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ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit yang disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis. Isolasi
DNA adalah tahapan yang diperlukan untuk memperoleh DNA kromosomal bakteri yang akan digunakan dalam
pendeteksian M. tuberculosis menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR). Metode Boom merupakan metode
isolasi yang umum digunakan dalam isolasi DNA M. tuberculosis. Di Bali, proses isolass DNA M. tuberculosis
dilakukan di Laboratorium Biomolekuler FK UNUD menggunakan metode Boom modifikasi. Penelitian ini
bertujuan untuk membandingkan kualitas DNA yang dihasilkan oleh metode Boom dan metode Boom modifikasi.
Penelitian ini diawali dengan proses isolass DNA menggunakan metode Boom dan metode Boom modifikas untuk
selanjutnya diamplifikas dengan metode PCR. Deteksi produk PCR dilakukan dengan metode elektroforesis.
Kualitas DNA ditentukan dengan ketebalan pita DNA hasil PCR dan analisis kemurnian dengan spektrofotometri
UV-Vis. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa kualitas DNA isolat Mycobacterium tuberculosis 151 yang
dihasilkan pada metode Boom modifikasi (Laboratorium Biomolekuler FK UNUD) relatif lebih baik dibandingkan
metode Boom original (Boom et al, 1990).
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a disease caused by the Mycobacterium tuberculosis. Isolation DNA is a necessary
step to obtain the bacterial chromosomal DNA used in the Polymerase Chain Reaction (PCR). Boom isolation
method is an isolation method commonly used in isolation DNA of M. tuberculosis. In Bali, the isolation DNA of M.
tuberculosis conducted at the Laboratory of Biomolecular FK UNUD uses boom modification method. This research
aimsto compare the quality of DNA produced by the Boom methods and Boom modification methods. This research
was started with the isolation process using Boom method and Boom modification and subsequently amplified by
PCR. Detection of PCR products was performed with electrophoresis method. DNA quality was determined by the
thickness of bands DNA PCR product and purity analysis by spectrophotometry UV-Vis. The results obtained show
that the quality of DNA Mycaobacterium tuberculosis 151 isolate using Boom modification method (Laboratory of
Biomolecular FK UNUD) isrelatively better than Boom original methods (Boom et al, 1990)..
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PENDAHUL UAN dunia (Saptawati, et al., 2012). Penyakit ini

disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis, yang

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu  penyebarannya melalui udara pada saat pasien
penyakit yang telah lama dikenal dan sampai saat  tuberkulosis mengalami batuk atau bersin. (Amin,
ini masih menjadi penyebab utama kematian di et al, 2011). Pada tahun 2011, secara global jumlah
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kasus tuberkulosis diperkirakan terjadi 125 kasus
per 100.000 penduduk. Lima negara dengan
kejadian TB terbesar pada tahun 2011 adalah
India (2,0-2,5 juta), China (0,9-1,1 juta), Afrika
Selatan (0,4-0,6 juta), Indonesia (0,4-0,5 juta) dan
Pakistan (0,3-0,5 juta). Dari data tersebut,
Indonesia berada pada peringkat ke-4 dunia
(WHO, 2012).

Berbagai  teknik  pemeriksaan  telah
dilakukan untuk mendeteksi adanya
Mycobacterium tuberculosis, salah satunya yang
relatif baru dan sedang populer adalah Polymerase
Chain Reaction (PCR). Prinsip utama teknik ini
adalah amplifikas DNA bakteri sehingga deteksi
dapat dilakukan (Jasaputra, et al., 2007).
Identifikasi M. tuberculosis dengan teknik PCR
dapat dilakukan dengan waktu yang relatif cepat
yaitu 24 jam dan tidak memerlukan jumlah bakteri
yang banyak. PCR memiliki spesifisitas,
sensitifitas yang tinggi dan cepat untuk diagnosis
penyakit infeksi. Proses identifikasi M.
tuberculosis dengan teknik PCR memerlukan
DNA kromosom dari bakteri itu sendiri sehingga
perlu dilakukan proses isolas untuk memperoleh
DNA M. tuberculosis. Isolass DNA merupakan
langkah penting dari sampel klinis untuk diagnosis
molekuler tuberkulosis dengan PCR (Aygan,
2006).

M. tuberculosis memiliki dinding sel yang
terbuat dari struktur kompleks impermeable (tidak
dapat ditembus) sehingga menyebabkan lisis sdl
menjadi sulit. Dinding sel yang tahan terhadap lisis
mengganggu metode isolasi DNA konvensional
(Amaro, et al, 2008). Akibatnya, sebagian besar
prosedur isolasi yang sederhana dan umum
digunakan menghasilkan kualitas DNA yang buruk
serta jumlahnya sedikit (Amita, et al, 2002). Ada
berbagai macam metode isolass DNA, salah
satunya metode Boom yang umum digunakan
dalam isolas DNA M. tuberculosis. Diagnosis
terhadap M. tuberculosis khususnya di Bali sering
dilakukan di Laboratorium Biomolekuler FK
UNUD, dengan menggunakan metode Boom yang
telah dimodifikasi. Perlu dilakukan suatu telaah
mengenai  kualitas DNA yang dihasilkan dari
metode Boom yang dimodifikasi (Laboratorium
Biomolekuler FK UNUD) terhadap metode Boom
original (Boom, et al, 1990), sehingga nantinya
dapat memberikan informasi mengenai metode
mana yang dapat memberikan hasil kualitas terbaik
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yang dapat digunakan dalam proses isolasi DNA
M. tuberculosis.

MATERI DAN METODE

Bahan

Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini adalah isolat M. tuberculosis 151 yang
diperoleh dari Instalasi Mikrobiologi Klinik
Rumah Sakit Umum Pusat (RSUP) Sanglah
Denpasar. Larutan pelisis L6 (GuSCN, Tris-HCI,
EDTA dan Triton-X), buffer L2 (GUuSCN, Tris-
HCI), buffer TrisEDTA (TE) pH 8, suspens
diatom, etanol 70%, aseton, agquades steril,
agarosa, etidium bromida, dan Tris-Borat-EDTA
(TBE) 1x, marker 100 pb (Invitrogen).

Peralatan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah inkubator, vorteks, shaker rotatory, satu
set pipet mikro, tabung mikro 1,5 mL, Sorvall
Biofuge Primo R Centrifuge, lemari pendingin,
Biological Safety Cabinet Class Il, thermalcycler
(Applied  Biosystems), Eppendorf Microfuge,
horizontal elektroforesis (Power Pac Basic™,
USA), Gel Doc (Bio-Rad), Spektrofotometer UV-
Vis (Pharmacia Biotech), autoklaf dan alat-alat
gelas.

CaraKerja
Isolasi DNA
Metode Boom Original (Boom et al, 1990)

Metode Boom merupakan metode yang
dilakukan pertama kali oleh Boom et al (1990).
Proses isolass DNA dilakukan dengan cara
sebanyak 50 pL sampel isolat M. tuberculosis
ditambahkan dengan 900 L buffer lisis L6 dan 40
puL suspensi diatom. Larutan tersebut divorteks
dengan segera + 5 detik. Tabung didiamkan selama
10 menit pada suhu ruangan, kemudian tabung
reaks divorteks kembali (5 detik) dan
disentrifugasi (15 detik) dalam Eppendorf
microfuge dengan Kkecepatan 12.000 X g.
Supernatan yang diperoleh dibuang.

Pelet yang diperoleh dicuci dengan
penambahan 1 mL buffer L2, divorteks,
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 x g selama
15 detik. Supernatan yang diperoleh dibuang,
diambil peletnya (proses ini dilakukan sebanyak 2




kali). Selanjutnya pelet ditambahkan 1 mL dengan
etanol 70% (v/v), divorteks, disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 x g selama 15 detik. Supernatan
yang diperoleh dibuang, diambil peletnya (proses
ini dilakukan sebanyak 2 kali). Pelet ditambahkan
1 mL aseton ke dalam tabung, divorteks,
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 x g selama
15 detik. Supernatan yang diperoleh dibuang,
diambil peletnya.

Setelah asetonnya dibuang, tabung reaksi
dikeringkan pada suhu 56°C dengan penutup
dalam keadaan terbuka dan dipanaskan selama 10
menit. Buffer elusi (buffer TE pH 8) ditambahkan
dan tabung reaksi ditutup, divorteks dengan cepat
dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu 56°C.
Tabung reaksi divorteks dengan cepat dan
disentrifugasi selama 2 menit pada kecepatan
12.000 x g dan supernatan yang mengandung DNA
dapat digunakan. Proses ini dilakukan di dalam
Biological Safety Cabinet Classl|I.

Metode Boom  Modifikas _ (Laboratorium
Biomolekuler FK UNUD, unpublished)

Metode ini merupakan metode yang
dilakukan di Laboratorium Biomolekuler FK
UNUD yang belum dipublikasikan. Pada metode
ini telah dilakukan beberapa modifikasi dari
metode Boom yang dikerjakan oleh Boom, et al
(1990). Modifikasi dilakukan pada beberapa tahap
yaitu jumlah isolat, jumlah buffer, kecepatan dan
waktu sentrifugasi serta cara dan  waktu
pengeringan pelet. Sebanyak 100 uL sampel dan
40 pL suspens diatom dimasukkan ke dalam
tabung mikro yang beriss 1 mL buffer L6.
Divorteks hingga homogen kemudian dikocok
menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm
selama 15 menit. Larutan disentrifugasi selama 1
menit dengan kecepatan 12.000 rpm dan
supernatan yang diperoleh dibuang sehingga
diperoleh pelet.

Pelet ditambahkan dengan washing buffer
L2 sebanyak 0,5 mL dan disentrifugasi selama 1
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan
yang diperoleh dibuang kembali (langkah tersebut
diulangi 1 x). Pelet dicuci dengan etanol 70%
sebanyak 1 mL, disentrifugasi selama 1 menit
dengan kecepatan rpm, kemudian supernatan
dibuang kembali. Pelet dicuci kembali dengan
aseton sebanyak 1 mL, disentrifugasi sddlama 1
menit dengan kecepatan rpm, kemudian supernatan
dibuang. Pelet dikeringkan dalam waterbath suhu
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56°C selama 10 menit. Aquades steril ditambahkan
sebanyak 50 pL, divorteks, kemudian diinkubasi
selama 10 menit pada suhu 56°C. Divorteks
kembali dan kemudian disentrifugasi sdama 5
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Suspensi
dipipet dan dipindahkan ke dalam tabung mikro
steril baru sehingga diperoleh DNA kromosomal.
Proses ini dilakukan di dalam Biological safety
cabinet classlI.
Proses amplifikasi DNA dengan metode PCR
Proses amplifikasi dilakukan
menggunakan alat thermalcycler  (Applied
Biosystems) dengan menggunakan sepasang
primer oligonukleotida yaitu terdiri atas primer
forward (mabA-inhA-promoter-FS) dengan urutan
5’ACATACCTGCTGCGCAAT3’  dan primer
reverse (mabA-inhA-promoter-R) dengan urutan
yaitu 5’CTCCGGTAACCA  GGACTGAA3Z
(Chen et al., 2011). Proses ini teriri dari beberapa
tahap, yaitu dengan denaturasi awal pada 95°C
selama 15 menit, 45 siklus amplifikas yang terdiri
dari denaturass selama 1 menit pada 94°C,
annealing selama 1 menit 20 detik pada 54°C, dan
elongas sdlama 1 menit 10 detik pada 72°C.
Tahap akhir amplifikasi adalah elongasi akhir pada
72°C selama 10 menit.

Deteks  produk PCR dengan metode
Elektroforesis
Produk PCR diandlisis dengan

elektroforesis gel agarosa 1,5% b/v. Sebanyak 3
puL sampel hasil PCR dan 3 uL DNA ladder 100 pb
dimasukkan ke dalam sumur yang terbentuk dari
sisir. Kemudian dielektroforesis dengan running
buffer TBE (Tris-Boric Acid-EDTA) 1x pada
tegangan 65 volt sdama 35 menit. Hasil
elektroforesis kemudian divisualisasi pada alat UV
Trans luminator (Gel Doc).
Analisis Kemurnian

Deteksi kemurnian DNA hasil isolasi pada
kedua metode dilakukan dengan menggunakan
metode  spektrofotometri UV-Vis.  Sampel
diandlisis pada dua panjang gelombang yaitu pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm dengan
menggunakan aquadest sebagai blanko sehingga
akan diperoleh nila absorbansinya.  Nila
absorbans sampel pada panjang gelombang 260
nm dan 280 nm dibandingkan sehingga akan
diperoleh rasio Absorbansi A,/ Absorbansi Asgo.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penditian ini menggunakan sampel
isolat Mycobacterium tuberculosis 151 yang
diperoleh dari Instalasi Mikrobiologi Klinik
Rumah Sakit Umum Pusat (RSUP) Sanglah
Denpasar. Sampe terlebih dahulu disubkultur pada
media Lowenstein-Jensen (LJ) dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 3 minggu. Metode isolass DNA
yang pertama kali dilakukan dalam penelitian ini
adalah metode Boom original (Boom, et al, 1990),
yang kemudian diikuti oleh metode isolasi DNA
Boom modifikas (Laboratorium Biomolekuler FK
UNUD). Setiap metode dilakukan pengulangan
sebanyak 3 kali.

Isolass DNA merupakan langkah penting
dari sampel klinis untuk diagnosis molekuler
tuberkulosis dengan PCR (Aygan, 2006). Prinsip
dasar isolast DNA adalah serangkaian proses untuk
memisahkan DNA dari komponen-komponen
lainnya yang harus dilakukan dengan baik dan
bebas dari kontaminasi sehingga diperoleh DNA
hasil isolas dengan kualitas yang baik (Tenriulo,
et al., 2001). Salah satu metode yang umum
digunakan dalam isolasi M. tuberculosis adalah
metode Boom. Prinsip dari metode Boom yaitu
didasarkan pada melisiskan dan menonaktifkan
nuklease dari agen chaotropic guanidinium
tiosianat bersama dengan sifat ikatan asam nukl eat
pada partikel silika atau diatom dengan adanya
agen ini (Boom, et al, 1990). Prosesisolas metode
Boom original dengan metode Boom modifikasi
hampir sama, namun terdapat beberapa perbedaan
perlakuan baik daam jumlah larutan, waktu
sentrifugasi, proses pencucian DNA dan larutan
pensuspensi DNA yang digunakan.

Proses isolass DNA dengan menggunakan
metode Boom dilakukan dengan menggunakan
larutan buffer lisis L6 yang terdiri dari Tris-HCI,
GUSCN (Guanidine tiosianat), EDTA dan Triton-
X-100. Buffer liss L6 mengandung GuSCN
sebagal chaotropic agent yang melisis sl pada
sampel sehingga akan mengeluarkan DNA.
GUSCN daam konsentrasi tinggi mengakibatkan
DNA akan terikat pada diatom (fosil dari dinding
sel alga uniseluler) yang akan diendapkan dengan
proses sentrifugasi. EDTA (Ethylenediamine
Tetraacetic Acid) akan membentuk kompleks
(chelate) dengan ion logam seperti Mg® yang
merupakan kofaktor DNAase. EDTA berfungsi

sebagai perusak sel dengan cara mengikat ion
magnesium (ion ini berfungsi untuk memper-
tahankan aktifitas enzim nuklease yang merusak
asam nukleat). Triton X-100 (nonionic detergent)
merupakan sgenis deterjen yang berfungsi
merusak membran sel dan menyebabkan pecahnya
kromosom.  Suspenss diatom  ditambahkan
bertujuan untuk pengikatan DNA (Lina, et al.,
2007; Faatih, 2009; Tenriulo, et al., 2001). Larutan
tersebut divorteks untuk menghomogenkan larutan
kemudian dilakukan sentrifugasi. Prinsip utama
sentrifugasi  adalah memisahkan  substans
berdasarkan berat jenis molekul dengan cara
memberikan gaya sentrifugal sehingga substansi
yang lebih berat akan berada di dasar, sedangkan
substansi yang lebih ringan akan terletak di atas
(Faatih, 2009). DNA pada saat sentrifugasi akan
berada pada pelet DNA karena DNA terikat pada
diatom, sehingga pada proses ini bagian pelet
diambil sedangkan supernatannya dibuang.

Pelet DNA yang diperoleh sdanjutnya
dicuci dengan menggunakan washing buffer
(buffer L2) dan etanol 70% yang bertujuan untuk
membersihkan DNA dari pengotor-pengotornya.
Selain digunakan dalam tahap pencucian DNA,
etanol 70% juga digunakan untuk presipitasi DNA
bersama dengan aseton. Larutan divorteks,
disentrifugas dan diambil kembali bagian
peletnya. Langkah akhirnya adalah dengan
pemberian TrisEDTA yang bertujuan untuk
melarutkan kembali DNA untuk dipreservas.
(Faatih, 2009; Lina, et al., 2007). Pada metode
Boom modifikasi digunakan aguadest steril untuk
melarutkan DNA kembali. Penggunaan buffer TE
atau aquadest steril ini memiliki fungsi sebagai
pengelus agar DNA terlepas dari diatom dan
berada pada supernatan, sehingga tahap akhir
diambil supernatan yang mengandung DNA. DNA
ini selanjutnya akan digunakan sebagai DNA
template pada proses amplifikasi dengan metode
PCR untuk kemudian dideteksi menggunakan
metode elektroforesis.

Andisis kualitas DNA dapat dilihat dari
pita elektroforegram DNA hasil PCR kedua
metode dengan mengamati  ketebalan dan
ketajaman pitanya. Selain itu, kualitas DNA juga
ditentukan dengan analisis kemurnian DNA hasil
isolass pada kedua metode yang dilakukan
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis



dengan melihat rasio Absorbansi Ae/Absorbans
Aa2go.

Berdasarkan hasil elektroforegram
Gambar 1. menunjukkan bahwa pita DNA produk
PCR menggunakan metode Boom modifikasi
menghasilkan pita yang relatif lebih tebal dan
tajam dibandingkan dengan pita DNA produk PCR
menggunakan metode Boom original. Ha ini
menandakan bahwa kualitas DNA yang dihasilkan
oleh metode Boom modifikasi relatif lebih baik
dibandingkan dengan DNA yang dihasilkan oleh
metode Boom original.
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Keterangan: M=Marker DNA ladder 100 pb, B1-
B3=metode Boom original, BL1-
BL 3=metode Boom modifikasi
Gambar 1. Elektroforegram DNA produk PCR M.
tuberculosis 151 dengan 3 kali
pengulangan

Tabel 1. Kemurnian DNA hasl isolas M.

tubercu-loss 151 dengan 3 ki
pengulangan
Sampel 151
Pengu- Metode Boom Metode Boom modifikasi
Langan  Kemurnian Kemurnian
Rasio Rasio
Azso/A Aogo) A Masd/A Moo
1 1,464 1,979
2 1,819 1,801
3 1,489 2,573

Kemurnian DNA yang baik dilihat dari
hasil rasio A Ao/ A Axg SEbesar 1,8-2,0 (Sambrook
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and Russell, 2001). Berdasarkan hasil nilai rasio
Absorbansi Axgp nm/Absorbansi Az nm DNA hasil
isolasi padaisolat M. tuberculosis 151, diperoleh
hasil 2 sampel pada metode Boom modifikasi
memiliki nilai rasio kemurnian di antara 1,8-2,0
sedangkan pada metode Boom hanya 1 sampel
yang berada dalam rentang nilai kemurnian. Hal
ini menunjukkan bahwa kemurnian DNA yang
dihasilkan oleh metode Boom modifikasi relatif
lebih murni dibandingkan dengan DNA yang
dihasilkan metode Boom. Nilai rasio absorbansi di
bawah 1,8 menunjukkan adanya kontaminasi
protein dan polisakarida (Rosilawati, 2002).
Apabila DNA hasil isolasi terkontaminasi oleh
fenol rasio Agy/Asgg lebih besar dari 2,0. Hal ini
dapat terjadi karena fenol memiliki serapan
maksimal di panjang gelombang 270 nm dan
mampu memberi sumbangan kecil serapan di
panjang gelombang 260 nm (Wirgana et al.,
2013).

Berdasarkan kedua parameter yang telah
dijabarkan, maka dapat dikatakan metode Boom
modifikasi  (Laboratorium Biomolekuler FK
UNUD) menghasilkan kualitas DNA isolat
Mycobacterium tuberculosis 151 yang relatif lebih
baik dibandingkan dengan metode Boom original
(Boom, et al, 1990).

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Dalan mengisolass DNA pada isolat
Mycobacterium tuberculosis 151, metode Boom
modifikasi  (Laboratorium Biomolekuler FK
UNUD) menghasilkan kualitas DNA yang relatif
lebih baik dari metode Boom original (Boom et al,
1990)

Saran

Pengujian terhadap kuantitas DNA yang
dihasilkan oleh metode Boom original (Boom et
al, 1990) dan metode Boom modifikasi
(Laboratorium Biomolekuler FK UNUD) perlu
dilakukan untuk lebih memastikan metode mana
yang merupakan metode yang paing bak
digunakan dalam mengisolass DNA M.
tuberculosis.
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