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Lampiran 1. Gen Pengkode Rpf-D pada Mycobacterium tuberculosis H37Rv

National Libr

ry of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide

FASTA =

Nuckeolide v ||

5

Advanced

Sendto: =

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome

NCBI Reference Sequence: NC_000962.3
GenBank  Graphics

>NC_BBA962.3:c2683712-2683248 Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome
ATGACACCGEGTTTGCTTACTACTGCGGEGTGCTGGCCRACCACGTGACAGET GCGCCAGGATCGTATGLA

CGGETETTCATCGARACCGCCATTETCEUGACCATGTTTGTCGCGTTGTTGEETCTGTCCACCATCAGCTC
GAAAGCCGACGACATCGATTGRGACGCCATCGCGCAATGCEAATCCAGCAECAATTGGECGGCCAACACT
GGTAACGGETTATACGGTEETCTGCAGATCAGCCAGELGACGTGGEATTCCAACGATGETGTCGEETCGL
C6GCEECCECGAGTCCCCABCAACAGATCGAGETCGLAGACAACATTATGAAAACCCAAGEC CCBEGTGL
GTGGCCGARATGTAGTTCTTATAGT CAGGGAGACGCACCGLTGEGCTCGCTCACCCACATCCTGACGTTC
CTCGCGGCCRAGACTGGAGETTET TCGAGGAGCAGGEACGATTGA
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Lampiran 2. Skema Kerja
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Isolat Mycobacterium tuberculosis 15 isolat TB RR, 10 isolat MDR TB, dan 10 isolat

TB sensitive

Isolasi dan Purifikasi DNA

Amplifikasi Gen Rpf-D dengan PCR

Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis

Sekuensing

Analisis Bioinformatika
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A. lIsolasi DNA Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

- Dipindahkan sebanyak 2 ml ke tabung berisi aquades

- Dipanaskan pada suhu 95°C selama 2 jam

20 pl Enzim Proteinase K

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit

200 ul GSB Buffer

- Divortex dan diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit

200 pl Etanol Pekat

- Divortex dan dimasukkan ke dalam GC column
- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama

1 menit

400 pyl W1 Buffer

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama
30 detik

600 ul Wash Buffer

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama
30 detik
- Dipindahkan ke tabung eppendorf

100 pl Elution Buffer

- Disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama 3

menit

DNA
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B. Amplifikasi DNA dengan PCR

Sampel DNA
- Dibuat PCR mix yang berisi: enzim MyTaq Red Mix
sebanyak 25 pl, primer forward sebanyak 1 pl, primer
reverse sebanyak 1 pl, ddH20O sebanyak 18 pl, dan
sampel DNA sebanyak 5 pl
50 pl PCR Mix

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR

5 ul Ekstrak DNA

- Dimasukkan ke dalam tabung PCR

Amplifikasi
- Diamplifikasi sebanyak 30 siklus. Setiap siklus terdiri
dari:
» Pradenaturasi pada suhu 95°C selama 4 menit
(1 siklus)

» Denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik

* Annealing pada suhu 60°C selama 30 detik

= Ekstensi pada suhu 72°C selama 30 detik

» Pasca ekstensi 72°C selama 7 menit (1 siklus)
Produk PCR
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C. Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis

Produk PCR

- Disiapkan gel agarosa 2% dengan komposisi: gel
agarose 2 gr, dan 100 ml TBE buffer

- Dipanaskan selama 2 menit

10 pl Ethium Bromida

- Dicampurkan pada cairan gel

5 yl Produk PCR

- Dicampurkan dengan 2 ul loading dye

Sumur gel agarosa 2% dan
larutan TBE Buffer

- Dimasukkan produk PCR masing-masing ke dalam

sumur gel agarosa 2% yang terendam dalam tangka
berisi TBE Buffer

Elektroforesis

- Dijalankan power supply dengan tegangan 100 volt
selama 50 menit

- Diamati gel elektroforesis di bawah sinar UV

Pita DNA
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D. Sekuensing Produk PCR

Produk PCR

Dibuat Reaction mix yang berisi: enzim MyTaq Res Mix,

primer forward dan reverse, ddH20, dan sampel DNA

Reaction Mix

Dimasukkan ke dalam tabung

Produk PCR

Dimasukkan ke dalam tabung

Sekuensing

Dipanaskan dengan suhu 90°C untuk memicu

denaturasi dan polimerisasi DNA juga terminasi

Data Sekuens

)

; A
y Am?

L ¥
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Lampiran 3. Hasil Analisis BLAST
A. Hasil BLAST Sampel Al

B. Hasil BLAST Sampel A2
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C. Hasil BLAST Sampel A4

D. Hasil BLAST Sampel A5
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E. Hasil BLAST Sampel A6

F. Hasil BLAST Sampel A7
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G. Hasil BLAST Sampel A8

H. Hasil BLAST Sampel A9
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I.  Hasil BLAST Sampel A10

J. Hasil BLAST Sampel A1l
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K. Hasil BLAST Sampel A12

L. Hasil BLAST Sampel A13
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M. Hasil BLAST Sampel B1

N. Hasil BLAST Sampel B2
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O. Hasil BLAST Sampel B3

P. Hasil BLAST Sampel B5
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Q. Hasil BLAST Sampel C1

R. Hasil BLAST Sampel C2

Optimization Software:
www.balesio.com

44



S. Hasil BLAST Sampel C3

Nukleotida Kontrol
Sequence ID: Query_93185 Length: 465 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 465 Graghics

Score Expect Identties Gaps Strand
859 bits(465) 0.0 465/465(100%) 0/465(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGACACCGGETTTGCTTACTACTGCGEGTECTCGCOGACCACGTGACAGGTGCGCCAGE 60
: lIIHIIIHlllIl|IIIIlIIllIIIIIIIIIIHIHIlIIlIIHlIIlIIIIIlI
Sbjct 1 ATGAC, ]
i i .
Sbjct 61 ATGCACGG TCGARACCGC! TCGCGACCATGTTTGTCGCGTTGTTG 128

Query 121 GGTCTGTCCACCATCAGCTCGAANGCCGACGACATCGATTGGEACGCCATCGCGCAATGC 180

sojer 121 IR USHUEAHBMUUNUHUURUHIUMY 150

Query 181 ALCGGOTTATACGETGOTCTEC 248
HlllIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIHHIHHIHIIII|II||I|IHIII|II

sbjct 181 GGTEGTCTGL 248

Query 241 AGGOGACGTGGGAT TCCAACGGTGGTGTCGGGTCGCCGECGGCCGLGAGTC 300

oree 201 WL BT

Query 301 CAACAGATCGAGGTCGCAGACAACATTATGAAAACCCAAGGCCCGGGTGLGTGECCGANA 368

DLELELCEREELELCERLELEEL LRV ELLEL PR EELEELERLELEEELEL T
sbjct 381 CAACAGATCGAGGTCGCAGACAACATTATGAAAACCCAAGGCCCGOGTECGTGGCCGARA 268

Query 361 TGTAGTTCTTGTAGTCAGEGAGAC GEGCTCGCTCACCCACATCCTGAC 420

shict 361 %Hél%M&H&&M&M&MH&EHM&MHM&MHé 420
::z Zi mnﬁﬁ?ﬁﬁl||||||||n||||n|n|nn|n|u ::

T. Hasil BLAST Sampel C4

IPDF

0
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U. Hasil BLAST Sampel C5

V. Hasil BLAST Sampel C6
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W. Hasil BLAST Sampel C7

X. Hasil BLAST Sampel C8
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Lampiran 4. Komposisi Bahan

A. Komposisi Reagen Ekstraksi DNA

Sampel Isolat : 200l
Enzim Proteinase K 2 20l

GSB buffer : 200yl
Etanol absolut 1200l
W1 buffer 2 400ul
Wash buffer 1 600ul
Elusion buffer :100ul

B. Komposisi Larutan Stok Primer
a. Primer Forward
Massa primer kering : 18,4 nmol

Volume ddH20 : 184 pl

Konsentrasi stok 1100 pul (184 pl)

Pengenceran larutan stok:
VN1 = VaN2

V1-100 =100 pl- 10

V1 =10 yl » Volume ddH.0 =90 pl

b. Primer Reverse
Massa primer kering : 20,6 nmol

Volume ddH20 : 206 ul

Konsentrasi stok 1100 pl (206 pl)

larutan stok:

V/2oN2

0 pl- 10
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D. Komposisi PCR Mix
Enzim mytaq red
Primer forward : 1 pl
Primer reverse
ddH20
Sampel DNA

Volume Total

E. Komposisi Gel Agarosa
Berat agarosa

Volume TBE buffer
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125l

1l
213 i
210yl

:50 ul

12 gram

2100 ml
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Lampiran 5.

Posisi Primer Rpf-D pada Genom Mycobacterium tuberculosis H37Rv

pepA-F (151,045 ., 151,066)

2,981,286
,980,694 ,

(4,352,993 .. 4,353,020} esxA-R-Rv3875-Davilz
(4,352,913 .. 4,352,927 ESAT-6Fwd-SbyEdic
/352,609 ., 4,352,629) ESAT-6Rev-ShyEdit
. 4,352,096) esxA-F-Rv3875-Davila

151,403 .. 151,424)
A-CZ [151688 . 151,708)
pepA-R (52,288 .. 152.30!
Ag85CRev-Rv0129c-edit (156,339 .. 156,355)
- AgESCRev-SbyEdit (156,425 .. 156,446)
_— AgBSCFwd-SbyEdit (1 s

~—  AgB5CFwd-RvD129c (1

(4,352,
(4,266,758 . 4,266, AgB5ARev-Rv3B04c

(4,265,611 ., 4,265,630} Ag85AFwd-Rv3B04c -\

il
815

———— EsxH-F-Davila (351,437 .. 351,460)
=——___ Rv0288R-Okkels (352,145 .. 352,164)
~~_ EsxH-R-Davila (252,203 .. 352,224)
~ EscGH-R-Sukkhu (352,226 . 352.242)

1,102,971 .. 1,102,985)
1,128,006 ., 1,128,025
128,250 .. 1,129,26!

329,126 .. 1,339,144)
" PPE18-C1 (1,339.529. )

PPE18-CZ (1,333,956 .
Rv1196RPref (1,340,553 .,
PPE18-R (1,340,621 . 1,340,644)

2,581,304) Rv2660c-R6-Deraz-Martinez

2,980,712) Rv2660c-F4-Perez-Martinez
PPE18-C1 (1,533,432 . 1,533,453)

2,134,767)

] rpfD_

(2,683,164 ., 2.683,182) rpfo_fw
(2,625,607 . 2,626,625) Rv1196RPref

(2,626,534 ., 2.626,557) PPE18-R

" Ag85BFwd-Rv0129c (2,134,743
fbpB-F-Davila (2,134,749 .. 2,134.76
AgB5BRev-ShyEdit (2,134,862 . 2,134,885)
Age5BFwd-ShyEdit (2,135,840 ., 2,135,8
AgeSBRev-Rv0123¢ (2,135,961 .. 2,135,980}

RIS

T TS . 2,136,032) fbpB-R-Davilz
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

A. Ekstraksi DNA
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B. Amplifikasi Gen RpfD

C. Elektroforesis
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