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BAD AN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN 
KEMENTERIAN KESEHATAN RI 
Jalan Percetakan Negara No. 29 Jakarta 1.0560 Kotak Pos 1226 

Telepon: (021) 4261088 Faksimile: (021) 4243933 

E-mail: sesban@litbang.depkes.go.id, Website; http://www.Iitbang.depkes.go.id 

KEPUTUSAN. 

KEPALA SADAN PENELITIAN DAN PENGEMSANGAN KESEHATAN 
NOMOR: mco3.05/1/323/?jJ12 

TENT ANG 

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA 
RISET PEMBfNAAN KESEHATAN (RISSf NKES) SADAN PENELITIAN DAN 

PENGEMSANGAN KESEHATAN 
. 

KEMENTERfAN KESEHATAN RI TAHUN 2012 

KEPALA SADAN PENELITIAN DAN PENGEMSANGAN KESEHATAN 

Menimbang 

Mengingat 

: 1. Bahwa untuk melaksanakan kegiatan Riset 
Pembinaan (Risbin) Badan Penelitian dan 
Pengembangan Kesehatan Tahun 2012 perlu 
dibentuk Tim Pelaksana Riset Pembinaan Kesehatan 
(Risbinkes) pada masing-masing Satuan Kerja di 
Lingkungan Sadan Penelitian dan Pengembangan 
Kesehatan; 

2. Bahwa berdasarkan pertimbangan sebagaimana 
dimaksud pada huruf a maka dipandang perlu 
menetapkan Keputusan Kepala Sadan Penelitian dan 
Pengembangan Kes.ehatan tentang Pembentukan 
Tim Pelaksana Riset Pembinaan Kesehatan 
(Risbinkes); 

1. Undang-undang No'mor 14 Tahun 2001 tentang Paten 
(lembaran Negara Republik Indonesia Tahun 2002 
Nomor 109, Tambahan Lembaran negara Republik 
!ndonesia Nomor 4130); 

2. Undang-Undang Nomor 18 tahun 2002 tentang 
Sistem Nasional Penelitian, Pengembangan, 
Penerapan llmu Pengetahuan dan Teknologi 
(lembaran Negara Republik Indonesia Tahun 2002 
Nomor 84, Tambahan · Lembaran Negara Republik 
Indonesia Nomor 4219); 

3. Undang-undang Nomor 36 Tahun 2009 tentang 
Kesehatan (Lembaran Negara Republik Indonesia 
Tahun 2009 Nomor .144. Taf11bahan Lembaran 
Negara Republik Indonesia Nomor 5063); 



. . .  

4. Peraturan Pemerintah Nomor 39 Tahun 1995 tentang 
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan (Lembaran 
Negara Tahun 1995 Nomor 67, Tambahan Lembaran 
Negara Nomor 3609); 

5. Peraturan Pemerintah Nomor 20 Tahun 2005 tentang 
Alih Teknologi Kekayaan lntelektual serta Hasil 
Penelitian dan Pengembangan oleh Perguruan Tinggi 
dan Lembaga Penelitian dan Pengembangan 
(Lembaran Negara Tahun 2005 Nomor 43, Tambahan 
Lembaran Negara Nomor 4497); 

6. Peraturan Presiden Nomor 10 Tahun 2005 tentang 
Unit Organisasi dan Tugas Eselon I Kementerian 
Negara Republik Indonesia · sebagainiana telah 
diubah terakhir dengan Peraturan Presiden Nomor 50 
Tahun 2008; 

7. lnstruksi Presiden Nomor 4 , tahun 2003 tentang 
Pengkoordinasian Perumusan dan Pelaksanaan 
Kebijakan Strategis Pembangunan Nasional llmu 
Pengetahuan dan Teknologi; 

8. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 
791 /Menkes/SKNI II 1999 ten tang Koordinasi 
Penyelenggaraan Penelitian dan Pengembangan 
Kesehatan; 

9. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 1179A/ 
Menkes/ SK/ XI 1999 tentang Kebijakan Nasional 
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan; 

10. Peraturan Menteri Kesehatan Nomor 1144/ Menkes/ 
Per/ VIII/ 2010 tentang Organisasi dan Tata Kerja 
Kementerian Kesehatan; 

11. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 
021/Menkes/SK/1/2011 tentang Rencana Strategis 
Kementerian Kesehatan Tahun 2010 - 2014; 

12. Keputusan Kepala Sadan Penelitian dan 
Pengembangan Kesehatan Norn or: 
HK.03.05/1/147/2012 tentang Tim Pengelola Riset 
Pembinaan Kesehatan (Risbinkes) Badan Penelitian 
dan Pengembangan Kesehatan Tahun 2012; 
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Menetapkan 

KESATU 

K E  DUA 

KETIGA 

MEMUTUSKAN 

KEPUTUSAN KEPALA SADAN PENELITIAN DAN 
PENGEMBANGAN KESEHATAN TENTANG 
PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA RISET 
PEMBINAAN KESEHATAN (RISBINKES). SADAN 
PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN 
KEMENTERIAN KESEHATAN TAHUN 2012. 

Pembentukan Tim Pelaksana Riset Pembinaan 
Kesehatan (Risbinkes) Tahun 2012 dengan susunan 
Tim sebagaimana tersebut dalam lampiran keputusan 
ini. 

Tim Pelaksana Riset Pembinaan Kesehatan 
(Risbinkes) Tahun 2012 bertugas: 

1. Mengkoordinir pelaksanaan kegiatan penelitian dan 
pengembangan kesehatan sesuai dengan bidang 
fokus, jenis insentif, judul penelitian, pelaksana 
penelitian/perekayaaan dan jumlah dana yang 
dialokasikan sesuai dengan Keputusan Kepala Badan 
Penelitian dan . Peng em bang an Kesehatan Nomor: 
HK.03.05/1/147/2012 tentang Tim Pengelola Riset 
Pembinaan Kesehatan (Risbinkes) Sadan Penelitian 
dan Pengembangan Kesehatan Tahun 2012; 

2. Melakukan monitoring dan evaluasi terhadap semua 
pelaksanaan kegiatan Riset Pembinaan Kesehatan 
(Risbinkes) sebagaimana dimaksud pada butir 1; 

3. Melaporkan proses pelaksanaan, kemajuan dan akhir 
kegiatan penelitian secara periodik kepada Kepala 
Sadan Penelitian dan Pengembangan Ke.s.ehatan 
yang meliputi dokumen hard copy dan soft copy · sebagai berikut: 
a. Laporan akhir penelitian 
b. Data mentah dan karakteristik data penelitian 

(definisi operasional, struktur data, dsb) 
c. Naskah rancangan publikasi ilmiah hasil penelitian 
d. Usulan HKI untuk hasil penelitian yang berorientasi 

HKI 
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KEEMPAT 

KELIMA 

KEENAM 

KETUJUH 

Tim Pelaksaria Riset Pembinaan Kesehatan 
(Risbinkes) Tahun 2012 bertanggungjawab kepada 
Kepala Sadan Penelitian dan Pengembangan 
Kesehatan; 

Tim sebagaimana dimaksud pada diktum kedua 
diberikan honorarium sesuai dengan ketentuan yang 
berlaku; 

Biaya pelaksanaan kegiatan penelitian ini dibebankan 
pada Daftar lsian Penggunaan Anggaran Badan 
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Tahun 
2012; 

Keputusan ini mulai berlaku sejak tanggal ditetapkan 
sampai dengan bulan Desember 2012. 

:JAKARTA 
: 12 JANUA. TI 2'.)12 



LAMPIRAN 1 
KEPUTUSAN KEPALA SADAN LITBANGKES 
NOMOR : HK.03.05/1/323/2012 
TANG GAL : 12 JANUARI 2012 

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA RISET PEMBINAAN SADAN LITBANGKES TAHUN 2012 

No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 

1 Pengembangan Formula Ekstraksi DNA M .. Pusat Biomedis dan Penya kit Kindi Adam, S.Si Ketua Pelaksana 
tuberculosis Menggunakan Teknik Guanidine Teknologi Dasar Menular 
Thiosianat Termodifikasi Kesehatan 

v 

Yuni Rukminiati, M.Biomed 

Rosa Adelina, Apt 
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 Menufar 
miricata L.) terhadap Tikus Terinduksi 7, 12- Kesehatan drh. Putri Reno lntan Peneliti 
Dimetil Benz[a]Antazena (DMBA) lntan Sari Oktoberina Teknisi 

3 Pola Diare dan Terapinya pada Pasien Balita di Pusat Teknologi Terapan Penya kit dr. Armaji Kamafudi Syarif Ketua Pelaksana 

Rumah Sakit Penyakit lnfeksi Sulianti Saroso Kesehatan dan Menular Syachroni, S.Si Peneliti 
dan Puskesmas Bantar Gebang Bekasi Epidemiolog! Klinik Aniska Novita Sari, S.Si Peneliti 

4 Hubungan Krakteristik Penderita Human Pusat Teknologi Terapan Penya�it dr. Heni Kismayawati Ketua Pelaksana 
Immunodeficiency Virus/ Aqquired Immune Kesehatan dan MenulaF Aris yulianto, S.Si Peneliti 
Defiency Syndrome (HIV) Dewasa dengan Epidemiologi Klinik Arga Yudhistira, S.Sos Peneliti 
Lama Waktu Perawatan di RSPl Sulianti Saroso 

5 Studi Pelaksanaan Pemberian Profilaksis Pusat Teknofogi Terapan Kesehatan lbu dr. Retna Mustika lndah Ketua Pelaksana 
Tuberkulosis pada Anak di Puskesmas Wilayah Kesehatan dan Dan Anak dr. Dona Arlinda Penefiti 
OKI Jakarta dan Bekasi Epidemiologi Klinik 

dr. Armaji Kamaludi Syarif Penefiti 



No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 

6 Studi Pelaksanaan Skrining Kanker Serviks Pusat Teknologi Terapan Kesehatan lbu dr. Cicih Opitasari Ketua Pelaksana 

dengan Metode lnspeksi 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. Oona Arlinda· Ketua Pelaksana 

Puskesmas Abadi Jaya dan Depok Jaya Kesehatan dan Menular Qurrotul Ainin Meta Puspita, Peneliti 
Epidemiologi Klinik S.TP 

Anggita Sunga Anggraini, Peneliti 

S.Farm, Apt 

8 Akses dan Pemanfaatan Jaminan Persalinan Pusat Teknologi Kesehatan I bu Suparmi, SKM, MKM Ketua Pelaksana 

(Jampersal) di Kabupaten Pandeglang lntervensi Kesehatan Dan Anak Rofingatul Mubasyiroh, Pene!iti 
Masyarakat SKM 

dr. Dewi Kristanti Peneliti 

9 Analisis Faktor Keberhasilan dan Kegagalan Pusat Teknologi Kesehatan lbu Anissa Rizkianti, SKM Ketua Pelaksana 

Praktik Pemberian ASI Eksklusif pada Pekerja lntervensi Kesehatan Dan Anak dr. lka Saptarini Peneliti 

Buruh lndustri Tekstil di Jakarta Tahun 2012 Masyarakat Novianti, S.Sos Peneliti 

10 Hubungan Status Gizi dengan Prestasi Belajar Pusat Teknologi Kesehatan lbu Prisca Petty Arfines, S.Gz Ketua Pelaksana 

Anak Sekolah Dasar di Daerah Kumuh (Slum lntervensi Kesehatan Dan Anak Fithia Dyah Puspitasari Peneliti 

Area) Kotamadya Jakarta Pusat Masyarakat lndri Yunita Suryaputri Peneliti 

Asep Hermawan, S.Kep Teknisi 

1 1  Hubungan Rokok terhadap lntelegensia Siswa Pusat Teknologi Kesehatan Enung Khotimah, SKM Ketua Pelaksana 

SMU X di Kabupaten Boger lntervensi 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 
Kualitas Sperma Tikus Sprague Warley Penyakit d(h. Tika Fiona Sari Peneliti 

Muhidin, SKM Teknisi 



No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 

13 ldentifikasi 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 Penya kit 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 Oemam Vektor dan Reservoir Lingkungan Siti Alfiah, SKM Peneliti 

Berdarah Dengue Aedes aegypti di Oaerah Penya kit Maria Agustini, SKM Peneliti 

Endemis Salatiga Nofika lndriyati, AMKL Teknisi 

15 Pengaruh Pemberian Ramuan Tanaman Obat Balai Besar Litbang Penyakit Tidak lka Yanti Marfuatush Ketua Pelaksana 

Meniran, Echinacea, Temulawak dan Kunyit Tanaman Obat dan Oba! Menular Sholikhah, M.Sc 

terhadap Aktivitas lmmunomodulator Mencit Tradisional Nuning Rahmawati, M.Sc., Peneliti 

Apt 

Fitriana, S.Farm Teknisi 

16 Analisis Produksi dan Pemasaran Pegagan, Balai Besar Litbang Penyakit Tidak Nurul Husniyati Listyana, Ketua Pelaksana 

Tempuyung dan Seledri di Tingkat Petani dan Tanaman Oba! dan Obat Menular SP 

BBPPTOOT Tawangmangu Tradisional Tri Widayat, M.Si Peneliti 

Rahma Widyastuti, SP Peneliti 

17 Pengaruh Perasan Buah Ciplukan (Physalis Balai Penelitian Penyakit Tidak Alfien Susbiantonny, Ketua Pelaksana 

angulata L) terhadap Kadar TSH dan FT 4 Gangguan Akibat Menular S.Farm 

Mencit Galur Swiss Kekurangan !odium ·- Sri Nuryani Wahyuningrum, Peneliti 

S.Si 

Catur Wijayanti, Amd Teknisi 

18 Pendekatan Positive Deviance untuk Balai Penelitian Penyakit Tidak Noviyanti Liana Oewi, SKM Ketua Pelaksana 

Penanggulangan Gangguan Akibat Kekurangan Gangguan Akibat Menular Marizka Khairunissa, S.Ant Peneliti 

!odium di Daerah Endemik, Kabupaten Blitar, Kekurangan lodium Palupi Oyah Ayuni, Amd Peneliti 

Jawa Timur 



No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 
19 Evaluasi Tatalaksana Penderita Hipertiroid di Balai Penelitian Penyakit Tidak dr. Taufiq Hidayat Ketua Pelaksana 

Klinik BP2GAKI Magelang Gangguan Akibat Menular Alfien Susbiantonny, Peneliti 

Kekurangan !odium S.Farm 

Roly Anis Siregar, Teknisi 

Aind.TEM 

20 
Bioekologi Vektor Malaria di Kabupaten Sarmi Balai Litbang Biomedis 

Kesehatan Windarti Fauziah, S.Si Ketua Pelaksana 

Lingkungan Tri Nury Kridaningsih, S.Si Peneliti 
Provinsi Papua Papua 

lrawati Wike, AMAK Teknisi 

21 Gambaran lnfeksi Opurtunistik pada Penderita Penya kit Yunita Y.R Mirino, SKM Ketua Pelaksana 

HIV-AIDS di Kota Jayapura Balai litbang Biomedis Menular dr. Antonius Oktavian, Peneliti 

Paoua M.Kes 

- Anugerah M. Juliana, SKM Peneliti 

22 Uji Daya Bunuh Ekstrak Daun Oleander (Nerium Balai Litbang Kesehatan Rina lsnawati, S.Si Ketua Pelaksana 

Oleander Mill) terhadap Nyamuk Aedes Aegypti Pemberantasan Penyakit Lingkungan .. Murni, S.Si Peneliti 

dan Cu/ex Quingefasqiatus Bersumber Binatang Nelfita Teknisi 

23 Analisis Determinan dan Gambaran Spasial Balai Litbang Kesehatan Riri Arifah Patuba, SKM Ketua Pelaksana 

Kejadian Malaria di Wilayah Kerja Puskesmas Pemberantasan Penyakit Lingkungan Sitti Chadijah, SKM, M.Si Peneliti 

Bambaloka Kabupaten Mamuju Utara Provinsi Bersumber Binatang Ni Nyoman Veridiana, SKM Peneliti 

Sulawesi Barat (P282) Donggala Malonda Maksud Teknisi 

24 Program Pengendalian Malaria di Oesa Tebat Loka Litbang P2B2 Penya kit Maya Arisanti, SKM Ketua Pelaksana 

Gabus Kecamatan Kisam Tinggi Kab. OKU Baturaja Menular Hotnisa Sitorus, M.Sc Peneliti 

Selatan: Penilaian Kebutuhan dari Perspektif Tri Wurisastuti, S.Stat Peneliti 

Penyelenggara Kesehatan dan Masyarakat Tien Febriyati Teknisi 

25 Penentuan Vektor Filariasis dan identifikasL Loka Litbang P282 Kesehatan R. lrpan Pahlepi, SKM Ketua Pelaksana 

Spesies Filaria yang Terdapat pada Wilayah Baturaja Lingkungan Santoso, MSc Peneliti 

Kerja PKM Batumarta VIII Kabupaten Oku Timur Deriyansyah Eka Putra. Peneliti 

SKM 

Emawati, Amkl Teknisi 



No Judul penelitian Satuan Kerja Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 

28 Penentuan Daerah Rawan DBD dengan Loka Litbang P2B2 Kesehatan Yuneu Yuliasih, SKM Ketua Pelaksana 

Pemetaan Berbasis Pengindraan Jauh dan Ciamis Lingkungan Andri Ruliansyah, SKM, Peneliti 

Sistem lnformasi Geografi di Kota. Banjar M.Sc 

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 lpa, SKM, MSc Peneliti 

Menurut Strata Endemisitas Panji Wibawa Dhewantara, Peneliti 

S.Si 

Nurul Hidayati Kusumastuti, Teknisi 

SKM 

28 ldentifikasi Vektor Utama Demam Berdarah Balai Litbang P282 Kesehatan Nova Pramestuti, SKM Ketua Pelaksana 

Dengue dan Sebaran Virus Dengue di Ba1jarnegara Lingkungan Rr. Anggun Paramita Djati, Peneliti 

Kabupaten Banjarnegara MPH 

Jarohman Raharjo, SKM Peneliti 

Ulfah Farida T, Amd Teknisi 

29 ldentifikasi Parasit (cacing) di Berbagai Habitat Balai Litbang P282 Penya kit 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 Anopheles spp dan Upaya Proteksi lbu Loka Lithang P2B2 Keschatan Majematang Mading SKM Ketua Pelaksana 

Hamil terhadap Kejadian Malaria di Kabupaten Waikabubak 
·-. 

Lingkungan 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 P282 Kesehatan drh. Rais Yunarko Ketua Pelaksana 

Menggunakan Metode GIS (Geographis Waikabubak Lingkungan Yona Patanduk, SKM Peneliti 

Information System) di Kecamatan Umbu Ratu Fajar Sakti P., S.Si Peneliti 

Nggay Barat, Kabupaten Sumba Tengah Yustinus Desato, Amd. Kep Teknisi 



No Judul penelitian Satuan Kerja 
32 Probabilitas Hipertensi pada Penduduk Miskin di Loka Litbang Biomedis Kecamatan Ulee Kareng Kota Banda Aceh Aceh 

33 Faktor-Faktor Yang Merripengaruhi Penularan Loka Litbang Biomedis Kontak Serumah TB Paru di Wilayah Kerja Aceh 
Puskesmas Darul lmarah, Kabupaten Aceh 
Besar Tahun 2012 

Panel Tim Pelaksana Jabatan Tim 
Penyakit Tidak dr. Eka Fitria Ketua Pelaksana 
Menular drh. Bayakmiko Yunsa Peneliti 

Marya Ulfa, S.Si Peneliti 
Sari Hanum, Amd.AK Teknisi 

Penya kit dr. Nelly Marissa Ketua Pelaksana 
Menu Jar Abidah Nur, S.Gz Peneliti 

Ira, S.Si Peneliti 
Andi Zulhaida, Amd.Ak Teknisi 

:JAKARTA DITET AP KAN DI 
PADA TANGGAL : 12 JANUARI 2012 



KA TA PENGANTAR 

Alhamdulillahi Robbi! ·Alamin, scgala puji penulis panjatkan kcp:ida Allah 

Subhanahu wa Ta'alanatas s�gala rabmat, kcmudahan dan kcsempatan-Nya schingga 

pcnulis dapat mcnyelesaikan pcncl itian yang berjudul ''Uji Kualitas Aferode Ekstraksi 

DNA M tuberculosis M�>ngQ;unakan Tek11ik Guanidine Thiosianat Termodijilwsi" dcngan 

scgala kcterbatasan yang ada pada cliri pcnulis. 

Penulis menyampaikan tcrirna kasih kepada Drs. Ondri Dwi Sampumo, fv1.Si,Apt. 

selaku Kepala Pusat Biomedis dan Tcknologi Dasar Kesehatan, 13adan Pcnclitian 

Pcngembangan kemcntcrian K0sehaian atas scgala dukungan, kcscmpatan clan 

kepercayaan yang diberikan kcpada Pcnulis untuk melakukan penelitian ini. 

Ucapan terimakasih juga Pcnulis sampaikan kepada Dr. Vivi Lisclawati, Msi, Apt 

sclaku Kepada bidang Tcknologi Dasar Kesehatan, sebagai pencetus ide penelitian ini, 

Dr.drg.Magdarina D Agtini selaku kdua PPI yang memberi masukan dan saran, Kambang 

Sariaji, M.Biomed selaku Koordinator Laboratorium Bakteriologi dan Dra. Ani lsnm:vati, 

M.Kes, Apt sclaku Koordinator Laboratorium Farmasi di Pusat Biomedis dan teknologi 

Dasar Kesehatan faka11a beserta Staf yang telah mernberi wak.tu, kesempatan kepada iim 
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RINGKASA N PENELITIAN 

Tantangan dalam rnelakukan detcksi inlcksi M\:cobactenum tuberculosis (1\Jrb) 

pada pas ien suspek Tuberkulosis paru (TB) di lndonesia mcmbutuhkan solusi yang tcpat, 
cepat dan sederhana. Program penanggu.langan TB di lndonesia masih menggunakan 

diagnostik konvensionat dengan pemeriksaa n uji mikroskopis dan biakan kultur. Untuk 

mendapatknn hasil pemeriksaan Basilus Tahan Asam (BTA) 1l1th secara mikroskopis 

dihutuhkan jumlah baktcri ,�Jtb minimal l 0.000 BTA per ml dahak. Sela in itu, uji 
mikroskop is juga membutuhkan tenaga Jaboratorium yang tcrlatih untuk mcndapatkan 

has il uji yang berkualitas. Uji konvensional lain menggunakan kultur bakteri 1i.ttb pada 

media sediaan yang sesuai memiliki sensitifitas yang lebih tinggi diband ing uji 

mikroskopis. Namun dibutuhkan waktu pc-rtumbuhan bakteri yang 1ebih lama (2-4 

minggu). Berdasarkan hal i n i  maka pengembangan tcknik deteksi secara moiekuler untuk 

ident ifkasi bakteri Mtb merupakan salah satu langkah ahernatif. 

Dctcksi molckuler u:ntuk deoxyribo rmcleid acid (DNA) lvltuherculosis dapat 

mcnggunakan teknik nucleid acid ampfUlca1io11 test (NAAT) antara lain Polymerose chain 
reactio1z (PCR) konvensional dan mctodc loop-mediated isothermal Amp!Ulcatio1z 

(LAMP). 

Salah satu tahap penting dalam teknik deteksi molekular TB adalah tahap isolasi 

DN A bakter i lvf. tuberculosis dari sampel kl inis (dahak) pasien TB. Penggunaan reagen 

dan metocle ekst raksi yang sesuai dapat menjadi alternatif mempermudah isolasi DNA lvt. 
tuberculosis dari dahak. Penelitian bertujmm untuk memodifikasi metode isolasi DNA dan 

formula rcagcn ekstraksi menggunakan senyawa guanidin tiosianat dan chelex serta uji 
stab i titas serta reliabilitas rcagen termodi fikasi. 

Metodc ekstraksi DNA yang dimodifikasi adalah a). Metode Guanidine thiosianat 

tanpa menggunakan sentrifugasi serta modifikasi forrnula dcngan menambahkan proteinase 

K dan �-mcrcaptoetanol yang bcrtujuan untuk mempercepat lisis sci dan pemumian DNA 

hasil eksiraksi, dan b) Menggunakan pemanasan dengan Chelex l 0%. Sampel adalah 

kultur Aftuberculosis H37R.v yang mcrupakan kolcksi Bahan Biologis Tersimpan (BBT) 

dari laboratorium Bakteriologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan (BTD.K). 

Observasi stabilitas dan relia.bilitas reagen ditakukan dengan menyimpan reagen ekstraksi  

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



Mtb ini  akan mcndukung grand design penelitian TB di Pusat BTDK, Baclan Litbang 

Kcsehatan 

Basil menunjukan bahwa ekstraksi dengan metocle guanidin tiosianal baik dengan 

sentTifugasi rnaupun pemanasan dengan cheJex I 0% rnemberikan konsentrasi DNA Jebih 

t i nggi dihandingkan d�ngan reagen kit komersial .  Namun hasil ampl ifikasi DNA dengan 

PC'R pada metode ekstraksi menggunakan gw:midin tiosimwt dengan modifikasi 

penambahan proteinase K dan 2-mercaptoethanol perlu di lakukan optimasi Jebih lanjul, 

mcncakup suhu dan siklus amplifikasi, karena pita DNA yang dihasilkan sangat t i pis. 

Penggunaan pemanasan dengan Cbelex 10% untuk ckstraksi DNA Mtb menghasilkan 

konsentrasi DNA ::- 5-6 kali  l ipat dibanding mengg:unakan kit komersial clan pita DNA 

hasil elcktroforcsis dapat terlihat dengan baik. 

Bcrdasarkan hasil 1ersebut d i  atas, perlu pcngembangan lebih lanjut untuk 

mengetahui sensitifitas dan spesifisitas penggnnaan Chelex 10% se11a optirnasi metode 

ke1ja untuk reagen guanidin tiosianat termodifikasi dalam proses ekstraksi DNA 

I'1tuberculosis. 



Al3STRAK 

Eksrraksi Deoxyribon N11cleid Acid (DNA) rnerupakan tahap pcrtama dan 

menentukan clalam metode delcksi mokkular M.111bc:rculosis menggunakan tcknik N11cleid 
Acid Ampl[fication Test (NAAT). Penelitian yung dilakukan bert ujuan membandingkan 

hasil ektraksi DNA dcngan menggunakan metode guanidin tiosianat dalam kit k.omersial 

dibandingkan dengan metode guanidin tiosianat tcrmodifikasi scrta mett1de eksttaksi 

mcnggunakan pernanasan dengan Chclex I o<Yo. Sampel berupa 3 kullur /'4th I 137Rv, 

kolcksi Laboratorium 13aktcriologi Pusat Biomedis dan Tcknologi Dasar Kesclrntan dalam 

media Loweinstcin Jensen (LJ) yang dilarutkan dalam NaCl, yang kcmudian diekstraksi 

dengan m enggun akan 3 metode ekstraksi. Konsentrasi DNA Mtb H37Rv hasil ekstraksi 

diukur rnenggunakan Nano Drop dan amplifikasi dilanjutkan dengan mctode Polymerase 
Chain Reaction (PCR) konvensional serta sistem deteksi di1akuknn secarn elcktroforesis. 

I lasil ekstraksi menggunakan mct\lde guanidin tiosianat tnnpa modifikasi dan dengan 

modifikasi langkah kcrja sertn pemanasan dengan chelex 10% mengbasilkan konscntrasi 

DNA Mtb yang k�bib tinggi dibandingkan dengan kit komersil. Ekstraksi DNA dengan 

guanidin tiosianat yang dimodifikasi dcngan pe11�1mbahan proteinasc K dan 2-

mcrcaptoethanol tidak mcnun jukan basil yang lebih baik dibanding dcngan mctode lain. 

Waktu eksiraksi clengan teknik pemannsan dengan Che lex l 0% lebih cepai dibanding 

dengan metode guani di n liosianat maupun pada kil komersial. Hasil ini menunjukan hahwa 

metode ekstraksi DNA den gan metode guanidin tiosianat tanpa mod.ifikasi dan pemanasan 

dengan Che lex I 0% berpotensi untuk digunakan lebih lanjut dan dimanfantkan pada 

fasilitas laborntor.ium scclcrhana. 
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I .  PENDAHULUAN 

Tantangan dalam melakukan deteksi infeksi 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 uj i mikroskopis dan biakan kultur. Untuk 

mendapatkan basil pemeriksaan Basilus Tahan Asam (BTA) Mrb secara mikroskopis 

dibutuhkan jumlah bakteri minimal 1 0.000 BT A per ml dahak. Selain itu, uji mikroskopis 

juga membutuhkan tenaga laboratoriurn yang terlatih untuk mendapatkan hasil uji yang 

berkualitas. Uj i konvensional menggunakan kultur bakteri pada media sediaan yang sesuai 

memiliki sensitifitas yang lebih tinggi dibanding uj i mikroskopis. Namun dibutuhkan 

vvaktu pertumbuhan bakteri yang lebih lama (2-4 minggu)1 '2•3•4• Bcrdasarkan hal ini maka 

pengembangan teknik deteksi secara molekuler untuk identifikasi bakteri Mtb merupakan 

salah satu langkah alternatif. 

Deteksi molekuler untuk mengidentifikasi deoxyribo nucleid acid (DNA) dari Mtb 

dapat menggunakan teknik nucleid acid amplification lest (NAAT), antara lain secara 

Polymerase chain reaction (PCR) konvensional dan metode Loop-mediated Isothermal 

Amplification (LAMP). 

Salah satu tahap penting dalam teknik deteksi molekular TB adalah tahap isolasi 

DNA bakteri Mrb dari sampel dahak pasien TB. Reagen ekstraksi komersil yang ada saat 

ini menggunakan senyawa guanidin tiosianat dalam komposisinya dengan harga yang 

tinggi karena masih di impor dari luar Indonesia. Metode ekstraksi lain adalah dengan 

pemanfaatan senyawa Chelex yang sering digunakan dalarn ekstrasi DNA untuk keperluan 

forensik5 . Penggunaan metode guanidin tiosianat dan Chelex termodifikasi menjadi 

alternatif yang mudah, murah dan cepat utuk mengisolasi DNA Mtb dari sampel dahak 

pasien TB di Indonesia. 

Berdasarkan latar belakang tersebut di atas maka di lakukan penelitian dengan 

judul: " Uji Kualitas Metode Ekstraksi DNA Mycobacterium tuberculosis Menggunakan 

Teknik Guanidine Thiosianat dan Che/ex Termodijikasi ". 
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2. TINJAUAN PlJSTAKA 

Penyakit LUbcrkulosis disebabkan oleh bakteri iHtb yang penularannya melalui 

percikan dahak penderita tuberkulosis di uclara. Indonesia mcnempati peringkat ke-4 

terbanyak JX'nderita tuberkulosis setelah India ,Cina dan Afrika Sclatan. Sctiap tahunnya di 

dunin tcrdnra1 sekitar 8 ju1a penderita tubcrkuh)sis paru dan sekitar 3 juta orang 

diantarnny<1 mcninggal akibat penyakit in i .  M�nuru! WI 10, pada iahun 2000 d i  kawasan 

Asia 'J 'cnggarn diduga terdapat kbih dari 3 .8 juta penderila tuberkulosis baru dan terjadi 

lebih dari 1 .3 juta kcmntian yang akibat n1berkulosis6• 

Laboratorium hcrperan penting dalam mengid�ntifikasikan kasus tuberkulosis. 

Keccpatan dan k0akuratan basil uji diagnostik 1Hth akan mcmbantu klinisi membuat 

keputusan dalam pcrnilihan tern.pi obat dan mcmbantu untuk rnencegah penycbaran 

tuberkulosis. Diagnosis Tuberculosis mencakup didalarnnya tes tuberkul i n  (tes Mantouk), 

radiografi dada dan uji bakteriologi. Uji bakteriologi yang d i lakukan secara konvensiona1 

mencakup observasi mikroskopik dengan basil us tahan asam (BT A) dan kultur bakteri 

dari sampel sputum yang telah digunakan beberapa dckadc1 • 
Uji mikroskopis dengan mcnggunakan Basilus tahan asam (BTA) 1lttb mcrupakan uji 

konvcn�ional yang murah, sedcrhana namun rnerni l ik i  kekurangan dalam sensitifitas dan 

spesifitasnya2• Mctode proporsi mcnggunakan media Lowenstein Jensen (LJ) merupakan 

metodc baku crnas pcmeriksaan tuberkulosis yang membuh1hkan waktu inkubasi yang 

lama, yaitu 28-40 lrnri3. Scdangkan pada penggunaan 111e<lia <.:air seperti BACTEC MGIT 

960 membutuhkan 1,vaktu i nkubasi sekitar 15 hari, tetapi biaya lebih tinggi. Pada metode 

kultur, dibutuhkan waktu h ingga 1-3 pekan untuk tumbuh secara optimal dm1 dapat diamati 

dengan baik'. Waktu penumbuJrnn kultur bakteri yang lama menyebabkan metode ini tidak 

dapat digu11akan scbagai alat dcteksi cepat TB. 

Uji diagnostik infeksi !Jftb secara rnolckular dapat dijadikan altcmatif untuk 

mcngatasi keterbatasan metode diagnostik TB yang sudah ada. Bcberapa teknik deteksi 

molekular dari Jl-1th yang suclah d ipasarkan antara Jain AMTD (Gen-Probe Inc) yang 

mengamplifikasi rRNA 1Htb, Amplicor clan Cobas amplicor (Roche) clengan PCR 1 6s 

rRNA, BD-ProbeTec (Beckton Dickinson) dengan amplifikasi sekuen insersi (IS6110) dan 

Loop-mediated Isotlzermal Ampl(/lcat ion (LAMP, Eiken) dengan amp I ifikasi isothermal. 

Kelebihan dari teknik molekular dalam deteksi TB adalab penatalaksanaannya 

yang ccpat, membutuhkan waktu 3-6 jam dan akurasi hingga 92% 8•9. Selain itu, hasil 

dcteksi molekular TB dapat diamati secara langsung dengan hasil yang konsisten untuk 
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sampel dalam jumlah bcsar. Pengembangan metode LAMP telah pula dikembangkan di  

Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbangkes11i. 

Salah satu tahap renting dalam teknik deteksi molekular TB adalah tahap isolasi 

DNA bakteri 11'ftb dari spesimen klinis pasien (dahak atau urin),Untuk mc.ngaplikasikan 

teknik deteksi rnolekular dari .Mtb di lap<rngan, rnaka perlu dikembangkan teknik yang 

sederhana untuk melakukan isolasi DNA secarn ekstraksi dari sampcl pasicn TB yang 

diambil. Berbagai teknik t:'kstraksi DNA dengan mcnggunakan kit ekstraks i komersial 

dihadapkan pada kcndala biaya. Pcngemb<rngan Teknik ekstraksi DNA lHth yang 

scderhana dan ekonomis dapat dikembangkan untuk rnenjadi altcrn atif teknik deteksi yang 

cepat, efektif dan efisien untuk deteksi dini infeksi .Mtb d i  Indonesia. 

Dasar dari kit komcrsial untuk isolasi DNA antara lain adalah dcngan 

menggunakan dem.nuran guanidin tiosianat. Penggunaan Guanidine isotiosianat untuk 

menghilangkan inhibitor PCR (KCI, NaCL polisakarida, sisa EDTA, SDS dan etanol) dari 

sample klinis pasien TB juga pernah dilakukan sebelumnya3. Guanidin tiosianat 

rnerupakan denaturator protein yang mampu rnelisiskan sel dan dapat digunakan dalam 

ekstraksi DNA dan mcnginaktifkan cnzim RNAse dan DNAsc. Pcnggunaan proteinasc K 
dalam buffer guanidinc untuk rncngisolasi DNA mcnghasilkan produk isolat DNA dengan 

kemumian tinggi9. 

Metode lain adalah pcnggunaan Chelex yang mcrupakan agcn pclisis mcngandung 

resin yang mampu m�nginuklivusi inhibitor pa<la Leknik PCR1 1 , dan juga teknik deteksi 

yang berbasis ampli likasi lain. Dalam ekstraksi DNA, chelex berpc.ran dengan mengikat 

ion dari berbagai protein dan inhibitor berbasis pergantian ion (ion exchange) yang dalam 

proses PCR akan menghambat kei:ja enzim pengamplifikasi, sepcrti raq polimerase pada 

PCR. 

3. TUJUAN DAN MAN FAAT PENELITIAN 

3. l. TUJUAN U M U M  

Memperoleh kandidat reagen diagnostik molekular terrnodifikasi untuk deteksi 

cepat kasus TB di I ndonesia yang dikembangkan secara rnandiri. 
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3.2. TU.JUAN KHUSUS 

I . Mendapatkan metode dan f'ormula ckstraksi DNA l11ft11berculosistermod{!ikasi 

yang mudah, efisien dan akural . 

2. Mcmpcrokh data a\,val stahil itas dan re!iabi!itas dari mctodi:. dan l'orrnula 

reagen eks traksi DNA .M111berculosis tcrmodifikasi. 

3.3. MANFAAT PENELITIAN 

Manfaat dari penelitian ini adala.h: 

Upaya mendukung grand design penelitian TB di Pusat 13iomedis dan Teknologi 

Dasar Kesehatan sebaga.i langkah awal k.emandirian bangsa di bidang diagnostik rnolckular 

kasus TB. 
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4. METOD£ PENELJTIAN 

4.1. KF:RANGKA KONSEP 

Dalam ekstraksi DNA terdapat tahapan yang dapat digolongkan sebagai faktor 

utama dan faktor tambahan. Pembagian i n i  mengacu kepada merode ekstraksi DNA yang 

pertarna kali dijelaskan oleh Boom14 yang menjadi ruj ukan clalam berbagai metode 

ekslrnksi DNA. Faktor tarnbahan dikembangkan oleh Chakrnvorty? dan Hossain9. 

Formula 
Oasar 

Modifikasi 
Sistem 
oeteksi 

1. k.o��E:· n'tt�.li 
OliA {l-tar.-0 OioJ:J 

Elekra>fat e.ris 
\Pl:.R} 

Gambar 1 : Kerangka Konsep Penelitian 
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4.2. ALUR KERJA 

Modifikasi mctotk Ekstraksi DNA Mtb H37Rv 

Variasi Suhu I t:fj:• 

AMPLIFIKASI DNA 

Deteksi Hasil El<:straksi 

Penyimpanan Formula 
Ekstraksi Termodifikasi 

Uji Stabilitas dan 
Reliabilitas 

Analisls Statistik 

Gambar 2. A lur Kctja 

4.3. TEMPAT DAN \VAKTU PENELITIAN 

�1 Variasi Cahaya 

Penelitian dilakukm1 di Laboratorium Bakteriologi dan Laboratorium Farmasi, Pusat 

Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan - Balitbang Kemenkes RI selama 8 bulan (Mei-

Descmber) 

4.4. DESAIN PENELITIAN 

Desain pcnclitian ini quasi eksperimcntal dcngan dcngan pendckatan percobaan 

menggunakan nmcangan acak kelompok lengkap (RAKL) 

4.5. JENIS PENELlTIAN 

Jenis penelitian ini  adalah eksperimental laboratorium 
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4.6. SAl\tlPEL 

Sarnpel adalah kultur A1tb I !37Rv dalam medium Lowcinslein-Jenscn kolcksi 

Laboratorium 8aktcriologi, Pusat 8iomcdis dan Tcknologi Dasar Kcsehatan, 8adan 

Litbangkes 

Perhitunga.n besar sampel untuk uji stabi l itas terhadap subu dan cahaya diambil 

dengan menggunakan perhitungan Federer sehagai berikut. 

(t-l )(n- 1 )? 1 5, dcngan : 

T = pcrlakuan 

N = jumlah sampcl 

.Jumlah perlakuan terdiri dari reag:en termodi likasi dan tanpa modifikasi dengm1 w � 
masing-masing diperlakukan dengan penyimpanan terhadap- suhu (ruang dan referigator) 

dan cahaya (dengan clan lanpa cahaya). 13erdasarkan rumus foderer d idapat jumlRh 

pcngulangan untuk .masing-masing pcrlakuan adalah 3.  Sehingga total sampd unluk 

seluruh penelitian adalah 32. 

4.7. VARI ABEL 

Variabel independen dari penelitian ini adalah sampel yang cligunakan dalam 

ekstraksi. Variabel dependen dari penelitian ini  adalah formula ekstraksi yang 

dimodifikasi, suhu se11a pencahayaan yang diberlakukan terbadap formula yang dibuat. 

4.8. INSTRUMEN PENELJTIAN DAN PENGUMPULAN DATA 

Pengumpulan dala untuk identifikasi stabilitas dan reliabilitas d i lakukan dengan 

menggunakan instrnmcn pcngumpulan data seperti ditunjukkan pada tabcl 1. 
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Tabcl 1 :  Instrumcn pcngumpulan data uji stabililas dan reliabilitas r--------------..,.-------------r--
1 Pekan l 

Reagen Peny1mpanan �---.--�--.-----.------1 

l _______________ ! ______ .. ._j_�L-2 -�1-4_ ......... _s ........... 

Tan pa 

modifikasi 

Suhu 

Cahaya 

i refrigator 1 ' 
I ! _______ __.._, ___ . ...._. --�-.�-+---�--........; ! 

I Ruang 

Dengan cahaya 

1 Tanpa cahaya 
-------------- - ·------+------ ------------·+---+----1------4---1 

Suhu 
i Refrigator I L--------·��-;.-�---+�--+----+---i 

Dengan 

modifikasi 

I Ruang 

.__c_
a
-
ha
_

y
_

a
-�j-D-e--

ng an c
a��; _ _ ......., _�··--i---�'��_,__�......._. �a cahaya I 

______________ ...... - - � ... ..... _. __ .-L.__.. _______________ ._.. __________ _.., ----------___ __.__ ___ _._, ___ __, 

4.9. PKNGUMPULAN DATA 

Pengumpulan data uji stabilitas dan reliabilitas d ilakukan terhadap hasil ekstrnksi 

DNA kultur 1\ttvcobacterium tuberculosis ll37Rv rnenggunakan reagen clan buffer 

tennodifikasi yang sudah disiapkan sesuai waktu pengambilan bahan, yaitu: Pada pekan 
ke- 1, 2, 4, 8 setelah ptnyiapan reagen. Penyiapan reagen disimpan dalam 2 variabel, yaitu: 

Penyimpanan pada suhu ruang dibandingkan suhu refrrigrator dan penyimpanan pada 

cahaya ruang dan tanpa cahaya. Tiap ekstraksi DNA dari masing-masing variable 

difakukan pengulangan sebanyak 3 kali. 
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4.10. BAHAN DAN CARA KERJA 

Pcnclitian dilakukan di laborntorium Bakteriologi dengan fasi l i tas Biosqfety 

Laboratory Level 2 (BSL) -2 menggunakan Biosafety Cabinet (BSCJ dan <dat pelindung 

diri (APO) setingka! penanganan agen resiko .3 untuk ekslrnksi DNA dari kultur 

1\1ycobactcri11m tubNrnlusis. Pernbuatan dan peny1mpanan formula dilakukan di 

laboratorium farmasi. 

4.10.l. BAHA� K I M  IA/REAGEN 

Ballan yang dibutuhkan <la lam pcnelitian in i  adalah scbagai bcrikui: 

1 .  NaO I I 9. Larutan EDTA 

I "" '  HCI 1 0. Tritoa-X 

"' 
.) . Na-sitrat 1 l. Diatom 

4. N-aseti I L-sistcin 12 .  EtanoI absolut 

5.  /\ kuadeslakuabides 13 .  Diatom, Celite 

6. Larutan TE 14. Kit  ekstraksi DNA 

7. Guanidint; tiosianat I 5 .  Proteinase K 

8. Tris-HCL 16.  B-mcrcaptoetanol 

4.10.2. PERALATAN DAN BAHAN HABIS PAKAI 

Bahan lrnbis pakai yang dibutuhkan dalarn penditian ini  adalah sebagai berikut: 

l. Tu be n ukl ease free 

2. glove 

"' Tissue bebas sernt .) . 

4 .  Pipet tip 10  ul 

5 .  Pipet tip 20 u.I 

6.  Pi pet t ip l 00 ul 

7. Pipet tip 200 u l  

8. Pi pet tip I 000 u l  

9. Masker 

I 0. Alkohol 70% 

l I .  Botol penyimpan reagen 150 m l  
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4.10.3. CARA KERJA 

4. 10.3.1. PEM HlJATAN BUFFER 

Bufor lisis dibuat dengan melarutkan 1 20 g guan idin tiosianat (flub. chemie AG, 

buchs. switzerland) ke dalam I 00 ml 0, I M tris-HCI pH 6,4 (boehrnger GmbH, Mannherim. 

Germany). Kemudian ditambhakan 22 ml 0.2 M larutan EDTA (Titirplex, Merck, Germany) 

diatur dengan Na OH hingga pH 8 dan ditambahkan 2 .6 g triton X-100 (Packard l.nstrumcnt 

CO. Inc, Dmvners Grove, I l l )  lalu dihomogcnasikan. 

Buffer pcncuci d ibuat dengan mclarutkan 1 20 g guanidine tiosianat ke dalam 100 ml 

0,  1 M Tris-HCI pH 6,4. Pclarutan guanidine dibantu dcngan pemanasan menggunakan 

waterbath pada suhu 6d'- 65°C dengan pengocokan secara terus-menerus. 

Bu ffer TE dibuat dengan me l arulkan 1 OmM Tris-HCI dengan I ml'v1 EDT A (pH 8) 

di dnlam autoklaf (20 menit pada sulrn 12 l'iC). larutan ini merupakan larutan stok 1 00 X. 

Suspensi diatom dibuat dengan menambahkan 50 ml H20 dan 500 ul, 32% (wt/vol) 

HCI ke dalarn 1 0  g Analytical grade high purity Celite (Janssen Chirnica, Beerse, Belgium). 

Larntan disimpan dalam botol yang ditutup rapat dan diautoklaf. 

4.10.3.2. EKSTRAKSI DNA 

a. 500 ul  kultur dicampur dcngan Iarutan pclisis (NaOH, Na-sitrat dan N-asetil L­

sistein) dengan konsentrasi l :  1 dalam ta bung mikrosentrifus steril dan dkocok 

dengan rotary shaker selama 20 mcn it pada 420 rpm. 

b. Kemudian di lakukan scntrifugnsi selama I 0 menit dengan kecepatan 1 2 .000 rpm. 

J>eJet kernudian dicuci dengan akuades steril dua kali 

c. Selanjut11ya ditambahkan larutan 'T'E dan larutan pelisis (guanidin tiosianat, tris­

HCL, EDTA dan trinton X) dan 20 ul diatom. Kemudian dikocok kembali selama 1 0  

mcnit <lcngan kecepatm1 I 00 rpm lalu disentrifus selama 2 mcnit. 

d. Pelct kcmudian di.cuci dengan buffer dan etanol 70% dingin masing-masing dua kali, 

Jalu dikcringkan pada 56°C. 
e. Pada pelet kering kemudian ditambahkan larutan TE dan d i inkubasi pada 56°C 

selama I 0 men i t .  

f. Setelah disentTifus di lakukan pengukuran konsentrasi dan kualitas DNA dengan 

menggunakan spektrofotometri. 

4. I0.3.3. ELEKTROFORESIS GEL 

Elcktroforcsis di lakukan dengan mcnggunakan agarose 0.5% dan menggunakan 

etidium brom.ide ( l  ug/ml) dalam buffer (40mM Tris-20mM. sodium asctat-2 mM. sodium 
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EDTA dengan pH 7,7 asam asetat, etidium bromide d i tambahkan sebanyak 1 ug/ml tiap 

buffer). Untuk mel ihat hasil elektroforesi s  digunakan UV transluminator 

4. 10.3.4. ANALJSIS DATA 

Analisis statistik di lakukan dengan rnenggunakan analisis deskriptif bivariat dengan uji 
ANOVA terhadap kualitas dan kemurnian DNA untuk variable cahaya dan suhu terhadap 
waktu untuk tiap reagen 

4. 1 1. PF:RTJMBANGAN ETIK PENELITIAN 

Pert[mhangan Etik penclitian diajukan kcpada komisi Etik Penelitifm Kesehatan, Badan 

Litbang Kesehatan Kcmcntcrian Kescbatan R I  



5. HASIL 

Formula ekslraksi DN/\ yang berhasil dibnat dalam penditian ini be1jumlah 2 formula 

dengan masing-masing formula dimodifikasi lebih lanjut. Formula pertama yang dibuat 

mengacu kepada frinnu la yang dibuat oleh Boom et al tahun 1 99 l yang berbasis pada 

Guanidin Tiosianat. Modifikasi pcrtama yang dilakukan tcrhadap formula Guanidin Tiosianat 

adalah dengan mcrubah tahapan ckstraksi yang di lakukan (lampiran) dcngan tidak 

menggunakan scntri fugasi . Modifikasi kedua yang bcrbasis guanidin tiosianat adalah dcngan 

penambahan proteinasc K, dan penarnbahan prroteinase K dan 2-mercaptocthanol sccara 

bersamaan. Tahapan ek.straksi yang di lakukan dengan menggunakan teknik guanidin tiosianat 

adalah sebagaimana dijclaskan da lam metode. 

Tabel 2: Kons�ntrasi DNA (ng/ul) .Hasi l Ekstraksi DNA dengan menggunakan kit dan formula 
guani.din riosianat 

---·····-··----------- ---------------
Metode ekstraksi 
Kit komersil 

Guanidin Tiosianat 

Guanidin Tiosianat Modifikasi 

met ode 

Guanidin Tiosianat + Proteinase K ·
Guanidin Tiosianat + Proteinase K 

Ula�gan 1 Ulangan 2 
9,1 12,9 

29,55 27,85 

46,2 38,4 

42,9 53,3 

41,9 40,8 
+ 2-mercaptoethanol ___ . _________ _ 

Ulang_�� 3 Rerata 
5,6 9,2 

42,4 33,2 

40,5 41,7 

48,1 

41,4 

Fonnula ckstraksi DNA yang kedua dalam penelitian ini berbasis pada agen pelisis 

Chelex. Penggmrnan Chekx un1uk ekstraksi DNA sebelumnya pemah dilakukan olch Walsh 

et al ( 1 9 9 1 )  untuk ekstrnksi forensik. Dalam penelitian ini, konsentrasi chelex yang 

digunakan adalah l 0%. Selanjutnya dilakukan variasi penggunaan Proteinase K dalam 

larutan chelex 1 0% sejumlah konsentrasi 0, 1 % dan 0,2% metode ekstraksi DNA dengan 

menggunakan Chclex d ilakukan dengan pemanasan menggunakan PCR pada suhu 99°C 

Tabel 3 : K.onscntrasi DNA (ng/ul) Hasil Ekstraksi DNA dengan menggunakan formula 

Che lex 

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% 

Chelex 10% + 
111,7 10,7 61,2 

proteinase K 0,2% ·····---------·--·-· 
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Hasil clektroforcsis scbagaimana ditlll�iukan pada gambar 3 mcnjelaskan bahwa 

ekstraksi DNA dengan mc.nggunakan Chclcx maupun kit dapat diamplifikasi dengan baik 

menggunakan teknik PCR. Primer yang digunakan mengamplifikasi DNA sepanjang :!:.360 pb 

sebagaimana juga d itunjukan olch marker. Hasil amplifikasi DNA dengan mcnggunakan 

metode ekstrnksi Chelex lebih tebal dibandingkan dengan kit. Ekslrnksi dengan 

menggunakan guanidin tiosiannt
1
·
1 twipa modi Jlkasi dan dengan modi fikasi cara ketja 

menunjukan hasil yang cukur baik clibandingkan dengan formula yang: dimodifikasi 

menggunakan proteinase K dan 2-mercaploethanol. 

Gambar 3. Hasil elektrofon:sis amplikon yang diekstraksi dengan mcnggunakan kit (Kit 1,2 dan 3) 
dan formula modifikasi chelex (C4, C6- I, C6-3, C7, CS-2 dan C9) serta Guanidin tiosianat 

(tan pa modifikasi:  C I ;  modi fJkasi mctode: 03; rnodifikasi penambahan proteinase K : E2 

dan proteinase K scrta 2-mercaptoethanol F2) 
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6. PEM BAHASAN 

Perkembangan dalam teknik molckular untuk mendeteksi bcrbagai patogen telah 

dikembangkan semenjak teknik amplifikasi DNA ditemukan. Pemanfaatan teknik deteksi 
molcku!ar pada infeksi jHfb pertama kali dikcmhangkan dengan menggunakan teknik 

1 ·1·k ·9 p amp 1 1 as1 . · enggunaan kit  komersil untuk ekstraksi DNA dalam deteksi molekular 

M.ruherculosis 1elah banyak dilakukan sebelurnnya dalam detcksi molekular P,,fycobacrerium 

111berculosis. 

Berbagai teknik yang sudah dikernbangkan untuk deteksi molekular 1· I ::!  • n 

mcnunju.kan hahwa ada altematif lain dalmn ektraks.i maupun deteksi .Mycobacterium 

tuberculosis secara molekular. Pcnggunaan agcn peiisis guanidin tiosianat terbukti efcktif 

untuk ekstraksi DNA dari sampcl A1J'cobacterium tuberculosis baik dari sputum maupun 

kultur2. Modifilrnsi lain ada peuggunaan scnyawa Chclcx. 
Penelitian ini memberikan altematif teknik ekstraksi DNA dengan menggunakan 

teknik guanidin tiosianat dan chelex yang telah d i kembangkan sebe1umnya dan kemudian 

dimodifikasi untuk deteksi Afycobacreriu111 tuberculosi/1. Pengembangan lebih lanjut dari 

fbrmula guanidin tiosianat rnengacu pada formula yang dibuat oleh Hossain9 maupun yang 

dimodifikasi pa da penelitian i n i  tidak menunjukan adanya perbedaan yang nyata dalam 

konsetrasi DNA yang berbasil dickstraksi, sebagaimana yang ditunjukan oleh tabel 4. Tctapi 

jika dibandingkan dengan k1l komersil, maka formula Guanidin tiosianat dan Chelex 

membcrikan hasil konscntrasi DNA yang lebih baik. 

Tabel 4: Hasil ckstraksi DNA Mycobacterium tuherculosis menggunakan formula dibanding dengan 

kit Analisis menggunakan A nova dcngan posthoc test Tukey HSD 

Metode 

Kit Komersial 
Guanidin Tiosianat (GT) 

Chelex + Prot K 0,1% 

GT + PK + 2 mercapto 

Che lex 

GT Metode 
GT + Prot K 

Sig, 

Subset for alpha = 0.05 

2 

9.1667 

33.2667 33.2667 

34.8000 

41 .3667 

41 .4000 
41 .7000 
48.1000 

.060 .436 
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Hasil anal is is dengan menggunakan ANOVA dengan pos !we test Tukey digunakan 

untuk mengetahui perbandingan antara satu metode dengan mctodc. yang lain. Kelompok 

yang tidak berbeda nyata dimasukru1 dalam satu lwlom. Dari tabel 4 diketahui bahwa 

konsentrasi DNA fl.1th dari metode eksrraksi de11gan menggunakan k;t komersial dan 

gua11idin tiosia11a1 tidak herbeda secam 11yata. Konsentrasi DNA Jtfth hasil ekstraksi dcngan 

mcnggunak.an mcki<lc yang di modifikasi dari fonmda Guanidin tiosianat yang 

d ikembangkan oleh Boom 1 1 dengan penarnbahan protcinasc K, 2-mercaptoctanol, maupun 

ekstraksi mcnggunakan chelex dengan pcmanasan pada suhu 99°C bcrbeda secara nyata jika 

<l ibandingka n clengan kit komersial.  

Pcnggunaan Chelex untuk ekstraksi DNA dapat di lak:ukan dcngan teknik pemanasan. 

Formula yang dibuat dalam penelitian i n i  dengan menggunaknn Che lex l 0% menunjukan 

basil konsentrasi ekstrak DNA yang lebih t inggi dibandingkan dengan kit komersial maupun 

metode guanidin tiosianat tanpa modifikasi. Chelcx J (l°lo tan pa penambahan proteinase K 

menghasilkan konsentra;:;i DNA yang lebih tinggi dibandingkan Chelex 1 0% dengan 

penambahan protcinase K dengan konsentrasi 0, J 'Yo (walaupun tidak bcrbeda nyata secara 

statistik). 

Proteinase K berpcrnn sehagai enzim pelisis dan menghilangkan DNAse dan RNAse 

yang dapat merusak DNA. Namun dengan tekni k  pemanasan yang dilakukan, permasalahan 

yang berhubungan dengan protein, baik sebagai DNAse dan RNAse dapat dihi langkan. 

Sehingga Protemase K tidak berpernn dalam lisis sel dan Ekstraksi DNA. 

Chelex merupakan agen pelisis yang mengandung resin yang mampu menginaktivasi 

inhibitor PCR 10 dan juga teknik deteksi yang berbasis amplifikasi lain.  Dalam. ekstraksi DNA, 

chelcx berpcran dengan rnengikat ion dari berbagai protein dan inhibitor berbasis pergantian 

ion (ion exchange) yang dalam proses PCR akan menghambat kc1ja enzi m pcngmnplifikasi, 

sepcrti taq polimerase pada PCR. 

Teknik ekstraksi DNA dengan pemanasan menggunakan PCR maupun Heati1lg block 

tidak menunjukan pcrb(.'daan nyata dalam konsetrnsi DNA yang dihasilkan (data tidak 

ditunjukan). Pada penelitian m1, \.vaktu yang dibutuhkan untuk ekstraksi DNA 

Afycobacteriwn tuberculosis dengan rnei1ggunakan pemanasan, sentrifugasi dengan guanidin 

tiosianat dan kit komcrs i l  berturnt-turut 60, 90 dan 1 20 meni t. Teknik pemanasan lebih cepat 

untuk ckstraksi DNA nmmm menghasi l kan gcnom yang terfragmenta�i, sebagaimana 

dijelaskan scbelumnya 1 5• 1 6 • Dalam penel itian ini, pcnggunaan Chelex dioptimalkru1 tmtuk 

mempersingkat waktu pemanasan dalam ekstraks i DNA. Dcngan demikian ekstrak DNA 
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yang dihasilkan tidak ierfragmcntasi dan dapat digunakan lebih lanjut untuk dctcksi 

molckular. 

Basil amplifikasi PCR dan clektroforesis scbagaimana ditunjukan dalam gambar 3 

mcmperlihatkan bahwa ckstraksi dcngan menggunakan metode Boom14 (kode GT) l.ebih baik 

dibanding guanidin yang dimodifikasi dengan penambahan 2-mercaptoethanoJ.( kode E2 dan 

F2). Metode Guanidin tiosianat dan ekstraksi dcngan pemanasan menggunakan Chelex 

mernberikan hasi.l amplifibsi PCR yang sarna baik jika dibandingkan dengan kit komersial. 

Ekstraksi dengan menggunakan Chelex menunjukan pita amplikon DNA yang lebih tebal 

dibandingkan jika mcnggunaknn kit komersial. Ini menunjukkan bahwa DNA hasil ekstraksi 

yang mcnjadi template dari amplifikasi PCR mem11iki konsentrasi lebih banyak dibanding 

dcngan basil ckstraksi kit  komcrsial .  Hasil deteksi dcngan PCR dapat mcnjadi acuan untuk 

penggunaan tekni k  deteksi lainnya yang berbasis pada amplifikasi DNA hasil ekstrnksi. 

Penggunaan teknik pemanasan dengan chelex lebih cepat dibanding dengan ekstraksi 

dengan kit komersial. Dengan demikian pcnggunaan chelex yang lebih sedcrhana dibanding 

dengan teknik guanidin tiosianat rnaupun penggmiaan kit komersial  dapat menjadi a lternatif 

dalam ekstraksi DNA M.tuberculosis. 
Kelemahan dari penelitian in i  adalah bc:lum didapatkan seluruh data stabilitas dari 

reagcn rnodifikasi yang dig.unakan yang disimpan dalam waklu yang ditcntukan. Hal ini 

discbabkan karcna kctcrbatasan wal<tu pcngamatan yang belum sclcsai dilakukan hingga 

penyusmian laporan ini  dilakukan. Dalam analisis statistik, konsentrasi ekstraksi DNA 

dcngan menggunakan chelcx l 0% ditambah proteinase K 0,02% ttdak dimasukan karena 

adanya perbedaan yang sangat jauh antara ulangan dengan sampel pertama dan sampel 

kedua. Hasil konsentrasi DN/\ yang sangat besar ( 1 1 1 ,7 ng/ul )  t idak dnpat divalidasi dengan 

ulangan yang dilakukan, walaupun koeiisian kemurnian DNA yang berhasil di ekstraksi 

cukup haik ( mendekati 1 ,8} 
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7. KESlMPULAN I>AN SARAN 

7. I .  KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian i n i  diketahni bahwa: 

1 .  Penggunaan guanidin tiosianat, baik dengan -maupun tanpa sentrifugasi dan tanpa 
modifikasi, serta pcmanasan dengan chelex 1 0% dalam ekslrnksi DNA !11/tb H37Hv 

memberikan konscntrns1 DNA yang lebih tinggi dibandingkan dengan kit komersial. 

2.  tvlodifikasi formula ekstraksi dcngan mcnggunakan senya,va guanidin t iosianat dan 

pcnambahan protcinase K se1ia 2-mcrcaptoctlumol masih belum rnemherikan hasil 

yang optimal. Terbukti dengan pita elektroforesis yang sangat tipis. 

3. \.Vaktu ekstraksi dengan teknik pemanasan Chelex !0°/i, mcmberikan hasil yang 

lebih cepat d a n  lebih baik dibanding dengan teknik guanidin tiosianat dan 

1>cnggunaan kit komersial. 

7.2. SARAN 

1 .  Optimasi lebih lanjut mcncakup suhu dan konsentrasi dalam arnpli fikasi 

menggunakan fbrmula rnodiiikasi guanidin tiosianat diperlukan untuk 

mendapatkan pita ckki.rofor0si.s yang lebih lcbal .  

2 .  Pengembangan lebih lanjut untuk teknik ckstraksi DNA dengan me:nggunafom 
Chelex 1 0%) menggunakan pemanasan dengan air mendidih perlu 

dipertimbangkan. Hal ini karena clapat digunakan pada fasi l itas laburalorium 

yang sederhana. 

3 .  Perlu uji stabilitas clan real ibi l i tas lcbih lanjut tcrhadap formula modifikasi untuk 

mendapatkan data yang lcbi.h baik. 
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