampel
dalam keadaan mentah atau produk yang sudah mengalami pemanasan suhu tinggi
(Nuraini et al., 2020). Metode ini dapat cukup akurat, ekonomis, dan cepat dalam
mendeteksi gen target dari berbagai jenis hewan dan bahan daging yang segar
(Martin et al., 2007). Salah satu faktor penentu keberhasilan teknik PCR dalam
mendeteksi adanya bahan yang berasal dari babi pada suatu produk adalah pada
kualitas dan kuantitas DNA template (Arini et al., 2023).

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Chatri et al. (2023) sudah
melakukan desain primer untuk mendeteksi keberadaan daging babi dan daging
sapi pada produk olahan pangan dengan menggunakan gen target NADH
dehydrogenase (ND5). Selanjutnya, Mardhotillah (2021) menggunakan metode
PCR konvensional dengan pasangan primer Sus-F dan Sus-R yang
mengamplifikasi gen ND5. Gen ND5 merupakan pengkode rantai 5 NADH-
ubiquinone oxydoreductase, yang terletak di membran dalam mitokondria dan
merupakan yang terbesar dari lima kompleks rantai transpor 3 elektron. Kelebihan
dari menggunakan gen ND5 yang terdapat pada genome mitokondria sebagai
target adalah karena gen ini memiliki salinan yang lebih banyak sehingga akan
lebih mudah terdeteksi (Masnaini, 2021). Selanjutnya, pada penelitian Putri
(2022) juga telah berhasil mendapatkan kondisi multiplex PCR yang optimal
untuk mengamplifikasi gen ND5 daging babi dan sapi secara bersamaan dengan
variasi konsentrasi pasangan primer ND5 daging babi (Sus-F dan Sus-R), primer

ND5 daging sapi (Bos-F dan Bos-R) serta profil program PCR.



Namun, metode yang telah dioptimasi oleh Putri (2022) belum pernah
dilakukan validasi. Padahal suatu metode uji baru dapat diaplikasikan di
laboratorium wuji, jika sudah melewati proses validasi. Validasi merupakan
konfirmasi melalui pengujian dan pengadaan bukti yang obyektif bahwa
persyaratan tertentu untuk tujuan khusus dipenuhi. Menurut SNI 19-17025-2017,
salah satu klausulnya menyebutkan bahwa laboratorium harus memvalidasi
metode tidak baku, metode yang dikembangkan, dan metode baku yang
digunakan di luar lingkup yang dimaksudkan (Muryanto, 2020).

Berdasarkan pertimbangan tersebut, maka dalam penelitian ini dilakukan
validasi metode analisis cemaran DNA babi dengan metode multiplex PCR gen
ND5 yang telah dikembangkan sebelumnya. Validasi ini bertujuan untuk
mengetahui bahwa metode yang telah dikembangkan memenuhi semua parameter,
sehingga dapat dijadikan metode yang handal dan sahih dalam analisis cemaran
DNA babi pada produk makanan olahan, khususnya bakso sapi di pasaran.
Validasi metode analisis ini akan dibandingkan dengan metode baku dari
International Organization for Standardization (ISO) yang digunakan oleh
laboratorium pengujian sebagai persyaratan umum untuk kompetensi pengujian
dan kalibrasi, sehingga kredibilitas suatu metode dapat terjamin (Kehek et al.,
2022). Metode yang menjadi gold standard untuk deteksi cemaran DNA babi
adalah SNI ISO/TS 20224-3: 2020 (E) (BSN, 2022). Berdasarkan uraian tersebut,
maka penelitian ini berfokus terhadap “Validasi Metode Multiplex PCR Gen ND5
Untuk Deteksi Kontaminasi Babi Pada Bakso Sapi” dengan metode baku ISO/TS

20224-3: 2020 (E).



B. Rumusan Masalah
Bagaimanakah hasil dari validasi metode multiplex PCR menggunakan gen

NDS5 terhadap deteksi kontaminasi babi pada bakso sapi?

C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hasil validasi metode multiplex
PCR gen NDS5 terhadap kontaminasi babi pada bakso sapi dengan metode baku

ISO/TS 20224-3: 2020 (E).

D. Manfaat Penelitian

1. Hasil penelitian ini memberikan informasi tentang seberapa valid metode
multiplex PCR dalam mendeteksi kontaminasi babi pada produk olahan
makanan khususnya bakso sapi.

2. Hasil penelitian ini memberikan informasi mengenai beberapa bakso yang
terindikasi adanya campuran babi dalam pengolahan bakso melalui validasi

gen ND5 berbasis multiplex PCR.



