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ABSTRAK
Pendahuluan: Aspergillus niger (A. niger) penyebab Chronic Pulmonary Aspergillosis (CPA) yang deteksinya dengan
kultur membutuhkan waktu yang lama. Metode deteksi cepat dengan PCR memerlukan isolat DNA dengan kuantitas dan
kualitas yang memadai dan umumnya diperoleh dengan filter based kit (FBK). Metode isolasi DNA yang sederhana,
mudah dan murah perlu dikembangkan, namun analisa perbandingannya belum ada sehingga perlu dilakukan.
Metode: Penelitian eksperimental in vitro dengan A. niger yang dikuantifikasi dengan haemocytometer. Sampel jumlah
selnya 10°, 10* sel/ml dan kontrol normal saline (NS). Isolasi DNA dilakukan dengan metode heat treatment (HT),
alkaline lysis (AL) dan FBK. Hasil isolat DNA dilakukan perhitungan kuantitas dan kualitas DNA dengan
spektrofotometer nanodrop. Data dianalisis dengan One Way ANOVA, LSD, Kruskal Wallis, dan Mann Whitney (p<0,05).
Hasil dan Pembahasan: Pada 10° sel/ml, urutan peroleh kuantitas DNA dari terbaik ke terburuk (p<0,05) adalah
HT>FBK>AL (194,8 — 10,6 pg/ml), sedangkan untuk kualitas Azsol20 (p<0,05) adalah AL>FBK>HT dengan rentang
(1,80 — 1,26), dan kualitas Azso/230 (p<0,05) adalah AL>HT>FBK (0,85 — 0,32). Pada jumlah sel 10* sel/ml, urutan
kuantitas DNA (p<0,05) adalah HT>FBK>AL (12,8 — 0,2 pg/ml), sedangkan untuk kualitas Azeo/2s0 (p>0,05) adalah
FBK=HT=AL (1,90 —1,50), dan kualitas Azeo/230 (p<0,05) adalah HT>FBK>AL (0,46 —0,02). Pada NS, urutan perolehan
kuantitas secara signifikan adalah HT>FBK=AL (4 — 0 ug/ml), dengan tidak ada perbedaan kualitas Azeo/280, N"amun untuk
kualiats Azso/230 (p<0,05) adalah HT>FBK=AL (0,59 - 0).
Kesimpulan: Kuantitas DNA terbaik pada konsentrasi 10° dan 10* sel/ml adalah metode HT, sedangkan kualitas DNA
terbaik pada konsentrasi 10° sel/ml adalah pada metode AL dan pada konsentrasi 10* sel/ml adalah FBK.
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ABSTRACT
Introduction: Aspergillus niger (A. niger) causes Chronic Pulmonary Aspergillosis (CPA), in which its detection using
culture methods requires a long time; therefore, PCR can be used for rapid detection. A successful PCR requires DNA
isolates with adequate quantity and quality, which is commonly obtained using filter based kit (FBK). A simple, easy and
inexpensive DNA isolation method needs to be developed, but comparative analysis needs to be done.
Methods: This is an in vitro experimental study with A. niger quantified by haemocytometer. The sample cell count used
was 10°, 10* cells/ml and the control was normal saline (NS). DNA isolation was carried out using heat treatment (HT),
alkaline lysis (AL) and FBK methods. DNA isolates were calculated for quantity and quality of DNA using a nanodrop
spectrophotometer. Data was analyzed by One Way ANOVA, LSD, Kruskal Wallis, and Mann Whitney (p<0.05).
Results and Discussion: At 10° cells/ml, the order of DNA quantity from the best to worst (p<0.05) was HT>FBK>AL
(194,8 — 10,6 pg/ml), while for quality Assol2s0 (p<0,05) was AL>FBK>HT with a range (1,80 — 1,26), and the quality
Azsol230 (p<0,05) was AL>HT>FBK (0,85 —0,32). In the number of cells 10 cells/ml, the order of DNA quantity (p<0.05)
was HT>FBK>AL (12,8 — 0,2 ug/ml), while for quality Asso/2s0 (p>0,05) is FBK=HT=AL (1,90 — 1,50), and the quality
Azsol230 (p<0,05) is HT>FBK>AL (0,46 — 0,01). In NS, the order of significant quantity was HT>FBK=AL (4 — 0 pug/ml),
with no difference in quality Azso/2s0, but for quality Azso/230 (p<0,05) it was HT>FBK= AL (0,59 — 0).
Conclusion: At both concentrations, the highest DNA quantity obtained was using HT, however, the highest quality at
10° cells/ml was using AL, and 10* cells/ml was using FBK.
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PENDAHULUAN

Aspergillosis merupakan penyebab chronic
pulmonary disease yang biasa dikenali chronic
pulmonary aspergillosis (CPA) vyang sering
menemani pasien dengan TB dan HIV.12 Penyebab
aspergillosis adalah A. fumigatus, A. flavus, A.
terreus, dan A. niger.® Data epidemiologi global
menunjukkan sekitar 3 juta orang menderita CPA.*
Angka kematian pasien CPA adalah 50-85 % selama
5 tahun, terutama pasien CPA dengan penyakit
pernyerta TB.> Belum ada data pasti jumlah CPA di
Indonesia, namun diestimasi berdasarkan
perhitungan dan eksplorasi dari WHO di Indonesia,
dari 274.397 pasien TB sebanyak 83.000 pasien
menjadi CPA dalam 5 tahun.® Sehingga upaya untuk
menegakkan diagnosis aspergillosis perlu dilakukan.

Dalam menegakkan diagnosis aspergillosis
perlu diketahui jenis Aspergillus sp. yang
menginfeksi. Gold standard untuk pemeriksaan
tersebut adalah dengan menggunakan pemeriksaan
kultur dan histopatologis, namun kedua pemeriksaan
tersebut tidak dapat menunjukkan genus dan spesies
jamur dan memerlukan waktu yang lama. Hal ini
menyebabkan  penundaan  diagnosis  karena
sensitivitas dan spesifisitas yang terbatas.”*° Metode
PCR dapat digunakan untuk mengetahui jenis
Aspergillus sp. dengan cepat, namun metode ini
membutuhkan isolat DNA dengan kuantitas dan
kualitas DNA yang baik.®

PCR selama ini pada jamur menggunakan isolat
DNA dari metode filter based kit (FBK) atau kit
komersial,'* namun metode isolasi DNA ini
memerlukan tambahan beberapa peralatan, dan bahan
yang khusus yang tidak mudah diperoleh, dan
memiliki harga yang mahal, sehingga sulit digunakan
pada negara berkembang.'>** Sehingga dibutuhkan
metode isolasi DNA yang lebih sederhana yaitu
metode alkaline lysis (AL) dan heat treatment (HT)
yang memiliki keunggulan dengan proses yang cepat
dan sederhana, biaya yang murah dan relatif
mudah.215

Penelitian mengenai kuantitas dan kualitas
DNA Aspergillus niger (A. niger) yang diperoleh
dengan metode alkaline lysis, heat treatment dan
filter based kit belum dilakukan. Penelitian ini
melakukan perbandingan kuantitas dan kualitas DNA
A. niger dengan metode sederhana alkaline lysis dan
heat treatment dibandingkan dengan metode filter
based Kkit.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian in vitro eksperimental yang dilakukan
di Laboratorium Pusat Riset Kedokteran (LPRK)
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (FK
UNISMA) pada bulan Juni - Juli 2021.

Sampel Penelitian

Sampel isolasi DNA jamur pada penelitian ini
adalah A. niger yang diperoleh dari dan dideterminasi
oleh Fakultas Kedokteran Universitas
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Muhammadiyah Malang (UMM). Untuk peremajaan
dilakukan inokulasi pada Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) steril dan diinkubasi selama 3-5 hari pada suhu
37°C dan setelahnya dilakukan inokulasi pada media
cair Sabouraud Dextrose Broth (SDB).617 Setelah itu
dikuantifikasi menggunakan hemocytometer dengan
cara menghitung sel (spora dan hifa) yang terletak
sebelah kanan dan atas kotak kecil hemocytometer.
Perhitungan menggunakan rumus: Jumlah sel
(sel/ml) = Rata-rata 16 kotak x 0,02 mm x 0,02 mm x
0,1 mm x faktor pengenceran.®

Isolasi DNA A. niger Metode Filter Based Kit

Isolasi DNA dengan metode filter based kit
Wizard® SV Genomic DNA purification kit (Promega
Corporation, 2012). Tabung reaksi berisi konsentrasi
A. niger diambil sebanyak 1,5 ml dan dimasukkan
pada microtube. Pelisisan dinding sel dilakukan
dengan ditambahkan Wizard® SV lysis buffer
sebanyak 150 pl dilakukan dengan cara pemipetan,
setelah itu dipindahkan ke dalam minicolumn
Wizard® SV dan disentrifugasi dengan kecepatan
13.000 xg selama 3 menit. Pada proses purifikasi
DNA ditambahkan 650 pl Column Wash Solution
(CWA; dengan penambahan 95% etanol) dan
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 xg selama 1
menit, setelah itu cairan dibuang dari collection tube
(proses ini dilakukan 4 kali pencucian). Proses
presipitasi DNA dilakukan dengan sentrifugasi
selama 2 menit pada 13.000 xg untuk mengeringkan
binding matrix. Untuk rehidrasi Wizard® SV
minicolumn dipindahkan ke tabung 1.5 ml baru, lalu
ditambahkan Nuclease-Free Water sebanyak 50 pl,
diinkubasi selama 2 menit pada suhu kamar dan
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 xg selama 1
menit.%°

Isolasi DNA A. niger Metode Alkaline Lysis

Isolasi DNA dengan metode alkaline lysis
berdasarkan Sambrook dan Russell (2001), Tabung
reaksi berisi konsentrasi A. niger diambil sebanyak
1,5 ml dimasukkan pada microtube disentrifugasi
pada 17.698 xg selama 1 menit dan supernatan
dibuang, ulangi langkah tersebut hingga pelet jamur
menjadi  kering. Proses pelisisan dinding sel
mengandung NaOH ditambahkan sebanyak 200 pL
ke dalam suspensi jamur, dicampurkan isinya dengan
cara membalik tabung 4-6 kali. Proses presipitasi
DNA dengan ditambahkan potassium acetate
sebanyak 300 pL dan campur isinya dengan
membalik tabung 4-6 kali. Setelah itu suspensi
disentrifugasi dengan kecepatan 17.698 xg selama 5
menit.  Presipitasi DNA  dilakukan  dengan
ditambahkan isopropanol sebanyak 300 pL dan
dicampur dengan cara membalik tabung beberapa
kali dan diinkubasi dalam -20 °C selama 30 menit.
Presipitasi juga dengan EtOH 70% sebanyak 600 pL
dan disentrifugasi pada 17.698 xg selama 5 menit.
Rehidrasi menggunakan buffer TE sebanyak 20-50
pL.ZO
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Gambar 1.a. Hasil Kuantifikasi DNA A. niger, b. Hasil Kuantitas DNA dengan Metode Isolasi DNA.
Keterangan: A. Struktur sel A. niger: 1) Spora, 2) Hifa; B. Hasil kuantitas DNA dengan metode isolasi DNA: Data kuantitas DNA
dinyatakan dalam mean + SD dalam n = 5. Kuantitas DNA metode FBK dengan kontrol NS (0+0 pg/ml), 10%sel/ml (2,8+0,83 pug/ml) dan
109 sel/ml (88,8+8,04 pg/ml). Kuantitas DNA metode AL dengan kontrol NS (0+0 pg/ml), 104 sel/ml (0,2+2,77 pg/ml) dan 10° sel/ml
(10,6+7,56 pg/ml). Kuantitas DNA metode HT dengan kontrol NS (40,70 pg/ml), 10* sel/ml (12,8+3,56 pg/ml) dan 10° sel/ml
(194,8+6,68 pg/ml). Data diuji dengan One Way ANOVA (p<0,05). Padai notasi huruf (a dan b), (c dan d) dan (e, f dan g) jika berbeda

menandakan kuantitas DNA berbeda signifikan.

Isolasi DNA A. niger Metode Heat Treatment

Isolasi DNA heat treatment (Omar et al., 2014),
Tabung reaksi berisi konsentrasi A. niger diambil
sebanyak 1,5 ml dan disentrifugasi dengan kecepatan
15.000 xg selama 10 menit dan dibuang
supernatannya. Prinsipnya hanya melalui proses
pelisisan dinding sel dengan cara dididihkan pada
suhu 95-100 °C dalam penangas air selama 10 menit
dan disentrifugasi dengan kecepatan 15.000 xg
selama 10 detik. Direhidrasi dengan Nuclease-Free
Water sebanyak 50 pl dan disentrifugasi 13.000 xg
selama 1 menit.?*

Pengukuran Kuantitas dan Kualitas DNA

Isolat DNA dari masing-masing metode diukur
menggunakan spektrofotometer nanodrop. Hasil
kuantitas DNA dilihat pada bagian concentration
pada spektrofotometer nanodrop, kuantitas DNA
yang baik jika lebih dari 10 pg/ml.??2® Hasil kualitas
DNA dilihat pada rasio Ageol2s0 dan Ageol230 pada
spektrofotometer nanodrop, kualitas DNA rasio
Aseol2s0 dikategorikan baik apabila sebesar 1,8-2,0
dan kualitas DNA rasio Azeo/230 dikategorikan baik
sebesar 2,0-2,2.24%

Analisis Data

Data diuji normalitas dan homogenitasnya.
apabila data memenuhi syarat maka dilakukan uji
One Way Analysis Of Variance (ANOVA) dan uji
lanjut dengan post hoc menggunakan Least
Significant Difference (LSD). Apabila data tidak
memenuhi syarat maka dilakukan uji Kruskal Wallis
dan dilanjutkan uji Mann Whitney. Data dinyatakan
signifikan jika p<0,05.

HASIL PENELITIAN
Hasil Kuantifikasi A. niger

Hasil kuantifikasi A. niger menggunakan
haemocytometer dapat dilihat pada gambar 1.A.
Karakteristik A. niger secara mikroskopis dapat
terlihat adanya struktur spora atau konidia berduri
berwarna coklat kehitaman dan struktur hifa yang
bersepta.?®

Perbandingan Kuantitas, Kualitas (Azso/Az2s0) dan
Kualitas (Aze0/A230) DNA dari Metode Filter Based
Kit, Alkaline Lysis dan Heat Treatment pada
Beberapa Konsentrasi.

Hasil kuantitas dan kualitas (Azso/2s0 dan
Aaeol230) isolasi DNA dengan menggunakan metode
filter based kit, heat treatment dan alkaline lysis pada
A. niger dengan konsentrasi 10°, 10* sel/ml dan
kontrol normal saline dapat dilihat pada gambar 1.B,
2.A dan 2.B.

Pada gambar 1.B hasil kuantitas DNA dengan
normal saline dan konsentrasi 10* sel/ml metode heat
treatment berbeda signifikan dibandingkan metode
filter based kit dan alkaline lysis. hasil kuantitas DNA
dengan konsentrasi 10° sel/ml pada setiap metode
berbeda signifikan.

Pada gambar 2.A hasil kualitas DNA Azeo/280
dengan normal saline dan konsentrasi 10* sel/ml pada
setiap metode tidak berbeda signifikan. Kualitas
DNA Ageol280 dengan konsentrasi 10° sel/ml metode
alkaline lysis berbeda signifikan dibandingkan
metode heat treatment dan filter based Kkit.
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Gambar 2.a Hasil Kualitas DNA dengan Metode Isolasi DNA dengan absorbansi 260/280, b. Pada

Absorbansi 260/230
Keterangan: A. Data kualitas DNA (Agsol250) dinyatakan dalam mean + SD dalam n = 5. Kualitas DNA (Agzso/250) metode FBK dengan
kontrol NS (0+0), 10*sel/ml (1,90+0,74) dan 10° sel/ml (1,47+0,06). Kualitas DNA (Azso/230) metode AL dengan kontrol NS (0+0), 10*
sel/ml (1,50+0,50) dan 10° sel/ml (1,80+0,20). Kualitas DNA (Azs0/280) metode HT dengan kontrol NS (0+0), 10*sel/ml (1,85+0,15) dan
10° sel/ml (1,26+0,00). Data pada 10*sel/ml diuji dengan One Way ANOVA (p>0,05) dan pada 10° sel/ml diuji dengan One Way ANOVA
(p<0,05). Pada notasi huruf (a), (b) dan (c dan d) jika berbeda menandakan kualitas DNA (Asso/280) berbeda signifikan; B. Data kualitas
DNA (Axol230) dinyatakan dalam mean + SD dalam n = 5. Kualitas DNA (Azeo/230) metode FBK dengan kontrol NS (0+0), 10 sel/ml
(0,23+0,04) dan 10° sel/ml (0,32+0,00). Kualitas DNA (Azso/230) metode AL dengan kontrol NS (0+0), 10*sel/ml (0,01+0,13) dan 10°
sel/ml (0,85+0,20). Kualitas DNA (Ass0/230) metode HT dengan kontrol NS (0,59+0,06), 10*sel/ml (0,46+0,02) dan 10° sel/ml (0,43+0,00).
Data diuji dengan Kruskal Wallis (p<0,05). Pada notasi huruf (a dan b), (c, d dan e) dan (f dan g) jika berbeda menandakan kualitas DNA

(Aazs0l230) berbeda signifikan.

Pada gambar 2.B hasil kualitas DNA Azso/230
dengan normal saline metode heat treatment berbeda
signifikan dibandingkan metode filter based kit dan
alkaline lysis. Hasil kualitas DNA Aggol23 dengan
konsentrasi 10* sel/ml pada setiap metode berbeda
signifikan. Kualitas DNA Agso/230 dengan konsentrasi
10° sel/ml metode alkaline lysis berbeda signifikan
dibandingkan metode filter based kit dan heat
treatment.

PEMBAHASAN
Perbandingan Metode Isolasi DNA Pada Hasil
Kuantitas DNA

Dari hasil penelitian didapatkan kuantitas DNA
pada semua konsentrasi metode heat treatment lebih
tinggi dibandingkan metode filter based kit dan
alkaline  lysis.  Faktor-faktor ~ yang  dapat
mempengaruhi kuantitas DNA, yaitu jumlah sel yang
digunakan pada setiap metode isolasi DNA, proses
pelisisan dinding sel yang tidak sempurna, adanya
perlakuan fisik yang berlebihan seperti yang dapat
terjadi dalam proses pipetting, pada saat
mencampurkan larutan di  microtube, proses
setrifugasi, dan vortex sehingga komponen DNA
rusak dan menghasilkan kuantitas DNA yang
rendah.?’-%9

Berhasil atau tidaknya metode isolasi DNA
dapat dilihat dari kuantitas isolat DNA. Penentuan
kuantitas DNA yang baik dapat didefinisikan
sebagai jumlah yang diperlukan untuk keberhasilan
dalam proses-proses selanjutnya yang menggunakan
DNA, seperti PCR, sequencing DNA, maupun
elektroforesis.®® Konsentrasi DNA yang diperlukan
PCR sekitar 10-20 ug/ml, sementara untuk DNA

sequencing membutuhkan konsentrasi DNA sekitar
10-50 pg/ml.?2%  Berdasarkan batas minimum
kuantitas DNA dapat dikatakan baik ataupun dapat
memenuhi proses selanjutnya seperti PCR ataupun
sequencing DNA pada konsentrasi 10° sel/ml semua
metode memenuhi Kriteria tersebut, namun pada
konsentrasi 10% sel/ml hanya metode heat treatment.

Seluruh spesies patogen memiliki variasi yang
berbeda dalam jumlah sel yang dibutuhkan untuk
berhasil menginfeksi inang. Jumlah ini dikenal
sebagai infective dose. Saat ini belum diketahui
secara jelas mengapa infective dose bervariasi, pada
perbedaan antara patogen.3! Jamur Aspergillus dapat
menginfeksi membutuhkan sekitar 10* CFU/ml (low
dose) dan 108 CFU/mlI (high dose).

Menurut referensi manual yang dipublikasi oleh
kit wizard konsentasi sampel yang memadai untuk
mendapatkan DNA yang baik adalah 5 x 108 sel.2®
Jumlah sel yang biasanya diperlukan untuk
mendapatkan DNA yang baik lebih dari 5 x 10°sel.*
Berdasarkan batas minimum jumlah sel untuk
mendapatkan kuantitas DNA yang baik pada
penelitian ini dengan konsentrasi 10° sel/ml semua
metode isolasi DNA penelitian ini mendapatkan
kuantitas DNA yang baik.

Metode heat treatment adalah metode isolasi
yang sederhana, metode ini hanya melalui tahap
pelisisan dinding sel dengan cara pemaparan pada
suhu yang tinggi 100 °C selama 10 menit dapat
melisiskan dinding sel dan membran sel. Metode ini
tidak membutuhkan buffer atau menggunakan
instrumen yang khusus, sehingga memerlukan biaya
yang lebih sedikit dari pada metode filter based kit.3*
36



Hasil kuantitas DNA metode heat treatment
dengan konsentrasi 10* sel/ml (12,8 pg/ml) dan
konsentrasi 10° sel/ml (194,8 pg/ml) termasuk
kuantitas DNA yang baik. Kuantitas DNA yang baik
didapatkan dari metode heat treatment dikarenakan
dinding sel jamur dapat dilisiskan dengan sempurna
pada pemanasan pada suhu yang tinggi, sehingga
diharapkan untuk dinding sel lisis dan didapakan
kuantitas DNA yang tinggi 3353738

Metode alkaline lysis merupakan metode isolasi
DNA yang umum digunakan, karena menggunakan
reagen kimia dalam prosesnya sehingga metode ini
sederhana, murah dan mudah digunakan
dibandingkan metode filter based kit.*® Pada
prinsipnya metode ini melalui proses pelisisan
dinding sel dengan Natrium Hidroksida (NaOH) dan
presipitasi DNA dengan menggunakan etanol, namun
tidak melalui tahap purifikasi DNA.*

Hasil kuantitas DNA metode alkaline lysis
dengan konsentrasi 10* sel/ml (0,2 pg/ml) termasuk
dalam kuantitas DNA yang rendah, namun pada
konsentrasi 10° sel/ml (10,6 pg/ml) menghasilkan
kuantitas DNA yang baik. Diduga faktor yang paling
berpengaruh terhadap rendahnya kuantitas DNA
yang didapat adalah pada proses pelisisan DNA
dengan larutan alkali yang mengandung NaOH
dengan konsentrasi 0,2 N tidak dapat melisiskan
dinding sel jamur sehingga kuantitas DNA yang
didapatkan rendah.***3 Pada penelitian Zhu dan Wu
tahun 2019 penelitian yang dilakukan pada sampel
jamur, yeast, tanaman, dan alga yang mengandung
dinding sel g-glucan dapat dilisiskan dengan NaOH
pada konsentrasi 2 N memiliki hasil yield DNA
paling tinggi.** Selain itu jumlah sel jamur yang
rendah dapat menyebabkan rendahnya kuantitas
DNA.43'45

Metode alkaline lysis dengan konsentrasi 10°
sel/ml termasuk metode memiliki kuantitas yang
rendah dibandingkan metode filter based kit dan heat
treatment, namun metode ini pada jumlah sel tersebut
masih termasuk memiliki kuantitas dan kualitas DNA
yang baik dan dapat dilakukan ke proses yang
selanjutnya.

Metode filter based kit merupakan suatu metode
isolasi DNA berbasis kit komersial yang
menggunakan spin column yang menggandung filter,
hal ini yang menyebabkan metode ini memerlukan
biaya yang mahal, namun metode ini dapat
menghasilkan DNA dengan kualitas yang tinggi.
Metode ini melalui proses pelisisan dinding sel,
purifikasi DNA dan presipitasi DNA yang dapat
mendapatkan hasil DNA yang berkualitas tinggi
dengan cepat. 314

Hasil kuantitas DNA metode filter based kit
dengan konsentrasi 10* sel/ml (2,8 pg/ml) termasuk
rendah, namun pada konsentrasi 10° sel/ml (88,8
pg/ml) menghasilkan kuantitas DNA yang baik.
Kuantitas DNA metode filter based kit yang rendah
karena disebabkan oleh jumlah konsentrasi sel yang
rendah.*® Selain itu metode yang digunakan pada
penelitian ini tidak mengandung enzim proteinase K
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pada saat proses pelisisan yang akan mempengaruhi
hasil kualitasnya, Proteinase K berfungsi untuk
mendegradasi suatu protein yang dapat menyebabkan
kerusakan atau degradasi DNA yang disebut dengan
DNase.?”*" sehingga aktifitas dari enzim tersebut
dapat menurunkan jumlah kuantitas DNA.

Perbandingan Metode Isolasi DNA Terhadap
Hasil Kualitas DNA (Azso/280 dan Azeo/230)

Kualitas DNA (Azeo/280) pada konsentrasi 10°
sel/ml metode alkaline lysis lebih baik dibandingkan
metode filter based kit dan heat treatment. Kualitas
DNA (Azeo/280) pada konsentrasi 10* sel/ml metode
filter based kit lebih baik dibandingkan metode
alkaline lysis dan heat treatment, namun metode heat
treatment masih dapat dikatakan memiliki kualitas
DNA (Azso/280) Yang baik. Pada kontrol normal saline
setiap metode memiliki kualitas DNA yang sama.

Kualitas DNA (Azeo/230) pada konsentrasi 10°
sel/ml metode alkaline lysis lebih baik dibandingkan
metode filter based kit dan heat treatment. Kualitas
DNA (Azsol230) pada konsentrasi 10* sel/ml metode
filter based kit lebih baik dibandingkan metode
alkaline lysis dan heat itreatment. Kualitas DNA
(Azso/230) pada kontrol normal saline metode heat
treatment lebih tinggi dibandingkan alkaline lysis dan
filter based Kkit.

Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi
kualitas DNA yaitu proses purifikasi dan presipitasi
DNA tidak maksimal, sehingga dapat menyebabkan
DNA terkontaminasi dari RNA, protein dan bahan
organik.?? Berhasil atau tidaknya metode isolasi
DNA dapat dilihat dari kualitas isolat DNA (Azeo/230)
dan (Azeo/zso). Kualitas DNA (Azso/zso) dan (Azeo/zso)
yang baik dapat diartikan sebagai kemurnian DNA
yang diperlukan untuk keberhasilan dalam proses-
proses selanjutnya seperti PCR dan DNA sequencing.
Kualitas DNA (Azso/230) yang diperlukan pada proses-
proses tersebut adalah hasil rasio Azsol2s0 1,8-2,0.
Sedangkan kualitas DNA Agzeol230 dengan rasio 2,0-
2,2.24,25

Berdasarkan rentang kualitas DNA (Azeo/250)
dapat dikatakan baik ataupun dapat memenuhi proses
selanjutnya seperti PCR pada konsentrasi 10° sel/ml
hanya metode alkaline lysis memenuhi kriteria
tersebut, namun pada konsentrasi 10* sel/ml metode
filter based kit dan heat treatment. Sedangkan
kualitas DNA (Azeol230) pada semua konsentrasi
setiap metode tidak mendapat kualitas DNA (Azso/230)
yang baik.

Hasil kualitas DNA (Azeof2g0) jika kurang dari
1,8 menunjukkan adanya kontaminan berupa
protein,?*?® kualitas isolasi DNA (Azso/230) kurang
dari 2,0 menunjukkan adanya kontaminasi dari garam
dan bahan organik yang berasal dari dinding sel
jamur, seperti a-glucan, p-glucan, galactomannan,
dan chitin.2448

Metode heat treatment dengan konsentrasi 10°
sel/ml (1,26) menunjukkan kualitas DNA (Azso/280)
yang kurang baik, namun pada konsentrasi sel sebesar
10* sel/ml (1,85) menghasilkan kualitas DNA
(Azeo/zso) yang baik. Hasil kualitas DNA (Azeo/zgo)



metode heat treatment dengan konsentrasi 10° sel/ml
(0,43) dan konsentrasi 10* sel/ml (0,46) termasuk
kualitas DNA (Aze0/230) yang rendah.

Kualitas DNA (Azeo/zgo dan A250/23o) yang
rendah pada metode heat treatment menandakan
adanya kontaminan, karena metode ini hanya melalui
tahap pelisisan dinding sel saja dan tidak melalui
tahap presipitasi dan purifikasi DNA, sehingga
tingkat kontaminasi dari protein dan bahan organik
cukup tinggi. 343546

Metode alkaline lysis dengan konsentrasi 10*
sel/ml (1,50) menunjukkan kualitas DNA (Azso/2s0)
yang kurang baik, namun pada konsentrasi 10° sel/ml
(1,80) menghasilkan kualitas DNA (Azsol280) yang
baik. Hasil kualitas DNA (Azeo/230) metode alkaline
lysis dengan konsentrasi 10° sel/ml (0,85) dan
konsentrasi 10* sel/ml (0,01) termasuk kualitas DNA
(Az60/230) Yang rendah.

Kualitas DNA (Azeol2s0 dan Azeol230) yang
rendah pada metode alkaline lysis menandakan
adanya kontaminan, diduga karena larutan alkali yang
mengandung NaOH tidak dapat menghancurkan
kontaminan protein, karbohidrat dan bahan organik
sehingga kualitas DNA yang didapatkan rendah,*:*
Selain hal itu pada metode ini tidak melalui tahap
purifikasi DNA, sehingga DNA tidak dapat terpisah
dari kontaminan,*0:45

Kualitas DNA metode filter based kit dengan
konsentrasi 10°sel/ml (1,47) termasuk kuantitas DNA
(Aze0l280) Yang kurang baik, namun pada konsentrasi
10*sel/ml (1,9) menghasilkan kualitas DNA (Azso/280)
yang baik. Hasil kualitas DNA (Agsol230) metode
alkaline lysis dengan konsentrasi 10° sel/ml (0,32)
dan konsentrasi 10* sel/ml (0,23) termasuk kualitas
DNA (Azso/230) yang rendah.

Kualitas DNA (Azeol2s0 dan Aozeol2z0) Yyang
rendah pada metode filter based kit menandakan
adanya kontaminan. Hal ini juga disebabkan oleh
karena tidak adanya enzim proteinase K untuk
mendegradasi kontaminan protein maupun bahan
organik yang ada pada jamur, sehingga jumlah
protein dan karbohidrat kontaminan meningkat dan
kualitas DNA yang didapatkan rendah.?”47 Selain itu
rendahnya kualitas disebabkan dari kontaminan tidak
terbuang atau tersaring secara menyeluruh saat proses
purifikasi DNA.*

Hasil kuantitas DNA dengan normal saline
metode alkaline lysis dan filter based kit tidak
menghasilkan kuantitas, namun pada metode heat
treatment menghasilkan kuantitas DNA. Hasil
kualitas DNA (Azso/280) dengan normal saline semua
metode tidak menghasilkan kemurnian, namun hasil
kualitas DNA (Azeol230) metode heat treatment
menghasilkan kemurnian. Hal ini diduga adanya
human error ataupun noise penelitian, yaitu adanya
penumpukan sisa sampel dan penumpukan residu
karena sebelum spektrofotometer nanodop digunakan
pada normal saline telah digunakan dahulu pada
konsentrasi jamur 10° sel/ml, sehingga dapat
menyebabkan residu. Selain hal itu diduga juga
adanya normal saline yang terkontaminasi atau
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larutan normal saline kotor dapat mempengaruhi
pembacaan spektrofotometer nanodrop.5°5!

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, analisis data serta
pembahasan pada penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa:

1. Kuantitas isolat DNA A. niger pada konsentrasi
10° dan 10 sel/ml metode heat treatment lebih
baik dibandingkan filter based kit dan alkaline
lysis.

2. Kualitas (Azeol280) isolat DNA A. niger pada
konsentrasi 10* sel/ml didapatkan hasil paling
baik dengan metode filter based kit, sedangkan
pada 10° sel/ml hasil paling baik pada metode
alkaline lysis.

3. Kualitas (Azeol230) isolat DNA A. niger pada
konsentrasi 10 dan 10° sel/ml pada ketiga metode
tidak memenui kriteria kualitas (Azeo/230) baik.

SARAN

Penelitian ini menyarankan beberapa hal berikut
ini untuk penelitian selanjutnya sebagai bentuk
pengembangan dan  kemajuan  suatu  ilmu
pengetahuan:

1. Untuk membuktikan secara aplikatif kuantitas dan
kualitas dari isolasi DNA, penelitian ini dapat
dilanjutkan ke uji-uji  selanjutnya seperti
elektroforesis, PCR, RT-PCR atau DNA
sequencing.

2. Melakukan perbandingan kuantitas dan kualitas
isolat DNA pada kurang dari konsentrasi 10*
sel/ml dan lebih dari 10° sel/ml.

3. Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan
modifikasi metode sederhana dengan tahapan
proses isolasi DNA yang lengkap dengan cara
menggabungkan beberapa tahap alkaline lysis dan
heat treatment untuk mendapatkan kuantitas dan
kualitas DNA yang lebih baik.

4. Pada penelitian selanjutnya metode alkaline lysis
pada larutan alkali mengandung NaOH dapat
melakukan eksplorasi peningkatan konsentrasi
NaOH.

5. Melihat hasil isolat DNA pada jamur jenis yang
lain.
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