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ABSTRAK

Saat ini, Indonesia menduduki peringkat ke-4 penyakit Tuberkulosis (TB) di dunia. Penanganan
TB mengalami kendala dengan munculnya Mycobacterium tuberculosis yang resisten terhadap
antibiotik Rifampisin (RIF) dan Isoniazid (INH) yang dikenal sebagai Multidrug Resistant
Tuberculosis (MDR-TB). Analisis sekuens gen rpoB M. tuberculosis yang resisten terhadap RIF
menunjukkan daerah yang rawan mengalami perubahan susunan basa adalah antara kodon 431,
507, 531 dan 533. Kondisi ini menyebabkan Tes Cepat Molekuler (TCM) menjadi kurang efektif
dalam mendiagnosa MDR-TB. Oleh karena itu, penelitian ini melakukan evaluasi data base gen
rpoB pada M. tuberculosiss melalui meta—analisis. Permasalahan dalam penilitian ini adalah
bagaimana variasi dan diferensiasi urutan nukleotida proteinrpoB pada strain M. tuberculosis yang
mengarah pada MDR-TB; Apakah perbedaan basa polimorfik gen rpoB M. tuberculosis
menyebabkan mutasi; dan apakah resistensi M. tuberculosis terhadap RIF melibatkan mutasi
genetik yang mengarah pada proses evolusi. Penelitian dilakukan menggunakan sekuens data gen
rpoB pada genBank NCBI (National Center for Biotechnology Information). Sebanyak 167 data
sekuens diekstrak dari dari genBank dengan memperhatikan kriteria eksklusi dan inklusi. Kriteria
inklusi meliputi isolat berasal dari pasien dan resistensi isolat terhadap RIF menggunakan program
MEGA7, DnaSP 5.1, Arlequin3.5 dan Network 5. Hasil analisis menunjukkan mutasi gen rpoB
bervariasi di antara isolat M. tuberculosis. Mutasi pada gen rpoB melibatkan NI, NII, RRDR, CII
dan CIII. Mutasi yang terjadi termasuk dalam mutasi titik. Pendekatan analisis pohon kekerabatan
menunjukkan bahwa mutasi pada daerah RRDR merupakan hasil evolusi dalam kurun waktu 10—
15 tahun. Variasi mutasi yang terjadi terdapat pada wilayah geografi yang berbeda.

Kata kunci: Meta—analisis, Multidrug Resistant Tuberculosis (MDR-TB), Mycobacetrium
tuberculosis, Rifampisin, Tuberkulosis

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu negara dengan jumlah penderita Tuberkulosis (TB) cukup
besar, sckitar 5.8% dari total TB dunia dan menduduki peringkat terbanyak ke—4 dunia.
Penyebaran TB di Indonesia sangat luas dan mempengaruhi semua kelompok umur (1). Upaya
pencegahan, pengendalian dan eliminasi penyebaran TB dilakukan dengan pengembangan Tes
Cepat Molekuler (TCM) dan terapi yang memadai (1). Analisis molekuler genotip M. tuberculosis
complex diketahui dapat membantu mengendalikan penyebaran TB.

Fenomena TB di Indonesia, mengalami kendala dengan adanya M. tuberculosis yang resisten
terhadapah Rifampisin (RIF) dan Isoniazid (INH), obat lini perffima terapi TB, dimana kondisi ini
disebut sebagai Multidrug Resistant Tuberculosis (MDR-TB). Hasil studi tentang mekanisme dan
epidemologi dari resistensi antibiotik menunjukkan bahwa M. Tuberlulosis memil@#fi adaptasi
terhadap lingkungan yang terpapar antibiotik rentan terhadap kasus MDR-TB (2). Mekanisme
resistensi pada bakteri meliputi mutasi, penghambatan aktivitas antibiotik secara enzimatik,
perubahan protein yang merupakan target antibiotik, perubahan laur metabolik, efluks antibiotik,
perubahan pada porin channel dan perubahan permeabilitas membran (3).




RIF merupakan salah satu OAT yang secara luas digunakan dgh menjadi komponen kunci
pengobatan TB di Indonesia dari tahun 1957 hingga saat ini (1.4). Resistensi terhadap RIF pada
M. tuberculosis sebagian besar disebabkan perubahan susunan g@ rpoB yang menyandi RNA
polymerase sub unit—f. Adanya perubahan susunan gen tersebut akan menyebabkan perubahan
struktur dan aktivitas target obat (5,6). Analisis sekuens nuklotida M. ruberculosis yang resisten
terhadap RIF menunjukkan daerah yghg rawan mengalami perubahan susunan basa adalah antara
kodon 431, 507, 531 dan 533, dan umumnya terjadi pada 81 pasang basa di daerah core yang
disebut Rifampicin Resistance determining Region atau RRDR (5.7.8). Kondisi ini dapat
berdampak pada Tes Cepat Molekuler (TCM) menjadi kurang efektif dalam mendiagnosa MDR—
TB.

Oleh karena itu, penelitian ini melakukan evaluasi data base gen rpoB pada M. tuberculosiss
melalui meta—analisis. Metode ini dipilih karena memiliki kelebihan yaitu terfokus pada
pendekatan kuantitatif. Permasalahan dalam penilitian ini adalah bagaimana wvariasi dan
diferensiasi urutan nukleotida protein rpoB pada strain M. tuberculosis yang mengarah pada
MDR-TB; Apakah perbedaan basa polimorfik gen rpoB M. tuberculosis menyebabkan mutasi;
dan apakah resistensi M. tuberculosis terhadap RIF melibatkan mutasi genetik yang mengarah
pada proses evolusi.

Mekanisme Molekuler Resistensi Rifampisin

Upaya mempelajari mekanisme molekuler resistensi RIF telah dilakukan dengan
penelitian—penelitian berbasis genomik, dimana telah berhasil menyusun genom lengkap dari M.
tuberlulosis (strain H37Rv dan H37Ra) yang mengandung sekitar 4056 gen yang terdiri dari 91%
gen penyandi fungsional (9). M. tuberlulosis memiliki enzim RNA polymerase yang tersugp oleh
lima macam sub—unit, yaitu o, p, B’, @ dan 6. Masing-masing sub unit RNA polymerase tersebut
dikode oleh lima macam gen independen, yaitu: rpoA. rpoB, rpoC, rpoZ dan rpoD (10). RIF
berkerja dengan cara berikatan dengan sub unit—P dari RNA polymerase (11).

Analisis sekuens nuklotida M. tuberculosis yang resisten terhadap RIF menunjukkan
daerah yang rawan mengalami perubahan susunan basa adalah antara kodon 507 dan 533, dan
meliputi 81 bp (5,7.8). Namun demikian, penelitian lain menunjukkan bahwa mutasi pada daerah
tersebuflidak sepenuhnya menimbulkan resistensi M. tuberculosis terhadap RIF.

Mutasi yang terjadi pada gen rpoB akan merubah struktur sub unit beta sehingga
Rifampisin kehilangan site of action. Mutasi umumnya terjadi pada 81 pasang basa di daerah core
yang disebut Rifampicin Resistance determining Region (RRDR). Kodon yang paling sering
bermutasi dalam gen rpoB adalah 531, 526 dan 516. RRDR terdiri dari sekitar dua belas asam
amino yang berfungsi untuk berikatan dengan sis aktif sub unit RNA polymerase lainnya. Pada
daerah ini pula, sisi pengikat RIF berada. Mutasi yang berada di daerah RRDR menghasilkan
modifikasi sisi aktif dan konsekuensinya adalah inaktivasi RNA polimerase yang menghasilkan
resistansi RIF (8).

Selain RRDR, mutasi yang terjadi di luar daerah tersebut ternyata juga berhubungan
dengan resistensi RIF (12). Siu dkk (2011) menemukan mutase di kodon 146 dan 572 yang terletak
di luar RRDR menimbulkan resistensi RIF. Upaya pengembangan penelitian selanjutnya
diperlukan untuk menentukan sensitivitas deteksi molekuler MDR-TB rifampisin. Informasi
perubahan genetik terkait gen rpoB diperlukan sebagai upaya penegakan diagnosa MDR-TB.

Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler, Fakultas Kesehatan, Universitas
Nahdlatul Ulama Surabaya pada bulan Juli-Desember 2018. Penelitian ini merupakan studi primer
atau meta—analisis terhadap kumpulan gen rpoB pada M. tuberculosis yang terdapat di data base
DNA. Desain penelitian merupakan observasional dengan rancangan evaluatif yang bersifat
retrospektif dengan tujuan mengevaluasi tingkat resistensi M. tuberculosis terhadap RIF. Berikut
merupakan urutan jalannya penelitian berdasarkan pada diagram alir (Gambar 1).
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Gambar 1. Bagan air penelitian
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi gen rpoB pada gen bank NCBI menunjukkan bahwa isolat M. tuberculosis
yang mengalami resistensi terhadap antibiotik RIF berasal dari berbagai wilayah geografi. Analisis
data gene bank menunjukkan bahwa mutasi rpoB bervariasi dalam isolat M. tuberculosis yang
berasal dari pasien penderita TB dengan resisten terhadap RIF. Mutasi pada gen rpoB ditemukan
pada wilayah geografis yang berbeda, mulai dari benua Eropa, Amgrika, Asia dan Australia. Data
base ini diperlukan untuk mengetahui pengaruh geografi terhadap daerah konservatit mutasi yang
terjadi pada M. tuberculosis. Data ini nantinya diperlukan sebagai langkah awal untuk merancang
metode cepat spesifik wilayah untuk mendeteksi sebagian besar strain yang resistan terhadap RIF
di masing—masing wilayah (13).

Analisis gen rpoB berdasarkan kriteria inklusi

Analisis Gen rpoB tersusun atas 1173 kodon atau 3519 bp. Untuk memudahkan analisis,
sekuen dibagi atas 5 fragmen, yaitu NI, NII, RRDR, CII dan CIII seperti yang diperlihatkan pada
Gambar 2.
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Gambar 2. Gambaran wilayah gen rpoB yang mengalami mutasi sehingga menyebabkan
resistansi pada RIF. Fragmen NI, NI, RRDR, CII, dan CIII dibuat untuk memudahkan
panbuatan primer.

Hasil analisis seckuens data gen rpoB menggunakan program MEGA7 menunjukkan adanya
perubahan basa nukleotida yang menyebabkan terjadinya perubahan asam amino pada rpoB

dibandingkan dengan gen rpoB M. tuberculosis H3TRv sebagai wild—type.

énalisis program MEGA7 untuk gen rpoB

Hasil analisis menggunakan program MEGA7 menunjukkan adanya perubahan nukleotida yang
menyebabkan terjadinya perubahan asam amino pada gen rpoB wilayah RRDR.
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cmnrcmmm TCGHGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGTACCAGARCARCCCGCTGTCGTGGTTGRTCCACARGCGCCGAC TGTCHGCGCTGHGE: IZIIGECE'ICTG'IEII:BTG
CCGCGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TEGAGCCART TLAneeeeeTGGACCAGARCARCCCGC TETCGHGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TRTCHGCECTGEGECCCOGERGTCTRTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA-—---TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGEGT TGACCCACARGCECCGAC TGTCGGCECTGEGECCCGGEGGTCTGICACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTC TTCOGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=——=-=TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGEGTTGACCCACARGCGCCOACTGTCOGCGCTGRGGECCCOGLGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCAAGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA==——-=TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGHGGG6TTGRCCCACARGCGCCGAC TGTCHGCGCTGEGECCCGGLGETCTGT CACG TGA
CCGCGATCAAGEAGT TCTTCGECACCAGCCAGE TGAGCCART TCH======TGGACCAGARCARCCCGC TG TCRGEG T TGRCCCACARGCGCCGAC TGTCGGCGCT GEGECCCGGLGGTCTGTCACG TGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA--—---TGGACCAGARCARCCCGCTGTCRGEGTTGACCCACARGCGCCOACTGTCGGCGCTGEGECCCGGLGETCTGTCACGTGA
CCGCHATCARGGAGT TCTTCOHGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA====-=TGGACCAGARCARCCCGCTGTCAHGEGTTHRCCCACARGCGCCGACTGTCOGCHCTGHGECCCOGCGGTCTRTCACGTGA
(I:Eliﬁﬂl'l:l'llm'll'tTTCEBCKI:IIBCI:!IGETERGCI:MI’ll:ﬂ-—--lml:mﬂtl:cﬂ:IGIEEEBGTIGKEEKHIEEEEIIIETI:EIIEEIWGEEEEEBEEE‘IETEIEEBTEI
CCGCEATCARGGAGTTCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=——=-=TGGACCAGARCARCCCGCTGTCGGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TRTCRGCBCTGEGECCCOGEGGTCTRTCACGTGA
cmrmmncrrcmmmm:rmBccmﬂm--—-rmmnﬁcccEcrGTcmTTGactcmsctuﬂ:mmmmcmqumcmmn
CCGCGATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=———-=TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGEGT TGRCCCACARGCGCCGAC TGTCHGCECTGEGECCCOGOGGTC TGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCGECACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGGGTTGRCCCACARGCGCCGAC TGTCGGCGCT GRGECCCGGLGGTCTGICACG TGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGGACCAGARCARCCCGCTGTCRGEGTTGACCCACARGCGCCOACTGTCGGCGCTGEGECCCGGLGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TEAGCCART TCA-———--TGGACCAGRRCARCCCGCTGTCAGEGTTERCCCACARGCBCCGACTGTCHGCECTGEGECCCOGCGGTCTRTCACGTGA
I'.CMFITCMMITI:TTCMNBCMTSRGCWI’ltﬂ-—--TmﬁCmTtm"mmﬂw'IE‘I'I‘.ﬁBCEII.'ﬂGﬁl:I:CﬁEI:EﬁTl:IG":EﬁTM
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA-——=-= CHGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCEGCECTGEGECCCGGEGGTCTGICACG TGA
CCOOGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCAm——e—— mﬂﬁcTGTCWSGTTMMWCWTG‘lmmmtmsﬁ'lﬂﬁ“m'lﬁl
CCGCGATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA-———--TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCGGCECTGEGECCCGGEGGTCTGICACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGECACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=~—=-=TGGACCAGARCARCCCGCTGTCAGEGTTGRCCCACARGCGCCGACTGTCGGCGCT GRGECCCGGLGRTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA=~====TGGACCAGARCARCCCGCTGTCHGGGTTGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGCTGRGECCCGGLGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TEGAGCCART TCA==—=-=TGGACCAGARCARCCCGC TG TCHGGGTTGRACCCACARGCBCCGAC TRTCHGCBCTGEGECCCEGEGGTCTRTCACGTGA
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CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA-——=-= CHGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCGGCECTGEGGCCCOGLGGTCTGTCACGTGA
Cm]’mmntl’l’cmm[{mTSRIIWTTCH-—--TMCECTGTCMTWKWSCEMTETIIﬁCSC'IBﬁﬁEI:Cl’ﬁCSGTE'IGIEEﬁTM
CCGCEATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TEGAGCCART T A=——=—-=TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGGEGTTGACCCACARGLECCGAC TETCGGCECTEEGECCCGGEGGTCTGICACGTGA
CCGLGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCARTTCA-——---TGGACCAGARCARCCCGCTGTCRGEGTTGACCCACARGCGCCGACTGTCOGEGLTGEGECCCOGLGRTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA======TGGACCAGARCARCCCGCTGTCHGGGTTGRCCCACARGCGLCGACTGTCGGCGCT GRGECCCGGLGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGTTCTTCEGCACCAGCCAGE TEGAGCCART TCA==—=--TGGACCAGARCARCCCGC TG TCGGEGTTGRCCCACARGCGCCGAC TRTCAGCECTGEGECCCOGEGGTCTRTCACGTGA
lemm"t"cmmmmTﬁIIiCI:HRIIN-—-—IWCGCTGICMHMMSCCMIGII‘.GBCSCIMCI’.CGGCSGIUGICMIGR
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA-—--—TGGACCAGARCARCCCGCTGTCGHGGGTTGRCCCACARGCGCCGACTGTCGGCGCTGEGECCCGGEGGTCTGTCACGTGA
CmemTl’tﬂcmmEmTMWTTMTWET&TCMTWKWWMTGTMSCIMECCEEESG‘IUEIEEB‘IM
CCGCGATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA==—==-=TGGACCAGARCARCCCGC TG TCGGGGT TGACCCACARGCGCCGAC TG TCGGCBCTGEGECCCGGEGGTCTRICACG TRA
CCGOGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCARTTCA-——---TGGACCAGRACARCCCGCTGTCRGEGTTGACCCACARGCGCCGACTGTCOGCGLTGEGECCCOGCGRTCTGTCACGTGR
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CCGCEATCH TGAGCCART T CA====-=TGGACCAGARCARCCCGL TETCHGGET TRRCCCACARGLGCCGAC TGTCAGCECTGEGGCCCHGCEGTC TGTCACGTGA
CMTMMTTHTCMNMMTmﬁﬁml’lm—-—-TWﬂTGTmTTmmﬂMTGTMETMCMMTNGI’CE&TM
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA=——=-=TGGACCAGARCARCCCGCTGTCHGGGTTGRCCCACARGCGCCGAC TGTCGGCECTGHGECCCOGLRGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA==e====TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGHGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCOGCGCTGHGECCCOGCGGTCTGICACGTGA
CCGCEATCAAGGAGT TC T TCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA====-=TGGACCAGARCARCCLGC TG TCGGGGT T GRCCCACARGCECCGAC 1 GTCGGCECT GEGECCCGGEGGTCTGICACG TGA
CCGOGATCARGGAGTTCTTCOGCACCAGCCAGC TGAGCCART T A======TGGACCAGRRCARCCCGCTGTCRGGGTTGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGC TGGGECCCOGCGGTCTGTCACGTGR
CCGCGATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=-——--TGGACCAGARCARCCCGC TETCHGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCHGCECTGEGECCCGGEGGTCTRTCACGTGA
CCGOGATCAAGEAGT TCTTCGECACCAGCCAGC TGAGCCART T CA=———-—TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGGGT TGACCCACARGCBCCGAC TGTCHGCGL T GEGGECCCOGEEGETCTGTCACG TGA
CCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA======TGGGCCAGARCARCCCGCTGTCRGGGTTGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGCTGRGECCCGGEGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TEAGCCART TLA=——=-=TGGACCAGRRCARCCCGC TG TCHGE6TTERCCCGCARGCBCCGAC TGTCHGCBCTGEGECCCHGCRGTCTRTCACGTGA
(EMBHTCMMTTCTTCS&EMI:IIECI:I!GCTM(MI’ltﬂ-—--TmtmmCCGCTﬁTtmlmtcﬁﬁmﬁccm'IG‘II‘.GBCSC'IEGGGCI:CGGI:SGTII‘IGICEBTM
CCGCEATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA--—=--TGGTCCAGARCARCCCGCTGTCGGGET TGRCCCACARGCGCCGAC TGTCGGCECTGEGECCCGGEGGTCTGICACGTGA
CCGOGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA====== mﬁm:mcm:ccacrmcm TGRACCCACARGCGCCGAC TGTCGGCGL TGGGECCCOGCGGTC TGTCACG TGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=e==-=TGGTCCAGARCARCCCGC TGTCGHGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCGGCECTGEGECCCOGEGGTCTGTCACGTGA
CCGOGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA-———-—TGGTCCAGARCARCCCGC TGTCRGEGT TGACCCACARGCGCCGAC TGTCGGEGL TGEGGECCCOGEGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCOGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGGTCCAGARCARCCLGCTGTCRGGTTGACCCACARGCGCCOACTGTCOGCGCTGRGECCCOGLGGTCTGTCACGTGA
CCEOGATCARGEAGTTCTTCGECACCAGCCAGE THAGCCART TCA=———-=TGGTCCAGRRCARCCCGCTGTCHGGE6T TRRCCCACARGCBCCGACTGTCHGCAC TGEGGCCCOGCAGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TEGAGCCART TCAmew=eeTGGACCAGARCARCCCGC TGTCHGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCOGCECGLGGECCCOGEGGTCTGICACGTGA

CCGCGATCARGGAGTTCTTCEGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA-—---TGGACCAGARCARCCCGCTGTCGGGGTTGRCCCACARGCGCCTACTGTCGGCGCTGEGECCCGGEGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCOGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGTACCAGARCARCCCGCTGTCHGGGTTGACCCACAAGCGCCGAC TGTCOGCHCTGHGGCCCOGLGGTCTGTCACGTGA
CCGOGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART T L A====-=TGTACCAGARCARCCCGCTGTCGGGEGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCAGCGCTGEGECCCOGLGETCTGTCACGTGA

CCGCGATCAAGGAGT TCTTCEGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA====-=TGTACCAGARCARCCCGC TGTCHGEGT TGRACCCACAAGCGCCGAC TGTCGGCECTGEGECCCEGEGGTCTGTCACG TGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCOGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA--—---TGTACCAGARCARCCCGCTGTCRGGGTTGACCCACARGCGCCOACTGTCOGCACTGRGECCCOGLGGTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCHGEACCAGCCAGE TGAGCCART TCA==—=-=TGTACCAGARCARCCLGCTGTCAGEGTTGRCCCACARGCGCCGAC TGTCHGCBCTGEGRCCCOGCGGTCTRTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCH====e==1GTTCCAGRRCARCCCGC TGTCRGGGT T GRCCCACARGCGCCGAC TGTCGGCGCT GEGECCCGGCRGTCTGTCACG TGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA=~—=-~TGGACCAGARCARACCGCTGTCGGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCGGLECTGEGECCCOGEGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TRAGCCART TCA====-=-TGGACCAGARCARCCCGCTGTCAHGEGTTHRACCSACARGCGCCGACTRTCOGCECTGRGECCCOGCGGTCTRTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC Tmﬁtml’ rm——rmmccﬁcmrcmrImwmmrmﬁcmrmcmaﬁn TGICACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TR TCA======TGGACCAGRACARCCCGCTGTCRGGGTTGACC TACARGCGCCGACTGTOGGCGC TGEGGCCCOGCGETCTGTCACGTGA
CMTCMMTTCTTCMMT&MT TCA-===-=TGGACCAGARCARCCCGC TGTCHGGGTTEACCCACARGCHCCGAC TGTCOGCHCCOGGECCCOGCGETCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGC TGAGCCART T CA==———-=TGGECCAGARCARCCCGC TGTCGGEGTTGRCCCACARGCGCCGAC TETCHGCECCOGGECCCOGEGGTCTGTCACGTGA
CCGUGHTCAAGGAGT TC T TCGECACCAGCCAGE TGAGCCART TCH======1GGGCCAGARCARCCCGE TG TCHGGG T TGRCCCACARGCBCCGAC TG TCGGCGCCEEGECCCGGEGETC TGTCACG TGA

CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA=~—=-~TGGGCCAGARCARCCCGCTGTCHGGGTTGACCCACARGCGCCGAC TGTCHGCGCCOEGECCCOGEGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TRAGCCART TLA====a=TGGGCCAGRRCARCCCGC TGTCRGGGTTERCCCACARGCGCCGAC TRTCOGCECCORGGCCCOGLRRTCTRTCACGTGA
EERCGATEAARRART TET TERRCACTARECARE TRARCCARTT) TRARCCARARCARC T CRE TRTERRRR T TRACCCACARGERCCRAC TR TORGCRI T ARRRC CORGCRRTETRITACK TRA
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LLULUGH ILARGGAGT TL T ILULLHLLAGLLAGL | GHOLLAM | ILR====== | ULUL L AOAALAALLLUL U | LOGGG | FGHLLLALARGLGLLGHL 1U TLULLBLLDDGDLLL BUL UL T L 1 1 LHLL TuUH
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA==——==TGGGLCAGAACARCCCGL TRTCGGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTCGGCGCCGEEELCCGELGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA=mm——=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTCGGLGLTGEEGLCCGELGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA======TGGGCCAGAACARCCCGL TGTCGGHGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGCCGEEGLCCGHCGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA===—==TGARCCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGLCGLGGECCCGLCGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=e=—===TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTCGGCGLCTHEGCCCGHLGOTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA--———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGEGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGL TGLGGCCCGLLGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA==———-TGGACCAGARCARCCCGCTGTCAGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTROCGL T GEGGLCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGGACCAGAACARCCCGL TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTRGCGL T GELGLCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA==m===TGGACCAGARCARCCCGL TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGLTGEGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA--————TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGLTGEGGLCCEECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA===——=TGGACCAGAACARCCCGC TGTCHGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGLTGEGGCCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA===—==TGGACCAGAACARCCCGL T6TCGGGGT TGACCCACARGCGCCGRCTGTTGGCGL T GGGGECCCGHLGETCTGTCACG TGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRAGCCAAT TCA==———=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTRGCGL TREGECCCGELGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA=————TGGACCAGAACARCCCGL TGTCELGGT TGACCCACARGCGLCGACTGTTGGLGL TGEGECLCGELGLTCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRECCART TCA==———-TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGECLCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRECCAAT TCA=——TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEGGGT TGACCCACARGCGCCGRCTGTTGGCGL TEEGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCAAT TCA=———TGGACCAGAACARCCCGE TG TCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTRGCGL TREGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCELEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRECCAAT TCA———TGGACCAGAACARCCCGL TG TCEGGET TGACCCACARGCGCCGACTGTTGELGL TEEGECCCGECEE TCTGTCACGTGA
CCGCBATCARGEAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGRGCCAAT TC A== TGGACCAGAACARCCCGL TG TCGGGGT TGACCCACARGCGCCGAC TG TTEGCGL TGEGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCRRGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGRECCAAT TCA=———TGGACCAGAACARCCCGL TG TCRGGGT IGACCCACARGCGCCGAC TG TTGECGL TGEEELCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCAmmm——=TGGACCAGARCARCCCGL TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGAC TG TTGGCGL TGEEECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA-=————TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEGGGT TGACCCACARGLGLCGACTGTTGGCGLTGEEGLCCGECGETCTGTCACGTGA
CCHCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA===—==TGGACCAGAACARCCCGL TGTCAAGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGHGGCLCGHCGGTCTGTCACGTGA
CCRCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA======TGGACCAGAACARCCCGL T6TCEGGGT TGACCCACARGCGCCGRCTGTTGRGCGE TGEGGRCCCGHLGGTCTGTCACG TGA
CCRCBATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCAmeeees TGGACCAGAACARCCCGL TGTCRGGGT TGACCCACARGCGCCGRCTGTTRGCGL TREGRLCCGHLGETCTGTCACGTGA
CCRCBATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA==——==TGGACCAGAACARCCCGL TGTCRGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTRGCGL TREGHRCCCGHLGETCTGTCACGTGA
CCRCBATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA===—==TGGACCAGAACARCCCGE TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGRGCGL TRGGGCCCGHLGEHTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA===——=TGGACCAGAACARCCCGC TGTCGGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGL TGEGGLCLGGCGGTCTGICACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA=me——TGGACCAGARCARCCCGL TG TCRGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGLCCGECGGTC TGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA-————TGGACCAGARCARCCCGL THTCRGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGCCCGHCGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA=———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGAGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGL TGGGGCCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCART TCA--———TGGACCAGARCARCCCGC TGTCHGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGLTGEEGCCCGECEETCTGICACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCTART TCA=m———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGLGL TREEECCCGELGETCTGTCACGTGA

TCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA-————TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGLCCGECGGETCTGTCACGTGA
m TTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA===—==TGGACCAGAACARCCCGLTGTCGHGGT TGACCCACARGCGCCGACTGT TGGCGL TGEGGLCCHECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCART TCA-———TGGACCAGAACARCCCGCTGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGL TGEGGLCCGLCGETCTGICACGTGA
l:l:m TCARGGRAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCART TCA=————TGGACCAGAACARCCCGL TRTCGGGET TGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGLTGLEGUCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA==——TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGLGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGLCCGLLGLTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA======TGGACCAGANCARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGLGGCCCGHLGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCART TCA======TGGACCAGAACARCCCGC TGTCAGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGL TGEGECCCGHCGETCTGTCACGTGA
CEWTMTTC'I'TEEEC“CC“ECEWTW(MTTCD—'[EGN:I:RB“RCMCGCTGTEMIIMEKNWCECEWTGTTEEC“'WTCTGTCﬂ:E'lEﬂ

GLGATCARGGAG! CAC
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA==~-—-TGGACCAGAACARCCCGCTGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGELCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA==—===TGGACCAGARCARCCCGC TG TCRGGGT IGACCCACARGLGCCGACTGTTRECGLTGEGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA==———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGLCGRCTGTTGGCGL TREGGECLCGHLGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA===—==TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGLCGRCTGTTGGCGL TGEGGECLCGHLGRTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGRGCCAAT TCA==———TGGACCAGARCARCCCGL TG TCGAGG T TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGL TGEGECCCGELGETCTGICACGTGA
CCBCEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGRECCAAT TCA=————=TGGACCAGAACARCCCGL TG TCEGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGL TEEGECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGRGCCAAT TCA-———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGLGL TREGECCCGEGETCTGTCACGTGA
CCGLEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGRECCAAT TCA=——TGGACCAGAACARCCCGL T6TCE6GG T TGACCCACARGCGCCGRACTGTTGGLGL T6EGECCCGECGETCTGICACG TGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCAAT TCA=——-TGGACCAGAACARCCCGE TG TCEGGGT TGACCCACARGCGCCGAC TG TTRELGL TEEGECCCGECGE TC TGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGRGCCAAT TCA=——TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEGGET TGACCCACARGCGLCGACTGTTGGLGL TEEEECCCGECGETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGL TGRGCCART TCA————TGGACCAGAACARCCCGL TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGL TGEEELCCGECGETCTGTCACGTGA
CCBCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGRGCCART TCA===——=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCEAGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGOCGETGEGGCCCGHCGETCTGTCACGTGA
CCGRCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA==———=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCRGGGT TRACCCACARGCGCCGRCTGTTROCGL TREGALLCGECGETCTGTCACGTGA
CCHCGEATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGLCAGE TGRGCCART TCA=mm——=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCAGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGLTREGGLLCGGLGETCTGTCACGTGA
CCGCBATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA==——TGGACCAGAACARCCCGL TGTCHGGG6T TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTREGHCCCGHCGETCTGTCACGTGA
CCRCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA===e==TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGHGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGRGCGLTGEGGRCCCGHLGHTCTGTCACGTGA
CCHCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCHGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGECGL TGEGGCCCGHCGETCTGICACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGE TGRGCCART TCA-~——TGGACCAGARCARCCCGC TG TCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGLCCHHCGETCTGTCACGTGA
CCGHCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA=———-=TGGACCAGAACARCCCGC TGTCHGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGL TGEGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART TCA======TGGACCAGAACARCCCGL TG TCHGGGT IGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGLTGEGGLCCGECGHETCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA===——TGGACCAGARCARCCCGL TGTCRGGGT IGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGEGGCCCGECGGTC TGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRAGCCART TCA==———TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGLGCCGACTGTTGGCGL TGEGEGCCCGGLGETCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA==———=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGHGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGLTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA==——=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGLGL TGGGGCCCGGLGGTCTGTCACG TGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGCCAGCTGRGCCART TCA=———=TGGACCAGAACARCCCGL TGTCGGGGT TGACCCACARGLGCCGRCTGTTGGCGLTREEGLCCGGLGLTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCTTCGGCACCAGLC! TGGACCAGAACARCCCGLTGTCEGGGT TGACCCACARGCGCCGACTGTTGGLGLTGLGECCCGLLGLTCTGTCACGTGA
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CCGCGATCARGGAGTTCT TCHGCACCAGCCAGE TGAGCCARTT CA-——----TGGACCAGARCARCCCGCTGTCGGGET TGACCCACARGCGOCGACTGTTGGCGCTGEEGCCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CR======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGGGT TGRACCCACARGCGOCGACTGT TGGLGL THEEGCCCGECGGTCTGTCRCGTGR
CCRCGATCARGEAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CR======TGGACCAGARCARCCCGCTGTCRGGET TERCCCACARGCGCCGACTGTTGGCGC TEAGECCCGECGGTCTETCRCETGR
CCGECGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGGET TEACCCACARGCGOCGACTGTTGGCGL THEGGCCCGRCGHTCTGTCACETGR
CCRCGATCARGGAGT TCT TCHGCACCAGCOAGE TGAGCCART T Ci======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGG6T THACCCACARGCGOCGAC TGTTHGCGL THAGGCCCGECGHTCTGTCRCETGR
CCGCGATCAAGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGG6T TRRACCCACARGCGOCGACTGT THGLGE THEEGCCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCAGG6T TEACCCACARGCGOCGAC TG TTRGCGL TEEEGCCCGECGGTCTETCACGTGA
CCECGHTCARGGAGT TC T TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA—————-TGGACCAGAACARCCCGE TGTCEEGET TEACCCACARGCGCCEAC TG T TEGLGE TEEEECCCGECGETCTETCACETGA
CCBCGATCARGEAGT TCT TCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T Ci=————=TGGACCAGARCARCCCGC TGT CGGGET TEACCCACARGCGOCGACTGT TEGLGL TEEEGCCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA=—===-TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGG6T TGRACCCACARGCGOCGACTGT TGGLGL TEEEGCCCGECGGTCTGTCACGTGR
CCGECGATCARGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGE TGAGCCARTTCA======TGOACCAGARCARCCCGCTGTCRGEET TEACCCACARGCGLCGACTGTTGLCGCTEAEECCCGRCGGTCTGTCRCETGA
CCGCGATCARGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA====--TGOACCAGARCARCCCGCTGTCRGGET TEACCCACARGCGCCGACTGTTGGCGC TEAEECCCGRCGGTCTGTCRCETGA
CCGRCGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T Ci======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGG6T TEACCCACARGCGOCGACTGTTAGCGL THEGGCCCGECGHTCTGTCACETGR
EtﬁtﬁﬂlcﬁmlIEIIEEGCﬁCEmTﬁCTGF!ECCRIIllm—--lGEﬁC[mCCGCIl.i'l‘[mlTGﬁCCCHCIIIIIiI:B((WlGITGIiEEtISGGGCCCGECGGTUGTCKGIG?
CCREGATCAAGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCAAT T m————— AGARCARCCCGE TGTCGG66T TEACCCACARGEGCCGAC CCHECGGTCTGTCACGTGA
I:I:E[EHIEHII;GIEI'IETTEEEEHEI:IEDEIIE[TEFIIIEHIITFDI—IGEREEIHIIIII:CEGE'IET[EHIIIHIEEHI:IIIIE[II(HEIE'I‘I'EIEI:EI:TGEGEEEEGEEEETEI'GICKEICH
CCGCGATCAAGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=————-TGGACCAGARCARCCCGE TGTCGGG66T TGACCCACARGCGCCGAC TG T TSGCGL TEEEGCCCGECGGTCTRTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T === GGACCAGARCARCCCGC TGTCGGG6T TGACCCACARGCGOCGACTGT TSGLGL TEEGCCCEECGGTCTGTCACGTGR
I:I:EIZEHl'l:ﬁmIII:TTElI‘l:Rl:tmfﬁnﬁttﬁnﬁlm—-—-—lﬁﬂnttmmnmlTmI:RIZIIIIEtmlmmﬁtl;ﬂmtﬁﬁﬂimltﬂmﬁ
CCGCGATCARGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCARTTCA------TGGACCAGARCARCCCGCTGTCAGEET TEACCCACARGCGOCGACTGTEGGCGL TEEEECCCGECGGTCTGTCACETGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T Cm=====TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGEGT TGACCCACARGCGOCGACTGTGRGCGL THGHGCCCGRCGHTCTGTCRCETGR
CCBLGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGLCAGL TGAGCCART T CA======TGGACCAGARCAACCCGC TGTCGGGG6T TGACCCACARGCGCCGAC TGTGGGLGE TGEGECCCGGLGGTCTGTCACETGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGAGCCART T CA======TGEACCAGARCARCCCGC TGTCGGG6T THGACCCACARGCGCCGAC TGTYGGLGE TGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGA
CCRCGATCAAGGAGT TC T TCRGCACCAGCCAGE TRAGCCART TCAm—m==eTGGACCAGAACARCCCGE TGHTCHG66T TRACCCACARGCGOCGAC TR TYSGCGL TEE6GCCCGECGGTCTETCACRTGA
CCRCGATCAAGGAGT TC T TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART TCA=———--TGGACCAGARCARCCCGT TGHTCAG66T TRACCCACARGCGCOGAL TG TCGGCGL TEE6GCCCGECGGTCTRTCACRTGA
CCGCGATCAAGGAGT TC T TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART I CA=————-TGGACCAGARCARCCCGL 16T CGGG6T TGACCCACARGCGCCGACTGT TCGCGL TGE6GCCCGECGGTCTETCACGTGA
CCGCGATCAAGGAGT TC T TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART I CA=———--TGGACCAGARCARCCCGL TGTCGGGET TGACCCACARGCECCGAC TG T TCRCGE TGEEGCCCGECGGTCTETCACGTGA
CCGCGHTCAAGGAGT TC T TCGGCACCAGCCRGE TGAGCCART I Chmmmmm=TGGACCAGARCARCCCGE TGTCGGEGET TGACCCACARGCGOCGAC TG T TCRCGE TG66GCCCGECGGTCTETCACGTGH
CCGCGATCARGGAGTTCTTCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA------TGCACCAGARCARCCCGC TGTCAGEET TEACCCACARGCGOCGACTGTTCGLGL TEEEGCCCGRCGGTCTGTCRCETGR
CCGLGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGLCAGL TGAGCCART T CA=====-TGGACCAGARCAACCCGC TGTCGGEGET TGACCCACANGCGCCGACTGTTCGLGE TGEGECCCGGLGGTCTGTCACETGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T Cm==m==TGOACCAGARCARCCCGC TGTCGGGGT TRACCCACANGCGOCGACTGTTCGLGL TEGEGCCOGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCHGCACCAGLCAGL TGAGCCART T CAme===eTGGACCAGARCAACCCGC TGTCGGGGT THGACCCACARGCGCCGACTGT TCACGC TRGGECCCGACGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCTTCHGCACCAGCCAGC TGAGCCART TCA------TGOACCAGARCARCCCGC TGTCGGGET TRACCCACARGCGCCGACTGTTCGLGLTHGHGCCCGLCGLTCTGTCACGTGR
CCRCGATCAAGGAGT TC T TCGGCACCAGCOAGE TRAGLCART TCA====-=TGGACCAGARCARCCCGE THTCGG66T TGACCCACARGCGLCGAC TGT TCRLGL THE6GCCCGECGGTCTETCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TC T TCGGCACCAGCCAGL TEARCCAAT T CA——-—--TGGACCAGARCAACCCGC TGTCGGGET TRACCCACARGCGCCGAL TETTCGLGCTEEEECCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGERGT TCT TCBGECACCAGCCAGCCGAGLCART I CR————=TGGCCCAGRACRACCCGL T6TCAG66T TGACCCACARGCGCCGAC TETCGRLGL TG666CCCGECGETCIGTCACETGA
GLGL TGGEECCCGECGGTCTGTCACGTGA
GC GCGCTGEGECCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCA AGCC FIECCGIIIlm—--TGGHE[mﬂICCGCTET[EWGI‘TU':CCRCHHE[II((KT CGRCGLTGEEGCCCGRCAGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGCCGAGCCART T Chlme====TAGACCAGARC AAC TTGACCCACARGCGCCGACTGT GEEEEIWCCGGCEETEIGICNSIG?
CCGCGATCARGGAGTTCT TCGHGCACCAGCCAGLL GMCHIUIIJI—IGETCCMMCEGCTGTEMIIWCCHCHHEEWIGICGGEEDTWCCGGCGETEI‘GICHSGIM
CCGCGATCARGGAGT TCT TCHGGCACCAGCCAGL TGAGCCART T Cf======TGGACCAGARCARCCCGC TGTCGGG6T TGACCCACARGCGOCGEL YT TCGGLGL THEGGCCCGECGGTCTGTCACGTGR
CCGCGATCARGGAGTTCT TCGGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CA=——---TGGACCAGARCARCCCGC TGTCRGGET TRRACCAGCARGCGLCGACTGTCGGLGL TEEGCCCGECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCARGGAGT TC T TCRGCACCAGCCAGE TEABCCART TCR——=——-TGGACCAGRRCARCCCGC TGTCRGGGT TRACCGACARGCECCGAL TRTCGGCGC TEGEECCCGECGGTCTRTCACGTGA
CCGCGATCARGEAGT TC T TCRGCACCAGCCAGE TGABCCART TCR———--TGGACCAGRARCARCCCGC TGTCGGGET TGACCGACARGCECCGAC TETCGGLGL TEGEECCCEECGGTCTGTCACGTGA
CCGCGATCAAGEAGT TC T TCHGCACCAGCCAGE TGAGCCART T CR======TGGACCAGARCARCCCGE TGTCGGGGT TGACCGACARGCGCCGACTGTCGGLGE TGE66CCCEECGGTCTGTCACGTGA
CCGLGATCARGGAGT TCT TCGGCACCAGCCAGL TGAGLCART T CA=—==--TGGACCAGARCAACCCGC TGTCGGGET TGACCGACARGCGCCGAC TRTCGELGE TEEEECCCGECGGTCTGTCACETGA
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Gambar 3. Sequence alignment dari Rifampicin Resistance Determining Region atau RRDR di

gen rpoB Mycobacterium tuberculosis (lanjutan)

Mutasi berupa penggantian basa nukleotida pada basa nukleotida menyebabkan perubahan hasil
ekspresi gen 3B yaitu protein rpoB. Mutasi pada kodon 531 (Serin—Leusin) yang terjadi pada
daerah kuning menyebabkan perubahan sifat dan struktur asam amino ini. Uji Gel Shift Mobility
Assay menunjukkan penurunan aktivitas pengikatan rpoB schingga menimbulkan fenotip yang
resisten terhadap RIF.

Dalam sequence alignment analysis, 206 sekuens isolat M. tuberculosis di bandingkan

dengan sekuens dari M. ruberculosis H37Rv sebagai kontrol, dan ditelusuri basa nukelotida di
daerah RRDR yang mengalami mutasi. Data dalam NCBI menyebutkan bahwa 206 sekuens
merupakan isolat M. tuberculosis yang resisten terhadap RIF. Tabel | menunjukkan nomer kodon
dan perubahan nukelotida yang terjadi, serta perubahan asam amino yang ditimbulkannya. Mirip
dengan penelitian lain sebelumnya dari berbagai wilayah di dunia Ser531Leu dan His526Cys
adalah mutasi titik yang paling banyak terjadi. Mutasi yang terjadi di atas menunjukkan keragaman
mutasi titip pada gen RRDR di rpoB M. tuberculosis.




Tabel 1. Mutasi yang diamati pada gen rpoB Mycobacetrium tuberculosis

No Kodon Perubahan Nukelotida Perubahan Asam Amino
413 AAC = CAC Asn - His
435 GAC = GAG Asp = Glu
451 GCA - GAC Ala = Asp
490 CAG > CAT Gln = His
CAG - CGG Gln > Arg
511 CGC = TGC Arg 2 Cys
513 GTC = GAC Val 2> Asp
516 GAC - GTG Asp 2> Val
GAC - GTC Asp 2> Val
521 GAG = GAC Glu = Asp
522 G > TTG - Leu
526 ﬁc - CTC ﬁ = Leu
CAC 2> TAC His = Tyr
CAC = GAC His = Asp
CAC =2 CGC His 2> Arg
CAC 2> AGC His = Ser
CAC > ACC His = thr
530 CTG <> ATG Leu = Met
531 TCG = TTG Ser = Leu
TCG » TGG Ser = Trp
533 CTG - CCG Leu = Pro

Gambar 4. menunjukkan jarak paling dekat menunjukkan kemiripan atau tingkat kekerabatan
paling tinggi. Dari data base gen bank diketahui bahwa isolat IN819068, KP658718 dan KP65719
berasal dari dua negara berbeda, yaitu Belanda dan India. Tetapi, kemiripan data sekuens
menunjukkan bahwa ketiga isolat tersebut memiliki rata—rata evolusi yang sama dan berada pada
tingkat kekerabatan tertinggi. Sedangkan pada isolat JN819069, AF532616, AF147030,
AF145657 dan AF532617 menunjukkan level pemisahan yang berarti bahwa isolat tersebut
memliki level kekerabatan terendah dengan isolat lainnya.
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Gambar 4. Diagram filogenetik (phylogenetic tree) mutasi pada daerah RRDR gen rpoB M.
tuberculosis.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Informasi variasi genetik dan diferensiasi gen rpoB dari M. tuberculosis terhadap resistensi
RIF dari RRDR menyebabkan perubahan genetik meliputi point mutation, yaitu pergantian satu
basa nukleotida yang mengakibatkan perubahan ekspresi gen. Berdasarkan analisis data primer
wilayah RRDR pada gen rpoB merupakan hasil dari evolusi atau akibat mengkonsumsi RIF dalam
kurun waktu tertentu. Data mutasi yang dihasilkan dari penelitian berguna untuk desain rasional
tes molekuler untuk skrining cepat untuk mutasi terkait resistansi RIF sebagai salah satu cara
dalam pengendalian MDR-TB.
Saran




Analisis yang dilakukan berdasarkan data primer secara menunjukkan bahwa mutasi pada gen
rpoB diperoleh dari pasien yang mendapat pengobatan RIF. Tetapi, belum ada studi yang
menyebutkan bahwa pasien yang memiliki resistensi terhadap RIF belum pernah mendapatkan
pengobatan RIF. Hal ini diperlukan untuk mengetahui kemungkinan M. tuberculosis bertranmisi
atau menyebar ke individu sehat. Sehingga, individu tersebut berpotensi menjadi penderita MDR -
TB.
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