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(RT-PCR) dan hibridisasi dot blot dengan pelacak DNA
untuk deteksi human immunodeficiency virus (HIV)
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ABSTRAK

LATAR BELAKANG

Teknik biologi molekuler seperti teknik reverse transcription — polymerase chain
reaction (RT-PCR) dot blot hybridization dengan pelacak DNA berlabel biotin dapat
mendeteks human immunodeficiency virus (HIV) dalam serum darah. Teknik ini
selanjutnya dapat diterapkan untuk skrining HIV donor jaringan biologi terutama
dari Bank Jaringan Riset Badan Tenaga Nuklir Nasiona (BATAN), seperti amnion,
allograft steril radiasi, melalui darahnya. Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan sensitivitas metode RT-PCR hibridisasi dot blot dengan pelacak
DNA berlabel biotin dan RT-PCR elektroforesis gel agarosa untuk deteksi HIV.

METODE

Pendlitian ini menggunakan serum darah dari Rumah Sakit Ketergantungan Obat
(RSKO) Fatmawati. Jumlah serum yang dipakai sebanyak 55 sampel terdiri dari 5
sampe negatif HIV hasil uji serologi dengan rapid test dan 50 sampel dengan enzyme
linked immunoassay (ELISA). Ekstraksi RNA HIV sampel darah dilaksanakan
menggunakan kit RNA viral extraction sedangkan teknik one step RT-PCR digunakan
untuk amplifikas DNA.

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan pada 55 sampel yang diuji baik dengan teknik RT-
PCR elektroforesis gel agarosa maupun RT-PCR hibridisas dot blot, 43 sampel
positif mengandung HIV. Hasil RT-PCR hibridisasi dot blot jauh lebih jelasdibanding
dengan RT-PCR-elektroforesis gel agarosa. Hal ini terlihat munculnya dot hitam
tebal pada film sedangkan pada gel agarosa pita DNA tampak tipis untuk beberapa
sampd positif HIV yang sama

KESIMPULAN

Teknik RT-PCR hibridsas dot blot dengan pelacak DNA berlabel biotin lebih sensitif
dibanding dengan RT-PCR dektroforesis gel agarosa untuk mendeteksi HIV.

Kata Kunci : HIV, RT-PCR, hibridisas dot blot, serum darah
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BACKGROUND

Human immunodeficiency virus (HIV) in blood serum can be detected by means of
molecular biology techniques such asrever setranscription —polymerase chain reaction
(RT-PCR) and dot blot hibridization with a biotinylated labeled DNA probe. The
techniques subsequently can be applied to screen HIV from blood of biological tissues
such as radiation sterilized amnions and. allografts especially from National Nuklir
Energy Agency Research Tissue Bank. Purpose of this research is, to detect HIV by
comparing the sengitivity of the RT-PCR- dot blot hybridization with a biotinylated
labeled DNA probe and RT-PCR-agarose gel eectrophoresis methods.

METHODS

Samplesusad in thisresearch wereblood sera from Fatmawati Drug Dependent Hospital.
The amount of the samples were 55 blood sera consisted of 5 negative and 50 positive
HIV samples which were analysed with the rapid test and enzyme linked immunoassay
(ELISA) serological assays, respectively. HIV RNA in blood serum was extracted by
means of RNA viral extraction kit while one step RT-PCR technique was performed for
DNA amplification process.

RESULTS

Results of this research revealed that the HIV positive could be detected on 43 of 55
sampleseither by RT-PCR agarose gel electrophoresisor RT-PCRdot blot hybridization
techniques. The detection result of RT-PCR dot blot hybridization appeared much
more clear than RT-PCR agarose gel electrophoresis techniques. Several sampleswith
positive HIV appeared as thick black dots on the filmwhereas on agarose gel the same
samples performed as thin DNA bands.

CONCLUSION

Based on the results obtained, the RT-PCR dot blot using bictinylated labeled probe
techniques are more sensitive than RT-PCR agarose gdl electrophoresis techniques to
detect HIV in blood serum.

Keywords : HIV, RT-PCR, dot blot hybridization, blood serum

PENDAHULUAN

syndrome (AIDS), yang merusak sistem
kekebebalan tubuh sehingga tubuh mudah

Human immunodeficiency virus (HIV) diserang penyakit lain. Ada 2 tipe HIV yaitu
adalah penyebab acquired immunodeficiency HIV-1 dan HIV-2, akan tetapi sebagian besar
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infeksi disebabkan HIV-1 karena tipe tersebut
lebih virulen.®® Sejak ditemukannya, virus
tersebut menjadi perhatian duniakarena sindrom
yang ditimbulkan dan meningkatnya jumlah
pengidap. Berdasarkan data WHO/UNAIDS
tahun 2006, dinyatakan 39,5 juta orang hidup
dengan HIV dan diperkirakan 8,6 juta orang
terdapat di Asia dengan sekitar 960.000 orang
terinfeksi baru HIV pada tahun 2006, di
antaranya 630.000 orang meninggal akibat
AIDS.® Di Indonesia infeksi HIV cenderung
meningkat dari tahun ke tahun. Sampai akhir
September 2006 dilaporkan jumlah penderita
AIDS ada 6987 orang dan 1651 (23,63%) di
antaranya meninggal dunia. Jumlah pengidap
HIV dan AIDS yang dilaporkan lebih sedikit
dibanding kondisi sebenarnya. Departemen
K esehatan mengestimasi kan tahun 2006 jumlah
orang tertular HIV di Indonesia antara 169.000
— 216.000 di mana 46% adalah injection drug
user (IDU).® Baru-baru ini PBB
memperkirakan pengidap HIV-AIDS di
Indonesiatelah mencapai 180.000 orang.®
Untuk mengetahui apakah seseorang
mengidap HIV diperlukan pemeriksaan
penunjang di laboratorium. Metode deteksi
yang dapat digunakan untuk pemeriksaan
tersebut antara lain teknik enzyme linked
immunoassay (ELISA), Western Blot, dan
immunofluorescence assay. 5" Teknik tersebut
mendeteksi antibodi terhadap HIV. Kelemahan
metode tersebut tidak dapat mendeteksi virus
pada window period, suatu periode di mana
seseorang telah terinfeksi HIV tetapi tubuh
belum membentuk antibodi yaitu sekitar 2—4
minggu, bahkan kadang-kadang sampai 3 bulan
sehingga berdasarkan uji untuk mendeteksi
antibodi, hasilnya negatif.® Pada periode
tersebut, pengidap dapat merupakan sumber
penularan HIV. Virus dapat dideteksi dengan
teknik polymerase chain reaction (PCR) dalam
periode tersebut, meskipun dalam jumlah
kecil.®1213 Sehubungan dengan penyediaan
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jaringan biologi steril radiasi seperti allograft
maupun amnion oleh Bank Jaringan Riset Badan
Tenaga Nuklir Nasional (BATAN), metode
deteksi ini juga sangat diperlukan untuk
penyediaan jaringan yang aman apabila
ditransplantasikan ke resipien.*? Penelitian
Simonds et al,* menyatakan organ maupun
jaringan dari donor seorang yang meninggal
dengan HIV negatif secara serologi yang
kemudian ditransplantasikan, 7 orang resipien
terinfeksi HIV-1 setelah transplantasi. Hasil
autopsi dari penderita AIDS menunjukkan
adanyainfeksi HIV dalam plasma dan sumsum
tulang belakang tetapi dalam fragmen tulang
yang sudah diproses virus tidak terdeteksi. Hasil
proses PCR memperlihatkan adanyaDNA HIV
dalam allograft tersebut yang telah diproses.®®
Metode reverse transcription — polymerase
chain reaction (RT-PCR) dengan hibridisasi
menggunakan pelacak DNA spesifik adalah
metode deteksi alternatif berdasarkan adanya
RNA HIV, dapat mendeteksi adanyavirusdalam
darah secaralangsung baik secarakualitatif (ada
atau tidak virus dalam darah)®? maupun
kuantitatif (jumlah virus/jumlah copy RNA
dalam darah).(151% Beberapa penelitian
menyatakan metode deteksi HIV yang sensitif
dan spesifik adalah PCR yang dilanjutkan
dengan teknik hibridisasi menggunakan pelacak
DNA spesifik.(217)

Tujuan penelitian adalah menguasai metode
deteksi HIV dalam serum darah hasil uji
serologi, dengan teknik RT-PCR & hibridisasi
dot blot berlabel biotin. Teknik ini selanjutnya
akan diterapkan untuk deteksi HIV dalam sampel
darah jaringan biologi.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian

Sampel berupa serum darah yang diperoleh
dari Rumah Sakit K etergantungan Obat (RSK O)
Fatmawati, Jakarta. Jumlah sampel adalah 5
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serum darah negatif HIV dengan pemeriksaan
serologi secararapid test dan 50 serum positif
HIV secara ELISA. Serum disimpan pada suhu
4°C di laboratorium rumah sakit tempat
pengambilan sampel Iebih dari 30 jam. Hal ini
dikarenakan pengambilan sampel darah secara
bertahap disesuaikan dengan jumlah pasien
yang ada dan juga keterbatasan fasilitas
laboratorium rumah sakit. Sampel yang sudah
terkumpul (10-15 sampel per minggu)
dikirimkan ke laboratorium PATIR-BATAN
kemudian disimpan pada suhu -20°C (sekitar
3-4 bulan) sebelum dilakukan proses ekstraksi
RNA.

Ekstraksi RNA

Ekstraksi RNA dilaksanakan dengan
menggunakan Mini Kit dari RNA QlAamp Viral
Extraction (Qiagen, Jerman). Sel virus dalam
serum darah dilisis dengan larutan bufer lisis
yang antara lain mengandung guanidine
tiosianat dengan pH 6,4. Pengikatan RNA virus
dilakukan dengan memasukkan sel virus yang
telah dilisis dalam serum ke dalam QlAamp
spin column yang dilapisi dengan membran
silica gel, ditambahkan etanol absolut
selanjutnyadisentrifugasi. RNA padamembran
dicuci dengan bufer pencuci yang antara lain
mengandung guanidine hidroklorida, sodium
azida dan kemudian dielusi dengan bufer elusi
yaitu air bebas RNase ya mengandung sodium
azida. RNA yang diperoleh dapat disimpan
pada freezer suhu -20°C.

Proses RT-PCR

Teknik RT-PCR dilakukan dengan
menggunakan kit one step RT-PCR (Qiagen).
Proses reverse transcription RNA menjadi
cDNA dan amplifikasi cDNA dilaksanakan
dalam 1 tabung. Campuran pereaksi RT-PCR
(premix) terdiri dari 1x larutan bufer, 0.4 mM
masing-masing dNTP, 1x larutan Q, 0,6 pM
tiap primer, 20 unit RNase inhibitor, 2,0 pl One
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Sep RT-PCR enzyme mix dan air bebas RNase.
RNA hasil ekstraksi kemudian ditambahkan ke
dalam campuran tersebut. Kontrol positif yang
digunakan adalah plasmid pNL43 (klon HIV
subtype B) sedangkan premix dan bufer elusi
dipakai sebagai kontrol negatif. Volume master
mix tersebut adalah 50 pl. Primer yang
digunakan adalah Hi-976C (3'- TCT GCA GCT
TCCTCATTG ATG G- 5') dan Hi-853F (3'-
CAG CAT TAT CAGAAG GAG CCA C-5)
yang dirancang oleh B, peneliti Bagian
Mikrobiologi, Fakultas K edokteran Universitas
Indonesia. Primer tersebut dirancang dari
bagian yang conserved pada daerah gag genom
HIV-1 (suatu gen yang menyandi protein
nukleocapsid HIV) berasal dari 8 strain HIV
yang dianggap mewakili setiap tipe. Tahap
amplifikasi meliputi proses reverse
transcription selama 30 menit pada suhu 37°C,
initial PCR activation step pada suhu 95°C
selama 15 menit. Tahapan selanjutnya untuk
setiap siklus terdiri dari denaturasi selama 30
detik 94°C, annealing pada suhu 56°C, 30 detik
dan extension pada suhu 72°C, 45 detik. Jumlah
siklus yang diperlukan adalah 40 siklus.
Extended extension selama 7 menit pada suhu
72°C merupakan tahap akhir dari proses PCR.

Proseselektroforesis

Hasil RT-PCR dideteksi dengan teknik
elektroforesisi gel agarosa 1,5% dalam larutan
buffer Tris-Borat-EDTA (TBE). Visualisasi
hasil elektroforesis dilakukan dengan UV
transilluminator setelah gel diwarnai dengan
larutan etidium bromida.

Hibridisasi dot blot, konjugasi dan visualisasi

Fragmen DNA hasil PCR setelah
didenaturasi dengan pemanasan, dispotkan
pada membran nilon Hybond N+ menggunakan
dot blotter. DNA pada membran difiksasi
dengan pemanasan pada suhu 80°C selama 2
jam dan kemudian dilakukan proses
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prehibridisasi dalam larutan 5x SSPE, 5x
larutan Denhardt dan 0,5% SDS. Proses
hibridisasi dilakukan pada suhu 50°C selama
1-2 jam dengan menggunakan larutan yang
sama yang ditambah dengan pelacak
oligonukleotida berlabel biotin [Biotin - TEG
- TDG GRG GACAYC ARG SAG CHATRC
A-3"; D(AGT), R(AG), Y(CT), S(GC),
H(ACT)] sehingga konsentrasi pelacak tersebut
menjadi 10 pmol/ml. Pelacak tersebut juga
dirancang oleh peneliti yang sama yang
merancang primer dalam penelitian ini.
Membran selanjutnya dicuci 2 kali dengan
larutan 2 x SSPE, 0,1% SDS dan 1 kali dengan
larutan 1 x SSPE, 0,1% SDS. Proses konjugasi
dilaksanakan dengan menambahkan streptavidin
perokxidase pada membran dalam larutan
pencuci sehingga konsentrasi enzim tersebut
menjadi 10pg/ml selama 1 jam pada suhu ruang.
Pencucian membran dilakukan 4 kali dalam
larutan dan suhu yang sama. Hasil hibridisasi
dideteksi dengan menambahkan larutan
Enhance Chemiluminescens (ECL) pada
membran selama 1 menit. Visualisasi dilakukan
dengan memaparkan membran pada hiperfilm
dalam kaset selama 1-2 jam dalam ruang gelap.
Film kemudian diproses dengan larutan
developer selama 1-5 menit dan larutan fixer
selama 2-5 menit, dicuci dengan air dan
dikeringkan.

HASIL

Hasil RT-PCR DNA sampel serum darah
dan kontrol positif (pNL43) dengan primer
oligonukleotida Hi-976C dan Hi-853F dapat
dilihat pada Gambar 1. Dari 50 sampel serum
darah yang positif secara ELISA, 43 sampel
dan kontrol positif (pNL43) menunjukkan hasil
RT-PCR positif yaitu adanya fragmen/pita
DNA berukuran 118 bp pada hasil
elektroforesis gel agarosa. (Gambar 1: gel
bagian atas (A), lajur 2-6, 8; gel bagian bawah
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(B) lajur 1, 3, 4, 6-8). Fragmen DNA berukuran
tersebut tidak tampak pada hasil negatif RT-
PCR (Gambar 1: gel A, lajur 7; gel B, lajur 2
& 5). Sampel negatif secara rapid test juga
menunjukkan hasil negatif dengan RT-PCR.

Pelacak oligonukleotida dalam penelitian
ini dirancang dari sekuen DNA spesifik yang
terletak di dalam fragmen DNA hasil RT-PCR
dengan primer Hi- 976C dan Hi- 853F. Hasil
RT-PCR yang dilanjutkan dengan hibridisasi
dot blot dengan pelacak tersebut dapat dilihat
pada Gambar 2.

123456728

= 118 bp

118 bp
Gel A :

Lajur 1 : Marker Hae [11©X174

Lajur 2 : pNL43 (kontrol positif)

Lajur 3-6 : Sampel serum darah (hasil ELISA +)
Lajur 7 : Sampel serum darah (hasil rapid test -)
Lajur 8 : Sampel serum darah (hasil ELISA +)
Ge B :

Lajur 1 : DNA pNL43 (kontrol positif)
Lajur2& 5 : Sampel serum darah (hasil rapid test -)
Lajur 3, 4,6-8 : Sampel serum darah (hasil ELISA +)

Gambar 1. Hasil RT-PCR dan elektroforesis
gel agarosa DNA pNL43 dan sampel serum
darah dengan primer Hi 976 dan Hi 853
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1 2 3 4 5 7 8 10 11 12

K eterangan:
A2 : pNL43 (kontrol positif) A6, A10,All, B6 : Sampel serum darah

(Hasil PCR -, rapid test -)
A3-A5,A7-A9
B1, B3, BS, B8, B9, B12  Sampel serum darah B2, B4, B7, B10, B11, C8 : Sampel serum darah
C1-C7,C10 (Hasil RT-PCR +, ELISA +) (Hasil PCR -, ELISA +)

C9

: Kontrol negatif

Gambar 2. Hasil RT-PCR dan hibridisasi dot blot dengan pelacak oligonukleotida berlabel biotin

Dot berwarnahitam padafilm menunjukkan
hasil positif HIV, sedangkan tidak adanya dot
berwarna hitam menunjukkan tidak adanyaHIV
pada sampel darah (Gambar 2: Dot A6, A10,
A1l1l, B2, B4, B6, B7, B10, B11, C8, C9). Dari
50 sampel darah positif dengan pemeriksaan
ELISA, 43 sampel (86%) menunjukkan hasil
positif dengan RT-PCR akan tetapi fragmen/pita
DNA hasil RT-PCR pada beberapa sampel
positif terlihat tipis pada gel agarosa (Gambar
1: gel A, lgjur 5, 6 : gel B, lajur 3, 6). Jumlah
sampel yang sama, 43 sampel menunjukkan juga
hasil positif dengan metode RT-PCR yang
dilanjutkan dengan hibridisasi dot blot dengan
pelacak berlabel biotin, akan tetapi terlihat
semua hasil positif menunjukkan dot hitam tebal
termasuk pita DNA yang terlihat tipis pada gel
agarosatersebut di atas (Gambar 2: Dot A9, B3,
B8, C2). Ketebalan dot DNA padafilm dan pita
DNA pada gel agarosa menunjukkan jumlah

116

virus. Makin tebal dot atau pita DNA makin
banyak jumlah virus yang terdeteksi.

PEMBAHASAN

Dari hasil penelitian ini terlihat 7 dari 50
sampel serum darah positif HIV dengan teknik
ELISA, menunjukkan hasil negatif HIV
menggunakan baik dengan teknik RT-PCR
elektroforesis gel agarosa maupun dengan RT-
PCR hibridisasi dot blot dengan pelacak berlabel
biotin. Beberapa faktor yang mempengaruhi
ketidaksesuaian hasil deteksi HIV secara
serologi dan molekuler antaralain kemungkinan
karena penyimpanan spesimen setelah
pengambilan darah, jenis spesimen, primer yang
digunakan pada RT-PCR. Adanya antibodi yang
bereaksi silang dengan antigen host atau antigen
dari virus-virus yang terkait, juga menyebabkan
hasil positif pal su secara serologi.®” Penurunan
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RNA HIV terjadi 30 jam setelah pengambilan
darah pada suhu ruang (20 -23 °C) dan stabil
dalam plasma pada suhu tersebut selama 24
jam.@819 Untuk menghindari degradasi RNA
HIV penyimpanan plasma darah dilakukan pada
4°C selama 30 jam atau -70 atau -80°C untuk
jangka lama sampai 1 tahun.®620 RNA HIV
paling stabil dalam plasma dibanding dalam
darah (whole blood) dan serum.® Penurunan
RNA HIV dalam plasma darah yang disimpan
pada -20°C dan -80°C dalam 12 minggu
penyimpanan, tidak menunjukkan perbedaan
nyata.? Jenis spesimen yang digunakan dalam
penelitian ini adalah serum darah. Spesimen
yang paling baik untuk pemeriksaan RT-PCR
adalah plasma darah karena mengandung RNA
HIV 30-80% lebih banyak dari pada serum.

Menurut Sebire et al®® jumlah RNA HIV
dalam serum 50% lebih kecil dari plasma
karena banyak virion terjebak dalam jalinan
fibrin dari bekuan darah saat proses pemisahan
darah dengan serum. Sensitivitas dan
spesifisitasteknik deteksi HIV secaramolekuler
seperti RT-PCR sangat ditentukan oleh primer
yang digunakan. Primer yang dipakai dalam
penelitian ini adalah Hi-976C & Hi-853F dari
daerah yang conserved pada gen gag HIV.
Dalam penelitian ini terlihat sensitivitas baik
metode RT-PCR & elektroforesis gel agarosa
maupun RT-PCR & hibridisasi dot blot dengan
pelacak berlabel biotin adalah 86% apabila
dibandingkan dengan metode ELISA. Meskipun
demikian dilihat dari ketebalan pitaDNA hasil
elektroforesis dibandingkan dengan dot hitam
hasil hibridisasi dot blot pada beberapa sampel
yang sama, menunjukkan teknik hibridisasi dot
blot Iebih sensitif. Sensitivitas RT-PCR dengan
menggunakan primer daerah yang conserved
pada gen gag tersebut lebih tinggi dibandingkan
dengan menggunakan primer dari gen pol
(protease) yaitu masing-masing 80,8 dan
65,4%. Tingkat sensitivitas tersebut diperoleh
dengan membandingkan metode deteksi HIV
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tersebut dengan pemeriksaan serologi secara
rapid test.?Y Pemeriksaan HIV berdasarkan
deteksi antibodi seperti ELISA mempunyai
kelemahan karena dapat memberikasn hasil
positif atau negatif palsu. Reaksi silang
antibodi dari infeksi virus DNA, hepatitis
karenaa kohol, vaksinasi influenza, vaksinasi
hepatitis B dapat memberikan hasil positif
pa] Su_(22,23,24)

Penelitian Gasasira et al®® menunjukkan
perkembangan respon imun yang kurang
terhadap malaria pada orang-orang dengan usia
muda, sangat memungkinkan adanya stimulasi
sel B nonspesifik yang memproduksi antibodi
yang bereaksi silang dengan antigen HIV-1 pada
keadaan tidak adainfeksi HIV.

Metode RT-PCR elektroforesis dan RT-
PCR hibridisasi dot blot merupakan metode
deteksi HIV yang sangat diperlukan untuk
mengatasi keterbatasan metode ELISA terutama
pada window period. Sehubungan dengan
penyediaan jaringan biologi seperti amnion,
allograft steril radiasi, diperlukan jaringan yang
berkualitastinggi, aman jika ditransplantasikan
antaralain bebas HIV.

Menurut Fideler et al,*? Hilmy dan Lina,?®
allograft dari donor yang terinfeksi HIV yang
diiradiasi sinar gamma sampai dengan 25 kGy,
dosis yang direkomendasikan International
Atomic Energy Agency (IAEA) untuk produk
kesehatan tidak merusak gen HIV. DNA HIV
masih terdeteksi dengan menggunakan teknik
yang sensitif dan spesifik seperti PCR, tetapi
tidak terdeteksi pada dosis 30 dan 40 kGy.
Jumlah sampel negatif secara serologi dalam
penelitian ini sangat terbatas, sehingga belum
ditemukan pengidap HIV dalam keadaan window
period, yang akan membuktikan teknik RT-PCR
& elektroforesis gel agarosa dan RT-PCR &
hibridisasi dot blot dengan pelacak berlabel
biotin lebih sensitif dari metode ELISA.

Dari penelitian ini terlihat deteksi RT-PCR
dengan hibridisasi dot blot menggunakan
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pelacak berlabel biotin lebih sensitif dibanding
dengan elektroforesis gel agarosa dengan
pewarnaan larutan etidium bromida. Teknik
tersebut juga dapat digunakan untuk mendeteksi
HIV dalam sampel dengan jumlah banyak
sehingga sangat efisien untuk studi surveillance.
Beberapa penelitian membuktikan penggunaan
pelacak DNA berlabel radioisotop pada proses
hibridisasi ternyata lebih sensitif dan prosedur
yang digunakan lebih sederhana dibandingkan
dengan pelacak DNA non isotop.” Oleh
karenanya, penggunaan pelacak DNA berlabel
radioisotop (**P) pada proses hibridisasi dot blot
untuk deteksi HIV akan digunakan pada
penelitian selanjutnya.

KESIMPULAN

Deteksi HIV dengan teknik RT-PCR
hibridisasi dot blot menggunakan pelacak DNA
berlabel biotin pada sampel serum darah
ternyatalebih sensitif dibanding dengan RT-PCR
elektroforesis gel agarosa menggunakan
pewarnaan larutan etidium bromida Pemilihan
sampel berupa plasma, penyimpanan pada suhu
yang tepat, kemungkinan akan lebih
meningkatkan sensitivitas deteksi HIV secara
molekuler.
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