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LAMPIRAN-LAMPIRAN 
 
 

Lampiran 1. Prosedur Kerja 
 

Prosedur Pemeriksaan ESBL Multipleks PCR Gen SHV,TEM,CTX  
Bakteri E.coli  

 
 

Refrensi Jurnal  

 GH Miraalami, M.Parvis ( Sep 2015 ) 

Evaluation of Antibiotic ESBL Gene E.coli Isolat of Urinary 

 Nashwa M.Alkasaby and Maysa ( 2017 ) 

Moleculer Study of A.baumani Isolates For Metallo-B-Laktamase 

and ESBL Gene in intensive care unit 

 

1. Alat : 

Alat 

 Mesin PCR ( Biorad ) 

 Gel DOC 

 Mesin Elektroforesis 

 Sentrifuge 

 Waterbath 

 Laminal Flow 

 BSCTipeII 

 Mikropipet (1000 μl,100 μl,20 μl l,10 μl) 

 Cetakan Agarosa 

 Tips (1000 μl,100 μl,20 μl,10 μl) 

 Tabung efendorf 

 Tabung PCR 

 Erlenmeyer 

 Gelas Ukur 
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Bahan  

 Sampel  

 Primer  

Bla – SHV SE : ATGCGTTATATTCGCCGTTG 

Bla – SHV AS : TGCTTTGTTATTCGGGCCAA , Target band 753 bp 

TEM – 164 SE : TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 

TEM – 164 AS : ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT, Target band 445 bp 

CTX-M-U1 : ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGC 

CTX-M-U2 : TGGGTAAAGTAAGTGACCAGAATCAGCGG, Target band 593 bp 

 Enzim PCR ( Go Taq Green ), 

 RNAse Free water, 

 Agarosa, 

 Ethidium Bromida, 

 TBE 0,5 

 Loading Dey, 

 DNA Leader / Marker ( 100 bp ) 

 

Prosedur Kerja 

A. Ekstraksi DNA  

 Preparasi Sampel  

Dalam tabung ependorf, membuat suspensi (bakteri MacFarland 

0,5 - 1) dan sentrifugasi pada 300 x g selama 5 menit. 

Tambahkan 200 μl PBS dan 20 μl campuran Proteinase K, 

buang supernatan. 

 Cell Lysis 

Masukkan 200 μl GSB Buffer, lalu inkubasi selama 20 menit 

pada suhu 60°C, putar campuran setiap 5 menit. 

 DNA Binding 

Vortex 200 μl etanol selama sepuluh detik. Tempatkan tabung 

koleksi 2 ml ke dalam Kolom GS. Buang cairan dalam tabung 
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pengumpul setelah disentrifugasi pada 14.000-16.000 rpm 

selama 1 menit. 

 Wash 

Tambahkan 400 μl Buffer W1 dan sentrifugasi selama 30 detik 

pada 14.000-16.000 rpm. Tambahkan 600 ul Wash Buffer dan 

buang cairan dalam tabung pengumpul. Sentrifus selama 30 

detik pada 14.000-16.000 rpm. Ganti tabung pengumpul dan 

sentrifugasi selama tiga menit pada 14.000-16.000 rpm. 

 Elution 

Setelah memindahkan Kolom GS ke tabung Ependorf steril, 

hangatkan 100 ul Buffer Elusi terlebih dahulu. Sentrifus selama 

30 detik pada 14.000-16.000 rpm. 

 Buang GS Column 

Cairan dalam tabung Ependorf adalah produk DNA yang 

dipersiapkan untuk PCR. 

b)    Mix PCR  

Go Taq Master Mix  : 12,5 μl 

Primer Bla – SHV SE : 0.5 μl 

Primer Bla – SHV AS : 0,5 μl 

Primer TEM – 164 SE : 0,5 μl 

Primer TEM – 164 AE : 0,5 μl 

Primer CTX – M – U1 : 0,5 μl 

Primer CTX – M – U1 : 0,5 μl 

Nuclesa Free Water : 4,5 μl 

DNA Sampel   : 5,0 μl 

Total    :  25 μl 

c) Running PCR  

 Cycle 1 sebanyak 1x selama 15 detik pada suhu 95 °C (pra-

denaturasi) 

 Cycle 2 (total 35 siklus). 
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-   Langkah 1: Proses Denaturasi; Suhu: 94 °C selama 30 

detik 

-    Langkah 2: Proses Anil: Suhu 61 °C selama 40 detik 

- Langkah 3: 72°C selama dua menit (prosedur 

perpanjangan) 

 Cycle 3 sebanyak satu siklus suhu 72°C selama sepuluh 

menit (Final Extension). 

d) Gel Elektroforesis 

1. Buat gel 

 Untuk membuat larutan agarosa 2%, timbang 2 gram agarosa 

dan larutkan dalam 100 mililiter TBE Buffer 0,5x. 

  Setelah memanaskan kombinasi agarosa dan TBE Buffer 

0,5x hingga larut, biarkan agak dingin, lalu tambahkan 5μl 

etidium bromida. 

 Cetakan diisi dengan larutan agarosa, yang kemudian 

dibiarkan membeku. 

2. Pembuatan DNA Marker 

 Untuk membuat marker, 25 µl DNA tangga 100 bp 

ditambahkan ke dalam tabung yang berisi 1 ml Blue Juice 

Loading Dye. 

 Tabung laber diganti dengan penanda. 

3. Persiapan Running Elektroforesis 

 Setelah direndam dalam larutan TBE 0,5x, gel yang telah 

dibekukan dimasukkan ke dalam elektroforesis. 

 Sebanyak 8 μl amplicon PCR (Kontrol Positif, Kontrol 

Negatif, sampel) dan 2 μl Blue Juice Loading Dye (tanpa 

marker) digabungkan dan ditambahkan ke dalam sumur gel 

untuk membuat total 10 μl. 

 Masukkan 10 μl DNA leader 100 bp ke dalam sumur di 

sebelah kontrol positif di lubang pertama. 
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4. Running Elektroforesis 

 Elektroforesis dimulai, dijalankan selama 60 menit pada 

100 A, dan dijalankan dari muatan negatif (katoda) ke 

muatan positif (anoda). 

 Lihat pita yang terbentuk setelah elektroforesis. Hasil 

positif diindikasikan jika pita sejajar dengan kontrol positif. 

5. Prosedur Kerja Gel Doc 

Ada empat langkah yang terlibat dalam menggunakan alat 

bantu Gel Doc: (1) menyalakan alat gel doc; (2) 

menyesuaikan posisi gel; (3) mengatur gambar; dan (4) 

menyimpan dan mencetak gambar. 
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Lampiran 2. Tabel hasil pemeriksaan gen dari isolat  E.coli  
 
 
 

No 
Kode 

Sampel 
Kode 
Lab 

Hasil Pemeriksaan Lab 

Genotipe 

bla - SHV 
bla- 
TEM 

bla – 
CTX-M 

1 6 RE.1 Negatif Negatif Negatif 

2 7 RE.2 Positif Negatif Negatif 

3 8 RE.3 Positif Negatif Negatif 

4 9 RE.4 Negatif Negatif Negatif 

5 12 RE.5 Negatif Negatif Negatif 

6 27 RE.6 Negatif Negatif Negatif 

7 29 RE.7 Negatif Negatif Negatif 

8 39 RE.8 Positif Negatif Negatif 

9 40 RE.9 Negatif Negatif Negatif 

10 43 RE.10 Positif Negatif Negatif 

11 57 RE.11 Negatif Negatif Negatif 

12 58 RE.12 Positif Negatif Negatif 

13 65 RE.13 Positif Negatif Negatif 

14 70 RE.14 Positif Negatif Negatif 

15 84 RE.15 Negatif Negatif Negatif 

16 88 RE.16 Negatif Negatif Negatif 

17 104 RE.17 Negatif Negatif Negatif 

18 105 RE.18 Positif Negatif Negatif 

19 114 RE.19 Negatif Negatif Negatif 

20 122 RE.20 Negatif Negatif Negatif 

21 123 RE.21 Positif Positif Negatif 

22 129 RE.22 Positif Positif Negatif 

23 130 RE.23 Negatif Negatif Negatif 

24 131 RE.24 Negatif Negatif Negatif 

25 134 RE.25 Negatif Negatif Negatif 

26 135 RE.26 Negatif Negatif Negatif 

27 139 RE.27 Negatif Negatif Negatif 

28 144 RE.28 Negatif Negatif Negatif 

29 145 RE.29 Negatif Negatif Negatif 

30 150 RE.30 Negatif Negatif Negatif 

31 157 RE.31 Negatif Negatif Negatif 
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No 
Kode 

Sampel 
Kode 
Lab 

Hasil Pemeriksaan Lab 

Genotipe 

bla - SHV 
bla- 
TEM 

bla – 
CTX-M 

32 160 RE.32 Negatif Negatif Negatif 

33 164 RE.33 Negatif Negatif Negatif 

34 176 RE.34 Positif Negatif Negatif 

35 177 RE.35 Positif Negatif Negatif 

36 67 RE.36 Negatif Negatif Negatif 

37 73 RE.37 Negatif Negatif Negatif 
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Lampiran 3.  Rekomendasi Persetujuan Etik 
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Lampiran 3.  Permohonan Izin Etik Penelitian 

 


