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Abstrak: Human Immunodeficienncy Virus type 1 (HIV-1) diklasifikasikan dalam 3 grup: grup

M (main), grup O (outlier) dan grup N (non-M/non-O). Penyebab utama epidemi infeksi HIV

didunia adalah grup M, yang dalam phylogenetic selanjutnya dibagi menjadi 10 subtipe atau

clades, yaitu: A-D and F-K. Klasifikasi phylogenetic HIV-1 dapat dilakukan berdasar antara

lain analisis sekuens daerah genom gag p17 atau genom utuh HIV. Belum diketahui distribusi

subtipe HIV pada penderita yang terinfeksi HIV di Surabaya, Jawa Timur. Tujuan penelitian

untuk mendapatkan hasil analisis molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency Virus

(HIV) pada penderita yang terinfeksi HIV di Surabaya, Jawa Timur. Deteksi antibodi terhadap

HIV-1 dilakukan dengan 3 teknik, yaitu: paper strip, dan EIA (Acon) serta ELISA (Axiom)

dilakukan pada 51 sampel plasma pasien suspect HIV di Surabaya, Jawa Timur. Deteksi RNA

HIV dilakukan dengan One Step Reverse Transcription (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR)

Test (Invirogen) menggunakan pasangan primer berdasar gen gag daerah p17. Hasil pemeriksaan

PCR HIV yang positif disekuensing dan dianalisis menggunakan program Genetyx 9 Version

untuk menentukan subtipe HIV. Antibodi terhadap HIV terdeteksi pada 96,08% (49/51) penderita

suspect HIV dan RNA HIV terdeteksi pada 57,14% (28/49). Pada analisis selanjutnya dari 21

nukleotida gen gag p17 HIV yang dianalisis, semua adalah CRF, terutama HIV subtipe CRF01_AE

yang menempati satu cabang dengan HIV CRF01_AE yang berasal dari Asia, yaitu Thailand,

Jepang, Malaysia, Cina dan Hongkong, kecuali satu sampel. Satu sampel tersebut mempunyai

insersi 18 nukleotida nampaknya seperti subtipe HIV yang baru, namun masih perlu diteliti

lebih lanjut. Sebagai kesimpulan, dari gen gag p17 HIV dalam penelitian ini, satu HIV mempunyai

insersi 18 nukleotida dan subtipe HIV di Surabaya, Jawa Timur terutama adalah CRF01-AE

yang menempati cabang yang sama dengan subtipe CRF01-AE HIV di Asia pada umumnya.

Kata kunci: Subtipe HIV, gen gag p17, Surabaya, Indonesia
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Abstract: The Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) isolates are classified in three main

groups: group M (main), group O (outlier) as well as group N (non-M/non-O). The HIV-1 M

group, responsible for the majority of infections in the HIV-1 worldwide epidemic, can be further

subdivided into 10 recognized phylogenetic subtypes or clades, A–D and F-K. HIV-1 phylogenetic

classifications are currently based on nucleotide sequences derived from such as gag p17 region

of the same isolates or on full-length genome sequence analysis. We do not know HIV subtype

distribution in HIV suspected patients, in Surabaya, East Java. The aims of this study was to do

molecular analysis HIV in patients with HIV infection, in Surabaya, East Java. Antibody to HIV

were detected using 3 methods, paper and EIA (Acon) and ELISA (Axion) techniques from 51

plasma obtained from the patients suspected HIV infection, in Surabaya, Indonesia All of the

samples were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) using pairs of primers based on

HIV gag p17 genes. The PCR positive samples were sequenced and analysed to identify the HIV

subtype using Genetic Version 9 program. Fourty nine (96,08%) HIV antibody were detected

from 51 patients suspected HIV infection and 57,14% (28/49) HIV RNA determination positives.

All of 21 positives HIV DNA except one sample that have been analyzed was CRFs of HIV with

mayority CRF01-AE subtype similar with HIV CRF01-AE subtype in Asia countries, e.g. Thai-

land, Japan, Malaysia, Cina and Hongkong. Those one sample has 18 nucleotides insertion look

like a HIV new subtype but it is needed to confirm further. From gag p7 HIV gene in this study, one

HIV has and CRF01-AE is majority HIV subtype in Surabaya, East Java which is located in the

same branch with HIV common CRF01-AEHIV subtype in Asia.

Key words: HIV subtype, gag p17 gene, Surabaya, Indonesia

Pendahuluan

Phylogenetic merupakan studi evolusi yag ber-

hubungan dengan berbagai kelompok organisme (spesies,

populasi) yang ditemukan melalui data sekuensing molekuler

dan data matrik morfologi. Istilah phylogenetics berasal dari

Yunani dari istilah phyle/phylon yang berarti suku/ras dan

genetikos yang berarti “berhubungan dengan kelahiran.1

Bidang ini tumpang tindih dengan ilmu sistematik phyloge-

netic atau cladism, dimana hanya pohon phylogenetic yang

digunakan untuk membatasi takson, dan masing-masing

menggambarkan kelompok yang diwarisi mempunyai

hubungan dengan  individu.

Pendekatan yang paling sering digunakan adalah

perbandingan urutan gen menggunakan teknik sequence

alignment untuk mengidentifikasi kesamaan. Aplikasi lainnya

dari molekuler phylogeny adalah DNA barcoding, dimana

spesies dari organisme individu diidentifikasi menggunakan

bagian kecil mitokondria DNA. Aplikasi lainnya dari teknik

pemeriksaan genetik untuk menentukan paternitas anak dan

juga pada kasus forensic criminal yang dikenal sebagai sidik

jari genetika.2

Dengan pertimbangan bahwa sampai saat ini belum

pernah dilakukan analisis molekuler phylogenetic Human Im-

munodeficiency Virus (HIV) pada penderita yang terinfeksi

HIV di Surabaya, Jawa Timur, maka dirasakan perlu dilakukan

penelitian analisis molekuler phylogenetic HIV pada penderita

yang terinfeksi HIV di Surabaya, Jawa Timur.

Analisis Molekuler Phylogenetic Human Immunodeficiency Virus (HIV) pada Pasien
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Metode Penelitian

Sampel Darah

Penelitian ini merupakan Cross sectional study. Lima

puluh satu (51) sampel darah di Institute of Tropical Disease

yang berasal dari pasien yang dicurigai menderita HIV periode

2009. Pada sampel darah akan dilakukan pemeriksaan antibiodi

terhadap HIV dengan metoda, yaitu: strip test, EIA dan ELISA

test, dan pemeriksaan PCR terhadap RNA HIV. Hasil PCR

HIV yang positif akan disekuensing untuk penelitian

“Analisis molekuler phylogenetic HIV pada penderita yang

terinfeksi HIV di Surabaya Jawa Timur”.

Plasma darah yang digunakan adalah sisa pemeriksaan

rutin, yang saat pengambilan darah ditempatkan dalam

tabung pemusing steril dengan anti-koagulan, kemudian

dilakukan pemusingan untuk mendapatkan plasmanya.

Plasma yang telah dipisah, dipindahkan ke dalam tabung

Eppendorf steril ukuran 1,5 ml secara steril pula dan disimpan

pada -800C sampai saat pemeriksaan anti-HIV dan RNA HIV

dilakukan.

Pemeriksaan Laboratorium

1. Pemeriksaan Anti-HIV

Dalam penelitian ini, dilakukan pemeriksaan anti-HIV

dalam plasma darah penderita tersebut. Pemeriksaan antibodi

menggunakan Tri-line HIV Rapid test Device dari Acon, dan

untuk HIV 1/2/O berupa strip, Foresign HIV 1/2/O Antibody

EIA Test Kit dari Acon serta Anti-HIV 1+2/Subtype O ELISA

dari Axiom.

2. Pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) HIV

Dalam penelitian ini, dilakukan pemeriksaan PC HIV

unntuk mendeteksi cDNA HIV, dengan tahapan: ekstraksi

RNA HIV dari serum dan sintesis cDNA HIV, reaksi

amplifikasi dengan PCR, elektroforesis agar, dan pembuatan

foto dari hasil gel elektroforesis.

2.1 Ekstraksi RNA HIV dari serum dan sintesis cDNA HIV

Ekstraksi RNA HIV ditujukan pada daerah genom HIV :

gag p17.RNA HIV diekstraksi dari serum dengan metoda

ekstraksi menggunakan reagen One Step Reverse Transcrip-

tion (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR) Test

(Invirogen) sesuai petunjuk pada kit. Apabila sampai saat

deteksi hasil PCR dengan elektroforesis diperoleh hasil yang

masih negatif, maka ekstraksi RNA HIV diulang menggunakan

RNAzol sesuai petunjuk pada kit yang dilanjutkan,

menggunakan primer antisense tersebut di atas.

2.2 Reaksi amplifikasi dengan PCR

Pada reaksi One Step PCR digunakan pasangan primer:

JA-152 5' - ATC TCT AGC AGT GGC GCC CGA ACA G – 3'

dan JA - 155 5' - CTG ATA ATG CTG AAA ACA TGG GTA T

- 3' yang apabila diperoleh hasil yang negatif, dilanjutkan

dengan second round PCR HIV menggunakan pasangan

primer Invitrogen, yaitu: JA-153 5' - CTC TCG ACG CAG

GAC TCG GCT TGC T - 3' dan JA-154 5'- CCC ATG CAT TCA

AAG TTC TAG GTG A - 3'.3-6 Demikian juga ulangan ekstraksi

PCR,  digunakan primer yang sama. Ulangan PCR ini juga

ditujukan pada daerah genom HIV: gag p17 dan dilakukan

sebagai upaya menjaring hasil positif yang lebih banyak.

Primer lain yang digunakan dalam upaya menjaring

kepositifan pemeriksaan PCR RNA HIV yang lebih banyak

adalah primer dan Invitrogen: JA-114: 5'–TCT CTT CTA CTA

CTT TTA CCC ATG C-3', JA-115: 5'-GGC TCC TTCTGA TAA

TGC TGA AAA C-3' dan JA-117: 5'-GCA TTT AAA GTT CTA

GTT CTA GT/GT GA -3'.3

Untuk reaksi amplifikasi pada PCR HIV ini juga

digunakan Kit PCR mixed Fermentas untuk pemeriksaan sec-

ond round PCR dan pada PCR I apabila ekstraksi RNA HIV

mengunakan Fermentas. PCR (1 tahap maupun 2 tahap)

masing-masing dikerjakan sebanyak 40 siklus dan digunakan

suhu pendahuluan 940C selama 5 menit, kemudian untuk

masing-masing siklus: 940C untuk denaturasi selama 1 menit,

600C untuk annealing selama 1 menit, dan 720C untuk

ekstensi selama 3 menit. Untuk keperluan PCR ini digunakan

primer daerah genom gag p17 HIV tersebut di atas dapat

digunakan untuk pemeriksaan phylogenetic HIV.5

2.3 Elektroforesis agar

Pada hasil amplifikasi DNA VHB dilakukan elektroforesis

dengan menggunakan agarosa 2% dalam larutan dapar TBE
0,5 X yang mengandung ethidium bromide. cDNA HIV dari

sampel-sampel, kontrol negatif (digunakan akuades), kontrol

positif serta marka (Øx174/Hae III digest) yang sudah

diseparasi dapat dilihat di bawah sinar ultraviolet.

2.4 Pembuatan foto dari hasil gel elektroforesis

Untuk dokumentasi hasil, dilakukan pengambilan foto

dengan menggunakan kamera digital.

3. Sekuensing

Pada hasil PCR yang positif, selanjutnya dilakukan

sekuensing dengan tahapan: purifikasi DNA HIV hasil PCR,

elektroforesis agar hasil purifikasi DNA, purifikasi DNA HIV

dari low melting agarosa, labeling DNA murni dengan PCR

prosekuensing, purifikasi DNA hasil PCR labeling

prosekuensing, electroforesis dengan mesin Sequencer ABI

310, sebagai berikut:

3.1 Purifikasi DNA HIV hasil PCR

Purifikasi DNA HIV hasil PCR dilakukan dengan

QIAquick-spin PCR purification kit dari Qiagene atau

dengan metode phenol-chloroform purification dan setelah

diperoleh DNA HIV murni diaplikasikan pada low melting

agarose.

3.2 Elektroforesis agar hasil purifikasi DNA

Pada semua DNA HIV murni hasil PCR yang positif dari

sampel dilakukan elektroforesis dengan diaplikasikan pada

agarose low melting 2% dalam larutan dapar TBE 0,5 X yang
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mengandung ethidium bromide. DNA HIV dari sampel-

sampel (tanpa kontrol positif dan negatif) yang

dielektroforesis dan sudah diseparasi dapat dilihat di bawah

sinar ultraviolet long wave. Tahap ini dilakukan untuk melihat

keberhasilan proses purifikasi.

3.3 Purifikasi DNA HIV dari low melting agarosa

Selanjutnya, band yang dikehendaki dipotong dari

agarosa low melting dilakukan purifikasi DNA lagi dengan

menggunakan QIAquick Gel Extraction kit dari Qiagen,

sesuai dengan prosedur yang terlampir pada kit.

3.4 Labelling DNA murni dengan PCR prosekuensing

Hasil purifikasi DNA mengunakan QIAquick Gel Ex-

traction kit dari Qiagen, dilakukan PCR prosekuensing

(untuk labeling) menggunakan salah satu primer yang

dipakai dalam PCR sebelumnya. Pada tahap ini dilakukan

labeling dengan dye dideoxy nukleotida trifosfat yang

sudah dilabel, yaitu menggunakan Bigdye Termination Kit

V1.1 dari Applied Biosystem.

3.5 Purifikasi DNA hasil PCR labeling prosekuensing

Purifikasi DNA dari PCR labeling prosekuensing

dilakukan dengan proses presipitasi menggunakan etanol

dan sodium asetat. Selanjutnya DNA kering disimpan sampai

saatnya diaplikasikan pada mesin sequencer setelah

dicampur dengan reagen-reagen sekuensing dari Applied

Biosystem.

3.6 Elektroforesis dengan mesin Sequencer ABI 310

Pada hasil PCR labeling prosequencing yang sudah

dimurnikan, berisi fragmen-fragmen nukleotida yang telah

diamplifikasikan dari daerah genom HIV yang dituju.

Selanjutnya dilakukan analisis sekuens nukleotida dengan

metode direct sequencing dengan diaplikasikan pada mesin

ABI 310 sequencer DNA dari Applied Biosystems, Inc.

Pada proses ini melibatkan penggunaan capiller buffer

with Ethylene Diamine Tetra Acetate (EDTA), HiDi

formammide, tabung untuk sekuensing 0,5 ml dengan septa,

dari Apllied Biosystems, Inc.

Analisis Phylogenetic Hasil Sequencing

Selanjutnya dilakukan analisis molekuler nukleotida

hasil sekuensing DNA HIV yang diperoleh dari serum sampel

penderita, dan dibandingkan dengan sekuens nukleotida

dari genotipe HIV yang pernah dipublikasi sebelumnya,

dengan program Genetyx Ver.9 menggunakan komputer.

Tujuannya untuk mengetahui urutan nukleotida/variasi dari

genotipe VHB pada penderita tersebut.

Lokasi Penelitian

Pelaksanaan pemeriksaan laboratorium dari sisi

molekuler semua dilaksanakan di laboratorium HIV, Institute

of Tropical Disease (ITD), Universitas Airlangga, sedangkan

untuk pemeriksaan serologi, dilakukan di laboratorium swasta.

Hasil Penelitian

Dalam penelitian ini digunakan 51 sampel sera yang

berasal dari pasien dengan suspect terinfeksi Human Acquired

Immunodeficiency Virus (HIV) yang berobat di praktek dokter

swasta dan memeriksakan darahnya di laboratorium di ITD.

Tabel 1. Jenis Kelamin dan Umur Sampel Penderita

Jenis Kelamin Jumlah Penderita Rerata dan Kisaran

   (%) Umur (Tahun)

Pria   35 (68,63%)   33,5 (23-53)

Wanita   16 (31,37%)   32,3 (24-56)

Total   51 (100%)   32,9 (23-56)

Untuk mengetahui genotip HIV, urutan nukleotida yang

didapat pada penelitian ini dibandingkan dengan urutan

nukleotida yang sudah dipublikasi. Hasil selengkapnya

sampel dengan antibodi dan PCR yang positif dalam penelitian

ini dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil  Amplifikasi  PCR HIV  pada  Penderita  Suspect

HIV

Antibodi HIV PCR HIV

Positif 49/51 (96,08%)    28/49 (57,14%)

Negatif   2/51 (3,92%)      0/2 (0%)

Total 51/51 (100%)    28/51 (54,90%)

Hasil, antibodi terhadap HIV terdeteksi pada 96,08% (49/

51) penderita suspect HIV dan RNA HIV terdeteksi pada

57,14% (28/49). Pada analisis selanjutnya dari 21 nukleotida

gen gag p17 HIV yang dianalisis, semua adalah CRF, terutama

HIV subtipe CRF01-AE yang menempati satu cabang dengan

HIV CRF01-AE yang berasal dari Asia, yaitu Thailand, Jepang,

Malaysia, Cina dan Hongkong, kecuali satu sampel. Satu

sampel tersebut mempunyai insersi 18 nukleotida nampaknya

seperti subtipe HIV yang baru.

Diskusi

Lima puluh satu pasien dengan suspect terinfeksi HIV

ini di RSU Dr. Soetomo dalam penelitian ini rerata umurnya

32,9 tahun dan kisaran umur 23 sampai dengan 56 tahun.

Pasien dengan suspect terinfeksi HIV terdiri dari 35 orang

laki-laki dengan rerata umur 32,9 tahun dan kisaran umur 23

tahun sampai dengan 53 tahun serta 16 orang perempuan

dengan rerata umur 32,9 tahun dan kisaran unur 24 tahun

sampai dengan 56 tahun. Rangkuman data jenis kelamin dan

umur penderita dengan suspect terinfeksi HIV ditampilkan

pada Tabel 1.
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Pada 51 plasma pasien tersebut semua diperiksa antibodi

terhadap HIV, yaitu dengan pemeriksaan antibodi

menggunakan Tri-line HIV Rapid Test Device dari Acon untuk

HIV 1/2/O berupa strip, Foresight HIV 1/2/O Antibody EIA

Test Kit dari Acon serta Anti-HIV 1+2/Subtype O ELISA dari

Axion. Penggunaan ketiga macam pemeriksaan untuk antibodi

terhadap HIV  ini dimaksudkan untuk menghindari kesalahan

dalam pembuatan diagnosis. Hal ini dilakukan karena diag-

nosis terinfeksi HIV merupakan diagnosis yang berdampak

sangat luas, tidak hanya terhadap pasien, namun juga

terhadap lingkungan sekitarnya maupun upaya pengendalian

yang dilakukan pemerintah.

Hasil pemeriksaan antibodi terhadap HIV pada 51 plasma

penderita tersebut didapatkan 2 plasma penderita mem-

berikan hasil pemeriksaan antibodi yang negatif dan 48 se-

rum penderita memberikan hasil yang positif terhadap ketiga

macam pemeriksaan antibodi terhadap HIV. Pada hasil

pemeriksaan antibodi terhadap HIV yang positif maupun

negatif ini dilakukan PCR untuk daerah gen gag HIV.

Deteksi asam nukleat HIV dengan PCR merupakan

metoda pilihan untuk diagnosis infeksi HIV pada keadaan

deteksi antibodi masih memberikan hasil negatif.7 Pada

pemeriksaan PCR dalam penelitian ini, digunakan pasangan-

pasangan primer yang telah digunakan dan dipublikasikan

dalam jurnal internasional.4,6 Dari 51 sampel tersebut, pada

pemeriksaan PCR dari gen gag p71 HIV didapatkan hasil

pemeriksaan PCR positif pada 28 sampel yang semuanya

berasal dari sampel dengan antibodi positif. Pada sampel

dengan pemeriksaan antibodi terhadap HIV positif dan

pemeriksaan PCR HIV positif pada penderita tersebut masih

mengandung RNA HIV, sehingga masih mempunyai potensi

untuk menularkan virus HIV. Pada sampel yang negatif pada

penggunaan pasangan primer dalam penelitian ini

kemungkinan terjadi perubahan/mutasi urutan nukleotida

pada tempat melekat/annealing primer, sehingga primer tidak

dapat melekat/annealing yang berakibat hasil PCR negatif.

Pasangan primer dalam penelitian ini merupakan pasangan

primer yang apabila dipakai PCR dan dapat memberikan

amplifikasi nukleotida yang positif, maka setelah dilakukan

sekuensing, urutan nukleotida yang didapat digunakan untuk

mengetahui genotip HIV.

DNA HIV hasil amplifikasi PCR selanjutnya dimurnikan

dan dilakukan sekuensing dengan menggunakan mesin se-

quencer ABI-310. Dari hasil sekuensing yang diperoleh,

kemudian dilakukan analisis molekuler untuk mengetahui

genotip HIV dan homologi urutan nukleotida yang didapat.

Untuk mengetahui genotipe HIV, urutan nukleotida hasil

sekuensing yang diperoleh dalam penelitian ini dibandingkan

dengan urutan nukleotida VHB genotipe lain yang telah

dipublikasi.8-11 Kemudian dianalisis dan dibuat pohon phy-

logenetic. Urutan nukleotida hasil sekuensing yang

diperoleh dari sampel pasien suspect HIV ini akan dipakai

untuk mengetahui adanya variasi genetik ataupun mutasi

pada DNA hasil PCR dalam penelitian ini.

Telah dikemukakan bahwa identifikasi HIV-1 yang

berbeda dalam env menyebabkan HIV dikelompokkan

menjadi: M, N dan O. Kelompok M adalah yang paling sering

dijumpai dan terbagi menjadi 9 subtipe/clade berdasarkan

keseluruhan genom yang secara geografis berbeda, yaitu

subtipe A, B, C, D, F, G, H, J dan K.8-11 Subtipe HIV ini

selanjutnya dibagi lagi menjadi subsubtipe, yaitu antara lain

A1, A2, F1 dan F2.9 Dikemukakan bahwa subtipe HIV yang

berbeda dapat berbeda pula pada efek transmisi (penu-

larannya), timbulnya resistensi obat, maupun perogresifitas

penyakit.10 Variasi genetik antar subtipe HIV-1 pada gen gag

berkisar 20% menurut Tebit,12 dan menurut Ndembi 2009

berkisar 25-35% dan didalam subtipe berkisar 15-20%.10

Telah dikemukakan pula bahwa prevalen terbanyak

adalah subtipe B (ditemukan terutama di Amerika Utara dan

Eropa), A dan D (Afrika), C (Afrika dan Asia). Subtipe  tersebut

membentuk cabang dalam pohon genetik yang meng-

gambarkan keturunan dari kelompok M dari HIV-1. Koinfeksi

dengan subtipe yang berbeda menyebabkan peningkatan

circulating recombinant forms (CRFs). Pada tahun 2000,

dibuat analisis global subtipe prevalen, yaitu: 47,2% infeksi

di seluruh dunia adalah subtipe C, 26,7% adalah subtipe A/

CRF02-AG, 12,3% adalah subtipe B, 5.3% adalah subtipe D,

3.2% adalah CRF-AE, dan sisanya 5.3% terdiri dari subtipe

lain dan CRFs.13 Sebagian besar penelitian HIV-1 berfokus

pada subtipe B, sedangkan sedikit yang lainnya berfokus

pada subtipe lain.14

Kesimpulan

Dari penelitian ini berdasar urutan nukleotida daerah

gag p17, dapat disimpulkan: HIV di Surabaya, Jawa Timur

sebagian besar terdapat dalam satu kelompok dengan

kelompok Circulating Recombinant Forms dan terutama

adalah CRF01-AE yang juga terdapat di berbagai negara di

Asia. Satu sampel HIV mempunyai insersi 18 nukleotida yang

masih perlu diteliti lebih lanjut apakah memang merupakan

subtipe HIV yang baru.
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