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RINGKASAN

Kumalasari, Ratna Dewi. Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Malang, Juli 2020.
Perbandingan Metode Isolasi DNA Filter Based Kit dengan Heat Treatment Berdasarkan Limit of
Detection dan Quantification pada Staphylococcus aureus.

Pembimbing 1 : Zainul Fadli, Pembimbing 2 : Rio Risandiansyah

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 (L0Q).

Metode Penelitian: 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 10,102,10%10% dan kontrol. Kedua metode ini dievaluasi
dengan LoD dan LoQ berdasarkan perhitungan konsentrasi DNA (yield) dan kemurnian DNA
(kemurnian) terekstraksi. Data dianalisis dengan uji Kruskal wallis dan dilanjutkan dengan post
hoc analitic Mann Whitney signifikan apabila p<0.05.

Hasil dan Pembahasan: 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/ul 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). filter based kit lebih baik
daripada heat treatment karena langkah yang dilakukan lebih kompleks.

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



SUMMARY

Kumalasari, Ratna Dewi. Faculty of Medicine, Islamic University of Malang, July 2020.
Comparation DNA Isolation Method Filter Based Kit with Heat Treatment Based on Limit of
Detection and Quantification of Staphylococcus aureus.

Supervisor 1 : Zainul Fadli, Supervisor 2 : Rio Risandiansyah

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).

Research 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%,10%,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 & Discussion: Based on DNA vyield resulted in an LoD 2 ng/ul and an LoQ 2 ng/pl. This
value was detected in 10* CFU/ml concentration (yield 5+1,73 ng/ul). Meanwhile, heat-treatment
resulted in an LoD of 2,06 ng/pl and an LoQ 6,11 ng/ul. 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.

Keyword: DNA Isolation, Limit of Detection, Limit of Quantification , Staphylococcus aureus



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Staphylococcus aureus adalah salah satu penyebab infeksi nosokomial
dengan prevalensi mencapai 9% atau kurang lebih 1,40 juta pasien di seluruh dunia
(Hapsari et al., 2018). S.aureus yang menyebar ke pembuluh darah dapat
menyebabkan sepsis (Thomer et al., 2016), yaitu komplikasi dari infeksi yang dapat
menjadi keadaan darurat seperti, syok sepsis, multiple organ disfunctions (MODs)
hingga kematian (Polat et al., 2017). Penyebaran patogen ke berbagai jaringan yang
dapat menyebabkan terjadinya infeksi multifokal (Burghardt et al., 2016). Sehingga
pasien yang terinfeksi bakteri perlu dilakukan penegakkan diagnosis secara cepat
dan tepat terhadap patogen penyebab infeksi. Waktu yang lama untuk menegakkan
diagnosis, dapat memicu terjadinya resistensi antibiotik akibat pemilihan antibiotik
yang tidak sesuai (Burghardt et al., 2016). Resisitensi antibiotik infeksi S.aureus
disebut Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) di Amerika Serikat
mencapai sekitar 80.000 kasus dengan jumlah kematian 11.000 per tahunnya

(Balasubramian et al., 2017).

Penegakkan diagnosis dapat dilakukan dengan metode berbasis amplifikasi
DNA seperti Polymerase Chain Reaction (PCR) yang memilki spesifisitas dan
sensitifitas yang tinggi, dan dapat digunakan untuk diagnosis dini suatu penyakit
(Ling et al., 2008). Namun, tingkat akurasi dari PCR tergantung dari kualitas dan
kuantitas dari sampel DNA yang didapatkan melalui metode isolasi DNA.
Parameter yang digunakan untuk menentukan kualitas dan kuantitas sampel DNA

menggunakan Limit of Detetction (LoD) dan Limit of Quantification (LoQ). LoD



dan LoQ digunakan sebagai validasi metode sebagai proses untuk membuktikan
karakteristik kinerja suatu metode analisis dapat diterima atau tidak (Syahrir et al.,
2015). LoD dan LoQ sangat penting sebagai parameter, terutama ketika hasilnya

memiliki signifikansi klinis pada tingkat rendah (Moretti et al., 2011).

Prinsip isolasi DNA terdiri dari beberapa tahap yaitu penghancuran (lisis)
untuk mengeluarkan isi sel, menghilangkan komponen pengganggu seperti protein
dan lipid, dan tahap yang terakhir yaitu presipitasi DNA untuk mendapatkan jumlah
DNA yang murni (Shi et al., 2018). Hal penting yang perlu diperhatikan dalam
proses isolasi DNA adalah sampel DNA yang dihasilkan tanpa kontaminasi seperti
protein dan RNA vyang dilihat dari kemurniannya, efektifitas metode yang
digunakan tidak merusak atau mengubah struktur dan fungsi molekul DNA, serta
metode yang digunakan harus sederhana dan cepat (Surzycki, 2000). Metode isolasi
DNA vyang digunakan harus dapat mendeteksi bakteri dengan jumlah 10%-10°

CFU/ml sebagai syarat minimum dari diagnosis dini sepsis.

Beberapa macam metode isolasi DNA saat ini antara lain, metode CTAB
(Cethyl Trimethyl Ammonium Bromide) yang mampu menghasilkan DNA dengan
pita berukuran tebal dan juga diperoleh RNA dengan pita tipis yang tergantung
bahan yang diekstraksi. Metode PCI (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol)
merupakan metode standart untuk ekstraksi DNA, akan tetapi memiliki sifat toksik
phenol serta memiliki waktu yang lebih lama pada proses isolasi DNA (Mulyani et
al., 2011). Saat ini berkembang metode filter based kit telah digunakan secara
umum dan teknik menjadi lebih mudah dengan kit yang diproduksi oleh suatu
perusahaan. Metode filter based kit ini membutuhkan biaya yang lebih mahal

(Kamaliah, 2017).



Selain metode kit yang telah dimodifikasi lebih simpel, saat ini juga telah
ada metode heat treatment memiliki metode yang lebih sederhana lagi karena hanya
membutuhkan agquades yang dipanaskan pada suhu 100°C (Dilhari et al, 2017).
Metode heat treatment memiliki keunggulan dari segi waktu yang hanya
membutuhkan 10-12 menit, biaya yang relatif murah serta langkah-langkah yang
dilakukan lebih sederhana tanpa proses penghilangan komponen non-DNA dan
juga pemurnian DNA (Dilhari et al, 2017). Akan tetapi, metode ini belum diketahui
efektifitas, kualitas, serta kuantitasnya dalam isolasi DNA S.aureus. Sehingga,
penelitian ini perlu untuk dilakukan untuk mengetahui metode isolasi DNA untuk
diagnosis dini yang lebih efektif dan efisien serta memiliki kualitas dan kuantitas

yang baik secara klinis.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana perbandingan metode isolasi DNA filter based kit dengan
metode heat treatment berdasarkan LoD pada S.aureus?
2.  Bagaimana perbandingan metode isolasi DNA filter based dengan metode

heat treatment berdasarkan LoQ pada S.aureus?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan metode isolasi
DNA filter based kit dengan metode heat treatment berdasarkan LoD pada
S.aureus
2. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan metode isolasi
DNA filter based kit dengan metode heat treatment berdasarkan LoQ pada

S.aureus



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Teoritis

1.4.2

Manfaat teoritis penelitian ini adalah sebagai landasan ilmiah mengenai
metode heat treatment sebagai metode awal pengembangan metode isolasi
DNA yang sederhana dan metode filter based kit yang dilihat berdasarkan
tingkat deteksi dan kuantifikasi yang lebih efektif untuk bakteri S.aureus
Praktis

Manfaat praktis penelitian ini adalah memberi wawasan kepada tenaga
kesehatan mengenai metode heat treatment sebagai metode awal
pengembangan metode isolasi DNA yang sederhana dibandingkan metode
filter based kit yang dilihat berdasarkan tingkat deteksi dan kuantifikasi

yang lebih baik pada bakteri S.aureus



BAB VII
PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, analisa data dan pembahasan, dapat disimpulkan :

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

2. 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/pl yang didapatkan pada konsentrasi bakteri minimum lebih
dari 10* CFU/ml

3. Metode filter based kit lebih baik daripada metode heat treatment

berdasarkan LoD dan LoQ

7.2 Saran
Penelitian ini menyarakan hal — hal berikut untuk menunjang penelitian selanjutnya

guna pengembangan dan kemajuan ilmu pengetahuan.

a. Diperlukan modifikasi metode heat treatment untuk mendapatkan hasil sampel
DNA yang lebih baik.
b. Diperlukan penelitian lanjutan untuk uji PCR sehingga hasil dapat dikonfirmasi

lebih pasti.
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