
, 

. LAPORAN PENELITlAN 
RIBAR KOMPETITlF PENELITIAN UNTUK PUBLlKASI INTERNASIONAL 

BATH ill 
T AHUN ANGGARAN 2009 

1 I L I K 
rERPUSTAKAAN 

UNIVERSITAS AIRLANGG 
SURA BAYA 

ANALISIS MOLEKULER PHYLOGENETIC 

HUMAN IMMUNODEFICINCY VIRUS (BIV) 

DARI PENDERITA YANG TERINFEKSI mv 
DI SURABA YA JAW A TIMUR 

Maria Inge Lusida 
Nasronudin 

Retno Handajani 
Lindawati . 

Ferry Efendi 
Takako Utsumi 

Dibiayai oleh Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi, 
Departemen Pendidikan Nasional, 

sesuai dengan Surat Perjanjian Pelaksanaan Hibah Kompetitif 
Penelitian Untuk Publikasi Internasional Batch ill, 

Nomor: 690/SP2H1PPlDP2M1VI1/2009, Tanggal26 Oktober 2009 

INSTITUTE OF TROPICAL DISEASE 
UNIVERSITAS AIRLANGGA 

DESEMBER 2009 



" .. ' 
HALAMAN PENGESAHAN 

1. Judul Penelitian : Analisis Moiekuier Phylogenetic Human Immunodeficincy Virus (HiV) 
pad a Penderita Yang Terinfeksi HiV Oi Surabaya Jawa Timur 

Ketua Peneliti 
a. Nama 
b. Jenis Kelamin 
c. NIP 

: dr. Maria Inge Lusida, M.Kes, Ph.D, SpMK 
: Perempuan 
: 19580917198603 2001 

d. J abatan srukturaJ : Sekretaris Institute'-ofTropieal Disease Unair 
e. Jabatan Fungsional : I. Dosen di Dep. Mirobioligi 

f. Unit Kerja 

g. Alamat surat 

h. Telepon/Fax 
1. Alamat Rumah 
J. Telpon/FakslE-mail 

2. Peneliti di InstitUte ofTropicaJ Disease 
: I. FK UNAIR. / Paseasrujana llmu Kedokteran Tropis 

2. Institute of Tropical Disease (ITD) UNAIR, Surabaya 
: Institute ofTropieal Disease Kampus C UDair, 
JI.Mulyorejo, Surabaya 

: (031) 5992445 - (03 I) 5992446 Fax. (03 I) 5992445 
: JI. Mojoarurn VI / 17-D Surabaya. 
: 081 23037884, 
e-mail: ingelsd@sby.eentin.net.id 

b Mitl'U Kerjasama Internasional 

Nama : Takako Utsumi, Ph.D 
Institusi : Kobe University, Jepang 

c Jangka Waktu Penelitian: 1 tabun 

d Pembiayaan 

Jumlah biaya yang diberikan Dikti : Rp 140.000.000,-

Surabaya, 1 Desember 2009 

Ketua Peneliti, 

~ 
dr. Maria Inge Lusida, M.Kes, PhD, Sp.MK 

NIP : 195809171986032001 

dan 

~$~~~~J);~mbang Sektiari L.,DEA,drh 
NIP: 131 837004 . 



L IDENTITAS PENELITIAN 

1. Judul Penelitian : Analisis Molekuler Phylogenetic Human lmmunodeficincy Viros (lllV) 

pada Penderita Yang Terinfeksi HIV Di Surabaya Jawa Timur. 

2. Ketua P eneliti 

a. Nama 

b. Bidang Keahlian 

c. J abatan sruktural 

d. Jabatan Fungsional 

e. Unit Kerja 

f. Alamat surat 

g. TeleponlFax 

h. Alamat Rumab 

I. TelponIFaksIE-mail 

3 Anggota peneliti . 

: dr. Maria Inge Lusida, M.Kes, Ph.D, SpMK 

: Mikrobiologi 

: Sekretaris Institute of Tropical Disease Unair 

: 1. Dosen di Dep. Mirobioligi 

2. Peneliti di Institute of Tropical Disease 

: 1. FK UNAIR I Pascasmjana Dmu Kedokteran Tropis 

2. Institute ofTropical Disease (lTD) UNAIR, Surabaya 

: Institute ofTropicaI Disease Kampus C Unair, 

R.Mulyorejo, Surabaya 

: (031) 5992445 - (031) 5992446 Fax. (031) 5992445 

: R. Mojoarum VI I 17-D Surabaya. 

: 081 23037884, 

e-mail: ingelsd@sby.centin. net.id 

No. 
Nama dan Gelar Akad emik 

Bidang Keah1ian Fak I J urusan 

Tim P eneliti Indonesia 

I. Dr.dr.Nasronudin,Sp.PD- Dokter Spesialis FKIlTD 

KPTI Penyakit Dalam 

2. Prof. Retno Handajani, dr, Biologi Molekuler FK / ITD 

MS, PhD 

3. dr. Lindawati A.S., M.Kes, Ahli Mikrobiologi FKIITD 

SoMK 

4. Ferry Efendi, S.Kep, Ns Keperawatan F. Keperawatan 

5. Takako Utsumi, Ph.D Biologi Molekuler School of Medicine 

4. Objek penelitia n : darab penderita HIV koleksi lTD Unair, Surabaya 

s. Masa pelaksanaan penelitian: 

• Mulai : September 2009 

• Berakhir : 12 Bulan setelah usulan penelitian ini diterima 

6. Anggaran yang diusulkan: 

Jurn1ah biaya yang diusulkan ke Dikti 
Jumlah biaya yang disetujui Dikti 

11 

: Rp 200.000.000,-. 

: Rp 140.000.000,-. 

Perguruan 

Tinggi 

Unair 

Unair 

Unair 

Unair 

Kobe 

University 



RINGKASAN 

ANALISIS MOLEKULER PHYLOGENETIC HUMAN IMMUNODEFICINCY VIRUS 
(HIV) P ADA PENDERIT A YANG TERINFEKSI mv DI SURABA VA, JA WA TIMUR 

Maria Inge Lusida l
.
s, Nasronudin Lusidaz·.s,Retno Handajane·s, 

Lindawati Lusidal
.
s, Ferry Efendi4.

S
, Takako Utsumi6

• 

Department of Microbiologi, Department of Internal Medicine z, and Department of 

Biochemistry] Faculty of Medicine, Faculty of Nurserl, and Tropical Disease Center', 

Airlangga University, Surabaya, Indonesia, 

and Kobe University, Japan6
• 

Latar belakang: Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-l) dikJasifikasikan kedalam 3 

grup: grup M (main), grup 0 (outlier) dan grup N (non-Mlnon-D). Penyebab utama epidemi 

infeksi mv di dunia adalah grup M, yang dalam phylogenetic selanjutnya elibagi menjaeli 10 

subtipe atau clades, yaitu: A- D and F-K. Klasifikasi phylogenetic lllV-l dapat elilakukan 

berdasar antara lain analisis sekuens daerah genom gag p17 atau genom utuh lllV. Belum 

diketahui distribusi subtipe HIV pada penderita yang terinfeksi lllV di Surabaya, Jawa Timur. 

Tujuan: Mendapatkan hasil anal isis molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency 

Virus (HIV) pada penderita yang terinfeksi lllV di Surabaya, Jawa Timur. 

Metoda: Deteksi antiboeli terhadap lllV-l elilakukan dengan 3 teknik, yaitu: paper strip, 

dan EIA (Aeon) serta EliSA (Axiom dilakukan pada 51 sampel plasma penderita suspect lllV di 

Surabaya, Jawa Timur. Deteksi RNA lllV dilakukao dengan One Step Reverse Transcription 

(RT) Polymerase Chain Reaction (PCR) Test (Invirogen) menggunakan pasangan primer 

berdasar gen gag daerab p17. Hasil pemeriksaan PCR lllV yang positif di sequencing dan 

dianalisis menggunakan program Genetyx 9 Version untuk menentukan subtipe HIV. 

Hasil: Antibody terhadap lllV terdeteksi pada 96,08% (49/51) penderita suspect HIV dan 

RNA mv terdeteksi pada 57,14% (28/49). Pada analisis selanjutnya dari 21 nukleotida gen gag 

pI 7 HIV yang dianalisis, semua adalah CRF, terutarna HIV subtipe CRFOl_AE, yang 

menempati satu cabang dengan lllV CRFO 1_ AE yang berasal dari Asia, yaitu Thailand, Jepang, 

Malaysia, Cina dan Hongkong, kecuali satu sampel. Satu sam pel tersebut mempunyai insersi 

18 nukleotida nampaknya seperti subtipe lllV yang barn, namun masih perlu eliteliti lebih lanjut. 

Kesimpulan: Dari gen gag p1 7 HIV dalam penelitian ini, satu HIV mempunyai insersi 18 

nukleotida dan subtipe lllV di Surabaya, Jawa Timur terutarna adalah CRFO I-AE yang 

menempati cabang yang sarna dengan subtipe CRFOl -AE lllV eli Asia pada umumnya. 

Kata kunci: Subtipe lllV, gen gag p17, Surabaya, Indonesia. 
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SUMMARY 

PHYLOGENETIC MOLECULAR ANALYSIS OF HUMAN IMMUNODEFICINCY 
VIRUS (BIV) IN PATIENTS WITH HIV INFECTION, IN SURABA YA, EAST JAVA 

M 'I L 'd I'~N d'L 'd2..5 Rt H d' ,3,~ ana nge IU' a , asronu m us. a , e no an aJanl , 

Lindawati Lusidal.5, Ferry Efendi4.~, Takako Utsumi6
• 

Department of Microbiologl, Department of Internal Medicine 2, and Department of 

BiochemistryJ Facu~ty of Medicine, Faculty of Nurser/, and Tropical Disease Center', 

Airlangga University, Surabaya, Indonesia, 

LInd Kobe University, Japan6
• 

Back ground: The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-l) isolates are classified in 

three main groups: group M (main), a group 0 (outlier) as well as a group N (non-Mlnon-O). 

The HIV-l M group, responsible for the majority of infections in the HIV-l 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 p 17 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 analylisis HIV in patients with HIV infection, in 

Surabaya, East Java. 

Methods: Antibody to HIV were detected using 3methods, paper and ErA (Acon) and 

ELISA (Axiom) 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 HIVgag pI7 genes. The PCR positive samples were sequenced 

and analysed to identifY the HIV subtype using Genetic Version 9 program. 

Results: Fourty nine (96,08%) HIV antibody were detected from 51 patients suspected 

.mv infection and 57,14,% (28/49) HIV DNA determination were postitives. All of21 positives 

HIV DNA except one sample that have been analyzed was CRFs of HIV with mayority 

CRFOI_AE subtipe similar with HIV CRFOI_AE subtipe in Asia countries, e.g.Thailand, Japan, 

Malaysia, Cina and Hongkong. Those one sample bas 18 nucleotides insertion look like a HIV 
new subtype but it is needed to confirm further. 

Conclusions: From gagp17 HlV gen in this study, one HlV has and CRf01-AE is 

majority HIV subtype in Surabaya, East Java which is located in the same branch with HJV 

commonCRFOI-AEHIV subtype in Asia. 

Key words: HIV subtype, gag p 17 gene, Surabaya, Indonesia. 
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BAB.I 

PENDAHULUAN 

~.iILll· I 
FE RP{)STAKAAN 

U'-I\L 'Slf\S AIRLA NGGA 
SJRA RAYA 

Perjalanan infeksi Human Immunodeficiency Virus (IllV) sangat bervariasi antara 

orang yang satu dengan yang lainnya dan belum sepenuhnya dimengerti . Faktor imunologi 

dan virologis telah banyak diketahui berhubungan dengan progresifitas penyakit, tetapi 

survival penderita untuk j angka panjanp ruasih sulit dipertahankan. Kompleksnya faktor yang 

melatar belakangi kejadian mv / AIDS ini mendorong pengembangan epidemiologi klinik 

yang mencoba menganalisis evolusi dari virus HI V itu sendiri. Pohon phylogenetic atau 

molekuler phylogenetic dapat menjelaskan hal tersebut (Luigi Buonaguro, 2007). 

Analisis phylogenetic pada umumnya digunakan di semua cabang ilmu biologi untuk 

mengetahui asal mula manusia dan sebagai investigasi pola epidemiologi dan penularan dari 

Human Immunodeficiency Virus (illY) (McCutchan FE, 2006). Beberapa penelitian 

menunjukkan asal muasal dari illY dapat diketahui baik mengikuti pola lokal maupun global 

dengan analisis pohon phylogenetic. Beberapa metode penyimpulan phylogenetic telah 

dikembangkan dan akurasinya dalam menjelaskan hubungan phylogenetic telah bisa 

diketahui dengan simulasi komputer dan studi penelitian phylogenetic (peeters M, 2000). 

Genom virus RNA yang dalam hal ini illY, mengalami perkembangan satu juta kali lebih 

cepat dibandingkan dengan genom organisme tingka tinggi yang berpeluang untuk dipelajari 

riwayat populasinya (Leitner, 1995). IllY·I terbagi menjadi group M, 0 dan N (Antunes 

2003), dimana illY grup M merupakan penyebab utama dari illY. IllY·I grup M dibagi 

menjadi 10 subtipe, yaitu: IllY·I subtype A, B, C, D, F, G, H, I, J dan K (Bounaguro 2007). 

Juga dikemukakan adanya bentuk rekombinan subtipe virus dalam sirkulasi (Circulating 

Recombinant Forms = CRFs) yang merupakan rekombinasi duatau lebih subtipe mv yang 

berbeda, yang jumlahnya kian bertambah (Wilbe 2003, Leitner 2005, Tebit 2007, Bounaguro 

2007, Khamadi, 2009). 

Genoma illY terdiri dari bagian yang menyandi struktur, ekspresi dan regulasi . 

Bagian genoma yang menyandi protein struktural atau protein struktural utarna diantaranya 

gag, pol dan env memiliki peran dominan dalam membuat protein struktural untuk 

membentuk partikel virus baru (Chan DC, 2008). Thomas Leitner et al. (1996) menyatakan 

bahwa penggunaan sequence gag p1 7 lebih sesuai digunakan untuk menganalisis 

phylogenetic dibandingkan dengan env. Hal ini berdasarkan pada matriks protein yang 

mengkode gag p 17 kurang direspon oleh sistem imun host sehingga terjadi selection 

melawan perubahan asam amino (negative selection) di regio pJ7. 

Dalam penelitian ini akan dilakukan analisis molekuler phylogenetic mv pada 

penderita illY khususnya di Jawa Timur berdasar gen gagp17 dari my. 



BAB II. 

STUDI PUSTAKA 
I1 .. l.Epidemiologi HIV/AIDS 

AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) dikenal sejak tahun 1981 pada lima 

orang pria homoseksual di Los Angeles, Amerika Serikat yang metoderita infeksi 

Pneumocystis carinii dan infeksi lain yang tidak biasa teIjadi pada orang normal. Penyakit 

yang kemudian dikenal dengan nama sindrom imunodefisiensi itu, ditemukan juga p::da 26 

orang di California dan Haiti. Penyakit yang sama bermunculan, terutama di Amerika dan 

Afrika, semuanya memiJiki gejala khas, yaitu adanya infeksi yang tidak terjadi pada orang 

yang imunokompeten (Sepkowitz, 2001). 

Pada tahun 2000, jumlah orang yang terinfeksi mv di dunia diperkirakan 42 juta 

orang, dimana dua pertiganya tinggal di Afrika. illV menginfeksi laki-laki maupun 

perempuan, tua maupun muda, bahkan bayi, semua warna kulit dan ras, dan berbagai 

orientasi seksual. Dari jumlah tersebut, 20 juta orang telah meninggal akibat AIDS pada 

Desember 2000, dan 3 juta diantaranya adalah anak-anak. Di Indonesia, menurut data 

Departemen Kesehatan (Depkes) Agustus 2004, diperkirakan terdapat 90.000 sampai 

130.000 orang dengan illV positif yang umumnya terpusat di tujuh propinsi, yakni DKI 

Jakarta, Jawa Barat, Jawa Timur, Jawa Tengah, Papua, Riau dan Bali (Depkes, 2004). 

Penyebab AIDS diketahui pada tahun 1983, yaitu Human Immunodeficiency Virus 

(illV), suatu Retrovirus yang termasuk dalam famili Lentivirus. Dua virus mv yang berbeda 

secara genetik namun antigennya berkaitan adalah mv subtipe 1 (IDV -I) dan illV subtipe 2 

(illV-2) yang dapat bereaksi silang pada uji serologik (Mitchell and Kumar, 2003; Jawetz et 

al., 1996). AIDS pada dasarnya adalah kumpulan gejala penyakit yang timbul akibat 

menurunnya kekebalan tubuh, disebabkan oleh mv (Sepkowitz, 2001). 

11.2. Struktur mv 
Virion illV berbentuk sferis dan memiliki inti berbentuk kerucut, dikelilingi oleh 

selubung lipid yang berasal dari membran sel bospes. Inti virus mengandung protein kapsid 

terbesar yaitu protein 24 (p24), protein nukleokapsid p7/p9, single stranded RNA, dan tiga 
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enzim virus yaitu protease, reverse transcriptase dan integrase (Gambar I). Protein p24 

adalah antigen virus yang cepat terdeteksi dan merupakan target antibodi dalam tes screening 

HIY. Inti virus dikelilingi oleh matriks protein dinamakan pI?, yang merupakan Iapisan 

dibawah selubung lipid. Sedangkan selubung lipid virus mengandung dua glikoprotein yang 

sangat penting dalam proses infeksi HIY dalam sel yaitu gp 120 dan gp41 . Genom virus berisi 

gen gag, pol, dan env yang akan mengkode protein virus. Hasil translasi berupa protein 

I prekursor yang besar dan harus dipotong oleh protease menjadi protein yang mature 

(Mitchell and Kumar, 2003). 

Anatomy of the AIDS Virus 

Gambar 1. Struktur HIY (Thaker HK, Snow MH, 2003) 

11.3. Genoma HIV 

HIY memiliki beberapa gen utama yang mengkode struktur protein yang ditemukan 

pada semua jenis retrovirus dan beberapa geD nonstrukturaJ ("accessory") yang merupakan 

keunikan dari HIY. GeD gag merupakan peDentu struktur dasar f1sik virus dan gen pol 

bekeIja di mekanisme dasar bagaimana reproduksi retrovirus sedangkan yang lainnya 

membantu HIV masuk ke dalam sel host dan meningkatkan pembelahannya. Meskipun 

kemungkinan terjadi perubahan mutasi, semua gen di bawah ini kecuali lev dapat ditemukan 

pada semua varian HlY diantaranya : 

3 



l> gag (Group-specific antigen): mengkode p24, kapsul viral ; p6 and p7, protein 

nuldeokapsid; dan matrix protein ill. 
l> pol: mengkode enzime virus, yang terpenting adalah reverse transcriptase, integrase, 

dan protease yang memecah turunan protein dari gag and pol menjadi protein 

fungsional . 

l> env ("envelope") : mengkode gp160, prekursor untuk WlQ and Wi yaitu protein 

yang menempel pada selubung virus yang memungkinkan virus menempel dan 

menginsersi sel target. 

l> Transactivators: [g1, rev. Yl2L 

l> Regulator lain: !!J£ nef. vpu 

l> tev: gen ini hanya ditemukan pada sedikit isolat mv-1. Gen ini merupakan bagian 

fusi dari gen tat, env, dan rev genes, serta mengkode protein dengan beberapa sifat 

dari lal, tetapi sedikit atau !idak sama sekali dari kandungan rev. 

Gambar 2. Genoma HIV (Wikipedia, 2009) 

Genoma HIV terdiri dari bagian yang menyandi struktur, ekspresi dan regulasi. 

Bagian genoma yang menyandi protein struktural atau protein struktural utama diantaranya 

gag, pol dan env memiliki peran dominan dalam membuat protein struktural untuk 

membentuk partikel virus baru (Chan DC, 2008). Thomas Leitner et al. (1996) menyatakan 

bahwa penggunaan sequence gag pI 7 lebih sesuai digunakan untuk menganalisis 

phylogenetic dibandingkan dengan env. Hal ini berdasarkan pada matriks protein yang 

mengkode gag pl7 kurang direspon oleh sistem imun host sebingga terjadi seleclion 

melawan perubahan asam amino (negative selection) di regio p J 7. 
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II.4. Yariabilitas Genetik HIV 

my berbeda dari banyak virus lainnya terutama pada tingginya variabilitas genetik. 

Perbedaan ini mengakibatkan siklus replikasi yang cepat dengan produksi dari 109 sampai 

1010 virion per har~ berpasailgan dengan laju mutasi yang tinggi sekitar 3 x 10-5 basa 

nukleotida per siklus dari replikasi dan kandungan rekombinogenik reverse transcriptase_ 

Skenario yang komplek ini menyebabkan produksi berbagai varian my pada pasien yang 

terinfeksi tunggal dalam perjalanann)'a tiap hari . Yariabilitas ini terbentuk ketika sel tunggal 

secara langsung terinfeksi dengan dua atau lebih jenis virus mY. Ketika hal ini terjadi, 

genoma dari virion progeny kemungkinan tersusun dari untai RNA dari dua jenis yang 

berbeda. Virion gabungan ini kemudian menginfeksi sel barn dan kemudian bereplikasi 

(Robertson DL, 1995). 

Simian immunodeficiency virus (SlY) adalah virus yang paling berhubungan dekat 

dengan my tetapi berbeda perilaku, host alarninya adalah kera hijau Afrika dan sooty 

mangabeys. Keberadaan retrovirus ini berada pada level tinggi dalam darah tetapi hanya 

menirnbulkan respon irnun yang ringan dan tidak menyebabkan terjadinya simian AIDS serta 

tidak mengalami mutasi dan rekombinasi seperti my (Baier M, 1991). 

Saat ini, telah diidentiflkasi adanya kelompok mY sebagai penyebab Acquired 

Immunodeficiency Syndromes (AIDS), yaitu strain mY-I dan strain mY-2, namun 

dikemukakan bahwa sebagian besar AIDS disebabkan oleh mY-I (Reeves, 2002). mY-I 

terbagi menjadi group M, 0 dan N (Carr, J. K, 1998, Antunes 2003), dimana my grup M 

merupakan penyebab utama dari my. mY-I grup M dibagi menjadi 9 subtipe, yaitu: mY-I 

subtype A, B, C, D, F, G, H, J dan K (Robertson, 2005 ; Oliveira, 2005 ; dan Tebit 2007) 

sedangkan Bounaguro (2007) mengemukakan adanya 10 subtipe my, dirnana Gao 1998 juga 

mengemukakan adanya mY subtipe I. 

Subtipe mY-I ini selanjutnya dibagi lagi menjadi subsubtipe, yaitu AI , A2, Fl dan 

F2 (Antunes, 2003). Dikemukakan bahwa subtipe mY yang berbeda dapat berbeda pula 

pada efek transmisi (penularannya), tirnbulnya resistensi obat maupun perogresifitas penyakit 

(Ndembi, 2009). Yariasi genetik antar subtipe mY ini berkisar 25-35% dan didalam subtipe 

berkisar 15-20%. 
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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 menggambarkan keturunan dari kelompok M dari mv-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 Ai 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 (Osmanov S, 2000). Sebagian besar penelitian mV-1 berfokus pada subtipe B, 

sedangkan sedikit yang lainnya berfokus pada subtipe lain (perrin L, 2003). 

0.10 

SIVMM 

HIV.2. sf'l'l''l> 

Gambar 3. Pohonphylogenetic SIV dan mv (Wikipedia, 2009) 

11.5. Perkembangbiakan mv 

Meskipun berbagai sel dapat menjadi target dari mv, ada dua target utama infeksi 

mv yaitu sistem imunitas tubuh dan sistem saraf pusat (Mitchell and Kumar, 2003 ; Fauci el 

al., 2001; Cornain dkk., 2001), namun virion mv cenderung menyerang sel Iimfosit T. 

Jurnlah lirnfosit T penting untuk menentukan progresivitas penyakit infeksi mv ke AIDS 

(McCloskey, 1998; Drew, 2001). Sel T yang terinfeksi tidak akan berfungsi lagi dan akhirnya 
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mati . Infeksi HIV ditandai dengan adanya penurunan drastis sel T dari darah tepi (Mitchell 

and Kumar, 2003; Fauci et al., 2001; Hogan et al., 2001). 

Limfosit T menjadi sasaran utama HIV karena memiliki reseptor CD4+ (sel T CD4+) 

yang merupakan pasangan ideal bagi gp120 permukaan (surface glycoprotein 120) pada HIV 

(enveloped) (Schols, 1996; McCloskey, 1998). Molekul CD4+ merupakan reseptor dengan 

afinitas tinggi terhadap HIV. Hal tersebut menjelaskan adanya kecenderungan selektif virus 

terhadap sel T CD4+ dan sel CD4+ lainnya, yaitu makrofag dan sel dendritik. Selain 

berikatan dengan sel CD4+, glikoprotein pada envelope HIV, yaitu gp120 akan berikatan 

dengan koreseptor pada permukaan sel untuk mernfasilitasi masuknya virus ke dalam sel 

tersebut. Dua macam reseptor kemokin pada permukaan sel CD4+, adalah CCRS dan 

CXCR4, dikenal berperan dalam mernfasilitasi rnasuknya mv. Reseptor CCR5 banyak 

terdapat pada makrofag dan reseptor CXCR4 banyak terdapat pada sel T. Glikoprotein 120 

dari envelope H1V berikatan dengan gp41 akan menempel pada permukaan molekul C04+. 

Pengikatan tersebut akan mengakibatkan perubahan yang menyebabkan timbuinya daerah 

pengenalan terhadap gp120 pada CXCR4 dan CCR5. Glikoprotein 41 akan mengaJami 

perubahan yang mendorong masuknya sekuens peptida gp41 ke dalam membran sel target 

yang akan mernfasilitasi fusi virus (Mitchell and Kumar, 2003; Fauci et al., 2001; Hogan et 

al., 2001). 

Dengan gp4l transmembran (transmembrane glycoprotein 41), maka akan terjadi fusi 

antara permukaan luar dari mv dengan membran lirnfosit T CD4+, sedangkan inti (core) 

HIV melanjutkan masuk sel sambil membawa enzim reverse transcriptase (pavlakis, 1997). 

8agian inti HIV yang mengandung RNA (single stranded RNA) akan berusaha membentuk 

double stranded DNA dengan bantuan enzim reverse transciptase yang telah dipersiapkan 

tersebut, kemudian dengan bantuan DNA polimerase terbentuklah cDNA yang merupakan 

proviral DNA . Proses berikutnya adalah upaya masuk ke dalam inti limfosit T dengan 

bantuan enzim integrase, sehingga terjadilah rapgkaian proses integras~ transkripsi yang 

dilanjutkan dengan translasi protein virus, serta replikasi HIV yang berlipat ganda yang 

nantinya akan meninggalkan inti . Setelah mengalami modifikasi, kemudian mv berusaha 

keluar menembus membran limfosit (proses budding) dan virion baru yang terbentuk siap 

menginfeksi limfosit T CD4+ berikutnya. Sel yang pecah akan mati, demikian proses ini 

terus berlangsung sehingga jumlah limfosit T CD4+ cenderung terus menurun dan peIjaIanan 

penyakit cenderwlg progresif (Drew, 2001). Selain menyerang sistem imunitas tubuh, HlV 

juga menyerang sistem saraf pusat manusia melalui sel makrofag dan monosit pada otak dan 

sumsum tulang yaitu sel glia. Gangguan neurologis pada infeksi mv disebabkan oleh produk 
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virus dan produk sel glia, yaitu sitokin yang bersifat neurotoksik (Mitchell and Kumar, 2003 ; 

Fauci et aI. , 2001 ; Saloojee and Violari, 2001). 

11 •• 6. Pohon Phylogenetic 

Phylogenetic merupakan studi evolusi yang berhubungan dengan berbagai kelompok 

organisme (spesies, populasi) yang ditemukan melalui data sequencing molekuler dan data 

matrik morfologi . Istilah phylogenetics berasal dari Yunani dari istilah phylelphylon yang 

berarti "sukulras" dan genetikos yang berarti "berhubungan dengan kelahiran (Edwards AWF, 

Cavalli-Sforza LL, 1964). Bidang ini tumpang tindih dengan ilmu sistematik phylogenetic 

atau cladism, dimana hanya pohon phylogenetic yang digunakan untuk membatasi takson, 

yang masing-masing menggambarkan kelompok yang diwarisi mempunyat hubungan 

dengan individu. 

Pendekatan yang paling sering digunakan adalah perbandingan urutan dari gen 

menggnakan teknik sequence alignment untuk mengidentiflkasi kesamaan. Aplikasi lainoya 

dari molekuler phylogeny adalah DNA barcoding. dimana spesies dari organisme individu 

diidentifikasi menggunakan bagian kecil mitokondria DNA. Aplikasi lainnya dari teknik 

yang memungkinkan untuk dilihat terbatas pada bidang genetika manusia seperti 

pemeriksaan genetik untuk menentukan patemitas anak dan juga pada kasus forensic 

criminal yang dikenal sebagai sidik jari genetika (Wikipedia, 2009). 

Dengan pertimbangan bahwa sampai saat ini belum pemah dilakukan analisis 

molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency Virus (IIIV) pada penderita yang 

terinfeksi mv Di Surabaya, Jawa Timur, maka dirasakan perlu dilakukan penelitian : 

analisis molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency Virus (illV) pada penderita yang 

terinfeksi mv Di Surabaya, Jawa Tirnur 
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III. RUMUSAN MASALAH, TUJUAN DAN MANFAAT PENELlTlAN 

01.1. Rumusan Masalah 

Berdasarkan hal-hal tersebut di atas maka timbul permasalahan : 

Bagaimanakan hasil anaJisis molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency Virus 

(HIV) pada penderita Yang Terinfeksi HIY Di Surabaya. Jawa Timur? 

10.2. Tujuan Penelitian 

Mendapatkan hasil anaJisis molekuler phylogenetic Human Immunodeficiency Virus 

(HIV) pada penderita yang terinfeksi HIY di Surabaya, Jawa Timur. 

UI.3. Manfaat Penelitian. 

I. Dari penelitian ini akan diperoleh data tentang: 

a. RNA HIY dengan tehnik peR yang positif pada penderita HIY di Surabaya, 

Indonesia. 

b. Pola gambaran distribusi HIY dari hasil analisis molekuler Phylogenetic Human 

Immunodeficincy Virus (HIY) pada penderita yang terinfeksi HIY di Surabaya 

Jawa Timur. 

2. Diketahuinya pohon phylogenetic HIY di Surabaya, Indonesia, dapat menjelaskan 

pola kekerabatan, pola penularan dan penyebaran HIY sebingga dapat disarankan 

tindakan preventif dan promotif. Selain itu akan didapatkan gambaran molekuler 

phylogenetic HIY yang ada di Indonesia sehingga bisa memperkaya databases 

molekuJer phylogenetic global. 

3. Data dari hasil penelitian ini dapat dijadikan bahan pertimbangan untuk penanganan 

lebih lanjut dan membatasi penyebaran dari infeksi HIY pada penderita yang sedang 

menjaJani hemodialisis. 

4. Penelitian ini merupakan penelitian yang menunjang eksistensi kegiatan penelitian di 

institute of Tropical Disease Universitas Airlangga, disamping penelitian-penelitian 

kerjasama dengan fthak Jepang. 

5. Hasil penelitian ini laYak untuk dipublikasikan secara Nasional maupun Intemasional 
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IV. METODE PENELITIAN 

IV.I. SAMPEL DARAH 

Penelitian ini merupakan Cross sectional study. Lima puluh satu (51) sampel darah 

di Institute of Tropical Disease yang berasal dari penderita yang dicurigai menderita HIV . 

pada periode 2009. Pada sampel darah akan dilakukan pemeriksaan antibodi terhadap HIV 

dengan 3 metoda, yaitu: strip test, EIA dan ELISA test dan pemeriksaan PCR terhadap RNA 

HIV dan hasil PCR my yang positif akan disequensing Wltuk penelitian "Analisis Molekuler 

Phylogenetic Human Immunodeficincy Virus (HIV) pada Penderita Yang Terinfeksi HIY 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 kedalam 

tabung Eppendorf steril ukuran 1,5 ml secara steril pula dan disimpan pada _800 C sampai 

saat pemeriksaan Anti-HIY dan RNA my dilakukan. 

IV.2. PEMERIKSAAN LABORA TORIUM 

1V.2.1. Pemeriksaan Anti-mV : 

Dalam penelitian ini, dilakukan pemeriksaan anti-my dalam plasma darah penderita 

terse but, dengan pemeriksaan antibodi menggunakan Tri-line HIV Rapid test Device dari 

Acon untuk my 112/0 berupa strip, Foresight HIV 1/2/0 Antibody EIA Test Kit dari Acon 

serta Anti-HIV 1 + 21Subtype 0 ELISA dari Axiom. 

IV.2.2. Pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (peR) mv 

Dalam penelitian ini, dilakukan pemeriksaan PC my untuk mendeteksi cDNA mY, 

dengan tahapan: Ekstraksi RNA my dari serum dan sintesis eDNA HIY, Reaksi amplifikasi 

dengan PCR, Elektroforesis agar, Pembuatan foto dari hasil gel elektroforesis. 
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lY.l.l.l. Ekstraksi RNA HIY dari serum dan sintesis eDNA my 

Ekstraksi RNA mv ditujukan pada daerah genom mv : gag p1 7. 

RNA mv diekstraksi dari serum dengan metoda ekstraksi menggunakan reagen One 

Step Reverse Transcription (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR) Test (lnvirogen) sesuai 

petunjuk pada kit. Apabila sampai saat deteksi hasil PeR dengan electroforesis diperoleh 

basil yang masih negatif, maka ekstraksi RNA mv diulang menggunakan RNAzol sesuai 

petunjuk pada kit yang dilanjutkan, menggunakan primer antisense tersebut diatas 

lY.l.2.2. Reaksi amplifikasi dengao PCR. 

Pada reaksi One Step PCR digunakan pasanganprimer: JA-152 5' - ATC TCT AGC 

AGT GGC GCC CGA ACA G -3" dan JA- 155 5' - CTG ATA ATG CTG AAA ACA TOO 

GTA T - 3' yang apabila diperoleh hasil yang negatif, dilanjutkan dengan second round PeR 

my 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' (Albert, 1994; Leitner 1995; Leitner 1996 dan Leitner, 2000). Demikian juga ulangan 

ekstraksi PCR, digunakan primer yang sarna. Ulaogan PCR iDi juga ditujukan pada daerah 

genom mv : gag p17 dan dilakukan sebagai upaya menjaring hasil positifyang lebih banyak. 

Primer. lain yang digunakan dalarn upaya menjaring kepositifan pemeriksaan PeR 

RNA mv yang lebih banyak adalah primer dari Invitrogen: JA-1l4: 5' -TCT CTI CTA 

CTA CTT TTA CCC ATG C- 3', JA-115 : 5'-ooC TCC TIC TGA TAA TGC TGA AAA C-

3' dan JA-11 7: 5'-GCA TIT AAA GTI CTAGTT CTA GT/GT GA -3' (Albert, 1994). 

Untuk reaksi arnplifikasi pada PCR mv iDi juga digunakan Kit PCR mixed 

Fermentas untuk pemeriksaan second round PCR dan pada PCR I apabila ekstraksi RNA 

mv menggunakan Fermentas. PCR (I tahap maupun 2 tahap) masing-masing dikeIjakan 

sebanyak 40 siklus dan digunakan suhu pendahuluan 94°C selama 5 meDit, kemudian untuk 

masing-masing siklus : 94°C untuk denaturasi selarna 1 meDit, 60°C untuk annealing selama 

1 meDit dan 72°C untuk ekstensi selarna 3 meDit. Untuk keperluan PCR ini digunakan 

primer daerah genom gag p 17 mv tersebut diatas dapat digunakan untuk pemeriksaan 

phylogenetic mv (Leitner, 1996). 
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IV.2.2.3. Elektroforesis agar. 

Pada hasil amplifikasi DNA VHB dilakukan elel..1roforesis dengan menggunakan 

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

mv dari sampel-sampel, kontrol negatif (digunakan akuades), kontrol positif serta marka 

(0x 17 4 / Hae III digest) yang sudah diseparasi dapat dilihat dibawab sinar ultraviolet. 

IV.2.2A. Pembuatan foto dari hasil gel elektroforesis. 

Untuk dokumentasi basil, dilakukan pengambilan foto dengan menggunakan kamera digital. 

IV. 2.3. Sequencing. 

Pada basil PCR yang positif, selanjutnya dilakukan sequencing dengan tahapan: 

Purifikasi DNA HIV hasil PCR, Elektroforesis agar pada basil puriflkasi DNA, Labeling 

DNA mumi dengan PCR pro sequencing, Puriflkasi DNA hasil PCR labeling pro sequencing, 

Electroforesis dengan mesin Sequencer ABI 310, sebagai berikut: 

IV.2.3.t. Purifikasi DNA HIV basil PCR 

Puriflkasi DNA HIV basil PCR dilakukan dengan QIAquick-spin peR purification kit 

dari Qiagene atau dengan metode phenol-chloroform purification dan setelah diperoleh DNA 

mv murni diaplikasikan pada low melting agarose. 

IV.2.3.2. Elektroforesis agar basil purifikasi DNA 

Pada semua DNA mv murni hasil PCR yang positif dari sampel dilakukan 

elektroforesis dengan diaplikasikan pada agarose low melting 2% dalam larutan dapar TBE 

0,5 X yang mengandung ethidium bromide. DNA mv dari sampel-sampel (tanpa control 

positif dan negatif) yang di elektroforesis dan sudah diseparasi dapat dilihat di bawah sinar 

ultraviolet long wave. Tahap ini dilakukan untuk melihat keberhasilan proses purifikasi. 

IV.2.3.3. Purifikasi DNA HIVdari low melting agarosa. 

Selanjutnya, band yang d.ikehendaki dipotong dari agarosa low melting dilakukan 

purifikasi DNA lagi dengan menggunakan QIAquick Gel Extraction kit dari Qiagen, sesuai 

dengan prosedur yang terlampir pada kit.. 
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IV.2.3.4. Labeling DNA murni dengan PCR pro sequencing 

Hasil purif1kasi DNA menggunakan QIAquick Gel Extraction kit dari Qiagen, 

dilakukan PCR pro sekuensing (untuk labeling) menggunakan salah satu primer yang dipakai 

dalam PCR sebelumnya. Pada tahap ini dilakukan labeling dengan dye dideoxy nukleotida 

("ifosfat yang sudah dilabel, yaitu menggunakan Bigdye Termination Kit Vl.l dari Applied 

Biosytem. 

IV.2.3.S. Purifikasi DNA basil PCR labeling pro sequencing 

Puriflkasi DNA basil PCR labeling pro sequencing dilakukan dengan proses 

presipitasi menggunakan etanol dan sodium asetat, selanjutnya DNA kering disimpan sampai 

saatnya diaplikasikan pada mesin sequencer setelah dicampur dengan reagen-reagen 

sequencing dari Applied Biosytem. 

IV.2.3.6. Elektroforesis dengan mesin Sequencer AB1310. 

Pada hasil PCR labeling pro sequencing yang sudah dimumikan, berisi fragmen

fragmen nukleotida yang telah diamplifikasikan dari daerah genom mv yang dituju, 

:;elanjutnya dilakukan analisis sekuens nukleotida dengan metoda direct sequencing 

dengandiaplikasikan pada mesin ABI 310 sequencer DNA dari Applied Biosyslems, Inc. 

Pada proses ini melibatkan penggunaan capiller buffer with Ethylene Diamine Tetra 

Acetate (EDTA), HiDiformamide, tube untuk sequencing 0,5 ml dengan septa, dari Applied 

Biosystems, Inc. 

IV.3. Analisis phylogenetic basil sequencing. 

Selanjutnya dilakukan analisis molekuler sekuens nukleotida hasil sequencing DNA 

mv yang diperoleh dari serum sampel penderita, serta dibandingkan pula dengan sekuens 

nukleotida dari genotipe mv yang pernab dipublikasi sebelumnya, dengan program Genetyx 

Ver.9 menggunakan komputer, untuk mengetahui urutan nukleotidalvariasi dan genotipe 

VHBpada penderita tersebut. 
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IV. 4. Lokasi penelitian. 

Pelaksanaan pemeriksaan laboratorium dari sisi molekuler (IV.2.2 sid IV.3) semua 

dilaksanakan di Laboratorium my, Institute of Tropical Disease (lTD), Universitas 

Airlangga sedangkan untuk pemeriksaan serologi (IV.I.), dilakukan di laboratorium swasta. 

IV. 5. Skema operasional pen.!litian. 

Koleksi sampel 
IV. 1. 

Pemeriksaan serologis Anti-HIV 
IV. 2.1. 

Pemeriksaan PCR mv 
IV.2.2. 

1 
Pemeriksaan Sequencing mv 

IV.2.3 

1 
Analisis phylogenetic mv 

IV.3 
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil dan pembabasan yang ditulis dalam laporan IllI merupakan hasil dan 

pembabasan akhir dari Penelitian Kerjasama Bath ill 2009. 

Dalam penelitian ini digunakan 51 sampel sera yang berasal dari penderita denad 

suspect terinfeksi Human Acquired Immunodeficiency Virus (HIV) yang berobat di praktek 

dokter Swasta dan memeriksakan darahnya dilaboratorium di Lembaga Penyakit Tropis. 

Tabel. 1 : Jenis kelamin dan umur sampel penderita 

Jenis JumJab Penderita (%) Rerata dan Kisaran Umur 

Kelamin (Tabun) 

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

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

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

Lirnapuluh satu (51) penderita dengan suspect terinfeksi lllV ini di RSU Dr 

Soetomo dalam penelitian ini dengan rerata umur 32,9 tabun dan kisaran umur 23 sampai 

dengan 56 tab un. Penderita dengan suspect terinfeksi HIVini terdiri dari 35 (tiga puluh lima) 

orang laki-Iaki dengan dengan rerata umur 32,9 tabun dan kisaran umur 23 tabun sampai 

dengan 53 tabun serta 16 (enam belas) orang perempuan dengan rerata umur 32,9 tabun dan 

kisaran umur 24 tabun sampai dengan 56 tabun. Rangkuman data jenis kelamin dan umur 

penderita dengan suspect terinfeksi lllV ditampilkan pada tabel 1 tersebut di atas . 

Pada ke 51 plasma penderita tersebut semua diperiksa antibodi terhadap HIV, yaitu 

dengan pemeriksaan antibodi menggunakan Tri-Iine HIV Rapid test Device dari Acon untuk 

HIV 1/2/0 berupa strip, Foresight HIV 11210 Antibody EIA Test Kit dari Acon serta Anti

HIV 1 + 21Subtype 0 ELISA dari Axiom. Penggunaan ke 3 macam pemeriksaan untuk 

antibodi terhadap HIV ini dimaksudkan untuk menghindari kesalahan dalam pembuatan 

diagnosis, mengingat diagnosis terinfeksi HIV merupakan diagnosis yang berdampak sangat 

luas, tidak hanya terhadap penderita, namun juga terhadap lingkungan sekitarnya maupun 

upaya pengendalian yang dilakukan pemerintah. 
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Hasil pemeriksaan antibodi terhadap HlV pada ke 51 plasma penderita tersebut 

ilapatkan 2 plasma penderita memberikan hasil pemeriksaan antibodi yang negatif dan 48 

IIUID penderita memberikan hasil yang positif terhadap ke 3 macam pemeriksaan antibodi 

~p HlV terse but diatas. Pada hasil pemeriksaan antibodi terhadap HlV yang positif 

.lllPun negatif ini dilakukan PCR untuk daerah gen gag HlY. 

Deteksi asam nukleat HlV dengan PCR merupakan pilihan metoda pilihan untuk 

ignosis infeksi HlV pada keadaan dimana deteksi antibodi masih memberikan hasil yang 

_tif. Deteksi HlV (panteleeff, 1999). Pada pemeriksaan PCR dalam penelitian ini, 

ipmakan pasangan-pasangan primer yang telah digunakan dan dipubikasikan dalam jurnail 

jIIJ!lasionai (Leitner, 1995; Leitner 2000). Dari ke 51 sampel berasal penderita dengan 

.spect HlV tersebut, pada pemeriksaan PCR dari gen gag p 17 HlV didapatkan hasil 

periksaan PCR positif pada 28 sampel, yang semuanya berasal dari sampel penderita 

.spect HlV dengan antibodi positif. Pada sampel dengan pemeriksaan antibodi terhadap 

-" positif dan pemeriksaan PCR HIV positif pada penderita suspect HlV tersebut masih 

ICIIgaDdung RNA HIV, sebingga masih mempunyai potensi untuk menuJarkan virus HlV 

pbu!. Pada sampel yang negatif pada penggunaan pasangan primer dalam penelitian ini 

)IIIIIungkinan terjadi perubahanlmutasi urutan nukleotida pada tempat melekatJannealing 

,nmer, sebingga primer tidak bisa melekatJannealing yang berakibat hasil PCR yang negatif. 

PlSaDgan primer dalam penelitian ini merupakan pasangan primer yang apabila dipakai PCR 

dID dapat memberikan amplifikasi nukleotida yang positif, maka setelah dilakukan 

,eqtlencing, urutan nukleotida yang didapat akan dapat digunakan untuk mengetahui genotip 

1l!V. Untuk mengetahui genotip HIV, urutan nukleotida yang didapat pada penelitian ini 

tcmudian dibandingkan dengan urutan nukleotida yang sudah dipublikasi. Tabel 

selengkapnya sampel dengan antibodi dan PCR yang positif dalam penelitian ini dapat dilihat 

... tabel 2 dibawah ini. 

fabel. 2 : Hasil amplifikasi peR mv pada penderita penderita suspect mv 
Antibodi HIV PCRHlV 

Positif 49.1 51 (96,08%) 28 / 49 (57,14%) 

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

Total 51 /51 (100%) 28 / 51 (54,90%) 
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DNA mv hasil amplifikasi PCR ini selanjutnya dimurnikan dan dilakukan 

sequencing dengan menggunakan mesin sequencer ABI-310. Dari hasil sequencing yang 

diperoleh, kemudian dilakukan analisis molekuler untuk mengetahui genotip mv dan 

homologi urutan nukleotida yang didapat. Untuk mengetahui genotipe mv, urutan 

nukleotida hasil sequencing yang diperoleh dalam penelitian ini dibandingkan dengan urutan 

nukleotida VHB genotipe lain yang telah dipublikasi (Robertson, 1995; Antunes, 2003; 

Ndembi, 2008; Khamadi, 2009), kemudian dianalisis dan dibuat pohon phylogenetic. Urutan 

nukleotida hasil sequencing yang diperoleh dari sampel penderita suspect mv ini akan 

dipakai untuk mengetahui adanya variasi genetik ataupun mutasi pada DNA mv hasil PCR 

dalam penelitian ini. 

Telah dikemukakan bahwa identiflkasi mV-l yang berbeda dalam env menyebabkan 

mv dikelompokkan menyadi: M, N dan O. Kelompok M adalah yang paling sering 

dijumpai dan terbagi menjadi 9 subtipe I clade berdasarkan keseluruhan genoma yang secara 

geografu berbeda (Robertson, 2000; Antunes, 2003 ; Ndembi, 2008; Khamadi, 2009), yaitu 

subtype A, B, C, D, F, G, H, J dan K. Subtipe mv ini selanjutnya dibagi lagi menjadi 

subsubtipe, yaitu antara lain AI, A2, FI dan F2 (Antunes, 2003). Dikemukakan bahwa 

subtipe mv yang berbeda dapat berbeda pula pada efek transmisi (penularannya), timbulnya 

resistensi obat maupun perogresifitas penyakit (Ndembi, 2009). Variasi genetik antar subtipe 

HIV-I pada gen gag berkisar 20% (Tebit 2007) dan menurut Ndembi 2009, berkisar ID1 

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

Telah dikemukakan pulabahwa pTevalen teTbanyak 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 menggambarkan keturunan dari 

kelompok M dari HIV-1. Koinfeksi dengan subtipe yang berbeda menyebabkan peningkatan 

circulating recombinant forms (CRFs) . Pada tahun 2000, dibuat anal isis global subtipe 

prevalen, yaitu: 47,2% infeksi di seluruh dunia adalah subtipe C, 26,7% adalah 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 lain dan CRFs (Osmanov S, 2000). Sebagian besar 

penelitian mv -I berfokus pada subtipe B, sedangkan sedikit yang lainnya berfokus pada 

subtipe lain (Perrin L, 2003). 
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Dari sekuens nukleotida mv yang diperoleb dan sudah siap dianalisis (sebanyak 21 

dari 29 sekuens yang dikharapkan), dilakukan analisis molekuler phylogenetic nukleotida 

mv tersebut dan disusun pobon phylogenetic dengan program komputer Genetyx Ver 9, 

bersarna 29 nukleotida mv denganberbagai subtipe, yang sudah dipubJikasi sebelurnnya. 

Hasil yang diperoleb, ternyata mv dari penderita suspect mv dalarn penelitian ini (21 

sarnpel) semua terletak dalam satu kelompok Circulating Recombinant Forms (CRFs), dan 

terutarna CRF _OIAE yang berasal dari Asia, kecuali I sarnpel, yaitu sarnpel no 372 dengan 

insersi 18 nukleotida, yang membel.1tk percabangan sendiri. Apakah satu sarnpel ini 

merupakan subtipe barn atau subtipe yang sarna narnun mengalarni mutasilinsersi, perlu 

diteliti dan dianalisis lebih lanjut. 

Saat ini dikemukakan bahwa terdapat 9 subtipe mv 01, yaitu subtype A, B, C, D, F, G, 

H, J dan K (Robertson, 2005; Oliveira, 2005; dan Tebit 2007) sedangkan Bounaguro (2007) 

mengemukakan adanya 10 subtipe mv (A sid D dan F sid K), dirnana Gao 1998 juga 

mengemukakan adanya mv subtipe 1. Dikemukakan pula banyaknya Kelompok Circulating 

Recombinant Forms (CRFs) (Leitner, 2005) dan Kbadi (2008) mengemukakan adanya 43 

kelompok CRFs mv. 
Hasil analisis molekuler dalam rangka menentukan subtipe mv dalam bentuk 

pobon phylogenetic nukleotida sepanjang 417 nuklotida (gen gag p17 dan awal p24) dari 21 

sarnpel basil penelitian ini dan subtipe mv (A, B, C, D, , F, G, H, I, J dan K) rnaupun 

berbagai CRFs yang telah dipubJikasikan, dalarn bentuk suatu pobon phylogenetic dari 

subtipe mv ditampilkan pada garnbar 3. dibawah ini .. 

Hasil analisis molekuler basil 21 sequencing mv penelitian ini dalarn bentuk 

multiple alignment nukleotida sepanjang 516 nuklotida ditampilkan pada gambar 4 dibawah 

ini . Nampak jelas adanya insersi 18 nukleotida (6 asarn amino) yang terletak setelah 

nukleotida ke 444 basil tampilan dari sarnpel nomor 372. 
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CAGCAGGCAGCAGCTGACACAGGP r - --------------- GCAGCAGCAAAGTCAG 

••••• I ••• ~ ••• ! ••••• :mm=mmm •••• ~ •••• ~ ••••••• 
· ............. . ......... r---------------- .. .. .... . .... .... . 
· .......... . . . .. ~ . . ..... r---------------- ........... . . . .. . . 

: :: :: :~:: : :: : : :::::: ::: :r================ :~::::::::: : ::::: : 
· . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..... . . ..... . . . . . 
· . .... ~ ..... . ... ~ .... . .. ---------------- ..... . .... ... .. . . . 
· .... . .. . ............... r---------------- . . ............... . 

: : : : : :~: : : : : : : : : : : : : : : :: ================ :::::::::::::::::: 
::::: :~:::::::: : ::::::: : ~~;~~;;~~;~~~~~~~ :: :~: :~::: :%:::: . 
· . . . . . . . . . . . . . .. . ..... . r---------------- . . . .......... . . .. . 

::::: ::::: ::::: : .~::::: :r================ : :~:::::: :~:: : : : : 
TTACCCTATAGTGCAAAATGCACAAGGG~~· CATCAGTCTTTA 

Gambar 5. Multiple Alignment urutan nukJeotida sam pel "IV yang diperoleh. 
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN. 

VI.1. KESIMPULAN 
Dari penelitian dengan judul "Analisis Molekuler Phylogenetic Human 

Immunodeficiency Virus (HIV)" ini berdasar urutan nukJeotida daerah gag p1 7, 

dapat disimpulkan: 

1. HIY di Surabaya, Jawa Timur sebagian besar terdapat dalam satu kelompok 

dengan kelompok Circulating Recombinant Forms dan terutama adalah 

CRFOI _AE yang juga terdapat di berbagai neJara di Asia. 

2. Satu sampel HIY mempunyai insersi 18 nukJeotida yang masih perlu diteliti 

lebih lanjut apakah memang merupakan subtipe my yang baru. 

VI.2.SARAN 

Untuk mendapatkan memastikan bahwa subtipe satu sampel HIV tersebut 

adalah subtipe HIY yang baru, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

dengan peR dan sequencing menggunakan primer daerah gene yang lain dan yang 

selanjutnya dilakukan analisis molekuler phylogenetic. 

Mengingat data molekuler my di Surabaya masih sangat terbatas, perlu 

dilakukan penelitian lebih lanjut, baik dalam hal menambah jurnlah sampel alau 

menganalisis daerah gen HIY yang lain maupun melakukan penelitian lain yang 

berkaitan dengan respon terapi . 
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LAMPIRAN 

LAMPIRAN 1. Sarana Penelitian 

LAMPIRAN 1. 1. Laboratorium: 

Laboratorium Hepatitis, Lembaga Penyakit Tropis, Universitas Airlangga 

LAMPlRAN 1. 2. Instrument yang dibutuhkan : 

I. Sarong tangan steril dispo. able 

2. Spuit Disposable 

3. Tabung pusing disposable steril15 ml 

4. Tabung Eppendorf 1,5 ml disposable steril 

5. Blue and Yellow tipe 

6. Parafilm 

7. Micropipet 20, 200 dan 1000 mikrouter 

8. Inkubator 

9. Fine Pippette Gilson 

10. National Refrigerator, Type NR-D43AI - W-A3017247 

II . Deep Freeze - 80° C Sanyo-Ultra Low-model CFCF 

12. Hettich Universal Refrigerated Centrifuge 

13. Sanyo Bio Clean Bench 

14. Tomy High Speed, Micro Refrigerated Centrifuge, MRX-150 

15. Vaccum Dryer Sunplatec COIp Excicator 

16. Perkin Elmer DNA DNA Thermal Cycler 

17. Micro Centrifuge Type Millipore 

18. Mini Mupid-2 Electrophoresis 

19. Tomy Autoclave, Type SS-325 

20. Kamera Digital Nikon 

21. ABBI 0 Sequencer IMB.Inc 
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LAMPIRAN 2. PERSONALIA DAN KUALlFlKASl TENAGA PENELlTl 

Ketua Peneliti: 

Nama 

Jenis Kelamin 

PangkatiGolongan 

NIP 

: dr. Maria lnge Lusida, dr., M.Kes., PhD, Sp.MK 

: Perempuan 

/ Gol. IV b 

195809171986032001 

Jabatan sekarang : Dosen di Departemen Mikrobiologi Kedokteran 

: Sekretaris di Lembaga penyakit Tropis Unair 

Fakultas I Jurusan I Puslit : Fakultas Kedokteran I Lembaga Penyakit Tropis 
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di Departemen Penyakit Dalam FKUnair 
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LAMPlRAN 3. DATA PENDERITA my PENELITIAN RISET KOMPETITIF 

PENELITIAN UNTUK PUBLIKASI INTERNASIONAL 

BATH III 2009. 

Pemeriksaan anti-HIY 

Umur Strip EIA ELISA 

No No Sex (Tabun) (Acon) (Acon) (Axiom) peR 

Asli Urut L P L P + > 0,210 + > 1,69 + -
292 1 1 32 Reaktif 2,962 2,999 1 

325 2 I 34 Reaktif 3,424 3,066 I 

326 3 1 33 Reaktif 3,530 3,044 1 

327 4 I 36 Reaktif 3,228 3,228 1 

328 5 I 41 Reaktif 4,040 3,091 1 

329 6 1 45 Reaktif 3,656 3,002 1 

330 7 1 38 Reaktif 4,810 3,085 1 

332 8 1 29 Reaktif 3,950 3,036 1 

335 9 1 53 Reaktif 4,904 3,087 1 

336 10 I 35 Reaktif 5,280 3,666 1 

337 II 1 44 Reaktif 5,132 3,518 1 

338 12 1 30 Reaktif 5,546 3,535 I 

340 13 1 31 Reaktif 5,702 3,387 1 

341 14 1 24 Reaktif 5,786 3,543 I 

342 15 I 31 Reaktif 5,750 3,520 1 

343 16 I 28 Reaktif 5,692 3,598 1 

344 17 I 34 Reaktif 5,110 3,545 1 

345 18 I 30 Reaktif 4,034 3,222 I 

346 19 1 35 Reakti f 2,992 2,966 I 

350 20 I 23 Reaktif 4,524 3,366 I 

Subtotoal 15 5 9 II 
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Pemeriksaan anti-HIV 

Umur Strip EIA ELISA 

No No Sex (Tahun) (Aeon) (Aeon) (Axiom) peR 

Asli Urut L P L P + > 0,210 + > 1,69 + - SEQ 

351 21 1 27 Reaktif 4,250 3,568 1 ok 

352 22 1 39 Reaktif 5,272 3,556 1 

353 23 1 30 Reaktif 4,100 3,597 1 ok 

354 24 1 27 Reaktif 4,426 3,522 1 

355 25 1 29 Reaktif 4,342 3,544 1 

356 26 1 31 Reaktif 3,758 3,503 1 ok 

357 27 1 24 Reaktif 3,946 3,097 1 ok 

358 28 1 31 Reaktif 4,610 3,543 1 ok 

359 29 1 38 Reaktif 5,038 3,582 1 ok 

360 30 1 27 Reaktif 4,474 3,557 1 

361 31 1 27 Reaktif 4,662 3,562 1 ok 

362 32 1 28 Reaktif 4,312 3,534 1 

363 33 1 26 Reaktif 3,826 3,035 1 lelek 

365 34 I 30 Reaktif 4,662 3,536 1 ok 

366 35 1 30 Reaktif 4,656 3,534 1 

367 36 1 32 Reaktif 3,534 3,098 1 ok 

368 37 1 30 NOD Reaktif 1 

369 38 1 39 NOD Reaktif 1 

370 39 1 26 Reaktif 4,850 3,570 1 ok 

371 40 1 25 Reaktif 3,238 3,019 I lelek 

Subtotal 12 8 12 8 10 ok 
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Pemeriksaan anti-HIV 

Umur Strip EIA ELISA 

No No Sex (Tabun) (Acon) (Acon) (Axiom) peR 

Asli Urut L P L P + > 0,210 + > 1,69 + - SEQ 

372 41 I 24 Reaktif 4,368 3,533 I ok 

392 42 I Reaktif 4,754 3,554 1 ok 

393 43 1 56 Reaktif 4,032 3,509 1 

394 44 1 38 Reaktif 3,956 3,025 1 

395 45 1 31 Reaktif 4,420 3,572 I lelek 

396 46 1 34 Reaktif 3,996 3,097 1 lelek 

398 47 1 26 Reaktif 4,278 3,532 I ok 

400 48 1 27 Reaktif 3,704 3,065 1 ok 

405 49 1 28 Reaktif 3,504 3,010 I 

406 50 I 28 Reaktif 3,360 3,033 I 

407 51 I 47 Reaktif 3,760 3,369 I ok 

Subtotal 8 3 II reaktif 7 5 ok 

Total 3S 16 49 reaktif 28 23 21 ok 

7 belum 

Rerata 33,5 32,3 4,329 3,342 ok 

Batasan umur 23-53 24-56 
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