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RINGKASAN

Pada bulan Desember 2019 wabah dari sindrom pernafasan akut SARS-CoV -
2 menyebabkan penyakit Coronavirus 2019 (Covid-19) terdeteks di Wuhan,
China. Virus SARS-CoV-2 merupakan RNA virus untai tunggal yang tidak
bersegmentasi dengan Panjang < 32 kb. Coronavirus menyebar melalui manusia,
mamalia, dan burung yang menyebabkan penyakit pernafasan, enterik hati dan
neurologis [3]. Penyebaran virus yang sangat cepat, membuat World Health
Organization (WHQO) menetapkan masalah ini sebagai pandemi global, termasuk
di Indonesia. Jawa Tengah merupakan Provins dengan kasus Covid-19 terbanyak
di Indonesia. Peningkatan jumlah kasus yang cukup signifikan perlu dilakukan
detekss SARS-CoV-2 yang cepat dan akurat untuk penemuan awal, pengobatan
dan memutus penularan virus SARS-CoV-2. Analisis Whole Genome Sequencing
(WGS) dapat digunakan untuk mengidentifikasi jalur transmisi patogen dengan
cepat dan akurat. MiSeq |llumina adalah salah satu instrumen yang sequencing by
synthesis (SBS) dan dapat menghasilkan 90% sekuensing data. Keberadaan
beberapa varian genetik SARS-CoV-2 dalam populass yang sama dapat
menjelaskan tingkat keparahan pasien Covid-19. Penelitian ilmiah tentang studi
sekuensing genom dari SARS-CoV-2 yang menginfeksi di Kota Semarang masih
sedikit diteliti, perbedaan karateristik dan sifat virus yang berada di Kota
Semarang berbeda dengan kota lainnya, karena adanya perbedaan demografi dan
mobilitas. Hal ini mendorong peneliti melakukan penelitian tentang analisis
mutasi pada RNA SARS-CoV-2 di Kota Semarang, Jawa Tengah. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pola mutasi sekuen genom SARS-CoV-2,
menganalisis varian SARS-CoV-2 yang menginfeksi pasien Covid-19 di Kota
Semarang serta menganalisis filogenetik dan mengetahui posisi kelompok SARS-
CoV-2 yang berada di Kota Semarang.

Jenis pendlitian yang dilakukan adalah penelitian eksplorasi pada SARS-
CoV-2 untuk menganalisa varian dan mutasi. Sampel yang digunakan dalam
penelitian berupa cairan alantois yang diambil dari pasien dengan gejala infeksi
SARS-CoV-2. Penegakan diagnosis SARS-CoV-2 menggunakan metode Real-
Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Sampel virus dikumpulkan di
RSUD K.M.R.T Wongsonegoro Kota Semarang selama kurun waktu Agustus
2021. Sampel positif lalu dilakukan analisis Whole Genom Sequencing dan
dianalisis di Laboratorium CoViD-19 Fakultas Kedokteran, Kesehatan
Masyarakat, dan Keperawatan, Universitas Ggjah Mada Yogyakarta. Pada
penelitian ini dari masing-masing sampel pada target gen RdRP dan gen E
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memiliki Ct value dibawah < 36 sehigga semua sampel dinyatakan terkonfirmasi
CoViD-19 dan dilanjutkan analisis whole genome sequencing.

Berdasarkan analisis mutasi pada sampel yang telah telah disgjgjarkan dengan
genom virus referensi Wuhan (NC_045512), maka didapatkan mutasi pada daerah
ORF1ab yaitu pada NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP9, NSP11, NSP13,
NSP14, NSP16, GEN S, ORF3a, GEN M, ORF7ab, GEN N dan ORF 10. Virus
SARS-CoV-2 merupakan virus RNA yang memiliki lgju mutasi yang tinggi.
Mutasi yang telah ditemukan pada beberapa studi didapatkan pada NSP, protein
Soike, gen M, N dan RARP. Peranan NSP dalam patogenesis virus dan target yang
dapat digunakan untuk penargetan obat antivirus dan sintesis vaksin [38]. Adanya
mutas pada virus SARS-CoV-2 menginisias terjadinya perubahan pada basa
nitrogen. Perubahan basa nitrogen yang dominan terjadi pada sampel penelitian
adalah perubahan basa nitrogen C ke T. Perubahan basa nitrogen ini
mengakibatkan virus SARS-CoV-2 menjadi karakteristik penularan baru pada
manusia. Adanya perubahan basa nukleotida akan berpengaruh pada perubahan
asam amino. Perubahan asam amino yang mendominasi di wilayah protein NSP3.
Hal ini menjadikan varian Delta memiliki penyebaran yang sangat luas [41]. Pola
mutas dianalisis menggunakan Single Nucleotida Polymorphism (SNP) dan
didapatkan jenis mutasi terdiri dari delesi, SNP, missense dan silent. Mutasi
diinisiasi oleh perubahan materi genetik dan bersifat mewarisi keturunannya.
Varian virus SARS-CoV-2 dianadisis menggunakan Pangolin verss 3.3.14
didapatkan hasil bahwa seluruh sampel merupakan varian Delta (B.1.617.2).
Analisis filogenetik dilakukan dengan menggunakan kumpulan data dari 28
genom virus SARS-CoV-2 di Indonesia dan dari negara lainnya bersumber dari
GISAID (www.gisaid.org) dengan panjang nukleotida 29.903 serta referens
genom beracuan pada sekuen virus SARS-CoV-2 Wuhan (NC_045512.2).
Berdasarkan analisis varian ke 8 sampel yang diperiksa merupakan varian Delta
(B.1.617.2). Varian Delta terjadi penurunan netralisasi virus oleh serum [45].
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh simpulan bahwa pola mutasi sekuen genom
virus SARS-CoV-2 di Kota Semarang terjadi pada protein Spike, NSP3 dan
NSP2, varian virus SARS-CoV-2 yang menginfeksi pasien Covid-19 di Kota
Semarang adalah Delta (B.1.617.2) pada kurun waktu Agustus 2021 dan
berdasarkan pohon filogenetik varian virus SARS-CoV-2 di Kota Semarang
terdiri 3 Clade yaitu clade pertama merupakan varian virus dari India, clade kedua
varian virus Delta dari Jogjakarta dan Jawa Tengah dan clade ketiga merupakan
daughter clades dengan sampel Semarang atau berdekatan dengan varian virus
Delta dari Jawa Tengah.

Penelitian ini dibatasi dengan jumlah sampel yang relatif sedikit. Terlepas
dari keterbatasan, data yang diperoleh sangat berharga untuk memahami
penyebaran dan fitur evoluss SARS-CoV-2. Diperlukan penelitian lebih lanjut
yang bertujuan untuk memantau distribusi varian SARS-CoV-2 dan keragaman
genetik di wilayah Jawa Tengah dan seluruh Indonesia. Saran yang dapat
diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah jumlah sampel dalam penelitian
dapat ditambah sehingga identifikasi varian virus beragam dan penemuan Clade
tertentu dengan intepretasi penyelidikan epidemiologi diperlukan untuk
menemukan peningkatan dan penurunan frekuensi varian di Indonesia,


http://www.gisaid.org/

RNA MUTATION AND PHILOGENETIC ANALY SIS OF SARS-COV-2
STRAIN SEMARANG, CENTRAL JAVA
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SUMMARY

In December 2019 an outbreak of the SARS-CoV-2 acute respiratory

syndrome causing Coronavirus disease 2019 (Covid-19) was detected in Wuhan,
China. The SARS-CoV-2 virus is an unsegmented single-stranded RNA virus
with a length of 32 kb. Coronaviruses spread through humans, mammals, and
birds causing respiratory, enteric and neurological diseases [3]. The spread of the
virus is very fast, making the World Health Organization (WHO) designate this
problem as a global pandemic, including in Indonesia. Centra Java is the
province with the most Covid-19 cases in Indonesia. A significant increase in the
number of cases requires rapid and accurate detection of SARS-CoV-2 for early
detection, treatment and stopping the transmission of the SARS-CoV-2 virus.
Whole Genome Sequencing (WGS) analysis can be used to identify pathogen
transmission pathways quickly and accurately. MiSeq Illumina is an instrument
that is sequenced by synthesis (SBS) and can produce 90% of data sequencing.
The presence of multiple genetic variants of SARS-CoV-2 in the same population
may explain the severity of COVID-19 patients. Scientific research on genome
sequencing studies of SARS-CoV-2 that infects in the city of Semarang is still
little researched, the differences in the characteristics and nature of the virusin the
city of Semarang are different from other cities, due to differences in
demographics and mobility. This prompted researchers to conduct research on
mutation analysis in SARS-CoV-2 RNA in Semarang City, Central Java. The
purpose of this study was to determine the pattern of mutationsin the SARS-CoV -
2 genome seguence, analyze the SARS-CoV-2 variant that infects Covid-19
patients in Semarang City and analyze phylogenetic analysis and determine the
position of the SARS-CoV-2 group in Semarang City.
The type of research conducted is exploratory research on SARS-CoV-2 to
analyze variants and mutations. The sample used in the study was alantoic fluid
taken from patients with symptoms of SARS-CoV-2 infection. The diagnosis of
SARS-CoV-2 uses the Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method.
Virus samples were collected at the K.M.R.T Wongsonegoro Hospital, Semarang
City during the period of August 2021. The positive samples were then analyzed
for Whole Genome Sequencing and analyzed at the CoViD-19 Laboratory,
Faculty of Medicine, Public Health, and Nursing, Gaah Mada University,
Y ogyakarta. In this study, each sample on the target gene RARP and gene E had a
Ct value below 36 so that all samples were confirmed to be CoViD-19 and
continued with whole genome sequencing analysis.

Based on mutation anaysis in samples that have been aligned with the
Wuhan reference virus genome (NC_045512), mutations were found in the



ORF1ab region, namely NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP9, NSP11,
NSP13, NSP14, NSP16, GEN S, ORF3a, GEN M, ORF7ab, GEN N and ORF 10.
The SARS-CoV-2 virus is an RNA virus that has a high mutation rate. Mutations
that have been found in several studies are found in NSP, Spike protein, M, N and
RdARP genes. The role of NSPs in viral pathogenesis and targets that can be used
for antiviral drug targeting and vaccine synthesis [38]. The presence of mutations
in the SARS-CoV-2 virus initiates changes in nitrogen bases. The dominant
change in nitrogen base that occurred in the research sample was the change in
nitrogen base from C to T. This change in nitrogen base caused the SARS-CoV-2
virus to become a new transmission characteristic in humans. A change in the
nucleotide base will affect the change in the amino acid. Changes in the
predominant amino acid in the NSP3 protein region. This makes the Delta variant
has a very wide distribution [41]. Mutation patterns were analyzed using Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) and found that the types of mutations consisted
of deletion, SNP, missense and silent. Mutations are initiated by changes in the
genetic material and are hereditary in nature. The SARS-CoV-2 virus variant was
analyzed using Pangolin version 3.3.14. The results showed that all samples were
Delta variants (B.1.617.2). Phylogenetic analysis was carried out using a data set
from 28 genomes of the SARS-CoV-2 virus in Indonesia and from other countries
sourced from GISAID (www.gisaid.org) with a nucleotide length of 29,903 and a
reference genome based on the sequence of the Wuhan SARS-CoV-2 virus (
NC_045512.2). Based on the analysis of variance, the 8 samples examined were
the Delta variant (B.1.617.2). The Delta variant has decreased viral neutralization
by serum [45]. Based on the results of the study, it was concluded that the pattern
of mutations in the genome sequence of the SARS-CoV-2 virus in Semarang City
occurred in Spike, NSP3 and NSP2 proteins, the variant of the SARS-CoV-2 virus
that infects Covid-19 patients in Semarang City was Delta (B.1.617). 2) in the
period of August 2021 and based on the phylogenetic tree of the SARS-CoV-2
virus variant in Semarang City consisting of 3 clades, namely the first clade is a
virus variant from India, the second clade is the Delta virus variant from
Jogjakarta and Central Java and the third clade is a daughter clade. with samples
from Semarang or close to the Deltavirus variant from Central Java.

This study is limited by a relatively small number of samples. Despite the
limitations, the data obtained are invaluable for understanding the spread and
evolutionary features of SARS-CoV-2. Further research is needed that aims to
monitor the distribution of SARS-CoV-2 variants and genetic diversity in the
Central Java region and throughout Indonesia. Suggestions that can be given for
further research is that the number of samplesin the study can be increased so that
the identification of various viral variants and the discovery of certain clades with
the interpretation of epidemiological investigations are needed to find an increase
and decrease in the frequency of variantsin Indonesia.
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ANALISISMUTASI DAN FILOGENETIK RNA VIRUS
SARS-COV-2 STRAIN KOTA SEMARANG JAWA TENGAH
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NIM G4C018010

ABSTRAK

Coronavirus Disease (Covid-19) yang disebabkan oleh Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertama kali dilaporkan di
Wuhan, China pada bulan Desember 2019. Virus SARS-CoV-2 merupakan RNA
virus untai tunggal yang tidak bersegmentasi dengan panjang < 32kb. Peningkatan
jumlah kasus yang cukup signifikan perlu dilakukan detekss SARS-CoV-2 yang
cepat dan akurat untuk penemuan awal, pengobatan dan memutus penularan virus
SARS-CoV-2. Andisis Whole Genome Sequencing (WGS) dapat digunakan
untuk mengidentifikasi jalur transmisi patogen dengan cepat dan akurat. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui pola mutasi sekuen genom SARS-CoV-2,
menganalisis varian SARS-CoV-2 serta menganalisis filogenetik dan mengetahui
posisi kelompok SARS-CoV-2 yang berada di Kota Semarang. Jenis pendlitian
adalah penelitian eksploras pada SARS-CoV-2 untuk menganalisa varian dan
mutasi. Sampel penelitian berupa cairan alantois yang diambil dari pasien dengan
ggaa infeks SARS-CoV-2, yang dikumpulkan di RSUD K.M.R.T
Wongsonegoro Kota Semarang (selama kurun waktu Agustus 2021). Penegakan
diagnosis SARS-CoV-2 menggunakan metode Real-Time Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR). Sampel positif lau dianalisis menggunakan Whole Genom
Sequencing di Universitas Ggjah Mada Y ogyakarta. Hasil penelitian diperoleh
pola mutasi sekuen genom virus SARS-CoV-2 di Kota Semarang terjadi pada
protein Spike, NSP3 dan NSP2,dengan varian virus SARS-CoV-2 kebanyakan
dari varian Delta (B.1.617.2). Berdasarkan pohon filogenetik varian virus terdiri
dari 3 Clade yaitu clade pertama merupakan varian virus dari India, clade kedua
varian virus Delta dari Jogjakarta dan Jawa Tengah dan ketiga adalah daughter
clades dari clade kedua (Jogjakarta dan Jawa Tengah) berupa sampel Semarang.

Kata Kunci : Genom, SARS-CoV-2, Whole Genome Sequencing,
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ABSTRACT

Coronavirus Disease (Covid-19) caused by Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) was first reported in Wuhan, China in December
2019. The SARS-CoV-2 virus is a single-stranded RNA virus, it has not
segmented by length 32 kb. A significant increase in the number of cases requires
rapid and accurate detection of SARS-CoV-2 for early detection, treatment and
stopping the transmission of the SARS-CoV-2 virus. Whole Genome Sequencing
(WGS) anadysis can be used to identify pathogen transmission pathways quickly
and accurately. The purpose of this study was to determine the SARS-CoV-2
variant that infected Covid-19 patients, analyze phylogenetic tree for determining
position of the SARS-CoV-2 clade in Semarang City. The type of research
conducted is exploratory research on SARS-CoV-2. This study used allantoic
flud as sample that taken from patients with symptoms of SARS-CoV-2
infection, collected from K.M.R.T Wongsonegoro Hospital, Semarang City
(during the period of August 2021). The sample continued run to Real-Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method. The positive samples were then
analyzed for Whole Genome Sequencing at Gajah Mada University, Y ogyakarta.
The results of the study, pattern of mutations in the SARS-CoV-2 virus genome
sequence in Semarang City were Spike, NSP3 and NSP2 proteins. Commonly the
SARS-CoV-2 virus variant that infected Covid-19 patients in Semarang City was
Delta (B.1.617. 2). Based on the phylogenetic analyze found that were consisted
of 3 clades: the first clade from India, the second is Delta from Jogjakarta and
Central Java and the third clade is a daughter clade with samples from Semarang.

Keywords. Genome, SARS-CoV-2, Whole Genome Sequencing
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Coronavirus Disease (Covid-19) yang disebabkan oleh Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertama kali dilaporkan di
Wuhan, China pada bulan Desember 2019. Kasus ini berawal dari sekelompok
pasien dengan pneumonia yang tidak diketahui penyebabnya, dan dikaitkan
dengan seafood wholesale market atau pasar grosir makanan laut di Wuhan, China
[1]. Virus SARS-CoV-2 merupakan RNA virus unta tunggal yang tidak
bersegmentasi dengan panjang mulai dari 26 hingga 32 kb. Secara taksonomi,
virus SARS-CoV-2 merupakan famili dari Nidoviral, termasuk genus Beta
coronavirus. Kemampuan virus SARS-CoV-2 menginfekss manusia melalui
pengikatan protein Spike virus oleh Angiotensin-Converting-Enzyme 11 (ACE2)
pada sel manusia[2].

Coronavirus menyebar melalui manusia, mamalia, dan burung yang
menyebabkan penyakit pernafasan, enterik hati dan neurologis [3]. Penyebaran
virus yang sangat cepat, membuat World Health Organization (WHO)
menetapkan masalah ini sebagai pandemi global, termasuk di Indonesia. Di
Indonesia kasus pertama dilaporkan pada 2 Maret 2020. Peningkatan jumlah kasus
terus terjadi hingga 17 November 2021 menunjukkan kasus konfirmasi di dunia
berjumlah 255.103.209 sedangkan kasus kematian berjumlah 5.126.415. Jumlah
kasus terkonfirmasi sampai tanggal 17 November 2021 sebanyak 4.251.945 orang

dan kasus kematian sebanyak 143.698 orang [3]. Jawa Tengah merupakan



Provinsi dengan kasus Covid-19 terbanyak di Indonesia. Pada 17 November 2021,
di Jawa Tengah telah dilaporkan sebanyak 485.757 kasus terkonfirmasi dan
32.408 kasus kematian [4] dan di Kota Semarang mencatat sebanyak 88.323 kasus
terkonfirmasi dan 4.465 kasus kematian [5].

Peningkatan jumlah kasus yang cukup signifikan perlu dilakukan deteksi
SARS-CoV-2 yang cepat dan akurat untuk penemuan awal, pengobatan dan
memutus penularan virus SARS-CoV-2. Penelitian molekuler berbasis genom
menjadi metode yang cocok untuk mengidentifikasi sumber infeksi. Pengujian
sifat genotip dan fenotip dapat mengetahui ciri molekuler dari virus [6]. Analisis
Whole Genome Sequencing (WGS) dapat digunakan untuk mengidentifikasi jalur
transmisi patogen dengan cepat dan akurat. Data WGS merupakan sumber data
untuk memahami evolusi virus dan membantu pelacakan jalur infeksi, sehingga
dapat membantu pengembangan strategi diagnostik, terapeutik dan pencegahan
[2].

Saat ini virus SARS-CoV-2 mengadami mutasi yang sudah menyebar ke
berbagai negara. Varian baru menular lebih cepat dibandingkan sebelumnya.
Penularan yang cepat akibat mutasi virus yang terjadi mendorong dilakukannya
penelitian untuk menemukan penyebab dan pola penyebaran SARS-CoV-2
melalui sifat molekuler virus. Next Generation Sequencing (NGS) menyediakan
cara yang efektif dan minim bias untuk mengidentifikasi varian virus baru.
Metode ini secara luas dapat menentukan rute penularan virus, mendeteksi mutas

virus untuk mencegah penyebaran varian strain baru, mengidentifikasi mutasi



virus yang tidak dapat terdeteksi dengan diagnostik molekuler, serta dapat
mengidentifikasi mutasi virus yang dapat mempengaruhi respon vaksin [2].

MiSeq Illumina adalah salah satu instrumen yang telah mendapatkan
persetujuan penggunaan secara klinis atau diagnostic in-vitro (IVD) oleh Food
Drug Administration. Sistem yang digunakan pada instrumen MiSeq
memanfaatkan Illumina sequencing by synthesis (SBS) yang dapat menghasilkan
90% sekuensing data. Penggunaan sistem MiSeq dapat mengakses data yang
berfokus pada targeted resequencing, metagenomik. Kelebihan menggunakan
MiSeq adalah dalam pembacaan data yang dapat mencapai 25 juta data
sekuensing. Selain itu MiSeq merupakan platform ideal dengan waktu pengerjaan
yang cepat sehingga dapat menghemat biaya dalam analisis sekuensing [7].
Identifikasi urutan genom dalam melacak jalur infeksi dalam suatu populasi
berpotensi pada peningkatan respon kesehatan masyarakat.

Urutan genom lengkap dari SARS-CoV-2 telah ditdliti setelah manifestasi
penyakit di Wuhan China, pada Desember 2019. Urutan genom virus telah
dilakukan dari pasien yang terinfeksi dengan membandingkan urutan genom
referensi [8]. Urutan genom referensi Wuhan, China telah dirilis sebagai
dukungan kesehatan masyarakat. Pada 12 Januari 2020, empat urutan genom virus
telah disimpan dalam database yang dikelola oleh Global Initiative on Sharing All
Influenza Data (GISAID) [9]. Update WGS per 20 Juni 2021 menurut Genomic
Surveillance Indonesia berjumlah 2.242 sequences. Jumlah tersebut mengalami
peningkatan per 14 November 2021 sebanyak 5.396.402 sequences. Data sebaran

kasus dengan Variant of Concern (VoC) di Jawa Tengah mengalami peningkatan.



VoC menyebabkan salah satu atau dua atau ketiga kondisi berikut: peningkatan
kemampuan penularan atau perubahan signifikan pada epidemiologi, peningkatan
virulensi atau perubahan gambaran klinis dan penurunan efektivitas pada
intervensi kesehatan masyarakat/sosial, diagnosis, vaksin/terapeutik.

Di Jawa Tengah terdapat sebanyak 309 kasus Delta (B.1.617.2) dan 1 kasus
Alpha (B.1.1.7) [10]. Mutasi virus SARS-CoV-2 tidak berhenti pada varian Delta,
varian baru juga mengalami peningkatan salah satunya varian Omicron
(B.1.1.5.29). GISAID mencatat perkembangan kasus CoViD-19 varian Omicron
di Indonesia telah mencapai 15.663 kasus per tanggal 22 Juli 2022. Varian ini
memiliki tingkat penyebaran yang lebih cepat dari varian lainnya, tetapi memiliki
tingkat kesembuhan yang relatif cepat serta pasien tidak mengalami gejala berat.
Varian Omicron pertama kali menyebar di Benua Afrika yaitu negara Afrika
Selatan. WHO menetapkan varian ini sebagai Varian of Concern [9].

Penelitian sebelumnya menunjukan bahwa urutan genom SARS-CoV-2 yang
menginfeksi memiliki faktor mutasi yang ditetapkan pada referensi Wuhan, China
[8]. Padatangga 18 Agustus 2020 sebanyak 18 genom SARS-CoV-2 asal pasien
Indonesia dibandingkan dengan genom referenss Wuhan (NC_045512.2)
diperoleh total 43 mutasi asam amino. Sebanyak 16 (37,21%) mutasi berada pada
protein struktural seperti Spike dan Nucleocapsid. Protein struktural yang bertugas
membentuk fisik virus seperti virus baru terdiri dari 4 protein yaitu Spike (S),
Nucleocapsid (N), Envelope (E), Membrane Protein (M), RNA-dependent
RNApolymerase (RdRp) dan Open Reading Frame lab (Orflab). Sebanyak 27

(62,79%) mutasi terjadi pada protein non-struktural (Orfla atau Orflb). Protein



nonstruktural yang bertugas melakukan replikasi materi genetik virus terdiri dari
16 Non-Structural Proteins (NSP). Dari semua mutasi yang diketahui, hanya
Soike D614G yang saat ini disinyalir menjadi mutasi yang berpotensi
meningkatkan penularan SARS-CoV-2[2].

K eberadaan beberapa varian genetik SARS-CoV-2 dalam populasi yang sama
dapat menjelaskan tingkat keparahan pasien Covid-19. Analisis data sekuensing
genom SARS-CoV-2 menunjukan mutasi pada awal penyebaran virus di dunia.
Urutan genom serta struktur fungsi protein dari SARS-CoV-2 yang telah diketahui
dapat membantu dalam membedakan protein virus secara struktural, sehingga
pengobatan dapat ditemukan dengan cepat. Penelitian ilmiah tentang pravelens
dan distribus SARS-CoV-2 di Indonesia sudah banyak dilakukan, namun
penelitian untuk melakukan studi sekuensing genom dari SARS-CoV-2 yang
menginfeksi di Kota Semarang masih sedikit diteliti. Selain itu, perbedaan
karateristik dan sifat virus yang berada di Kota Semarang berbeda dengan kota
lainnya, karena adanya perbedaan demografi dan mobilitas. Berdasarkan
peningkatan kasus Covid-19, kurangnya identifikasi urutan genom serta
perbedaan demografis Kota Semarang, maka peneliti melakukan penelitian
tentang analisis mutasi pada RNA SARS-CoV-2 di Kota Semarang, Jawa Tengah.
B. Rumusan Permasalahan

Berdasarkan uraian pada latar belakang maka rumusan masalah pada
penelitian ini adalah:

1. Bagaimanapola mutasi sekuen genom SARS-CoV-2 di Kota Semarang?



2. Varian SARS-CoV-2 apa sgja yang menginfeksi pasien Covid-19 di Kota
Semarang?
3. Bagaimanagambaran filogenetik SARS-CoV-2 di Kota Semarang?
C. Tujuan Pendlitian
Tujuan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui pola mutasi sekuen genom SARS-CoV-2 di Kota Semarang.
2. Mengandlisis varian SARS-CoV-2 yang menginfeksi pasien Covid-19 di
Kota Semarang.
3. Mengandisis filogenetik dan mengetahui posisi kelompok SARS-CoV-2
yang berada di Kota Semarang.
D. Manfaat Penelitian
1. Manfaat teoritis
Manfaat teoritis penelitian ini adalah sebagai sarana untuk meningkatkan
pengetahuan dan menambah informasi mengenai SARS-CoV-2 beserta mutasi
dan penyebaran SARS-CoV-2.
2. Manfaat produktif
Manfaat produktif penelitian adalah:
a) Peneliti: menerapkan ilmu kesehatan yang diperoleh dalam penelitian
dan meningkatkan kemampuan dalam penelitian.
b) Bidang Laboratorium: mendapatkan keahlian dalam mengidentifikasi
SARS-CoV-2 dalam pengendalian penyebaran virus, pengobatan dan

pengembangan vaksin.



¢) Masyarakat: sebagai bahan informasi tentang penyebaran penyakit dan

SARS-CoV-2.

3. Manfaat praktis

Manfaat praktis penelitian ini adalah sebagai sarana mendapatkan informasi

tentang varian virus baru untuk pengendalian, pencegahan dan pengobatan.

E. Keadian penelitian

Tabel 1 Keaslian Pendlitian

No Pendliti, Judul Hasil Penelitian
Tahun
1 Paraskevis et al, Full-Genome Evolutionary Analisis urutan genom 2019-nCoV
2020 Analysis of The Novel termasuk BetaCoronavirus, tetapi

Coronavirus [2019nCoV] berbeda dari SARS-CoV dan MERS-
Reject The Hypothesis of CoV.
Emergence as a Result of a
Recent Recombination
Event

2 Fabiolaet al, 2020 Full Genome Sequence of Analisis filogenetik  hCoV/Mexico

the First SARSCoV-2/CDMS InDRE_01/2020 termasuk

Detected in Mexico kelompok G dengan garis Eropa,
terutama Belgia, Swis dan Inggris,
menunjukan strain berkorelasi dengan
transmisi yang dilaporkan GISAID.

3 Alirezaet al, 2020 SARS-CoV-2 Molecular Andlisis filogenetik menunjukan tidak
and Phylogenetic Analysisada perbedaan antara isolat Iran dan
in COVID-19 Patients : Anegara|ain_

Preliminary Report from
Iran

4 Gunadi et al, 2020 Full-length Genome Andlisis filogenetik mengungkapkan

Characterization and bahwa satu sampel merupakan Clade L

Phylogenetic Analysis of dan tiga sampel merupakan Clade GH.

SARS-CoV-2 Virus SrainClade L addah EPI_ISL_5168 06

from Yogyakarta and merupakan genom virus dari Asia,

Central Java Indonesia sedangkan Clade GH  addah
EPI_ISI_525492, EPI_ISI_516800 dan
EPI_ISI 516829 merupakan genom
virus Asia dan Eropa.




No Pendliti, Judul Hasil Penélitian
Tahun
5 Radhakrishna et al, Clinical And Whole Analisis genom dari tujuh pasien
2021 Genome Characterization SARS CoV-2 di India menunjukkan
of SARS-CoV-2 in India mereka berada di bawah dua klade
I/A3i dan A2a [empat menurut
GISAID : O,L,GRGH]. Andiss
protein Spike : referens  wuhan,
D614G dan Y28H menunjukkan
bahwa tiga varian dengan interaksi
ACE2 vyang diprediks berbeda
Tingkat ekspresi ACE2 bervariasi di
antara pasien.

Perbedaan penelitian yang akan dilakukan dengan pendlitian sebelumnya
oleh Paraskevis (2020), Fabiola (2020), Alireza (2020), Gunadi (2020),
Radhakrisna (2021) terletak pada lokasi pengambilan sampel secara demografis
wilayah yaitu Amerika, Mexico, Iran, Y ogyakarta, dan India. Sedangkan sampel
penelitian yang digunakan menggunakan sampel yang diambil di Kota Semarang,
Jawa Tengah. Perbedaan lain terdapat pada penggunaan alat dalam sekuensing
yaitu Fabiola menggunakan Ilon Xpress™ Plus Fragment Library Kit,
Radhakrishna Illumina HiSeq X instrumen, sedangkan penelitian ini menggunakan

NGS [lumina MiSeq v.3 instrument.



BAB ||
TINJAUAN PUSTAKA
A. Gambaran SARS-CoV-2

Wuhan merupakan ibu kota provinsi Hubel di China tengah yang menjadi
provins terbesar ketujuh di negara tersebut, dengan populasi 11 juta orang. Pada
awal Desember 2019, seorang pasien didiagnosis menderita pneumonia tidak
biasa. Pada 31 Desember, kantor regional World Health Organization (WHO) di
Beijing menerima pemberitahuan bahwa sekelompok pasien pneumonia yang
penyebabnya tidak diketahui dari kota yang sama. Para peneliti dari Institute of
Virology di Wuhan telah melakukan analisis metagenomik untuk mengidentifikasi
Coronavirus baru sebagai etiologi potensia dengan menyebut virus tersebut novel
Coronavirus 2019 (nCoV2019) [11].

Pusat Pengendalian dan Pencegahan Penyakit/Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) Amerika Serikat menyebut SARS-CoV-2 sebagai 2019
novel Coronavirus (2019-nCoV) atau disebut dengan istilah Coronavirus disease-
19. Virus SARSCoV-2 termasuk superdomain biota, kingdom virus. SARS-CoV -
2 adalah kelompok virus terbesar dalam ordo Nidovirales. Semua virus dalam
ordo Nidovirales adalah nonsegmented positive-sense RNA viruses. SARSCoV -2
termasuk dalam familia Coronaviridae, sub familia Coronavirinae, genus
BetaCoronavirus, subgenus Sarbecovirus. Virus ini awanya diklasifikasikan ke
daam kelompok berdasarkan serologi tetapi sekarang pengelompokan

berdasarkan filogenetik. Subgenus Sarbecovirus meliputi Bat-S_-CoV, SARS-CoV



dan 2019-nCoV. BatSL-CoV awalnya ditemukan di Zhejiang, Yunan, Guizhou,

Guangxi, Shaanxi dan Hubei, China[12].

Penelitian lain menunjukan bahwa SARS-CoV2 grup Beta meliputi Bat

Coronavirus (BcoV), Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV),

Murine hepatitis virus (MHV), Human Coronavirus 4408 (HCoV4408), Human

Coronavirus OC43 (HCoV-0C43), Human Coronavirus HKU1 (HCoV-HKU1),

Severe acute respiratory syndrome Coronavirus (SARS-Co-V) dan Middle

Eastern respiratory syndrome Coronavirus (MERS-CoV) [12].

Tabel 2 Klasifikasi Coronaviridae menurut International Committee of Taxonomy of

Viruses (ICTV) [13]

Penularan China WHO

Spesies Singkatan Manusia Kelelawar Hewan
lainnya

Bat coronavirus HKU10 BtCoV-HKU10 \ \ o-CoV
Bat coronavirus CDPHE15 BtCoV- CDPHE15 N N a-CoV
Rhinolophusferrumequinum  BtRfCoV-Hub13 N \ a-CoV
alpha coronavirus Hub-
2013
Human coronavirus 229E  HCoV-229E \ N a-CoV
Lucheng Rn rat coronavirus LRNV Tikus N o-CoV
Ferret coronavirus FRCoV Musang a-CoV
Mink coronavirus MCoV Cerpelai  + o-CoV
Miniopterus bat BtMiCoV-1 N \ a-CoV
coronavirus 1
Miniopterus bat BtMiCoV-HKUS8 N \ a-CoV
coronavirus HKUB
Myotis ricketti BtMy-Sax11 N N a-CoV
Alpha coronavirus Sax-
2011
Nyctalus velutinus alpha BtNy-Scl13 N N a-CoV
coronavirus SC-2013
Porcine epidemic diarrhea PEDV v Babi N a-CoV
virus
Scotophilus bat coronavirus BtScCoV-512 N N o-CoV
512
Rhinolophus bat BtRHCoV-HKU2 N v N a-CoV
coronavirus HKU2 (SADS)
Human coronavirusNL63 ~ HCoV-NL63 < N N a-CoV
NL63 related bat BtKYNLG3 N N a-CoV

coronavirus strain

BtKYNL63-9b

10



Penularan China  WHO

Spesies Singkatan Manusia Kelelawar Hewan

lainnya
Alpha coronavirus 1 TGEV Babi N a-CoV
(transmissiblegastroenteriti
Svirus)
China rattus coronavirus RtCoV-HKU24 Tikus N B-CoV
HKU24
Human coronavirus HKU1 ~ HCoV-HKU1 \ \ B-CoV
Murine coronavirus (murin  MHV Mencit X B-CoV
hepatitis coronavir us)
Bat Hp-Beta coronavirus BtGpCoV-ZJ13 \ \ B-CoV
Zhgjiang 2013
Hedgehog Coronavirus 1 EriCoV-1 Landak + B-CoV
Middle East Respiratory MERSr-CoV v N \ B-CoV
Syndrome-related
coronavirus
Pipistrellus bat coronavirus BtPiCoV-HKU5 v \ B-CoV
HKU5
Tylonycteris bat BtTyCoV-HKU4 \ \ B-CoV
coronavirus HKU4
Rousettus bat coronavirus ~ BtEoCoVGCCDCI N \ B-CoV
GCCDCl
Rousettus bat coronavirus ~ BtRoCoV-HKU9 \ \ B-CoV
HKU9
Severe acute respiratory SARSr-CoV v N \ B-CoV
syndrome-related
coronavirus
BetaCoronavirus 1 (human HCoV-OC43 v \ B-CoV
coronavirus OC43)
Wigeon coronavirus WiCoV-HKU20 \ 5-CoV
HKU20 Burung
Bulbul coronavirusHKU11 BuCoV-HKU11 \ 5-CoV
Coronavirus HKU15 PoCoV-HKU15 \ 5-CoV
Munia coronavirus HKU13  MuCoV-HKU 13 \ 5-CoV
White-eye coronavirus WeCoV-HKU 16 N 8-CoV
HKU16
Night heron coronavirus NHCoV-HKU19 N 5-CoV
HKU19
Common moorhen CMCoV-HKU21 N 5-CoV
coronavirus HKU21
Beluga whale coronavirus  BWCoV-SW21 Paus X
SwL v-CoV
Avian infectious bronchitis IBV Burung + y-CoV

Virus

Coronavirus berbentuk bulat dengan diameter sekitar 125 nm seperti yang

dijelaskan dalam penelitian menggunakan mikroskop cryo-electron [11]. Partikel

SARS-CoV-2 mengandung empat protein struktural utama, yaitu protein S yang

11



berbentuk seperti paku, protein M, protein E dan protein N. Protein S (~150 kDa)
protein M (~25- 30 kDa), protein E (~8-12 kDa), sedangkan protein N terdapat di

dalam nukleokapsid [14].

Prosein Spite

RNA

Sehabung Vires'envelope

Protein

Gambar 1 Struktur SARS-CoV-2[15]

Susunan genetik SARS-CoV-2 terdiri dari 13-15 ORF yang mengandung
~30.000 nukleotida. Genom tersebut mengandung 38% pasangan nukleotida GC
dan 11 gen penyandi protein yang diekspresikan. Produk gen tersebut memiliki
konstribusi dalam mekanisme infekss SARS-CoV-2 dan kelangsungan hidup sel
di dalam sel. Kandungan nukleotida genom virus didominas oleh dua protein

non-struktural ORFl1a dan ORF1ab diikuti oleh non-structural protein (NSP) [14].
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Gambar 2 Komposisi genom SARS-CoV-2 [49]

Ukuran genom SARS-CoV-2 berkisar antara 26 hingga 32 kb dan terdiri dari

6-11 Open Reading Frames (ORF) yang mengkode 9680 asam amino poliprotein.

12



ORF pertama terdiri dari sekitar 67% genom yang mengkodekan 16 protein
nonstruktural (nsps), sedangkan ORF yang tersisa mengkode untuk protein
aksesori dan protein struktural mencakup dua protease sistein virus, termasuk
protease like papain pada NSP3, chymotrypsin, protease utama pada NSP5,
RNA-dependent RNA polimerase pada NSP12, enzim helicase pada NSP13, dan
protein lain yang terlibat dalam transkripsi dan replikas SARS-CoV-2. Genom
virus SARS-CoV-2 mengkode empat protein struktural utama termasuk
glikoprotein permukaan Spike (S), Membrane (M), protein nukleokapsid (N),

amplop (E) dan protein aksesori seperti ORF [13].
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Gambar 3 Ukuran bagian-bagian genom SARS-CoV-2 [13]

SARS-CoV-2 merupakan virus yang menyerang saluran pernapasan. Virusini
berhubungan dengan infeksi pada saluran pernapasan menggunakan sel epitel dan
mukosa saluran napas sebagai target awal dan menyebabkan infeksi pada saluran
pernapasan atau kerusakan organ [15]. Dinding SARS-CoV-2 dilapis oleh protein
S sebagai protein antigenik utama yang dapat berikatan dengan reseptor yang ada
di tubuh hostnya. Protein S adalah antigen utama berada di permukaan SARS-
CoV-2[14].

Protein S membentuk homotrimer transmembrane yang menonjol dari
permukaan virus untuk menempel pada reseptor inang ACE2 melalui reseptor

binding domain (RDB) di S1 subunit diikuti dengan fusi subunit 2 ke membran
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sel. Subunit S1 bertanggung jawab untuk mengikat ke reseptor permukaan sel
ACE2 dan subunit S2 virus yang bertanggung jawab fusi ke membran sel [14].
Envelope Glycoprotein Spike membentuk Iapisan glikoprotein yang menonjol dari
envelope. Di dalam envelope virus berada pada nukleokapsid heliks, terdiri dari
virus positif sense genom RNA yang lapisi oleh protein nukleokapsid. Protein M
menentukan bentuk selubung virus dan membentuk pengatur pusat n-Cov. Protein
E berinteraksi dengan protein M untuk membentuk selubung virus. Tonjolan besar
protein S dari selubung virus membentuk seperti mahkota. Protein S adalah
penentu infeksi pada inang virus, tropisme jaringan dan penginduksi utama respon
imun host [16].

Protein struktural yang dikodekan adalah protein S yang terdiri dari tiga
subunit 1, subunit 2 bersifat heterodimer yang berikatan dengan reseptor ACE2
pada tipe 1l pneumocyte. Masuknya SARS-CoV-2 ke dalam pneumocyte melalui
endositosis dan berkembangbiak di host. Subunit 2 mengandung peptide fusi yang

merupakan kunci masuknya virus ke dalam sel [17].
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Gambar 4 Mekanisme infeksi SARS-CoV-2 [19]

Studi menunjukkan bahwa infekss SARS-CoV-2 merupakan interaks protein
S dan ACE2 [18]. Pengikatan Spike glikoprotein ke reseptor seluler ACE2
bertujuan internalisasi. Internalisas menghasilkan uncoating RNA virus ke dalam
sitoplasma yang mengalami translasi dan menghasilkan poliprotein replikase ppla
dan pplb. Selanjutnya akan dipecah oleh proteinase yang dikodekan virus menjadi
protein kecil. Replikasi SARS-CoV -2 melibatkan ribosom selama proses trans asi
yang menghasilkan salinan genomik dan varian RNA subgenomik dengan
transkripsi. Perakitan virion terjadi melalui interaksi RNA virus dan protein pada
retikulum endoplasma (RE) dan kompleks Golgi. Virion ini kemudian dilepaskan
dari sel melalui vesikel melalui eksositosis [13].

Mekanisme virulensi Coronavirus berhubungan dengan protein struktural dan
protein non struktural. Coronavirus memiliki RNA yang dapat membantu proses
trandasi dari proses replikasi/transkripsi yaitu messenger RNA (mRNA). Gen
yang berperan dalam proses replikasi/transkripsi ini mencakup 2/3 dari rangkaian
RNA 5’-end dan dua Open Reading Frame (ORF) yang tumpang tindih, yaitu
ORFla dan ORF1lb. Daam tubuh inang, SARS-CoV-2 melakukan sintesis
poliprotein la/lab (ppla/pplab). Proses transkripsi pada sintesis ppla/pplab
berlangsung melalui kompleks replikasi dan transkripsi di vesikel membran ganda
dan juga berlangsung melalui sintesis rangkaian RNA subgenomik [20].

SARS-CoV-2 sensitif terhadap panas, dengan suhu 56 dergjat celcius selama
30 menit yang dapat menghancurkan dinding lipid. Penggunaan Alkohol 75%,

klorin mengandung desinfektan, asam peroksiasetat dan klorform juga dapat
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melarutkan lipid dari Coronavirus 2 [21]. Menurut Van Doremalen dkk, 2020
menyebutkan bahwa Coronavirus lebih stabil pada plastik dan stainless steel >72
jam dibandingkan tembaga (4 jam) dan kardus [22].

B. Whole Genome Sequensing

Whole Genome Sequencing (WGS) adalah suatu metode untuk menentukan
urutan nukleotida yang tepat dari genom tertentu. Dengan metode ini dapat
diperoleh sensitivitas yang tinggi, latar belakang genetik, data epidemiologi, dan
indikasi risiko kontaminas silang. Metode ini juga memiliki kelebihan dalam
membedakan timbulnya reinfeks [23], serta membantu identifikasi mutasi genetik
yang berkaitan dengan resistensi antibiotik [22]. WGS dapat memberikan
informasi lebih lanjut mengenai SARS-CoV-2. WGS meningkatkan pemahaman
pada patogenesis, imunologi, evolusi, dan transmisi [23]. WGS membutuhkan
sebuah genom sebagai referensi untuk dapat menunjukkan berbagai mutasi/variasi
genetik pada sampel.

Kelayakan WGS real-time membutuhkan akses ke platform yang
menyediakan urutan dapat dipercaya, akses ke metadata untuk interpretasi, dan
analisis data dengan kecepatan tinggi dengan biaya rendah. Oleh karena itu, WGS
memungkinkan dapat digunakan saat wabah penyakit seperti Covid-19 [23].

WGS merupakan metode yang dapat mengurutkan basa nitrogen dari
keseluruhan genom. MiSeq merupakan instrumen yang dapat terintegrasi dengan
[llumina sequencing memanfaatkan terminator reversible sekuensing yang dapat
membaca pengurutan sintesis sebuah oliglonukleotida dari ujung 5°-3’. Instrumen

MiSeq adalah salah satu sekuenser teknologi yang dapat melakukan amplifikasi,
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sekuenst DNA genom, analisis data besar. Prinsip pembacaan berdasarkan single
and paired-ends running, yaitu melakukan pembacaan dengan running dari
tunggal menjadi berpasangan. Oligonuleotida yang dapat terbaca pada MiSeq
disesuaikan berdasakan pada panjang pasangan basa yaitu 1x36 bp hingga 2x300
bp. Pembacaan dalam satu kali proses dapat menghasilkan data hingga 15gb
dalam waktu 4 jam dan menghasilkan 25M pembacaan tunggal dan 50M
pembacaan berpasangan. Instrumen Miseq memberikan platform yang ideal untuk
waktu pengerjaan yang cepat, hemat biaya untuk analisis yang berfokus pada
sekuensing gen, metagenomik dan studi ekspresi gen [7].
C. Mutas dan Varian SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 berevolus seiring berjalannya waktu, sehingga memungkinkan
untuk virus terus bereplikasi dan terjadi mutasi. Peningkatan mutasi disebabkan
karena virus terus menyebar luas dalam sebuah populasi. SARS-CoV-2 memiliki
tingkat mutasi substitusi per nukleotida. Penentuan pola mutasi dapat memberikan
infformasi  tingkat virulensi, infektivitas, keparahan infeksi, pertimbangan
pengembangan vaksin dan obat. Pola mutasi yang telah banyak terbentuk adalah
perubahan pada protein S, ORF8 dan N dari SARS-CoV-2. Perubahan protein
ORF8 dalam repilikasi virus berpotensi dalam penghindaran kekebalan virus [28].

Perubahan protein S sgaan dengan perubahan dalam domain pada
pengenalan epitope dari antibodi penetral. Hal ini dapat berpengaruh efektifitas
antibodi monoklonal terhadap SARS-CoV-2. Protein S mengalami mutas pada
situs glikosilasi. Mutasi yang terjadi pada epitope protein S dan reseptor ACE2

mempengaruhi  kinerja vaksin dan obat. Mutasi yang terjadi pada protein
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struktural cenderung meningkatkan stabilitas struktural protein dan meningkatkan
afinitas pengikatan antara protein Spike dan reseptor ACE2. Sementaraitu, mutas
pada protein non-struktural sebagian besar menurunkan stabilitas protein virus.
Virus SARS-CoV-2 yang memiliki satu atau lebih mutasi baru disebut varian
virus. Mutas yang diikuti oleh prevalensi tinggi menggambarkan keragaman
varian dalam populasi tertentu dalam waktu tertentu. Peningkatan frekuensi
mutasi dapat mengindikasikan munculnya varian baru dengan karakteristik yang
berbeda, sehingga mengubah pola keragaman varian di daerah tersebut. Perubahan
pada asam amino berperan penting dalam pemunculan varian baru dari SARS-
CoV-2[28].

Munculnya berbagai varian menurut CDC dan WHO membentuk klasifikasi
untuk membedakan varian dari SARS-CoV-2. WHO membagi varian virus
menurut karakteristik fenotip yaitu tingkat penularan, keparahan penyakit, resiko
infeksi ulang, dampak diagnostik dan kinerja vaksin. Sistem nomenklatur
digunakan untuk memberi nama varian, seperti Global Initiative on Sharing All
Influenza Data (GISAID), Nextstrain dan Pango. Namun sistem penamaan
tersebut memiliki beberapa kekurangan sehingga WHO merumuskan penamaan
SARS-CoV-2 yang dikenal dengan Variant of Interest (VOI), Variant of Concern
(VOC) dan Variant Under Monitoring (VUM).

VOI adaah varian SARS-CoV-2 ditandai dengan mutasi asam amino yang
menyebabkan perubahan fenotip virus yang dapat mengubah karakteristik virus
dan virulens virus. Varian ini diidentifikas sebagai penyebab penularan

komunitas yang signifikan di berbagai negara dengan pravelensi jumlah kasus

18



meningkat. Kondisi epidemiologi menunjukan resiko yang muncul terhadap

kesehatan masyarakat. Varian ini menyebabkan kemampuan untuk menghindari

deteksi dan penurunan efektifitas terapi/vaksinasi [3].

Tabel 3 Varian of Interest yang ditetapkan oleh WHO

WHO  Pango Earliest documented Date of designation
label lineage sampels
Lamda c.37 GR/452Q.V1 Peru, Desember 14 Juni 2021
2020
Mu B.1621 Colombia, Januari 30 Agustus 2021

2021

Berdasarkan kondisi epidemiologi, varian VOC memiliki peningkatan

penularan dan perubahan yang merugikan dalam epidemiologi infeks SARS-

CoV-2, peningkatan virulenss atau perubahan penyakit Kklinis, penurunan

efektivitas kesehatan masyarakat, termasuk vaksin dan terapi.

Tabel 4 Varian of Concern yang ditetapkan oleh WHO

WHO Pango GISAID Clade Nextstrain Additional Earliest Date of
label lineage aminoacid documented designation
changes sampels
monitored
Alpha B.1.1.7 20l (V1)  +Si484K  United 18
Kingdom, Desember
September 2020
2020
Delta B.1.351  GH/501Y.V2 20H (V2) Afrika 18
Selatan, Desember
Mei 2020 2020
Gamma GR/501Y.V3  20J(V3) Brazil, 11 Jan
P.1 November 2021
2020
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Delta B.1.617.2 G/478K.V1 21A, 211, +S417N India, VOI: 4

21J Oktober April 2021
2020 VOC: 11
Mei 2021

Pada akhir Desember 2020, varian baru SARS-CoV-2 yang menjadi perhatian
adalah garis keturunan B.1.1.7 yang juga disebut sebagai varian Alpha atau GRY
(sebelumnya GR/501Y.V) dan dilaporkan di Inggris. Selain dideteks dengan
sekuensing genom, varian B.1.1.7 diidentifikas dalam uji komersial yang sering
digunakan yang ditandai dengan tidak adanya sampel PCR gen S (S-gene Target
Failure atau SGTF). Varian B.1.1.7 mencakup 17 mutasi pada genom virus. Dari
jumlah tersebut, delapan mutasi (penghapusan asam amino 69-70, penghapusan
144, N501Y, A570D, P681H, T7161, S982A, D1118H) ada dalam protein Spike.
N501Y menunjukkan peningkatan afinitas protein Spike ke reseptor ACE 2,
meningkatkan perlekatan virus dan selanjutnya masuk ke sel inang [31].

Varian lain dari SARS-CoV-2, B.1.351 juga disebut sebagal varian Beta atau
GH501Y.V2 dengan beberapa mutas Spike. Varian B.1.351 mencakup sembilan
mutasi (L18F, D80A, D215G, R246l, K417N, E484K, N501Y, D614G, dan
A701V) pada protein Spike, di mana tiga mutasi (K417N, E484K, dan N501Y)
terletak di Receptor Binding Domain (RBD) dan meningkatkan afinitas
pengikatan reseptor ACE2. Varian ini dilaporkan memiliki peningkatan resiko
penularan, pengurangan netralisasi terapi antibodi monoklonal, serum plasma,
maupun vaksinasi [30]. Varian ketiga yang menjadi perhatian adalah varian P.1
atau Gamma (GR/501Y.V3), diidentifikas pada Desember 2020 di Brasil dan
pertama kali terdeteksi di AS pada Januari 2021. Varian B.1.1.28 menyimpan

sepuluh mutasi pada protein Spike (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, H655Y,
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T10271 V1176, K417T, E484K, dan N501Y). Tiga mutas (L18F, K417N,
E484K) terletak di RBD yang mirip dengan varian B.1.351 [31]. Varian keempat
yang menjadi perhatian adalah Delta atau B.1.617.2. Diidentifikasi pada
Desember 2020 di India dan menyebabkan gelombang kedua infeksi Covid-19
yang mematikan pada April 2021 di India. Varian Delta awalnya dianggap
sebagai VOI. Namun, varian ini dengan cepat menyebar ke seluruh dunia
mendorong WHO untuk mengklasifikasikannya sebagai VOC pada Mei 2021.
Varian B.1.617.2 menyimpan sepuluh mutas (T19R, G142D, 156del, 157del,

R158G, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N) pada protein Spike.
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Gambar 5 Posisi Spike protein asam amino [31]
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Varian SARS-CoV-2 selanjutnya adalah Variant Under Monitoring (VUM)
atau sebelumnya dikenal sebagai alerts for further monitoring. Varian ini
memiliki perubahan fenotip yang diperkirakan dapat merugikan tetapi belum
didukung oleh temuan epidemiologi yang signifikan. Berdasarkan data aktif WHO
per 22 September 2021 terdapat 4 varian yang termasuk dalam VUM, diantaranya
B.1.266.2 yang ditemukan di Indonesia pada November 2020 dan R.1 yang telah
menyebar ke beberapa negara sgjak Januari 2021. Klasifikasi varian dalam VOI
bersifaat dinamis, dengan beberapa varian dapat mengalami reklasifikasi, yang
disebabkan temuan epidemiologi dan potensi resiko yang ditimbulkan.
Reklasifikasi peralihan alerts for further monitoring atau menjadi VOC. Per 22
September 2021, rekalsifikasi VOI menjadi VUM adalah Kappa (B.1.167.1), lota
(B.1.526), Eta (B.1.525) dan Epsilon (B. 1.427/B.1.429). Varian lain yang
termasuk VOI beralih menjadi VUM dan VOC adalah Zeta (P2) dan Theta (P.3).
Varian VUM tidak memiliki label dari WHO karena masih dalam pemantauan dan
bersifat sementara atau dapat ditambahkan atau dihapuskan.

Varian Eta dan lota menyimpan mutasi Key Spike (B.1.525: A67V, 69/70,
144, E484K, D614G, Q67/7/H, F888L; B.1.526: LS5F, T95I,D253G, SA477N,
E484K, D614G, A701V). Varian ini diklasifikasikan sebagai varian of interest
oleh CDC dan WHO karena potensi pengurangan netralisasi oleh antibodi
perawatan dan serum vaksin. Varian Kappa menyimpan mutasi Key Spike (T95I,
G142D, E154K, L452R, E484Q, D614G, P681R, dan Q1071H) dan pertama kali
terdeteks di India pada Desember 2021 dan diklasifikasikan sebagai varian yang

diminati oleh WHO dan CDC.
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Tabel 5 Varian yang sebelumnya terpantau WHO

Pango GISAID Nextstrain Earliest Date of designation
lineage Clade documented
samples
AZ5 GR - Multiple countries, 2 Juni 2021
Januari 2021
Cl12 GR - Afrika  Selatan, 1 September 2021
Mei 2021
B.1.617.1* G/452R.V3 21B India, Oct2020 VOI: 4 April 2021
VUM: 20 September
2021
B.1.526° GH/253G.V1 21F Amerika Serikat, VOI: 24 Maret 2021
November 2020 VUM: 20 September
2021
B.1.525° G/484K.V3 21D Beberapa negara, VOI:17 Maret 2021
Desember 2020 VUM: 20 September
2021
B.1.630 GH - Republik 12 Oktober 2020
Dominika,
Maret 2021

Keterangan : a semua lineage, b: sebelumnya dilacak dibawah parent lineage c: sebelumnya
masuk dalam VOI : Kappa (B.1.617.1), lota (B.1.526) dan Eta (B.1.525)

Semua varian (VOC, VOI, VUM) yang berbeda telah dikgi oleh WHO dan
diklasifikasi ulang berdasarkan kriteria. Kriteria tersebut memenuhi setidaknya
satu dari kriteria berikut yaitu varian tidak menyebar pada tingkat kesehatan
masyarakat global, varian yang telah lama beredar tetapi tidak menimbulkan
dampak yang berarti pada situasi epidemiologi dan varian yang memiliki bukti

ilmiah yang tidak menunjukan sifat mutasi sebelumnya. Varian tersebut dijelaskan

padatabel 6:
Tabel 6 Varian yang sebelumnya terpantau CDC
Pango GISAID Nextstrain  Earliest documented Date of designation
lineage Clade Clade samples
AV.1 GR - Amerika Serikat, VUM: 26 Mei 2021
Maret 2021 Direklasifikas :
21 Juli 2021
AT.1 GR - Rusig, Januari 2021 VUM: 09 Juni 2021
Direklasifikas :
21 Juli 2021
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Pango GISAID Nextstrain  Earliest documented Date of designation
lineage Clade Clade samples
P2’ GR/484 20B/S.484  Brazil, April 2020 VOI: 17 Maret 2021
K.V2 K VUM: 6 Juli 2021
Direklasifikasi :
17 Agustus 2021
P.3 GR/1092 21E Philippines, Jan-2021 VOI: 24 Mar 2021
K.V1 VUM: 6 Jul 2021
Direklasifikasi :
17 Agustus 2021
R.1 GR - Beberapa negara, VUM: 7 April 2021
Januari 2021 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.466.2 GH - Indonesia, November VUM: 28 April 2021
2020 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.1519 GR 20B/S.732 Beberapa negara, VUM: 02-Jun-2021
A Januari 2021 direklasifikasi :
9 November 2021
C.36.3 GR - Beberapa negara, VUM: 16 Juni 2021
Januari 2021 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.2142 G - Beberapa negara, VUM: 30 Juni 2021
Januari 2020 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.427 GH/452  21C United States of VOI: 5 Maret 2021
B.1.429" RV1 America, Mar-2020 VUM: 6 Juli 2021
Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.1.523 GR - Beberapa negara, VUM:14 Jduli 2021
Mei 2020 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.619 G 20A/S.126  Beberapanegara, VUM:14 Jduli 2021
A Mei 2020 Direklasifikasi :
9 November 2021
B.1.620 G - Beberapa negara, VUM:14 Jduli 2021
Mei 2020 Direklasifikasi :
9 November 2021

“Former VOlIs: Epsilon: B.1.427/B.1.429 ; Zeta: P.2; Theta: P.3

Varian Epsilon (B.1.427 dan B.1.429), juga disebut CAL.20C/L452R, muncul
di Amerika Serikat pada Juni 2020 dan meningkat dari 0% menjadi >50% kasus
dari 1 September 2020 hingga 29 Januari 2021 dan menunjukkan peningkatan
18,6-24% dalam transmisibilitas relatif. Varian ini memiliki mutasi spesifik

(B.1.427: L452R, D614G; B.1.429: S13I, W152C, L452R, D614G). Zeta
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memiliki mutasi Key Spike (L18F; T20N; P26S; F157L; E484K; D614G; S929I;
dan V1176F) dan pertama kali terdeteks di Brasil pada April 2020 [30]. Varian
ini diklasifikasikan sebaga VOI oleh WHO dan CDC karena potensi penurunan
netralisasi oleh perawatan antibodi dan serum vaksin.

Varian Theta (P.3) atau GR/1092K.V 1 membawa mutasi Key Spike (deletion
141-143 E484K; N501Y; dan P681H) dan pertama kali terdeteks di Filipina dan
Jepang pada Februari 2021 dan diklasifikasikan sebagai VOI oleh WHO. CDC
menetapkan VOC yaitu varian Eplsilon (B.1.427 dan B.1.429) dan VOI yaitu Eta
(B.1.525), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Zeta (P.2), B.1.526.1, B.1.617 dan
B.1.617 [30].

D. Filogenetik SARS-CoV-2

Istilah filogentik berasal dari istilah Yunani yaitu phyle dan phylon yang
berarti suku/ras, dan genetikos yang berarti kelahiran. Filogenetik adalah studi
tentang hubungan evolus diantara kelompok biologis. Filogentik merupakan
komponen penting dalam menentukan evolusi, epidemiologi, dan ekologi dari
suatu populasi. Analisis filogentik secara khusus didefinisikan sebagai ilmu yang
digunakan untuk menentukan hubungan organisme baru dengan organisme yang
terdahulu dan organisme yang diturunkan selama evolusi [24].

Proses evolusi melibatkan mutasi genetik dan proses rekombinan pada spesies
untuk membentuk spesies baru dan merubah sifat mereka yang akan menjadi
dasar untuk menganalisis hubungan satu spesies satu dengan yang lain. Dalam
mempelgari variasi dan diferensiasi genetik antara populasi, jarak genetik dapat
dihitung berdasarkan jumlah perbedaan basa polimorfik lokus gen dari populasi

pada urutan DNA.
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Anadisis filogenetik dipresentasikan sebagal sistem percabangan seperti
diagram pohon atau pohon filogenetik [24]. Tujuan penyusunan filogenetik adalah
untuk mengkontruksi dengan tepat hubungan antara organisme dan mengestimasi
perbedaan yang terjadi dari suatu spesies dengan keturunannya. Dalam studi
evolusi konstruksi pohon filogenetik merupakan hal yang penting. Terdapat
beberapa metode untuk mengkonstruksi pohon filogenetik dari data molekuler
(nukleotida atau asam amino). Analisis filogenetik dari sekuen nukleotida
merupakan analisis untuk menentukan hubungan kekerabatan yang diturunkan.
Hubungan evolus diantara sekuen digambarkan dengan menempatkan sekuen
sebagai cabang luar dari sebuah pohon. Hubungan dari cabang pada bagian dalam
pohon merefleksikan tingkat sekuen yang berbeda saling berhubungan. Dua
sekuen yang sangat mirip akan terletak sebagai neighboring outside dari cabang-
cabang dan berhubungan dalam cabang umum (common branch) [24].

Analisis filogenetik molekuler merupakan proses bertahap untuk mengolah
data sekuen DNA atau protein sehingga diperoleh suatu hasil yang
menggambarkan mengenai hubungan evolusi suatu kelompok organisme. Ada
tiga tahapan penting dalam analisis filogenetik molekuler yaitu sequence
alignment, rekonstruksi dan evaluasi pohon filogenetik menggunakan uji statistik
[24].

Analisis filogenetik sekuen asam amino dan protein biasanya akan menjadi
wilayah yang penting dalam analisis sekuen. Berdasarkan analisis, sekuen yang
mempunyai kedekatan dapat diidentifikas dengan menempati cabang yang

bertetangga pada pohon. Ketika keluarga gen ditemukan dalam organisme atau
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kelompok organisme, hubungan filogenetik diantara gen dapat memprediksikan
kemungkinan mempunyai sifat yang sama. Analisis filogenetik juga digunakan
untuk mengikuti perubahan yang terjadi secara cepat yang mampu mengubah
suatu spesies, seperti virus [24]. Terdapat dua metode untuk merekonstruksi
hubungan evolusi sekelompok organisme biologi, yaitu fenetika dan kladistika
(percabangan). Metode fenotip mengevaluasi hubungan evolusi berdasarkan
kepemilikan karakteristik atau ciri yang sama (overall similarity) dari anggota
kelompok. Metode kladistika mempelgari karakteristik ciri setiap anggota
kelompok atau hubungan perjalanan karakteristik evolusi. Di dalam filogenetik,
sekelompok organisme yang anggotanya memiliki banyak kesamaan karakteristik
dianggap memiliki hubungan yang sangat erat dan diperkirakan sebagai keturunan
dari satu nenek moyang yang sama dengan nenek moyang dan semua
keturunannya akan membentuk kelompok monofiletik. Anggota kelompok
monofiletik membawa sifat atau pola genetik dan biokimia yang sama. Karakter
apomorfik adalah karakter yang berubah, diturunkan dan terdapat pada ingroup,
sedangkan karakter plesomorfik adalah karakter primitif yang terdapat pada
outgroup. Karakter sinapomorfik adalah karakter genetik dan ditemukan dalam

kelompok monofiletik (Gambar 1) [24].

Karakter sinapomorik/
apomorfik
— Kelompok
monofiletik
Outgroup
Karakter Y
plesiomor ik
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Gambar 6 Pohon kekerabatan dan polarisasi karakter dalam analisis filogenetik [24]

Metode filogenetik dapat melacak jalur infekss SARS-CoV-2 menggunakan
data dari genom virus yang diambil dari pasien yang terinfeksi Covid-19 di
berbagai negara. Hasil studi mengungkapkan SARS-CoV-2 memiliki tiga varian
dari kelompok garis keturunan yaitu tipe A, B, dan C. Para peneliti menemukan
bahwa jenis virus SARS-CoV-2 tipe A pertama kali ditemukan di kota Wuhan,
China. Mutasi virus tipe A telah diamati di Amerika Serikat dan sebagian besar
virus ini juga ditemukan pada pasien positif SARS-CoV-2 asal Australia. SARS-
CoV-2 tipe B telah terdeteksi pada pasien yang tinggal di Asia Timur. Meski
begitu, virus jenis ini tidak bermutasi di luar wilayah tersebut dan bersifat
menetap. Varian SARS-CoV-2 tipe C lebih banyak ditemukan di Benua Eropa
[24].

Terdapat empat negara utama yang menjadi awal penyebaran virus di Eropa
yaitu Perancis, Italia, Swedia, dan Inggris. Hasil studi selanjutnya yaitu virus tipe
C yang ditemukan di Italia sebenarnya berasal dari pasien positif Covid-19 asal
Jerman yang pertama kali muncul pada 27 Januari 2020. Sebelumnya banyak
kalangan yang menilai bahwa wabah Coronavirus di Italia disebabkan oleh klaster
Singapura. SARS-CoV-2 tipe A diidentifikasi paling dekat hubungannya dengan
genom kelelawar dan trenggiling. SARS-CoV-2 tipe B berasal dari mutasi tipe A,
sedangkan tipe C berasal dari mutasi virus B [25,26]. Berdasarkan hasil studi
tersebut, peneliti berpendapat bahwa metode filogenetik dapat diterapkan pada
sekuensing genom SARS-Cov-2 untuk membantu memprediksi perkembangan

virus ini ke depannya. Analisis jaringan filogenetik memiliki potensi untuk
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membantu mengidentifikasi sumber infekss Covid-19 yang tidak terekam

sehingga dapat menyebarkan infeksi [ebih lanjut.
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Gambar 7 Analisis filogenetik dan penyelarasan urutan Coronavirus dari spesies yang berbeda
dengan menggunakan metode pangolin [27].
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BAB I11

LANDASAN TEORI

Pada bulan Desember 2019 wabah dari sindrom pernafasan akut SARS-CoV -
2 menyebabkan penyakit Coronavirus 2019 (Covid-19) terdeteksi di Wuhan,
China. Berdasarkan WHO kasus kluster pneumonia dengan etiologi yang tidak
jelas di kota Wuhan telah menjadi permasalahan kesehatan di seluruh dunia.
Penyebaran epidemi ini terus berkembang hingga akhirnya diketahui bahwa
penyebab kluster pneumonia ini adalah Novel Coronavirus. Pada 26 Januari 2020,
lebih dari 2000 kasus infekss SARS-CoV-2 telah dikonfirmasi, sebagian besar
melibatkan orang yang tinggal atau mengunjungi Wuhan, dan penularan dari
manusia ke manusia [1]. Pandemi terus berkembang hingga adanya laporan
kematian dan kasus-kasus baru di luar China. Berdasarkan laporan WHO, pada 30
Agustus 2020 kasus konfirmasi tercatat sebanyak 24.854.140 di dunia dengan
angka kematian 838.924 kematian dan CFR 3,4%. Pada 30 Januari 2020, WHO
menetapkan Covid-19 sebagai Public Health Emergency of International Concern
(PHEIC). Kejadian ini sebagai pandemik global, termasuk Indonesia[3].

Di Indonesia telah dilaporkan kasus pertama pada 2 Maret 2020. Menurut
laporan Kemenkes RI pada 30 Agustus kasus konfirmasi tercatat sebanyak
172.053 dengan angka kematian 7343 dan CFR 4,3% [32]. Kasus terus meningkat
sejak pelaporan pertama. Pemerintah menerapkan beberapa peraturan untuk
menghentikan kejadian penularan, seperti melakukan isolasi pasien yang terinfeksi
SARS-CoV-2, pemahaman protokol kesehatan berupa memakai masker, mencuci

tangan, menjauhi kerumunan dan menjaga jarak. Namun upaya pemerintah masih

31



belum dapat mengurangi penularan, kejadian terus meningkat dan mengakibatkan
kematian pada pasien. Pada 19 November 2020, Indonesia mencatat 478.720 dan
15.503 kematian oleh infekss SARS-CoV-2 [3]. Situasi ini mengakibatkan
Indonesia masuk dalam negara Asia Tenggara dengan jumlah kasus tertinggi
kedua setelah Filipina dan jumlah kematian tertinggi infeksi SARS-CoV-2.

Pada tanggal 26 Maret 2020, WHO mengeluarkan enam strategi prioritas
yang harus dilakukan oleh pemerintah untuk mengatasi pandemi. Strategi tersebut
diantaranya memperluas, melatih dan mengerahkan petugas Kesehatan,
menerapkan sistem untuk kasus yang dicurigal, identifikas fasilitas yang dapat
diubah menjadi layanan kesehatan khusus infeksi SARS-CoV -2, mengembangkan
rencana untuk karantina pasien, fokus pada sektor yang dapat menekan
penyebaran virus dan meningkatkan produksi pengujian serta meningkatkan
ketersediaan logistik pengujian. Menurunkan dan menunda puncak endemi
dianggap penting [3].

Salah satu tindakan adalah memperluas pengujian di seluruh sektor. Pengujian
deteksi SARS-CoV-2 didasarkan pada reverse transcriptase real-time polymerase
chain reaction (rt-PCR). Diagnosis infekss SARS-CoV-2 ditegakan dengan
pemeriksaan molekuler yaitu PCR, dan dilakukan sesuai protokol yang
direkomendasikan oleh WHO dan United States The Centers for Disease Control
and Prevention (US-CDC). Diagnosis PCR memberikan hasil yang akurat dan
menunjukan adanya infeksi aktif pada seorang dengan hasil PCR positif, sehingga
langkah-langkah investigasi epidemiologi terhadap kontak dapat segera dilakukan

untuk mengurangi penyebaran penyakit [33].
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Strategi lain yang disarankan adalah epidemiologi genom yang bertujuan
untuk mengidentifikasi sumber infekss SARS-CoV-2. Epidemiologi genom yang
telah diteliti terungkap bahwa SARS-CoV-2 dengan mutasi D614G menjadi yang
paling sering terdeteks secara global, termasuk kawasan Asia Tenggara. SARS-
CoV-2 dengan varian G614 memiliki titer infeksi yang jauh lebih tinggi daripada
virus D614 adli, dan pasien Covid-19 dengan varian G614 memiliki tingkat infeksi
yang lebih tinggi. Viral load dibandingkan pasien tanpa mutasi [34]. Sebuah studi
menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 dengan varian G614 mengungkapkan
peningkatan infektivitas, kompetitif kebugaran, dan penularan daripada virus
D614 tipe liar di epitel saluran napas manusia sel dan hamster [35]. Namun,

mutasi ini tidak terkait dengan tingkat keparahan Covid-19 [34].
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BAB IV

METODE PENELITIAN

A. JenisPendlitian
Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah penelitian eksplorasi pada SARS-

CoV-2 untuk menganalisa varian dan mutasi. Tahapan penelitian dilakukan sesuai

dengan protokol yang ada dan telah diketahui keberhasilannya. Data-data hasil

penelitian dianalisis secara deskriptif.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di duatempat yaitu :

1. Pengumpulan sampel : RSUD K.M.R.T Wongsonegoro Kota Semarang.

2. Andisis Whole Genom Sequencing : Laboratorium CoViD-19 Fakultas
Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan, Universitas Ggah
Mada Y ogyakarta.

C. Definisi Operasional
Definisi Operasional pada penelitian dijelaskan padatabel 7 sebagai berikut:

Tabel 7 Definisi Operasional
No. Varisbedl  Definis Operasional Cara Ukur Hasil Ukur
1 SARS-  Virus yang diisolas dari pasien rt-PCR Ctvalue< 36

CoV-2 penderita Covid-19
Target gen RdRp, target gen E

2 RNA Ribonukleat Acid [RNA] virus Sekuensing Pita DNA
genom berdasarkan seken genom 2732kb
virus
3 Filogenetik Klasifikass  virus  berdasarkan Neighbor- Pohon filogenetik
sekuen joining

D. Obyek Pendlitian
Obyek pendlitian adalah SARS-CoV-2 yang diisolasi dari pasien Covid-19

dan diperiksa di Laboratorium Biologi Molekuler, RSUD K.M.R.T



Wongsonegoro Kota Semarang. Sampel yang digunakan dalam penelitian berupa
cairan alantois (berupa dahak/lender/cairan dari nasofaring atau orofaring) yang
diinfeks oleh SARS-CoV-2 dan diperoleh pada bulan Agustus 2021 berasal dari
Kota Semarang. Sampel dilakukan analisa whole genome sequencing pada bulan
April 2022.
E. Alat dan Bahan
1. Ala

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Virus Transport Media
(VTM) (DNA/RNA Shield™ Collection Tube with Swab, Zymo Research, CA,
United States), tongue spatel, parafilm, plastik klip, label, kontainer steril untuk
sampel, marker, mikropipet, timer, vortex, microtube, incubator, filter tip, reagen
bioneer AccuPower®COVID-19 Real-Time RT-PCR Kit dengan through real-
time Polymerase Chain Reaction (PCR) using ExiSation™ Universal MDx
system (Dagjeon, Republik Korea), Kit Pemurnian GeneJET PCR (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA), Instrumen Illumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA,
USA) dengan reagen Illumina MiSeq v3 150 siklus.
2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah cairan aantois yang
diinfeks oleh SARS-CoV-2, VTM (Virus Transport Media), poly A yang
dilarutkan dalam 500 ul ER buffer proteinase K yang telah dilarutkan dalam 1250
ul ER buffer, VW1 buffer yang dilarutkan dengan ethanol absolute, ER buffer

hangat pada 56-60°C, kit mini QIAMP Vira RNA (Qiagen, Hilden, Jerman),
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Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA).
F. Prosedur Kerja
1. Pengambilan Swab nasofaring dan orofaring

Pengambilan dilakukan pada nasofaring dan orofaring. Mempersiapkan
Cryotube yang berisi 1,5 ml media virus atau VTM komersil. Lalu memberikan
label yang beriss nama pasien, tanggal lahir, kode nomor spesimen, dan
pengambilan swab ke berapa. Dacron dimasukan ke bagian nasofaring dan
menggerakan dakron dengan memutar secara perlahan. Kemudian dakron
dimasukan ke dalam VTM. Setelah itu melakukan swab pada orofaring yaitu pada
belakang tonsil dan menghindari swab menyentuh bagian lidah. Kemudian dakron
dimasukan ke dalam VTM. Cryotube dililit dengan parafilm dan dimasukan ke
dalam plastik klip.
2. Preparasi Sampel

Sampel berasal dari isolat virus kolekss RSUD K.M.R.T Wongsonegoro Kota
Semarang selama kurun waktu Agustus 2021. Sampel diambil dari swab
nasofaring dan orofaring kemudian dimasukan ke dalam media tranport virus.
Sample dikirim ke Departemen Mikrobiologi dan Laboratorium Diagnostik
Fakultas K edokteran, Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan, Universitas Gajah
Mada, Y ogyakarta.
3. Ekstraksi RNA Virus

Prinsip ekstraks RNA adalah mengisolass RNA SARS-CoV-2 agar dapat

diperiksa dengan metode PCR. Ekstraksi RNA mengikuti tahapan dari kit insert
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ekstraksi RNA virus Bioner. Proteinase K yang telah dilarutkan dalam 1250ul ER
buffer lalu dipipet 10 pl, kemudian ditambahkan sampel sebanyak 200 ul, VB
buffer 300ul, lalu vortex selama 10 detik dan diinkubasi pada suhu 56-60°C
selama 10 menit. Sebanyak 300 pl ethanol absolute ditambahkan ke dalam
microtube, lalu vortex selama 10 detik dan spindown 5 detik. 100 pl BST solution
ditambahkan pada binding column kemudian di sentrifuge 13.000 rpm selama 30
detik, lalu dibuang cairannya. Lysat yang berada pada binding column
dipindahkan dan di sentrifuge Kembali pada 13.000 rpm selama 1 menit.
Sebanyak 500ul VW1 buffer ditambahkan kemudian di sentrifuge 13.000 rpm
selama 1 menit, kemudian ditambahkan 200 pl RWA?2 buffer di sentrifuge 13.000
rpm selama 1 menit. Binding column dipindahkan pada microtube baru kemudian
di tambahkan 50 ul ER buffer hangat dan biarkan di suhu ruang selama 5 menit,
kemudian setelah itu di sentrifuge 13.000 rpm selama 1 menit.
4. Amplifikasi Gen E dan Orflab

Amplifikasi gen menggunakan PCR dengan sistem program menggunakan
alat cobas Z 480 dengan siklus reverse transcription pada suhu 50°C selama 15
menit (1 cycle), initial denaturation 95°C selama 3 menit (1 cycle), pre-
amplification pada suhu 95°C selama 5 detik dan 60°C selama 40 detik (5 cycle),
amplification 95°C selama 5 detik dan 60°C.
5. AnaisisProduk Hasil PCR

Intepretasi hasil produk PCR berdasar pada kit insert (°RNA virus bioner)

yaitu sebagai berikut :

Target Ct value Interpretasi

Orflab [RARP] [FAM] <36 2019-nCoV ORF1ab [RARP] gen positif
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Gen E [JOE/VIC/HEX] <36 Coronavirus E gen positif

IC [Cy5] <32 Internal control positif

Hasil pembacaan

ORF1ab/RdRP [FAM]  Gen E [JOE/VIC/HEX] IC[Cy5] Interpretas

+ + + 2019-nCoV positif
+ - + Inkonklusif
+ - Near-source coronavirus
positif

2019-nCoV negatif

Invalid/pengulangan tes

6. Analisis Whole Genome Sekuensing

Total RNA virus diekstraksi dari 8 sampel menggunakan kit mini QAMP
Vira RNA (Qiagen, Hilden, Jerman), diikuti oleh sintesss cODNA untai ganda
menggunakan Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis (Thermo
Fisher Scientificc, MA, USA), kemudian dimurnikan dengan Kit Pemurnian
GeneJET PCR (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Flex DNA Nextera untuk
enrichment menggunakan panel respiratory virus oligos digunakan untuk
persigpan perpustakaan, dan pengurutan seluruh genom dilakukan menggunakan
Next Generation sequencing (NGS) yang diterapkan dalam Instrumen Illumina
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA] dengan reagen Illumina MiSeq v3 150
siklus [2 x 75 gklus). Di antara sampel yang dianalisis oleh NGS, yang
menunjukkan data yang baik dilanjutkan analisis bioinformatika lebih lanjut.
7. Andisis Filogenetik

Data urutan sekuens dari semua isolat SARS-CoV-2 urutan sekuens referensi
(diperoleh dari GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) disgjikan dalam bentuk

format FASTA. Penjgaran urutan dilakukan menggunakan program MAFT.
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Pohon filogentik dibangun menggunakan filogeni dalam program Neighboor-
Joining. Program bioinformatik yang digunakan adalah perangkat lunak Geniouse

Prime.

G. Alur Pendlitian

Sampel virus SARS-CoV-2

y

Deteksi Antigen [RNA
Virus SARSCoV-2]

RT-gPCR

\ 4

Sequencing

Anotasi dan filogenetik

A 4

Data

Gambar 8 Alur Pendlitian

H. Teknik Pengumpulan Data
Data yang digunakan dalam penelitian ini merupakan data primer dan data

yang diperoleh ditabulasikan kemudian disgjikan dalam bentuk narasi deskriptif.
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BABV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian
1. Gambaran Umum Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian berupa cairan alantois (berupa
dahak/lender/cairan dari nasofaring atau orofaring yang diambil dari pasien
dengan gegala infeks SARS-CoV-2. Penegakan diagnosis SARS-CoV-2
menggunakan metode Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), karena
memiliki sensitifitas yang akurat dalam mendeteks infeks dini. Sampel virus
dikumpulkan di RSUD K.M.R.T Wongsonegoro Kota Semarang selama kurun
waktu Agustus 2021. Sampel yang memenuhi kriteria lalu dilakukan analisis
Whole Genom Sequencing dan dianalisis di Laboratorium CoViD-19 Fakultas
Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan, Universitas Gajah Mada
Y ogyakarta. Sampel penelitian berjumlah 8 pasien berdasarkan distribus kriteria
sebagai berikut:

Tabel 8 Distribusi sampel menurut jenis kelamin, usia, gejaa, jenis vaksin, komorbid dan status
pasien

Jens Komorid Slalus pasien
L o s ]
Ko o JK Lz (ieaia o Hevimggl |:|Iﬁ|:||.T.|".
sarepel idep 150k
mardin
1 AS | 3 Demam ancemin, dae S - Hidap Direrw
1 LAS P T Demam, bemk, sakit kepala, dimre SIMEVAS . Hidap Direrwni
1 LT P f1  Demam, lemes, tefak, salof tenpgomlan, ssak < 1] Mennggal  Dirrwa
mafas, iy
4 RW P4 Demam sakit kepon, pild, aoosmis Einewas - Hidep  Dlirewst
L] L [ 12 Demam, musl, bab, piek, bemas, dane - = Hidap [irewat
§ P 69 Demam sesik tmfi, lesias, balik isosmia dose . DM, Hidsp  Dirwanl
kalester]
T MaH 1 £l [emam sil kepef, lemas, pilek, azosmia sinovac hoperiezsi Hitkzp T rerwet
£ K P ¥ Demam nyen mod, mual, mmiah, sesmia, diare  sinevas - Hidup Dlirgwat

Ket: XK :jeniskelamin, L : Laki-laki, P : Perempuan, DM : diabetes miletus.
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Berdasarkan tabel 8. didapatkan sampel dari jenis kelamin laki-laki berjumlah
2 orang dan perempuan berjumlah 6 orang. Seluruh sampel memiliki gejala umum
infekss SARS-CoV-2 yaitu demam, anosmia (kehilangan kemampuan indra
penciuman), diare, batuk, sakit kepala, sakit tenggorokan, pilek, lemas, mual dan
muntah. Sebanyak 5 pasien telah melakukan vaksinasi CoViD-19 dan jenis vaksin
yang digunakan adalah sinovac. Sampel diambil dari pasien yang memiliki
komorbid (penyakit penyerta) dan pasien yang tidak memiliki komorbid. Jenis
komorbid yang diderita pasien adalah diabetes melitus, hipertensi dan memiliki
riwayat kolesterol tinggi.

Pemeriksaan RT-PCR dinyatakan positif apabila memiliki kriteria
pemeriksaan dengan menggunakan 2 target gen yang berbeda. Salah satu target
gen yang dipakai merupakan gen yang spesifik untuk SARS-CoV-2. Pada
penelitian ini menggunakan 2 target gen yaitu target gen spesifik (RNA-dependent
RNA Polymerase atau RARP) dan gen E. Berdasarkan hasil pemeriksaan RT-PCR

diperoleh data (tabel 9) sebagai berikut :

Tabel 9 Hasil pemeriksaan Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) pada sampel SARS-
CoV-2 di Kota Semarang

No |nisial Ct value Kesimpulan
Sampel RdRP GenE

1 AS 20,03 18,16 Terkonfirmasi CoViD-19
2 LAS 19,29 15,27 Terkonfirmasi CoViD-19
3 LT 17,18 15,26 Terkonfirmasi CoViD-19
4 RW 21,68 17,95 Terkonfirmasi CoViD-19
5 AZ 19,24 16,73 Terkonfirmasi CoViD-19
6 TI 30,26 26,90 Terkonfirmasi CoViD-19
7 MAH 28,18 22,97 Terkonfirmasi CoViD-19
8 Kl 25,86 22,10 Terkonfirmasi CoViD-19

Keterangan : Ct : Cycle Threshold, RdRp : RNA-dependent RNA Polymerase
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Berdasarkan tabel 9, dari masing-masing sampel pada target gen RARP dan
gen E memiliki Ct value dibawah < 36 sehigga semua sampel dinyatakan
terkonfirmasi CoViD-19 dan dilanjutkan analisis whol e genome sequencing.

2. Analisis Whole Genom Sekuensing

Pemanfaatan analisis whole genom pada penelitian adalah untuk mengetahui
pengurutan materi genetik dari SARS-Cov-2, sehingga diperoleh bagian yang
mengalami perubahan dan dapat mendeteksi adanya mutasi. Mutasi tersebut yang
menginisasi terbentuknya varian baru dari virus. Dengan demikian penegakan
diagnosis penyakit infeksi dapat diketahui secara akurat dan cepat. Penyebab
mutas dikarenakan 4 faktor yaitu:

1. Kesalahan padareplikasi

2. Terputusnyaikatan oksigen-fosfat

3. Adanya substitusi pasangan basa sehingga merubah asam amino (missense
mutation atau mutasi salah arti)

4. Perubahan jumlah basa tapi tidak merubah urutan asam amino (nonsense
mutation atau mutasi tak bermakna).

Berdasarkan analisis mutasi pada sampel yang telah telah disgjgjarkan dengan
genom virus referenss Wuhan (NC_045512), maka didapatkan mapping mutasi
pada daerah ORFlab yaitu pada NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP9,
NSP11, NSP13 (Tabel 10). Berdasarkan tabel 10 mutas terjadi dengan adanya
perubahan pada NSP2 yaitu urutan ke 1404 (C-T), 1613 (C-A) 1738 (G-T), 1820
(G-A), 1926 (C-T, C-G), 2574 (C-T) dan 2701 (C-A). Berikut mapping mutasi

daerah NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP9, NSP11, NSP13 (Tabel 10):
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Tabel 10. Mapping NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP 9, NSP11 dan NSP13 pada virus SARS-CoV-2 sampel Kota Semarang
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Mutas pada NSP2 mempengaruhi adanya perbedaan virulenss dan
patogenesis virus. Mutasi virus SARS-CoV-2 juga ditemukan pada NSP3. NSP3
atau papain like protease berperan dalam pengurai dan pemotong yang berfungsi
melepaskan protein virus. NSP3 bertanggungjawab atas pelepasan NSP1 dan
NSP2 pada wilayah N-termina ppla dan pplab. Sel normal akan menandai
protein untuk dimusnakan apabila terjadi mutasi, tetapi NSP3 akan menghapus
sinyal penanda sehingga kemampuan sel melawan virus berkurang. Mutasi pada
NSP3 menunjukkan mekanisme potensial yang dapat membedakan CoViD-19
dengan SARS yang lain [Alisher, 2022].

Berdasarkan tabel 10, mutasi juga terjadi dengan adanya perubahan pada
NSP3 yaitu urutan ke 3037 (C-T), 3482 (G-A), 3602 (C-T), 4095 (C-A), 4181 (G-
T) ,4752 (C-T), 4780 (C-T), 5021 (A-C), 5184 (C-T), 5584 (A-G), 5832 (C-T),
6233(A-G), 6402 (C-T), 6865 (G-T), 6883 (C-T), 7124 (C-T), 7703 (C-T), 7735
(C-T), 7819 (C-T), 7917 (A-G), dan 8015 (G-A). NSP4, NSP6, NSP8, dan NSP9
juga memerankan penting mutasi pada virus SARS-CoV-2. NSP4 dan NSP6
adalah protein yang memproduksi gelembung berisi cairan di dalam sel yang
terinfeksi. NSP8 merupakan protein penyalin RNA sehingga virus dapar
diperbanyak. NSP9 berfungsi untuk memediasi replikasi virus.

Mutas selanjutnya terjadi dengan adanya perubahan pada NSP4 yaitu pada
urutan 8917 (C-T), 8986 (C-T), 9053 (G-T), 9073 (C-T), 9891 (C-T), dan 10029
(C-T). NSP6 yaitu pada urutan 11201 (A-G), 11332 (A-G), 11418 (A-C, A-T),
11514 (C-T), dan 11758 (C-T). NSP8 yaitu pada urutan 12153 (C-T), 12295 (C-

T), dan 12566 (G-A). NSP9 yaitu urutan ke 12934 (A-T) dan 13019 (C-T).



Urutan selanjutnya yang terjadi mutas adalah pada NSP11 dan NSP13.
Berdasarkan tabel 10, mutasi terjadi dengan adanya perubahan pada NSP11 yaitu
pada urutan 13554 (C-T), 13566 (A-G), 14408 (C-T), 14999 (G-A) dan 15451 (G-
A). NSP13 yaitu pada urutan 16466 (C-T) dan 16566 (A-G). Perubahan pada
NSP11 dapat meningkatkan transmisi dan evasi pada sistem imun. NSP13
berperan dalam menguraikan RNA sehingga nukleotida dapat dibaca dan
diekspresikan.

Mutas ditemukan juga pada NSP14, NSP16, GEN S, ORF3a, GEN M,
ORF7ab, GEN N dan ORF 10. Berdasarkan tabel 11, mutas terjadi dengan
adanya perubahan pada NSP14 yaitu pada urutan 18175 (C-T), 18255 (G-T),
18377 (C-T), 18412 (G-T), 19220 (C-T) dan 19387 (A-G). NSP16-ORF1ab yaitu
pada urutan 21304 (C-A) dan 21305 (G-A). NSP14 merupakan protein yang
berperan sebagai pengoreksi salinan genom virus yang sal ah diekspresikan.

Mutasi tidak terjadi pada protein non-struktural, melainkan juga pada Gen S.
Gen ini mengkode protein pada permukaan virus yaitu protein Spike yang
berperan penting padainefektivitas virus SARS-CoV-2. Protein Spike berada pada
permukaan virus, sehingga menjadikan protein ini berpengaruh terhadap imun
respon inang dan merupakan target baik untuk strategi terapi dan pengembangan
vaksin. Mutasi pada protein S merupakan mutasi umum dan banyak terjadi, tetapi
dapat mempengaruhi efektivitas dan deteksi virus. Berdasarkan tabel 11, mutas
terjadi dengan adanya perubahan pada gen S yaitu pada urutan 21618 (C-G),

22227 (C-T), 22917 (T-G), 22995 (C-A), 23202 (C-T), 23403 (A-G), 23604 (C-
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G), 23896 (C-T), 24386 (G-A), 24410 (G-A), 24628 (G-T), 24781(G-T),

25047(C-T), 25223 (A-G) dan 25352 (G-T).
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Tabel 11. Mapping NSP14, NSP16, GEN S, ORF3a, GEN M, ORF7ab, GEN N dan ORF10 pada virus SARS-CoV-2 sampel Kota Semarang
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Berdasarkan tabel 11, mutas terjadi dengan adanya perubahan pada ORF3a
yaitu pada urutan 25469 (C-T), 25624 (C-T), 25702 (C-T) dan 36130 (T-C). Gen
M yaitu urutan 27730 (G-T), 26767 (U-C) dan 27065 (G-A). ORF7a-b yaitu pada
urutan 27427 (C-A), 27638 (T-C), 27752 (C-T)dan 27874 (C-T). Genom RNA
merupakan untai positif dari Coronavirus yang memiliki panjang sekitar 27
hingga 32 kb yang mengandung sekitar 2/3 bagian mencakup gen Orflab virus
dan mengekspresikan poliprotein terbesar dan paling kompleks dari semua virus
RNA. Open Reading Frame berfungsi sebagai enzim replikase, transkriptase,
polimerase, dan diterjemahkan ke dalam poliprotein ORFla (~486 kDa, produk
utama) dan ORF1b (~306K Da) dalam sel inang [38].

Mutas juga terjadi pada ORF3a, Gen M, ORF7ab. Protein ORF3a dapat
memicu peradangan pada infeksi SARS-CoV-2. Gen M merupakan protein yang
berperan dalam perakitan virus. Protein M memiliki kandungan asam amino yang
dapat mempertahankan kesamaan struktural dari virus. Protein M banyak
ditemukan pada partikel virion yang memberikan bentuk pada selubung virus dan
mengikat nukleokapsid. Protein ORF7 dapat memicu bunuh diri pada sel yang
terinfeks.

Gen N, dan ORF10 juga terdapat perubahan pada basa nitrogennya. Gen N
berperan dalam pembentukan kompleks dengan genom virus, bekerjasama dengan
protein M selama perakitan virus dan meningkatkan efisiensi transkripsi virus.
Pada tabel 11, mutas terjadi dengan adanya perubahan pada Gen M yaitu pada
urutan 28461 (A-G), 28861 (G-T), 28916 (G-T), 29402 (G-T), 29421 (C-T) dan

29555 (C-T). ORF 10 pada urutan 29670 (C-T) dan 29742 (G-T).
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Adanya mutas pada virus SARS-CoV-2 menginisias terjadinya perubahan

pada basa nitrogen. Berikut perubahan basa nitrogen pada virus SARS-CoV-2

(Tabel 12);
Tabel 12. Perubahan basa nitrogen pada virus SARS-CoV-2 pada sampel penditian Kota
Semarang

) Perubahan basa nitrogen
No ID Virus
AC AG AT CA CG CT GA GC GT TA TC TG

1  EPLISL_7160982 O 4 1 0 2 14 1 0 8 0 2 1
2 EPI_ISL_7160960 0 5 1 2 2 19 3 0 8 0 2 1
3 EPI_ISL_7160983 0 5 1 2 2 16 3 0 8 0 3 1
4  EPI_ISL_7160977 0 4 0 2 2 15 3 0 9 0 2 1
5  EPI_ISL_7160001 1 4 1 2 2 16 3 0 5 0 3 1
6  EPI_ISL_7160965 0 5 1 2 2 17 4 0 1 0 2 1
7 EPI_ISL_7160978 0 4 1 1 2 16 3 0 9 0 2 1
8  EPI_ISL_7160961 0 7 0 2 2 22 5 0 8 0 4 1

Berdasarkan tabel 12, perubahan basa nitrogen yang dominan terjadi

perubahan adalah basa nitrogen C ke T. Perubahan basa nitrogen ini

mengakibatkan virus SARS-CoV-2 menjadi karakteristik penularan baru pada

manusia. Perubahan basa nitrogen yang sedikit terjadi yaitu G ke T, G ke A, T ke

C, A keG, CkeA, dan T ke G. Basa nitrogen yang tidak mengalami perubahan

adalah AkeC,AkeT,GkeCdanT keA.

Perubahan jumlah basa nitrogen berpengaruh pada pembacaan kode genetik

secara triplet sehingga mengakibatkan asam amino yang terbentuk mengalami

perubahan. Perubahan asam amino yang terjadi pada sampel penelitian dapat

dilihat pada tabel 13.

49



Tabel 13. Perubahan asam amino pada NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NSP8, NSP12, NSP13, NSP14 dan NSP16 pada sampel penelitian K ota Semarang
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Keterangan : NSP : Non Sruktural Region
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Perubahan asam amino yang terjadi pada NSP 2 adalah P200L, L270I,
G339S, T374l dan T590I. Pada NSP3 terjadi mutasi G255R, H295Y, T459N,
A488S, T678I, M768L, P822L, S1038F, 1117V, P1228L, K1382N, P1469S dan
A1766T. Pada NSP4 terjadi mutasi V167L, A466V dan T492I. Perubahan asam
amino yang terjadi pada NSP6 adalah T77A, V149A dan T181l. Pada NSP8
terjadi mutasi A21V, P36L dan V159I. Pada NSP12 terjadi mutas P323LM,
S520N dan G671S. Pada NSP13 terjadi mutasi P77L. Pada NSP14 terjadi mutasi
P46S, M72I, T113l, V125F, A394V dan $450G. Pada NSP16 terjadi mutas
R216N.

Perubahan asam amino yang terjadi pada protein Spike yang menjadi
dominan adalah perubahan pada D614G dan P618R. Perubahan lain yang terjadi
adalah T19R, E156G, F157del, R158del, A222V, L452R, T478K, T5471, A942T,
D950N, K1073N, P1162L, 11221V dan V1264L. Perubahan asam amino yang
terjadi pada gen M adalah 182T dan V70F, gen N adalah D63G, R203M, G215C,
D377Y dan D383P. Pada ORF3 terjadi mutasi S26L, H78Y dan P104S. Pada

NS7aterjadi mutasi L12I, V82A dan T120I. pada NS7b terjadi mutasi T40l.
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Tabel 14. Perubahan asam amino pada gen Spike, GEN M, GEN N, ORF3 dan NS7ab pada sampel penelitian Kota Semarang

SPIKE GEN M GENN ORF3 NS7ah
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3. Polamutas sekuen virus

Pola mutasi dianalisis menggunakan Single Nucleotida Polymorphism (SNP)
dilakukan mengunakan bank data pada link (https://usegalaxy.org/welcome/new)
didapatkan hasil sebagai berikut (Tabel 15):

Tabel 15. Single Nucleotida Polymorphism (SNP) virus SARS-CoV-2 pada sampel penelitian

Kota Semarang
NO IDVIRUS DELESI SNP MISSENSE SILENT
1 EPI_ISL_7160982 1 31 56 12
2 EPI_ISL_7160960 2 42 68 18
3 EPI_ISL_7160983 2 40 62 21
4 EPI_ISL_7160977 0 32 49 16
5 EPI_ISL_7160901 2 37 53 21
6 EPI_ISL_7160965 2 44 72 22
7 EPI_ISL_7160978 2 38 64 16
8 EPI_ISL_7160961 2 51 81 34

Keterangan : SNP : Sngle Nucleotida Polymorphism
Berdasarkan tabel 15, didapatkan jenis dan mutasi pada sampel. Jenis mutasi

terdiri dari delesi, SNP, missense dan silent. Mutasi diinisias oleh perubahan
materi genetik dan bersifat mewarisi keturunannya. Mutasi terjadi pada gen dan
kromosom yang membentuk sel. Virus bermutasi bertujuan untuk beradaptasi
dengan lingkungan baru.
4. Varian Virus SARS-CoV-2

Varian virus SARS-CoV-2 dianalisis menggunakan Pangolin versi 3.3.14
mengunakan bank data pada link (https://usegalaxy.org/welcome/new] didapatkan

hasil sebagai berikut (tabel 16) :
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Tabel 16. Varian virus SARS-CoV -2 pada sampel penelitian K ota Semarang

NO ID VIRUS Varian Lineage
1 EPI_ISL_7160982 Delta (B.1.617.2] AY.92
2 EPI_ISL_7160960 Delta (B.1.617.2) AY.23
3 EPI_ISL_7160983 Ddta (B.1.617.2] AY.23
4 EPI_ISL_7160977 Delta (B.1.617.2) AY.92
5 EPI_ISL_7160901 Ddta (B.1.617.2] AY.24
6 EPI_ISL_ 7160965 Delta (B.1.617.2) AY.23
7 EPI_ISL_7160978 Ddta (B.1.617.2] AY.23
8 EPI_ISL_ 7160961 Delta (B.1.617.2) AY.23

Dari seluruh sampel yang dilakukan analisis merupakan varian Delta
(B.1.617.2). Virus yang merupakan lineage AY.92 (turunan Eropa) adalah ID
virus EPI_ISL_7160982 dan EPI_ISL_7160977. Virus yang merupakan lineage
AY .23 (dominasi Singapura dan Indonesia) adalah ID virus EPI_ISL_7160960,
EPl_ISL_ 7160983,  EPI_ISL 7160965,  EPI_ISL_7160978,  dan
EPI_ISL_7160961. Virus yang merupakan lineage AY .24 (Indonesia) adalah ID
virus EPI_ISL_7160901.

5. Filogenetik

Analisis filogenetik dilakukan dengan menggunakan kumpulan data dari 28
genom virus SARS-CoV-2 di Indonesia dan dari beberapa negara lainnya
bersumber dari GISAID (www.gisaid.org). Sekuen yang digunakan adalah varian
virus Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Kappa
(B.1.617.2), Epsilon (B.1.427), Eta (B.1.525], Lota (B.1.526), Lambda (C.37),
Mu (B.1.621), Omicron (BA.1), B.1.177, 19B dan B.1.466.2. Pohon filogenetik
dibangun meggunakan aplikasi genious prime dengan metode Neighbour Joining
atau UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Nilai

bootstrap pada penelitian ini menggunakan 1000 replikasi. Pohon filogenetik

dibangun menggunakan panjang nukleotida 29.903, dengan referensi genom



dengan beracuan pada sekuen virus SARS-CoV-2 Wuhan (NC_045512.2).
Filogenetik bertujuan untuk menentukan kelompok (Clade) varian dari sampel
penelitian. Berdasarkan pohon filogenetik didapatkan sampel penelitian memiliki
kekerabatan dari varian di Indonesia. Pohon filogenetik tersebut dapat dilihat pada

gambar 9.
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Gambar 9. Pohon Filogenetik Virus SARS-CoV-2 Strain Semarang direkonstruksi
menggunakan metode Neighbour-Joining dalam software Genious Prime
(warna merah : sampel, warnabiru : genom referensi Wuhan dari NCBI)
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Hasil rekonstruksi pohon filogenetik pada gambar 9 menunjukan bahwa
sampel virus SARS-CoV-2 Strain Semarang memiliki sifat yang sama dengan
referens wuhan dan membentuk 3 Clade. Clade pertama membentuk Clade
tersendiri yang merupakan mutasi dari varian virus India. Sampel termasuk dalam
Clade pertama adalah ID EPI_ISL_7160901. Clade kedua sampel Kota Semarang
dengan 1D EPI_ISL_7160977 dan ID EPI_ISL_7160982 berdekatan dengan
varian virus dari India. Clade ketiga dengan ID sampel ID EPI_ISL 7160961, ID
EPI _ISL_ 7160978 berdekatan dengan varian virus Delta dari Jogjakarta serta
sampel ID EPI_ISL_ 7160983, ID EPI_ISL_7160965 dan ID EPI_ISL_7160960
merupakan daughter clades dengan sampel Semarang EPI_ISL 7160960,
berdekatan dengan varian virus Delta dari Jawa Tengah.

Clade yang terbentuk menunjukan kelompok monofiletik. Kelompok ini
memiliki taksa yang diturunkan oleh nenek moyang. kekerabatan antara Clade
yang mirip dari Jawa Tengah dan Semarang termasuk sister taxa. Sister taxa
merupakan spesies yang memiliki sifat monofiletik dan berada dalam satu taksa
yang memiliki kekerabatan yang dekat dengan yang lainnya dalam satu pohon
filogenetik.

Analisis bootstrap (1000 replikasi) menggunakan model Kimura-nei dalam
aplikas Genious Prime. Analisis ini bertujuan untuk menilai atau menguji
validitas konstruksi data set pada pohon. Nilai bootstrap ditunjukan pada angka
yang terletak pada cabang-cabang pohon filogenetik. Pada sampel penelitian ini,
sampel menunjukkan nilai bootstrap lebih dari 50%. Hal ini dapat diartikan

semakin panjang cabang maka terdapat perubahan sekuen terjadi. Meskipun
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demikian, nilai bootstrap yang rendah tidak menjadi tolak ukur dari pohon
filogenetik (50).
B. Pembahasan

Sampel penelitian berjumlah 8 pasien yang diambil dari pasien yang memiliki
ggiaa infeks SARS-CoV-2. Diagnosis infeksi SARS-CoV-2 dianggap penting
untuk melihat perkembangan Klinis dari pasien. Sampel berasal dari isolat virus
kolekss RSUD K.M.R.T Wongsonegoro Kota Semarang selama kurun waktu
Agustus 2021. Sampel diambil dari swab nasofaring dan orofaring kemudian
dimasukan ke dalam media tranport virus. Sampel yang memenuhi kriteria lalu
dilakukan analisis Whole Genom Sequencing dan dianalisis di Laboratorium
CoViD-19 Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan,
Universitas Ggjah Mada Y ogyakarta. Sampel yang digunakan dalam penelitian
berupa cairan aantois (berupa dahak/lender/cairan dari nasofaring atau orofaring.
Penentuan diagnosis infeksi menggunakan gold standar yaitu metode Real-Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

Metode RT-PCR efektif dan mampu mendeteks virus SARS-CoV-2 secara
molekuler dan spesifik terhadap virus sehingga diagnosis dapat ditegakkan secara
tepat [36]. RT-PCR bekerja secara invitro dengan menghitung jumlah template
DNA menggunakan enzim reverse transcriptase. Teknik pengumpulan data
dilakukan selama proses PCR terjadi (real-time). Hasil analisis data diperoleh
secara kuantitatif yaitu dengan Ct value (Cycle threshold) yang dihasilkan oleh

reference gen dan gen target [37]. Berdasarkan hasil penelitian yang telah
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dilakukan terhadap 8 sampel dari pasien terduga infeks virus SARS-CoV-2,
seluruh sampel dinyatakan positif virus SARS-CoV-2.

Virus SARS-CoV-2 merupakan virus RNA yang memiliki laju mutasi yang
tinggi. Mutasi yang telah ditemukan pada beberapa studi didapatkan pada NSP,
protein Spike, gen M, N dan RdRP. Peranan NSP dalam patogenesis virus dan
target yang dapat digunakan untuk penargetan obat antivirus dan sintesis vaksin
[38]. Berdasarkan mapping pada NSP2-ORFlab, terdapat mutasi pada sampel
dengan 1D EPI_ISL_7160982, EPI_ISL_7160960, EPI_ ISL_7160983,
EPI_ISL_7160977, EPI_ISL_7160965, EPI_ISL_ 7160978  dan EPI
_ISL_7160961. Mutasi pada NSP2-ORFlab mempengaruhi adanya perbedaan
virulensi dan patogenesis virus. Penelitian oleh Banerjee (2020) menyatakan
bahwa sebanyak 44,2% sampel yang dilakukan penelitian merupakan mutasi yang
terjadi pada NSP2-ORFlab. NSP2 bertanggung jawab pada memodulasi jalur
pensinyalan kelangsungan hidup virus [39].

Berdasarkan mapping pada NSP3, NSP4, NSP6 NSP8, NSP9, NSP13 dan
NSP14 mutas pada sampel didominasi dengan perubahan transisi atau perubahan
basa nukleotida C ke basa nukleotida T (Tabel 11). Hal ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya oleh Abdulaev (2020) menyatakan bahwa perubahan basa
nukleotida C ke basa nukleotida T dominan menyebabkan laju transisi yang tinggi
sehingga virus SARS-CoV-2 menjadi karakteristik penularan baru pada manusia.
Perubahan basa nukleotida C ke basa nukleotida T menjadi dominan sebanyak
42% dibandingkan dengan basa nukleotida T ke basa nukleotida C sebanyak 8%

[40].
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Berdasarkan mapping pada NSP sampel yang mengalami perubahan
transverss dari basa nukleotida G ke T pada NSP2 vyaitu sampel
EPI_ISL 7160965 NSP2 dan NSP3 vyaitu sampel EPI_ISL_7160982,
EPI_ISL_7160960, EPI_ISL_716096583, EPI_ISL_7160977, EPI_ISL_ 7160965,
EPI_ISL_7160978, EPI_ISL_7160961. Hal ini sejalan dengan penelitian oleh
Alisher (2020) sebanyak 15,63% sampel yang diteliti memiliki perubahan
transversi (perubahan basa nukleotida (C atau G) ke basa nukleotida (T atau A).
Perubahan ini memiliki peran utama dalam evolusi dan menunjukkan bahwa
deaminasi sitosin menjadi penyebab mutasi [Radhakrisna, 2021]. Hasil penelitian
Abdulaev (2022) menyatakan bahwa tingkat transversi dari G-T (16%) menjadi
lima kali lipat dari T-G (3%). Untaian RNA dengan jumlah C dan G yang tinggi
berkontribusi membentuk pintu untaian yang stabil dibandingkan dengan jumlah
basa T dan A yang tinggi. Selain itu, energi yang dibutuhkan dalam reproduksi sel
sedikit. Hal ini yang menyebabkan bahwa SARS-CoV-2 lebih baik dalam
perkembangan dalam sel inang daripada virus SARS lain [40].

Perubahan basa nukleotida yang terjadi pada protein Spike didominasi dengan
perubahan A23403G yang terjadi pada ke delapan sampel. Penelitian oleh Alisher
(2022) yang memiliki perubahan basa nukleotida A23403G pada seluruh sampel
yaitu sebanyak 39 sampel penelitian. Perubahan basa nuklectida ini yang
menyebabkan perubahan asam amino D614G. Penelitian lain oleh Sayantan
(2020) sebanyak 6% dari total sampel memiliki perubahan A23403G. Menurut
Sayantan perubahan ini memiliki peran penting dalam hal stabilitas protein dan

karakteristik kunci lainnya. Perubahan lain pada protein Spike adalah C23604G

60



yang juga terjadi mutas pada ke delapan sampel. Hal ini juga sgalan oleh
penelitian Abdulaev (2022) yang memiliki perubahan basa nukleotida pada
subunit 2. Perubahan basa nukleotida ini yang menyebabkan perubahan asam
amino P681R [40].

Adanya perubahan basa nukleotida akan berpengaruh pada perubahan asam
amino. Tahapan mutasi berkontribusi pada perubahan dalam wilayah protein
nontruktural seperti NSP3, NSP4 dan NSP6 yang memfasilitasi replikasi genom
dan patogenitas virus. Pada penelitian ini perubahan asam amino yang
mendominasi di wilayah protein NSP3 terjadi pada urutan A488S dan P1228L
yaitu sampel EPI_ISL_7160982, EPI_ISL 7160960, EPI ISL_716096583,
EPI_ISL_ 7160977, EPI_ISL_7160965, EPI_ISL_ 7160978, EPI_ISL_7160961
(Tabel 13). Hal ini seperti penelitian oleh Haniyeh (2022] mengalami perubahan
asam amino A488S (54,88%) dan P1228L (53,86%) pada NSP3. Mutasi A488S
mengubah asam amino alanin menjadi serin. Diketahui bahwa serin merupakan
salah satu asam amino pembentuk antibodi dalam sel. Mutas A488S dapat
meningkatkan stabilitas pada NSP3. Hal ini menjadikan varian Delta memiliki
penyebaran yang sangat luas [41]. Mutasi P1228L mengubah asam amino prolin
menjadi leusin. Leusin ini dapat mengurangi stabilitas NSP3 pada sitoplasma sel.
Sedangkan prolin merupakan asam amino non esensial yang diproduksi oleh asam
glutamat yang berguna untuk mempercepat penyembuhan [42].

Anadlisis perubahan pada NSP4 teridentifikasi mutas V167L dan T492
(Tabel 13]. Penelitian oleh Haniyeh (2022) juga mengalami mutasi V167L

(52,81%] dan T4921 (54,84%). Mutas V167L mengubah asam amino valin
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menjadi leusin yang menjadikan mutasi ini peningkatan keganasan pada sel host.
Menurut Xiang mutasi V167L ini yang mendorong pandemi gelombang ke dua di
Singapura, Malaysia dan Indonesia. Mutasi T492l dapat mengubah asam amino
treonin menjadi isoleusin yang menyebabkan tingkat hidrofobisitas meningkat
sehingga dapat memberikan penghindaran kekebalan (43).

Pada penelitian ini, mutasi T77A teridentifikasi pada NSP6 (Tabel 13), yang
mengubah asam amino treonin menjadi alanin. Hasil penelitian oleh Hanieyah
(2022) sebanyak 69,85% mutasi T77A. Mutasi pada NSP6 menguntungkan pada
invektisitas pada virus, karena NSP6 memiliki ATP133A3 yang dapat mempompa
ATP untuk mengangkat kation melintasi membran dan meningkatkan stabilitas
pada NSP6 (41).

Wilayah yang paling banyak mengalami mutasi asam amino adalah protein
Soike. Protein ini mengeksepresikan Spike glikoprotein yang memainkan peran
penting dalam patogenesis dengan mengikat sel inang melalui RBD-nya [41].
Mutas yang terjadi adalah T19R, L452R, T478K, D614G, P618R, D950N.
Mutasi ini berkontribusi pada mutasi yang terjadi varian Delta.

Berdasarkan analisis varian ke 8 sampel yang diperiksa merupakan varian
Delta (B.1.617.2). Varian ini pertama kali muncul April 2021 sebagai gelombang
ke-4 epidemi COVID-19 di India. Varian ini memiliki 6 mutasi pada protein S,
namun tidak termasuk mutasi pada posisi 501 seperti pada VOC yang lain [44].
Varian Delta terjadi penurunan netralisasi virus oleh serum dari orang-orang yang
telah terinfeksi varian B.1.17 ataupun varian P.1. [45]. Netralisasi oleh antibodi

post vaksin juga menurun terutama pada pasien-pasien berusia lanjut [44] Selain
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itu, juga dilaporkan penurunan sensitivitas terhadap plasma konvalesens pada
varian ini [46]. Varian ini juga disebutkan memiliki tingkat penyebaran yang lebih
tinggi dibanding varian Alfa.

Varian Delta menyebar ke daerah yang memiliki cakupan vaksinasi COVID-
19 yang cukup tinggi yaitu sebesar 64-67% dan mendominasi infeksi COVID-19
di negara tersebut, menggantikan varian Alfa, dengan tingkat hospitalisas yang
tinggi [47, 48]. Varian ini menyebar cepat melalui sekolah-sekolah dan sebagian
besar infeks terjadi pada anak usia 7-11 tahun, dan pada orang-orang yang
menolak vaksinas walaupun mereka layak untuk divaksin [48]. Varian Delta
telah menjadi dominan penyebaran dibeberapa daerah mulai pertengah tahun
2021. Lineage AY. Didominas turunan dari varian Delta (B.1.167.2). Lineage
AY menjadi fokus utama di dunia, dengan jumlah penyebaran dari Eropa dan

Afrika Selatan.

Berdasarkan pohon filogenetik pada gambar 9 varian virus SARS-CoV-2
Strain Semarang terdiri atas 3 Clade. 3 Clade. Clade pertama terdiri dari sampel
yang memiliki ID EPI_ISL 7160901 berdekatan dengan varian virus dari India
Clade kedua sampel Kota Semarang dengan ID EPI_ISL_7160977ID
EPI_ISL_ 7160982 berdekatan dengan varian virus dari India. Diketahui dengan
menggunakan penyelidikan epidemiologi yang didapatkan dari Dinas Kesehatan
Kota Semarang, sampel EPI_ISL_7160982 dan EPI_ISL_7160977 memiliki
riwayat perjalanan keluar kota yaitu Jakarta dan Surabaya. Dalam hal ini tidak
diketahui bahwa penularan tersebut terjadi. Clade ketiga dengan ID sampel ID

EPI_ISL_ 7160961 dan ID EPI_ISL_ 7160978, berdekatan dengan varian virus
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Delta dari Jogjakarta dan Jawa Tengah, serta sampel ID EPI_ISL 7160983 dan
ID EPI_ISL 7160965 merupakan daughter clades dengan sampel Semarang EPI_
ISL_7160960, berdekatan dengan varian virus Delta dari Jawa Tengah. Menurut
penyelidikan epidemiologi sampel EPI_ISL_ 7160978 pernah menjamu tamu
keluarga dari Jogjakarta

Penelitian ini dibatasi dengan jumlah sampel yang relatif sedikit. Terlepas
dari keterbatasan, data yang diperoleh sangat berharga untuk memahami
penyebaran dan fitur evoluss SARS-CoV-2. Diperlukan penelitian lebih lanjut
yang bertujuan untuk memantau distribusi varian SARS-CoV-2 dan keragaman

genetik di wilayah Jawa Tengah dan seluruh Indonesia.



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN
. KESSMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh simpulan:
. Polamutasi sekuen genom virus SARS-CoV-2 di Kota Semarang terjadi pada
protein Spike, NSP3 dan NSP2.
. Varian virus SARS-CoV-2 yang menginfeksi pasien Covid-19 di Kota
Semarang adalah Delta (B.1.617.2) pada kurun waktu Agustus 2021.
. Berdasarkan pohon filogenetik varian virus SARS-CoV-2 di Kota Semarang
terdiri 3 Clade yaitu clade pertama merupakan varian virus dari India, clade
kedua varian virus Delta dari Jogjakarta dan Jawa Tengah dan clade ketiga
merupakan daughter clades dengan sampel Semarang atau berdekatan dengan

varian virus Delta dari Jawa Tengah.

. SARAN

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah:

. Jumlah sampel dalam penelitian dapat ditambah sehingga identifikasi varian
virus beragam.

. Penemuan Clade tertentu dengan intepretasi penyelidikan epidemiologi
diperlukan untuk menemukan peningkatan dan penurunan frekuensi varian di

Indonesia.
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Lampiran 1: Accesion number dari referensi wuhan dan sampel SARS-CoV-2

1. Severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1,
complete genome. Accesion number : NC_045512.2

2. hCoV-19/Indonesia/JT-GS-21.38149/2021|EPI _ISL_7160960]2021-08-19
Accesion number: 7160960

3. hCoV-19/Indonesia/JT-GS-21.38150/2021|EPI _ISL_7160961|2021-08-26
Accesion number: 7160961

4. hCoV-19/IndonesialJT-GS-21.38143/2021|EPI_ISL_7160982[2021-08-03
Accesion number: 7160982

5. hCoV-19/Indonesia/lJT-GS-21.38144/2021|EPI _I1SL_7160983]|2021-08-26
Accesion number: 7160983

6. hCoV-19/Indonesia/lJT-GS-21.38145/2021|EPI_ISL_7161078|2021-08-14
Accesion number: 7160978

7. CoV-19/Indonesial JT-GS-21.38146/2021|EPI_ISL_7161365[2021-08-10
Accesion number: 7160965

8. hCoV-19/Indonesia/JT-GS-21.38147/2021|EPI_ISL_7161601[2021-08-19
Accesion number: 7160901

9. hCoV-19/Indonesia/lJT-GS-21.38148/2021|EPI_ISL_7161977]|2021-08-20
Accesion number: 7160977
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Lampiran 2 : Hasil sekuensing sampel SARS-CoV-2 (fastasampel EPI_ISL
7160960)

ACCAACCAACTTTCGATCTCTTGTAGATCTGT TCTCTAAACGAACT TTAAAATCTGIGTGGEC
TGTCACTCGGCTGCATGCT TAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAATTACTGTCGTT
GACAGGACACGAGTAACTCGT CTATCT TCTGCAGGCTGCTTACGGT TTCGTCCGTTTTGCAG
CCGATCATCAGCACATCTAGGT TTTGT CCGGEGT GT GACCGAAAGGT AAGATGGAGAGCCT TG
TCCCTGGI TTCAACGAGAAAACACACGT CCAACTCAGI TTGCCTGT TTTACAGGT TCGCGAC
GI'GCTCGTACGT GECT TTGGAGACT CCGT GGAGGAGGT CTTATCAGAGGCACGT CAACATCT
TAAAGATGGCACT TGTGGCT TAGTAGAAGT TGAAAAAGCCGT TTTGCCTCAACT TGAACAGC
CCTATGITGITCATCAAACGT TCGGATGCTCGAACT GCACCTCATGGTCATGT TATGGT TGAG
CTGGTAGCAGAACT CGAAGGCATTCAGTACGGT CGTAGT GGTGAGACACTTGGTGTCCTTGT
CCTCATGT GGECGAAATACCAGT GGCTTACCGCAAGGT TCTTCTTCGTAAGAACGGTAATAA
AGGAGCT GGTGGCCATAGT TACGECGCCGATCTAAAGT CATTTGACT TAGGCGACGAGCT TG
GCACTGATCCTTATGAAGATTTTCAAGAAAACT GGAACACTAAACATAGCAGTGGTGTTACC
CGTGAACT CATGCGT GAGCT TAACGGAGGGGECATACACT CGCTATGT CGATAACAACTTCTG
TGGCCCTGATGECTACCCTCTTGAGT GCAT TAAAGACCT TCTAGCACGT GCTGGTAAAGCTT
CATGCACTTTGT CCGAACAACTGGACT TTATTGACACT AAGAGGEGGT GTATACT GCTGCCGT
GAACATGAGCATGAAATTGCTTGGTACAGGAACGT TCTGAAAAGAGCTATGAAT TGCAGACA
CCTTTTGAAATTAAAT TGCCAAAGAAAT TTGACACCT TCAATGEGCGAATGTCCAAATTTTGT
ATTTCCCTTAAATTCCATAATCAAGACTATTCAACCAAGGGT TGAAAAGAAAAAGCTTGATG
GCTTTATGGGTAGAATTCGATCTGTCTATCCAGT TGCGT CACCAAATGAATGCAACCAAATG
TGCCTTTCAACT CTCATGAAGT GTGATCATTGT GGT GAAACT TCATGGCAGACGGEGCGATTT
TGTTAAAGCCACT TGCGAAT TTTGT GGCACT GAGAAT TTGACTAAAGAAGGT GCCACTACTT
GIGGTTACTTACCCCAAAATGCTGTTGT TAAAATTTATTGT CCAGCATGT CACAATTCAGAA
GTAGGACTTGAGCATAGT CTTGCCGAATACCATAATGAATCTGECTTGAAAACCATTCTTCG
TAAGGGT GGTCGCACTATTGCCT TTGGAGECTGTGTGI TCTCTTATGI TGGT TGCCATAACA
AGTGTGCCTATTGGEGT TCCACGT GCTAGCGCTAACATAGGT TGTAACCATACAGGTGITGT T
GGAGAAGGT TCCGAAGGT CTTAATGACAACCT TCTTGAAATACT CCAAAAAGAGAAAGT CAA
CATCAATATTGI TGGTGACTTTAAACT TAATGAAGAGATCGCCATTATTTTGGCATCTTTTT
CTGCTTCCACAAGT GCTTTTGT GGAAACT GT GAAAGGT TTGGAT TATAAAGCAT TCAAACAA
ATTGTTGAATCCTGTGGTAATTTTAAAGT TACAAAAGGAAAAGCT AAAAAAGGT GCCTGGAA
TATTGGT GAACAGAAATCAATACTGAGT CCTCTTTATGCATTTGCATCAGAGGCTGCTCGTG
TTGTACGATCAATTTTCTCCCGCACTCTTGAAACTGCTCAAAATTCTGTGCGTGITTTACAG
AAGGCCGCTATAACAATACTAGATGGAATTTCACAGTATTCACT GAGACTCATTGATGCTAT
GATGTTCACATCTATTTGCCTACTAACAATCTAGI TGTAATGGCCTACATTACAGGTGGTGT
TGTTCAGI TGACT TCGCAGT GGCTAACTAACATCTTTGGCACTGT TTATGAAAAACTCAAAC
CCGTCCTTGATTGGCT TGAAGAGAAGT TTAAGGAAGGT GTAGAGT TTCTTAGAGACGGT TGG
GAAATTGTTAAATTTATCTCAACCTGTGCTTGTGAAAT TGT CGGTGGACAAATTGTCACCTG
TGCAAAGGAAAT TAAGGAGAGT GTTCAGACATTCTTTAAGCT TGTAAATAAATTTTTGCECTT
TGTGTGCTGACTCTATCATTATTGGT GGAGCTAAACT TAAAGCCT TGAATTTAGGT GAAACA
TTTGICACGCACTCAAAGGGAT TGTACAGAAAGT GT GT TAAAT CCAGAGAAGAAACT GGCCT
ACTCATGCCTCTAAAAGCCCCAAAAGAAATTATCTTCT TAGAGGGAGAAACACT TCCCACAG
AAGT GT TAACAGAGGAAGT TGTCTTGAAAACTGGTGATTTACAACCAT TAGAACAACCTACT
AGIGAAGCTGT TGAAGCTCCATTGGT TGGTACACCAGI TTGTATTAACGGECTTATGT TGCT
CGAAATCAAAGACACAGAAAAGT ACTGT GCCCTTGCACCTAATATGATGGTAACAAACAATA
CCTTCACACT CAAAGGCGGTGCACCAACAAAGGT TACTTTTGGT GATGACACT GTGATAGAA
GTGCAAGGT TACAAGAGT GTGAATATCACTTTTGAACT TGATGAAAGGAT TGATAAAGTACT
TAATGAGAAGT GCTCTGCCTATACAGT TGAACT CGGTACAGAAGT AAATGAGT TCGCCTGT G
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TTGTGGCAGATGCCTGTCATAAAAACT TTGCAACCAGTATCTGAATTACTTACACCACTGECEC
ATTGATTTAGATGAGT GGAGTATGGECTACATACTACTTATTTGATGAGT CTGGTGAGT TTAA
ATTGECTTCACATATGTATTGITCTTTTTACCCT CCAGAT GAGGATGAAGAAGAAGGT GATT
GTGAAGAAGAAGAGT TTGAGCCAT CAACT CAATATGAGT ATGGTACTGAAGATGATTACCAA
GGTAAACCTTTGGAATTTGGT GCCACT TCTGCTGCT CTTCAACCT GAAGAAGAGCAAGAAGA
AGATTGGT TAGATGATGATAGT CAACAAACT GTTGGT CAACAAGACGGCAGT GAGGACAATC
AGACAACTACTATTCAAACAATTGT TGAGGT TCAACCTCAATTAGAGATGGAACTTACACCA
GITGTTCAGACTATTGAAGTGAATAGT TTTAGTGGT TATTTAAAACTTACTGACAATGTATA
CATTAAAAATGCAGACATTGT GGAAGAAGCTAAAAAGGT AAAACCAACAGTGGTTGTTAATG
CAGCCAATGT TTACCT TAAACAT GGAGGAGGT GT TGCAGGAGCCT TAAATAAGGCTACTAAC
AATGCCATGCAAGT TGAATCTGATGAT TACATAGCTACTAATGGACCACT TAAAGT GEGT GG
TAGTTGTGI TTTAAGCGGACACAATCTTGCTAAACACTGTCTTCATGI TGTCGGCCCAAATG
TTAACAAAGGT GAAGACATTCAACT TCTTAAGAGT GCTTATGAAAATTTTAATCAGCACGAA
GITCTACTTGCACCATTATTATCAGCTGGTATTTTTGGTGCTGACCCTATACATTCTTTAAG
AGTTTGTGTAGATACTGI TCGCACAAATGTCTACTTAGCTGTCTTTGATAAAAATCTCTATG
ACAAACTTGI TTCAAGCTTTTTGGAAAT GAAGAGT GAAAAGCAAGT TGAACAAAAGAT CGCT
GAGATTCCTAAAGAGGAAGT TAAGCCATTTATAACT GAAAGTAAACCT TCAGT TGAACAGAG
AAAACAAGAT GTAAGAAAAT CAAAGCT TGT GT TGAAGAAGT TACAACAACT CTGGAAGAAAC
TAAGTTCCTCACAGAAAACT TGT TACTTTATATTGACAT TAATGGCAATCT TCATCCAGATT
CTGCCACTCTTGI TAGTGACATTGACATCACTTTCTTAAAGAAAGATGCTCCATATATAGT G
GGTGATGT TGT TCAAGAGGGTGT TTTAACTGCTGT GGT TATACCTACTAAAAAGT CTGGT GG
CACTACTGAAATGCTAGCGAAAGCT TTGAGAAAAGT GCCAACAGACAATTATATAACCACTT
ACCCGGGT CAGGGT TTAAATGGT TACACT GT AGAGGAGGCAAAGACAGT GCTTAAAAAGT GT
AAAAGTGCCTTTTACATTCTACCATCTATTATCTCTAATGAGAAGCAAGAAATTCTTGGAAC
TGTTTCTTGGAAT TTGCGAGAAAT GCTTGCACATGCAGAAGAAACACGCAAATTAATGCCCTG
TCTGTGT GGAAACTAAAGCCATAGT TTCAACTATACAGCGT AAATATAAGGGTATTAAAATA
CAAGAGGGTGTGGT TGATTATGGT GCTAGATTTTACT TTTACACCAGTAAAACAACTGTAGC
GICACTTATCAACACACTTAACGATCTAAATGAAACTCTTGT TACAATGCCACTTGCECTATG
TAACACATGGCT TAAATTTGGAAGAAGCT GCTCGGTATATGAGAT CTCTCAAAGT GCCAGCT
ACAGITTCTGITTCTTCACCTGATGCTGI TACAGCGTATAATGGT TATCTTACTTCTTCTTC
TAAAATACCTGAAGAACATTTTATTGAAACCATCTCACT TGCTGGT TCCTATAAAGATTGGT
CCTATTCTGGACAATCTACACAACTAGGTATAGAATTTCTTAAGAGAGGT GATAAAAGT GTA
TATTACACTAGTAATCCTACCACATTCCACCTAGATGGTGAAGT TATCACCTTTGACAATCT
TAAGACACTTCTTTCTTTGAGAGAAGT GAGGACTAT TAAGGT GTTTACAACAGTAGACAACA
TTAACCTCCACACGCAAGT TGTGGACATGT CAATGACATATGGACAACAGT TTGGT CCAACT
TATTTGGATGGAGCTGATGI TACTAAAATAAAACCT CATAATTCACATGAAGGTAAAACATT
TTATGTTTTACCTAATGATGACACTCTACGTGT TGAGGCTTTTGAGTACTACCACACAACTG
ATCCTAGITTTCTGGGTAGGTACATGT CAGCATTAAATCACACTAAAAAGT GGAAATACCCA
CAAGTTAATGGT TTAACTTCTATTAAATGGGCAGATAACAACTGTTATCTTGCCACTGCATT
GITAACACTCCAACAAATAGAGT TGAAGT TTAATCCACCTGCTCTACAAGATGCTTATTACA
GAGCAAGGECTGGTGAAGCTGCTAACT TTTGTGCACT TATCTTAGCCTACT GTAATAAGACA
GTAGGTGAGT TAGGT GATGT TAGAGAAACAATGAGT TACTTGT TTCAACATGCCAATTTAGA
TTCTTGCAAAAGAGT CTTGAACGT GGT GT GTAAAACT TGT GGACAACAGCAGACAACCCTTA
AGGGTGTAGAAGCTGT TATGTACATGGGCACACT TTCTTATGAACAATTTAAGAAAGGTGTT
CAGATACCT TGTACGT GTGGTAAACAAGCTACAAAATATCTAGTACAACAGGAGTCACCTTT
TGTTATGATGT CAGCACCACCTGCTCAGTATGAACT TAAGCATGGTACATTTACTTGTGCTA
GTGAGTACACTGGTAATTACCAGT GTGGTCACTATAAACATATAACTTCTAAAGAAACTTTG
TATTGCATAGACGGTGCTTTACT TACAAAGT TCTCAGAATACAAAGGT CCTATTACGGATGT
TTTCTACAAAGAAAACAGT TACACAACAACCATAAAACCAGT TACTTATAAATTGGATGGTG
TTGITTGTACAGAAATTGACCCTAAGT TGGACAATTATTATAAGAAAGACAATTCTTATTTC
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ACAGAGCAACCAATTGATCTTGTACCAAACCAACCATATCCAAACGCAAGCTTCGATAATTT
TAAGTTTGTATGTGATAATATCAAATTTCCTGATGATTTAAACCAGT TAACTGGT TATAAGA
AACCTGCTTCAAGAGAGCTTAAAGT TACATTTTTCCCTGACTTAAATGGTGATGT GGT GGECT
ATTGATTATAAACACTACACACCCTCTTTTAAGAAAGGAGCTAAATTGT TACATAAACCTAT
TGTTTGGCATGI TAACAATGCAACT AATAAAGCCACGT ATAAACCAAATACCTGGTGTATAC
GITGTCTTTGGAGCACAAAACCAGT TGAAACATCAAATTCGT TTGATGTACT GAAGT CAGAG
GACGCGCAGGGAATGGATAAT CTTGCCT GCGAAGATCTAAAACTAGT CTCTGAAGAAGT AGT
GGAAAATCCTACCATACAGAAAGACGT TCTTGAGT GTAATGT GAAAACTACCGAAGT TGTAG
GAGACATTATACTTAAACCAGCAAATAATAGT TTAAAAATTACAGAAGAGGT TGGCCACACA
GATCTAATGECTGCTTATGTAGACAATTCTAGTCTTACTATTAAGAACCTAATGAATTATCT
AGAGTATTAGGT TTGAAAACCCTTGCTACTCATGGT TTAGCTGCTGI TAATAGTGTCCCTTG
GGATACTATAGCTAATTATGCTAAGCCTTTTCTTAACAAAGT TGTTAGTACAACTACTAACA
TAGTTACACGGTGTTTAAACCGTGI TTGTACTAATTATATGCCTTATTTCTTTACTTTATTG
CTACAATTGTGTACTTTTACTAGAAGTACAAATTCTAGAATTAAAGCATCTATGCCGACTAC
TATAGCAAAGAATACTGT TAAGAGT GTCGGTAAATTTTGTCTAGAGGECTTCATTTAATTATT
TGAAGICACCTAATTTTTCTAAACTGATAAATATTATAATTTGGTTTTTACTATTAAGTGI T
TGCCTAGGT TCTTTAATCTACTCAACCGCTGCTTTAGGTGTTTTAATGT CTAATTTAGGCAT
GCCTTCTTACTGTACTGGT TACAGAGAAGCCTATTTGAACTCTACTAATGT CACTATTGCAA
CCTACTGTACTGGT TCTATATCTTGTAGTGT TTGTCTTAGTGGT TTAGATTCTTTAGACACC
TATCCTTCTTTAGAAACTATACAAATTACCATTTCATCTTTTAAATGGGATTTAACTGCTTT
TGECTTAGI TGCAGAGTGGT TTTTGECATATATTCTTTTCACTAGGTTTTTCTATGTACT TG
GATTGGCTGCAATCATGCAATTGT TTTTCAGCTATTTTGCAGTACATTTTATTAGTAATTCT
TGGECTTATGTGGT TAATAATTAATCTTGTACAAATGGCCCCGATTTCAGCTATGGT TAGAAT
GTACATCTTCTTTGCATCATTTTATTATGTATGGAAAAGT TATGTGCATGT TGTAGACGGT T
GTAATTCATCAACTTGTATGATGT GT TACAAACGT AATAGAGCAACAAGAGT CGAATGTACA
ACTATTGI TAATGGTGT TAGAAGGTCCTTTTATGTCTATGCTAATGGAGGTAAAGGECTTTTG
CAAACTACACAATTGGAATTGTGT TAATTGTGATACATTCTGTGCTGGTAGTACATTTATTA
GTGATGAAGT TGCGAGAGACT TGT CACTACAGT TTAAAAGACCAATAAATCCTACTGACCAG
TCTTCTTACATCGTTGATAGT GT TACAGT GAAGAATGGT TCCATCCATCTTTACTTTGATAA
AGCTGGTCAAAAGACT TATGAAAGACATTCTCTCTCTCATTTTGI TAACTTAGACAACCTGA
GAGCTAATAACACTAAAGGT TCATTGCCTATTAATGT TATAGT TTTTGATGGT AAATCAAAA
TGTGAAGAATCATCTGCAAAATCAGCGTCTGT TTACTACAGT CAGCTTATGT GT CAACCTAT
ACTGITACTAGATCAGGCATTAGTI GTCTGATGT TGGTGATAGT GCGGAAGT TGCAGT TAAAA
TGTTTGATGCTTACGT TAATACGT TTTCATCAACTTTTAACGT ACCAAT GGAAAAACT CAAA
ACACTAGT TGCAACTGCAGAAGCT GAACT TGCAAAGAATGTGTCCTTAGACAATGTCTTATC
TACTTTTATTTCAGCAGCT CGCCAAGCGT TTGT TGATTCAGATGTAGAAACTAAAGATGI TG
TTGAATGTICTTAAATTGTCACATCAATCTGACATAGAAGT TACTGCCGATAGT TGTAATAAC
TATATGCTCACCTATAACAAAGT TGAAAACAT GACACCCCGTGACCTTGGTGCTTGTATTGA
CTGTAGTGCGCGT CATATTAATGCGCAGGTAGCAAAAAGT CACAACATTGCTTTGATATGGA
ACGTTAAAGATTTCATGT CATTGI CTGAACAACT ACGAAAACAAATACGT AGTGCTGCTAAA
AAGAATAACTTACCTTTTAAGT TGACATGTGCAACTACTAGACAAGT TGTTAATGT TGTAAC
AACAAAGATAGCACT TAAGGGT GGTAAAATTGT TAATAATTGGT TGAAGCAGT TAATTAAAG
TTACACTTGTGITCCTTTTTGI TGCTGCTATTTTCTATTTAATAACACCTGI TCATGTICATG
TCTAAACATACTGACTTTTCAAGT GAAATCATAGGATACAAGCCTATTGATGGTGGTGTCAC
TCGTGACATAGCATCTACAGATACTTGT TTTGCTACAAACATGCTGATTTTGACACATGGTT
TAGCCAGCGTGGTGGTAGT TATACTAATGACAAAGCT TGCCCATTGATTGCTGCAGTCATAA
CAAGAGAAGTGEGT TTTGT CGTGCCTGGT TTGCCTGECACGATATTACGCACAACT AATGGT
GACTTTTTGCATTTCTTACCTAGAGT TTTTAGT GCAGT TGGTAACATCTGI TACACACCATC
AAAACTTATAGAGTACACTGATTTTGCAACATCAGCTTGTGT TTTGGCTGCTGAATGTACAA
TTTTTAAAGATGCTTCTGGTAAGCCATTACCATATTGT TATGATACCAATGTACTAGAAGGT
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TCTGITGCTTATGAAAGT TTACGCCCTGACACACGT TATGTGCTCATGGATGECTCTATTAT
TCAATTTCCTAACACCTACCTTGAAGGT TCTGT TAGAGT GGTAACAACTTTTGATTCTGAGT
ACTGTAGGCACGGECACTTGT GAAAGAT CAGAAGCTGGT GTTTGT GTATCTACTAGT GGTAGA
TGGGTACTTAACAATGATTATTACAGATCTTTACCAGGAGT TTTCTGTGGTGTAGATGCTGT
AAATTTACTTACTAATATGTTTACACCACTAATTCAACCTATTGGTGCTTTGGCATATCAGC
ATCTATAGTAGCTGGTGGTATTGTAGCTATCGTAGTAACATGCCTTGCCTACTATTTTATGA
GGTTTAGAAGAGCT TTTGGTGAATACAGT CATGTAGT TGCCTTTAATACTTTACTATTCCTT
ATGICATTCACTGTACTCTGI TTAACACCAGT TTACTCATTCTTACCTGGIGT TTATTCTGT
TATTTACTTGTACTTGACATTTTATCTTACTAATGATGI TTCTTTTTTAGCACATATTCAGT
GGATGGT TATGT TCACACCTTTAGTACCTTTCTGGATAACAATTGCTTATATCATTTGTATT
TCCACAAAGCATTTCTATTGGT TCTTTAGTAATTACCTAAAGAGACGT GTAGTCTTTAATGG
TGTTTCCTTTAGTACTTTTGAAGAAGCTGCGCTGTGCACCT TTTTGT TAAATAAAGAAATGT
ATCTAAAGT TGCGTAGTGATGTGCTATTACCTCTTACCAATATAATAGATACTTAGCTCTTT
ATAATAAGTACAAGTATTTTAGT GGAGCAAT GGATACAACTAGCTACAGAGAAGCTGCTTGT
TGTCATCTCGCAAAGGCTCTCAATGACTTCAGTAACTCAGGT TCTGATGT TCTTTACCAACC
ACCACAAATCTCTATCACCTCAGCTGT TTTGCAGAGT GGTTTTAGAAAAAT GGCATTCCCAT
CTGGTAAAGT TGAGGGT TGTATGGTACAAGTAACT TGTGGTACAACTACACTTAACGGTCTT
TGGECTTGATGACGTAGT TTACT GTCCAAGACAT GT GATCTGCACCTCTGAAGACATGCTTAA
CCCTAATTATGAAGATTTACTCATTCGTAAGI CTAATCATAATTTCTTGGTACAGECTGGTA
ATGITCAACTCAGGGT TATTGGACATTCTATGCAAAATTGTGTACT TAAGCTTAAGGT TGAT
ACAGCCAATCCTAAGACACCTAAGTATAAGI TTGT TCGCATTCAACCAGGACAGACTTTTTC
AGTGITAGCTTGT TACAATGGT TCACCATCTGGTGT TTACCAATGT GCTATGAGGCCCAATT
TCACTATTAAGGGTTCATTCCTTAATGGT TCATGTGGTAGTGT TGGT TTTAACATAGATTAT
GACTGTGTCTCTTTTTGI TACATGCACCATATGGAAT TACCAACT GGAGT TCATGCTGGECAC
AGACTTAGAAGGTAACTTTTATGGACCT TTTGT TGACAGGCAAACAGCACAAGCAGCTGGTA
CGGACACAACTATTACAGT TAATGI TTTAGCTTGGT TGTACGCTGCTGI TATAAATGGAGAC
AGGTGGTTTCTCAATCGATTTACCACAACTCTTAATGACTTTAACCTTGT GGCTATGAAGTA
CAATTATGAACCT CTAACACAAGACCATGT TGACATACTAGGACCTCTTTCTGCTCAAACTG
GAATTGCCGT TTTAGATATGT GTGCTTCATTAAAAGAAT TACTGCAAAATGGTATGAATGGA
CGTACCATATTGGGTAGTCCTTTATTAGAAGATGAATTTACACCTTTTGATGT TGT TAGACA
ATGCTCAGGTGI TACTTTCCAAAGT GCAGT GAAAAGAACAAT CAAGGGTACACACCACTGGT
TGTTACTCACAATTTTGACTTCACTTTTAGI TTTAGT CCAGAGTACTCAATGGTCTTTGITC
TTTTTTTTGTATGAAAATGCCTTTTTACCTTTTGCTATGGEGTATTATTGCTATGICTGCTTT
TGCAATGATGI TTGTCAAACATAAGCATGCCATTTCTCTGTTTGITTTTGITACCTTCTCTTG
CCCCTGTAGCTTATTTTAATATGGTCTATATGCCTGCTAGT TGGGTGATGCGTATTATGACA
TGGT TCGATATGGT TGATACTAGT TTGTCTGGT TTTAAGCTAAAAGACTGTGT TATGTATGC
ATCAGCTGTGGTGI TACTAATCCTTATGACAGCAAGAACT GTGTATGATGATGGT GCTAGGA
GAGTGTGGACACT TATGAATGTCTTGACACTCGT TTATAAAGT TTATTATGGTAATGCTTTA
GATCAAGCCATTTCCATGTGEGCTCTTATAATCTCTGTTACTTCTAACTACTCAGGTGTAGT
TACAACTGTCATGT TTTTGECCAGAGGTATTGT TTTTATGTGTGTTGAGTATTGCCCTATTT
TCTTCATAACTGGTAATACACT TCAGTGTATAATGCCTAGT TTATTGT TTCTTAGGCTATTTT
GTACTTGTTACTTTGECCTCTTTTGT TTACTCAACCGCTACTTTAGACTGACTCTTGGTGI T
TATGATTACTTAGT TCTACACAGGAGT TTAGATATATGAATTCACAGGGACTACTCCCACCC
AAGAATAGCATAGATGCCT TCAAACTCAACATTAAATTGT TGEGT GT TGGT GGCAAACCT TG
TATCAAAGT AGCCACTGTACAGT CTAAAATGT CAGAT GTAAAGT GCACATCAGTAGTCTTAC
TCTCAGTTTTGCAACAACT CAGAGTAGAATCATCATCTAAATTGT GEGCTCAATGTGTCCAG
TTACACAATGACATTCTCTTAGCTAAAGATACTACTGAAGCCTTTGAAAAAATGGT TTCACT
ACTTTCTGITTTGCTTTCCATGCAGGGT GCTGTAGACATAAACAAGCT TTGTGAAGAAATGC
TGGACAACAGGGCAACCT TACAAGCTATAGCCTCAGAGT TTAGT TCCCTTCCATCATATGCA
GCTTTTGCTACTGCTCAAGAAGCTTATGAGCAGCCTGT TGCTAATGGTGATTCTGAAGT TGT
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TCTTAAAAAGT TGAAGAAGT CTTTGAATGT GCCTAAATCTGAATTTGACCGT GATGCAGCCA
TGCAACGT AAGT TGGAAAAGAT GGCTGATCAAGCTATGACT CAAATGTATAAACAGGCTAGA
TCTGAGGACAAGAGGEGECAAAAGT TACTAGT GCTATGCAGACAATGCTTTTCACTATGCTTAG
AAAGT TGGATAATGATGCACT CAACAACATTATCAACAATGCAAGAGATGGT TGTGT TCCCT
TGAACATAATACCT CTTACAACAGCAGCCAAACTAATGGT TGT CATACCAGACTATAACACA
TATAAAAATACGT GTGATGGTACAACAT TTACT TATGCATCAGCAT TGT GGGAAAT CCAACA
GGTTGTAGATGCAGATAGTAAAATTGT TCAACT TAGTGAAATTAGTATGGACAATTCACCTA
ATTTAGCATGECCTCTTATTGTAACAGCT TTAAGGGCCAATTCTGCTGT CAAATTACAGAAT
AATGAGCTTAGT CCTGT TGCACTACGACAGATGT CTTGTGCTGCCGGTACTACACAAACTGC
TTGCACTGATGACAATGCGT TAGCT TACTACAACACAACAAAGGGAGGTAGGT TTGTACT TG
CACTGITATCCGATTTACAGGAT TTGAAATGEGECTAGAT TCCCTAAGAGT GATGGAACT GGT
ACTATCTATACAGAACT GGAACCACCTTGTAGGT TTGT TACAGACACACCTAAAGGTCCTAA
AGTGAAGTATTTATACTTTATTAAAGGAT TAAACAACCTAAATAGAGGTATGGTACTTGGTA
GI'TTAGCTGCCACAGT ACGT CTACAAGCT GGTAATGCAACAGAAGT GCCTGCCAATTCAACT
GTATTATCTTTCTGTGCTTTTGCTGTAGATGCTGCTAAAGCTTACAAAGATTATCTAGCTAG
TGGGEGACAACCAATCACTAATTGT GT TAAGATGI TGT GTACACACACT GGTACTGGTCAGG
CAATAACAGT TACACCGGAAGCCAATATGGATCAAGAATCCTTTGGTGGTGCATCGTGI TGT
CTGTACTGCCGI TGCCACATAGAT CATCCAAATCCTAAAGGATTTTGTGACTTAAAAGGT AA
GTATGTACAAATACCTACAACTTGTGCTAATGACCCTGTGGGT TTTACACT TAAAAACACAG
TCTGTACCGT CTGCGGTATGT GGAAAGGT TATGGCTGTAGT TGTGATCAACT CCGCGAACCC
ATGCTTCAGTCAGCTGATGCACAATCGT TTTTAAACGGGT TTGCGGT GTAAGT GCAGCCCGT
CTTACACCGT GCGGCACAGGCACTAGTACTGATGTCGTATACAGGCCTTTTGACATCTACAA
TGATAAAGT GECTGGT TTTGCTAAATTCCTAAAAACTAAT TGT TGTCGCT TCCAAGAAAAGG
ACGAAGATGACAATTTAATTGATTCTTACTTTGTAGT TAAGAGACACACTTTCTCTAACTAC
CAACATGAAGAAACAATTTATAATTTACT TAAGGAT TGTCCAGCTGT TGCTAAACATGACTT
CTTTAAGTTTAGAATAGACGGT GACATGGTACCACATATATCACGT CAACGTCTTACTAAAT
ACACAATGGCAGACCTCGTCTATGCTTTAAGGCATTTTGATGAAGGTAATTGT GACACATTA
AAAGAAATACTTGTCACATACAATTGT TGT GATGATGATTATTTCAATAAAAAGGACT GGTA
TGATTTTGTAGAAAACCCAGATATATTACGCGTATACGCCAACT TAGGT GAACGT GTACGCC
AAGCTTTGT TAAAAACAGTACAATTCTGTGATGCCATGCGAAATCCTGGTATTGI TGGTGTA
CTGACATTAGATAATCAAGATCTCAATGGTAACTGGTATGATTTCGGTGATTTCATACAAAC
CACGCCCAGGTAGTGGAGI TCCTGT TGTAGATTCTTATTATTCATTGT TAATGCCTATATTAA
CCTTGACCAGGEGCT TTAACTGCAGAGT CACATGT TGACACTGACTTAACAAAGCCTTACATT
AAGT GGGATTTGT TAAAATATGACT TCACGGAAGAGAGGT TAAAACTCTTTGACCGT TATTT
TAAATATTGGGATCAGACATACCACCCAAATTGTGT TAACTGT TTGGATGACAGATGCATTC
TGCATTGTGCAAACTTTAATGI TTTATTCTCTACAGT GT TCCCACTTACAAGT TTTGGACCA
CTAGTGAGAAAAATATTTGT TGATGGTGI TCCATTTGTAGT TTCAACTGGATACCACTTCAG
AGAGCCTAGGTGI TGTACATAATCAGGATGTAAACT TACATAGCTCTAGACTTAGT TTTAAGG
AATTACTTGTGTATGCTGCTGACCCTGCTATGCACGCTGCTTCTGGTAATCTATTACTAGAT
AAACGCACTACGTGCTTTTCAGTAGCTGCACTTACTAACAATGT TGCTTTTCAAACTGICAA
ACCCGGTAATTTTAACAAAGACTTCTATGACT TTGCTGT GTCTAAGGGT TTCTTTAAGGAAG
GAAGTTCTGT TGAATTAAAACACTTCTTCTTTGCT CAGGATGGTAATGCTGCTATCAGCGAT
TATGACTACTATCGI TATAATCTACCAACAATGT GTGATATCAGACAACTACTATTTGTAGT
TGAAGI TGTTGATAAGTACTTTGATTGT TACGATGGT GGCTGTATTAATGCTAACCAAGT CA
TCGTCAACAACCTAGACAAATCAGCTGGT TTTCCATTTAATAAATGGGGTAAGECTAGACTT
TATTATGATTCAATGAGT TATGAGGATCAAGATGCACT TTTCGCATATACAAAACGTAATGT
CATCCCTACTATAACTCAAATGAATCTTAAGTATGCCAT TAGT GCAAAGAATAGAGCTCGCA
CCGTAGCTGGTGTCTCTATCTGTAGTACTATGACCAATAGACAGT TTCATCAAAAATTATTG
AAATCAATAGCCGCCACT AGAGGAGCTACT GTAGT AAT TGGAACAAGCAAATTCTATGGT GG
TTGGECACAACATGT TAAAAACTGTTTATAGT GATGTAGAAAACCCTCACCTTATGGEGT TGGEG
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ATTATCCTAAATGT GATAGAGCCATGCCTAACATGCCTTAGAATTATGECCTCACTTGITCTT
GCTCGCAAACATACAACGT GT TGTAGCTTGT CACACCGTI TTCTATAGATTAGCTAATGAGT G
TGCTCAAGTATTGAGT GAAAT GGTCATGT GTGGCAGT TCACTATATGI TAAACCAGGT GGAA
CCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAATAGTGT TTTTAACATTTGTCAAGCTGTC
ACGGCCAATGI TAATGCACTTTTATCTACTGATGGTAACAAAAT TGCCGATAAGTATGT CCG
CAATTTACAACACAGACTTTATGAGT GTCTCTATAGAAATAGAGATGT TGACACAGACTTTG
TGAATGAGI TTTACGCATATTTGCGTAAACATTTCTCAATGATGATACTCTCTGACGATGCT
GITGTGTGITTCAATAGCACT TATGCATCTCAAGGT CTAGT GGCTAGCATAAAGAACTTTAA
GICAGITCTTTATTATCAAAACAATGT TTTTATGT CTGAAGCAAAATGT TGGACTGAGACTG
ACCTTACTAAAGGACCTCATGAATTTTGCT CTCAACATACAATGCTAGT TAAACAGGGT GAT
GATTATGTGTACCT TCCTTACCCAGATCCATCAAGAAT CCTAGGGEECCGECTGT TTTGTAGA
TGATATCGTAAAAACAGATGGTACACT TATGATTGAACGGT TCGTGTCTTTAGCTATAGATG
CTTACCCACTTACTAAACATCCTAATCAGGAGTATCCTGATGTCTTTCATTTGTACTTACAA
TACATAAGAAAGCTACATGATGAGI TAACAGGACACATGT TAGACATGTATTCTGI TATGCT
TACTAATGATAACACTTCAAGGTATTGGGAACCTGAGT TTTATGAGGECTATGTACACACCGC
ATACAGTCTTACAGCCTGI TGEEECTTGTGI TCTTTGCAAT TCACAGACTTCATTAAGATGT
GGTGCTTGCATACGTAGACCATTCTTATGT TGTAAATGCTGT TACGACCATGT CATATCAAC
ATCACATAAATTAGICTTGTCTGI TAATCCGTATGI TTGCAATGCTCCAGGT TGTGATGTCA
CAGATGTGACTCAACTTTACT TAGGAGGTATGAGCTATTATTGTAAATCACATAAACTACCC
ATTAGTTTTCCATTGTGTGCTAATGGACAAGT TTTTGGT TTATATAAAAATACATGIGT TGG
TAGCGATAATGI TACTGACT TTAATGCAAT TGCAACATGTGACT GGACAAATGCTGGTGATT
ACATTTTAGCTAACACCTGTACT GAAAGACT CAAGCT TTTTGCAGCAGAAACGCT CAAAGCT
ACTGAGGAGACATTTAAACTGTCTTATGGTATTGCTACTGTACGTGAAGT GCTGTCTGACAG
AGAATTACATCTTTCATGGGAAGT TGGTAAACCT AGACCACCACT TAACCGAAATTATGTCT
TTACTGGI TATCGTGTAACTAAAAACAGT AAAGTACAAATAGGAGAGT ACACCTTTGAAAAA
GGTGACTATGGTGATGCTGT TGT TTACCGAGGTACAACAACT TACAAATTAAATGT TGGTGA
TTATTTTGI GCTGACATCACATACAGT AATGCCAT TAAGT GCACCTACACTAGT GCCACAAG
AGCACTATGI TAGAATTACTGGCTTATACCCAACACT CAATATCTCAGATGAGTTTTCTAGC
AATGT TGCAAATTATCAAAAGGT TGGTATGCAAAAGT AT TCTACACT CCAGGGACCACCT GG
TACTGGTAAGAGTCATTTTGCTATTGECCTAGCTCTCTACTACCCTTCTGCTCGCATAGTGT
ATACAGCTTGCTCTCATGCCCCTGI TGATGCACTATGT GAGAAGGCATTAAAATATTTGCCT
ATAGATAAATGTAGTAGAAT TATACCTGCACGTGCTCGTGTAGAGTGT TTTGATAAATTCAA
AGTGAATTCAACATTAGAACAGTATGTCTTTTGTACTGTAAATGCATTGCCTGAGACGACAG
CAGATATAGT TGTCTTTGATGAAATTTCAATGGCCACAAATTATGATTTGAGT GT TGT CAAT
GCCAGATTACGT GCTAAGCACTATGT GTACATTGGCGACCCT GCTCAATTACCTGCACCACG
CACATTGCTAACT AAGGGCACACTAGAACCAGAATATTTCAATTCAGTGTGTAGACTTATGA
AAACTATAGGT CCAGACATGT TCCTCGGAACT TGTCGECGT TGTCCTCCTGAAATTGI TGAC
ACTGTGAGTGCTTTGGTTTATGATAATAAGCT TAAAGCACATAAAGACAAATCAGCTCAATG
CTTTAAAATGT TTTATAAGGGT GT TATCACGCATGATGI TTCATCTGCAATTAACAGGECCAC
AAATAGGCGT GGTAAGAGAATTCCTTACACGTAACCCT GCT TGGAGAAAAGCTGICTTTATT
TCACCTTATAATTCACAGAATGCTGTAGCCTCAAAGATTTTGGGACTACCAACT CAAACTGT
TGATTCATCACAGGECECTCAGAATATGACTATGT CATATTCACT CAAACCACTGAAACAGCTC
ACTCTTGTAATGTAAACAGATTTAATGT TGCTATTACCAGAGCAAAAGTAGGCATACTTTGC
ATAATGTCTGATAGAGACCT TTATGACAAGI TGCAATTTACAAGT CTTGAAATTCCACGTAG
GAATGT GGCAACT TTACAAGCT GAAAAT GTAACAGGACTCTTTAAAGATTGTAGTAAGGT AA
TCACTGGGT TACATCCTACACAGGECACCTACACACCT CAGTGT TGACACTAAATTCAAAACT
GAAGGT TTATGT GT TGACATACCT GGCATACCTAAGGACATGACCTATAGAAGACTCATCTC
TATGATGGGTTTTAAAATGAATTATCAAGT TAATGGT TACCCTAACATGTI TTATCACCCGCG
AAGAAGCTATAAGACATGTACGT GCATGGAT TGECT TCGAT GT CGAGGEGT GTCATGCTACT
AGAGAAGCTGT TGGTACCAATTTACCTTTACAGCTAGGT TTTTCTATAGGT GT TAACCTAGT
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TGCTGTACCTACAGGT TATGT TGATACACCTAATAATACAGATTTTTCCAGAGT TAGTGCTA
AACCACCGCCTGGAGATCAATTTAAACACCT CATACCACTTATGTACAAAGGACTTCCTTGG
AATGTAGT GCGTATAAAGATTGTACAAATGI TAAGT GACACACTTAAAAATCTCTCTGACAG
AGTCGTATTTGTCTTATGGGCACATGGCTTTGAGT TGACATCTATGAAGTATTTTGTGAAAA
TAGGACCT GAGCGCACCTGT TGTCTATGTGATAGACGT GCCACATGCTTTTCCACTGCTTCA
GACACTTATGCCTGT TGGCATCATTCTATTGGATTTGATTACGT CTATAATCCGT TTATGAT
TGATGI TCAACAATGGGGT TTTACAGGT AACCTACAAAGCAACCATGATCTGTATTGT CAAG
TCCATGGTAATGCACATGTAGCTAGT TGTGATGCAATCATGACTAGGTGTCTAGCTGTCCAC
GAGTGCTTTGT TAAGCGTGT TGACTGGACTATTGAATATCCTATAAT TGGT GATGAACT GAA
GATTAATGCGECTTGTAGAAAGGT TCAACACATGGT TGT TAAAGCTGCATTATTAGCAGACA
AATTCCCAGI TCTTCACGACAT TGGTAACCCTAAAGCTATTAAGT GTGTACCTCAAGCTGAT
GTAGAATGGAAGT TCTATGATGCACAGCCT TGTAGT GACAAAGCTTATAAAATAGAAGAATT
ATTCTATTCTTATGCCACACATTCTGACAAATTCACAGATGGTGTATGCCTATTTTGGAATT
GCAATGTCGATAGATATCCTGI TAATTCCATTGT TTGTAGATTTGACACTAGAGTI GCTATCT
AACCTTAACTTGCCTGGT TGTGATGGTGECAGT TTGTATGTAAATAAACATGCATTCCACAC
ACCAGCTTTTGATAAAAGTGCTTTTGT TAATTTAAAACAATTACCATTTTTCTATTACTCTG
ACAGT CCATGT GAGT CTCATGGAAAACAAGT AGT GTCAGATATAGATTATGTACCACTAAAG
TCTGCTACGTGTATAACACGT TGCAATTTAGGT GGTGCTGT CTGTAGACATCATGCTAATGA
GTACAGATTGTATCTCGATGCTTATAACATGATGATCTCAGCTGECTTTAGCTTGTGEGITT
ACAAACAATTTGATACTTATAACCTCTGGAACACT TTTACAAGACT TCAGAGT TTAGAAAAT
GIGGCTTTTAATGT TGTAAATAAGGGACACT TTGATGGACAACAGGGTGAAGTACCAGITTC
TATCATTAATAACACTGI TTACACAAAAGT TGATGGTGT TGATGTAGAATTGT TTGAAAATA
AAACAACATTACCTGT TAATGTAGCATTTGAGCT TTGGGCTAAGCGCAACATTAAACCAGTA
CCAGAGGTGAAAATACT CAATAATTTGEGT GTGGACAT TGCTGCTAATACT GTGATCTGGGA
CTACAAAAGAGATGCTCCAGCACATATATCTACTATTGGTGT TTGTI TCTATGACTGACATAG
CCAAGAAACCAACTGAAACGATTTGTGCACCACTCACTGTCTTTTTTGATGGTAGAGT TGAT
GGTCAAGTAGACT TATTTAGAAAT GCCCGTAATGGT GTTCTTATTACAGAAGGTAGTGI TAA
AGGITTACAACCATCTGT AGGT CCCAAACAAGCTAGT CTTAATGGAGT CACATTAATTGGAG
AAGCCGTAAAAACACAGT TCAATTATTATAAGAAAGT TGATGGT GT TGTCCAACAATTACCT
GAAACTTACTTTACTCAGAGTAGAAAT TTACAAGAAT TTAAACCCAGGAGT CAAATGGAAAT
TGATTTCTTAGAATTAGCTATGGATGAAT TCATTGAACGGTATAAAT TAGAAGGCTATGCCT
TCGAACATATCGI TTATGGAGATTTTAGTCATAGT CAGT TAGGTGGT TTACATCTACTGATT
GGACTAGCTAAACGT TTTAAGGAATCACCTTTTGAATTAGAAGATTTTATTCCTATGGACAG
TACAGT TAAAAACTATTTCATAACAGAT GCGCAAACAGGT TCATCTAAGTGTGTGTGITCTG
TTATTGATTTATTACTTGATGATTTTGT TGAAATAATAAAATCCCAAGATTTATCTGTAGTT
TCTAAGGT TGTCAAAGTGACTATTGACTATACAGAAATTTCATTTATGCTTTGGT GTAAAGA
TGGCCATGTAGAAACATTTTACCCAAAATTACAAT CTAGT CAAGCGT GGCAACCGGGTGI TG
CTATGCCTAATCTTTACAAAATGCAAAGAATGCCTATTAGAAAAGT GTGACCTTCAAAATTAT
GGTGATAGI GCAACAT TACCTAAAGCCATAATGATGAATGT CGCAAAATATACTCAACTGT G
TCAATATTTAAACACATTAACATTAGCTGTACCCTATAATATGAGAGI TATACATTTTGGT G
CTGGTTCTGATAAAGGAGTI TGCACCAGGTACAGCTGT TTTAAGACAGT GGT TGCCTACGGEGT
ACCCTGCTTGTCGATTCAGATCTTAATGACT TTGTCTCTGATGCAGATTCAACTTTGATTGG
TGATTGT GCAACTGTACATACAGCTAATAAATGGGATCTCATTATTAGT GATATGTACGACC
CTAAGACTAAAAATGT TACAAAAGAAAATGACTCTAAAGAGGGT TTTTTCACTTACATTTGT
GGGTTTATACAACAAAAGCTAGCT CTTGGAGGT TCCGTGECTATAAAGATAACAGAACATTC
TTGGAATGCCTGATCT TTATAAGCT CATGGGACACT TCCCATGGTGGACAGCCTTTGTTACTA
ATGTGAATGCGTCATCATCTGAAGCATTTTTAATTGGATGTAATTATCT TGGCAAACCAAAC
GAACAAATAGATGGT TATGTCATGCATGCAAATTACATATTTTGGAGGAATACAAATCCAAT
TCAGITGICTTCCTATTCTTTATTTGACATGAGTAAATTTCCCCTTAAATTAAGGGGTACTG
CTGITATGICTTTAAAAGAAGGT CAAATCAATGATATGATTTTATCTCTTCTTAGTAAAGGT
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AGACTTATAATTAGAGAAAACAACAGAGT TGTTATTTCTAGTGATGTTCTTGT TAACAACTA
AACGAACAATGTTTGTITTTTCTTGT TTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGI TAATCTT
AGAACCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACACGTGGTGT TTATTACCC
TGACAAAGT TTTCAGATCCTCAGT TTTACATTCAACTCAGGACTTGT TCTTACCTTTCTTTT
CCAATGT TACTTGGTTCCATGCTATACATGT CTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGGT TTGAT
AACCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGT TTATTTTGCT TCCACT GAGAAGT CTAACATAAT
AAGAGCCTGGATTTTTGGTACTACT TTAGAT TCGAAGACCCAGT CCCTACTTATTGTTAATA
ACGCTACTAATGTTGT TATTAAAGTCTGTGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTTTTGGGT
GITTATTACCACAAAAACAACAAAAGT TCGATGGAAAGT GGAGT TTATTCTAGT GCGAATAA
TTGCACTTTTGAATATGICTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCT TGAAGGAAAACAGGGTAATT
TCAAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTGATGGT TATTTTAAAATATATTCTAAG
CACACGCCTATTAATTAGT GCGTGATCTCCCTCAGGGT TTTTCGECTTTAGAACCATTGGTA
GATTTGCCAATAGGTATTAACATCACTAGGT TTCAAACTTTACTTCCTTTACATAGAAGT TA
TTTGACTCCTGGTGATTCTTCT TCAGGT TGGACAGCT GGTGCTGCAGCT TATTATGTGGGT T
ATCTTCAACCTAGGACTTTTCTATTAAAATATAATGAAAAT GGAACCATTACAGATGCTGTA
GACTGT GCACTTGACCCT CTCTCAGAAACAAAGT GTACGT TGAAATCCTTCACTGTAGAAAA
AGGAATCTATCAAACTTCTAACTTTAGAGT CCAACCAACAGAATCTATTGI TAGATTTCCTA
ATATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGI TTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGI TTAT
GCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGI TGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGC
ATCATTTTCCACTTTTAAGTGT TATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTA
CTAATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGT GATGAAGT CAGACAAAT CGCTCCAGGEG
CAAACTGGAAAGATTCCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGI TAT
AGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAGGT TGGTGGTAATTATAATTACCGGTATAGAT
TGTTTAGGAAGT CTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACT GAAATCTATCAGGECC
GGTAGCAAACCTTGTAATGGTGT TGAAGGT TTTAATTGI TACTTTCCTTTACAATCATATGG
TTTCCAACCCACTAATGGT GT TGGT TACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAAC
TTCTACATGCACCAGCAACTGT TTGTGGACCTAAAAAGT CTACTAATTTGGT TAAAAACAAA
TGTGTCAATTTCAACTTCAATGGT TTAACAGGCACAGGTGI TCTTACTGAGT CTAACAAAAA
GITTCTGCCTTTCCAACAATTTGECAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATC
CACAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGITCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACA
CCAGGAACAAATACTTCTAACCAGGT TGCTGI TCTTTATCAGGGT GT TAACT GCACAGAAGT
CCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGECGTGT TTATTCTACAGGT TCTA
ATGITTTTCAAACACGT GCAGGCTGT TTAATAGGGGECT GAACATGTCAACAACTCATATGAG
TGTGACATACCCATTGGT GCAGGTATAT GCGCTAGT TATCAGACTCAGACTAATTCTCGT CG
GCGGGCACGTAGT GTAGCTAGT CAATCCTCATTGCCTACACTATGT CACT TGGT GCAGAAAA
TTCAGITCCTTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGIGI TACCA
CAGAAATTCTACCAGT GTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATGTACATTTGI GGT
GATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGT TGCAATATGGECAGT TTTTGTACACAATTAAACCG
TCCTTTAACTGGAATAGCT GT TGAACAAGACAAAAACACCCAAGAAGTI TTTTGCACAAGT CA
AACAAATTTACAAAACACCACCAATTAAAGATTTTGGTGGT TTTAATTTTTCACAAATATTA
CCAGATCCATCAAAACCAAGCAAGAGGTCATTTATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGT GAC
ACTTGCAGATGCTGCECT TCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGAG
ACCTCATTTGIGCACAAAAGT TTAACGECCTTACTGT TTTGCCACCTTTGCTCACAGATGAA
ATGATTGCTCAATACACTTCTGCACTGT TAGCGGGTACAATCACTTCTGGT TGGACCTTTGG
TGCAGGT GCTGCATTACAAATACCATTTGCTATGCAAATGGCTTATAGGT TTAATGGTATTG
GAGT TACACAGAATGT TCTCTATGAGAACCAAAAAT TGATTGCCAACCAATTTAATAGT GCT
ATTGGCAAAATTCAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGT GCACTTGGAAAACT TCAAAATGT
GGTCAACCAAAATGCACAAGCTTTAAACACGCT TGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGT G
CAATTTCAAGTGT TTTAAATGATATCCTTTCACGT CTTGACAAAGT TGAGGCT GAAGT GCAA
ATTGATAGGT TGATCACAGGCAGACT TCAAAGT TTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAAT
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TAGAGCTGCAGAAAT CAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCAGAGT GTGTAC
TTGGACAATCAAAAAGAGT TGATTTTTGTGGAAAGGGCTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAG
TCAGCACCTCATGGI GTAGTCTTCTTGCATGI GACT TATGTCCCTGCACAAGAAAAGAACTT
CACAACTGCTCCTGCCATTTGT CATGATGGAAAAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGICTTTG
TTTCAAATGGCACACACTGGTTTGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAATCATTACT
ACAGACAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGI TGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGT
TTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACT CATTCAAGGAGGAGT TAGATAAATATTTTAAGA
ATCATACATCACTAGATGT TGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGI TGTAAAC
ATTCAAAAAGAAAT TGACCGCCT CAATGAGGT TGCCAAGAATTTAAATGAATCTCTCATCGA
TCTCCAAGAACT TGGAAAGT ATGAGCAGT ATATAAAAT GGCCATGGTACATTTGECTAGGT T
TTATAGCTGGCTTGATTGCCATAGTAATGGTGACAATTATGCTTTGCTGTATGACCAGI TGC
TGTAGI TGTCTCAAGGGECTGT TGTTCTTGT GGATCCTGCTGCAAATTTGATGAAGACGACTC
TGAGCCATTGCTCAAAGGAGT CAAATTACATTACACATAAACGAACT TATGGATTTGI TTAT
GAGAATCTTCACAATTGGAACT GTAACT TTGAAGCAAGGT GAAATCAAGGATGCTACTCCTT
TAGATTTTGI TCGCGCTACT GCAACGATACCGATACAAGCCTCACTCCCTTTCGGATGCECTT
ATTGTTGECGT TGCACTTCTTGCTGT TTTTCAGAGCGCT TCCAAAAT CATAACCCT CAAAAA
GAGATGGCAACTAGCACTCTCCAAGCGTGI TCACTTTGITTGCAACTTCCTGITGITGITTG
TAACAGT TTACTCACACCTTTTGCTCGT TGCTGCTGECCTTGAAGCCCCTTTTCTCTATCTT
TATGCTTTAGICTACTTCTTGCAGAGTATAAACT TTGTAAGAATAATAATGAGGECT TTGECT
TTGCTGGAAATGCCGT TCCAAAAACCCATTACT TTATGATGCCAACTATTTTCTTTGCTGEC
ATACTAATTGI TACGACTATTGTATACCTTACAATAGTGTAACTTCTTCAATTGTCATTACT
TCAGGTGATGGCACAACAAGTCCTATTTCTGAACATGACTACCAGATTGGTGGTTATACTGA
AAAATGGGAATCTGCGAGT AAAAGACTGTGTTGTATTACACAGT TACTTCACTTCAGACTATT
ACCAGCTGTACTCAACTCAATTGAGTACAGACACTGGTGTTGAACATGT TACCTTCTTCATC
TACAATAAAATTGT TGATGAGCCT GAAGAACATGT CCAAATTCACACAATCGACGGT TCATC
CGGAGT TGT TAATCCAGT AATGGAACCAATTTATGAT GAACCGACGACGACTACTAGCGT GC
CTTTGTAAGCACAAGCTGATGAGTACGAACTTATGTACTCATTCGT TTCGGAAGAGACAGGT
ACGTTAATAGT TAATAGCGTACTTCTTTTTCTTGCTTTCGTGGTATTCTTGCTAGT TACACT
AGCCATCCTTACTGCGCTTCGATTGT GTGCGTACTGCTGCAATATTGT TAACGTGAGTCTTG
TAAAACCTTCTTTTTACGI TTACTCTCGTGTTAAAAATCTGAATTCTTCTAGAGI TCCTGAT
CTTCTGGTCTAAACGAACTAAATATTATATTAGT TTTTCTGI TTGGAACTTTAATTTTAGCC
ATGGCAGATTCCAACGGTACTATTACCGT TGAAGAGCT TAAAAAGCT CCTTGAACAATGGAA
CCTAGTAATAGGT TTCCTATTCCTTACATGGATTTGTCTTCTACAATTTGCCTATGCCAACA
GGAATAGGT TTTTGTATATAATTAAGT TAATTTTCCTCTGGECTGT TATGGCCAGTAACTTTA
GCTTGITTTGTGCTTGCTCCTGI TTACAGAATAAAT TGGATCACCGGT GGAATTGCTACCGC
AATGCCTTGTCTTGTAGCCTTGATGT GGCTCAGCTACTTCATTGCTTCTTTCAGACTGITTG
CGCGTACGCGT TCCATGT GGT CATTCAATCCAGAAACTAACATTCTTCTCAACGT GCCACTC
CATGGCACTATTCTGACCAGACCGCT TCTAGAAAGT GAACT CGTAATCGGAGCTGTGATCCT
TCGTGGACATCTTCGTATTGCTGGACACCAT CTAGGACGCT GT GACATCAAGGACCTGCCTA
AAGAAATCACTGT TGCTACATCACGAACGCTTTCTTATTACAAAT TGGGAGCT TCGCAGCGT
GTAGCAGGT GACTCAGGT TTTGCTGCATACAGT CGCTACAGGAT TGGCAACTATAAATTAAA
CACAGACCATTCCAGTAGCAGTGACAATATTGCTTTGCTTGTACAGTAAGT GACAACAGATG
TTTCATCTCGTTGACTTTCAGGT TACTATAGCAGAGATATTACTAATTATTATGAGGACTTT
TAAAGI TTCCATTTGGAATCTTGATTACATCATAAACCT CATAATTAAAAATTTATCTAAGT
CACTAACTGAGAATAAATATTCTCAATTAGAT GAAGAGCAACCAATGGAGATTGAT TAAACG
AACATGAAAATTATTCTTTTCTTGGECACTGATAACACTCGCTACTTGTGAGCTTTATCACTA
CCAAGAGT GTGTTAGAGGTACAACAGTACTTTTAAAAGAACCT TGCTCTTCTGGAACATACG
AGGGCAATTCACCATTTCATCCTCTAGCTGATAACAAATTTGCACTGACTTGCTTTAGCACT
CAATTTGCTTTTGCTTGT CCTGACGGCGT AAAACACGT CTATCAGT TACGT GCCAGATCAGC
TTCACCTAAACTGT TCATCAGACAAGAGGAAGT TCAAGAACTTTACTCTCCAATTTTTCTTA

80



TTGTTGCGGECAATAGTGT TTATAACACTTTGCT TCACACT CAAAAGAAAGATAGAATGATTG
AACTTTCATTAATTGACTTCTATTTGIGCTTTTTAGCCTTTCTGCTATTCCTTGI TTTAATT
ATCCTTATTATCTTTTGGT TCTCACT TGAACTGCAAGATCATAATGAAATTTGTCACGCCTA
AACGAACATGAAATTTCTTGI TTTCTTAGGAATCATCACAACT GTAGCTGCATTTCACCAAG
AATGTAGI TTACAGT CATGTACTCAACATCAACCATATGTAGT TGATGACCCGTGTCCTATT
CACTTCTATTCTAAATGGTATATTAGAGT AGGAGCTAGAAAATCAGCACCTTTAATTGAATT
GTGCGT GGATGAGGCTGGT TCTAAATCACCCAT TCAGTACATCGATATCGGTAATTATACAG
TTTCCTGT TTACCTTTTACAATTAATTGCCAGGAACCTAAATTGGEGTAGT CTTGTAGT GCGT
TGTTCGTTCTATGAAGACT TTTTAGAGTATCATGACGT TCGTGTTGTTTTAATCTAAACGAA
CAAACT AAATGT CTGATAATGGACCCCAAAAT CAGCGAAAT GCACCCCGCATTACGT TTGGT
GGACCCT CAGATTCAACT GGCAGT AACCAGAAT GGAGAACGCAGT GGGGECGECGATCAAAACA
ACGI CGECCCCAAGGT TTACCCAATAATACT GCGTCTTGGT TCACCGCTCTCACTCAACATG
GCAAGGAAGGCCT TAAATTCCCT CGAGGACAAGGCGT TCCAATTAACACCAATAGCAGI CCA
GATGACCAAATTGGCTACTACCGAAGAGCTACCAGACGAAT TCGT GGT GGT GACGGTAAAAT
GAAAGATCTCAGT CCAAGATGGTATTTCTACTACCTAGGAACT GEECCAGAAGCTGGACTTC
CCTATGGT GCTAACAAAGACGGCATCATATGGGT TGCAACT GAGGGAGCCT TGAATACACCA
AAAGAT CACAT TGECACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACAACTTCCTCA
AGGAACAACAT TGCCAAAAGCCT TCTACGCAGAAGGEGAGCAGAGGCGECAGT CAAGCCTCTT
CTCGTTCCTCATCACGTAGT CGCAACAGT TCAAGAAATTCAACT CCAGGCAGCAGT ATGGGA
ACTTCTCCTGCTAGAATGGECTGECAATGECTGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCTGCTGCTTGA
CAGATTGAACCAGCT TGAGAGCAAAATGT CTGGTAAAGGCCAACAACAACAAGGCCAAACT G
TCACTAAGAAAT CTGCTGCTGAGGCT TCTAAGAAGCCT CGGCAAAAACGTACT GCCACTAAA
GCATACAATGTAACACAAGCT TTCGCCAGACGT GGT CCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGG
GGACCAGGAACT AAT CAGACAAGGAACT GT TACAAACAT TGGCCGCAAATTGCACAATTTGC
CCCCAGCGCTTCAGCGT TCTTCGGAAT GT CACGCAT TGCCATGGAAGT CACACCTTCGGGAA
CGT GGT TGACCTACACAGGT GCCATCAAATTGGATGACAAAGAT CCAAATTTCAAAGATCAA
GITCATTTTGCTGAATAAGCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAA
GGACAAAAAGAAGAAGGCT TATGAAACT CAAGCCT TACT GCAGAGACAGAAGAAACAGCAAA
CTGTGACTCTTCTTCCTGCTGCAGATTTGGATGATTTCTCCAAACAATTGCAACAATCCATG
AGCAGT GCTGACT CAACT CAGGCCT AAACT CATGCAGACCACACAAGGCAGATGGGECTATAT
AAACGTTTTCCCTTTTCCGT TTACGATATATAGI CTACTCTTGT GCAGAATGAATTCTCGTA
ACTACATAGCACAAGTAGATGTAGT TAACTTTAATCTCACATAGCAATCTTTAATCAGIGTG
TAACATTAGGGAGGACT TGAAAGAGCCACCACATTTTCACCGAGGCCACTCCGAGTACGATC
GAGT GTACAGT GAACAAT GCTAGGGAGAGCT GCCTATAT GGAAGAGCCCTAATGT GTAAAAT
TAATTTTAGTAGTGCTATCCCCATGTGATTTTAATAGCTTCTTAG
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Lampiran 3 : Hasil mapping referensi dengan sampel SARS-CoV-2

Coverage
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Lampiran 4 : Form penyelidikan epidemiologi

DATA PASIEN PEMANTAUN EPIDEMIOLOGI COVID-19

Nama Lengkap :AS

Tanggal Lahir : 02-11-1961 (60 tahun)
JenisKelamin : Laki-laki

Diagnosa Pasien . selesal isolasi (pasien konfirmasi)
Tanggal Kontak : 29-07-2021

Tanggal PE : 02-08-2021

Status PE : Pasien ditemukan dan isolasi
Tangga Masuk RS : 02-08-2021

Tanggal Swab : 02-08-2021

Laporan Hasl| :

e Petugas melakukan penyelidikan epidimiologi dan pemantauan pasien Covid
atas nama AS. Responden pasien sendiri.

e Pasien kontak konfirmasi/suspek/probable covid dalam 14 hari terakhir.

e Pasien tidak berkunjung ke luar kota dalam 14 hari terakhir.

e Tidak adariwayat aergi obat, kormobid atau riwayat penyakit lainnya.

e Tgl 28/07/2021 pasien mengeluh batuk, sakit tenggorokan, pilek, lesu, dan
sakit kepala.

e (02/08/2021 pasien lalu periksa dengan hasil positif.

e Diberikan terapi KLB-Azithromycin 500 Mg (5 : 1x1), KLB-Multivitamin
Tab (14 : 1x1).

Kontak Erat :

1. RAG/ NIK.RAG / 09-08-1954 / Istri / Ibu Rumah Tangga / TAK / Antigen
Negatif

2. PL/NIK.PL /21-07-1989 / anak / pegawai swasta/ TAK / Antigen Negatif
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DATA PASIEN PEMANTAUN EPIDEMIOLOGI COVID-19

Nama Lengkap Kl

Tanggal Lahir : 29-11-1981 (40 tahun)
JenisKelamin : Perempuan

Diagnosa Pasien : selesai isolasi (pasien konfirmasi)
Tanggal Kontak : 25-08-2021

Tanggal PE : 28-08-2021

Status PE : Pasien ditemukan dan isolasi
Tanggal Masuk RS : 26-08-2021

Tanggal Swab : 26-08-2021

Laporan Hasl :

e Petugas melakukan penyelidikan epidimiologi dan pemantauan pasien Covid
atas nama K. Responden pasien sendiri.

e Pasien kontak konfirmasi/suspek/probable covid dalam 14 hari terakhir.

e Pasien tidak berkunjung ke luar kota dalam 14 hari terakhir.

e Tidak adariwayat aergi obat, kormobid atau riwayat penyakit lainnya.

e Tgl 24/08/2021 pasien mengeluh batuk, radang tenggorokan

e Tgl 26/08/2021 pasien periksa antigen dan dilanjutkan swab PCR dengan
hasil positif.

e Diberikan terapi KLB-Azithromycin 500 Mg (5 : 1x1), KLB-Multivitamin
Tab (14 : 1x1).

Kontak Erat :

1. BUL/NIK.BUL/28-10-1979/ Suami / Wiraswasta/ TAK / Antigen Negatif

2. MIK / NIK.MIK / 09-01-2000/ anak / pelgjar / TAK / Antigen Negatif



DATA PASIEN PEMANTAUN EPIDEMIOLOGI COVID-19

Nama Lengkap Kl

Tanggal Lahir : 29-11-1981 (40 tahun)
JenisKelamin : Perempuan

Diagnosa Pasien : selesai isolasi (pasien konfirmasi)
Tanggal Kontak : 25-08-2021

Tanggal PE : 28-08-2021

Status PE : Pasien ditemukan dan isolasi
Tanggal Masuk RS : 26-08-2021

Tanggal Swab : 26-08-2021

Laporan Hasl :

e Petugas melakukan penyelidikan epidimiologi dan pemantauan pasien Covid
atas nama K. Responden pasien sendiri.

e Pasien kontak konfirmasi/suspek/probable covid dalam 14 hari terakhir.

e Pasien tidak berkunjung ke luar kota dalam 14 hari terakhir.

e Tidak adariwayat aergi obat, kormobid atau riwayat penyakit lainnya.

e Tgl 24/08/2021 pasien mengeluh batuk, radang tenggorokan

e Tgl 26/08/2021 pasien periksa antigen dan dilanjutkan swab PCR dengan
hasil positif.

e Diberikan terapi KLB-Azithromycin 500 Mg (5 : 1x1), KLB-Multivitamin
Tab (14 : 1x1).

Kontak Erat :

1. BUL/NIK.BUL/28-10-1979/ Suami / Wiraswasta/ TAK / Antigen Negatif

2. MIK / NIK.MIK / 09-01-2000/ anak / pelgjar / TAK / Antigen Negatif
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