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Puji dan syukur ke hadirat Allah SWT karena berkat kasih sayang dan kekuatanNya,
Laporan Akhir Penelitian ini dapat diselesaikan dengan baik Semoga laporan
penelitian ini, berguna dan dapat menjadi dasar untuk pengembangan teknik
resistensi parasit khususnya Plasmodium vivax terhadap obat anti malaria (OAM).
Diharapkan kedepannya ditemukan penanda molekular untuk P.vivax terkait
kegagalan pengobatan terhadap OAM.

Kami mengakui, laporan kami ini masih jauh dari sempuma, banyak kekurangan di
mana-mana. Oleh karena itu, kami berharap dapat masukan dan saran dari yang
membaca laporan ini.

Kepada seluruh anggota tim penelitian yang telah bekerja bersungguh-sungguh, baik
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pengerjaaan sampel di laboratorium dan pengolahan data, kami ucapkan terima
kasih dan penghargaan yang sebesar-besamya. Semoga Allah SWT senantiasa
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Jakarta, Februari 2013

Ketua Pelaksana Penelitan,

(Dra. Ervi Salwati M.Biomed)
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Lr RINGKASAN EKSEKUTIF

Terdapat 80-300 juta kasus klinis malaria vivax setiap tahunnya.
Upaya pemberantasan malaria mengalami kendala antara lain oleh
adanya resistensi parasit terhadap obat anti malaria.(OAM). Obat standar
yang biasa digunakan seperti klorokuin, kina, sulfadoxin pyrimetamin telah
dilaporkan mengalami resistensi terhadap P. falciparum, demikian juga
halnya P. vivax dilaporkan telah resistensi terhadap klorokuin. Artemisinin-
based Combination Therapy (ACT ) telah direkomendasikan oleh WHO
untuk mengatasi hal tersebut. Sayangnya, pada P.vivax tidak sepeiti
P.falciparurm yang telah mempunyai penanda molekular yag direkomendasi
WHO, dalam menentukan status parasit apakah resisten atau adanya
infeksi baru. Kesulitan dalam menemukan penanda resistensi parasit
terhadap OAM pada P.vivax antara lain disebabkan adanya fase relaps
(stadium hipnozoit dorman di hati) dan kultur P. vivax (continous in vitro)
yang belum berhasil seperti halnya pada P. falciparum. Oleh karena itu,
pendekatan dengan mengidentifikasi Single Nucleotide Polymophism
(SNP) yang terdapat pada gen yang berpotensi terlibat dengan resistensi
parasit terhadap obat antimalaria merupakan hal yang sangat penting..
Pada penelitian ini, pencapaian pengumpulan sampel hampir 100%
(99/100). Hasil rekruitmen di lapangan terkumpul 99 subyek yang berasal
dari puskesmas Touluaan (76) dan puskemas Tombatu (23),

Pada peneltian ini, untuk keberhasilan dalam mengidentifikasi SNP
diakukan pengembangan teknik vyaitu dengan nested PCR. Pada
penelitian ini, pencapaian pengumpulan sampel hampir 100% (99/100).
Hasil rekruitmen di lapangan terkumpul 99 subyek yang berasal dari
puskesmas Touluaan (76) dan puskemas Tombatu (23), Kemudian, oleh
tenaga miroskopis pusat dilakukan pengecekan ulang dan dikoreksi lagi
dengan teknik PCR. Dari hasil konfirmasi spesies dengan teknik PCR,
.‘ didapatkan hasil bahwa dari 99 yang direkrut, ternyata hanya 84% (83

dari 99) subjek yang dapat dideteksi SNPnya yaitu yang terinfeksi P. vivax
atau infeksi campuran (P.vivax dan P.falciparum). Sisa, 16 orang (16 %)
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tidak dapat dianalisa lebih lanjut untuk deteksi SNP karena parasit adalah
P.falciparum (9/16, 60%) dan 40% tanpa parasit (negatif).

Secara statistik faktor umur dan jenis kelamin tidak berpengaruh
terhadap nilai densitas parasit malaria, begitu juga pemeriksaan
mikroskopi maupun PCR tidak berpengaruh terhadap nilai densitas parasit
malaria.

Langkah pertama kali yang dilakukan untuk mengidentifikasi SNP
adaiah: mengamplifikasi 5 fragmen gen pvmdr?l. dan meiakukan
sekuensing. Dengan program Bioedit, hasil sekuensing dari kelima fragmen
disambungkan ( f/ine up) dan kemudian disejajarkan (alignment) dengan
membandingkannya sama referensi (PvSal-1 mdr1 gene). Kalau ada basa
yang tidak sama, dianggap ada mutasi (SNP).

Analisa sekuens dari subjek malaria vivaks menampakkan SNP pada
lokus-lokus tertentu gen pvmdri. Terdapat mutasi yang mengakibatkan
perubahan asam amino pada Y976F, $S1358, S513R, K997R , K1393N
dan L1076F . Diantara mutasi synonymous, polimorfisme posisi 529
(T529) terdapat pada beberapa isolat sementara dan lainnya pada posisi

1233 (E1233). Semua subjek yang sukses membawa mutasi alel Y976F
alel dan F1076L
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ABSTRAK

Resistensi parasit terhadap obat anti malaria merupakan salah satu
kendala untuk eliminasi malaria. Pada P.vivax, penanda untuk
membedakan antara parasit resisten dengan infeksi baru masih belum ada.
Pendekatan biologi molekular seperti Single Nucleotide Polymoiphism
(SNP) memberikan potensi ke arah itu. Telah dilakukan Pengembangan
metoda nested PCR untuk mengidentifikasi SNP gen pvmdri penderita
malaria vivax dari 2 puskesmas (Touluaan dan Tombatu), Minahasa
Tenggara, Sulawesi Utara, di mana secara keseluruhan terkumpul 99
subjek dengan rentang umur 3-66 tahun.

Dari hasil konfirmasi spesies dengan teknik PCR, didapatkan hasil
bahwa dari 99 yang direkrut, temyata hanya 84% (83 dari 99) subjek
yang dapat dideteksi SNPnya yaitu yang terinfeksi P.vivax atau infeksi
campuran (P.vivax dan P.falciparum). Sisa, 16 orang (16 %) tidak dapat
dianalisa lebih lanjut untuk deteksi SNP karena parasit adalah
P.falciparum (9/16, 60%) dan 40% tanpa parasit (negatif).

Secara statistik faktor umur dan jenis kelamin tidak berpengaruh
terhadap nilai densitas parasit malaria, begitu juga pemeriksaan
mikroskopi maupun PCR tidak berpengaruh terhadap nilai densitas parasit
malaria.

Analisa sekuens dari subjek malaria vivaks menampakkan SNP pada
lokus-lokus tertentu gen pvmdr?. Terdapat mutasi yang mengakibatkan
perubahan asam amino pada Y976F, S1358, S513R, K997R , K1393N
dan L1076F . Diantara mutasi synonymous, polimorfisme posisi 529 (17529)
terdapat pada beberapa isolat sementara dan lainnya pada posisi 1233
(E1233). Semua subjek yang sukses membawa mutasi alel Y976F alel
dan F1076L

Kata kunci: Plasmodium vivax, Single Nucletide Polymorphism, gen pvmdr1
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PENDAHULUAN

Salah satu tantangan yang dihadapi dalam upaya eliminasi malaria di
Indonesia adalah adanya penyebaran parasit resisten terhadap obat
antimalaria. Obat standar yang biasa digunakan seperti kiorokuin, kina,
sulfadoxin pyrimetamin telah dilaporkan mengalami resistensi terhadap P.
falciparum, demikian juga halnya pada P. vivax dilaporkan telah resisten
terhadap klorokuin'. Untuk mengatasi masalah inii, WHO telah
merekomendasikan penggunakan artemisinin based combination therapy
(ACT) untuk pengobatan malaria falsiparum resisten beberapa macam obat
malaria? dan juga malaria vivaks resisten klorokuin®.

Pada P. vivax, studi untuk memantau penyebaran parasit yang resisten
belum semaju P. falciparum. Jangankan untuk meméhtau resistensi terhadap
ACT, mekanisme klorokuin saja pada P. vivax belum diketahui dengan jelas.
Mungkin ini disebabkan oleh adanya fase relaps (stadium hipnozoit dorman di
hati) dan kultur P. vivax (continous in vitro) yang belum bisa berhasil seperti
pada P. falciparum.

Oleh karena itu, mengidentifikasi dan mempelajari gen—gen yang
berpotensi terlibat dengan resistensi parasit terhadap obat antimalaria
merupakan hal yang sangat penting.

TINJAUAN PUSTAKA

Pendekatan dengan mengidentifikasi gen pvmdr1 (P.vivax multidrug
resistance 1) yang merupakan ortholog dari gen pfmdr1 yang telah
menunjukkan hubungannya dengan resistensi klorokuin (CQR/chloroquine
‘ resistance) pada P.falciparum telah banyak dilakukan *587Adanya mutasi titik
l (Single Nucleotide Polymophism/SNP pada gen pvmdri? telah menarik
perhatian peneliti untuk melihat potensi keterlibatannya dengan resistensi
klorokuin®®° . Pada tahun 2007 ada laporan bahwa isolat lapangan dari

Thailand dan Timika (propinsi Papua) memperlihatkan ada hubungan antara
SNP Y976F pada gen pvmdr? dan berkurangnya sensitivitas terhadap

klorokuin in vitro''. Dengan menggunakan Sal? sebagai referensi strain,

1
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analisa sekuens dari 32 isolat inti menampakkan SNP pada 5 lokus pvmdr1, 2
mutasi non-synonymous yang mengakibatkan perubahan asam amino pada
Y976F dan L1076F dan 3 synonomuos (pada kodon 493, 908 dan 1396).
Pada isolatinti ini, mutasi Y976F secara bermakna lebih prevalen pada isolat
Indonesia (96%, 24/25) dibandingkan dengan isolat Thailand (43%, 3/7).
Selanjutnya Marfurt et.al’?, melaporkan bahwa SNPY976F gen pvmdr? bisa
sebagai prediktor yang kuat untuk menilai gagal pengobatan in vivo.
Sebaliknya yang terjadi pada sampel di Madagaskar'® dimana klorokuin sudah
digantikan dengan ACT (artesunat amodiakuin), pada penelitian in vivo,
SNPY976F tidak berguna untuk memonitoring resisten klorokuin.
Beberapa SNP yang diteliti pada gen pvmdr? dan pvcrt-o dari isolat P.vivax
SNP Y976F menunjukkan frekuensi cukup tinggi (97.8%-100%,) namun tidak
memperlihatkan adanya hubungan dengan CQR, begitu juga yang dilaporkan
oleh Orjuelau- Sanchez et al.'di daerah Amazon di mana CQR sudah
bersirkulasi tetapi analisa SNP pada sekuens koding dan non koding gen
pvmdr1 dan pvcrt-o menunjukkan tidak ada hubungan dengan CQR. Baru
baru ini Lu et. al'"® (2011) melaporkan bahwa mutasi pada posisi YO76F
secara bermakna lebih prevalen pada isolat Thailand dan Myanmar
dibandingkan dengan isolat Korea dan dikatakan bahwa isolat Korea
mempunyai sensitivitas terhadap klorokuin walau jumlah sampel terbatas.
Uraian di atas, umumnya melihat hubungan kiorokuin dengan SNP.
Dalam penelitian ini, ingin diketahui kemungkinan SNP-SNP yang terdeteksi
pada sampel dengan gagal pengobatan ACT secara in vivo.
Permasalahannya adalah spesimen yang akan diteliti tersimpan dalam bentuk
spot darah, di mana DNA untuk mengampiifikasi fragmen gen pvmdr1 yang
mempunyai sekuens panjang (> 1kb), yieldnya terbatas. Oleh sebab itu, perlu
tshap di mana fragmen yang diamplifikasi harus lebih pendek. Oleh karena
itu, untuk tahap ini, perlu dirancang primer untuk mendeteksi daerah (SNPs)
yang dijadikan target sehingga primer tersebut mengamplifikasi daerah
(region) yang spesifik dan pendek (nested). Oleh sebab itu, dalam penelitian

T SESSS—,



ini, telah dilakukan pengembangan metoda nested PCR untuk
mengidentifikasi SNP gen pvmdr1 penderita malaria vivax.

TUJUAN DAN MANFAAT

Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengembangkan teknik nested PCR
dalam mengidentifikasi Single Nucleotide Polymorphism (SNP) gen pvmdr1
terkait kegagalan pengobatan ACT pada penderita malaria vivaks

Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian ini pada :
Tahun | adalah untuk:
a. Mengidentifikasi SNPs pada gen pvmdrf dengan sumber DNA whole
blood
b. Mengidentifikasi SNP Y976F dengan nested PCR dan teknik
sekuensing
c. Menentukan SNP yang dominan pada sampel whole blood penderita
malaria vivaks (di luar Y976F)
d. Menentukan SNPs yang akan diuji untuk dirancang primernya
e. Melakukan uji coba identifikasi SNP yang telah ditentukan dengan
nested PCR pada sampel spot darah
Tahun |l yang akan dilakukan sebagai berikut:
a. Mengidentifikasi SNPs yang telah ditentukan pada tahun 1 pada
sampel arsip (gagal dan sukses pengobatan ACT) dengan nested PCR
b. Membandingkan hasil antara kelompok yang gagal dan sukses
pengobatan

Manfaat:
Menemukan SNPs yang dapat dijadikan sebagai data dasar untuk
pengembangan lebih lanjut terkait kegagalan pengobatan ACT.




METODE

1. Kerangka Pikir

Penderita malaria
vivaks

(SULUT)

Spot darah Whole blood

p———
5 Uji coba 2

Gen pvmdr1

613

Tahun 1

SNP
|

Gen pvmdrl
l

genetik parasit
I

Genetik host

Faktor yang mempengarubi:
dosis obat adekuat atau tidak

v

Sukses pengobatan Gagal pengobatan

; Sampel arsip uji klinik ‘
| ACT

(spot darah)

Tahun II




2. Tempat dan Waktu Penelltian:

Tempat : 2 Puskesmas, di Kabupaten Minahasa Tenggara (SULUT).

Sulawesi Utara dipilih dengan pertimbangan karena merupakan daerah
endemis malaria. Data AMI Sulawesi Utara tahun 2009 adalah 12,62 per mil;
walaupun demikian dalam 5 tahun terakhir AMI terus menurun. Namun dalam
pemeriksaan mikroskopis didapatkan angka SPR Sulawesi Utara tahun 2009
adalah 60,5 %. Kabupaten Mitra dipilih karena merupakan salah satu wilayah
dengan kasus malaria klinis tertinggi. Wilayah Kabupaten Mitra dikelilingi
oleh hutan, rawa dan pegunungan. Data kesehatan kabupaten menunjukan
malaria merupakan salah satu penyakit yang menonjol dengan angka AMI
32,8 per mil dan APl 9,5 per mil.’® Berdasarkan penilaian lokasi tempat
penelitian yang dilakukan sebelumnya, diketahui bahwa pengobatan malaria
dengan obat AAq (Artesunate amodiakuine, ACT di Indonesia) dilakukan
walaupun distribusinya masih belum maksimal sehingga AAq tidak secara
berkesinambungan diberikan kepada pasien malaria. Hal ini terjadi karena
ketersediaan obat yang sangat terbatas. Pengobatan antimalaria di
Kabupaten Mitra masih banyak menggunakan obat klorokuin, kuinin dan
sulfadoxin-pirimitamine.

Dalam penelitian ini, dipilih 2 Puskesmas yang mempunyai kasus
paling tinggi. Kedua Puskesmas tersebut adalah Touluaan dan Tombatu.
Rencana awal, masing-masing Puskesmas diharapkan dapat mengumpulkan
50 subjek yang terinfeksi P.vivax atau campuran P.vivax dan
P falciparum.Tetapi dalam perjalanan waktu, di Puskesmas Tombatu kasus
malaria vivaks agak jarang, yang banyak adalah malaria falciparum. Oleh
sebab ituf karena takut tidak mencapai target kami putuskan pengambilan
sampel berikutnya dipindahkan ke Puskesmas Touluaan. Dengan demikian
kami berhasil mengumpulkan 99 subjek dimana 76 subjek berasal dari
Puskesmas Touluaan dan sisa sebayak 23 subjek dari Puskesmas Tombatu.
Waktu Penelitian : April-November 2012 (tahap 1)
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3. Desain:

Desain penelitian adalah potong lintang karena sampel dikoleksi dari
pasien yang oleh mikroskopis di puskesmas telah dikonfirmasi sebagai
penderita positif malaria (P.vivax saja atau campuran P.vivax/P.falciparum )
pada satu saat (periode).

4. Jenis Penelitian:

Penelitian ini terdiri dari dua tahap: 1) penelitian lapangan, yang terdiri
dari pengumpulan sampel darah (spot darah dan whole biood), pembuatan
apusan darah tebal dan tipis. 2). Penelitian laboratorium, yang terdiri dari
konfirmasi spesies dengan teknik PCR, sekuensing gen pvmdr? dengan
mengamplifikasi 5 fragmen dan deteksi SNP Y976F dengan nested PCR.

5. Kriteria inklusi dan Ekslusi

Kriteria Inklusi adalah subyek berumur 2 2 tahun dan terinfeksi P.
vivax atau infeksi campuran (P.vivax dan P.falciparum) dan bersedia untuk
diambil darahnya.

Kriteria Ekslusi adalah subyek dengan malaria berat, < 2 tahun,
terinfeksi selain P.vivax dan tidak bersedia diambil darahnya.

6. Populasi dan sampel penelitian

Populasi penelitian: penderita tersangka malaria yang datang ke
Puskesmas untuk memeriksakan diri.

Sampel penelitian: penderita tersangka malaria yang dikonfirmasi
positif malaria secara mikroskopis serta memenuhi kriteria inklusi dan ekslusi
penelitian.

Besar sampel

Diasumsikan prevalensi malaria vivax adalah (P) = 50%'’, dengan
tingkat kepercayaan 95% sehingga nilai Z = 1,96 dan ketepatan relatif yang
diinginkan (d) 10%, maka perhitungan besar sampel yang akan diambil (n)

digunakan rumus berikut:

_ ZioxP(1-P)
L e

5 n=97 Sampel digenapkan menjadi 100 subjek.

6




Alur Penelitian:

A/
2 Slide

Tersangka malaria

v

PUSKESMAS
(ambil darah jari)

v
Positif Pv atau Pv+Pf

¥

Setuju diambil darah vena
(0.8 mi)

'

{utk cek silang)

Whole blood (0,5 m}) +
4,5 ml Guanidine Cl (6M)

v

Ekstrakei ONA

v

Konfirmasi spesies
dg PCR

v

Amplifikasi gen pvmdr1
dg PCR

Tahunl

300 ul utk 3

spot darah
darah

Produk PCR

b 4
A 4

Fraoman { — Fraoman V

Pilih SNP yang
dominan pada awal,
tengah dan akhir gen

pvmdrt

!

Sekuensing ?

Dianalisa dg software dan
membandingkan dg gen
referensi {(Pv-Sal1 mdr gene)

Rancang primer un
Uji coba dete si
v SNPbaru pada |4
Tes pemantapan spot darah
Yahun I Deteksi SNP pada sampel arsip

Gagal pengobatan ACT




7. Pengumpulan sampel darah dan pembuatan sediaan darah.

Pengumpulan sampel dilakukan melalui passive case detection (PCD)
yaitu menunggu pasien datang. Sampel di sini adalah sampel umum di
daerah endemis malaria yaitu mereka yang datang berobat ke puskesmas.
Pasien yang tersangka malaria dengan menunjukkan gejala (seperti demam,
menggigil dll) ditakukan pemeriksaan rutin yaitu dengan mengambil darah
ujung jari kemudian diperiksa secara mikroskopis (mengikuti metoda yang ada
di puskesmas). Apabila dalam darah pasien tersebut mengandung parasit
P.vivax atau infeksi campuran (P.vivax dan P.falciaprum) dan bersedia untuk
diambil darahnya, maka pasien tersebut dapat dimasukkan dalam penelitian.
Jadi di sini sampel tidak dapat diklasifikasikan sebagai golongan resisten atau
sensitif terhadap ACT. Sampel yang akan dikoleksi sebanyak 100 sampel.
Adapun sampel arsip yang terdiri dari kelompok gagal (resisten ACT) dan
sukses (sensitif ACT) masing-masing berjumlah 17 dan 20 pasien akan
digunakan pada tahun ke dua.

Setelah pasien menanda tangani informed consent dilakukan pengambilan
darah vena sebanyak 1.3 mi dengan perincian sebagai berikut:

a. Sediaan apus darah tebal dan tipis (duplikat),

b. 0,5 ml darah dimasukkan ke tabung corning 10 ml. Kemudian
ditambahkan Guanidin HC} (6M) sebanyak 4.5 ml (1 darah : 9
Guanidin HCI) dan digoyang-goyang supaya homogen.

c. Sisanya + 200 ul untuk pembuatan spot darah (dibuat 3 spot) pada
kertas Whatman no.1 yang dikumpulkan pada saat rekruitmen
subyek. Sampel darah dikeringanginkan dan dimasukkan ke dalam
plastik dengan gel silika, di bawa ke Jakarta, disimpan pada suhu
kamar sampai dilakukan ekstraksi DNA.




8. Pemeriksaan mikroskopis.

Sediaan darah apus darah tebal dan tipis (slide) yang dibawa dari
lapangan, dicek ulang oleh mikroskopis Pusat, laboratorium Litbangkes
Jakarta.

Densitas parasit dihitung melalui penghitungan jumlah parasit aseksual
terhadap 200 atau 300 jumlah leukosit pada sediaan darah tebal. Jika lebih
dari 500 parasit yang ditemukan sebelum mencapai 200 leukosit,
penghitungan bisa dihentikan setelah bacaan pada lapangan pandang terakhir
diselesaikan. Densitas parasit diekspresikan sebagai jumlah parasit aseksual
per ul darah dihitung dengan membagi jumlah parasit aseksual dengan
jumlah leukosit dan kemudian dikalilkan dengan densitas leukosit yang
diperkirakan (5000 leukosit/u})

Densitas /ul = jumliah parasit yang dihitung X 5000

Jumlah leukosit yang dihitung

9. Pemeriksaan laboratorium :
Konfirmasi spesies dg teknik PCR.

Terdiri dari 3 tahap:
a. Isolasi DNA.
DNA diisolasi dari whole blood menggunakan Qiagen kit sesuai
dengan petunjuk yang ada di brosur (QIAamp® DNA Mini Kit).
b. Amplifikasi DNA.
Target amplifikasi DNA adalah gen species-specific sequences pada
small- subunit ribosomal RNA (SSUrRNA).
Primer yang digunakan mempunyai urutan basa sebagai berikut:
Universal reverse pnmer (RevMal): GTA TCT GATCGT C1T CAC TCCC
Species specific foiward primers:. Pt AAC AGA CGG GTAGTC ATG ATT
GAG dan Pv. CGG CTT GGA AGT CCTTGT




Komposisi reagen PCR yang digunakan:

Reagen 1 reaksi Kons akhir

H.0 3255l

10 x PCR buffer (without MgCi,) 5l 1x
dNTP mix (10 mM) 1 pl 200 UM
MgCl, (25mM) Syl 3.0mM
Rev Mal primer (10 uM each) 0.6 pl 6 pmol
Primer PF/PV (10 pM each) 06 pl 6 pmol
Tag DNA polymerase 5 U/pl 0.25 pt 1.25U
Volume akhir (master mix) 45 i

Sampel DNA 5 ul

Kondisi PCR yang digunakan : predenaturasi : 95°C-10 menit
dilanjutkan 43 siklus yang terdiri dari denaturasi 95°C, selama 45 de
tik, annealing 62°C selama 45 detik, dilanjutkan dengan ekstensi 72
°C selama 5 menit.
c. Visualisasi produk PCR.

Produk PCR selanjutnya divisualisakan melalui elektroforesis pada
gel agarose 2% dengan voltase 100V selama 35 menit. Hasil
elektroforesis produk PCR akan menunjukkan panjang pita 300
pasang basa (bp) untuk P. faldparum dan 276 bp untuk P. vivax

Sekuensing gen pvmdr1. Terdiri dari 4 tahap:

a. Amplifikasi fragmen-fragmen dari gen pvmdr1
Untuk mengetahui SNPs yang ada pada gen pvmdr1, gen tersebut
dibagi menjadi fragmen-fragmen (5 fragmen) di mana setiap fragmen
tersebut akan diamplifikasi dengan menggunakan sepasang primer
(forward dan reverse) yang tumpang tindih satu sama lain. Ke 5

pasang primer tersebut mempunyai urutan basa sebagai berikut:
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Pvmdri-1Fb 5-CTT TTATGC CTC TCC CCC
Pvmdri-1R 5'-GCG TAA GAT GCT AAA ATG AACC

Pvmdri-2F 5-ATT TAA CCT TTC AGA AAA GCT GT

Pvmdr1-2R 5°-CCA CCT GAC AAC TTAGAT GC

Pvmdrt-3F 5-CTG ATA CAAGTG AGG AAG AAC TAC

Pvmdr1-3R 5°-ACT ATC CTG GTC AAA AAA GC
Pvmdri4F 5-CCC TCT ACA TCT TAG TCA TCG
Pvmdr1-4R 5'-TGG TCT GGA CAA GTA TCT AAAA
Pvmdri-5F 5-GGA AGT TGA TGT CCC TAAAGG
Pvmdr1-5R 5°-CCT GGC GCG TCTACT TAG

Komposisi reagen PCR yang digunakan:

Reagen 1 reaksi
H.0 18.75 i
10 x PCR buffer (without MgCl,) 5ul
dNTP mix (1,25 mM) 8yl
MgCi, (25mM) Sul
Primer F (1F,2F,3F 4F 5F), masing-masing 10 uM 15l
Primer R (1R,2R,3R,4R,5R), masing-masing 10 uM 15 ul
Tag DNA polymerase 5 U/ul 0.25 pt
Volume akhir (master mix) 40 ul
Sampel DNA 10 ul

Kondisi PCR yang digunakan : predenaturasi

95°C-10 menit

dilanjutkan 40siklus yang terdiri dari denaturasi 94°C, selama 40 detik,

annealing 55°C selama 1 menit, dilanjutkan dengan ekstensi 72 °C

selama 2 menit.
b. Visualisasi produk PCR

Produk PCR selanjutnya divisualisakan melalui elektrofosesis pada gel

agarose 2% dengan voltase 100V selama 35 menit




¢. Pemurnian produk PCR
Sebelum di sekuensing, produk PCR harus dimurnikan lebih dahulu
untuk membersihkan produk dari sisa-sisa primer dan nukleotida
sehingga hasil lebih baik. Caranya adalah sebagai berikut:
- 5 ul produk PCR dicampur dengan 2 ul ExoSAP-IT
- Diinkubasi pada 37°C selama 15 menit untuk menghancurkan
sisa primer dan nukleotida
- Diinkubasi lagi pada 80°C selama 15 menit untuk menginaktifkan
Ex0oSAP-IT
- Produk sekarang siap untuk disekuensing.
d. Sekuensing DNA
- Reaksi sekuensing disiapkan dan komponennya sebagai berikut:

Reagen 1 reaksi
H20 1.1 pl
Big Dye buffer 1.2 pl
Big Dye Terminator 3.1 1.2 ut
Primer F or R 0.5ul
Templet DNA 2ul
Volume akhir 6 ul

- Masukkan ke mesin sekuensing

- Hasil dianalisa dengan melakukan penjajaran (alignment)
fragmen-fragmen dengan gen referensi (PvSal-1 mdr1 gene) dan
mengidentifikasi SNPs yang ditemukan dengan menggunakan
software (Clustal W alignment program).

Deteksi SNP Y976F dengan nested PCR.

Prinsip kerja : pnmer-mismatch method , menggunakan 3 primer.
di mana satu diantaranya adalah internal primer yang salah satu
basanya “A” adalah titik mutasi pada kodon 976, dirancang untuk
mendeteksi wild type ( tidak ada mutasi/normal ). Jika sampel normal
akan terjadi amplifikasi dengan primer internal tersebut, sehingga
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terbentuk 2 pita berukuran 560 bp dan 400 bp. Sebaliknya, jika sampel
tersebut mengalami mutasi, karena bukan komplemennya tidak teijadi
amplifikasi dengan primer internal sehingga hanya satu pita terbentuk

(560 bp).

Ke 3 primer mempunyai susunan basa sebagai berikut:

Primer Pvmdr976Forward :GGA TAG TCA TGC CCC AGG ATT G
Primer Pvmdr976Reverse .CAT CAACTT CCC GGC GTA GC
Primer Pvmdr976Wtintemal:CGG CTG TAC TGA CCG GAA CGTA

Cara kerjanya adalah sbb:

a. Mengamplifikasi fragmen di mana aa 976 berada (fragmen ke 4) dan
hasil amplifikasi dijadikan sebagai templat (lihat cara amplifikasi

fragmen-fragmen )

b. Membuat reaksi PCR mengikuti metoda primer-mismatch

Komposisi reaksi PCR yang digunakan

Reagen 1 reaksi
H;0 29.50 pl
10 x PCR buffer (tanpa MgCl,) 5l
dNTP mix (2 mM) Spl
MgCl. (25mM) 5yl
Pvmdr876F primer (10 pM) 1.25 pl
Pvmdr976R primer (10 pM ) 1.0 pl
PvmdriWTint primer (10 pM ) 1.0l
Tag DNA polymerase 5 U/pl (AmpliTag Gold) 0.25 pl
Volume akhir master mix 48 yl
DNA template (produk PCRdari frgmen 4) 2.0l
Volume akhir reaction 50 pl
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Kondisi PCR yang digunakan : predenaturasi : 95°C-10 menit
dilanjutkan 40 siklus yang terdiri dari denaturasi 94°C, selama 40
detik, annealing 55°C selama 1 menit, dilanjutkan dengan ekstensi
72 °C selama 2 menit 72 °C / 5 menit

c. Produk PCR selanjutnya divisualisakan melalui elektroforesis pada
gel agarose 2% dengan voltase 100V selama 35 menit

Definisi operasional
Penderita poslitif malaria adalah tersangka penderita malaria yang

didalam sediaan darah ditemukan plasmodium.
Penderita negatif malaria adalah tersangka penderita malaria yang
didalam sediaan darah tidak ditemukan plasmodium

Analisa data
Untuk mengetahui ada SNPs dianalisa menggunakan software (Clustal

W alignment program) dan membandingkannya dengan gen referensi

(PvSal-1 mdr1 gene).




HASIL PENELITIAN
Karakteristik subjek penelitian di Minahasa Tenggara (Sulut)

Jumlah penderita malaria vivaks yang dapat dikumpulkan dari 2
puskesmas (Touluaan dan Tombatu) sebanyak 99 subjek (99%). Dari
puskesmas Touluaan terkumpul 76 dan Tombatu 23 subjek. Kurangnya 1
subjek dari jumiah yang ditargetkan karena sampai saat terakhir pengumpulan
sampel tidak ada yang positif P.vivax atau campuran P.vivax/ P.falciparum.
Rentang umur dari 99 subjek berkisar antara 3-66 tahun (Tabel 1).

Dari 99 subjek tersebut, hanya 84 subjek (85%) yang dapat dimasukkan
ke dalam penelitian yaitu yang terinfeksi P.vivax atau infeksi campuran
(P.vivax dan P.falciparum). Sisa, 15 orang (15 %) tidak dapat dianalisa lebih
lanjut karena terdeteksi sebagai P.falciparum (9/15, 60%) dan 40% (6/15)
tanpa parasit (negatif), dapat dilihat pada Tabel 2. Densitas parasit aseksuali
P.vivax dari 83 subjek berkisar antara 50-69,320 parasit/ul darah

Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian pada 2 puskesmas
(Touluaan dan Tombatu, Minahasa Tenggara

Densitas Densitas
Faklor parasit./ul parasit/ul
Demografi £100.000 >100. 000 MazRatio | 95%ClI | p
n=19 % n=80 %
Umur pasien
314 tahun 8 16,67 40 | 83,33 1,00 Rujukan
15-24 tahun 3 20,00 12| 80,00 0,96 | 0,50-183 | 0,901
25-66 tahun 8 22,22 28| 7778 093 | 057151 0,779
Jenis kelamin
perempuan 10 21,74 36 78,26 1,00 Rujukan
laki-laki 9 16,98 44 83,02 1,06 | 0,68-165| 0,793




Cek silang (pemeriksaan mikroskopis)

Pengecekan ulang (cek silang) terhadap hasil pemeriksaan mikroskopi
di lapangan, dilakukan oleh tim mikroskopi pusat yang telah memilki sertifikat
dan banyak pengalaman. Sebaran ke 99 subyek dengan cek silang yang
dilakukan tim pusat dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil cek silang oleh mikroskopis pusat

Hasit cek silang oleh mikroskopis pusat
Puskesmas
Pv Pv+Pf Pf Neg Total
Touluaan 56 9 5 5 76
Tombatu 17 1 4 1 23
Total 74 10 9 6 99

Dari tabel 2, hasil menunjukkan bahwa setelah di cek silang, temyata 6
subyek (6 %) yang dianggap positif oleh petugas puskesmas ternyata pada
apusan darah mereka tidak ditemukan parasit oleh mikroskopi pusat. Di
samping itu, ditemukan juga 9 subyek (9 %) yang terinfeksi P.falciparum.

Konfirmasi spesies dengan teknik PCR

Walau sampai sekarang mikroskopi masih sebagai baku emas, tetapi
mempunyai keterbatasan antara lain tidak dapat mendeteksi parasit yang
berada dibawah batas ambang penglihatan. WHO telah merekomendasikan
untuk menggunakan teknik PCR dalam mengidentifikasi spesies. Berikut ini
adalah gambar hasil spesiasi dengan teknik PCR (Gambar 1) dan
ketidaksesuaian antara pemeriksaan mikroskopi dan teknik PCR baik dengan
menggunakan whole blood dan spot darah dapat dilihat pada Tabel 3(a dan b)




Gambar 1. Visualisasi pita DNA dari parasit malaria melalui elektroforesis

Lane 1-16 adalah sampel (lane 1 dan 16 bagian atas menujukkan P.falciparumn, sisa
menunjukkan Pyvivax), M= marker,Pf = kontrol positif P.falciparum, Pv= kontrol positif
P.vivax dan 'neg’=kontrol negatif .

Tabel 3. Hasii konfirmasi spesies dengan teknik PCR

a.Hasil PCR untuk konfirmasi spesies (whole blood)
Puskesmas

Pv Pv+Pf Pf Neg Total
Touluaan 62 5 4 5 76
Tombatu 17 0 8 1 23
Total 79 5 S 6 99

b. Hasit PCR untuk konfirmasi spesies (spot darah)

Puskesmas

Pv Pv+Pf Pf Neg Total
Touluaan 60 5 5 6 76
Tombatu 16 0 5 2 23
Total 76 5 10 8 99

Dengan konfirmasi spesies dengan teknik PCR, didapatkan hasil 5
tambahan P.vivax yang berasal dari infeksi campuran (P.vivax dan
P falciparum). Seharusnya hasil antra whole blood dan spot darah hasiinya
H sama karena berasal dari sumber darah yang sama. tetapi kenyataannya
tidak. Terdapat 7 subjek yang menunjukkan hasil yang berbeda dimana 2
diantaranya negatif tetapi dengan whole blood teideteksi sebagai P.vivax atau

campuran P.vivax dan P.falciparum.
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dilihat pada Tabel 4

Hubungan pemeriksan mikroskopi dan PCR dengan densitas malaria dapat

Tabel 4. Hubungan pemeriksan mikroskopi dan PCR dengan densitas parasit

Densitas Densitas
paraslt./ul parasitjul
_Jenis pemeriksaan <100.000 >100.000 Haz.Ratio | 95% CI p
n=19 % n=80 %
| Mikroskopis
Negatif (Pfdan neg) 7] 4375 9| 5825 1,00 | Rujukan
Postif (Pv dan PvPf) 12 14,46 71| 8554 1,562 | 0,76-3,04 | 0,236
PCR_whole blood
Negatif (Pfdan neg) 7| 4667 8| 5333 1,00 Rujukan
Positif (Pv dan PvPf) 12 14,29 72 | 85,71 161 | 077-3,34 [ 0,203
PCR_blood spot
Negatif (Pfdan neg) 6 37,50 10 | 62,50 1,00 Rujukan ;
Positif (Pv dan PvPf) 13 15,68 70 | 8434 1,35 | 0,69-262 | 0,375 |

Dibandingkan dengan kelompok rujukan, pada pemeriksaan mikroskopis

positif, cenderung meningkatkan risiko densitas parasit tinggi (> 1000

parasit/ul) sebesar 52%, sedangkan pada pemeriksaan PCR whole blood,
cenderung meningkatkan risiko densitas parasit tinggi ((> 1000 parasit/pl)

sebesar61%

Amplifikasi 5§ fragmen gen pvmdr1
Hanya 83 subjek yang dapat dilakukan amplifikasi fragmen pvmdr1

yaitu yang dikonfirmasi positif P.vivax saja atau campuran P.vivax dan

P.faciparum. Benkut ini adalah visualisasi

frgmen DNA yang sudah

diamplifikasi. Terdapat 5% subjek yang sudah diamplifikasi fragmen tetapi

hasil tidak menunjukkan terjadinya amplifikasi.




Gambar 2. Visualisasi amplifikasi fragmen gen pvmdrl

Keterangan gambar: Lane 1-5= sampel GTou-2 berturut-turut
fragmen |, 2,3, 4 dan 5; Lane 6-10= sampel GTou-2 berturut-turut

fragmen 1, 2,3, 4 dan S begitu seterusnya

Sekuensing 5 fragmen gen pvmdri-deteksi SNP

Gen pvmdr1 disekuensing dengan mengamplifikasi 5 fragmen dengan
primer forwaid/reverse yang tumpang tindih. Dengan menggunakan program
Bioedit ke 5 fragmen di line up sehingga gen secara utuh dapat dibaca.
Untuk mengetahui ada SNPs dianalisa menggunakan software (Clustal W
alignment program) dan membandingkannya dengan gen referensi (PvSal-1
mdr1 gene).

Deteksi SNP Y976F dengan nested PCR
Fragmen yang mengandung aa976 (fragmen 4) disekuens untuk
mengidentifikasi kodon ke 976 apakah basanya A atau T. Jika A berarti tidak
terjadi mutasi, tetapi jika T, artinya terjadi mutasi atau ada SNP. Di samping
r itu, dengan nested PCR juga dilakukan deteksi SNPY976F dengan fragmen 4
sebagai template untuk PCR peittama dan PCR ke dua (nested) menggunakan
prinsip mismacth-primer Berikut ini adalah visualisasi nested PCR untuk
SNPY976F
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Gambar 3. Visualisasi hasil deteksi SNP Y976F dengan nested PCR
Sumur 24, 6-7= mutan, sumur 5=negatif. Sumur 8-9 =kontrol (M=Mutan,WT= Wild Typs)

PEMBAHASAN
Pada awalnya, untuk rekrut pasien di puskesmas Touluaan dan Tombatu,

ditargetkan masing-masing sebanyak 50 subjek. Tetapi dengan perjalanan
waktu, ternyata di puskesmas Tombatu, pasien yang positif P. vivax dan atau
P.vivax dan P falcjparum sangat susah. Akhirnya diputuskan untuk
mengalihkan perekrutan sampel ke puskesmas Touluaan.

Dua (2) diantara 6 yang memberikan hasil negatif dengan mikroskopis dan
PCR (dari whole blood) dengan spot darah terdeteksi sebagai P.vivax walau
satu diantaranya sangat tipis. Untuk 2 yang positif ini, akan dilakukan
pengulangan untuk memastikan apakah memang positif P.vivax. Seandainya
memang positif, kemungkinan ada human error karena darah yang diteteskan
pada kertas whatman dalam pembuatan spot darah berasal dari whole blood.
Sebaliknya, ada 2 subjek yang terdeteksi negatif dengan menggunakan spot
darah tetapi dengan mikroskopis maupun PCR menunjukkan hasil positif
P.vivax dan campuran P.vivax/P.falciparum. Untuk ke dua kasus ini,
kemungkinan terjadi human error karena jika diperhatikan densitas dari ke
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dua subjek, yang satu cukup tinggi yaitu 4381 parasit/ul sedangkan satu lagi,

walau agak rendah (75 parasit/ul) seharusnya masih bisa terdeteksi dengan
teknik PCR (dapat mendeteksi 5 parasit/ul).

Terdeteksinya 9 subjek (9%) sebagai Pfalciparum dengan mikroskopis
dan diperkuat dengan teknik PCR, menandakan kualitas tenaga mikroskopis
di puskesmas belum begitu baik. Seperti sudah disebutkan di kriteria inklusi
bahwa yang masuk dalam penelitian ini hanya subjek yang terinfeksi dengan
P.vivax atau campuran P.vivax dan Pfalciparum

Amplifikasi fragmen memperlihatkan 10% tidak terjadi amplifkasi pada
fragmen-fragmen tertentu kemungkinan karena ada mutasi pada daerah
primer sehingga tidak terjadi amplifikasi. Mutasi (SNP) yang ditemukan sangat
beragam.

Gen pvmdr1i  secara umum sukses disekuens. Pada subjek yang tidak
memperlihatkan amplifikasi fragmen, ada beberapa yang masih menghasilkan
sekuens. Dengan menggunakan (PvSal-1 mdr1 gene). sebagai referensi
strain, analisa sekuens dari subjek malaria vivaks menampakkan SNP pada
lokus-lokus tertentu gen pvmdr1. Terdapat mutasi yang mengakibatkan
perubahan asam amino pada Y976F, S1358, S513R, K997R , K1393N dan
L1076F . Diantara mutasi synonymous, polimorfisme posisi 529 (T529)

terdapat pada beberapa isolat sementara dan lainnya pada posisi 1233
(E1233). Semua subjek yang sukses membawa mutasi alel Y976F alel dan
F1076L

KESIMPULAN DAN SARAN
- Beraneka ragam SNP terdeteksi pada gen pvmdr1, tetapi yang dominan
adalah Y976F alel dan F1076L.
- Metoda nested PCR memberikan hasil yang lebih spesifik utuk deteksi
SNPY976F
- Preservatif guanidine chlorida memberikan yield yang baik untuk
amplifikasi gen pvmdr1
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- Perlu deteksi SNP dari daerah endemik malaria lain dan mengikutsertakan
juga daerah Papua (walau sudah pernah diteliti sebelumnya) untuk dijadikan
sebagai pembanding karena di daerah tersebut pertama kali dilaporkan

terjadinya resistensi parasit terhadap klorokuin.

Ucapan terima kasih

Ucapan terima kasih kami sampaikan pada DIPA-Badan Litbangkes selaku
penyandang dana untuk penelitian ini. Ucapan terima kasih juga kami tujukan
pada : Kepala Puskesmas dan staf baik di Touluaan maupun Tombatu; tim
peneliti Balitbangkes yang telah banyak membantu dalam penelitian ini; tenaga
mikroskopis dalam mengecek ulang hasil pemeriksaan mikroskopi di lafangan.
Tak lupa kami ucapkan terima kasih kepada peneliti senior kami

Prof.dr Emiliana Tjitra PhD, atas bantuan dan masukannya.
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Lampiran 1.

INFORMED CONSENT
Pengembangan Metoda Nested PCR untuk Identifikasi
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Gen pvmdr] Terkait Kegagalan Pengobatan
ACT pada Penderita Malaria vivaks

Tim peneliti didampingi Pelaksana Program Pengendalian Malaria Dinas Kesehatan
Kabupaten Minahasa Tenggara (Mitra), akan melakukan penelitian malaria untuk
mengidentifikasi gen (sifat bawaan) yang terdapat pada parasit yang menginfeksi
Bapak/Ibu apakah parasit tersebut masih sensitif atau sudah resisten (kebal) terhadap
obat antimalaria (OAM) yang diberikan. Informasi ini diperlukan sebagai dasar
penentuan pengobatan yang tepat dalam mengobati penderita malaria. Bila tidak
mendapatkan pengobatan yang optimal akan menimbulkan keadaan serius, bahkan bila
terlambat dapat menyebabkan kematian.

Sehubungan dengan hal tersebut, kami memerlukan darah sebanyak 1,3 cc yang akan
digunakan untuk pemeriksaan gen tersebut secara biologi molekular di laboratorium
kami. Sebelum pengambilan darah, kami akan memeriksa fisik Bapak/Ibu. Apabila dalam
pemeriksaan fisik maupun mikroskopis temyata Bapak/lbu menderita malaria maka
kami akan memberikan pengobatan sesuai program pengendalian malaria.

Tidak ada paksaan dalam hat ini. Untuk semua kegiatan, Bapak/Ibu tidak dikenakan
biaya (secara cuma-cuma). Kerahasiaan hasil pemeriksaan akan dijaga dan data
merupakan milik Badan Litbangkes sepenuhnya.

Jika ada pertanyaan tentang kegiatan ini, Bapak/Ibu dapat menghubungi dokter
Puskesmas di Puskesmas ini dengan alamat ... dan nomor
telepon.....cceeereccneenen.

Bila masih memerlukan jawaban, Bapak/Ibu dapat menghubungi Dra. Ervi Salwati
M.Biomed sebagai ketua pelaksana atau Drh Rita Marleta Dewi,MKes dengan alamat
Pusat Biomedis dan Telnologi Dasar Kesehatan dengan nomor telepon 021-4261088 Ps
305, dapat pula anda menghubungi Seksi Pengelola Program Pengendalian Mataria. Sub
Din P2M, Din Kes setempat, dengan nomor telepon ............c.ccoveeeenenns

Saya menyetujui untuk ikut serta dalam kegiatan ini:

Nama penderita/orang tua/wali § gre s o8BS ST o RSy 4T URSS RS T eI T o
Tanda tangan SO R, *
Tanggal ¥ aaneyonsessads FETEE Sao 1> ST ST AN % e
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Lampiran 2.

KUESIONER IDENTIFIKASI

Tanggal s &4
Kabupaten

Desa

Alamat

Nama

Tanggal kelahiran: / /  atauumur:
Jenis kelamin : 1. Pria 2. Wanita
Peker jaan
Asal

Lama tinggal ! tahun
Suku : /

Campuran dan

Gejala klinismalaria (bila ada): dalam 2 hari terakhir
Demam (> 37°C) : l.ya 2. tidak

Menggigil : 1.ya 2.tidak
Pucat : L.ya 2.tidak
Mual : l.ya 2.tidak
Muntah : l.ya 2.tidak
Pegal linu : l.ya 2.tidak
Berkeringat : l.ya 2.tidak
Sakit kepala : l.ya 2. Tidak

Apakah sedang minum obat?
Sebutkan:
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protoko! penelitian yang berjudul :

“"Pengembangan Metode Nested PCR untuk Identifikasi Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) Gen pvmdr1 Terkait Kegagalan
Pengobatan ACT pada Penderita Malaria vivaks (tahun I)"

yang mengikutsertakan manusia sebagai subyek penelitian, dengan Ketua Pelaksana /
Peneliti Utama :

Dra. Ervi Salwati, M.Biomed.

dapat disetujui pelaksanaannya. Persetujuan ini berlaku sejak tanggal ditetapkan sampai
dengan batas waktu pelaksanaan penelitian seperti tertera dalam protokol.

Pada akhir penelitian, laporan pelaksanaan penelitian harus diserahkan kepada KEPK-
BPPK. Jika ada perubahan protokcl dan / atau perpanjangan penelitian, harus mengajukan
kembali permohonan kajian etik penelitian (amandemen protokol).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
722
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

. e : ; — e _
376'}: 2761 GCCCCAGGATI'(*ZTGTCAGCACATATTMCAGAGATG CA'I'I'I'GTTAAMA

2821
2881
2941
3001
3061
3121

3181
3241

?76 K 3301&ATGAAATCCCTCTTTACCTTTTTATTTA

3361
3421

Lampiran 4 Posisi primer pada gen pvmdrl

| +& Y ’?/‘f'\’ h
ATGAAAAAGGATCAAAGGCAACCCAGGGACAATAGCAACAGCAGTAACARCCTGAGCATT P
AAAGATGAAGTGGAAAAGGAATTGAACAAGAAGGGGACGTTTGAATTGTATAAGARGATA
AAGACCCAGAAGATTCCCTTCTTTCTCCCGTTTARATGT TTUCTGTWIRG TERTAGAAG ?\‘
CTGTTGGEGCTGTCCTTCGTGTGCGCCACCATATCAGGTGGCACCTTGCCCTTCTTCGTA
TCCGTTTTTGGGGTCATTATGARGAATATGAACTTGGGAGAAAATGTAAATGATATTATA (
TTTTCGCTAGTCCTCATCGGAATATTCCAGTTCATTCTGTCCTTCATTTCGAGCTICTGC
ATGGATGTGGTGACCACCAAAATTTT GAAGACGCT CAAGATAGAATTTTTAARAAGTGTA
TTTTATCAAGATGGCCAATTTCATGATAACAATCCCGGCTCARAATTGACGTTCGATTTG
GATTTTTACTTAGAACAGGTGAATGCAGGAA TTGGCACCAAATTTATTACCATATTTACG
TACGCAAGTGCATTTTIGGGTCTATACATATGGTCGCTATTTAAGAACGCTAGACTCACC
CTCTGCATCACGTGTGTATTCCCCTTGATTTACATCTGCGGTGTTATTTGCAACAAGAAG
GTGAAGATTAATAAGAAGACGTCTCTCCTGTATAATAACAACACCATGTCCATCATCGAA
GAAGCG'I'I’GGTAGGCATCCGMCCGTCGTCAGCTACTGTGGmmTACTAmA

TCTTTACACATTGGTATGATTAACG d 4 & \ C ;
TACGGAACGAGAATCATCATCTCAG menamccmmccmmmcm(:mc
GGAGGCTCAGTCATCTCCATCCTTCTAGGAGTACTCATCAGTATGTTCATGCTGACCATC
ATTTTGCCAAACATAACAGAGTATATGAAATCGTTGGAAGCTACGAATAACCTGTACGAG -
ATTATCAACAGAAAGCCCCTAGTCGAGAATAACCAGGACGGGAAGAAATTAAAAGATATA
AAAAAAATACAGTTTAAGAATGTGCGTTTTCACTATGATACTAGAAAGGATGTAGAAATT
TACAAGGACCTCAATITTACCCTCACGGMGGAAAAACATACGCATH‘GTPGGTGAATCT
GGTTG TCCACCATTTTGAAGTTAATAGAAAGGTTGTATGACCCCACCGAGGGA
GATGTGATCATCAACGATTCGCATAATTTGAAAGATGTAAATCTCAAATGGTGGAGATCC
AAAATTGGAGTCGTCAGTCAAGACCCACTTCTCTTTAGCAACTCCATAAAGAACAACATC
AAGTATAGTTTGTACAGCCTGARARGATTTAGAAGCCTTAT CGGAGGAGTCGAACGAAGAT
Gcmwc-x-rcrcnmcmwrccmcmccecmcacmmscecwmmmcmcr
GATCTAAACGACA‘I‘QRTCCAABCGACAGA‘I'I‘CGACIGAA "GATACAA \GAAC

TTGATTCTCGATGAAGCCACCTCATCTTTAGACAACARATCGGAGTACCTGGTGCAGAAG
ACGATCAATAA TTTGAAGGGCAACGAAAACAGAATTACGATCATCATCGCCCACAGGCTG
AGCACCATCAGGTACGCCAACACCATTTTTGTGCTGTCCAACCGGGAAAACGGTTCCACT
GTGGACGTGGATGTGCTGGGCGAGGACCCER (W GUR. WU, TWAGFR O TCAGRG
CATGATAAGCAGGAGAAGGGCGGAAAAAATAGCAGCGCGAACCAAAAAATTGGCAACGCG
GGAAGCTACATCATCGAGCAGGGCACGCACGACGCGCTCATGAAGAACAAAAACGG TC
TACTACACCATGATTAACAACCAAAAGGTGTCGTCCAAAAGCTCCAGCAACAACGATAAT
GACAAAGACTCAGATATGAAGAGCAGCATTTATAAGGACTCCGAACGGGGCTACGACCCA
GACGAAGCGAACGGCAATGCGAAAAATGAAAGTGCATCCGCCAAAARGAGCGAARAAATG
AGTGACGCCAAAGCAAGTAACACCAATGCAGGAGGAAGGTTAGCC TTTTTGAGARACCTC
TTTAAGAGGARACCCAAAGCGCCAAACAACCTCCGCGTTGTGTACAGAGAAATCTTTIWR
TACAAAAAGGACATCGCCATTATAGCCCTGAGCATTATGGTCGCCGCAGGGTTGTACCCC
CTGTTTGCGCTCCTCTATGCTAAGTAOGTGGGCACCCTRTTCGATTTTGCAAACCTGGAB
GCGAACTCGAATAAGTA CTEBET BCGATTGCCATOTTCATTTCT &4+F
GAGACGCTGAAAAATTATTACAACAAEGTGATAGGAGAe 2 ATGAAR

CTTAGACTGTTCGAAAATATTATGTACCAAGAAATTA

GTAAATAACATTGTCATTTTTACTCACTTTATAG TGCTCTTCCTTGTGAGTACGGTCATG
TCATTTTATTTCTGCCCTATCGTGGCGGCTG TACTGACCGGAACGTAQTTCATTTTTATS W9-
AGAGTGTTTGCCATCAGAGCGAGGATAGCAGCCAACAAGGATGTAGAGRAGAAGCGAGTC
AACCAACCAGGCACAGCATTTGTCTACARCAGTGATGATGARATATTTAAAGACCCAAGT
TTCCTAATTCAGGAGGCATTTTACAATATGAACACGGTCATTATTTACGGGCTGGAGGAT
TACTTCTGCACACTGATTGAGAAGGCTATTGATTATTCGAATAAAGGACAARAGAGARAG
ACGCTAATAAATTCGATGCTCTGGGAGTT CAGTCAGAGTGCCCART LR TTCATTAACAGT Fio®
TTTGCCTACTGGTTTGGTTCCTTCCTAATTAGAAGAGGTACAATACAAGTGGATGACTTT

GACTCAGAAAATGCAAAGCTGTCCTTCGAAAGGTACTACCCACTGATCACGAGE
AAGTCCCTCATCGACGTGRAGAGA TAR TOGACGWA T TR, TTAA R, GFIWW CGATATT
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