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Isolasi DNA merupakan salah satu metode dasar dalam biologi molekuler yang dapat digunakan untuk deteksi

karakteristik organisme pada ranah molekuler. Setiap organisme memiliki urutan basa nukleotida pada DNA
dalam kromosom yang unik. Keunikan tersebut menjadikan DNA sebagai salah satu media untuk deteksi
molekuler tertentu. Salmonella sp. merupakan mikroorganisme yang memiliki struktur sel sederhana sehingga
materi genetiknya mudah diisolasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk memahami teknik isolas DNA pada
Salmonella sp. dan visualisasinya dalam elektroforesis gel agarosa. Metode dimulai dengan isolasi DNA,
amplifikass DNA hasil isolasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR), dan visualisasi pita DNA dengan
elektroforesis gel agarosa. Hasil isolass DNA menunjukkan isolat yang memiliki optical density (OD) cukup
baik berkisar di nilai 1,9 ug/ml. DNA hasil isolasi dari kromosom Salmonella sp. membutuhkan amplifikasi
dengan PCR sebelum divisualisas dengan elektroforesis gel agarosa agar jumlah DNA dapat terdeteksi.
Optical density (OD) pada kisaran 1,9 ug/ml menunjukkan DNA hasil isolasi yang belum cukup murni dan
dimungkinkan masih adanya kontaminasi RNA akibat tidak dilakukan purifikasi.

Kemguan vyang dicapa dalam
bioteknologi dan teknik DNA rekombinan
telah membantu mempercepat
meningkatkan berbagai penelitian menuju
arah pemahaman mengenai teknik-teknik
yang dapat dimanfaatkan dalam bidang
biologi molekuler.Perkembangan tersebut
menuntut peneliti terutama dalam bidang
bioteknologi untuk dapat menguasai
teknik-teknik dasar biologi molekuler.

Penguasaan  teknik-teknik  dasar
biologi molekuler seperti isolas DNA
maupun protein, elektroforesis bak
elektroforess gel agarosa, SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel  Electrophoress),
serta PCR (Polymerase Chain Reaction)
dapat menjadi modal dasar bagi peneliti
untuk mengembangkan penelitian demi
meningkatkan  kesgjahteraan manusia.
Dengan penguasaan teknik-teknik dasar
tersebut, penditi  dapat membuat
penemuan-penemuan baru yang dapat
dimanfaatkan di  berbagai  bidang
kehidupan.

Isolasi DNA merupakan salah satu
teknik dasar dalam biologi molekuler
yang dapat dikembangkan menjadi
penelitian-penelitian  yang  kompleks
mengenai informasi genetik yang dimiliki
oleh suatu organisme.Informasi pada
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DNA dismpan dadam bentuk basa
nukleotida yaitu adenine (A), guanine
(G), cytosine (C), dan timin (T).Setiap
sekuen basa nukleotida mengandung
infformasi  genetik yang berperan dalam
perkembangan dan pengaturan organisme
(Lister, 2013).

Nishiguchi et al. (2010) menyatakan
bahwa sebuah sel memiliki DNA yang
merupakan materi genetik dan bersifat
herediter pada seluruh sistem
kehidupan.Suatu sel lengkap dari materi
genetik (DNA) vyang dimiliki oleh
organisme dan terorganisas menjadi
kromosom disebut sebagai genom.DNA
dapat diisolasi, baik pada manusia,
tumbuhan, hewan, mavupun
mikroorganisme.

Salmonellasp. adadah sdlah  satu
patogen yang dapat mengakibatkan
penyakit pada manusia.Bakteri ini
tergolong dalam bakteri Gram negatif
yang tidak memiliki spora, bergerak
dengan flagel peritrik, bersifat intraseluler
fakultatif dan fakultatif anaerob (Cita,
2011).Kontaminas Salmonellasp. pada
makanan dapat menyebabkan infeks
yang serius pada manusia.Deteks
Salmonella sp. untuk kontrol penyebaran
penyakit harus dilakukan dengan teknik
yang mudah, cepat, sensitif, spesifik, dan
diakui secara internasional  sebagai
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metode diagnostik yang baik (Castagna et
al., 2005).Metode diagnostik standard
(gold standard) untuk deteksi Salmonella
pada hewan-hewan produksi adalah
dengan kultur fekal. Namun, hasil negatif
palsu seringkali didapatkan pada awal
infeksi dan membutuhkan waktu beberapa
hari ke depat untuk memberikan hasil
kultur yang positif (Bordonaro et al.,
2013).

Umumnya isolasi Salmonella dari
suatu sampel yang mengandung >10" sel
bakteri membutuhkan media pengaya
yang  selektif  untuk  mendukung
pertumbuhan Salmonella dan
menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lainnya (Sahar et al.,
2009).Berdasarkan kelemahan tersebut,
maka dikembangkan metode identifikas
Salmonella yang lebih cepat yaitu dengan
PCR.

Polymerase chain reaction (PCR)
dapat mendeteksi Salmonellasecara lebih
spesifik dan sensitif berdasarkan materi
genetik  yang dimiliki oleh jenis
Salmonella target. DNA Salmonella
dapat diisolas dari inokulum untuk
kemudian diamplifikasi dengan PCR
menggunakan primer spesifik tertentu
sehingga sekuen DNA target dapat
diketahui (Sunar et al., 2010).

Produk PCR yang merupakan hasil
amplifikas  DNA  Salmonella  sp.
kemudian dapat divisuaisasikan dengan
eektroforesis gel agarosa. Visuadisas
memerlukan  market/penanda  tertentu
sehingga ukuran pita DNA yang
terdeteksi dapat diketahui dan dapat
digunakan sebagai pedoman apakah hasil
isolas DNA merupakan DNA target yang
diinginkan. Penelitian ini bertujuan untuk
memahami teknik  isolas DNA
Salmonella sp. dan visualisasinya dalam
elektroforesis gel agarosa.

METODE PENELITIAN
2.1.Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan selama 3
bulan di Laboratorium Bioteknologi
PAU Universitas Gadjah Mada.

2.2.Bahan dan Alat Pendlitian
Penelitian ini membutuhkan kultur
Salmonella sp. yang ditumbuhkan
dalam medium Luria Bertani (LB) dan

digojog semalam pada suhu 37°C,
proteinase K, buffer lisis, fenol, etanol
70%, buffer TBE, PCR mix, DNA
marker, gel agarosa, TBE, loading
dye, sentrifus, vortex, apparatus
elektroforess, shaker, UV illuminator,
mikropipet, dil.

2.3.1solasi DNA Salmonella sp.

Salmonella sp. diinokulas pada
media Luria Bertani (LB) dan digojok
semalam pada suhu 37°C.Sebanyak 15
ml kultur disentrifus dengan kecepatan
12000 rpm selama 5 menit pada suhu
ruang. Supernatan dibuang dan
ditambahkan 750 pl buffer lissis pada
pellet kemudian divortex. Proteinase
K ditambahkan sebanyak 10 ul (10
mg/ml).Campuran digojog selama 15
menit. Setelah pellet, buffer lisis, dan
proteinase K tercampur homogen
kemudian diinkubas pada suhu 55°C
selama 30 menit.  Campuran
selanjutnya  disentrifus  kembali
dengan kecepatan 12000 rpm selama
10 menit pada suhu ruang.Fenol
ditambahkan sebanyak 700-750 ul
atau dengan perbandingan 1:1 dengan
sampel kemudian digojog perlahan
selama 15 menit dan disentrifus
selama 10 menit.Lapisan atas
dipindahkan ke tabung ependorf 1,5
ml dan ditambahkan etanol dingin
96% (perbandingan 1:1 atau 1:2).
Larutan dicampur perlahan hingga
terbentuk  benang-benang halus
berwarna putih.Benang-benang DNA
tersebut diambil dan dicuci dengan
etanol 70% kemudian disentrifus
selama 10 menit.Supernatan dibuang
dan pela dikeringkan. Pada pellet
yang telah dikeringkan ditambahkan
TE 200 ul dan dismpan pada suhu
4°C.

24.Amplifikas DNA Salmonella sp.
dengan PCR
Mikrotube 25 pl disiapkan untuk
membuat PCR mix yang terdiri atas
10x buffer, dNTP, Mg®, dan tag
polymerase kemudian ditambahkan 23
ul dH,0. Larutan kemudian didiamkan
agar terlarut sempurna.  Setelah
campuran larut, kemudian
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ditambahkan 1 pl sampel DNA

Salmonella sp. hasil isolasi dan 1pl

primer Box Air kemudian divortex

sebentar dan disentrifus selama 1

detik. Sampel yang telah disentrifus

kemudian  diamplifikasi dengan

repetitive PCR 30 siklus dengan

masing-masing  siklus  mengikuti

tahapan sebagai berikut:

a. Pre-denaturas (94°C); 4 menit

b. Denaturas (92°C); 1 menit

c. Anneading (50°C); 1-2 menit

d. Ekstens (68°C); 8 menit

e. Ekstraekstens (68°C); 10 menit
Produk PCR berupa DNA yang

telah teramplifikas kemudian

divisualisasikan dengan elektroforesis.

25.Visualisas produk PCR dengan
elektroforesis gel agarosa
Sebelum dilakukan elektroforesis,
sampel DNA hasil PCR diukur nilai
optical density-nya terlebih dahulu
dengan spektrofotometer.Gel agarosa
disiapkan dengan konsentrasi
1%.Produk PCR sebanyak 10ul
sampel DNA Salmonella sp. ditambah
dengan 4ul loading dye.Campuran
tersebut kemudian dimasukkan ke
dalam sumuran gel dan di-running
dengan voltase 100 Volt.Pita DNA
yang terbentuk kemudian diamati di
bawah sinar UV.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pada analisis DNA, ada beberapa

hal yang dilakukan yaitu isolas DNA,
amplifikas DNA dengan PCR, running
DNA hasil isolasi maupun amplifikasi
tersebut dengan elektroforesis horizontal,
dan lain sebagainya.

Isolass  DNA Salmonella  sp.
dimulai dengan melisiskan sel dengan
menambahkan buffer lisis agar DNA
dapat dipisahkan dari komponen sel yang
lain. Penambahan proteinase K bertujuan
untuk mendegradasi protein pada se
sehingga DNA dapat diisolasi dengan
baik dan tidak terkontaminasi oleh
protein sdl.
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Prinsip isolass DNA dapat dibagi
menjadi 3 tahapan utama, yaitu:

1. Pemecahan sel atau jaringan. Tahapan
ini dimaksudkan untuk mengeluarkan
is sel. Pemecahan dapat dilakukan
secara fisik, misalnya dengan freeze-
thawing, homogenisas dengan bead
mill, ultrasonikasi, atau penggerusan
dalam nitrogen cair. Sel juga dapat
dilisiskan secara kimiawi maupun
enzimatik. Lisis secara enzimatik
biasanya menggunakan proteinase K,
lisozim, akromopeptidase, dan
pronase E.

2. Ekstraksi DNA. Tahap ini bertujuan
untuk memisahkan asam nukleat dari
komponen penyusun sel lainnya.
Ekstraksi dapat dilakukan
menggunakan reagen yang
mengandung detergen (misalnya SDS
atau  sarkosil), larutan  yang
mengandung NaCl dan berbagai
buffer (biasanya Tris atau buffer
fosfat pH 7 atau 8). Pada tahap ini,
berbagai modifikasi biasa dilakukan,
meliputi inkubas pada temperatur
tinggi, penambahan fenol atau
kloroform, juga menggunakan agen
pengkhelat seperti  EDTA yang
berfungs untuk menghambat enzim
nuklease.

3. Presipitasis  DNA. Tahapan ini
bertujuan mengisolass DNA dari
larutan yang digunakan selama
ekstraksi. Pengendapan DNA dapat
dilakukan dengan menambahkan
etanol dingin beserta NaCl yang
masih terdapat dalam ekstrak. Dari
hasil  pengendapan DNA  akan
diperoleh  benang-benang DNA
berwarna putih.

Kultur Salmonella sp. disentrifus
untuk memisahkan sl dari komponen
kultur ~ lainnya. Selain  itu  juga
ditambahkan buffer lisis untuk melisiskan
sel sehingga komponen di dalam s
termasuk DNA dapat keluar.Penggojogan
dengan  vortex bertujuan untuk
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homogenisas larutan sampel (Anonim,
2000).

Untuk memisahkan DNA dari
komponen-komponen sel lainnya
ditambahkan fenol (Santos et al., 2001;
Moors, 2011) dengan perbandingan 1:1
dengan sampel agar jumlah DNA yang
terpisah dapat optimal.Fenol digunakan
untuk ekstraksi DNA dari komponen sel.
Ekstraksi dimaksudkan untuk
membebaskan DNA dari kontaminan-
kontaminan lain yang terdapat di dalam
sel, misanya protein, RNA, maupun
materi-materi lainnya (Gaikwad, 2002).
Setelah DNA berhasi| diekstraksi, tahapan
isolass  DNA yang terakhir adaah
presipitasi  DNA. Pengendapan DNA
dilakukan dengan menambahkan etanol
absolut dingin hingga terbentuk benang-
benang DNA berwarna putih.

DNA Salmonella sp. hasil isolas
selanjutnya diukur nilai optical density-

nya untuk mengetahui kualitas DNA
tersebut. Nilai optical density yang baik
untuk DNA hasil isolasi adalah antara
1,8-2,0. Jika optical density (OD) bernilai
lebih dari 2,0 maka DNA hasil isolas
tersebut masih terkontaminass RNA.
Sedangkan jika nilai optical density
kurang dari 1,8 maka dimungkinkan DNA
hasil isolasi masih terkontaminasi protein.

Tabel 1 menunjukkan  hasil
pengukuran optical density pada 5 sampel
DNA Salmonella sp. hasil isolasi. Pada
Tabel 1 menunjukkan bahwa DNA hasi|
isolas memiliki nilai OD yang cukup
baik yaitu berkisar di 1,9. Hasil tersebut
tidak mengindikasikan adanya
kontaminasi RNA mavpun
protein.Namun, hasi| tersebut masih harus
dikonfirmasi dengan  elektroforesis
horizontal  setelah  sampel DNA
diamplifikasi dengan PCR.

Tabel 1. Hasil pengukuran optical density (OD) hasil isolasi DNA

abs abs 260,0 nm

Sampel ID 260,0 nm 280,0 nm 280,0 nm
Bs, 0,5301 02783 1,9615
Bs, 0.8583 0.4432 1.0185
Bss 14827 0.7394 2.0053
Bs, 15081 0.7579 1,9899
Bs: 1,0671 0.5384 1,0822

Keterangan: s;.5 adalah sampel 1-5

Pengukuran OD dilakukan dengan
membuat larutan yang memiliki volume
700 pl dan terdiri dari 7 pul sampel DNA
Salmonella sp. yang dilarutkan dalam 693
pl akuades.Spektrofotometer  yang
digunakan adalah spektrofotometer UV-
Vis. Nila OD didapatkan dari nilai
absorbans sampel pada panjang
gelomban 260 nm dibagi nilai absorbansi
pada panjang gelombang 280 nm.

Meskipun telah diukur nilai OD-nya,
untuk membuktikan bahwa isolat DNA
yang didapatkan memang benar DNA
Salmondlla  sp., maka  dibutuhkan
rangkaian pengujian selanjutnya.Agar

dapat divisualisasikan dengan bak
dengan elektroforesis, sampel DNA
terlebun dahulu diamplifikasi dengan
PCR.

Polymerase chain reaction dilakukan
sebanyak 30 siklus dengan pre-denaturasi
pada suhu 94°C sdama 4 menit,
denaturasi pada 92°C sdlama 1 menit,
annealing pada 50°C selama 1-2 menit,
ekstensi/elongas pada 68°C selama 8
menit, dan ekstra ekstensi pada 68°C
selama 10 menit.

Primer yang digunakan adalah
BoxAir dengan sekuen 5’-CTACGG CA
AGGCGACGCTGACG-3’ (Wulan,
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2014).Primer ini  digunakan  untuk
mengenali  spesifik fingerprint  untuk
strain bakteri Gram negatif tertentu
(Bhattacharya et al., 2003). Primer
BoxAir umumnya menghasilkan produk
amplifikas PCR yang baik untuk
menunjukkan keragaman genotip antar
bakteri yang berbedaBiasanya primer
BoxAir dapat membantu  dalam
penyusunan dendogram untuk melihat
tingkat filogenetik
mikroorgani sme.Penggunaan primer
BoxAir secara akurat dapat menunjukkan
perbedaan genotip bakteri yang telah
teradaptas oleh lingkungannya sehingga

Bs,B

terbentuk keanekaragaman genetik (Jin et
al., 2011).

Fungsi Mg2+  adalah  untuk
membentuk kompleks solubel dengan
dNTP dan cetakan DNA  untuk
memproduksi  substrat yang dapat
dikenali oleh enzim polymerase sehingga
elongasi dapat terjadi.Untuk dNTP harus
menggunakan larutan yang seimbang
untuk keempat basa nukleotida untuk
meminimalisasi terjadinya kesalahan.Tag
polimerase merupakan enzim yang
digunakan untuk ekstensi/elongasi untai
DNA baru.

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Gambar 1. Visualisasi sampel DNA Salmonella sp. hasil amplifikas PCR pada gel agarosa 1%

dengan marker DNA ladder
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Hasil elektroforesis pada Gambar 1
menunjukkan terbentuknya pita-pita DNA
pada semua sampel. Namun, pada Bs; dan
Bs, pita DNA yang terbentuk sedikit lebih
tipis dibanding sampel lainnya.Hal
tersebut  disebabkan oleh  kecilnya
kandungan DNA pada sampel Bs; dan Bs,
tersebut.Namun, secara  keseluruhan,
semua sampel DNA menunjukkan adanya
pita-pita DNA yang terbentuk.

Hasil visualisasi pita DNA yang terlihat
masih membentuk smear dan belum
berhasil membentuk pita DNA tunggal
yang jelas. Pita DNA paling jelas terpisah
pada ukuran di atas 2000 bp dan di ukuran
500 bp. Ukuran segmen DNA masih
cukup besar karena DNA belum
dimurnikan. Pada sampel Bs.s, terbentuk
pita DNA dengan ukuran lebih dari 2000
bp, sedangkan untuk pita DNA dengan
ukuran 500 bp tidak terbentuk pada Bs;
dan pada Bs; terbentuk sangat tipis. Pita
DNA berukuran 500 bp terbentuk jelas
pada Bszs.

Polymerase chain reaction dengan
primer BoxAir yang digunakan sudah tepat
untuk sampel yang berupa DNA
Salmonella sp. Namun, ha tersebut belum
cukup untuk mengoptimalkan pita DNA
yang terbentuk karena penggunaan primer
BoxAir membutuhkan kemurnian sampel
agar pita DNA yang terbentuk memiliki
resolusi yang baik (Yang & Yen, 2012).

SIMPULAN, SARAN, DAN
REKOMENDASI

DNA Salmonella sp. hasil isolas dapat
tervisudlisasikan  seluruhnya  melaui
elektroforesis gel agarosa. DNA yang
didapatkan belum berupa DNA murni
karena belum melalui tahap purifikasi
DNA. DNA Salmonella sp. hasil isolasi

memiliki nilai optical density (OD) cukup
baik yaitu berkisar di nilai 1,9ug/ml dan
menunjukkan pada DNA hasil isolas
masi h terdapat adanya kontaminasi RNA.
Untuk penelitian selanjutnya agar
didapat DNA hasl isolas yang murni,
maka diharuskan untuk melakukan
purifikas terlebih dahulu.Sehingga DNA
Salmonella sp. yang berhasil diisolas
dapat dimanfaatkan untuk pengujian yang
lebih luas lagi setelah berhasil dimurnikan.
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