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LAMPIRAN I 
 

SKEMA KERJA 
 
 

Sampel darah 
 
 

Teknik Kultur 
 
 

Identifikasi Salmonella typhi  
 
 

Metode Disc Diffusion  
 
 

Uji sensitifitas Salmonella typhi  
 
 
 
 
 
 

                     Resisten                                                        Sensitif 
 
 
       Ekstraksi DNA (Teknik Boom)                    Ekstraksi DNA (Teknik Boom) 
 
 
       Amplifikasi DNA (mesin PCR)                    Amplifikasi DNA (mesin PCR) 
 
 
       Restriksi DNA (metode RFLP)                   Restriksi DNA (metode RFLP)  
 
 
                  Elektroforesis                                              Elektroforesis  
 
 
                       Hasil    - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ---Hasil
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LAMPIRAN 2 
 
 

 
Deteksi  Salmonella typhi  dengan Teknik Kultur  

 
 

Spesimen Darah 
 
 

Media transport : Oxbile 1:3 
(Inkubasi 370C selama 18-24 jam) 

 
                           
 

Media Salmonella Shigella Agar (SS) 
(Inkubasi 370C selama 18-24 jam) 

 
 
 
 

Tes Biokimia 
    TSI, SIM, M R, V P,Citra, Urea, Phenylalanin diaminase,  

Lysine decarboxylase, Arginin dihydrolase, Ornithine decarboxylase, 
KH, OF, Oksidase, Katalase  

 
 
 

           Identifikasi Salmonella typhi  
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LAMPIRAN 3 
 
 

Skema Pengujian Disc Diffusion 
 

Inokulum Bakteri Salmonella Typhi 
 
 
 

Suspensi Bakteri 
Sesuai Standar Mc Farland 0,5 

 
 
 

Diusapkan pada permukaan Mueller Hinton Agar 
Biarkan 5 menit 

 
 
 

Kertas Cakram mengandung Ciprofloksasin diletakkan 
di atas permukaan agar  

 
 

 
Didiamkan 15 menit lalau inkubasi terbalik 

Selama 20 jam suhu 35 – 370C 
 
 
 

Diukur zona hambatan 
 
 
 
 
 
                          SENSITIF                                       RESISTEN 
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LAMPIRAN 4 
 

 
Isolasi DNA Salmonella typhi dengan Metode Boom 

 
100 µl Sampel + 900 µl Buffer L6 

(di rotated selama 24 jam) 
 
 

Endapan + 20 µl suspensi Celite  
(di rotated, 100 rpm selama 10 menit) 

 
Campuran disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik 

 
Endapan + 1 ml Buffer L2 (proses dua kali) 

(di shaker 15 detik, disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik) 
 
 

Endapan + 1 ml Etanol 70% (proses dua kali) 
(di shaker 15 detik, disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik) 

 
 

Endapan + 1 ml Aseton 
(di shaker 15 detik, disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik ) 

 
Endapan dikeringkan dalam inkubator 560C, 10 menit 

 
 

Diatom + 60 µl Buffer TE 
(di shaker 1 menit, diinkubasi dalam inkubator 560C, 10 detik 

 
Disentrifugasi 12.000 rpm, 30 detik 

 
50-60 µl supernatant 

Dipindahkan ke tabung eppendorf baru  
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LAMPIRAN 5 
Proses Amplifikasi PCR-RFLP 

 
PCR MIX 

(2,5 µl 10 x PCR Buffer; 2 µl dNTP; 0,2 µl Taq Polymerase;  
0,1 µl Primer Par E Forward; 0,1 µl Primer Par E Reverse;  

15,1 µl RNAse free water) 
 
 
 

20 PCR MIX + 2,5 µl DNA hasil ekstraksi 
 
 
 

Tube dimasukkan dalam mesin PCR dan diamplifikasi 40 siklus 
Dengan pengaturan (suhu denaturasi 940C, 1 menit 30 detik;  

suhu annealing 550C, 1 menit 45 detik; suhu extension 720C, 1 menit 30 
detik) 

dilanjutkan inkubasi 720C selama 24 jam 
 
 

DNA hasil amplifikasi 
 
 
 

PCR Produk + 0,2 µl Loading Buffer        10 µl PCR  Produk + 0,2 µl enzim  
restriksi Hinf I 

 
 
 

           Dielektroforesis                                 Tube DNA diinkubasi dalam mesin 
PCR suhu 370C selama 24 jam 

                  (Metode PCR-RLFP) 
 

                  
        PCR Produk + 0,2 µl Loading Buffer               
 
 
                     Dielektroforesis 
 
 

                                                      Hasil 


