101

Perbandingan Metode Isolasi DNA Filter Based Kit dengan Heat Treatment Berdasarkan

Limit of Detection dan Quantification pada Staphylococcus aureus
Ratna Dewi Kumalasari, Rio Risandiansyah*, Zainul Fadli
Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Malang

ABSTRAK
Pendahuluan: S.aureus merupakan salah satu penyebab kematian pada kasus infeksi nosokomial, sehingga perlu
dilakukan penegakan diagnosis secara cepat dan tepat menggunakan metode Polimerase Chain Reaction (PCR)
berbasis DNA. Pada umumnya, metode isolasi DNA adalah dengan metode filter based kit, namun beberapa penelitian
juga melihat perlakuan panas (heat treatment) sebagai penyederhanaan metode isolasi DNA. Namun kualitas dan
kuantitas dari metode filter based kit dengan heat treatment belum diketahui. Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan metode filter based kit dengan heat treatment berdasarkan Limit of Detection (LoD) dan Limit of
Quantification (LoQ).
Metode: Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium in vitro. Isolasi DNA bakteri S.aureus
dengan kode ATCC 14922 menggunakan metode filter based kit dan heat treatment pada konsentrasi bakteri
10%,102,103,10%, dan kontrol. Kedua metode ini dievaluasi dengan LoD dan LoQ berdasarkan perhitungan konsentrasi
DNA (yield) dan kemurnian DNA (puritas) terekstraksi. Data dianalisis dengan uji Kruskal wallis dan dilanjutkan
dengan post hoc analitic Mann Whitney signifikan apabila p<0.05.
Hasil: Nilai LoD 2 ng/ul, LoQ 2 ng/ul pada metode filter based kit. Nilai ini terdeteksi pada konsentrasi bakteri 10!
CFU/ml (yield 5£1,73 ng/ul). Sedangkan, Nilai LoD 2,06 ng/ul, LoQ 6,11 ng/pl pada metode heat treatment. Nilai ini
terdeteksi pada konsentrasi bakteri 10* (yield 3,67+0,58 ng/ul). Kemurnian yang didapatkan tidak terdeteksi dan
termasuk kurang baik (-5,0-5,0 pada filter-based kit dan 1,5-2,0 pada heat treatment)
Simpulan: Metode filter based kit lebih baik daripada metode heat treatment berdasarkan LoD dan LoQ.

Kata Kunci: Isolasi DNA, Limit of Detection, Limit of Quantification, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT
Introduction: S. aureus is one of the causes of death in nosocomial infection, and therefore necessary to diagnosis
quickly and accurately, such as by using DNA-based Polimerase Chain Reaction (PCR). Generally, the method of
DNA isolation uses a filter-based kit method, but several studies also attempt heat treatment as a simplification of the
DNA isolation method. However, the quality and quantity of the heat treatment compared filter-based kit method to is
unknown. This research aims to compare heat treatment with filter-based kit method based on the Limit of Detection
(LoD) and the Limit of Quantification (LoQ).
Method: This research used laboratory experimental in vitro. DNA isolation S.aureus bacteria with ATCC code 14922
uses filter based kit and heat treatment on bacterial concentration 10%,102,10%10% and control. The method was
evaluated by LoD and LoQ based on the calculation of DNA concentration (yield) and purity of extracted DNA
(purity). Data were analyzed using Kruskal wallis and followed by post hoc analitic Mann whitney significant if
p<0.05.
Result: Based on DNA vyield resulted in an LoD 2 ng/ul and an LoQ 2 ng/ul. This value was detected in 10 CFU/ml
concentration (yield 5+1,73 ng/pl). Meanwhile, heat-treatment resulted in an LoD of 2,06 ng/pl and an LoQ 6,11 ng/pl.
This value was detected ini 10* CFU/ml bacterial concentrations (yield 3,67+0,57 ng/ul). The purity obtained was not
detected and was classified as poor (-5.0 - 5.0 in the filter based kit and 1.5 - 2.0 in the heat treatment)
Conclusion: Filter based kit method better than heat treatment method based on LoD and LoQ.
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PENDAHULUAN

Staphylococcus aureus adalah salah satu
penyebab infeksi nosokomial dengan prevalensi
mencapai 9% atau kurang lebih 1,40 juta pasien di
seluruh dunia.® S.aureus yang menyebar ke pembuluh
darah dapat menyebabkan sepsis? yaitu komplikasi
dari infeksi yang dapat menjadi keadaan darurat
seperti, syok sepsis, multiple organ disfunctions
(MODs) hingga kematian.® Sehingga pasien yang
terinfeksi  bakteri perlu dilakukan penegakkan
diagnosis secara cepat dan tepat terhadap patogen
penyebab infeksi. Salah satu metode untuk hal tersebut
adalah dengan PCR, yang memerlukan proses isolasi
DNA vyang baik.* PCR memiliki spesifitas dan
sensitifitas yang tinggi untuk deteksi dini suatu
penyakit.> Namun, tingkat akurasi PCR tergantung
dari kualitas dan kuantitas sampel DNA vyang
didapatkan melalui proses isolasi DNA.

Prinsip isolasi DNA terdiri dari pelisisan
dinding sel, penghilangan komponen non-DNA, dan
pemurnian DNA.® S.aureus memiliki komponen-
komponen yang akan mempengaruhi kualitas dan
kuantitas isolat DNA seperti protein, lipid, dan
karbohidrat. Metode isolasi DNA menggunakan kit
yang telah digunakan secara umum adalah metode
filter based kit. Untuk menghasilkan sampel DNA
metode filter based kit membutuhkan proses yang
panjang sehingga memakan waktu beberapa jam,
selain itu dari segi harga metode ini tergolong mahal.”
Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan
penyederhanaan metode yakni metode heat treatment
yang lebih sederhana dari segi waktu yang relatif lebih
singkat dengan biaya yang lebih murah daripada
metode filter based kit2 Metode heat treatment
dilakukan dengan memanaskan bakteri pada aquades
bersuhu 100°C selama 10 menit. Adanya pemanasan
akan menyebabkan denaturasi protein sehingga dapat
menghancurkan dinding sel bakteri dan mengeluarkan
materi genetik dari sel.®

S.aureus memiliki dinding yang tersusun atas
peptidoglikan yang lebih tebal daripada bakteri gram
negatif.! Peptidoglikan, suatu polimer polisakarida
yang mengandung subunit yang terangkai, merupakan
eksoskeleton kaku pada dinding sel.!! Adanya
karakteristik yang dimiliki oleh suatu bakteri akan
berpengaruh terhadap hasil isolasi DNA secara
kualitas dan kuantitas sampel DNA. Metode isolasi
DNA yang berbeda akan memiliki keefektifan yang
berbeda pula dalam mendapatkan kualitas kuantitas
DNA vyang baik. Sehingga, pada penelitan ini
dilakukan perbandingan dua metode untuk mengetahui
hasil isolat DNA dengan kualitas dan kuantitas yang
baik berdasarkan LoD dan LoQ.

METODE
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Rancangan Penelitian

Penelitian ~ eksperimental  laboratorium
dengan menggunakan desain penelitian analitik
kuantitatif. ~ Penelitian  ini  dilaksanakan  di
Laboratorium  Terpadu  Fakultas  Kedokteran
Universitas Islam Malang (FK UNISMA) pada bulan
Desember 2019 — April 2020. Sampel yang digunakan
adalah Staphylococcus aureus dengan kode ATCC
14922 yang dibiakkan dalam media Nutrient Broth
(NB). Kemudian dilakukan isolasi DNA S.aureus
dengan metode filter based kit dan heat treatment
untuk kemudian dihitung LoD dan LoQ.

Inokulasi Bakteri

Bakteri S.aureus diambil menggunakan oshe
dengan jumlah tiga oshe dari stok media padat dari
labolatorium terpadu Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Malang. Bakteri kemudian ditumbuhkan ke stok
media cair Nutrient Broth (NB) yang terdiri dari beef
extract 3 g/L, NaCl 5 g/L dan peptone 10 g/L. Bakteri
disimpan pada inkubator dengan suhu 37°C selama 18-
20 jam hingga media keruh. Hasil dari media cair
(Nutrient broth) dibiakkan dalam cawan petri yang
berisi media padat Nutient Agar (NA) yang terdiri beef
extract 10 g/L, peptone 10 g/L, NaCl 5 g/L, dan agar
15 g/L. Setelah itu bakteri diambil menggunakan
cawan petri dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi 20 ml normal saline (NS) lalu
dihomogenkan.

Kuantifikasi Bakteri

Bakteri diencerkan dengan NS dengan cara
menyiapkan 12 tube berisi NS sebanyak 1,350 pl.
Selanjutnya stok yang berisi 20 ml NS diambil
sebanyak 150 pl dan diencerkan pada setiap tabung
reaksi mulai dari pengenceran 10! sampai pada
pengenceran 102, Disiapkan juga tiga kontrol yang
berisi NS tanpa mengandung bakteri. Bakteri dihitung
menggunakan dua metode, metode pertama
perhitungan secara indirect menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang (A) = 600
nm. Kedua, perhitungan menggunakan metode total
plate count (TPC) dengan menginokulasi bakteri pada
media NA yang telah dibagi menjadi 8 bagian
berdasarkan pengenceran 10 - 102,

Masing-masing bagian diteteskan sesuai
dengan tingkat pengencerannya sebanyak 10 pl cairan
NS yang berisi bakteri S.aureus. Selanjunya diinkubasi
pada suhu 37° C selama 18-20 jam. Setelah diinkubasi,
bakteri S.aureus akan tumbuh dan membentuk koloni.
Jumlah koloni tersebut dihitung menggunakan colony
counter berdasarkan daerah pengenceran yang sudah
ditentukan.

Isolasi DNA Menggunakan Metode Filter Based Kit



Bakteri dengan sebanyak 5 oshe diambil dari
stok bakteri kemudian dilarutkan dengan NS.
Selanjutnya bakteri diencerkan sebanyak 4 kali yaitu
pada 10! sampai dengan 10 pada tube. Selanjutnya
menambahkan 1 ml bakteri yang telah dibiakkan ke
tabung microcentrifuge 1,5 ml dan di sentrifugasi
dengan kecepatan maksimum selama 1 menit, lalu
supernatannya dibuang. Selanjutnya, ditambahkan 100

Tabel 1. Hasil Kuantifikasi S.aureus
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Hasil pengenceran dan perhitungan bakteri
menggunakan metode total plate count (TPC), diambil
10%-10° CFU/ml kemudian diukur menggunakan
spektrofotometer nanodrop Biodrop pada A= 230, 260,
dan 280 nm yang diulang 3 kali. Hasil yield dilihat
pada kolom concentration pada spektrofotometer
nanodrop dan hasil puritas dikatakan baik apabila 1,8-
2,0 pada A260/280.12

Batch Faktor Pengenceran Bakteri Absorbansi
105  10® 107 108 10° 10 101 1012 (CFU/ml) 600 nm
1 9 2 0 0 0 0 0 0 9x10° 0,117
2 22 0,67 0 0 0 0 0 0 22 x 10° 0,134
3 18,33 1,67 0 0 0 0 0 0 18,33x10° 0,175

Keterangan: Tabel 1 menunjukkan hasil kuantifikasi S.aureus menggunakan metode TPC dan Turbidimetri

(spektrofotometri)

pul EL buffer dan dicampurkan dengan pellet. Lalu
diinkubasi selama 10-60 menit pada suhu 37°C.
Ditambahkan 100 ul RS buffer, 10 pl PK solution lalu
dicampur rata. Selanjutnya diinkubasi selama 15 menit
pada suhu 56°C, dan ditambahkan 200 ul GA buffer,
lalu disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 x g.
Kemudian, supernatan dipindahkan ke tube baru yang
steril dan ditambahkan 400 pl BA buffer dan dicampur
rata. Selanjutnya, campuran dipindahkan ke spin
column, di sentrifugasi dengan kecepatan 13.000 x g
selama 1 menit. Ditambahkan 500 pl G buffer ke spin
column dan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 x g
selama 1 menit.

Setelah itu, ditambahkan 500 pl washing
buffer pada spin column dan disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 x g selama 1 menit lalu cairannya
dibuang dan langkah ini diulangi sebanyak dua kali.
Selanjutnya, disentrifugasi lagi dengan kecepatan
10.000 x g selama 1 menit, lalu spin column
dipindahkan ke tube baru yang steril. Ditambahkan
100 I elution buffer dan diinkubasi selama 1 menit
pada suhu ruangan. Selanjutnya, disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 10.000 x g selama 1 menit dan
dilepaskan spin column dari tube yang telah berisi
DNA.

Isolasi DNA Menggunakan Metode Heat Treatment

Bakteri dengan jumlah 5 oshe diambil dari
stok bakteri kemudian dilarutkan dengan NS.
Selanjutnya bakteri diencerkan sebanyak 4 kali yaitu
pada 10 sampai dengan 10 pada tube. Bakteri yang
sudah diencerkan kemudian di panaskan dengan
aquades bersuhu 100°C selama 10 menit. Setelah itu
bakteri disentrifugasi dalam kecepatan 9168 x ¢
selama 5 menit. Kemudian bakteri diberi larutan DNA
solution rehydration.

Pengukuran Yield dan Puritas

Perhitungan LoD dan LoQ

Menurut pedoman validasi metode oleh pusat
kimia LIPI, LoD dan LoQ ditentukan dengan
mengukur respon blanko, selanjutnya ditentukan
standar deviasi dari perhitungan rata-rata analisa hasil.
Berdasarkan pedoman validasi metode oleh pusat
kimia LIPI, nilai limit deteksi dan kuantisasi dapat
ditentukan dengan persamaan®®:

LoD=A+3SD
LoQ=A+10SD

Keterangan:
LoD = Limit of Detection
LoQ = Limit of Quantification
A = Nilai rata-rata hasil analisis blanko
SD = Standar Deviasi (simpangan baku) hasil
analisis blanko

Analisa Data

Hasil penelitian akan ditampilkan dalam
bentuk data kuantitatif dan dilakukan analisa data
menggunakan uji Analysis Of Variance (ANOVA) dan
dilanjutkan dengan Post hoc analitic Least Significant
Differences (LSD) untuk mengetahui perbedaan
signifikan pada tiap konsentrasi bakteri. Apabila syarat
Anova tidak terpenuhi maka dilakukan uji non -
parametrik yaitu Kruskal Wallis dan dilanjutkan
dengan post hoc analitic Mann Whitney. Hasil
dianggap signifikan apabila p<0,05.

HASIL PENELITIAN

Hasil Kuantifikasi S.aureus

Berdasarkan hasil kuantifikasi S.aureus menggunakan
metode Total Plate Count (TPC) dan metode
turbidimetri ditunjukkan pada Tabel 1.



Kuantifikasi bakteri dilakukan untuk menganalisis
jumlah bakteri, pada penelitian ini dilakukan
menggunakan dua metode yakni TPC dan metode
turbidimetri. Hasil metode TPC dengan menghitung
rata-rata jumlah koloni pada masing-masing faktor
pengenceran yang dikultur pada media agar. Hasil
perhitungan TPC S.aureus ditunjukkan pada Tabel 1
didapatkan jumlah bakteri CFU/ml pada Batch 1
sebesar 9 x 10°, batch 2 sebesar 22 x 105, dan batch 3
sebesar 18,33 x 10°. Sedangkan, turbidimetri dihitung
berdasarkan kekeruhan suatu sampel yang ditunjukkan
oleh Tabel 1 spektrofotometri pada absorbansi 600 nm
dari S.aureus dengan faktor pengenceran 10 adalah
0,117, 0,134, dan 0,175 pada batch 1,2, dan 3. Dari
hasil diatas, dapat disimpulkan bahwa pengenceran
yang digunakan berdasarkan konsentrasi masing-
masing batch.

Hasil dan Analisa Data Yield Filter Based Kit
dengan Heat Treatment pada S.aureus
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Gambar 1 Perbandingan Yield Filter dan Heat
Treatment
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Pada Tabel 2 menunjukkan rata — rata nilai
yield dalam tiga kali ulangan pada filter based kit lebih
tinggi daripada heat treatment. Pada gambar 1
menunjukkan nilai uji statistik. Uji Mann Whitney
menunjukkan adanya perbedaan signifikan (p<0,05)
antara metode filter based kit dengan heat treatment
pada masing — masing konsentrasi bakteri. Hasil uji
statistik metode filter based kit data didapatkan tidak
signifikan (p> 0,05). Sedangkan pada metode heat
treatment uji Kruskal wallis didapatkan hasil yang
signifikan (p<0,05). Uji post hoc Mann whitney
didapatkan hasil signifikan pada konsentrasi bakteri
10* terhadap kontrol, konsentrasi bakteri 10%, 102, dan
103,

Hasil dan Analisa Data Kemurnian antara Filter
Based Kit dengan Heat Treatment

Hasil perbandingann kemurnian antara filter based kit
dengan heat treatment pada S.aureus berdasarkan
konsentrasinya terdapat pada Tabel 3

Tabel 2 Perbandingan Kemurnian antara Filter
Based Kit dengan Heat Treatment

Kemurnian (A260/280)

Konsentrasi Filter Based Kit Heat

(CFU/mI) Treatment
Range Range
Kontrol 20-20 n.d
10! 2,0-3,0 nd
102 -4,0-5,0 nd
10° n.d n.d
10* -5,0-5,0 15-20

10% 5+0 3,667 + 0,577

Keterangan: Tabel 2 menunjukkan perbandingan
nilai yield (ng/pl) antara metode filter based kit
dengan metode heat treatment

Data yield dalam rata — rata + SD dengan n = 3

Hasil perbandingan yield antara filter based kit dengan
heat treatment pada S.aureus berdasarkan
konsentrasinya terdapat pada Tabel 2 dan Gambar 1

Keterangan: Gambar 1 adalah yield filter based kit
dan heat treatment pada kontrol, konsentrasi bakteri
10%, 102, 10%,10* CFU/ml

Data dalam rata — rata £ SD, * p< 0.05 filter based kit
vs heat treatment pada masing — masing konsentrasi

1 p<0.05 vs 107, 102, 10° pada metode heat treatment

Keterangan: Tabel 5.3. Menunjukkan perbandingan
nilai kemurnian (ng/ul) antara metode filter based kit
dengan metode heat treatment

Data kemurnian dalam range dengan n = 3.

n.d = not detected

Nilai kemurnian diukur menggunakan
spektrofotometer nanodrop dengan  absorbansi
260/280 pada metode filter based kit dan heat
treatment ditunjukkan pada tabel 5.3. Nilai kemurnian
pada kedua metode memiliki hasil yang kurang baik
karena tidak berada pada angka 1,8 — 2.0.



Tabel 4. Perhitungan LoD dan LoQ pada S.aureus
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RUMUS Perhitungan Hasil
Filter Heat Treatment Filter Heat Treatment
LoD (ng/pul) A +3SD 2+3x0 0,33+3x057 2 2,04
LoQ (ng/ul) A+10SD 2+10x0 0,33+10x0,57 2 6,03

Keterangan: Tabel 4 menunjukkan nilai LoQ = LoD (filter) dan nilai LoQ > LoD (heat

treatment)

Perhitungan LoD, dan LoQ pada S.aureus
Perhitungan LoD, dan LoQ S.aureus pada metode
filter based kit dan heat treatment ditunjukkan pada
Tabel 5.4

Pada Tabel 4 diketahui bahwa filter based kit
memiliki nilai LoQ = LoD vyaitu 2 (ng/pl), sedangkan
pada heat treatment memiliki nilai LoQ > LoD.

PEMBAHASAN

Kuantifikasi S.aures dengan metode Total Plate
Count (TPC) dan Turbidimetri

Kuantifikasi S.aureus pada penelitian ini
dilakukan secara kuantitatif menggunakan metode
TPC dan secara kualitatif menggunakan metode
Turbidimetri. Kuantifikasi menggunakan metode TPC
bertujuan untuk menghitung jumlah bakteri hidup pada
sampel.!* Pada penelitian ini dilakukan pengenceran
mulai dari 10! — 1072 kali untuk mengetahui sebaran
jumlah koloni sampel pada setiap faktor pengenceran.
Faktor pengenceran berbanding terbalik dengan
jumlah koloni, semakin tinggi faktor pengenceran
maka semakin rendah jumlah koloni mikroba.'®
Pengenceran dilakukan secara bertingkat untuk
menumbuhkan koloni bakteri secara terpisah dan akan
lebih mudah untuk dihitung. Pada penelitian ini sampel
dibawah 10° tidak ditanam karena kemungkinan
TBUD (Terlalu Banyak Untuk Dihitung) besar.
Berdasarkan tabel 1 hasil kuantifikasi TPC pada batch
1 sebesar 9 x 10° CFU/ml, pada batch 2 sebesar 22 x
10% CFU/ml, dan batch 3 sebesar 18,33 x 10° CFU/ml.
Adanya perbedaan nilai antar batch yang
terlalu jauh dikarenakan pada penelitian
pipetting yang dilakukan kurang sempurna
sehingga akan mempengaruhi tingkat
homogen dari NS stok serta pengambilan
bakteri untuk dimasukkan kedalam NS juga

tidak bisa diukur secara akurat.

Metode perhitungan  secara  kualitatif
bertujuan untuk mendeteksi ada atau tidaknya
bakteri.’* Pada penelitian ini menggunakan metode
turbidimetri  (spektrofotometri)  yang  diukur
menggunakan panjang gelombang (A) 600 nm. Metode
ini akan menghitung seluruh sel bakteri baik yang
hidup maupun yang mati berdasarkan kekeruhan.

Semakin tinggi konsentrasi dari suatu sampel maka
akan semakin tinggi nilai absorbansinya.t” Nilai
absorbansi pada penelitian ini ditunjukkan oleh Tabel
1. Pada penelitian ini nilai absorbansi digunakan untuk
memudahkan pengulangan.

Perbandingan Yield antara Filter Based Kit dengan
Heat Treatment pada S.aureus

Filter based kit merupakan salah satu metode
isolasi DNA berbasis kit menggunakan kolom spin
yang didalamnya terdapat kertas filter. Adanya ion-ion
positif pada spin kolom akan mengikat DNA yang
diisolasi merupakan prinsip kerja dari metode ini.'®
Berdasarkan Tabel 5.3 didapatkan nilai rata — rata yield
S.aureus tertinggi pada konsentrasi 10° dan 10*
CFU/ml bakteri dengan nilai 5 £ 0 ng/ul. Nilai LoD
dan LoQ metode filter based kit sebesar 2 ng/ul. Hal
ini menunjukkan bahwa untuk mendapatkan vyield
isolasi DNA vyang terdeteksi dan terkuantifikasi
menggunakan metode filter based kit membutuhkan
minimal 10 CFU/ml. Nilai yield dinyatakan tinggi bila
lebih dari 10 ng/pl.* Hal ini menunjukkan bahwa hasil
yield pada metode ini dapat dinyatakan rendah karena
berkisar pada 5 + 1,73 ng/ul. Rendahnya yield pada
isolasi DNA dapat disebabkan oleh jumlah sel yang
sedikit dan presipitasi DNA yang kurang maksimal
sehingga menyebabkan DNA yang dihasilkan hanya
sedikit.?® Buffer yang digunakan dalam metode filter
based kit ini kurang optimal karena tidak ada enzim
proteinase K pada saat proses pelisisan. Proteinase K
berfungsi untuk melisiskan protein, salah satu protein
yang berpengaruh pada nilai yield adalah DNase yang
merupakan suatu enzim yang dapat merusak DNA.
Adanya DNase yang menyebabkan degradasi DNA,
sehingga yield DNA yang dihasilkan rendah.?! Selain
itu, kit bioflux yang dipakai menyarankan
menggunakan bakteri dengan konsentrasi 10°-10'2
CFU/ml, akan tetapi penelitian ini menggunakan
konsentrasi 10 - 10° CFU/ml. Hal ini akan
berpengaruh terhadap yield yang dihasilkan menjadi
rendah.

Hasil uji isolasi DNA metode heat treatment
ditunjukkan pada tabel 5.4. Hasil yield S.aureus pada
metode ini memiliki rata — rata tertinggi sebesar 3,67
0,57 ng/ul pada konsentrasi bakteri 10* dan telah
memenuhi nilai LoD pada tabel 5.4 sebesar 2,04 ng/pl
akan tetapi, tidak memnuhi nilai LoQ sebesar 6,03



ng/ul. Hal ini menunjukkan bahwa untuk mendapatkan
yield isolasi DNA vyang terdeteksi menggunakan
metode heat treatment. Dari tabel 5.3 dapat dinyatakan
bahwa hasil yield pada metode ini sangat rendah
karena kurang dari 10 ng/ul. Metode heat treatment
merupakan salah satu metode sederhana yang
melisiskan dinding bakteri hanya panas untuk
mendapatkan sampel DNA tanpa penambahan buffer
lisis. Buffer lisis memiliki kemampuan untuk merusak
dinding sel bakteri, sehingga yield yang dihasilkan
rendah karena kurang optimalnya pelisisan dinding sel
bakteri. Pada penelitian ini, dilakukan pemanasan
bakteri kedalam aquades dengan suhu 100°C selama
10 menit.° Panas pada suhu tinggi dapat menyebabkan
denaturasi protein karena pemutusan ikatan hidrogen
dan interaksi hidrofobik non polar pada struktur
sekunder dan tersier suatu protein.?® Hal ini, tidak
hanya akan menyebabkan rusaknya dinding sel tetapi
juga dapat merusak struktur DNA bakteri S.aureus
sehingga hasil yield yang dihasilkan akan memiliki
nilai yang rendah. Pada uji statistik data yield metode
heat treatment menunjukkan hasil yang signifikan
(p<0,05) pada konsentrasi bakteri 10* terhadap
kontrol, konsentrasi bakteri 10%, 102, dan 103,

Perbandingan Kemurnian antara Filter Based Kit
dengan Heat Treatment pada S.aureus

Kemurnian sampel DNA diukur pada
A260/280 nm akan dinyatakan baik apabila berada
pada angka 1,8 — 2,0.? Tabel 5.3 menunjukkan hasil
kemurnian berada pada kisaran -5,0 — 5,0. Hasil
kemurnian yang berada dibawah 1,8 dikarenakan
adanya kontaminasi DNA dengan  protein.®
Sedangkan, untuk kemurnian diatas 2,0 menunjukkan
adanya kontaminasi dengan RNA.?22 Hal ini
dikarenakan tidak adanya proteinase K sebagai
penghancur protein salah satunya RNase, sehingga
RNase akan meningkat dan menyebabkan terjadinya
kontaminasi RNA pada kemurnian yang dihasilkan. 2

Tabel 5.3 menunjukkan nilai rata- rata
kemurnian yang dimiliki oleh metode heat treatment
ini terdeteksi pada konsentrasi bakteri 10* dengan
range 1,5 — 2,0. Nilai kemurnian dikatakan baik
apabila berada pada angka 1,8 — 2,0, sehingga metode
heat treatment pada konsentrasi 10* hasil kemurnian
yang berada dibawah 1,8 dikarenakan adanya
kontaminasi DNA dengan protein.?  Adanya
kontaminasi pada protein dapat disebabkan karena
pada metode heat treatment ini hanya dilakukan
metode pelisisan dinding sel tanpa proses
penghilangan komponen non-DNA dan pemurnian
DNA

Perhitungan LOD dan LOQ Metode Heat
Treatment dan Metode Filter Based Kit

Berdasarkan gambar 5.1 metode filter based
kit memiliki hasil yang lebih tinggi daripada metode
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heat treatment pada masing — masing konsentrasi
bakteri. Analisa statistik juga menunjukkan adanya
nilai signifikan. Hal ini mengindikasikan metode filter
based kit lebih baik dari pada metode heat treatment
karena isolasi DNA dapat dilakukan pada konsentrasi
bakteri 10 CFU/mI pada metode filter based kit dan
nilai yield pada konsentrasi tersebut telah melebihi
nilai LoD 2 ng/pl. Sedangkan, pada metode heat
treatment membutuhkan minimal 10.000 CFU/ml
untuk dapat dilakukan isolasi bakteri dengan nilai yield
diatas nilai LoD 2,04 ng/pl.

Metode filter based kit memiliki nilai LoQ
yang sama dengan nilai LoDnya sebesar 2 ng/pul,
sehingga metode ini dapat dilakukan isolaso DNA
pada konsentrasi 10 CFU/mI karena telah melebihi
nilai LoQnya. Sedangkan, pada metode heat treatment
membutuhkan lebih dari 10.000 untuk dapat dilakukan
isolasi bakteri dengan nilai yield diatas nilai LoQ
sebesar 6,03 ng/pl.

S.aureus memiliki dinding peptidoglikan
yang tebal yang berikatan dengan protein
menggunakan ikatan kovalen. Selain itu, bakteri gram
positif memiliki ikatan protein non-kovalen dengan
asam teikoat. Berbagai perlakuan kimia pada metode
filter based kit membantu menghancurkan struktur
kompleks yang dimiliki oleh S.aureus.?® Pelisisan
bakteri pada metode filter based ini dilakukan oleh
buffer EL, selain itu DNA dalam sampel dibebaskan
oleh RS buffer, GA buffer dan PK solution. Setelah
dinding sel bakteri lisis, pemisahan komponen non-
DNA dilakukan oleh Binding buffer, proses yang
terakhir untuk mendapatkan kemurnian DNA bakteri
dilakukan elusi oleh Elution buffer.?> Adanya proses
kompleks pada metode filter based menghasilkan nilai
yield yang lebih tinggi daripada metode heat
treatment.

Metode boiling atau heat treatment dapat
dijadikan alternatif pilihan dalam memilih metode
isolasi DNA. Dalam melakukan metode ini
membutuhkan waktu yang lebih singkat sekitar 10 — 12
menit, biaya yang diperlukan juga lebih murah, akan
tetapi metode heat treatment memiliki hasil DNA yang
lebih kasar serta konsentrasi yang dihasilkan lebih
sedikit.?” Hal ini disebabkan karena metode heat
treatment hanya dilakukan pelisisan dinding sel
bakteri dengan pemanasan tanpa buffer apapun.®
Selain itu, lisozim yang digunakan pada metode filter
based kit akan membantu proses perusakan dinding
bakteri yaitu dengan cara menghidrolisis lapisan
peptidoglikan yang tebal pada bakteri gram positif .28

SIMPULAN

Berdasarkan hasil analisa data dan pembahasan, dapat
disimpulkan :



SARAN

LoD pada metode filter based kit adalah 2
ng/ul yang didapatkan pada konsentrasi
bakteri minimum 10! CFU/ml dan pada
metode heat treatment adalah 2,06 ng/ul yang
didapatkan  pada  konsentrasi  bakteri
minimum 10* CFU/ml

LoQ pada metode filter based kit adalah 2
ng/ul yang didapatkan pada konsentrasi
bakteri minimum 10* CFU/ml dan pada
metode heat treatment adalah 6,11 ng/ul yang
didapatkan pada  konsentrasi  bakteri
minimum lebih dari 10* CFU/ml

Metode filter based kit lebih baik daripada
metode heat treatment berdasarkan LoD dan
LoQ

Penelitian ini menyarakan hal — hal berikut untuk
menunjang penelitian selanjutnya guna pengembangan
dan kemajuan ilmu pengetahuan.

1.

2.

Diperlukan langkah — langkah untuk
pemurnian DNA yang lebih baik

Diperlukan penelitian lanjutan untuk uji PCR
sehingga hasil dapat dikonfirmasi lebih pasti.
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