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ABSTRACT

Beef and its processed products are subject to be adulterated. Changes in halal meat status can be
caused by mixing with other species. Besides, these conditions can be a serious cause of health risks,
such as food poisoning, sources of disease, or allergies. Effective control is needed to ensure the authen-
ticity and safety of meat. Molecular detection using multiplex-PCR is commonly used because of its effi-
ciency and sensitivity. The aim of this study was to evaluate multiplex-PCR sensitivity targeting mt-
DNA 12S rRNA gene in detecting cattle, dog, porcine, and rat. Each DNA template was made for  six
concentrations, namely 25; 10; 1; 0.1; 0.01; 0.001 ng/µL for simplex- and multiplex-PCR. The result of
sensitivity for simplex-PCR showed that the pair of  primer 12S rRNA gene could amplify target species
of cattle, dog, porcine, and rat accurately to a concentration of 0.001 ng/µL. The multiplex-PCR sensitiv-
ity test for the 12S rRNA gene could amplify the target species of cattle, dog, porcine up to 0.001 ng/µL
and in rat up to 1 ng/µL. Thus, this methods can be used as an alternative solution for halal studies and
food label verification.

Keywords:  12S rRNA gene; halal meat; multiplex-PCR; detection sensitivity

ABSTRAK

Daging sapi dan olahannya merupakan sasaran pemalsuan. Pelaku pemalsuan daging sapi 
mencampur daging sapi dengan daging spesies hewan lain, sehingga berakibat pada berubahnya status 
kehalalan daging. Selain itu, kondisi tersebut dapat menjadi penyebab serius pada risiko kesehatan, 
seperti potensi keracunan, sumber penyakit maupun alergi. Pengawasan yang efektif diperlukan guna 
menjamin  keaslian dan keamanan daging. Metode deteksi secara molekuler yang umum digunakan 
adalah multiplex-PCR karena efisien dan sensitif. Tujuan penelitian ini untuk mendeteksi sensitivitas 
multiplex-PCR primer gen 12S rRNA yang spesifik untuk spesies sapi, anjing, babi, dan tikus. Template 
DNA dibuat masing-masing enam  konsentrasi, yaitu 25; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 ng/µL untuk proses simplex 
dan multiplex-PCR.  Hasil uji sensitivitas menggunakan metode simplex-PCR menunjukkan bahwa primer 
gen 12S rRNA dapat mengamplifikasi spesies sapi, anjing, babi, dan tikus dengan akurat hingga 
konsentrasi 0,001 ng/µL. Pengujian sensitivitas multiplex-PCR gen 12S rRNA dapat mengamplifikasi 
spesies sapi, anjing, babi hingga konsentrasi 0,001 ng/µL dan pada spesies tikus hingga konsentrasi 1 ng/ 
µL. Metode PCR ini dapat digunakan sebagai solusi alternatif dalam studi halal dan verifikasi label 
pangan.

Kata-kata kunci:  gen 12S rRNA; daging halal; multiplex-PCR; sensitivitas deteksi
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PENDAHULUAN

Daging sapi dan olahannya merupakan
salah satu sasaran pemalsuan oleh oknum
produsen. Kasus pemalsuan daging umumnya
dilatarbelakangi oleh faktor ekonomi (Nida et
al., 2020) dan oleh kontaminasi secara tidak
sengaja saat proses pengolahan meskipun dalam
jumlah sedikit (Naaum et al., 2018). Status halal
pada daging sapi dapat berubah apabila
tercampur dengan spesies daging yang terlarang
dalam Islam (haram) berupa daging anjing,
daging tikus maupun daging babi. Harga daging
sapi lebih mahal apabila dibandingkan dengan
harga daging lain. Menurut Kumparan Bisnis
(2018) bahwa harga daging anjing di pasaran
mencapai Rp 20.000/kg serta dilaporkan oleh
Tribun Manado (2020) harga daging babi paling
tinggi adalah Rp 50.000/kg. Harga tersebut lebih
rendah daripada daging sapi yaitu Rp 115.200/
kg (PIHPS Nasional, 2021).

Pemalsuan pangan telah menjadi perma-
salahan pada skala global sehingga konsumen
perlu lebih waspada. Pengaruh pada pemalsuan
daging tidak hanya pada risiko kesehatan,
seperti potensi keracunan, sumber penyakit
maupun alergi (Spink dan Moyer, 2011), namun
lebih lanjut  dapat berimbas pada hak konsumen
dari sisi ekonomi, kepercayaan, hingga agama.
Meningkatnya permintaan dalam standarisasi
kualitas pangan serta kepedulian pada
konsumen maka dilakukan deteksi untuk
komposisi bahan pangan (El Sheikha, 2017).
Metode deteksi yang spesifik dan sensitif
diperlukan guna mengetahui komposisi spesies
daging pada produk pangan.

Deteksi pemalsuan daging dapat dilakukan
melalui teknik molekuler berbasis DNA, salah
satunya dengan multiplex-PCR (multiplex
polymerase chain reaction) yang umum
digunakan, karena alasan hemat waktu,
sensitif, dan mampu melakukan reaksi untuk
beberapa sampel spesies dalam satu tabung.
Senyawa DNA terbukti cukup stabil terhadap
perlakuan suhu tinggi, tekanan serta perlakuan
kimia. Aplikasi multiplex-PCR seringkali
menargetkan DNA mitokondria karena
tingginya hasil salinan DNA per sel serta stabil
(Kumar et al., 2015). Sekuen DNA mitokondria,
seperti fragmen gen 12S rRNA telah digunakan
untuk deteksi spesies pada daging oleh Cahyadi
et al. (2018), Cahyadi et al. (2019) dan Cahyadi
et al. (2020). Fragmen gen mitokondria 12S
rRNA diketahui mampu mendeteksi hingga
konsentrasi 0,0125 ng (Dalmasso et al., 2004).

Primer dari gen 12S rRNA memiliki variasi
rendah dalam satu spesies dan memiliki variasi
besar antar spesies. Meskipun metode multiplex-
PCR gen 12S rRNA telah banyak digunakan
untuk deteksi berbagai spesies (Li et al., 2019),
namun belum ditemukan pengujian sensitivitas
pada spesies sapi, anjing, babi dan tikus dalam
satu kali reaksi. Tujuan penelitian ini adalah
mencoba menerapkan multiplex-PCR primer gen
12S rRNA sebagai gen penanda dalam uji
sensitivitas terhadap berbagai konsentrasi DNA
spesies sapi, anjing, babi dan tikus got, sehingga
ditemukan konsentrasi minimum yang
terdeteksi.

METODE PENELITIAN 

Koleksi dan Preparasi Sampel Daging
Daging sapi (Bos taurus), daging babi (Sus

scrofa) dan daging anjing (Canis lupus
familiaris) dikoleksi dari pasar tradisional di
Kota Surakatra. Daging tikus got (Rattus
norvegicus) didapatkan dengan mencari tikus
got di Kota Surakarta. Tikus got kemudian
dikorbankan nyawanya/dimatikan dengan cara
meletakkan tikus-tikus tersebut di dalam wadah
tertutup dan diberi chloroform. Pembedahan
dilakukan setelah tikus benar-benar mati.
Sampel diletakkan pada plastik ziplock dalam
kondisi double dan disimpan pada freezer dengan
suhu -20°C.

Ekstraksi DNA
      Ekstraksi DNA dilakukan  menggunakan 
metode Salt oleh Cawthorn et al. (2011). 
Sampel daging (50 mg) dilarutkan pada 400 µL 
lisis buffer terdiri atas 0,4 M NaCl, 2 M ethyl-
ene diamine tetra acetic acid (EDTA) dengan 
pH 8,0; 10 mM Tris-HCl pH 8,0; 20% sodium 
dodesil sulfat (SDS) sebanyak 40 μL dan 
proteinase-K 20 mg/ mL sebanyak 20 μL 
lalu divortex. Sampel diinkubasi (65°C, 1 
jam) kemudian ditambahkan NaCl 6 M 
sebanyak 300 μL dan divortex selama 30 
detik. Sampel disentrifugasi (10.000 rpm, 30 
menit). Cairan bening diambil, kemudian 
dipindah pada tube baru. Isopropanol ditam-
bahkan 1:1 dan divortex. Sampel diinkubasi 
(-20°C, 1 jam), kemudian disentrifugasi pada 
10.000 rpm selama 20 menit. Cairan 
supernatan dibuang dan ditambahkan 1 mL 
etanol 70%. Sampel disentrifugasi (10.000 
rpm, 5 menit) lalu cairan supernatan 
dibuang. Sampel dikering-kan, kemudian 
ditambahkan Tris-EDTA (TE) buffer 100 μL 
menggunakan tube baru.
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Gel Doc System®, Pacific Image Electronic Co.,
Ltd., New Taipei City, Taiwan).

HASIL DAN PEMBAHASAN 

      Gen 12S rRNA berhasil mengamplifikasi 
target spesies pada masing-masing spesies 
sapi 155 bp, spesies anjing 244 bp, spesies 
babi 357 bp dan spesies tikus 491 bp 
menggunakan simplex-PCR. Sensitivitas 
yang mampu terdeteksi hingga 
konsentrasi 0,001 ng/µL (Gambar 1). Hasil 
visualisasi simplex-PCR pada template DNA 
spesies sapi (Gambar 1 (A), kolom S1-S6), 
spesies anjing (Gambar 1 (B), kolom N1-N6), 
spesies babi (Gambar 1 (C), kolom B1-B6) 
dan spesies tikus (Gambar 1 (D), kolom T1-
T6) dengan berbagai konsentrasi 
menunjukkan adanya variasi berupa 
terang ke redup. Visualisasi DNA pada 
spesies sapi dan anjing dengan konsentrasi 
25; 10; 1; dan 0,1 ng/µL menghasilkan pita 
yang jelas serta terang dan pada konsentrasi 
0,01 dan 0,001 ng/µL tampak redup. 
Visualisasi template DNA spesies babi pada 
konsentrasi 25; 10; 1; 0,1; dan 0,01 
menghasilkan pita DNA yang terang serta 
jelas dan pada konsentrasi 0,001 ng/µL 
tampak redup. Konsentrasi template DNA 
spesies tikus pada 25; 10; 1,0 ng/µL 
menghasilkan pita yang terang, pada 
konsentrasi 0,1 ng/µL menghasilkan pita 
yang agak redup, serta pada 0,01 dan 0,001 
ng/µL pita DNA tampak redup. Uji 
sensitivitas simplex-PCR primer gen 12S 
rRNA pada spesies sapi, anjing, babi, dan 
tikus dapat mengam-plifikasi dan sensitif 
hingga konsentrasi 0,001 ng/µL.
     Penggunaan berbagai primer dalam uji

Kuantifikasi dan Pengenceran DNA 
Kuantifikasi DNA dilakukan menurut

panduan NanoPhotometer (P-Class®, Implen, 
Munchen, Jerman) . Pengecekan menggunakan 
sampel sebanyak 3 μL, kemudian pada 
perangkat luak/software dimasukkan nilai 
panjang gelombang A260/A280. Hasil ekstraksi 
DNA masing-masing spesies diencerkan dengan 
aquabidest (ddH2O) hingga diperoleh konsentrasi 
25 ng/µL. Sampel diencerkan kembali hingga 
diperoleh konsentrasi 10; 1; 0,1; 0,01; dan 0,001 
ng/µL untuk masing-masing spesies. 
Pengenceran sampel dilakukan berdasarkan 
Demeo (1996) yaitu konsentrasi awal dikalikan 
dengan volume awal akan memiliki hasil yang 
sama dengan konsentrasi akhir dikalikan 
dengan volume akhir atau Ci · Vi = Cf · Vf.

Simplex- dan Multiplex-PCR
Proses simplex-PCR dan multiplex-PCR

dilakukan pada mesin PCR (GeneAmp® PCR 
System 9700, Applied Biosystems, Singapura). 
Reaksi mengunakan primer gen 12S rRNA 
(Cahyadi et al., 2018; Cahyadi et al., 2019) 
disajikan pada Tabel 1 dengan total volume 
reaksi 25 µL, terdiri atas Master Mix 12,5 µL 
bioline (MyTaq™ HS Red Mix, London, Inggris), 
10 µM primer untuk masing-masing spesies, 
25; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001 ng/µL template DNA, 
serta penambahan aquabidest menyesuaikan 
hingga volume total menjadi 25 µL. Reaksi 
diawali tahap inisiasi denaturasi pada 95°C 
selama 3 menit, dilanjutkan 35 siklus 
denaturasi (95°C, 15 detik), kemudian 
proses annealing (58°C, 30 detik), extention 
(72°C, 30 detik), serta final extention (72°C, 
10 menit). Produk PCR dielektroforesis 
menggunakan agarose gel 2% dan 
divisualisasi dengan gel document (Glite UV

Tabel 1. Pasangan primer fragmen DNA mitokondria gen 12S rRNA

Spesies Primer (5’ – 3’) Panjang (bp)
Sapi UF ACCGCGGTCATACGATTAAC 155

R AGTGCGTCGGCTATTGTAGG
Anjing UF ACCGCGGTCATACGATTAAC 244

R TCCTCTGGCGAATTATTTTGTTG
Babi UF ACCGCGGTCATACGATTAAC 357

R CGGTATGTACGTGCCTCAGA
Tikus UF ACCGCGGTCATACGATTAAC 491

R TCTGGGAAAAGAAAATGTAGCC
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Gambar 2. Visualisasi pengujian sensitivitas
multiplex-PCR empat spesies hewan. Marker
(M), kolom W1-W6: template DNA dengan
konsentrasi 25; 10; 1; 0,1; 0,01; dan 0,001 ng/
µL.

Gambar 1. Visualisasi pengujian sensitivitas simplex-PCR. Marker (M), kolom S1-S6: DNA spesies 
sapi 25; 10; 1; 0,1; 0,01; dan 0,001 ng/µL (A), kolom N1-N6: DNA spesies anjing 25; 
10; 1; 0,1; 0,01; dan 0,001 ng/µL  (B), kolom B1-B6: DNA spesies babi 25; 10; 1; 0,1; 
0,01; dan 0,001 ng/µL (C), kolom T1-T6: DNA spesies tikus 25; 10; 1; 0,1; 0,01; dan 
0,001 ng/µL (D).

sensitivitas terhadap template DNA spesies sapi,
anjing, babi, dan tikus telah dilakukan pada
penelitian sebelumnya. Sensitivitas primer gen
12S rRNA pada spesies sapi memiliki limit
deteksi 0,5 ng (Yin et al., 2009). Pengujian
sensitivitas pada spesies babi menggunakan
primer gen Cytochrome Oxidase Subunit 1 (COI)
mampu mendeteksi hingga 0,001 ng (Wang et
al., 2019) dan primer gen cyt b dengan metode
Eva Green real-time PCR hingga 0,00001 ng/
µL (Lubis et al., 2018). Pengujian sensitivitas
oleh Matsunaga et al. (1999) menggunakan
primer gen cyt b pada spesies sapi dan babi
dinyatakan sensitif hingga konsentrasi 0,25
ng. Uji lain pada spesies sapi dan babi
menggunakan primer gen 12S-, 16S- rRNA,
dan tRNA-Val memiliki batas deteksi antara
0,0025-0,025 ng (Dalmasso et al., 2004),
primer gen ND5 spesies sapi dan cyt b
spesies babi (Hossain et al., 2017) serta
primer gen cyclic-GMP-phosphodiesterase
pada spesies sapi dan beta-actin pada spesies
babi dengan limit deteksi 0,003 ng (Iwobi et
al., 2017). Pengujian sensitivitas untuk
spesies anjing dan babi telah dilakukan oleh
Liu et al. (2019) menggunakan primer gen
ATPase 6 untuk

Khikmawati et al.  Jurnal Veteriner
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spesies anjing dan cyt b untuk spesies babi 
memiliki limit deteksi 0.05 ng/µL. 
Penggunaan primer lain dalam pengujian 
sensitivitas pada gen 16S rRNA untuk 
spesies anjing dan COI untuk spesies babi 
memiliki sensitivitas hingga 0.002 ng (Li et 
al., 2019), primer gen mitochondrial 
ATPase subunit 8 untuk spesies anjing dan 
babi dengan limit deteksi 0.03 ng (Prusakova 
et al.,  2018). Penelitian terhadap 
sensitivitas spesies anjing dan tikus 
menggunakan primer gen ATPase 6 serta 
ND5 untuk spesies babi memiliki sensitivitas 
0.01 hingga 0.02 ng (Ali et al., 2015). 
Sensitivitas pada spesies tikus diuji 
menggunakan metode sandwich ELISA 
imunogen dan antibodi dengan limit deteksi 
0,01 µg/L (Chen et al., 2020).

Penggunaan primer gen 12S rRNA sebagai
deteksi sensitivitas telah dilakukan pada spesies
sapi dan babi, namun belum ditemukan deteksi
sensitivitas untuk spesies anjing dan tikus.
Penelitian ini apabila dibandingkan dengan
penelitian terdahulu, primer gen 12S rRNA lebih
sensitif (Matsunaga et al., 1999; Dalmasso et
al., 2004; Yin et al., 2009; Ali et al., 2015;
Hossain et al., 2017; Iwobi et al., 2017;
Prusakova et al., 2018; Liu et al., 2019; Li et
al., 2019). Primer gen 12S rRNA untuk spesies
babi sama sensitif dengan primer gen COI yaitu
0,001 ng (Wang et al., 2019), kurang sensitif
untuk spesies babi apabila dibandingkan dengan
primer cyt b oleh Lubis et al. (2018), dan kurang
sensitif untuk spesies tikus oleh Chen et al.
(2020).

Amplifikasi Multiplex-PCR
       Hasil visualisasi sensitivitas multiplex-PCR 
primer gen 12S rRNA tampak variasi tingkat 
terang (Gambar 2, kolom W1-W6). 
Visualisasi template DNA pada spesies sapi, 
anjing, babi dengan konsentrasi 25; 10; 
dan 1 ng/µL menghasilkan pita yang 
terang, serta pada konsentrasi 0,1; 0,01 
hingga 0,001 ng/µL tampak redup namun 
dapat terdeteksi. Visualisasi pita DNA 
spesies tikus dengan konsentrasi 25; 10; dan

1 ng/µL tampak terang hingga redup serta 
pada 0,1 ng/µL sudah tidak tampak pita DNA. 
Uji sensitivitas multiplex-PCR primer gen 12S 
rRNA pada spesies sapi, anjing dan babi 
dinyatakan sensitif hingga konsentrasi 0,001 ng/ 
µL sedangkan pada pada spesies tikus sensitif 
hingga konsentrasi 1 ng/µL.

Studi mengenai multiplex-PCR telah
dikembangkan dan dibandingkan dengan
penelitian terdahulu, metode multiplex-PCR
primer gen 12S rRNA untuk spesies sapi, anjing
dan babi pada 0,001 ng/µL dinyatakan lebih
sensitif. Penggunaan multiplex end-point PCR
primer gen cyt b sebagai deteksi sensitivitas yang
diamplifikasi pada  enam spesies hewan
menggunakan template DNA ditemukan limit
deteksi sebesar 0,25 ng (Matsunaga et al., 1999),
studi lain dilakukan oleh Dalmasso et al. (2004)
dengan rancangan primer spesifik gen 12S- dan
16S rRNA serta tRNA-Val adalah 0,0125 ng.
Studi lain dilakukan oleh Li et al. (2019) yang
berhasil mengembangkan dua tube multiplex-
PCR menggunakan primer gen 12S rRNA, 16S
rRNA, ND2 dan COI pada 14 spesies hewan
dengan limit deteksi 0,02 ng.

Perbedaan hasil amplifikasi pada uji 
sensitivitas simplex-PCR dan multiplex-PCR 
terdapat pada spesies tikus (Tabel 2). 
Keberhasilan multiplex-PCR dalam pengujian 
sensitivitas dipengaruhi oleh beberapa faktor, 
di antaranya adalah jumlah penggunaan 
primer, kompetisi antar primer, jumlah 
template DNA, jumlah nukleotida dan bahan 
lain sehingga reaksi pada multiplex-PCR 
semakin kompleks. Hambatan utama pada 
aplikasi dan standarisasi multiplex-PCR adalah 
sensitivitas yang relatif rendah serta efisiensi 
dan keseimbangan amplifikasi dari primer saat 
reaksi berlangsung (Ballin et al., 2009; Walker 
et al., 2003). Analisis oleh Walker et al. (2003) 
bahwa proses multiplex-PCR dan elektroforesis 
dapat mengakibatkan DNA terdagradasi 
sehingga efisiensi amplifikasi pada target spesies 
lebih rendah.

Tabel 2. Sensitivitas simplex dan multiplex-PCR dengan variasi konsentrasi DNA 

 Simplex-PCR  Multiplex-PCR
Spesies

Sensitivitas (ng/µL) Kode sampel Sensitivitas (ng/µL) Kode sampel 

Sapi 0,001 S6 0,001 W6 
Anjing 0,001 N6 0,001 W6
Babi 0,001 B6 0,001 W6 
Tikus 0,001 T6 1 W6
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SIMPULAN

Deteksi pemalsuan daging dengan metode
simplex-PCR menggunakan primer gen 12S
rRNA dapat dilakukan dengan limit deteksi
0,001 ng/µL pada spesies sapi, anjing, dan
babi. Metode multiplex-PCR menggunakan
primer yang sama dapat mengamplifikasi
daerah target pada spesies sapi, anjing, dan
babi dengan limit deteksi 0,001 ng/µL,
sedangkan limit dekteksi untuk spesies
tikus hanya 1 ng/µL. Adopsi metode
sensitivitas simplex- dan multiplex-PCR dapat
digunakan sebagai solusi alternatif untuk
studi halal dalam skala laboratorium.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian serupa untuk
spesies sapi, anjing, babi dan tikus menggu-
nakan simplex-PCR maupun multiplex-PCR
primer gen 12S rRNA dengan konsentrasi di
bawah 0,001 ng/µL.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian didanai oleh Kementerian Ristek/
BRIN dengan skim hibah Penelitian Dasar
Kompetitif Nasional (PDKN) dengan nomor
surat keputusan (SK): 208/SP2H/AMD/LT/
DRPM/2020 dan nomor kontrak: 112/UN27.21/
HK/2020.
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