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Pemeriksaan Mikrobiologi pada Varian Baru SARS-CoV-2

Mutasi adalah perubahan materi genetik dalam porsi kecil dan merupakan
fenomena alamiah dalam siklus hidup suatu mikroorganisme. Produk dari
hasil mutasi ini disebut dengan mutan. Suatu varian baru ditetapkan jika
ditemukan sifat fenotip yang berbeda dibandingkan virus asalnya sebagai
akibat dari mutasi. Saat ini ilmuwan menggunakan monitoring varian
menggunakan Pango lineages atau pelabelan baru oleh WHO yang lebih
mudah diingat.

Dalam tubuh manusia atau pejamu lainnya, mutasi virus dapat
berpengaruh atau tidak berpengaruh (silent mutation) pada timbulnya gejala
serta penatalaksanaan medis (medical countermeasures). Hal ini sangat
tergantung pada regio gen yang bermutasi. lImuwan telah menemukan regio
gen yang paling sering bermutasi adalah area perlekatan virus pada sel
manusia, yang dikenal dengan bagian dari protein S (Spike) yang disebut
dengan Receptor Binding Domain (RBD). SARS-CoV-2, virus penyebab COVID-
19, terdiri dari materi genetik asam ribonukleat (ribonucleic acid atau
disingkat RNA) dengan panjang kurang lebih 30 kilobase, dan akhir-akhir ini
telah dilaporkan terjadinya mutasi pada beberapa lokasi dalam susunan
RNAnya.

Berdasarkan level kewaspadaan dan pengukuran risiko penurunan
kemampuan diagnostik, terapetik dan efikasi vaksin, WHO SARS-CoV-2 Virus
Evolution Working Group menetapkan 3 level varian yaitu:

a. Variant of Interest (VOI): SARS-CoV-2 yang terbukti mengalami perubahan
sifat fenotip sebagai akibat mutasi dan telah teridentifikasi terjadi penyebaran
dalam suatu komunitas atau terdeteksi di beberapa negara.

b. Variant of Concern (VOC): VOI yang berhubungan dengan peningkatan
penyebaran dan perubahan epidemiologi yang mengarah pada perburukan,
atau peningkatan virulensi atau perubahan manifestasi klinis, atau penurunan
efektivitas metode diagnosis, vaksin, dan terapi yang digunakan.

c¢. Variant of High Consequence (VOHC): VOC yang terbukti berdampak pada
perubahan pencegahan atau menurunnya efektivitas intervensi medis yang
secara signifikan (medical countermeasures) secara relatif jika dibandingkan
dengan varian yang sebelumnya beredar, meliputi:
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* kegagalan diagnostik secara relative

e penurunan efektivitas vaksin secara signifikan ditandai dengan peningkatan jumlah kasus
pasca vaksinasi atau proteksi vaksin yang rendah terhadap penyakit dengan gejala berat.

e penurunan sensitifitas terhadap beberapa modalitas terapi dibawah Emergency Use
Authorization (EUA) atau yang telah disetujui

e terjadinya perburukan klinis dan meningkatnya kebutuhan rawat inap

Ditemukannya VOHC harus dilaporkan kepada WHO untuk selanjutnya akan diumumkan strategi

pencegahan, menahan laju transmisi dan rekomendasi terapi dan vaksin yang paling mutakhir

Kementerian Kesehatan Republik Indonesia telah berkoordinasi dengan berbagai institusi untuk
mengumpulkan data hasil sekuensing genom virus SARS-CoV-2. Berdasarkan data tersebut, dari
1.908 sekuens genom lengkap dilaporkan bahwa virus SARS-CoV-2 varian baru di Indonesia saat ini
(per-13 Juni 2021) adalah:
e Variant of concern (VOC):
— Alpha / B.117 (UK): 35 kasus
— Beta / B.1.351 (Afrika Selatan): 5 kasus
— Gamma / P1 (Brasil): belum ada
— Delta / B.1.617.2 (India): 50 kasus

e Variant of Interest (VOI):
- A.23.1 (UK): 6 kasus
— Eta/B.1.525 (Nigeria): 4 kasus
— Epsilon/B.1.429 : 0 kasus
— B.1.617.3 (India): 1 kasus

e Variant of High Consequence (VOHC): belum ada
Beberapa hal yang penting diperhatikan dalam pemeriksaan PCR SARS-CoV-2 dengan adanya
varian baru adalah:
1. Spesimen
Spesimen yang digunakan untuk deteksi varian baru virus SARS-CoV-2 adalah sama seperti
yang saat ini dilakukan, yaitu swab nasofaring dan orofaring. Sampai saat ini tidak terdapat
perubahan patogenesis infeksi, dengan pintu masuk dan keluar terutama melalui mukosa saluran
pernafasan.
Kualitas spesimen yang baik sangat menentukan hasil pemeriksaan PCR SARS-CoV-2. Hal-hal

di bawah ini perlu diperhatikan untuk menjaga kualitas spesimen:

— Swab terbuat dari bahan dakron, bukan kapas atau cotton

— Spesimen swab harus mengandung sel epitel saluran pernapasan, oleh karenanya
pengambilan swab harus sampai menyentuh dinding belakang faring sambil diputar

— Swab segera dimasukkan ke dalam viral transport media (VTM)

— Swab didalam VTM segera diproses untuk pemeriksaan PCR, dapat disimpan pada suhu
kamar dalam 2 jam atau pada suhu 4°C dalam 24 jam

— Untuk keperluan sequencing, dipastikan bahwa VTM yang digunakan tidak mengandung
lysis buffer
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2. Gen Target PCR SARS-CoV-2

a. GenS$

Gen S virus SARS-CoV-2 memiliki sekuens nukleotida yang khas, sehingga merupakan gen target
yang ideal mengingat reaksi silang yang rendah terhadap Human Coronavirus lainnya (MERS, SARS-
CoV-1, Human Coronavirus 229E, dan lain-lain). Gen S mengkode pembentukan protein spike
(protein S) yang sangat imunogenik dan merupakan protein terpenting dalam perlekatan virus pada
permukaan sel host. Protein ini merupakan protein yang berinteraksi langsung dengan lingkungan
luar virus (faktor fisika, kimia, dan biologis) sehingga protein ini sangat berpotensi mudah
bermutasi, sebagai strategi virus dalam beradaptasi terhadap faktor tekanan lingkungan virus.
Mutasi gen S paling sering terjadi dan mempengaruhi perjalanan infeksi meliputi laju infeksi dan
penularannya, serta memberikan dampak terhadap efikasi vaksin dan/atau sensitivitas uji diagnosis
PCR (menyebabkan hasil negatif palsu atau false negative).

Dampak mutasi gen S terhadap pengujian diagnosis PCR tersebut umumnya terjadi pada uji PCR

yang menargetkan gen S. Namun, saat ini hampir semua target pengujian PCR berbasis multi-gen
target, sehingga mutasi di salah satu gen masih bisa terdeteksi oleh target gen lain.
Telah dikembangkan pemeriksaan PCR untuk identifikasi keberadaan mutasi pada gen S yang
ditemukan pada VOI, VOC maupun VOHC, namun pemeriksaan yang berbasis pada deteksi mutasi
pada gen S tidak dikembangkan untuk keperluan diagnostik klinik yang terkait dengan tata
laksana pasien. Produsen kit PCR untuk mendeteksi mutasi pada gen S yang beredar di Indonesia
saat ini juga hanya merekomendasikan penggunaan kit ini untuk kepentingan riset saja (Research
Use Only/RUO), dan pemanfaatannya hanya terbatas untuk keperluan skrining keberadaan
mutasi pada gen S pada sampel yang diperkirakan sebagai VOI, VOC maupun VOHC sebelum
pelaksanaan whole genome sequencing (WGS).

b. GenN

Gen N mengkode pembentukan protein nukleokapsid dan merupakan daerah lestari (conserved),
sehingga sangat kecil peluangnya untuk bermutasi. Gen ini merupakan salah satu target yang sangat
baik dan memiliki sensistivitas analitik yang sangat tinggi dalam deteksi SARS-CoV-2 dengan metode
RT-PCR. Dengan menggunakan gen N sebagai deteksi mempunyai kemampuan sedikitnya 10 copy
per reaksi. Gen N mengkode pembentukan protein struktural nukleokapsid dan merupakan protein
lestari (conserved) dibandingkan dengan protein struktural lainnya seperti protein E, M, dan S.
Selain itu, jumlah kopi mRNA gen N juga paling banyak dibandingkan mRNA lainnya, sehingga
menjadikan gen N sebagai target uji diagnostik PCR paling sensitif dibandingkan gen lainnya. Sejauh
ini pada gen N dilaporkan kecil peluang terjadinya mutasi, oleh karenanya kemampuan gen dalam
mendeteksi varian baru masih dapat direkomendasikan.

c. GenE

Gen E mengkode pembentukan protein E (envelope) yang merupakan protein selubung virus
yang berperan penting dalam siklus kehidupan virus dan patogenesis. Fungsi yang baru ditemukan
adalah sebagai channel ion (viroporin). Gen ini biasanya digunakan untuk menskrining deteksi
kelompok Coronavirus, dan memerlukan uji konfirmasi dengan gen lainnya. Kemampuan gen E
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dalam mendeteksi varian baru sejauh ini masih baik dan seringkali digunakan bersamaan dengan
gen N maupun ORFlab.

d. Gen Orflab atau RdRp

Orflab mengandung sekitar 16 gen yg mengkode 16 non struktural protein termasuk RdRp yg
penting dalam proses transkripsi dan replikasi virus. Daerah Orflab merupakan daerah yang paling
lestari dibandingan gen yang mengkode protein struktural lainnya. Oleh karena itu, daerah Orflab
sering digunakan sebagai target untuk deteksi dan/atau mengkonfirmasi deteksi virus SARS-CoV-2.

Penggunaan lebih dari satu gen target dalam pemeriksaan PCR (N, ORFlab, dan RdRp) dapat
meningkatkan kemampuan mendeteksi virus, termasuk varian baru.

REKOMENDASI:

Untuk tujuan diagnostik COVID-19, pemeriksaan real time RT-PCR SARS-CoV-2 harus menggunakan

sedikitnya 2 gen sebagai target deteksi.

Apabila manifestasi klinis, parameter biokimiawi, dan radiologis mengarah pada diagnosis COVID-19

sedangkan hasil pemeriksaan PCR SARS-CoV-2 negatif maka disarankan:

— Dilakukan pengulangan PCR SARS-CoV-2 menggunakan gen target yang berbeda atau hasil
pemeriksaan dikombinasi dengan deteksi antigen SARS-CoV-2.

— Bila memungkinkan dilakukan pengulangan pemeriksaan dari spesimen lain yang ditentukan
bersama dengan Dokter Penanggungjawab Laboratorium Mikrobiologi Klinik

— Sampai saat ini belum terbukti bahwa hasil negatif palsu PCR SARS-CoV-2 berhubungan dengan
keberadaan varian baru SARS-CoV-2. Oleh karena itu jika hasil pengulangan PCR SARS-CoV-2
tetap negatif, maka hasil dinyatakan negatif dan tidak direkomendasi dilakukan WGS.

PAMKI tidak merekomendasikan penggunaan kit real time RT-PCR yang secara khusus dirancang

untuk mendeteksi mutasi pada gen S untuk tujuan diagnostik laboratorium COVID-19, melainkan

untuk tujuan skrining WGS atau untuk tujuan riset dan surveilans.

Sehubungan dengan meningkatnya SARS-CoV2 varian baru maka WGS selayaknya diprioritaskan

untuk pemantauan munculnya varian baru secara berkesinambungan.
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