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IDENTIFIKASI SEROTIPE DAN KARAKTERISASI GEN E VIRUS DENGUE SAMPEL SURVEILANS SENTINEL DENGUE TERINTEGRASI SURVEILANS ISPA BERAT INDONESIA
Reni Herman, Agustiningsih, Dian Ika, Arie Ardiansyah

Demam dengue adalah penyakit infeksi akut yang disebabkan oleh infeksi virus dengue, bersifat endemik di daerah tropis dan subtropis di seluruh dunia, terutama di daerah perkotaan. Virus dengue termasuk dalam famili Flaviviridae, terdiri atas 4 serotipe, ditransmisikan terutama oleh nyamuk Aedes sp, merupakan arbovirus (arthropod borne virus) yang paling penting dalam hal morbiditas dan mortalitas. Diperkirakan, terdapat 50 sampai 100 juta penderita demam dengue (DD) terjadi setiap tahunnya dan 250 ribu sampai 500 ribu diantaranya berkembang menjadi demam berdarah dengue (DBD).
Di Indonesia kasus DBD pertama kali ditemukan di Surabaya pada tahun 1968. Terhitung sejak tahun 1968 sampai tahun 2009 WHO mencatat Indonesia sebagai negara dengan kasus DBD tertinggi di Asia Tenggara. Sejak pertama kali ditemukan telah terjadi peningkatan penyebaran jumlah propinsi dan kabupaten/kota yang endemis DBD, dari 2 propinsi dan 2 kota menjadi 32 (97%) provinsi dan 382 (77%) kabupaten/kota pada tahun 2009. Propinsi Maluku, dari tahun 2002 sampai 2009 tidak laporan kasus DBD. Namun pada tahun 2010 dilaporkan 6 kasus DBD dengan 1 kasus meninggal dari propinsi Maluku.
WHO melalui Global strategy for dengue prevention and control, 2012–2020 menargetkan tahun 2020 angka kematian DBD turun 50% dan angka kesakitan turun menjadi 25% berdasarkan data tahun 2010. Salah satu upaya yang dilakukan untuk mencapai tujuan tersebut adalah dengan surveilans yang terintegrasi dan pencegahan KLB.

Berdasarkan laporan beberapa negara, perubahan serotipe dan genotipe virus yang dominan dapat memicu peningkatan jumlah kasus, bahkan KLB. Namun, surveilans yang terkonfirmasi laboratorium dapat memprediksi akan terjadinya lonjakan kasus dalam waktu 6 bulan kedepannya. Oleh karena itu pemantauan sebaran serotipe dan genotipe virus dengue diperlukan bagi program pencegahan dan pengendalian dengue. 
Sistem surveilans sentinel sangat intensif dan mahal, maka diprioritaskan untuk membangun suatu sistem surveilans berbasis Rumah Sakit dan laboratorium yang memberikan informasi akurat dan berkesinambungan tentang kasus dan strain virus yang beredar. Sistem surveilans sentinel yang telah berjalan adalah sistem surveilans sentinel Rumah Sakit ISPA Berat Indonesia (SIBI) di 6 lokasi sentinel. Untuk optimalisasi dan efisiensi dalam pelaksanaan surveilans sentinel dengue, maka surveilans ini akan terintegrasi dalam sistem surveilans SIBI. Kegiatan ini memasuki tahun kedua. Kegiatan di lapangan dan dilakukan oleh Subdirektorat Pengendalian Arbovirosis, Direktorat Pengendalian Penyakit Bersumber Binatang, P2PL, sementara pemeriksaan laboratorium terkait aspek virologi dilakukan oleh Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan (PBTDK).
Pemeriksaan aspek virologi selain untuk konfirmasi infeksi, juga bertujuan untuk mengikuti tren serotipe dan genotipe yang beredar. Informasi ini menyediakan data dasar virus dengue  di lokasi sentinel sekaligus memberikan informasi yang memungkinkan untuk pelacakan potensi wabah serta memberikan peringatan dini bagi program pengendalian dengue.
Desain penelitian ini adalah studi potong lintang, dengan jenis survei data dasar. Kegiatan identifikasi aspek virologi dilakukan pada bulan Maret sampai Desember 2015 di laboratorium virology PBTDK. Sampel dari tersangka infeksi dengue dikirim dari lokasi sentinel di RSUD Wonosari, Gunung Kidul, DI Yogyakarta, RSU Kanujoso Djati, Balikpapan, Kalimantan Timur, RSUD Bitung, Sulawesi Utara, RSUD Deli Serdang, Sumatera Utara, RSUD dr. M.Haulussy, Maluku dan RSU Provinsi NusaTenggara Barat, Mataram, Nusa Tenggara Barat. Sampel dikirim bersamaan dengan spesimen SIBI.
Aspek virologi yang dilakukan adalah identifikasi serotipe virus dengue, isolasi virus dan dilanjutkan dengan identifikasi gen E virus. Analisis filogenetik dilakukan untuk menentukan genotipe virus, dengan membandingkan urutan nukleotida dari sampel dengan sampel yang sudah diidentifikasi baik lokal maupun regional.
Pada pelaksanaan kegiatan ini belum ditemukan sekuen gen virus dengue yang diduga dapat berpotensi untuk menimbulkan peningkatan kasus. 

[bookmark: _Toc461198701]ABSTRAK

Infeksi virus dengue (DENV) masih merupakan masalah kesehatan di Indonesia. Telah dikembangkan sistem surveilans sentinel DBD berbasis rumah sakit dan laboratorium untuk mendapatkan informasi yang akurat dan berkesinambungan tentang proporsi kasus dan strain virus dengue yang beredar. Sampel untuk penelitian ini berasal dari lokasi sentinel di 6 Rumah Sakit yaitu RS Deli Serdang di Propinsi Sumatera Utara, RS Wonosari di Propinsi Daerah Istimewa Yogyakarta, RS Kanujoso Djati di Propinsi Kalimantan Timur, RS Haulussy di Propinsi Maluku, RS Bitung di Propinsi Sulawesi Utara, dan RS Mataram di Propinsi Nusa Tenggara Barat. 
Serum penderita yang berobat di Poli Anak dan Poli Penyakit yang memenuhi definisi kasus infeksi dengue serum diuji dengan RDT (NS1), dan sisanya dikirim ke Laboratorium Virologi Pusat Bomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan untuk dilakukan pemeriksaan serotipe DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 dengan metode nested PCR dan pemeriksaan genotipe gen E dengan metode sekuensing.
Selama penelitian terkumpul 457 spesimen kasus infeksi dengue dimana 37% terkonfirmasi positif dengue. Sebaran serotipe dengue juga berbeda antara sentinel satu dengan yang lain. DENV-1 hingga DENV-4 ditemukan di semua sentinel walaupun dengan pola yang berbeda. Kasus dengue terlihat menonjol di bulan Januari-Maret 2015 dan pada bulan Januari terjadi puncak penyebaran serotipe DENV-3. Dari hasil analisis genotipe diperoleh: 12 sampel DENV-1 termasuk ke dalam Genotipe I. Spesimen serotipe DENV-2 merupakan genotipe Cosmopolitan dan serotipe DENV-3 termasuk ke dalam Genotipe I yang telah bersirkulasi di Indonesia sejak tiga dekade. Pemeriksaan genotipe terhadap serotipe DENV-4 tidak dapat dilakukan pada penelitian ini disebakan karena titer virus yang rendah untuk diamplifikasi secara konvensional. 
Dapat disimpulkan, keempat serotipe DENV yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 ditemukan bersirkulasi di lokasi surveilan dengue. Genotipe DENV pada penelitian ini sama dengan genotipe yang telah beredar sebelumnya di Indonesia.
Kata kunci: DENV, serotipe, genotipe
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Demam dengue adalah penyakit infeksi akut yang disebabkan oleh infeksi virus dengue, bersifat endemik di daerah tropis dan subtropis di seluruh dunia, terutama di daerah perkotaan. Virus dengue ditransmisikan terutama oleh nyamuk Aedes sp, merupakan arbovirus (arthropod borne virus) yang paling penting dalam hal morbiditas dan mortalitas. Diperkirakan, terdapat 50 sampai 100 juta penderita demam dengue (DD) terjadi setiap tahunnya dan 250 ribu sampai 500 ribu diantaranya berkembang menjadi demam berdarah dengue (DBD). Belakangan ini telah muncul demam dengue dalam bentuk yang lebih serius  seperti DBD dan sindrom syok dengue (SSD) sehingga menjadi masalah yang besar bagi bidang kesehatan masyarakat dengan meningkatnya aktivitas epidemik dan penyebaran geografis yang meluas.1
Di Indonesia kasus DBD pertama kali ditemukan di Surabaya pada tahun 1968. Terhitung sejak tahun 1968 sampai tahun 2009 WHO mencatat Indonesia sebagai negara dengan kasus DBD tertinggi di Asia Tenggara. Sejak pertama kali ditemukan telah terjadi peningkatan penyebaran jumlah propinsi dan kabupaten/kota yang endemis DBD, dari 2 propinsi dan 2 kota menjadi 32 (97%) dan 382 (77%) kabupaten/kota pada tahun 2009. Propinsi Maluku, dari tahun 2002 sampai tahun 2002 sampai tahun 2009 tidak laporan kasus DBD.2 Namun pada tahun 2010 dilaporkan 6 kasus DBD dengan 1 kasus meninggal dari propinsi Maluku.3
WHO melalui Global strategy for dengue prevention and control 2012–2020 menargetkan tahun 2020 angka kematian DBD turun 50% dan angka kesakitan turun menjadi 25% berdasarkan data tahun 2010. Salah satu upaya yang dilakukan untuk mencapai tujuan tersebut adalah dengansurveilanss yang terintegrasi dan pencegahan KLB.4

Berdasarkan laporan beberapa negara, perubahan serotipe dan genotipe virus yang dominan dapat memicu peningkatan jumlah kasus, bahkan KLB.5-7Namun, surveilans yang terkonfirmasi laboratorium dapat memprediksi akan terjadinya lonjakan kasus dalam waktu 6 bulan kedepannya.Oleh karena itu pemantauan sebaran serotipe dan genotipe virus dengue diperlukan bagi program pencegahan dan pengendalian dengue.
Surveilans dengue di Indonesia telah berjalan sekian lama, namun data dan informasi terkait virus dengue belum mamadai. Karena itu dikembangkan sistem surveilans sentinel DBD di beberapa fasilitas pelayanan kesehatan terpilih guna mendapatkan informasi yang akurat dan berkesinambungan tentang proporsi kasus dan strain virus dengue yang beredar.
Sistem surveilans sentinel sangat intensif dan mahal, maka diprioritaskan untuk membangun suatu sistem surveilans berbasis Rumah Sakit dan laboratorium yang memberikan informasi akurat dan berkesinambungan tentang kasus dan strain virus yang beredar. Sistem surveilans sentinel yang telah berjalan adalah sistem surveilans Rumah Sakit ISPA Berat Indonesia (SIBI) di 6 lokasi sentinel. Untuk optimalisasi dan efisiensi dalam pelaksanaan surveilans sentinel dengue, maka surveilans ini akan terintegrasi dalam sistem surveilans SARI/SIBI. Kegiatan ini memasuki tahun kedua. Kegiatan di lapangan dan dilakukan oleh Subdirektorat Pengendalian Arbovirosis, Direktorat Pengendalian Penyakit Bersumber Binatang, P2P.
1. [bookmark: _Toc439830957][bookmark: _Toc461198708]Tujuan

1.1. Tujuan Umum

Identifikasi virus dengue dari kasus tersangka infeksi dengue sebagai penentuan kebijakan dalam pengendalian penyakit.

1.2. Tujuan Khusus

· Mengidentifikasi virus dengue dari sampel sistem sentinel surveilans dengue
· Menentukan serotipe virus dengue berdasarkan tempat dan waktu
· Menentukan genotipe virus dengue dari sampel sistem sentinel surveilans dengue

2. [bookmark: _Toc439830958][bookmark: _Toc461198709]Manfaat
· Mendapatkan informasi kasus infeksi dengue yang terkonfirmasi dengan hasil pemeriksaan laboratorium
·  Mendapatkan koleksi strain dari lokasi sentinel secara berkesinambungan
· Menyediakan data dasar strain virus yang beredar sekaligus memberikan informasi yang memungkinkan untuk pelacakan potensi wabah serta memberikan peringatan dini bagi program penanggulangan dengue
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1. [bookmark: _Toc461198712]Aspek Virologi DENV

Virus dengue (DENV) termasuk dalam genus Flavivirus, yang terdiri atas lebih dari 70 spesies. Flavivirus merupakan virus yang paling banyak ditransmisikan oleh hewan arthropoda terutama nyamuk dan kutu.8-11 DENV merupakan salah satu virus yang menyebabkan masalah kesehatan masyarakat di daerah tropis.12 Vektor utama DENV adalah nyamuk A.aegypti, sementara A.albopictus dan A.polynesiensis juga dapat menjadi vektor namun bergantung pada lokasi geografi. Setelah nyamuk betina dewasa mengkonsumsi darah penderita, DENV bereplikasi pada midgut, kemudian menuju haemocoel dan haemolymph, selanjutnya ke berbagai jaringan. DENV yang mengalami replikasi pada kelenjar liur nyamuk dan dapat  bertransmisi pada manusia.13
DENV berupa partikel sferis dengan diameter 40 – 50 nm,  diliputi oleh lipopolisakharida dan terdiri atas 4 serotipe berdasarkan sifat antigeniknya Genus ini memiliki materi genetik RNA untai tunggal dengan sense positif dan ukuran basa ± 11.000. Genom diapit oleh ujung 5’ dan 3’ Untranslated Region (UTR). Genom ini mengkode sekitar 3400 asam amino yang akan membentuk 3 protein struktural dan 7 protein non struktural. Protein yang dikode adalah capsid (C), membran (prM/M), protein selubung  dan tujuh protein nonstructural (NS); NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B dan NS5.8 (Gambar 1 dan Tabel 1).  


[image: ]
[bookmark: _Toc461187104]Gambar 1. Genom DENV.
 DENV mengkode 3 protein struktural (Capsid, Membran dan Envelope) dan 7 protein non-struktural (NS1, NS2, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, dan NS5).11



[bookmark: _Toc461187116]Tabel 1. Panjang Asam Amino yang Dikode Oleh Genom DENV Berdasarkan Sekuen GenBank14 
	Protein
	DENV-1
	DENV-2
	DENV-3
	DENV-4

	C
	114
	114
	113
	113

	prM/M
	166
	166
	166
	166

	E
	495
	495
	493
	495

	NS1
	352
	352
	352
	352

	NS2A
	218
	218
	218
	218

	NS2B
	130
	130
	130
	130

	NS3
	619
	618
	619
	618

	NS4A
	150
	150
	150
	150

	NS4B
	249
	248
	248
	245

	NS5
	899
	900
	900
	900

	Panjang coding sequences
	3392
	3391
	3390
	3387




Beberapa studi telah melaporkan struktur proteomik DENV.  Struktur ini ditentukan berdasarkan pemeriksaan menggunakan kombinasi mikoskop Cryo electron dan X-ray cristallography. DENV diliputi oleh protein selubung berupa glikoprotein di bagian luar dan membran dengan lipid bilayer pada bagian dalam. Lebih dalam lagi terdapat protein Capsid dan RNA virus.  Pada masing-masing virion terdapat 180 copy glikoprotein dan prM/M. Hal yang sama juga ditemukan pada partikel immature, namun konformasi protein E dan prM/M pada partikel immature berbeda. Pada partikel mature protein E membentuk 90 homodimer dengan posisi mendatar pada permukaan virion. Sementara partikel immature protein ini membentuk 90 heterodimer dengan posisi tegak membentuk 60 tonjolan, terutama pada pH 7. Penurunan pH merubah konformasi glikoprotein , dan dengan bantuan Furin (protease milik inang) peptida ‘pr’ pada prM dilepaskan sehingga tinggal protein M, pada partikel mature sebagai protein transmembran dibawah lapisan protein E. (Gambar 2).10,15-17 

[image: ]
[bookmark: _Toc461187105]Gambar 2 Struktur partikel DENV mature menggunakan Cryo EM. 
Gambar ini memperlihatkan Protein selubung, membran dan inti berupa RNA. Tampak juga glycan pada protein selubung dan transmembran pada lapisan lipid bilayer pada partikel DENV yang berdiameter sekitar 60°.18 

Pada semua serotipe DENV, terdapat sekitar 123 residu bersifat lestari. Dua per tiga residu ini terdapat pada protein E. Kemiripan protein E DENV-1 dan DENV-3 sekitar 77,5%, DENV-1 dengan DENV-2 sekitar 69,3% Residu ini akan menentukan spesifisitas reseptor, preferensi vektor, sebaran pejamu maupun kemampuan interaksi struktur permukaan virus dengan reseptor.19,20
Pada protein E DENV terdapat 56 residu yang tidak lestari, terutama pada domain III.21 Hal ini dapat memberikan konsekuensi berupa perbedaan serotipe dan genotipe DENV. Perubahan residu pada DIII ini akan menimbulkan perbedaan susunan residu dari masing-masing genotipe virus. Perbedaan ini membuat epitop pada DIII protein E virus sangat bervariasi20,22  dan hanya monoklonal antibodi khusus yang dapat menetralisasi virus.23 Antibodi yang tidak spesifik akan berikatan dengan afinitas yang rendah sehingga tidak mampu untuk menetralisasi.21 Antibodi yang berikatan dengan afinitas yang rendah dapat menginfeksi sel melalui interaksi Ig G- Fc receptor, 21,24 sehingga diperlukan antibodi yang spesifik untuk menghasilkan netralisasi yang paling baik.23
2. [bookmark: _Toc461198713]Variasi Genetik DENV

Sama seperti virus RNA lainnya, RNA DENV tidak memiliki kemampuan untuk melakukan aktivitas proofreading pada enzim polymerase yang dimilikinya. Selain itu replikasi virus berlangsung dengan cepat, jumlah populasi virus yang banyak serta adanya tekanan dari respon imun diduga berkaitan dengan tingginya derajat variasi genetik DENV.25  Peneliti lain juga mengaitkan besarnya variasi genetik dengan mutasi, rekombinasi dan banyaknya ragam pejamu.14 (Gambar 3)

[image: ]
[bookmark: _Toc461187106]Gambar 3. Proses yang menyebabkan peningkatan variasi genetik DENV dan konsekuensinya.14

Berdasarkan beberapa kejadian ledakan kasus DBD, diketahui juga bahwa susunan protein virus berkaitan dengan patogenesis. Evolusi DENV dilaporkan memberikan dampak yang luas terhadap virulensi serta epidemiologi virus di beberapa negara. 26,27  
Data sekuen genom dengue memperlihatkan terdapat banyak variasi dari keempat serotipe. Perbedaan variasi genetik terbesar terdapat pada protein E. Sementara, protein E virus dengue dari masing-masing serotipe memiliki 72-80% kemiripan asam amino.28  Oleh karena itu masing-masing serotipe dibagi lagi menjadi beberapa genotipe berdasarkan kekerabatan virus.29-32  (Tabel 2).
Metode sekuensing dan analisis filogenetik telah digunakan untuk membedakan sekelompok gen, dikenal dengan genotipe ataupun subtipe dari masing-masing serotipe DENV. Untuk DENV serotipe 1 (DENV-1) dibedakan menjadi 5 genotipe, yaitu genotipe I sampai dengan V. Genotipe I berasal dari  Jepang, Hawaii, Cina, Taiwan dan Asia  Tenggara. Genotipe II berasal dari Thailan yang diisolasi pada tahun 1950 dan 1960. Genotipe III diisolasi di Jepang tahun 1943 dan Malaysia. Genotipe IV Nauru, Australia, Indonesia dan Filipina dan Genotipe V dari Afrika, Asia Tenggara, dan Amerika.29 DENV-2 dibedakan menjadi 6 genotipe yaitu American genotype dengan sebaran geografi di Peru, Nevezuela, Karibia, Pasifik Selatan. Genotipe American/Asian (juga dikenal dengan subtipe III) Cina, Thailan, Vietnam, Brazil, Venezuela, Karibia.  Genotipe Cosmopolitan dengan sebaran geografi di India, Asia Tenggara, Afrika, Timur Tengah dan Australia.  Asian genotype I di Thailan dan Malaysia, Asian genotype 2 Filipina, Taiwan, Vietnam, Cina dan Srilanka dan genotipe Sylvatic di asia dan Afrika. 30
DENV-3 terdiri dari 4 genotipe yaitu genotipe 1 sebaran geografi di Filipina, Malaysia, Indonesia, Tahiti, Fiji. Genotipe II  dari Thailan, genotipe IV Singapura, Sri Lanka, Samoa, India, Mozambik dan genotipe IV dengan sebaran geografi di Tahiti, Puerto Rico.31 DENV-4 terdiri dari 4 genotipe, genotipe I Filipina, Thailan, Srilanka dan Malaysia, genotipe II Tahiti, Puerto Rico, Brazil, Caledonia Baru,  El Savador, Mexico, Dominica dan Indonesia. Genotipe III dari Thailan dan terakhir Sylvatic yang berasal dari hewan primata di Malaysia. 32 (Tabel 2). Perbedaan asam amino dari masing-masing genotipe lebih dari 4 %, sementara variasi pada genotipe yang sama lebih dari 2%.28
[bookmark: _Toc461187117]Tabel 2 Genotipe virus dengan sebaran geografi.29-32
	Serotipe
	Genotipe
	Sebaran Geografi

	DENV-1
	I
	Jepang, Hawaii tahun 1940 (digunakan sebagai strain referens), Cina, Taiwan dan Asia  Tenggara

	
	II
	Thailan pada tahun 1950 dan 1960.

	
	III
	Jepang tahun 1943 dan Sylvatic berasal dari Malaysia

	
	IV
	Nauru, Australia, Indonesia dan Filipina

	
	V
	Afrika, Asia Tenggara, dan Amerika 

	DENV-2
	American
	Peru, Nevezuela, Karibia, Pasifik Selatan

	
	Cosmopolitan
	India, Asia Tenggara, Afrika, Timur Tengah dan Australia

	
	Asian genotipe 2
	Filipina, Taiwan, Vietnam, Cina dan Srilanka

	
	American/Asian genotipe
	Cina, Thailan, Vietnam, Brazil, Venezuela, Karibia

	
	Asian genotipe 1
	Thailan, Malaysia

	
	Sylvatic
	Afrika, Asia

	DENV-3
	I
	Filipina, Malaysia, Indonesia, Tahiti, Fiji

	
	II
	Thailan

	
	III
	Singapura, Sri Lanka, Samoa, India, Mozambik

	
	IV
	Tahiti, Puerto Rico

	DENV-4
	I
	Filipina, Thailan, Srilanka, Malaysia

	
	II
	Tahiti, Puerto Rico, Brazil, Caledonia Baru,  El Savador, Mexico, Dominica, Indonesia

	
	III
	Thailan

	
	Sylvatic
	Berasal dari Primata di Malaysia



Munculnya DENV dengan tipe baru dikaitkan dengan virulensi dan manifestasi klinis. Telah dilaporkan derajat berat dari infeksi DENV yang ada saat ini  berhubungan dengan beberapa genotipe yang sebaran geografinya ada di Asia tenggara.33 
Klasifiasi genetik DENV dapat memberikan informasi mengenai asal virus secara geografi. Informasi ini memberikan data epidemiologi untuk menentukan apakah epidemi berasal dari virus baru atau munculnya srain endemik. Selain itu hubungan antara munculnya strain endemik dengan adanya lonjakan kasus dapat dijawab dengan analisis menggunakan pendekatan klasik epidemiologi dan perbandingan genomik; apakah munculnya DENV strain endemik berkaitan dengan lingkungan dan kekebalan penduduk atau peningkatan jumlah kasus dicetuskan oleh adanya evolusi virus sehingga menyebabkan peningkatan virulensi. 14

3. [bookmark: _Toc461198714]Sebaran DENV Indonesia dan Negara Tetangga
Demam Berdarah Dengue (DBD) di Indonesia pertama kali dilaporkan di Jakarta dan Surabaya pada tahun 1968. Pada saat itu tercatat 58 kasus dan 24 meninggal. Pada tahun-tahun berikutnya jumlah kasus DBD  terus meningkat, tahun 1973  tercatat 10.189 kasus, tahun 1983 sebanyak 13.668 kasus dan tahun 1985 sebanyak 15.588 kasus.  Dilaporkan juga insiden kasus DBD tinggi  pada bulan Oktober hingga April sejalan dengan tingginya curah hujan.34
Tahun 1976 DENV diisolasi dari penderita DBD di Jawa Tengah sebanyak 45 kasus. DENV-3 merupakan serotipe terbanyak yang ditemukan.35  Studi lain melaporkan keempat serotipe DENV juga ditemukan dari kasus DBD di Jakarta tahun 1975-1978 dan tahun 1987-1988 dengan serotipe 3 merupakan jumlah terbanyak. 36-38 
Pada tahun 2001 di Merauke dilaporkan peningkatan kasus DBD dan hanya serotipe 3 yang ditemukan dari hasil pemeriksaan RT-PCR.39 Berdasarkan hasil studi kohort infeksi DENV di Bandung tahun 2001-2002 dilaporkan  serotipe terbanyak adalah DENV-2 dari keempat serotipe DENV yang ditemukan.40 Pada tahun 2005 terjadi Kejadian Luar Biasa (KLB) infeksi DENV di Jakarta dengan jumlah kasus lebih dari 50.000 dan jumlah kematian lebih dari 600. Pada saat itu dilaporkan keempat serotipe beredar dengan serotipe terbanyak DENV-3.41 Lima belas sampel dari KLB tersebut diisolasi dan dilakukan sekuensing untuk mengetahui epidemiologi molekuler dari KLB. Dua isolat didapat dari kasus yang diisolasi tahun 1988 dan 1998 untuk perbandingan. Pohon filogenetik dari studi ini memperlihatkan DENV-3 strain endemik yang bersirkulasi pada saat itu sangat mirip dengan strain yang bersirkulasi pada tahun 1998 di Sumatera. Diduga perubahan genom DENV sebagai pencetus terjadinya endemik. 42,43
Berdasarkan hasil beberapa studi juga dilaporkan genotipe DENV. DENV-1 yang dilaporkan di Indonesia adalah genotipe I, IV 44 dan genotipe II.45 DENV-2 genotipe Cosmopolitan, 43 DENV-3 masuk dalam genotipe I 43,44  dan DENV-4 masuk ke dalam kelompok genotipe II.43 
Peneliti lain melaporkan tingginya jumlah kasus infeksi DENV di Indonesia dan Singapura disebabkan oleh adanya strain endemik,  tidak ditemukan adanya tanda-tanda mutasi yang dapat mencetuskan epidemi. Sementara di Malaysia bersirkulasi Strain DENV yang berasal dari beberapa negara tetangga, dan transmisinya sudah berlanjut selama beberapa dekade.14 
Walaupun berdekatan, sebaran genotipe DENV di Malaysia dan Singapura tidak seluruhnya sama dengan Indonesia. Untuk DENV-3 di Malaysia juga beredar genotipe II dan III.14 Sementara di Singapura genotipe DENV lebih bervariasi, DENV-1 genotipe I dan III, DENV-3 genotipe I,II,III dan DENV-4 masuk ke dalam kelompok genotipe II.46
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[bookmark: _Toc461012642][bookmark: _Toc461013042][bookmark: _Toc461198716]METODE

1. [bookmark: _Toc461198717] (
Informasi yang 
akurat
 dan berkesinambungan tentang:
Proporsi kasus dengue
 Serotipe dan 
genotipe
 virus yang beredar
)Kerangka konsep
 (
Sistem 
surveilans
 sentinel dengue terintegrasi SIBI
)



 (
Langkah-langkah kegiatan:
Penemuan dan pencatatan kasus
Pelaporan data
Pemasukan data
Pemeriksaan data
Pemeriksaan aspek 
virologi
 di laboratorium
Manajemen logistik
Analisis data
Umpan balik dan 
diseminasi
)

 (
Lokasi sentinel dengue:
RSUD 
Wonosari
, Gunung Kidul, DI Yogyakarta
RSU 
Kanujoso
, Balikpapan, 
KalTim
.
RSUD 
Bitung
, Sulawesi Utara
RSUD Deli 
Serdang
, Sumatera Utara
RSUD dr. M. 
Haulussy
, Maluku
RSU Prop. Nusa Tenggara Barat, 
Mataram
, NTB
)






Keterangan:
= Tujuan yang akan dicapai
= Cara untuk mencapai tujuan
= Pemeriksaan aspek virologi dilakukan oleh Lab Virologi PBTDK

[bookmark: _Toc439831021][bookmark: _Toc461187107]Gambar 4. Kerangka Konsep

2. [bookmark: _Toc461198718]Desain dan jenis penelitian
a. Desain penelitian adalah studi potong lintang (cross sectional study)
b. Jenis survei data dasar

3. [bookmark: _Toc461198719]Tempat dan waktu penelitian
Laboratorium virologi PBTDK, bulan Maret sampai dengan Desember 2015
4. [bookmark: _Toc461198720]Sampel penelitian
a. Populasi : Penderita tersangka infeksi dengue yang berobat di RS sentinel dengue
b. Sampel: Serum yang berasal dari penderita yang diduga menderita infeksi virus dengue
c. Kriteria inklusif :semua serum yang diterima dan memiliki kelengkapan administrasi
d. Besar sampel penelitian: Pada penelitian ini tidak dilakukan penghitungan besar sampel karena laboratorium virologi hanya menerima sampel serum yang pemilihan sampel sudah ditentukan pada kegiatan survei di lapangan. Target jumlah sampel pada survei ini adalah 5 sampel per minggu per Rumah Sakit, sehingga pada akhir penelitian diharapkan ada 1000 sampel dari Rumah Sakit sentinel dengue.
e. Cara pengumpulan sampel :
Penderita yang berobat di Poli Anak dan Poli Penyakit dalam dengan tersangka infeksi virus dengue dicatat datanya dan diminta persetujuannya untuk mengikuti survei ini. Penderita yang setuju akan diambil darahnya melalui vena Mediana Cubiti sebanyak 2-3 ml, dilanjutkan dengan pemisahan serum. Sebagian serum diuji dengan RDT (NS1), sisanya dimasukkan ke dalam cryovial dan disimpan pada suhu 2-8°C. Serum akan dikirim ke Laboratorium virologi PBTDK bersamaan dengan spesimen SIBI setiap minggu.
5. [bookmark: _Toc461198721]Definisi operasional
Infeksi dengue:
Demam tinggi mendadak (≥ 38°C) tanpa sebab yang jelas berlangsung 2-7 hari, disertai dengan dua atau lebih gejala sebagai berikut:
a. Sakit kepala
b. Nyeri belakang bola mata
c. Nyeri otot
d. Nyeri sendi
e. Ruam
f. Manifestasi perdarahan spontan atau tidak spontan (uji tourniquet positif)
g. Leukopenia (≤ 5000 sel / mm3)
h. Trombositopenia (≤150.000 sel/mm3)
i. Peningkatan hematokrit
j. Hasil positif pemeriksaan RDT dengue antigen NS1
6. [bookmark: _Toc461198722]Bahan dan prosedur kerja

 (
Sampel serum penderita tersangka infeksi virus dengue dari sentinel 
surveilans
 dengue
)




 (
Pemeriksaan PCR untuk menentukan serotipe virus
) (
Sampel dengan hasil PCR positif dilakukan Isolasi virus
)




 (
Sekuensing
 gen E
)



 (
Analisis urutan nukleotida dengan perangkat lunak MEGA 6
)



[bookmark: _Toc439831022][bookmark: _Toc461187108]Gambar 5. Alur Pemeriksaan Sampel

Sampel serum yang diterima di laboratorium virologiakan dicatat dan disesuaikan nomor pada label dan formulir pengiriman. Berikutnya dilakukan pemeriksaan PCR dan dilanjutkan dengan isolasi virus dan sekuensing.

Prosedur kerja:
· Isolasi RNA
RNA virus diisolasi terlebih dahulu dengan menggunakan QIAamp Viral RNA kit (Qiagen) sesuai dengan protokol produsen. Lisis virus menggunakan buffer yang mengandung guanidine tiosianat, diikuti dengan dua kali pencucian menggunakan buffer yang salah satunya juga mengandung guanidine tiosianat. Filtrasi menggunakan QIAamp Mini spin column dan terakhir elusi menggunakan buffer yang mengandung 0,04 sodium azida dalam Rnase free water.

· Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction(RT-PCR)
Penentuan serotipe menggunakan protokol PCR dari Lanciotti47 dengan sedikit modifikasi sesuai dengan protokol dari reagen yang digunakan yaitu Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) dan primer spesifik pada Tabel 1. Reaksi RT-PCR dilakukan pada Thermal Cycler CX1000. dengan volume akhir untuk satu reaksi sebesar 25 µl yang terdiri dari 12,5µl 2x PCR buffer, 200 μM dNTPs, 1.6 mM MgSO4, 0.2 μM dari masing-masing primer forward dan reverse, 1 μL SuperScriptTM III RT and Platinum®Taq mix serta 5 μL RNA sampel. Kondisi RT-PCR dilakukan sesuai pada Tabel 2. Visualisasi hasil RT-PCR dilakukan pada Gel Doc (BioRad) setelah dilakukan elektroforesis pada agarose 1.5%. 

[bookmark: _Toc439673117][bookmark: _Toc461187118]Tabel 3. Susunan Nukleotida pada Primer RT-PCR
	Nama Primer
	Sekuen
	Ukuran Basa

	D1
	5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'
	511 Bp

	D2
	5'-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3'
	



[bookmark: _Toc439673118][bookmark: _Toc461187119]Tabel 4. Kondisi RT-PCR
	1. Reverse Transkriptase :
    550C                30  min

	2. Hot Start
    940C                  2  min

	3. 3-Step Cycling, 40 Cycle
     940C              30 det
     600C                1 min 
     680C                2 min

	4.  Final Extension
     680C                7 min
200C                 ∞



· Nested PCR
Penentuan serotipe menggunakan protokol PCR dari Lanciotti47 dengan sedikit modifikasi sesuai dengan protokol dari reagen yang digunakan yaitu KAPA Taq Extra Hot Start (Biosistem) dan primer spesifik pada Tabel 3. Reaksi nested PCR dilakukan pada Thermal CyclerCX1000 dengan volume akhir untuk satu reaksi sebesar 25 µl yang terdiri dari 12,5µl 2x KAPA Taq, 0.2 μM dari masing-masing primer forward dan reverse, serta 5 μL amplikon dari RT-PCR yang telah diencerkan 50 kali dengan RNAse-free water . Kondisi RT-PCR dilakukan sesuai pada Tabel 4. Visualisasi hasil RT-PCR dilakukan pada Gel Doc (BioRad) setelah dilakukan elektroforesis pada agarose 1.5%. 
[bookmark: _Toc439673119][bookmark: _Toc461187120]Tabel 5. Primer yang digunakan pada nested PCR
	Nama Primer
	Sekuen
	Ukuran Basa

	D1
	5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'
	

	TS1
	5'-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3'

	482 bp (D1 and TS1)

	TS2
	5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3'

	119 bp (D1 and TS2)

	TS3
	[bookmark: OLE_LINK199][bookmark: OLE_LINK200]5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3'

	290 bp (D1 and TS3)

	TS4
	5'-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3'

	394 bp (D1 and TS4)



[bookmark: _Toc439673120][bookmark: _Toc461187121]Tabel 6. Kondisi nested PCR
	1. Hot Start
    940C                  2  min

	2. 3-Step Cycling, 20 Siklus
     940C                1min
     580C                1min
     720C                2 min

	4.  Final Extension
     720C                10 min
     200C                 ∞



.
· Isolasi virus
Isolasi virus dilakukan bila hasil pemeriksaan PCR positif. Isolasi virus menggunakan sel C6/36 yang telah dipropagasi hingga monolayer. Propagasi menggunakan medium pertumbuhan yaitu MEM dengan FBS 10 %. Serum dengan pengenceran 5 dan 10 (menggunakan medium kultur), inokulasi pada sel, kemudianinkubasi selama 2 jam pada suhu ruang. Sel ditambahkan MEM dengan FBS 2%. Kultur diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari. Isolat dipanen dan diidentifikasi menggunakan bio assay.

· Pemeriksaan sekuensing
Amplifikasi gen E dari masing-masing serotipe menggunakan primer yang sebelumnya telah digunakan untuk sekuensing sampel DBD dari Indonesia tahun 2004 oleh Harun. S dkk (komunikasi pribadi).43
DNA disekuensing menggunakan metode Sanger (dideoksi termination method). Kit yang digunakan adalah ABI PRISM® Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction kit versi 3.1 yang terdiri dari dye terminator, deoksinukleosida trifosfat, ampli taq DNA polymerase,  FS, MgCl2 dan buffer tris-HCl Ph 9.0.
7. [bookmark: _Toc461198723]Analisis data
Data klinis dan hasil PCR di-entry menggunakan perangkat lunak excel, sementara analisis hubungan antara data klinis akan dianalisis menggunakan perngkat lunak STATA.
Hasil pemeriksaan sekuensing berupa runutan basa nukleotida dari gen E diurutkan dan dianalisis. Sebelum dilakukan analisis filogenetik, terlebih dahulu dilakukan pensejajaran sekuen hasil sekuensing dan sekuen dari GenBank sebagai referensi (Tabel 5) dengan menggunakan parameter ClustalW. Uji filogeni menggunakan metode bootsrap dengan jumlah replikasi 1000.  Metode substitusi menggunakan parameter kimura-2, dan analisis statistik dengan metode Neighbor joining.

[bookmark: _Toc461187122]Tabel 7. Daftar sekuen isolat Indonesia dari studi sebelumnya (tahun 2008-2012) dan sekuen virus Indonesia dari GenBank

	DENV-1

	 
	Kode sampel/Accession number
	Tahun isolasi

	Bandung
	81002
	2008

	Cirebon
	241059
	2008

	Aceh
	T17 
	2012

	 Medan
	MAD 03 
	2008

	Manado
	MD 118 
	2012

	Samarinda
	SWS 034
	2012

	Indonesia
	AY858983 
	2004

	Venezuela
	AF425634
	1997

	Thailand
	AF425630
	1980

	Thailand
	AF425629 
	1963

	Taiwan
	AF425628 
	1987

	Phlippine
	AF425627
	1974

	Malaysia
	AF425622
	1972

	Australia
	AF425611
	1983

	Surabaya
	AB597971
	2008

	Indonesia
	JF967951
	2010

	Indonesia
	EF654105
	2005

	Surabaya
	AB624553
	2010

	Bali
	JN41549
	2010

	Bali
	JN415488 
	2003

	Singapore
	JF960226
	2010

	Songapore
	JF960215
	2009

	Singapore
	GQ357689
	2007

	Malaysia
	JN415513
	2010

	East Timor
	JN415502
	2010

	Mexico
	AF425624
	1983

	Laos
	AB003090
	1996

	Nigeria
	AF425625
	1968

	Semarang
	KC589010
	2012

	Semarang
	KC589009
	2012

	Semarang
	KC589008
	2012

	DENV-2

	Brazil
	L10041
	1990

	Puerto Rico
	L10046 
	1969

	Taiwan
	L10052 
	1987

	Thailand
	AJ487271
	1974

	Philippine
	L10045
	1983

	Jamaica
	M15075
	1983

	Senegal
	AF231720
	1970

	Indonesia
	AB111448
	1994

	Indonesia
	AB111453 
	2001

	Brunei
	EU179859
	2006

	Indonesia
	L10044
	1976

	New Guinea
	AF231719
	1981

	Indonesia
	JF968016
	2010

	Malaysia
	JF 968028
	2010

	Singapore
	JN544399
	2011

	Philippine
	JN568265 
	2010

	Australia
	AF004019
	1997

	India
	JN568259
	2010

	Bangladeh
	JN036372
	2009

	Pakistan
	KF041230
	2009

	Srilanka
	AB194883
	2004

	Thailand
	JN568275
	2010

	Philippine
	AY86373 
	1998

	Malaysia
	AF231719
	1970

	DENV-3

	Pontianak
	PA 12
	2008

	Manado
	MD 184 
	2012

	Sukabumi
	121044
	2008

	Jakarta
	19
	2009

	Pontianak
	PA 29
	2008

	Samarinda
	SWS 2003
	2012

	Kupang
	KPJ 20
	2009

	Medan
	MAD 21
	2008

	Kota Cirebon
	241062
	2008

	Saudi Arabia
	AM746232
	2004

	Venezuela
	AM746232
	2001

	Thailand
	AY145728
	1997

	Thailand
	AY145728
	1986

	Fiji
	L11422 Fiji
	1992

	Malaysia
	L11427 
	1981

	Puerto Rico
	L11433 
	1983

	Indonesia
	AY648961
	1978

	Jakarta
	AB600937
	1988

	Indonesia
	JF968113
	2010

	Bali
	JN568284
	2009

	Indonesia
	DQ518676
	1998

	Indonesia
	AY858037
	2004

	Singapore
	JN030186
	2010

	Malaysia
	EU448439 
	2006

	Singapore
	JN380808
	2009

	Australia
	JN575564
	2008

	Semarang
	KC589013 
	2012

	Indonesia
	EU448437 
	2003

	Indonesia
	EU448434
	2007





8. [bookmark: _Toc461198724]Pertimbangan etik penelitian
Penelitian ini menggunakan serum yang berasal dari penderita DBD. Oleh karena itu dimintakan izin etik dari Komisi Etik Badan Litbangkes. 
[bookmark: _Toc461198725]
BAB 4
[bookmark: _Toc461012652][bookmark: _Toc461013052][bookmark: _Toc461198726]HASIL PENELITIAN

1. [bookmark: _Toc461198727]Identifikasi virus dengue (DENV) dari sampel sistem sentinel surveilans dengue

Sampai dengan akhir Desember 2015, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, telah menerima sebanyak 457 spesimen serum dari 6 sentinel S3D yaitu: RS Deli Serdang di Propinsi Sumatera Utara, RS Wonosari di Propinsi Daerah Istimewa Yogyakarta, RS Kanujoso Djati di Propinsi Kalimantan Timur, RS Haulussy di Propinsi Maluku, RS Bitung di Propinsi Sulawesi Utara, dan RS Mataram di Propinsi Nusa Tenggara Barat (Gambar 6).


[bookmark: _Toc461187109]Gambar 6. Jumlah spesimen serum yang diterima dari masing-masing lokasi sentinel. 

Dari RS Deli Serdang jumlah spesimen yang diterima sebanyak 56, RS Kanujoso Djati 174, RS Bitung 84, RS Haulussy 37, RS NTB 44 dan RS Wonosari. Sebanyak 10 spesimen diterima dengan jumlah kurang dari 140 uL sehingga tidak dapat dilakukan pemeriksaan RT-PCR. Sementara ada 8 kasus tidak diterima spesimen serumnya.
Sebanyak 172 dari 457 spesimen positif DENV dengan metode pemeriksaan RT-PCR,  dengan sebaran serotipe DENV yang berbeda di setiap sentinel. Distribusi kasus positif berdasarkan sentinel dapat dilihat pada Gambar 7. 


[bookmark: _Toc461187110]Gambar 7. Persentase sampel positif dengan pemeriksaan RT-PCR

Rincian dari jumlah tersebut adalah sebagai berikut; 20 spesimen (36% dari 56 kasus) berasal dari RD Deli Serdang Positif DENV, dari RS Kanujoso Djati  61 spesimen (35% dari 174 kasus), RS Bitung 20 spesimen (24% dari 84 kasus),  RS Haulussy 8 spesimen (22% dari 37 kasus), RS NTB 22 spesimen (50% dari 44 kasus) dan RS Wonosari 41 spesimen (62% dari 62 kasus) positif DENV.

2. [bookmark: _Toc461198728]Serotipe virus dengue berdasarkan tempat dan waktu
Nested PCR dilakukan untuk mengetahui serotipe pada spesimen positif DENV pada pemeriksaan RT-PCR. Terdapat 4 serotipe DENV yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4. Sebaran serotipe virus dengue dianalisis berdasarkan sentinel (Gambar 9) dan berdasarkan waktu yaitu pada bulan Januari hingga Desember 2015 (Gambar 10).
Distribusi serotipe DENV juga bervariasi pada masing-masing lokasi sentinel. Secara umum persentase serotipe  terbanyak adalah serotipe 3 (DENV-3)  49%, berikutnya DENV-1 20%, DENV-2 19% dan  DENV-4 12%. (Data tidak diperlihatkan).
Serotipe DENV terbanyak dari RS Deli Serdang adalah DENV-3 (10 spesimen), DENV-2 (5 spesimen) dan DENV-1 dan DENV 4 masing-masing 3 dan 2 spesimen. Spesimen dari RS Kanujoso Djati serotipe terbanyak adalah DENV-3 (42 spesimen), berikutnya DENV-1 (11 spesimen), DENV-2 dan DENV-3 masing-masing 4 spesimen. Dari RS Bitung, spesimen terbanyak adalah DENV-3  (9 spesimen), berikutnya DENV-1  (6 spesimen), DENV-4 dan DENV-2 masing-masing 3 dan 2 spesimen. Dari RS NTB serotipe terbanyak DENV-2  (14 spesimen) disusul dengan DENV-1 (6 spesimen), DENV-3 dan DENV-4 masing-masing 1 spesimen. Spesimen dari RS Wonosari serotipe terbanyak adalah DENV-2 (22 spesimen), diikuti dengan DENV-3 dan DENV-4 masing-masing 7 spesimen dan DENV-1 sebanyak 5 spesimen. Berbeda dengan yang lainnya, spesimen dari RS Haulussy tidak ditemukan DENV-3. Serotipe terbanyak adalah DENV-1 (4 spesimen),  DENV-4 dan DENV-3 masing-masing 3 dan 1 spesimen. (Gambar 8).


[bookmark: _Toc461187111]Gambar 8. Distribusi serotipe DENV pada masing-masing lokasi sentinel.

Bila diurutkan berdasarkan waktu, mulai dari bulan Januari hingga Desember jumlah serotipe DENV-3 selalu lebih tinggi dibandingkan dengan serotipe yang lain. Pada studi ini jumlah spesimen yang diterima  paling banyak pad bulan Januari, berikutnya Februari dan Maret, dengan jumlah masing-masing 82, 51 dan 49 kasus. Pada bulan-bulan tersebut serotipe yang terbanyak diidentifikasi adalah DENV-3. Demikian juga tiga bulan berikutnya, April, Mei dan Juni walaupun jumlah kasus lebih rendah dari 3 bulan sebelumnya namun jumlah kasus dengan infeksi DENV-3 juga lebih banyak, yaitu masing-masing 9, 6 dan 9 kasus. (Gambar 9).

[image: ]
[bookmark: _Toc461187112]Gambar 9. Sebaran Kasus dan Serotipe Dengue Berdasarkan Waktu

3. [bookmark: _Toc461198729]Genotipe virus dengue

Spesimen dengan hasil pemeriksaan RT-PCR positif DENV-1 dilakukan amplifikasi gen yang mengkode protein selubung dan sekuensing sepanjang 1485 basa. Delapan spesimen berhasil diamplifikasi dan disekuensing. Analisis genotipe virus dengan pohon filogenetik memperlihatkan bahwa sekuen DENV-1 di lokasi sentinel semua masuk dalam kelompok genotipe I. Sekuen dari semua spesimen memiliki kekerabatan dengan sekuen dari spesimen Indonesia yang diisolasi sebelumnya, maupun dengan sekuen Indonesia yang ada di GenBank. Sekuen dari studi ini juga berada dalam kelompok yang sama dengan sekuen dari negara tetangga seperti Singapura 2007 dan 2010 (Gambar 10). 
Lima belas spesimen yang positif DENV-2 dari semua lokasi sentinel kecuali Ambon, berhasil diamplifikasi dan disekuensing untuk mendapatkan informasi urutan basa nukleotida pada gen selubung DENV sebanyak 1485 basa. Pohon filogenetik pada gambar 11 memperlihatkan bahwa semua sekuen ini masuk dalam kelompok genotipe cosmopolitan. Sekuen genotipe cosmopolitan yang didapat dari hasil ini juga satu kelompok dengan sekuen Indonesia yang diisolasi sebelumnya maupun sekuen Indonesia yang sudah ada di GenBank. Selain itu, sekuen DENV-2 dari lokasi sentinel ini juga satu kelompok dengan sekuen dari negara tetangga yaitu  Brunei 2006, Malaysia dan Filipina 2010 dan Singapura 2011 (Gambar 11). 
Dua puluh satu spesimen dengan hasil RT-PCR positif DENV-3 yang berasal dari Deli Serdang, Wonosari, Balikpapan dan Bitung berhasil dilakukan amlifikasi gen selubung dan sekuensing 1479 basa. Analisis menggunakan pohon genetik menunjukkan bahwa sekuen DENV-2 dari lokasi sentinel berada pada kelompok genotipe Cosmopolitan. Sekuen ini satu kelompok dengan sekuen dari sampel Indonesia yang diisolasi sebelumnya maupun sekuen Indonesia yang diperoleh dari GenBank. Sekuen dari negara tetangga yang dekat dengan spesimen di lokasi sentinel adalah Malaysia 2006, Singapura 2009 dan 2010, serta Australia tahun 2008 (Gambar 12).
[bookmark: _GoBack]Pada studi ini belum berhasil dilakukan amplifikasi DENV-4 disebabkan karena titer virus yang rendah untuk diamplifikasi secara konvensional.
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Selama penelitian berlangsung, sebanyak 457 kasus infeksi dengue yang disertai dengan spesimen serum dikirim dari 6 sentinel S3D yaitu: RS Deli Serdang di Propinsi Sumatera Utara, RS Wonosari di Propinsi Daerah Istimewa Yogyakarta (DIY), RS Kanujoso Djati di Propinsi Kalimantan Timur, RS Haulussy di Propinsi Maluku, RS Bitung di Propinsi Sulawesi Utara, dan RS Mataram di Propinsi Nusa Tenggara Barat ke Laboratorium Virologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan (Gambar 6). Kasus infeksi dengue ini berasal dari pasien yang telah memenuhi definisi operasional infeksi dengue namun belum terkonfirmasi dengan pemeriksaan laboratorium. 

Jumlah kasus terbanyak berasal dari RS Kanujoso Djati dan yang terendah berasal dari RS Haulussy. Pada tahun 2013, propinsi Kalimantan Timur dan DIY berada dalam zona merah untuk kejadian dengue (>55/100.000 populasi), Sulawesi Utara berada dalam zona kuning (20-55/100.000 populasi) sedangkan Sumatera Utara, Maluku dan NTB berada dalam zona hijau (>20/100.000 populasi).41 Hingga saat ini, dengue telah menjadi masalah kesehatan di 33 propinsi di Indonesia, baik yang tinggal di daerah perkotaan maupun pedesaan. Kepadatan penduduk dan tingkat urbanisasi yang tinggi turut berpengaruh terhadap penyebaran infeksi dengue.42 Menurut Hadinegoro (2012), tingginya kasus dengue di suatu daerah dapat dipengaruhi oleh 3 faktor yaitu; faktor host, meliputi umur, jenis kelamin, nutrisi, infeksi sekunder dan respon host itu sendiri, faktor epidemiologi, meliputi jumlah grup yang suseptibel, tingginya densitas vektor, sirkulasi virus yang luas dan hiperendemisitas, faktor internal virus yang meliputi jenis serotipe dan sifat virulensi berdasarkan strain.43
Jumlah kasus yang bervariasi antar sentinel dapat terjadi karena beberapa hal seperti : luas cakupan pelayanan, jumlah kunjungan pasien yang berbeda antar sentinel, kesediaan pasien untuk berpartisipasi dalam penelitian, birokrasi terkait sistem rujukan dan tingkat pemahaman yang berbeda terhadap definisi operasional infeksi dengue yang digunakan dalam penelitian ini. Dari total spesimen yang diterima selanjutnya dikonfirmasi dengan pemeriksaan RT-PCR. Jumlah spesimen yang terkonfirmasi positif infeksi dengue bervariasi untuk tiap sentinel. Spesimen terkonfirmasi DENV dari RS Wonosari paling tinggi dibandingkan dengan sentinel lain. Sebaliknya, RS Haulussy Ambon memiliki spesimen terkonfirmasi DENV terendah. Hal yang cukup menarik terlihat pada RS Kanujoso Djati dimana jumlah spesimen yang terkumpul paling banyak namun jumlah spesimen terkonfirmasi DENV lebih rendah bila dibandingkan dengan RS Wonosari yang hanya mengumpulkan kurang dari separuh spesimen yang dikumpulkan oleh RS Kanujoso Djati. Jumlah spesimen terkonfirmasi DENV yang rendah ini dapat dipengaruhi beberapa faktor; gejala klinis dengue mirip dengan penyakit lain misalnya demam thypoid sehingga terjadi kesalahan diagnosis, keterangan dari pasien yang tidak jelas terutama mengenai riwayat demam menyebabkan pengambilan spesimen tidak pada saat viremia, tingkat pemahaman definisi operasional infeksi dengue yang digunakan dalam penelitian dan spesimen serum yang diperoleh terlalu sedikit terutama pada pasien anak-anak.

DENV terdiri dari 4 serotipe yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3, dan DENV-4 dimana keempat serotipe tersebut bersirkulasi di Indonesia. Hal ini terlihat pada Gambar 8 dimana pada 5 sentinel, DENV-1 hingga DENV-4 dapat ditemukan walaupun dengan pola yang berbeda. Serotipe DENV-2 terlihat dominan di Mataram. Serotipe DENV-3 terlihat dominan di 4 sentinel yaitu Deli Serdang, Wonosari, Kanujoso Jati dan Bitung. DENV-1 muncul sebagai serotipe yang dominan di RSDr Haulussy, akan tetapi tidak ditemukan DENV-3. Hal ini mungkin disebabkan karena tidak meratanya jumlah spesimen dari ke 6 sentinel terutama di RS Dr Haulussy. Serotipe DENV 3 dan 2 merupakan serotipe yang predominan di Indonesia dan telah dilaporkan menyebabkan beberapa kejadian luar biasa dengue.40, 44
Secara umum, kasus infeksi dengue terjadi sepanjang tahun, dengan jumlah kasus yang tinggi terjadi di bulan Januari, Februari dan Maret (Gambar 9). Menjelang akhir tahun jumlah cenderung menurun. Hal ini erat kaitannya dimulainya musim penghujan pada bulan Oktober-April. Curah hujan, suhu dan kelembaban relatif diduga merupakan faktor yang berkontribusi dalam pertumbuhan dan penyebaran vektor nyamuk yang berdampak pada munculnya wabah dengue. Suhu juga berpengaruh terhadap proses replikasi, pematangan dan periode infektif dari organisme patogen. Suhu yang hangat memungkinkan peningkatan reproduksi dan menurunkan masa inkubasi larva. Musim kemarau yang berkepanjangan di daerah endemis membuat orang-orang menyimpan air minum lebih banyak yang kemudian memberi kesempatan bagi nyamuk untuk membuat tempat untuk berkembang biak.45 

Penentuan genotipe virus dengue yang bersirkulasi di ke 6 sentinel pada penelitian ini dilakukan berdasarkan analisa filogenetik pada gen E DENV-1 (1485bp), DENV-2 (1485bp) dan DENV-3 (1479bp). Monitoring distribusi genotipe secara berkala dapat memberikan informasi yang penting secara epidemiologi terkait kejadian luar biasa infeksi dengue terutama di negara endemis dengue seperti Indonesia. Selain itu, informasi distribusi genotipe DENV juga sangat penting terkait dengan pengendalian penyakit infeksi dengue melalui pengembangan vaksin maupun investigasi patogen pada kejadian luar biasa infeksi dengue.
Berdasarkan klasifikasi Goncalves et al, sebanyak 12 sampel DENV-1 termasuk ke dalam Genotipe I.46 Genotipe ini merupakan genotipe yang predominan di Indonesia dan telah menggantikan genotipe IV yang sebelumnya merupakan genotipe yang dominan di Indonesia.43,31,48 Diperkirakan genotipe IV sudah ditemukan bersirkulasi di Indonesia sejak tahun 1948. Genotipe ini juga ditemukan bersirkulasi di negara-negara regional Asia Tenggara dan sekitar laut India serta diperkirakan menyebar sekitar tahun 1967.49,50 Virus dengue serotipe 1 dengan genotipe I juga dilaporkan terinfeksi wisatawan yang berkunjung di Indonesia tahun 2005.51 Sementara sutdi lain juga melaporkan genotipe II juga bersirkulasi di Semarang.45 Namun genotipe ini belum ditemukan pada penelitian ini.
Spesimen serotipe DENV-2 pada penelitian ini merupakan genotipe Cosmopolitan berdasarkan klasifikasi Twiddy et al. DENV-2 Cosmopolitan merupakan genotipe yang dominan di Indonesia dan bersirkulasi di India, Asia Tenggara, Afrika, Timur Tengah dan Australia. Identifikasi dari studi sebelumnya juga menunjukkan cosmopolitan merupakan genotipe dari serotipe 2 yang ditemukan di Indonesia30,43 dan negara tetangga seperti Brunei, Malaysia dan Singapura.52 Genotipe Cosmopolitan menyebar di asia tenggara, Australia, India, China dan Timur Tengah.53,54 Saat ini genotipe Cosmopolitan yang beredar terdiri dari dua galur yang berbeda, di Indonesia beredar galur yang juga beredar di Asia Tenggara, China dan Oceania.55
 Serotipe DENV-3 pada penelitian ini termasuk ke dalam genotipe I yang telah bersirkulasi di Indonesia sejak tiga dekade, 31 memiliki kemampuan untuk melakukan substitusi yang tinggi sehingga diduga berpotensi untuk menimbulkan peningkatan jumlah kasus.44 Serotipe DENV-4 tidak dapat dilakukan pada penelitian ini disebabkan karena titer virus yang rendah untuk diamplifikasi secara konvensional. 

Analisis filogenetik menunjukkan sebaran distribusi genotipe DENV di Indonesia yang stabil, yaitu ditandai dengan tidak terdapatnya beberapa genotipe yang berbeda pada setiap serotipe DENV (Gambar 10-12). Munculnya variasi genotipe virus dengue di suatu wilayah menandakan terdapatnya introduksi virus yang berbeda di suatu waktu yang sama. Peningkatan perdagangan internasional dan penerbangan antar negara dan benua menyebabkan mudahnya transmisi strain virus dan importasi virus ke suatu negara dan meningkatkan resiko terjadinya wabah. Hasil analisis filogenetik pada penelitian ini menunjukkan bahwa DENV dari ke 6 sentinel merupakan genotipe yang telah bersirkulasi sebelumnya di Indonesia.

Hasil yang disampaikan dalam studi ini didapatkan dari pemeriksaan spesimen yang dikirim ke Badan Litbangkes, sehingga belum menggambarkan seluruh kasus dengue yang terdapat di RS lokasi sentinel. Hal tersebut merupakan keterbatasan dalam penelitian ini.  
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1. [bookmark: _Toc461198734]Kesimpulan
1. Pada penelitian ini, sebanyak tiga puluh tujuh persen spesimen terkonfirmasi virus dengue.
2. Keempat serotipe DENV yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 ditemukan bersirkulasi di 5 lokasi sentinel dengan pengecualian di RS Halulussy Ambon (tidak ditemukan DENV-3). DENV-3 merupakan serotipe yang ditemukan sepanjang tahun. 
3. Sirkulasi genotipe virus dengue pada penelitian ini merupakan genotipe yang masih beredar sebelumnya di Indonesia. 

2. [bookmark: _Toc461198735]Saran
Sistem Surveilan Sentinel Dengue ini diinisiasi sebagai upaya untuk memperoleh data kasus dengue yang terintegrasi antara data epidemiologi dengan data pemeriksaan konfirmasi dari laboratorium. Dari sisi epidemiologi, data demografi, status ekonomi dan tingkat keparahan penyakit perku diperkuat sehingga pemahaman mengenai epidemiologi dengue dapat lebih komprehensif. Dari sisi laboratorium, perlu dilakukan penguatan kapasitas laboratorium untuk pemeriksaan PCR sampel surveilan dengue sehingga memungkinkan deteksi kasus dengue yang lebih cepat.
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