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EFFECTIVENESS OF FILTER PAPER-BASED SPIN COLUMN
IN DNA EXTRACTION PROCESS OF Staphylococcus aureus
AT VARIOUS CONCENTRATIONS

ABSTRACT

Background: Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium that can cause
various infections such as skin abscesses, pneumonia, and endocarditis. One of the
molecular identification methods for this bacterium is PCR, which requires a DNA
extraction step. Commercial spin columns are commonly used for DNA extraction,
but they are expensive and single-use. Aim: This study aimed to evaluate the
effectiveness of a homemade filter paper-based spin column for extracting
Staphylococcus aureus DNA at various concentrations. Method: This was a
quantitative experimental study using a posttest-only control design. DNA
extraction was performed on three bacterial concentrations (0.5, 1, and 2
McFarland), followed by PCR detection and DNA quantification using a Nanodrop
spectrophotometer. Result: The results showed that the filter paper-based spin
column successfully extracted DNA with positive PCR results and increasing DNA
concentrations corresponding to higher bacterial densities: 3.33 ng/uL (0.5
McFarland), 4.46 ng/uL (1 McFarland), and 5.21 ng/uL (2 McFarland).
Conclusion: However, the DNA purity remained low. Thus, the filter paper-based
spin column shows potential as an alternative DNA extraction method, but further
optimization is needed, regarding the type of filter paper and reagents.

Keywords: Spin column; filter paper; DNA extraction; Staphylococcus aureus

vil



EFEKTIVITAS PEMAKAIAN SPIN COLUMN BERBASIS KERTAS SARING
DALAM PROSES EKSTRAKSI DNA BAKTERI Staphylococcus aureus
PADA BERBAGAI KONSENTRASI

ABSTRAK

Latar belakang: Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogen yang dapat
menyebabkan berbagai infeksi seperti abses kulit, pneumonia, dan endokarditis.
Salah satu metode identifikasi molekuler bakteri ini adalah Polymerase Chain
Reaction, yang memerlukan proses ekstraksi sebagai tahap awalnya. Spin column
komersial umumnya digunakan dalam proses ekstraksi DNA, namun memiliki
kekurangan seperti biaya tinggi dan sekali pakai. Tujuan: Penelitian ini bertujuan
untuk menguji efektivitas spin column buatan berbasis kertas saring dalam
mengekstraksi DNA Staphylococcus aureus pada berbagai konsentrasi. Metode:
Jenis penelitian ini adalah kuantitatif eksperimental menggunakan pendekatan
posttest-only control design. Proses ekstraksi dilakukan pada tiga variasi
konsentrasi bakteri (0,5; 1; dan 2 McFarland), kemudian hasil ekstraksi diuji
melalui PCR dan pengukuran konsentrasi serta kemurnian menggunakan
spektrofotometer nanodrop. Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa spin
column berbasis kertas saring berhasil mengekstraksi DNA dengan hasil adanya
DNA bakteri Staphylococcus aureus yang dideteksi menggunakan metode PCR dan
peningkatan konsentrasi DNA seiring bertambahnya konsentrasi bakteri, yaitu 3,33
ng/uL (0,5 McFarland), 4,46 ng/uL (1 McFarland), dan 5,21 ng/uL (2 McFarland).
Namun, tingkat kemurnian DNA masih tergolong rendah. Kesimpulan: Dengan
demikian dapat disimpulkan spin column berbasis kertas saring memiliki potensi
sebagai metode alternatif dalam ekstraksi DNA, namun memerlukan optimalisasi
lebih lanjut terkait jenis kertas saring dan reagen yang digunakan.

Kata kunci: Spin column; kertas saring; ekstraksi DNA; Staphylococcus aureus

viil



RINGKASAN PENELITIAN

EFEKTIVITAS PEMAKAIAN SPIN COLUMN BERBASIS KERTAS SARING
DALAM PROSES EKSTRAKSI DNA BAKTERI Staphylococcus aureus
PADA BERBAGAI KONSENTRASI

Oleh : Angelina Prasetio (P07134221004)

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen yang umum
ditemukan pada infeksi kulit, infeksi sistemik, hingga penyakit berat seperti
pneumonia, osteomielitis, dan endokarditis. Mengingat potensi patogeniknya,
identifikasi Staphylococcus aureus menjadi langkah penting dalam diagnosis dan
penanganan infeksi. Identifikasi dilakukan melalui pendekatan molekuler yang
lebih cepat dan spesifik seperti Polymerase Chain Reaction (PCR). Dalam
prosesnya, tahap penting yang harus dilalui adalah ekstraksi DNA dengan metode
yang umum digunakan yaitu kit ekstraksi komersial berbasis spin column yang
sudah dilengkapi dengan campuran reagen, sehingga memungkinkan proses
ekstraksi berlangsung dalam waktu relatif singkat serta menghasilkan konsentrasi
dan kemurnian DNA yang tinggi. Namun, meskipun efektif, metode ini hanya dapat
digunakan sekali (single use) dan biaya yang dibutuhkan sangat mahal. Pembuatan
spin column buatan berbasis kertas saring merupakan sebuah pendekatan alternatif
yang efektif dan hemat biaya karena kemampuannya dalam melakukan filtrasi,
memiliki daya serap tinggi, dan memiliki harga lebih murah, serta ketersediaan
yang lebih luas. Penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya juga menyebutkan
bahwa kertas saring yang terbuat dari serat selulosa dapat menjadi alternatif yang
unggul menggantikan bahan berbasis silika untuk pemurnian DNA genom tanaman.

Potensi kertas saring sebagai medium pemurnian memang dikatakan sangat
menjanjikan, tetapi masih diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengoptimalkan
desain dan proses penggunaannya dalam spin column terutama untuk proses
ekstraksi DNA bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini mencakup penentuan
parameter optimal seperti kemampuan kertas saring dalam mengikat DNA bakteri
dilihat dari batas minimal konsentrasi bakteri yang dapat terdeteksi serta kemurnian
materi genetik yang dihasilkan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menguji efektivitas pemakaian spin column berbasis kertas saring dalam proses

ekstraksi DNA bakteri Staphylococcus aureus pada berbagai konsentrasi.
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Penelitian yang dilakukan merupakan jenis penelitian kuantitatif
eksperimental dengan menggunakan desain posttest-only control design. Sampel
yang digunakan dalam penelitian adalah Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang
telah dikultur dalam media TSB, kemudian dibuat menjadi tiga kelompok
berdasarkan konsentrasi bakteri yaitu 0,5; 1; dan 2 McFarland, masing-masing
sebanyak 10 pengulangan. Selain itu, disertakan pula dua sampel sebagai kontrol
negatif. Spin column buatan dirangkai secara manual dengan memodifikasi tabung
centrifuge 0,5 mL, white tip, yellow tip, dan lembaran kertas saring Whatman yang
disusun sebagai media filtrasi. Proses ekstraksi dilakukan menggunakan reagen
buatan sendiri berupa lisis buffer, ethanol, dan dua jenis washing buffer, serta TE
buffer. DNA hasil ekstraksi kemudian diuji dideteksi dengan Polymerase Chain
Reaction yang divisualisasi dengan elektroforesis gel agarosa serta pengukuran
konsentrasi dan tingkat kemurnian berdasarkan rasio A260/A280 dan A260/A230
menggunakan spektrofotometer nanodrop.

Hasil elektroforesis menunjukkan keberhasilan amplifikasi DNA pada
semua sampel uji, yang ditandai dengan munculnya pita DNA spesifik tanpa smear
atau pita non-spesifik. Hal ini menunjukkan bahwa spin column berbasis kertas
saring mampu mengekstraksi DNA secara efektif dan menghasilkan DNA yang
dapat diamplifikasi. Hasil pengukuran konsentrasi DNA menunjukkan peningkatan
yang sebanding dengan peningkatan konsentrasi awal bakteri, dengan rata-rata 3,33
ng/uL (0,5 McFarland), 4,46 ng/uL (1 McFarland), dan 5,21 ng/uL (2 McFarland).
Kontrol negatif menunjukkan konsentrasi rata-rata 1,95 ng/uL, yang kemungkinan
besar merupakan hasil dari absorbansi kontaminan seperti protein, fenol, atau buffer
yang belum tersaring sempurna oleh kertas saring. Pada pengukuran kemurnian
DNA, rasio A260/A280 berada pada nilai 1.22 (0,5 McFarland), 1.32 (1
McFarland), dan 1.20 (2 McFarland). yang mengindikasikan adanya kontaminasi
protein/fenol, sedangkan rasio A260/A230 berada pada 0.11 (0,5 McFarland), 0.11
(1 McFarland), dan 0.14 (2 McFarland). Sementara itu, pada kontrol negatif,
diperoleh nilai rasio A260/A280 sebesar 1.22 dan rasio A260/A230 sebesar 0.10.
Hal ini menunjukkan bahwa meskipun spin column berbasis kertas saring efektif
dalam mengekstraksi DNA, namun masih memiliki kelemahan dalam aspek

pemurnian DNA dari komponen pengotor.



Secara keseluruhan, penelitian ini menunjukkan bahwa spin column
berbasis kertas saring dapat digunakan sebagai alternatif murah dan sederhana
untuk ekstraksi DNA dari bakteri Staphylococcus aureus. Metode ini dapat menjadi
solusi bagi laboratorium dengan sumber daya terbatas, khususnya dalam
lingkungan pendidikan atau penelitian dasar. Namun, kelemahan dalam pemurnian
DNA menandakan perlunya optimalisasi lanjutan, baik dari jenis kertas saring lain,
variasi reagen ekstraksi, serta pengujian terhadap berbagai jenis sampel biologis
lainnya guna memperoleh metode yang lebih optimal dan aplikatif dalam dunia
kesehatan dan bioteknologi molekuler. Dengan adanya pengembangan lebih lanjut,
spin column berbasis kertas saring berpotensi menjadi alat pemurnian DNA yang

lebih ramah lingkungan.

Daftar bacaan: 30 (2017 — 2023)
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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NaOCl : Natrium Hipoklorit

EDTA : Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

NFW : Nuclease Free Water

TE buffer : Tris-EDTA buffer

TAE buffer  : Tris-Acetate-EDTA buffer

XiX



