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Abstrak: Komposisi mikrobioma usus pada neonatus prematur dapat diidentifikasi dari mekonium dan
feses dengan teknologi Next-Generation Sequencing (NGS). Akan tetapi, perolehan DNA mikrobioma
sampel mekonium dan feses memiliki tantangan karena konsistensi serta kandungan inhibitor PCR
yang tinggi pada sampel tersebut. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengoptimasi perolehan DNA
mikrobioma dari mekonium dan feses neonatus. Proses perolehan DNA dilakukan dengan menerapkan
optimasi parameter yaitu pertimbangan tahap pra-ekstraksi yaitu replikasi dan kondisi sampel,
penggunaan pilihan kit ekstraksi, dan tahap elusi DNA hasil ekstraksi. DNA genomik yang diperoleh
dikuantifikasi serta dikonfirmasi menggunakan Polymerase Chain Reaction. Hasil optimasi terbaik
berdasarkan pengamatan visual kualitas DNA dengan agaros gel dan transiluminator UV, maupun secara
kuantitas yang diukur dengan spektrofotometer nano adalah dengan replikasi jumlah sampel sebanyak
2 kali lipat, menggunakan sampel mekonium dan feses yang segar, dan terlebih dahulu disuspensikan
menggunakan ddH,O untuk tahap-tahap pra-ckstraksi. Kit terbaik untuk ekstraksi DNA adalah MP
Biomedical Fast DNA Spin Kit for Soil, serta penggunaan dapar elusi dengan volume yang lebih sedikit
untuk menghasilkan konsentrasi serta kemurnian DNA yang lebih tinggi. Dapat disimpulkan bahwa
perolehan DNA yang andal terutama dari sampel mekonium berhasil teroptimasi untuk memenuhi
kualitas dan kuantitas DNA untuk tahap selanjutnya dengan teknologi sekuensing mikrobioma.

Kata kunci: feses, mekonium, mikrobioma, mikrobiota, neonatus, NGS.

Abstract: The composition of the intestinal microbiome of neonates can be identified from meconium
and feces by Next-Generation Sequencing (NGS) technology. However, the yield of microbiome DNA
of meconium and feces has its own challenges due to the consistency and the high content of PCR
inhibitors in these samples. This study aims to optimize the yield of microbiome DNA from meconium
sample and feces of pre-term neonates. The DNA yield was obtained by applying certain optimized
parameters, i.e., considering the replication and condition of the sample, using a particular kit for DNA
extraction, and modifying the DNA elution of the column purification. The genomic DNA obtained
was quantified and confirmed using Polymerase Chain Reaction. Results showed that the best DNA
yield was achieved by replicating the number of samples twice in the pre-extraction stage, working
on fresh meconium and feces samples instead, and suspended the sample in ddH,O prior to extraction
process as observed on agarose gel visualization with UV trans-illuminator, as well as in quantitative
measurement by a nano spectrophotometer. The best extraction process was using MP Biomedical
FastDNA Spin Kit for Soil, in addition to the use of an elution buffer in a smaller volume, resulting in a
higher concentration and purity of DNA. In conclusion, we were able to obtain an optimized yet reliable
DNA yields, especially from meconium, which fulfilled the quality and quantity requirement for further
sequencing process of microbiome.
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PENDAHULUAN

KOLONISASI mikrobiota dalam saluran pencernaan
memainkan peran penting dalam mempertahankan
homeostasis usus karena mikrobiota usus terlibat
dalam proses pencernaan, penyerapan nutrisi, dan
mekanisme imunologis”. Faktor-faktor yang dapat
mempengaruhi komposisi dan keragaman mikrobiota
dalam saluran pencernaan neonatus adalah usia
kehamilan, diet ibu selama kehamilan, paparan
antibiotik, dan cara persalinan. Perkembangan koloni
mikrobiota di awal kehidupan neonatus berbeda antara
individu dan terkait dengan status kesehatan individu
di kemudian hari®.

Adanya informasi tentang mikrobiota usus
neonatus dapat memberikan wawasan tentang akuisisi
mikrobiota awal, perkembangan selanjutnya, dan
peluang potensial untuk intervensi terkait dengan
kesehatan neonatus di masa depan®. Bakteri probiotik
seperti Lactobacillus dan Bifidobacterium yang
terkandung dalam mikrobiota mekonium berfungsi
sebagai mediator untuk meningkatkan sistem imun
sehingga dapat membantu mencegah perkembangan
penyakit pada neonatus®.

Mekonium adalah bahan dan hasil sekresi yang
tertelan oleh janin di saluran pencernaan saat di dalam
kandungan yang mengandung campuran dari asam
empedu, sekresi pankreas, sel epitel, dan residu dari
cairan amnion yang tertelan® dan merupakan feses
pertama dari neonatus yang dikeluarkan pada waktu
24-48 jam setelah kelahiran®. Mekonium dan feses
dapat dianalisis sebagai metode non-invasif untuk
mempelajari profil mikrobiota pada lingkungan in-
utero dan pada saluran pencernaan neonatus. Akan
tetapi, terdapat beberapa faktor yang mempersulit
proses ekstraksi sampel mekonium dan feses ini.

Mekonium mengandung berbagai mikrobiota
yang beragam dengan konsentrasi biomassa yang
rendah®”/? sehingga sulit untuk memperoleh DNA
mikrobiota yang optimal dari mekonium. Selain itu,
konsistensi mekonium yang seperti tar (lengket) dan
konsistensi feses yang terkadang padat menyebabkan
kedua sampel ini sulit untuk diekstraksi karena
kelarutannya yang rendah. Faktor lain yaitu adanya
inhibitor PCR yang terkandung di dalam mekonium
maupun feses dengan konsentrasi yang cukup tinggi
seperti garam empedu dan asam, glikolipid, serta
urea sehingga perolehan DNA mikrobiota dari PCR
rendah®!'V,

Pada penelitian ini, untuk meningkatkan
keberhasilan perolehan DNA dari mekonium dan feses
maka dilakukan optimasi pada tahapan pemilihan kit
ekstraksi, pengkondisian sampel, replikasi, preparasi,
dan elusi sampel untuk mengatasi faktor-faktor yang
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mengganggu hasil perolehan DNA tersebut. Optimasi
yang dilakukan yaitu dengan menggunakan 2 kit
ekstraksi berbeda, pengkondisian sampel (segar/
beku) dan jumlah sampel dengan melakukan replikasi,
penambahan tween-80 dan ddH,O untuk melarutkan
sampel, serta membandingkan volume dapar elusi.

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh kondisi
ekstraksi DNA mikrobiota dari mekonium dan feses
neonatus yang optimum dengan hasil termurni dan
terbanyak berdasarkan optimasi yang dilakukan. DNA
hasil ekstraksi akan diukur kualitas dan kuantitasnya
agar terpenuhi untuk keperluan sekuensing 16S rRNA
dengan teknologi Next-Generation Sequencing.
DNA hasil ekstraksi dari sampel mekonium dan
feses dikuantifikasi, divisualisasi, dan selanjutnya
diamplifikasi menggunakan Polymerase Chain
Reaction.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan yang digunakan adalah DNeasy®
PowerSoil® Kit [Qiagen, Jerman], FastDNA™ Spin
Kit for Soil [MP Biomedical, Amerika Serikat] dapar
Tris-EDTA, Etidium Bromida [Merck, Jerman],
Agarosa [Affymetrix, Amerika Serikat], KOD Fx
Neo [Toyobo, Jepang], penanda DNA 1 kb [Biospec,
Amerika Serikat], penanda DNA 100 bp [BioLabs,
Amerika Serikat], bromtimol biru (loading dye)
[BioLabs, Amerika Serikat], Aquadest, dan ddH,O.
Primer yang digunakan untuk amplifikasi DNA
hasil ekstraksi dengan menggunakan PCR yaitu
27F (primer forward 5’- AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG-3’) dan 534R (primer reverse 5’-
ATTACCGCGGCTGCTGG -3°) [Integrated DNA
Technology, Coralville] dengan target gen 16S rRNA
region hipervariabel V1-V2-V3(2,

Alat. Alat yang digunakan tidak lazim disertakan
untuk naskah hasil riset ini. Namun dapat disebutkan
yang utama adalah: Alat yang digunakan atara lain
tube feses steril, Vorteks mixer [Barnstead, Amerika
Serikat], UV-transilluminator [Biometra,
Jerman], alat elektroforesis gel agarosa [Mupid,
Jepang], NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer, Freezer -200C [GEA, Indonesia],
dan alat-alat pendukung lain.

METODE. Sampel Penelitian. Sampel penelitian
adalah mekonium dan feses dari subjek 14 neonatus
prematur yang lahir pada Januari 2020-Maret 2020
di Rumah Sakit Dr. Cipto Mangunkusumo, Jakarta.
Kriteria inklusi adalah neonatus yang lahir pre-
term dengan usia 32-34 minggu dan berat kurang
dari 2.500 g dengan proses persalinan normal dan
persalinan dengan bedah cesar, sampel mekonium
yang dikeluarkan dari neonatus dalam 24 - 48 jam
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pertama setelah kelahiran, serta sampel feses hari ke-4
dan ke-7 setelah kelahiran.

Sampel mekonium dan feses dikumpulkan
dari popok dan ditempatkan di tabung steril oleh
perawat yang sudah terlatih. Semua sampel disimpan
pada suhu 4 °C. Sampel dibawa ke Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi Farmasi, Fakultas
Farmasi, Universitas Indonesia dengan menggunakan
ice box untuk dilakukan ekstraksi DNA.

Etika Penelitian. Sebelum melakukan
pengambilan sampel dilakukan pengajuan kaji etik
ke Komite Etik Fakultas Kedokteran, Universitas
Indonesia, dan mendapat persetujuan (ND-103 / UN2.
F1 / ETIK / PPM.00.02 / 2020, No. Protokol Etik
19-02-0163).

Optimasi Perolehan DNA. Parameter yang
dioptimasi pada tahap ini yaitu:

1. Replikasi Sampel

Dalam penelitian ini, sampel mekonium ditimbang
pada 2 mikrotub yang berbeda masing-masing
+100 mg dan dilakukan ekstraksi DNA. Pada tahap
pengikatan DNA, filtrat dari 2 mikrotub yang berbeda
dimasukkan kedalam 1 kolom yang sama untuk
selanjutnya dilakukan elusi DNA.

2. Kondisi Sampel

Optimasi berdasarkan kondisi sampel yaitu
menggunakan sampel segar dan sampel beku. Sampel
segar diekstraksi kurang dari 48 jam setelah mekonium
dikeluarkan dari neonatus yang sebelumnya disimpan
pada suhu 4 °C dan sampel beku adalah sampel yang
disimpan pada suhu -20 °C lebih dari 48 jam setelah
dikeluarkan dari neonatus.

3. Tahap Preparasi Sampel

Optimasi pada tahap ini dilakukan dengan
membandingkan 2 jenis pelarut yaitu ddH,0 dan
tween-80 konsentrasi 10% dalam melarutkan sampel
mekonium dan feses"?. Pelarut tersebut ditambahkan
sebanyak 1 mL kedalam mikrotub yang berisi sampel
sebanyak +100 mg. Kemudian mikrotub divortex
dengan kecepatan maksimum selama 20 menit
kemudian disentrifugasi selama 9 menit pada 13.000 g.

4. Pemilihan Kit Ekstraksi

Optimasi perolehan DNA mikrobiota mekonium
dan feses berdasarkan pemilihan kit ekstraksi
dilakukan dengan membandingkan konsentrasi DNA
yang dihasilkan dari ekstraksi menggunakan Qiagen
DNeasy® PowerSoil® kit dengan MP Biomedicals
FastDNA™ Spin Kit for Soil.

5. Tahap Elusi DNA

Optimasi pada tahap ini dilakukan dengan

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia 176

mengubah volume dapar yang digunakan untuk
mengelusi DNA. Berdasarkan protokol, volume dapar
elusi yang ditambahkan yaitu sebesar 100 puL dan
optimasi yang dilakukan pada penelitian ini dengan
menambahkan dapar elusi sebanyak 60 uL, 40 pL,
dan 30 pL.

Ekstraksi dan Kuantifikasi DNA. Sampel
mekonium dan feses yang telah diproses pra-
ekstraksi maupun proses ekstraksi secara optimum
di atas, dilanjutkan dengan aplikasi proses ekstraksi
DNA untuk keseluruhan sampel mekonium dan
feses. DNA genomik yang diperoleh dikuantifikasi
menggunakan NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer.

Polymerase Chain Reaction gen 16S rRNA.
Pengujian kualitas DNA hasil ekstraksi dilakukan
dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) gen 16S
rRNA dengan menarget region V1 — V3 dari 16S
rRNA"? dilakukan dengan menggunakan dua primer
universal: 27F (5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG-3 ‘) dan 534R (5’-ATT ACC GCG GCT GCT
GG-3’) (IDT DNA, Singapore). Campuran reaksi PCR
dilakukan dengan total volum 50 pL terdiri dari 6,5
pL ddH20, 25 pL dari 2X FX Neo Dapar (Toyobo,
Jepang), 10 puL dari 2-mM dNTPs, masing-masing
0,75 pL dari 10 pmol/uL primer 27F dan 534R,
6 uL. DNA genomik sebagai cetakan (konsentrasi
14,304 ng/6 pnlL-1.931,75/6 pL), dan 1 pL KOD FX
Neo polimerase (Toyobo, Jepang). PCR dilakukan
dengan kondisi denaturasi awal pada suhu 95 °C
selama 5 menit, denaturasi pada suhu 94 °C selama 30
detik, penempelan pada suhu 63 °C selama 30 detik,
pemanjangan pada suhu 68 °C selama 40 detik, dan
pemanjangan akhir pada suhu 68 °C selama 6 menit.
Tahap denaturasi hingga pemanjangan diulang sampai
30 siklus™.

Visualisasi DNA Genomik dan Amplikon.
DNA genomik hasil ekstraksi dan produk PCR (DNA
amplikon) dianalisis menggunakan elektroforesis gel
agarosa 1% dengan penanda DNA 1 kb (Biospec,
Amerika Serikat) sebagai pembanding hasil ekstraksi,
dan penanda DNA 100 bp (BioLabs, Amerika Serikat)
sebagai pembanding hasil PCR. Alat elektroforesis
disambungkan ke sumber listrik dan diatur dengan
kondisi tegangan listrik 100 Volt selama 30 menit.
Visualisasi pita-pita DNA hasil elektroforesis
dilakukan dengan sistem dokumentasi menggunakan
UV transilluminator.
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Tabel 1. Hasil optimasi replikasi sampel untuk perolehan DNA.

Hasil Kuantifikasi
Kode Sampel Optimasi Konsentrasi Kemurnian
(ng/ul) (A260/A280)
JUW 1.3 - 1x ekstraksi (sampel 100 mg/kit) 2.429 1.358
- Dilakukan replikasi: 2x ekstraksi
JUW2.3+33 (sampel @100 me/kit > pooled) 10.327 1.584
HASIL DAN PEMBAHASAN jumlah sampel yang lebih besar dimana total sampel

Optimasi Perolehan DNA. Hasil dari perolehan
DNA, yaitu:

1. Replikasi Sampel

Hasil optimasi pada Tabel 1 menunjukkan bahwa
konsentrasi sampel dengan perlakuan replikasi lebih
tinggi dibandingkan sampel tanpa replikasi.

Ekstraksi pada tahap ini menggunakan kit Qiagen
DNeasy® PowerSoil® Kit. Sampel JUW 2.3+3.3
yang dioptimasi dengan replikasi mengandung

yaitu sebanyak +£200 mg. Sampel yang direplikasi
mengalami proses pelisisan sel, penghilangan inhibitor
dan pengikatan DNA dua kali lebih besar daripada
sampel yang tidak direplikasi, sehingga menyebabkan
DNA yang terikat dengan membran silika pada kolom
menjadi dua kali lebih banyak dan hasil DNA lebih
konsentrat ketika dipooled setelah di elusi.
2. Pemilihan Kit Ekstraksi

Ekstraksi DNA dari sampel mekonium

menggunakan MP Biomedicals FastDNA™ Spin Kit

Tabel 2. Hasil optimasi penggunaan Qiagen DNeasy PowerSoil Kit dan MP Bio FastDNA Spin Kit for Soil.

Hasil Kuantifikasi

Kode Sampel

Konsentrasi (ng/pl) Kemurnian (A260/A280)
MIR (M) 0.92
ADS (M) 1.37
MAH (M) 1.07
AIM (M) 14.46 1.43
F_MIR (M) 22.96 1.85
F_ADS (M) 2.15
F MAH (M) 27.74 1.40
F AIM (M) 1.70

for menghasilkan konsentrasi dan kemurnian DNA
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan Qiagen
DNeasy® PowerSoil® Kit dengan rasio konsentrasi
rata-rata 2,6:1. Tabel 2 menunjukkan perbedaan hasil
optimasi menggunakan sampel yang sama dengan
2 kit ekstraksi berbeda. Pada tabel tersebut, kode
sampel berawalan huruf “F” merupakan sampel yang
diekstraksi menggunakan MP Bio FastDNA Spin Kit
for Soil.

Perbedaan antara kedua kit yang digunakan adalah
Qiagen DNeasy PowerSoil kit menggunakan Inhibitor
Removal Technology (IRT) yaitu reagen yang mampu
mengendapkan bahan-bahan organik dan anorganik
non-DNA termasuk zat humat, sel debris, dan protein
yang merupakan inhibitor PCR.

Proses pelisisan dilakukan secara mekanis dengan
bead beating dan secara kimia dengan larutan CI
yang mengandung Sodium Dodecyl Sulfate (SDS).
Sementara FastDNA Spin Kit For Soil menggunakan

tabung Lysing Matrix, campuran partikel keramik,
silika, dan manik-manik kaca yang dirancang untuk
pelisisan sel dengan bantuan larutan dapar MT dan
dapar Sodium Phosphate, reagen yang berfungsi
melindungi dan melarutkan asam nukleat dan protein
saat pelisisan sel. Kedua kit ini menggunakan bead
beating dalam proses pelisisan sel. Bead beating
menghasilkan perolehan DNA dan jumlah OTU yang
lebih tinggi pada bakteri yang sulit untuk dilisiskan
seperti bakteri gram positif!¥. Proses pengikatan DNA
kedua kit ini menggunakan kolom dengan membran
berbasis silika.

Berdasarkan efisiensi waktu, proses ekstraksi
menggunakan FastDNA Spin Kit for Soil hanya
membutuhkan waktu kurang dari 2 jam sementara
Qiagen DNeasy PowerSoil kit membutuhkan proses
yang lebih lama yaitu hingga 5 jam. Proses pelisisan
menggunakan bead beating pada Qiagen DNeasy
PowerSoil Kit membutuhkan waktu 20 menit ketika
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dihomogenkan dengan vorteks dengan kecepatan
maksimum. Proses pelisisan sel dengan bead beating
pada kecepatan yang lebih tinggi dan waktu lebih
lama dapat menghasilkan lebih banyak DNA yang
terdegradasi‘'®.

Sampel yang diekstraksi menggunakan MP Bio
FastDNA Spin Kit for Soil menghasilkan konsentrasi
dan kemurnian yang lebih tinggi karena menggunakan
sejumlah besar bahan pengikat'®. Proses pengikatan
MP Bio FastDNA Spin Kit for Soil menggunakan
suspensi binding matrix dengan waktu inkubasi
selama 5 menit pada suhu 55 °C sehingga DNA akan
berikatan dengan matriks silika karena adanya garam
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chaotropic sebagai kondisi penyesuaian pengikatan
DNA untuk kemudian berikatan dengan membran
silika pada kolom. Teknik ini didasarkan pada
prinsip pengikatan selektif DNA bermuatan negatif
dengan permukaan silika yang dilapisi dengan ion
bermuatan positif. Sementara itu, proses pengikatan
DNA menggunakan Qiagen DNeasy PowerSoil kit
hanya terjadi pada membran silika pada kolom dengan
waktu inkubasi selama 10 menit yang menyebabkan
proses pengikatan DNA menjadi kurang optimal.
Pada MP Bio FastDNA Spin Kit for Soil, digunakan
tabung falcon 15 mL sehingga proses pencampuran

Tabel 3. Hasil optimasi berdasarkan kondisi sampel.

Hasil Kuantifikasi
Nama Sampel Optimasi Konsentrasi Kemurnian
(ng/ul) (A260/A280)
F_MAH (M) Sampel segar (disimpan kurang dari 27.749 1.406
F_MIR (M) 48 jam) 22.962 1.853
Fro_F_MAH (M) Sampel beku (disimpan lebih dari 48 13.80 1.50
Fro F_MIR (M) Jam) 10.50 1.80

dan pengikatan DNA dengan binding matrix akan
lebih maksimal karena menggunakan tabung yang
lebih besar.

3. Kondisi Sampel

Optimasi sampel mekonium berdasarkan kondisi
sampel menggunakan MP Biomedicals FastDNA Spin
Kit for Soil pada Tabel 3 menunjukkan bahwa sampel
segar menghasilkan konsentrasi DNA yang lebih
tinggi daripada sampel beku.

Hal ini karena pada sampel beku terjadi siklus
pencairan beku dan fluktuasi suhu berulang. Siklus
pencairan beku merupakan faktor utama penyebab
degradasi DNA pada suatu sampel yang dapat
menyebabkan kualitas DNA metagenomik buruk.
Perubahan suhu yang signifikan juga merupakan
tekanan bagi banyak mikrobiota di sampel, karena

dapat membunuh mikroba dan memperbesar degradasi
DNAU7,

Penelitian yang dilakukan oleh Panek et al'®
mengidentifikasi penurunan rasio filum Firmicutes/
Bacteroidetes, yang merupakan bakteri yang banyak
terdapat di mekonium dan feses serta penurunan rasio
Lachnospiraceae dan Bacteroidaceae ketika sampel
dibekukan pada suhu -20 °C. Secara umum, hasil DNA
genomik akan berkurang jika sampel disimpan pada
2-8 °C atau -20 °C tanpa perlakuan sebelumnya seperti
penambahan gliserol atau media pengawet lainnya‘'?.

4. Preparasi Sampel

Penambahan tween-80 10% sebanyak 1 mL
untuk melarutkan sampel mekonium dan feses
menghasilkan konsentrasi asam nukleat yang lebih
kecil dibandingkan dengan sampel yang dilarutkan

Tabel 4. Hasil optimasi tahap preparasi sampel mekonium.

Hasil Kuantifikasi

Kode Sampel Optimasi - -
Konsentrasi (ng/pl) Kemurnian (A260/A280)

TRI (M) - Dilakukan replikasi: 2x 6.161 0.983
ekstraksi (sampel @100

SUS (4) mg/kit > pooled) 57.041 1.797

- Penambahan ddH,O 1 ml

(t) TRI (M) - Dilakukan replikasi: 2x 0.896 1.505
ekstraksi (sampel @100

(t) SUS (4) mg/kit = pooled) 4113 1.765

- Penambahan tween 80 10%

1 ml
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dalam ddH,O dengan rasio konsentrasi 6,8:1 pada
sampel mekonium dan 13,8:1 pada sampel feses.

Tabel 4 menunjukkan perolehan hasil optimasi
tahap preparasi sampel meconium. Konsentrasi
asam nukleat yang diperoleh lebih rendah dengan
adanya penambahan tween-80 10%, namun dengan
kemurnian lebih tinggi. Hal ini disebabkan karena
tween 80 adalah surfaktan nonionik polisorbat, sebuah
molekul yang memecah gumpalan lipid.

Molekul tween 80 akan mengikat lipid dan air,
sehingga tween 80 mampu melarutkan atau melisiskan
membran sel menyebabkan membran sel bakteri
akan rusak dan DNA akan terbawa ke dalam larutan
tween-80 10%?. Bagian yang diambil untuk diproses
lebih lanjut adalah bagian pellet bukan supernatan,
sedangkan DNA sudah terlarut bersama dengan
larutan tween-80 yang merupakan supernatan. Oleh
karena itu, DNA yang dipreparasi dengan melarutkan
dalam tween-80 10% menghasilkan konsentrasi yang
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lebih rendah.

5. Tahap Elusi DNA

Elusi DNA menggunakan volume dapar elusi
yang lebih sedikit menghasilkan konsentrasi DNA
yang lebih tinggi. Untuk memperoleh DNA genomik
yang lebih pekat atau konsentrat, volume elusi dapat
dikurangi sampai 35 pL. Jika volume kurang dari 35
pL digunakan untuk elusi, fraksi yang lebih besar
dari dapar elusi akan tertahan, yang mengakibatkan
hilangnya korelasi linear antara volume elusi dan
hasil perolehan DNA©@Y. Pada Tabel 5 menunjukkan
adanya korelasi dimana semakin banyak volume dapar
elusi yang ditambahkan ke membran pengikat DNA
akan menghasilkan volume yang lebih banyak dengan
konsentrasi yang lebih sedikit®?.

Kuantifikasi DNA Hasil Ekstraksi. Sampel DNA
dikatakan murni ketika A260/280~1.8 — 2.0%?. Pada
tahap kuantifikasi, rasio A260/280 yang kurang dari
1,8 menunjukkan sampel terkontaminasi residu

Tabel 5. Hasil optimasi berdasarkan volume dapar elusi.

Hasil Kuantifikasi

Kode Sampel Optimasi Kosentrasi (ng/ul) Kemurnian (A260/A280)

e e
JUW2143.1 f/’;ffﬁéaé‘;ar clusi 60 4 6.894 1.05

juwla i/);fll:riltéacli(;;ar elusi 40 pl 2.085 1.129
JUW22432 %’;fﬁ;aé‘;;ar elusi 40 ul 9.018 1.302

JUWI.3 - i/ileli(riltéa(li(;;ar elusi 30 pl 2:429 1.358
JUW23433 %;; f&‘;téaé‘;ar i 30 4l 10.327 1.584

Hasil Kuantifikasi Sampel Mekonium dan Feses

arin Miikbeat {ng/pl)

i Ass

"o Tavs “"I . M-, f’ﬂ_l “I HI 5

[ unI ilﬂ m‘I

R 3 T MAH EMAH MIR

) ABT

Gambar 1. Konsentrasi perolehan DNA sampel mekonium dan feses.
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Kemurnian Sampel Mekonlum dan Feses

Kemurnian (A260/280)
"

o
ADS

131

FADS
2151

AlM FAIM (]} JUH

B Mekonium 1372

1. 1638
1745

1E61

FesesdHari 1761

1.861

1.8

BFeses 7 han 1884 1818

1.92

1.7

1.767

IWR1

IWR 2
1072
1.37

1.412

IWR3
1.483

IWT MAH
1072

1882

F.MAH
1406

MIR
092
184

187

F.MIR
1.853

YLUL
1044
1847
1.788

2008
1689

1.595 1.95/

sampel Mekonium dan Feses

Gambar 2. Kemurnian perolehan DNA sampel mekonium dan feses.

senyawa fenolik, TRIzol, garam chaotropic (guanidine
HCL, guanidine isotiosianat) atau reagen lain yang
digunakan pada protokol ekstraksi. Sedangkan rasio
A260/280 lebih dari 2,0 menunjukkan kualitas blanko
yang buruk ketika blanking karena menghilangkan
terlalu banyak serapan di dekat panjang gelombang
280 nm®. Gambar 1 dan Gambar 2 menunjukkan
hasil kuantifikasi dan kemurnian seluruh sampel

MK12

345678 9111121311115151?1319

rl

mekonium dan feses.

Visualisasi DNA Genomik dan Amplikon.
Visualisasi DNA genom dan amplikon dilakukan
untuk memastikan bahwa DNA dapat diekstraksi
dari sampel mekonium dan feses dan DNA yang
diamplifikasi sesuai dengan ukuran yang diharapkan
+500 bp. Hasil elektroforesis DNA genomik pada

S IV DO |

Gambar 3. Hasil elektroforesis DNA genomik.

Gambar 3 menunjukkan bahwa pita DNA tidak terlihat
jelas di semua sampel. Hal ini dapat disebabkan
karena konsentrasi DNA pada hasil ekstraksi yang
masih terlalu kecil untuk dapat dideteksi dalam

1% agarose

i
5
a*

gel elektroforesis. Selain itu, volume sampel yang
ditambahkan cukup sedikit yaitu hanya 3 pL,
sedangkan menurut literatur pada tahap preparasi
sampel digunakan DNA sampel sebanyak 6 puL untuk

(HIERH

Gambar 4. Hasil elektroforesis amplikon.
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dicampur dengan loading dye sebanyak 1 uL.1%.

Sementara itu, pita DNA yang ditargetkan dari
mekonium dan sampel feses dari produk yang
diamplifikasi adalah 500 bp sesuai dengan area target
yang diamplifikasi, V1-V3, yaitu sekitar 500 bp. Hasil
elektroforesis pada DNA yang diamplifikasi dapat
dilihat pada Gambar 4 menunjukkan pita DNA yang
terlihat jelas hampir disemua sampel dan memiliki
ukuran seragam sekitar 500 bp sesuai target.

Dari seluruh sampel tersebut, DNA sampel F AJM
(M) menunjukkan pita yang paling baik karena tidak
adanya pita pengotor serta intensitas pita yang jelas.
Sampel tersebut dioptimasi dengan dilakukan replikasi
sebanyak 2 kali, dilarutkan dengan ddH,O sebanyak
1 mL pada tahap preparasi sampel, menggunakan
sampel segar, menggunakan volume dapar elusi
sebanyak 30 pL, dan diekstraksi menggunakan MP
Biomedicals FastDNA Spin Kit for Soil. Secara
keseluruhan, sampel yang diekstraksi menggunakan
Qiagen DNeasy PowerSoil menghasilkan pita DNA
target yang lebih jelas tetapi juga banyak pita pengotor
jika dibandingkan dengan MP Biomedicals FastDNA
Spin Kit. Hal ini menunjukkan IRT (Inhibitor Removal
Technology) yang digunakan oleh Qiagen DNeasy
PowerSoil belum cukup baik jika dibandingkan
dengan reagen PPS (Protein Precipitation Solution)
yang digunakan oleh MP Biomedicals FastDNA
Spin Kit dalam mengendapkan inhibitor PCR yang
terkandung didalam sampel mekonium dan feses
neonatus.

Pita-pita pengotor menunjukkan kualitas dan
kuantitas yang belum terbaik pada proses ekstraksi.
Selain pita amplikon non-spesifik, noda (smear) di
bagian bawah gel agarose menunjukkan tampilan
RNA yang ada dalam sampel®. Munculnya pita yang
bukan pita DNA target selain karena hasil ekstraksi
yang tidak murni, juga dapat dipengaruhi oleh suhu
annealing yang masih terlalu rendah dan siklus PCR
terlalu banyak. Jika suhu annealing lebih rendah dari
suhu annealing ideal, sebagian besar primer akan
menempel pada urutan DNA target spesifik. Tetapi
ada beberapa primer yang menempel pada target
yang tidak spesifik. Dalam kondisi tersebut, akan ada
beberapa pita selain pita amplikon target yang muncul
pada gel agarose®®. Jumlah siklus PCR yang terlalu
banyak dapat menyebabkan reannealing template
sehingga amplikon yang dihasilkan akan menyatu dan
menjadi template untuk reaksi PCR berikutnya dan
menyebabkan munculnya pita pengotor®”.

Munculnya pita kontaminan juga dapat disebabkan
oleh dapar TAE (1xtris-acetate-EDTA) yang digunakan
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dalam proses elektroforesis sudah tidak segar dan
baru. Akibatnya, konsentrasi dapar akan berubah
selama elektroforesis sehingga mengganggu proses
migrasi DNA dan menyebabkan munculnya pita DNA
kontaminan. Selain itu, kemungkinan fragmen DNA
sisa proses elektroforesis sebelumnya yang belum
tuntas terdegradasi berpotensi sebagai tampilan pita
kontaminan ketika dapar TAE (1xtris-acetate-EDTA)
yang sama digunakan kembali®®.

Walaupun demikian, DNA amplikon yang
diperoleh pada penelitian ini sudah menunjukkan
kualitas dan kuantitas memadai untuk dilakukan
langkah selanjutnya yaitu Next-Generation Sequencing
(NGS), dan dianggap dapat dipertanggungjawabkan
keabsahannya. Namun, untuk menjamin kualitas
analisis bioinformatik, maka pada analisis hasil
NGS, data yang diperoleh tetap akan diterapkan
tahap pembersihan data sehingga diperoleh data
bersih (Clean Data)®; data bersih tersebut kemudian
akan diproses dalam beragam program analisis
bioinformatika

SIMPULAN

Optimasi perolehan sampel DNA yang dilakukan
menunjukkan perolehan paling baik yaitu dengan
melakukan sebagai berikut: (i) replikasi sebanyak
2 kali, (ii) pelarutan dalam ddH,O pada tahap
preparasi sampel, (iii) penggunaan sampel segar, (iv)
penggunaan volume dapar elusi yang lebih sedikit, dan
(v) ekstraksi menggunakan MP Biomedicals FastDNA
Spin Kit for Soil. Sedangkan sampel terbaik hasil
perolehan DNA nya adalah sampel mekonium dan
feses AJM. DNA yang dihasilkan dari optimasi tersebut
berupa DNA dengan konsentrasi dan kemurnian yang
lebih tinggi terutama untuk sampel mekonium.
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