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ABSTRAK
Pendahuluan: Prevalensi kasus kandidiasis invasif oleh Candida albicans (C. albicans) masih menjadi
permasalahan yang penting. Penegakan diagnosis kandidiasis menggunakan preparat kultur membutuhkan waktu
yang lama. Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode diagnosis yang cepat berbasis Deoxyribonucleic
Acid (DNA). Metode isolasi DNA yang umum digunakan adalah Filter Based Kit (FBK), namun, terdapat metode
lebih sederhana yaitu Alkaline Lysis (AL) dan Heat Treatment (HT). Penelitian ini bertujuan mengetahui
perbandingan kuantitas dan kualitas isolasi DNA C. albicans dengan menggunakan metode AL dan HT
dibandingkan dengan FBK.
Metode: Penelitian ini merupakan eksperimental laboratorium in vitro. Kuantifikasi C. albicans dilakukan dengan
haemocytometer dan didapatkan jumlah stok sampel 10° sel/mL. Metode FBK, AL, dan HT dilakukan pada
konsentrasi 108, 10° sel/mL dan normal saline (NS). Perhitungan kuantitas dan kualitas DNA dilakukan
menggunakan Spektrofotometer NanoDrop. Analisa statistik menggunakan One Way Analysis of Variance
(ANOVA) dan Least Significant Difference (LSD) pada SPSS versi 22.0.
Hasil dan Pembahasan: Hasil kuantitas DNA C. albicans pada konsentrasi 10° sel/mL terhadap kontrol pada
metode FBK, AL, HT yaitu 61,60+3,78, 8,20+1,92, 165+1,58, dan berbeda signifikan (p< 0.05). Sedangkan pada
konsentrasi C. albicans 108 sel/mL terhadap kontrol, kuantitas DNA metode FBK, AL, HT yaitu 2,60+0,54,
3,40£1,14, dan 36,8+5 pg/mL, dan berbeda signifikan (p< 0.05). Kualitas DNA (A260/A2s0) konsentrasi C. albicans
10° sel/mL terhadap kontrol pada metode FBK, AL, HT 1,87+0,05, 0+0, dan 1,35+0,05 dan berbeda signifikan (p<
0.05). Demikian pula pada konsentrasi DNA C. albicans 108 sel/mL 2,10+0,54, 0+0, dan 1,80+0,54 pg/mL.
Kesimpulan: Isolasi DNA C. albicans metode HT menghasilkan kuantitas dan kualitas DNA yang lebih baik bila
dibandingkan metode FBK dan AL.
Kata Kunci: Isolasi DNA; Polymerase Chain Reaction; diagnosis.
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ABSTRACT
Introduction: The prevalence of invasive candidiasis caused by Candida albicans (C. albicans) is still a problem.
Diagnosis of candidiasis using culture requires a long time. Polymerase Chain Reaction (PCR) is a rapid diagnosis
based on Deoxyribonucleic Acid (DNA). Commonly, the DNA isolation method is Filter Based Kit (FBK), but
there are simpler methods including alkaline lysis (AL) and heat treatment (HT). This study aims to compare the
quantity and quality of C. albicans DNA using AL and HT compared with the FBK method.
Methods: This research is an in vitro laboratory experiment. Quantification of C. albicans was done using
haemocytometer where a stock sample of 10° cells/mL was obtained. The FBK, AL, and HT methods were carried
out at the concentrations of 108, 10° cells/mL and each of method was compared with normal saline (NS).
Calculation of the quantity and quality of DNA were conducted using a NanoDrop Spectrophotometer. Data were
analysed using One Way Analysis of Variance (ANOVA) and followed by least significant difference (LSD) on
SPSS version 22.0. it considered significant at p < 0.05.
Results and Discussion: The quantity of C. albicans DNA at 10° cells/mL compared to control on FBK, AL, HT
methods were 61.60+3.78, 8.20+£1.92, and 165+1.58 pg/mL, respectively, and significantly different (p<0.05). The
quantity of C. albicans DNA at stock sample of 108 cells/mL compared to control on FBK, AL, HT methods were
2.60+0.54, 3.40+1.14, and 36.84+5.26 ng/mL, respectively, and significantly different (p<0.05). The quality of
DNA (A260/A280) at 10° cells/mL were 101.87+0.05, 00, and 1.3540.05, and at 108 cells/mL were 2, 10£0.54, 0+0,
and 1.80+0.54. All groups were significant both at 10° cells/mL and 108 cells/mL (p<0.05).
Conclusion: HT method provided better quantity and quality C. albicans DNA isolation in comparison with FBK
and AL methods.
Keywords: DNA Isolation; Polymerase Chain Reaction; diagnosis.
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PENDAHULUAN

Prevalensi kasus infeksi jamur yang
disebabkan oleh C. albicans masih menjadi penyebab
mortalitas dan morbiditas terutama pada pasien
kandidiasis invasif.!** Peningkatan jumlah kematian
tiap tahun pada pasien kandidiasis invasif
membutuhkan diagnosis cepat untuk penegakan
diagnosa. Gold standard untuk penegakan diagnosa
candidiasis adalah dengan pemeriksaan kultur jamur
dan histopatologi.* Metode kultur membutuhkan
waktu 2 - 5 hari kerja untuk mencapai hasil yang
akurat dan kurang sensitif sehingga dibutuhkan
diagnosis cepat dan tepat.’

Salah satu metode diagnosis cepat yang
memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang baik
adalah Polymerase Chain Reaction (PCR). Metode
ini sudah banyak digunakan untuk deteksi infeksi
yang disebabkan oleh mikrooganisme patogen, baik
bakteri, virus maupun jamur. PCR dalam mendeteksi
infeksi jamur memiliki sensitifitas dan spesifisitas
kurang lebih 85%.° Deteksi dengan PCR
membutuhkan sampel DNA yang baik melalui proses
isolasi DNA.°

Metode isolasi DNA sudah mengalami
banyak perkembangan.” Salah satunya adalah metode
filter based kit, merupakan metode yang umum
digunakan untuk mengisolasi DNA. Metode ini sudah
banyak digunakan karena cepat dan cukup mudah
digunakan sebab dalam bentuk kit komersial.?®
Kekurangan dari metode ini adalah alat yang
digunakan tidak bisa didapatkan dengan mudah dan
harganya yang relatif mahal.” Maka dari itu
dibutuhkan metode yang lebih sederhana yang
menghasilkan kuantitas dan kualitas DNA yang baik
yaitu alkaline lysis dan heat treatment. Metode
tersebut memiliki prinsip yang sederhana sehingga
lebih efektif dan efisien baik dari segi biaya maupun
waktu. Metode alkaline lysis dan heat treatment
memikiki kelebihan yaitu bahan yang digunakan
tidak beracun, prosedurnya sederhana, biayanya
murah, membutuhkan persiapan yang mudah dan
cepat, serta menghasilkan kemurnian yang
bagus. |12

Uji isolasi DNA dengan parameter yield dan
kemurnian menggunakan metode filter based kit,
alkaline lysis dan heat treatment belum pernah
dilakukan. Penelitian ini akan melakukan uji
perbandingan yield dan kemurnian dari DNA C.
albicans dengan menggunakan metode isolasi DNA
alkaline lysis dan heat treatment dibandingkan
dengan metode filter based kit.

METODE PENELITIAN

Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini  menggunakan  desain
penelitian in vitro dengan membandingkan metode
filter based kit, alkaline lysis, dan heat treatment yang
tujuannya untuk mengetahui dari kuantitas dan
kualitas DNA C. albicans. Penelitian ini akan
dilaksanakan pada bulan Juli - Agustus 2021 yang
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dilakukan Laboratorium Pusat Riset Kedokteran
(LPRK) Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang.

Pengambilan Sampel Penelitian

Sampel jamur C. albicans kami dapatkan dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Malang (FK UMM) dan
telah dideterminasi disana kemudian Laboratorium
Pusat Riset Kedokteran (LPRK)) Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang (FK UNISMA).

Perhitungan Konsentrasi Jamur C. albicans

Penghitungan langsung dengan
menggunakan haemocytometer dilakukan dengan
tahapan yaitu sampel jamur C. albicans dipanen dari
cawan petri dimasukkan ke dalam media -cair
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) kemudian
dicampurkan dan divortex hingga menjadi suspensi. '3
Setelah itu, suspensi diteteskan pada haemocytometer
lalu diamati dibawah mikroskop binokuler pada
perbesaran 400 kali. Jumlah sel jamur tiap mL dapat
ditentukan dengan cara menentukan jumlah dari sel
rata-rata pada tiap petak yang volumenya telah
diketahui.'* Hasil pengamatan pada mikroskop
dengan menggunakan haemocytometer pada gambar
1. dihitung dengan rumus:

sel
Jumlah sel (ﬂ) = rata — rata 16 kotak yang dihitung
0.2 X 0.2x 0.2 x 0.1 x faktordilusi ( rumus 1)."*

Gambar 1. Hasil pengamatan C. albicans
Keterangan: Pada gambar 1. terdapat hasil pengamatan langsung
pada mikroskop menggunakan haemocytometer dengan perbesaran
400x. Notasi (A): sel jamur C. albicans terlihat sel yeast berbentuk
bulat dengan tepi garis berwarna hitam

Isolasi DNA Menggunakan Metode Filter Based
Kit

Isolasi DNA dilakukan menggunakan
Wizard® SV Genomic DNA purification kit, dan
dilakukan sesuai instruksi dari produsen.!® Masing-
masing konsentrasi jamur yang ingin diuji,
dipindahkan 1 ml suspensi jamur Candida albicans



ke dalam microtube 1,5 ml. Pada microtube tersebut
ditambahkan 150pul Wizard® SV Lysis buffer dan
dicampurkan dengan pipet. Pada setiap sampel, lisat
dipidahkan ke dalam kolom Mini Wizard® SV dan
disentrifugasi pada kecepatan 13.000 x g selama 3
menit, dan cairan di collection tube dibuang dan
collection tube disusun ulang di rangkaian kolom.
Pada rangkaian tersebut ditambahkan 650 pl Column
Wash Solution dan juga ditambahkan 95% etanol
kemudian disentrifugasi pada 13.000 % g selama 1
menit lalu cairan dibuang dari collection tube. Ulangi
langkah ini untuk total 4 kali pencucian. Setelah itu,
rangkaian disentrifugasi selama 2 menit pada 13.000
x g untuk mengeringkan binding matrix. Wizard® SV
Minicolumn dipindahkan ke tabung 1.5 ml baru,
kemudian ditambahkan Nuclease-Free Water 250l
pada suhu kamar, lalu diinkubasi selama 2 menit pada
suhu kamar. Selanjutnya disentrifugasi unit
minicolumn / elution tube pada 13.000 X g selama 1
menit. Volume elusi total akan menjadi 250 pl.
Setelah itu lepaskan kolom mini dan simpan DNA
yang telah dimurnikan pada suhu -20 hingga -70 °C.

Isolasi DNA Menggunakan Metode Alkaline Lysis
Method

Isolasi DNA menggunakan metode alkaline
lysis berdasarkan Mulhardt dan Beese (2007). Masing
- masing konsentrasi jamur yang ingin diuji,
dipindahkan ke dalam microtube 1,5 ml kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 15.000 g selama 2
menit hingga terbentuk pelet, dan supernatan
dibuang. Pelet yang berasal dari 1,5 ml jamur
disuspensi kembali dalam 150 pL larutan I (glukosa
50 mM / 25mM Tris / 10mM EDTA), lalu
ditambahkan 150 pL larutan II (0,2 N NaOH / 1%
SDS [w / v]). Kemudian sampel dicampur secara
menyeluruh dan diinkubasi selama 30 detik sampai
larut. Setelah itu ditambahkan 150 pL larutan III (3 M
kalium asetat, pH 5,2) dan kemudian dicampurkan.
Selanjtnya dua tetes kloroform ditambahkan dan
Larutan ini dicampur dan disentrifugasi selama 2
sampai 5 menit pada suhu kamar. Supernatan bening
(kira-kira 400 pL) dituangkan ke dalam microtube
yang baru lalu ditambahkan 1 mL etanol, dan larutan
dicampur dan disentrifugasi pada kecepatan 15.000 g
selama 10 sampai 15 menit pada suhu 4 °C.
Kemudian pelet dikeringkan dan dilarutkan dalam 50
sampai 100 pL TE ditambah 1 sampai 2 pL. RNase A
bebas DNase (10mg / mL).

Isolasi DNA Menggunakan Metode Heat
Treatment

Isolasi DNA dengan menggunakan metode
heat treatment berdasarkan Omar dan Anas (2017).
Masing - masing konsentrasi jamur yang ingin diuji,
dipindahkan ke dalam microtube 1,5 ml. Selanjutnya,
microtube 1.5 ml tersebut disentrifugasi pada 15.000
x g selama 10 menit. Pelet disuspensi kembali dalam
40 pl air, dididihkan pada suhu 100 °C dalam
penangas air selama 10 menit. Sampel kemudian
didinginkan di atas es lalu disentrifugasi 15.000 x g
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selama 10 detik, dan disimpan pada suhu -20 °C.
Selanjutnya, C. albicans ditambahkan larutan DNA
TE sebanyak 50 pL dan dilakukan untuk pengukuran
yield dan kemurnian.

Pengukuran Yield dan Kemurnian

Pengukuran konsentrasi DNA total pada
metode filter based kit, alkaline lysis dan heat
treatment lalu diukur dengan meneteskan sebanyak 1
- 2 uL suspensi ke atas UV-Vis, absorbansi dilakukan
pada A = 230, 260, dan 280 nm menggunakan
Spektrofotometer NanoDrop (BioDrop) yang
dilakukan pengulangan 3 kali. Nilai yield baik jika
terdapat perbedaan signifikan dengan kontrol
sedangkan untuk kemurnian dikatakan baik jika
nilainya 1,8 - 2,0.1

Analisa Data

Pengujian hipotesis dilakukan pada data yang
diperoleh lalu diuji normalitas dan homogenitasnya
apabila didapatkan p >0,05 maka dilanjutkan dengan
uji menggunakan metode One Way Analysis Of
Variance (ANOVA) dan wuji Least Significant
Difference (LSD) guna mengetahui adanya perbedaan
antar perlakuan. Uji analisa statistik dilakukan
menggunakan program Statistical Product and
Service Solutions (SPSS) version 22.0.

HASIL PENELITIAN

Hasil Perbandingan Kuantitas dan Kualitas. DNA
Metode Filter Based Kit, Alkaline Lysis dan Heat
Treatment pada Konsentrasi sampel C. albicans
yang sama

Isolat DNA C. albicans yang didapatkan
melalui metode FBK, AL dan HT selanjutnya
dilakukan uji untuk mengetahui nilai yield dan
kemurnian DNA dengan cara diteteskan pada
Spektrofotometer ~ NanoDrop.  Berikut  untuk
perbandingan antar metode pada konsentrasi yang
sama ditunjukkan pada gambar 2.
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Gambar 2. Histogram Perbandingan Kuantitas DNA C. albicans pada Metode Filter Based Kit, Alkaline
Lysis, dan Heat Treatment.

Keterangan: Gambar 2 menunjukkan hasil kuantitas DNA dalam mean =+ standar deviasi, n = 5. Kuantitas DNA pada kontrol NS untuk metode
FBK (0+0 pg/mL), konsentrasi 10% sel/mL (2,60+0,54 ug/mL), konsentrasi 10° sel/mL (61,60+3,78 pg/mL). Kuantitas DNA kontrol NS metode
AL (040 pg/mL), konsentrasi 10 sel/mL (3,40+1pg/mL), konsentrasi 10° sel/mL (8,20+1,92 pg/mL). Kuantitas DNA metode HT pada kontrol
NS (4,20£1,30 pg/mL), konsentrasi 10° sel/mL (36,8+5,26 pg/mL), konsentrasi 10° sel/mL (165+1,58 pg/mL). Selanjutnya, dilakukan uji
statistik menggunakan One Way ANOVA (p <0,05). Pada notasi (a dan b) : bermakna kuantitas DNA berbeda signifikan, notasi (¢ dan d):
bermakna kuantitas DNA berbeda signifikan, notasi (e, f, dan g) bermakna kuantitas DNA berbeda signifikan.

Gambar 2. Hasil uji statistik kuantitas DNA pada kontrol NS dan konsentrasi 10® sel/mL metode heat
treatment berbeda signifikan (p <0.05) jika dibandingkan dengan metode filter based kit dan alkaline lysis. Hasil
yield DNA terendah terdapat pada metode alkaline lysis. Kuantitas DNA konsentrasi 10° sel/mL bermakna berbeda
signifikan (p <0.05) pada setiap metode.

~ 2,500 b d
<
& 2,000 b
< I
< 1500 ]f
a
1,00
2 1000
=
= 0,500
é , a a a C
€
< 0,000
NS 108 10°
Konsentrasi C. albicans (sel/mL)
B Filter Based Kit  m Alkaline Lysis Heat Treatment

Gambar 3. Histogram Perbandingan Kualitas DNA C. albicans pada Metode Filter Based Kit, Alkaline

Lysis, dan Heat Treatment.
Keterangan: Gambar 3 menunjukkan hasil kualitas DNA dalam mean + standar deviasi, n = 5. Kualitas DNA pada metode FBK untuk kontrol
NS (0+0), konsentrasi 10* sel/mL (2,10+0,54), konsentrasi 10° sel/mL (1,87+0,05). Kualitas DNA untuk metode AL pada kontrol NS,
konsentrasi 10® sel/mL, dan 10 sel/mL yaitu (0+0). Kualitas DNA metode HT pada kontrol NS (0+0), konsentrasi 10% sel/mL (1,80+0,54),
konsentrasi 107 sel/mL (1,35+0,05). Data dilakukan uji statistik menggunakan One Way ANOVA (p <0,05). Pada notasi (a): tidak ada beda
signifikan, notasi (b dan c): bermakna kuantitas DNA berbeda signifikan, notasi (d,e, dan f) bermakna kuantitas DNA berbeda signifikan..

Gambear 3. Hasil uji statistik kualitas DNA pada kontrol NS tidak berbeda signifikan (p >0.05) pada setiap
metode. Kualitas DNA pada konsentrasi 10 sel/mL pada metode heat treatment dan filter based kit bermakna
berbeda signifikan (p <0.05) dibandingkan dengan metode alkaline lysis. Kualitas DNA pada konsentrasi 10°
sel/mL bermakna berbeda signifikan (p >0.05) pada setiap metode isolasi DNA.



PEMBAHASAN
Perbandingan Kuantitas DNA Terhadap Metode
Isolasi DNA

Keberhasilan suatu metode isolasi DNA
dipengaruhi oleh kuantitas dan kualitas dari DNA
jamur C. albicans. Hasil kuantitas DNA diperoleh
dari yield dan kualitas DNA dari kemurnian yang
diuji pada Spektrofotometer NanoDrop. Penelitian ini
dilakukan perbandingan yield antara metode alkaline
lysis, heat treatment dengan filter based kit. Nilai
vield DNA bisa dikatakan tinggi apabila hasilnya
lebih dari 10 pg/mL.'¢ Pada penelitian ini didapatkan
hasil kuantitas DNA metode heat treatment untuk
semua konsentrasi lebih tinggi dibandingkan dengan
metode filter based kit dan alkaline lysis.

Beberapa faktor yang mempengaruhi
kuantitas DNA adalah jumlah sel yang lebih sedikit
pada sampel, proses pembuatan suspensi dan
pengambilan sampel.!” Jumlah sel yang lebih sedikit
tergantung pada struktur dinding sel yang melindungi
jamur. Diketahui bahwa dinding sel jamur terdiri dari
chitin, mannoprotein, B-glucan, B-glucan chitin, dan
membran plasma. Untuk mendapatkan jumlah sel
DNA yang lebih sulit dibandingkan DNA bakteri atau
sel mamalia karena dinding sel jamur yang tebal dan
kompleks sehingga sulit untuk dilisiskan.!®!° Faktor
pembuatan suspensi sampel jamur yang tidak
sempurna akan mempengaruhi jumlah sel yang
diisolasi.'”

Hasil kuantitas DNA metode heat treatment
pada konsentrasi 10® dan 10° sel/mL berbeda
signifikan dengan filter based kit dan alkaline lysis.
Metode ini tidak memerlukan alat seperti kit atau
reagen khusus sehingga lebih murah jika
dibandingkan dengan metode filter based kit.** Hasil
penelitian pada metode heat treatment untuk
konsentrasi 103 sel/mL (36,8 pg/mL) dan 10° sel/mL
(165 pg/mL) termasuk kuantitas DNA yang baik. Hal
ini sesuai dengan teori pada pemanasan suhu 42 °C
dalam waktu 1 jam mampu melisiskan dinding sel
jamur dengan sempurna,?'?? sehingga diduga pada
pemanasan 100 °C selama 10 menit dapat melisiskan
dinding sel Candida albicans. Hasil penelitian ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Silva et al
(2012), pada sel jamur Saccharomyces cerevisiae
konsentrasi 107 sel/mL didapatkan hasil kuantitas
DNA yang baik dan lebih menguntungkan untuk
amplifikasi PCR.?* Pada pohon penelitian yang sama
juga didapatkan hasil kuantitas DNA A. niger metode
heat treatment konsentrasi 10* sel/mL (12,8 pg/mL)
dan 10° sel/mL (194,8 pg/mLl) dikategorikan
memiliki kuantitas DNA yang baik (>10 pg/mL).

Hasil penelitian kuantitas DNA metode filter
based kit pada konsentrasi 108 sel/mL (2,60 pg/mL)
dan 10° sel/mL (61,60 ug/mL). Pada konsentrasi 10°
sel/mL termasuk kategori kuantitas DNA yang baik,
tetapi konsentrasi 10® sel/mL didapatkan kategori
yang rendah. Hal ini diduga karena pada konsentrasi
10® sel/mL (<10° sel/mL) jumlah sel tidak cukup
banyak untuk dapat dilisiskan oleh /lysis buffer dari
filter based kit** Faktor lain yang mempengaruhi
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kuantitas DNA penelitian ini adalah tidak
menggunakan enzim proteinase K untuk pelisisan
dinding sel jamur, sehingga mempengaruhi hasil
kualitas isolat DNA karena enzim ini memiliki fungsi
untuk mendegradasi suatu protein yang dapat
menyebabkan kerusakan DNA dan aktifitas dari
enzim tersebut menyebabkan jumlah kualitas DNA
yang rendah.?>?* Pada penelitian sebelumnya
metode filter based kit didapatkan hasil kuantitas
DNA untuk S. aureus konsentrasi 10* CFU/mL (5
pg/mL) dan oleh rekan pohon penelitian yang sama
juga didapatkan hasil kuantitas DNA A. niger
konsentrasi 10* sel/mL (2,8 pg/ml).?’

Metode alkaline lysis merupakan metode isolasi
DNA yang memiliki proses sederhana, mudah dan
murah untuk digunakan dibandingkan metode filter
based kit *®. Hasil penelitian pada konsentrasi 10%
sel/mL (3,40 ug/mL) dan 10° sel/mL (8,20 pg/mL)
dikategorikan kuantitas DNA rendah. Hal ini diduga
disebabkan oleh larutan basa NaOH (Natrium
Hidroksida) pada konsentrasi 0,2 N tidak dapat
melisiskan dinding sel jamur dengan sempurna
sehingga kuantitas DNA yang dihasilkan rendah.?
Pada penelitian sebelumnya menggunakan metode
modifikasi alkaline lysis (NaOH 1,5 - 2 N) didapatkan
hasil kuantitas DNA yang tinggi.® Hal ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya oleh Rodriguez et al
(2017) pada sel jamur Saccharomyces cerevisiae
menggunakan NaOH 0,2 - 0,3 N didapatkan hasil
kuantitas DNA yang rendah.®?® Pada pohon
penelitian yang sama juga didapatkan hasil kuantitas
DNA 4. niger yang rendah pada konsentrasi 10*
sel/mL (1,8 pg/mL).

Kuantitas DNA Candida albicans memiliki
batas minimum dapat dikatakan baik dan dapat
digunakan untuk tahapan pemeriksaan lebih lanjut
yaitu PCR atau sequencing DNA pada konsentrasi
10° sel/mL. Infective dose adalah jumlah sel suatu
patogen dapat menginfeksi inang, pada Candida
albicans dapat menginfeksi manusia membutuhkan
antara 10% - 108 CFU/mL.3!%8

Perbandingan Kualitas DNA Terhadap Metode
Isolasi DNA
Deteksi jamur dalam sampel dengan PCR tidak
hanya tergantung pada kinerja dari PCR itu sendiri,
tetapi juga pada efisiensi dari prosedur kerja metode
isolasi DNA. Keberhasilan PCR sangat dipengaruhi
oleh beberapa parameter yaitu komposisi
penyangga dan stabilitas, konsentrasi dNTPs,
parameter siklus, karakteristik sampel awal, dan
kualitas DNA pada sampel.’? Nilai untuk kualitas
DNA dikatakan mempunyai kemurnian yang baik
dengan rasio Aazeo/Azso yaitu 1,8 - 2,0. Hasil
penelitian ini didapatkan kualitas DNA pada
konsentrasi 10° sel/mL metode filter based kit lebih
baik dibandingkan alkaline lysis dan heat treatment.
Kualitas DNA pada konsentrasi 10% sel/mL pada
metode heat treatment dan filter based kit lebih baik
dibandingkan metode alkaline lysis.
Hasil penelitian kualitas DNA pada



konsentrasi 10® sel/mL (1,80) didapatkan hasil dalam
kategori baik pada heat treatment dan filter based kit
dibandingkan alkaline lysis (p <0.05). Kualitas DNA
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu pada proses
pelisisan dinding sel yang tidak sempurna dan proses
presipitasi yang kurang maksimal. Hal ini diduga
karena pada dinding sel jamur yang kompleks sulit
untuk dilakukan proses pelisisan sehingga kualitas
DNA yang didapatkan rendah. Pada presipitasi DNA
yang kurang maksimal juga dapat mempengaruhi
hasil kualitas DNA yang menyebabkan adanya
kontaminan protein maupun RNA pada proses isolasi
DNA 22

Hasil kualitas DNA pada metode heat
treatment untuk konsentrasi 10° sel/mL (1,35)
menunjukkan kualitas DNA yang kurang baik, akan
tetapi pada konsentrasi 10% sel/mL (1,80) didapatkan
kualitas DNA yang baik. Kualitas DNA yang kurang
dari 1,8 menunjukkan bahwa adanya kontaminan
protein. Hal ini diduga karena tidak adanya tahapan
presipitasi (penyaringan komponen non-DNA) dan
purifikasi (pemurnian DNA) pada metode heat
treatment, sehingga dapat menyebabkan tingginya
tingkat kontaminasi *. Hasil pada penelitian ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Griffiths
et al (2006), pada sel jamur A. fumigatus konsentrasi
107 CFU/mL didapatkan kualitas DNA yang jelek
sehingga tidak dapat dilakukan amplifikasi PCR.>*
Hasil pohon penelitian yang sama pada DNA A. niger
pada konsentrasi 10° sel/mL didapatkan kualitas DNA
1,26 yang termasuk kategori kualitas DNA yang
jelek.

Kualitas DNA pada metode filter based kit
untuk konsentrasi 108 sel/mL (2,10) termasuk
konsentrasi DNA yang kurang baik, sedangkan
konsentrasi 10° sel/mL (1,87) termasuk kualitas DNA
yang baik.?! Hal ini diduga disebabkan pada
penelitian ini tidak menggunakan enzim proteinase K
yang berfungsi mendegradasi protein, sehingga
jumlah kontaminan protein meningkat dan kualitas
DNA yang diperoleh semakin rendah.?’?* Hasil
penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya
oleh Kumalasari (2020), pada sel S. aureus
konsentrasi 10* CFU/mL dan didapatkan kualitas
DNA yang jelek. ¥’

Kualitas DNA pada konsentrasi 10® sel/mL dan 10°
sel/mL menggunakan metode alkaline lysis tidak
dapat diidentifikasi karena hasil keduanya nol, hal ini
diduga disebabkan oleh beberapa faktor yaitu adanya
kontaminan protein maupun RNA! dan kadar
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konsentrasi Natrium Hidroksida (NaOH) 0,2N tidak
mampu mendenaturasi protein.>® Hasil penelitian ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Rodriguez
et al (2017) pada sel jamur Saccharomyces
cerevisiae, penggunaan isopropanol atau kalium
asetat tidak dapat menghasilkan DNA yang murni,
sehingga dapat mempengaruhi hasil kualitas DNA
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, analisis data dan
pembahasan pada penelitian ini dapat disimpulkan:
1. Metode heat treatment menghasilkan
kuantitas yang tinggi dan kualitas DNA Candida
albicans yang baik pada konsentrasi 10® sel/mL
dibandingkan dengan metode filter based kit dan
alkaline lysis.

2. Metode filter based kit menghasilkan
kuantitas DNA yang tinggi dan kualitas DNA
Candida albicans yang baik pada konsentrasi 10°
sel/mL dibandingkan metode heat treatment dan
alkaline lysis.

SARAN
Berdasarkan penelitian ini, maka saran peneliti untuk
perbaikan penelitian selanjutnya:

1. Membandingkan metode isolasi DNA pada
dosis infektif untuk beberapa jenis penyakit
yang disebabkan oleh Candida albicans,
yaitu pada 10° hingga 10°® CFU/ml.

2. Melakukan penelitian lanjutan seperti uji
PCR pada hasil isolat DNA yang didapatkan
sehingga hasilnya dapat terkonfirmasi
secara aplikatif.

3. Melakukan modifikasi metode alkaline lysis
dengan meningkatkan konsentrasi NaOH
(1,5 - 2N) untuk mendapatkan kuantitas dan
kualitas DNA yang baik.

4. Melakukan modifikasi metode heat
treatment dengan menambahkan tahapan
presipitasi dan purifikasi.
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