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Abstrak

Human Immunodeficiency Virus (HIV) adalah virus yang merusak sistem kekebalan tubuh. Penggunaan
kombinasi obat terapi anti retroviral (ARV) telah menunjukkan efektivitas yang tinggi dalam
mengendalikan perkembangan virus HIV dan memperpanjang harapan hidup penderita. Cakupan
pemberian anti retroviral therapy (ART) yang luas juga berdampak pada timbulnya mutasi pada virus HIV
sehingga dapat menyebabkan resistensi. Secara umum, resistensi terhadap obat tertentu adalah hasil
dari mutasi pada sejumlah posisi dalam gen pengkode protein yang ditargetkan oleh obat. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui adanya mutasi yang mengarah pada resistensi terhadap ART pada
beberapa kota di Indonesia. Metode yang digunakan untuk melakukan analisis resistensi pada studi
ini adalah dengan pemeriksaan genotipik. Sampel yang digunakan adalah Bahan Biologi Tersimpan
pada Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan. Seratus delapan spesimen yang memenuhi
kriteria inklusi diamplifikasi dan dilakukan sequencing. Selanjutnya analisis hasil sekuensing virus HIV
dilakukan dengan mengunggah sekuen ke situs web Stanford University untuk analisis mutasi resistensi.
Berdasarkan hasil penelitian ini ditemukan adanya mutasi pada virus HIV yang mengarah pada low
potential resistensi obat ARV yaitu jenis efavirenz (EFV) dan nevirapine (NVP). Obat ini merupakan lini
pertama pengobatan HIV di Indonesia. Tinjauan mengenai mutasi yang menyebabkan resistensi virus
terhadap ARV dengan metode genetik ini diharapkan dapat dijadikan sebagai data dasar bagi program
pengembangan obat baru atau vaksin HIV/AIDS dalam program penanggulangan HIV di Indonesia.

Kata Kunci: resistensi, virus HIV-1, VCT

Abstract

Human Immunodeficiency Virus (HIV) is a virus that damages the immune system. The use of anti-
retroviral therapy drugs combination (ARV) has demonstrated highly effective in controlling the
development of the HIV virus and prolongs survival. Comprehensive coverage of antiretroviral therapy
(ART) also has an impact on the incidence of mutations in the HIV virus that can lead to resistance. In
general, resistance to a particular drug is the result of a mutation in a number of positions in the protein-
coding genes that are targeted by drugs. This study is aimed to find out mutations that related to ARV
resistance in some cities in Indonesia. Genotypic assays are used in this study to analyze the viral
resistance properties. The samples are from stored biological materials in the Center for Biomedical
and Basic Technology of Health. One hundred and eightspecimens that meet the inclusion criteria
were amplified and sequenced. Further analysis is conducted by uploading sequences to the Stanford
University website for the analysis of resistance mutations. Based on the results of this study there are
some mutations in the HIV virus that leads to a low potential of antiretroviral drug resistance of efavirenz
(EFV) and nevirapine (NVP). These drugs are used in the first-line treatment of HIV in Indonesia.
Overview of the mutations that cause viral resistance to antiretroviral drugs with genetic methods is
expected to serve as baseline data for program development of new drugs or vaccines HIV / AIDS in
the response to HIV in Indonesia.
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Pendahuluan

Jumlah penderita Human Immunodeficiency
Virus/Acquired — Immunodeficiency  Syndrome
(HIV/AIDS) di Indonesia diperhitungkan terus
bertambah setiap tahunnya. Pada tahun 2006
tercatat 7.195 kasus HIV baru dan meningkat
menjadi 10.362 di tahun 2008. Jumlah kumulatif
infeksi HIV yang dilaporkan sampai dengan akhir
tahun 2015 sebanyak 191.073.! Badan dunia
penanganan AIDS, UNAIDS juga memberikan
predikat Indonesia termasuk salah satu negara di
Asia dengan epidemi yang berkembang cepat.?

HIV adalah virus yang melemahkan sistem
kekebalan tubuh. HIV dapat digolongkan menjadi
dua genotip yaitu HIV-1 dan HIV-2. Genotip
HIV-1 dapat dikelompokkan lagi menjadi tiga
kelompok yaitu kelompok M, N, dan O. Pada
kelompok M, HIV-1 memiliki 9 subtipe dan CRF
(rekombinan) yaitu subtipe A, B, C, D, F, G, H,
J, K dan CRFs. Pada keadaan tertentu, 2 virus
dari subtipe berbeda yang menginfeksi satu orang
dapat menjadi virus hibrida baru, disebut sebagai
”Circulating Recombinant Forms” atau CRFs.?

Pemberian Anti Retroviral Therapy (ART)
yang luas juga berdampak pada terjadinya mutasi
virus HIV yang dapat menyebabkan resistensi.
Resistensi pada HIV dapat terjadi karena
beberapa faktor. Faktor pertama adalah karena
kecepatan replikasi virus yang sangat tinggi
yang menyebabkan terbentuknya HIV subtipe
baru yang memiliki kemungkinan resisten
terhadap ARV tertentu.* Faktor kedua, adalah
terjadinya mutasi pada bagian gen penghasil
protein fungsional (enzim) yang dijadikan salah
satu target ARV, sehingga obat ARV tidak dapat
bekerja pada enzim tersebut karena struktur dari
enzim telah berubah.’

Menurut penelitian di beberapa negara
telah ditemukan virus HIV yang resisten terhadap
jenis ARV. Penggunaan obat golongan Nucleotida
dan Analog Nucleotida Reverse Transciptase
Inhibitor (NRTI dan NNRTT) dapat menyebabkan
mutasi pada enzim reverse transcriptase,sehingga
mengurangi efektivitas obat (resistensi). Selain
itu obat Non-Nucleoside Analogue Reverse
Transcirptase  Inhibitor ~ (NNRTI);  seperti
Efavirenz juga dapat menyebabkan mutasi.®

Mutasi yang terjadi pada gene Protease
akan menyebabkan resistensi obat yang memiliki
mekanisme kerja sebagai penghambat enzim
protease atau disebut Protease Inhibitors (PI).
Mutasi pada gen ini telah ditemukan pada
penggunaan Tipranavir/ritonavir, Saquinavir/
ritonavir, Nelfinafir, Lopinavir/ritonavir, Indi-
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navir/ritonavir, Fosamprenavir/ritonavir, Daru-
navir/ritonavir, dan Atazanavir/ritonavir.®

Studi ini bertujuan untuk mengetahui
adanya mutasi yang mengarah pada resistensi
terhadap ART di beberapa klinkk VCT di
Indonesia. Studi ini juga merupakan analisis
lanjutan penelitian karakterisasi genotip virus
HIV yang tersebar di Indonesia

Metode
Spesimen  berasal dari  penelitian
Epidemiologi Molekuler Genotipe Human

Immunodeficiency Virus (HIV-1) pada Orang
dengan HIV/AIDS (ODHA) di Provinsi Papua,
Kepulauan Riau, Maluku, Sumatera Barat,
Sulawesi Utara, Sulawesi Selatan, dan Sumatera
Utara tahun 2011 yang tersimpan di Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan.
Preparasi dilakukan pada 108 sampel yang
memenuhi kriteria inklusi dengan sentrifugasi
pada kecepatan 20.000g selama 75 menit dengan
kondisi suhu 4°C. Ekstraksi Sampel untuk
memperoleh RNA murni untuk pemeriksaan
PCR menggunakan QIl4amp® Viral RNA Mini
Kit (Qiaqgen, Cat : 52906) sesuai dengan petunjuk
pabrikan sedangkan proses RT-PCR menggunakan
Superscript 11l One Step RT-PCR Platinum Taq
(Invitrogen, Cat: 12574-026) dengan teknik
PCR Nested. Primer yang digunakan DRRTI1L
(5’-ATGATAGGGGGAATTGGAGGTTT-3’)
dan DRRT4L (5’-TACTTCTGTTAGTGCTTT
GGTTCC-3%).  Untuk  selanjutnya, PCR
Nested dilakukan dengan primer DRRT7L
(5’-GACCTACACCTGTCAACATAATTGG-3")
dan DRRT6L (5’-TAATCCCTGCAT
AAATCTGACTTG C-3).7

Sampel yang menunjukan pita sesuai
dengan pita DNA yang diinginkan dinyatakan
positif kemudian dilanjutkan ke tahap sekuensing
dengan menggunakan Big Dye X Terminator V3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystem, cat.
4337455). Purifikasi Produk PCR Sekuensing
dilakukan menggunakan Big Dye X Terminator
Purification Kit (Applied Biosystem, Cat.
4376487). Hasil sekuensing dianalisis dengan
membandingkan data dasar resistensi virus HIV
seluruh dunia dengan mengacu pada laman
https://hivdb.stanford.edu.®

Hasil

Analisis sekuensing dilakukan hanya
pada sampel yang memberikan hasil positif pada
proses Nested PCR yaitu sebanyak 4 sampel
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dari 108 sampel. Adapun sampel yang dimaksud
adalah KRU 39; SMU 17; SLS 18; dan MLU 35.
Protokol sekuensing diadopsi dari NIID (National
Institute of Infectious Disease) Jepang. Analisis
dilakukan pada gen Reverse Trancriptase.

Protease Inhibitor (PI)

Terdapat mutasi pada K20l (perubahan
protein Lysine menjadi Isoleucine pada asam
amino urutan 20 enzym Reverse Transcriptase)
yang merupakan protease inhibitor (Pl) selected
mutation (Gambar 1). Mutasi K201 merupakan
mutasi yang umum terjadi dan kemungkinan
memberikan  kontribusi untuk menurunkan
suseptibilitas Protease Inhibitor. Mutasi K201
kemungkinan merupakan mutasi yang bersifat
Potential low-level resistance terhadap obat
nelfinavir (NFV)

Reverse Transcritase Inhibitor (RTI)

Hasil analisis terhadap mutasi gen Reverse
Transcriptase ditemukan mutasi pada V179D
(perubahan protein Valine menjadi Aspartic
Acid pada asam amino urutan 179, ditunjukkan
pada garis biru paling tinggi). Mutasi V179D
merupakan slightly polymorphic (efavirenz)
EFV-selected mutation yang menyebabkan
efavirenz (EFV) dan nevirapine (NVP) Potential
low-level resistance. Resistensi diatas termasuk
dalam mutasi Non-Nucleoside RTI.

Reverse Transcritase Inhibitor (RTT)

Terdapat mutasi di beberapa titik pada gen
Reverse Transcriptase tetapi hasil keseluruhan
analisis menunjukkan bahwa sampel SMU 17
masih suseptibel terhadap obat yang ada (Gambar
2).

Hasil analisis menunjukkan terdapat
mutasi di beberapa lokasi nukleotida antara 150—
250. Tetapi tidak ada mutasi yang menuju pada
resistensi terhadap obat ARV (Gambar 3).

Hasil analisis menunjukkan terdapat
mutasi di beberapa lokasi nukleotida antara 150—
250. Tetapi tidak ada mutasi yang menuju pada
resistensi terhadap obat ARV (Gambar 4).

Pembahasan

Resistensi terhadap obat adalah hasil
dari mutasigen pengkode protein yang menjadi
target obat. Gen yang paling banyak mengalami
mutasi penyebab resistensi ARV antara lain
adalah reverse transcriptase, gag dan pol.
Karena sebagian besar data menunjukkan mutasi

yang menimbulkan resistensi, maka tingkat
resistensi dapat diasumsikan dengan menentukan
komposisi asam amino di sejumlah posisi pada
genom HIV-1.

Analisis sekuensing dilakukan hanya
pada sampel yang memberikan hasil positif pada
proses Nested PCR yaitu sebanyak 4 sampel
dari 108 sampel. Adapun sampel yang dimaksud
adalah sample dengan kode KRU 39; SMU 17;
SLS 18; dan MLU 35. Berdasarkan hasil analisis
4 sampel di atas, hanya ada 1 sampel yang bersifat
low potential resistensi obat yaitu yang berasal
Kepulauan Riau (KRU 039). Mutasi tersebut
tidak bersifat langsung mempengaruhi resistensi
terhadap obat. Adapun obat yang dipengaruhi
adalah ARV jenis efavirenz (EFV) dan nevirapine
(NVP). Jenis obat tersebut adalah obat lini
pertama di Indonesia. Mutasi yang mengarah
pada resistensi EFV dan NVP merupakan mutasi
yang sering terjadi pada golongan ART NNRTI,
selain Etravirine dan Rilpivirine.’

Responden KRU 39 merupakan pengguna
narkoba jarum suntik (penasun). Pada analisis
genotip diidentifikasi HIV pada kasus ini adalah
HIV-1 subtipe AE. Riwayat terapi spesifik KRU
39 adalah sedang diterapi duviral dan efavirenz
selama 22 bulan saat pengambilan sampel
dilakukan, dan tidak pernah berganti jenis ARV.
Data laboratorium berkala menunjukkan CD4
terakhir kasus adalah 664 sel/mm?’, sudah ada
infeksi opportunistik berupa gejala candidiasis
dan morbili. Hasil analisis terhadap mutasi gen
Reverse Transcriptase menunjukkan adanya
mutasi pada V179D. Mutasi tersebut tidak
bersifat langsung mempengaruhi resistensi virus
terhadap obat. Mutasi pada V179D ini berkaitan
dengan kecenderungan resistensi virus terhadap
obat ARV jenis efavirenz (EFV) dan nevirapine
(NVP). Jenis obat tersebut adalah obat lini
pertama di Indonesia.!*!

Obat ARV vyang tersedia di Indonesia
saat ini terbagi menjadi 2 jenis yaitu: Lini
Pertama. Jenis ini dikonsumsi oleh ODHA
yang sudah memenuhi syarat minumARV.
Jenis obatnya terdiri dari: zidovudin (AZT)
100mg, lamivudin (3TC) 150mg, stavudin (d4T)
30mg, efavirenz (EFV) 200mg dan 600mg,
nevirapine (NVP) 200mg, zidovudin (AZT)
100mg + lamivudin (3TC) 150mg, dan stavudin
(d4T) 30mg + lamivudin (3TC) 150mg.

Lini Kedua pengobatan HIV dikonsumsi
oleh ODHA yang sudah resisten dengan ARV
lini pertama. Jenis obat lini kedua terdiri dari:
Tenofovir (TDF) 300mg, Lopinavir/ritonavir
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Sampel No. KRU 39 - Merupakan genotype CRF AE
RT

Garis Mutasi
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Gambar 1. Hasil Analisis Mutasi pada Sekuen KRU-39. Sumbu X: Posisi Basa Hasil Sekuensing. Sumbu Y:
Koefisien Mutasi. Garis Biru Merupakan Posisi yang Mengalami Mutasi. Garis Biru Panjang
Menandakan Posisi Mutasi yang Berhubungan dengan resistensi obat.

Sampel No. SMU 17- Merupakan genotype CRF_AG
RT
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Gambar 2. Hasil Analisis Mutasi pada Sekuen SMU-17. Sumbu X: Posisi Basa Hasil Sekuensing. Sumbu Y:
Koefisien Mutasi. Garis Biru Merupakan Posisi yang Mengalami Mutasi.

Garis Mutasi

Sampel No. SLS 18 - Merupakan genotype CRF_AG
RT
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Gambar 3. Hasil Analisis Mutasi pada Sekuen SLS-18. Sumbu X: Posisi Basa Hasil Sekuensing. Sumbu Y:
Koefisien Mutasi. Garis Biru Merupakan Posisi yang Mengalami Mutasi.

Garis Mutasi

Sampel MLU 35 - Merupakan genotype CRF_AG
RT
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Gambar 4. Hasil Analisis Mutasi pada Sekuen MLU-35. Sumbu X: Posisi Basa Hasil Sekuensing. Sumbu Y:
Koefisien Mutasi. Garis Biru Merupakan Posisi yang Mengalami Mutasi.
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(LPV/r) 200/50mg, Didanosine (ddI) 100mg,
Abacavir (ABC) 300mg, Tenofovir (TDF) 300mg
+ Emtricitabine (FTC) 200mg

Responden dengan kode KRU 39, tampak
adanya resisten terhadap ARV lini pertama jenis
efavirenz dan nevirapine. Hal tersebut diperkuat
dengan kenyataan bahwa, walaupun sudah 22
bulan melakukan terapi ARV namun stadium
penyakit masih belum membaik (stadium 3), yaitu
dengan didapatkan gejala infeksi opportunistik.
Penyebab resistensi dapat berasal dari terinfeksi
virus yang sudah resisten akibat penggunaan
bersama jarum suntik yang tidak steril atau
Transmitted Drug Resistance (TDR).

Kejadian TDR telah dilaporkan terjadi
di berbagai wilayah dengan besaran maksimal
mencapai 25%, terutama pada wilayah yang telah
tersedia ARV sejak lama. Kemampuan ARV untuk
menekan angka kesakitan dan angka kematian
pasien terinfeksi HIV secara dramatis membuat
penggunaan ARV semakin meluas. Kebanyakan
TDR berasosiasi dengan penggunaan ARV
golongan NNRTI. ARV golongan ini digunakan
sebagai lini pertama dengan pertahanan genetik
yang rendah untuk mencegah terjadinya
resistensi. Pengawasan terhadap transmisi virus
resisten diperlukan untuk penyusunan panduan
penggunaan ARV yang tepat.'>!?

Terjadinya resistensi dapat diantisipasi
dengan memantau CD4 dan viral load penderita
HIV/AIDS. Penggunaan ARV dalam waktu yang
cukup lama dengan CD4 menurun atau viral
load meningkat, maka terdapat kemungkinan
telah terjadi resistensi. Pemeriksaan untuk
resistensi, maka dapat dilakukan dengan dua cara
yaitu genotypic assay dan phenotypic assay.*
Tigasampel lain pada penelitian ini, yaitu kasus,
tidak menunjukkan adanya mutasi yang berkaitan
dengan resistensi ARV.

Pada ketiga responden lainnya (SMU
17, SLS 18, MLU 35) tidak ditemukan adanya
mutasi pada gen Reverse Trancriptase. Namun
kewaspadaan tetap perlu ditingkatkan mengingat
CD4 responden SMU 17 rendah dan sudah
ada infeksi oportunistik TBC walaupun sudah
menerima ARV selama 18 bulan. Responden SLS
18 dan MLU 35 mempunyai CD4 dengan jumlah
tinggi dan SLS 18 belum diterapi, sedangkan
MLU 35 sudah diterapi 36 bulan.

Terapi ARV di negara berkembang
pelaksanaannya mudah dan efektif, namun
mortalitas pada bulan pertama lebih tinggi jika
dibandingkan dengan negara maju. ART harus
dimulai dengan sebelum infeksi oportunistik

berkembang dan didampingi dengan VCT
(Voluntary Counselling and Testing)."” VCT
diharapkan dapat mengarahkan perbaikan
perilaku seperti penggunaan kondom, jarum
suntik steril, konseling pencegahan, layanan
mitra, pengobatan substansi penyalahgunaan, dan
kepatuhan pengobatan.'®

Tingkat kepatuhan minum obat yang
sempurna akan menghasilkan proporsi subjek
yang tinggi dalam mempertahankan penekanan
viral load dari waktu ke waktu.!” Hal ini
mengarah keberkelanjutan penekanan virus yang
merupakan tujuan terapi ARV. Namun, pasien
dengan kepatuhan rendah hingga moderat (<80%
adherence) untuk rejimen berbasis NNRTI
jumlah virusnya masih dapat dikendalikan. Pasien
dengan kepatuhan rendah dapat menimbulkan
risiko untuk munculnya jumlah virus yang
lebih tinggi. Membatasi interupsi penggunaan
NNRTI yang berkelanjutan dapat meningkatkan
penekanan virus yang lebih lama, terutama pada
pasien dengan kepatuhan yang kurang baik.'®

Kesimpulan

Gen reverse transcriptase merupakan gen
pada virus HIV-1 yang banyak mengalami mutasi.
Hal ini ditunjukkan oleh ditemukannya mutasi
pada semua sampel yang berhasil disekuensing,
meskipun tidak semua mutasi mengarah pada
perubahan yang dapat menyebabkan resistensi
terhadap obat ARV. Hasil sekuensing pada
sampel KRU-39 menunjukkan /low potential
resistensi obat ARV vyaitu jenis efavirenz (EFV)
dan nevirapine (NVP). Obat ini merupakan lini
pertama pengobatan HIV di Indonesia.

Saran

Penelitian mengenai analisis resistensi
virus HIV-1 terhadap obat ARV dengan cakupan
yang lebih luas, sebaiknya dapat dilakukan secara
periodik.
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