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Abstrak

Infeksi Human Papillomavirus (HPV) tipe 11 dapat menyebabkan penyakit condyloma acuminate yang merupakan
salah satu faktor risiko terjadinya kanker anogenital. Sampai saat ini, proses deteksi dini HPV kelompok low risk,
termasuk untuk tipe 11 didasarkan pada metode polymerase chain reaction (PCR) umumnya pada gen L/. Namun
terdapat kelemahan deteksi berdasarkan gen L/ yaitu tidak tersisipnya gen ini pada genom pasien yang terinfeksi
dan laju mutasinya tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain primer berdasarkan urutan nukleotida gen
E6 dari HPV tipe 11 dan melakukan pilot implementation penggunaan primer pada spesimen apusan serviks
pasien rawat jalan RSUD Bangil, Jawa Timur. Pembuatan primer untuk deteksi keberadaan virus HPV tipe 11
dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak Primer3 Plus, analisis dilakukan dengan Oligoanalyzer 3.1 dan
BLASTn, yang semuanya merupakan perangkat lunak open source. Primer3 Plus dan BLASTn dari National
Center for Biotechnology Information (NCBI), sedangkan Oligoanalyzer 3.1 dari Integrated DNA Technologies.
Optimasi suhu penempelan (annealing) primer untuk identifikasi gen £6 HPV tipe 11 dilakukan pada gradien
suhu 44-63°C. Proses pilot implementation primer dilakukan selama satu bulan pada pasien rawat jalan baru yang
diduga terinfeksi HPV. Pasangan primer E11(+)/E11(-) telah dirancang, dengan urutan 5’-GTA AAG ATG CCT
CCA CGT CT-3’ dan 5’-CTA CTG TAG GTG CAT ATG CAG C-3’, yang menempel dan memperbanyak area
pada basa ke 8 - 268 dari gen E6. Pasangan primer tersebut memenuhi syarat sebagai primer ideal untuk deteksi
HPV tipe 11 ditinjau dari berbagai parameter. Pada reaksi PCR dihasilkan hanya satu pita DNA berukuran ~260
bp pada gradien suhu antara 44—63°C dengan menggunakan template dari DNA pasien positif terinfeksi HPV
tipe 11. Total terdapat empat pasien yang dirujuk oleh dokter selama periode pengambilan data untuk ditentukan
kemungkinannya terinfeksi HPV. Satu di antara keempat pasien tersebut (B1) terdeteksi positif mengandung gen
L1 dari HPV pada PCR menggunakan primer GP5(+)/GP6(+). Berdasarkan deteksi dengan pasangan primer
E11(+)/E11(-), keempat sampel tersebut mengandung HPV tipe 11. Dapat disimpulkan bahwa primer E11(+)/
E11(-) yang didasarkan pada gen £6 dapat mendeteksi keberadaan HPV tipe 11 lebih akurat dibandingkan primer
yang didasarkan pada urutan gen L/.

Kata kunci: HPV tipe 11, primer GP5(+)/GP6(+), primer E11(+)/E11(-)

The Use of E6 Gene as a Target of Human Papillomavirus Type 11 Detection
Using Polymerase Chain Reaction

Abstract

The Human Papillomavirus (HPV) type 11 infection, potentially trigger condyloma acuminate, which is a risk
factor of anogenital cancer. Recently, the low risk HPV groups, particularly type 11, was detected on the L/ gene
by polymerase chain reaction (PCR) method. Meanwhile, the weakness of using the L/ sequence include its high
mutation rate and the facts that the gene was not inserted into the human genome during infection. Therefore, this
study aims to design primer pair, based on nucleotide sequence of the £6 gene for type 11 HPV, and to conduct
their implementation using the cervical swabs samples from RSUD Bangil, East Java, Indonesia. The Primer3 Plus
software was used to design the primers and further analysed them using both Oligoanalyzer 3.1 and BLASTn
from NCBI. The annealing temperature of PCR was optimized at the gradient ranging from 44—63°C. The pilot
implementation of primer was conducted approximately a month for new outpatients suspected of being infected
with HPV. The primers pair, such as E11(+)/E11(-), designed into the following sequences: 5’-GTA AAG ATG
CCT CCA CGT CT-3" and 5°-CTA CTG TAG GTG CAT ATG CAG C-3’ were presented in the 8 to 288 E6 gene.
These were the ideal primers for type 11 HPV in terms of various parameters. Meanwhile, only one band of ~260-
bp size appeared at the end of PCR on the annealing gradient temperature between 44—-63°C using the total DNA
obtained from patients infected with type 11 HPV as a template. A total of four patients were referred by doctors
during the data collection period to test for the possibility of HPV infection. However, one of them (code B1) was
detected positively for having the L/ gene on PCR using the GP5(+)/GP6(+) primers. Based on the detection of
E6 gene using E11(+)/E11(-) primer, all the patients’ samples contained type 11 HPV. In conclusion, the £6 gene
based-primers, such as E11(+)/E11(-), detected the presence of type 11 HPV more accurately compared to the L/
sequence.
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Pendahuluan

Human Papillomavirus (HPV) merupakan
virus deoxyribo nucleic-acid (DNA) non-
enveloped keluarga Papillomavirida yang
pada umumnya menyebabkan kelainan medis
pada daerah mucosal-genital.'” Berdasarkan
potensi dalam menyebabkan kanker serviks,
HPV dapat dibagi menjadi dua kelompok
besar yaitu high-risk HPV (antara lain tipe 16,
18,31,45,33,35,39,45,51,52,56,58,59, 66,
68 dan 70) dan low-risk HPV (antara lain tipe
6, 11, 42, 43 dan 44)."* Walaupun memiliki
risiko rendah dalam menyebabkan kanker
serviks, low risk HPV dapat menyebabkan
penyakit lain yang mengganggu sistem
reproduksi, antara lain condyloma acuminata
atau yang secara umum dikenal dengan
istilah “kutil kelamin”. Beberapa penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa pasien dengan
kelainan condyloma acuminata mempunyai
risiko tinggi untuk dapat menderita kanker
anogenital termasuk kanker vulva, vagina,
penis dan anus.>® Data penyakit kanker di
Amerika Serikat dari tahun 1999 hingga 2015
menunjukkan bahwa insiden non-cervical
HPV setiap tahun mengalami peningkatan.
Insiden oropharyngeal SCC meningkat 2,7%
per tahun untuk laki-laki dan 0,8% per tahun
untuk perempuan.” Tanpa deteksi dan terapi
sejak dini, potensi terjadinya peningkatan
angka kejadian sangat dikhawatirkan, baik
insiden maupun prevalensi, kanker anogenital
akan semakin tidak terkendali.®'* Sebagai
konsekuensi dari peningkatan tersebut, kajian
beban pembiayaan kesehatan dari beberapa
negara menunjukkan besarnya kebutuhan
anggaran untuk tatalaksana penyakit yang
disebabkan oleh HPV.!'"13

Upaya pencegahan dan terapi sejak dini
perlu dioptimalkan untuk mencegah kejadian
atau progresivitas penyakit yang lebih
berbahaya. Keberadaan vaksin HPV terbukti
dapat menurunkan angka kejadian terkait
infeksi dan kanker HPV.!*'® Walaupun telah
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terdapat kajian terkait implementasi vaksin
HPV di Indonesia'”'¥, namun sampai saat ini,
besar kemungkinan program vaksinasi belum
diimplementasikan secara optimal di seluruh
wilayah Indonesia."” Oleh karena itu, upaya
deteksi dini infeksi HPV (termasuk infeksi
HPV low risk) diharapkan mampu menjadi
salah satu metode early detection yang
akurat bagi infeksi HPV tipe 11. Beberapa
studi terdahulu telah dilakukan oleh para
peneliti untuk mendeteksi keberadaan HPV,
di antaranya Signal amplification assays,
Microarray analysis, PapilloCheck®, Real-
time polymerase chain reaction (RT-PCR),
Abbott real time PCR, COBAS® 4800 HPV
test, HPV genome sequencing, dan lain-
lain.” Namun hingga saat ini, proses deteksi
yang paling umum dilakukan yakni dengan
menggunakan metode polymerase chain
reaction (PCR). Metode PCR merupakan
metode yang sensitif, akurat, ekonomis dan
cenderung mudah untuk dilakukan apabila
dibandingkan dengan metode-metode yang
lainnya. Deteksi keberadaan HPV dengan
menggunakan PCR telah berhasil dilakukan
dalam beberapa penelitian terdahulu, terutama
dengan cara mendesain pasangan primer
yang secara spesifik mampu mendeteksi gen
pada HPV. Walaupun demikian, secara umum
primer yang telah didesain memiliki target
deteksi virus HPV golongan Aigh risk dan/atau
mendeteksi lebih dari satu tipe HPV dalam
sekali proses PCR. Salah satu contoh primer
yang termasuk broad primer adalah GP5(+)/
GP6(+). Pasangan primer ini dirancang
untuk mendeteksi area L/ HPV berdasarkan
urutan genom tipe 6, 11, 16, 18, 31 dan 33,
dan terbukti dapat mendeteksi setidaknya 27
genotip HPV.?! Kelemahan primer ini adalah
mendeteksi satu kelompok virus, khususnya
tipe high risk. Kelemahan lainnya adalah
gen L/ ini memiliki laju mutasi yang tinggi
dan pada saat DNA HPV menyisip di genom
manusia, sehingga kemungkinan besar HPV
kehilangan sebagian besar daerah gen E/,
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E2, L1 dan 1220222

Sampai saat ini, proses deteksi dini jenis
HPYV yang tergolong low risk belum banyak
dikembangkan, termasuk untuk HPV tipe 11.
Apabila hal tersebut tidak segera mendapat
perhatian dari pemerintah dan akademisi,
tidak menutup kemungkinan akan semakin
banyak kasus infeksi HPV baru terdeteksi
pada kondisi yang cenderung sudah parah.
Lebih jauh, permasalahan ini dikhawatirkan
akan semakin meningkatkan angka kejadian
penyakit kanker di Indonesia.?* % Peningkatan
jumlah pasien kanker dapat menyebabkan
peningkatan kebutuhan anggaran kesehatan di
era implementasi sistem Jaminan Kesehatan
Nasional (JKN) dengan mempertimbangkan
harga kemoterapi yang tidak murah dan
durasi terapi yang cukup panjang.?’>°

Metode deteksi HPV tipe 11 yang ada pada
saat ini didasarkan pada metode PCR pada
gen L/ dari HPV. Penggunaan gen L/ dalam
proses identifikasi HPV memiliki kelemahan,
yaitu gen L/ kemungkinan besar tidak
menyisip di genom manusia setelah virus
menginfeksi manusia dan laju mutasinya
tinggi. Hal-hal tersebut dapat menyebabkan
tidak terdeteksinya HPV dengan primer yang
didasarkan pada gen L1,2"%"%2 dan gen E1.%

Gen E6 HPV terdapat pada daerah early
region dari genom HPV pada umumnya,
termasuk tipe 11. Gen E6 merupakan gen
yang sangat dibutuhkan oleh HPV untuk
bertahan hidup, sehingga dapat meningkatkan
kemungkinan tingginya tingkat replikasi gen
E6 pada saat virus menginfeksi sel inang,
termasuk manusia, dan meningkatkan potensi
untuk teridentifikasi pada proses pemeriksaan
laboratorium.**>® Selain itu, gen ini juga
merupakan gen yang memiliki kemungkinan
mengalami mutasi yang rendah sehingga
primer yang telah dirancang memiliki jangka
waktu pakai yang lama.?*** Beberapa gen lain
pada genom HPV lebih rentan mengalami
mutasi sehingga dapat meningkatkan risiko
kegagalan identifikasi oleh primer yang telah
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tersedia sebagai akibat tidak dikenalinya gen
yang mengalami mutasi. Berdasarkan hal-
hal tersebut maka gen E6 merupakan gen
yang berpotensi besar sebagai target deteksi
bagi HPV. Namun demikian, deteksi gen £6
HPV tipe 11 tidak dapat dilakukan dengan
metode lain yang lebih cepat dari PCR biasa,
misalnya dengan metode restriction fragment
length polymorphism (RFLP). Urutan gen
E6 sebagai target deteksi tidak memiliki sisi
pengenalan enzim yang dapat digunakan
untuk deteksi cepat secara RFLP. Berdasarkan
hal-hal di atas, maka perancangan primer
yang sangat spesifik untuk reaksi PCR biasa
menjadi sangat penting.

Sampai saat ini, belum ditemukan bukti
penelitian terpublikasi di Indonesia yang
mengidentifikasi HPV tipe 11 pada spesimen
apusan serviks menggunakan gen E6 sebagai
target identifikasi. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mendesain primer berdasarkan
urutan nukleotida gen £6 HPV tipe 11 dan
melihat kemungkinan ditemukannya HPV
tipe 11 pada spesimen apusan serviks pasien
rawat jalan di RSUD Bangil, Jawa Timur.

Metode

Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahap, yaitu:
desain primer untuk identifikasi gen £6 HPV
tipe 11 dan proses optimasi suhu penempelan
(Ta) primer yang dilakukan di laboratorium
Purifikasi dan Biologi Molekuler, Fakultas
Teknobiologi, Universitas Surabaya, serta
pilot implementation pendeteksian HPV tipe
11 yang dilakukan di klinik rawat jalan RSUD
Bangil, Jawa Timur.

Perancangan primer untuk identifikasi gen E6
HPV tipe 11

Pembuatan primer untuk deteksi keberadaan
virus HPV tipe 11 dilakukan menggunakan
perangkat lunak Primer3 Plus’’ dan Primer-
blast.*® Primer HPV tipe 11 dirancang dengan
berdasarkan kriteria umum primer ideal***’,
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yaitu: 1) memiliki urutan basa yang spesifik
dengan panjang primer antara 17-28 basa;
2) memiliki komposisi G dan C sebanyak
50-60%; 3) memiliki titik leleh (Tm) antara
55-75°C dan perbedaan Tm antara kedua
primer [E11(+) dan E11(-)] tidak lebih dari
5°C; serta 4) memiliki kemungkinan hairpin,
primer dimer dan mispriming yang rendah.
Urutan DNA gen £6 HPV tipe 11 didasarkan
pada genom lengkap HPV tipe 11 isolat 29,
dengan nomer akses GenBank LN833189.1.
Primer pada penelitian ini dipesan dari
Operon.

Ekstraksi total DNA pasien

Ekstraksi DNA dari apusan serviks pasien
dilakukan sesuai prosedur Kit Ekstraksi DNA
ExGene SV ClinicTM (Cat.no. GA-108-101,
GeneAll Biotechnology Co. Ltd., Seoul,
Korea). Secara singkat, tahapan ekstraksi
dilakukan sebagai berikut: ujung sikat atau
kapas apusan dilepaskan dari tangkainya,
dimasukkan ke tabung mikrosentrifuge yang
berisi 400 puL phospate buffer saline (PBS).
Sebanyak 20 pl RNase A (20 mg.ml'),
dicampur dengan vortex dan diinkubasi pada
suhu kamar selama 2 menit. Ke dalam tabung
ditambahkan 20 pL Proteinase K (20 mg.ml™")
dan 400 pL Buffer BL dan diinkubasi pada
suhu 56°C selama 10 menit. Setelah itu
sebanyak 400 pL. etanol absolut ditambahkan
ke dalamnya dan dicampur rata. Campuran
dilewatkan kolom silika untuk mengikat
DNA, kemudian disentrifugasi selama 1
menit pada 6000g. Kolom dicuci dengan 600
puL Buffer BW dengan sentrifugasi selama 1
menit pada 6000g kemudian diikuti dengan
pencucian kolom dengan 700 uL. Buffer TW
dan disentrifugasi kembali selama 1 menit
pada 6000g. Elusi dilakukan dengan 200 pL
Buffer AE. Kadar DNA genomik ditentukan
melalui metode nano-spektrometer.

Reaksi polymerase chain reaction (PCR)
Reaksi PCR secara umum dilakukan dalam
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10 pLL campuran reaksi berisi 5 pL 2X GoTaq
Green Master Mix (Promega), 20 ng total
DNA dan 1 pM masing-masing primer.
Kondisi reaksi PCR diatur sebagai berikut:
pre-denaturasi 94°C selama 5 menit, diikuti
30 siklus denaturasi 95°C selama 30 detik,
suhu penempelan (Ta) sesuai hasil optimasi
selama 30 detik dan pemanjangan rantai
72°C selama 1 menit. Reaksi disempurnakan
dengan pemanjangan rantai akhir pada 72°C
selama 10 menit. Proses PCR dilakukan pada
mesin Labnet Multigene Optimax.

Kontrol untuk ekstraksi DNA dan reaksi PCR
Untuk memastikan bahwa sampel total DNA
hasil ekstraksi mengandung DNA dengan
kualitas yang baik untuk proses PCR, maka
dilakukan reaksi PCR dengan primer NS1
dan primer 21. Primer ini menempel pada
daerah 8S ribosomal N1 atau 45S pre-
ribosomal N2 sel eukariot dengan produk
~590 bp. Reaksi PCR dilaksanakan dalam
campuran reaksi PCR yang telah diuraikan di
bagian sebelumnya dan dengan pengaturan
kondisi PCR yang sama tetapi dengan suhu
penempelan (Ta) 59°C sesuai hasil optimasi
dengan primer tersebut.

Deteksi keberadaan HPV secara umum pada
sampel DNA

Deteksi keberadaan HPV semua tipe dalam
sampel total DNA hasil ekstraksi dilakukan
dengan reaksi PCR menggunakan primer
GP5(+)/GP6(+).2'*" Primer ini menempel
pada daerah gen L1 semua tipe HPV.
Reaksi PCR dilaksanakan dengan cara yang
sama seperti di atas tetapi dengan suhu
penempelan 51°C sesuai hasil optimasi yang
telah dilakukan pada penelitian ini. Target
mempunyai ukuran 150 pasang basa (pb).

Optimasi suhu penempelan PCR menggunakan
pasangan primer hasil rancangan

Pada awalnya, dilakukan optimasi suhu
penempelan (Ta) untuk mendapatkan kondisi
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PCR menggunakan pasangan primer yang
dirancang pada penelitian ini [primer E11(+)
dan E11(-)]. Reaksi PCR dilakukan dalam
campuran reaksi dan kondisi reaksi yang
sama seperti telah diuraikan di atas. Optimasi
suhu dilakukan pada gradien suhu antara 44°
—63°C. Produk PCR memiliki kisaran ukuran
260 pb. Sebagai kontrol digunakan DNA dari
sampel biopsy pasien yang positif mengidap
HPV (kode K+1).

Pilot implementation deteksi adanya HPV tipe
11 pada apusan serviks pasien rawat jalan
Pilot implementation identifikasi keberadaan
HPV tipe 11 pada pasien rawat jalan baru
yang diduga terinfeksi HPV dilakukan selama
satu bulan periode pengumpulan sampel (14
Oktober—13 November 2016) dari RSUD
Bangil. Penelitian ini dilaksanakan dengan
persetujuan dari Direktur RSUD Bangil,
Kabupaten Pasuruan, sesuai surat izin etik
dengan nomor 445.1/2251/424.079/2016.
Apusan serviks yang digunakan pada
penelitian ini merupakan bagian dari sampel
yang diambil dokter untuk pemeriksaan rutin.
Dengan kata lain, tidak terdapat pengambilan
sampel secara khusus untuk tujuan penelitian.
Penentuan pasien dan proses pengambilan
apusan serviks pasien dilakukan oleh dokter
yang bertanggung jawab merawat pasien.
Reaksi PCR dilakukan dalam campuran reaksi
yang sama seperti di atas pada pengaturan
reaksi PCR dengan Ta 57,6°C menggunakan
pasangan primer hasil rancangan pada
penelitian ini [E11(+) dan E11(-)]. Sebagai
kontrol digunakan DNA hasil ekstraksi dari
specimen yang berasal dari apusan bukal
perempuan yang tidak terjangkit HPV (kode
N1), dan dari biopsy pasien yang terinfeksi
HPV (kode K+1).

Visualisasi produk PCR

Produk PCR ditentukan ukurannya dengan
cara pemisahan fragmen DNA berdasarkan
ukurannya pada elektroforesis gel agarosa.
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Untuk produk PCR yang berukuran 150 pb
dan 260 pb maka digunakan gel agarosa
dengan konsentrasi 2% (b/v) dengan standar
ukuran nukleotida pre-stained 100 pb
(NEB), sedangkan produk PCR berukuran
590 pb, proses elektroforesis pada gel
agarosa konsentrasi 1% (b/v) dengan standar
ukuran nukleotida BenchTop DNA Markers
(Promega).

Hasil

Desain primer untuk identifikasi gen £6 pada
HPV terdapat pada urutan 8-268 pb. Dari
urutan basa tersebut, dipilih 20 urutan basa
pertama yang kemudian digunakan sebagai
primer E11(+), yaitu: 5’-GTAAAG ATG CCT
CCA CGT CT - 3’, dan 22 basa komplemen
untuk digunakan sebagai primer E11(-), yaitu:
5’- CTA CTG TAG GTG CAT ATG CAG C
-3’. Produk PCR diperkirakan akan memiliki
ukuran sekitar 260 pb. Hasil analisis dengan
menggunakan perangkat lunak BLASTn dari
NCBI menunjukkan bahwa kedua primer
tersebut dapat menempel pada daerah gen
E6 HPV tipe 11 (Tabel 1). Primer E11(+)
dan E11(-) memiliki nilai E-value terendah
0,22 dan 0,022; dengan percentage identity
dan query cover dari kedua primer tersebut
sebesar 100%, sedangkan gap value 0. Nilai
E-value merupakan nilai yang menunjukkan
tingkat kemungkinan sekuen tidak sesuai
dengan sekuen yang dianalisis, yaitu sekuen
gen utuh £6 HPV tipe 11 hasil pencarian
perangkat lunak dari basis data. Semakin
besar nilai E-value menunjukkan tingkat
ketidaksesuaian antara sekuen primer dengan
urutan target yang semakin besar. Pada
analisis primer ini, nilai E-value tersebut
tidak 0 disebabkan jumlah nukleotida yang
dianalisis 20 dan 22 pb sedangkan urutan gen
utuh £6 HPV tipe 11 di basis data berukuran
sekitar 452 pb.*>* Selain itu, nilai dari gap
yang rendah (gap value=0) mengindikasikan
tidak terdapatnya gap di antara urutan basa
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Tabel 1 Area Penempelan Primer pada Gen E6 HPV tipe 11

Nama Primer Arah Target Sequence 1D Daerah Penempelan
E11(+)/(-) Forward Gen E6 HPV tipe 11~ LN833189.1  qQuery 1  GTIRARAGATGCCTCCACGICT 20
T
Sbjct &  GTARAGATGCCTCCACGICT 27
Reverse Query 1  CTACTGTAGGTGCATATGCAG 21
REVETERELERRAVERBRER)
Sbjct 268 CTACTGTAGGTIGCATATGCAG 248
GP5(+)/GP6(+) Forward Gen L1 HPV LC155240.1 e T T T
Sbjct 1 TTTIGTITACTGTIGGTAGATACTAC 23
Reverse Query 9 GAARARARATRAAACTGTAARATCATATIC 33
LEERERERE il
Sbjct 139 GAAARATAAACTGTAARATCATATIC 115
NS1/21 Forward 18s tDNA NR003286.2 Query € T”Plx'lfr‘ﬁ'l‘c’T‘Iﬁ?Tl’ﬂ'f 19
Sbjct 24 CATATGCITGICIC 37
Reverse Query 1 AATATACGCTATTGGAGCIGG 21
FREEEEErrrr et
Sbjct €52 AATATACGCTATTGGAGCIGG 632
Keterangan:

GP5(+)/GP6(+) : primer untuk identifikasi keberadaan HPV secara general

NS 1/21

pada saat primer melekat pada gen £6 karena
semua basa primer sama dengan urutan basa
komplemennya pada gen £6 HPV tipe 11.*
Nilai percentage identity dari kedua primer
100% menunjukkan kemiripan 100% antara
sekuen basa primer dengan urutan gen E6
HPV tipe 11. Hasil analisis dengan perangkat
lunak BLASTn menunjukkan persentase
query cover yang tinggi yang artinya seluruh
basa primer dalam penelitian ini sama dengan
basa yang terdapat pada urutan basa tertentu
gen E6 HPV tipe 11.

Hasil analisis kualitas primer dengan
menggunakan program OlygoAnalyzer 3.1
menunjukkan bahwa kandungan GC untuk
primer E11(+) dan EIl1(-) masing-masing
adalah 50%, sedangkan suhu leleh (Tm) untuk
primer E11(+) dan E11(-) berturut-turut adalah
58,4°C dan 62,1°C. Hasil analisis terkait
kemungkinan terjadinya struktur hairpin pada
kedua primer tersebut menunjukkan struktur
sekunder ini kemungkinan bisa terjadi pada
Tm kurang dari 22,9°C untuk primer E11(+)
dan kurang dari 42,8°C untuk primer E11(-)
(Tabel 2). Kemungkinan terjadinya self-
dimer dan hetero-dimer pada kedua primer
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: primer untuk konfirmasi keberadaan DNA manusia secara umum

tersebut kurang dari 4, dan memenuhi syarat
sebagai primer ideal. Analisis mispriming
pada genom manusia dilakukan dengan
BLASTn dari NCBI menggunakan basis data
DNA yang terdapat pada GenBank. Hasil
analisis menunjukkan bahwa primer E11(+)
menunjukkan tidak terdapat mispriming
dengan nilai kurang dari 40% sedangkan
primer E11(-) antara 40-50%. Walaupun
sebagian nukleotida dari masing-masing
primer masih memiliki komplementasi pada
genom manusia, namun lokasi penempelan
tidak memungkinkan dihasilkannya produk
nontarget selama proses PCR. Misalnya,
penempelan kedua primer sangat berjauhan,
arah pemanjangan rantai sejajar dan
penempelan sebagian basa yang hanya terjadi
pada Tm rendah.

Optimasi suhu penempelan (Ta) reaksi
PCR mengggunakan pasangan primer E11(+)
/E11(-) dilakukan pada beberapa variasi suhu
penempelan (Ta). Pada awalnya, dilakukan
skrining Ta pada rentang suhu yang lebar, di
sekitar suhu Tm kedua primer, yaitu 58,4°C
dan 62,1°C. Berdasarkan hasil optimasi,
didapatkan Ta yang baik untuk menghasilkan
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Tabel 2 Karakteristik Primer E11(+) dan E11(-)

Karakteristik Primer E11(+) Primer E11(-)
Urutan basa 5’-GTAAAGATGCCTCCACGTCT-3’ 5’-CTACTGTAGGTGCATATGCAGC-3’
Jumlah basa 20 pb 22 pb
Titik leleh 58,4°C 62,1°C
(Tm)
% GC 50 50
N _T\C\ 10
Lo . A
—A #G=OsT
A /T,. /G./C 'T'A \G:C_,
] G -
Hairpin A/G '/c’T pada T <22,9°C %‘ | pada T <42,8°C
/:/‘ T« X c\A . ,GI =2
= - T“C \
| | 3
5 5
10
Selfpriming Tidak ada, kurang dari 4 Tidak ada, kurang dari 4
Primer dimer Tidak ada, kurang dari 3
Mispriming Score <40% Score 40-50%
pada genom Posisi tidak memungkinkan terbentuknya produk nontarget
manusia dan
virus

amplikon berkisar antara 52—-61°C (data tidak
disertakan). Lalu dilakukan penelusuran Ta
optimum pada rentang suhu tersebut, yang
disebar pada 12 posisi sampel di mesin PCR.
Sebanyak lima tabung sampel diletakkan
pada lima posisi berbeda di antara 12 suhu
tersebut. Berdasarkan tampilan pada mesin
PCR, kelima suhu dari posisi tabung tersebut
adalah: 52°C; 53,5°C; 55,2°C; 57,6°C dan

58,4°C. Hasil visualisasi dapat dilihat pada
Gambar 1 yang menunjukkan adanya satu
pita tebal pada semua variasi suhu dengan
ukuran yang sama yaitu sekitar 260 bp. Pada
hasil visualisasi tersebut, semua pita memiliki
ketebalan dengan intensitas yang relatif sama
sehingga kemudian suhu 57,6°C digunakan
sebagai suhu penempelan pada reaksi PCR
yang menggunakan primer E11(+)/E11(-).

G B2

53,5

55.2

576 584 K

Gambar 1 Produk Hasil PCR Menggunakan Primer E11(+) dan E11(-) pada Beberapa Suhu
Penempelan (52°; 53,5°; 55,2°; 57,6° dan 58,4°C) dan 7emplate DNA Genomik dari

Sampel Biopsy Pasien Terinfeksi HPV

Keterangan: M: marker 100 bp (NEB); K-: hasil PCR tanpa DNA template
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~150 bp »

K- NI

B2 B3 B4 M

Gambar 2 Produk Hasil PCR DNA Genomik dari Sampel Pasien Didiagnosis Terinfeksi HPV

Menggunakan Primer GP5(+) dan GP6(+). Sampel B1 Menunjukkan Hasil Positif
Keterangan: K-: PCR tanpa DNA template; N1: sampel DNA orang sehat; B1, B2, B3 dan B4: sampel DNA dari apusan vagina

pasien terdiagnosis HPV; M: marker 100 bp (NEB)

Total terdapat empat (4) pasien yang dirujuk
oleh dokter selama periode pengambilan data
untuk diidentifikasi kemungkinan terinfeksi
HPV. Sampel dari pasien tersebut diberi
kode B1, B2, B3, dan B4. Hasil analisis PCR
menggunakan primer NS 1/21 menunjukkan
bahwa DNA dari spesimen berhasil diekstraksi
(gambar tidak ditampilkan) dan dalam kondisi
baik untuk proses PCR. Deteksi keberadaan
HPV secara umum dilakukan menggunakan
primer GP5(+)/GP6(+). Dari hasil visualisasi
(Gambar 2), diketahui bahwa hanya terdapat
1 pita yang berukuran ~150 bp dari ekstrak
DNA spesimen B1. Selain spesimen B1, tidak
terdapat pita DNA pada spesimen sampel
yang lain. Hal ini mengindikasikan bahwa
hanya sampel B1 yang kemungkinan positif
mengidap HPV.

Hasil analisis PCR dengan menggunakan
primer E11(+)/E11(-) menunjukkan adanya
pita berukuran ~260 pb untuk seluruh sampel

~260 bp—»

M Bl

(B1-B4) namun pita untuk sampel B1 tampak
tidak terlalu jelas (Gambar 3), sedangkan
untuk sampel orang sehat (N1) sama sekali
tidak terdapat pita hasil PCR pada proses
visualisasi. Hasil ini menunjukkan bahwa
sampel dari keempat pasien (B1-B4) positif
mengandung HPV tipe 11.

Pembahasan

Penelitian ini berhasil mendapatkan primer
forward dan reverse [E11(+)/E11(-)] yang
secara spesifik mampu mengidentifikasi area
gen E6 HPV tipe 11. Hingga saat ini deteksi
HPV tipe 11 dilakukan menggunakan metode
PCR yang pada umumnya menggunakan
gen L/ dari HPV sebagai target amplifikasi.
Penggunaan gen L/ dalam proses identifikasi
HPV memiliki beberapa permasalahan.
Salah satu masalah terpenting adalah gen L/
kemungkinan besar tidak menyisip di genom

B2 B3 B4 K+l NI

Gambar 3 Deteksi Keberadaan HPV Tipe 11 DNA Genomik dari Sampel Pasien secara PCR
Menggunakan Primer E11(+) dan E11(-). Semua Sampel Pasien Terdiagnosis HPV

Menunjukkan Hasil Positif

Keterangan: M: marker 100 bp (NEB); B1, B2, B3 dan B4: sampel DNA dari apusan vagina pasien terdiagnosis HPV; K+1:
PCR dengan DNA dari sampel biopsy pasien HPV; N1: sampel orang sehat
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manusia setelah virus menginfeksi manusia
sehingga seringkali tidak teridentifikasi pada
pasien. Permasalahan lain penggunaan gen L/
ialah tingginya laju mutasi yang menyebabkan
kemungkinan HPV menjadi tidak terdeteksi
dengan primer yang telah dirancang dan
digunakan,?-2%3443

Primer didesain untuk menempel pada 20
basa pertama dan 22 basa terakhir pada urutan
8-268 pb dari gen E6 yang dimiliki oleh HPV
tipe 11. Daerah target pada genom HPV tipe
11 ini dipilih sebagai area penempelan primer
karena memiliki urutan yang unik sebagai
primer.*® Urutan kedua primer ini spesifik
pada gen HPV tipe 11, tidak menempel pada
DNA manusia (hasil sesuai analisis hasil
pensejajaran dengan metode BLASTn*® pada
basis data GenBank; data tidak ditampilkan).
Dengan demikian pasangan primer hasil desain
ini ideal, yaitu penempelan hanya pada gen £6
HPV tipe 11 dan kemungkinan terjadinya false
positive selama reaksi PCR sangat kecil.

Beberapa parameter yang mengindikasikan
hal tersebut adalah rendahnya nilai E-value
dan gap value serta tingginya nilai percentage
identity dan query cover. Nilai E-value primer
El11(+) dan E11(-) dalam penelitian ini
terbukti rendah. Terbukti bahwa keseluruhan
sekuen primer berkomplemen dengan sekuen
pasangannya pada gen E6 dari HPV tipe
11. Selain itu, nilai gap yang rendah (gap
value=0) mengindikasikan tidak terdapatnya
gap pada saat primer melekat pada gen E6
karena semua basa sama dengan urutan gen
E6 HPV tipe 11.°® Nilai percentage identity
menunjukkan kemiripan antara sekuen basa
primer dengan urutan gen E6 HPV tipe 11.
Basa primer dalam penelitian ini mempunyai
100% kemiripan dengan urutan gen £6 HPV
tipe 11. Selain itu, hasil analisis dengan
BLASTn menunjukkan persentase query
cover yang tinggi yang artinya seluruh basa
primer dalam penelitian ini sama dengan
basa yang terdapat pada beberapa urutan
nukleotida pada gen E6 HPV tipe 11.
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Panjang primer dibuat sebanyak 20 basa
untuk E11(+) dan 22 basa untuk E11(-) dengan
tujuan untuk menjaga agar primer memiliki
urutan nukleotida yang mencukupi untuk
mencapai tingkat spesifisitas primer yang
tinggi dan persentasi GC yang sesuai untuk
membantu kekuatan pengikatan primer ke DNA
template. Perbedaan Tm di antara keduanya
tidak terlalu besar sehingga pengaturan suhu
Tm reaksi PCR bisa tepat. Nilai AG, AH dan AS
pada analisis kemungkinan terjadinya hairpin
menunjukkan angka yang mendekati angka
nol. Hal tersebut menunjukkan kemungkinan
terjadinya hairpin pada primer yang relatif
rendah. Selain itu, semua kemungkinan bentuk
hairpin dari primer yang dirancang pada
penelitian ini memiliki nilai Tm yang jauh
lebih rendah dari perkiraan suhu penempelan
primer ke target gen. Dengan kata lain, primer
ini masih tetap bisa digunakan pada suhu
penempelan tanpa risiko terjadinya hairpin.
Hasil analisis terkait kemungkinan self-dimer
pada kedua primer menunjukkan nilai AG
pada masing-masing primer memiliki nilai
minus yang berarti kemungkinan terjadinya
self-dimer masing-masing primer yang kecil.
Parameter hetero-dimer yang diuji pada
penelitian ini bertujuan untuk menunjukkan
kemungkinan primer E11(+) ataupun primer
E11(-) mampu menempel satu sama lain.
Nilai AG berdasarkan hasil analisis hetero-
dimer menunjukkan nilai rendah yang berarti
kemungkinan terjadinya hetero-dimer sangat
kecil. Berdasarkan parameter-parameter yang
sudah dijelaskan, maka pasangan primer
E11(+)/(-) tepat digunakan sebagai primer
untuk deteksi HPV tipe 11.%®

Hasil analisis dengan menggunakan primer
GP5(+)/GP6(+) menunjukkan bahwa hanya
spesimen B1 yang mengandung HPV. Namun,
setelah spesimen dideteksi menggunakan
primer E11(+)/(-), diketahui bahwa seluruh
sampel (B1-B4) positif mengandung HPV
tipe 11. Perbedaan tersebut kemungkinan
disebabkan oleh adanya perbedaan primer
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yang digunakan. Primer GP5(+)/GP6(+)
merupakan primer yang mengamplifikasi
sebagian kecil open reading frame (ORF) gen
L1 dari HPV?'*!) sedangkan primer E11(+)/
(-) merupakan primer yang mengamplifikasi
sebagian dari ORF gen E6 pada HPV tipe 11.
Pada saat HPV menginfeksi sel epitel dari
serviks, kemungkinan besar HPV kehilangan
sebagian besar daerah gen EI, E2, L] dan
1220222334736 sehingga terdapat kemungkinan
bahwa setelah HPV menginfeksi sel manusia,
gen-gen tersebut tidak dapat teramplifikasi
melalui reaksi PCR. Hal inilah yang dapat
menyebabkan false negative pada hasil
deteksi keberadaan HPV yang menggunakan
primer GP5(+)/GP6(+). Kemungkinan yang
terjadi adalah pada pasien B2, B3 dan B4,
DNA HPV telah menyisip pada genom pasien
sedangkan pada pasien Bl proses invasi
sedang terjadi. Dari hasil tersebut, terbukti
kelemahan penggunaan primer yang menarget
gen LI (primer GP5(+)/GP6(+)), yaitu dapat
tidak dihasilkan amplikon jika DNA virus
telah menyisip pada genom manusia. Dengan
kata lain, hasil PCR dengan target gen E6 ini
memberikan hasil yang lebih akurat tentang
keberadaan HPV tipe 11 jika dibandingkan
menggunakan primer yang menarget gen L/
untuk tujuan early detection. Hal ini perlu
dibuktikan dengan ekspresi mRNA dari £6
ini.

Hasil penelitian ini diharapkan menjadi
langkah awal untuk mengatasi permasalahan
terkait keberadaan alat yang memiliki tingkat
akurasi yang baik untuk deteksi HPV low
risk. Sebagaimana anjuran dari World Health
Organization (WHO), kebijakan “screen and
treat” perlu diupayakan di negara dengan
penghasilan rendah dan menengah (low-middle
income countries; LMICs), termasuk Indonesia,
untuk menekan beban yang disebabkan oleh
penyakit terkait HPV.?*27474¢ Anjuran tersebut
sangat perlu segera diimplementasikan di
LMICs dengan mempertimbangkan bahwa
pada setting tersebut sering kali ditemukan
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masyarakat yang memiliki health literacy dan
kewaspadaan yang rendah terkait penyakit
HPV termasuk condyloma acuminate dan
kanker anogenital.*>' Dengan adanya
deteksi infeksi awal termasuk infeksi HPV
low risk yang merupakan salah satu faktor
risiko dari kanker serviks diharapkan dapat
mempercepat inisiasi pemberian terapi dan
mencegah temuan kanker serviks baru di
Indonesia. Temuan primer yang berdasar pada
urutan nukleotida gen £6 HPV tipe 11 dalam
penelitian ini dapat ditindaklanjuti melalui
proses integrasi dengan sistem teknologi guna
menghasilkan point-of-care untuk deteksi HPV
yang cepat dan murah sehingga meningkatkan
cakupan jumlah individu dan wilayah yang
mendapat layanan screening infeksi HPV di
Indonesia.!”>%3

Salah satu keterbatasan penggunaan gen £6
sebagai target identifikasi adalah keterbatasan
pengujian tingkat ekspresi mRNA E6 pada
masing-masing pasien. Jumlah ekspresi ini
diperlukan untuk menentukan infeksi HPV
yang transien atau persisten.’* Oleh karena
itu, diperlukan metode PCR kuantitasi seperti
quantitative-real-time PCR untuk dapat
menjawab permasalahan tersebut. Selain itu,
keterbatasan lainnya yaitu keterbatasan untuk
deteksi apakah genom virus sudah berada pada
posisi “menyisip” atau belum. Konsekuensi
akibat keterbatasan tersebut adalah risiko
ketidakmampuan identifikasi jenis HPV
secara tepat yang berdampak pada pemberian
terapi yang tidak tepat sepenuhnya. Dengan
demikian, penelitian lebih lanjut terkait desain
primer yang mampu membedakan virus secara
akurat perlu dilakukan sebagai upaya untuk
mengoptimalkan upaya identifikasi sedini
mungkin di kemudian hari.

Simpulan
Melalui penelitian ini telah berhasil didesain

primer yang memenuhi kriteria primer yang
baik untuk mendeteksi keberadaan Human
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Papillomavirus (HPV) tipe 11. Primer
tersebut juga telah berhasil mengidentifikasi
adanya infeksi HPV tipe 11 pada empat pasien
rawat jalan baru yang diduga terinfeksi HPV
di RSUD Bangil, Jawa Timur. Primer hasil
penelitian ini diharapkan dapat digunakan
untuk mengidentifikasi infeksi HPV tipe 11
pada sampel pasien yang lebih banyak lagi
sebagai bentuk upaya identifikasi paparan
sedini mungkin. Dengan demikian, upaya
pencegahan yang tepat dan tindakan kuratif
dapat dilakukan secara optimal.
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