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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja

A. Skema Kerja Penelitian

Sampel sputum dari pasien MDR-
TB dan TB aktif

\ 4

Dekontaminasi sputum

\ 4

Pewarnaan Ziehl-Neelsen

\ 4

Ekstraksi DNA

\ 4

Amplifikasi Gen Rv1419 dengan
PCR

\ 4

Visualisasi hasil amplifikasi
dengan elektroforesis

1

Sequencing DNA

\ 4

Analisis bioinformatika




. Skema Kerja Dekontaminasi Sputum

Sampel Sputum

\ 4

Dipindahkan ke tabung falcon steril
Ditambahkan larutan dekontaminan (NaOH-
NALC) dengan rasio 1:1

Dihomogenkan dengan vortex dan didiamkan
selama 15 menit

Campuran sputum dan
larutan dekontaminan

\ 4

Ditambahkan PBS (Phosphate-buffered saline)
pH 6,8 hingga volume mencapai 50 mL

50 mL Larutan sputum

\ 4

Disentrifuse selama 15 menit
Bagian super natannya dibuang

Natan/presipitat sampel
sputum

\ 4

Ditambahkan PBS sebanyak 1-1,5 mL kemudian
dihomogenkan dengan vortex
Larutan dipindahkan ke tabung Eppendorf steril

Larutan sputum steril
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. Skema Kerja Pewarnaan Ziehl-Neelsen

Larutan sputum steril

\ 4

Diambil 100 pL dan dilakukan apusan (smear) di
atas object glass

Apusan dikeringkan menggunakan hotplate
Object glass dipindahkan ke rak pewarnaan

Carbol fuschin

\ 4

Dipanaskan di atas pembakar bunsen hingga
terbentuk uap

Didiamkan hingga dingin

Dibilas dengan akuades

Asam alkohol (peluruh)

\ 4

Didiamkan selama 3 menit
Dibilas dengan akuades

Methylene blue

\ 4

Didiamkan selama 30 detik
Dibilas dengan akuades dan dikeringkan

Hasil pewarnaan

\ 4

Diamati menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 100x dan 1000x

Data hasil pewarnaan
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D. Skema Kerja Ekstraksi DNA

Larutan sputum steril

* Diambil 200 pL dan dipindahkan ke tabung
4 microcentrifuge

20 uL enzim proteinase K

* Dihomogenkan menggunakan vortex
4 * Diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit

200 uL GSB Buffer

* Dihomogenkan dengan vortex
* Diinkubasi pada suhu 60°C selama 20 menit, dan

d dihomogenkan setiap interval 2 menit

200 puL etanol absolut

* Dihomogenkan selama 10 detik

* Dipindahkan ke collection tube melalui GS
column dan disentrifuse selama 1 menit

* Cairan pada collection tube dibuang dan GS

d column dipindahkan ke tabung baru

400 uL W1 buffer

¢ Disentrifuse selama 30 detik
* Cairan dalam collection tube dibuang

\ 4

600 uL wash buffer

* Disentrifuse selama 30 detik

*  GS column dipindahkan ke tabung baru dan
disentrifuse lagi selama 30 detik

*  GS column dipindahkan ke tabung eppendorf

\ 4

100 pL elution buffer yang
telah dipanaskan

¢ Didiamkan selama 3 menit
¢ Disentifuse selama 30 detik

\ 4

DNA murni
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. Skema Kerja Amplifikasi Gen Rv1419 dengan PCR

DNA murni

* Dibuat PCR Mix berisi: 25 pL enzim My taq red,
0,5 uL primer forward, 0,5 pL primer reverse, 19
uL ddH,0

» Ditambahkan 5 pL sampel DNA

* PCR mix dimasukkan ke vial PCR

\ 4

50 uL PCR mix

Dimasukkan ke dalam thermal cycler dan diatur hingga
30 siklus PCR yang terdiri dari:

* Predenaturasi selama 10 menit pada 94°C
* Denaturasi selama 45 detik pada suhu 95°C
* Annealing selama 1 menit pada suhu 56,8°C
*  Extension selama 1 menit pada suhu 72°C

\ 4

Produk PCR
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. Skema Kerja Elektroforesis

2 gram agarosa

\ 4

Dilarutkan dengan 100 mL TBE buffer untuk
membuat gel agarosa 2%

Dipanaskan dengan microwave selama 3 menit
hingga larut

10 pL Ethidium Bromida

\ 4

Dicampurkan ke dalam gel agarosa sebelum memadat

Larutan gel agarosa

\ 4

Dituang ke cetakan gel berisi sisir gel dengan
jumlah sumur 10 buah

Dibiarkan dingin dan memadat

Setalah padat, dipindahkan ke rangkaian alat
elektroforesis

8 uL Produk PCR

\ 4

Dimasukkan masing-masing ke dalam sumur
agarosa

Dimasukkan pula 5 pL marker ladder 100bp

Power supply dinyalakan dengan pengaturan
100volt selama 120 menit

Hasil elektroforesis

\ 4

Diamati dengan sinar ultraviolet menggunakan
Gel Documentation

Fragmen pita DNA
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Lampiran 2. Peta Origin antara Gen Rv1419 Primer dan dari DataBank

a. Sekuens Gen Rv1419 pada GenBank (NCBI, 2023)

EE An official website of the United States government Here's how you know v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide [Nucieotide — ~ | { Search |
Advanced Help

FASTA « Sendto: »
Change region shown =

O Whole sequence

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome b —
NCBI Reference Seguence: NC_000962.3 from: 1593505 to: 1593978

GenBank  Graphics Update View

>NC_Po@s62.3:1593505-1593975 Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome

ATGGGTGAAT TACGGTTGGTGGGCGGTGTGCTCCGGGTCCTTETCGTGGTCEGTGCGETGTTCGATGTGE

CGGTGCTARRACGCCGGTGCGECTAGTGCCGACGGCCCGETCCAGCTGARGABCCGATTGGACEATGTTTG ST -
CCTGEACGECCCGAGTAGGAGCTEETTCAGCCCGCTGETGATCAACCCCTGCAATGGEACCGACTTTCAG

CGCTGGAATCTCACCGATGACCGECAGGTCGAGAGCGTGECCT TCCCCGGGEAATGLGTGAATATCGGAA

ATGCTTTGTGEGCECGCCTECAGCCCTGTGTGAACTGGATCAGCCAGCACTBEACTGTCCAGLCCGACGG
CCTGGETCAAGAGTEATCTTGATGCCTGCCTCACEGTTCT CGELGETCCGGATCCTGEEACCTGGGTETCC Analyze this sequence =
ACCCOTGETGCGACCCCAATGLACCCGACCAACAGTBGEATAGCGTGCCGTAA Run BLAST

Pick Primers

Related information
Assembly

BioProject

Protein

b. Hasil Pemetaan Origin Primer pada Gen Rv1419

forward primer

5'-GATCGCTAGCATGGGTGRATTACGETTG-3"
ATGEEETERAATTACGEIIGETGEECGETCTGCTCCEGEEICCTTGICETGET CEETECEETEITCGATETGEE

CGETGCTARRCGCCEETGCEECTAGT GCCGACGECCCEEICCAGCTGARGAGCCEATIGEECEATGITTIC
CCTGEEACECCCCGREIGEEAGCTGETTCAGCCCECTGEIGATCARCCCCTGCARATGEEACCGACTTTCAG
CGECTGERATCTCACCGAT GACCGECAGE T CGACAGCGT GECCTTCCCCEEEEAAT GCGT GARTATCGEAL
ATGCTTTGIGEECECGECCTGCAGCCCTCTGTGRRACTGGAT CAGCCAGCACTGEACTGICCAGCCCGACGE
CCTGEET AR GAGTGATICTTGAT GCCTGCCTCACGETICTCGGLGETCCEEAT CCTGEEACCTGEETETCC

ACCCGCTGETGCGRACCCCAATGCACCCGACCARCAGTGEGATAGCGTGCCG
3" -TGEEATRAGCGTECCGCTCGAGATA -5

Eeverse primer

forward primer

5 -GATCECTAGCATGGETGARTTACGETTE-3"

reverse primer
5'-TATCTCGRAGCGGCACGCTATCCCA-3"

3" -TGEEATAGCGTGCCGCTCGAGATA-S " (Reverse Compliment)
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Lampiran 3. Komposisi Bahan

A. Komposisi Larutan Stok Dekontaminasi
Stok larutan NaOH-Sodium Sitrat:
NaOH 1 N :20 gram, 500 mL akuades
Sodium Sitrat : 14,5 gram, 500 mL akuades
Stok larutan NaOH-NALC:
NaOH-Sodium sitrat : 100 mL
Massa NALC : 1 gram
Larutan stok PBS buffer:
NaHPO4 : 300 mL (0,947%)
KH2PO4 : 200 mL (0,947%)

PBS buffer  : 500 mL (0,067 M, pH 6,8)

B. Komposisi Reagen Ekstraksi DNA
Sampel sputum :200 uL

Enzim Proteinase K : 20 uL

GSB buffer : 200 puL
Etanol absolut :200 uL
W1 buffer :400 uL
Wash buffer : 600 uL

Elusion buffer : 100 uL



C. Komposisi Larutan Stok Primer
Massa primer kering : 0,23 mg (26,1 nmol)
Volume ddH,O :261 pL
Konsentrasi stok : 100 uL (261 pL)
Pengenceran larutan stok:
VINI = VIN;
Vi1-100=100 pL - 20

Vi =20 uL — Volume ddH>O =80 uL

D. Komposisi PCR Mix

Enzim mytaq red :25 ul
Primer forward :0,5ul
Primer reverse 20,5 ul
ddH>O : 19 uL
Sampel DNA 5uL
Volume Total :25 uL
E. Komposisi Gel Agarosa

Berat agarosa : 2 gram
Volume TBE buffer : 100 mL
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

A. Dekontaminasi Sputum

B. Pewarnaan Ziehl-Neelsen
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C. Ekstraksi DNA
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