
PERBANDINGAN ISOLASI DNA BAKTERI Escherichia coli 

DENGAN METODE HEAT TREATMENT DAN FILTER BASED 

KIT BERDASARKAN NILAI LIMIT OF DETECTION DAN LIMIT 

OF QUANTIFICATION  

SKRIPSI 

Untuk Memenuhi Persyaratan  

Memperoleh Gelar Sarjana Kedokteran 

 

 

 

 

 

 

Oleh 

BRILLIAN NUR MUHAMMAD 

21601101014 

 

PROGRAM STUDI KEDOKTERAN 

FAKULTAS KEDOKTERAN 

UNIVERSITAS ISLAM MALANG 

2020 



PERBANDINGAN ISOLASI DNA BAKTERI Escherichia coli 

DENGAN METODE HEAT TREATMENT DAN FILTER BASED 

KIT BERDASARKAN NILAI LIMIT OF DETECTION DAN LIMIT 

OF QUANTIFICATION  

SKRIPSI 

 

Untuk Memenuhi Persyaratan 

Memperoleh Gelar Sarjana Kedokteran 

 

 

 

 

Oleh 

BRILLIAN NUR MUHAMMAD 

21601101014 

 

PROGRAM STUDI KEDOKTERAN 

FAKULTAS KEDOKTERAN 

UNIVERSITAS ISLAM MALANG 

2020 



PERBANDINGAN ISOLASI DNA BAKTERI Escherichia coli 

DENGAN METODE HEAT TREATMENT DAN FILTER BASED 

KIT BERDASARKAN NILAI LIMIT OF DETECTION DAN LIMIT 

OF QUANTIFICATION  

SKRIPSI 

Untuk Memenuhi Persyaratan 

Memperoleh Gelar Sarjana Kedokteran 

 

 

 

 

 

Oleh 

BRILLIAN NUR MUHAMMAD 

21601101014 

 

PROGRAM STUDI KEDOKTERAN 

FAKULTAS KEDOKTERAN 

UNIVERSITAS ISLAM MALANG 

2020 

 



1 
 

Perbandingan Isolasi DNA Bakteri Escherichia coli dengan Metode Heat Treatment dan 

Filter Based Kit Berdasarkan Nilai Limit of Detection dan Limit of Quantification 

Brillian Nur Muhammad, Zainul Fadli, Rio Risandiansyah 

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang   

ABSTRAK  
Pendahuluan: Salah satu metode isolasi DNA yang sederhana dan cepat adalah dengan metode pemanasan (heat 

treatment). Namun belum diketahui apakah metode tersebut memiliki hasil yang sama baiknya seperti metode 

filter based kit yang sudah umum digunakan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan metode 

isolasi DNA antara heat treatment dengan filter based kit yang didasarkan pada limit of detection (LOD) dan limit 

of quantification (LOQ) yang didapat dari perhitungan yield pada bakteri E. coli. 

Metode: Penelitian ini menggunakan metode penelitian eksperimental labolatorium secara in vitro. Konsentrasi 

bakteri E. coli digunakan sebagai sampel diambil menggunakan teknik purposive sampling, yaitu pada konsentrasi 

101 – 104 CFU/ml. Metode heat treatment dan metode filter based kit adalah metode isolasi DNA yang diuji dalam 

penelitian ini. Analisa data menggunakan uji ANOVA dan dilakukan uji Least Significant Diference (LSD). 

Hasil: Yield heat treatment berbeda dengan kontrol pada konsentrasi 10.000 CFU/ml (p=0.000), dan 1000 CFU/ml 

(p=0.002). Sedangkan pada filter based kit konsentrasi 10.000 CFU/ml (p=0.003), 1000 CFU/ml (p=0.009) dan 

100 CFU/ml (p=0.033). Nilai kemurnian pada metode heat treatment dan filter based kit tidak ada yang mencapai 

angka 1.7-2.0. LOD heat treatment adalah 2,39 ng/µl, sedangkan filter based kit adalah 4,06 ng/µl. LOQ heat 

treatment adalah 6, 43 ng/µl, sedangkan filter based kit adalah 8, 10 ng/µl. 

Kesimpulan: Berdasarkan limit of detection, metode heat treatment memiliki konsentrasi bakteri minimum 1000 

CFU/ml. Sedangkan metode filter based kit memiliki konsentrasi minimum 10 CFU/ml. Dari perbandingan 

metode, metode filter based kit memiliki yield yang lebih tinggi dari metode heat treatment. 

 

Kata Kunci : isolasi DNA, heat treatment, filter based kit, Escherichia coli. 
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The Comparison of Escherichis coli DNA Isolation Between Heat Treatment and Filter 

Based Kit Method Based on Limit of Detection and Limit of Quantification  

Brillian Nur Muhammad, Zainul Fadli, Rio Risandiansyah 

Faculty of Medicine, Malang Islamic University 

ABSTRACT 
Introduction: One simple and rapid DNA isolation method is by heat treatment. However, it unknown whether 

the result of this method has the same quality compared to the more commonly used filter based kit. This research 

aims compare heat treatment and filter based kit DNA isolation methods based on its limit of detection (LOD) and 

limit of quantification (LOQ) from DNA isolation yield from E. coli.  

Method: This research is an in vitro laboratorium experimental research method. The E. coli concentration in this 

study is obtained through purposive samplingwith a concentration of 101 – 104 CFU/ml. Heat treatment and filter 

based kit method are DNA isolation methods used in this study. The data analysis uses ANOVA and Least 

Significant Diference (LSD) test. 

Result: Optimal yield of heat treatment method was found at a bacterial concentration of 10.000 CFU/ml 

(p=0.000) and 1000 CFU/ml (p=0.002). While the optimal yield of filter based kit was found at 10.000 CFU/ml 

(p=0.003), 1000 CFU/ml (p=0.009) and 100 CFU/ml (p=0.033). The purity value of both heat treatment and filter 

based kit method did not reach 1,7-2,0. The heat treatment's LOD was 2,39 ng/µl, while the filter based kit's LOD 

was 4,06 ng/µl. The heat treatment's LOQ was 6, 43 ng/µl, while the filter based kit's LOQ was 8, 10 ng/µl. 

Conclusion: According to limit of detection, the heat treatment method has the minimum bacterial concentration 

of 1000 CFU/ml. Whereas, the filter based kit method has the minimum bacterial concentration of 10 CFU/ml. 

Based on the method comparison, filter based kit method has higher yield than heat treatment method.  
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PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara dengan tingkat infeksi bakteri yang tinggi. Bakteri 

penginfeksi manusia antara lain berasal dari famili enterobacteriaceae yaitu bakteri E. 

coli. Pada kasus-kasus infeksi berat yang disebabkan bakteri E. coli seperti pada insiden 

sepsis yang sudah mengalami peningkatan dengan angka kematian yang terus 

bertambah. Setiap tahun diperkirakan 400.000-500.000 pasien mengalami sepsis di 

Eropa dan Amerika Serikat (Brooks et al. 2017). Metode diagnostik yang tepat dan 

efisien dapat mencegah pasien mengalami sepsis yang disebabkan oleh bermacam-

macam jenis mikroorganisme penginfeksi seperti bakteri E. coli (Refdanita et al, 2004). 

Bakteri E. coli memiliki karakteristik berbentuk basil dan jenis Gram negatif. Jenis 

bakteri Gram negatif memiliki lapisan dinding sel yang lebih tipis yaitu (10 nm) dari 

pada bakteri Gram positif yaitu (20-80 nm). Bakteri E. coli sebagai Gram negatif 

memiliki struktur dinding yang lebih kompleks dibandingkan bakteri Gram positif. 

Dinding bakteri E. coli tersusun atas outer membran, peptidoglikan dan inner membran 

(Cooper, 2007).  

Saat ini tersedia metode deteksi berbasis DNA menggunakan metode 

Polymerase Chain Reaction (PCR). Berkat metode PCR, agen penginfeksi yang 

bersifat patogen seperti beberapa jenis bakteri E. coli berhasil diidentifikasi dengan 

cara mengekstraksi asam nukleat dan mendeteksi sekuen asam nukleat spesifik dari 

materi genetik bakteri (Barnes and White, 2016). Metode PCR membutuhkan isolat 



DNA sebagai bahan untuk deteksi karena PCR merupakan metode deteksi berbasis 

DNA yang membutuhkan kuantitas dan kualitas isolat DNA yang baik. Parameter yang 

digunakan untuk menghitung kuantitas isolat DNA adalah nilai limit of detection dan 

limit of quantification. Limit of detection merupakan batas terkecil analit dapat 

dideteksi pada suatu alat, sedangkan limit of quantification merupakan batas terkecil 

analit dapat dideteksi dan dihitung secara akurat pada suatu alat. Cara penentuan limit 

of detection dan limit of quantification yang umum dilakukan adalah dengan 

menggunakan blanko. Parameter yang digunakan untuk menghitung kualitas isolat 

DNA adalah dengan mengukur nilai kemurniannya. PCR mampu mendeteksi isolat 

DNA dengan baik apabila Kuantitas dan kualitas isolat DNA juga baik (Arifah et al, 

2016).  

Isolasi DNA pada prinsipnya adalah mengambil DNA secara murni dengan 

cara menghilangkan komponen-komponen selain DNA. Metode isolasi DNA yang 

sudah dikenal adalah metode dengan kit komersial yaitu dengan filter based kit. 

Namun, metode filter based kit memiliki beberapa kelemahan yaitu memerlukan alat 

sentrifugasi dengan kecepatan yang mencapai 16,000 g yang tidak tersedia pada semua 

laboratorium. Peralatan laboratorium khusus juga diperlukan dan filternya tergolong 

khusus karena tidak bisa memakai kertas saring. Kelemahan-kelemahan tersebut dapat 

diatasi dengan metode isolasi DNA baru yang mempunyai waktu pengerjaan yang lebih 

murah dan sederhana sehingga dapat meminimalisir risiko terjadinya kesalahan dalam 

pengerjaan (Bioflux, 2018).  



Perkembangan deteksi bakteri berbasis isolasi DNA saat ini sudah 

menghasilkan metode baru isolasi DNA yang dikenal dengan metode heat treatment. 

Metode ini menggunakan konsep thermal lysis dengan memanaskan bakteri pada air 

dengan suhu 100oC sehingga dinding bakteri akan lysis karena mengalami disintegrasi 

dan mengakibatkan komponen sel beserta DNA akan terlepas (Martin et al, 2006). 

Metode ini memiliki keunggulan seperti langkah-langkah yang dilakukan lebih 

sederhana dan waktu pengerjaan yang tidak lebih dari 2 jam. Waktu pengerjaan metode 

ini lebih cepat dari metode filter based kit karena metode ini tidak melibatkan proses 

penghilangan komponen bakteri dan pemurnian DNA bakteri.  

Penghilangan proses isolasi DNA pada metode heat treatment menyebabkan 

efektifitas dan hasil dari metode heat treatment untuk isolasi DNA bakteri belum 

diketahui (Siwicki et al, 2006). Jumlah bakteri yang direkomendasikan dan batas 

terkecil metode heat treatment juga belum diketahui. Metode isolasi DNA yang 

digunakan harus dapat mendeteksi bakteri dengan jumlah 101-105 CFU/ml sebagai 

syarat minimum dari diagnosis dini sepsis. Maka penelitian ini perlu diakukan untuk 

mengetahui metode diagnostik yang lebih efektif dan efisien secara klinis serta 

bermanfaat untuk proses diagnostik awal pada kasus infeksi bakteri.  

 

 

 



 

1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Bagaimana perbandingan isolasi DNA bakteri escherichia coli dengan metode 

heat treatment dan filter based kit berdasarkan nilai limit of detection dan limit 

of quantification? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Mengetahui perbandingan isolasi DNA bakteri escherichia coli dengan 

metode heat treatment dan filter based kit berdasarkan nilai limit of detection 

dan limit of quantification. 

. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Teoritis 

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai landasan ilmiah tentang 

pengaruh metode isolasi terhadap keberhasilan perolehan DNA bakteri E. coli. 

1.4.2 Manfaat Praktis 

Mengetahui efektifitas dari metode heat treatment dalam isolasi DNA bakteri 

Gram negatif untuk diagnosis berbasis DNA. 

 

 

 



BAB VII 

PENUTUP 
 

 

7.1 Kesimpulan 

 

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa: 

1. Limit of detection yield metode heat treatment adalah 2.39 ng/µl yang 

didapatkan pada konsentrasi bakteri minimum 1000 CFU/ml dan limit of 

detection yield metode filter based kit adalah 4.06 ng/µl yang didapatkan pada 

konsentrasi bakteri minimum 10 CFU/ml.  

2. Limit of quantification yield metode heat treatment adalah 6.43 ng/µl dan limit 

of quantification yield metode filter based kit adalah 8.10 ng/µl. Konsentrasi 

yield metode heat treatment dan metode filter based kit tidak ada yang 

mencapai limit of quantification. 

3. Metode filter based kit memiliki yield yang lebih tinggi pada setiap konsentrasi 

dari metode heat treatment. Sedangkan untuk kemurnian, metode filter based 

kit dan heat treatment tidak memiliki hasil baik. 

7.2 Saran 

 

Berdasarkan kelemahan yang ditemukan dalam penelitian, maka perbaikan dari 

kelemahan penelitian adalah sebagai berikut: 

1. Memastikan ketepatan jumlah reagen dari setiap langkah-langkah metode 

isolasi DNA. 

2. Memastikan higienitas dari alat-alat yang digunakan. 



3. Memodifikasi metode heat treatmetnt dengan menambahkan proses 

penghilangan komponen sel dan presipitasi DNA. 

4. Hasil tersebut mendorong peneliti untuk menyarankan penelitian lebih lanjut 

mengenai perbandingan uji isolasi DNA. Penelitian lanjut menggunakan 

modifikasi heat treatment atau meggunakan media darah bertujuan untuk 

mengetahui efektifitas metode isolasi DNA pada darah yang memiliki 

kandungan yang beragam. 
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