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LAMPIRAN 

 

A. Kerangka Alur Kerja Penelitian 

1. Dekontaminasi Sampel Sputum 

Disediakan 10 sampel sputum MDR-TB yang telah diperoleh dari 

Unit Tuberkulosis HUM-RC Rumah Sakit Universitas Hasanuddin 

 

Peroses dekontaminasi sputum dikerjakan di BSC  

(Biological Safety Cabinet) 

 

 

Setiap sampel sputum dikeluarkan dari wadahnya dan  

dimasukkan ke dalam tabung sentrifuse yang steril 

 

 

Ditambahkan larutan NaOH 4% dan Na-Sitrat 2.9% masing-masing  

500 μL menggunakan mikropipet dengan perbandingan 1:1 

 

 

Sampel dihomogenkan menggunakan alat vortex mixer dengan  

kecepatan 2500 rpm selama beberapa detik hingga tercampur 

 

 

Sampel diinkubasi selama 15 menit, supernatan yang dihasilkan  

dibuang dan sedimen yang mengandung bakteri diambil lalu  

dipindahkan ke tabung eppendorf yang steril 

 

 

Sedimen yang diperoleh ditambahkan PBS (Phosphate Buffer Saline) 

sebanyak 1 mL menggunakan mikropipet 

 

 

Tiap sambil diambil atau dipindahkan ke wadah yang baru  

maka mikrotip pada mikropipet diganti agar sampel tetap steril 
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Sampel disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm,  

dan residu PBS dibuang 

 

 

Ditambahkan larutan HCl sebanyak 100 μL pada setiap sampel 

 

Dihomogenkan dengan menggunakan vortex mixer 

 

Sampel sputum telah selesai didekontaminasi 

 

2. Pewarnaan ZN dan Pemeriksaan BTA 

Digunakan 4 sampel sputum untuk mewakili dalam  

menginterpetasi jumlah BTA pada sampel kategori 2+,  

dua sampel kategori 3+, dan kontrol negatif 

 

Disediakan 4 kaca preparat atau slides yang bersih dan kering 

 

Kaca preparat diletakkan diatas rak berjaring dan dibawahnya  

diletakkan tempat penampungan sisa larutan yang  

akan digunakan selama proses pewarnaan 

 

Setiap kaca preparat diberikan apusan (olesan) sampel sputum  

dan ditetesi carbol fuchsin menggunakan pipet tetes 

 

Permukaan bawah kaca preparat sampel dipanaskan menggunakan 

bunsen, namun dipastikan larutan carbol fuchsin tidak sampai 

mendidih, cukup dipanaskan hingga terbentuk uap yang keluar 
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Kaca preparat sampel dibiarkan sekitar 5-7 menit  

dan dibilas menggunakan akuades mengalir 

 

Dituangkan asam alkohol pada kaca preparat, dibiarkan sekitar  

2-4 menit dan dibilas menggunakan akuades mengalir 

 

Kaca preparat ditetesi methylene blue dan dibiarkan selama 1-2 menit, 

kemudian dibilas menggunakan akuades mengalir 

 

Kaca preparat yang telah dibilas dibiarkan kering dan diamati 

menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x hingga 1000x kali 

 

Interpretasi hasil pemeriksaan BTA dilakukan 

sesuai dengan standar IUALTD 

 

3. Isolasi DNA 

Proses isolasi DNA dilakukan sesuai dengan  

prosedur kit DNA Geneaid Biotech Ltd 

 

Peroses isolasi DNA dikerjakan di BSC  

(Biological Safety Cabinet) 

 

Disediakan 10 sampel sputum MDR-TB 

yang telah didekontaminasi sebelumnya 

 

Setiap sampel sputum dipindahkan ke dalam tabung  

sentrifuse steril menggunakan mikropipet 

 

Sampel ditambahkan akuades 2 mL, dan dipanaskan  

pada waterbath selama 2 jam dengan suhu 95°C 

Tahap pemanenan sel 

Tahap lisis sel 
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Sebanyak 200 μL sampel dipindahkan ke dalam tabung eppendorf, 

dan ditambahkan enzim proteinase K sebanyak 20 μL 

 

Dihomogenkan menggunakan vortex mixer selama 10 detik 

dan diinkubasi pada waterbath pada suhu 60°C selama 5 menit 

 

Ditambahkan GSB buffer 20 μL, dihomogenkan menggunakan vortex 

mixer, dan diinkubasi kembali pada suhu 60°C selama 5 menit 

 

Ditambahkan elution buffer sebanyak 150 μL dan 

diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit 

 

Ditambahkan etanol pekat 200 μL pada  

dan dihomogenkan selama 10 detik 

 

Sampel dipindahkan pada collection tube melalui GD column, 

disentrifugasi selama 1 menit pada kecepatan 8000 rpm 

 

Cairan pada collection tube dibuang, dan GD column 

dipasang kembali di atas collection tube 

 

Ditambahkan W1 buffer sebanyak 400 μL, disentrifugasi 

selama 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm 

 

Cairan pada collection tube dibuang dan GD column dipasang kembali 

 

Ditambahkan wash buffer 600 μL, disentrifugasi selama 1 menit 

dengan kecepatan 8000 rpm, dan cairan pada collection tube dibuang 

 

Tahap ekstraski DNA 

Tahap pengendapan 

Tahap purifikasi 
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GD column dipindahkan di atas tabung eppendorf steril dan 

ditambahkan preheated elution buffer 100 μL melalui GD column 

 

Diinkubasi pada suhu ruang selama 3 menit, dan 

disentrifugasi 1 menit dengan kecepatan 3000 rpm 

 

Hasil ekstraksi disimpan pada suhu 20°C 

 

4. Amplifikasi dengan Teknik PCR 

 Desain primer dan program BLAST 

Primer forward dan reverse diperoleh dari jasa desain primer 

 

Kedua primer diuji similaritasnya terhadap gen fbpA 

menggunakan program BLAST pada situs  

NCBI yang diakses melalui laman 

 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 

 Pembuatan PCR mix 

Dibuat PCR mix total volume 25 μL* dengan komposisi; 

1. Enzim gotaq green polymerase 12.5 μL 

2. Primer forward 0,5 μL 

3. Primer reverse 0,5 μL 

4. Double distilled water ddH2O 6,5 μL 

5. Sampel DNA 5 μL  

 

*Volume PCR dapat dilebihkan 2-3 μL jika kurang 

 

 

 

PCR mix dimasukkan ke dalam 13 tabung vial* PCR  

menggunakan mikropipet sebanyak 2 μL tiap tabung vial 

 

*Setiap tabung diberi nomor sesuai dengan jenis  

sampel Mycobacterium tuberculosis 

Tahap elusi 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 PCR 

Setiap sampel dimasukkan ke dalam mesin DNA Thermal Cycler 

 

Mesin termosiklus diatur dengan pengaturan; 

 Tahap predenaturasi 10 menit – suhu 94°C 

 Tahap denaturasi 45 detik – suhu 95°C 

 Tahap annealing 1 menit – suhu 56,8°C 

 Tahap extension 1 menit – suhu 72°C 

 Terdiri atas 30 siklus 

 

Setelah selesai, setiap sampel dalam tabung vial PCR dikeluarkan  

dari mesin, dan segera disiapkan untuk tahap elektroforesis gel 

 

 

5. Elektroforesis Produk PCR 

Pembuatan gel agarosa 2%: sebanyak 4 gr bubuk 

 agarosa dilarutkan dalam 100 mL TBE buffer dengan  

konsentrasi 0.5% di dalam labu erlenmeyer 

 

Dipanaskan dalam microwave hingga larut berwarna jernih 

dan didiamkan sampai suhu kurang lebih 60ºC 
 

 

Larutan ditambahkan EtBr 10 µL, dituang ke dalam gel tray 

dan dipasang sisir pembentuk sumur sebanyak 13 sumur 

 

Gel dibiarkan sampai mengeras dan sisir dilepas 

 

Tray yang berisi gel agarosa diletakkan pada tank elektroforesis  

dan ditambahkan TBE buffer hingga gel agarosa terendam  

sekitar 1 mm di atas permukaan gel 
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Sebanyak 2 µ PCR mix dicampur dengan 2 µL loading dye yang 

diletakkan di kertas parafilm, dan diaduk sampai rata 

 

Larutan dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa (tiap sumur satu 

larutan DNA) menggunakan mikropipet dengan urutan sampel  

1, 2, 3, 4, 5, 6, M, K-, K+, 7, 8, 9, 10 

 

DNA ladder 100 bp sebagai marker dimasukkan  

pada sumur paling tengah sebanyak 5 μL 

 

Tank elektroforesis ditutup dan dihubungkan dengan  

power supply dengan tegangan 100 Volt selama 50 menit 

 

Setelah proses elektroforesis selesai, arus listrik dimatikan  

dan tray diambil dengan menggunakan sarung tangan 

 

Gel diletakkan di atas UV transiluminator  

yang terdapat pada gel documentation 

 

Diamati pita DNA hasil amplifikasi gen fbpA sebesar 900 bp yang 

mucul pada komputer dan didokumentasi dengan kamera digital 
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B. Dokumentasi Penelitian 

1. Dekontaminasi Sampel Sputum 

   

2. Pewarnaan ZN 

   

3. Isolasi DNA 
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4. Amplifikasi PCR 

   

5. Elektroforesis gel 

   

 

 

 


