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ABSTRAK 
 

Pendahuluan: Deoxyribonucleic acid (DNA) dapat ditemukan pada saliva dan 

berbagai sumber lainnya. Saliva mengandung sel-sel epitel dan leukosit yang 

dilepaskan ke rongga mulut. Sel-sel dalam saliva berpotensi sebagai sumber DNA 

untuk kepentingan diagnostik. DNA dalam saliva dapat menjadi rusak karena 

aktivitas deoksiribonuklease (DNase), enzim yang mampu mengkatalisis 

hidrolisis DNA. DNase I diekspresikan oleh sel eksokrin dan DNase II 

diekspresikan oleh sel makrofag. Penghambatan aktivitas DNase akan 

mempreservasi DNA. Selain mampu membunuh bakteri, aminoglikosida 

(gentamisin dan neomisin) mempunyai kemampuan menghambat DNase. 

Metode: Saliva dikumpulkan dari 8 subjek. Selanjutnya, sampel saliva dari 

masing-masing subjek dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kontrol negatif (K1), 

kontrol positif (K2), Gentamisin (K3), Neomycin + Bacitracin (K4). DNA 

diekstraksi dari saliva dengan metode spin column. DNA dari kelompok K3 dan 

K4 ditambahi 1 mg/mL gentamisin dan 20 mM neomycin + bacitracin, masing-

masingnya, sebelum penambahan 2,5 µg/mL DNase I (DNA degradation assay). 

Kualitas DNA genom manusia asal saliva ditentukan dengan keberadaan 

amplicon gen NOTCH2 (~704 bp). DNA diseparasi dengan elektroforesis agarose 

gel 1% dan direkam dengan gel documentation system. Hasil: Ekstraksi DNA dari 

saliva dengan metode spin column memberikan rerata konsentrasi 26,49 + 30,70 

ng/mL dan rerata kemurnian 1,819 + 0,122. Pemberian akuades sebagai kontrol 

negatif pada DNA degradation assay menunjukkan tidak ada DNA yang tercerna. 

Gentamisin menghambat aktivitas 2,5 mg/mL DNase I pada konsentrasi 35 

µg/mL sementara neomycin + bacitracin dapat menghambat pada konsentrasi 0,8 

mM. Kesimpulan: Kadar tertentu gentamisin dan neomycin + bacitracin 

menghambat aktivitas 2,5 mg/mL DNase I dan mempertahankan kualitas DNA 

genom manusia asal saliva.  

 

Kata kunci: deoxyribonucleic acid, deoksiribonuklease, gentamisin, neomycin, 

saliva 
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ABSTRACK 

 

Introduction: Deoxyribonucleic acid (DNA) can be found in saliva and various 

other sources. Saliva contains epithelial cells and leukocytes that are released 

into the oral cavity. Cells in saliva are potential sources of DNA for diagnostic 

purposes. DNA in saliva can be degraded due to the activity of deoxyribonuclease 

(DNase), an enzyme that catalyzes the hydrolysis of DNA. DNase I is expressed in 

exocrine cells while DNase II is expressed in macrophages. Inhibition of DNase 

activity will preserve DNA. Besides being able to kill bacteria, aminoglycosides (i. 

e. gentamicin and neomycin) have the ability to inhibit DNase. Methods: Saliva 

was collected from 8 subjects. Furthermore, saliva samples from each subject 

were divided into 4 groups, namely negative control (K1), positive control (K2), 

gentamicin (K3), neomycin + bacitracin (K4). DNA was extracted from saliva 

using spin column method. DNA from groups K3 and K4 were added 1 mg/mL 

gentamicin and 20 mM neomycin + bacitracin, respectively, before adding 2.5 

g/mL DNase I (DNA degradation assay). The quality of human genomic DNA 

from saliva was determined by the presence of the NOTCH2 gene amplicons 

(~704 bp). DNA was separated by 1% agarose gel electrophoresis and recorded 

using the gel documentation system. Results: The DNA extracted from saliva 

using spin column method had an average concentration of 26.49 + 30.70 ng/mL 

and an average purity of 1.819 + 0.122. The administration of distilled water as a 

negative control in the DNA degradation assay showed that no DNA was 

digested. Gentamicin inhibited the activity of 2.5 mg/mL of DNase I at a 

concentration of 35 g/mL while neomycin + bacitracin inhibited it at a 

concentration of 0.8 mM. Conclusion: Certain levels of gentamicin and neomycin 

+ bacitracin can inhibited the activity of 2.5 mg/mL DNase I and maintained the 

quality of human genomic DNA from saliva. 

 

Keywords: deoxyribonucleic acid, deoxyribonuclease, gentamicin, neomycin, 

saliva 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1  Latar Belakang 

Deoxyribonucleic acid (DNA) merupakan makromolekul yang berbentuk 

polimer linier tersusun atas monomer nukleotida. Proses transkripsi dan translasi 

DNA menghasilkan produk berupa protein. DNA dapat ditemukan pada saliva, 

kulit, keringat, darah, gigi, rambut, lendir, sperma, dan cairan vagina.
1
  

Saliva merupakan cairan oral yang bersifat asam (pH 6-7).  Tiga kelenjar 

mayor dan ribuan kelenjar minor saliva dalam rongga mulut merupakan 

komponen utama peyumbang saliva.
2
 Saliva terdiri dari 99% air dan sisanya 

berupa protein, zat anorganik, dan organik. Cairan krevikular gingiva, debris sel, 

plak, bakteri, sekresi hidung, sel epitel, darah, dan zat eksogen juga terdapat 

dalam saliva. Sejumlah mikrobiota oral terdapat dalam saliva dan terdiri dari 

bakteri, arkae, jamur
3
, protozoa

4
, dan virus

5
. Sebagian besar organisme dalam 

mikrobiota saliva dapat ditemukan hampir di semua individu sebagai flora 

normal. Flora normal ini terdiri dari Streptococcus, Neisseria, Rothia, Prevotella, 

Actinomyces, Granulicatella, Porphyromonia, Haemophilus, dan Porphyromonas 

spesies.
6
 Dalam saliva dapat ditemukan sel-sel epitel yang dilepaskan mukosa 

rongga mulut.
7
 

Sel-sel epitel yang dilepaskan ke saliva berpotensi digunakan sebagai 

sumber DNA untuk kepentingan diagnostik menggunakan sumber asam nukleat. 

Saliva mudah dikumpulkan karena tidak invasif dan jumlahnya banyak.
7
 

Sayangnya, upaya mendapatkan DNA manusia asal saliva menjadi tidak mudah 

karena kontaminan dalam saliva berpotensi merusak DNA manusia. Flora normal, 

enzim, hormon, imunoglobulin dan biomolekul lain yang disekresikan dalam 

saliva berpotensi segera merusak DNA manusia dalam saliva.
7
 

Deoksiribonuklease (DNase) adalah enzim yang mampu mengkatalisis 

DNA.
8
 Ada 2 jenis DNase. DNase I diekspresikan oleh sel eksokrin di saluran 

pencernaan. DNase II diekspresikan oleh sel makrofag yang berada di seluruh 

jaringan.
9
 Penghambatan aktivitas DNase dapat menggunakan aminoglikosida.

10



 

 

  Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

Penggunaan aminoglikosida dalam upaya mengawetkan DNA manusia 

asal saliva akan menguntungkan karena aminoglikosida menghambat aktivitas 

DNase sekaligus bersifat bakterisidal yang membunuh bakteri dalam saliva.
8,11 

Aminoglikosida menghambat sintesis protein bakteria dengan cara menghalangi 

proses inisiasi atau dengan mengubah konformasi asam amino.
12

 Selain itu, 

aminoglikosida dapat masuk ke dalam sel bakteri lalu meningkatkan permeabilitas 

membran dengan melibatkan pengikatan elektrostatik dari aminoglikosida 

polikationik ke komponen bermuatan negatif, seperti fosfolipid, asam teikoat 

bakteri Gram-positif, dan fosfolipid dan lipopolisakarida bakteri Gram-negatif.
12

 

Aminoglikosida yang digunakan berupa gentamisin dan neomycin + 

bacitracin merupakan jenis aminoglikosida yang dapat dibeli dengan harga murah 

dan juga mudah didapatkan. Selain itu gentamisin  bekerja sebagai antibiotika dan 

inhibitor DNase. 

Preservasi DNA manusia asal saliva mungkin dilakukan dengan 

menggunakan aminoglikosida. Penilaian atas keberhasilan preservasi dapat dinilai 

secara kuantitas dan kualitas. Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh 

aminoglikosida terhadap aktivitas DNase pada kualitas DNA manusia asal saliva. 

  

1.2  Rumusan Masalah  

Permasalahan penelitian ini adalah apakah antibiotik jenis gentamisin dan 

neomycin + bacitracin berpengaruh terhadap aktivitas DNase I pada kualitas DNA 

manusia asal saliva. 

 

1.3  Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

 Tujuan umum penelitian ini adalah untuk melihat pengaruh antibiotika 

jenis aminoglikosida terhadap aktivitas DNase I pada kualitas DNA manusia asal 

saliva. 
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1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Mengetahui pengaruh gentamisin dan neomycin + bacitracin terhadap 

aktivitas DNase I pada kualitas DNA utuh genom manusia asal saliva  

2. Mengetahui pengaruh gentamisin dan neomycin + bacitracin terhadap 

aktivitas DNase I pada gen human NOTCH2. 

3. Menentukan dosis minimal dari gentamisin dan neomycin + bacitracin dalam 

penghambatan aktivitas DNase I pada DNA genom manusia asal saliva. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi peneliti dan institusi 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi rujukan bagi peneliti-peneliti 

dan institusi riset lain dalam mengembangkan hasil penelitian ini seperti 

pemanfaatan antibiotika dari jenis aminoglikosida untuk preservasi DNA genom 

manusia asal saliva. 

 

1.4.2 Manfaat dunia medis 

Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk mendukung penggunaan saliva 

sebagai alternatif sumber biologis untuk pemeriksaan genotyping manusia. 

 

1.5 Hipotesis Penelitian 

Ho : Gentamisin dan Neomycin + Bacitracin tidak berperan dalam menghambat 

aktivitas DNase I dan mempreservasi DNA asal saliva. 

Ha : Gentamisin dan Neomycin + Bacitracin berperan dalam menghambat 

aktivitas DNase I dan mempreservasi DNA asal saliva. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  AMINOGLIKOSIDA 

 Aminoglikosida adalah antibiotik alami atau semisintetik yang berasal dari 

aktinomisetes.
10

 Selain bekerja sebagai inhibitor irreversibel pada sintesis protein 

bakteria, aminoglikosida juga meningkatkan kesalahan translasi dengan 

menginduksi kesalahan pembacaan kodon mRNA yang telah ditranskripsi. 

Beberapa aminoglikosida juga dapat mempengaruhi sintesis protein dengan 

menghalangi inisiasi ataupun menghambat secara langsung proses inisiasi 

tersebut. Aminoglikosida diklasifikasikan ke dalam empat subkelas berdasarkan 

identitas gugus
10

 : 

1. Non-deoxystreptamine, contoh: Streptomycin  

2. Mono substituted deoxystreptamine ring, contoh: Apramycin 

3. 4,5-di-substituted deoxystreptamine ring, contoh: Neomycin, Kanamycin 

4. 4,6-di-substituted deoxystreptamine ring, contoh: gentamycin, plazomycin 

 

2.1.1 Gentamisin 

 Gentamisin adalah suatu aminoglikosida yang diisolasi dari bakteri 

Micromonospora purpurea. Obat ini efektif terhadap bakteri Gram positif dan 

Gram negatif.
13

 Gentamisin memiliki kemampuan dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri bahkan mampu membunuh bakteri serta sebagai inhibitor 

alami DNase1.
8,11

 Proses translasi RNA dan DNA akan diganggu oleh gentamisin 

sehingga biosintesis protein bakteria terkacaukan. Untuk menembus dinding sel 

bakteri dan mencapai ribosom, aminoglikosida yang bermuatan kation positif 

akan berikatan secara pasif dengan membran luar dinding bakteri Gram negatif 

yang bermuatan kation negatif. Reaksi kation antibiotik ini menimbulkan 

potensial listrik transmembran sehingga membuka celah pada membran luar 

dinding sel bakteri.
11

  

 Gentamisin memiliki kemampuan yang sangat baik dalam menghadapi 

Klebsiella, Proteus, E. Coli, P. Aeroginosa, Enterobacter, Serratia,  dan 
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mayoritas infeksi Staphyloccocus.
14

 Penghambatan DNase terbukti pada 

konsentrasi Gentamisin >35 μg/mL.
15

  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1. Struktur Kimia Gentamisin
10

 

 

2.1.2 Neomycin + Bacitracin 

Neomycin sulfat adalah antibiotik spektrum luas yang menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme anaerob dengan memblokir jalur selektif dan 

translokasi aminoacyltranfers (aa-tRNA) serta mengikat 23 S Subunit ribosome.
16

 

Penggunaan Neomycin mampu menghambat aktivitas DNase dan sering 

digunakan sebagai terapi pada infeksi superfisial. Neomycin dapat menghambat 

Staphylococcus dan basil gram negatif, baik sendiri atau dikombinasi dengan 

bacitracin, chlorhexidine, atau polymyxin. Antibiotik ini juga telah digunakan 

secara oral pada pasien sebelum melakukan operasi abdominal atau pada mereka 

yang berisiko khusus dari infeksi oportunistik dengan bakteri gastrointestinal.
17

 

Nilai minimum inhibitory concentration (MIC) terhadap Staphylococcus adalah 

9,76 μg/mL dan E.coli sebesar 2,44 μg/mL.
18

 

Antibiotik bacitracin dapat menghambat pembentukan dinding sel bakteri 

sedangkan neomycin menghancurkan kode genetik dan sintesis protein bakteri. 

Nebacetin merupakan bagian dari obat antibiotik dalam bentuk bubuk. Kombinasi 

antara neomycin dan bacitracin berguna untuk mencegah infeksi luka dan 

membran mukosa.
19
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Gambar 2.2. Struktur Kimia Neomycin
10

 

 

 

Gambar 2.3. Struktur Kimia Bacitracin
20

 

 

2.2 Inhibitor DNase  

 Kesehatan dan perkembangan janin hingga dewasa atau proses 

differensiasi dari stem cell menjadi differentiated cell pada manusia, mencit 

maupun organisme lain membutuhkan 2 kelas endonuklease yang memiliki target 

ke DNA disebut sebagai deoksiribonuklease (DNase).
9
 DNase adalah kelas enzim 

yang mampu mengkatalisis hidrolisis dari DNA.
8
 Kedua kelas tersebut, baik 

DNase1 dan DNase2, memiliki peran penting dalam hal perkembangan dan 

penyakit.   

Aktivitas DNase1 membutuhkan kation divalen (Ca
2+ 

dan Mg
2+

), tertinggi 

pada kondisi pH netral, dan menghasilkan 5’-fosfat pasca degradasi DNA. 

Sebaliknya, aktivitas DNase2 tidak membutuhkan kation divalen, tertinggi pada 

kondisi pH asam, dan menghasilkan 3’-fosfat pasca degradasi DNA. Pada 

awalnya DNase memiliki nama yang bervariasi tetapi sekarang nama tersebut 
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telah diganti menjadi DNase1, DNase1L1, DNase1L2, DNase1L3, DNase2a, 

DNase2b, dan L-DNaseII (Tabel 2.1).
9
 

Tabel 2.1 Sifat biokimia DNase
9
 

Anggota 

DNase 

Nama lain pH 

Maksimal 

Produk 

Pembelahan 

Ketergantungan 

Ca
2+ 

/ Mg
2+

 

Inhibitor 

DNase1 Dornase alfa Netral 3’OH 5’P Ca
2+ 

/ Mg
2+

 G-actin, Zn
2+

 

DNase1L1 DNase1L1 Netral 3’OH 5’P Ca
2+ 

/ Mg
2+

 G-actin, Zn
2+

 

DNase1L2  Asam 3’OH 5’P Ca
2+ 

/ Mg
2+

 Zn
2+

 

DNase1L3 DNase1L3 Netral 3’OH 5’P Ca
2+ 

/ Mg
2+

 Zn
2+

, FCA, 

PV, DR396 

DNase2a DNase2 Asam 3’P 5’OH No Mg
2+

, 

nitroprusside, 

RNA 

DNase2b DNase2b Asam 3’P 5’OH No Zn
2+

, Mg
2+

 

 

L-DNase2 (SerpinB1/ 

MNEI/LEI), 

Acidic 

Asam 3’P 5’OH No  

CAD DFF40,DFFB Netral 3’OH 5’P Mg
2+

 ICAD 

EndoG Endonuclease 

G 

Netral, 

acidic 

3’OH 5’P Mg
2+

 EndoGI,  Zn
2+

 

FCA = Freund’s Complete Adjuvant, PV = Pontacyl Violet, DR396 = Benzoat Acid, CAD = 

Caspade-activated DNase, ICAD = Inhibitor Caspase 3- activated DNase, MNEI = 

Monosit/Neutrofil Elastase Inhibitor, LEI = Leukosit Elastase Inhibitor, EndoG = Endonuklease G, 

DFF40 = DNA Fragmentation Factor, 40kDa, DFFB = DNA Fragmentation Factor Beta. 

 

Anggota family DNase1 dan DNase2 biasanya diekspresikan di berbagai 

jaringan. Anggota family DNase1 yang paling banyak diekspresikan adalah 

DNase1. DNase1 diekspresikan terutama dalam sel eksokrin di saluran 

pencernaan. Namun, DNase1 juga terdapat dalam darah meskipun terutama 

diekspresikan oleh sel-sel myeloid. Sel-sel myeloid dari hepar dan lien merupakan 

salah satu sumber utama DNase1L3 yang disebut “DNase hati-limpa” atau LS-

DNase. Di dalam hati dan limpa, DNase1L3 diekspresikan oleh sel dendritik dan 

makrofag. DNase1L3 juga dapat dideteksi pada tipe sel lain, seperti neuron 

meskipun perannya belum diketahui.
8
 Berbeda dengan DNase1 dan DNase1L3, 
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ekspresi DNase1L1 terbatas pada otot rangka dan kardiomiosit. Demikian juga 

dengan DNase1L2 yang terbatas pada keratinosit pada kulit. Secara keseluruhan, 

anggota DNase1 biasanya menunjukkan lokasi ekspresi yang terbatas.
8
 

Pada anggota DNase2, DNase2a lebih banyak diekspresikan di seluruh 

jaringan. Ini disebabkan karena sebagian tingkat ekspresinya yang tinggi dalam 

makrofag. L-DNase2 diekspresikan dalam makrofag, tetapi juga terdapat dalam 

neutrofil karena perannya sebagai SerpinB1. Berbeda dengan DNase2a dan L-

DNase2, DNase2b diekspresikan lebih sedikit yaitu hanya pada lensa mata, 

kelenjar saliva, dan paru-paru. Semua DNase Ini akan bekerja sesuai lokasi organ 

sasaran yang membutuhkannya. Secara keseluruhan, tidak adanya anggota dari 

kedua DNase tersebut akan menyebabkan berbagai macam penyakit. Berikut 

beberapa penyakit yang dapat disebabkan karena adanya DNase (Tabel 2.2).
8
 

Tabel 2.2 Hubungan Penyakit dengan DNase
9
 

Enzim DNase Penyakit Ekspresi jaringan Tipe Sel utama Lokasi 

DNase1 SLE Kelenjar Saliva, Ginjal,  

Usus 

Sel eksokrin, 

Sel Paneth 

Sekret 

DNase1L1 Penyakit 

Pompe 

Rangka dan otot jantung  Myosit Lisosom 

DNase1L2 Parakeratosis, 

Psoriasis 

Epidermis Keratinosit Retikulum 

Endoplasm

a 

DNase1L3 Pediatric-onset 

SLE 

Limpa, Hati Makrofag, Sel 

dendritik 

Sekret, 

Nukleus 

DNase2a RA, Lupus 

Nephritis 

Jaringan, Sumsum 

Tulang 

Makrofag Lisosom 

DNase2b Katarak Lensa, Kelenjar Saliva, 

Paru-paru 

Sel Fiber Lisosom 

L-DNase2 Pseudomonas 

Sensitivity 

Sumsum Tulang Neutrofil  Nukleus 

CAD Kanker Berbagai tempat Berbagai tempat Nukleus 

EndoG Cardiac 

Hypertrophy 

Berbagai tempat Berbagai tempat Mitokondri

a,Nukleus 

CAD = Caspase-activated DNase, EndoG = Endonuclease G 
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Sementara DNase sangat berperan dalam fungsi sel, inhibitor DNase 

berfungsi sebagai pusat kontrol dan modifikasi aktivitas DNase. Beberapa 

inhibitor DNase telah ditemukan dari berbagai sumber alami seperti manusia, 

hewan (sapi, kelinci, tikus), tanaman (Nicotiana tabacum), dan miokroorganisme 

(Streptomyces dan jenis adenovirus, Micromonospora echinospora dan 

Eschericia coli), dan inhibitor DNase yang diperoleh dari sintesis kimia. Mereka 

memiliki perbedaan yang dapat dilihat dari struktur kimia (protein, nukleotida, 

antibiotik antrasiklin, dan aminoglikosida) dan mekanisme kerja (membentuk 

kompleks DNase dan DNA). Inhibitor DNase dapat digunakan sebagai obat untuk 

mencegah, memantau dan mengobati berbagai penyakit.
8
 Aminoglikosida 

merupakan salah satu inhibitor DNase alami yang efektif dalam melawan 

degradasi DNA. Molekul dari golongan antibiotik ini akan menghambat 

pengikatan DNA se1.
9
 

 

2.3 Isolasi DNA 

 Prinsip dasar isolasi DNA/RNA dari jaringan adalah dengan memecah dan 

mengekstraksi jaringan tersebut sehingga akan terbentuk ekstrak sel yang terdiri 

dari DNA, RNA, dan substansi dasar lainnya. Ekstrak sel tersebut kemudian akan 

dipurifikasi sehingga dihasilkan pelet sel yang mengandung DNA/RNA total.  

Isolasi DNA memiliki beberapa tahapan, yaitu: isolasi sel, lisis dinding 

dan membran sel, ekstraksi dalam larutan, purifikasi, dan presipitasi. Prinsip-

prinsip dalam melakukan isolasi DNA ada dua, yaitu sentrifugasi dan presipitasi. 

Sentrifugasi adalah memisahkan substansi berdasarkan berat jenis molekul. 

Dengan menjalankan prosedur yang benar maka DNA kromosom dan plasmid 

akan diperoleh dengan kemurnian yang cukup tinggi, dapat dilihat dari 

penampakan hasil elektroforesis yang baik. Teknik sentrifugasi dilakukan dalam 

sebuah mesin yang bernama mesin sentrifugasi dengan kecepatan yang bervariasi, 

misalnya 2500 rotation per minute (rpm) atau 3000 rpm.
21

 

 



 

 

  Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

2.4 PCR 

 Teknik PCR merupakan suatu cara yang sederhana, praktis, dan cepat 

untuk memperbanyak sekuen DNA spesifik yang diinginkan dengan ukuran 

tertentu dengan mekanisme perubahan suhu. Prinsip dasar metode ini adalah 

amplifikasi materi genetik yang terkandung dalam setiap organisme hidup. PCR 

dapat dilakukan dalam waktu kurang dari satu hari dan jutaan DNA dapat 

dihasilkan.
22

 

Proses PCR memerlukan beberapa komponen utama, yaitu DNA cetakan, 

oligonukleotida primer, deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP), enzim DNA 

polimerase, dan komponen pendukung lain yaitu larutan buffer. Proses PCR 

menggunakan alat Thermalcycler. Thermalcycler ialah sebuah mesin yang 

memiliki kemampuan untuk mengatur suhu tabung reaksi untuk tiap tahapan 

reaksi. Ada tiga tahapan penting dalam proses PCR yang selalu terulang dalam 

30-40 siklus dan berlangsung dengan cepat yaitu denaturasi, annealing, dan 

pemanjangan untaian DNA (elongasi). Dengan menggunakan metode PCR, 

jumlah segmen DNA akan meningkat ribuan hingga jutaan kali dari jumlah 

semula.
23

 

 

2.5 Gen NOTCH2  

Gen human NOTCH 2 (AGS2, HJCYS, hN2, Notch-2, notch 2, notch 

receptor 2) merupakan reseptor notch yang terletak dilengan pendek kromosom 1 

manusia. Gen human NOTCH 2 mempunyai panjang 1,2 kb, terdiri atas 34 ekson, 

dan terletak pada band kromosom 1p12. Gen ini diekspresikan sejak lahir yaitu 

pada jantung, hati, ginjal, gigi, tulang, dan struktur lain dalam embrio yang sedang 

tumbuh.
24

 Jalur pensinyalan Notch diketahui mengatur sel punca dan homeostasis 

sel epitel di jaringan gastrointestinal. Pensinyalan NOTCH2 mendorong 

proliferasi sel progenitor dalam korpus lambung manusia. 
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2.6 Kerangka Teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7 Kerangka Konsep 

EKSTRAKSI DNA  
Degradasi DNA 

manusia 

DNase I 

SALIVA 

FLORA 

NORMAL 

SEL 

EPITEL 

PRESERVASI DNA 

MANUSIA 

DNase 

Preservasi DNA 

manusia asal saliva 

PCR 
(NOTCH2) 

DNase I 

Gentamisin  

& 

Neomycin + Bacitracin 

Gentamisin 

Neomycin + Bacitracin 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Definisi Operasional 

Tabel 3.1 Definisi operasional  

Variabel Definisi 

Operasional 

Alat Ukur Hasil Ukur Skala 

Ukur 

Gentamisin Antibiotika 

golongan 

aminoglikosida 

yang bekerja 

melawan infeksi. 

Timbangan 

dan 

volumetric 

flask 

mM Rasio 

Neomycin 

+ Bacitracin 

Antibiotika 

golongan 

aminoglikosida 

yang bekerja 

menghentikan 

pertumbuhan 

bakteri di usus dan 

infeksi superfisial 

serta berbentuk 

tepung dengan 

nama brand 

Nebacetin  

Timbangan 

dan 

volumetric 

flask 

mM Rasio 

Aktivitas 

DNase 

Aktivitas enzim 

yang memotong 

DNA menjadi 

oligonukleotida 

Elektroforesis 

gel agarose 

1% 

Fragmentasi 

DNA atau  

DNA smear 

atau 

hilangnya 

whole DNA 

pada 

elektroforesis 

gel agarose 

1% 

Nominal 

Kualitas 

DNA 

manusia 

asal saliva 

Kualitas 

amplifikasi gen 

human NOTCH 2 

PCR dan 

elektroforesis 

gel agarose 

1% 

Band 704 bp 

pada 

elektroforesis 

gel agarose 

1% hasil 

PCR 

Nominal 
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3.2  Jenis Penelitian 

 Rancangan penelitian yang digunakan adalah eksperimental murni dengan 

desain pretest posttest untuk DNA degradation assay dan posttest with control 

group untuk penentuan dosis aminoglikosida untuk inhibisi aktivitas DNase I. 

 

3.3  Waktu Dan Tempat Penelitian 

3.3.1  Waktu penelitian 

Penelitian ini berlangsung dari bulan Desember 2021-Januari 2022. 

 

3.3.2 Tempat penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran 

Universitas Sumatera Utara.  

 

1.4 Sampel Penelitian 

Sampel penelitian yang digunakan adalah saliva dan DNA asal saliva. 

 

3.5 Besar Sampel 

Sampel saliva dikoleksi dari subjek penelitian yang ditetapkan jumlahnya 

sebanyak 8 orang. 

 

3.6 Cara Kerja 

3.6.1 Pengumpulan saliva 

Saliva dikumpulkan dari masing-masing subjek. Kriteria inklusi dan 

ekslusi tidak diperlukan. Subjek dikumpulkan di satu ruangan pukul 07.00 WIB 

dan tidak diperbolehkan untuk sikat gigi dan berkumur dengan cairan pembersih 

mulut. Subjek diinstruksikan untuk tidak makan dan minum selama 90 menit 

sebelum pengambilan saliva. Selanjutnya subjek diberikan waktu 10 menit untuk 

proses meludah.
25

 Sebanyak 50 mL saliva dikumpulkan dari setiap subjek dengan 

meludah ke pot saliva bersih.  
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Sampel saliva dari masing-masing subjek segera dibagi menjadi 4 

kelompok yaitu kontrol negatif (K1), kontrol positif (K2), Gentamisin (K3), 

Neomycin + Bacitracin (K4).  

3.6.2 Isolasi DNA 

Sebanyak 10 mL saliva dari masing-masing kelompok disentrifugasi pada 

kecepatan 13000 g. Supernatan dibuang dan pellet di-resuspensi dengan 1 mL 

PBS pH 7,4.  DNA diisolasi menggunakan metode spin-column dan kit isolasi 

DNA (GIN170, Sigma) dengan modifikasi dari petunjuk manufacturer. Kuantitas 

dan kualitas DNA hasil isolasi ditentukan dengan kaidah spektrofotometri 

(NanoPhotometer
®
 /N50, Implen). 

Rata-rata konsentrasi (kuantitas) DNA (ng/μL) ditentukan dari nilai 

bacaan spektrofotometri yaitu pada pembacaan panjang gelombang penyerapan 

260 nm. Kualitas DNA juga ditentukan oleh rasio absorbansi pada 260 dan 280 

nm (A260/280) yang menunjukkan perkiraan kemurnian DNA.
26

 

 

3.6.3 DNA Degradation Assay dan Inhibisi DNase I 

Sejumlah 1 µg DNA saliva diberi perlakuan DNA degradation assay 

dengan penambahan 2,5 µg/mL DNase I (DN25, Merck).
15

 Larutan assay 

diinkubasi selama satu jam pada suhu ruangan. Perlakuan ini menghasilkan 

kelompok K2 (Tabel 3.2). Kelompok K1 berisi DNA yang diberi akuades 

sehingga menjadi kontrol negatif. 

DNA saliva dari kelompok K3 dan K4 ditambahi sejumlah dosis 

gentamisin dan neomycin+bacitracin sebelum penambahan 2,5 µg/mL DNase I 

(DNA degradation assay). Dosis gentamisin dan neomycin + bacitracin 

ditingkatkan terus sehingga terjadi inhibisi sempurna terhadap aktivitas DNase I 

yang ditandai dengan keberadaan DNA utuh (whole DNA). Selanjutnya  larutan 

assay diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Hasil assay divisualisasi 

dengan elektroforesis agarose gel 1% dan direkam dengan gel documentation 

system (12 200468, Uvitec, France). 
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Tabel 3.2 DNA Degradation Assay dan Inhibisi DNase I. 

Kelompok Perlakuan 

K1 

( kontrol negatif) 

1 µg DNA + Aquades 

K2 

(kontrol positif) 

1 µg DNA + 2,5 µg/mL DNase I  

K3 

(Gentamisin) 

1 µg DNA + 0,4 µL  larutan 1 mg/mL gentamisin +   

0,42 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 0,76 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,43 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 1,64 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,47 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 3,93 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,56 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 3,93 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,56 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 2,92 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,52 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 4,33 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,58 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

1 µg DNA + 8,20 µL larutan 1 mg/mL gentamisin + 

0,73 µL larutan 2,5 µg/mL DNase I 

K4 

(neomycin+bacitracin) 

1 µg DNA + 0,1 µL larutan 10 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,41 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 0,1 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,41 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 0,2 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,41 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 0,41 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,42 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 0,82 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,44 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 1,12 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,45 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 

1 µg DNA + 1,92 µL larutan 20 mM neomycin + 

bacitracin (Nebacetin®) + 0,48 µL larutan 2,5 µg/mL 

DNase I 
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.   

3.7 PCR Dan Kualitas DNA 

3.7.1  Primer 

Primer gen human NOTCH 2 (# Gene Bank Accession NG_008163.1) 

didesain menggunakan primer-BLAST milik ncbi. Primer gen human NOTCH2 

yang akan digunakan adalah Forward CCCATTTGGGCTGGAGGAAT dan 

Reverse GCCTGTAAACGAGGGTGACA. Panjang amplikon diperkirakan 704 

bp.  

 

3.7.2 PCR 

Metode PCR dijalankan dengan menggunakan 25 μL campuran reaksi 

PCR yang mengandung 1 ng DNA saliva sebagai template, 1 μM untuk setiap 

primer, serta 200 μM untuk setiap dNTP, 2.5 mM MgCl2, 5 μL 5X dapar 

penyangga PCR dan juga 5 U/μL Taq polimerase DNA dalam PCR mastermix 

(2GFRMKB, Kapa2G Fast ReadyMix, Merck). Untuk mengetahui kualitas gen 

dari DNA saliva hasil isolasi (K1), pasca DNA degradation assay (K2), dan 

inhibisi DNase I (K3 dan K4), PCR dijalankan dengan menggunakan primer yang 

sudah didesain (3.7.1).  

Kualitas DNA manusia asal saliva, termasuk hasil PCR, seterusnya dinilai 

melalui elektroforesis gel agarosa 1% (b/v) dan diikuti dengan visualisasi di 

bawah cahaya UV setelah pewarnaan etidium bromida (EtBr) dilakukan dengan 

mempertimbangkan keberadaan hasil PCR berupa satu band berukuran ~704 bp. 

 

3.8 Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan univariat berupa rerata dan standar deviasi 

untuk konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi.. Penilaian hasil PCR untuk 

gen human NOTCH2  menggunakan pendekatan deskriptif dengan pengamatan 

keberadaan expected amplicon length (~704 bp) pada hasil elektroforesis gel 

agarose 1 %. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil Penelitian 

4.1.1 Pengaruh DNase terhadap DNA (DNA degradation assay) 

Ekstraksi DNA dari saliva dengan metode spin column memberikan rerata 

konsentrasi 26,49 + 30,70 dan rerata kemurnian 1,819 + 0,122 dengan rentang 

konsentrasi 7,10-99,45 dan rentang kemurnian 1,639 + 2.04  (Tabel 4.1). 

Tabel 4.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA Asal Saliva 

 

Pemberian akuades pada kelompok kontrol negatif pada DNA degradation 

assay menunjukkan tidak ada DNA yang tercerna, fragmentasi DNA, atau smear 

DNA dengan whole DNA tampak utuh. Namun pemberian 2,5 mg/mL DNase I 

mencerna 1 µg DNA sehingga tidak menunjukkan keberadaan DNA pada 

elektroforesis gel agarose 1% (Gambar 4.1).  

 
Gambar 4.1 DNA degradation assay 

Gambar 4.1 adalah perlakuan dengan konsentrasi 10 µL. Lane 1 berisi DNA ladder 100 

bp. Lane 2 adalah kontrol negatif yaitu 1 µg DNA + akuades. Lane 3 adalah kontrol 

positif mengandung 1 µg DNA + 2,5 µg/mL DNase I. 

Sampel Konsentrasi (ng/uL) Kemurnian DNA 

1 13,25 1,79 

2 7,10 2,04 

3 20,05 1,76 

4 20,10 1,80 

5 7,95 1,64 

6 10,60 1,93 

7 33,45 1,85 

8 99,45 1,74 

Rerata + Standar Deviasi 26,49 + 30,70 1,819 + 0,122 

Rentang (Minimum –Maximum) 7,10 + 99,45 1,64 + 2.04 
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4.1.3 Pengaruh Gentamisin Terhadap Kualitas DNA Manusia Asal Saliva 

 Penambahan gentamisin pada DNA manusia asal saliva menunjukkan 

adanya pengaruh penghambatan gentamisin terhadap aktivitas DNase I dalam 

mencerna DNA. Pada hasil elektroforesis gel agarose 1 % dijumpai adanya band 

di lane 2, lan3, lane 4, lane 5, lane 6, lane 7, lane 8, dan lane 9 dengan kontras 

warna yang variatif dikarenakan semakin besar pemberian konsentrasi gentamisin 

maka semakin besar daya inhibisi gentamisin terhadap DNAse 1. Konsentrasi 35 

µg/mL gentamisin sudah cukup untuk mencegah pencernaan 1 µg DNA oleh 2,5 

mg/mL DNase I (Gambar 4.2). Penambahan konsentrasi gentamisin hingga 

mencapai 2240 µg/mL memperkuat efek penghambatan DNase I dengan 

menghasilkan band DNA utuh yang lebih terang. 

 

Gambar 4.2 Pengaruh gentamisin dalam DNA degradation assay. 

Keberadaan gentamisin telah mencegah pencernaan DNA oleh DNase I Lane 1 berisi 

DNA ladder 100 bp. Masing-masing lane 2-9 berisi 1 µg DNA yang telah ditambahi 

gentamisin 35, 70, 140, 280, 560, 1120, 1500, 2240 µg/mL, serta mendapat 2,5 mg/mL 

DNase I. Elektroforesis DNA dilakukan gel agarose 1% dengan kondisi 80 mV, 400 mA, 

dan 90 menit. 

 

Gen human NOTCH2 berhasil diamplifikasi dengan PCR dari sampel-

sampel DNA kelompok K3 (Gambar 4.3). PCR berhasil mengamplifikasi band 

berukuran ~704 bp tanpa band lain. 
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Gambar 4.3 Hasil PCR gen human NOTCH2 dari sampel DNA yang mendapat 

penambahan berbagai konsentrasi gentamisin dan 2,5 mg/mL DNase I. 

Gen human NOTCH2 (~704 bp) berhasil diamplifikasi dari semua sampel DNA. Lane 1 

berisi DNA ladder 100 bp. Masing-masing lane 2-9 berisi 1 µg DNA yang telah 

ditambahi gentamisin 35, 70, 140, 280, 560, 1120, 1500, 2240 µg/mL, serta mendapat 2,5 

mg/mL DNase I. Elektroforesis DNA dilakukan gel agarose 1% dengan kondisi 80 mV, 

400 mA, dan 90 menit. 

 

4.1.4 Pengaruh Neomycin + Bacitracin Terhadap Kualitas DNA Manusia 

Asal Saliva 

Konsentrasi 0,1-0,4 mM neomycin tidak mampu menghambat aktivitas 2,5 

mg/mL DNase I sehingga tidak ada band whole DNA yang dapat divisualisasi. 

Namun, penggunaan neomycin + bacitracin dengan konsentrasi 0,8-2,0 mM sudah 

cukup dalam mencegah pencernaan 1 µg DNA oleh 2,5 mg/mL DNase I (Gambar 

4.4). 

 
Gambar 4.4 Pengaruh neomycin dalam DNA degradation assay. 

Konsentrasi neomycin menentukan pencernaan DNA oleh DNase I. Konsentrasi 0,8 mM 

telah memberikan penghambatan minimal terhadap aktivitas 2,5 mg/mL DNase I.  Lane 1 

berisi DNA ladder 100 bp. Masing-masing lane 2-8 berisi 1 µg DNA yang telah 
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ditambahi Nebacetin
®
 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 mM, serta mendapat 2,5 mg/mL DNase I. 

Elektroforesis DNA dilakukan gel agarose 1% dengan kondisi 80 mV, 400 mA, dan 90 

menit.  

 

Gen human NOTCH2 berhasil diamplifikasi dengan PCR dari sampel-

sampel DNA kelompok K4 (Gambar 4.5). PCR berhasil mengamplifikasi band 

berukuran ~704 bp tanpa band lain. Konsentrasi 0,1-0,4 mM neomycin tidak 

menunjukkan hasil amplifikasi gen human NOTCH2 sedangkan konsentrasi > 0,8 

mM neomycin mampu mencegah pencernaan 1 ug DNA oleh 2,5 mg/mL DNase I 

sekaligus menunjukkan amplifikasi gen human NOTCH2. 

 
Gambar 4.5 Gen human NOTCH2 dengan pengaruh preservasi DNA dengan penambahan 

neomycin dalam DNA degradation assay. 

Keberadaan gen human NOTCH2 (~704 bp) pada elektroforesis gel agarose 1%. Lane 1 

berisi DNA ladder 100 bp, Lane 2 berisi nebacetin 0,1 mM, Lane 3 berisi nebacetin 0,2 

mM, Lane 4 berisi nebacetin 0,4 mM, Lane 5 berisi nebacetin 0,8 mM, Lane 6 berisi 

nebacetin 1,6 mM, Lane 7 berisi nebacetin 2.0 mM, Lane 8 berisi 3.2 mM.  

 

4.2 Pembahasan 

4.2.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA saliva hasil ekstraksi metode spin-

column 

Kualitas DNA dapat ditentukan dengan spektrofotometri dan 

elektroforesis setelah dilakukannya isolasi DNA.
27

  Spektrofotometri merupakan 

salah satu metode dalam kimia analisis yang digunakan untuk menentukan 

komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan kualitatif yang didasarkan 

pada interaksi antara materi dengan cahaya. Metode spektrofotometri adalah 

metode yang memberikan cara sederhana untuk menetapkan kuantitas zat yang 

sangat kecil.
28
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Ada berbagai macam metode dan dengan berbagai jenis reagen yang dapat 

digunakan untuk proses ekstraksi DNA. Masing-masing memiliki kelebihan dan 

kekurangan. Di antara metode ekstraksi DNA adalah spin-column dengan 

penggunaan silika untuk merangkap DNA yang telah keluar dari sel. Penelitian ini 

menggunakan metode spin-column dan menentukan kemurnian DNA dengan 

spektrofotometri UV-Vis melalui kalkulasi nilai absorbansi 260 nm yang dibagi 

dengan nilai absorbansi 280 nm (A260/A280). Nilai kemurnian DNA yang ideal 

berkisar 1,8-2,0.
29

 

Selain metode spin-column, metode salting out menggunakan phenol 

cholorofom ditentukan dengan mengambil kepadatan optik (OD) dari sampel pada 

280 nm untuk konsentrasi protein dan pada 260 nm untuk konsentrasi DNA. 

Rasio (OD260/OD280) telah dihitung dan sampel DNA dalam kisaran 1,6‑ 2.0 

dianggap sebagai murni.
30

 

Metode lain seperti MagCore® Super (RBC Bioscience Corp., Taiwan) 

with the MagCore®Genomic DNA Tissue Kit, cartridge code 40 memperoleh 

DNA konsentrasi dengan pembacaan kepadatan optik (OD) pada 260 nm dan 

rasio OD pada 260nm/280nm adalah digunakan untuk memperkirakan kemurnian 

DNA. Secara umum nilai 1,7-2,0 rasio OD 260nm/280nm merupakan indikasi 

untuk  kemurnian DNA.
31

 Ekstraksi DNA dengan metode spin column dalam 

studi ini sudah mencapai standar rerata kemurnian yaitu 1,8-2.0.  

 

4.2.2 Inhibisi Aktivitas DNase I oleh Aminoglikosida 

Mekanisme kerja atau aktivitas enzim sebagai biokatalisator berstruktur 

protein dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain pH, suhu, konsentrasi 

substrat, konsentrasi enzim, dan kehadiran aktivator atau inhibitor.
32

 Pada kondisi 

optimum, enzim memiliki suhu 30
o
C dengan pH 6,0. Peningkatan suhu 10-55

o
C  

akan menghidrolisis enzim.
33

 

Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim tergantung pada 

konsentrasi enzim tersebut. Reaksi-reaksi biokimia yang dikatalisis oleh enzim 

dipengaruhi oleh jumlah substrat. Jika melakukan pengujian konsentrasi substrat 

dari konsentrasi rendah ke tinggi terhadap kecepatan reaksi enzimatis, maka pada 
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awalnya akan diperoleh hubungan kesebandingan yang menyatakan kecepatan 

reaksi akan meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi substrat, namun 

kemudian akan diperoleh data yang menyatakan pada konsentrasi substrat tinggi 

tertentu kecepatan reaksi tidak lagi bertambah. Pada suatu konsentrasi substrat 

tertentu, kecepatan reaksi bertambah dengan bertambahnya konsentrasi enzim.
32

 

DNase merupakan enzim endonuclease yang diklasifikasikan dalam 

DNAse I dan DNAse II. DNAse I (EC 3.1.21.1) bekerja optimal pada pH netral 

dan membutuhkan kation Mg
2+

 dan Ca
2+

. Sementara DNase II (EC 3.1.22.1) 

menghidrolisis DNA pada pH asam dan tanpa kation Mg
2+

 dan Ca
2+

.
34

 Aktivitas 

DNase I akan meningkat pada buffer yang mengandung satu jenis kation divalen 

(Ca
2+

). Tanpa adanya kation divalen, aktivitas DNase I hampir dapat diabaikan. 

Kehadiran Mg
2+

 berpartisipasi dalam hidrolisis DNA atau untuk menstabilkan 

gugus fosfat DNA.
35

 

Aktivitas DNase akan terhenti dengan adanya inhibitor DNase seperti, 

ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). EDTA merupakan Mg
2+

 ion chelator 

dan inhibitor DNase karena DNase membutuhkan ion Mg
2+ 

sebagai aktivator 

untuk aktivitasnya. Adanya EDTA di dalam buffer menghambat enzim yang 

aktifitasnya tergantung logam.
36

  

Suhu optimum DNase I adalah 50°C dengan pH optimum 6,5-7,0. pH 

optimum untuk DNase II dari Euglena gracilis dan pankreas babi adalah asam 

yaitu 5.3 dan 4.6.DNase II stabil selama 15 menit inkubasi pada 60° C dan 

aktivitasnya menghilang setelah 15 menit inkubasi pada 80°C.
34

 

Penelitian ini mendapati gentamisin dengan konsentrasi 35 µg/mL mampu 

mencegah pencernaan 1 µg DNA oleh 2,5 mg/mL DNase I. Hasil penelitian ini 

berbeda dengan penelitian McGuire (2015) yang juga  menggunakan gentamisin 

untuk menghambat aktivitas DNase. McGuire (2015) mendapati gentamisin pada 

konsentrasi >35 µg/mL dapat menghambat 2,5 mg/mL DNase 1.
15

 Selain itu, 

Alipour (2009) menyatakan bahwa kombinasi antara DNAse dan gentamisin 

dapat meningkatkan kerja gentamisin dengan minimal konsentrasi sebesar 64 

µg/mL.
27

 



 

 

  Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

Neomycin dapat menghambat aktivitas DNase I pada konsentrasi 2 mM.
37

 

Pada penelitian ini, neomycin + bacitracin dengan konsentrasi 0,8-2,0 mM sudah 

cukup dalam mencegah pencernaan 1 µg DNA oleh 2,5 mg/mL DNase I. 

Penggunaan antibiotik berupa neomycin + bacitracin juga dilakukan oleh 

Kolarevic (2014) dan Woegerbauer (2000) yang menyatakan neomycin dapat 

menghambat aktivitas DNAse I pada konsentrasi neomycin 2 mM.
28,29

 Bacitracin 

tidak memiliki pengaruh besar terhadap DNAse I. Ciesiolka (2014) menyatakan 

bahwa bacitracin menginduksi degradasi DNA meskipun bacitracin untuk 

menginduksi degradasi DNA harus cukup besar konsentrasinya karena 

konsentrasi 23 mM tidak mengubah migrasi DNA plasmid dalam gel agarose 1%. 

Oleh karena itu dalam studi ini, neomycin jauh lebih kuat berperan dibanding 

bacitracin. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 KESIMPULAN 

1. Gentamisin dan neomycin + bacitracin dapat menghambat aktivitas 2,5 

mg/mL DNase I sehingga mempertahankan kualitas DNA utuh genom 

manusia asal saliva. 

2. Gentamisin dan neomycin + bacitracin menghambat aktivitas 2,5 mg/mL 

DNase I sehingga mempertahankan gen NOTCH2 (704 bp) 

3. Gentamisin dapat menghambat aktivitas 2,5 mg/mL DNase I pada kualitas 

DNA genom manusia asal saliva pada konsentrasi 35 µg/mL sementara 

neomycin + bacitracin menghambat pada konsentrasi 0,8 mM. 

 

5.2 SARAN 

1. Pada konsentrasi 35 µg/mL, gentamisin menghambat aktivitas 2,5 mg/mL 

DNase I sementara 0,8 mM neomycin + bacitracin dapat pula bekerja sama 

efektifnya dengan gentamisin. Efek inhibisi singergistik dari kombinasi 

gentamisin dan neomycin, atau dengan jenis aminoglikosida lainnya 

mungkin lebih baik dan menurunkan konsentrasi hambat terhadap aktivitas 

DNase I. 

2. Penghambatan aktivitas DNase I juga dilakukan dengan menghilangkan 

peran Mg
2+

 sebagai kofaktor enzim. EDTA berperang mengkelat ion-ion 

dan berpotensi menghambat aktivitas DNase I. Kombinasi jenis 

aminoglikosida dan EDTA perlu dikaji untuk meningkatkan efektivitas 

perlindungan DNA terhadap aktivitas DNase I. 
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Lampiran 2. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran 3. Stoikiometri DNA 

1. GENTAMISIN 

Gentamisin injection dari pabrik memiliki konsentrasi 40 mg/mL. 

Gentamisin disediakan dalam volume akhir 35, 70, 140, 280, 560, 1120, 1500, 

2240 µg/mL (8 konsentrasi berbeda). 

 

1. Dilusi (encerkan gentamycin 40 mg/mL menjadi gentamycin 5 mg/mL) 

a. Sejumlah 62.5 µL gentamycin 40 mg/mL dihisap dengan micropipette, 

ditaruh ke 1.5 mL Eppendorf tube, 

b. Tambahi 437.5 µL aquadest kepada eppendrof tube. 

c. Vortex (spin down) untuk homogenasi. 

2. Dilusi (encerkan gentamycin 5 mg/mL menjadi gentamycin 1 mg/mL) 

d. Sejumlah 20 µL gentamycin 5 mg/mL dihisap dengan micropipette, 

ditaruh ke 1.5 mL PCR tube, 

e. Tambahi 80 µL aquadest kepada eppendrof tube. 

f. Vortex (spin down) untuk homogenasi. 

3. Dilusi (encerkan gentamycin 5 mg/mL menjadi gentamycin 2 mg/mL) 

g. Sejumlah 50 µL gentamycin 5 mg/mL dihisap dengan micropipette, 

ditaruh ke 1.5 mL Eppendorf tube, 

h. Tambahi 75 µL aquadest kepada eppendrof tube. 

i. Vortex (spin down) untuk homogenasi. 

 

4. DNA protection assay (35 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.4 µL larutan 1 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.42 µL larutan DNAse 1 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

5. DNA protection assay (70 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.76 µL larutan 1 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.43 µL larutan DNAse 1 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

6. DNA protection assay (140 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 1.64 µL larutan 1 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.47 µL larutan DNAse 1  25 mg/dL 
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d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

7. DNA protection assay (280 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 3.93 µL larutan 1 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.56 µL larutan DNAse 1  25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

8. DNA protection assay (560 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 3.93 µL larutan 2 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.56 µL larutan DNAse 1 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

9. DNA protection assay (1120 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 2.92 µL larutan 5 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.52 µL larutan DNAse 1  25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

10. DNA protection assay (1500 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 4.33 µL larutan 5 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.58 µL larutan DNAse 1  25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

11. DNA protection assay (2240 µg/mL gentamycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 8.20 µL larutan 1 mg/mL gentamycin. 

c. Tambahi 0.73 µL larutan DNAse 1 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

Stop the DNA protection assay dengan menambahkan 5 µL 0.5 M EDTA di atas 

es kepada masing-masing tabung (point 4-11).  
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2. NEOMYCIN + BACITRACIN 

 

Neomycin molecular weight: 461.44 

Neomycin disediakan dalam 0, 0.1, 0.5, dan 2.0 mM 

 

1. Buat larutan stock (20 mM) Neomycin (Nebacetin) 

a. Timbang 0.0123 g Nebacetin 

b. Larutkan dengan 1 mL aquadest 

c. Vortex to homogenize the solution 

 

2. Buat larutan 10 mM Neomycin 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 µL larutan stock (20 mM) neomycin, 

taruh dalam PCR tube/di atas parafilm 

b. Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 µL aquadest 

c. Homogenkan dengan pipetting. Sekarang kita memiliki 10 µL larutan 10 

mM neomycin. 

 

3. DNA protection assay (0.1 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.1 µL larutan 10 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.41 µL larutan DNA 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

4. DNA protection assay (0.2 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.1 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.41 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

5. DNA protection assay (0.4 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.2 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.41 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

6. DNA protection assay (0.8 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 
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b. Tambahi 0.41 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.42 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

7. DNA protection assay (1.6 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 0.82 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.44 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

8. DNA protection assay (2.0 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 1.12 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.45 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

9. DNA protection assay (3.2 mM neomycin) 

a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 µL (1 µg larutan DNA stock, lihat 

file excel untuk sampel yang 10.1 µL = 1 µg DNA) 

b. Tambahi 1.92 µL larutan 20 mM neomycin. 

c. Tambahi 0.48 µL larutan DNAse I 25 mg/dL 

d. Homogenkan dengan pipet mikro 

e. Inkubasi di suhu 37C selama 10 menit 

 

Stop the DNA protection assay dengan menambahkan 5 µL 0.5 M EDTA di atas 

es kepada masing-masing tabung (point 3-9).  
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 
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ABSTRAK 

Pendahuluan: Deoxyribonucleic acid (DNA) dapat ditemukan pada saliva dan 

berbagai sumber lainnya. Saliva mengandung sel-sel epitel dan leukosit yang 

dilepaskan ke rongga mulut. Sel-sel dalam saliva berpotensi sebagai sumber DNA 

untuk kepentingan diagnostik. DNA dalam saliva dapat menjadi rusak karena 

aktivitas deoksiribonuklease (DNase), enzim yang mampu mengkatalisis 

hidrolisis DNA. DNase I diekspresikan oleh sel eksokrin dan DNase II 

diekspresikan oleh sel makrofag. Penghambatan aktivitas DNase akan 

mempreservasi DNA. Selain mampu membunuh bakteri, aminoglikosida 

(gentamisin dan neomisin) mempunyai kemampuan menghambat DNase. 

Metode: Saliva dikumpulkan dari 8 subjek. Selanjutnya, sampel saliva dari 

masing-masing subjek dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kontrol negatif (K1), 

kontrol positif (K2), Gentamisin (K3), Neomycin + Bacitracin (K4). DNA 

diekstraksi dari saliva dengan metode spin column. DNA dari kelompok K3 dan 

K4 ditambahi 1 mg/mL gentamisin dan 20 mM neomycin + bacitracin, masing-

masingnya, sebelum penambahan 2,5 µg/mL DNase I (DNA degradation assay). 

Kualitas DNA genom manusia asal saliva ditentukan dengan keberadaan 

amplicon gen NOTCH2 (~704 bp). DNA diseparasi dengan elektroforesis agarose 

gel 1% dan direkam dengan gel documentation system. Hasil: Ekstraksi DNA dari 

saliva dengan metode spin column memberikan rerata konsentrasi 26,49 + 30,70 

ng/mL dan rerata kemurnian 1,819 + 0,122. Pemberian akuades sebagai kontrol 

negatif pada DNA degradation assay menunjukkan tidak ada DNA yang tercerna. 

Gentamisin menghambat aktivitas 2,5 mg/mL DNase I pada konsentrasi 35 

µg/mL sementara neomycin + bacitracin menghambat pada konsentrasi 0,8 mM. 

Kesimpulan: Kadar tertentu gentamisin dan neomycin + bacitracin menghambat 

aktivitas 2,5 mg/mL DNase I dan mempertahankan kualitas DNA genom manusia 

asal saliva.  

 

Kata kunci: deoxyribonucleic acid, deoksiribonuklease, gentamisin, neomycin, 

saliva 
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Abstrack 

 

Introduction: Deoxyribonucleic acid (DNA) can be found in saliva and various 

other sources. Saliva contains epithelial cells and leukocytes that are released 

into the oral cavity. Cells in saliva are potential sources of DNA for diagnostic 

purposes. DNA in saliva can be degraded due to the activity of deoxyribonuclease 

(DNase), an enzyme that catalyzes the hydrolysis of DNA. DNase I is expressed in 

exocrine cells while DNase II is expressed in macrophages. Inhibition of DNase 

activity will preserve DNA. Besides being able to kill bacteria, aminoglycosides (i. 

e. gentamicin and neomycin) have the ability to inhibit DNase. Methods: Saliva 

was collected from 8 subjects. Furthermore, saliva samples from each subject 

were divided into 4 groups, namely negative control (K1), positive control (K2), 

gentamicin (K3), neomycin + bacitracin (K4). DNA was extracted from saliva 

using spin column method. DNA from groups K3 and K4 were added 1 mg/mL 

gentamicin and 20 mM neomycin + bacitracin, respectively, before adding 2.5 

g/mL DNase I (DNA degradation assay). The quality of human genomic DNA 

from saliva was determined by the presence of the NOTCH2 gene amplicons 

(~704 bp). DNA was separated by 1% agarose gel electrophoresis and recorded 

using the gel documentation system. Results: The DNA extracted from saliva 

using spin column method had an average concentration of 26.49 + 30.70 ng/mL 

and an average purity of 1.819 + 0.122. The administration of distilled water as a 

negative control in the DNA degradation assay showed that no DNA was 

digested. Gentamicin inhibited the activity of 2.5 mg/mL of DNase I at a 

concentration of 35 g/mL while neomycin + bacitracin inhibited it at a 

concentration of 0.8 mM. Conclusion: Certain levels of gentamicin and neomycin 

+ bacitracin inhibited the activity of 2.5 mg/mL DNase I and maintained the 

quality of human genomic DNA from saliva. 

 

Keywords: deoxyribonucleic acid, deoxyribonuclease, gentamicin, neomycin, 

saliva 

 

 
PENDAHULUAN 

Deoxyribonucleic acid (DNA) 

merupakan makromolekul yang 

berbentuk polimer linier tersusun 

atas monomer nukleotida. Proses 

transkripsi dan translasi DNA 

menghasilkan produk berupa protein. 

DNA dapat ditemukan pada saliva, 

kulit, keringat, darah, gigi, rambut, 

lendir, sperma, dan cairan vagina.
1
  

Saliva merupakan cairan oral 

yang bersifat asam (pH 6-7).  Tiga 

kelenjar mayor dan ribuan kelenjar 

minor saliva dalam rongga mulut 

merupakan komponen utama 

peyumbang saliva.
2
 Saliva terdiri 

dari 99% air dan sisanya berupa 

protein, zat anorganik, dan organik. 

Cairan krevikular gingiva, debris sel, 

plak, bakteri, sekresi hidung, sel 

epitel, darah, dan zat eksogen juga 

terdapat dalam saliva. Sejumlah 

mikrobiota oral terdapat dalam saliva 

dan terdiri dari bakteri, arkae, jamur
3
, 

protozoa
4
, dan virus

5
. Sebagian besar 
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organisme dalam mikrobiota saliva 

dapat ditemukan hampir di semua 

individu sebagai flora normal. Flora 

normal ini terdiri dari Streptococcus, 

Neisseria, Rothia, Prevotella, 

Actinomyces, Granulicatella, 

Porphyromonia, Haemophilus, dan 

Porphyromonas spesies.
6
 Dalam 

saliva dapat ditemukan sel-sel epitel 

yang dilepaskan mukosa rongga 

mulut.
7
 

Sel-sel epitel yang dilepaskan ke 

saliva berpotensi digunakan sebagai 

sumber DNA untuk kepentingan 

diagnostik menggunakan sumber 

asam nukleat. Saliva mudah 

dikumpulkan karena tidak invasif 

dan jumlahnya banyak.
7
 Sayangnya, 

upaya mendapatkan DNA manusia 

asal saliva menjadi tidak mudah 

karena kontaminan dalam saliva 

berpotensi merusak DNA manusia. 

Flora normal, enzim, hormon, 

imunoglobulin dan biomolekul lain 

yang disekresikan dalam saliva 

berpotensi segera merusak DNA 

manusia dalam saliva.
7
 

Deoksiribonuklease (DNase) 

adalah enzim yang mampu 

mengkatalisis DNA.
8
 Ada 2 jenis 

DNase. DNase I diekspresikan oleh 

sel eksokrin di saluran pencernaan. 

DNase II diekspresikan oleh sel 

makrofag yang berada di seluruh 

jaringan.
9
 Penghambatan aktivitas 

DNase dapat menggunakan 

aminoglikosida.
10

 

Penggunaan aminoglikosida 

dalam upaya mengawetkan DNA 

manusia asal saliva akan 

menguntungkan karena 

aminoglikosida menghambat 

aktivitas DNase sekaligus bersifat 

bakterisidal yang membunuh bakteri 

dalam saliva.
8,11 

Aminoglikosida 

menghambat sintesis protein bakteria 

dengan cara menghalangi proses 

inisiasi atau dengan mengubah 

konformasi asam amino.
12

 Selain itu, 

aminoglikosida dapat masuk ke 

dalam sel bakteri lalu meningkatkan 

permeabilitas membran dengan 

melibatkan pengikatan elektrostatik 

dari aminoglikosida polikationik ke 

komponen bermuatan negatif, seperti 

fosfolipid, asam teikoat bakteri 

Gram-positif, dan fosfolipid dan 

lipopolisakarida bakteri Gram-

negatif.
12

 

Aminoglikosida yang digunakan 

berupa gentamisin dan neomycin + 

bacitracin merupakan jenis 

aminoglikosida yang dapat dibeli 

dengan harga murah dan juga mudah 

didapatkan. Selain itu gentamisin  

bekerja sebagai antibiotika dan 

inhibitor DNase. 

Preservasi DNA manusia asal 

saliva mungkin dilakukan dengan 

menggunakan aminoglikosida. 

Penilaian atas keberhasilan 

preservasi dapat dinilai secara 

kuantitas dan kualitas. Penelitian ini 

bertujuan untuk melihat pengaruh 

aminoglikosida terhadap aktivitas 

DNase pada kualitas DNA manusia 

asal saliva. 

 
METODE PENELITIAN 

Penelitian ini menggunakan 

metode eksperimental. Penelitian 

dilakukan dari bulan Desember 2021 

sampai Januari 2022. Penelitian ini 

dilakukan di Laboratorium Terpadu 

Fakultas Kedokteran Universitas 

Sumatera Utara. Penelitian ini 

menggunakan saliva dan DNA saliva 

dari 8 subjek. Saliva dibagi dalam 

empat kelompok masing-masing 

terdiri atas : Kontrol negatif (K1) 

yang diberi Aquades, Kontrol positif 

(K2) yang diberi DNAse I,  
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Kelompok perlakuan 1 yang diberi 

gentamisin (K3) dan Kelompok 

perlakuan 2 yang diberi neomycin + 

bacitracin (K4). 
Prosedur penelitian 

1. Pengumpulan saliva dari 10 

subjek yang telah dikumpulkan di 

satu ruangan pukul 07.00 WIB 

dan tidak diperbolehkan untuk 

sikat gigi dan berkumur dengan 

cairan pembersih mulut. Subjek 

diinstruksikan untuk tidak makan 

dan minum selama 90 menit 

sebelum pengambilan saliva. 

Selanjutnya subjek diberikan 

waktu 10 menit untuk proses 

meludah di pot saliva. 

2. Persiapan Isolasi DNA. Masing-

masing saliva sebanyak 2 mL 

dimasukkan dalam microtube 

kemudian dilakukan Isolasi DNA 

menggunakan metode spin 

column dengan melihat 

kemurnian DNA dengan 

spektrofotometri UV-Vis dan 

dihitung nilai absorbansi 260 nm 

dibagi dengan nilai absorbansi 

280 nm (A260/A280), dan nilai 

kemurnian DNA berkisar 1,8-2,0. 

3. Kontrol negatif (K1). Sejumlah 1 

µg DNA saliva diberi 

penambahan aquadest. 

4. Kontrol positif (K2). Sejumlah 1 

µg DNA saliva diberi perlakuan 

DNA degradation assay dengan 

penambahan 2,5 µg/mL DNase I 

(DN25, Merck). 

5. Kelompok perlakuan (K3). 

Sejumlah 1 µg DNA saliva akan 

ditambahi 1 mg/mL antibiotika 

jenis gentamisin dan  2,5 µg/mL 

DNase I (DNA degradation 

assay).  

6. Kelompok perlakuan (K4). 

Sejumlah 1 µg DNA saliva akan 

ditambahi 20 mM antibiotika 

jenis neomycin + bacitracin dan 

2,5 µg/mL DNase I (DNA 

degradation assay) 

7. Pengujian DNA dengan gel 

agarose 1%. Sebanyak 1,3 g 

agarose 1% dimasukkan dalam 

erlenmeyer flask dan diberi 130 

mL TAE buffer 1X.  

8. Persiapan PCR. Metode PCR 

dijalankan dengan menggunakan 

25 μL campuran reaksi PCR 

yang mengandung 1 ng DNA 

saliva sebagai template, 1 μM 

untuk setiap primer, serta 200 

μM untuk setiap dNTP, 2.5 mM 

MgCl2, 5 μL 5X dapar 

penyangga PCR dan juga 5 U/μL 

Taq polimerase DNA dalam PCR 

mastermix (2GFRMKB, Kapa2G 

Fast ReadyMix, Merck). 

 
HASIL PENELITIAN 

Data hasil penelitian berikut 

merupakan data yang diperoleh dari 

4 kelompok uji yakni kelompok 

kontrol negatif (K1), kontrol positif 

(K2), kelompok perlakuan yang 

diberi gentamisin (K3) dan kelompok 

perlakuan yang diberi neomycin + 

bacitracin (K4) yang masing-masing 

telah diberikan DNA saliva sejumlah 

1 µg. 

A. Kontrol Negatif (K1) dan 

Kontrol Positif (K2) 

 
Gambar 4.1 DNA degradation assay 

Gambar 4.1 adalah perlakuan dengan 

konsentrasi 10 µL. Lane 1 berisi DNA 
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ladder 100 bp. Lane 2 adalah kontrol 

negatif yaitu 1 µg DNA + akuades. Lane 

3 adalah kontrol positif mengandung 1 

µg DNA + 2,5 µg/mL DNase I. 

 

B. Kelompok perlakuan 1 (K3) 
 

Gambar 4.2 Pengaruh gentamisin dalam 

DNA degradation assay. 

Keberadaan gentamisin telah mencegah 

pencernaan DNA oleh DNase I Lane 1 

berisi DNA ladder 100 bp. Masing-

masing lane 2-9 berisi 1 µg DNA yang 

telah ditambahi gentamisin 35, 70, 140, 

280, 560, 1120, 1500, 2240 µg/mL, serta 

mendapat 2,5 mg/mL DNase I. 

Elektroforesis DNA dilakukan gel 

agarose 1% dengan kondisi 80 mV, 400 

mA, dan 90 menit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Hasil PCR gen human 

NOTCH2 dari sampel DNA yang 

mendapat penambahan berbagai 

konsentrasi gentamisin dan 2,5 mg/mL 

DNase I. 

Gen human NOTCH2 (~704 bp) berhasil 

diamplifikasi dari semua sampel DNA. 

Lane 1 berisi DNA ladder 100 bp. 

Masing-masing lane 2-9 berisi 1 µg 

DNA yang telah ditambahi gentamisin 

35, 70, 140, 280, 560, 1120, 1500, 2240 

µg/mL, serta mendapat 2,5 mg/mL 

DNase I. Elektroforesis DNA dilakukan 

gel agarose 1% dengan kondisi 80 mV, 

400 mA, dan 90 menit. 

C. Kelompok perlakuan 2 (K4) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4 Pengaruh neomycin dalam 

DNA degradation assay. 

Konsentrasi neomycin menentukan 

pencernaan DNA oleh DNase I. 

Konsentrasi 0,8 mM telah memberikan 

penghambatan minimal terhadap 

aktivitas 2,5 mg/mL DNase I.  Lane 1 

berisi DNA ladder 100 bp. Masing-

masing lane 2-8 berisi 1 µg DNA yang 

telah ditambahi Nebacetin
®
 0,1, 0,2, 0,4, 

0,8, 1,6, 3,2 mM, serta mendapat 2,5 

mg/mL DNase I. Elektroforesis DNA 

dilakukan gel agarose 1% dengan 

kondisi 80 mV, 400 mA, dan 90 menit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5 Gen human NOTCH2 

dengan pengaruh preservasi DNA 

dengan penambahan neomycin dalam 

DNA degradation assay. 

Keberadaan gen human NOTCH2 (~704 

bp) pada elektroforesis gel agarose 1%. 

Lane 1 berisi DNA ladder 100 bp, Lane 
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2 berisi nebacetin 0,1 mM, Lane 3 berisi 

nebacetin 0,2 mM, Lane 4 berisi 

nebacetin 0,4 mM, Lane 5 berisi 

nebacetin 0,8 mM, Lane 6 berisi 

nebacetin 1,6 mM, Lane 7 berisi 

nebacetin 2.0 mM, Lane 8 berisi 3.2 

mM.  

 

PEMBAHASAN 

Penelitian ini bertujuan untuk 

menentukan pengaruh antibiotika 

jenis aminoglikosida terhadap 

aktivitas DNase I pada kualitas DNA 

manusia asal saliva dengan 

menggunakan metode spin colum 

sebagai metode isolasi DNA. Serta 

mengetahui pengaruh gentamisin dan 

neomycin + bacitracin terhadap 

aktivitas DNase I pada gen human 

NOTCH2 dan menentukan dosis 

minimal dari gentamisin dan 

neomycin + bacitracin dalam 

penghambatan aktivitas DNase I 

pada DNA genom manusia asal 

saliva yang dinilai melalui 

elektroforesis gel agarosa 1% (b/v) 

dan diikuti dengan visualisasi di 

bawah cahaya UV setelah pewarnaan 

etidium bromida (EtBr) dilakukan 

dengan mempertimbangkan 

keberadaan hasil PCR berupa satu 

band berukuran ~704 bp.  

Berdasarkan hasil penelitian 

yang telah disajikan diatas, ekstraksi 

DNA yang dilakukan dengan metode 

spin column sudah sesuai dengan 

kaidah rerata kemurnian yaitu 1,8-

2.0. Kemudian penggunaan 

gentamisin dengan konsentrasi 35 

µg/mL sudah cukup untuk mencegah 

pencernaan 1 µg DNA oleh 2,5 

mg/mL DNase I dan penggunaan 

neomycin + bacitracin dengan 

konsentrasi 0,8-2,0 mM sudah cukup 

dalam mencegah pencernaan 1 µg 

DNA oleh 2,5 mg/mL DNase I. 

Hasil penelitian ini berbeda 

dengan penelitian sebelumnya yang 

dilakukan oleh McGuire AL pada 

tahun 2015 menggunakan antibiotik 

berupa gentamisin. McGuire Al 

menyatakan pada konsentrasi >35 

µg/mL gentamisin dapat 

menghambat 2,5 mg/mL Dnase 1.
13

 

Kemudian pada hasil penelitian yang 

dilakukukan oleh Misagh Alipour 

pada tahun 2009 menyatakan 

kombinasi antara DNAse dan 

gentamisin dapat meningkatkan kerja 

dari gentamisin dengan minimal 

konsentrasi sebesar 64 µg/mL.
14 

Penggunaan antibiotik berupa 

neomycin + bacitracin juga 

dilakukan oleh Ana Kolarevic pada 

tahun 2014 dan Markus 

Woegerbauer pada tahun 2000 yang 

menyatakan neomycin dapat 

menghambat aktivitas DNAse I pada 

konsentrasi neomycin 2 mM.
15,16

 

Sedangkan bacitracin tidak memiliki 

pengaruh yang besar terhadap 

DNAse I. Hal ini diperkuat dengan 

penelitian yang dilakuakn oleh Jerzy 

Ciesiolka pada tahun 2014 yang 

menyatakan bacitracin dapat 

menginduksi degradasi DNA. Akan 

tetapi penggunaan bacitracin dalam 

menginduksi degradasi DNA harus 

lebih besar konsentrasinya, bahkan 

dengan konsentrasi 23 mM tidak 

mengubah migrasi DNA plasmid 

dalam gel agarose 1%. Maka dalam 

studi ini, penggunaan neomycin jauh 

lebih berperan dibanding bacitracin 

yang tidak memiliki efek terhadap 

2,5 mg/mL DNAse I. 

 

KESIMPULAN 

1. Gentamisin dan neomycin + 

bacitracin dapat menghambat 

aktivitas 2,5 mg/mL DNase I 

sehingga mempertahankan 
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kualitas DNA utuh genom 

manusia asal saliva. 

2. Gentamisin dan neomycin + 

bacitracin menghambat aktivitas 

2,5 mg/mL DNase I sehingga 

mempertahankan gen NOTCH2 

(704 bp) 

3. Gentamisin dapat menghambat 

aktivitas 2,5 mg/mL DNase I 

pada kualitas DNA genom 

manusia asal saliva pada 

konsentrasi 35 µg/mL sementara 

neomycin + bacitracin 

menghambat pada konsentrasi 

0,8 mM.  
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