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Lampiran 1. Skema Kerja Kultur Darah

Sampel darah

y

Medium Enrichment
(3 ml darah + 9 ml Ox Bile Broth)

y

Inkubasi 37°C, 18-24 jam

y

Medium selektif
(1 ml dari medium pengaya + 15 ml SSA)

y

Inkubasi 37°C, 18-24 jam

y

Dugaan koloni S.typhi

y

Uji Biokimia (Uji IMVIC + TSIA)
(1 ose koloni + SIM + MR-VP + SCA + TSIA

y

Inkubasi 37°C, 18-24 jam

y

Identifikasi koloni S.typhi




Lampiran 2. Alur Kerja Penelitian

Penderita Demam Tifoid

Orang normal

A

A

Kultur darah sampel darah
\
Tes dipstik
A
Pengamatan
intensitas warna
A
v
5 Analisis Data <

Ekstraksi DNA

RFLP-PCR

Elektroforesis gel

Pengamatan




Lampiran 3. Skema Kerja Ekstraksi DNA

100 pL sampel + 900 pL Buffer L6
(dihomogenkan, dirotasi semalam posisi tidur)

!

Endapan + 20 pL suspensi Celite
(dirotasi dengan grytory shaker selama 30 menit)

)

Campuran disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik

y

Endapan + 500 pul buffer L2 (2X)
(vortex disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik)

!

Endapan + 1 ml Etanol 70% (2X)
(dihomogenkan, disentrifugasi 12.000 rpm, 15 detik)

:

Endapan + 1 ml Aseton
(dihomogenkan, disentrifugasi 12.000 rpm, 30 detik)

!

Endapan diinkubasi dalam oven 65° C, sampai kering

!

Endapan + Buffer TE 90 pL
(divortex hingga homogenper sampel)

y

Diinkubasi dalam oven 65 °C, 10 menit (tube tertutup)

l

Disentrifugasi 12.000 rpm, 30 detik

:

50 pL supernatan, dipindahkan ke tabung vial baru
Supernatan, dipindahkan ke tabung pertama




Lampiran 4. Skema KerjaTes D

ipstik

Dibiarkan 30 menit

, dihomogenkan

A

250 pl Vial B dim

mikrotube

asukkan ke dim

A

Diambil 5

penderita, dihomogenkan

pl + serum

A

Kertas dipstik dimasukkan ke
dalam Vial C (aquades), + 1 menit

A

Kertas dipstik dimasukkan ke dalam mikrotube
campuran reaksi deteksi dan serum darah

A

Diinkubasi

selama 3 jam

A

Kertas dipsti
mengalir

k dicuci pada air
, dikeringkan

A

Pengamatan

Intensitas warna




Lampiran 5. Skema Kerja RFLP-PCR

PCR

|

PCR mix :
2,5 ul 10X buffer PCR +0,5 pl 10X Ex Taq Polimerase + 2 ul
MgCl+ 1 pldNTPs + 1 pl Primer For + 1 pl Primer Rev +2,5
pl Sampel ekstraksi DNA + 13 pl HO

Amplifikasi 35 siklus
- Denaturasi 94 °C 45 detik
- Annealing 57 °C 45 detik
- Elongasi 72°C 45 detik

A

Hold 4°C, 24 jam

Produk PCR

\

PCR-RFLP
(campuran 4 ul DNA hasil PCR + 16 pl campuran enzim restriksi terdiri
dari : 0,5 enzim restriksi Ava Il dan 0,5 pl NEB buffer serta 7 pl
aquades. Campuran diiinkubasi pada suhu 37°C, 1x24 jam diruangan)

Elektroforesis gel agarose

Pengamatan pada UV
Transilluminator




Lampiran 6. Sequence Nukleotida Gen NRAMP-1, Posisi Primer dan
Letak Pemotongan oleh Enzim Restriksi

(Sumber. Marquet,S., Lepage,P., Hudson,T., Musser,J.M. and Schurr,E.,
2000. from NCBI)
ORIGIN

17701 attattccat tttacagatg ggaaaactga tgcactcagt taagttacta gtggcagggc
17761 ttggattcaa accgaagcaa cctggtgcca gagcccccaa acactttctc ctgectttgga
17821 gcccacaacc tgataaggca ggagacgggg aagtaggctc agtgtggtta gggcagttga
17881 gctcacaccc acacagaggg tgtcaagcca cgcccatctt gcccccacce ttgccatatt
17941 ctgaggcaga attcctcagc ctaggctcct gctgctctcc ccagctcecg ttcgecgtge
18001 tgcccatcct cacgttcacc agcatgccca ccctcatgca ggagtttgec aatggectgt
18061 gagtaccccc tttcccaagt gctggattgc atcaccacat ttcatcctca cagccaccca
18121 gaggtacgag ctacaattct ccccattatc ccaatgaagc cacagaggct gagagaggtt
18181 aagggactta cccaggttca cacagctagc aagttgagga gccaagactg gaatccaggg
18241 aagagggctg tttctagagc ctgagcgcct cactctcgcc tcagactcag ctcttgccaa
18301 atcccgccag tgtgtagcct ggagggccca ggaggcagga ggtggggagg gggtctgtct
18361 gctccaggtc ccacagacca gagaagcggc ctcagtgtat ccccaccccec agtgtgggeg
18421 ctgggagatg aagaggagtt gatgcaggtg ggccagcagc aaccagccag tcctgagcect
18481 ctctcgtgtc ccccaggectg aacaaggtcg tcacctcttc catcatggtg ctagtctgeg
18541 ccatcaacct ctacttcgtg gtcagctatc tgcccagect gecccaccct gectacttceg
18601 gccttgcagc cttgectggcc gcagecctacc tgggectcag cacctacctg gtacagtagg
18661 gccaggggat gccttgggaa tggatgaggg aaggacaaga ggcaaccaat ggggagggtt
Primer F (D543N)
18721 tggggggaca caatggggct tccccagagg tcttggcatc tccccaattc atggttgecc
18781 ctccecccagg tctggacctg ttgccttgec cacggageca cctttctgge ccacagetcce
18841 caccaccact tcctgtatgg gctccttgaa gaggaccaga aaggggagac ctctggctag
Daerah Pemotongan  Ava Il
18901 gcccacacca gct gggagtggca tgtatgacgt gactggcctg ctggatgtgg
18961 agggggcgcg tgcaggcage aggatagagt gggacagttc ctgagaccag ccaacctggg
Primer R (D543N) 5 -aactgtcccactctatectg
19021 ggctttaggg acctgctgtt tcctagcgca gccatgtgat taccctctgg gtctcagtgt
19081 cctcatctgt aaaatggaga caccaccacc cttgccatgg aggttaagca ctttaacaca
19141 gtgtctggca cttgggacaa aaacaaacaa acgaaaaaca tttcaaaagg tatttattga
19201 gcacctgcag gcgtgacctg acagcccaag ggtgggtggg gtgagggett gaggacttgg
19261 gcgggacaca ggctccaaac tggagcttga aatagtgtct gatgaatgtt aaattatcta
19321 tctatctatt tatttattta tttgagacag ggaaagggtc tccctctgtt gccaaggctg
19381 gagtgcagtg gcgcaatctt aactcattgc aacctccacc ttctgggttc aagcgattct
19441 ctttattcag ccccgggagt ggcgegegec accacgecca gctaatttgt gtattttcag
19501 cagagacggg gtttgccatg ctggccaggc tggtctcgaa ctgctggatt caagtgatcc
19561 gcccatctcc gtctcccaaa gtgctgggaa ttacaggcgt gagccaccaa acccggectg
19621 attaaagtta aataaatact agttcccttc tcgtccaaag gagcagggaa tgggaaccgg
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Lampiran 7. Foto Hasil Kultur darah deteksi S. typhi pada medium
SSA




Lampiran 8. Foto Hasil Uji Biokimia




Lampiran 9. Foto Hasil Tes Dipstik pada Sampel Penderita Demam
Tifoid




Lanjutan Lampiran 9.




Lampiran 10
Data Dasar Penderita Demam Tifoid

NO UMUR SEX LAMA DEMAM | NO.DARAH HASIL KULTUR HASIL DIPSTIK SUMBER
B1 42 M 7 B1660 POSITIF +4 UPG
B2 14 M 6 B1382 POSITIF +4 RS.Daya
B3 16 F 6 B1492 POSITIF +1 RSWS
B4 13 F 4 B1464 POSITIF +2 UPG
B5 34 M 6 B1385 POSITIF +3 RS.Daya
B6 42 M 4 B0931 POSITIF +1 UPG
B7 44 F 5 B1426 POSITIF +4 RS.Daya
B8 19 F 7 B1314 POSITIF +3 UPG
B9 24 M 4 B1381 POSITIF +3 RS.Daya
B10 18 F 8 B1312 POSITIF +2 KASSI
B11 47 M 7 B0925 POSITIF +2 RS.Daya
B12 33 F 6 B1644 POSITIF +4 UPG
B13 52 F 7 B1367 POSITIF +1 RSWS
B14 41 M 5 B1353 POSITIF +1 RS.Daya
B15 31 M 8 B1659 POSITIF +2 UPG
B16 20 M 9 B1364 POSITIF +4 RSWS
B17 32 M 6 B1612 POSITIF +3 RSWS
B18 56 F 5 B1303 POSITIF +4 KASSI
B19 27 M 6 B1681 POSITIF +3 RSWS
B20 45 F 7 B1311 POSITIF +7 GOWA
B21 53 F 7 B1330 POSITIF +1 RSWS
B22 45 M 5 B1610 POSITIF +2 KASSI
B23 28 F 8 B1401 POSITIF +3 RS.Daya
B24 21 M 6 B1408 POSITIF +2 UPG
POSITIF
B25 32 M 6 B1427 +2 RSWS

Keterangan: F = Perempuan; M= Laki-laki, UPG = Ujung Pandang, RSWA = RS.Wahidin Sudirohusodo



Lampiran 11

Data Dasar Orang Normal

NO | UMUR | SEX LAMA DEMAM NO.DARAH HASIL KULTUR HASIL DIPSTIK SUMBER
Al 31 M ND A0380 ND NEGATIF DTD
A2 18 = ND A0413 ND NEGATIF DTD
A3 21 M ND A0484 ND NEGATIF DTD
Ad 41 M ND AO412 ND NEGATIF DTD
A5 35 F ND A0414 ND NEGATIF DTD
A6 52 F ND A0389 ND NEGATIF DTD
A7 45 M ND A0499 ND NEGATIF DTD
A8 57 M ND A0469 ND NEGATIF DTD
A9 45 F ND A0376 ND NEGATIF DTD

A10 50 = ND 20410 ND NEGATIF DTD

All 42 F ND A0388 ND NEGATIF DTD

A12 35 F ND A0387 ND NEGATIF DTD

Al3 18 M ND A2369 ND NEGATIF DTD

Al4 24 = ND A0400 ND NEGATIF DTD

Al5 45 F ND A0403 ND NEGATIF DTD

Al6 47 M ND A1606 ND NEGATIF DTD

Al7 57 = ND AO0375 ND NEGATIF DTD

A18 32 M ND A0402 ND NEGATIF DTD

A19 57 M ND AO415 ND NEGATIF DTD

A20 45 M ND A0496 ND NEGATIF DTD

A21 50 M ND A0411 ND NEGATIF DTD

A22 42 F ND A2317 ND NEGATIF DTD

A23 35 M ND A2247 ND NEGATIF DTD

A24 42 F ND A2260 ND NEGATIF DTD

A25 50 F ND A2738 ND NEGATIF DTD

Keterangan: F = Perempuan, M = Laki-laki, ND = tidak demam, DTD = Dinas Transfusi Darah




