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ABSTRAK

Ekstraksi DNA Salmonella Tifoid

Oleh

Fajrin Nuraida

Demam tifoid merupakan penyakit endemik dengan angka kejadian yang tinggi di
dunia. Penyakit ini disebabkan oleh makanan atau minuman yang terkontaminasi
bakteri Salmonella tifoid melalui saluran pencernaan secara fecal oral. Diagnosis
demam tifoid standar saat ini adalah melalui uji serologi dan imunologi dengan
nilai spesifisitas dan sensitivitas belum maksimal. Untuk itu perlu dikembangkan
metode deteksi yang lebih cepat dan akurat, salah satunya adalah dengan
menggunakan metode berbasis DNA. Ekstraksi DNA merupakan salah satu
alternatif untuk menunjang diagnosis yang kurang maksimal sebagai langkah awal
penentu keberhasilan identifikasi organisme berbasis DNA. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengekstrak DNA Salmonella tifoid dari darah pasien terindikasi
demam tifoid. Melalui penelitian ini diketahui bahwa DNA Salmonella tifoid
berhasil diekstrak. Diperoleh konsentrasi DNA sebanyak 11,25 sampai 31,25
ng/ul dengan kemurnian antara 0,9 sampai 1,8. Nilai kemurnian DNA tertinggi
dan terbaik adalah 1,8 dengan waktu inkubasi selama 48 jam. Sebagai data
pendukung, bakteri Salmonella tifoid diidentifikasi secara makroskopis dan
mikroskopis. Diketahui ukuran selnya antara 2,5 sampai 5 pum, berbentuk basil,
gram negatif, ukuran koloni 2 sampai 5 mm, dan uji motilitas positif. Diharapkan
Ekstrak DNA Salmonella tifoid dari isolat darah pasien terindikasi demam tifoid
selanjutnya dapat diukur dengan perlakuan waktu inkubasi selama 48 jam untuk
mendapatkan hasil yang optimal.

Kata kunci: ekstrak DNA, Salmonella tifoid, demam tifoid
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Demam tifoid merupakan salah satu penyakit penyebab kematian yang tinggi,
sebanyak 21 juta kasus demam tifoid mencapai angka kematian 216.000 jiwa
tiap tahunnya (Zhou dan Pollard, 2010). Berdasarkan data Riskesdas (2007),
tercatat provinsi Lampung merupakan daerah endemis demam tifoid
meskipun tidak termasuk angka prevalensi demam tifoid tertinggi. Demam
tifoid disebabkan oleh bakteri Salmonella enterica subspesies Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, dan Salmonella
paratyphi C. Bakteri tersebut dapat menimbulkan gejala ringan seperti
demam, malaise, dan batuk kering hingga gejala berat dengan demam yang

terus meningkat setiap harinya dan beragam keluhan lainnya (Nelwan, 2012).

Menurut Rahmajati (2011) angka kematian demam tifoid yang masih tinggi
dapat disebabkan oleh diagnosis uji penunjang yang kurang cepat dan akurat.
Diagnosis penyakit demam tifoid yang banyak digunakan di masyarakat
adalah uji serologi melalui Widal test dengan nilai sensitivitas dan spesifisitas
yang masih rendah dikarenakan titer yang digunakan tidak mempunyai
standar uji positif. Hal ini dapat menghalangi kerja antibodi pada pasien yang

diberi obat terapi antibiotik. Antigen Salmonella tifoid yang digunakan



bukan dari daerah endemik setempat sehingga akan mempengaruhi
spesifisitas (Wardhani dkk., 2005). Keddy dkk. (2011) menjelaskan
diagnosis penunjang lain yaitu metode Rapid test IgM anti Salmonella dengan
nilai sensitivitas dan spesifisitas yang lebih baik namun dimungkinkan untuk
melakukan tes ulang setelah 48 jam serta tidak dapat membedakan anatar

kasus akut dan kasus dalam masa penyembuhan.

Diagnosis dini demam tifoid sangat diperlukan untuk mendapatkan hasil
cepat dan optimal sehingga dapat mencegah timbulnya gejala berat (Nelwan,
2012). Untuk meningkatkan nilai sensitivitas dan spesifisitas yang lebih
optimal dari uji serologi dan imunologi, maka diperlukan diagnosis alternatif

lain salah satunya adalah metode biomolekuler (Mulyani dkk, 2011).

Salah satu metode biomolekuler yaitu ekstraksi DNA. Ekstraksi DNA
merupakan tahapan yang dapat membantu identifikasi spesifik untuk
mengetahui spesies hingga serotipe organisme berbasis DNA. Kasus demam
tifoid dengan angka kejadian yang tinggi serta kurang maksimal metode
diagnosis yang dilakukan saat ini, maka diperlukan penelitian berbasis
biomolekuler yaitu ekstraksi DNA Salmonella tifoid sebagai langkah awal
metode diagnosis berbasis DNAuntuk membantu diagnosis yang lebih sensitif

dan spesifik.



B. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan ekstrak DNA Salmonella tifoid
dari isolat bakteri Salmonella tifoid yang berasal dari darah pasien terindikasi

demam tifoid.

C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi mengenai
ekstraksi DNA Salmonella tifoid dari isolat bakteri Salmonella tifoid yang
berasal dari darah pasien terindikasi demam tifoid sebagai alternatif lain

untuk menunjang diagnosis yang kurang maksimal.

D. Kerangka Pemikiran

Diagnosis penyakit demam tifoid yang banyak digunakan di masyarakat
adalah metode konvensional yaitu serologi Widal test dan Rapid test dengan
nilai akurasi spesifisitas dan sensitivitas belum maksimal. Metode molekuler
sebagai diagnosis pasti dianggap lebih unggul dibandingkan metode
konvensional karena lebih spesifik, sensitif, dan cepat. Untuk mendapatkan
diagnosis pasti, maka sangat tergantung pada tingkat keberhasilan ekstraksi
DNA. Bakteri Salmonella tifoid dapat diisolasi dari darah pasien, lalu
dinokulasi ke dalam medium sintetis untuk memastikan bahwa bakteri
tersebut adalah bakteri Salmonella tifoid. Setelah isolat bakteri sel ditapat,

selanjutnya dilakukan ekstraksi DNA menggunakan kit komersial dengan



beberapa tahapan yaitu memecahkan membran sel, ekstraksi dalam larutan,
pemurnian, dan pengendapan. Konsentrasi dan kemurnian DNA merupakan
faktor penting dalam analisis biomolekuler berbasis DNA. Kedua faktor
tersebut dapat diukur menggunakan spektrofotometri berdasarkan absorbansi
dengan optical density (OD) pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.
DNA dikatakan murni jika memiliki rasio OD ,60/OD2gp antara 1,8 sampai
2,0. Konsentrasi DNA (ng/ul) dihitung dengan nilai absorbansi panjang

gelombang 260 nm dikali faktor pengenceran.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah diperoleh ekstrak DNA Salmonella tifoid
dari isolat bakteri Salmonella tifoid yang berasal dari darah pasien terindikasi

demam tifoid.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Demam Tifoid

Demam tifoid atau tifus adalah penyakit bakterimia yang disebabkan oleh
Salmonella typhi dan Salmonella parathypi A, Salmonella parathypi B,
Salmonella enteritidis, dan Salmonella typhimurium (Abhijit dan Sunita, 2011).
Demam tifoid merupakan suatu infeksi sistemik yang dapat menghasilkan
endotoksin yang mempengaruhi kadar leukosit pada pemeriksaan hematologi dan
menimbulkan demam pada penderita. Penyakit ini ditularkan melalui konsumsi
makanan atau minuman yang terkontaminasi oleh tinja atau urin orang yang

terinfeksi (Rosinta dkk., 2014).

Demam tifoid merupakan salah satu penyakit gastrointestinal yang juga dapat
tersebar oleh bantuan lalat yang hinggap pada makanan atau minuman yang
terkontaminasi Salmonella tifoid. Penularan secara fecal oral atau bakteri yang
masuk melalui mulut selanjutnya masuk ke dalam lambung untuk mencapai usus
halus. Patogen ini masuk ke dalam kelenjar getah bening kemudian memasuki
ductus thoracicus. Tahap selanjutnya bakteri patogen Salmonella tifoid masuk

dalam saluran darah, sehingga timbul gejala klinis kemudian sampai ke hati,



limpa, sumsum tulang, ginjal, dan organ lainnya. Di dalam organ tubuh tersebut
Salmonella tifoid berkembang biak (Inawati, 2009). Setelah 7 sampai 21 hari
inkubasi bakteri dalam tubuh, penderita demam tifoid akan mengalami gejala
Klinis seperti demam tinggi, lesu, sakit kepala, mual, kehilangan nafsu makan,

sembelit atau diare, serta bintik-bintik merah muda di dada.

Demam tifoid dapat dicegah dengan memperhatikan konsumsi makanan dan
minuman agar tidak mudah terkontaminasi. Pencegahan juga dapat dilakukan
dengan menyediakan air bersih untuk menjaga higienitas perorangan terutama

kebersihan tangan dan lingkungan, serta melakukan vaksinasi (Nelwan, 2012).

Salmonella tifoid

Salmonella penyebab demam tifoid adalah bakteri gram negatif, ukuran sel
berkisar antara 1 um sampai 3,5 um, berbentuk batang, tidak berkapsul, dan
tidak berspora. Bakteri ini termasuk ke dalam bakteri anaerob fakultatif dan
memiliki flagel berjenis peritrik sebagai alat gerak yang dapat dibuktikan melalui
uji motilitas. Pada uji laktosa dan sukrosa negatif karena tidak dapat mereduksi

serta uji MR positif (Brown, 2001).

Salmonella enterica penyebab demam tifoid pada manusia terdapat beberapa
antigen penyusun sel bakteri yaitu antigen O (somatik) pembentuk antibodi IgM,
antibodi yang dibentuk dari antigen H (flagel) yaitu pembentuk antibodi IgG, dan

antigen Vi atau antigen permukaan agar Salmonella mampu hidup secara



intraseluler (Darmawati, 2009). Sandersoon (2015) menjelaskan, Salmonella
tifoid dibagi menjadi empat subspesies berdasarkan sifat serologinya yaitu
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella

paratyphi C.

Menurut Sandersoon dkk. (2015) Salmonella spp. penyebab demam tifoid dapat

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria,
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella enterica
Subspesies : Salmonella typhi

Salmonella paratyphi A
Salmonella paratyphi B

Salmonella paratyphi C

C. Diagnosis Demam Tifoid

Diagnosis awal demam tifoid dan pemberian terapi yang tepat bermanfaat untuk

mendapatkan hasil cepat, sensitif, dan spesifik secara optimal yang dapat



mencegah timbulnya gejala berat. Diagnosis pasti demam tifoid berdasarkan tiga
prinsip pemeriksaan laboratorium yang dapat dilakukan antara lain isolasi
bakteri, deteksi antigen mikroba, dan titrasi antibodi terhadap organisme

penyebab penyakit (Nelwan, 2012).

Menurut Retnosari dan Tumbelaka (2000) uji laboratorium demam tifoid
dilakukan dengan beberapa cara yaitu (1) isolasi bakteri melalui spesimen biakan
baik dari darah, sumsum tulang, urin, tinja, dan cairan duodenum penderita (2)
uji serologi untuk mendeteksi antibodi terhadap antigen Salmonella tifoid, dan
(3) uji pelacakan DNA bakteri. Uji laboratorium melalui isolasi bakteri
Salmonella tifoid akan menghasilkan dagnosis pasti dengan memerlukan waktu 5
sampai 7 hari pengujian. Spesimen yang diuji akan lebih baik pada minggu

pertama sakit dan pasien belum mendapatkan terapi antibiotik.

Pemeriksaan serologi atau Widal test adalah untuk mendeteksi antigen bakteri
Salmonella enterica penyebab demam tifoid berdasarkan reaksi antigen dan
antibodi dari darah. Uji serologis Widal test merupakan uji standar dan melalui
proses yang cepat, namun uji ini kurang sensitif dan spesifik serta tidak praktis
dilakukan di daerah endemik (Zhou dan Pollard, 2010). Diagnosis penyakit
demam tifoid yang diuji secara serologi melalui Widal test sampai saat ini masih
dinilai meragukan (Abhijit dan Sunita, 2011). Sensitivitas Widal test adalah

sebesar 16,7% dan spesifisitasnya sebesar 73,7% (Rahmajati, 2011).



Sensitivitas yang masih rendah disebabkan oleh titer yang digunakan tidak
mempunyai standar uji positif, dan pada pasien yang diberi obat terapi antibiotik
akan menghalangi kerja antibodi terhadap antigen Salmonella tifoid. Antigen
Salmonella tifoid yang digunakan bukan dari daerah endemik setempat akan

menurunkan spesifisitasnya (Wardhani dkk., 2005).

Selain Widal test, diagnosis demam tifoid dapat dilakukan secara imunologi
berdasarkan Imunoglobulin utama (IgG) dan Imunoglobulin M (IgM). Diagnosis
yang lebih dikenal dengan Rapid test ini memiliki nilai sensitivitas dan
spesifisitas yang lebih tinggi dibandingkan Widal test dengan nilai sensitivitas
sebesar 75,0%, dan spesifisitas 60,7%. Kelemahan diagnosis tersebut yaitu
diperlukan tes ulang setelah 48 jam untuk memastikan hasil diagnosis. Selain
itu, hasil Rapid test tidak dapat membedakan antara kasus akut dan kasus dalam

masa penyembuhan (Keddy dkk., 2011).

Untuk meningkatkan nilai sensitivitas dan spesifisitas yang lebih optimal dari uji
serologi dan imunologi, maka diperlukan diagnosis alternatif lain salah satunya
adalah metode biomolekuler berbasis DNA (Mulyani dkk, 2011). Prayoga (2015)
menjelaskan metode identifikasi cepat menggunakan metode PCR (Polymerase
Chain Reaction) saat ini merupakan alternatif lain yang dapat menunjang
diagnosis awal. Sebelum metode ini digunakan dalam mendeteksi Salmonella
tifoid harus didapatkan DNA sampel hasil ekstraksi yang prosesnya dilakukan

dengan tepat sehingga sampel DNA yang digunakan mampu bekerja pada
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substansi sampel yang sangat kompleks, bekerja secara cepat dan spesifik dengan

akurasi yang tinggi hanya dalam beberapa jam.

Ekstraksi DNA

DNA (Deoxyribonucleic acid) merupakan asam nukleat berbentuk heliks ganda
yang mengandung komponen gula deoksiribosa, serta memiliki empat basa
nitrogen yang berpasangan, yaitu guanin dalam satu pasang untai dengan sitosin
serta adenin dalam satu pasang untai timin (Alberts dkk., 2008). DNA adalah
urutan nukleotida yang menyimpan materi genetik yang diwarisi oleh organisme
dari induknya, sehingga dapat membedakan organisme tertentu terhadap
organisme yang lain (Campbell dkk., 2008). DNA pada sel eukariotik dapat
ditemukan baik pada kromosom inti (DNA kromosomal) maupun pada organel,
yaitu pada mitokondria dan kloroplas (DNA ekstrakomosomal) (Fatchiyah dkk.,
2011). Bakteri Salmonella merupakan mikroorganisme kelompok utama bakteri
Protobakteria gamma yang mengandung DNA kromosom dan plasmid di dalam

nukleoid pada sel prokariotik (Campbell dkk., 2008).

Ekstraksi DNA merupakan langkah awal yang harus dikerjakan dalam uji
pelacakan DNA bakteri. Bakteri Salmonella tifoid dapat diisolasi dari darah
pasien, lalu dinokulasi ke dalam medium sintetis untuk memastikan bahwa
bakteri tersebut adalah bakteri Salmonella tifoid. Isolat bakteri Salmonella tifoid

yang didapat selanjutnya dilakukan ekstraksi DNA dengan beberapa tahapan,
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yaitu (1) Pemecahan membran sel (2) Ekstraksi dalam larutan (3) Pemurnian dan
(4) Pengendapan DNA. Pada saat melakukan proses ekstraksi, DNA harus dijaga
agar tetap bersuhu rendah supaya tidak rusak dan didapatkan DNA dalam bentuk

rantai yang panjang (Faatih, 2009).

Fatchiyah dkk. (2011) menjelaskan bahwa tahap pertama ekstraksi DNA yaitu
pemecahan dinding sel secara fisik dan kimiawi, kemudian ditambahkan
proteinase K yang berfungsi untuk pemisahan DNA dari kontaminan protein.
Untuk pemisahan DNA dari molekul lainnya dapat digunakan garam
berkonsentrasi tinggi. Tahapan selanjutnya yaitu proses pemurnian akhir DNA
dengan menambahkan etanol dingin, dan terakhir melarutkan pelet DNA dengan
menambahkan akuabides steril. Konsentrasi dan kemurnian DNA merupakan
faktor penting dalam analisis molekuler berbasis DNA menggunakan metode
spektrofotometri. Untuk mengukur nilai absorbansi molekul DNA dapat

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 260 nm.

Spektrofotometri

Spektrofotometri Ultra Violet dan Tampak (UV-Visible) adalah metode analisis
untuk menentukan komposisi suatu senyawa organik secara kuantitatif maupun
kualitatif berdasarkan interaksi antara materi dan cahaya dengan alat
spektrofotometer. Spektrofotometer digunakan untuk mengukur absorbansi atau

penyerapan dari suatu partikel dengan panjang gelombang tertentu. Secara luas
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teknik penggunaan spektrofotometer UV untuk analisis organik yang
mengandung gugus kromofor dan enon, serta mempunyai kisaran sinar dengan
panjang gelombang 200 — 900 nm, sedangkan sinar tampak mempunyai kisaran
sinar dengan panjang gelombang 200 — 400 nm untuk analisis senyawa berwarna.

(Sitorus dan Ibrahim, 2013).

Spektrofotometer merupakan alat yang biasa digunakan untuk mendeteksi gugus
fungsional, mengidentifikasi senyawa, dan menganalisis campuran dengan
mengukur sederetan sampel yang diabsorbansi oleh panjang gelombang tertentu
(Day dan Underwood, 2002). Pada umumnya spektrofotometri mempunyai
komponen-komponen untuk pengoprasian alat spektrofotometer antaralain:
1. Sumber cahaya
Sumber energi untuk daerah tampak maupun ultraviolet dan inframerah
adalah sebuah lampu pijar dengan kawat rambut yang terbuat dari wolfram.
Keluaran dari lampu wolfram berkisar 325 atau 350 nm hingga sekitar 3um.
Energi yang dipancarkan oleh kawat yang dipanaskan cukup berfariasi
tergantung panjang gelombang yang digunakan (Day dan Underwood, 2002).
2. Monokromator
Monokromator merupakan piranti optis untuk mengisolasi suatu berkas
radiasi dari suatu sumber yang mempunyai kemurnian spektal yang tinggi
dengan panjang gelombng yang diinginkan. Komponen yang penting dari
sebuah monokromator adalah suatu sistem celah dan suatu unsur dispersif

(Day dan Underwood, 2002).
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3. Wadah sampel atau sel
Sel atau kuvet merupakan bagian dari lintasan optis dalam spektrofotometer
yang digunakan untuk menaruh cairan sampel yang akan diukur serapannya.
Sel lebih baik bila permukaan optisnya datar, sel juga harus diisi sedemikian
rupa agar berkas cahaya menembus larutan dengan ketebalan berkisar 0.1 — 1
mm untuk mempermudah absorpsi oleh pelarut (Day dan Underwood, 2002).

4. Detektor
Detektor berperan sebagai pemberi respon terhadap cahaya pada berbagai
panjang gelombang, sehingga dapat mengubah cahaya menjadi sinyal listrik
oleh amplifier yang akan ditampilkan dalam bentuk numerik pada komputer
(Khopkar, 2002).

5. Peguatan dan pembacaan
Penguatan untuk membaca sinyal listrik dari detektor akan menentukan
konsentrasi dan kemurnian dengan mengukur transmitans larutan sampel

dalam besaran absorbansi (Khopkar, 2002).



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2015 hingga Februari 2016
di Laboratorium Mikrobiologi, Biologi Molekuler, dan Botani jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas

Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Coolbox, micropipet,
tip, tabung reaksi, rak tabung reaksi, vorteks, mikrotube 1,5 ml, rak
mikrotube, cawan petri, neraca, erlenmeyer, gelas ukur, laminar air flow
cabinet, hot plate magnetic stirrer, pembakar bunsen, botol semprot,
sarung tangan, masker, alumunium foil, inkubator, otoklaf, mikroskop,
penangas air, jarum ose bulat, jarum ose lurus, gelas benda,

spektrofotometer, sentrifugasie mikro, dan sentrifus suhu rendah.



15

2. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel darah
pasien terduga demam tifoid, akuades, akuabides steril, NaCl 0,85%,
alkohol 70%, kain kasa, minyak imersi, larutan Gram A, Gram B, Gram C,
dan Gram D, media Tryptone Soy Broth (TSB) dan Salmonella Shigela
Agar (SSA), kit isolasi Genomic DNA TIANamp dari TIANGEN® yang
terdiri dari buffer GA, proteinase K, buffer GB, buffer GD, buffer PW, dan

buffer TE, dan spin columns CB3.

C. Metode Penelitian

Metode penelitian dilakukan secara deskriptif. Bakteri Salmonella tifoid
didapat dengan cara mengisolasi bakteri Salmonela tifoid dari sampel darah
menggunakan metode kit isolasi. DNA diekstrak dari kultur bakteri
Salmonella tifoid yang diinkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam.
Kemurnian dan konsentrasi DNA ditentukan menggunakan spektrofotometer
berdasarkan absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.
Tingkat kemurnian DNA ditentukan berdasarkan rasio OD 260/ODsgo.
Konsentrasi DNA (ng/ul) dapat dihitung dengan nilai absorbansi panjang

gelombang 260 nm dikali faktor pengenceran (Fatchiyah dkk., 2011).
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D. Prosedur Kerja

Prosedur kerja yang dilakukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Preparasi sampel uji
Sampel darah yang dimasukan ke dalam tabung yang sudah ditambahkan
antikoagulan EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid), diambil dari
laboratorium Kosasih Rajabasa Bandar Lampung sebagai klinik penyedia

sampel darah terduga demam tifoid yang diuji menggunakan rapid test.

2. Preparasi media
Media yang digunakan pada penelitian ini adalah Tryptone Soy Broth
(TSB) dan Salmonella Shigella Agar (SSA). Cara pembuatan media

tersebut dijelaskan pada Lampiran 1.

3. Kultur bakteri Salmonella tifoid
Bakteri dikultur menggunakan medium Tryptone Soy Broth (TSB).
Sampel darah pasien terduga demam tifoid dimasukan 1 ml ke dalam
medium TSB 9 ml untuk proses pengkayaan bakteri. Kultur bakteri
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, kemudian kultur digunakan
untuk proses ekstraksi DNA dan identifikasi makroskopis maupun

mikroskopis.

4. lsolasi bakteri
Kultur bakteri pada medium pengkayaan kemudian diencerkan berseri

mulai dari pengenceran 10 kali hingga 60 kali. Hasil pengenceran lalu
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diinokulasikan ke dalam medium Salmonella Shigela Agar (SSA) pada
cawan petri dish dengan metode pour plate untuk selanjutnya diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diisolasi, dilakukan identifikasi

mikrobiologi secara makroskopis dan mikroskopis.

Identifikasi makroskopis

Identifikasi makroskopis yang dilakukan meliputi identifikasi morfologi
koloni dan uji pergerakan atau motilitas. ldentifikasi morfologi koloni
dilakukan setelah isolat bakteri diinkubasi 24 jam menggunakan metode
pour plate pada medium SSA untuk memudahkan memperoleh koloni
bakteri yang terpisah-pisah, sehingga bakteri aerob maupun anaerob dapat
tumbuh. Parameter yang diamati meliputi bentuk, warna, dan ukuran

koloni (Ekowati dkk., 2011).

Uji motilitas dilakukan dengan cara metode tusuk (deep). Bakteri
ditusukkan ke dalam medium SSA di tabung reaksi lalu diinkubasi selama
48 jam pada suhu 37°C. Apabila hasil positif, maka akan timbul pelebaran
koloni bakteri di daerah bekas tusukan pada medium uji yang berarti

adanya pergerakan bakteri.

Identifikasi mikroskopis
Identifikasi mikroskopis dilakukan melalui pengecatan Gram untuk
mengetahui sifat Gram bakteri. Bentuk dan ukuran sel diamati

menggunakan mikroskop yang dilengkapi dengan mikrometer.
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7. Persiapan kultur bakteri Salmonella tifoid
Kultur bakteri diambil sebanyak 0,5 ml dimasukan ke dalam TSB 4,5 ml
kemudian diinkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam pada suhu 37°C.
Kultur bakteri dengan 3 perlakuan waktu inkubasi ini selanjutnya

digunakan untuk proses ekstraksi DNA.

8. Ekstraksi DNA

Metode ekstraksi DNA genom bakteri yang digunakan adalah metode kit

dari TIANamp TIANGEN®. Ekstraksi DNA kultur bakteri Salmonella

tifoid dari tiga perlakuan waktu inkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72

jam di atas dilakukan sebagai berikut:

a. Masing-masing kultur bakteri Salmonella tifoid diambil sebanyak 1
ml untuk disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 1000 rpm.
Supernatan dibuang dan ditambahkan akuabides steril sebanyak 500
I, sehingga diperoleh suspensi sel Salmonella murni.

b. Suspensi sel diambil sebanyak 200 ul dan dipindahkan ke dalam
mikrotub 1,5 ml yang baru kemudian ditambahkan 200 pl buffer GA
dan dihomogenkan.

c. Proteinase K ditambahkan sebanyak 20 ul ke dalam suspensi dan
dihomogenkan kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 2 — 3
menit.

d. Buffer GB ditambahkan 200 pl ke dalam suspensi, dihomogenkan
kemudian disentrifugasi sebentar untuk membersihkan gelembung

dari dalam tutup lalu diinkubasi selama 10 menit pada suhu 70°C.
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Etanol 96-100% ditambahkan sebanyak 250 ul ke dalam suspensi dan
perlahan-lahan tabung dibolak-balik 2-3 kali agar larutan homogen.
Suspensi tersebut dipindahkan ke dalam spin column CB3 dan
disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm pada 32°C selama 30 detik
kemudian cairan dibuang ke dalam tabung pembuangan cairan spin

column.

Gambar 1. Spin column C_BS. (@) membran silika (b) tabung
penampung cairan

Sebanyak 500 ul buffer GD ditambahkan ke dalam spin column CB3

lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit. Disentrifugasi

dengan kecepatan 12.000 rpm pada 32°C selama 30 detik, kemudian

cairan dibuang.

Sebanyak 600 ul buffer PW ditambahkan ke dalam spin column CB3

lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit. Disentrifugasi

dengan kecepatan 12.000 rpm pada 32°C selama 30 detik kemudian

cairan dibuang.
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i. Langkah h diulang kembali. Spin column disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 rpm pada 32°C selama 2 menit untuk mengeringkan
membran dari protoplasma. Kemudian spin column CB3 dimasukkan
kedalam mikrotub 1,5 ml yang baru.

j. Buffer TE atau akuabides steril ditambahkan sebanyak 200 ul tepat ke
tengah membran dan diinkubasi selama 2-5 menit pada suhu 20°C
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 3 menit
pada suhu 20°C.

k. Ekstrak DNA disimpan ke dalam freezer untuk uji kuantifikasi
menggunakan metode spektrofotometri pada panjang gelombang

260 nm dan 280 nm.

Kuantifikasi ekstrak DNA menggunakan spektrofotometer
Sebanyak 200 pl ekstrak DNA dilarutkan dengan 4800 pl ddH,O steril
kemudian dianalisis secara kuantitatif dengan spektrofotometer. Nilai
absorbansi diukur dua kali pada ODgp dan OD2go kemudian dihitung

konsentrasi DNA pada pengenceran 25 kali.

Konsentrasi DNA dapat ditentukan dengan rumus sebagai berikut
(Fatchiyah dkk., 2011)

Konsentrasi DNA (ng/ul)= ODy x 50 x faktor pengenceran.
Keterangan  : ODyg= Nilai absorbansi pada 260 nm.

50 = Larutan dengan nilai absorbansi 1,0 sebanding
dengan 50 ng untai ganda DNA per pl.
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Selain konsentrasi, dihitung pula rasio nilai absorbansinya pada OD-g, dan
OD2g0. Untuk mengukur kemurnian DNA terhadap kontaminan, nilai
maksimal DNA dapat diserap dengan panjang gelombang 260 nm
sedangkan nilai maksimal residu protein atau fenol dapat diserap dengan
panjang gelombang 280 nm. DNA dikatakan murni jika memiliki rasio

OD260/OD2gp antara 1,8 sampai 2,0 (Sambrook dan Russel, 2001).

Kuantifikasi nilai absorbansi pertumbuhan bakteri

Selain ekstraksi DNA bakteri, isolat dari darah pasien terindikasi demam
tifoid diuji kepadatan jumlah sel bakteri dari kultur bakteri Salmonella
tifoid pada tiga perlakuan waktu inkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72
jam. Masing-masing isolat diambil sebanyak 200 pl dari 500ul isolat
bakteri yang sama untuk proses ekstraksi, kemudian dipindahkan ke dalam
mikrotub 1,5 ml dan dilarutkan dengan 4800 ul ddH,O steril. Campuran
tersebut dianalisis secara kuantitatif menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 600 nm. Absorbansi dengan Optical density
600 nm merupakan penyerapan maksimal pada perkembangan jumlah sel
bakteri. Kepadatan jumlah sel bakteri dihitung menggunakan metode
turbidimetri. Pengukuran ini digunakan untuk mengetahui kepadatan sel
bakteri yang dapat mempengaruhi kemurnian dan konsentrasi ekstrak

DNA yang didapatkan.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disimpulkan bahwa DNA
Salmonella tifoid dari darah pasien terindikasi demam tifoid telah berhasil
diekstrak. Nilai kemurnian DNA tertinggi dan terbaik adalah sebesar 1,8 dengan
waktu inkubasi selama 48 jam. Konsentrasi DNA tertinggi adalah sebesar 31,25

ng/ul dan terendah sebesar 11,25 ng/ul.

B. Saran

Ekstraksi DNA Salmonella tifoid dari isolasi darah pasien terindikasi demam
tifoid selanjutnya dapat dilakukan dengan perlakuan waktu inkubasi selama 48

jam untuk mendapatkan hasil yang optimal.
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