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NI LUH AYU MEGASARI. Identifikasi Mutasi Terkait Drug Resistance Pada Gen
Protease Dan Reverse Transcriptase HIV-1 pada Pasien Treatment Naive dan
Treated dengan Berbagai Manifestasi Klinis di Kabupaten Buleleng, Bali

Human Immunodeficiency Virus (HIV) merupakan penyebab dari Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS). Sejak tahun 1987 hingga 2014, jumlah kumulatif
kasus infeksi HIV di Indonesia mencapai 150.296 orang. Bali merupakan provinsi
dengan jumlah kumulatif kasus HIV terbanyak kelima di Indonesia, yang mana pada
tahun 2014, jumlah kumulatif kasus HIV di Bali mencapai 9.637 kasus (Pusdatin
Kemenkes RI, 2014). Buleleng merupakan kabupaten dengan jumlah kasus HIV
terbanyak kedua di Provinsi Bali. Pada tahun 2012, jumlah kasus HIV di Kabupaten
Buleleng mencapai 211 kasus, yang mana 74 diantaranya adalah kasus AIDS (Dinas
Keschatan Provinsi Bali, 2014).

HIV-1 Grup M merupakan penyebab pandemi HIV di dunia (Korber ef al, 2001).
Grup M dibagi ke dalam sembilan subrype, dari A hingga K, dan tambahan subtipe
berupa circulating recombinant forms (CRF) dan wunique recombinant forms (URF)
(Rajarapu, 2014; Widiyanti et al, 2014). Subtipe berhubungan dengan tingkat transmisi
seksual dan transmisi vertikal, serta progresi infeksi menjadi AIDS. schingga dapat
berimplikasi pada manajemen infeksi (Renjifo et al., 2004, John-Stewart et al., 2005;
dan Kiwanuka et al., 2008).

Salah satu terapi yang diberikan bagi pasien HIV-1 adalah pengobatan dengan
antiretroviral (ARV). Terapi ARV yang saat ini diterapkan secara luas adalah
penggunaan gabungan beberapa jenis obat dengan target kerja berupa enzim protease
(PR) dan reverse transcriptase (RT) dan pada HIV-1 (Kemenkes RI, 2012; Engelman
dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014). Meskipun lebih efektif dibandingkan dengan
terapi tunggal, penggunaan ARV kombinasi berdampak pada munculnya strain HIV-1
vang resisten (Engelman dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014).

Idetifikasi subtipe dan resistensi dari HIV-1 akan dapat berkontribusi pada
manajemen terapi HIV-1 pada pasien. Salah satu upaya untuk mengidentifikasi subtipe
dan resistensi adalah dengan melakukan genotyping, utamanya pada gen pengkode
enzim PR dan RT yang menjadi target ARV (Moore ef al.. 2001; Van den Eede et al.,
2013).

Sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah plasma darah yang
diekstraksi dari darah (whole blood) pasien HIV-positif, baik treatment naive maupun
ireated manifestasi klinis berbeda-beda, yang berkunjung ke RSUD Kabupaten
Buleleng, Bali. Dari sampel plasma tersebut akan dilakukan ekstraksi RNA yang akan
digunakan untuk genotyping dalam beberapa tahapan, meliputi amplifikasi asam nukleat
dengan menggunakan nested PCR (kombinasi RT-PCR dan PCR) dan sekuensing. Hasil
sekuensing gen PR dan RT kemudian dibandingkan dengan database HIV Standford,
sehingga dapat diketahui subtipe dari HIV-1 dan dapat dilakukan identifikasi mutasi
terkait drug resistance. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi
yang bermanfaat bagi masyarakat.
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Latar Belakang

Human Immunodeficiency Virus (HIV) merupakan penyebab dari Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) (Widiyanti er al, 2014). HIV memiliki target
utama berupa sel limfosit T CD4, yang berperan penting dalam regulasi sistem imun.
Pengrusakan oleh HIV menyebabkan penurunan jumlah sel limfosit T CD4 secara
gradual dan progresif, sehingga sistem imun menjadi tidak kompeten dan rentan
terhadap berbagai infeksi (WHO, 2007).

Jumlah individu yang terinfeksi HIV cenderung meningkat dari tahun ke tahun.
Pada tahun 2005, terdapat 31,8 juta individu yang terinfeksi HIV secara global. Jumiah
tersebut meningkat menjadi 33,3 juta pada tahun 2010 dan 36.7 juta pada tahun 2015
(UNAIDS, 2016). Data Kementerian Kesehatan Republik Indonesia. menunjukkan
bahwa hingga tahun 2014, jumlah kumlatif penderita HIV sejak tahun 1987 mencapai
150.296 orang, sedangkan total kumulatif kasus AIDS adalah sebanyak 55.799 orang
(Pusdatin Kemenkes RI, 2014).

Bali merupakan provinsi dengan jumlah kumulatif kasus HIV terbanyak kelima di
indonesia. Pada tahun 2014, jumlah kumulatif kasus HIV di Bali mencapai 9.637 kasus
(Pusdatin Kemenkes RI, 2014). Kabupaten dengan jumlah kasus HIV terbanyak kedua
di Provinsi Bali adalah Kabupaten Buleleng. Pada tahun 2012, jumlah kasus HIV di
K abupaten Buleleng mencapai 211 kasus, yang mana 74 diantaranya adalah kasus AIDS
(Dinas Kesehatan Provinsi Bali, 2014).

Terdapat dua tipe HIV., yaitu HIV-1 dan HIV-2. HIV-1 dikaitkan dengan pandemi
infeksi HIV yang terjadi di dunia (Dougan et al., 2005). HIV-1 diklasifikasikan ke
dalam tiga grup utama, yaitu M (main). N (non-M non-0), dan O (outlier). Grup M
merupakan grup yang paling banyak ditemukan pada individu yang terinfeksi HIV-1.
Grup M dibagi ke dalam sembilan subtipe, dari A hingga K, dan tambahan berupa
circulating recombinant forms (CRF) dan unique recombinant forms (URF) (Korber et
al, 2001; Hemelaar et al., 2006; Hemelaar et al., 2011; Rajarapu, 20 14).

Subtipe HIV-1 yang bersirkulasi berbeda-beda secara global maupun regional
(Hemelaar et al., 2011). Pada tahun 2004-2007, subtipe C merupakan subtipe yang

paling dominan terdistribusi secara global, dengan persentase mencapai 48% total
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infeksi (Hemelaar et al., 2011). Di regio Asia Tenggara, termasuk Indonesia, subtipe
yang banyak ditemukan adalah CRFOI_AE (Taylor, 2008; Merati ef al., 2012; Kotaki ef
al., 2013; Khairunisa et al., 2014; Kotaki ef al., 2015) terhadap pasien HIV-positif di
Kota Surabaya juga menunjukkan bahwa subtipe yang paling banyak bersirkulasi adalah
CRFOI_AE.

Subtipe HIV-1 diketahui berhubungan dengan progresi infeksi menjadi AIDS
(Renjifo et al., 2004, John-Stewart ef al., 2005; dan Kiwanuka ef al., 2008). Salah satu
penanda progresi penyakit akibat infeksi HIV-1 yang dipengaruhi oleh subtipe adalah
kadar viral load. Individu yang terinfeksi oleh subtipe D memiliki tingkat virological
rebound (> 400 kopi/ml) setelah enam bulan terapi menggunakan obat antiretroviral
(ARV) yang lebih tinggi dibandingkan subtipe C, tetapi infeksi subtipe C dapat
menyebabkan virological rebound yang lebih cepat dibandingkan subtipe A dan B
(Geretti et al., 2009; Easterbrook et al., 2010). Individu terinfeksi subtipe C diketahui
memiliki kadar viral load plasma yang paling tinggi dibandingkan dengan subtipe A
ataupun D (Neilson et al., 1999). )

Infeksi HIV-1 menyebabkan timbulnya tanda dan gejala yang bervariasi, mulai
dari asimptomatik dan non-spesifik, hingga tanda dan gejala yang berat akibat adanya
ko-infeksi. Manifestasi Klinisi infeksi HIV-1 dapat diklasifikasikan dengan
menggunakan stadium Klinis atau clinical staging (I-IV). Pada stadium klinis yang
makin tinggi, biasanya berhubungan dengan jumlah CD4 yang semakin rendah dan viral
load yang semakin tinggi (WHO, 2005; Kemenkes RI, 2012).

Berbeda dengan tren kasus HIV yang meningkat, jumlah kasus AIDS di
Indonesia menunjukkan kecenderungan menurun sejak tahun 2012. Fenomena tersebut
terkait dengan penatalaksanaan yang diberikan kepada pasien HIV, utamanya
pemberian obat-obatan antiretroviral (ARV). Pemberian ARV bertujuan untuk
mencegah percepatan progresi menjadi AIDS. Pengobatan dengan ARV yang saat ini
banyak diterapkan adalah penggunaan beberapa jenis obat dengan target kerja berupa
enzim protease (PR) dan reverse transcriptase (RT) dan pada HIV-1. Terapi dengan
ARV kombinasi tersebut bersifat cukup poten dalam mensupresi viral loads dan tingkat
penularan HIV (Engelman dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014; Pusdatin Kemenkes
RI, 2014).

Meskipun lebih efektif dibandingkan dengan terapi tunggal, penggunaan beberapa

jenis ARV berdampak pada munculnya strain HIV-1 yang resisten. Adanya resistensi
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terhadap ARV akan dapat menurunkan efektivitas terapi yang diberikan, sehingga
mempengaruhi quality of life pasien (Engelmar dan Cherepanov, 2012: Rajarapu, 2614).

Salah satu upaya untuk mengetahui  adanya resistensi adalah dengan
mengidentifikasi mutasi terkait drug resistance pada HIV-1, utamanya pada gen
pengkode enzim PR dan RT yang menjadi target HAART. Metode yang dapat
digunakan adalah genofyping, yang terdiri dari amplifikasi materi genetik dengan
menggunakan polymerase chain reaction (PCR) dan sekuensing nukleotida. Dengan
genotyping, akan dapat dilakukan karakterisasi strain HIV-1 berdasarkan materi
genetiknya, sehingga selain untuk identifikasi mutasi pada gen tertentu, juga dapat
digunakan untuk identifikasi subtipe (Moore et al., 2001; Van den Eede et al., 2013).

Dalam penelitian ini, akan dilakukan genotyping terhadap gen PR dan RT HIV-1,
pada pasien HIV-positif yang berkunjung ke RSUD Kabupaten Buleleng, Bali. Pasien
yang menjadi subjek meliputi pasien belum pernah mendapatkan pengobatan (treatment
naive) maupun yang sudah mendapat pengobatan (freated), dengan berbagai manifestasi
klinis. Hasil genotyping akan digunakan untuk mengidentifikasi mutasi terkait drug
resistance pada gen PR dan RT, serta untuk identifikasi subtipe HIV-1. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat memberi informasi terkait mutasi terkait drug resistance pada
HIV-1 dan distribusi subtipe HIV-1 di Indonesia, khususnya di Kabupaten Buleleng,
Bali,

Permasalahan
Berdasarkan latar belakang pemikiran tersebut dapat dirumuskan permasalahan
sebagai berikut:

1. Apa saja subtipe HIV-1 yang teridentifikasi pada pasien treatment naive dan treated
di Kabupaten Buleleng, Bali?

2. Apakah ditemukan adanya mutasi terkait drug resistance pada Gen PR HIV-1 pada
pasien freatment naive dan treated dengan berbagai manifestasi klinis di Kabupaten
Buleleng, Bali?

3. Apakah ditemukan adanya mutasi terkait drug resistance pada Gen RT HIV-1 pada
pasien freatment naive dan freated dengan berbagai manifestasi klinis di Kabupaten
Buleleng, Bali?

4. Apakah ada keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien
treated di Kabupaten Buleleng, Bali?
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5. Apakah ada keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan mutasi terkait drug resistance
pada Gen PR dan RT HIV-1 pasien freatment naive dan treated di Kabupaten
Buleleng, Bali?

6. Apakah ada keterkaitan antara mutasi terkait drug resistance pada Gen PR dan RT

HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien treated di Kabupaten Buleleng, Bali?
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contohnya, transmisi vertikal lebih tinggi ditemukan pada subtipe C dibandingkan A
dan D. Infeksi subtipe D memiliki progresi AIDS yang lebih cepat dibandingkan subtipe
A (Renjifo et al., 2004, John-Stewart ef al.. 2005; Baeten et al., 2007; Kiwanuka ef al.,
2008).

Pada pasien yang mendapat terapi dengan ARV, Beberapa subtipe diketahui
dapat menyebabkan tingkat virological rebound (> 400 kopi/ml) yang lebih tinggi,
ataupun dapat terjadi lebih cepat. Infeksi oleh subtipe D berisiko lebih tinggi untuk
virological rebound setelah enam bulan terapi ARV dibandingkan subtipe C, tetapi
infeksi subtipe C dapat menyebabkan virological rebound yang lebih cepat
dibandingkan subtips A dan B (Geretti et al., 2009; Easterbrook e! al., 2010). Pada
pasien tanpa ARV, subtipe C diketahui menyebabkan kadar viral load plasma yang
paling tinggi dibandingkan dengan subtipe A ataupun D. Tingginya kadar viral load
plasma dihubungkan dengan progresi penyakit yang lebih cepat (Neilson e/ al., 1999).

2. Morfologi dan Organisasi Genom HIV-1

Partikel virion HIV-1 memiliki diameter kurang lebih 100 nm. Terdapat 7 jenis
protein internal HIV, yang mana 4 diantaranya merupakan protein struktural sedangkan
3 lainnya berupa protein enzimatik. Tiga jenis protein enzimatik HIV antara lain reverse
transcriptase (RT), integrase (IN), dan protease (PR), dikelilingi oleh protein struktural
yang disebut sebaga protein matriks (MA), atau pl17. Pada permukaan lipoprotein HIV,
terdapat envelope knob atau spike-like protein yang terdiri dari glikoprotein gp120
(surface protein) dan gp4l (protein transmembran) (Fanales-Belasio ef al., 2010;
Rajarapu, 2014).

Materi genetik HIV-1 yang berupa dua single stranded RNA yang identik,
masing-masing memiliki genom dengan panjang kurang lebih 9.5 kilo base pairs (kbps).
Genom HIV dikarakterisasi oleh gen struktural seperti gag, pol, dan env. Genom
ataupun region gen HIV-1 dapat digunakan untuk identifikasi subtipe maupun
identifikasi mutasi (Fanales-Belasio et al., 2010; Rajarapu, 2014).

Seperti retrovirus lainnya, gen gag HIV berperan dalam mengkode protein
struktural bagian inti atau core (p24, p7, dan p6) dan protein struktural matriks (p17).
Gen env mengkode glikoprotein envelope virus, yaitu gpl20 dan gp4l. Gen env
merupakan region genom dengan tingkat diversitas paling tinggi. Gen pol mengkode

protein enzimatik yang berperan dalam replikasi virus, antara lain reverse transcriptase
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yang mengkonversi RNA virus menjadi DNA. integrase yang mengkorporasikan DNA
virus ke DNA kromesomal host (provirus), dan protease yang berperan dalam maturasi
prekursor protein Gag and Pol di dalam partikel virus setelah mengalami release dari sel
host (Lindstrom dan Albert, 2003; Delwart dalam Jacobs, 2005).

Gen pol pada genom HIV-1 merupakan gen yang highly conserved diantara
berbagai group dan subtipe HIV-1. Hal tersebut berhubungan dengan fungsinya dalam
mengkode protein-protein enzimatis, sehingga mutasi yang eksesif pada region pol akan
dapat mengganggu kemampuan HIV-1 untuk bereplikasi dalam sel /ost. Hal inilah yang
menyebabkan banyaknya ARV yang memiliki target untuk menghambat enzim-enzim

yang dikode oleh gen pol (Lindstrém dan Albert, 2003).

3. Perjalanan alamiah infeksi HIV-1

Perjalanan alamiah infeksi HIV-1 meliputi fase akut/primer yang berlangsung
selama beberapa bulan, diikuti oleh fase laten yang berlangsung selama beberapa tahun,
dan diakhiri dengan fase AIDS yang dikarakterisasi oleh disfungsi sistem imun. Pola
respon imun dan kadar RNA virus pada plasma saat terjadi infeksi HIV-1 dimuat pada
Gambar 1. .

Fase pertama infeksi HIV-1 adalah fase akut atau periode jendela (window
period). Antibodi anti-HIV biasanya baru muncul setelah tiga hingga enam minggu
sejak awal terjadinya infeksi pada host. Periode inilah yang disebut sebagai window
period. Uji diagnostik yang mendeteksi antibodi anti-HIV akan memberikan hasil
negatif jika dilakukan pada periode ini (WHO, 2007).

Pada fase akut terjadi peningkatan viremia secara tiba-tiba, yang mana viral load
plasma akan mencapai puncaknya dalam dua hingga minggu, sementara hilangnya sel
T-helper menyebabkan penurunan penurunan sementara limfosit T CD4 yang
bersirkulasi. Pada periode ini, akan muncul respon imun host sebagai usaha untuk
mengendalikan multiplikasi virus, sehingga menimbulkan penurunan viremia plasma
secara tajam (WHO, 2007).

Beberapa individu yang terinfeksi akan menunjukkan gejala seperti flu (flu like
symplom) pada fase akut. Individu tersebut biasanya mengalami demam, sakit kepala,
arthralgia, ruam, dan gejala-gejala non-spesifik lainnya. Setelah empat hingga bulan
pasca terjadinya infeksi, viremia akan terjadi secara konstan, atau disebut sebagai

virologic set point. Set point dari viral load biasanya dijadikan sebagai prognosis
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kandidiasis oral dan esofageal. Aktivasi Herpes zoster dan malignansi seperti limfoma
non-Hodgkin’s juga biasa ditemukan pada fase AIDS. Gejala-gejala penyerta lainnya
seperti berkeringat di malam hari (night sweat), demam, diare, penurunan berat badan

dalam jumlah besar, dan fatigue (WHO, 2007).

4. Manifestasi Klinis Infeksi HIV-1

Infeksi HIV-1 menyebabkan timbulnya tanda dan gejala yang bervariasi, mulai
dari asimptomatik dan non-spesifik, hingga tanda dan gejala yang berat akibat adanya
ko-infeksi dan progresi menjadi Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)
(Engelman dan Cherepanov, 2012). ,

Manifestasi klinis infeksi HIV1-1 merupakan gejala dan tanda pada tubuh host
akibat adanya gangguan oleh HIV-1 (Nasronudin, 2014). Klasifikasi tanda dan gejala
klinis disebut sebagai stadium klinis atau clinical staging. Terdapat 4 stadium klinis
infeksi HIV-1. Pada stadium klinis yang makin tinggi, biasanya berhubungan dengan
jumlah CD4 yang semakin rendah dan viral load yang semakin tinggi. (WHO. 2005;
Kemenkes Rl, 2012).

Tabel 1  Stadium Klinis Infeksi HIV (WHO, 2003; Kemenkes RI, 2012)

Stadium 1

- Tidak ada gejala
- Limfadenopati generalisata persisten
Stadium 2

-~ Penurunan berat badan bersifat sedang yang tak diketahui penyebabnya (<10% dari
perkiraan berat badan atau berat badan sebelumnya)

- Infcksi saluran pernafasan yang berulang (sinusitis, tonsillitis, otitis media, faringitis)

- Herpes zoster

- Keilitis angularis

- Ulkus mulut yang berulang

- Ruam kulit berupa papel yang gatal (Papular pruritic eruption)

- Dermatisis seboroik
Infeksi jamur pada kuku

Stadium 3

_ Penurunan berat badan bersifat berat yang tak diketahui penyebabnya (lebih dari 10%
dari perkiraan berat badan atau berat badan sebelumnya)

- Diare kronis yang tak diketahui penyebabnya selama lebih dari 1 bulan

- Demam menetap yang tak diketahui penyebabnya

- Kandidiasis pada mulut yang menetap

- Oral hairy leukoplakia

- Tuberkulosis paru

- Infeksi bakteri yang berat (contoh: pneumonia, empiema, meningitis, piomiositis, infeksi
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tulang atau sendi, bakteraemia, penyakit inflamasi panggul yang berat)
Stomatitis nekrotikans ulserative akut, gingivitis atau periodontitis
Anenii yang tak diketahui penyebabnya (<8g/dl), netropeni (<0.5 x 109/) dan/atau

trombositopeni kronis (<50 x 109/1)

Stadium 4

Sindrom wastirg HIV

Pneumonia Preumocystis jiroveci
Pneumonia bacteri berat yang berulang
Infeksi herpes simplex kronis (orolabial,
genital, atau anorektal selama lebih dari
1 bulan atau viseral di bagian manapun)

Ensefalopati HIV

Infeksi mycobacteria non tuberkulosis
yang menyebar

Leukoencephalopathy multifocal progresif
Cyrptosporidiosis kronis

Isosporiasis kronis

. Kandidiasis esofageal (atau kandidiasis Mikosis  diseminata (histoplasmosis,
trakea, bronkus atau paru) coccidiomycosis)

- Tuberkulosis ekstra paru Septikemi yang berulang (termasuk

- Sarkoma Kaposi Salmonella non-tifoid)

Penyakit Cytomegalovirus (retinitis atau
infeksi organ lain, tidak termasuk hati,
limpa dan kelenjar getah bening)
Toksoplasmosis di sistem saraf pusat
Pneumonia Kriptokokus

ekstrapulmoner, termasuk meningitis

Limfoma (serebral atau Sel B non-
Hodgkin)

Karsinoma serviks invasif

Leishmaniasis diseminata atipikal
Nefropati atau kardiomiopati terkait HIV
yang simtomatis

Terapi Infeksi HIV-

1. ARYV dan Indikasi Pemberian ARV

1 dengan Menggunakan Obat-obatan Antiretroviral (ARY)

Tujuan dari terapi dengan ARV adalah untuk dapat menekan secara maksimal

dan terus-menerus replikasi virus, mencegah terjadinya resistensi obat, mengembalikan

fungsi imun, mencegah infeksi oportunistik dan meminimisasi ROTD (reaksi obat tidak

diinginkan). Treatment naive merupakan istilah
sekali belum pernah memperoleh terap
yang sudah mendapat terapi ARV, b
ataupun yang sudah mengalami

Katzenstein, 2004; Engelm

yang diberikan bagi pasien yang sama
i ARV. Treated merupakan istilah bagi pasien
aik yang masih menggunakan terapi lini pertama,
penggantian ataupun pemberhentian terapi (Kantor dan

an dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014).

Menurut Kcmenkes RI (2012), indikasi untuk dimulainya pemberian ARV pada

pasien HIV-1 positif disesuaikan dengan manifestasi klinis atau stadium Klinis dari
infeksi. Indikasinya adalah sebagai berikut:
1. Pasien tanpa gejala klinis (stadium klinis 1) dan belum pernah mendapat
terapi ARV (freatment naive), ARV diberikan jika CD4 <350 sel/mm?
2. Pasien dengan gejala klinis dan belum pernah mendapat terapi ARV

(treatment naive), ARV diberikan jika CD4 < 350 sel/mm? pada pasien

10
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Human Immuno-deficiency Virus — 1 (HIV-1)
1. Klasifikasi dan Epidemiologi HIV-1

Human Immunodeficiency Virus (HIV) termasuk dalam genus Lentivirus,
family Retroviridae (retrovirus). Terdapat dua tipe HIV, yaitu HIV-1 dan HIV-2
(Fanales-Belasio et al., 2010; Engelman dan Cherepanov). HIV-1 diklasifikasikan ke
dalam tiga grup utama, yaitu M (main), N (non-M non-0), dan O (outlier). Grup M
dibagi ke dalam sembilan subtipe, yaitu A, B, C, D, F, G, H, J and K, dan tambahan
subtipe berupa circulating recombinant forms (CRF) dan unique recombinant forms
(URF) (Rajarapu, 2014; Widiyanti et al, 2014).

- _. 2 _,..
- o
L
«©.
R A B and CRFOL_AE
CRFO2_AG and ather recombinant forms
:] A, B, and AB recombinant form
B and BF recombinant form
C mmmmE B, C, and BC recombinant form
Emn F.G.H, ), K. and CRFO1 and other recombinant forms
] ] Insufficient data
Gambar 1 Distribusi subtipe dan recombinant form HIV-1 secara global (Taylor,

2008)

Subtipe yang bersirkulasi secara dominan cenderung berbeda-beda secara
geografis. Di Asia Tenggara, termasuk Indonesia, subtipe yang banyak ditemukan
adalah CRFO1_AE. Di Amerika Utara dan Eropa Barat, subtipe yang dominan adalah
subtipe B. di Afrika Selatan dan Asia Selatan, utamanya India, subtipe yang banyak
ditemukan adalah subtipe C (Taylor, 2008). Subtipe berhubungan dengan tingkat

transmisi seksual dan transmisi vertikal, serta progresi infeksi menjadi AIDS. Sebagai

5
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contohnya, transmisi vertikal lebih tinggi ditemukan pada subtipe C dibandingkan A
dan D. Infeksi subtipe D memiliki progresi AIDS yang lebih cepat dibandingkan subtipe
A (Renjifo et al.. 2004, John-Stewart ef al., 2005; Baeten et al.. 2007; Kiwanuka et al.,
2008).

Pada pasien yang mendapat terapi dengan ARV, Beberapa subtipe diketahui
dapat menyebabkan tingkat virological rebound (> 400 kopi/ml) yang lebih tinggi,
ataupun dapat terjadi lebih cepat. Infeksi oleh subtipe D berisiko lebih tinggi untuk
virological rebound setelah enam bulan terapi ARV dibandingkan subtipe C, tetapi
infeksi subtipe C dapat menyebabkan virological rebound yang lebih cepat
dibandingkan subtipe A dan B (Geretti ef al., 2009; Easterbrook ef al., 2010). Pada
pasien tanpa ARV, subtipe C diketahui menyebabkan kadar viral load plasma yang
paling tinggi dibandingkan dengan subtipe A ataupun D. Tingginya kadar viral load
plasma djhubungkan dengan progreéi penyakit yang lebih cepat (Neilson et al., 1999).

2. Morfologi dan Organisasi Genom HIV-1

Partike! virion HIV-1 memiliki diameter kurang lebih 100 nm. Terdapat 7 jenis
protein internal HIV, yang mana 4 diantaranya merupakan protein struktural sedangkan
3 lainnya berupa protein enzimatik. Tiga jenis protein enzimatik HIV antara lain reverse
transcriptase (RT), integrase (IN), dan protease (PR), dikelilingi oleh protein struktural
yang disebut sebaga protein matriks (MA), atau p17. Pada permukaan lipoprotein HIV,
terdapat envelope knob atau spike-like protein yang terdiri dari glikoprotein gp120
(surface protein) dan gp4l (protein transmembran) (Fanales-Belasio et al., 2010;
Rajarapu, 2014).

Materi genetik HIV-1 yang berupa dua single stranded RNA yang identik,
masing-masing memiliki genom dengan panjang kurang lebih 9.5 kilo base pairs (kbps).
Genom HIV dikarakterisasi oleh gen struktural seperti gag, pol, dan env. Genom
ataupun region gen HIV-I dapat digunakan untuk identifikasi subtipe maupun
identifikasi mutasi (Fanales-Belasio ef al., 2010; Rajarapu, 2014).

Seperti retrovirus lainnya, gen gag HIV berperan dalam mengkode protein
struktural bagian inti atau core (p24, p7, dan p6) dan protein struktural matriks (p17).
Gen env mengkode glikoprotein envelope virus, yaitu gp120 dan gp4l. Gen env
merupakan region genom dengan tingkat diversitas paling tinggi. Gen pol mengkode

protein enzimatik yang berperan dalam replikasi virus, antara lain reverse transcriptase
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yang mengkonversi RNA virus menjadi DNA, integrase yang mengkorporasikan DNA
virus ke DNA kromosomal host (provirus), dan profease yang berperan dalam maturasi
prekursor protein Gag and Pol di dalam partikel virus setelah mengalami release dari sel
host (Lindstrom dan Albert. 2003; Delwart dalam Jacobs, 2005).

Gen pol pada genom HIV-1 merupakan gen yang highly conserved diantara
berbagai group dan subtipe HIV-1. Hal tersebut berhubungan dengan fungsinya dalam
mengkode protein-protein enzimatis, sehingga mutasi yang eksesif pada region pol akan
dapat mengganggu kemampuan HIV-1 untuk bereplikasi dalam sel /siost. Hal inilah yang
menyebabkan banyaknya ARV yang memiliki target untuk menghambat enzim-enzim

yang dikode oleh gen pol (Lindstrém dan Albert, 2003).

3. Perjalanan alamiah infeksi HIV-1

Petjalanan_'alamiah' infeksi HIV-1 meliputi fase akut/primer yang berlangsung
selama beberapa bulan, diikuti oleh fase laten yang berlangsung selama beberapa tahun,
dan diakhiri dengan fase AIDS yang dikarakterisasi oleh disfungsi sistem imun. Pola
respon imun dan kadar RNA virus pada plasma saat terjadi infeksi HIV-1 dimuat pada
Gambar 1. _

Fase pertama infeksi HIV-1 adalah fase akut atau periode jendela (window
period). Antibodi anti-HIV biasanya baru muncul setelah tiga hingga enam minggu
sejak awal terjadinya infeksi pada host. Periode inilah yang disebut sebagai window
period. Uji diagnostik yang mendeteksi antibodi anti-HIV akan memberikan hasil
negatif jika dilakukan pada periode ini (WHO, 2007).

Pada fase akut terjadi peningkatan viremia secara tiba-tiba, yang mana viral load
plasma akan mencapai puncaknya dalam dua hingga minggu, sementara hilangnya sel
T-helper menyebabkan penurunan penurunan sementara limfosit T CD4 yang
bersirkulasi. Pada periode ini, akan muncul respon imun host sebagai usaha untuk
mengendalikan multiplikasi virus, sehingga menimbulkan penurunan viremia plasma
secara tajam (WHO, 2007).

Beberapa individu yang terinfeksi akan menunjukkan gejala seperti flu (flu like
symptom) pada fase akut. Individu tersebut biasanya mengalami demam, sakit kepala,
arthralgia, ruam, dan gejala-gejala non-spesifik lainnya. Setelah empat hingga bulan
pasca terjadinya infeksi, viremia akan terjadi secara konstan, atau disebut sebagai

virologic set point. Set point dari viral load biasanya dijadikan sebagai prognosis
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berkembangnya penyakit, yang mana viral load plasma yang rendah dikaitkan dengan
progresi penyakit yang lebih lambat (WHO, 2007).

Fase 2 Fase Asimptomatik AIDS
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Gambar 2 Kondisi-kondisi imunologis dan virologis pada perjalanan alamiah infeksi
HIV-1 (WHO, 2007)

Fase selanjutnya adalah fase laten atau fase asimptomatik post-serokonversi
(post-seroconversion asymplomatic). Beberapa tahun setelah virologic set point, viral
load plasma cenderung stabil. Individu yang terinfeksi biasanya tidak menunjukkan
tanda dan gejala apapun pada fase laten. Meskipun kadar viral load plasma tidak
mengalami peningkatan, terjadi multiplikasi virus secara konstan, sehingga
menyebabkan destruksi sel limfosit T CD4. Produksi sel limfosit T CD4 baru tidak
sebanding dengan jumlah limfosit yang rusak. Hal tersebut mengakibatkan penurunan
jumlah sel limfosit T CD4 secara bertahap pada sirkulasi periferal. Adanya kondisi
tersebut menjadikan kadar viral load plasma dan jumlah sel limfosit T CD4 sebagai
parameter progresi penyakit yang penting (WHO, 2007).

Fase terakhir atau terminal dari infeksi HIV-1 adalah AIDS. Penurunan jumlah
sel limfosit T CD4 yang terjadi secara gradual, hingga kurang dari 200 sel/mm?, akan
mengakibatkan hilangnya kontrol terhadap respon imun dan disertai dengan munculnya
berbagai infeksi oportunistik. Infeksi oportunistik yang biasa muncul pada fase ini

antara lain pnemumonia akibat Pneumocystis carinii, meningitis cryptococcal, serta
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kandidiasis oral dan esofageal. Aktivasi Herpes zoster dan malignansi seperti limfoma

non-Hodgkin’s juga biasa ditemukan pada fase AIDS. Gejala-gejala penyerta lainnya

seperti berkeringat di malam hari (night sweat), demam, diare, penurunan berat badan

dalam jumlah besar, dan fatigue (WHO, 2007).

4.

Manifestasi Klinis Infeksi HIV-1

Infeksi HIV-1 menyebabkan timbulnya tanda dan gejala yang bervariasi, mulai

dari asimptomatik dan non-spesifik, hingga tanda dan gejala yang berat akibat adanya

ko-infeksi dan progresi menjadi Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)

(Engelman dan Cherepanov, 2012).

Manifestasi klinis infeksi HIV1-1 merupakan gejala dan tanda pada tubuh host

akibat adanya gangguan oleh HIV-1 (Nasronudin, 2014). Klasifikasi tanda dan gejala

klinis disebut sebagai stadium Klinis atau clinical staging. Terdapat 4 stadium klinis

infeksi HIV-1. Pada stadium klinis yang makin tinggi, biasanya berhubungan dengan

jumlah CD4 yang semakin rendah dan viral load yang semakin tinggi. (WHO, 2005;
Kemenkes RI, 2012). '

Tabel1 Stadium Klinis Infeksi HlV (WHO, 2005; Kemenkes RI, 2012)

Stadium 1

Tidak ada gejala
Limfadenopati generalisata persisten

Stadium 2

Penurunan berat badan bersifat sedang yang tak diketahui penyebabnya (<10% dari
perkiraan berat badan atau berat badan sebelumnya)

Infeksi saluran pernafasan yang berulang (sinusitis, tonsillitis, otitis media, faringitis)
Herpes zoster

Keilitis angularis

Ulkus mulut yang berulang

Ruam kulit berupa papel yang gatal (Papular pruritic eruption)

Dermatisis seboroik

Infeksi jamur pada kuku

Sta

dium 3

Penurunan berat badan bersifat berat yang tak diketahui penyebabnya (lebih dari 10%
dari perkiraan berat badan atau berat badan sebelumnya)

Diare kronis yang tak diketahui penyebabnya selama lebih dari 1 bulan

Demam menetap yang tak diketahui penyebabnya

Kandidiasis pada mulut yang menetap

Oral hairy leukoplakia

Tuberkulosis paru

Infeksi bakteri yang berat (contoh: pneumonia, empiema, meningitis, piomiositis, infeksi
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tulang atau sendi, bakteraemia, penyakit inflamasi panggul yang berat)
. Stomatitis nekrotikans ulserative akut, gingivitis atau periodontitis
- Anemi yang tak diketahui penyebabnya (<8g/dl), netropeni (<0.5 x 109/1) dan/atau

trombositopeni kronis (<50 x 109/1)

Stadium 4

- Sindrom wasting HIV

- Pneumonia Pneumocystis jiroveci

- Pneumonia bacteri berat yang berulang

- Infeksi herpes simplex kronis (orolabial,
genital, atau anorektal selama lebih dari
| bulan atau viseral di bagian manapun)

- Kandidiasis esofageal (atau kandidiasis
trakea, bronkus atau paru)

- Tuberkulosis ekstra paru

- Sarkoma Kaposi

- Penyakit Cytomegalovirus (retinitis atau
infeksi organ lain, tidak termasuk hati,
limpa dan kelenjar getah bening)

.- Toksoplasmosis di sistem saraf pusat

- Pneumonia Kriptokokus
ekstrapulmoner, termasuk meningitis

Ensefalopati HIV

Infeksi mycobacteria non tuberkulosis
yang menyebar

Leukoencephalopathy multifocal progresif
Cyrptosporidiosis kronis

Isosporiasis kronis

Mikosis  diseminata  (histoplasmosis,
coccidiomycosis)

Septikemi yang berulang (termasuk
Salmonella non-tifoid)

Limfoma (serebral atau Sel B non-
Hodgkin)

Karsinoma serviks invasif

Leishmaniasis diseminata atipikal
Nefropati atau kardiomiopati terkait HIV
yang simtomatis

Terapi Infeksi HIV-1 dengan Menggunakan Obat-obatan Antiretroviral (ARV)

i. ARV dan Indikasi Pemberian ARV

Tujuan dari terapi dengan ARV adalah untuk dapat menekan secara maksimal

dan terus-menerus replikasi virus, mencegah terjadinya resistensi obat, mengembalikan

fungsi imun, mencegah infeksi oportunistik dan meminimisasi ROTD (reaksi obat tidak

diinginkan). Treatment naive merupakan istilah yang diberikan bagi pasien yang sama

sekali belum pernah memperoleh terapi ARV.
yang sudah mendapat terapi ARV, baik yan

Treated merupakan istilah bagi pasien

g masih menggunakan terapi lini pertama,

ataupun yang sudah mengalami penggantian ataupun pemberhentian terapi (Kantor dan

Katzenstein, 2004; Engelman dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014).

Menurut Kemenkes RI (2012), indikasi untuk dimulainya pemberian ARV pada

pasien HIV-1 positif disesuaikan dengan manifestasi klinis atau stadium Klinis dari

infeksi. Indikasinya adalah sebagai berikut:

1. Pasien tanpa gejala klinis (stadium klinis 1) dan belum pemah mendapat
terapi ARV (treatment naive), ARY diberikan jika CD4 <350 sel/mm?3

2. Pasien dengan gejala klinis dan belum pernah mendapat terapi ARV

(treatment naive), ARV diberikan jika CD4 < 350 sel/mm? pada pasien
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dengan stadium klinis 2, atau berapapun jumlah CD4 jika pasien sudah
memasuki stadium klinis 3 atau 4
3. Semua wanita hamil dengan HIV perlu diberi ARV tanpa memandang
jumlah CD4 ataupun stadium klinisnya
4. Pasien dengan koinfeksi tuberkulosis dan belum pernah mendapat terapi
ARV (treatment naive) perlu diberi ARV berapapun jumlah CD4
5. Pasien dengan koinfeksi Hepatitis B (HBV) kronis aktif dan belum pernah
mendapat terapi ARV (freatment naive) perlu diberi ARV berapapun jumlah
CD4
Lebih dari dua puluh lima obat terlisensi yang dapat menghambat replikasi HIV-
1, dengan target kerja seperti yang nampak pada Gambar 2. Nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs) dan non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NNRTIs) berperan dalam menghambat tahap transkripsi balik atau reverse
transcription. Terdapat delapan jenis ARV yang tergolong sebagai NRTI, antara lain:
zidovudine, didanosine, zalcitabine, stavudine, lamivudine, abacavir, emtricitabine, dan
tenofovir. Empat jenis ARV yang termasuk dalam golongan NNRTI antara lain
nevirapine, delavirdine, efavirenz, dan etravirine (Engelman dan Cherepanov, 2012;

Rajarapu, 2014).

‘/ SAAA

LEDGF ANUNNSAM I|
/t‘a‘)"hmrlpdm | b
Nucleus R SR y

Gambar 3 Skema siklus replikasi HIV-1 dan target-target kerja antiretroviral (ARV)
pada siklus replikasi (Engelman dan Cherepanov, 2012)
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Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) dan non-nucleoside reverse
transcriptase inkibitors (NNRTIs) berperan dalam menghambat tahap transkripsi balik
atau reverse transcription. Terdapat delapan jenis ARV yang tergolong sebagai NRTI,
antara lain: zidovudine, didanosine, zalcitabine, stavudine, lamivudine, abacavir,
emtricitabine, dan tenofovir. Empat jenis ARV yang termasuk dalam golongan NNRTI
antara lain nevirapine, delavirdine, efavirenz, dan etravirine (Engelman dan Cherepanov,
2012; Rajarapu, 2014).

Inhibitor profease (PI) yang berperan dalam menghambat aktivitas protease
dalam proses maturasi partikel virus antara lain sawinavir, ritonavir, indinavir,
nelfinavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir, dan darunavir.
Sedangkan dua jenis inhibitor dapat mencegah masuknya virus ke dalam target sel yang
baru, baik dengan menghambat interaksi antara viral envelope glycoprotein gpl20
dengan CCRS, yaitu maraviroc, atau dengan menghambat fusi antara virus dengan
membran seluler yang melibatkan glikoprotein 41 (gp4l), yaitu enfuvirtide. Satu-
satunya infegrase strand transfer inhibitor (INSTI), raltegravir, menghambat aktivitas
strand transfer dari integrase (Engelman dan Cherepanov, 2012; Rajarapu, 2014).

Terapi ARV lini pertama yang direkomendasikan di Indonesia adalah kombinasi
antara 2 Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor (NRTI) dengan 1 Non-nucleoside
Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI). Kombinasi terapi lini pertama Yyang
dianjurkan bagi pasien HIV-positif Tabel 2 (Kemenkes RI, 2012; WHO, 2013). ARV
yang berperan sebagai inhibitor protease dianjurkan untuk terapi lini kedua. Terapi lini
kedua yang dianjurkan adalah kombinasi dari 2 NRTI dan 1 boosted PL Boosted Pl
merupakan obat golongan inhibitor protease yang telah ditambah dengan Ritonafir,
yang bertujuan untuk mengurangi dosis PI yang dibutuhkan. Terapi lini kedua yang
direkomendasikan dan disediakan gratis oleh pemerintah Indonesia adalah kombinasi
Tenofovir (TDF) atau Zidovudine (AZT) dan Lamivudine (3TC), ditambah dengan
inhibitor profease berupa Lopinavir yang di-booster menggunakan Ritonavir (LPV/)
(Kemenkes RI, 2012).

12
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Tabel 2 Kombinasi terapi lini pertama yang dianjurkan

AZT 4+ 3TC + NVP (Zidovudine + Lamivudine + Nevirapine)
AZT +3TC + EFV (Zidovudine + Lamivudine + Efavirenz)
TDF + 3TC (atau FTC) + NVP (Tenofovir + Lamivudine (atau Emtricitabine)
+ Nevirapine)
TDF + 3TC (atau FTC) + EFV (Tenofovir + Lamivudine (atau Emtricitabine)
+ Efavirenz)

Sumber: Kemenkes RI, 2012

2 Resistensi ARV

Terdapat dua jenis resistensi terhadap ARV, yaitu resistensi primer (primary
resistance/transm('tted resistance) ~ dan  resistensi sekunder  (secondary
resistancc/acquired resistance). Resistensi primer merefleksikan akuisisi drug-resistant
strain pada individu yang baru terinfeksi dan belum pernah mendapat terapi (treatment
naive). Re_sistensi sekunder terjadi setelah adanya terapi dengan menggunakan ARV
(Kantor dan Katzenstein, 2004).

Prevalensi drug resistance Yyang tinggi pada suatu populasi (>5%)
mengindikasikan bahwa terapi lini pertama yang diberikan kurang adekuat. Karenanya,
identifikasi mutasi terkait drug resistance tidak hanya dapat membantu menyusun terapi
yang sesuai bagi pasien, tetapi juga memberi evaluasi kébijakan terkait ARV (Yerly er
al., 2007; Taylor et al., i008).

Resistensi ARV, utamanya golongan NRTI, NNRTI, dan inhibitor protease
disebabkan oleh inhibisi secara terus-menerus terhadap enzim PR dan RT HIV-1.
Akibatnya, akan terjadi mutasi pada gen PR dan RT di region pol yang berperan dalam
mengkode enzim PR dan RT. Mutasi tersebut bertujuan untuk mempertahankan
kemampuan HIV-1 dalam memproduksi protein-protein enzimatis yang penting bagi
kelangsungan siklus hidupnya (Lindstrdm dan Albert, 2003).

Terdapat dua jenis pendekatan untuk mengidentifikasi resistensi HIV-1 terhadap
ARV. Pendekatan yang pertama adalah pemeriksaan genotipik, yang dilakukan dengan
cara membandingkan sekuens gen, umumnya proledse dan reverse transcriptase, dari
HIV-1 pasien terhadap sekuens HIV-1 wild type yang sensitif terhadap ARV (Vella dan
Palmisano, 2005).

Pendekatan yang kedua adalah pemeriksaan fenotipik, yang dilakukan dengan
cara menguji sensitivitas HIV-1 pasien terhadap ARV secara in vitro, kemudian

dibandingkan dengan sensitivitas dari HIV-1 wild type. Sensitivitas atau suseptibilitas
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terhadap ARV dilaporkan berdasarkan perubahan dari inhibitory concentration (IC 50).
Pemeriksaan fenotipik umumnya hanya dapat dilakukan untuk mengetahui resistensi
terhadap gen PR dan RT saja, karena sangat bergantung pada kit komersial yang
tersedia. Hal tersebut menjadikan pemeriksaan genotipik sebagai pendekatan atau
metode yang lebih baik untuk mengidentifikasi resistensi HIV-1 terhadap ARV (Vella
dan Palmisano, 2005).

Studi terkait mutasi yang berhubungan dengan drug resistance masih cenderung
terbatas pada isolat HIV-1 subtipe B. Tetapi, secara general, diasumsikan bahwa mutasi
yang terjadi pada isolat subtipe B akan menghasilkan efek fenotipik yang sama pada
semua subtipe HIV-1. Di beberapa penelitian, terobservasi bahwa mutasi pada HIV-1
subtipe B juga terjadi pada subtipe non-B yang terpapar oleh obat-obatan ARV (Shafer
et al, 2001; Kantor et al., 2005; Kearney et al., 2008; Sui et al., 2014; Wensing et al.,
2014). '

Penelitian yang membandingkan antara genotip dan fenotip pada >30 subtipe
non-B menunjukkan bahwa tidak ada resistensi alami terhadap ARV pada subtipe non-
B. Mutasi yang terjadi antara subtipe non-B dengan subtipe B juga tidak berbeda ketika
pasien memiliki riwayat terapi yang serupa. Karenanya, database mutasi terkait drug
resistance untuk subtipe B dapat digunakan untuk mengidentifikasi mutasi pada subtipe
non-B (Shafer et al, 2001; Kantor et al., 2005; Kearney et al., 2008; Sui et al., 2014;
Wensing ef al., 2014).

Untuk studi genotipik, tahap pertama dari interpretasi mutasi terkait drug
resistance adalah dengan membuat daftar perbedaan asam amino antara sekuens pada
sampel dengan sekuens wildtype yang menjadi referensi (subtype B consensus
sequence). Mutasi didefinisikan sebagai perbedaan terhadap wildtype consensus B
subtype, dan diklasifikasikan sebagai mutasi major ataupun minor. Mutasi terkait drug
resistance dikategorikan sebagai mutasi major jika dapat menurunkan kepekaan
terhadap ARV secara substansial. Mutasi minor tidak memiliki efek substansial
terhadap fenotip dari virus. Mutasi minor hanya dapat meningkatkan kemampuan
replikasi virus yang memiliki mutasi major. Tahap kedua adalah menggunakan daftar
mutasi yang teridentifikasi untuk memperkirakan kepekaan terhadap ARV tertentu
(Shafer et al, 2001; Kantor e! al., 2005; Kearney et al., 2008; Sui et al., 2014; Wensing
et al., 2014).
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Fingers  |Pam| Finges | Paim | Thumb | Comneaton | RNaseH
2258 3872

b Protease —1 Reverse transcriplase —

Gambar 4 Diagram skematis yang menggambarkan distribusi mutasi terkait drug
resistance pada gen PR dan RT HIV-1 (Brown et al., 2000)

Gambar 4 menunjukkan distribusi mutasi terkait drug-resistance pada gen PT
dan RT HIV-1. Mutasi yang menyebabkan resistensi pada satu atau beberapa obat
direpresentasikan oleh garis tinggi. Accessory mutation yang menyebabkan timbulnya
resistensi hanya dengan adanya mutasi lain direpresentasikan oleh garis yang lebih
pendek. Mutasi terkait resistensi terhadap inhibitor profease digambarkan oleh garis
warna hijau, resistensi terhadap NRTI digambarkan oleh warna biru, sedangkan
resistensi terhadap NNRTI digambarkan oleh warna kuning kecoklatan (Brown ef al.,
2000).

Beberapa contoh mutasi pada gen RT yang berhubungan dengan resistensi
terhadap ARV dari golongan NNRTI dimuat dalam Gambar 5, sedangkan resistensi
terhadap ARV dari golongan NRTI dimuat dalam Gambar 6. Mutasi pada gen PR yang
berhubungan dengan resistensi terhadap ARV dari golongan inhibitor profease dimuat

dalam Gambar 7.

Nonnucleoside Analogue Reverse Transariptase Inhibitors (NNRTIsP™
£V Vv

L K Vv .4 Y G
Efavirenz 100 101193 105 108 "% 188 190
I P NM I [4 LS
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Etravirine” " o4 100100 106 13 T | | 190
| [ I A 0 [ 5
[ ' I A
P- K ) v-
Q
L K E VY ¥ T G
Nevirapine 100 101 103 106 108 . 188 190
PN A C C A
S M 1 L
H
LK E ¥ T b 4
Rilphvirine 100 101 138 mom 1"
1 E A L c L
P G |
X v
Q
R

Gambar 5 Mutasi pada gen RT yang berhubungan dengan resistensi terhadap ARV
dari golongan NNRTI (Wensing et al., 2014)
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Gambar 6 Mutasi pada gen RT yang berhubungan dengan resistensi terhadap ARV
dari golongan NRTI (Wensing ef al., 2014)
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Gambar 7 Mutasi pada gen PR yang berhubungan dengan resistensi terhadap ARV
dari golongan inhibitor protease (Wensing et al, 2014)
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Huruf di baris atas menunjukkan asam amino pada wildlype, sedangkan huruf di
baris bawah menunjukkan substitusi asam amino yang menyebabkan terjadinya
resistensi. Angka menunjukkan posisi asam amino pada gen, sedangkan tanda panah

mengindikasikan adanya insersi (Wensing et al., 2014).

Kerangka konsep penelitian

Infeksi HIV-1
¥
Subtipe Grup M
¥ . ¥
. Resistensi pada
Terapi dengan ARV strain
— v Y
Jenis ARV: Lama Kepatuhan
NRT! terpt terhadap
NNRTI terapi
Protease Inhibitor
: | \
Mutnsi terkait drug resistaice Mutasi terkait drug resistance
pada gen PR dan RT HIV-1 pada pada gen PR dan RT HIV-1 pada
pasien treated pasien treatment naive
(acquired drug resistance) (transmitted drug resistance)
T | —
| 1
Mutasi mayor Mutasi minor
[}
mmmm—m——e D ==
:_ Penurunan efektivitas terapi 1
S . .
' Viral load !
e et Pl
o A
| Manifestasi klinis |
e cmmmm——m—=——- .
Keterangan: -===""" = Aspek yang tidak diteliti

Gambar 8 Kerangka Konseptual Penelitian
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BAB 3 e k5
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan Penelitian
1 Tujuan Umum

Mengidentifikasi mutasi terkait drug resistance pada gen protease dan reverse
transcriptase pada pasien (reatment naive dan rreated di Kota Surabaya dan Kabupaten
Buleleng. Bali.
2. Tujuan Khusus

|. Mengidentifikasi subtipe HIV-1 pada pasien treatment naive dan treated di

Kabupaten Buleleng, Bali.

!\J

Mengidentifikasi mutasi terkait drug resistance pada Gen PR HIV-1 pada
pasien freatment naive dan rreated dengan berbagai manifestasi klinis di
Kabupaten Buleleng, Bali.

3. Mengidentifikasi mutasi terkait drug resistance pada Gen RT HIV-1 pada
pasien freatment naive dan rreated dengan berbagai manifestasi klinis di
Kabupaten Buleleng, Bali? .

4. Mengetahui keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan manifestasi klinis

pasien freatment naive dan rreated di Kabupaten Buleleng, Bali.

wn

Mengetahui keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan mutasi terkait drug
resistance pada Gen PR dan RT HIV-1 pasien treatment naive dan freated di
Kabupaten Buleleng, Bali.

6. Mengetahui keterkaitan antara mutasi terkait drug resistance pada Gen PR
dan RT HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien treatment naive dan treated

di Kabupaten Buleleng, Bali.

Manfaat Penelitian
1. Manfaat teoritis
I. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran teoritis
mengenai hubungan antara subtipe HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien
treatment naive dan treated.
2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran teoritis

mengenai hubungan antara drug resistance pada gen prolease dan reverse
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transcriptase HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien freatment naive dan
treated.

Manfaat praktis

I. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait subtipe
HIV-1 yang bersirkulasi di Kabupaten Buleleng, Bali, sehingga dapat
dijadikan salah satu bahan pertimbangan untuk pengembangan terapi
HIV/AIDS berbasis subtipe virus yang menginfeksi.

2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait mutasi
terkait drug resistance pada gen protease dan reverse transcriptase HIV-1
pada pasien treatment naive dan treated, sehingga dapat dijadikan salah satu
bahan pertimbangan dalam pemberian terapi dengan obat-obatan anti-
retroviral (ARV).

3. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar pertimbangan untuk
pembuatan produk kebijakan terkait pemeriksaan dan terapi HIV berbasis
subtipe virus yang menginfeksi dan mutasi terkait drug resistance pada gen

protease dan reverse (ranscriplase HIV-1.
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BAB 4 ‘___SURAUAYA

METODE PENELITIAN T o

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini merupakan studi observasional analitik, dengan pendekatan cross
sectional study, yang bertujuan untuk mengidentifikasi dan mengetahui persentase
subtipe HIV-1 yang bersirkulasi serta mengetahui mutasi terkait drug resistance pada
gen protease dan reverse transcriptase pada pasien HIV-1 positif treatment naive
maupun treated.

Pengambilan sampel penelitian dilakukan di RSUD Kabupaten Buleleng Bali.
Isolasi DNA sampel dan tahapan genotyping berupa amplifikasi dengan PCR diiakukan
di Institute of Tropical Disease Universitas Airlangga Surabaya, sedangkan sekuensing
dilakukan di Macrogen, Jepang. Penelitian ini akan dimulai pada tahun 2016 dan

berakhir pada tahun 2019.

Bahan Penelitian

bahan untuk pengambilan sampel darah meliputi disposable syringe 3 mL steril,
Landscoen, alcohol swab, masker, dan lembar informed consent. Bahan yang digunakan
untuk preparasi sampel darah antara lain tabung EDTA (lavender top), tabung Falcon
15 mL, yellow tip (200 pL), tabung mikrosentrifus 1,5 mL, dan sampel darah (whole
blood). Transportasi sampel darah dari RSUD Kabupaten Buleleng, Bali, dilakukan
dengan menggunakan dry ice dan ice pack.

Isolasi DNA dilakukan dengan bahan berupa sampel darah, dengan
menggunakan Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Amerika Serikat, no.
katalog Z3100). Bahan habis pakai yang diperlukan antara lain yellow tip (200 pL), blue
tip (1.000 pL), dan tabung mikrosentrifus 1,5 mL.

Untuk amplifikasi DNA dengan menggunakan PCR, diperlukan primer seperti
yang tertera pada Tabel 3 dan Tabel 4. hasil isolasi DNA, dan GoTaq Green Master
Mix (Promega, no. katalog M7122). Bahan habis pakai yang diperlukan antara lain
white tip (10pL), yellow tip (200 uL), dan PCR rube. Alat dan bahan yang diperlukan
untuk elektroforesis antara lain white tip (10 pL), 1,5% agarose (dalam larutan TAE
0,5X), buffer TAE 0,5X, dan ethidium bromide untuk gel staining. Purifikasi produk
PCR dilakukan dengan menggunakan Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
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(Promega, no. katalog A9281). Produk PCR yang telah dipurifikasi kemudian dikirim

untuk sekuensing dengan menggunakan fube PCR dan ice pack.

Tabel 3 Primer yang dapat digunakan untuk amplifikasi gen PR pada HIV-1

Primer Sekuens (5 ke 37) Posisi Panjang
HXB2 Amplikon
DRPRO35 5'-AGACAGGYTAATTTTTTAGGGA-3 2074-2095 642 bp
DRPRO2L _ 5 " TATGGATTTTCAGGCCCAATTTTTGA-3" 271 6-2691
DRPROIM 5'-AGAGCCAACAGCCCCACCAG-3 2148-2167 463 bp
DRPRO6 5 -ACTTTTGGGCCATCCATTCC-3 ’ 2611-2592

Sumber: Kotaki et al., 2013

Tabel 4 Primer yang dapat digunakan untuk amplifikasi gen RT pada HIV-1

Primer Sekuens (5° ke 3°) Posisi Panjang
HXB2 Amplikon

RTIL 5" -ATGATAGGGGGAATTGGAGGTTT-3’ 2388-2410 2.014 bp

GPR2M 5-.GGACTACAGTCYACTTGTCCATG-3' 4402-4380

RT7L - 5".GACCTACACCTGTCAACATAATTGG-3 2485-2509  1.824 bp

GPR3L 5'-TTAAAATCACTARCCA'ITGYTCTCC-3' 4309-4285

Sumber: Kotaki et al., 2013

Alat Penelitian ‘

Transportasi sampel plasma dilakukan dengan menggunakan cooling box. Isolasi
DNA dilakukan dengan -instrumen antara lain sentrifugator, micropipettor, dan bio-
safety cabinet. Sampel DNA yang belum terpakai disimpan dalam freezer -80°C.
Amplifikasi DNA dengan menggunakan PCR, dilakukan dengan micropipettor dan
thermal cycler. Sedangkan untuk elektroforesis, digunakan apparatus gel elektroforesis

dan transilluminator sinar UV.

Prosedur Penelitian
Tahap persiapan penelitian
1. Penandatanganan informed consent dan pengambilan sampel darah (whole
blood)
Pengambilan sampel hanya dilakukan kepada pasien HIV-positif yang
berkunjung ke klinik RSUD Kabupaten Buleleng, Bali, yang bersedia terlibat dalam
penelitian dan bersedia menandatangani informed consent sebelum pengambilan sampel

darah. Pengambilan sampel darah dilakukan dengan menggunakan spuit 5 mL, dengan
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prosedur yang berlaku di RSUD Kabupaten Buleleng. Darah yang dikumpulkan kurang
lebih sebanyak 5 mL.
2. Pengumpulan data sekunder

Data dasar pasien, data riwayat penyakit pasien yang memuat manifestasi klinis
infeksi HIV, dan data riwayat pengobatan pasien diperoleh dari rekam medis.
3. Transportasi sampel plasma dari Kabupaten Buleleng

Sampel darah ditransportasikan dari Kabupaten Buleleng, Bali, ke ITD
Universitas Airlangga, Surabaya, dengan menggunakan cool box yang berisi dry ice dan
cool pack. Tabung penyimpanan dipastikan tertutup rapat, sedangkan cool box diberi

penanda biohazard.

Tahap pelaksanaan penelitian
‘1. Genotyping gen PR dan RT

Metode genotyping tidak hanya dapat digunakan untuk mengidentifikasi mutasi
terkait drug resistance pada gen RT dan PR, tetapi juga untuk mengidéntiﬁkas subtipe
dari HIV-1. Prosesnya meliputi amplifikasi materi genetik dengan menggunakan
polymerase chain reaction (PCR) dan sekuensing nukleotida.
1.1  Isolasi DNA dan amplifikasi DNA dengan menggunakan PCR

Proviral-DNA HIV-1 diekstraksi dari sampel darah dengan menggunakan
Promega Genomic DNA Purification Kit, sesuai dengan prosedur yang dianjurkan oleh
produsen. Amplifikasi materi genetik HIV-1 dilakukan dengan metode nested PCR,
yang meliputi first round dan second round PCR.

Untuk first PCR; 12,5 pL GoTag® Green Master Mix 2X, | uL primer forward,
1 pL primer reverse, 5 pL ¢DNA, dan 5,5 uL Nuclease-Free Water dicampurkan pada
tabung PCR. Untuk second PCR, 12,5 ‘uL GoTag® Green Master Mix 2X, | uL primer
forward, 1 uL primer reverse, 2 uL produk first PCR, dan 8,5 pL Nuclease-Free Water
dicampurkan pada tabung PCR.
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First PCR dan second PCR dilakukan dengan thermal cycler yang diprogram

sebagai berikut:

Protease
First PCR Second PCR
Initial 94°C 1 menit 94°C | menit
denaturation
94°C | menit 35 siklus  94°C 30 detik 35 siklus
52°C 30 detik 57°C 30 detik
72°C 1 menit 72°C 30 detik
Final 72°C 5 menit 72°C 5 menit
extension
Reverse transcriptase
First PCR Second PCR
Initial 94°C 1 menit 94°C | menit
denaturation
94°C 30 detik 35 siklus  94°C 30 detik 35 siklus
57°C 30 detik 52°C 30 detik
72°C 2 menit 72°C 2 menit
Final 72°C 5 menit 72°C 5 menit
extension

Tabung PCR diletakkan ke dafam thermal cyc)er dan jalankan program cycling.
Setelah amplifikasi, produk PCR dapat disimpan semalam pada suhu 4°C, atau pada
suhu -20°C untuk penyimpanan jangka panjang.

2.2 Elektroforesis

Produk PCR selanjutnya diclektroforesis untuk memastikan keberhasilan
amplifikasi materi genetik virus. Media yang digunakan adalah gel agarose 0.8% pada
buffer TBE. Ehidium bromide (0.5pg/mL) dan marker ditambahkan pada gel agarose
Sebelum dimasukkan ke dalam pre-formed wells agarose, dilakukan penambahan
loading dye ke dalam produk PCR. Pita DNA kemudian divisualisasi di bawah sinar
ultraviolet dengan panjang gelombang 302 nm (Jacobs, 2005).

1.2  Sekuensing

Sekuensing dilakukan terhadap produk PCR yang hasil elektroforesisnya positif.
Sebelum sekuensing, dilakukan purifikasi produk PCR. Purifikasi produk PCR dengan
menggunakan Promega Wizard Gel and PCR Clean-Up System, sesuai dengan prosedur
yang dianjurkan manufaktur. Hasil purifikasi produk PCR kemudian dielektroforesis

untuk mengetahui keberhasilan tahap purifikasi. Apabila elektroforesis menunjukkan
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hasil positif, maka produk PCR yang telah dipurifikasi dikirim ke Macrogen, Korea
Selatan, untuk dilakukan sekuensing dengan menggunakan salah satu primer second
PCR. Produk yang telah dipurifikasi sebanyak 10 uL dalam PCR tube dikirimkan dalam
wadah tertutup berisi ice pack. Elektroferogram dan sekuens DNA hasil sekuensing
yang diperoleh dari Macrogen kemudian digunakan untuk analisis data.
2, Identifikasi subtipe dan mutasi terkait drug resistance pada gen PR dan RT
Database yang akan digunaian untuk mengidentifikasi mutasi terkait drug
resistance pada gen PT dan RT adalah database International AIDS Society United
States of America (IAS-USA) (Wensing et al., 2017). Identifikasi subtipe dilakukan
dengan menggunakan Recombinant Identification Program yang tersedia secara online

pada website database sekuens HIV (www.hiv.lanl.gov/) (Khairunisa et al., 2014).

Variabel Penelitian
Variabel yang akan diteliti antara lain pasien HIV-positif (treatment naive dan
treated), mutasi terkait drug resistance pada gen PR dan RT HIV-1, subtipe HIV-1,

serta manifestasi klinis pasien (ko-infeksi).

Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian sccara skematis yang diawali dengan persiapan penelitian

hingga pengolahan data dapat dilihat pada Gambar 5.
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Pasien HIV-positif
1
—
. Pencatatan data sekunder dani
Penandatanganan informed consent rekam medik pasien
Pengambilan sampel darah (5 mL) 5| Data dasar
‘]' Riwayat
. >
Isolasi DNA pengobatan
L Riwaya.t
| penyakit
Genotyping (PCR dan sekuensing)

!

Subtipe HIV-1 dan mutasi terkait
drug resistance pada gen PR dan RT

!

Analisis Data

Gambar 9 Alur Penelitian
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MIRIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
BAB 5 < RaBAYA

HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

Pengumpulan sampel dari pasien freatment naive dan treated

Pengumpulan sampel whole blood dari pasien freated dilakukan pada bulan
Agustus 2017, sementara pengumpulan sampel dari pasien treatment naive dilakukan
selama bulan Februari hingga Maret 2018 di RSUD Kabupaten Buleleng, Bali.
Sebanyak 63 pasien freated dan 36 pasien (reatment naive bersedia terlibat dalam
penelitian ini dan telah menandatangani informed consent sebagai bentuk persetujuan
tertulis. Karakteristik pasien yang menjadi partisipan penelitian ini dimuat dalam Tabel
5 untuk pasien freatment naive dan Tabel 6 untuk pasien treated .

Kriteria inklusi pasien yang terlibat dalam penelitian ini antara sebagai berikut:
& Pasien telah dikonfirmasi HIV-positif melalui pemeriksaan oleh tenaga

kesehatan yang berwenang. sesuai prosedur yang berlaku di RSUD Kabupaten

Buleleng.

2. Pasien berusia lebih dari 15 tahun.

3. Pasien treatment naive belum pernah sama sekali memperoleh terapi dengan
obat-obatan anti-retroviral (ARV).

4. Pasien memiliki catatan medik yang memuat riwayat pemeriksaan dan
pengobatan.

5. Pasien bersedia menjadi subjek penelitian dan menandatangani informed consent.

Tabel 5 Karakteristik pasien treatiment naive

Variabel Parameter Jumlah I’crscntaﬁ

Jenis Kelamin 2 22 gi; 1
N P 14 38.89%
15-19 4 11,11%

20-24 6 16,67%

25-29 8 22.22%

Usia 30-34 8 22.,22%
35-39 6 16,67%

40-44 3 8,33%

45-49 1 | 2.78%
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Tabel 6 Karakteristik pasien treated

Variabel Parametey Jumlah | Persentase
. . L 35 55,6%
Jenis Kelamin P 28 24.4%
15-19 1 1,59%
20-24 6 9,52%
25-29 13 20,63%
30-34 11 17,46%
Usia 35-39 11 17,46%
40-44 11 17,46%
45-49 6 9,52%
50-54 2 3,17%
55-59 1 1,59%
>60 1 1,59%
"AZT 3TCNVP 36 57,14%
Jenis ARV AZT 3TC EFV 3 4,76%
TDF 3TC EFV 3 4,76%
3TC/NVP/d4T 21 33,33%
<6 bulan 5 7,94%
6-12 bulan 11 17,46%
Lama terapi 13-24 bulan 12 19,05%
dengan ARV 25-36 bulan 9 14,29%
37-48 bulan 10 15,87%
49-60 bulan 4 6,35%
>60 bulan 12 19,05%
Riwayat ko- Riwayat ko- o
Infeksi infeksi 18 28,57%
Tuberculosis Tidak ada
(Tb) riwayat ko- 45 71,43%
infeksi
Genotyping sampel

Genotyping berupa amplifikasi dengan PCR dan dilanjutkan dengan sekuensing
dilakukan terhadap semua sampel yang diperoleh dari partisipan penelitian. Dari
keseluruhan sampel yang diperoleh, 51 gen PR dan 45 gen RT dari 59 pasien treated
serta 23 gen PR dan 29 gen RT dari 33 pasien treated berhasil diamplifikasi dan
disekuensing. Keberhasilan amplifikasi dengan menggunakan PCR dibuktikan oleh
hasil elektroforesis positif, yang mana hasil elektroforesis beberapa sampel dapat dilihat
pada Lampiran 1. Elektroferogram hasil sekuensing beberapa sampel dapat dilihat
pada Lampiran 2, yang mana sampel dengan hasil sekuensing yang baik akan

menampilkan elektroferogram dengan noise yang minimal dan peak yang jelas. Hasil
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sekuensing kemudian digunakan untuk identifikasi subtipe dan mutasi terkait drug
resistance pada gen PR dan RT HIV-1.

Subtipe HIV-1 berdasarkan sekuens gen protease dan reverse franscriptase

Subtyping terhadap gen PR dan RT dilakukan dengan menggunakan
Recombinant  Identification — Program (http://hivdb.stanford.edu/hiv),  yang
menunjukkan CRF01_AE sebagai rekombinan yang dominan bersirkulasi di Kabupaten
Buleleng, Bali. Rekombinan dan subtipe lain yang teridentifikasi adalah kombinasi
CRF02_AG dan CRF01_AE serta subtipe B. Dari 59 pasien treated, 57 pasien (96,61%)
terinfeksi CRFOI_AE, sedangkan 2 orang pasien masing-masing terinfeksi
CRF01_AE/CRF02_AG (1,69%) dan subtipe B (1,69%). Distribusi subtipe HIV-1 pada
pasien treated dapat dilihat pada Gambar 6.

1,69% 1,69%

= B & CRFO1_AE CRF02_AG & CRFO1_AE

Gambar 10 Distribusi subtipe HIV-1 pada pasien freated (n=59)

Pada pasien treatment naive, dari 33 pasien, diketahui bahwa 32 pasien (96,97%)
terinfeksi CRFO1_AE, sedangkan 1 pasien (3,03%) terinfeksi CRFO1_AE/CRF02_AG.
Secara keseluruhan, CRFO1_AE diketahui menginfeksi 89 pasien (96,47%), sedangkan
CRF01_AE/CRF02_AG dan subtipe B masing-masing menginfeksi 2 (2,17%) dan 1
pasien (1,09%). Distribusi subtipe HIV-1 pada pasien freatment naive dan distribusi
subtipe HIV-1 pada keseluruhan pasien dapat dilihat pada Gambar 7 dan Gambar 8.
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3,03%

4 CRF01_AE'CRF02_AG ® CRFO1_AE

Gambar 11 Distribusi subtipe HIV-1 pada pasien freatment naive (n=33)

& CRFO1_AECRF02_AG & AE®B

Gambar 12 Distribusi subtipe HIV-1 pada pasien treatment naive dan treated (n=89)

Selain melakukan subtyping dengan menggunakan Recombinant Identification
Program, juga dilakukan pembuatan pohon filogenetik (neighbour joining tree)
berdasarkan sekuens gen PR dan RT. Pohon filogenetik sekuens gen PR dan RT pasien
treated dapat dilihat pada Lampiran 3.

Hasil subtyping pada penelitian ini sesuai dengan penelitian yang sebelumnya
telah dilakukan di Indonesia, antara oleh Kotaki et al. (2015) dan Khairunisa et al.
(2015) di Surabaya, Witaningrum ef al. (2016) di Papua Barat dan Yunifiar ef al. (2017)
di Papua, serta penelitian oleh Khairunisa ef al. (2018) di Kepulauan Riau. Penelitian
tersebut menunjukkan CRFOI_AE sebagai rekombinan yang paling dominan
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bersirkulasi di Indonesia. Rekombinan CRF01_AE juga merupakan rekombinan paling

dominan di Asia Tenggara (Taylor e/ al., 2008; Hemelaar ef al., 2011).

Analisis mutasi terkait drug resistance berdasarkan sckuens gen profease dan
reverse transcriptase pada pasien freatment naive dan treated

Sekuens gen PR maupun RT dibandingkan dengan database dari 1AS-USA
tahun 2017, untuk mengetahui adanya mutasi mayor ataupun minor. Mutasi terkait drug
resistance dikategorikan sebagai mutasi major jika dapat menurunkan kepekaan
terhadap ARV secara substansial. Mutasi minor tidak memiliki efek substansial
terhadap fenotip dari virus. Mutasi minor hanya dapat meningkatkan kemampuan
replikasi virus yang memiliki mutasi major. Tahap kedua adalah menggunakan daftar
mutasi yang teridentifikasi untuk memperkirakan kepekaan terhadap ARV tertentu
(Shafer et al, 2001; Kantor ef al., 2005; Wensing ef al., 2014). ‘

Seluruh sekuens gen PR pasien treated (51 pasien) diketahui memiliki mutasi
minor, baik mutasi yang bersifat polimorfik pada subtipe non-B maupun mutasi non-
polimorfik yang terkait dengan resistensi terhadap ARV golongan inhibitor protease.
Enam dari 45 pasien treated (13,33%) diketahui memiliki mutasi pada gen RT, yang
mana empat (8,89%) diantaranya teridentifikasi memiliki mutasi mayor. Mutasi terkait
drug resistance pada gen PR maupun RT pada pasien freated dimuat pada Tabel 7 dan
Tabel 8.

Tabel 7 Mutasi terkait drug resistance ada gen reverse transcriplase pasien treated

Mutasi Jenis Mutasi Jumlah (n)/
Persentase

K65R Major 1(2.2%)
D67N Major 1 (2.2%)
K70R Major 1 (2.2%)
V901 Minor 1 (2.2%)
A98G Minor 1 (2.2%)
KI101E Major 1 (2.2%)
E138A Major 1 (2.2%)
Y181C Major 1 (2.2%)
M184V Major 2 (4.44%)
Y188L Major 1 (2.2%)
G190A Major 3 (6,6%)
V1061 Minor 1 (2.2%)
V179D Minor 1 (2.2%)

30
LAPORAN PENELITIAN IDENTIFIKASI MUTASI TERKAIT DRUG

...... SOETJIPTO



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Tabel 8 Mutasi terkait drug resistance pada gen profease pasien freated
Mutasi Jenis Mutasi Jumlah (n)/
Persentase
L10lI/F Minor 7 (13,73%)
GI6E Minor 17 (33.33%)
K20R/I Minor 24 (47,06%)
L33F Minor 2 (3,92%)
M36l1 Minor (polimorfik) 50 (98,04%)
162V Minor 3 (5,88%)
L63P Minor 10 (19.61%)
H69K Minor (polimorfik) 47 (92.16%)
V771 Minor 8 (15,69%)
V82I Minor 10 (19,61%)
L89MI Minor 47 (92,16)
193L Minor 12 (23,53%)

Seperti halnya pada pasien treated, seluruh sekuens gen PR pasien treatment
naive (23 pasien) diketahui memiliki mutasi miror, baik mutasi yang bersifat polimorfik
pada subtipe non-B maupun mutasi non-polimorfik yang terkait dengan resistensi
terhadap ARV golongan inhibitor profease. Sembilan dari 29 pasien treatment naive
(31,03%) dikctahui memiliki mutasi pada gen RT, yang mana lima (17,2%) diantaranya
teridentifikasi memiliki mutasi mayor. Mutasi terkait drug resistance pada gen PR

maupun RT pada pasien treated dimuat pada Tabel 9 dan Tabel 10.

Tabel9 Mutasi terkait drug resistance pada gen reverse transcriptase pasien

treaiment naive

Mutasi Jenis Mutasi Jumlah (n)/
Persentase
K219Q Major 1 (3,44%)
V901 Minor 1 (3,44%)
K103N Major i (3,44%)
V1061 Minor 1 (3,44%)
E138G/A Major 2 (6,89%)
V179D/F Minor 2 (6,89%)
G190A Major 1 (3,44%)

31
LAPORAN PENELITIAN IDENTIFIKASI MUTASI TERKAIT DRUG

...... SOETJIPTO



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Tabel 10 Mutasi terkait drug resistance pada gen profease pasien freatment naive

Mutasi Jenis Mutasi Jumlah (n)/
Persentase

L10I/V Minor 9 (39,13%)
GI6E Minor 11 (47.82%
K20R/1 Minor 9 (39,13%)
M36l Minor (polimorfik) 23 (100%)

D60E Minor 1 (4,34%)

L63P Minor 6 (26,08%)

H69K Minor (polimorfik) 21 (91,3%)
ATIV Minor 1 (4,34%)
V82l Minor 3 (13,04%)

L89M/1 Minor 23 (100%)
193L Minor 8 (34,78%)

Hubungan antara subtipe HIV-1, manifestasi Klinis, dan mutasi terkait drug
-resistance ‘
Delapan belas pasien treated ('28,57%) diketahlii memiliki riwayat manifestasi
“klinis berupa ko-infeksi tuberculosis (Tb). Berdasarkan hasil uji Chi-Square, diketahui
bahwa manifestasi klinis berupa ko-infeksi Tb tidak berhubungan dengan subtipe HIV-1
yang menginfeksi pasien (p>0,05). Jika dihubungkan dengan adanya resistensi terkait
dfug resistance mayor pada gen RT, hasil uji Spearman menunjukkan bahwa ko-infeksi
Tb juga tidak memiliki keterkaitan dengan resistensi mayor pada gen RT (p>0,05).
Dalam penelitian ini, semua sekuens gen RT diketahui merupakan CRFO1_AE,
sehingga tidak dilakukan uji hubungan antara subtipe dengan adanya resistensi pada gen
RT. Uji Chi-square menunjukkan bahwa subtipe HIV-1 tidak memiliki keterkaitan
dengan adanya mutasi minor pada gen PR (p>0,05), utamanya karena semua sampel

pasien (100%) diketahui memiliki mutasi minor pada gen PR.
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KESIMPULAN DAN SARAN 3 U L Y A

Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, dapat ditarik kesimpulan

sebagai berikut:

1. Secara keseluruhan, subtipe HIV-1 yang teridentifikasi pada pasien (reatment
naive dan treated di Kabupaten Buleleng, Bali, antara lain CRFO1_AE (96.47%),
CRF01_AE/CRF02_AG (2,17%), dan subtipe B (1,09%).

2. Ditemukan adanya mutasi minor terkait drug resistance pada Gen PR HIV-1

pada seluruh sampel pasien treatment naive dan treated.

L8]

Ditemukan adanya mutasi mayor maupun minor terkait drug resistance pada

Gen RT HIV-1 pada; pasien freatment naive maupun treated. Enam dari 45

pasien treated (13,33%) diketahui memiliki mutasi pada gen RT, yang mana

empat (8.89%) diantaranya teridentifikasi memiliki mutasi mayor. Sembilan dari

29 pasien freatment naive (31,03%) diketahui memiliki mutasi pada gen RT,

yang mana lima (17,2%) diantaranya teridentifikasi memiliki mutasi mayor.

4. Tidak ditemukan adanya keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan manifestasi
klinis pasien treated di Kabupaten Buleleng, Bali.

5. Tidak ditemukan adanya keterkaitan antara subtipe HIV-1 dengan mutasi terkait
drug resistance pada Gen PR dan RT HIV-1 pasien freatment naive dan treated
di Kabupaten Buleleng, Bali.

6. Tidak ditemukan adanya keterkaitan antara mutasi terkait drug resistance pada

Gen PR dan RT HIV-1 dengan manifestasi klinis pasien treated di Kabupaten

Buleleng, Bali?

Saran

L. Perlu dilakukan penelitian dengan jumlah sampel yang lebih besar dan secara
berkelanjutan, sehingga dapat diperoleh gambaran yang lebih akurat mengenai
adanya mutasi terkait drug resistance pada gen PR dan RT HIV-1, karena

jumlah kumulatif infeksi HIV-1 yang masih terus meningkat tiap tahunnya.

[Re)

Dalam penelitian ini, usia inklusi adalah >15 tahun. Perlu dilakukan penelitian

terhadap pasien yang berusia <I5 tahun, termasuk pasien infeksi HIV-I
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pediatrik. sehingga dapat dilakukan identifikasi adanya mutasi terkait drug

resistance pada gen PR dar RT HIV-1 pada populasi tersebut.
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LAMPIRAN 1
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Elektroforesis hasil amplifikasi PCR gen protease (463 bp) pasien treated
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Elektroforesis hasil amplifikasi PCR gen reverse transcriplase (1824 bp) pasien
treatment naive
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Elektroforesis hasil amplifikasi PCR gen reverse transcriptase (1824 bp) pasien rreated
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Hasil sekuensing gen reverse transcriptase terhadap sampel dengan kode nomor 213
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LAMPIRAN 3
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Pohon filogenetik gen reverse transcriptase HIV-1 pasien treated
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Pohon filogenetik gen protease HIV-1 pasien treated
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