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Ringkasan: SARS CoV-2 gcrupakan virus yang menyebar
hampir keseluruh Negara di dunia termasuk Indonesia. Whole
genome  sequencing merupakan metode yang paling tepat
digunak:m untu?rcndctcksi bcbcrapa varian dan mutasi gen
dari SARS CoV-2. Tujuan dari penelitian ini yaitu mengetahui
oV-2 berdasarkan
nilai keberhasilan dan indikator sr:kur:nsing 1 Balai Laboratorium
Keschatan dan Pengujian Alat Keschatan Provinsi Jawa Tengah.
Metode survei digunakan dalam pr:ncliri:m ini di mana S:llTlPL‘l
diambil dari beberapa dacrah yaitu Jawa tengah, Jawa Barat,
Banten dan Jakarta. Analisis keberhasilan didasarkan pada hasil
fasta dari analisis Dragen COVID Lincage. Hasil penclitian

mcnunjukan bahwa persentase keberhasilan dari empat batch

Clﬂl'l L'\'lellilﬁi pcngl:rja:m \Vh(]lC gt_‘l'l(]lTlC SA

pengerjaan rncnunjukk:m bahwa dua batch terakhir mcndapatkan
persentase lebih tinggi dibandingk:m dcng:m dua batch pertama.
Primer pool artic yang digunakan yaitu versi V3 dan V4 diduga
kuat sebagai faktor yang mempengaruhi keberhasilan tersebut
di mana versi V4 menunjukkan perfffima yang lebih baik dan
cocok digunakan dalam pengerjaan whole genome sequencing
SARS CoV-2 di Balai Laboratorium Keschatan dan Pengujian
Alat Keschatan Provinsi Jawa Tengah. Beberapa indikator
digun:l]-;an s‘cbagai pcnilai:m standar evaluasi yaitu cluster dcnsity,
passing filter dan Q30 yang disesuaikan dengan instrument yang
digl.makan.

Kata kunci: Whole

Indikator sckuensing,

ome sequencing, Primer p()()l artic,
CoV-2.
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Abstract: SARS CoV-2 is a virus that has spread o almost

all countries in the world, including Indonesia. Whole genome
mwndng is most appropriate for dctccting several variants and
gene mutations of SARS CoV-2. The purpose of this study
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was to idcntif:y and evaluare E entire S
based on success and sequencing indicators at the Central Java
Pro : Health Laboratory and Medical Device Testing Center.
The survey method used in this study where samples were taken

CoV-2 genome

from several regions, namely Central Java, West Java, Banten
and Jakarta. The analysis is based on fasta results from the
Dragen COVID lincage analysis. The results showed that the
proportion of success of the four working basches showed that
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Java Provincial Health Laboratory and Medical Device Testing
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PENDAHULUAN

?ARS CoV-2 merupakan virus baru yang pertama kali ditemukan di Wuhan,
China pada akhir tahun 9 dan menyebar hampir ke seluruh Negara di
dunia (Phelanetal,, 2020). Organisasi kesghatan dunia (WHO) mengumumkan
pada awal tahun 202063]1“!:1 penyakit COVID-19 sebagai keadaan darurac
kesehatan masyarakat. Di Indenesia, kasus COVID-19 pertama dan kedua
diumumkan pada ranggal 12 Maret 2020. Berdasarkan kasus yang ditemukan,
mulai teridentifikasi klaster-klaster dari SARS CoV-2 yang tersebar di beberapa
wilayah di Indonesia. Hingga awal tahun 2022, persebaran semakin meningkar
hingga tercatat beberapa varian baru terurama varian Delta dan Omicron
(Turista et al., 2020). Salah satu daerah di Indonesia tercatat sebagai daerah
dengan tingkart kasus tergolong tinggi adalah Provinsi Jawa Tengah (Philips &
Wicaksono, 2020)

Berbagai teknik molekuler banyak digunakan untuk mendeteksi keberadaan
dari SARS CoV-2 seperti deteksi gen spesifik, genosyping hingga pengurutan
asam nukleat. Whole genome sequencing (WGS) merupakan salah satu
metode pengurutan asam nukleat secara utuh. Metode tersebur diketahui
memiliki keunggulan lebih dibandingkan dengan metode lain, misalnya targeted
sequencing. Whole genome sequencing mampu mendeteksi perubahan asam
nukleat yang terjadi pada semua gen schingga metode tersebur dijadikan
sebagai metode monitoring perkembangan dan persebaran SARS CoV-2 di
suatu wilayah. Beberapa penelitian menunjukan bahwa metode WGS berhasil
digunakan pada genome virus SARS CoV-2 untuk mengetahui mutasi, pemetaan
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persebaran hingga deteksi beberapa varian baru (Gunadi et al.,, 2020; Massi et
al., 2022). Di Indonesia, metode WGS masih sangat jarang sekali dilakukan. Hal
tersebut karena metode WGS merupakan cara baru dan proses pengerjaannya
yang memerlukan pelatihan keterampilan lanjutan.

Pengembangan dan perbaikan metode WGS perlu dilakukan guna
mendapatkan hasil secara maksimal. Optimasi dapat dilakukan sebagai langkah
untuk mengerahui komponen-komponen yang digunakan serta proses dalam
pengerjaan. Primer merupakan komponen yang sangat penting dalam persiapan
sampel amplikon. Laju murasi yang sangar cepatr dari SARS CoV-2 diduga
menjadi fakror yang mempengaruhi dalam keberhasilan amplifikasi Pofymerase
Chain Reaction dan sekuensing. Selain itu, untuk mengevaluasi hasil sekuensing
ada beberapa indikaror penting yang dapat terapkan sebagai luaran kualiras
dari hasil pengerjaan WGS vyaitu nilai duster density, passing filter dan Q30.
Nilai indikator tersebut dibandingkan dengan nilai standar sesuai dengan
instrumen dan reagen kit yang digunakan schingga didapatkan nilai untuk
mengevaluasi pengerjaan proses sckuensing. Menurut Kastanis et al. (2019)
dalam percobaannya menggunakan lima instrumen meiseq sequencing untuk
mancari gggtode dan indikator penting dalam mendapatkan kualitas hasil
standar. gr:mlitian ini bertujuan u.ntu.h'ncngctahui dan evaluasi berdasarkan
indikator penting dalam pengerjaan whole genome SARS CoV-2 di Balai
Laboratorium Keschatan dan Pengujian Alat Provinsi Jawa Tengah.

METODE

Penelitian dilakukan secara survei. Sampel didapatkan dan dikumpulkan dari
beberapa laboratorium dan rumah sakit di Jawa Tengah, Jawa barat, Banten dan
Jakarta untuk dilakukan observasi. Secara umum, tahapan yang dilakukan dalam
mengerjakan wbolegmame sequencing meliputi pengumpulan sampel, preparasi
sampel, preparasi perpustakaan DNA, sekuensing dan analisis data. Penelitian
ini terdiri dari empat batch pengerjaan dengan jumlah sampel dalam setiap fgech
sebanyak 96 sampel. Penelitian dilakukan di Laboratorium Biomolekuler, Balai
Laboratorium Keschatan dan Pengujian Alat Keschatan Provinsi Jawa Tengah
pada bulan Maret hingga Juli 2022,

ngumprcfzm Sczmpe[

Sampel dikumpulkan dari beberapalaboratorium dan rumah sakit dari lokasi asal
yang berbeda. Sampel yang didapatkan merupakan sampel positif COVID-19
dan untuk observasi lebih lanjut hingga analisis whole genome. Pengambilan
sambel dari hasil swab nasofaring dan dihomogenkan dalam wiral transport

medium untuk disimpan pada suhu -20°C,
Ekstraksi RNA Virus

Ekstraksi RN A virus menggunakan Singnway Extraction RNA Kitdengan mesin
antomatic extraction mengikuti penelitian yang sebelumnya telah dimodifikasi
(Xiong et al.,, 2020). Sebanyak 25pl larutan ilution buffer diambil dari plare
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yang akan digunakan dengan tujuan untuk meningkatkan kosentrasi RNA hasil
ckstraksi. Kemudian sebanyak 200l larutan viral transport medium (VTM) yang
berisi sampel virus hasil swab dimasukan ke dalam plate sesuai kode sampel yang
ditentukan. Masukan p/ate ke dalam mesin ekstraksi dan jalankan sesuai program
yang digunakan.

Preparasi Perpustakaan DNA

Persiapan perpustakaan DNA menggunakan reagen Hlumina COVIDSeq Test
yang kemudian dilakukan beberapa modifikasi untuk dapar disesuaikan dengan
kondisi dilaboratorium. Anneal RNA dilakukan dengan menyiapkan plate PCR.
Sebayak 8,5pL dimasukan ke dalam setiap well-plate PCR. Tambahkan sebanyak
8,5uL sampel hasil ekstraksi ke dalam we/l. Tutup plate menggunakan sea/ dan
shake dengan kecepatan 1,000xg selama 1 menit kemudian masukan dalam mesin
PCR untuk running. Selanjutnya synihesis first strain ¢cDNA dilakukan dengan
menyiapkan mastermix yang berisi larutan first strain mix dan RVT. Sebanyak
8uL mastermix dimasukan ke dalam wef/ plate yang berisi sampel hasil anneal
RNA. Seal dan shake dengan kecepatan 1.000x g selama satu menit kemudian
masukan plate dalam mesin PCR untuk running. Selanjutnya yaitu amplify
DNA virus yang dilakukan dengan membuat dua mastermix yang berbeda yaitu
mastermix berisi primer pool versi V3 dan V4 yang dilakukan pada batch yang
berbeda (Clark et al., 2022). Sebanyak dua plate PCR disiapkan untuk mastermix
pertama dan kedua. Sebanyak 20yl mastermix dimasukan ke dalam well sesuai
plate. Tambahkan sebanyak Spl sampel cDNA ke dalam we// satu dan dua. Sea/
dan shake dengan kecepatan 1.000x g selama 1 menit kemudian masukan dalam
mesin PCR untuk running (Bhoyar et al., 2021).

Langkah selanjutnya yaitu tagmentation yang dilakukan dengan menyiapkan
mastermix berisi EBLTs, TB1 dan Nuclease ﬁ‘ee water. Campurkan hasil
amplifikasi PCR primer pool 1 dan primer pool 2 masing-masing 10pl sesuai
kode sampel pada plate baru. Tambahkan sebanyak 30ul mastermix kesetiap
well yang berisi sampel. Sea/ dan shake dengan kecepatan 1000x g selama 1
menit. Kemudian masukan pada mesin PCR untuk 7unning. Setelah PCRselesai,
tambahkan sebanyak 10pl ST2 ke dalam setiap well. Seal dan shake dengan
kecepatan 1000x g selama satu menit. Lakukan inkubasi pada suhu ruang selama
S menit. Tempatkan plate sampel pada magnetic stand selama 3 menit. Buang
semua supernatant dan lakukan pencucian menggunakan TWB sebanyak dua
kali. Langkah selanjutnya yaitu amplify tagmentation dilakukan dengan cara
menyiapkan mastermix yang berisi EPM HT dan Nuclease free water. Sebanyak
40yl mastermix dan 10pl index ditambahkan pada setiap sampel yang telah
dicuci. Sea/ dan shake dengan kecepatan 1000x g selama 1 menit. Kemudian
masukanpfzzte ke dalam mesin PCR untuk di running (Bhoyar etal, 2021).

Langkah selanjutnya yaitu peo! and clean up libraries dilakukan dengan cara
mengambil sebanyak Sul dari setiap sampel danglgmasukan pada mikrosube
2ml, tambahkan sebanyak 396 I'TB ke dalam tube dan inkubasi selama 5 menit
pada suhu ruang Letakan rube pada magnetic stand selama 3 menit. Buang
semua supernatant lalu tambahkan Iml ethanol 80% dan inkubasi selama 30
detik. Lakukan langkah tersebur sebanyak dua kali. Bersihkan semua sisa ethanol

hingga benar-benar bersih, lalu tambahkan sebanyak 50ul Resuspen bnﬁér ke
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dalam tube. Vortex dan spindown tube kemudian inkubasi selama 2 menit.
Letakan kembali tube pada magnetic stand selama 2 menit. Sebanyak 20pl
supernatant diambil dan dimasukkan pada fube baru sebagai stok. Langkah
selanjutnya yaitu normalisasi dan pengenceran dilakukan dengan cara sebanyak
2ul sampel dari stok diencerkan menggunakan RSB dengan hasil pengenceran
10 kali. Hasil pengenceran di lakukan guantify menggunakan gubir untuk
mengetahui nilai kosentrasi. Hasil pengenceran 10 kali kemudian diencerkan
kembali menjadi 4nm. Hasil pengenceran 4nm kemudian dilakukan pembukaan
untai DNA hingga menjadi unrai tunggal menggunakan NaOH 10%. Lakukan
pengenceran hingga kosentrasi akhir yairu 10pm untuk dimasukkan pada mesin
Hilumina Miseq sequencing (Pillay et al,, 2020).

Pengolaban dan Analisis Data

Analisis data hasil penelitian dilakukan secara deskriptif. Hasil sekuensing
berupa FASTQ dianalisis menggunakan program sequencing analysis viewer yang
menghasilkan nilai duster density, passing filter dan Q30. Darta yang didapatkan
kemudian dibandingkan untuk evaluasi pengerjaan yang didasarkan pada
keberhasilan sequencing. Parameter keberhasilan sekuensing dalam penelitian
ini yaitu didapatkannya hasil analisis Dragen COVID lineage.

HASIL

Pengerjaan whole genome sequencing diawali dengan proses ckstraksi RNA virus
SARS CoV-2. Kemudian dilakukan amplifikasi PCR untuk proses penempelan
enzim reverse transcriplase serea pcnggandaa.n secara invitro.

Gambar 1

Visualisasi Hasil Amplifikasi PCR
No. 1 dan No. 12 DNA Marker 100bp, No. 2-9 sampel setiap barch, No. 10 kontrol negatif, No. 11 konerol positif
DOI: heeps:/ /doi.org/ 10.36990/hijp.v15i1.706.5734

w
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Gambar 2
Tampilan Hasil Analisis Sequencing Analysis Viewer

(SAV) WGS Batch 18 menggunakan Inscrumen Miseq
DOIL: heeps://doi.org/ 10.36990/hijp.v15i1.706.8735

Proses amplifikasi PCR berhasil yang ditandai dengan pita DNA hasil
visualisasi gel clektroforesis dengan panjang produk 400bp. DNA marker
digunakan scbagai standar untuk mengetahui panjang produk hasil amplifikasi.
Visualisasi yang dilakukan pada penelitian inidiambil dari dua sampel secara acak
pada setiap batch untuk mengetahui keberhasilan dalam mendapatkan materi
genetik serta penggandaan RNA virus. Sebanyak delapan sampel visualisasi hasil
PCR yang menunjukan keberhasilan sesuai dengan kontrol positif pada wel/
nomor 11 yaitu 400bp, dan kontrol negative pada wef/ 10 menunjukan hasil yang
sesuai df mana PCR yang dilakukan tanpa materi virus (Gambar 1).

Whele genome sequencing dilakukan dengan empat kali running pada batch 12,
14, 17 dan 18. Dua sef primer artic digunakan sebagai pembanding yaitu primer
versi V3 dan V4 yang digunakan pada masing-masing 2 batch. Primer versi V3
digunakan pada barch 12 dan 14 sedangkan primer versi V4 digunakan pada
batch 17 dan 18.

Tabel 1
Jenis Primer dan Persentase Keberhasilan

Batch Jumlah sampel Primer pool artic Keberhasilan (%)
12 96 V3 61
14 96 V3 73
17 96 va4 95
18 96 V4 100

DOI: heeps://doi.org/10.36990/hijp.v15i1.706.8735

Sebanyak 384 sampel dalam empat batch dengan masing-masing basch terdiri
dari 96 sampel menunjukan hasil persentase keberhasilan yang bervariasi antar
batch. Persentase keberhasilan menunjukan keberhasilan meningkat dari barch
12 hingga batch 18 dengan masing-masing persentase berturut-turut 61%, 73%,
95% dan 100%. Perbedaan dua barch pertama yaitu 12 dan 14 dengan dua barch
terakhir yaitu 17 dan 18 pada penelitian ini diduga karena primer yang digunakan
berbeda. Dua barch pertama, primer yang digunakan merupakan primer paal
artic versi V3 sedangkan dua batch terakhir, primer yang digunakan yaitu primzer
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pool artic versi V4. Primer pool artic versi V4 menunjukan hasil yang lebih
stabil dibandingkan dengan primer pool artic versi V3 yang ditunjukan dengan
persentase keberhasilan yang lebih tinggi (Tabel 1).

Hasil sekuensing dilakukan analisis untuk evaluasi proses pengerjaan whole
genome sequencing. Analisis dilakukan dengan menggunakan program sequencing
analysis viewer (SAV) dari llumina. Program tersebut dapat digunakan untuk
melihat beberapa indikator untuk menilai hasil sekuensing.

Tabel 2
Hasil Analisis WGS menggunakan SAV
Batch Cluster density (k/mm?) Cluster PF (%) Q30 (%)
12 1086+25 55,10+36,69 89,29
14 1019+36 95,8110,32 95,28
17 839+24 96,66+0,58 95,68
18 1379132 92,88+0,57 91,84

DOI: hetps://doi.org/10.36990/hijp.v15i1.706.g737

Setiap indikator untuk melihar kualitas hasil sekuensing menunjukan nilai
yang bervariasi di setiap batch pengerjaan. Indikator dari cluster density tertinggi
ditunjukan pada batch 18 di mana nilai tersebut merupakan nilai yang optimal
yaitu 1379+432. Nilai cluster density pada bateh 12, 14 dan 17 menunjukan nilai
yang rendah (under cluster) yaitu 839+24-1086+25. Nilai cluster PF pada batch
14, 17 dan 18 menunjukan nilai yang optimal yaitu 92,88+0,57%-96,66+0,58%.
Namun pada bazch 12 nilaiyang rendah yaitu 55,10+36,69. Kemudian nilai Q30
dengan nilai optimal pada setiap bazch yaitu 91,84%-95,68% (Tabel 2).

PEMBAHASAN

Whole genome sequencing merupakan salah satu aplikasi dari nexr generation
sequencing yang penggunaannya mcnjadi tren dalam mencari informasi gcncrik
suatu organisme (Park & Kim, 2016). Sejak munculnya pandami COVID-19,
whole genome sequencing digunakan scbagai metode monitoring perubahan
struktur asam nukleat seluruh gen dari 8RS CoV-2. Balai Laboratorium
Keschatan dan Pengujian Alat Keschatan Provinsi Jawa Tengah salah satu pusat
rujukan sekaligus tempat yang mengerjakan whole genome SARS CoV-2 dalam
monitoring kasus COVID-19 di Jawa Tengah. Berdasarkan hasil penelitian,
keberhasilan dari empat batch yang teliti, bahwa dua batch terakhir memiliki
persentase keberhasilan lebih tinggi dibandingkan pada dua bazch pertama. Hal
tersebut diduga karena primer yang digunakan berbeda yaitu primer pool artic
versi V3 dan V4. Menurut Clark et al. (2022) penggunaan jenis primer sangat
mempengaruhi hasil sekuensing dari whole genome sequencing. Hasil penelitian
tersebut merekomendasikan primer versi V4 lebih baik untuk menghasilkan
genome SARS CoV-2 dengan kosentrasi yang rendah. Selain itu, primer poo.:f artic
versi V4 baik digunakan untuk studi genome SARS CoV-2 yang telah bermutasi.

Berbagai instrument dapat digunakan sebagai alat untuk pengurutan genome
SARS CoV-2. Namun setiap alat yang digunakan umumnya memiliki nilai
standar dari indikator yang digunakan sebagai acuan dalam melihat kualitas
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hasil sekuensing. Menurut Ravi et al. (2018) analisis indikator dengan nilai
ideal untuk instrument Miseq dengan reagen Miseq V3 yaitu cluster density
1200-1400k/mm. Cluster PF >85% dan >70% untuk Q30%. Nilai dari
parameter tersebut berbeda jika instrument yang digunakan juga berbeda.
Nilai dari indikator cluster density dalam penelitian ini yaitu barch 12, 14
dan 17 menunjukan nilai yang tergolong under clustering (rendah) karena
tidak mencapai nilai indikator standar. Meski demikian, genome yang melalui
standar pada flowcell cukup optimal sehingga signal dalam pembacaan tetap
terdeteksi dengan baik seperti pada barch 18 dengan nilai cluster density yang
optimal. Cluster passing filter pada penelitian ini menunjukan nilai yang ideal
yaitu 92,88+0,57-96,66+0,58 kecuali pada barch 12 di mana nilai passing filter
menunjggmn nilai yang rendah yairu 55,10+36,69 dan jauh dibawah standar
>85%. Hal tersebur dapat menjadi salah satu faktor rendahnya persentase
keberhasilan dalam pengerjaan whole genome sequencing pada batch 12 (Tabel 1).

Parameter dalam WGS seperti cluster density, cluster PF dan Q30 menjadi
indikator yang sangat penting untuk evaluasi proses sckuensing (Kastanis et
al., 2019). Cluster density merupakan klaster yang dibentuk dalam flowcel/
secara klonal. Jumlah klaster yang terbentuk dipengaruhi oleh kualitas dari
perpustakan DNA dalam proses penyiapan. Penyiapan perpustakaan DNA
dilakukan dengan prosedur dan ketelitian dalam pengerjaan karena tahapan
ini menjadi tahapan yang sangat penting sebagai penentu kualitas hasil whole
genome sequencing (Ravi et al., 2018). Cluster PF merupakan klaster yang dapat
melalui filter pembacaan dan menunjukkan kemurnian klaster. Jika garis density
berdekatan dengan garis PF maka hasil sekuensing semakin baik. Garis tersebut
menunjukan perbandingan kepadatan klaster klonal dengan klaster yang dapat
melalui filter. Garis yang berdekatan menunjukan perbandingan yang selaras dari
keduanya (Kircheretal.,2012). Sedangkan Q30 merupakan intensitas signal dari
pembacaan, semakin tinggi nilai Q30 maka intensitas pembacaan semakin tinggi
(Kircher et al,, 2012; Ravi et al., 2018). Beberapa indikator ideal ditunjukan
seperti pada Gambar 2.

Pengurutan menggunakan metode whole genome sequencing merupakan
metode yang baik dilakukan untuk mendapatkan beberapa informasi genetik
secara menyeluruh. Beberapa studi menunjukan bahwa hasil sekuensing
menggunakan metode pengurutan whole genome sequencing memberikan
informasi yang kompleks tentang karakteristik basa nukleutida dalam rangkaian
genome. Bcbcrapa informasi seperti anotasi, mutasi hingga ;.’mmge dari SARS
CoV-2 ditemukan dari hasil analisis tersebut sehingga dapat digunakan sebagai
monitoring dari persebaran mutasi varian virus SARS CoV-2. Berdasarkan
penelitian Umair et al,, (2021) metode whole genome sequencing mampu
mendeteksi varian G614 di beberapa wilayah di Pakistan. Penelitian lain,
mengenai deteksi mutasi dan /ineage dari SARS CoV-2 di beberapa negara
berhasil dilakukan menggunakan metode whole genome sequencing untuk
monitoring perubahan varian di Negara tersebut (Frampton etal,, 2021: Martins
etal, 2021).
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KESIMPULAN DAN SARAN

Optimasi pengerjaan whole GENOME SEqUENCING mcnggunakan primer paa[ artic
V3 dan V4 menunjukan keberhasilan lebih tinggi dengan penggunaan primer
pool artic versi V4 seperti yang ditunjukan pada barch 17 dan 18. Hasil evaluasi
berdasarkan keberhasilan dan indikator penting dari percobaan ini, primer pool
versi V4 dapat dirckomendasikan sebagai primer untuk pengerjaan whole genonze
sequencing SARS CoV-2,

Kekurangan Penelitian

Beberapa parameter tidak dapat diobservasiseperti kualitas sampel virus menjadi
faktor lain tethadap persentase keberhasilan. Selain itu, data hasil sekuensing
perlu menggunakan beberapa perangkat lunak dalam memastikan kualitas dan
keberhasilan pengerjaan whole genome sequencing. Data yang didapatkan hanya
berdasarkan dari perangkat lunak dan program yang tersedia dai Illumina.

Mengakui

Ucapan terimakasih kepada Balai Laboratorium Keschatan dan Pengujian Alac
Keschatan Provinsi Jawa Tengah.
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