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wg Petunjuk:Pengusul hanya diperkenankan mengisi di tempat yang telah disediakan sesuai dengan petunjuk
pengisian dan tidak diperkenankan melakukan modifikasi template atau penghapusan di setiap bagian.

JUDUL

| Tuliskan Judul Usulan

Perancangan alat deteksi genotyping HPV berbasis multiplex recombinase polymerase
amplification dan nucleic acid lateral flow immunoassay (mnRPA-NALFIA) sebagai
alternatif metode PCR skrining kanker serviks yang mudah dan murah di fasilitas
kesehatan primer

RINGKASAN

Ringkasan penelitian tidak lebih dari 300 kata yang berisi urgensi, tujuan, dan luaran yang
ditargetkan.

Urgensi penelitian adalah keberhasilan skrining kanker serviks yang masih rendah sehingga
membuat kanker serviks memiliki biaya pengobatan langsung tertinggi di Indonesia
berdasarkan data BPJS. Metode skrining yang umumnya diterapkan adalah Pap Smear dan
Inspeksi Visual Asam asetat (IVA), namun sensitivitas dan spesifisitas masih rendah, terutama
untuk lesi prekanker. Kombinasi tes DNA-HPV direkomendasikan oleh WHO untuk
meningkatkan keberhasilan skrining kanker serviks, namun diperlukan reagen dan alat yang
mahal sehingga sulit diterapkan di fasilitas kesehatan primer. Metode Recombinase Polimerase
Amplification merupakan uji isotermal dengan suhu tunggal 37-42°C sehingga dipercaya dapat
menggantikan metode PCR sebagai point of care test. Hasil amplifikasi dapat divisualisasikan
dengan perangkat elektroforesis maupun metode nucleic acid lateral flow immunoassay
(NALFIA). Elektroforesis dan NALFIA telah banyak dikombinasikan dengan metode PCR
namun metode RPA umumnya menggunakan metode elektroforesis untuk visualisasi sehingga
membutuhkan waktu sekitar 3 jam. Penelitian ini akan mengkombinasikan metode multiplex
RPA dengan NALFIA (mRPA-NALFIA) untuk mendeteksi DNA HPV tipe 16. 18 dan 52 yang
merupakan tipe HPV terbanyak yang ditemukan pada penderita kanker serviks di Indonesia
berdasarkan gen L1, E6 dan E7 sebagai alternatif metode PCR di fasilitas kesehatan primer.
Permasalahan penelitian ini adalah bagaimana perancangan dan keakuratan alat deteksi
genotyping HPV tipe 16, 18 dan 52 berbasis gen L1, E5 dan E6 menggunakan metode
kombinasi mRPA-NALFIA sebagai alternatif metode PCR di fasilitas kesehatan primer?
Tujuan penelitian ini membuat purwarupa alat deteksi HPV tipe 16, 18 dan 52 dengan metode
mRPA-NALFIA dengan sensifititas dan spesifisitas yang mendekati metode PCR sehingga
dapat menjadi alternatif metode PCR yang mudah dan murah di fasilitas kesehatan primer.
Penelitian ini akan berlangsung selama 2 tahun dengan luaran penelitian tahun pertama
adalah publikasi internasional di jurnal Scopus Q1 PeerJ dengan status published dan sertifikat
Hak Cipta. Luaran pada tahun kedua adalah puwarupa alat deteksi HPV mRPA-NALFIA,
monograf serta hak paten sederhana dengan status terdaftar.

KATA KUNCI

| Kata kunci maksimal 5 kata

Kanker serviks, HPV, mRPA, NALFIA, PCR



PENDAHULUAN

Penelitian Dasar merupakan riset yang memuat temuan baru atau pengembangan ilmu
pengetahuan dari kegiatan riset yang terdiri dari tahapan penentuan asumsi dan dasar hukum
yang akan digunakan, formulasi konsep dan/ atau aplikasi formulasi dan pembuktian konsep
fungsi dan/ atau karakteristik penting secara analitis dan eksperimental.

Pendahuluan penelitian tidak lebih dari 1000 kata yang terdiri dari:

A. Latar belakang dan rumusan permasalahan yang akan diteliti

B. Pendekatan pemecahan masalah

C. State of the art dan kebaruan

D. Peta jalan (road map) penelitian 5 tahun kedepan (jika dalam bentuk konsorsium harus
dilengkapi dengan roadmap penelitian konsorsium)

E. Sitasi disusun dan ditulis berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan,
mengikuti format Vancouver

Latar Belakang

Kanker serviks merupakan jenis kanker tertinggi di Indonesia dengan biaya pengobatan
langsung yang tertinggi dibandingkan dengan kanker lain, mencapai hampir Rp 400 juta.
Berbagai teknik skrining kanker serviks telah diteliti sebagai strategi potensial untuk
mengurangi beban ekonomi yang ditimbulkan dari biaya pengobatan langsung kanker
serviks(1). Metode skrining yang ada saat ini adalah pemeriksaan sitologi dengan tes
Papanicolaou (Pap smear) dan inspeksi visual asam asetat (IVA), namun keduanya memiliki
sensitivitas dan spesifisitas yang relatif rendah dibandingkan dengan tes amplifikasi asam
nukleat, yaitu berkisar antar 30 — 87% (2—4). World Health Organization (WHO)
merekomendasikan tes DNA-HPV sebagai metode skrining yang utama pada tahun 2021(5),
namun diperlukan mesin Polimerase Chain Reaction (PCR) dan perangkat elektroforesis yang
harganya mahal(6).

Uji amplifikasi isothermal seperti polimerase rekombinase amplification (RPA) diperkenalkan
baru-baru ini untuk mengatasi masalah ini. Prinsip kerja RPA mirip dengan PCR, namun lebih
mudah dan murah karena menggunakan suhu tunggal 37-42°C(7). Metode RPA telah
dikembangkan untuk deteksi berbagai virus dan bakteri, termasuk HPV(8,9). Untuk visualisasi
hasil amplifikasi umumnya menggunakan perangkat elektroforesis sehingga diperlukan waktu
sekitar 3 jam untuk pengerjaannya. Teknik nucleic acid lateral flow immunoassay (NALFIA)
sudah sering digabungkan dengan metode PCR, namun belum banyak dimanfaatkan untuk
visualisasi mRPA(7). Selain itu, metode mRPA yang ada tidak mendeteksi tipe HPV yang
umumnya ditemukan pada penderita kanker serviks di Indonesia, yaitu tipe 16, 18 dan 52(10).

Rumusan Permasalahan

Berdasarkan latar belakang di atas, maka permasalahan penelitian ini dirumuskan sebagai

berikut:

e Bagaimana rancangan alat deteksi genotyping HPV tipe 16, 18 dan 52 berbasis gen L1, E5
dan E6 menggunakan metode kombinasi mRPA-NALFIA?

e Apakah hasil deteksi genotyping HPV tipe 16, 18 dan 52 pada alat yang dirancang memiliki
keakuratan yang memadai dan dapat diandalkan?

Pendekatan Pemecahan Masalah

Untuk memecahkan masalah dalam penelitian ini akan dilakukan beberapa pendekatan yang
dapat dilakukan adalah sebagai berikut:



e Pengembangan protokol yang meliputi desain primer mRPA yang spesifik untuk gen L1,
ES5 dan E6 HPV dan penentuan kondisi optimal reaksi mRPA dan NALFIA.

e Pengujian klinis alat rancangan untuk menilai keakuratan, sensitivitas, dan spesifisitas
metode yang diusulkan pada sampel yang representatif.

State of The Art

Metode Pap smear dan IVA adalah metode standard yang digunakan untuk skrining kanker
serviks. Walaupun murah, namun prosedur ini tidak nyaman dan memiliki sensitifitas dan
spesifisitas yang lebih rendah, khususnya untuk lesi prekanker(2—4). Seiring dengan
meningkatnya pemahaman terhadap peran HPV tipe High Risk dalam karsinogenesis serviks,
tes molekuler DNA HPV secara bertahap diakui sebagai alat yang lebih sensitif daripada tes
Pap saja, terutama untuk lesi prekanker(11,12). Beberapa studi menunjukkan bahwa tes DNA
HPV dapat memungkinkan interval skrining kanker serviks diperpanjang hingga > 5
tahun(2,6,13,14). Beragam tes DNA HPV yang sudah tersedia di laboratorium klinis di
Indonesia seperti COBAS 4800 dan Abbot Real-time, mampu mendeteksi HPV tipe 16 dan 18 serta
kumpulan 12 HR lainnya berdasarkan gen L1 yang mengkode capsid HPV dengan waktu antara
5 — 6 jam per reaksi(6). Karena diperlukan mesin PCR, harga tes ini cukup mahal, dengan
kisaran 15,16. harga Rp 500.000,- sampai Rp. 1.400.000,- dan tidak termasuk dalam BPJS(15).
Baru-baru ini, sebuah uji amplifikasi isothermal seperti recombinase polimerase amplification
(RPA) muncul untuk mengatasi masalah ini. RPA menggunakan 3 enzim, rekombinase, protein
pengikat DNA beruntai tunggal, dan polimerase pengganti untai, untuk memungkinkan
amplifikasi isothermal dari target primer tertentu pada suhu tunggal 37-42°C . Pada tahun 2018,
Ma dkk. mengembangkan RPA untuk tipe HPV HR 16 dan 18, dan pada tahun 2021(9), Gong
dkk. mengembangkan RPA untuk 13 tipe HPV HR berdasarkan gen L1(8). Tahun 2023,
Wongsamart dkk mengembangkan mRPA berdasarkan gen L1, E6 dan E7 yang mencakup 20
tipe HR dan 14 tipe LR. Gen E6 dan E7 dipergunakan karena dianggap merupakan biomarker
progresivitas kanker serviks(16). Untuk visualisai hasil amplifikasi, umumnya digunakan
perangkat elektroforesis sehingga dibutuhkan waktu pengerjaan sampai 3 jam. NALFIA
merupakan cara memvisualisasi pita DNA dengan teknik lateral flow yang umumnya
dikombinasikan dengan metode PCR, namun jarang dikombinasikan dengan mRPA(7). Pada
penelitian ini, tim peneliti merancang alat deteksi genotyping HPV tipe 16, 18, dan 52
berdasarkan gen L1, E6 dan E7 dengan kombinasi metode mRPA-NALFIA. Tipe-tipe HPV
tersebut merupakan tipe HPV HR terbanyak di Indonesia sehingga dapat menjadi alat skrining
tambahan untuk kanker serviks yang dapat dipakai di puskesmas(10).

Kebaruan

Kebaruan dari penelitian ini adalah penggunaan teknologi mRPA-NALFIA untuk
memudahkan visualisasi hasil pita DNA dalam deteksi HPV HR khas Indonesia, yaitu HPV
tipe 16, 18 dan 52. Teknik ini mengkombinasikan amplifikasi DNA isothermal menggunakan
mRPA dengan deteksi cepat produk amplifikasi menggunakan lateral flow. Reaksi mRPA
mengamplifikasi urutan DNA spesifik gen L1, E6 dan E7 HPV tipe 16, 18 dan 52 dari sampel
target. Produk DNA yang diamplifikasi kemudian dicampur dengan probe deteksi spesifik
yang dikonjugasikan dengan nanopartikel emas. Probe ini dirancang untuk mengenali dan
mengikat produk DNA yang diamplifikasi, membentuk kompleks yang bermigrasi sepanjang
jalur lateral flow. Ketika kompleks bergerak sepanjang jalur, ia bertemu dengan zona deteksi
di mana reagen penangkap yang diimobilisasi pada jalur mengenali dan mengikat kompleks
tersebut, membentuk pita yang terlihat. Intensitas pita berkorelasi dengan jumlah produk DNA
yang di-amplifikasi yang hadir dalam sampel. mRPA-NALFIA adalah metode yang sangat
sensitif dan spesifik untuk mendeteksi beberapa target secara simultan. Metode ini telah



digunakan untuk mendeteksi penyakit menular, patogen penyebab keracunan makanan, dan
gangguan genetik. Metode ini sederhana, cepat, dan membutuhkan peralatan minimal,
sehingga cocok untuk digunakan di lingkungan dengan keterbatasan sumber daya.

Peta Jalan (Road Map) Penelitian

Penelitian ini adalah riset dasar yang dalam rangka pengembangan inovasi alat deteksi HPV
dengan metode mRPA-NALFIA sebagai alternatif metode PCR di fasilitas kesehatan primer
seperti yang tertuang pada peta jalan berikut (Gambar 1).

Tahap IV (2026) Tahap V (2027)

Tahap Il (2024)

Tahap | (2023)

— Desain dan = Desain dan > Uji coba S Scale up
pengembangan pengembangan lapangan skala produk mRPA-
metode dan purwarupa kecil dan revisi NALFIA
formulasi mRPA-NALFIA produk
mRPA-NALFIA  p

® Desain algoritma dan seleksi ® Perancangan NALFIA ® Uji coba dan validasi * Persiapan pengujian dan ® Persiapan pengujian di

primer mRPA e Evaluasi mRPA-NALFIA purwarupa mRPA-NALFIA validasi purwarupa skala kecil lapangan skala menengah -
* Modifikasi protokol PCR dan ® Uji komparasi antar mRPA- skala laboratorium secara di Pusat Kesehatan besar
optimasi kondisi reaksi mRPA NALFIA dengan PCR komparatif Universitas Trisakti (skala * Uji coba dan validasi mRPA-

® Evaluasi primer mRPA genotyping menggunakan ® Revisi purwarupa hasil kecil) NALFIA hasil produksi skala
dengan PCR dan persiapan sampel klinis HPV pengujian di laboratorium ® Revisi purwarupa hasil uji menengah — besar di
template DNA lapangan skala kecil lapangan.

* Modifikasi protokol PCR dan ® Revisi produk sesuai hasil uji

mRPA dengan primer lapangan
berlabel
G
OUTPUT

Publikasi di Jurnal Internasional terakreditasi, Monograf, Hak Cipta, Purwarupa dan Hak Paten Sederhana

Gambar 1. Peta Jalan periset dalam inovasi mRPA-NALFIA untuk deteksi HPV tipe 16, 18
dan 52. Kotak merah menunjukkan posisi penelitian yang diajukan pada proposal ini.

Untuk memulai peta jalan pengembangan inovasi ini, tim peneliti mengawali dengan
pengembangan metode mRPA pada tahun 2023 dan dilanjutkan dengan pengembangan metode
NALFIA dengan target purwarupa alat deteksi HPV pada tahun 2024. Tiga tahun berikutnya
didedikasikan untuk scale-up produk dengan uji di laboratorium dan lapangan.

METODA

Metode atau cara untuk mencapai tujuan yang telah ditetapkan ditulis tidak melebihi 1000 kata.
Bagian ini dapat dilengkapi dengan diagram alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan yang akan dikerjakan selama waktu yang diusulkan. Format diagram
alir dapat berupa file JPG/PNG. Metode penelitian harus dibuat secara utuh dengan penahapan
yang jelas, mulai dari awal bagaimana proses dan luarannya, dan indikator capaian yang
ditargetkan yang tercermin dalam Rencana Anggaran Biaya (RAB).

Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian observasional deskriptif dengan desain potong lintang untuk uji
alat deteksi HPV dengan metode mRPA-NALFIA.



Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini berlangsung selama 2 tahun yang memiliki luaran purwarupa yang siap uji di
laboratorium Penelitian akan dilaksanakan di Laboratorium Biomolekuler Fakultas Kedokteran
Universitas Trisakti Jakarta sebagai tempat persiapan template DNA dan uji komparasi dan
Laboratorium Balai Besar Penelitian Veteriner Bogor sebagai tempat pengembangan
purwarupa.

Sampel Penelitian
Dalam pengembangan purwarupa ini, digunakan sampel penelitian berupa swab serviks dari
wanita dengan dan tanpa kanker serviks tersimpan yang berasal dari penelitian sebelumnya.

Tahapan Penelitian

Penelitian ini berlangsung dalam beberapa tahap yang tertera pada gambar 2.

Desain dan pengembangan metode dan formulasi mRPA-

. . . - . Evaluasi primer mRPA Modifikasi protokol PCR
Desain algoritma dan Evaluasi kondisi reaksi . .
L= dengan PCR dan persiapan  dan mRPA dengan primer
seleksi primer mRPA mRPA
template DNA berlabel

Desain dan pengembangan purwarupa mRPA-NALFIA

Uji komparasi antar mRPA-NALFIA dengan PCR

elenesneali e genotyping menggunakan sampel klinis HPV

Gambar 2. Alur penelitian pengembangan alat deteksi HPV tipe 16, 18 dan 52
dengan metode mRPA-NALFIA

Tahap I (2023): Desain dan pengembangan metode dan formulasi mRPA-NALFIA
e Desain Algoritma dan seleksi primer mRPA

Langkah awal mendesain primer adalah mengambil semua sekuens L1, E6 dan E7 HPV
tipe 16, 18 dan 52 dari semua database gen dan disejajarkan dengan menggunakan
ClustalW. Primer mRPA akan didesain menggunakan Primer-BLAST yang akan meliputi
HPV tipe 16, 18 dan 52. Setiap pasangan primer yang didesain akan diuji spesifisitasnya
dengan BLASTN.

e Isolasi DNA dan HPV genotyping
Isolasi DNA dilakukan untuk semua sampel swab serviks tersimpan dengan menggunakan
kit quick miniprep DNA (Zymo, CA, USA) untuk selanjutnya dilakukan HPV genotyping
dengan menggunakan Cobas 4800 HPV test (Roche Diaagnostics).



Evaluasi kondisi reaksi mRPA

Reaksi mRPA sebanyak 25 pL diinkubasi selama 40 menit pada suhu 39°C. Untuk
mengevaluasi kondis reaksi mRPA, diperlukan penentuan konsentrasi minimal primer
yang dihasilkan amplikon gen L1 dan E6/E7, serta waktu inkubasi terpendek dengan batas
deteksi tertinggi dan spesifisitas yang benar. Reaksi dihentikan dengan pemanasan pada
suhu 80 °C selama 2 menit. Hasilnya dianalisis melalui elektroforesis gel agarosa 3%.
Ukuran amplicon untuk RPA L1 dan E6/7 adalah masing-masing sekitar 250 bp dan 170
bp.

Evaluasi primer mRPA dengan PCR dan persiapan template DNA

PCR multiplex L1-E6/E7 (mPCR) digunakan sebagai eksperimen amplifikasi nukleotida
paralel untuk primer mRPA. Reaksi PCR (50uL) terdiri dari 25uL. MyTaq HS Red Mix,
2uL air dan 1pL masing-masing primer dan ~ 100 ng DNA. Kondisi PCR adalah 95 °C
selama 5 menit diikuti oleh 35 siklus pada suhu 95 °C selama 15 detik, 56 °C selama 30
detik, dan 72 °C selama 30 detik, dengan ekstensi akhir pada suhu 72 °C selama 5 menit.
Produk amplikon dengan ukuran yang sesuai dianalisis melalui elektroforesis gel agarosa
3%. Untuk persiapan template DNA HPV L1 (dan E6/E7) sebagai representasi HPV tipe
16, 18 dan 52, primer PCR yang melingkupi wilayah amplifikasi RPA akan digunakan.
Kondisi PCR serupa dengan yang telah disebutkan sebelumnya, kecuali suhu
perpanjangan dan ukuran produk yang akan disesuaikan. Produk PCR dipurifikasi dengan
agarosa dan diukur kuantitasnya.

Modifikasi protokol PCR dan mRPA dengan primer berlabel

Primer berlabel yang akan digunakan pada tahapan ini adalah primer forward berlabel
biotin pada ujung 5’ untuk ketiga pasang primer. Adapun pada primer reverse akan dilabel
dengan digoxigenin, Cy3/5 dan fluorescein pada ujung 3’ dari masing-masing pasang
primer. Langkah ini dilakukan untuk menguji apakah protokol PCR dengan primer
berlabel akan menghasilkan hasil yang sama dengan primer tanpa label yang telah didesain
sebelumnya.

Tahap 11 (2024): Desain dan pengembangan purwarupa mRPA-NALFIA

Perancangan NALFIA

Perancangan untuk NALFIA dengan Universal Lateral Flow (AbCam) menggunakan
protokol dasar sebagaimana telah ditetapkan produsen. Perancangan NALFIA ini
menghasilkan satu lateral flow untuk satu amplikon, sehingga apabila untuk mendeteksi
dua amplikon dari penggunaan 2 pasang primer membutuhkan dua strip lateral flow.
Sepasang primer pertama dilabel dengan digoxigenin pada ujung 5’ (untuk forward) dan
fluorescein pada ujung 3’ (untuk reverse). Adapun sepasang primer kedua akan dilabel
dengan digoxigenin pada ujung 5’ (untuk forward) dan Cy3/5 pada ujung 3’ (untuk
reverse). Selanjutnya sebagai penangkap digunakan antibodi anti fluorescein dan antibodi
anti Cy3/5 yang terlebih dahulu harus dikonjugasikan dengan Lightning-Link® Ulfa-Tag
(AbCam). Antibodi lainnya yaitu antibodi anti digoxigenin akan dikonjugasikan terlebih
dahulu dengan gold nannoparticle untuk visualisasi.

Uji komparasi antar mRPA-NALFIA dengan PCR genotyping menggunakan sampel klinis
HPV

Tahap ini membandingkan hasil yang didapat dari pengembangan mRNA-NALFIA
dengan metode PCR gentoyping komersial (Cobas). Sampel yang digunakan adalah
sampel swab serviks positif dan negatif HPV tipe 16, 18 dan 52 yang dikumpulkan dalam
tabung berisi buffer. Efikasi uji dihitung berdasarkan persamaan berikut: sensitivitas =
positif + (positif + negatif palsu), spesifisitas = negatif + (negatif + positif palsu), positif



palsu = 1 — spesifisitas, negatif palsu = 1 — sensitivitas, dan akurasi = (positif + negatif) +
total sampel. Hasil akhir dari evaluasi ini adalah purwarupa.

Tabel 2. Metodologi Inovasi alat deteksi HPV tipe 16, 18 dan 52 dengan metode mRPA-
NALFIA setiap tahun secara detail

Target Indikator
No. Aktivitas Pelaksana
Bukti Luaran Capaian
TAHUN PERTAMA
Desain algoritma dan Primer yang sia
1 ) g ED, DS ) YAne siap Tersedia
seleksi primer mRPA digunakan
Modifikasi protokol PCR Protokol PCR dan
2 dan optimasi kondisi WL, S reaksi mRPA yang Tersedia
reaksi mRPA siap digunakan
Evaluasi primer mRPA Primer mRPA dan
dengan PCR dan template DNA
3 _ MDH, AK Tersedia
persiapan template DNA yang siap
digunakan
Modifikasi dan uji PCR dan mRPA
protokol PCR dan mRPA dengan primer
dengan primer berlabel berlabel memiliki )
4 WL, MDH Tersedia
hasil yang sama
dengan primer
tanpa label
Pembuatan laporan Publikasi di jurnal
lengkap dan luaran RW, MDH, | internasional
Published
5 ED, LM, terindex SCOPUS
DS, WL, S, | Q1 Peer]
AK Hak Cipta artikel
Sertifikat terbit
ilmiah
TAHUN KEDUA
NALFIA yang siap
6 Perancangan NALFIA DS, S, WL untuk digabungkan Tersedia
dengan mRPA
Uji komparasi antar
RW, MDH, ED,
7 mRPA-NALFIA dengan AK Purwarupa Tersedis
PCR genotyping




menggunakan sampel

klinis HPV
Laporan lengkap Tersedia
Purwarupa alat
deteksi HPV tipe
16, 18 dan 52 Tersedia
dengan metode
Pembuatan laporan RW, MDH, ED,
8 mRPA-NALFIA
lengkap dan luaran DS, S, WL, AK
Hak paten
Terdaftar
sederhana
Terbit dengan
Monograf
ISBN

Keterangan: RW=Raditya Wratsangka, MDH=Monica Dwi Hartanti, ED=Endang Djuana, DS=Didik Subekti,
S=Sunarno, WL=Whinie Lestari, AK= Alvionitas Kogoya

JADWAL PENELITIAN

Jadwal penelitian disusun berdasarkan pelaksanaan penelitian, harap disesuaikan berdasarkan
lama tahun pelaksanaan penelitian

Tahun ke-1
. Bulan
No Nama Kegiatan 1 12 (3 |4 |5]6([7 8|9 ]10f[11] 12
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1 [ Persiapan penelitian X|X [X
2 | Perancangan NALFIA X|X
Uji komparasi antar mnRPA-NALFIA
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menggunakan sampel klinis HPV
4 | Pembuatan laporan lengkap dan luaran X | X
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