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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja 

 

Preparasi Sampel dengan 

Dekontaminasi Sputum serta 

Pewarnaan BTA

Ekstraksi DNA dengan Kit GENEAID

Amplifikasi Gen fbpA dengan PCR

Visualisasi Produk PCR dengan 

Elektroforesis

Sekuensing
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A. Dekontaminasi Sampel Sputum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dipindahkan sebanyak 2 ml ke tabung falcon 50 ml 

Mycobacterium 

tuberculosis 

2 ml NAOH-NALC 

50 ml PBS 

- Dibuang supernatan ke dalam wadah sampah berisi 

disinfektan 

- Disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit 

1 ml PBS 

- Divortex dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf steril 

100 µl Sampel 

- Diambil hasilnya untuk pewarnaan ZN 

- Divortex selama ± 30 detik 

- Didiamkan selama 15 menit di dalam BSC 
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B. Pewarnaan Ziehl-Neelson 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dipindahkan sebanyak 100 µl ke kaca preparat  

- Dikeringkan kaca preparat dengan hot plate selama 2 jam 

Mycobacterium 

tuberculosis 

Karbol Fuchsin 

Asam Alkohol 

- Didiamkan selama 5 menit lalu dicuci dengan air mengalir 

hingga luntur 

- Dipanaskan kaca preparat hingga terbentuk uap 

- Didiamkan selama 3 menit lalu dicuci dengan air mengalir 

hingga luntur 

Metilen Blue 

- Didiamkan selama 30 detik lalu dicuci dengan air mengalir 

hingga luntur 

- Diperiksa hasilnya dengan menggunakan mikroskop dengan 

perbesaran 100x 

Sampel Pewarnaan 
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C. Ekstraksi DNA Mycobacterium tuberculosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dipindahkan sebanyak 2 ml ke tabung berisi aquades 

- Dipanaskan pada suhu 95˚C selama 2 jam 

Mycobacterium 

tuberculosis 

20 µl Enzim Proteinase K 

200 µl GSB Buffer 

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60˚C selama 5 menit 

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60˚C selama 5 menit 

200 µl Etanol Pekat 

- Divortex dan dimasukkan ke dalam GC column 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13500 rpm selama 1 menit 

400 µl W1 Buffer 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13500 rpm selama 1 menit 

600 µl Wash Buffer 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13500 rpm selama 30 detik 

- Dipindahkan ke tabung eppendorf 

100 µl Elution Buffer 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13500 rpm selama 3 menit 

DNA Murni 
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D.  Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

- Dibuat PCR mix yang berisi: Enzim Mytaq Red 25 µl, primer 

(forward) 0,5 µl, primer (reverse) 0,5 µl, dan ddH2O 19 µl 

Sampel DNA 

45 µl PCR Mix 

Amplifikasi 

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR 

-  

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR 

5 µl Ekstrak DNA 

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus. Setiap siklus terdiri dari:  

▪ Predenaturasi pada suhu 95˚C selama 2 menit (1 siklus) 

▪ Denaturasi pada suhu 95˚C selama 30 detik 

▪ Annealing pada suhu 60˚C selama 30 detik 

▪ Exstension pada suhu 72˚C selama 30 detik 

▪ Pasca ekstensi 72˚C selama 5 menit (1 siklus) 

Produk PCR 
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E.  Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

- Disiapkan gel agarosa 2% dengan komposisi: gel agarose 2 gr, 

dan 100 ml TBE buffer 0,5% 

- Dipanaskan selama 2 menit 

-  

Produk PCR 

8 µl Produk PCR 

- Dimasukkan produk PCR masing-masing ke dalam sumur gel 

agarosa 2% yang terendam dalam tangka berisi TBE Buffer 

Elektroforesis 

- Dijalankan power supply dengan tegangan 100 volt selama 

120 menit 

- Diamati gel elektroforesis di bawah sinar UV 
Pita DNA 

10 µl Ethium Bromide 

- Dicampurkan pada cairan gel 
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Lampiran 2. Peta Origin Antara Primer dan Gen fbpA dari DataBank 

A. Origin Gen fbpA dari DataBank 
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Lampiran 3. Hasil Sekuensing Sampel  

A. Visualisasi Sekuens Sampel C1 

 

B. Visualisasi Sekuens Sampel C2 
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C. Visualisasi Sekuens Sampel C3 
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D. Visualisasi Sekuens Sampel C4 

 

E. Visualisasi Sekuens Sampel C5 
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Lampiran 4. Hasil BLAST Sampel 

A. Hasil BLAST Sampel C1 
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B. Hasil BLAST Sampel C2 
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C. Hasil BLAST Sampel C3 
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D. Hasil BLAST Sampel C4 
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E. Hasil BLAST Sampel C5 
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Lampiran 5. Komposisi Bahan 

A. Komposisi Larutan Stok Dekontaminasi 

 Stok larutan NaOH-Sodium Sitrat: 

 NaOH 1 N : 20 gram, 500 ml akuades 

 Sodium Sitrat : 14,5 gram, 500 ml akuades 

 Stok larutan NaOH-NALC: 

 NaOH-Sodium sitrat  : 100 ml 

 Massa NALC  : 1 gram 

 Larutan stok PBS buffer: 

 Na2HPO4 : 300 ml (0,947%) 

 KH2PO4 : 200 ml (0,947%)  

 PBS buffer : 500 ml (0,067 M, pH 6,8) 

 

B. Komposisi Reagen Ekstraksi DNA 

 Sampel sputum : 200µl 

Enzim Proteinase K : 20µl 

 GSB buffer  : 200µl 

 Etanol absolut  : 200µl 

 W1 buffer  : 400µl 

 Wash buffer  : 600µl 

 Elusion buffer  : 100µl 

C. Komposisi Larutan Stok Primer 

 Massa primer kering : 0,23 mg (26,1 nmol) 

 Volume ddH2O : 261 µl 
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 Konsentrasi stok : 100 µl (261 µl) 

 Pengenceran larutan stok: 

 V1N1 =   V1N1 

 V1 ∙ 100 = 100 µl ∙ 20 

 V1  = 20 µl   →   Volume ddH2O = 80 µl 

 

D. Komposisi PCR Mix 

 Enzim mytaq red : 25 µl 

 Primer forward : 0,5 µl 

 Primer reverse  : 0,5 µl 

 ddH2O   : 19 µl 

 Sampel DNA  : 5 µl 

 Volume Total  : 25 µl 

 

E. Komposisi Gel Agarosa 

 Berat agarosa  : 2 gram 

 Volume TBE buffer : 100 ml 
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Lampiran 6. Bahan yang Digunakan 

 

A. Pewarnaan Ziehl-Neelson 

 

  

B. Ekstraksi DNA  
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian 

A. Dekontaminasi Sputum 

 
 

 

B. Pewarnaan Ziehl-Neelsens 
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C. Ekstraksi DNA 

 
 

D. Amplifikasi Gen fbpA dengan PCR 

 
 

E. Elektroforesis 

 
  

 


