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Lampiran 1. Skema Kerja 

 

           

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel MTB (Mycobacterium 

tuberculosis) 

Isolasi/Ekstraksi DNA 

Amplifikasi Gen Rv1419 dengan PCR 

DNA Kromosom 

Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis 
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Lampiran 2. Ekstraksi DNA Mycobacterium tuberculosis  

 

 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14-16000 g 

selama 1 menit 

- Dibuang supernatan  

 

 

 

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60°C 

selama 5 menit 

  

 

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60°C 

selama 5 menit 

 

 

- Divortex dan dimasukkan ke dalam GD 

colomn  

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14-16000 g 

selama 2 menit 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14-16000 g 

selama 30 detik 

 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14-16000 g 

selama 30 detik 

- GD colomn dipindahkan ke eppendorf steril 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14-16000 g 

selama 3menit 

- Supernatan pada tabung eppendorf  

 

 

 

Mycobacterium tuberculosis 

200 𝜇l GB buffer 

20 𝜇l proteinase K 

200 𝜇l ethanol absolut 

400 𝜇l W1 Buffer  

Produk DNA 

600 𝜇l W1 Buffer  

100 𝜇l EB (Elution Buffer) 
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Lampiran 3. Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 

 

 

 

- Dibuat PCR Mix yaitu 12,5 𝜇l Enzim Gotaq 

Green dan masing-masing 1 𝜇l primer 

forward  dan primer reserve Rv1419, 

ddH2O 5,5 𝜇l. 

 

 

 

- Dimasukkan kedalam tabung 

 

  

- Dimasukkan kedalam tabung yang telah 

berisi PCR Mix 

 

 

 

 

 

- Diamplifikasi sebanyak 30 siklus  

- Setiap siklus, predenaturasi denaturasi pada 

suhu 940C selama 10 menit, denaturasi pada 

suhu 950C selama 45 detik, annealing pada 

suhu 56,80C selama 1 menit, dan extension 

pada suhu 720C selama 1menit. 

 

 

 

 

 

 

Sampel DNA 

20 𝜇l PCR Mix 

5  𝜇l ekstrak DNA 

Amplifikasi dengan mesin 

PCR 

Produk PCR 
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Lampiran 4. Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 

 

 

 

- Komposisi Gel agarosa 2%, 2 gr serbuk 

agarosa dan 100 ml TBE Buffer dan 10 µL 

Ethidium Bromida. 

- Dituang ke cetakan gel elektroforesis. 

 

 

 

 

- Dimasukkan kedalam sumur 

  

 

-  

 

- Dimasukkan produk amplifikasi masing-

masing ke dalam sumur gel agarosa 2% 

yang terendam dalam tangki yang berisi 

buffer. 

 

 

 

- Dijalankan selama 50 menit dengan 

tegangan konstan 100 volt.  

- Gel diamati dibawah sinar UV.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumur gel agarosa 2 % dan 

larutan TBE Buffer 

Produk PCR 

5 𝜇l produk amplifikasi 

Elektroforesis 

Pita DNA 
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Lampiran 5. Lanjutan 

 

1. Bahan yang digunakan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Komposisi PCR Mix 

Enzim Gotaq green  : 12,5 L 

Primer Forward : 1      L 

Primer Reverse : 1      L 

ddH2O   : 5,5   L 

Sampel  : 5      L 

Total   : 20    L 

 

Bahan Ekstraksi Geneaid 

Nuclease-Free Water 

Marker 100 bp 

Primer (Forward dan Reverse) 
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3. Hasil BLAST Primer  

Primer Forward 

Primer Reverse 

 


