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Abstrak

Tujuan: untuk mengetahui sebaran titik mutasi pada sekuens Region Binding Motif (RBM) gen Spike
SARS CoV-2 yang berasal dari isolat lokal Sumatera Barat. Metode: studi deskriptif eksploratif
menggunakan koleksi spesimen laboratorium Pusat Diagnostik dan Riset Penyakit Infeksi (PDRPI)
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas yang diisolasi, dilanjutkan tahap sequencing dan analisa data
secara bioinformatika. Hasil: terdapat tiga titik mutasi non-synonimous disepanjang RBM gen Spike
SARS Co-2. Kesimpulan: mutasi Asn439Lys merupakan titik mutasi tersering pada RBM gen Spike
sebesar 11% diikuti Ser477Gly dan Thr478lle masing-masingnya 3% dan 1%.

Kata kunci: Mutasi; RBM; gen Spike

Abstract

Objective: to determine mutation sites along Region Binding Motif (RBM) of Spike gene in local West
Sumatera specimens. Method: explorative descriptive study that use specimen collection in Diagnostic
and Research Center of Tropical Infection, Medical Faculty, Andalas University, which is extracted,
sequenced, and analyzed with bioinformatic. Result: three non-synonymous mutation found in RBM of
Spike gene. Conclusion: Asn439Lys mutation is the most common mutation found in RBM of Spike gene
SARS-CoV-2, furthermore another mutation found in this study is Serd77Gly and Thr478lle around 3%
and 1% respectively.
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PENDAHULUAN

Kasus pneumonia akibat infeksi
novel korona virus sangat intens
dilaporkan dalam satu tahun terakhir.
Pertama kali di laporkan pada akhir bulan
Desember 2019 di Wuhan China, laju
penyebaran  Coronavirus Disease-19
(COVID-19) hingga saat ini masih tatap
tinggi. Jumlah kumulatif total kasus yang
dilaporkan hingga 3 April 2020 sebanyak
127.877.462 dengan  penambahan
jumlah kasus baru dalam 24 jam terakhir
sebanyak 509.746'. Laju penyebaran
terjadi begitu cepat melewati batas
geografis, dalam rentang waktu tiga
bulan setelah kasus pertama Wuhan
dilaporkan, total 203 negara lain ikut
mengonfirmasi  kasus  pertamanya.
Respon muncul dari badan kesehatan
dunia dengan menetapkan pada 30
Januari 2020 COVID-19 sebagai Public
Health Emergency of International
Concern.

Pengendalian penyebaran masih
menjadi tantangan meski telah satu
tahun  berlalu. Beberapa negara
melaporkan kenaikan kembali setelah

mengalami penurunan kasus
sebelumnya. Pemulihan aktifitas
ekonomi, aktifitas sosial  seperti

pembukaan kembali sekolah dan kantor
serta reintroduksi virus dari daerah lain
diduga menjadi beberapa faktor yang
memicu munculnya second wave.
Mutasi-mutasi yang baru bermunculan
juga dihubungkan dengan munculnya
second wave.

Variasi gejala pada pasien positif
COVID-19 mengakibatkan penyebaran
SARS-CoV-2 menjadi semakin sulit untuk
dihentikan. Proporsi asimtomatis dan
presimtomatis COVID-19 sangat tinggi.
Suatu penelitian pada kapal vyang

terjangkit didapati 81% pasien bersifat
asimtomatis?. Hal ini menunjukkan
besarnya potensi silent transmission
COVID-19 ditengah masyarakat.

Berdasarkan informasi nCoV-19
(SARS-CoV-2) vyang diperoleh dari
database GISAID pada Januari 2020,
sekuens yang pertama kali di unggah
sudah memiliki banyak perbedaan
dengan sekuens yang akhir-akhir ini di
unggah (6 April 2021). Hingga saat ini
diyakini terdapat tiga varian yang sedang
mendominasi secara global yaitu varian
A, B dan C yang dibedakan berdasarkan
perubahan asam amino. Protein Spike
tepatnya pada RBM merupakan jalan
masuk  bagi virus untuk dapat
menginfeksi sel epitel melalui
interaksinya terhadap reseptor human
Angitensin Converting Enzyme (hACE).
Perubahan pada komposisi protein Spike
memiliki potensi besar merubah daya
patogenitas virus dan menjadi tantangan
dalam pengembangan vaksin.

Belum ada standar baku dalam
pengobatan COVID-19 mengakibatkan
pandemi tampaknya belum akan segera
berakhir. Kebanyakan obat hanya
bersifat suportif dimana terapi oksigen
menjadi  intervensi utama dalam
penatalaksanaan pasien COVID-19.

METODE

Penelitian dilakukan di
Laboratorium Pusat Diagnostik dan Riset
Penyakit Infeksi Fakultas Kedokteran
Universitas Andalas (PDRPI FK Unand)
Padang, Laboratorium Bioinformatika FK
Unand, Padang dan Laboratorium

Penelitian dan Pengembangan
Kesehatan Kementrian Kesehatan
Republik Indonesia (Litbangkes

Kemenkes RIl), Jakarta. Penelitian
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berlangsung pada bulan Maret - Mei
2021. Populasi penelitian ini adalah
koleksi Viral Transport Medium (VTM)
hasil pemeriksaan swab nasofaring yang
terdeteksi positif di Laboratorium PDRPI
FK Unand, Padang. Sampel pada
penelitian ini adalah VTM hasil
pemeriksaan swab nasofaring vyang
terdeteksi positif di Laboratorium PDRPI
FK Unand yang memenuhi kriteria
inklusi.  Alat yang dibunakan pada
penelitian ini berupa Biosafety cabinet,
autoclave, heating block, mikropipet 10-
1000 pL, multichannel mikropipet, tip
pipet mikro ukuran 10-1000 L,
microcentrifuge tube, timer, vortex
mixer, microwave, timbangan digital,
spin down machine, mesin sentrifus,
plate shaker, thermal cycler, magnetic
stand, perangkat elektroforesis, freezer,
gel documentation system, miseq
illumine sequencer, alat pelindung diri
standar level 3, atanol absolut, Qiamp
Viral RNA, 96 well PCR plate, microseal B
adhesive film, lllumina RNA enrichment
kit, alcohol 80%, RNAse zap, Qubit
RNA/DNA assay, PCR kit mBIOCOV, Tris
Boric acid EDTA (TBE) buffer, loading dye,
DNA ladder. Sampel terpilih dalam
penelitian ini akan diisolasi sesuai
prosedur kit Q/Aamp Viral RNA mini kit.
Selama proses pengerjaan sampel selalu
diupayakan on ice untuk menjaga
kualitas RNA SARS-COV-2. Tahapan
isolasi meliputi lisis, binding, washing
dan elution. Hasil isolasi akan segera
diuuji menggunakan Qubit HS assay,
proses pengerjaan mengukiti protocol
Qubit HS assay. Sampel dengan nilai
lebih dari 100 ng akan diencerkan
sedangkan sampel dengan nilai kurang
dari 20 ng akan diisolasi ulang dengan
meningkatkan konsentrasi atau dapat
diganti dengan sampel lain vyang
memenuhi  kriteria. Sampel yang
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memenuhi kriteria konsentrasi qubit
akan dilanjutkan pada pemeriksaan QRT-
PCR. Pengerjaan QRT-PCR mengikuti
protokol kit mBIOCOV. Pengaturan alat
pada setiap tahapnya yaitu
Predenaturation, Denaturation,
Annealing dan Extention dan suhu pada
setiap tahapan disesuaikan dengan hasil
optimasi yang dilakukan. Selama
pengerjaan juga ditambahkan kontrol
negatif dan kontrol positif dalam plate
PCR yang sama untuk meningkatkan
validitas pengerjaan. Hasil QRT-PCR
kemudian dianalisa, sampel dengan Ct >
25 dieksklusikan dari penelitian dan akan
digantikan dengan sampel baru yang
memenuhi kriteria. Isolat  yang
memenuhi  kriteria akan disimpan
didalam kulkas -80°C untuk menjaga
kualitas RNA tetap baik hingga
pengerjaan library preparation.
Library preparation dilakukan
sesuai protokol kit lllumina RNA prep
with enrichment (L) tagmentation.
Terdapat sepuluh tahapan dalam
pengerjaan meliputi denaturasi, sintesis
first strand, sistesis second strand,
tagmentasi cDNA, clean up library,
normalisasi library, Hibridisasi probe,
capture hybridized probe, amplifikasi
enrichment library, dan clean up
enrichment  library.  Setiap  step
pengejaan peneliti akan didampingi
teknisi ahli dari provider lllumina. Tahap
akhir setelah menyelesaikan sepuluh
step library preparation, sampel akan
dianalisa kualitas hasil pengerjaan serta
konsentrasi masing masingnya dan akan
dipersiapkan untuk tahap sekuensing
menggunakan miseq sequencer.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi RNA SARS-Cov-2
Penelitian ini dilakukan untuk

menganalisa variasi RBM gen Spike pada
pasien positif COVID-19 hasil koleksi
laboratorium PDRPI. Sampel vyang
digunakan pada penelitian ini sebanyak
89 sampel. Populasi sampel yang
direncakan untuk ikut dalam penelitian
akan dilakukan proses pengujian
kelayakan berupa kuantifikasi dan
RTqPCR  ulang  terlebih  dahulu
diikutsertakan dalam penelitian.
Sebanyak 140 ul volume sampel
digunakan pada tahapan ekstraksi ulang.
SARS-CoV-2 memiliki materi genetik
berupa RNA, materi genetik RNA bersifat
lebih labil jika dibandingkan dengan DNA
sehingga cenderung membutuhkan
teknik khusus untuk mengkonservasi
RNA. Panjang minimal nukleotida yang
dapat tertahan menggunakan membran
silika QIAMp adalah 200 pasang basa
nukleotida sedangkan panjang RNA virus
SARS-CoV-2 (MN908947.3) sepanjang
29.903 nukelotida.

Nilai akhir konsentrasi RNA
kandidat sampel didapati cukup
beragam, nilai terendah didapatkan
pada sampel T2 dengan nilai konsentrasi
2,5 ng/ul dan total input RNA menjadi
sebesar 21,3 ng/8,5 ul dan nilai
konsentrasi tertinggi didipatkan pada
sampel dengan kode T63 dengan
konsentrasi 11,7 ng/ul sehingga total
input RNA menjadi 99,5 ng/ 8,5 ul. Nilai
rerata konsentrasi RNA pada sampel
yang akan dilakukan pengerjaan adalah
52,6 ng/8,5ul.
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Hasil kuantifikasi Qubit pada 89
sampel memenuhi kriteria  untuk
dilanjutkan pada  tahap library
preparation, dimana cut off batas nilai
untuk masuk dalam tahap library
preparation  adalah  sebesar  20-
100ng/8,5 ul per sampel yang akan diuiji.

Amplifikasi RNA

Amplifikasi RNA menggunakan
Realtime Quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain
Reaction (gRT-PCR) bertujuan untuk
mendapatkan RNA target dengan
jumlah cukup sehingga dapat
divisualisasikan secara real time. Pada
penelitian ini kit yang digunakan adalah
mBioCov. mBioCov merupakan one step
gRT-PCR kit yang di kembangkan secara
khusus untuk mendeteksi sekuens RNA
SARS-CoV-2, kit ini menggunakan primer
dan probe multiplex. Multiplex PCR
mempermudah  proses pengerjaan
dengan menggunakan probe
berfluorofor tertentu vyang dapat
berikatan dengan titik spesifik pada
sekuens target, hal ini memungkinkan
untuk menggabungkan beberapa primer
dan probe dalam satu well pemeriksaan
PCR. Kit mBioCoV yang digunakan pada
penelitian ini menggunakan marker
fluorofor FAM untuk mendeteksi gen
fluorofor HEX untuk

mendeteksi gen RDRP serta fluorofor

Helicase,

CY5 yang digunakan untuk mendeteksi
gen RPP30 yang digunakan sebagai
internal kontrol pada penelitian ini.
Volume total reaksi pada setiap well
dalam penelitian ini adalah 20 ul. Jumlah
template akan berhubungan dengan
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viral load dan menurunkan nilai Ct value,
namun hubungan tersebut bersifat
indirek karna dalam penegerjaannya
tidak membentuk kurva standar.

Hasil gRT-PCR pada 89 sampel
mengkonfirmasi bahwa materi genetik
virus SARS-CoV-2 dapat ditemukan pada
seluruh isolat yang digunakan pada
penelitian ini. Nilai Ct pada gen RDRP
bervariasi mulai dari 14,46 dan tertinggi
26,71, nilai rerata sebesar 21,83. Nilai Ct
pada gen Helicase juga bervariasi mulai
dari 13,51 dan tertinggi 28,83, nilai
rerata 20,75. Nilai Ct pada gen IC meski
bukan bagian dari marker untuk SARS-
CoV-2 namun akan tetap
dipertimbangkan pada penelitian ini
sebagai internal kontrol untuk
memastikan bahwa koleksi spesimen
yang digunakan berasal dari swab
nasofaring dan sebagai kontrol pada
proses ekstraksi materi genetik. Seluruh
sampel yang telah melewati minimal cut
off pemeriksaan qubit dan qRT-PCR akan
dilanjutkan pada library preparation.

Library Preparation dan sequencing
Library preparation merupakan
preparasi molekular sampel sebelum
sequencing, pada tahap ini adapter akan
dilekatkan pada kedua ujung fragmen
DNA atau RNA, kemudian dilanjutkan
proses amplifikasi untuk meningkatkan
jumlah input amplikon per sampel.
Penelitian ini menggunakan Illumina
RNA prep with enrichment (L)
tagmentation kit untuk tahapan library
preparation. Illlumina RNA prep with
enrichment (L) tagmentation kit
menggunakan teknologi paired-end
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reads serta dual-index pada fragmen
RNA. Teknologi paired-end reads
memungkinkan peneliti dapat
meningkatkan presisi dalam sintesis
konsensus urutan basa nukelotida
karena  pembacaan  menggunakan
pasang urutan yang bersesuaian®.
Teknologi Dual Index pada kit membuat
sampel tertandai dengan dengan marker
yang spesifik sehingga pengerjaan
dengan  jumlah besar menjadi
memungkinkan. //lumina RNA prep with
enrichment (L) tagmentation kit
menggunakan biotinylated probe yang
dikombinasikan menggunakan magnetic
bead untuk menangkap sekuens target.
Panel yang digunakan ada penelitian ini
adalah Respiratory Virus Oligo Panel
(RVOP). Protokol ini dioptimasi untuk
10-100 ng purify total RNA atau 20-100
ng RNA dari degradasi jaringan atau
FFPE. Tahap akhir library preparation
berupa normalisasi dan pengenceran
hingga konsentrasi 4 nM vyang
merupakan nilai input sesuai protikol
pada mesin sequencing Miseq®.
Pengerjaan library preparation
menghabiskan waktu selama dua hari
dan terpisah pada dua batch. Output
konsentrasi library rata rata adalah 86,07
konsentrasi tersebut kemudian
diencerkan hingga menjadi 4nM. Proses
sequencing menggunakna mesin Miseq
membutuhkan waktu lebih kurang 12

jam uttuk setiap running mesin.

Analisa bioinformatika

Output berupa data FASTQ dari
mesin sequencer akan di proses dengan
aplikasi CLC genomic workbench. Proses
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yang dilakukan meliputi quality control,
trim, mapping read, coverage mapping,
sintesis konsensus, variant calling.

Gambar 1 menunjukkan hasil
analisa bioinformatika pada sampel T66
tampak pada gambar coverage pada gen
S tidak memiliki gap. Celah pada
coverage akan mengakibatkan
konsensus urutan basa nukleotida
menjadi tidak lengkap. Kelengkapan
konsensus urutan basa sangat penting
bagi penelitian yang ingin mengungkap
variasi variasi nukleotida pada suatu
organisme®.
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Tabel 1. Phred score

Phred score probabilitas akurasi
kesalahan base base call
call

10 1dari 10 90%

20 1 dari 100 99%

30 1 dari 1.000 99,9%

40 1 dari 10.000 99,99%
50 1 dari 100.000 99,999%
60 | dari 1.000.000 99,9999%

Gambar 1. Analisa bioinformatika CLC Genomic
Workbench

Nilai phred score Q telah lama
dijadikan sebagai indicator untuk menilai
kualitas output hasil high throughput
sequencing. Semakin tinggi standar
phred score yang digunakan akan
menurunkan nilai kemungkinan
kesalahan pada base calling ketika
dilakukan penyusunan konsensus urutan
basa’. Nilai phered score dapat dilihat
pada Tabel 1
minimal yang digunakan pada penelitian
ini adalah Q30 yang memiliki akurasi
hingga 99,9 persen.

. Standar phred score

Coverage depth menunjukkan
rerata jumlah read vyang telah
disejajarkan dengan reference vyang
digunakan, semakin tinggi nilai coverage
depth maka  akan menurunkan
kemungkinan kesalahan dalam
penyusunan konsensus. Gambar 2 dan
5.5 menunjukkan contoh tampilan
coverage depth pada sampel T66 dan
Tabel 3 menunjukkan rerata coverage
depth dari 89 sampel yang digunakan
pada penelitian 3980,8.

Gambar 2. Coverage depth sampel T66

Delapan puluh sembilan sampel
dilanjutkan pada analisan variant calling.
Peneliti menggunakan minimum variety
above 50 sebagai batas variant base call
untuk setiap sampelnya. Hal ini ditujukan
untuk menyeleksi kemungkinan error
calling setiap sampel yang dianalisa
perbedaan urutan basanya dengan
reference. Gambar 4 menunjukkan
keseluruhan variant calling above 50
yang terdeteksi oleh CLC genomic
workbench.
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Gambar 3. magnifikasi Coverage depth sampel
T66

Navigation overview: Chromosome MN308947.3
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Gambar 4. Variant calling analysis 89 sampel
penelitian

v

Variasi RBM genetik gen Spike

Setiap nota bar berwarna merah
pada gambar 5.6 menunjukkan posisi
mutasi yang terdeteksi disepanjang RBM
gen S, total terdapat 3 bar yang
menunjukkan telah terjadi mutasi non-
synonimous pada 3 titik disepanjang 89
sekuens RBM vyang dianalisa dengan
MN9089947.3
reference. Tampak tiga bar yang

menjadikan sebagai
menunjukkan pada titik tersebut terjadi
mutasi dengan output masing masing
yang berbeda.

Setelah  dilakukan  pengujian
dengan variant calling disimpulkan tidak
terdapat 14 (15,7%) sampel dengan
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mutasi pada RBM SARS-CoV-2 dari 89
sampel yang dianalisis (Gambar 5.7).
Rerata jumlah mutasi per sampel
didapatkan sebesar 0,01%. Beberapa
penelitian telah melaporkan jumlah
rerata mutasi persampel pada
keseluruhan sekuens SARS-CoV-2 di
Jepang (4,55), Hongkong (5,0), Kenya
(5,38)%.

Tabel 2 Coverage depth pada 89 sampel
penelitiain
coverage depth
0-50 5
51-1000 23
1000-2000 9
2000-3000
3000-4000 12
4000-5000 15
>5000 23

jumlah sampel

80
70
60
50
40
30
20
10

Wild type Varian

Gambar 5. Proporsi wildtype dan varian

Variasi RBM gen S menjadi fokus
utama dalam kajian molekular. Gen S
menjadi pintu masuk bagi proses
pengenalan virus dengan reseptor pada
sel inang, sehingga merupakan target
penting dalam pengembangan vaksin
dan terapi®. Laju mutasi yang tinggi
utamanya pada gen S menjadi salah satu
masalah yang menghambat

perkembangan vaksin dan terapi serta
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variasi pada kondisi tertentu gen S juga
berpootensi meningkatkan transmisi,
keparahan penyakit, efikasi vaksin dan

netralisasi antibodi®1?,
Tabel 3 Jenis mutasi titik pada 89 sampel

penelitian
Jenis Mutasi Jumlah Titik Mutasi
Gen S SARS-CoV-2
Insersi -
Substitusi 3
Delesi -

Tabel 3 menunjukkan jenis
mutasi titik yang ditemukan dari 89
sampel pada penelitian ini. Total peneliti
mendapatkan 3 mutasi non-synonimous
disepanjang RBM gen S. Substitusi
merupakan satu satunya tipe mutasi
yang ditemukan pada penelitian ini.
Penelitian yang dilakukan Koyama
dengan menggunakan 10.022 sampel
menunjukkan hasil searah dimana
substitusi terjadi pada 95% sampel dan
sisanya 5% berupa delesi3. Penelitian
lain juga menunjukkan bahwa substitusi
merupakan tipe mutasi tersering dengan
91% dan dikuti delesi 9%*.

Mutasi titik yang terjadi pada gen
S dapat berupa synonymous ataupun
nonsynonymous. Mutasi
nonsynonymous akan mengakibatkan
perubahan pada asam amino vyang
menyusun protein S. Mutasi pada virius
RNA umumnya berdampak buruk,
namun dengan rentang hidup yang
pendek, akumulasi mutasi dapat
terkumpul dan menyediakan varian-
varian yang menyesuaikan dengan
seleksi alam®®.

Gambar 6
frekuensi ketiga mutasi substitusi pada
RBM gen S yang ditemukan pada 89

menunjukkan
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sampel dalam penelitian. Tampak mutasi
Asn439Lys merupakan titik mutasi
tersering dibandingkan mutasi lainnya
(71,4%) dan terdapat pada 10 sampel
dari total 89 sampel (11,2%). Ser477Gly
merupakan titik mutasi tersering kedua
(21%). Thra78lle pada urutan ketiga
dengan frekuensi (7%).

80
70
60
50
40
30

@
- B o
o I ]
ASN439LYSSER477GLY THR478ILE TANPA
MUTASI

Gambar 6. distribusi frekuensi 3 mutasi titik yang
ditemukan pada 89 sampel penelitian

Interaksi Region Binding Motif
pada sub wunit 1 protein S pada
permukaan virus dengan reseptor ACE2
pada permukaan sel merupakan tahapan
penting pada viral entry perubahan pada
RBM dapat berdampak pada penurunan
kemampuan virus untuk menginfeksi sel
inang atau disisi lain dapat meningkatkan
kemapuannya dalam menginfeksi sel
inang. Pergantian asam amino Asparagin
menjadi lisin pada urutan asam amino ke
439 (Asn439Lys) merupakan perubahan
yang tepat terjadi pada RBM. Simulasi
molekular dinamik Asn439Lys
menunjukkan  peningkatan  binding
affinity RBM dengan reseptor ACE2,
sehingga berpotensi menajdi lebih
infeksius'®. Beberapa penelitian juga
menunjukkan aktifitas netralisasi
antibodi pada berbagai antibodi
monoklonal dan poliklonal pasien pasca
terinfeksi, termasuk salah satu antibodi
monoklonal yang telah disetujui Food
Drug Administration (FDA) 16-18
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SIMPULAN

Terdapat tiga titik mutasi yang
ditemukan disepanjang region binding
motif (RBM) koleksi spesimen Pusat
Diagnostik dan Riset Penyakit Infeksi.
Salah satu dari ketiga mutasi yaitu Asn
439 Lys berpotensi memicu transmisi
yang lebih kuat dan memiliki aktifitas
netralisasi antibodi.
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