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Lampiran 1. Gen Pengkode Rpf-D pada Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
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Lampiran 2. Skema Kerja 

 

 

  

Isolat Mycobacterium tuberculosis 15 isolat TB RR, 10 isolat MDR TB, dan 10 isolat 
TB sensitive

Isolasi dan Purifikasi DNA

Amplifikasi Gen Rpf-D dengan PCR

Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Sekuensing

Analisis Bioinformatika
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A. Isolasi DNA Mycobacterium tuberculosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dipindahkan sebanyak 2 ml ke tabung berisi aquades 

- Dipanaskan pada suhu 95˚C selama 2 jam 

Mycobacterium tuberculosis 

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

- Divortex dan dimasukkan ke dalam GC column 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama       

1 menit 

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

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama     

30 detik 

- Dipindahkan ke tabung eppendorf 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama     

30 detik 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama 3 

menit 

20 µl Enzim Proteinase K 

200 µl GSB Buffer 

200 µl Etanol Pekat 

100 µl Elution Buffer 

600 µl Wash Buffer 

400 µl W1 Buffer 

Untai DNA 
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B. Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

- Dibuat PCR mix yang berisi: enzim MyTaq Red Mix 

sebanyak 25 µl, primer forward sebanyak 1 µl, primer 

reverse sebanyak 1 µl, ddH2O sebanyak 18 µl, dan 

sampel DNA sebanyak 5 µl 

Sampel DNA 

50 µl PCR Mix 

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR 

5 µl Ekstrak DNA 

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR 

-  

Amplifikasi 

- Diamplifikasi sebanyak 30 siklus. Setiap siklus terdiri 

dari:  

▪ Pradenaturasi pada suhu 95˚C selama 4 menit 

(1 siklus) 

▪ Denaturasi pada suhu 95˚C selama 30 detik 

▪ Annealing pada suhu 60˚C selama 30 detik 

▪ Ekstensi pada suhu 72˚C selama 30 detik 

▪ Pasca ekstensi 72˚C selama 7 menit (1 siklus) 

Produk PCR 
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C. Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

10 µl Ethium Bromida 

- Disiapkan gel agarosa 2% dengan komposisi: gel 

agarose 2 gr, dan 100 ml TBE buffer 

- Dipanaskan selama 2 menit 

 

- Dicampurkan pada cairan gel 

Produk PCR 

5 µl Produk PCR 

- Dicampurkan dengan 2 µl loading dye 

- Dijalankan power supply dengan tegangan 100 volt 

selama 50 menit 

- Diamati gel elektroforesis di bawah sinar UV 

Sumur gel agarosa 2% dan 
larutan TBE Buffer 

Elektroforesis 

- Dimasukkan produk PCR masing-masing ke dalam 

sumur gel  agarosa 2% yang terendam dalam tangka 

berisi TBE Buffer 

Pita DNA 
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D. Sekuensing Produk PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Dibuat Reaction mix yang berisi: enzim MyTaq Res Mix,  

primer forward  dan reverse, ddH2O, dan sampel DNA  

- Dimasukkan ke dalam tabung 

-  

Produk PCR 

Reaction Mix 

Produk PCR 

- Dimasukkan ke dalam tabung  

-  

Sekuensing 

- Dipanaskan dengan suhu 90˚C untuk memicu 

denaturasi dan polimerisasi DNA juga terminasi 

Data Sekuens 
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Lampiran 3. Hasil Analisis BLAST 

A. Hasil BLAST Sampel A1 

 

B. Hasil BLAST Sampel A2 
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C. Hasil BLAST Sampel A4 

 

D. Hasil BLAST Sampel A5 
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E. Hasil BLAST Sampel A6 

 

F. Hasil BLAST Sampel A7 
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G. Hasil BLAST Sampel A8 

 

H. Hasil BLAST Sampel A9 
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I. Hasil BLAST Sampel A10 

 

J. Hasil BLAST Sampel A11 
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K. Hasil BLAST Sampel A12 

 

L. Hasil BLAST Sampel A13 
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M. Hasil BLAST Sampel B1 

 

N. Hasil BLAST Sampel B2 
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O. Hasil BLAST Sampel B3 

 

P. Hasil BLAST Sampel B5 
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Q. Hasil BLAST Sampel C1 

 

R. Hasil BLAST Sampel C2 
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S. Hasil BLAST Sampel C3 

 

T. Hasil BLAST Sampel C4 
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U. Hasil BLAST Sampel C5 

 

V. Hasil BLAST Sampel C6 
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W. Hasil BLAST Sampel C7 

 

X. Hasil BLAST Sampel C8 
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Lampiran 4. Komposisi Bahan 

A. Komposisi Reagen Ekstraksi DNA 

 Sampel Isolat  : 200µl 

Enzim Proteinase K : 20µl 

 GSB buffer  : 200µl 

 Etanol absolut  : 200µl 

 W1 buffer  : 400µl 

 Wash buffer  : 600µl 

 Elusion buffer  : 100µl 

B. Komposisi Larutan Stok Primer 

a. Primer Forward 

 Massa primer kering : 18,4 nmol 

 Volume ddH2O : 184 µl 

 Konsentrasi stok : 100 µl (184 µl) 

 Pengenceran larutan stok: 

 V1N1   =   V2N2 

 V1 ∙ 100 = 100 µl ∙ 10 

 V1    = 10 µl   →   Volume ddH2O = 90 µl 

b. Primer Reverse 

Massa primer kering : 20,6 nmol 

 Volume ddH2O : 206 µl 

 Konsentrasi stok : 100 µl (206 µl) 

 Pengenceran larutan stok: 

 V1N1   =   V2N2 

 V1 ∙ 100 = 100 µl ∙ 10 

 V1    = 10 µl   →   Volume ddH2O = 90 µl 
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D. Komposisi PCR Mix 

 Enzim mytaq red : 25 µl 

 Primer forward : 1 µl 

 Primer reverse  : 1 µl 

 ddH2O   : 13 µl 

 Sampel DNA  : 10 µl 

 Volume Total  : 50 µl 

 

E. Komposisi Gel Agarosa 

 Berat agarosa  : 2 gram 

 Volume TBE buffer : 100 ml 
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Lampiran 5. Posisi Primer Rpf-D pada Genom Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian 

A. Ekstraksi DNA 
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B. Amplifikasi Gen RpfD 

     

 

C. Elektroforesis 

     

 

 


