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KRITERIA IDENTIFIKASI YANG DIDASARKAN PADA MOL DNA/RNA :

Spesies yg sama Genus yg sama Famili yg sama

Similariti DNA > 70 % > 20-30 %

Sekuen rRNA > 98 % > 93-95 % > 89-93 %



TAHAPAN IDENTIFIKASI BAL

Isolat BAL 
Murni

Isolasi DNA PCR Sequencing 

Identifikasi 
Mikrobia 

menggunakan 
Software
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ISOLASI BAL

DNA Extraction

Isolat Murni DNA isolat
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TAHAPAN 

ISOLASI DNA 

(MANUAL 

METHOD) 1

Isolat Murni
(5 mL)

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 3 Menit)

Pembuangan supernatan

Penambahan 750 µL buffer lysis dan 20 µL proteinase dan di 
shaker kecepatan sedang 15 menit

Penambahan lysozym 40 µL dan pemanasan pada waterbath 55oC 
30 menit

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 Menit)

Pemindahan supernatan

Penambahan supernatan dengan fenol 1:1dan di shaker 10 
menit
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X

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 menit)

Pemindahan supernatan dan penambahan kloroform dingin 
dengan perbandingan 1:1 

Shaker kecepatan rendah 10 menit

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 menit)

Pengambilan layer bagian atas dan pemindahan pada 
eppendorf baru

Penambahan etanol absolut

Inkubasi suhu 20oC 1 jam

x

TAHAPAN 

ISOLASI DNA 

(MANUAL 

METHOD) 2
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X

Pemindahan pada kolom GD dengan tube

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 Menit)

Pembuangan larutan pada tube

Penambahan etanol 70% pada kolom GD

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 Menit)

Pembuangan larutan pada tube

Penambahan 50 µl TE

Sentrifugasi
(13.000 RPM, 10 Menit)

Ekstrak DNA (Tube)

TAHAPAN 

ISOLASI DNA 

(MANUAL 

METHOD) 3
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FUNGSI REAGENT
Reagent Function

Buffer Lysis

Menjaga kondisi pH selama proses 
ektraksi/isolasi DNA sehingga DNA tidak 
mengalami kerusakan akibat 
perubahan pH

Proteinase-K

Mendigest kontaminan protein serta 
mendegradassi enzim nuklease yang 
dimungkinkan ada selama proses isolasi

Lysozym
Enzim yang dapat memecah dinding 
sel dan aktif di suhu sekitar 50-55oc

Fenol
Membuka dari lipatan protein sehingga 
DNA mudah untuk terdenaturasi

Chloroform

Meningkatkan efisiensi dari fenol  
dalam denaturasi protein dan 

memberikan pemisahan yang baik 
antara fasa organik dan fasa cair dan 
DNA tetap tertahan dengan baik pada 
fasa cair



Reagent Function

Ethanol Absolute

Mengendapkan DNA dalam bentuk 
pelet (presipitasi)

Ethanol 70%

Membersihkan DNA dari debris garam
yang timbul selama proses ekstraksi dari 
buffer

TE Buffer
Melarutkan kembali DNA yang 
terpresipitasi

FUNGSI REAGENT



Reference : 

https://geneticeducation.co.in/phenol-

chloroform-dna-extraction-basics-preparation-

of-chemicals-and-protocol/

https://geneticeducation.co.in/phenol-chloroform-dna-extraction-basics-preparation-of-chemicals-and-protocol/


PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

Tahapan Suhu Waktu

Predenaturasi 96oC 4 Menit

Denaturasi 94oC 1 Menit

Annealing 51,5oC 1 Menit 30 detik

Extension 68oC 8 Menit

Last extention 68oC 10 Menit

Reagent Jumlah

Nuclease Free Water 9,5 uL

Mix PCR (Biolane HS) 12,5 uL

Primer 27F 1 uL

Primer 1492R 1 uL

DNA Template 1 uL

Total 25 uL

30x

• Proses penggandaan 
(copy) fragmen DNA 
spesifik.

• Terdiri atas beberapa 
tahap :
• Predenaturasi

• Denaturasi 

• Annealing

• Extension

• Last extension
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DNA SEQUENCING

• Setelah DNA si duplikasi menggunkana  PCR DNA akan di 
sequencing pada alat DNA Sequencer.

• Pada tahap ini sampel diserahkan kepada teknisi di LPPT-
UGM
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IDENTIFIKASI BAL

 Untuk melakukan identifikasi molekuler mikrobia dapat menggunakan beberapa 

software. Pada penjelasan ini menggunakan program DNA Baser Assembler dan 

MEGA X. Untuk database menggunakan web NCBI-BLAST.
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IDENTIFIKASI BAL

 Setelah proses 

sequencing akan 

didapatkan data 

urutan genom dari 

isolat terpilih dalam 
bentuk file. Untuk 

mengolah file 

tersebut 

menggunakan 
program DNA Baser 

Assembler
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DNA BASER

 Program tersebut untuk 

melakukan contig yaitu 

mengedit dengan cara 

memotong urutan genom 

File hasil sequencing 

forward dan reverse 

dilakukan proses 

assembly.

 Contoh pada file isolat 4 
(4F dan 4R) 
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DNA BASER

 Contoh hasil contig menggunakan DNA Baser Assembler

 File yang disimpan berupa fasta file (.fasta)
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BLAST (BASIC LOCAL ALIGNMENT 

SEARCH TOOLS)

 Merupakan web based database yang menyimpan database 
mikrobia di seluruh dunia.
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• Untuk proses BLAST 
digunakan option 
Nucleotide BLAST

• Digunakan File 
fasta dari hasil 
Contig untuk 
memasukkan 
sequence yang 
akan di BLAST
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 Contoh hasil Blast pada isolat no 4
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• Cari isolat yang 
memiliki query 
cover 100% 
atau mendekati 
100%

• Klik bagian 
Acsession 
number untuk 
membuka 
informasi 
mengenai isolat 
tersebut
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• Pada bagian 
“send to” klik dan 
pilih file lau pilih 
format fasta lalu 
download/send 
file

• File tersebut 
digunakan dalam 
proses elanjutnya 
menggunakan 
program MEGA X

• Pilih setidaknya 5-
6 database yang 
mirip (query 
mendekati 100%)
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MEGA (MOLECULAR EVOLUTIONARY GENETIC 

ANALYSIS) 

• Tahapan 
selanjutnya 
menggunakan 
software MEGA 
(Molecular 
Evolutionary 
Genetic Analysis). 
Di sini digunakan 
MEGA versi 10 
(MEGA X)
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• Untuk membuat 
pohon filogeni 
dilakukan 
pengaturan 
sequences agar 
sequence 
menjadi teratur

• Tahapan 
pertaman dapat 
dilihat dari slide 

1

2

3
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 Masukkan semua 

sequence yang telah 

di unduh dari BLAST 

dan sequence isolat 4 

(Fasta File)

4
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• Masukkan 
semua 
sequence yang 
telah di unduh 
dari BLAST dan 
sequence isolat 
4 (Fasta File)

• Highlight semua 
sequence lalu 
pilih alignment –
align by 
ClustalW

5
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• Sequence yang 
sudah di align di 
simpan dalam 
format mega 
untuk 
pembuatan 
pohon filogeni

• File disimpan 
dalam file 
berekstensi .meg
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 Untuk pembuatan 

pohon filogeni 

menggunakan 

menu phylogeny –

construct/test 

neighbor joining 

tree

 Lalu pilih file mega 

yang sudah 

disimpan tadi
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• Untuk 
preferences 
mengikuti 
option sepeti 
gambar di 
samping

PNH & ESR - PSPG UGM



 Contoh hasil 
pembuatan pohon 

filogeni
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SEQUENCE SIMILARITY

PNH & ESR - PSPG UGM

1

2 Untuk mengetahui tingkat 
kemiripan antara strain isolat 

dengan isolat lain dapat 

menggunakan distances 

menu

 Dari menu distances pilih 

compute pairwise distance

 Gunakan file hasil align 

(.meg)
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SEQUENCE SIMILARITY

 Preferensi dalam model 

penghitungan tingkat similarity 

seperti ditunjukkan dalam gambar
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SEQUENCE SIMILARITY

 Hasil kalkulasi akan ditunjukkan seperti tabel di bawah
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Strain Related Species Name Acc. No Identity
Identification by 

16S rRNA Gene

Isolat 4

Enterococcus faecium TW5-3 KJ026572 99,86%

Enterococcus faecium 
group

Enterococcus faecium D1 KJ702551 99,93%

Enterococcus faecium CAU9113 MF424050 99,86%

Enterococcus faecium CAU 3862 MF 429683 99,86%

Enterococcus faecium 7-10 KJ702545 99,86%

 Hasil identifikasi isolat 4 adalah sebagai berikut :


