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KEPUTUSAN KEPALA BADAN LITBANGKES
NOMOR : HK.03.05/1/323/2012
TANGGAL : 12 JANUARI 2012

PEMBENTUKAN TiM PELAKSANA RISET PEMBINAAN BADAN LITBANGKES TAHUN 2012

No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana | Jabatan Tim
1 Pengembangan Formuia Ekstraksi DNA M. - Pusat Biomedis dan Penyakit Kindi Adam, S.Si Ketua Pelaksana
tuberculosis Menggunakan Teknik Guanidine Teknologi Dasar Menular =
Thiosianat Termodifikasi Kesehatan
Yuni Rukminiati, M.Biomed
Rosa Adelina, Apt
a Novi Amalia
2 Modulasi Ekspresi Protein Antiproliferasi dan Pusat Biomedis dan Penyakit Tidak Rosa Adelina, S.Farm, Apt | Ketua Pelaksana
Proapoptosis Ekstrak Daun Sirsak (Annoa Teknologi Dasar Menular
miricata L..) terhadap Tikus Terinduksi 7,12- Kesehatan drh. Putri Reno Intan Peneliti
Dimetil Benz{a]Antazena (DMBA) Intan Sari Oktoberina Teknisi
3 Pola Diare dan Terapinya pada Pasien Balita di | Pusat Teknologi Terapan Penyakit dr. Armaji Kamaludi Syarif Ketua Pelaksana
Rumah Sakit Penyakit infeksi Sulianti Saroso Kesehatandan Menular Syachroni, S.Si Peneliti
dan Puskesmas Bantar Gebang Bekasi Epidemiologi Kiinik Aniska Novita Sari, S.Si Peneliti
4 Hubungan Krakteristik Penderita Human Pusat Teknologi Terapan Penyakit dr. Heni Kismayawati Ketua Pelaksana
Immunodeficiency Virus/ Aqquired Immune Kesehatan dan Menuiar Aris yulianto, S.Si Peneliti
Defiency Syndrome {(HIV) Dewasa dengan Epicemiologi Klinik Arga Yudhistira, S Sos Peneliti
Lama Waktu Perawatan di RSPI Sulianti Saroso
5 Studi Pelaksanaan Pemberian Profilaksis Pusat Teknologi Terapan | Kesehatan Ibu dr. Retna Mustika Indah Ketua Pelaksana
Tuberkulosis pada Anak di Puskesmas Wilayah | Kesehatan dan Dan Anak dr. Dona Arlinda Peneliti
DKi Jakarta dan Bekasi Epidemiologi Klinik = - . =
Peneliti
J_dr Armaji Kamaludi Syarif N




Kualitas Sperma Tikus Sprague Warley

Penyakit

No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana a ‘ Jabatan Tim
6 Studi Pelaksanaan Skrining Kanker Serviks Pusat Teknologi Terapan | Kesehatan Ibu dr. Cicih Opitasari \ Ketua Pelaksana
dengan Metode Inspeksi Visual Asetat (IVA) Kesehatan dan Dan Anak Agus Dwi Harso, S.Si | Peneliti
pada Puskesmas Pilot Project Skrining Kankes | Epidemiologi Klinik Sundari Wirasmi, S.Si Peneliti
Serviks
7 Penatalaksanaan Diabetes Melitus Tipe 2 di Pusat Teknologi Terapan | Penyakit Tidak | dr. Dona Arlinda* Ketua Pelaksana
Puskesmas Abadi Jaya dan Depok Jaya Kesehatan dan Menutar Qurrotul Ainin Meta Puspita, | Peneliti
Epidemiologi Klinik S.TP
Anggita Bunga Anggraini, Peneliti
S.Farm, Apt
8 Akses dan Pemanfaatan Jaminan Persalinan Pusat Teknologi Kesehatan Ibu Suparmi, SKM, MKM Ketua Pelaksana
(Jampersal} di Kabupaten Pandeglang Intervensi Kesehatan Dan Anak Rofingatul Mubasyiroh, Peneliti
Masyarakat SKM
dr. Dew: Kristanti Peneliti
9 Analisis Faktor Keberhasilan dan Kegagalan Pusat Teknologi Kesehatan Ibu Anissa Rizkianti, SKM Ketua Pelaksana
Praktik Pemberian ASI Eksklusif pada Pekerja Intervensi Kesehatan Dan Anak dr. lka Saptarini Peneliti
Buruh Industri Tekstil di Jakarta Tahun 2012 Masyarakat Novianti, S.Sos Peneliti
10 | Hubungan Status Gizi dengan Prestasi Belajar Pusat Teknologt Kesehatan Ibu Prisca Petty Arfines, S.Gz Ketua Pelaksana
Anak Sekolah Dasar di Daerah Kumuh (Slum Intervensi Kesehatan Dan Anak Fithia Dyah Puspitasari | Peneliti
Area) Kotamadya Jakarta Pusat Masyarakat Indri Yunita Suryaputri Peneliti
Asep Hermawan, S.Kep Teknisi
11 | Hubungan Rokok terhadap Intelegensia Siswa Pusat Teknologi Kesehatan Enung Khotimah, SKM Ketua Pelaksana
SMU X di Kabupaten Bogor Intervensi Kesehatan Lingkungan Rosita, SKM Peneliti
Masyarakat Eva Laelasari, S.Si Peneliti
12 | Pengaruh Pemberian Chemosterilan Alami Balai Besar Litbang Kesehatan Esti Rahardianingtyas, S.Si | Ketua Pelaksana
(Solanum nigrum L) terhadap Jumlah dan Vektor dan Reservoir Lingkungan Arum Sih Joharina, S.Si Peneliti

drh. Tika Fiona Sari

Peneliti

Muhidin, SKM

Teknisi




No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim
13 | identifikasi Serotipe Virus Dengue pada Nyamuk | Balai Besar Litbang Kesehatan drh. Tika Fiona Sari Ketua Pelaksana
Ae. aegypti dan Ae. albopictus di Kota Salatiga | Vektor dan Reservoir Lingkungan Arum Sih Joharina, S.Si Peneliti
dengan Metode RT-PCR Penyakit Yusnita Mirna Anggraeni, Peneliti
S.Si
14 | Aplikasi Teknik Serangga Mandul (TSM) dalam | Balai Besar Litbang Kesehatan Riyani Setiyaningsih, S_Si Ketua Pelaksana
Upaya Pengendalian Populasi Vektor Demam Vektor dan Reservoir Lingkungan Siti Alfiah, SKM Penelit:
Berdarah Dengue Aedes aegyp!i di Daerah Penyakit Maria Agustini, SKM Peneliti
Endemis Salatiga Nofika Indriyati, AMKL Teknisi T
15 | Pengaruh Pemberian Ramuan Tanaman Obat Balai Besar Litbang Penyakit Tidak | Ika Yanti Marfuatush Ketua Pelaksana
Meniran, Echinacea, Temutawak dan Kunyit Tanaman Obatdan Obat | Menular Sholikhah, M.Sc
terhadap Aktivitas Immunomodulator Mencit Tradisional Nuning Rahmawati, M. Sc., | Peneliti
Apt
Fitriana, S_.Farm Teknisi
16 | Analisis Produksi dan Pemasaran Pegagan, Balai Besar Litbang Penyakit Tidak | Nurui Husniyati Listyana, Ketua Pelaksana
Tempuyung dan Seledri di Tingkat Petani dan Tanaman Obat dan Obat | Menular SP
BBPPTOOT Tawangmangu Tradisional Tri Widayat, M.Si Penediti
Rahma Widyastuti, SP Peneliti
17 | Pengaruh Perasan Buah Ciplukan (Physalis Balai Penelitian Penyakit Tidak | Affien Susbiantonny, Ketua Pelaksana
angulfata L) terhadap Kadar TSH dan FT4 Gangguan Akibat Menular S.Farm
Mencit Galur Swiss Kekurangan lodium Sri Nuryani Wahyuningrum, | Peneliti o
S.Si
Catur Wijayanti, Amd Teknist
18 |Pendekatan Positive Deviance untuk Balai Penelitian Penyakit Tidak | Noviyanti Liana Dewi, SKM | Ketua Pelaksana

Penanggulangan Gangguan Akibat Kekurangan
lodium di Daerah Endemik, Kabupaten Blitar,
Jawa Timur

Gangguan Akibat
Kekurangan lodium

Menular

Marizka Khairunissa, S.Ant

Penelit

Palupi Dyah Ayuni, Amd

Peneliti




No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim
19 | Evaluasi Tatalaksana Penderita Hipertiroid di Baiai Penelitian PenyakifTidak dr. Taufiq Hidayat Ketua Pelaksana
Klinik BP2GAKI Magelang Gangguan Akibat Menular Alfien Susbiantonny, Peneliti
Kekurangan lodium S.Farm
Roly Anis Siregar, Teknisi
Amd.TEM
20 : ) o , i ) ) Kesehatan Windartt Fauziah, S.Si Ketua Pelaksana
Bioekologi Vektor Malaria di Kabupaten Sarmi Balai Litbang Biomedis . —_———— ————— -
Pravins]iPapua Papiia Lingkungan Tri Nu.ry Kradanung&h, S.Si Pene?ltf
Irawati Wike, AMAK Teknisi
21 | Gambaran Infeksi Opurtunistik pada Penderita Penyakit Yunita Y.R Mirino, SKM Ketua Pefaksana
HIV-AIDS di Kota Jayapura Balai Litbang Biomedis Menular dr. Antonius Oktavian, Peneliti
Papua M.Kes -
. Anugerah M. Juliana, SKM | Peneliti
22 | Uji Daya Bunuh Ekstrak Daun Oleander (Nerium | Balai Litbang Kesehatan Rina Isnawati, S.Si Ketua Pelaksana
Oleander Mill) terhadap Nyamuk Aedes Aegypti | Pemberantasan Penyakit | Lingkungan Murni, S.Si Peneliti
dan Culex Quingefasqiatus Bersumber Binatang Nelfita Teknisi
23 | Analisis Determinan dan Gambaran Spasial Balai Litbang Kesehatan Riri Arifah Patuba, SKM Ketua Pelaksana
Kejadian Malaria di Wilayah Keija Puskesmas Pemberantasan Penyakit | Lingkungan Sitti Chadijah, SKM, M.Si Peneliti
Bambaloka Kabupaten Mamuju Utara Provinsi Bersumber Binatang Ni Nyoman Veridiana, SKM | Peneliti
Sulawesi Barat (P2B2) Donggala Malonda Maksud Teknisi
24 | Program Pengendalian Malaria di Desa Tebat Loka Litbang P2B2 Penyakit Maya Arisanti, SKM Ketua Pelaksana
Gabus Kecamatan Kisam Tinggi Kab. OKU Baturaja Menular Hotnisa Sitorus, M.Sc Peneliti
Selatan: Penifaian Kebutuhan dari Perspektif Tri Wurisastuti, S.Stat Peneliti
Penyelenggara Kesehatan dan Masyarakat Tien Febriyati Teknisi
25 |Penentuan Vektor Filartasis dan identiftkasi. Lokz Litbang P282 Kesehatan R. Irpan Pahlepi, SKM Ketua Pelaksana
Spesies Filaria yang Terdapat pada Witayah Baturaja Lingkungan Santoso. MSc Peneliti
Kerja PKM Batumarta VIIl Kabupaten Oku Timur Deriyansyah Eka Putra, Peneliti
SKM
| Teknisi

Emawati, AmkI




Jabatan Tim |

No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana
28 | Penentuan Daerah Rawan DBD dengan Loka Litbang P2B2 Kesehatan Yuneu Yuliasih, SKM Ketua Pelaksana
Pemetaan Berbasis Pengindraan Jauh dan Ciamis tingkungan Andri Ruliansyah, SKM, Peneliti
Sistem Informasi Geografi di Kota. Banjar M.Se
Setiazy Hasbullah, S.Si Peneliti }
27 | Gambaran Kondisi Lingkungan Fisik, Biologi Loka Litbang P2B2 Kesehatan Arda Dinata, SKM Ketua Pelaksana
dan Sosial di Daerah Endemis DBD Kota Banjar | Ciamis Lingkungan Mara Ipa, SKM, MS¢ Peneliti
Menurut Strata Endemisitas Panji Wibawa Dhewantara, | Peneliti
S.Si
Nurul Hidayati Kusumastuti, | Teknisi
SKM
28 | Identifikasi Vektor Utama Demam Berdarah Balai Litbang P282 | Kesehatan Nova Pramestuti, SKM Ketua Pefaksana
Dengue dan Sebaran Virus Dengue di Banjarnegara Lingkungan Rr. Anggun Paramita Djati, | Peneliti
Kabupaten Banjarnegara MPH
Jarohman Raharjo, SKM Peneliti
Ulfah Farida T, Amd Teknisi
29 | identifikasi Parasit (cacing) di Berbagai Habitat Balai Litbang P2B2 Penyakit Dwi Priyanto, S.Si Ketua Pelaksana
di Kabupaten Banjarnegara Banjarnegara Menular Rahmawati, S.Si Peneliti
Dewi Puspita Ningsih, SKM | Peneliti
Endang Setiyani Teknisi
30 | Perilaku Anophefes spp dan Upaya Proteksi Ibu | Loka Litbang P282 Kesehatan Majematanyg Mading SKM | Ketua Pelaksana
Hamil terhadap Kejadian Malaria di Kabupaten Waikabubak Ling‘“khngan Hanani M. Laumalay. SKM | Peneliti
Sumba Barat Daya Mefi S. Tallan, SKM Peneliti
Agus Fatma Wijaya Teknisi
31 | Studi Endemitas Filariasis dan Pemetaan Loka Litbang P2B2 Kesehatan drh. Rais Yunarko Ketua Pelaksana
Menggunakan Metode GIS (Geographis Waikabubak Lingkungan Yona Patanduk, SKM Peneliti
Information System) di Kecamatanr Umbu Ratu Fajar Sakti P., S.Si Peneliti
Nggay Barat, Kabupaten Sumba Tengah Yustinus Desato, Amd. Kep | Teknisi




No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim
32 | Probabilitas Hipertenst pada Penduduk Miskin di | Loka Litbang Biomedis Penyakit Tidak dr. Eka Fitria Ketua Pelaksana
Kecamatan Ulee Kareng Kota Banda Aceh Aceh Menular drh. Bayakmiko Yunsa Peneliti

| Marya Ulfa, S.Si Peneiiti

: 4"§ari Hanum, Amd.AK Teknisi
Faktor-Faktor Yang Meripengaruhi Penularan Loka Litbang Biomedis Penyakit : dr. Nelly Marissa Ketua Pelaksana 1
Kontak Serumah TB Paru di Wilayah Kerja Aceh Menuiar J Abidah Nur, S.Gz Peneliti
Puskesmas Daruyl Imarah, Kabupaten Aceh Ira, S.Si Peneliti
Besar Tahun 2012 Andi Zulhaida, Amd.Ak Teknisi

SErR T | -

DITETAPKAN DI - JAKARTA
PADA TANGGAL 112 JANUARI 2012
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RINGKASAN PENELITIAN

Tantangan dalam melakukan detckst intekst Mvcobactermm tuberculosis (Meh)
pada pasien suspek Tuberkulosis paru (TB) di Indenesia membutuhkan solusi vang tepat,
cepat dan sederhana. Program penanggulangan TB di Indonesia masth menggunakan
diagnostik konvensional dengan pemerksaan uji mikroskopis dan biakan kultur. Untuk
mendapatkan hasil pemeriksaan Basilus Tahan Asam (BTA) Afrh secara mikroskopis
dibutuhkan jumlah bakteri Afeb mimimal [0.000 BTA per ml dahak. Selain itu, uji
mikroskopis juga membutuhkan tenaga Jaboratorium vang terlatih untuk mendapatkan
hasil uji vang berkuahtas. Un konvensional lain menggunakan kultur bakteri Meb pada
media sediaan vang sesuat memiliki sensitifitas yang lebih tinggi dibanding uji
mikroskopis. Namun dibutuhkan waktu pertumbuhan bakteri yang lebih lama (2-4
minggu). Berdasarkan hal ini maka pengembangan tcknik deteksi secara molekuler untuk
identifikasi baktert Mrh merupakan salah satu langkah alternatif.

Detcksi molekuler untuk deoxvribo mucleid acid (DNA) M.nuberculosis dapat
menggunakan teknik nucleid acid amplification rest (NAAT)Y antara lain Polvinerase chain
reaction (PCR) konvensional dan metode Loop-mediated Isothermal  Amplification
(LAMP).

Salah satu tahap penting dalam teknik detekst molekular TB adalah tahap isolasi
DNA bakteri ML ruberculosis dari sampel klinis (dahak) pasien TB. Penggunaan reagen
dan metode ekstraksi yang sesuai dapat menjadi alternatif mempermudah isolasi DNA M.
tubercidlosis dari dahak. Penelitian bertujuan untuk memodifikasi metode isolasi DNA dan
formula rcagen ekstraksi menggunakan senyawa guanidin tiosianat dan chelex serta uji
stabilitas serta reliabilitas reagen termodifikasi.

Metode ekstraksi DNA yang dimodifikasi adalah a). Metode Guanidine thiosianat
lanpa menggunakan sentrifugasi serta modifikasi formula dengan menambalikan proteinase
K dan f-mercaptoetanol yang bertujuan untuk mempercepat hsis sel dan pemurnian DNA
hasil ekstraksi, dan b) Menggunakan pemanasan dengan Chelex [0%. Sampel adalah
kultur M tuberculosis H37Rv yang merupakan koleksi Bahan Biologis Tersimpan (BBT)
dari laboratorium Bakteriologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Keschatan (BTDK).
Observasi stahilitas dan reliabilitas reagen dilakukan dengan menyimpan reagen ekstraksi

pada subu dan cahaya yang bervariasi selama 8 pckan. Modifikasi metode ekstraksi DNA




Mtb int akan mendukung grand design penelitian T di Pusat BTDK, Badan Litbang
Kesehatan

Hasil menunjukan bahwa ekstraksi dengan metode guanidin tiosianat baik dengan
sentrifugast maupun pemanasan dengan chelex 10% memberikan konsentrasi DNA Jebih
tinggi dibandingkan dengan reagen kit komersial. Namun hasil amplifikast DNA dengan
PCR pada metode ekstraksi  menggunakan  guanidin - tiosiarat  dengan  modihikasi
penambahan proteinase K dan 2-mercaptoethanol perlu dilakukan optimasi lebih lanjut,
mencakup suhu dan siklus amplifikasi, karena pita DNA yang dihasilkan sangat tipis.
Penggunaan pemanasan dengan Chelex 10% untuk ckstraksi DNA Mtb menghasilkan
konsentrasi DNA + 5.6 kali lipat dibanding menggunakan kit komersial dan pita DNA
hasil clektroforesis dapat terlihat dengan baik.

Berdasarkasn hasil tersebut di atas, perlu pengembangan lebih lanjut  untuk
mengetahui sensitifitas dan spesifisitas penggnnaan Chelex 0% serta optimasi metode
Kerja untuk reagen guanidin tiosianat termodifikasi  dalam  proses ekstraksi DNA

A ruberculosis.




ABSTRAK

Ekswraksi  Deoxviibon Nucleid A4cid (DNA) merupakan  tahap pertama  dan
menentukan dalam metode deteksi molekular M fuberculosis menggunakan teknik Nucleid
Acid Amplification Test (NAAT). Penelitian yang dilakukan bertujuan membandingkan
hasil ektrakst DNA dengan menggunakan metode guanidin tiosianat dalam kit komersial
dibandingkan dengan metode cuanidin tiosianat termodifikasi serta metode eksttakst
menggunakan pemanasan dengan Chelex 10%. Sampel berupa 3 kultur At H37Rv,
koleksi Laboratorium Bakieriologi Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan dalam
media Loweinstein Jensen (1.J) yang dilavutkan dalam NaCl, yang kemudian diekstraksi
dengan menggunakan 3 metode ekstraksi. Konsentrasi DNA Mtb H37Rv hasil ekstraksi
diukur menggunakan Nano Drop dan amplifikast dilanjutkan dengan metode Polymerase
Chain Reaction {PCR) konvensional serta sistem deteksi dilakukan secara elckiraforesis.
Hasil ekstraksi menggunakan metode guanidin tiosianat tanpa madifikasi dan dengan
modifikasi langkah kerja serta pemanasan dengan chelex 10% menghasilkan konsentrasi
DNA Mtb yang lebth tinggi dibandingkan dengan kit komersil. Ekstraksi DNA dengan
guanidin tiosianat yang dimodifikasi dengan penambahan proteinasc K dan  2-
mercaptoethanol tidak menunjukan hasil yang lebih baik dibanding dengan metode iain.
Waktu ekstraksi dengan teknik pemanasan dengan Chelex 10% lebih cepat dibanding
dengan metode guanidin tiosianat maupun pada kit komersial. Hasil int menunjukan bahwa
metode ekstraksi DNA dengan metode guanidin tiosianat tanpa madifikasi dan pemanasan
dengan Chelex 10% berpotensi untuk digunakan lebih lanjut dan dimanfaatkan pada

fasilitas laboratorium sederhana.
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1. PENDAHULUAN

Tantangan dalam melakukan deteksi inf'eksit Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
pada pasien suspek Tuberkulosis paru (TB) di Indonesia membutuhkan solusi yang tepat,
cepat dan sederhana. Program penanggulangan TB di Indonesia masih menggunakan
diagnostik konvensional dengan pemeriksaan uji mikroskopis dan biakan kultur. Untuk
mendapatkan hasil pemeriksaan Basilus Tahan Asam (BTA) Mt secara mikroskopis
dibutuhkan jumlah bakteri minimal 10.000 BTA per ml dahak. Selain itu, uji mikreskopis
juga membutuhkan tenaga laboratorium yang terlatih untuk mendapatkan hasil uji yang
berkualitas. Ujt konvensional menggunakan kultur bakteri pada media sediaan yang sesuai
memiliki sensitilitas yang lebih tinggi dibanding uji mikroskopis. Namun dibutuhkan
waktu pertumbuhan bakteri yang lebih lama (2-4 minggu)]‘“A' Berdasarkan hal ini maka
pengembangan teknik deteksi secara molekuler untuk identifikasi bakteri Mrb merupakan
salah satu langkah alternatil.

Deteksi molekuler untuk mengidentilikasi deoxyribo nucleid acid (DNA) dari M1b
dapat menggunakan teknik nucleid acid amplitication test (NAAT), antara lain secara
Polymerase chain reaction (PCR) konvensional dan metode Loop-mediated [sothermal
Amplification (LAMP).

Salah satu tahap penting dalam teknik deteksi molekular TB adalah tahap isolasi
DNA bakteri Mtb dari sampel dahak pasien TB. Reagen ekstraksi komersil yang ada saat
ini menggunakan senyawa guanidin tiosianat dalam komposisinya dengan harga yang
tinggl karena masih diimpor dari luar Indonesia. Metode ekstraksi lain adalah dengan
pemanfaatan senyawa Chelex yang sering digunakan dalam ekstrasi DNA untuk keperluan
forensik’. Penggunaan metode guanidin tiosianat dan Chelex termodifikasi menjadi
alternatif yang mudah, murah dan cepat utuk mengisolasi DNA Mb dari sampel dahak
pasien TB di Indonesia.

Berdasarkan latar belakang tersebut di atas maka dilakukan penelitian dengan
judul: * Uji Kualitas Metode Ekstraksi DNA Mycobacterium tuberculosis Menggunakan

Teknik Guanidine Thiosianat dan Chelex Termodifikasi .




2. TINJAUAN PUSTAKA

Penyakit tuberkulosis disebabkan oleh bakteri Meh yang penularannya melalui
percikan dahak penderita tberkulosis di uclara. Indonesia menempati peringkat ke-4
terbanyak penderita tuberkulosis setelah India ,Cina dan Afrika Sclatan. Sctiap tahunnya di
dunia terdapat sekitar 8 juta penderita tuberkulosis paru dan sekitar 3 juta orang
diantaranya meninggal akibat penyakit ini. Menuruwt WHO, pada tahun 2000 di kawasan
Asia Tenggara diduga terdapat lebih dari 3.8 juta penderita tuberkulosis baru dan terjadi
lebih dari 1.3 juta kematian yang akibat tuberkulosis®.

Laboratorium berperan penting  dalam  mengidentiftkasikan  kasus tuberkulosis.
Kecepatan dan keakuratan hasil uji diagnostik M6 akan membantu kiinisi membuat
keputusan dalam pemilihan terapi obat dan membantu untuk encegah penyebaran
tuberkulosis. Diagnosis Tuberculosis mencakup didalamnya tes tuberkulin {tcs Mantouk),
radiograli dada dan uji bakteriologi. Uji bakteriologi yang dilakukan secara konvensional
mencakup observasi  mikroskopik dengan basilus tahan asam (BTA) dan kultur bakter:
dari sampel sputum yang telah digunakan beberapa dekade' .

Ui mikroskopis dengan menggunakan Basilus tahan asam (BTA) Mreb merupakan uji
konvensional yang murah, sederhana namun memiliki kekurangan dalam sensitifitas dan
spesifitasnya®. Mctode proporsi menggunakan media Lowenstein Jensen (L.J) merupakan
metode baku cmas pemeriksaan tuberkulosis yang membutithkan waktu inkubasi yang
lama, vaita 28-40 hari’. Sedangkan pada penggunaan wcdia cair seperti BACTEC MGIT
960 membutuhkan waktu inkubasi sekitar 15 hari, tetapi biaya lebih tinggi. Pada metode
Kultur, dibutuhkan waktu hingga 1-3 pekan untuk tumbuh secara optimal dan dapat diamati
dengan baik”. Waktu penumbulan Kultur bakteri yang lama menyebabkan metode ini tidak

dapatdigunakan sebagai alat deteksi cepat TB.
Liji diagnostik infeksi Mih secara molekular dapat dijadikan alternatif untuk
mengatasi keterbatasan metode diagnosttk TB yang sudah ada. Beberapa teknik deteksi

molekular dari Mth yang suclah dipasarkan antara lain AMTD (Gen-Probe Inc) yang

mengamplifikasi tIRNA Mth, Amplicor dan Cobas amplicor (Roche) dengan PCR 16s
rRNA, BD-ProbeTec (Beckton Dickinson) dengan amplifikasi sekuen insersi (1S6110) dan
Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP, Eiken) dengan amplifikasi isothermal®
Kelebihan dari teknik molekular dalam deteksi TB adalah penatalaksanaannya
yang cepat, membutuhkan waktu 3-6 jam dan akurasi hingga 92% 59 Selain itu, hasil

deteksi molekular TB dapat diamat: secara langsung dengan hasil yang konsisten untuk

e ——————



sampel dalam jumlah besar. Pengembangan metode LAMP telah pula dikembangkan di
Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbangkes'”.

Salah satu tahap penting dalam feknik detekst molekular TB adalah tahap isolasi
DNA bakteri M¢h dari spesimen klinis pasien (dahak atau urin).Untuk mengaplikasikan
teknik deteksi molekular dari AZeh di lapangan, maka perlu dikembangkan teknik yang
sederhana untuk melakukan isolasi DNA secara ckstraksi dari sampel pasien TB yang
diambil. Berbagai teknik ckstraksi DNA dengan menggunakan kit ekstraksi komersial
dihadapkan pada kendala biaya. Pengembangan Teknik eksiraksi DNA Meh yang
sederhana dan ekonomis dapat dikembangkan untuk inenjadi alternatif teknik deteksi yang
cepat, elektif dan efisien untuk deteksi dini infeksi M¢h di Indonesia.

Dasar dari kit komersial untuk isolasi DNA antara laia adalah dengan
menggunakan  denaturan guanidin tiosianat. Penggunaan Guanidine isotiosianat untuk
menghilangkan inhibitor PCR (KC1, NaCl. polisakarida, sisa EDTA, SDS dan etanol) dari
sample klinis pasien TB juga pernah dilakukan sebelumnya®. Guanidin tiosianat
merupakan denaturator protein yang mampu melisiskan sel dan dapat digunakan dalam
ekstraksi DNA dan menginaktifkan enzim RNAse dan DNAsc. Penggunaan proteinasc K
dalam bulTer guanidine untuk mengisolasi DNA menghasilkan procuk isolat DNA dengan
kemurnian tinggi’.

Metode lain adalah penggunaan Chelex yang merupakan agen pelisis mengandung
resin vang mampu menginaktivast inhibitor pada teknik PCR"', dan juga weknik deteksi
yang berbasis amplitikasi lain. Dalam ekstraksi DNA, chelex berperan dengan mengikat
ion darn berbagai protein dan inhibitor berbasis pergantian ion (Jen ¢xchange) yang dalam
proses PCR akan menghambat kerja enzim pengamplifikasi, scperti rag polimerase pada
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3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELIT AN
3.1. TGCJUAN UMUM
Memperoleh kandidat reagen diagnostik molekular termaodifikasi untuk deteksi

cepatkasus TH di Indonesia yang dikembangkan secara mandiri.




3.2. TUJUAN KHUSUS
I. Mendapatkan metode dan formula ckstrakst DNA Mruberculosisrermodifikasi
yvang mudah, efisien dan akurat .
2. Memperoleh data awal stabilitas dan celiabilitas dari metod2 dan lTormula

reagen ekstraksi DNA A ruberculosis termodifikasi.

3.3. MANFAAT PENELITYAN
Manfaat dar1 penelitian ini adalah:
Upaya mendukung grand design pencliian TB di Pusat Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan sebagai langkah awal kemandirian bangsa di bidang diagnostik molekular

kasus B,




4. METODE PENELITIAN
4.1. KERANGKA KONSEP

Dalam ekstraksi DNA terdapat tahapan yang dapat digolongkan sebagai faktor
utama dan taktor tambahan. Pembagian ini mengacu kepada metode ekstraksi DNA vang
pertama Kali dijelaskan oleh Boom'’ yang menjadi rujukan dalam berbagai metode

ekstraksi DNA. Faktor tambahan dikembangkan oleh Chakravorty™ dan Hossain”.
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Gambar 1: Kerangka Konsep Penelitian




4.2. ALUR KERJA

Msesiifikasi Ekstraksi DNA Afth H37Rv

Penyimpanan Farmula
Termodifikasi

Uji Stabilitas dan
Reliabilitas
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Variasi Suhu Variasi Cahaya
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Gambar 2. Atur Kerja

4.3. TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN
Penelitian dilakukan di Laboratorium Bakteriologi dan Laboratorium Farmasi, Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan - Balitbang Kemenkes Rl selama § bulan (Mei-

Desember)
4.4. DESAIN PENELITIAN
Desain penclitian int quasi eksperimental dengan dengan pendckatan percobaan

menggunakan remeangan acak kelompok lengkap (RAKL)

4.5, JENIS PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorium



4.6. SAMPEL
Sampel adalah kultur Afeb 1137Rv dalam medium  Lowenstein-fensen  koleksi
Laboratorium Bakteriologi. Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan

Litbangkes

Perhitungan besar sampel untuk uj stabilitas terhadap subu dan cahaya diambil

dengan menggunakan perhitungan Federer sehagai berikut.

{(t-1)(n-1)=>15, dengan :
T = perlakuan

N = jumlah sampel

Jumlah perlakuan terdirr dart reagen termodifikasi dan tanpa modifikasi dengan
masing-masing diperlakukan dengan penyimpanan terhadapy suhu (ruang dan referigator)
dan cahaya (dengan dan tanpa cahaya). Berdasarkan rumus federer didapat jumlah-
pengulangan untuk masing-masing perlakuan adalah 3. Sehingga total sampel untuk

seluruh penelitian adalah 32.

4.7. VARIABEL
Variabel independen dari penelitian ini adalah sampel yang digunakan dalam
ekstraksi.  Vartabel dependen davi peneliian ini adalah  formula ekstraksi yang

imodifikasi, suhu seita pencahayaan yang diberlakukan terbadap formula yang dibuat.
dimodifikasi, sul 1ap I ¢ diberlakukan terhadap tormula yang dibuat

4.8. INSTRUMEN PENELITIAN DAN PENGUMPULAN DATA
Pengumpulan data untuk identifikasi stabilitas dan reliabilitas dilakukan dengan

menggunakan instrumen pengumpulan data seperti ditunjukkan pada tabel 1.




Tabel 1: Instrumen pengumpulan data uji stabilitas dan reliabilitas

{ : Pekan
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4.9. PENGUMPULAN DATA

Pengumpulan data uji stabilitas dan reliabilitas dilakukan terhadap hasil ekstraksi
DNA kultur Afveobacrerium niberculosis H3TRv  menggunakan reagen dan buffer
termodifikast yang sudah disiapkan sesuai waktu pengambilan bahan, yaitu: Pada pekan
ke-1. 2, 4, § setelah penyiapan reagen. Penviapan reagen disimpan dalam 2 variabel, yaitu:
Penyimpanan pada suhu ruang dibandingkan suhu referigrator dan penyimpanan pada
cahava ruang dan tanpa cahaya. Tiap ekstraksi DNA dan masing-masing variable

dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.




4.10. BAHAN DAN CARA KERJA

Penclitian dilakukan di laboratorium  Bakteriologi dengan fasilitas  Biosafety
Laboratorv Level 2 (13SL) -2 menggunakan Biosafery Cabinet (BSC) dan alat pelindung
diri (APD) setingkal penanganan agen resiko 3 untuk ekstraksi DNA dar kultur
Mycobacteriun:  tuherculosis, Pembuatan  dan penyimpanan  formula  dilakukan  di

laboratorium farmasi.

4.10.1. BAHAN KIMIA/REAGEN

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah sebagat berikut:

1. NaOll 9. Larutan EDTA
£ HCI 10. Triton-X

3. Na-sitrat 11. Diatem

4. N-asctil L-sistem 12. Etanel absolut

5. Akuades/akuabides 13. Diatom, Celite

6. Larutan TE 14. Kit ekstrakst DNA
7. Guanidine tiosianat [S. Protenase K

8. Tris-HCL 16. B-mcercaptoetanol

4.10.2. PERALATAN DAN BAHAN HABIS PAKAL
Bahan liabis pakai vang dibutuhkan dalam penelitian int adalah sebagai berikut:

1. Tubenuklease free

2. glove

3. Tissue bebas serat
4. DPipet tip 10 ul

5. Pipetup 20 ul

6. Pipet tip 100 ul

7. Pipettip 200 ul

8. Pipet tip 1000 ul
9. Masker

10. Alkohol 70%

|'1. Botol penyimpan reagen 150 m]




4.10.3. CARA KERJA
4.10.3.1. PEMBUATAN BUFFER

Bufer lisis dibuat dengan melarutkan 120 g guanidin tiosianat {fluka chemie AG,
buchs. switzerland) ke dalam 100 ml Q,i M tris-HCI pH 6,4 {boehrnger GmbH, Mannherim.,
Germany). Kemudian ditamibhakan 22 ml 0.2 M larutan EDTA (Titirplex, Merck, Germany)
diatur dengan NaOH hingga pH & dan ditambahkan 2.6 ¢ triton X-100 (Packard {ngtrument
CO.Inc, Dewners Grove, 1) lalu dihomogenasikan.

Butfer pencuci dibuat dengan melarutkan 120 g guanidine tiosianat ke dalam 100 ml
0.1 M Tris-HCl pH 6,4. Pelarutan guanidine dibantu dengan pemanasan menggunakan
waterbath pada subu 60"- 65°C dengan pengocokan secara terus-mencrus.

Buffer TE dibuat dengan melarutkan 10mM Tris-HCI dengan | mM EBPTA (pH §)
di dalamn autoklaf (20 menit pada suhu 121°C). larutan ini merupakan larutan stok 100 X.

Suspensi diatom dibuat dengan menambahkan 50 ml H2Q) dan 500 ul, 32% (wt/vol)
HCI ke dalam 10 g Analytical grade high purity Celite {Janssen Chumica, Beerse. Belgium).

f.arutan disimpan dalam botol vang ditutup rapat dan diautoklaf.

4.10.3.2. ERKSTRAKS!BNA
a. 300 ul kultur dicampur dengan larutan pelisis (NaOH, Na-sitrat dan N-asetil [.-
sistein) dengan konsenteasi 1:1 dalam tabung mikresentrifus steril dan dkocok
dengan rotary shaker selama 20 menit pada 420 rpm.
b. Kemudian dilakukan scotrifugast selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm.
Pelet kenmwudian dicuct dengan akuades steril dua kali
c. Selanjutnyva ditambahkan larutan TE dan larutan pelisis (guanidin tiosianat, tris-
HCL, EPTA dan trinton X} dan 20 ul diatonm. Kemudian dikocok kembah selama 10
menit clengan kecepatan 100 tpm lalu disentrifus selama 2 menit.
d. Pelet kemudian dicuci dengan buffer dan etanol 70% dingin masing-masing dua kali,
lalu dikeringkan pada $6°C.
e. Pada pelet kering kemudian ditambahkan larutan TE dan diinkubasi pada 56°C
selama [0 menit.
f. Setelah disentrifus dilakukan pengukuran Konsentrasi dan kualitas BNA dengan
menggunakan spektrofotometri.
4.10.3.3. ELEKTROFORESIS CEL
Llektroforesis dilakukan dengan menggunakan agarese 0.5% dan menggunakan

etidium bromide (1 ug/mi) dalam buffer (40mM Tris-20mM sodium asetat-2 mM. sodium
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EDTA dengan pH 7,7 asam asetat, etidium bromide ditambahkan sebanyak 1 ug/ml tiap
buffer). Untuk melihat hasil elektroforesis digunakan UV transluminator
4.10.3.4. ANALISIS DATA

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan analisis deskriptif bivariat dengan uji
ANOVA terhadap kualitas dan kemurnian DNA untuk variable cahaya dan suhu terhadap

waktu untuk tiap reagen
4.1l PERTIMBANGAN ETIK PENELITIAN

Pertimbangan Etik penelitian dia jukan kepada komisi Etik Pencliticin Kesehatan, Badan

Lithang Kesehatan Kementerian Kesehatan R
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5. HASIL

Formula ekstraksi DNA yang berhasil dibuat dalam penelitian ini berjumlah 2 formula
dengan masing-masing formula dimodifikasi lebih lanjut. Formula pertama yang dibuat
mengacu kepada formuia vang dibuat oleh Boom et al tahun 1991 yang berbasis pada
Guanidin Tiosianat. Modifikasi pertama yang dilakukan terhadap formula Guanidin Tiosianat
adalah dengan merubah tabapan ekstraksi vang dilakukan (lampiran) dengan  tidak
menggunakan sentrifugasi. Modifikasi kedua yang berbasis guanidin tiosianal adalah dengan
penambahan proteinase K, dan penambahan prroteinase K dan 2-mercaptoethanol sccara
bersamaan. Tahapan ekstraksi yang dilakukan dengan menggunakan teknik guanidin tiosianat

adalah sebagaimana dijclaskan dalam metode.

Tabel 2: Konsentrasi DNA (ng/ul) Hasil Ekstraksi DNA dengan menggunakan kit dan fornaula
guanidin tiosianat

_Metode ekstraksi Ulangan1 Ulangan 2 Ulangan3 Rerata
Kit komersil 9,1 12,9 5,6 9,2
Guanidin Tiosianat 29,55 27,85 42,4 33,2
Guanidin Tiosianat Modifikasi 16,2 384 40,5 417
metode
Guanidin Tiosianat + Proteinase K 42,9 53,3 48,1

‘Guanidin Tiosianat + Proteinase K
+ 2-mercaptoethanol

41,9 40,8 41,4

Formula ckstraksi DNA yang kedua dalam penclitian ini berbasis pada agen pelisis
Chelex. Penggunaan Chelex untuk ekstraksi DNA sebelumnya pemah dilakukan olch Walsh
et al (1991) unwk ekstraksi forensik. Dalam penelitian ini, konsentrasi chelex yang
digunakan adalah 10%. Selanjutnya dilakukan variasi penggunaan Proteinase K dalam
larutan chelex 10% sejumlah konsentrasi 0,1% dan 0,2% metode ekstraksi DNA dengan
menggunakan Chelex dilakukan dengan pemanasan menggunakan PCR pada suhu 99°C

Tabel 3 : Konsentrasi DNA (ng/ul) Hasil Ekstraksi DNA dengan menggunakan formula

Chelex
_ Metode ekstraksi 1 2 Rerata

Chelex 10% 58,3 24,5 41,4
Chelex 10% +

- 47,1 22,5 34,8
proteinase K 0,1% ’

N 0
Chefef 10% + 11,7 107 61,2
proteinase K 0,2%
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Hasil elektroforesis schagaimana ditunjukan pada gambar 3 menjelaskan bahwa
ckstraksi DNA dengan menggunakan Chelex maupun kit dapat diamplitikasi dengan baik
menggunakan tecknik PCR. Primer yvang digunakan mengamplifikasi DNA sepanjang 360 pb
schagaimana juga ditunjukan olch marker. Hasit amplifikasi DNA dengan menggunakan
metode ckstraksit Chelex  lebih  tebal  dibandingkan dengan  kit.  Lkstrakst  dengan
menggunakan guanidin tiosianat tanpa modifikasi dan dengan modifikast cara Kkerja
menunjukan hasil yang cukup baik dibandingkan dengan formula yang dimoditikasi

menggunakan proteinase X dan 2-mercaptocthanol.

Gambar 3. Hasil elektroforesis amplikon yang diekstraksi dengan menggunakan kit (Kit 1,2 dan 3)
dan fermula moditikasi chielex (C4, C6-1, C6-3, C7, C8-2 dan C9) serta Guamdin tiosianat
{tanpa modifikast: C1; modifikasi metode: P3: modifikas penambaban proteinase K @ 2

dan proteinase K serta 2-mercaptoethanol F2)
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6. PEMBAHASAN

Perkembangan dalam teknik molekuldr untuk mendeteksi berbagai patogen telah
dikembangkan semenjak teknik amplifikasi DNA ditemukan. Pemantaatan teknik deteksi
molekular pada infeksi Mtb pertama kali dikembangkan dengan menggunakan teknik
amplifikasi®. Penggunaan kit kemersil untuk ckstraksi DNA dalam deteksi molekular
AM.rubercilosis telah banyak dilakukan sebelumnya dalam deteksi molekular Mycobacrerium
tubercul osis.

Berbagai teknik yang sudah dikembangkan untuk  deteksi molekular = "7 P
menunjukan bahwa ada alternatif lain dalain cktraksi maupun deteksi Mycobacterium
tuberculosis secara molekular. Penggunaan agen pelisis guanidin tiosianat terbukti efektif
untuk ekstraksi DNA dari sampel Mycobacterium tuberculosis baik dari sputum maupun
kultur®. Modifitcasi tain ada peuggunaan senyawa Chelex.

Penclitian in1 memberikan alternatif teknik ekstraksi DNA dengan menggunakan
teknik guanidin tiosianat dan chelex yang telah dikembangkan sebelumnya dan kemudian
dimodifikasi untuk deteksi Mscobacrerium wibercutosis™ Pengembangan lebih lanjut dari
formula guanidin tiosianat mengacu pada formula yang dibuat oleh Hossain’ maupun yang
dimoditikasi pada penelitian ini tidak menunjukan adanya perbedaan yang nyata dalam
konsetrast DNA yang berhasil dickstraksi, sebagaimana yvang ditunjukan oleh tabel 4. Tetapi
Jika dibandingkan dengan kit komersil, maka formula Guanidin tiosianat dan Chelex

memberikan hasil konsentrasi DINA yang lebih baik.

Tabel 4: Hasil ckstrakst DNA Aycobacterius wberculosis menggunakan formula dibanding dengan

Kit. Analisis menggunakan Aneva dengan posthoce test Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05

Metode
et tonctas SR kI 8

Kil Kemersial 9.1667

Guanidin Tiosianat (GT) 33.2667 33.2667
Chefex + Pret K 0,1% 34.8000

GT + PK + 2 mercapto 41.3667
Chelex 41.480C

GT Metede 41.700C

GT + Pret K 48.100¢

Sig. .060 436
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Hasll analisis dengan menggunakan ANOVA dengan pos /ioc test Tukey digunakan
untuk mengetahui perbandingan antara satu metode dengan metode yang lain. Kelompok
vang tidak berbeda nyata dimasukan dalam satu kolom. Dari tabel 4 diketahui bahwa
konsentrasi DNA Mitbh duari metode eksirakst dengan — mensgaunakan kit komersial dan
guanidin tiosianar ridak berbeda secara nyata. Konsentrasi DNA Mrh hasil ekstraksi dengan
menggunakan  metode  yang  di modifikasi darn formula Guanidin - tiosianat  yang
dikembangkan oleh Boom'' dengan penambahan proteinase K, 2-mercaptoctanol, maupun
ckstraksi menggunakan chelex dengan pemanasan pada suhu 99°C berbeda secara nyata jika
dibandingkan dengan kit komersial,

Penggunaan Chelex untuk ekstraksi DNA dapat dilakukan dergan teknik pemanasan.
Formula yvang dibuat dalam penelitian ini dengan menggunakan Chelex 10%  menunjukan
basil konsentrasi ekstrak DNA yang lebih tinggi dibandingkan dengan kit komersial maupun
metode guanidin tiosianat tanpa moditikasi. Chelex 10% tanpa penambahan proteinase K
menghasilkan konsentrasi DNA yang lcebih tinggi dibandingkan Chelex 10% dengan
penambahan proteinase K dengan konsentrasi (,1% (walaupun udak berbeda nyata secara
statistik).

Proteinase K berperan sebagai enzim pelisis dan menghilangkan DNAse dan RNAse
vang dapat merusak DNA. Namun dengan teknik pemanasan yang dilakukan, permasalahan
yvang berhubungan dengan protein, baik sebagai DNAse dan RNAse dapat dihilangkan.
Sehingga Protemase K tidak berperan dalam lisis sel dan Eksirakst DNA.

Chelex merupakan agen pelisis yang mengandung resin yang mampu menginaktivasi
inhibitor PCR" dan juga teknik deteksi yang berbasis amplifikasi lain. Dalam ekstraksi DNA,
chelex berperan dengan mengikat ion dari berbagai protein dan inhibitor berbasis pergantian
ion (ion exchange) yang dalam proses PCR akan menghambat kerja enzim pengamplifikasi,
seperti taq polimerase pada PCR.

Teknik ekstraksi DNA dengan pemanasan menggunakan PCR maupun Heating block
tidak menunjukan perbedaan nyata dalam konsetrasi DNA yang dihasilkan (data tidak
ditunjukan). Pada penelitian i, waktu  yang  dibutuhkan  untuk  ekstraksi DNA
Mycobacterium tuberculosis dengan menggunakan pemanasan, sentrifugasi dengan guanidin
tiosianat dan kit komersil berturut-turut 60, 90 dan 12¢ menit. Teknik pemanasan lebih cepat
untuk ckstraksi DNA namun menghasilkan  genom yang terfragmentasi, sebagaimana
dijelaskan sebelumnya B Dalam penelitian ini, penggunaan Chelex dioptimalkan untuk

mempersingkat waktu pemanasan dalam ckstraksi DNA. Dengan demikian ekstrak DNA
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vang dihasilkan tidak terfragmentasi dan dapat digunakan lebih lanjut untuk deteksi
molckular.

Hasil amplifikasi PCR dan clektroforesis scbagaimana ditunjukan dalam gambar 3
memperlihatkan bahwa ckstroksi dengan menggunakan metode Boom'* (kode GT) lebih baik
dibanding guanidin yang dimadifikasi dengan penambahan 2-mercaptoethanol{ kode E2 dan
F2). Metode Guanidin tiosianat dan ekstraksi dengan pemanasan menggunakan Chelex
menmberikan hasil amplifikasi PCR yang sama balk jika dibandingkan dengan kit komersial
Ekstraksi dengan menggunakan Chelex menunjukan pita amplikon DNA yang lebih tebal
dibandingkan jika menggunakan kit komersial. Ini menun jukkan bahwa DNA hasil ekstraksi
yang menjadi template dart amplifikasi PCR memiliki konsentrasi lebih banyak dibanding
dengan hasil ekstraksi kit komersial. [Hasil deteksi dengan PCR dapat men jadi acuan untuk
penggunzan teknik deteksi lainnya yang berbasis pada amplifikasi DNA hasil ekstraksi.

Penggunaan teknik pemanasan dengan cheifex febih cepat dibanding dengan ekstraksi
dengan kit komersial. Dengan demikian penggunaan chelex yang lelih sederhana dibanding
dengan teknik guanidin tiosianat maupun penggunoan kit komersial dapat menjadi alternatif
dalam ekstraksi DNA M.ubercul osis.

Kelemahan dari penelitian ini adalah belum didapatkan selurub data stabilitas dari
reagen modifikasi yang digunakan yang disimpan dalam waktu yang ditentukan. Hal int
disebabkan karena keterbatasan waltu pengamatan yang belum sclesar dilakukan hingga
penyusunan laporan ini dilakukan. Dalam analisis statistik, konsentrasi ekstraks: DNA
dengan menggunakan chelex 0% ditambah proteinase K 0.02% tidak dimasukan karena
adanya perbedaan yang sangat jauh antara ulangan dengan sampel pertama dan sampel
kedua. Hasil konsentrasi DNA vang sangat besar (111,7 ng/ul) tidak dapat divalidasi dengan
ulangan yang dilakukan. walaupun koelisian kemurnian DNA yang berhasil di ekstraksi

cukup baik (mendekati 1.8}
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7. KESIMPULAN DAN SARAN
7.1. KESIMPULAN

Berdasarkan penclitian ini diketahui bahwa:

. Penggunaan guanidin tiosianat, baik dengan anaupun tanpa sentrifugasi dan tanpa

modifikasi, serta pemanasan dengan chelex 10% dalam ekstraksi DNA AMth HITRv

memberikan konsentrasi DNA yang lebih tinggi dibandingkan dengan kit komersial.

(=

2. Modifikasi formula ekstraksi dengan menggunakan senyawa guanidin tiosianat dan

penambahan proteinase K serta 2-mercaptoetiumol masih belum memberikan hasil

yang optimal. Terbukti dengan pita elektroforesis vang sangat tipis.

L2

Waktu ekstraksi dengan teknik pemanasan Chelex 0% memberikan hasil yang

lebih cepat dan lebih baik dibanding dengan teknik guanidin tiosianat dan

penggunaan kit kemersial.

7.2. SARAN

I

(93]

Optimasi lebih lanjut mencakup suhu dan konsentrasi dalam amplifikasi
menggunakan  formula  modifikasi  guanidin - tiosianat  diperlukan  untuk
mendapatkan pita elektroforesis yang lebih webal.

Pengembangan lebih lanjut untuk teknik cksiraksi DNA dengan sienrgaunakan
Chelex  10% menggunakan pemanasan dengan air  mendidih  perlu
dipertimbangkan. Hal ini karena dapat digunakan pada fasilitas laboratorium
yang sederhana.

Perlu uji stabilitas dan realibilitas lebih lanjut terhadap formula moditikasi untuk

mendapatkan data yang lebih baik
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