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ABSTRAK

Telah dilakukan deteksi asam nukleat (RNA) terhadaps Influenza A dengan
menggunakan 15 sampel yang telah dikonfirmasitipderhadap virus Al subtype
H1N1. Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkantade ekstraksi padeeal time
PCR untuk menghasilkan RNA optimal dengan membandingkametode ekstraksi.
Pada penelitian ini dilakukan metodgin kolom dan metode Guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform untuk mengkonfirmasi sampel yang sudah diketahui
positif terhadap virus Influenza A. Hasil mengkalikan bahwa kedua metode ini
dapat mengkonfirmasi 15 sampel positif. Pada pegelini dapat disimpulkan bahwa
dengan menggunakan metode ekstrakan kolom diperoleh RNA virus yang lebih
banyak dibandingkan dengan met@&ienidinium thiocyanate-phenol-chloroform .
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ABSTRACT

Detection of nucleic acid (RNA) from Influenza A virus of 15 samples confirmed
positive Al subtype HIN1 has been studied. This study was performed to optimize
extraction method of real time PCR in order to get optimal result of RNA by comparing
2 methods of extraction. In this study spin column and Guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction method were performed to detect RNA of Influenza A
virus from confirmed positive samples. The results indicated that both of methods were
complied with the previous confirmation for 15 positive samples. From this study we
can conclude that using spin column was collected more RNA virus compared to
Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction method.

Keyword: Extraction, PCR, Influenza A



PENDAHULUAN

Real time RT-PCR (rRT-PCR) merupakan teknologi yang relatfu yang
digunakan untuk mendetekgivian Influenza (Al) sejak awal tahun 2000 untuk
surveilan rutin, selama terjadinya kasus dan untujkian penelitian. Beberapa
keuntungan dari rRT-PCR adalah sangat sensitif spasifik, cepat dan hasil yang
terukur. Selanjutnya rRT-PCR juga dapat digunakatuk jumlah sampel yang
banyak, sedikit lebih murah jika dibandingkan denigalasi virus dengan embrio ayam
dan karena dalam proses pengerjaannya virus haroakttvasi, biosafety dan

biosecurity lebih mudah ditangani (4).

Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat HeWBBPMSOH) sebagai
instansi yang memiliki tanggung jawab untuk menjambat hewan yang beredar di
Indonesia berkomitmen untuk memberi pelayanan yateybaik dengan
mengembangkan metode uji yang lebih akurat dareefi®alam pengujian vaksin Al,
BBPMSOH dalam hal ini unit uji virologi melakukaremgujian identitas vaksin Al
dengan metode PCR baik konvensional maupeal time PCR yang bertujuan

mengkonfirmasi subtipe virus Al yang terkandungadablaksin Al.

Metode rRT-PCR merupakan metode yang relatif baghingga dalam
pengerjaannya masih terdapat kendala yang salahysatdalah jenis sampel seperti
misalnya vaksin Al. Vaksin Al tersedia dalam bentoi#ktif dalamoil adjuvant yang
dapat mengganggu dalam deteksi menggunakan rRT-B@&®Rk mendapatkan hasil
yang lebih akurat , perlu dilakukan optimalisasiiyaengan cara membandingkan dua

metode ekstraksi yang tersedia dan banyak digun@kan



Adapun tujuan dari kajian ini adalah untuk membagklan dua metode
ekstraksi dalam pengujian dengan rRT PCR untuk apatéan hasil asam nukelat

(RNA) yang lebih optimal.

MATERI DAN METODE

Dalam penelitian ini setiap metode digunakan 15psnSampel merupakan
isolat virus HIN1 yang sudah dikonfirmasi hasilrsgbagai sampel yang positif virus
subtipe ini. Masing-masing sampel yang sama digjigdn menggunakan 2 metode
ekstraksi yang berbeda yaitu metddeanidinium thiocyanate-phenol-chloroform dan

metode spin kolom.

M etode Ekstraks Guanidinium-thiocyanate-phenol-chloroform

Isolat virus sejumlah 25@l ditambahkan ke dalam 750 trizol kemudian
dicampur sampai homogen lalu diinkubasi pada sutB® °C selama 5 menit.
Kemudian ditambahkan dengan 20@ chloroform lalu dihomogenkan dan
diinkubasikan pada Rt selama 10 menit. Dilakukarrgagasi dengan 12.000 rpm 2 —
8 °C selama 15 menit. Kemudian 5(0fase cair dimasukkan ke dalam tabung baru.
Setelah itu ditambahkan 5Q0 isoprophil alkohol dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 10 menit. Lalu dilakukan sentrifugasi 12.686 2 — 8 °C selama 10 menit dan
supernatan dibuang. Diambil sedimen RNA dan ditdrkésa 1000ul ethanol 75% lalu
disentrifugasi 12.000 rpm selama 5 menit. RNA dikgtan selama 7 menit pada

laminar air flow. Kemudian 1Qul RNA dilarutkan dalam air bebas RNAse, diinkubasi



dalam penangas air 60 °C selama 10 menit dan disirppda -20 °C. Selanjutnya RNA

diubah menjadi DNA dan dideteksi dengan Realtim&PC

Metode Ekstraksi Spin Kolom

Pipet 560ul Buffer (AVL) yang mengandungarrier RNA lalu ditambahkan
dengan 14Ql isolat virus kemudian divorteks selama 15 defiktelah itu diinkubasi
pada suhu ruang selama 10 menit. Disentrifugasieti& untuk menghilangkan tetesan
air pada tutup. Kemudian dilakukan penambahang6@thanol (96-100%) ke dalam
sampel kemudian di vorteks selama 15 detik. Laadukkan 63Ql larutan tersebut
ke dalam QIAamp Mini spin column (tabung koleksi 2 ml dari Qiagen) tanpa
membasahi rim (daerah di sekitar tutup tabung). k@iem dilakukan sentrifugasi pada
6000 x g (8000 rpm) selama 1 menit. Filtrat ditpaan QlAamp Mini spin column
dimasukkan ke dalam tabung koleksi 2 ml yang blamgkah ini diulangi sekali lagi
lalu tambahkan 50Ql Buffer AW1. Kemudian dilakukan sentrifugasi pa@00 x g
(8000 rpm) selama 1 menit. Filtrat dibuang d@ahAamp Mini spin column dimasukkan
ke dalam tabung koleksi 2 ml yang baru. Secarahaiti QlAamp Mini spin column
dibuka dan ditambahkan 5Q0 Buffer AW2. Kemudian dilakukan sentrifugasi pad
kecepatan tinggi yaitu 20.000 x g; 14.000 rpm sal@wmenit, lalu langkah ini diulangi.
Kemudian ditambahkan 6@l of Buffer AVE diinkubasi pada suhu ruang selama 1
menit dan disentrifugasi pada 6000 x g (8000 rpamsa 1 menit. Selanjutnya RNA
diproses dengan langkaleverse transcriptase untuk mengubah RNA menjadi DNA

lalu dideteksi dengan r-RT PCR.



HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Hasil Ekstraksi r-RT PCR Virus Influenzandan metodeGuanidium
thiocyanate-phenol -chloroform dan spin kolom

No. CT (Cycle Treshold)
Spin kolom Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform

1 21,81 22,3

2 21,71 26,53

3 19,98 26,81

4 20,54 22,49

5 20,37 22,36

6 20,67 27,44

7 21,22 27

8 20,92 27,75

9 21,43 22,32

10 21,72 22,55

11 21,62 22,83

12 21,64 22,45

13 20,95 22,63

14 21,53 22,92

15 21,78 21,56

Nilai rata-rata = 21,19 Nilai rata-rata = 24,00

P- Value = 0,00092

Tabel di atas menunjukkan bahwa 15 sampel yang dieuigan menggunakan
kedua metode diperoleh hasil semua sampel posttifatlap Influenza A. Namun

demikian berbeda dalam nilai Cady¢le threshold).



Pengujian realtime PCR, reaksi positif dapat dk&tdengan adanya akumulasi
signal fluoresen. CT cfcle threshold) didefinisikan sebagai jumlah siklus yang
dibutuhkan untuk mendapatkagnal fluoresen yang melintaghreshold. Nilai CT
berbanding terbalik dengan jumlah asam nukleat ysrgandung dalam sampel
sehingga dapat diartikan bahwa semakin rendah @falda banyak jumlah asam
nukleat (1). Pada tabel di atas dapat dilihat l@ahiai rata-rata CT yang diperoleh
dengan metode spin kolom lebih kecil dibanding @engnetode Guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform. Hal ini berarti bahwa jumlah asam nukelat yang
berhasil diperoleh dengan metode spin kolom lelgihybk daripada dengan metode

Guanidinium thiocyanate-phenol -chloroform.

Metode ekstraksi Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction
bekerja dengan menjaga integritas RNA selama hom&gg jaringan, tetapi dalam
waktu yang sama merusak dan melepaskan ikatanasek@mponen-komponennya.
Metode ini melibatkan prosedur yang lebih rumitutama pada saat koleksi RNA
sehingga besar kemungkinan pada langkah ini RNA t&ibuang. Sementara pada
metode spin kolom digunakan buffer AVL yang memilfikngsi yang sama dengan
Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform namun perbedaan hasil kemungkinan

disebabkan karena metog®n kolom yang lebih sederhana.

Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penggnmmetode spin kolom
dapat menghasilkan asam nukleat yang lebih banyaéndingkan dengan metode
Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform, dan metode pada spin kolom lebih
sederhana. Dari hasil penelitian ini disarankamukimbelakukan penelitian lebih lanjut
guna mengetahui faktor lain yang mengakibatkanqukrén jumlah asam nukelat yang

diperoleh dari kedua metode ini.
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