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ABSTRAK
Pendahuluan: S. aureus merupakan penyebab infeksi nosokomial dan dapat menimbulkan sepsis, sehingga perlu
penegakkan diagnosis yang cepat menggunakan metode deteksi berbasis DNA. Ekstraksi DNA yang umum
dilakukan adalah berbasis filter (KBF) yang mahal. Alkaline Lysis (AL) merupakan metode ektraksi DNA yang
sederhana dan ekonomis, namun tingkat kualitas dan kuantitas ekstrak DNA pada S. aureus masih belum diketahui.
Metode: Penelitian eksperimental laboratorium in vitro menggunakan bakteri S. aureus VT003221 untuk
mendapatkan ekstrak DNA dengan metode AL dan KBF. Konsentrasi bakteri yang digunakan adalah 10 dan 10'2
CFU/ml, dengan NS sebagai kontrol. Hasil ekstrak DNA diuji kualitas dan kuantitas dengan spektrofotometri
nanodrop. Data di analisa dan p<0,05 dianggap signifikan.
Hasil: Kuantitas ekstrak DNA metode AL pada kontrol, 10° dan 102 CFU/ml adalah 0,80 + 0,44, 3,80 * 0,83, dan
14,20 + 3,34 pg/ml dengan kualitas -0,29 + 0,05, 1,49 + 0,16, 1,97 £ 0,06 (p<0,05). Sedangkan KBF pada kontrol,
108 dan 10%*2 CFU/mI kuantitasnya 0, 5,20 + 1,78, dan 35,40 + 12,46 pg/ml dengan kualitas 0, 2,00 + 0, 1,84 + 0,02.
Hasil kualitas dari kedua metode baik karena berada pada rentang nilai 1.8 — 2.0, namun kurang baik pada
konsentrasi 108 CFU/mI dari metode AL, sedangkan dari kuantitasnya metode KBF lebih tinggi dibandingkan AL.
Hal ini diduga terjadi karena KBF lebih detail dibandingkan dengan AL.
Kesimpulan: Metode Kit Berbasis Filter menghasilkan ekstrak DNA yang lebih baik secara kualitas dan kuantitas
dibandingkan AL dalam mengestraksi DNA s. aureus
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ABSTRACT
Introduction: S. aureus is a cause of nosocomial infection that can cause sepsis, so it is necessary to enforced rapid
diagnosis using DNA-based detection method. Common DNA extraction with Filter Based Kit is expensive.
Alkaline lysis is a simple and economical method of DNA extraction, but the level of quality and quantity of DNA
extract in S. aureus still unknown.
Method: Research experimental laboratory in vitro using DNA extraction S. aureus bacteria with code VT003221 to
obtain DNA extracts with the AL and KBF methods. The concentrations of bacteria used 108 and 10*? CFU/mL, with
NS as a control. DNA extract results are tested for quality and quantity with nanodrop spectrophotometry. Data in
analyzed and p<0.05 is significant.
Result: The quantity of DNA extracts of the AL method on control, 108 and 10'> CFU/ml is 0.80 * 0.44, 3.80 + 0.83,
and 14.20 + 3.34 ug/ml with quality -0.29 + 0.05, 1.49 + 0.16, 1.97 + 0.06 (p<0.05). While the KBF on control, 108
and 10%? CFU / ml obtained quantity 0, 5.20 + 1.78, and 35.40 + 12.46 pg / ml with quality 0, 2.00 + 0, 1.84 + 0.02.
The quality results of these two methods are good because they are in the range of values 1.8 - 2.0, but less good at
the concentration of 108 CFU / ml of the AL method, while from the quantity the KBF method is higher than AL.
This is thought to occur because KBF is more detailed compared to AL.
Conclusion: The Filter-Based Kit Method produces DNA extracts that are better in quality and quantity than AL in
extracting DNA S. aureus.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus merupakan bakteri
penyebab infeksi nosokomial dengan prevalensi 9,8%
atau lebih dari 1,4 juta pasien rawat inap di seluruh
dunia.! S. aureus ini dapat menimbulkan berbagai
infeksi supuratif dengan angka keparahan yang
bervariasi pada jaringan lunak, jaringan tulang, organ
pernafasan serta jaringan endovaskuler. Manifestasi
dari infeksi S. aureus ini dapat berupa impetigo,
scalded skin syndrome, endocarditis, sindrom syok
toksik dan sepsis.?

Saat ini, proses identifikasi bakteri masih
membutuhkan waktu yang cukup lama dengan
metode yang biasa digunakan seperti kultur dan uji
biokimiawi.® Sehingga pasien yang terinfeksi bakteri
perlu dilakukan penegakkan diagnosis secara cepat.
Salah satu metode identifikasi bakteri yang cepat
ialah metode deteksi DNA.* Metode deteksi DNA
berbasis amplifikasi seperti Polymerase Chain
Reaction (PCR) mulai digunakan karena memiliki
spesifisitas dan sensitifitas yang tinggi untuk
diagnosis  penyakit infeksi.* Namun, tingkat
keberhasilan PCR tergantung dari hasil kualitas dan
kuantitas sampel DNA yang diperoleh dari proses
ektraksi DNA.}*15  Prinsip ekstraksi DNA yaitu
penghancuran (lisis), ekstraksi atau pemisahan DNA
dari komponen pengganggu, dan presipitasi DNA.>"

Metode ekstraksi DNA yang umumnya
digunakan vaitu Kit Berbasis Filter.® Untuk
menghasilkan ekstrak DNA metode ini tergolong
mahal karena membutuhkan Kit reagen tertentu serta
langkah pengerjaannya yang kompleks.® Oleh karena
itu, pada penelitian ini dilakukan dengan metode
sederhana yaitu metode Alkaline Lysis yang ditinjau
dari segi waktu lebih singkat dan minim biaya.’
Selain itu, dari penelitian (Kumalasari et al., 2020)
hasil dari perbandingan kualitas dan kuantitas ekstrak
S. aureus menggunakan metode Heat Treatment dan
KBF pada konsentrasi 10'-10° CFU/mL masih rendah
dimana kuantitasnya kurang dari 10 pg/ml dan
kualitasnya Ageso/Asgo tidak berada pada range 1,8-
2,0.11 Sehingga, peneliti ingin melihat kualitas dan
kuantitas ekstrak DNA S. aureus pada konsentrasi 108
dan 10'? CFU/mL menggunakan metode Alkaline
Lysis dan Kit Berbasis Filter.

Kualitas dan kuantitas DNA bakteri dapat dilihat
berdasarkan kemurnian dan vyield.® Kualitas DNA
(purity) dan kuantitas DNA (yield) yang dihasilkan
dari ekstraksi dapat bervariasi mengikuti jumlah sel
dan metode ekstraksi DNA yang digunakan.® Belum
ada penelitian membahas mengenai perbandingan
kualitas dan kuantitas ekstrak DNA S. aureus antara
Alkaline Lysis dengan Kit Berbasis Filter. Maka dari
itu, penelitian ini akan membandingkan antara
metode ekstraksi DNA yang sederhana dengan
metode kit komersial.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorium in vitro
dengan desain analitik kuantitatif yang dilaksanakan
di Laboratorium Pusat Riset Kedokteran Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Malang pada bulan
Mei-Juni 2021.

Sampel Penelitian

Sampel pada penelitian ini menggunakan
bakteri S. aureus dari Laboratorium Pusat Riset
Kedokteran Universitas Islam Malang yang telah
dideterminasi. Untuk peremajaan dan membuat stok
bakteri ditumbuhkan langsung pada cawan petri yang
berisi Mannitol Salt Agar kemudian disimpan pada
inkubator dengan suhu 37°C selama 18-20 jam.

Perhitungan kuantifikasi jumlah koloni bakteri
dilakukan dengan menggunakan metode Total Plate
Count (TPC). Jumlah koloni dihitung menggunakan
colony counter. Pada penelitian ini, proses TPC
diawali dengan pengenceran mulai dari 10 hingga
10%2 yang bertujuan untuk dapat menghitung jumlah
koloni bakteri yang tumbuh pada cawan petri dalam
range 30-300 CFU/g.*?

Esktraksi DNA Menggunakan Metode Alkaline
Lysis

Suspensi bakteri S. aureus sebanyak 1 ml dari
masing —masing konsentrasi di pindahkan ke dalam
microtube 1,5 ml. Suspensi bakteri disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit. Buang
supernatan dan disentrifugasi kembali hingga
pelletnya kering. Selanjutnya, pada proses pelisisan
ditambahkan 150 pl resuspension buffer (1 M
glukosa, 1 M Tris-Cl pH 8, 0,5 M EDTA pH 8, de-ion
water), 200 pl lysis solution (0,2 N NaOH, 1% SDS,
de-ion water) dan pada proses purifikasi ditambahkan
300 pl neutralization solution (5 M natrium acetate,
glacial acetic acid, de-ion water). Kemudian, pada
tahap presipitasi ditambahkan sebanyak 300 pl
isopropanol dan dikocok 2 kali. Selanjutnya
diinkubasi pada -20°C selama 30 menit. Pada tahap
purifikasi juga ditambahkan 600 ul ethanol 70% dan
disentrifugasi 14.000 rpm selama 5 menit. Setelah itu,
pellet dikeringkan dengan oven pada suhu 50°C
selama 30 menit lalu dilarutkan dalam 50 pl TE.
Kemudian dilakukan pengukuran kuantitas dan
kemurnian dengan NanoDrop.

Esktraksi DNA Menggunakan Metode Kit
Berbasis Filter

Metode ekstraksi DNA dilakukan mengikuti
petunjuk dari produsen dari kit Wizard® SV
Genomic DNA Purification System A2360. Suspensi
bakteri S. aureus sebanyak 1 ml dari masing — masing
konsentrasi pada proses pelisisan sel ditambahkan
150ul Wizard® SV Lysis Buffer dan 20 pl lisozim



diinkubasi 37°C selama 60 menit. Kemudian
disentrifugasi 13.000 x g selama 3 menit. Selanjutnya
pada proses purifikasi ditambahkan 650ul Column
Wash Solution (dengan penambahan 95% ethanol)
dan disentrifugasi 13.000 x g selama 1 menit, cairan
yang terbentuk di Collection Tube dibuang kembali
dan langkah ini diulang sebanyak 4 kali. Proses
presipitasi DNA dilakukan dengan menambahkan
250l Nuclease-Free Water dan diinkubasi selama 2
menit pada suhu kamar. Setelah itu, minicolumn
elution tube disentrifugasi 13.000 x g selama 1 menit
sehingga didapatkan volume total elusi sebanyak
250pl. Terakhir, minicolumn dilepas dari Collection
Tube. Collection Tube tersebut berisi DNA yang telah
terfilter. Proses selanjutnya vaitu pengukuran
kuantitas dan kemurnian dengan NanoDrop.

Pengukuran Kuantitas dan Kualitas

Hasil Kkuantitas dapat dilihat pada kolom
concentration spektrofotometer NanoDrop (Biodrop)
sedangkan hasil Kualitas DNA dinyatakan baik
apabila rasio Agg/Aggy sebesar 1,8-2,0 dan rasio
Aol Azzo sebesar 2,0-2,2.1%1% Apabila nilai di bawah
1,8 hal ini menunjukkan adanya kontaminasi protein
dan larutan fenol pada sampel. Sedangkan nilai diatas
2,0 mengindikasikan adanya kontaminasi dengan
RNA. 10,11

Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisa menggunakan uji
statistic One Way Analysis of Varians (ANOVA).
Kemudian dapat dilakukan uji lanjutan Post Hoc
Analitic Least Significant Difference (LSD). Hasil
dinyatakan signifikan jika p<0,05.

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA

DATA
Kualitas DNA S. aureus dengan metode Alkaline
Lysis dan Kit Berbasis Filter

Hasil kualitas AL dan KBF ditunjukkan pada
Tabel 2. Pada metode AL kualitas dideteksi pada
kontrol, konsentrasi 108 CFU/ml, dan 102 CFU/mI
dengan rata — rata masing — masing (-0,29, 1,49,
1,97). Sedangkan metode KBF Kkualitas dideteksi
pada kontrol, konsentrasi 10° CFU/ml, dan 10%?
CFU/mI dengan rata — rata masing — masing (0, 2,00,
1,84). Nilai kualitas dari kontrol dan konsentrasi 10°
pada metode AL memiliki hasil yang kurang baik
karena tidak berada pada angka 1,8 — 2,0.

Uji statistik kulitas pada metode AL dan KBF
menunjukkan adanya perbedaan signifikan (p=0,00)
pada masing — masing konsentrasi. Uji post hoc LSD
pada metode AL diperoleh hasil berbeda signifikan
(p<0,05) antara kontrol dengan konsentrasi 10°
CFU/ml dan 10 CFU/ml. Pada kontrol berbeda
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signifikan (p<0,05) dengan konsentrasi 108 CFU/ml
dan 10'? CFU/ml. Konsentrasi 10 CFU/mI diperoleh
hasil berbeda signifikan (p<0,05) dengan kontrol dan
102 CFU/ml. Konsentrasi 102 CFU/mI diperoleh
hasil berbeda signifikan (p<0,05) dengan kontrol dan
10® CFU/ml. Sehingga, pada metode AL dan KBF
dengan konsentrasi 108CFU/mI, 102 CFU/ml dan
kontrol berdasarkan hasil kualitas dan kuantitasnya
diperoleh hasil yang berbeda signifikan (p<0,05) dari
kedua metode.

Kuantitas DNA S. aureus dengan metode Alkaline
Lysis dan Kit Berbasis Filter

Hasil kuantitas metode Alkaline Lysis dan Kit
Berbasis Filter pada S. aureus ditunjukkan pada Tabel
1.
Tabel 1. Hasil Kuantitas metode Alkaline Lysis
dengan Kit Berbasis Filter Pada S. aureus

Konsentrasi Kuantitas (ug/ml)
(CFU/mI) i i i i
Alkaline Lysis  Kit Berbassis
Filter
Kontrol 0,80+0,44 0
108 3,80+0,83 520+1,78
10 1420+3,34  35,40+12,46

Keterangan: Data hasil rata — rata kuantitas Alkaline
Lysis dan Kit Berbasis Filter dalam mean + SD

Uji statistik kuantitas pada metode Alkaline
Lysis dan Kit Berbasis Filter menunjukkan adanya
hasil perbedaan signifikan (p=0,00) pada masing —
masing konsentrasi . Uji post hoc LSD pada metode
Alkaline Lysis diperoleh hasil berbeda signifikan
(p<0,05) antara kontrol dengan konsentrasi 10°
CFU/ml dan 10% CFU/ml. Pada konsentrasi 10°
CFU/mI diperoleh hasil berbeda signifikan (p<0,05)
dengan kontrol dan 10'? CFU/ml. Konsentrasi 10
CFU/mI diperoleh hasil berbeda signifikan (p<0,05)
dengan kontrol dan 10 CFU/ml.

PEMBAHASAN
Pengaruh Jumlah Sel terhadap Kualitas dan
Kuantitas

Dari hasil penelitian didapatkan kuantitas
ekstrak DNA S. aureus pada konsentrasi 10%?
CFU/mL  lebih  tinggi dibandingkan dengan
konsentrasi 108 CFU/mL pada masing-masing
metode. Hal tersebut dikarenakan kuantitas hasil
ekstraksi DNA dapat dipengaruhi oleh jumlah sel.’
Rendahnya kuantitas yang dihasilkan dikarenakan
jumlah sel yang rendah sehingga menyebabkan DNA
yang dihasilkan juga rendah.?! Sedangkan, semakin
tinggi jumlah sel pada sampel maka semakin tinggi
juga kuantitas DNA yang dihasilkan. 2!
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Gambar 1A. Grafik Perbandingan Kualitas Azso/Azso Alkaline Lysis dengan Kit Berbasis Filter
Gambar 1B. Grafik Perbandingan Kualitas Azeo/Az30 Alkaline Lysis dengan Kit Berbasis Filter

Keterangan: Kualitas Axso/Agg dan Ageo/Aszy dari metode Alkaline Lysis dengan Kit Berbasis Filter pada

Kualitas (A260/230)
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kontrol, konsentrasi bakteri 108 CFU/ml, dan 10 CFU/m.

Dalam rata — rata + SD, * p< 0,05 notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan.

Hasil kualitas ekstrak DNA S. aureus pada
metode KBF menunjukkan kemurnian yang baik pada
semua konsentrasi. Sedangkan, metode AL
didapatkan kualitas yang baik hanya pada konsentrasi
102 CFU/mL. Kualitas yang rendah dapat
disebabkan oleh konsentrasi bakteri yang rendah
sehingga protein dan kontaminan juga rendah
mengakibatkan hasil kualitas tidak terbaca oleh
spektrofotometer NanoDrop.*

Pengaruh Metode Alkaline Lysis dan Kit Berbasis
Filter terhadap Kuantitas DNA

Metode ekstraksi DNA telah mengalami
perkembangan mulai dari cara sederhana, ekonomis
hingga menggunakan kit komersial.'* Metode
ekstraksi DNA dilakukan untuk mendapatkan ekstrak
DNA yang akan digunakan untuk melakukan tahapan
lanjutan seperti polymerase chain reaction (PCR).%
Dalam pelaksanaan PCR mensyaratkan komponen
ekstrak DNA yang digunakan memiliki kualitas dan
kuantitas yang tinggi sehingga amplifikasi dapat
berlangsung optimum.*'®> Hasil kuantitas ekstrak
DNA vyang selanjutnya dapat digunakan sebagai
pemeriksaan PCR, yaitu lebih dari 10 pg/ml.6

Kuantitas DNA diperoleh dari pengukuran
menggunakan  spektrofotometer nanodrop yang
dilihat berdasarkan hasil kuantitas pada kolom
concentration dengan satuan pg/mlY”  Prinsip
spektrofotometer ~ nanodrop  yaitu  mengukur
penyerapan sinar UV, jumlah sinar yang diserap
DNA akan berbanding lurus dengan jumlah DNA

dalam sampel.’® Basa nitrogen akan mengabsorbsi
sinar UV, semakin tinggi kuantitas DNA maka sinar
UV akan semakin banyak yang terabsorbsi.®®
Pengukuran kuantitas bertujuan untuk mengetahui
jumah DNA bakteri pada sampel.°

Alkaline Lysis melakukan proses ekstraksi
menggunakan perlakuan basa sederhana yang
prosesnya cukup mudah, cepat, murah, dan ramah
lingkungan.” Kerusakan dinding sel dapat terjadi jika
sel kontak dengan basa kuat seperti NaOH yang
digunakan pada penelitian ini.” Pada tabel 2, hasil
rerata konsentrasi metode AL pada sampel kontrol
0,80 pg/ml, konsentrasi 108 CFU/mI 3,80 pg/ml, dan
konsentrasi 10*2 CFU/ml 14,20 pg/ml. Berdasarkan
data tersebut kuantitas metode AL pada konsentrasi
108CFU/ml tergolong rendah.

Salah satu faktor yang mempengaruhi hasil
kuantitas pada metode AL adalah tidak adanya
pemberian lisozim. Lisozim ini berfungsi untuk
menghancurkan dinding sel dari jenis bakteri gram-
positif dengan cara menghidrolisis ikatan 1,4 antara
asam N-asetilmuramat dan N-asetilglikosamin.®
Tanpa adanya penambahan lisozim pada metode AL
akan membuat DNA dapat terpisah lebih sedikit yang
menyebabkan jumlah DNA yang dihasilkan rendah
akan berbanding lurus dengan jumlah sinar yang
diserap oleh DNA.° Selain itu, perbedaan hasil
kuantitas dari masing — masing konsentrasi juga
ditentukan oleh perlakuan fisik yang diberikan serta
kemampuan buffer lisis dalam memecah sel.’®
Adanya perlakuan fisik yang berlebihan dapat terjadi



dalam proses pipeting, pada saat mencampurkan
larutan di microtube dengan dibolak-balik, proses
setrifugasi, dan vortex sehingga komponen DNA
rusak dan menghasilkan kuantitas DNA yang
rendah.®®

Hasil ekstraksi DNA menggunakan Kit Berbasis
Filter (Wizard® SV Genomic DNA Purification
System A2360) yang dirangkai dalam satu paket
berisi berbagai macam reagen yang sesuai dengan
prinsip ekstraksi DNA. Metode kit berbasis filter
memiliki prinsip mulai dari penghancuran sel untuk
mengeluarkan DNA, pemisahan komponen DNA, dan
pemurnian DNA.2° Pada tabel 2 hasil rata — rata
konsentrasi metode KBF pada sampel kontrol O
pg/ml, konsentrasi 108 CFU/ml 5,20 pg/ml, dan
konsentrasi 10'? CFU/ml 35,40 pg/ml. Berdasarkan
data tersebut kuantitas metode KBF pada konsentrasi
102 CFU/ml lebih tinggi dari konsentrasi 108
CFU/ml.

Hal tersebut disebabkan karena jumlah
konsentrasi bakteri 102 CFU/mI lebih banyak dari
10® CFU/ml. Tingginya kuantitas pada metode KBF
disebabkan oleh adanya proses pemisahan komponen
non DNA yang dipengaruhi oleh spin column filter
dan column wash solution.?? Setelah pemisahan
komponen non-DNA pada metode KBF selanjutnya
ada proses presipitasi DNA yang dipengaruhi oleh
spin column filter dan nuclease-free water.?? Dari
tahapan proses tersebut menghasilkan kuantitas yang
tinggi pada metode Kit Berbasis Filter.

Pengaruh Metode Alkaline Lysis dan Kit Berbasis
Filter terhadap Kualitas DNA

Kualitas DNA bakteri dapat ditinjau dari hasil
kemurnian sampel. Kemurnian diukur menggunakan
spektrofotometer Nanodrop dengan perbandingan
absorbansi  260/280 nm. Hasil dikatakan murni
apabila rasio perbandingan Aazso/Azo 1,8-2,0 dan
Ageo/Azo  Sebesar  2,0-2,2.101417  pada  panjang
gelombang 260 nm menyerap DNA, 280 nm
menyerap protein, dan 230 nm menyerap kontaminan
(non-DNA/ non-protein).t>2° Apabila nilai di bawah
1,8 hal ini menunjukkan adanya kontaminasi protein
dan larutan fenol pada sampel.’® Sedangkan nilai
diatas 2,0 mengindikasikan adanya kontaminasi
dengan RNA.¥

Pada ekstraksi DNA menggunakan metode
Alkaline Lysis diperoleh hasil kualitas dari rasio
Ao/ Azgo pada kontrol sebesar -0,29, konsentrasi 108
CFU/ml 1,49, dan konsentrasi 102 CFU/ml 1,97.
Sedangkan dari rasio Azso/ Az30 hasil kualitas dibawah
angka 2,0-2,2. Hasil kemurnian dibawah 1.8 pada
kontrol dan konsentrasi 108 CFU/ml menunjukkan
bahwa terdapat kontaminan protein pada sampel.®
Rendahnya nilai kemurnian DNA hasil ekstraksi
metode Alkaline Lysis karena proses purifikasi DNA
hanya menggunakan etanol 70% dan dilakukan
bersama-sama dengan langkah presipitasi DNA.Z
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Etanol akan mengubah potensial ion dari DNA
sehingga akan membuang molekul air yang
berinteraksi dengan DNA.2* Namun, saat proses
purifikasi untuk menghilangkan fraksi etanol yang
optimum pada DNA dapat digunakan pemanasan
dalam temperatur 60°C agar etanol mudah dan cepat
menguap  sedangkan pada  prosedur  hanya
menggunakan pemanasan suhu 50°C.%% 24

Pada metode AL juga tidak menggunakan
proteinase K yang berfungsi untuk menghilangkan
kontaminan berupa protein dengan cara mendegradasi
protein.% Selain itu, penggunaan natrium asetat
juga dapat mempresipitasi protein dan debris sel yang
sebelumnya mengalami proses pelisisan
menggunakan detergen pelisis seperti cetyl trimethyl
ammonium bromide (CTAB).?® Adanya CTAB dapat
memudahkan natrium asetat mepresipitasikan protein
dan debris sel.?® Namun, sebagai pengganti proteinase
K pada metode AL menggunakan natrium asetat
tanpa menggunakan CTAB.2 Sehingga, hasil kualitas
yang didapatkan rendah karena penggunaan natrium
asetat tidak cukup efektif menggantikan fungsi
proteinase K.?

Kualitas DNA yang dihasilkan juga dipengaruhi
oleh faktor teknis selama pengerjaan ekstraksi,
diantaranya yaitu faktor pemindahan supernatan yang
mengandung DNA setelah diinkubasi ke dalam
microtube yang baru dan pengeringan ekstrak harus
dilakukan secara teliti supaya jaringan — jaringan
yang telah hancur dan berada dibawah microtube
tidak ikut terambil.?® Selain itu, proses pengeringan
DNA yang berupa pellet harus kering dari larutan
sebelumnya dipakai untuk purifikasi.'! Apabila
pengeringan  kurang sempurna, maka larutan
purifikasi seperti ethanol 70% dapat menurunkan
nilai kualitas DNA pada pengukuran menggunakan
spektrofotometer Nanodrop. 12

Ekstraksi DNA pada metode KBF diperoleh
hasil kualitas dari rasio Azso/ Azso pada kontrol yaitu 0,
konsentrasi 108 CFU/mI 2,00, dan konsentrasi 102
CFU/mI 1,84. Sedangkan, kualitas dari rasio Azso/Azso
dibawah 2,0-2,2 vyang menandakan bahwa
kontaminan yang diserap semakin rendah.®® Nilai
kemurnian dikatakan baik apabila berada pada range
1,8-2,0, sehingga kemurnian pada metode KBF dari
masing — masing konsentrasi memiliki kemurnian
yang baik.

Hasil kualitas ekstraksi DNA pada metode KBF
lebih baik daripada metode AL. Hal tersebut
disebabkan oleh cara kerja pada metode Kit
komersial. KBF merupakan kit komersial berisi spin
column dengan bahan pengikat solid-phase dimana
mekanisme kerja pada metode ini dengan cara
pengikatan ion-ion positif yang berada pada spin
column terhadap molekul DNA yang di ekstraksi.?
Hal tersebut bertujuan untuk memudahkan proses
binding, washing, dan elution asam nukleat sehingga
menghasilkan DNA dengan kualitas yang tinggi.?



KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisa data serta pembahasan

pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Kuantitas DNA S. aureus hasil ekstraksi
metode Kit Berbasis Filter lebih tinggi
dibanding metode Alkaline Lysis secara
signifikan pada semua konsentrasi bakteri.

2. Kualitas DNA S. aureus hasil ekstraksi
metode Kit Berbasis Filter lebih tinggi
dibanding metode Alkaline Lysis secara
signifikan pada semua konsentrasi bakteri.

SARAN
Penelitian ini menyarankan hal — hal berikut
untuk menunjang penelitian selanjutnya guna
pengembangan dan kemajuan ilmu pengertahuan.
1. Hasil ekstraksi DNA sebaiknya digunakan
dalam uji lanjutan seperti PCR atau
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