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Abstract

Parasite resistance to antimalarial drugs is an obstacle to malaria elimination. In Plasmodium vivax, up to
now, a marker to distinguish between resistant and susceptible is no available yet. Identify Single Nucleotide
Polymorphisms (SNP) in P. vivax for multidrug resistance (pvmdrl)is potential approach due to pvmdrl gene
is orthologous to the pfmdrl of P.falciparum, have been related to multidrug resistance. The purpose of this
study was to identify SNPs/mutations on pvmdrl gene of malaria vivax patients who came to the Primary
Healthe Centers, Touluaan and Tombatu Minahasa Tenggara (North Sulawesi).Blood samples and slide of
blood smears were collected from patients who infected with P.vivax or mixed infection of P.vivax and
P.falciparum. After the species were cross checked by certified microscopist then confirmed by PCR, ~ SNP
identification were performed by sequencing technique. Only 83 of 99 recruited subjects were included
inclution criteria. Sequensing result showed that 59 of 83 subjects were analysed to identify the SNP. We found
5 nonsynonymous SNPs, namely at the point G698S, M90SL, Y976F, L1076F, and K1261E.
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Abstrak

Resistensi parasit terhadap obat anti malaria merupakan salah satu kendala untuk eliminasi malaria. Pada
Plasmodium vivax, sampai saat ini penanda parasit yang resisten dengan yang masih sensitif belum tersedia.
Identifikasi Single Nucleotide (SNP) gen pvmdrl P.vivax multidrug resistance (pvmdrl) merupakan
pendekatan yang potensial, karena gen pvmdrl ortolog dengan gen pfindrl P. falciparum yang telah terbukti
berkaitan dengan multidrug resisten. Tujuan penelitian adalah untuk mengidentifikasi SNP/mutasi pada gen
pvindrl dari pasien malaria vivax yang berobat ke Puskesmas Touluaan dan Tombatu di Minahasa Tenggara
(Sulut). Sampel darah dan sediaan apusan darah tebal dan tipis dikumpulkan dari pasien yang terinfeksi
P.vivax atau infeksi campuran P.vivax dan P.falciparum. Setelah spesies dicek ulang oleh mikroskopis pusat
dan dikonfirmasi dengan teknik PCR, dilanjutkan dengan identifikasi SNP dengan teknik sekuensing Dari 99
subjek yang dikumpulkan hanya 83 subjek yang memenuhi kriteria inklusi. Hasil sekuensing memperlihatkan
bahwa 59 dari 83 sampel dianalisa untuk identifikasi SNP. Kami menemukan 5 SNP nonsynonymous yaitu pada

titik G698S, M908L,Y976F, L1076F, dan K1261E.

Kata kunci: Plasmodium vivax, Single Nucletide Polymorphism, Gen pvmdrl, Mutasi

Pada P. vivax, studi untuk memantau
penyebaran parasit yang resisten belum
semaju P. falciparum. Mungkin ini
disebabkan oleh adanya fase relaps
(stadium hipnozoit dorman di hati) dan
kultur P. vivax (continous in vitro) yang

Pendahuluan

Salah satu tantangan yang dihadapi
dalam upaya eliminasi malaria di
Indonesia adalah adanya penyebaran
parasit yang resisten terhadap obat anti

malaria (OAM). World Health Organiza-
tion (WHO) telah merekomendasikan
penggunakan artemisinin based
combination  therapy (ACT) untuk
pengobatan malaria falsiparum dan vivaks
yang  resisten terhadap beberapa obat
malaria.'?
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belum bisa berhasil seperti pada P.
falciparum. Mengidentifikasi dan mem-
pelajari gen—gen yang berpotensi terkait
dengan resistensi parasit terhadap obat anti
malaria merupakan hal yang sangat
penting. Salah satu gen berpotensi adalah
gen pvmdrl yang merupakan gen ortolog
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dengan gen pfimdrl pada P.falciparum,
yang telah diidentifikasi sebagai penanda
genetik yang memungkinkan  untuk
resisten klorokuin.’

Penelitian tentang identifikasi SNP
pada gen pvmdrl telah dilaporkan oleh
beberapa peneliti dan telah ditemukan
bermacam-macam mutasi pada gen
tersebut.*'*  Namun keterkaitan-nya
dengan resistensi klorokuin atau obat anti
malaria lainnya masih beragam. Single
Nuclotide Polymorphism (Y976F) telah
dilaporkan (2007) oleh Suwanurusk et.al'
bahwa isolat lapangan dari Thailand dan
Timika (Provinsi Papua) memper-lihatkan
ada hubungan antara SNP Y976F pada
gen pvmdrl dengan  berkurangnya
sensitivitas terhadap klorokuin secara in
vitro. Mutasi Y976F secara bermakna
lebih dominan pada isolat Indonesia (96%,
24/25)  dibandingkan dengan isolat
Thailand (43%, 3/7). Selanjutnya Marfurt
et.al“, melaporkan bahwa SNP Y976F gen
pvmdrl dapat sebagai prediktor yang kuat
untuk menilai kegagalan pengobatan
secara in vivo. Sebaliknya yang terjadi di
Madagaskar® penggunaan klorokuin sudah
digantikan dengan ACT  (artesunat
amodiakuin) dan pada penelitian in vivo
menunjukkan bahwa SNP Y976F tidak
bisa digunakan untuk monitoring resisten
klorokuin.

Oleh karena itu, tujuan penelitian
ini adalah mengidentifikasi SNP pada gen
pvmdrl pada subyek yang terinfeksi
P.vivax atau infeksi campuran (P.vivax dan
P.falciparum) untuk melihat prevalensi
SNP/mutasi gen.

Metode

Koleksi Sampel Lapangan

Sebanyak 99 subjek dikumpulkan dari 2
Puskesmas yaitu Puskesmas Touluaan (76
subjek) dan Tombatu (23 subjek), Mina-
hasa Tenggara (Sulut), pada bulan April-
November 2012
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Spesimen Penelitian

Spesimen berupa darah vena (0,5
ml) dimasukkan ke dalam tabung yang
sudah berisi 4.5 ml Guanidin HCl (6M)
(perbandingan 1:9) dan untuk konfirmasi
hasil mikroskopis di lapangan, dibuat juga
2 slaide apusan darah tebal dan tipis untuk
masing-masing subjek. DNA diekstraksi
menggunakan Qiagen kit sesuai dengan
petunjuk yang ada di brosur (QIAamp®
DNA Mini Kit, Cat No. 51304). Spesimen
dipilih bila dinyatakan positif P.vivax saja
atau campuran P.vivax dan P.falciparum
berdasarkan pemeriksaan mikroskopis dan
telah  dikonfirmasi secara molekuler
dengan teknik Polymerase Chain Reaction
(PCR). Jumlah spesimen yang direkrut di
lapangan dan kemudian diperiksa di
laboratorium Parasitologi, Pusat Biomedis
dan Teknologi Dasar Kesehatan, Jakarta,
sebanyak 99 spesimen.

Identifikasi Spesies dengan Teknik PCR

Target amplifikasi DNA adalah gen
species-specific sequences pada small-
subunit ribosomal RNA (SSUrRNA). Cara
dan primer yang digunakan dapat dilihat
pada Salwati dkk."

Identifikasi SNP pada Gen pvmdrl
Terdiri dari 4 tahap:

(1) Amplifikasi fragmen-fragmen dari gen
pvmdrl. Untuk mengetahui SNP yang
ada pada gen pvmdrl, gen tersebut
dibagi menjadi fragmen-fragmen (5
fragmen) dulu di mana setiap fragmen
tersebut akan diamplifikasi dengan
menggunakan sepasang primer (for-
ward dan reverse) yang tumpang
tindih satu sama lain." Ke 5 pasang
primer tersebut mempunyai urutan
basa sebagai berikut:
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2)

3)

Identifikasi Single Nucleotida Polymorphism (SNP)...(Ervi dkk.)

Tabel 1. Urutan Basa

Pvmdrl1-1Fb
Pvmdrl-1R
Pvmdrl-2F
Pvmdrl-2R
Pvmdrl-3F
Pvmdrl-3R
Pvmdr1-4F
Pvmdr1-4R
Pvmdrl-5F
Pvmdrl-5R

5-CTT TTA TGC CTC TCC CCC

5’-GCG TAA GAT GCT AAA ATG AACC
5’-ATT TAA CCT TTC AGA AAA GCT GT
5’-CCA CCT GAC AACTTA GAT GC
5’-CTG ATA CAA GTG AGG AAG AACTAC
5’-ACT ATC CTG GTC AAA AAA GC
5’-CCCTCT ACA TCT TAG TCA TCG
5’-TGG TCT GGA CAA GTA TCT AAAA
5’-GGA AGT TGA TGT CCC TAA AGG
5’-CCT GGC GCG TCT ACT TAG

Volume total : 50 ml yang mengan-
dung 5 ml of 10x PCR buffer, 2.5
mM MgCI2, 020 mM masing-
masing dNTP, 1 mM setiap
primer,1.25 U of AmpliTaq Gold
DNA polymerase (Applied
Biosystems), dan 2 ul DNA genomik
PCR dilakukan dibawah kondisi
berikut:  predenaturasi : 95°C-10
menit dilanjutkan 40 siklus yang
terdiri dari denaturasi 94°C, selama
40 detik, annealing 55°C selama 1
menit.

Visualisasi produk PCR, divisuali-
sakan melalui elektroforesis pada gel
agarose 2% dengan voltase 100V
selama 35 menit

Sekuensing DNA.  Sebelum dise-
kuensing, produk PCR dipurifikasi
dengan langkah seperti berikut:

Purifikasi produk PCR dengan
ExoSAP-IT yang bertujuan untuk
membersihkan produk dari sisa-
sisa  primer dan nukleotida
sehingga  hasil  lebih  baik.
Caranya adalah sebagai berikut:
Untuk setiap reaksi, 5 pl produk
PCR dicampur dengan 2 ul
ExoSAP-IT, diinkubasi pada 37°,
C selama 15 menit, diinkubasi

lagi pada 80°C selama 15 menit
untuk menginaktitkan ExoSAP.

b. Menyiapkan reaksi sekuensing
dilakukan dengan volume akhir 6
ul yang mengandung 1.1 ul H20,
Big dye buffer 1.2 pl, BigDye
Terminator v3.1, 1.2 pl primer
masing 0,5 pl dan templat 2 pl
(produk yang telah dimurnikan
dengan ExoSAP).

c. Purifikasi produk PCR sekuensing
dengan  BigDye  Xterminator
Purification Kit, bertujuan untuk
menyingkirkan BigDye Termi-
nator sehingga tidak ada lagi dye
blobs. Caranya adalah sebagai
berikut: Reaksi PCR sekuensing
disentrifus selama 1 menit, 2000
rpm (di atas cold block),
kemudian ditambahkan 10 pl
XTerminator solution dan 45 ul
SAM solution ke dalam masing-
masing sumur yang berisi 6 ul
reaksi PCR sekuensing,
dihomogenisasi selama 30 menit
dengan vortek atau plate shaker
(1800 rpm), disentifus lagi selama
2 menit pada 2000 rpm dan
tempatkan ke dalam mesin
sekuensing (Genetic analyzer)
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Hasil sekuensing dianalisis
menggunakan  soffware Bioedit dan
membandingkannya dengan gen referensi
(PvSal-1 mdrl gene, GenBank accession
no. AY618622)

Hasil

Cek Silang (Pemeriksaan Mikroskopis)
oleh Tim Mikroskopi Pusat

Jumlah penderita tersangka malaria
yang datang berkunjung ke puskesmas
Touluaan dan Tombatu, Minahasa
Tenggara (Sulut) sebanyak 99 subjek
(pencapaian  99%). Dari  puskesmas
Touluaan terkumpul 76 dan Tombatu 23
subjek. Dari hasil pengecekan ulang (cek
silang) oleh Tim Mikroskopik Pusat, hasil
menunjukkan bahwa ternyata 6 subjek
yang dianggap positif oleh petugas
puskesmas ternyata pada apusan darah
mereka tidak ditemukan parasit (negatif),
di samping itu, ditemukan juga 9 subjek
yang terinfeksi P.falciparum tunggal.

Identifikasi 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. Oleh karena itu
perlu untuk mengoreksi hasil spesiasi oleh
tim Pusat dengan teknik PCR. Berikut ini
adalah gambar hasil spesiasi dengan teknik
PCR (Gambar 1)
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P.vivax

Gambar 1. Visualisasi Pita DNA dari
Parasit Malaria Melalui
Elektroforesis Sumur 1-16
adalah Sampel (Sumur Atas
Menujukkan Pf dan Bawah
Menunjukkan Pv), M=
Marker, Pf = Kontrol Positif Pf,
Pv= Kontrol Positif Pv dan
‘neg’= Kontrol Negatif .

Ketidaksesuaian antara hasil cek silang
yang dilakukan oleh mikroskopis pusat
dengan PCR dapat dilihat pada Tabel 1.
Koreksi PCR terhadap 6 negatif oleh
mikroskopis pusat hasilnya 100% benar,
begitu juga untuk yang 9 P.falciparum
dengan teknik PCR juga terdeteksi sebagai
P.falciparum. Jumlah P.falciparum
menjadi 10 dengan koreksi PCR karena
infeksi campuran (PvPf) yg terdeteksi oleh
mikroskopis pusat terdeteksi sebagai mono
infeksi P.falciparum dengan PCR. Di
samping itu, 3 subjek yang teridentifikasi
sebagai  P.vivax secara mikroskopis,
dengan teknik PCR terdeteksi sebagai
infeksi campuran (P.vivax dan
P.falciparum). Dengan demikian terdapat
83 subjek yang dapat dilakukan analisis
lebih lanjut.
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Koreksi PCR Terhadap Hasil Spesiasi Oleh Mikroskopis Pusat

Tabel 1.

Mikroskopi Koreksi PCR
Puskesmas =5 T 5 T pr [ Neg | Total | Pv | Pf | PvPf | Neg | Total
Touluaan | 64 2 5 | 76 |62 | 5 | 4 5 76
Tombatu 17 | 4 | 1 1 | 23 [17] 5] 0 1 23
Total 81 | 9 | 3 6 | 99 | 79 | 10 | 4 6 99

Keterangan : Terdapat 83 subjek yang memenuhi syarat yaitu 79 subjek terinfeksi
P.vivax saja dan 4 terinfeksi P.vivax dan P.falciparum

Identifikasi Single Nucleotida Polymorphism (SNP)...(Ervi dkk.)

Tabel 2.
Distribusi Frekuensi Variabel Umur, Jenis Kelamin dan Densitas Parasit
Variabel J(l::;gil Prosentase

Umur
< 10 tahun 27 32,5
> 10 tahun 56 67,5

Jenis Kelamin
perempuan 39 47
laki-laki 44 53

Densitas parasit
< 100 /ul darah 3 3,6
> 100 /ul darah 80 96,4

Karakteristik Subjek Penelitian masing 56 subjek dan 27 subjek.

Dari 83 subjek (83,8%) yang dapat
dianalisis datanya, jumlah penderita laki-
laki sedikit lebih banyak dibandingkan
dengan perempuan (44 vs 39) dengan
rentang umur 3-66 tahun, dimana penderita
yang berumur >10 tahun lebih banyak dari
penderita yang berumur <10 tahun masing-

Sebanyak 80 subjek (96,4%) mempunyai
densitas > 100 parasit/ul darah (Tabel 2).
Densitas parasit aseksual P.vivax dari 83
subjek berkisar antara 50-69,320 parasit/ul
darah dengan rata-rata 4.473 parasit/ul
darah. Tidak ada keterkaitan umur, jenis
kelamin dengan densitas parasit.
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Gambar 2. Visualisasi Amplifikasi 5 Fragmen Gen pvmdr1l

Sumur 1-5= sampel GTou-20 berturut-turut fragmen 1,2,3, 4 dan 5.
Sumur 6-10= sampel GTou-29 berturut-turut fragmen 1, 2,3, 4 dan 5
Sumur 11-15= sampel GTou-31 berturut-turut fragmen 1, 2,3, 4 dan

5 dstnya M= Marker (penanda)

Analisis Gen pvmdrl

Dari 83 subjek, hanya 74 yang sukses
teramplifikasi untuk kelima 5 fragmen dan
sisa, 9 subjek memperlihatkan bahwa
salah satu atau lebih fragmen tidak
teramplifikasi (Gambar 2). Dari 83 subjek
yang disekuensing, hasil yang dapat
dianalisa secara utuh (kelima fragmen),
sebanyak 59 subjek (71%). Ditemukan 5
SNP yang mengalami perubahan asam
amino (non synonomous) pada titik
G698S, MO08L,Y976F, LI1076F, dan
KI1261E di mana masing-masing berasal
dari mutasi nukleotida yaitu: G2092A,
A2727C, A2927T, T3226C dan A3781G
Disamping itu ada dua mutasi yang tidak
memperlihatkan perubahan asam amino

yaitu G132A dan A1587G.
Pembahasan

Hasil  uji  silang  mikroskopis
menunjukkan masih ditemukannya
kesalahan  diagnosis oleh  tenaga

mikroskopis puskesmas yaitu 6 subjek
yang terdiagnosis positif padahal tidak
ditemukan parasit dalam darah tersebut
dan 10 subjek terdiagnosa malaria dengan
spesies  yang  berbeda. @ Hal ini
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menunjukkan bahwa kemampuan tenaga
mikroskopis di puskesmas masih perlu
ditingkatkan. Keakuratan hasil tergantung
pengalaman dan latihan membaca slide
yang terus menerus.

Sembilan subjek yang memperlihatkan
bahwa salah satu atau lebih fragmen tidak
teramplifikasi, namun tetap
menyertakannya untuk diskuensing. Lima
dari sembilan (55%) memperlihatkan hasil
sekuensing yang cukup baik
(elektropherogram bagus). Secara
keseluruhan, hasil sekuensing yang
diperlihatkan melalui elektropherogram
bagus pada 1 ul produk DNA (tanpa
pengenceran). Namun, pada beberapa
kasus, ada Dbeberapa fragmen hasil
skuensingnya tidak bagus (bisa pada salah
satu primer atau ke duanya) padahal jika
diperhatikan  hasil visualisasi fragmen
tersebut, pita DNA nya cukup bagus
(jelas). Oleh karenanya, pada beberapa
subjek, analisis gen pvmdrl tidak bisa
secara utuh disajikan karena ada fragmen-
fragmen yang tidak bisa dianalisis. Dari 83
subjek yang disekuensing, hasil yang dapat
dianalisis secara utuh (kelima fragmen),
sebanyak 59 subjek (71%). Pada 59 subjek
tersebut, ditemukan 5 SNP yang
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Identifikasi Single Nucleotida Polymorphism (SNP)...(Ervi dkk.)

mengalami  perubahan asam amino
(nonsynonomous) pada tittk G698S,
MO908L,Y976F, L1076F, dan K1261E di
mana masing-masing berasal dari mutasi
nukleotida yaitu: G2092A, A2727C,
A2927T, T3226C dan A3781G

Penelitian tentang identifikasi SNP
yang terdapat pada gen pvmdrl telah
dilaporkan dalam beberapa penelitian
sebelumnya.*'®  Dibandingkan dengan
penelitian-penelitian sebelumnya, ternyata
ke lima SNP tersebut sudah pernah
dilaporkan. SNP Y976F dan L1076F
merupakan SNP yang selalu muncul pada
setiap analisa gen pvmdrl yang
dilaporkan4'10, sementara G698T dan
MO0SL  dilaporkan pada  penelitian
Barnadas etal® dan KI261E pada
penelitian Imwong etal’. Suwanarusk
et.al' dalam penelitiannya melaporkan
bahwa isolat lapangan dari Thailand dan
Timika (Propinsi Papua) memperlihatkan
ada hubungan antara keberadaan SNP
Y976F gen pvmdrl yang semakin tinggi
dengan berkurangnya sensitivitas terhadap
klorokuin in vitro. Mutasi 976F pada
pvimdrl terdapat pada 96% (123/128)
isolat Papua (klorokuin sudah resisten) dan
25% (17/69) dari isolat Thai (klorokuin
masih sensitif). Sementara itu, Brega et.al’
melaporkan, dari beberapa daerah yang
berbeda endemisitas (Thailand 9,
Indonesia 3, Turkey 3 , Azerbaijan 4 dan
French Guyana 4), mutasi Y976F
diobservasi hanya pada 6 (26%) dari 23
sampel: 4 sampel dari Thailand dan 2 dari
Indonesia. Sangat mengagetkan, tidak ada
mutasi Y976F yang ditemukan pada
sampel dari French Guyana di mana CQR
pada P.vivax telah dilaporkan Hasil yang
mirip juga ditemukan pada penelitian
Bernadas et.al* yang meneliti pada 3 site :
Selatan (5 subjek), Barat (53 subjek), dan
Pusat (22 subjek) melaporkan bahwa dari
80 subjek tersebut, menemukan 10
mutasi yang nonsynonymous : F194Y,
S510T, S513R, 1636T, G698S, A829V,
M908L, T958M, Y976F, dan F1076L .
Mutasi M908L, T958M, dan F1076L

ditemukan 100% disetiap site, berikut
disususl oleh S513R, G698S, dan Y976F
(96.3%-98.8%). Sisanya hanya 1.3%-
7.5%. Bernadas berkesimpulan bahwa
mutasi Y976F tidak bermanfaat untuk
memonitoring CQR yang telah ada di
Madagaskar.

Peneliti lain, Lu etal® dengan
menggunakan referensi Sal 1 sebagai wild
type, mengidentifikasi 5 mutasi non
synonomous yaitu: S513R, YO976F,
F1076L , K997R dan KI1393N. Mutasi
Y976F ditemukan pada isolat Thailand
(17.9%), Myanmar (13.3%), dan Papua
New Guinea (PNG,100% sampel hanya
1), tetapi tak satu pun dari Republic of
Korea (ROK). Sementara mutasi pada
posisi F1076L terdapat pada isolat ROK
(100%), Thailand (60.7%), dan Myanmar
(46.7%). Seperti diketahui, PNG adalah
daerah dari Indonesia di mana P.vivax
pertama kali dilaporkan (1989) resisten
terhadap klorokuin (CQR)", begitu juga
Myanmar juga dilaporkan telah resisten
dengan klorokuin. Sementara di Thailand
dan ROK, klorokuin masih sensitif walau
baru-baru ini beberapa kasus sudah
dikonfirmasi resisten klorokuin di ROK®.
Tidak ada isolat dengan resistensi tingkat
tinggi yang ditemukan pada penentuan
kesensitivan secara in vitro.

Beberapa SNP yang diteliti pada gen
pvimdrl dan pvcrt-o dari isolat P.vivax
SNP Y976F menunjukkan  frekuensi
cukup tinggi (97.8%-100%,) namun tidak
memperlihatkan adanya hubungan dengan
CQR**7, Orjuelau- Sanchez et al.” pada
orang-orang Brazil dari daerah Amazon
CQR sudah bersirkulasi tetapi analisis
SNP pada sekuens koding dan non koding
gen pvmdrl dan pvcrt-o menunjukkan
tidak ada hubungan dengan CQR. Di
samping itu, walau mereka mendeteksi
SNP cukup banyak (24 SNP), tetapi
mereka  tidak menemukan SNP pada
posisi homolog dengan pfmdrl

Pada penelitian ini, fragmen ke 4 yang
mengandung asam amino kodon 976,
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memperlihatkan bahwa semua subjek yang
sukses disekuensing (70/70, 100%) adalah
bertipe mutant (976F). Perubahan Y--->F
pada  kodon 976 (TAC--->TTC)
diobservasi pada semua subjek. Hasil ini,
memperkuat penelitian sebelumnya14 yang
subjeknya dari puskesmas yang sama, di
mana Y976F yang terdeteksi pada
penelitian monitoring obat DHP dengan
teknik PCR-mismatch primer, memper-
lihatkan semua hasil positif mutant (63
subjek).

Kesimpulan

Ditemukan 5 SNP yang non
synonymous  yaitu:  G698S, MO90SL,
YO76F, L1076F, dan K1261E. Walau ke 5
SNP ini sudah dilaporkan oleh peneliti-
peneliti lain sebelumnya, data ini, dapat
dijadikan sebagai data dasar untuk
pengembangan  lebih  lanjut  terkait
resistensi obat antimalaria pada P.vivax
berdasarkan data sendiri.

Saran

SNP-SNP  yang  ditemukan  perlu
diaplikasikan pada sampel arsip uji klinik
di mana ada dua kelompok yaitu yang
gagal dan sukses pengobatan. Apakah
SNP-SNP yang ditemukan pada penelitian
ini sama atau tidak dengan yang di dua
kelompok sampel uji klinik. Pemunculan
SNP dapat sebagai bentuk alternatif variasi
sekuens dan bisa untuk identifikasi gen
atau penelitian pemetaan.
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