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SELEKSI FRAGMEN DNA SPESIFIK SEBAGAI PELACAK
UNTUK DETEKSI SALMONELIA

Ambar Pertiwiningrum', Ag. Yuswanto’, dan Widya Asmara’
INTISARI

Safmonella sp. merupakan organisme patogen pada bahan pangan Penelitian ini dilakukan
dengan tujuan untuk mendapatkan fragmen DNA spesifik dani Salmonella typhimurinm yang dapat
digunakan sebagai pelacak dalam pengujian terhadap Salmonella sp. Salah satunya adalah
tcknologt hibridisasi dengan menggunakan pelacak berlabel non radioaktf yang mempunyai
keuntungan yang lebih dibandingkan dengan pelacak berlabel radioaktil vang berbahaya. Dalam
penelitian ini digunakan pelacak berlabel non radioaktif untuk deteksi terhadap Salmonella sp.
Pelacak dibuat dari fragmen DNA spesifik dengan berdasarkan pada konstruksi pustaka genom
Seelmonella typhimuriem, melalui strategi kloning dengan E. coli IVH5- e sebagai inang dan pUC19
sebagat vektor. Hasil klon yang positif diseleksi untuk dibuat pelacak. Seleksi terhadap fragmen
DA yang akan dibuat pelacak dengan cara melabel fragmen-fragmen DMNA dan dihibridisasikan
dengan beberapa isolat Salmonedla sp. dan beberapa isolat patogen vang lain. Pelacak yang terpilih
ailalah pelacak yang melakukan hibridisasi terhadap Salmeonelfa sp. saja dan tidak terhadap bakteri
patogen vang lain. Metode hibridisasi yang digunakan adalah hibridisasi koloni. Hasil penelitian
ini menunjukkan fragpmen DN A yang melakukan hibridisasi dengan Salmonella sp. saja dan tidak
dengan yang lainnya adalah fragmen dengan ukuran 580 bp Fragmen DNA vyang melakukan
hibridisast dengan Salmoreller sp. dan . eoli vaitu fragmen DNA dengan ukuran 310 bp, 700 bp,
3020 bp dan 3250 bp.

(kata Kunct: Salmonella, Pelacak, Fragmen DNA Spesifik)
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SELECTION OF SPECIFIC DNA FRAGMENT AS A PROEE
FOR SALMONELLA DETECTION

ABSTRACT

Serlmonella sp. are organisms among the most actively investigated of the food borne
pathogens. A continuing research for the detection procedures of this organism has always been
made in this field. Technology of hybridization using non radicactive labelled probe has now
becoming more popular compared to the radiioactive one, due 1o ils lack of hazardous effects. In
this study a method using non radioactive labelled DNA probe for the detection of Salmonelia sp.
was used Probe was made from specific DNA fragments constructed from the genomic library of
Sulmoretla iyphinurinm, cloning strategy using F.coli DH5-o as a host organism and pUC19 as a
vector. The positive clone obtained was selected for the appropriate probe for hybridization
method. Selecting of DN A fragments were done with labelling to DNA fragments, then hybridized
for Salmenellas and the other pathogen microorganisms. The selected probe was hybridized with
Salmonefla sp. and not other pathogen microorganism, The methad for hybridization was Colony
hybrization. The results indicated that the specific DNA fragment DNA  hvbridized with
Safmanella sp. only, had the length of 580 basepairs. Other fragments were hybridized with

Salmonella sp. and F.coli had lengths 310 bp, 700 bp,3250 bp and 3020 bp.

(Key Words : Salmonella, Probe, Specific DNA Fragment).

Pengantar

Salmonella sp. merupakan  bakleri
patogen yang selama ini masih  menjadi
permasalahan yang serius terhadap keschatan
manusia yang dapal menyebabkan salmonel-
tosis. Sulmeonella sp. dapat mencemari produk
pangan vang berasal dari ternak, ikan maupun
lingkungan sekitar. Safmosella sp. merupakan
salah satu penentu kualitas pangan yang akan
dikonsumsi oleh manusia, sehingga dengan
tidak adanya kontaminasi oleh Salmonella sp.
atau bebas dari Safmoneffz sp, merupakan
salah satu syarat dari produk pangan yang
akan dikonsumsi oleh manusia.

Pengujian  terhadap  Salmonella  sp.
selama ind vang telah banyak dilakukan adalah
metode konvensional dengan cara pengujian
pada media selektif yang dilanjutkan dengan
pengujian biokimiawi  dan konfirmasi
serologis  yang membutuhkan wakiu  vang
lama {FDA,1995)

Untuk mengatasi pengujian terhadap
Salmanelfa sp. vang relatif lama tersebut telah
banvak dikembangkan beberapa metode untuk
pengujian terhadap Sefmonella sp. vang lebih
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cepat. Metode-metode tersebut antara lain uji
enzyme immenoassays (Mattingly dan Gehle,
1984; Swaminathan, er. al, 1985), pengguna-
an antibodi monoklonal (Mattingly, et ol
1985), uji hibridisasi DNA (Fitr, 1985
Flowers, er. al., 1987, Tsen, et. al., 1989),
Pengujian dengan menggunakan meto-
de hibridisasi DNA lebih cepat, sensitif dan
spesifik terhadap Salmoncelio sp dibandingkan
dengan metode konvensional (Flowers, et al.,
1987). Falve positive yang dihasilkan lebih
sedikit (3,7%) dan tidak ada fulse negative
(Rose, er. af, T987). Metode hibridisasi DNA
telah  dikomersialkan dengan metode dari
Gene  freck yang menggunakan pelacak
berlabel radicaktif. Metode ini untuk skala
laboratorium yang relatif kecil sangat mahal
dan memerlukan penanganan yang serius
dengan adanya kandungan bahan radicaktif
Pengembangan  metode  hibridisasi
DNA berdasarkan atas homologi dari DNA
dari bakteri yang mempunvai kekerabatan
yang dekat. Dengan dasar tersebut dapat
diestimasikan dengan hibridisasi DNA-DNA.
Dengan  berkembangnyva rekavasa penetika
telah diperoleh kemungkinan untuk memilih
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dan memproduksi suatu sekuen spesifik DNA
dari mikroorganisme tertentu. Sekuen tersebut
dikembangkan untuk  uji  yang  spesifik
terhadap organisme tertentt melalui teknik
mbridisasi (Flowers, 1985),

Metede dengan hibridisasi DNA dapar
dilakukan dengan penggunaan pelacak vang
berasal dari fragmen DNA - Salmonclla sp.
vang akan dilabel dengan label non radicaktif,

sehingga relatif aman dan lebih  mudah
aplikasinya.
Pelabelan  pelacak  dengan  non

radivaktif mempunyai keuntungan lebih aman,
murah, stabil dalam penyimpanan. Pelabelan
non radioaklif dapat dilakukan dengan cara
langsung dan  tidak langsung. Pada cara
langsung suatu label dapat diikat oleh asam
nukleat melalui  ikatan kovalen dan non
kovvalen. Pelabelan tidak langsung densan cara
menggunakan dip JUTP (disoxicesin, JITT
berikatan pada hapten steroid digevipenin dan
detelsinyas mensgunakan antibadi  anti
digoxigenin alkaline  phosphatase (Old  dan
Primrose, 1989),

Pengembangan pelacak vang diperoleh
dari fragsmen DNA vang spesifik hasil kloning
dilakukan oleh Fitts (1985) dengan mengguna-
kan enzim restriksi BamHID schingaa didapat
fragmen dengan ukuran 4,1 kb Fragmen
tersebut dibuat pelacak dengan label radioaktif
dan dihibridisasikan dengan Salmenefla sp.
dan bakteri yang lain dengan hasil diperoleh
reaksi positif dengan Neadmeomelfa sp. dan masih
ditemukan pada I enli. Penelitian terhadap
hibridisasi  DNA  dengan  menggunakan
frazmen DMA spesifik juga dilakukan oleh
Tsen ef. ol (1989}, yang diperoleh dengan
pematongan enzim restriksi Hindll dengan
ukuran 1.8 kb vang diberi label non radicaktif
Fasil positil hanva terhadap Safmeonella sp.
sgja dan tidak dengan yang lain, Pembuatan
pelacak dan kedua peneliti tersebut dengan
fragmen  DNA wvang  spesifik  terhadap
Serfmrcneller s dan tidak dengan vang lain,
dikarenakan dalam  Selmonelle spo belum
diketahui gen pengkode Takior virulenst dan
ioksin  (Fils, 1985). Pelacak dengan ukuran
fragmen yang kecil akan lebih mudah dan
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cepat melakukan hibridisasi karena fragmen
dengan ukuran kecil akan lebih mudah dan |
cepat berdifusi daripada fragmen yang panjang
(Lamb dan Birni, 1995, Old dan Primrose,
1989 Kirby, 1990)

Pada penelitian ini dipunakan pelacak

vang berlabel digoxigenin-d0'TF umuk hibri-

disasi DNA pada deteksi terhadap cemaran

Salmeowrella sp. Untuk mendapatkan pelacak

tersebut diawali dengan pembuatan pustaka
DNA. Fragmen DNA vang spesifik untuk
Salmomellea sp. dipilih untuk pelacak
Penclitian ini bertujuan untuk memilih
frazmen DNA  Salmonelln typrhivmrinm (5.

typhimurinm) yang spesifik untuk digunakan
sebagai pelacak dalam pengujian terhadap
Seilmowetia.

Bahan dan Metode Penelitian

A. Bahan penelitian

S typhimerinm ATCC 14028 Safmeo-

mella sp. FNCC 134, Salmonella sp FNCC 97,
Serfmenella sp FNCC 139, Salmonella typhi,

Yersenia enterccolifica JOM O TSTT. K coli

JOM 1649, . coli FNCC 91, Vibrio parahae-
molyticus, E. coli DHSa, plasmid pUCI19,

B. Metode penelitian

B.1. Isolasi DNA total S nyphimuriem
ATOCC 14028

Satu koloni bakteri 5 fypdimeerinen

ATCC (American Type Culture Collection)

14028 dimokulasikan pada 5 ml media Luria
Bertani, kemudian diinkubasikan selama 24
suhu  37°C. Kulur  tersebut
100 ml media LB dan

kemudian  setiap 20 ml  kultur  bakteri
diinokulasikan pada media LB agar vang
dibuat miring dalam botol dan diinkubasikan
selama 48 fam pada suhu 37°C. 100 ml kultur
bakteri yang telah ditumbuhkan semalam
untuk  kemudian  disentrifusasi dengan
kecepatan 7000 g selama 10 menit. Pelet yang
diperoleh dicuci dengan 50 mM EDTA dan
disetrifugasi dengan kecepatan 7000 ¢ selama
5 menit. Pelet diresuspensi dengan 2 ml
larutan vang mengandung 25 %% sukrosa dan
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0,5 EDTA, pH B0 (9:1) Campuran  ini
ditambah lisosim 100 pl (10 mg/ml) dan
diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C .
kemudian ditambahkan 1200 pl NaCl 5 M,
20001 0,5 M, 1500 pl SDS 20 %, Proteinase K
ditambahkan sebanyak 100 pl (10 mg /ml),
kemudian diinkubasikan pada subu  50°C
selama 1 jam. Campuran tersebut diekstraksi
Kloroform  (1:1), dan diendapkan dengan
etanof absolut dingin 2 x volume. Pada tahap
i akan terbentuk  bemang DNA  yang
mengumpul yang kemudian diambil dengan
pipet pasteur yang ujungnva dibenskokkan.
DMA dipindahkan ke dalam tabung ependorf
vang telah diberi TE pH 8,0

B.2. Isolasi DNA plasmid

Teknik isolasi DNA plasmid dengan
metoda lisis alkali (Sambrook e af 1989,
sedangkan pemurnian plasmid menggunakan
metode  ekstrak  fenol.  Teknik  ini  juga
digunakan untuk isolasi plasmid rekombinan.

B3, Metode kioning fragmen DNA &
typhimurium ke pUCL9

DNA genom 5 nyphimarinm ATCC
14028 dan pUCIY dipotong dengan enzim
Feall, BoemHI, Hindll] untuk masing-masing
baik dilakukan digesti tunggal maupun digesti
ganda untuk  ketiza enzim  terscbut.  Hasil
pemotongan DNA genom diligasikan dengan
enzim T4 DNA ligase dengan hasil pemotong-
an pUCTY yang telah dilakukan defosforilasi
dengan enzim calf intestinal phosphatase
(CIP). Campuran ligasi dengan perbandingan
21 tersebut kemudian ditransformasikan ke
L coli DH3-o menunut metode Sambrook, e,
al (1989) dengan menggunakan campuran
MOPS, rubidium kllorida dan kalsium klorida.
Transformasi diseleksi pada medium LB yang
mengandung ampisilin (100 pe/ml). [PTG dan
X-pal (Sambrook, eral., 1989)

B.A. Analisis restriksi dan pengambilan
sisipan dengan metode elektroelusi

Untuk  mengetahui ukuran  fragmen
DNA wang tersisip pada pUCT9 dilakukan

TSEN 04 26-44010

pemotongan dengan enzim restriksi (fcoRl
BewrHI, Hind11T).. Plasmid rekombinan yang
telah dipotong dengan enzim  BesnHI-Hindgll1.
dielektroforesis pada gel agarose 1,5 % vang
mengandung 0.5 Lg/m] etidium bromid, deng-
an tegangan 100 volt, Gel dipotong dan dimur-
nikan pada bagian fragmen sisipan dengan
metode elektroelusi (Sambrook, er all 1989y,

B.5. Sintesis DNA pelacak dan hibridisasi
koloni

Fragmen DNA sisipan dari &
vphinnarium hasil elusi (pemotongan dengan
BamHl dan Hindl1l) dilabel dengan Non-
radoactive DNA Labelling and [detection Kit

{Bochringer-Mannheim, Jerman) yaitu
menggunakan Dig-DUTP dengan metode
random  priming. Fragmen DNA  tersebut

vang akan diseleksi sebagai pelacak untuk
deteksi Salmonella sp. dengan dihibridisasikan
terhadap beberapa isolat  Semonellz  dan
beberapa bakteri patogen vang lain,

Hibridisasi dilakukan dengan metode
dari Bochringer Mannheim (1995), sebelum
dilakukan  hibridisasi  terlebih  dahuly
menumbubkan isolat bakten Salmonella sp.
dan beberapa isolat bakteri patogen vang lain.
Inokulasi dilakukan pada membran nilon vang
diletakkan di atas media agar LB. selanjutnya
diinkubasikan selama semalam pada suhu
37°C. Koloni yang tumbuh pada membran di
lisis dengan lartan 10% SDS selama 5 menit,
didenaturasi dengan larutan denaturasi selama
5 menit, dan dinetralisasi dengan larutan
penetral selama 5 menit untuk selanjutnya
dipindah pada larutan 2X S$SC selama 5 menit.
Membran difiksasi dengan (712 crosdink
selama 5 menit.. Pelacak vang akan dipakai
didenaturasi dahulu pada suhu 95°C selama 10
menit kemudian diinkubasi dalam es selama §
menil.. Hibridisasi dilakukan pada suhu 65°C
selama semalam dengan pelacak berlabel non
radicaktil,
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Hasil dan Pemhahasan

A Kloning Fragmen DNA 8. typhimurium
ATCC 14028

Kloning DNA vang dilakukan dalam
penelitian ini meliputi penviapan sumber DNA
total dari N fepdwmacinm dan penviapan
pLCTY. penvambungan DNA sisipan dengan
veklor dan transformasi hasil ligasi ke sel
inang Foooli DHI o

Pada awal penelitian pemotongan DN A
Seelwromielles pphimurinm ATCC 11028
menzeunakan  enzim FeoR1, BemHD  dan
HowdlIl baik secara tunggal maupun sanda.
demikian  juga untuk pUCIO Hasil vang
diperoleh hanva yang dipotong dengan digesti
canda HomH1 dan Hinel1T vang berhasil baik
{Gambar 1) Hal ini disebabkan pemaotongan
ganda terhadap plasmid akan didapatkan ujung
runcing dan tidak akan melakukan sirkuler
kembali

Hasil pemotongan DNA S Fiiphimmri-
iy dan pUCTY untuk selanjutnya dilisasikan
dengan bantuan enzim lisase. Enzim DNA
lizase berfungsi untuk mengkatalisis pemben-
tukan ikatan fosfodiester antara gugus 3° OH
pada wjung rantai DNA Dalam hal ini pUCIY

|
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dan gugus 5'-P pada ujung rantai DNA X
fphimurium (Brown, 1986. Adams er. af
1986) Hasil ligasi kemudian ditransformasi-
kan ke [Feeli DH3w. Hasil transformasi
plasnud  rekombinan  tersebut  kemudian
diseleksi  dengan media LB padat vang
mengandung ampisilin dan diberi /777 dan -
Cierl, selingga diperoleh koloni biru dan putih
(Gambar 2). Koloni biru dan putih pada media
tersebut, koloni dengan warna hiru menanda-
kan bahwa plasmid tidak mengandung sisipan
DNA dan koloni yang putih menandakan
adanya plasmid yang membawa sisipan DNA
Pembentukan koloni biru dan putih - menun-

jukkan bahwa adanya kemampuan sel untuk

melalukan komplementasi alfa.

Kurang lebih 50 koloni putih vang
diperoleh, diambil sampel sebanyak 17 koloni
untuk  selanjutnya  diisolasi dan  kemudian
DNA - plasmid rekombinan vang terlihat di
clekiroforesis sehanyak & plasmid. Keenam
plasmid tersebut  kemudian  dianalisis

direstriksi dengan enzim vang sama dengan
saat  pemolongan DMNA vaitu Bamiil dan
Hindll untuk  melepaskan. fragmen  sisipan
dari vektornya dan untuk mengetahui ukuran
dari fragmen tersebut.

M1 2 3 4 5 & 7 8 % 01 1213 14 15 16

Gambar 1 Elektraforesis DNA S npfimuciom. pliC 19 dan plasmid rekombinan (M= Marker 3.
Hine ML 1=pUC 1O utuh, 2-pU'C dipotong BemH1 dan Hind111 3& 7=Genom . Hoprhinneinm
dipotang HomHidan Hindll S&10=R13, 6&11=R15, 8& 3= R25. D& 14=R26,
12-RI4 15=R27 16= Genom total S typhimirinm
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B. Analisis Restriksi Hasil Kloning Frag-
men DNA X fyphimurium dan Pelabelan
dengan Non Radioakeir

Hasil penelitian ini diperoleh lima
fragmen DNA sisipan vailu R13, R15 R24,

R25 dan R26 (Gambar 1) dengan ukuran

masing-masing 310 bp, 580 bp. 700 bp, 3250

bp dan 3020 bp Kelima fragmen tersebut

diberi label non radioaktil untuk selanjutnya

dibuat pelacak terhadap Selmorieler sp.
Metode pelabelan terhadap fragmen

DNA tersebut menggunakan metode remcom

priming  dengan  label  digoxigemin-l T
Deteksi  hasil  hibridisasi  dengan  pelacak
berlabel  menggunakan analisis imunclogi

sistern enzim alkaline fosfatase. Dasar metoda
pelabelan dengan random priming ini adalah
pemanjangan primer vanng menempel pada
DNA target dengan dNTP yang dimodifikasi
dan pemanjangan ini dibantu dengan enzim.
Menurut Keller dan Manak (1989} metode ini
sangat efektif untuk pembuatan pelacak non
radioaktif karena dengan bantuan  enzim.
nukleotida tersehut dapat dilambahkan pada
ujung 3" suatu pelacak.

Menurut Kessler {1995) pembuaran
pelacak  vang ideal dibutubkan  tingkat
sensitivitas vang tingg dan juga menunjukkan
spesifisitas. Dalam penelitian ini diharapkan

DT
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akan diperoleh pelacak vang spesifik terhadap
Salmenella sp. saja dengan berdasarkan pada
fragmen vang diperoleh dari 8. nyphimurinm
vang akan berhibridisasi denuan Sefmonelfa
saja dan tidak dengan yang lain,

C. Seleksi Pelacak Berlabel untuk Deteksi
terhadap Safmonella

Pemilihan pecalak terhadap Seelmonella
yang dibuat dari fragmen DNA 5 Typhinm-
riam ATCC 14028 dengan cara melakukan
hibridisasi koloni antara pelacak dan isolat-
isolat - Salwonella dan beberapa  bakteri
patogen yang lain. Kelima fragmen DNA
berlabel tersebut masing-masing dihibridisasi-
kan terhadap DNA target yang telah difiksasi
pada membran nilon.

Hibridisasi dilakukan juga terhadap
kontrol yang meliputi kontrol negatif' ( pUC 19
tanpa sisipan), kontrol positif (S, fphiniwinm
AT 028 dan plasmid rekombinan).
Penggunaan genom S aphimurmm ATCC
{028 sebagai kontrol positif dikarenakan
DNA pelacak diisolasi dari jasad tersebui.
DNA vang telah terfiksasi dihibridisasi dengan
pelacak  berlabel densan sistem  enzim-
conjrgate dan hasil akhir dari deteksi akan
muncul warma keunguan.

P

e bt e ST e

Gambar 2. Hibridisasi koloni antara pelacak herlabel vang berasal dari isolat 8 nopsrismnrinn
ATCC 14028 dengan kontrol negatif dan positif (A= pelacak R13. B- pelacak R15.
C= pelacak R24, D= pelacak R25, E- pelacak R2I6, 1=5 nysimmriinm,
2= plasmid rekombinan, 3= pL'C19)
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Hasil hibridisasi (Gambar 2) menunjuk-
kan bahwa hanya R15 vang tidak mengadakan
hibridisasi dengan Lontrol negatif {plLIC19)
sedangkan untuk keempat fragmen yang lain
menunjukkan hibridisasi yang positif terhadap
kontrol negatif Hal ini disehabkan untuk
fragmen DNA R15 tidak ada sekuen vang sama
(homolog) dengan £ eoli, sedangkan yang
lainnya masih ditemukan sekuen vang sama
antara Safmenella dan E. coli. Kontral positif
vang terdiri dari Salmonefla dan plasmid
rekombinan  menunjukkan  kelima fragmen
DNA berlabel tersebut melakukan hibridisasi
dengan masing-masing isolat. Hasil hibridisasi
telima fragmen DNA berlabel dengan isolat-
isolat Salmanella dan beberapa patogen vang

lain dapat dillihat pada Gambar 3 Hagil
pengamatan  menunjukkan  bahwa fragmen

R15 vang melakukan hibridisasi dengan isolat
Serlmonelfa dan tidak dengan bakteri patogen
vang lain (Feoli, V. emerovolitica, 1 Para-
Baemolviicns). Meskipun demikian pada hibri-
disasi antara fragmen R15 dan Salmonella
masih ditemukan hibridisasi negatif antara
fragmen berlabel dengan Salmonelia A
Hal ini kemungkinan tidak ditemukan sekuen
vang sama antara kedua Seelwreowefla. Hasil
penelitian Liu dan Sanderson (1995) menun-
Jukkan bahwa ada Solmonelin vang mempunyai
perbedaan genetik dengan  Solmorella vang
lain khususnya Salmenella tphi. Perbedaan ini
disebabkan adanya perubahan pasangan basa,
kesalahan replikasi, genomic rearrangement,
adanya tambahan material genetik yang baru
akibat pengaruh luar.

Untuk fragmen DNA vang masih berhi-
bridisasi dengan . coff (R24, 25 26) dan R13
di samping dengan F.coli juga dengan V.
emierocediiea. Masih adanya hibridisasi tersebu
disebabkan adanva sekuen yang sama antara

[ 4
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Salmonelle  dan  kedua bakteri tersebui.
Menurut Fitts (1985) adanya homologi antar
DNA dari Salmowella sp.dan Fcoli seria
bakteri dari grup emrerobacteriaceae dikare-
nakan masih adanyva hubungan kekerabatan
vang dekat, sehingea sekuen antara keduanya
masih ada yang sama. Hasil penelitian Fii
(1985) pelacak yang dibuat dengan pemotong-
an Enzim BamHI diperaleh fragmen dengan
ukuran 4.1 kb dan 4,9 kb, fragmen tersebut
berkoplementer dengan Salfmoneila sp.. tetapi
masih terjadi hibridisasi dengan /. coli. Hasil
penelitian Tsen e, af (1989) vang menyem-
purnakan penelitian Fitt  (1985), fragmen
tersebut  dipotong  demgan  enzim Ml
sehingga diperoleh fragmen dengan ukuran 1,8
kb dan menunjukkan hasil bahwa fragmen
tersebut setefah dilabel hanya berhibridisasi
dengan Sedmeonclla sp. dan tidak berhibridisasi
dengan yang lain. Hasil tersebut dapat dilihat
dengan semakin kecil fragmen DNA akan
lebih mudah dan cepat melakukan hibridisasi
dibandingkan dengan fragmen vang lebih
panjang (Lamb and Birni, 1995; Old and
Primrose, 1989; Kirby, 1990).

Kesimpulan

Dari  hasil penelitian ini  diketahui
hanya ada satu fragmen DNA dari &
fvphimurium yang dapat melakukan hibridisasi
terhadap beberapa isolat Salmonella sp. dan
tidak dengan bakteri patogen vang lain (/2
coli, V. parahaemolitycns, Y. emterocolifica).
Fragmen DNA yang mempunyai spesifisitas
terhadap isolat Salmenella  sp.  tersebut
mempunyai wkuran 580 bp vang dihasilkan
dengan  pemotongan enzim  BamHI  dan
Hinad 11,
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Gambar 3. Hibridisasi koloni antara pelacak vang berasal dari isolat S syphimurinm ATCC 14038
dengan isolat Salmonella dan patogen vang lain { A=pelacak R13, B= pelacak R15, C= pelacak
R24. D= pelacak R25, E= pelacak R26, 1= Salmonelli Sp. PNCC T34 2= Sulmonella sp.
FNEC 97 3= Salmanella sp. FNCC 146, 3=Satmonella sp. FNCC 139, 5= Sodmenelfo
i, 6= Sadmonella sp. FNCC 1427 V. emierocolitica, 8= 15 coli JOA 75 77,
9=E cali FNCC 91, 10=1" prerciicemadvifens)
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