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ABSTRAK

Pendahuluan: Penegakan diagnosis sepsis yang disebabkan oleh bakteri Escherichia coli membutuhkan waktu yang
cepat dan hasil yang akurat untuk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas metode diagnosisnya. Polymerase Chain
Reaction (PCR) adalah metode diagnosis yang cepat dan sensitif yang dapat digunakan dan memerlukan metode ekstraksi
DNA. Metode ekstraksi DNA Filter Based Kit yang sering digunakan bersifat single use dan memerlukan biaya yang
mahal. Alkaline Lysis adalah penyederhanaan metode ekstraksi DNA, namun metode ini belum diketahui dapat
menghasilkan kuantitas dan kualitas ekstrak DNA yang lebih tinggi dan lebih baik daripada Filter Based Kit. Penelitian
ini akan membandingkan hasil ekstraksi DNA dari metode ekstraksi DNA Filter Based Kit (FBK) dengan Alkaline Lysis
(AL) berdasarkan kuantitas DNA (yield) dan kualitas DNA (purity).

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vitro dengan membandingkan hasil ekstraksi DNA
menggunakan metode FBK dengan AL pada konsentrasi E. coli sebesar 108 dan 10'> CFU/mI dan dengan kontrol Normal
Saline tanpa bakteri. Pengukuran kuantitas dan kualitas dilakukan menggunakan Spektrofotometer NanoDrop pada A=260
nm dan 280 nm. Analisa data statistik dilakukan menggunakan metode uji ANOVA dan uji post hoc dengan LSD.
Hasil: Hasil kuantitas DNA di konsentrasi 10*> CFU/ml pada metode FBK adalah 57,60 + 21,96 pg/ml, sedangkan pada
metode AL sebesar 18,40 * 1,14 pug/ml. Pada konsentrasi 102 CFU/ml, hasil kemurnian DNA dari kedua metode memiliki
nilai rasio absorbansi 1,6-2,0. Hasil kuantitas DNA pada 108 CFU/ml metode FBK adalah 19,40 + 1,67 pg/ml sedangkan
pada AL sebesar 7,40 + 1,52 pg/ml, namun hasil kemurnian DNA pada metode AL didapatkan >2,0 dan pada FBK sebesar
1,9. Pada kontrol, kuantitas DNA yang didapatkan <0,2 pg/ml dengan kemurnian DNA yang tidak terdeteksi.
Kesimpulan: Metode FBK menghasilkan DNA dengan kuantitas dan kualitas yang lebih baik daripada AL.
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ABSTRACT

Introduction: Diagnosis of sepsis caused by Escherichia coli has to be done quickly and accurately to increase the
sensitivity and specificity of diagnostic method. Polymerase Chain Reaction (PCR) is a rapid and sensitive diagnostic
method that can be used and requires a DNA extraction method. Filter-based kit (FBK) DNA extraction method that is
commonly used but it is a single use and quite expensive. Alkaline lysis (AL) is a simplification of the DNA extraction
method, but this is not yet known to produce higher quantity and better quality of DNA extract compared to FBK. This
study will compare the results of DNA extraction from FBK extraction method with AL based on the quantity of DNA
(yield) and the quality of DNA (purity).

Method: This research was an in vitro study that compared the products of DNA extraction using FBK and AL methods
at two different concentrations of E. coli (108 and 10 CFU/mI). Each group was compared with control, normal saline
without bacteria. We measured the quantity and quality using NanoDrop Spectrophotometer at A=260 nm and 280 nm.
The data was analyzed using ANOVA and continued with LSD post hoc test. It considered significant if p less than 0.05.
Results: The quantity of DNA at concentration of 10'> CFU/ml in the FBK method was 57.60 + 21.96 pg/ml, while in
the AL method it was 18.40 + 1.14 pg/ml. At concentration of 102 CFU/ml, the results of DNA purity from both methods
had an absorbance ratio of 1.6-2.0. The results of the quantity of DNA at 108 CFU/ml FBK method was 19.40 + 1.67
pg/ml while in AL it was 7.40 £ 1.52 pg/ml, but the results of DNA purity in the AL method was more than 2.0 (pure
DNA value was at 1.6-2.0) and in FBK method was at 1.9. The quantity of DNA in control group was less than 0.2 pg/ml
with undetectable DNA purity.



Conclusion: The FBK produced DNA with better quantity and quality than AL method.
Keywords: DNA extraction, filter-based kit, alkaline lysis, Escherichia coli
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PENDAHULUAN

Bakteri E. coli dapat ditemukan pada tubuh manusia
sebagai normal flora namun E. coli juga dapat
menyebabkan kejadian infeksi saluran kemih yang cukup
tinggi di Indonesia yaitu 180.000 kasus setiap tahun=3,
Infeksi saluran kemih juga dapat menyebabkan sepsis
yang menjadi penyebab 30% kematian pasien di rumah
sakit setiap tahun*®. Tingkat urgensi sepsis yang tinggi
ini membutuhkan penegakan diagnosis dengan waktu
yang cepat dan akurat, namun sensitivitas dan spesifisitas
metode diagnosis sepsis saat ini masih rendah®”.

Metode diagnosis infeksi saat ini menggunakan
kultur bakteri, pewarnaan gram serta uji biokimiawi
seringkali lebih sulit dan membutuhkan waktu yang lama
jika dibandingkan dengan teknik molekuler®-1. Saat ini
penggunaan teknik molekuler didasarkan pada teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR) yang mampu
mendeteksi patogen mikroba spesimen klinis dengan
cepat dan sensitif!>!2, Oleh karena itu, ekstraksi DNA
merupakan langkah penting dalam akurasi penggunaan
PCR untuk menghasilkan DNA yang murni dan
berkuantitas tinggi®®.

Metode standar yang digunakan untuk mengekstraksi
DNA saat ini yaitu kit komersial berbasis filter/FBK
yang memiliki kemudahan dalam penggunaannya serta
hasil perolehan konsentrasi DNA dan kemurnian yang
tinggi'*>. Namun, kolom spin komersial hanya dapat
digunakan sekali (single use), bahan yang digunakan
sulit didapatkan dan biaya yang dibutuhkan sangat
mahal®®.  Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengembangkan metode ekstraksi DNA yang sederhana
yaitu metode AL. Pada metode AL, ekstraksi DNA
dilakukan dengan menggunakan basa sederhana®®.

Penelitian ini akan membandingkan kualitas dan
kuantitas ekstraksi DNA bakteri E. coli menggunakan
metode ekstraksi DNA FBK dengan metode sederhana
yaitu AL. Konsentrasi yang digunakan untuk deteksi
bakteri E. coli yaitu 108 dan 102 CFU/ml yang digunakan
pada uji diagnostik klinis sepsis'’*8. Hasil ekstraksi DNA
yang didapatkan akan didasarkan pada nilai kemurnian
sebagai parameter kualitas DNA dan nilai yield sebagai
parameter kuantitas DNA?,

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
secara in vitro yang dilakukan di Laboratorium Pusat

Riset Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang pada bulan Mei-Juni 2021.

Inokulasi Bakteri

Bakteri Escherichia coli kami dapatkan dari media
padat dari Laboratorium Pusat Riset Kedokteran
UNISMA. Bakteri E. coli ditumbuhkan langsung pada
cawan petri berisi Eosin Methylene Blue Agar Merck
Millipore® yang komposisinya terdiri dari peptones 10
gr/L, di-potassium hydrogen phosphate 2 gr/L, lactose 5
gr/L, sucrose 5 gr/L, eosin Y, yellowish 0,4 gr/L,
methylene blue 0,07 gr/L dan agar 13,5 gr/L.

Kuantifikasi Bakteri

Bakteri Escherichia coli pada EMBA diambil
menggunakan oshe lalu diencerkan menggunakan
Lactose Broth Merck Millipore® (komposisi: peptone 5
gr/L, meat (beef) extract 3 gr/L, lactose 5 gr/L).
Selanjutnya di-vortex hingga menjadi suspensi. Setelah
itu, suspensi bakteri dihitung menggunakan metode
Total Plate Count dengan cara mengambil 1 ml suspensi
kemudian diencerkan dengan 9 ml Lactose Broth
sehingga konsentrasinya menjadi 10, Ulangi langkah
ini hingga konsentrasi menjadi 102, Selanjutnya dari
masing-masing konsentrasi diambil 100 ul dan
ditumbuhkan pada cawan petri berisi Nutrient Agar
Merck Millipore® (komposisi: agar 15gr/L, meat
extract 1 gr/L, peptone 5 gr/L, sodium chloride 5 gr/L,
yeast extract 2 gr/L) dengan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C lalu hitung total koloninya. Koloni dapat
dihitung apabila berjumlah 30-300 koloni??,

Persiapan Sampel Bakteri

Suspensi bakteri Escherichia coli yang telah dihitung
dengan metode TPC diambil sebanyak 1 ml dan
diencerkan dengan 9 ml Normal Saline. Ulangi
pengenceran ini hingga didapatkan konsentrasi sebesar
102 CFU/ml, 10® CFU/ml, dan kontrol (hanya
menggunakan 10 ml Normal Saline).

Ekstraksi DNA menggunakan Metode Filter Based
Kit

Sampel bakteri Escherichia coli sebanyak 1 ml
disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1
menit kemudian ditambahkan 150 pl Wizard® SV Lysis
Buffer ke dalam tabung dan dicampur menggunakan
pipet. Lysate yang terbentuk dipindahkan ke Wizard® SV
Minicolumn Assembly dan disentrifugasi 13.000 x ¢
selama 3 menit. Setelah itu, minicolumn dilepas dari
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Assembly untuk membuang cairan yang terbentuk di
Collection Tube kemudian minicolumn dipasang kembali
ke Collection Tube. Pada assembly ditambahkan 650 pl
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. Setelah
membuang cairan pada Collection Tube, minicolumn
dipasang kembali dan disentrifugasi 13.000 x g selama 2
menit untuk mengeringkan matrix. Wizard® SV
Minicolumn dipindah ke microtube 1,5 ml yang baru
kemudian ditambahkan 250 pl 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 250 pl. Terakhir, minicolumn dilepas dari
microtube??.

Ekstraksi DNA menggunakan Metode Alkaline Lysis

Sampel bakteri Escherichia coli sebanyak 1 ml
dipindahkan ke dalam microtube dan disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit.
Supernatan yang dihasilkan dibuang, kemudian
disentrifugasi kembali hingga didapatkan pellet yang
kering. Pellet ditambahkan 150 pl resuspension buffer
(50 mM glukosa, 25 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA
pH 8, de-ion water) kemudian di-vortex. Selanjutnya
ditambahkan 200 pl lysis solution (0,2 N NaOH, 1%
SDS, de-ion water) lalu dikocok 6 Kkali sampai
tercampur. Kemudian ditambahkan 300 pl neutralization
solution (5 M potassium acetate, glacial acetic acid, de-
ion water) lalu dikocok 6 kali. Setelah itu, disentrifugasi
pada 14.000 rpm selama 5 menit kemudian supernatant
diambil dan dipindahkan ke microtube baru sebanyak
300 ul. Lalu ditambahkan 300 pl isopropanol dan
dikocok 2 kali. Selanjutnya diinkubasi pada -20°C
selama 30 menit dan disentrifugasi 14.000 rpm selama 5
menit. Kemudian supernatant dibuang dan ditambahkan
600 pl ethanol 70% lalu disentrifugasi 14.000 rpm
selama 5 menit. Supernatant dibuang dan pellet
dikeringkan dengan oven selama 30 menit dan dilarutkan
dalam 50 pl TE?%,

Pengukuran Kuantitas dan Kemurnian

DNA yang dihasilkan dari masing-masing metode
ekstraksi FBK dan AL diukur menggunakan
spektrofotometer NanoDrop pada panjang gelombang
260 nm dan 280 nm'*?, Perhitungan hasil kuantitas
DNA didasarkan pada rumus (konsentrasi DNA x total
volume sampel), sedangkan hasil kemurnian DNA
berkualitas baik apabila nilai absorbansinya berambang
1,6-2,013%,

Analisa Statistik

Hasil penelitian akan ditampilkan dalam bentuk data
kuantitatif dan analisa data menggunakan metode uji
One Way Analysis of Varians (ANOVA) dengan
membandingkan setiap konsentrasi dari hasil penelitian.
Hasil signifikan apabila p < 0,05 dan dilanjutkan poc host
test yaitu uji Least Significance Different (LSD) untuk
mengetahui adanya perbedaan antar perlakuan. Analisa
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statistik dilakukan dengan program Statistical Product
and Service Solutions (SPSS) version 22.0.

HASIL DAN ANALISA DATA

Hasil Kuantifikasi Bakteri

Hasil kuantifikasi bakteri E. coli menggunakan
metode Total Plate Count (TPC) yang dilakukan dengan
menumbuhkan masing-masing pengenceran 10! sampai
dengan 102 pada cawan petri berisi Nutrient Agar.
Koloni yang terbentuk selama 24 jam kemudian dihitung
menggunakan colony counter. Pada pengenceran 100
didapatkan jumlah bakteri 2,44 x 10'2. Perhitungan ini
kemudian  dilanjutkan  secara indirect dengan
menggunakan Spektrofotometer Epoch pada A=600 nm.
Hasil absorbansi pada pengenceran 10° diperoleh
sebesar 0,073 nm. Perhitungan spektrofotometri ini
dilakukan untuk mengonfirmasi stok bakteri apabila
dilakukan penambahan stok atau pengulangan TPC.

Hasil Perbandingan Kuantitas DNA antara Filter
Based Kit dengan Alkaline Lysis

Hasil kuantitas metode FBK dan AL dapat dilihat
pada Tabel 1 sedangkan perbandingan hasil kuantitas
kedua metode tersebut digambarkan pada Gambar 1.

Tabel 1. Hasil Kuantitas DNA Metode FBK dan AL
pada E. coli

Kuantitas (ug/ml)

Konsentrasi

(CFU/mI) F'”e[(ﬁased Alkaline Lysis
Kontrol 0 0,20 £ 0,45
108 19,40 + 1,672 7,40 £1,52¢
10%2 57,60 £ 21,06° 18,40 + 1,14¢

Keterangan: Data kuantitas dinyatakan dalam rata-rata + SD;
a=berbeda signifikan terhadap b, c, d; b=berbeda signifikan
terhadap a, c, d; c=berbeda siginifikan terhadap a, b, d;
d=berbeda signifikan terhadap a, b, ¢

Hasil kuantitas tertinggi metode FBK dan AL
didapatkan pada konsentrasi yang sama yaitu 10%?
CFU/mI. Namun, pada Gambar 1 kuantitas metode FBK
lebih tinggi dari kuantitas metode AL. Uji statistik
perbandingan metode FBK dan AL berbeda signifikan (p
0,00) pada antar metode. Uji post hoc LSD menunjukkan
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Gambar 1. Perbandingan Kuantitas Metode FBK
dan AL
Keterangan: Data kuantitas dinyatakan dalam rata-rata + SD;

Perbedaan notasi huruf menunjukkan berbeda signifikan



berbeda signifikan (p<0,05) antara metode FBK dengan
AL.

Uji statistik yang dilakukan pada metode FBK dan
AL juga berbeda signifikan (p 0,00) antara masing-
masing konsentrasi. Uji post hoc LSD pada konsentrasi
108 CFU/mI berbeda signifikan (p<0,05) terhadap 10'2
CFU/ml. Pada konsentrasi 102 CFU/ml berbeda
signifikan (p<0,05) terhadap 108 CFU/m.

Hasil Perbandingan Kualitas DNA antara Filter
Based Kit dengan Alkaline Lysis

Hasil kemurnian metode FBK dan AL dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Kemurnian DNA Metode FBK dan
AL pada E. coli

Kemurnian (Azso/Azso)

Konsentrasi -
(CFU/mI) F|IterKiE:ased Alkaline Lysis
Kontrol 0 n.d.
108 1,91+£0,16 2,22 +0,22
10%? 1,85+0,15 1,92 + 0,08

Keterangan: Data kemurnian dinyatakan dalam rata-rata +
SD; n.d. = not detected

Nilai kemurnian metode FBK pada kontrol
didapatkan hasil 0, pada konsentrasi 108 CFU/mI dan
102 CFU/ml masing-masing didapatkan rata-rata
kemurnian 1,91 dan 1,85. Sedangkan pada metode AL
nilai kemurnian tidak dapat terdeteksi pada kontrol,
namun dapat terdeteksi pada konsentrasi 108 CFU/mI
dan 10 CFU/ml dengan rata-rata 2,22 dan 1,92. Nilai
kemurnian dikatakan baik apabila berambang pada 1,6-
2,0, maka hasil kemurnian metode AL pada kontrol dan
108 CFU/ml kurang baik.

PEMBAHASAN

Kuantifikasi Bakteri

Kuantifikasi bakteri E. coli pada penelitian ini
dilakukan dengan menggunakan metode Total Plate
Count (TPC). Perhitungan dengan metode TPC ini
bertujuan untuk mengetahui jumlah bakteri yang viable
dalam stok dengan menghitung jumlah koloni bakteri
yang ditumbuhkan dalam media agar??®. Koloni yang
tumbuh pada media agar dapat dilihat langsung (direct)
dengan mata telanjang tanpa menggunakan mikroskop
sehingga pada proses perhitungannya menggunakan
colony counter?!. Kelebihan dari direct counting ini
hanya dapat menghitung bakteri yang viable/hidup yang
memang dibutuhkan untuk keperluan diagnosis?’2,
Metode perhitungan TPC ini diawali dengan melakukan
pengenceran bertingkat untuk memperkecil jumlah
bakteri yang terdapat dalam stok sehingga jumlah koloni
sesuai dengan standar perhitungan analisis TPC yaitu 30-
300 CFU/mI?*?%, Prinsip kerja pengenceran bertingkat
ini yaitu menghomogenkan sampel dengan kelipatan 10
menggunakan perbandingan 1:9 untuk sampel dan
pengenceran  selanjutnya  sehingga  pengenceran
berikutnya mengandung 1/10 sel bakteri dari
pengenceran sebelumnya?-?’. Pada penelitian ini jumlah
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koloni yang sesuai dengan standar perhitungan analisis
TPC ditemukan pada faktor pengenceran 10°° yang
berjumlah 244 CFU/ml.

Pengaruh Jumlah Sel terhadap Kuantitas dan
Kualitas Ekstraksi DNA

Jumlah sel yang disarankan pada penggunaan FBK
(Wizard® SV Genomic DNA Purification System)
adalah sebesar 1 x 10* CFU/ml hingga 5 x 10 CFU/mI?,
Sedangkan infective dose E. coli yaitu diatas 108
CFU/mI®, Pada kasus sepsis konsentrasinya mencapai
108 sampai 10*2 CFU/mIY". Jumlah sel yang digunakan
pada penelitian ini adalah 10® dan 10> CFU/mI dengan
menggunakan kontrol tanpa bakteri (0 CFU/mI). Pada
hasil penelitian didapatkan hasil kuantitas DNA tertinggi
pada konsentrasi 102 CFU/ml kemudian hasil
kuantitasnya menurun pada konsentrasi 108 CFU/ml
pada kedua metode. Hal tersebut dikarenakan kuantitas
hasil ekstraksi DNA dapat dipengaruhi oleh jumlah sel
pada sampel®:. Dalam hal ini, semakin tinggi
konsentrasi/jumlah sel maka semakin tinggi DNA yang
dapat diekstraksi.

Hasil kemurnian DNA kedua metode tersebut pada
konsentrasi 102 CFU/ml lebih murni daripada
konsentrasi 108 CFU/ml. Hal ini dimungkinkan oleh
faktor proses fiksasi antara sel-sel dengan buffer yang
digunakan pada metode ekstraksi DNA®. Secara
kualitatif, buffer tersebut harus dapat mempertahankan
kualitas DNA saat proses ekstraksi DNA., Namun,
apabila semakin sedikit jumlah sel kemungkinan akan
terjadi sedikit proses fiksasi sehingga kontaminan
terhadap buffer semakin tinggi dan hasil kemurnian
DNA menjadi kurang baik pada jumlah sel yang rendah.
Akan tetapi, faktor utama yang paling berpengaruh
terhadap kemurnian DNA adalah jenis bahan kimia yang
digunakan pada metode ekstraksi DNA, konsentrasi
bahan kimia serta teknik perlakuan pada metode
ekstraksi®®3*, Sehingga jumlah sel tidak berpengaruh
signifikan terhadap kualitas hasil ekstraksi DNA.

Pengaruh Metode Ekstraksi DNA Filter Based Kit
dan Alkaline Lysis terhadap Kuantitas dan Kualitas
DNA

Parameter keberhasilan metode ekstraksi DNA
didasarkan pada hasil kuantitas dan kualitas DNA yang
baik®®. Kuantitas DNA dapat dikatakan baik apabila
jumlah DNA tersebut cukup untuk digunakan dalam
tahapan selanjutnya atau uji lanjutan®. Pada penelitian
ini hasil ekstraksi DNA dilakukan untuk uji lanjutan PCR
yang membutuhkan kuantitas DNA sebesar 20 pg/mi.
Maka, berdasarkan hasil penelitian ini metode FBK
dapat menghasilkan kuantitas DNA yang baik sedangkan
AL tidak mampu menghasilkan kuantitas DNA yang
baik.

Ekstraksi DNA dengan metode FBK atau kit
komersial berbasis filter merupakan ekstraksi DNA yang
menggunakan alat komersial berbasis kolom spin dan
pelat filter serta sistem silika paramagnetik otomatis®”-%,
Rata-rata kuantitas yang dihasilkan pada metode FBK
tinggi yaitu sebesar 19,40 pg/ml dan 57,60 pg/ml pada
konsentrasi 108 CFU/ml dan 10> CFU/ml. Hal ini
dipengaruhi oleh adanya mekanisme ikatan antara



partikel silika pada pelat filter yang bermuatan positif
dengan DNA yang bermuatan negatif selama proses
sentrifugasi®’*°. Partikel silika terikat dengan DNA
melalui interaksi pengikatan hidrogen dengan matriks
hidrofilik silika yang mengandung chaotrophic salts*®4L,
Garam chaotropic ini dapat menghancurkan sel dan
menonaktifkan nuklease kemudian memungkinkan
silika mengikat DNA3®®. Maka dari proses tersebut
metode FBK dapat menghasilkan kuantitas DNA yang
tinggi®®.

Pada metode AL, proses ekstraksi DNA dilakukan
dengan cara melisiskan sel menggunakan basa
sederhana®®. Pelisisan ini didasarkan pada komponen
utama ion OH" yang dapat memutuskan ikatan ester asam
lemak dan gliserol sehingga membran sel dapat
ditembus*?. Pada metode ini didapatkan rata-rata hasil
kuantitas sebesar 0,20 pg/ml pada kontrol, 7,40 pg/ml
pada 108 CFU/mlI, 18,40 pg/ml pada 10> CFU/ml yang
kuantitasnya lebih rendah dibandingkan metode FBK.
Berbeda dengan metode FBK yang menggunakan pelat
filter berisi partikel silika yang mampu mengikat DNA
dengan baik, metode AL tidak terdapat partikel silika
yang dapat menahan DNA. Rendahnya hasil kuantitas
DNA pada metode AL juga dapat disebabkan adanya
tahapan pengocokan DNA terlalu kuat sehingga terjadi
proses penggerusan yang dapat merusak DNA dan dapat
menghilangkan sebagian besar DNA®. Hal ini
menjadikan hasil kuantitas metode AL menjadi lebih
rendah dibandingkan metode FBK.

Hasil kemurnian DNA pada kedua metode dikatakan
baik apabila dalam rentang 1,6-2,0?. Pada penelitian ini
didapatkan bahwa hasil kemurnian metode FBK sama
dengan metode AL pada konsentrasi 10 CFU/m,
namun pada konsentrasi 108 CFU/ml kemurnian FBK
lebih baik daripada AL. Metode FBK dapat
menghasilkan  kualitas DNA yang murni pada
konsentrasi 10® dan 10 CFU/ml disebabkan oleh
pengikatan partikel silika pada pelat filter yang mengikat
DNA dengan erat serta larutan buffer yang terdapat pada
kit akan menghilangkan semua kontaminan melewati
membran filter selama proses ekstraksi*. Larutan buffer
tersebut dapat menghilangkan protein, lipopolisakarida
dan RNA untuk meningkatkan kemurnian dengan tetap
menjaga DNA terikat pada silika®. Proses-proses ini
dapat memudahkan pengikatan, pencucian dan elusi
DNA sehingga didapatkan kualitas DNA yang murni>4s,

Pada metode AL, hasil kemurnian memiliki rentang
1,6-2,0 pada konsentrasi 102 CFU/ml namun pada
konsentrasi yang lebih rendah 108 CFU/ml serta kontrol
kemurniannya menjadi tidak terdeteksi dan melebihi 2,0
yang berarti DNA terkontaminasi oleh RNA%, Hal ini
dikarenakan selama lisis basa terbentuk endapan yang
mengandung protein denaturasi dan asam nukleat seperti
RNA*, Setelah dilakukan proses sentrifugasi, DNA dan
RNA akan tercampur dan berada dipermukaan
sedangkan komponen seluler akan mengendap sehingga
perlu keterampilan agar hanya ekstrak DNA yang dapat
terambil*’. Pada tahapan pengeringan DNA yang tidak
maksimal saat proses purifikasi juga dapat menurunkan
nilai kemurnian DNA sehingga larutan purifikasi seperti
alkohol/etanol dapat mengganggu hasil pembacaan
spektrofotometer. Pada penelitian yang dilakukan oleh
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Yahya (2017) metode AL dapat dimodifikasi dengan
penambahan perlakuan panas, perlakuan fisik (panas)
yang diberikan ternyata dapat meningkatkan efisiensi
pemaparan molekul lipid ke larutan alkali sehingga dapat
menghilangkan kontaminan ekstrak DNA4 Namun,
pada metode AL penelitian ini tidak terdapat tahapan
perlakuan panas tersebut. Sehingga penelitian lanjutan
dengan modifikasi pemanasan pada metode AL,
khususnya untuk ekstraksi DNA dapat dilakukan.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil analisa statistik dan studi literatur

dapat disimpulkan bahwa:

1. Kuantitas ekstrak DNA  Escherichia coli
menggunakan FBK lebih tinggi dibandingkan
metode AL.

2. Kaualitas ekstrak DNA Escherichia coli murni pada
FBK di semua konsentrasi dan AL hanya pada
konsentrasi 10?2 CFU/ml yang memiliki nilai
kemurnian dalam rentang 1,6-2,0. Sedangkan pada
AL konsentrasi 108 CFU/mI nilai kemurnian lebih
dari 2,0.

SARAN
Adapun beberapa saran untuk meningkatkan

penelitian ini di masa mendatang yaitu:

1. Melakukan penelitian lanjutan dengan menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk
menilai keberhasilan metode ekstraksi DNA secara

aplikatif.
2. Melakukan modifikasi metode AL dengan
menggunakan  langkah-langkah  yang  dapat

meminimalkan terjadinya kerusakan DNA dan
memaksimalkan kemurnian DNA.

3. Menggunakan konsentrasi minimal 102 CFU/ml

pada metode ekstraksi DNA AL.
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