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PENGGUNAAN PCR (POLIMERASE CHAIN REACTION)
UNTUK DETEKSI RETROVIRUS HTLV
(HUMAN T-CELL LYMPHOTROPIC VIRUS)

1. PENDAHULUAN

Retrovirus merupakan virus yang termasuk dalam kelompok virus
Retroviridae. Retrovirus merupakan virus berkapsul yang memiliki genom RNA dan
bereplikasi melalui intermediet DNA. Retrovirus memiliki struktur, komposisi, dan
cara replikasi yang sama. Virion berdiameter 80-100 nm dan membran lipid sebelah
luarnya bergabung dengan glikoprotein. Bentuk dan lokasi dari protein internal
mencirikan berbagai variasi genus retrovirus. RNA virion berukuran 7-12 kb,
berbentuk linear, rantai tunggal, dan mempunyai polaritas positif. Retrovirus
memerlukan enzim reverse transkriptase untuk melaksanakan transkripsi balik dari
genom RNA menjadi DNA, yang kemudian dapat berintegrasi ke genom inang
karena adanya enzim integrase. Karena enzim reverse transkriptase tidak memiliki
aktivitas proofreading (seperti yang dimiliki oleh DNA polimerase), maka retrovirus
cepat sekali termutasi. Hal inilah yang menyebabkan virus dengan cepat menjadi
resistan terhadap obat antivirus, dan menyulitkan pengembangan vaksin yang efektif

terhadap retrovirus.

2. KLASIFIKASI RETROVIRUS

Berdasarkan organisasi genomnya retrovirus dibagi menjadi dua kategori
besar yaitu retrovirus simpel dan kompleks. Semua retrovirus mengandung tiga
domain utama yang mengkode protein virion : gag, yang mengarahkan sintesis
protein internal yang akan membentuk kapsid, matriks dan nukleoprotein; pol,
mengandung informasi untuk enzim reverse transkriptase dan integrase; dan env,
yang mengandung komponen permukaan dan transmembran dari protein envelop
virus. Domain tambahan yang biasanya terdapat pada semua retrovirus adalah pro,
yang mengkode protease virion. Retrovirus simpel pada umumnya hanya
mengandung elemen ini, sementara retrovirus kompleks mempunyai protein
regulator nonvirion tambahan. Selanjutnya retrovirus dibagi menjadi enam genus.
Lima dari genus ini menunjukkan potensi sebagai onkogen (onkovirus) dan dua grup

lagi adalah lentivirus dan spumavirus. Semua virus onkogen, kecuali human T-cell



leukemia virus-bovine leukemia virus (HTLV-BLV) merupakan retrovirus simpel.

HTLV-BLYV, lentivirus dan spumavirus merupakan retrovirus kompleks.

GENUS SUBGROUP SPECIES
1. Alpharetroviruses ALV {avien loukosis virus)
MMTV {mouss mammany tumor vinss)
Type B vinses — MPRIY (Mason-Phzer monkey virus)
r_.,..--""_fd SRV (slmisn refrovirue)
2. Bataretroviruses = Type D viruses JSRV [Jangslekts retravins)

ENTVY [sheep enzootic nasal amer vinus)
MLV (murine beuknemia vins}
% GalV {gbben ape leukemia virus)
3. Gammaretroviruses ——— Mammaian Type C FalV {feline leukemia virus)
REV {Reticulosndothelicaln vinug)
HTLY (wman T-cel ymphotrapic vins)

Primate T-cell lymphotropic viuses. ——
4. Deltaretroviruses —— =~ STV {simian T-cal lymphotropic vins)
BLV [bovine beukemia vins)

HI (Frurman immun cdeficlency winug)
Irnmunodefick i SV (simian immunadedcisncy virus)
5. Lenthdiruses =—— ) FIV (fisline ienmiandafclency virus)

\ BV [Esowine immunode iciency vinis)
Ungulate Lentiviises

mre—— W (M- Tna vines)
'::E CAEY {caprine artheitie andaphalis vinm)
8, Spumaviruses
SR {simian heamy wins)
FFW {Paline: fommy vinus)
BFY (bovine fosmy vine)
EPY [equins fabry virus)

B8 (mquine infecSous anemia vins)
Gambar 1. Klasifikasi retrovirus

3. GENOM RETROVIRUS

Urutan genome retrovirus terdiri atas LTR- gag-pol-env-LTR.

1.

LTR

LTR adalah Long Terminal Repeats. Urutan berulang ini mengapit daerah gag,
pol dan env serta berperan dalam proses transkripsi virus.

Gag

mRNA gag akan ditranslasi menjadi Gag prekursor, dimana Gag prekursor ini
akan diproses menjadi bentuk “mature” dan menghasilkan protein-protein
matriks, kapsid, nukleokapsid dan p6.

Pol

mRNA pol akan ditranslasi menjadi Gag-Pol prekursor, dimana Gag-Pol
prekursor ini akan diproses menjadi bentuk “mature” dan menghasilkan enzim
protease, reverse transkriptase dan integrase.

Env
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mRNA env akan ditranslasi menjadi Env prekursor, dimana Env prekursor ini
akan diproses menjadi bentuk “mature” dan menghasilkan protein envelope

yaitu protein surface (SU) dan transmembran (TR).

4. SIKLUS REPLIKASI RETROVIRUS

Siklus relikasi retrovirus dimulai dari periode setelah adsorpsi virus ke dalam

sel inang sampai terbentuknya partikel virus baru yang infeksius. Berikut ini adalah

tahap-tahap yang terjadi pada siklus replikasi retrovirus:

1.

Penempelan

Interaksi virus-inang terjadi karena ada reseptor spesifik pada permukaan sel
inang untuk virus tersebut. Adanya reseptor spesifik ini dapat menjelaskan
mengapa suatu virus hanya menyerang ke suatu sel tertentu. Pada HIV, gp120
pada virus akan mengenali CD4 pada sel limfosit atau makrofag.

Penetrasi dan pelepasan bungkus

Penetrasi adalah proses masuknya partikel virus ke dalam sitoplasma. Pelepasan
bungkus adalah pemisahan genom virus dari kapsid atau envelop. Penetrasi
virus biasanya terjadi melalui endositosis dan pelepasan bungkus terjadi di
dalam vesikel endosom, tetapi bisa juga melalui fusi antar envelop virus dengan
membran sel inang. Pada retrovirus, transkripsi balik oleh reverse transkriptase
berlangsung setelah terjadinya pelepasan bungkus.

Integrasi

DNA yang terbentuk pada proses transkripsi balik akan masuk ke dalam nukleus
melalui nuclear pore dan akan terintegrasi pada kromosom inang dengan
bantuan enzim integrase. DNA virus yang terintegrasi pada kromosom inang
disebut dengan provirus.

Tahap sintesis

Apabila sel inang yang mengandung provirus teraktivasi maka akan terjadi
proses transkripsi untuk menghasilkan materi genetik dan proses translasi untuk
menghasilkan prekursor enzim-enzim dan protein-protein struktural buat virus-
virus baru yang akan dihasilkan. Protein-protein yang perlu diglikosilasi akan
diproses di dalam retikulum endoplasma dan badan golgi.

Assembly dan maturasi



Untuk virus yang berenvelop seperti HIV, protein envelop akan terinkorporasi
ke dalam membran sel, sementara RNA dan prekursor protein lainnya akan
diassembly di dekat membran sel tersebut. Selanjutnya akan terjadi proses
budding (pelepasan virus-virus baru) dan dilanjutkan dengan proses maturasi

dengan bantuan protease.

Ahsorption to Specific Receptor

Cytoplasm

Double  REVERSE

to Nucleus

Huclear
membrange

PlasmaMembrane

Gambar 2. Siklus replikasi retrovirus

5. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

PCR adalah singkatan dari Polymerase Chain Reaction. Teknik ini
merupakan teknik perbanyakan DNA secara in vitro. Teknik ini memungkinkan
adanya amplifikasi antara dua region DNA yang diketahui, hanya di dalam tabung
reaksi, tanpa perlu memasukkannya ke dalam sel (in vivo). Dalam sistem kerjanya,
PCR dilandasi oleh struktur DNA. Dalam keadaan nativenya, DNA merupakan
double helix, yang terdiri dari dua buah pita yang berpasangan antiparalel antara satu
dengan yang lain dan berikatan dengan ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen terbentuk
antara basa-basa yang komplementer, yaitu antara basa Adenin (A) dengan Thymine

(T), dan Guanine (G) dengan Cytosin (C). Basa-basa itu terikat dengan molekul gula,



deoksiribosa, dan setiap satu molekul gula berikatan dengan molekul gula melalui

ikatan fosfat.

5.1. Tahapan PCR
Terdapat tiga tahap utama di dalam setiap siklusnya, yaitu :
a. Denaturasi

Selama proses denaturasi, double stranded DNA akan membuka menjadi
single stranded DNA. Hal ini disebabkan karena suhu denaturasi yang tinggi
menyebabkan putusnya ikatan hidrogen diantara basa-basa yang komplemen. Pada
tahap ini, seluruh reaksi enzim tidak berjalan, misalnya reaksi polimerisasi pada

siklus yang sebelumnya.

b. Annealing

Primer akan menuju daerah yang spesifik, dimana daerah tersebut memiliki
komplemen dengan primernya. Pada proses annealing ini, ikatan hidrogen akan
terbentuk. Selanjutnya, DNA polymerase akan berikatan sehingga ikatan hidrogen
tersebut akan menjadi sangat kuat dan tidak akan putus kembali apabila dilakukan

reaksi polimerisasi selanjutnya, misalnya pada 72°C.

c. Reaksi polimerisasi (extension).

Umumnya, reaksi polimerisasi atau perpanjangan rantai ini, terjadi pada suhu
72°C. Primer yang telah menempel tadi akan mengalami perpanjangan dengan dANTP
yang komplemen pada sisi 3’nya.

Jadi, seandainya ada 1 copy gene sebelum siklus berlangsung, setelah satu
siklus, akan menjadi 2 copy, sesudah 2 siklus akan menjadi 4, sesudah 3 siklus akan
menjadi 8 kopi dan seterusnya. Sehingga perubahan ini akan berlangsung secara

eksponensial.

5.2. Komponen PCR
a. Enzim DNA Polymerase
Dalam sejarahnya, PCR dilakukan dengan menggunakan Klenow fragment DNA

polymerase I selama reaksi polimerisasinya. Enzyme ini ternyata tidak aktif secara
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termal

selama proses denaturasi, sehingga peneliti harus menambahkan enzyme di setiap
siklusnya. Selain itu, enzim ini hanya bisa dipakai untuk perpanjangan 200 bp.
Selain itu, oleh karena suhu annealing yang rendah dan extension yang hanya bisa
dilakukan pada 37°C (suhu kerja Klenow fragment), hasilnya menjadi kurang
spesifik.

Untuk mengatasi kekurangan tersebut, dalam perkembangannya kemudian
dipakai enzim Taqg polymerase yang memiliki keaktifan dalam suhu tinggi. Oleh
karenanya, penambahan enzim tidak perlu dilakukan di setiap siklusnya, dan proses
PCR dapat dilakukan dalam satu mesin.

Pemakaian Taq polymerase dalam konsentrasi yang terlalu besar akan
mengakibatkan munculnya background produk non-spesifik. Sebaliknya, bila
konsentrasi Taq polymerase terlalu rendah, maka proses amplifikasi berlangsung
secara inefisien, dan produk amplifikasi yang diperoleh akan mempunyai konsentrasi
yang relatif rendah.

b. Primer

Apabila memungkinkan primer yang dipilih adalah yang mengandung G+C
sekitar 50%. Apabila memungkinkan, dihindari adanya polipurin atau polipirimidin.
Selain itu, juga dihindari adanya struktur sekunder dan adanya komplementari antara
primer-dimer. Primer yang digunakan sebaiknya mempunyai Tm>55°C. Nilai Tm
suatu primer dapat diperkirakan = [(jumlah A+T) x 2°C] + [(jumlah C+G) x 4°C].

c. Reagen lainnya

Selain enzim dan  primer, terdapat juga komponen lain yang ikut menentukan
keberhasilan ~ reaksi PCR. Komponen tersebut adalah dNTP untuk reaksi
polimerisasi, dan buffer yang mengandung MgCls.

Konsentrasi ion Mg®" dalam campuran reaksi merupakan hal yang sangat kritis.
Konsentrasi ion Mg*" ini sangat mempengaruhi proses primer annealing, denaturasi,
spesifisitas produk, aktivitas enzim dan fidelitas reaksi. Oleh sebab itu, penambahan
berbagai pereaksi harus selalu diperhatikan, jangan sampai ada ion-ion lain maupun
chelating agent yang dapat mengganggu kosnentrasi ion Mg>" dalam larutan. Secara
umum, sebaiknya konsentrasi ion Mg”" bebas yang terdapat dalam larutan adalah

sekitar 2 mM .
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Gambar 3. Siklus PCR, yang terdiri dari denaturasi, penempelan primer (annealing)

dan polimerisasinya.

6. REVERSE TRANSCRIPTION PCR (RT-PCR)

Amplifikasi RNA dengan PCR dapat dilakukan dengan menggunakan primer
yang menempel ke templat RNA dan kemudian mensintesis copy DNA (cDNA)
dengan menggunakan enzim reverse transcriptase (RT) dan diikuti dengan proses
PCR. Beberapa DNA polimerase dapat digunakan pada tahap ini, seperti T.
thermophilus (Tth) DNA polimerase, bila terdapat mangan (Mn) dapat melakukan
transkripsi balik RNA. Karena Tth DNA polymerase dapat menggunakan DNA dan
RNA sebagai templat, maka prosedur ini dapt dilakukan dalam satu tabung. Templat
RNA virus (seperti retrovirus) atau RNA poli A akan di copy menggunakan
heksamer acak atau primer spesifik. RNA (RT) PCR merupakan teknik yang sangat
sensitif untuk mempelajari ekspresi gen pada tingkat RNA, dan pada kuantifikasi
mRNA atau level RNA virus.

Reverse transcriptase biasanya digunakan untuk mensintesis rantai pertama
cDNA dari RNA. Reverse transkriptase dapat dipurifikasi dari beberapa sumber,
seperti: avian myeloblastosis virus (AMV) dan Molones murine leucemia virus
(MMLYV). AMYV reverse transkriptase adalah RNA-dependent DNA plimerase yang
menggunakan RNA rantai tunggal sebagai templat dan dapat mensintesis cDNA

dengan arah 5°—3’ jika terdapat primer. Sama seperti aktivitas DNA polimerase,
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enzim ini juga mempunyai aktifitas ribonuklease H yang spesifik terhadap hibrida
RNA : DNA.

1
—
[a—
HA exon 1 exon 2
I r 1 RNA
c c (o} c c (o}

Reverse Transcriptase

primer 1
RNA = Tl
P
| i\t rm i T
N ,
DNA ‘ﬁm‘

Gambar 4. Mekanisme RT-PCR
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7. HUMAN T-CELL LYMPHOTROPIC VIRUS TYPE 1 DAN 2

HTLV merupakan retrovirus dengan genom RNA rantai tunggal yang
menyebabkan T-sel leukemia dan T-sel Lympoma pada orang dewasa dan juga
terlibat pada penyakit “demyelinating”. Adult T-lymphotropic virus (ATLV)
merupakan turunan dari penyakit ini yang terutama menyerang orang dewasa. Virus

ini dekat kekerabatannya dengan dengan virus bovine leukemia virus BLV. Infeksi

oleh HTLV tipe 1 dan 2 terdistribusi diantara penerima transfusi darah, pengguna

narkoba intravena, wanita prostitusi, dan pasien yang ditransmisikan secara seksual.

Gambar 5. Partikel virus HTLV yang mengikat T-limposit dilihat dengan Scanning
electron microscopy (SEM) dengan perbesaran 26,400x. (foto diambil

oleh Dennis Kunkel's dari website Microscopy Science and Photography

Through a Microscope).

7.1. HTLV-I

HTLV-I merupakan singkatan dari human T-cell leukemia virus type 1,
yang disebut juga human T-cell lymphotrophic virus type 1, virus yang

mempunyai implikasi serius pada beberapa penyakit termasuk “HTLV-I-associated

myelopathy”, infeksi dengan Strongyloides stercoralis, dan “virus cancer link for

leukemia”. Antara satu dari duapuluh dan satu dari duapuluh lima orang yang

terinfeksi memperlihatkan perkembangan kanker sebagai hasil dari infeksi virus.
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HTLYV ditemukan pada tahun 1977 di Jepang. Virus ini pertama kali di isolasi
oleh Bernard Poiesz dan Francis Ruscetti dan koleganya di laboratorium Robert C.
Gallo di NCI. Dan pertama kali diidentifikasi sebagai retrovirus. Sama seperti
infeksi oleh retrovirus lain, infeksi oleh HTLV-I mungkin terjadi seumur hidup dan

dapat diduga bila antibodi terhadap HTLV-1 terdeteksi dalam serum.

7.1.1. PREVALENSI

Infeksi HTLV-I di Amerika Serikat terjadi sekitar setengah dari prevalensi
infeksi HIV diantara para pengguna narkoba dan sekitar 1/10 prevalensi populasi
besar. Walaupun data serologi yang tersedia sedikit, prevalensi infeksi diperkirakan
lebih tinggi diantara orang berkulit hitam yang hidup di Selatan. Tingkat prevalensi
30% ditemukan pada orang kulit hitam pencandu narkoba intravena di New Jersey,
dan tingkat prevalensi 49% ditemukan pada grup yang sama di New Orleans.
Kemungkinan besar prevalensi infeksi pada grup ini akan meningkat. Studi terhadap
antibodi HTLV-I menunjukkan bahwa virus ini merupakan endemi di selatan Jepang,

pantai Pasifik Colombia dan Ecuador, di Karibia dan di Afrika.

7.1.2. TRANSMISI

Transmisi HTLV-I dipercaya terjadi dari ibu ke anak; melalui kontak seksual; dan
melalui pemaparan terhadap darah yang terkontaminasi, melalui transfusi darah atau
berbagi jarum suntik yang terkontaminasi. Variasi jalur trnasmisi bervariasi

tergantung pada geografi.

e Di Jepang, transmisi umumnya terjadi dari ibu ke anak.

o Di Karibia, distribusi virus secara geografi tidak merata, dan lebih umum
diantara pasangan seksual, yang mengindikasikan bahwa transmisi seksual

lebih umum terjadi.

7.1.3. ONSET

Waktu antara infeksi dan permulaan munculnya kanker juga bervariasi
tergantung geografi. Dipercaya bahwa di Jepang terjadi sekitar 60 tahun dan kurang
dari 40 tahun di Karibia.
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7.2. HTLV-I1I

Merupakan virus yang dekat hubungannya dengan HTLV-I, dengan homologi
genom sekitar 70%. HTLV-II dominan ditemukan diantara pengguna narkoba pada
grup Natif Amerika,, Karibia dan Indian di Amerika Selatan. Sampai saat ini HTLV-
IT belum dihubungkan dengan suatu penyakit, akan tetapi sudah diktahui bergabung
dengan beberapa kasus myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP)- like

neurological disease.

7.3. HTLV-1Il dan HTLV-1V

Nama ini telah digunakan untuk mendiskripsikan virus yang baru-baru ini
dikarakterisasi. Virus ini ditemukan pada tahun 2005 di pedesaan Kamerun dan
sepertinya ditransmisikan dari monyet ke pemburu melalui gigitan dan garutan.

HTLV-III mirip dengan STLV-III (Simian T-lymphotropic virus 3), akan tetapi

HTLV-IV tidak mirip dengan virus manapun. Sampai saat ini belum dikatahui
bagaimana transmisi terjadi diantara manusia, atau apakah virus ini dapat
menyebabkan penyakit.

Penggunaan nama HTLV-III dapat membingungkan karena nama HTLV-III
pada awalnya merupakan nama dari HIV pada literatur AIDS, tapi sekarang sudah
tidak digunakan lagi. Demikian juga dengan nama HTLV-IV, dulu digunakan untuk
mendiskripsikan HIV-2.

8. DETEKSI HTLV-I DAN HTLV-I1I

Provirus Human T-cell lymphotropic Virus (HTLV) terintegrasi ke genom sel
inang (misalnya : peripheral blood mononuclear cell [PBMC]). Analisis Southern
Blot dan PCR telah digunakan untuk mendeteksi provirus HTLV pada sel yang
terinfeksi. RT-PCR dapat digunakan untuk mendeteksi genom RNA sebagai marker
dari replikasi virus aktif pada sel yang terinfeksi. Southern blot dan pemotongan
dengan enzim restriksi dari genom manusia digunakan untuk mendemonstrasikan
integrasi monoklonal dari provirus HTLV-1 dalam sel tumor dari pasien yang
menderita adult T-cell leukemia. Namun Southern blot tidak cukup sensitif untuk

mendeteksi HTLV-1 dalam PBMC dari individu terinfeksi yang tidak
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memperlihatkan symtom, karena membutuhkan jumlah sel terinfeksi yang lebih

banyak.

Dua pendekatan deteksi dengan PCR, telah sukses digunakan untuk
mendeteksi dan membedakan urutan DNA HTLV-1 dan HTLV-2 pada PBMC.
Salah satu pendekatan menggunakan primer konsensus untuk HTLV (SK43 dan
SK44) dan probe (SK45) untuk mengamplifikasi dan mendeteksi gen tax. Untuk
membedakan antara HTLV-1 dan HTLV-2 pada sampel yang positif PCR urutan
konsensus, maka diamplifikasi gen pol dengan menggunakan primer SK 110 dan
SK111 dan diikuti dengan hibridisasi dengan probe yang spesifik untuk HTLV-1
(SK112) dan atau untuk HTLV-2(SK118). Kit komersial berdasarkan pendekatan ini
telah diproduksi oleh Roche Molecular System, Pleasanton, California (Heneine, W.,
etal. 1992; Kwok, S., et al. 1988; Kwok, S., et al. 1990).

Pendekatan yang kedua menggunakan PCR nested-type spesifik untuk
mendeteksi perbedaan infeksi HTLV-1 dan HTLV-2. PCR juga telah digunakan
membedakan subtype HTLV secara genetik berdasarkan urutan yang berbeda pada
daerah long terminal repeat (LTR). Pemotongan dengan enzim restriksi dari produk
PCR dan pemisahan fragmen yang dihasilkan dengan elektroforesis agarose dapat

menentukan subtype dari HTLV (Tuke , P. W., et al. 1992).

9. APLIKASI KLINIS

Skrining donor darah untuk HTLV-1 dan HTLV-2 telah di implementasikan
untuk mencegah transmisi virus melalui transfusi darah. Metoda yang pertama
dilakukan untuk skrining infeksi HTLV adalah EIA untuk antibodi spesifik. Skrining
EIA tidak dapat membedakan antara HTLV-1 dan HTLV-2 karena terdapatnya
homologi yang tinggi dari struktur protein kedua virus ini. Semua spesimen yang
reaktif selanjutnya di konfirmasi menggunakan uji Western Blot (WB). Uji WB yang
telah dimodifikasi juga sudah dikembangkan yang tidak hanya berperan untuk
mengkonfirmasi uji serologi, tapi juga untuk membedakan antara infeksi HTLV-1
dan HTLV-2 (Varma, M., et al. 1995).

PCR merupakan metoda referensi untuk membedakan status infeksi,
memeriksa validitas dari uji serologi, membedakan antara HTLV-1 dan HTLV-2,

menentukan jumlah virus, dan memperkirakan distribusi virus pada jaringan. PCR
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juga bermanfaat untuk mengkarakterisasi sampel yang secara serologi tidak dapat
dibedakan, hasil uji Western Blot yang meragukan, dan untuk evaluasi individu
seronegatif yang memiliki faktor resiko untuk infeksi HTLV. PCR juga bermanfaat
untuk menguji bayi yang baru dilahirkan oleh ibu yang seropositif, dan mendeteksi
infeksi selama perioda antara pemaparan dan serokonversi. Sejumlah uji PCR yang
berbeda dengan karakteristik yang berbeda telah dekembangkan. Perbedaan terletak
pada pemilihan primer, efisiensi amplifikasi, dan sistem deteksi produk PCR, dimana
semuanya berkontribusi untuk variabelitas dan sensitifitas. Hibridisasi Southern blot
digunakan untuk mendemonstrasikan integrasi monoklonal dari DNA proviral
HTLV-1 pada sel tumor dari pasien yang menderita adult T-cell leukemia.
Heneine,W., et al. 1992, melaporkan penggunaan PCR yang sensitif dan
spesifik untuk membedakan infeksi HTLV-I dengan HTLV-II pada individu
seropositif. Sampel diperoleh dari pheripheral blood lymphocytes (PBL) dari 98
sampel individu seropositif. PCR dilakukan menggunakan konsensus primer pol (SK
110 dan SK111) dan primer tax (SK43 dan SK44), dan diikuti dengan Southern Blot

menggunakan probe yang spesifik.

Tabel 1. Primer dan probe yang digunakan.

A
Probe Gene, virus,” and

Primer position Sequence (5'=3")
SK110 pol, 1, 47574778 CCCTACAATCCAACCAGCTCAG
pol, 11, 47354756 CCATACAACCCCACCAGCTCAG
SKl112 pol, 1, 4825-4850 GTACTTTACTGACAAACCCGACCTAC
SK188 pol, 11, 48804898 TCATGAACCCCAGTGGTAA
SKI111 pol, 1, 4942-4919 GTGATGAAGCTACCATCGGGTTTT
pol, 11, 49204897 GTGETGGATTTGCCATCGGGTTTT
POL1.1 pol, 1, 47824805 TTATAGAACGCTCTAATGGCATTC
POL3.1 pol, 1, 4917-4894 TGGCAGTTGGTTAACACATTCAGG
POL1.2 pol, 11, 4758-4780 CCTGGTCOAGAGAACCAATGGTG
POL2.2 pol, 11, 48064829 TCTACTAGACTGTCCTAACCTTCC
POL3.2 pol, 11, 48954872 CCACTGGGGTTCATGACATTTAGC
SK43 tax, 1, 7358-7377 COGGATACCCAGTCTACGTGT
tax, 11, 7248-7267 TGGATACCCCGTCTACGTGT
SK45 tax, 1, 7447-7468 ACGCCCTACTGGCCACCTGTCCAGAGCATCAGATCACCTG
Sk44 tax, I, 7516-7496 GAGCCGATAACGCGTCCATCG
tax, 11, 7406-7368 GAGCTGACAACGCGTCCATCG
GAG49 gag, 1, 1427-1448 CACCAGCAGCTAGATAGCCTTA
GAGS0 gag, 1, 1489-1513 ATTAGCCGGTCCCCTCCATGTCCAA
GAGS51 gag, I, 1556-1553 GCTGGTATTCTCGCCTTAATCC
SK54 pol, 1, 3365-3384 CTTCACAGTCTCTACTGTGC
SK56 pol, 1, 3460-3426 CCGCAGCTAGCACTAATGATTGAACTTGGAAGGAT
SKS55 pol, 1, 3483-3465 COGCAGTTCTGTGACAGGG
261 gag, 11, 1424-1445 ACACCATCAGCAGCTTAACACA
2G2 gag, 11, 1490-1514 CATGGCAGGGCCCCTAAGAATGCAG
2G4 gag, 11, 1559-1538 TAAGACCATGAGGGCAGATTCT
SKS8 pol, I, 4198-4217 ATCTACCTCCACCATGTCCG
SK60 pol, 11, 42764237 TAAGGGAGTCTGTAGTATTCATTGAAGGTGGAAATTGEGTC
SK59 pol, 11, 4300-4281 TCAGGGGAACAAGGGGRAGCT

4 [, HTLV-I (GenBank accession no. J02029); 11, HTLV-I1 (GenBank accession no. M10060).
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PCR dilakukan terhadap 1pg DNA yang dipreparasi dari whole blood, dan
produk PCR dideteksi dengan hibridisasi dengan probe yang ujungnya dilabel
dengan *°P setelah Southern Blotting. Semua sampel pertama kali diamplifikasi
menggunakan primer konsensus tax SK43/44 dan pol SK110/111 yang dapat
mengamplifikasi HTLV-I dan HTLV-II. Produk amprifikasi dengan primer tax
kemudian dihibridisasi menggunakan probe tax (SK45), sementara produk
amplifikasi primer pol dihibridisasi dengan probe SK112 yang spesifik untuk HTLV-
I dan probe SK118 yang spesifik untuk HTLV-II (tabel 1.)

Hasil menunjukkan bahwa metoda ini sangat sensitif dan spesifik. Total 96
sampel (97,9%) memberikan hasil positif dengan probe tax (SK45). Sementara 95
sampel (96,9%) dari produk amplifikasi dengan primer pol (SK110/111), 27 sampel
dapat berhibridisasi dengan probe SK112 dan 68 berhibridisasi dengan probe SK118.
Hasil ini kemudian dikonfirmasi dengan mengamplifikasi 52 sampel menggunakan
dua pasang primer yang spesifik terhadap HTLV-I (SK54/55 dan GAG49/51) dan
dua pasang primer spesifik untuk HTLV-II (SK58/59 dan 2G1/2G2) dan hibridisasi
dengan probe spesifik (Tabel 1). Semua sampel dari subyek seronegatif memberikan

hasil negatif dengan primer-primer ini.

T 22223 34 &5 5°6 681" 1°8 B

9° 9% 10" 10°11° 11 12712°12° 13° 14" 14" 15" 15°16° 1¢6°

Gambar 6. Autoradiogafi dari hibridisasi Southern Blot amplifikasi lisat PBL (*) dan
nukleus (o) dengan SK110/111 dari 16 sampel seropositif.
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Untuk meningkatkan sensitifitas, dilakukan nested PCR terhadap tiga sampel
yang negatif dengan probe pol, menggunakan 20 pl produk amplifikasi SK110/111
sebagai templat dan primer POL1.1/3.1 dan POL1.2/3.2 yang terdapat di bagian
dalam SK110/111 pada HTLV-I dan II. Produk amplifikasi ini kemudian di probe
dengan SK112 dan POL2.2. Nested PCR ini berhasil membedakan tiga sampel
tersebut, dua sampel positif HTLV-II dengan probe POL2.2 dan satu sampel positif
HTLV-I dengan probe SK112.

24 4D

Gambar 7. Autoradiografi hibridisasi Southern blot dari hasil nested PCR tiga
sampel (no. 1, 2 dan 3) yang negatif melalui amplifikasi rutin dengan
SK110/111. (A) PCR dengan POL1.1/3.1; (B) PCR dengan POL1.2/3.2.
Lajur 1, 2 dan 3 adalah sampel 1, 2 dan 3 (A dan B), lajur 4 dan 5 (A):
kontrol negatif (Hut-78) kontrol positif (MT-2), (B): kontrol positif (Mo-
T) dan kontrol negatif (Hut-78).
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