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alignment untuk mengidentifikasi kesamaan. Aplikasi lainnya 
dari molckuler phylogeny adalah DNA barcoding, dirnana 
spesies dari organisme individu diidentifikasi menggunakan 
bagian kccil mitokondria DNA. Aplikasi lainnya dari teknik 
perneriksaan genetik untuk menentukan paternitas anak dan 
juga pada kasusforensic criminal yang dikenal sebagai sidik 
jari genetika? 

Dengan pertimbangan bahwa sampai saat ini belum 
pernah clilakukan analisis molekuler phylogenetic Human Im 
munodeficiency Virus (HIV) pada penderita yang terinfeksi 
HfV di Surabaya, Jawa Timur, maka clirasakan perlu d.ilal<ukan 
penelitian analisis molckulcrphylogenetic HN pada penderira 
yang terinfeksi HIV di Surabaya, Jawa Timur. 

Maj Kcdokt Indou, Volum: 60, N'""" 4, AC) 

Pcndahuluan 
Plivlog enetic merupakan studi cvolusi yag ber 

hubungan dcngan bcrbagai kclompok organisme (spcsics, 
populasi) yang diternukan melalui data sekuensing molekuler 
dan data matrik morfologi. Is Lilah phylogenetics berasal dari 
Yunani dari istilah pliyle/phylon yang bcrarti suku/ras dan 
genetikos yang berarti "berhubungan dengan kelahiran.1 

Bidang ini turnpang tindih dengan ilmu sistematikph.yloge 
netic atau cladisni, dirnana hanya pohon phylogenetic yang 
digunakan untuk membatasi takson, dan masing-masing 
menggambarkan kclornpok yang diwarisi mcrnpunyai 
hubungan dengan individu. 

Pendekatan yang paling sering digunakan adalah 
pcrbundingan urutan gen menggunakan teknik sequence 
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3.2 Elektroforesis agar hasil purifikasi DNA 
Pada semua DNA HIV rnurni hasil PCR yang positif dari 

sampel dilakukan clcktroforesis dengan diaplikasikan pada 
agarose low melting 2% dalam larutan dapar TBE 0,5 X yang 

3.1 Purifikasi DNA HIV hasil PCR 
Purifikasi DNA HIV hasil PCR dilakukan dengan 

Ql/vquick-spin PCR purification kit dari Qiagene atau 
dengan rnetode phenol-chloroform purification dan setelah 
diperoleh DNA HIV rnurni diaplikasikan pada low melting 
agarose. 

3. Sekuensing 
Pada hasil PCR yang positif, selanjutnya dilakukan 

sekuensi.ng dcngan 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: 

2.4 Pembuatan Joto dari hasil gel elektroforesis 
Untuk dokurnentasi hasil, dilakukan pengambilan foto 

dengan menggunakan kamera digital. 

2.3 Elektroforesis agar 
Pada basil amplifikasi DNA VHB dilakukan elektroforesis 

dengan menggunakan agarosa 2 % dalam Jarutan dapar TBE 
0,5 X yang mengandung ethidium bromide. cDNA HIV dari 
sampel-sampel, kontrol negatif (digunakan akuades), kontrol 
positif serta marka (0x 174/Hae Ill digest) yang sudah 
diseparasi dapat di Ii hat di bawah sinar ultraviolet. 

GACTCGGCTTGCT-3'danJA-1545'-CCCATGCATTCA 
AAGTTCTAG GTG A- 3'.:ui Demikianjuga ulangan ekstraksi 
PCR, digunakan primer yang sama, Ulangan PCR ini juga 
ditujukan pada daerah genom HIV: gag pl7 dan dilakukan 
sebagai upaya menjaring hasil positif yang Jebih banyak. 

Primer lain yang cligunakan dalarn upaya menjaring 
kepositifan pemeriksaan PCR RNA HIV yang lebih banyak 
adalah pri.merda.nlnvit,vgen: JA-114: 5'-TCTCTTCTACTA 
CTTTIACCCATG C-3', JA-115: 5'-GGCTCCTTCTGA TAA 
TGCTGAAAAC-3'daoJA-117: 5'-GCA TIT AAAGTTCTA 
GTTCTAGT/GTGA-3'.3 

Untuk reaksi amplifikasi pada PCR HIV ini juga 
digunakan Kit PCR mixed Fermentas untuk pemeriksuan sec 
ond round PCR dan pada PCR I apabila ekstraksi RN A HIV 
mcngunakan Fermcntas. PCR (1 tahap rnaupun 2 tahap) 
masing-masing dikerjakan sebanyak 40 siklus dan digunakan 
suhu pendahuluan 94°C selama 5 menit, kemudian untuk 
masing-masing siklus: 94°C untuk denaturasi selama 1 menit, 
60°C untuk annealing selama 1 menit, dan 72°C untuk 
ekstensi selama 3 menit. Untuk keperluan PCR ini digunakan 
primer daerah genom gag pl7 HIV tersebut di atas dapat 
digunakan untuk perneriksaan phylogenetic HIV.5 
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2.2 Reaksi amplifikasi dengan PCR 
Pada rcaksi One Step PCR digunakan pasangan primer: 

JA-152 5' -ATC TCT AGC AGT GGC GCC CGAACA G- 3' 
danJA-155 5'-CTGATAATGCTGAAAACATGG GTAT 
- 3' yang apabila dipcrolch hasil yang negatif, dilanjutkan 
dcngan second round PCR HlV menggunakan pasangan 
primer Iuvitrogen, yaitu: JA-153 5' - CTC TCG ACG CAG 

2.1 Ekstraksi RNA HIV dari serum dan sintesis cDNA HIV 
Ekstraksi RNA HIV ditujukan pada daerah gcnom HIV: 

gag pl7.RNA HIV dieksiraksi dari serum dengan metoda 
ekstraksi menggunakan rcagcn One Step Reverse Transcrip 
t ion (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR) Test 
( Invirogen) scsua.i petunjuk pada kit. Apabila sampai saat 
deteksi basil PCR dcngan clcktroforesis diperolch hasil yang 
masih ncgatif, maka ekstraksi RN A mv diulang menggunakan 
RNAzol sesuai petunjuk pada kit yang dilanjutkan, 
menggunakan primer autisense tersebut di atas. 

2. Petneriksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) HIV 
Dalam penelitian ini, dilakukan pemeriksaan PC HIV 

unntuk mendeteksi cDNA HIV, dcngan tahapan: ekstraksi 
RNA HIV dari serum dan sintesis cDNA HIV, reaksi 
amplifikasi dengan PCR, elekiroforesis agar, dan pembuatan 
foto dari hasil gel elektroforesis. 

Pemeriksaan Laboratorium 
1. Pemeriksaan Anti-HIV 

Dalarn penelitian ini, dilakukan pemeriksaan anti-HIV 
dalam plasma darah penderita tersebut, Pemeriksaan amibodi 
menggunakan Tri-line HIV Rapid test Device dari Aeon, dan 
untuk HIV 1/2/0 berupa strip, Foresign HIV 1!'210 Antibody 
EIA Tes! Kit dariJ\con scrtaAnti-HlV 1 +2/Subtype O EUSA 
dariAxiom. 

Mcloclc Pcnclitian 

Sampel Daralt 
Pcnclitian ini merupakan Cross sectional study. Lima 

puluh satu (51) sampcl darah di Institute of Tropical Disease 
yang berasal dari pasien yang dicurigai rnenderita HN pcriode 
2009. Pada sampel darah akan dilakukan pcmeriksaan antibiodi 
terhadap HlV dcngan metoda, yaitu: strip test, EIA dan EIJSA 
lest, dan perneriksaan PCR tcrhadap RNA HIV. Hasil PCR 
HIV yang positif akan disekuensing untuk pcncliiian 
"Analisis molckuler phylogenetic HIV pada pcndcrita yang 
teri.nfeksi HIV di Surabaya Jawa Timur". 

Plasma darah yang digunakan adalah sisa pcmcriksaan 
rutiu, yang saat pengambilan darah ditcrnpatkan dalam 
tabung pernusing steril dcngan anti-koagulan, kemudian 
dilakukan pemusingan untuk mcndapatkan plasmanya. 
Plasma yang Lelah dipisah, dipindahkan ke dalam tabung 
Eppcndorf stcril ukuran 1,5 ml secara steril pula dan disi.mpan 
pada -800C sampai saat pemcriksaan anti-HIV dan RNA HIV 
dilakukan. 
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Diskusi 
Lima puluh satu pasien dengan suspect terinfeksi HIV 

ini di RSU Dr. Soetomo dalarn penelitian ini rerata umurnya 
32,9 tahun clan kisaran urnur 23 sarnpai dengan 56 tahun. 
Pasien dengan suspect terinfeksi HIV terdiri dari 35 orang 
Iaki-laki dcngan rerata umur 32,9 tahun dan kisaran umur 23 
tahun sampai dengan 53 tahun serta 16 orang perempuan 
dcngan rerata urnur 32,9 tahun clan kisaran unur 24 tahun 
sampai dcngan 56 tahun. Rangkuman data jenis kclamin clan 
urnur penderita clengan suspect terinfeksi HIV clitampilkan 
pada Tabel l. 

Hasil, antibodi terhadap HIV tercleteksi pada 96,08% (49/ 
51) penderita suspect HIV dan RNA HIV terdeteksi pada 
57, 14% (28/49). Pada analisis selanjutnya clari 21 nukleoticla 
gen gag pl 7 HIV yang dianalisis, semua adalah CRF, terutama 
HIV subtipe CRFOl-AE yang menempati satu cabang dengan 
HIV CRFO 1-AE yang berasal dari Asia, yaitu Thailand, J epang, 
Malaysia, Cina dan Hongkong, kecuali satu sampel. Satu 
sampel tersebut mempunyai insersi 18 nukleotida nampaknya 
sepcrti subtipe HN yang ba.ru. 

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

28/49 (57,14%) 
0/2 (0%) 

49/51 (96,08%) 
2/51 (3,92%) 

Posilif 
Negatif 

PCR HIV Antibodi HIV 

Tabel 2. Hasil Amplifikasi PCR HIV pada Pendcrita Suspect 
HIV 

Untuk mengetahui genotip HIV, urutan nuk.leoticla yang 
didapat pada penelitian ini dibanclingkan clengan urutan 
nukleotida yang sudah dipublikasi. Hasil selengkapnya 
sarnpel clengan antibodi dan PCR yang positif dalam penelitian 
ini dapat dilihat pada Tabel 2. 

Jenis Kelamiu Jumlah Pcndcr ltn Rcrata dan Kisurun 
(%) 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) 

Tubcl 1. Jeuis Kclamin dan Umur Sampel l'endcrita 

Hasil Penclitian 
Dalarn penelitian ini digunakan 51 sampcl sera yang 

berasal dari pasien dengan suspect terinfeksi Human Acquired 
Immunodeficiency Virus (HIV) yang berobat di praktek dokter 
swasta clan memeriksakan darahnya di laboratorium di ITD. 

untuk pemeriksaan serologi, dilakukan di laboratorium swasta. 
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Lokasi Peuelitian 

Pelaksauaan pcmcriksaan laboratorium c.Jari sisi 
molckulcr sernua clilaksanakan di laboratorium HN, Institute 
of Tropical Disease (lTD), Universitas Airlangga, scdangkan 

Aualisis Phylogenetic Hasil Sequencing 
Selanjutnya clilakukan analisis molckuler nukleotida 

hasil sckuensing DNA HlVyang dipcroleh dari serum sampel 
penderita, clan dibandingkan dcngan sekuens nukleotida 
clari gcnotipe HCV yang pcrnah dipublikasi sebelumnya, 
clengan program Genetyx Ver.9 mcnggunakan komputer. 
Tujuannya untuk mengetahui urutan nukleotida/variasi clari 
gcnotipc VHB pada penderita tersebut. 

3.6 Elektroforesis dengan mesin Sequencer AB! 310 
Pada basil PCR labeling prosequencing yang sudah 

dimurnikan, berisi fragmen-fragrnen nukleotida yang telah 
diarnplifikasikan dari daerah genom HIV yang dituju. 
Selanjutnya dilakukan analisis sekuens nukleotida dengan 
metocle direct sequencing dengan diaplikasikan pada mesin 
AB! 310 sequencer DNA dari Applied Biosystems, Inc. 

Pada proses ini melibatkan penggunaan capiller buffer 
with Ethylene Diamine Tetra Acetate (EDTA), HiDi 
fonnammide, tabung untuk sckuensing 0,5 ml dengan septa, 
dari Apllied Biosystems, Inc. 

3.5 Purifikasi DNA hasil PCR labeling prosekuensing 
Purifikasi DNA dari PCR labeling prosekuensing 

dilakukan clengan proses prcsipitasi menggu.nakan etanol 
dan sodium asetat. Selanjutnya DNA kering disirnpan sampai 
saatnya diaplikasikan pada mesin sequencer setelah 
dicampur dengan reagcn-reagen sekuensing dari Applied 
Biosystetn. 

3.4 Labelling DNA murni dengan PCR prosekuensing 
Hasil purifikasi DNA mengunakan Q!Aquick Gel Ex 

traction kit dari Qiagen, dilakukan PCR prosekucnsing 
(untuk labeling) menggunakan salah satu primer yang 
dipakai dalam PCR sebelumnya. Pada tahap ini dilakukan 
labeling dengan dye dideoxy nukleotida trifosfat yang 
sudah dilabel, yaiiu rnenggunakan Bigdye Termination Kit 
V 1.1 dari Applied Biosystem. 

3.3 Purifikasi DNA HIV dari low melting agarosa 
Sclanjutnya, band yang dikehendaki dipotong dari 

agarosa low melting dilakukan puri fikasi DNA lagi dengan 
mcnggunakan Q!Aquick Gel Extraction kit dari Qiagen, 
sesuai dcngan prosedur yang Lcrlampir pada kit. 

mengandung ethidiuin bromide. DNA HIV clari sampel 
sarnpc l (Lanpa konuol positif clan negatif) yang 
dielckiroforesis clan sudah diseparasi dapat dilihat di bawah 
sinar uluaviolet long wave. Tahap ini clilakukan untukmelihat 
keberhasilan proses purifikasi, 
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Daltar Pustaka 

Kesimpulan 
Dari penelitian ini berdasar urutan nukleotida daerah 

gag pl 7, dapat disimpulkan: HIV di Surabaya, Jawa Timur 
sebagian besar terclapat dalam satu kelompok clengan 
kelompok Circulating Recombinant Forms dan terutama 
adalah CRFOI-AE yang juga terdapat di berbagai negara di 
Asia. Satu sarnpel HIV mempunyai insersi 18 nukleoticla yang 
masih perlu diteliti lebih lanjut apakah memang merupakan 
subtipe HIV yang baru. 

Telah dikemukakan bahwa identifikasi HIV-1 yang 
berbecla clalam env menyebabkan HIV clikelompokkan 
menjad.i: M, N clan 0. 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 clan K.8•11 Subtipe HIV ini 
selanjutnya dibagi lagi menjadi subsubtipe, yaitu antara lain 
Al, A2, Fl clan F2.9 Dikernukakan bahwa subtipe HIV yang 
berbeda dapat berbecla pula pada efek transrnisi (penu 
larannya), timbulnya rcsistensi obat, maupun perogresifitas 
penyakit. lOVariasi genetik an tar subtipe HIV-1 pada gen gag 
berkisar 20% rnenurut Tebit, 12 clan menurut Ndembi 2009 
berkisar 25-35% dan c!idalam subtipe berkisar 15-20%.10 

Telah dikemukakan pula bahwa prevalen terbanyak 
adalab subtipc B (diternukan tcrutarna di Amerika Utara dan 
Eropa), Adan D (Afrika), C (Afrika danAsia). Subtipe tersebut 
membentuk cabang clalam pobon genetik yang meng 
gambarkan kerurunan dari kelompok M dari HIV- I. Koinfeksi 
clengan subtipe yang berbeda rnenyebabkan peningkatan 
circulating recombinant forms (CRFs). Pada tabun 2000, 
dibuat analisis global subtipe prevalen, yaitu: 47,2% infeksi 
di selurub clunia adalah subtipe C, 26,7% aclalah subtipe N 
CRF02-AG, 12,3% adalah subtipe B, 5.3% adalah subtipe D, 
3.2% adalah CRF-AE, dan sisanya 5.3% terdiri dari subtipe 
Iain dan CRFs. 13 Sebagian besar penelitian HIV- I berfokus 
pacla subtipe B, seclangkan seclikit yang lainnya berfokus 
pada subtipe lain.14 
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Pada 51 plasma pasicn tcrsebut sernua diperiksa antibocli 
terhadap HIV, yaitu dengan pemeriksaan antibodi 
mcnggunakan Tri-line HIV Rapid Test Device dariAcon untuk 
HlV 1/2/0 berupa strip, Foresight HIV 1/2/0 Antibody EIA 
Test Kit da.ri Aeon serta Anti-HIV 1 +2/Subtype O ELISA dari 
Axion. Penggunaan kctiga rnacam pemeriksaan untuk antibodi 
terhadap Hl V ini d.imaksudkan untuk mcnghindari kesalahan 
dalam pembuatan diagnosis. Hal ini clilakukan karena diag 
nosis terinfeksi HIV rnerupakan diagnosis yang berdampak 
sangat Juas, tidak hanya terhadap pasien, namun juga 
tcrhadap lingkungan sekitarnya maupun upaya pengendalian 
yang dilakukan pcmerintah. 

Hasil pemeriksaan antibodi terhadap HN pada 51 plasma 
penderita tersebut didapatkan 2 plasma penderita mem 
bcrikan basil pemeriksaan antibodi yang ncgatif dan 48 se 
rum pcnderita rnembcrikan basil yang positif lcrhadap ketiga 
macam pemcriksaan antibocli terhadap HIV. Pada basil 
perneriksaan antibodi terhadap HIV yang positif maupun 
negatif ini dilakukan PCR untuk dacrah gen gag HIV. 

Dctcksi asam nuk]eat HIV dengan PCR merupakan 
rnetoda pilihan untuk diagnosis infeksi HIV pada keadaan 
deteksi anubodi masih memberikan hasil negatif.7 Pada 
pemeriksaan PCR clalam penelitian ini, cligunakan pasangan 
pasangan primer yang telah digunakan dan dipublikasikan 
dalam jurnal internasional.4·6 Dari 51 sampel tersebut, pada 
pcrncriksaan PCR dari gen gag p71 HIV clidapatkan basil 
pemeriksaan PCR positif pada 28 sarnpel yang semuanya 
berasal dari sampel dengan antibodi positif. Pada sampel 
clcngan pcrncriksaan antibodi terhadap HIV positif clan 
pemeriksaan PCR HIV positif pada penderita tersebut masih 
mengandung RNA HIV, sehingga masih mempunyai potensi 
untuk menularkan virus HJ V Pada sampel yang negatif pada 
penggunaan pasangan primer dalam penelitian ini 
kemungkinan tcrjadi perubahan/mutasi urutan nuklcotida 
pada tempat mclekatlannealing primer, sehingga primer tidak 
dapat mclekat!annealing yang berakibat basil PCR negatif. 
Pasangan primer dalam penelitian ini mcrupakan pasangan 
primer yang apabila dipakai PCR dan dapat mernberikan 
amplifikasi nuklcotida yang positif, rnaka setelah dilakukan 
sekuensing, urutan nukleoticla yang didapat digunakan untuk 
mengetahui genotip HIV. 

DNA HIV basil amplifikasi PCR selanjutnya dimurnikan 
dan dilakukan sekuensing dengan menggunakan mesin se 
quencer ABI-310. Dari hasil sekucnsing yang d.iperoleh, 
kcmudian dilakukan analisis molekuler untuk mcngetahui 
genotip H1V dan homologi urutan nukleotida yang didapat, 
Untuk ruengetahui genotipe HIV, urutan nuklcotida basil 
sekucnsing yang dipcroleh dalam pcnclitian ini dibandingkan 
dcngun urutan nuklcotida VHB genotipe Iain yang Lelah 
dipublikasi."!' Kcmudian dianalisis clan dibuat pohon phy 
logenetic. Urutan uukleotida basil sekuensing yang 
cliperolch dari sampel pasien suspect HIV ini akan dipakai 
untuk mcngetahui aclanya variasi gcnctik ataupun mutasi 
pada DNA basil PCR dalam pcnclitian ini, 
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