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SUSUNAN TiM PENELITI

Tim Pusat
No | Nama Jabatan Peneliti Kedudukan dalam Tim Uraian Tugas
1 | dr.Reni Herman, MBiomed Peneliti Pertama Ketua Pelaksana Bertanggung jawab untuk semua kegiatan penelitian =
2 | drg. Sekar Tuti, Mkes Peneliti Madya Penanggungjawab penelitian di RS Bertanggung jawab untuk semua kegiatan penelitian di RS
3 | Tedjo Sasmono, PhD | Peneliti Madya Analisis hasil sekuensing Melakukan analisis terhadap hasil pemeriksaan sekuensing
Penanggung jawab penelitian di -
4 | Dr.Lidwina, MKes PenelitiMadya Jayapura - Memonitor kegiatan pengumpulan data RS di Jayapura
S | Dr. Lisa Adriani L Peneliti (Non fungsional) | Pemeriksaan ELISA Melakukan pemeriksaan ELISA
6 | Benekditus Yohan, SSi Peneliti (Non fungsional) | Pemeriksaan RT PCR Melakukan pemeriksaan RT PCR
7 | Agustiningsih, SSi Peneliti (Non fungsional) | Pemeriksaan sekuensing Melakukan pemeriksaan sekuensing
8 | Hartanti Dian lkawati,SSi Peneliti {(Non fungsional) | Pemeriksaan sekuensing Melakukan pemeriksaan sekuensing
Memeriksa dan bertanggujawab atas data keiengkapan data
9 | dr. Frans Dany Peneliti (Non fungsional) | Analisis data klinis klinis
10 | Arie Ardiansyah Pembantu peneliti Pemeriksaan sekuensing Melakukan pemeriksaan sekuensing
11 | Sumamo | Pembantu Peneliti Pemeriksaan RT PCR Membantu pemeriksaan RT PCR
12 | Farida | Pembantu Peneliti Pemeriksaan ELISA Membantu pemeriksaan ELISA
13 | Fahim Pembantu Peneliti Persiapan alat Membantu sterilisasi alat
14 | Santono Pembantu peneliti Perslapan bahan Membantu mepersiapkan bahan untuk penelitian
Menyiapkan perlengkapan dan keuangan untuk kegiatan di
15 | Kastrimin Sekretariat Penelitian Keuangan RS -
16 | Rida Citahati, SE ! Sekretariat Penelitian Administrasi Menyiapkan surat dan adminstrasi kegiatan di RS




Tim daerah
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No | Nama l ~Jabatan Peneliti Kedudukan dalam Tim Uraian Tugas
Nurhasanah Koordinator
1 Samarinda
Koordinator penelitian di Samarinda Membantu koordinasi penelitian di Samarinda o
2 Dr. H.Mardiono.M Kes. Koordinator Penanggung jawab kegiatan penelitian RSUD Bertanggung jawab untuk kegiatan penelitian di RSUD AW
AW Sjahranie Sjahranie o -
3 Dr. Nurtiana Noor Koordinator Koordinator kegiatan penelitian Membantu koordinasi kegiatan penelitian
Dr. Carta Gunawan, Pembantu Peneliti -
4 | spPD
Dokter di bagian Penyakit Dalam Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
B Dr. Enni P, SpPD Pembantu Peneliti
Dokter di bagian Penyakit Dalam Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
6 Dr. Wahyu O. SpA Pembantu Peneliti
Dokter di bagian Anak Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
- Dr. Usman L. Pembantu Peneliti Dokter di UGD Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
s Dr. Lily P Kalalo, SpPK Pembantu Peneliti Dokter Patologi Klinis Bertanggung jawab untuk penyimpanan sampel dan data darah
rutin
9 Saiful Anwar Pembantu Peneliti Perawat di Bagian Penyakit Datam Membantu follow up subyek penelitian
10 Kasmiati Pembantu Peneliti Perawat Bagian Penyakit Dalam Membantu follow up subyek penelitian
11 Rizki [ntan Friani Pembantu Peneliiti Laboran Memisahkan dan menyimpan serum
12 Swanti P Pembantu Peneliti Laboran Memisahkan dan menyimpan serum
13 Nani AR Pembantu Peneilti Perawat Baglan Anak Membantu follow up subyek penelitian
14 Rita Avianti Pembantu Penetiti Perawat Baglan Anak Membantu follow up subyek penelitian
Dian Febri Pembantu Peneliti Perawat IGD Membantu follow up subyek penelitian




16

Telda Banda, SKM

Koordinator

Koordinator penelitian di Manado

e ——

Membantu koordinasi penelitian di Manado

17

dr. Armenius R. Sondakh

Sp THT-KL

KoordInator

Penanggung jawab penelitian di RSUP Prof
Kandou

Bertanggung jawab untuk kegiatan penelitian di RSUP Prof
Kandou

Drs. Jemmy Siwi, MSi

Koordinator

Koordinator kegiatan penelitian

Membantu koordinasi kegiatan penelitian

18

| Dr. Agung Pembantu Peneliti Dokter Penyakit Dalam di RSUP Prof Kandou Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
19 | Nugroho,SpPD
20 Dr. Meilisa Wantania Pembantu Peneliti Dokter Penyakit Dalam di RSUP prof Kandou Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek p_er{e_t_it_ia_n

21

Dr. Suryadi N.N Tatura,
SpA (K)

Pembantu Peneliti

Dokter di Bagian Anak RSUP Prof Kandou

Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian

22

Dr. Novie Rampengan,
SpA

Pembantu Peneliti

Dokter di Bagian Anak RSUP Prof Kandou

Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian

Dr. Hessyani P.T

Pembantu Peneliti

Dokter Patolcgi Klinik

Bertanggung jawab untuk penyimpanan serum dan data
darah rutin

23 | Raranta, SpPK
24 Dr. Hildegardis Liando Pembantu Peneliti Dokter IGD RSUP Prof Kandou i Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
25 AbramBabakal, Skep.Ns | Pembantu Peneliti Perawat Bagian Anak RSUP Prof Kandou Membantu foliow up subyek penelitian
26 Poppy Turang, Skep.Ns Pembantu Peneliti Perawat Bagian Anak RSUP Kandou Membantu follow up subyek penelitian
Ceicilia Sengkeh, Pembantu Peneliti Membantu follow up subyek penelitian
27 | Skep.Ns Perawat Bagian Penyakit Dalam RSUP Prof

Kandou

28

Jerry Pandelaki, Skep.Ns

Pembantu Penellti

Perawat Bagian Penyakit Dalam RSUP Prof
Kandou

Membantu follow up subyek penelitian

29

Vecky M.V

Pembantu Peneliti

Laboran

Memisahkan dan menyimpan serum




Wowiling, AMAK

Memisahkan serum

30 | Irayanti, AMAK Pembantu Peneliti Laboran
31 Amman Baher Koordlnator Koordinator Penelitian di Temate Membantu koordinasi kegiatan penelitian di Ternate

Abdul Chalid Djamar, | Koordinator Penanggung jawab Kegiatan Penelitian d| Bertanggung jawab untuk kegiatan penelitian di RSUD
32 | sst,FT RSUD Chasan Basoirie Chasan Boesoirie
33 Husen Masabessy, Skep | Koordinator Koordinator keglatan penelitian Membantu koordinasi kegiatan penelitlan
34 Dr. Nani Harmaeni, SPA | Pembantu Peneliti Dokter Baglan Anak Mendlagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
35 | Dr. Suhanto Hamid Pembantu Peneliti Dokter IGD RSUD Chasan Boesoirie Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek peneiitian
36 Dr. Taha Albaar, SpPD Pembantu Peneliti Dokter Penyakit Dalam RSUD Chasan Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian

Boesolrie
37 Dr. Eko Sudarmo, SpPD Pembantu Peneliti Dokter Penyakit Dalam RSUD Chasan
Boesoirie Mendlagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
38 Dr. Fasni Halil, SpPK Pembantu Peneliti Dokter Patologi Kiinis RSUD Chasan Boesolrie | Bertanggungjawab untuk penyimpanan sampel serum
- | — dan data darah rutin

39 Aisyah Pembantu Peneliti | Perawat Baglan Penyakit Dalam Membantu follow up subyek peneiitian

Rosmiyati Saleh, Pembantu Peneliti Perawat Bagian Penyakit Dalam Membantu follow up subyek penelitian
40 | Amd.Kep
a1 Salam Sabtu Pembantu Peneliti Perawat Baglan Anak Membantu follow up subyek penelitian
42 Sita Raihana Pembantu Peneiitl Perawat Bagian Anak Membantu follow up subyek penelitian
43 Syafaruddin Rosman Pembantu Peneliti Laboran - Memisahkan dan menyimpan serum
44 Ridwan Hasan Pembantu Peneliti Laboran Memisahkan dan menyimpan serum




Vira R Pembantu Peneliti Perawat IGD Membantu follow up subyek peneiitian

| Made Suparta Gapar Koordinator Koordlnator PenelitiandiJayapura Membantu koordinasl penelitian di Jayapura

Drg. Martinus Ginting, | Koordinator ~ RSUD | Penangung Jawab Kegiatan Peneiitian di RSUD | Bertanggung jawab untuk kegiatan penelitian di RSUD

47 | MKes Dok Il Jayapura Jayapura
48 Musnadi Koordinator Koordinator kegiatan penelitian Membantu koordinasi kegiatan penefitian
Dr. Samuel Maripadang | Pembantu Peneliti Mendlagnosis DBD dan merekrut subyek penefitian
49 | Baso, SpPD Dokter di Bagian Penyakit Dalam RSUD
Jayapura _
50 Or. Afifah, SpPD Pembantu Peneliti Dokter di Bagian Penyakit Dalam RSUD Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
Jayapura
Dr. Jackquiline Ruth Pembantu Peneliti Mendjagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian

51 | AnetRirihena, SpA
Dokter di Bagian Anak RSUD jayapura

Dr. Renny Haryati,SpA Pembantu Peneliti Dokter di Bagian Anak RSUD Jayapura Mendlagncsis DBD dan merekrut subyek penelitian

52

Dr. Juliwati Aronggear, | Pembantu Peneliti Dokter Patologi Klinik RSUD Jayapura Mendlagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
53 | MKes, SpPK

54 Dr. Rika Sari Ginting Pembantu Peneliti Dokter IGD RSUD Jayapura Mendiagnosis DBD dan merekrut subyek penelitian
55 Sri Cendrakasih Pembantu Peneliti Perawat Baglan penyakit Dalam RSUD Membantu fo/low up subyek penelitian

jayapura -
56 Halimah Karamang Pembantu Peneliti Perawat Bagian Penyakit Dalam RSUD Membantu folfow up subyek penelitian

) Jayapura

57 Fiorentina Anitu Pembantu Peneliti Perawat Bagian Anak RSUD Jayapura Membantu foffow up subyek penelitian
ss Theresia Santi Anitu Pembantu Peneliti Perawat_ﬁa_glan anak RSUD Abepura Membantu folfow up subyek penelitian
s9 Diana Singgih Pembantu Peneliti

Laboran Membantu memisahkan serum




| 60 | Fransiska M Pembantu Peneliti
Laboran Membantu memisahkan serum
61 Hana Krimawati Pembantu Peneliti Menyimpan serum, memeriksa kelengkapan dan isi
Teknisi kuesioner serta mengirimkan sampel dan kuesioner

vi
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KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560 Telepon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
k Pos 1226 Jakarta 10012 Fax  (021) 42881754

KEPUTUSAN
KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN
NOMOR: HK.03.05/111/750/2012

TENTANG

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2012

KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

MENIMBANG . a. bahwa untuk melaksanakan kegiatan penelitian pada Pusat Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan, perlu ditunjuk Tim Pelaksana Penelitian Tahun
2012;
b. bahwa berdasarkan pertimbangan huruf a tersebut diatas, maka dipandang
perlu menetapkan Keputusan Kepala Pusat Biomedis dan Teknologl Dasar
Kesehatan tentang Pembentukan Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2012
sejumlah tujuh belas penelitian;

MENGINGAT : 1. Undang-Undang Nomor 23 Tahun 1992 tentang Kesehatan (Lembaran
Negara Republik !ndonesia tahun 1992 Nomor 100, Tambahan Lembaran

Negara Republik Indonesia Nomor 3495);

2.  Undang-undang Nomor 14 Tahun 2001 tentang Paten (Lembaran Negara
Republik Indonesia Tahun 2002 Nomor 109, Tambahan Lembaran negara
Republik Indonesia Nomor 4130);

3. Peraturan Pemerintah Ri No. 39 Tahun 1995 tentang Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan (Lembaran Negara Tahun 1995 Nemer 87,
Tambahan Lembaran Negara Nomor 3609);

4. Peraturan Pemerintah Nomor 20 Tahun 2005 tentang Alih Tehnologi
Kekayaan (ntelektual serta hasil Penelitan dan Pengembangan oleh
Perguruan Tinggi dan Lembaga Penelitian dan Pengembangan (Lembaran
Negara Tahun 2005 Nomor 43, Tambahan Lembaran Negara Nomor 4497),

5. Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 791/Menkes/SK/VII/1999 tentang
Koordinasi Penyelenggaraan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

6. Keputusan Menteri' Kesehatan Nomor 1179A/Menkes/SK/X/1999 tentang
" Kebijakan Nasional Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Peraturan Presiden Nomor 47 Tahun 2009 tentang Pembentukan dan
Organisasi Kementerian Negara.

7. Peraturan Menteri Kesehatan No. 1144/Menkes/Per/VII}/2010 tentang
Organisasi dan Tata Kerja Kementerian Kesehatan;

8. Keputusan Menteri Kesehatan Republik Indonesia No.HK.03.05/4/11675/
2011 tanggal 30 Desember 2011 tentang Penetapan Kuasa Pengguna
Anggaran, Pejabat Pembuat Komitmen, Pejabat Penguji dan
Penandatanganan SPM, Bendahara Pengeluaran dan Bendahara
Penerimaan pada Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan di
Jakarta tahun anggaran 2012;

MEMPERHATIKAN : 1. Daftar Isian Pelaksanaan Anggaran (DIPA) Pusat Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan tahun 2012 dengan No.0683/024-11.1.01/00/2012, tanggal
9 Desember 2011;

—




KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOG! DASAR KESEHATAN

lao Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560 ;
: Telepon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
Pos 1226 Jakarta 10012 Fax  (021) 42881754

MEMUTUSKAN

MENETAPKAN
KESAYTU . 1) Membentuk Tim Pelaksana Penelitian Biomedis dan Teknolegi Dasar
s Kesehatan Tahun 2012 sebagaimana tercantum dalam lampiran keputusan ini;

2) Kepada Tim Pelaksana Penelitian pa&a Pusat Biomedis dan Tekriologi Dasar
Kesehatan, Badan Litbang Kesehatan Tahun Anggaran 2012, dapat diberikan
honorarium sebagaimana tersebut daiam lampiran 2 Keputusan ini;

KEDUA . Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2012 mempunyai tugas sebagai berikut:
1} Melaksanakan Penelitian pada Pusat Biomedis dan Teknologi  Dasar
Kesehatan Tahun 2012, dengan susunan Tim seperti pada iampiran surat
keputusan ini:

2) Menyerahkan Laporan Kemajuan Penelitian, Laporan Pelaksanaan Penelitian
dan Laporan Akhir Penelitian kepada Kepaia Pusat Biomedis dan Teknologi

Dasar Kesehatan.

KETIGA /. Dalam melaksanakan tugasnya, Tim bertanggungjawab kepada Kepala Pusat
“ . Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan serta wajib menyampaikan laporan

akhir penelitian sebagai pertanggungjawaban kegiatan,;

KEEMPAT . Biaya pelaksanaan kegiatan serta honor Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2012
dibebankan pada anggaran DIPA Pusat Biomedis dan Teknologi  Dasar
Kesehatan Tahun 2012;

KELIMA . Keputusan ini mulai berlaku sejak bulan Januari sampai dengan Des=mber 2012

dengan ketentuan apabila dikemudian hari ternyata terdapat kekeliruan dalam
penetapan ini akan diadakan perbaikan dan perubahan sebagaimana rmestinya.

Ditetapkandi  ; Jakarta
Pada tanggal : 6 Februari 2012

(L'Kéb.éla ]

Drs. Ondri-DWi Sampurno, M.Si., Apt
NIP 19521119 198803 100 1

Tembusan Yth:

Sekretaris Jenderal Kemenkes Ri;

Inspektur Jenderal Kemenkes RI

Ketua Badan Pemeriksa Keuangan,

Kepala Badan Pengawasan Keuangan dan Pembangunan;

Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Sekretaris Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Kanwil Ditien Anggaran Kemenkeu RI DKI Jakarta;

Para Kepala Pusat di Lingkungan Badan Litbang Kesehatan;

Kepala Bagian Tata Usaha Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;

Kepala Bidang Biomedis, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;

Kepala Bidang Teknologi Dasar Kesehatan, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan,

Bendaharawan Pengeluaran Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;

Masing-masing yang bersangkutan untuk ditaksanakan.

_L
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KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

Telepon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
Fax.  (021) 42881754

'_an Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560
fotakPos 1226 Jakarta 10012

Lampiran 1
Keputusan Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar
Kesehatan
Nomor
Tanggal

HK.03.05/i11/750/2012
6 Februari 2012

SUSUNAN TiM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2012

IDENTIFIKASI SEROTIPE DAN GENOTIPE VIRUS DENGUE DARI DAERAH
ENDEMIS DBD (LANJUTAN)

1. dr. Reni Herman, M.Biomed Peneliti Pertama/Ketua Pelaksana

2. dr. Sekar Tuti, M.Kes Peneliti Madya

3. Tedjo Sasmono, PhD Peneliti Madya

4, dr. Lidwina, M.Kes Peneliti Madya

5. dr. Lisa Andriani Linggonegoro Pembantu Peneliti

6. Benediktus Yohan, S.Si Pembantu Peneliti

7. Agustiningsih, S.Si Pembantu Peneliti

8. Hartanti Dian Ikawati, S.Si Pembantu Peneliti

9, dr. Frans Dany Pembantu Peneliti

10. Arie Ardiansyah Pembantu Penelit

11. Sumamo Pembantu Peneliti

12. Farida Pembantu Peneliti

13. Fahim Pembantu Peneliti

14.  Santono Pembantu Peneliti

15. Kastritnin Sekretariat Penelitian |

16. Rida Citahati, SE Sekretariat Penelitian 1l

17.  Nurhasanah Koordinater

18. Telda Banda, SKM Koordinator

19. Ammar Baher Koordinator

20. |Made Suparta Gapar Koordihator

21. Deny Mabuai Koordinator

22. dr. H. Mardiono, M.Kes Koordinator

23. dr. Nurliana Noor Koordinator

24. dr. Armenius R.Sondakh, SpTHT-KL Koordinator

25. dr. Jemmy Siwi, M.Si Koordinator

26. dr. Abduf Chalid Djamar, S.St, FT Koordinator

27. Husen Masabessy, Skep Koordinator

28. drg. Martinus Ginting, M.Kes Koordinator

29. Musnadi Koordinator

30. dr. J. Maurits Okoseray, MARS Koordinator

31. drg. Aloysius Gyay, M.Kes Koordinator

32. drg. Wahyu O, SpA Pembantu Peneliti

33. dr.UsmanlL Pembantu Peneliti

34. dr. Suryadi N.N Tatura, S{A(K) Pembantu Peneliti

35. dr. Novie Rampengan, SpA . Pembantu Peneliti
13
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"KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

Telepon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
(021) 42881754

lan Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560
otak Pos 1226 Jakarta 10012 Fax.

36.  ¢r. Nani Harmaeni, SpA
37. dr. Suhanto Hamid
3. dr. Jacquiline Ruth Anet Rirthena, SPA
39. dr. Renny Haryati, SpA
40. dr. Dwi Darmawan, SpA
41, dr. Kusno Widianto
42. dr. Carta Gunawan, SpPD
43. dr. EnniP, SpPD
4. ar Agung Nugroho, SpPD
45, dr. Meilisa Wantania
46. dr. Taha Albaar, SpPD
47. dr, Eko Sudarmo, SpPD
48. dr Samuel Maripadang Baso, SpPD
49. dr. Afifah, SpPD
50. dr. Oktavianus Peday, SpPD
51. dr. Aris Musdianto
52. dr Lily P Kalalo, SpPK
§3. dr. Saiful Anwar
54. gr. Hessyani P.T Raranta, SpPK
55. dr. Hildegarrdis Liando
56. dr. Fasni Halil, SpPK
57. Aisyah
58. dr. Djuliwati Aronggerar, M.Kes.,SpPK
59. dr. Rika $ari Ginting
60. dr. Julius Dimalouw, SpPK
61. dr. Wawan Satrio
62. Kasmiati
63. Rizki Intan Friani
64. Swanti P
65. Nan AR
66. Abram Babkai, Skep.Ns
67. Poppy Turang
08. Ceicilia Sengkeh, SKep.Ns
69. Jerry Pandeiaki, SKep.Ns
70.  Rosmiyati Saleh, Amd.Kep
71, Salam Sabtu
72, Sita Raihana
13. Safaruddin Rosman
74.  Sri Cendrakasih
75. Halimah Karamang
78. Florentina Anitu
1. Theresia Santi Anituy
78.  Andy Maramuy
79. Monica W/anggai
80. Lindd Simropiaref

Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneiiti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneiiti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneiiti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti



KEMENTERIAN KESEHATAN RI1
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

flan Percetakan Negara Ne. 23 Jakurta 10560 Telepon (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745
fak Pos 1226 Jakarta 10012 Fax.  (021) 42881754

81. Franky Salloso . Pembantu Pengliti
82. Dian Febri . Pembantu Peneliti
83. Rita Avianti . . Pembantu Peneliti
84. Vecky M.V Wawiling, AMAK . Pembantu Peneliti
85. Irayanti, AMAK . Pembantu Peneliti
86. Ridwan Hasan ©  Pembantu Peneliti
87. ViraR . Pembantu Peneliti
88. Fransiska M . Pembantu Penelii
89. Diana Singgih . Pembantu Peneliti
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RINGKASAN EKSEKUTIF

Di Indonesia penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) sampai saat ini masih merupakan
masalah kesehatan masyarakat, sejak tahun 1986 penyakit ini penyebarannya cenderung
meluas dan jumlah kasus cenderung meningkat dari tahun ke tahun, terutama di kota-kota
besar seperti Jakarta.

Dari hasil penelitian terhadap kasus epidemi DBD tahun 2004, infeksi virus dengue 3 sangat
berkaitan dengan kasus DBD berat dan merupakan serotipe yang paling luas distribusinya
disusul dengan dengue-2, dengue-1 dan dengue-4. Beberapa observasi mengindikasikan
terjadi evolusi genetik virus yang dapat menghasilkan varian-varian yang lebih viruien.

r

Berdasarkan hasil penelitian tersebut di atas serta guna mendukung rencana penggunaan
vaksin untuk pencegahan DBD, akan dilakukan pemetaan distribusi virus dengue yang ada di
beberapa daerah untuk mengidentifikasi serotipe dan genotipe virus dengue yang ada di
Indonesia. Pemeriksaan genotipe akan dilakukan pada gen selubung virus (gen E) dan
keseluruhan genom virus. Kegiatan ini akan dilakukan pada sepuluh kabupaten/kota yang
merupakan sasaran program pengendalian demam berdarah dengue (DBD). Oleh karena
membutuhkan biaya yang besar maka akan dilakukan secara bertahap.

Pada tahun 2008 telah dilakukan identifikasi serotipe virus dengue untuk kawasan Barat, yaitu
Medan, Pontianak dan Jakarta. Berdasarkan hasil pemeriksaan ditemukan keempat serotipe
virus dengue bersirkulasi di kota tersebut. Penderita DBD yang dirawat di rumah sakit
mayoritas terinfeksi oleh virus dengue serotipe 2 dan 3. Sedangkan di Jakarta mayoritas
dengue serotipe 3, disusul dengan dengue serotipe 1 dan 2. Pada tahun 2009 telah dilakukan
identifikasi serotipe virus dengue dari kota Kupang. Mayoritas penderita DBD yang dirawat di
Rumah Sakit terinfeksi virus dengue serotipe 2 dan 3.

Pada tahun 2012 dilaksanakan identifikasi serotipe virus dengue untuk kawasan Tengah dan
Timur Indonesia yaitu Balikpapan, Manado, Ternate dan Jayapura. Juga akan dilakukan
identifikasi gen E dan NS1. Sampe! yang telah dikumpulkan sebelumnya berasal dari lima
kabupaten/kota yang mewakili propinsi di indonesia, yaitu Medan (Sumatera Utara), Pontianak
(Kalimantan Barat), Jakarta (DKl Jakarta), Kupang (Nusa Tenggara Timur) dan Ciamis (Jawa
Barat).

Secara keseluruhan pemeriksaan yang dilakukan adalah ELISA untuk konfirmasi diagnosis, RT
PCR untuk identifikasi virus dan serotipe, serta pemeriksaan sekuensing pada gen E dan NS1.
Primer yang akan digunakan adalah primer yang sudah pernah digunakan untuk sekuensing




sampel DBD di Indonesia tahun 2004. Analisis hasil berupa data klinis maupun hasil
pemeriksaan laboratorium.

Oleh karena tidak mungkin untuk mendapatkan sampel dari kasus demam berdarah dengue di
kota Manokwari diputuskan untuk pindah lokasi penelitian ke kota Sorong. Namun, karena
waktu yang tersisa hanya 2 bulan dan dikhawatirkan jumlah target jumlah sampel tidak
terkumpul, maka pengumpulan sampel dari kota Sorong dibatalkan.

Berdasarkan data tren jumlah kasus dari kota Ternate dan kota Jayapura, tidak mungkin untuk
mendapatkan jumlah sampel hingga 120. Oleh karena itu, taget jumlah sampel dari kota
Ternate dan Jayapura diturunkan menjadi masing-masing 60. Sehingga target jumlah sampel di
akhir penelitian menjadi 660.

Hingga akhir penelitian jumlah sampel yang terkumpul sebanyak 660, terdiri dari 270 dari
Samarinda, 270 dari Manado, 60 dari Ternate dan 60 dari Jayapura. Hasil pemeriksaan
laboratorium menunjukkan 63 % penderita merupakan infeksi sekunder. Virus dengue serotipe
1,2,3 dan 4 ditemukan di Samarinda dan Manado, sementara di Ternate dan Jayapura serotipe
2 dan 3. Tidak ada perbedaan gejala klinis antara infeksi virus dengue serotipe 1, 2, 3 dan
4,Pemeriksaan sekuensing masih harus menunggu optimasi karena menggunakan primer yang
baru.




ABSTRAK

Demam berdarah dengue (DBD ) adalah penyakit yang disebabkan oleh infeksi virus dengue.
Dari hasil penelitian terhadap kasus epidemi DBD tahun 2004, infeksi virus dengue 3 sangat
berkaitan dengan kasus DBD berat dan merupakan serotipe yang paling luas distribusinya
disusul dengan dengue-2, dengue-1 dan dengue-4. Beberapa observasi mengindikasikan
terjadi evolusi genetik virus yang dapat menghasilkan varian-varian yang lebih virulen.
Berdasarkan hasil penelitian tersebut di atas serta guna mendukung rencana penggunaan
vaksin untuk pencegahan DBD, dilakukan pemetaan distribusi virus dengue yang ada di
beberapa daerah untuk mengidentifikasi serotipe dan genotipe virus dengue yang ada di
Indonesia.

b

Sampel penderita diperoleh dari kasus demam dengue dan DBD dari Rumah Sakit di Samarinda,
Manado, Ternate dan Jayapura.Penderita yang bersedia berpartisipasi diambil darah serta
dicatat gejala klinisnya.Darah dipisahkan serumnya dan disimpan di freezer rumah sakit.
Setelah terkumpul akan diperiksa di Laboratorium virology Llitbangkes. Pemeriksaan yang
dilakukan adalah ELISA untuk deteksi antibody, RT PCR untuk identifikasi virus. Serum yang
positif ada virus dengue dilanjutkan dengan pemeriksaan sekuensing, untuk gen E dan NS1.

Jumlah keseluruhan sampel yang terkumpul pada penelitian ini adalah 660, terdiri dari 270 dari
Samarinda, 270 dari Manado, 60 dari Ternate dan 60 dari Jayapura. Hasil pemeriksaan
laboratorium menunjukkan 63 % penderita merupakan infeksi sekunder. Virus dengue serotipe
1,2,3 dan 4 ditemukan di Samarinda dan Manado, sementara di Ternate dan Jayapura serotipe
2dan 3.Tidak ada perbedaan gejala klinis antara infeksi virus dengue serotipe 1, 2, 3 dan 4.
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|. PENDAHULUAN

Di Indonesia penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) sampai saat ini masih merupakan
masalah kesehatan masyarakat, sejak tahun 1986 penyakit ini penyebarannya cenderung
meluas dan jumlah kasus cenderung meningkat dari tahun ke tahun, terutama di kota-kota
besar seperti Jakarta. Jumlah kasus DBD secara nasional sejak tahun 1990 sampai 2006
menunjukkan adanya peningkatan. Pada tahun 1990 dilaporkan sebanyak 22.807 kasus DBD
dan 821 diantaranya meninggal (CFR = 3,60%), kemudian pada tahun 1991, 1992, 1993, 1994,
1995, 1996, dan 1997 dilaporkan ber turut-turut 21.120 kasus dengan jumlah kematian 578
(CFR = 2,74%), 17.620 kasus dengan jumlah kematian 509 (CFR = 2,89%), 17.418 kasus dengan
jumlah kematian 418 (CFR = 2,40%), 18.783 kasus dengan jumlah kematian 471 (CFR =2,51%),
35102 kasus dengan jumlah kematian 884 (CFR = 2,52), 16.517 kasus dengan jumlah kematian
1192 (CFR = 2,67%) dan 30.730 kasus dengan jumlah kematian 681 (CFR=2,22%).! Pada
kejadian luar biasa (KLB) tahun 1998 dilaporkan angka kesakitan pada 72.133 penderita, dan
1414 diantaranya meninggal (CFR = 1,96%). Kejadian ini diduga merupakan puncak siklus lima
tahunan, karena pada tahun 1999 terjadi penurunan angka kesakitan menjadi 21.134 penderita
dengan 422 kematian (CFR= 1,99%). Akan tetapi pada periode selanjutnya dari tahun 2000
sampai 2006 jumlah kasus DBD terus meningkat, namun CFR cenderung menurun. Pada tahun
2000 angka kesakitan sebesar 33.443 dengan 472 kematian (CFR = 1,41%), terus meningkat
menjadi 80.837 penderita dengan kematian 1.099 (CFR = 1,35%) pada tahun 2005, dan menjadi
111,730 penderita dengan jumlah kematian 1.162 (CFR = 1,04%) pada tahun 2006.2Berdasarkan

datatersebut di atas, terlihat bahwa angka CFR masih di atas standar nasional yaitu < 1%.

Dari hasil penelitian terhadap kasus epidemi DBD tahun 2004, infeksi virus dengue-3
{DV-3), sangat berkaitan dengan kasus DBD berat dan merupakan serotipe yang paling luas
distribusinya disusul dengan Dengue-2,

Dengue-1 dan Dengue-4. Beberapa observasi

mengindikasikan bahwa kemungkinan terjadi evolusi genetik virus yang dapat menghasilkan

varian-varian yang lebih virulen. Keadaan ini dapat menimbulkan variasi sifat imunogenik

o B .6
ataupun virulensi virus. >




Berdasarkan hasil penelitian tersebut di atas, dan sedikitnya informasi genetik virus
dengue yang ada di Indonesia serta guna mendukung rencana penggunaan vaksin untuk
pencegahan DBD, kami merencanakan pemetaan distribusi virus Dengue yang ada di beberapa
daerash untuk mengidentifikasi serotipe dan genotipe virus Dengue yang ada di Indonesia,
serta memonitor munculnya genotipe baru. ldentifikasi genotipe akan dilakukan pada gen
selubung (gen E) untuk menentukan strain virus danidentifikasi keseluruhan genom virus.
Kegiatan ini dilakukan di sepuluh kabupaten/kota yang memiliki kasus DBD beberapa tahun
terakhir. Oleh karena kegiatan ini membutuhkan biaya yang besar maka kami mencoba

melakukannya secara bertahap.

Pada tahun 2008 telah dilakukan identifikasi serotipe virus Dengue untuk kawasan
Barat, yaitu Medan, Pontianak dan Jakarta. Berdasarkan hasilpemeriksaan ditemukan keempat
serotipe virus dengue bersirkulasi di kota tersebut. Penderita DBD yang dirawat di rumah sakit
mayoritas terinfeksi oleh virus dengue serotipe 2 dan 3. Sedangkan di Jakarta mayoritasdengue
serotipe 3, disusul dengan dengue serotipe 1 dan2. Pada tahun 2009 telah dilakukan
identifikasiserotipe virus dengue darikota Kupang. Berdasarkan hasil pemeriksaan terhadap

serum penderita DBD yang dirawat di Rumah Sakit, mayoritas terinfeksi virus dengue serotipe

2dan 3.

Pada tahun 2012 dilaksanakan identifikasi serotipe virus dengue untuk kawasan Tengah
dan Timur Indonesia yaitu Samarinda, Manado, Ternate dan Jayapura. Juga dilakukan
identifikasi gen selubung virus dari sampel yang telah dikumpulkan sebelumnya. Sampel yang
telah dikumpulkan sebelumnya berasal dari lima kabupaten/kota yang mewakili propinsi di
Indonesia, yaitu Medan (Sumatera Utara), Pontianak (Kalimantan Barat), Jakarta (DKI Jakarta),
Kupang (Nusa Tenggara Timur) dan Ciamis (Jawa Barat). Pada penelitian ini identifikasi gen

fokus pada gen E dan NS1.




. TINJAUAN PUSTAKA

.Epidemiclogi Dengue

ebaran Global

Kejadian luar biasa demam dengue sudah dilaporkan dari setiap benua.” Epidemiologi
pertama kali yang dicatat terjadi pada tahu 1779 di Batavia (Jakarta) dan Cairo. Ketika itu
penyakit dengan gejala seperti dengue ini terjadi secara simultan. Setalah itu, kejadian luar
biasa dilaporkan juga di Philadelphia, Zanzibar, Calcutta, India Barat dan Hongkong. Epidemi
demam dengue menjangkiti ratusan hingga ribuan kasus setiap tahunnya di Asia Tenggara,
dimana keempat serotipe dapat ditemukan di wilayah ini.(Gambar 1) Setelah perang dunia
kedva muncul pola endemik terbaru penyakit ini, dilkuti dengan meningkatnya insiden

komplikasi dari demam dengue (DHF dan DSS) di Asia.?
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Gambar 1. Distribusi global virus dengue, mengindikasikan serotipe dan genotipe virus
[Sumber: Holmes EC. 2009 ]

Virus Dengue (DENV) dapat ditemukan di daerah tropis dan subtropis, sesuai dengan
kondisi ekologi yang diperlukan untuk mempertahankan siklus alami virus. Virus Dengue

ditularkan oleh nyamuk, yang secara prinsip adalah Aedes oegypti. Tetapi, pada beberapa
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daerah yang berperan adalah Aedes afbopictus dan Aedes polynesiensis. Vektor nyamuk akan
menularkan virus setelah menghisap darah dari penderita yang terinfeksi virus ini. Setelah 10-
12 hari virus berada di dalam tubuh vektor, nyamuk ini akan menjadi infeksius sepanjang
hidupnya.®

Virus dengue saat ini telah bertransmisi pada lebih dari 100 negara, WHO memprediksi ter jadi
50-100 juta kasus infeksi virus dengue setiap tahunnya. Lebih dari 500.000 kasus memerlukan

perawatan di Rumah Sakit dan lebih dari 15.000 meninggal.*®

Sebaran diindonesia

Di Indonesia, penyakit demam berdarah dengue merupakan salah satu masalah
kesehatan karena setiap tahun angka kesakitan dan kematian yang ditimbulkannya cukup
tinggi. Pengamatan sejak tahun 1968 tampak bahwa jumlah kabupaten kota dengan
terdapatnya kasus demam berdarah dengu_e terus meningkat. Hingga tahun 2008, hampir
semua provinsi di Indonesia sudah ditemukan DBD. Pada tahun 2007, jumlah kejadian DBD
mencapai total 139.695 kasus (incidance rate 64 kasus per 100.000 populasi) dengan total
meninggal mencapai 1.395 kasus (CFR 1 %). Keadaan DBD tahun 2007 ini meningkat lebih tinggi
dibandingkan dengan keadaan pada tahun-tahun sebelumnya.'!

Dari beberapa catatan kejadian luar biasa demam dengue dan demam berdarah
dengue sejak tahu 1968 di Indonesia, tampak adanya perubahan epidemiologi. Perubahan
tersebut berupa siklus 5 tahunan menjadi fenomena tahunan. Selain itu distribusi umur yang
terifeksi didominasi oleh anak, pada beberapa tahun belakangan mulai didominasi oleh remaja
dan dewasa. Keempat serotipe virus dengue ditemukan pada kejadian luar biasa yang sudah
tercatat dari hampir semua provinsi di Indoneisa, namun virus dengt.ié 2 dan dengue 3
merupakan serotipe yang jumlahnya lebih menonjol dibandingkan dengan serotipe yang lain.
Dalam beberapa dekade penyakit dengue telah menyebabkan 400 kematian tiap tahunnya,
namun dengan pemberian terapi suportif, jumlah case fatality rate (CFR) terus menurun.'?
Hingga tahun 2008, CFR demam berdarah di Indonesia 0,86 dengan angka yang bervariasi pada

tiap-tiap previnsi."




Faktor yang berpengaruh terhadap penyebaran

Meningkatnya insiden demam berdarah dengue yang dilapcrkan disebabkan oleh
adanya perubahan, baik pada manusia maupun terhadap ekologi vektor."

Pada daerah yang terisolasi,epidemi terjadi akibat terdapatnya tipe baru. Oleh karena
demam dengue biasanya tidak memberikan gejala yang khas (subklinik) banyak kasus yang
tidask dilaporkan. Perubahan lingkungan dapat menyebabkan meningkatnya infeksi pada
manusia dan memicu timbulnya kajadian luar biasa. Setelah perang dunia kedua, secara pelan-
pelan penyakit yang ditularkan oleh nyamuk Aedes ini mulai menyebar. Keadaaan ini mungkin
berkaitan dengan perpindahan penduduk besar-besaran, dan kebetulan juga meningkatnya
densitas nyamuk Aedes aegypti seiring dengan mudahnya transpor darat dan udara serta
cepatnya perpindahan kasus yang terinfeksi.® Hingga kini, jumlah negara dan kasus infeksi
oeb virus dengue mulai meningkat dan menjadi salah satu masalah kesehatan di

dunia.(Gambar 2)

World Distribution of Dengue - 2005
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Gambar 2. Distribusi Aedes aegypti dan aktivitas dengue [Sumber: CDC]




faktoryang berperan dalam letupan

Pada daerah hiperendemik di asia tenggara lebih dari setengah anak-anak pernah
terinfeksi oleh satu atau lebih serotipe virus dengue. Di daerah tropis, epidemi cenderung
terjadi selama musim hujan. Meskipun meningkatnya curah hujan menyebabkan penyebaran
vektor nyamuk, insiden penyakit pada manusia tidak berhubungan erat dengan densitas
populasi vektor. Faktor lain (terutama meningkatnya temperatur yang mempersingkat masa
inkubasi virus dengue pada vektor) sepertinya menjadi lebih penting.14

Bebarapa faktor penting lain yang berperan dalam menimbulkan letupan kasus
dengue, adalah banyaknya nyamuk Aedes aegypti di pemukiman padat penduduk. Kedua, tidak
efektifnya kontrol nyamuk di daerah endemik DBD. Ketiga adalah perubahan demografi,
dimana tidak terkontrolnya pertumbuhan penduduk dan urbanisasi yang tidak terencana.
Perubahan ‘demografi ini mengakibatkan munculnya rumah-rumah yang tidak sesuai standar,
sumber serta saluran air dan manajemen sampah yang tidak adekuat di pemukiman penduduk
urban. Genangan air pada sampah-sampah ini merupakan habitat ideal bagi Aedes aegypti

sebagi vektor utama dalam penyebaran virus dengue.7’16

Epidemiologi molekuler dan evolusi virus
Pola filogenetik dan sekuen nukleotida dari gen E membagi masing-masing serotype ke

dalam beberapa genotipe E yang secara umum berhubungan dengan asal geografi. Tabel 1.




Tabel 1. Klasifikasi virus dengue berdasarkan genotipe E

Virus Genotipe Distribusi Geografi ]
Dengue ! Jepang (1solat tunggal, 1943}, Hawaii (isolat tunggal, 1544),
tipe t Thatland, Indonesia, Filipina, Taiwan, Pastfik Selatan
i ‘Thailand, Malaysia, Burma, Afrika Barat, Amerika (masuk tahun
1977)
Dengue Mew Guinea (prototipe), Sr1 Lanka (sebelum tahun 1969),
tipe 2 H Filipina, Taiwan, Thailand, Malaysia, Cina, Amerika (“topotipe
Jamaika” masuk tahun 1981)
T Seychelles, Sri Lanka, Afrika (masuk ke Afrika Timur tahun
1980-1981), Indonesia, Saudi Arabia
i India, Pasifik Selatan, Amerika (“topotipe Puerto Rico™ masuk
tahun 1969)
v Afrika Barat R
Dengue I Filipina, Indonesia, Malaysia, Pasifik Selatan (i980-an) |
tipe 3 I Thailand
II1 Sri Lanka, India, Afrika
v Pasifik Selatan (1960-an), Amerika (1960-an, 1970-an)
Dengue I Indonesia, Pasifik Selatan, Amerika
tipe 4 It Thailand, Filipina -

[Sumber: Monath & Heinz. 1996).

Analisis genetik dari masing-masing strain diduga juga memberikan variasi dalam
ha! virulensi virus. Pembagian genotipe ini dapat juga digunakan untuk menentukan asal
virus penyebab epidemi. Untuk serotipe 2 dan 3 yang berasal dari Asia Tenggara dan
genotipe yang berasal dari benua dimana India berada, diidentifikasi sebagai penyebab
kejadian luar biasa kasus DHF dan atau DSS, serta banyaknya kasus infeksi primer

dengan derajat penyakit yang berat. <




Vektor nyamuk pada infeksi Dengue

Nyamuk dengan genus Aedes (Aedes aegypti, Aedes albopictus dan Aedes
polynesiensis) mempunyai peran penting dalam transmisi virus dengue. Namun vektor
yang paling penting adalah A aegypti. Sedangkan peran A.albopictus dan A.
Polynesiensis sebagai vektor tergantung pada geografi tertentu.

A.gegypti hidup di daerah tropis dan subtropis. Nyamuk ini dapat berkembang
pada air yang terpolusi atau air yang tergenang dalam jumlah yang sedikit. Telur dapat
bertahan lama, karena tahan terhadap pengeringan. Meningkatnya populasi larva
terlihat pada musim hujan. Perubahan temperature dan kelembapan mempengaruhi
propagasi virus pada nyamuk. Temperatur lingkungan juga memberikan pengaruh
terhadap viremia akut pada nyamuk betina, masanya menjadi lebih pendek dengan
meningkatnya suhu. Setelah menghisap darah penderita DBD, virus bereplikasi pada
midgut, kemudian mencapai haemocoel dan haemolymph, dan akhirnya mencapai
jaringan lain dari nyamuk termasuk kelenjar liur. Setelah bereplikasi di kelenjar liur,
nyamuk menginfeksi kasus baru dengan mensekresikan liurnya setelah menghisap
darah. Beberapa studi melaporkan terdapatnya transmisi transovarial dari nyamuk
betina yang terinfeksi, sehingga memungkinkan untuk menjadi reservoir virus selama

periode inter epidemik.®

B. Aspek Biologi Virus Dengue
Sifat fisik dan kimia

Virus dengue termasuk ke dalam family flaviviridae (family ini terdiri dari 3
genus; Hepacivirus, Flavivirus dan Pestivirus) dan genus flavivirus. Partikel flavivirus
berbentuk sferis, dengan diameter 40-60 nm dan ketebalan bagian tengah sekitar
sekitar 30 nm. Masa molekuler virion adalah 60 x 106. Komposisi virion terdiri atas 6%
RNA, 66% protein, 9% karbohidrat. dan 19% lipid. Flavivirus dapat diinaktivasi dengan
pelarut organik dan deterjen. Pada kondisi in vitro, virion stabil pada lingkungan alkali,
yaitu pada pH 8. Virion sensitif terhadap panas, pelarut organik dan deterjen.10

Virion Flavivirus yang matur mengandung 3 struktur protein, yaitu : nukleokapsid atau




protein di bagian tengah (C ; 12 kDa), membran protein yang tidak mengalami glikosilasi
(M ; 8 kDa) dan selubung protein (E ; 53 kDa) yang biasanya mengalami glikosilasi.
Protein M dan protein E dihubungkan dengan selubung lemak yang berupa jangkar
membran yang hidrofobik. Selubung lemak tersebut terdiri dari sekitar 17% dari berat
virion dan berasal dari lipid sel host. Protein E adalah komponen utama pada
permukaan virion, protein ini terdiri dari antigenik determinan yang penting untuk Hi
(Haemaglutination Inhibition) dan netralisasi, jadi mengiduksi respon imun pada host
yang terinfeksi. Struktur elemen pada dari determinan protein E terlibat pada
perlekatan virion dengan reseptor sel dan pada saat fusi. Deterjen dan protease
digunakan untuk mengkarakterisasi struktur dari flavivirus dan untuk mengisolasi
subunit imunologi. Deterjen nonionik seperti Triton X dapat melarutkan seluruh
selubung, melepaskan protein M dan E. Sodium deoksikholat hanya melepaskan protein
E, sementara protein M tetap menempel Qengan nukleokapsid . Protease
memperlihatkan bagian dari glikoprotein E berlokasi pada lipid bilayer. Berdasarkan
analisis struktur primer pada glikoprotein flavivirus, terdapat regio jangkar pada
membran yang bersifat hidrofobik pada ujung karboksil dari molekul protein £

Selubung flavivirus melindungi genom dari nuklease sel dan bagian dari nukleokapsid
dapat dikeluarkan dengan terlebih dahulu diolah dengan menggunakan deterjen dan
didegrasi dengan ribonuklease. Infektivitas flavivirus dan hemaglutinin stabil secara
optimal pada pH 8.4 dan 8.8. Sensitif terhadap pH rendah, jadi tidak memungkinkan
untuk infeksi melaui oral. Namun TBE (Tick Borne Encephalitis) memungkinkan untuk
menginfeksi lewat susu yang terkontaminasi. Flavivirus dengan cepat dapat diinaktivasi
dengan suhu yang tinggi. Pada suhu 50°C, 50% dari infekstivitas hilang dalam wék\:q 10
menit. Suhu rendah dapat mempertahankan infektivitas, dengan stabilitas paling besar
pada suhu -60°C atau lebih rendah. Berdasarkan percobaan, virus yang mati di dalam
darah dan larutan protein lain terjadi dalam waktu 30 menit pada suhu 56°C. Aerosol
juga dapat merupakan sumber infeksi yang berbahaya di laboratorium, karena virus SLE
(St Louis Encephalitis) stabil selama 6 jam pada susupensi aerosol pada suhu ruangan

dan kelembaban 23 % hingga 80%. Flavivirus dapat diinaktivasi dengan menggunakan




sinar ultraviolet, iradiasi gama dan diisinfeksi oleh 3% dan 8% formaldehid, 2%
giutaraldehid, 2% hingga 3% hidrogen peroksida, 500 — 5000 ppm clorin, alkohol, 1%
iodin dan fenol iodofor. Namun virus yang ditularkan oleh kutu lebih resisten

dibandingkan dengan virus yang ditularkan oleh nyamuk.m

Struktur antigen

Semua anggota genus flavivirus memiliki bagian antigen umum, seperti yang
perlihatkan dengan tes HI dengan serum imun poliklonal dan ini merupakan dasar dari
klasifikasi. Sementara tes netralisasi dapat digunakan untuk memisahkan individu virus
pada genus dan untuk menentukan subgrup virus yang berdekatan. Pada awalnya,
diferensiasi dari masing-masing individu virus dilakukan berdasarkan netralisasi silang
dengan menggunakan poliklonal antisera hiperimun. Berdasarkan hasil penelitian ini
flavivirus dibedaka_m ke dalam sejumlah kompleks antigenik dan memperlihatkan bahwa
terdapat perbedaan antigenik pada struktur protein selubung (E). Bersamaan dengan
ini, hasil silang HI dinyatakan terdapatnya grup, sero kompleks dan tipe determinan
spesifik."”

Perlekatan antara virus dengan sel merupakan tahap penting dalam menentukan
infektivitas virus. Perlekatan virion dimediasi oleh glikoprotein E dan infektivitas
berhubungan dengan afinitas perlekatan protein E pada permukaan sel. Antibodi
mengikat protein E dan menghalangi perlekatannya dengan reseptor. Sejumlah data
memperlihatkan terdapatnya kompleksitas dari determinan antigen yang dikenal oleh
antibodi pada permukaan virion. Berdasarkan sekuen dari sejumlah falvivirus diperoleh
kelasifikasi berdasarkan sekuen yang homolog- dan konstruksi dari evolutionary tree .
Berdasarkan perbandingan sekuen asam amino dari protein E,dihasilkkan gambaran
yang sangat sesuai dengan serokompleks flavivirus yang telah diuraikan berdasarkan
netralisasi silang menggunakan serum poIihonal.17

Mikroskop cryoelectron telah digunakan untuk menentukan struktur 3 dimensi
virion dengue serotipe 2. Penelitian ini mengkornfirmasi ukuran dan susunan virion

seperti yang telah dilakukan sebelumnya terhadap virus TBE. Terdapat 90 dimer protein




Eyang tersusun pada permukaan virion dengan susunan menyerupai tulang ikan. Dimer-
dimer ini terpasang paralel pada lipid membran, memberikan bentuk permukaan yang
licin. (Gambar 4). Sebaliknya struktur virion yang immatur (mengandung prM)
menampilkan susunan yang sangat berbeda, dengan terdapatnya tonjolan-tonjolan yang
dibentuk oleh susunan trimer prM/E. Akibatnya ukuran virion yang imatur sedikit lebih

besar dibandingkan dengan virion yang matur.'® (Gambar 3 & Gambar 4)

Gambar 3. Struktur virion Flavivirus yang matur

[ Sumber: Kuhn. Et al 2002}

Immature Mature

Nucleo-
capsid (C) membrane

Gambar 4. Struktur imatur dan matur vriron flavivirus.
[Sumber : Stiasny, K., et al 2006]

Protein lain yang juga dapat berperan sebagai antigen adalah protein nonstruktural 1
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(NS1). Protein ini disekresikan oleh sel yang terinfeksi oleh flavivirus. Eksperimen
menggunakan NS1 yang dipurifikasi dari sel terinfeksi atau NS1 rekombinan
menunjukkan bahwa NS1 menginduksi respon imun protektif hewan coba yang

diinfeksi dengan dengue, yellow fever atau TBE .1%°

C. Genetika
Struktur dan Organisasi genom

Genom virus Dengue kira-kira 11.000 bp dengan 5’ capped (terdapat gugus metil
guanosin) dan 3’-end yang biasanya tidak berpoliadenilasi. Genom ini mengkode 10
protein dalam suatu open reading frame tunggal. (Gambar 5) Terdapat tiga protein
struktural yang dikode pada sepertiga ujung 5’ dari genom virus, yaitu : protein capsid
(C) yang membentuk lapisan pelindung genom (nukleokapsid), protein membran (M),
dan protein envelope (E), yang merupakan protein permukaan yang melekat di dalam
envelop virion. Tujuh protein non struktural (NS) yang dikode pada duapertiga ujung 3’

genom virus yaitu: NS1,NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, dan NSS.1°

NC ns2a ns#a NC
5- prM E [NST INS3 NS5 -3

ns2b  nsdb

Gambar 5. Organisasi genom virus dengue
[Sumber : WHO, 2007]
Keterangan : C = Capsid
prM = prkursor membran
E =Envelope
NS1 = Non-struktural 1
NS3 = Non-struktural 3

NSS = Non-struktural 5
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Protein yang disandi oleh genom virus

1. Protein capsid:

Merupakan protein dengan massa 9 hingga 12 kD, mengandung 112 hingga 127 asam
smino yang sangat bermuatan positif oleh karena mengandung residu Lisin dan arginin
dalam jumlah besar. Besarnya proporsi asam amino ini diduga untuk menentralisasi
muatan negatif dari RNA virus.

2.  Protein Membran : 2 bentuk protein membran telah dikarakterisasasi. (i). prM
yang terdapat pada virion imatur dan (ii) protein membran yang terdapat permukaan
virion yang matur. Hanya protein membran yang matur yang dapat mengalami fusi pada
kondisi asam pada endosom.

3. Protein envelope (selubung) : merupakan protein dengan besar protein 55 hingga
60 kD. Protein E berhubungan dengan sejumlah aktivitas biologi termasuk menmpel
dengan reseptor, hemaglutinasi eritrosit, menginduksi antibodi netralisasi mayor,
memediasi fusi dengan membran pada pH yang rendah didalam endosom dan perakitan
virus.

4,  Protein NS1 : adalah protein dengan besar 42 hingga 50 kD. Protein ini terdapat
dalam bentuk berbeda, pada permukaan sel dan bentuk sekresi pada medium
ekstraseluler. Bentuk dimer ini dipengaruhi oleh regio C terminal yang juga diperlukan
untuk sekresiprotein. Protein ini merupakan salah satu target antibodi.

5. Protein NS3 : protein dengan berat 67 hingga 70 kD dan sangat conserved pada
flavivirus. Dua fungsi yang dimiliki oleh protein ini adalah protein dengan aktivitas
protease dan helikase. Beberapa data menunjukkan bahwa protein ini juga berperan
pada proses é’a\ppihg (penambahan gugus metil guanosin pada 5 genom) dan metilasi
dari RNA virus.

6. Protein NS5 : Merupakan protein dengan besar 104 hingga 106 kD, juga
merupakan protein yang conserved. Protein ini memiliki aktivitas RNA dependent RNA

polimerase.’




Siklus replikasi

Gambaran umum tentang replikasi famili flaviviridae tampak seperti pada gambar 6.
Siklus hidup virus Dengue dimulai ketika vektor menghisap darah dan virus masuk
kedalam tubuh pejamu. Selanjutnya dimulai proses replikasi seperti yang diuraikan

dibawah ini.
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Gambar 6. Siklus replikasi Flaviviridae

{Sumber : Clyde,K dkk. 2006]

(1) Virus Dengue menempel dan (2) masuk ke dalam sel diperantarai reseptor.(3). pH
yang rendah di dalam endosom menyebabkan perubahan pada protein E virus dan
terjadi fusi antara envelop virus dengan membran sel. Nukleokapsid (materi genetik dan

pembungkus virus ) segera masuk ke dalam sitoplasma. Setelah Capsid terbuka (4) RNA
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virus ditranslasi pada membran Retikulum Endoplasma, membentuk 3 protein struktural
dan 7 protein Nonstruktural.Setelah sintesis protein selesai, (5) dimulailah sintesis RNA.
Berikutnya, (6) terjadi perakitan partikel virus di dalam Retikumlum Endoplasma dan
menjadi matur di dalam Badan Golgi. (7) Virus matur disekresikan melalui jalur sekretori

sel pe jamu.

1. Penempelan, Penentrasi dan Uncoating

Virus Dengue menempel pada sel yang memiliki reseptor yang sesuai. Ada dua
mekanisme penempelan virus Dengue. Pertama, kompleks virus dengue dan
Immunoglobin G (IgG) dapat menempel pada makrofag atau monosit melalui reseptor
Fc yang terdapat pada permukaan sel. Mekanisme yang kedua, virus dapat menempel
pada permukaan sel (termasuk monosit) melalui reseptor virus yang sensitif-tripsin.
Reseptor sel host dapat berikatan dengan bagian tertentu dari glikoprotein E.15

Virus dengue melakukan penentrasi pada membran plasma melalui perusakan
membran pada tempat adsorbsi, lalu terjadi proses endositosis. Proses uncoating pada
virus dengue disebabkan terjadinya fusi protein envelope virus dengan membran sel
host yang disebabkan oleh perubahan pH. Kondisi asam dapat menyebabkan ter jadinya

deposit nukleokapsid di dalam sitoplasma. %%

2. Translasi awal dan replikasi RNA awal

Pada fase awal ini RNA virus harus dapat menjadi cetakan untuk replikasi dan translasi.
RNA genom virus Dengue merupakan rantai positif, sehingga harus ditranskripsi terlebih
dahulu untuk menghasilkan rantai negatif untuk proses replikasi. Proses translasi tidak

memerlukan rantai negatif, karena rantai positif dapat langsung ditranslasi .

3. Sintesis dan pemrosesan protein virus dengan proteolitik
Protein struktural dan nonstruktural virus berasal dari prekursor poliprotein yang besar,
yang dikode oleh satu Open Reading Frame yang panjang . Translasi dimulai dari kodon

AUG yang pertama dari genom RNA. Masing-masing protein virus kemudian terbentuk




dengan adanya proses ko-translasional proteolitik pada ujung N dari prM, E, NS1 dan

NS4B terjadi di lumen retikulum endoplasma.

4.  Replikasi RNA

Replikasi RNA terjadi di daerah membran halus perinuklear dari sel yang terinfeksi virus
dengue. Ada tiga bentuk RNA yang dapat diekstraksi dari sel yang terinfeksi virus
dengue, yaitu : RNA replicative form, RNA replicative intermediate dan RNA 42 S RNAse-
sensitive. RNA replicative form merupakan RNA yang utuh, RNA rantai ganda yang
mengandung rantai positif yang utuh. RNA replicative intermediate hanya berupa rantai
tunggal negatif. Baik RNA replicative form maupun RNA replicative intermediate dapat
menjadi prekursor bagi RNA virus rantai 42 S rantai positif. Regulasi dari replikasi RNA
masih belum diketahui, tetapi kemungkinan kompleks polimerase-RNA pada tahap awal

dan akhir memiliki afinitas yang berbeda bagi cetakan rantai positif dan negatif.

5. Perakitan dan pelepasan virus

Perakitan virus dengue melalui beberapa tahapan, yaitu : (i) Perakitan nukleokapsid dari
protein Core dan RNA ; (ii) Nukleokapsid melakukan budding melalui membran yang
mengandung protein integral E dan prM untuk mendapatkan envelope; (iii) Virion
belum matang keluar dari keluar dari retikulum endoplasma dengan cara budding atau
eksositosis vesikel ; (iv) Maturasi virion dan reorganisasi permukaan virion dengan cara
pemotongan protein prm,

Pelepasan virus dengue dari sel yang terinfeksi terjadi melalui eksositosis sekretori
dimana vesikel sekretori yang mengandung virus berdifusi dengan membran plasma.
Protein prM harus dipotong terlebih dahulu sebelum virion dilepaskan atau ketika akan
keluar dari sel. Pemotongan protein prM disertai dengan reorganisasi selubung virion,
yaitu pembentukan trimer protein E dari heterodimer prM-E. Proses pemotongan ini

T . 2
menjadikan virus matang.22 i



D, Patogenesis

Manifestasi klinis yang berat akibat infeksi virus dengue adalah DHf dan DSS.
Kedua manifestasi ini ditandai oleh adanya perdarahan dan kebocoran plasma. Kejadian
kebocoran plasma biasanya terjadi setelah akhir fase viremia, oleh karena itu kebocoran
plasma lebih dihubungkan dengan faktor imunologi akibat infeksi dari pada faktor virus
secara Iangsung.z" Namun secara umum patogenesis DHF didukung oleh 2 teori, yaitu

virulensi dan imunopatogenesis.

Virulensi virus sebagai penyebab DHF

Dari beberapa kejadian luar biasa infeksi dengue dilaporkan bahwa kejadian DHF
berhubungan dengan infeksi sekunder, sehingga muncul terori ADE. Hipoteseis ini
disanggah oleh adanya kejadian DHF pada infeksi primer. Sehingga diasumsikan bahwa
strain virus juga memberikan ma_nifestasi DHF. Sekuen strain Asia virus dengue serotipe
2 sebagai penyebab DHF memperlihatkan terdapat perbedaan pada asam amino 390

dari protein E, di 5’ UTR dan upstream nukleotida 300, 3' UTR.>*%

imunopatogenesis

Antibody dependent-enhancement (ADE)

Mekanisme yang mengakibatkan demam berdarah dengue tidak berdiri sendiri.
Beberapa studi melaporkan infeksi sekunder umumnya menyebabkan demam berdarah
dengue. Fenomena antibody dependent-enhancement (ADE) merupakan hipotesis yang
mendukung beratnya manifestasi klinis pada infeksi sekunder. Terdapat antibodi dari
infeksi primer yang berikatan dengan virus dengue serot-ip“e; berbeda pada infeksi
sekunder. Kompleks antigen antibodi ini tidak menetralisasi infeksi tetapi
mempermudah terjadinya infeksi pada sel yang mengekspresikan Fcy reseptor seperti
monosit dan makrofag. ¥ Sementara kejadian DIHF.atau bahkan DSS yang dialami bayi
(usia kurang dari 1 tahun) dan belum pernah terinfeksi dengue, dapat dijelaskan dengan

hipotesis ini karena berkaitan dengan antibodi yang didapat dari ibu.?




Respon imun spesifik dan sitokin

Nilai berbagai macam sitokin pada plasma menunjukkan peningkatan yang lebih
tinggi pada DHF dibandingkan dengan DF. Laporan ini mendukung teori bahwa sitokin
berperan pada proses imunopatogenesis infeksi dengue, oleh karena efek
proinflamatorinya pada sel endotel vaskuler. Beberapa sitokin yang meningkat pada
DHF adalah TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 dan IFN-y.** Banyak studi tentang TNF a
melaporkan, sitokin ini merupakan sitokin primer yang memberikan implikasi terhadap
patogenesis. Studi terhadap hewan coba yang diberi terapi anti TNF secara bermakna
menurunkan angka kematian.”® TNF-a dihasilkan oleh monosit yang terinfeksi virus
dengue, sitokin ini meningkatkan permeabilitas vaskuler. Selain itu sel limfosit T yang
spesifik juga memproduksi TNF-a, IL-2 dan IFN-y. Kedua sel ini yang meningkatkan level

sitokin pada kasus DHF >

Aktivasi kompiemen

Sistem komplemen adalah suatu famili serum dan protein pada permukaan sel
yang mengenal patogen melalui pola molekuler, mengubah ligannya dan kompleks
imun.37 Pada DHF, komplemen mungkin diaktivasi melalui kompleks imun yang
terbentuk oleh virus dengue yang bersirkulasi dan antibodi spesifik untuk virus dengue.
Aktivasi komplemen ini belum sepenuhnya dimengerti. Namun beberapa studi
mengindikasikan terdapatnya peningkatan produk aktivasi plasma, C3a dan C5a pada

penderita dangan DHF.?’

Patofisiologi penyakit

Kebocoran plasma terjadi akibat adanya peningkatan permeabilitas pembuluh darah.
Manifestasi akibat kebocoran ini meliputi hemokonsentrasi, hipoproteinemia /
hipoalbuminemia, efusi pleura, ascites, ancaman syok dan syok berat. Peningkatan
hematokrit tidak dapat dipakai sebagai petunjuk oleh karena dapat disebabkan oleh
perdarahan yang berat atau berkaitan dengan cairan intravena.?® Uji torniquet positif

mengindikasikan adanya peningkatan fragilitas dari kapiler. Informasi ini bisa didapat
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pada awal penyakit, dan merupakan akibat !angsung dari virus dengue selama fase
viremia.” Perdarahan pada penderita DHF dapat disebabkan oleh vasculopathy,
trombositopenia, gangguan platelet dan coagulopathy. Jumlah platelet pada penderita
DHF biasanya kurang dari 100 x 109/L. Studi tentang sumsum tulang dari penderita DHF
pada masa demam memperlihatkan adanya hipocellularity dengan penurunan
megakariosit, eritroblas, prekursor mieloid.>? Gangguan platelet ini kemungkinan juga
disebabkan oleh kelelahan akibat aktivasi yang dicetuskan oleh kompleks imun.*?
Gangguan coagulopathy pada penderita DHF disebabkan oleh adanya penurunan
aktivitas faktor pembekuan seperti protrombin, factor V, VII, VIil, IX dan X, antitrombin

dan « 2-antiplasmin, dan produk degradasi fibrin (D-Dimer) sedikit meningkat.31

Gambaran klinis dan klasifikasi penyakit

Manifestasi klinik infeksi dengue sangat bervariasi, mulai dari tanpa menimbulkan
gejala, demam yang tidak dapat diketahui penyebabnya, demam dengue, demam
berdarah dengue hingga sindrom syok dengue (DSS). Demam biasanya terjadi selama 6
hingga 7 hari setelah 2 hingga 7 hari paska inkubasi. Gejala umum dapat diikuti dengan
lemas, nyeri tulang, mual dan muntah. Bintik-bintik perdarahan dapat muncul pada kulit
pada hari pertama atau kedua. Fenomena perdarahan merupakan manifestasi khas
untuk demam berdarah dengue.'®

Untuk kepentingan penatalaksanaan penderita, WHO membuat definisi demam
berdarah dengue dan membuat klasifikasi tingkat keparahan penyakit (Tabel 2) dan
(Tabel 3.).



Tabel 2. Definisi kasus Demam Berdarah Dengue

[Sumber : Malavige, GN., et al 2004]

| Definisi kasus Demam berdarah dengue WHO
Penderita dengan gejala :

1. Demam tinggi selama 2-7 han

3]

Manitestasi pedarahan (minmmal uj torniguet positif)

Jumlah Platelet kurang dari 100 x 10%I

g e

Hemokonsentrasi (terjadi peningkatan nilai haemtokrit lebih dan 20% atau
adanya kejadian kebocoran plasma seperti ascites, efusi pleura, nilai protein

sexum/albwmn menurun)

Definisi kasus Demam berdarah dengue WHO

Penderita dengan gejala :

1 Demam tinggi selama 2-7 hari.

2.  Manifestasi pedarahan (minimal uji torniquet positif)

3. Jumlah Platelet kurang dari 100 x 109/

4.  Hemokonsentrasi (terjadi peningkatan nilai haemtokrit lebih dari 20% atau adanya
kejadian kebocoran plasma seperti ascites, efusi pleura, nilai protein serum/albumin

menurun)




Tabel 3. Klasifikasi tingkat keparahan infeksi dengue.

[Sumber : WHO. 1999]

DF/OHF | Grade’ Symptoms Laboratory

DF Fovar veith two or LetKepmonia
mare of the tallowang | accasionally,
signs: headache Thrombacytopenia
FEtO-ordital peny may Bo present no
myalgia, arthralgea evidence of plasma loss

DHF I Above signs pis Thrombocytopenia
positive taurnicuet < 100.000. Hct rise
test = 20%

DHF H Abiove signs plus Thrombocytopenia
spontaneous bleechng | - 100,000 Hct rise

2 20%

BHF i Above signs plus Thrembocytepenia
circulatery falure = 100.080 Hct rise
fvveak pulse. =20%
hypotension,
restlessness)

DHF Vv Proteund shock vvith Thrembocytopenia

undetectable hMeod
pressure and pulse

< 100,000, Hetrise
- 20%




Iil. TUJUAN DAN MANFAAT

Tujuon Umum

Melakukan pemetaan serotipe dan genotipe virus Dengue dari daerah endemis Demam

Berdarah Denguedi Indonesia
Tujuon Khusus
1. Menganalisis manifestasi klinis dari kasus DBD dari Samarinda, Manado, Ternate dan
Jayapura
2. Manganalisis hasil pemeriksaan hematologi penderita DBD

3. Menganalisis hubungan hasil pemeriksaan hematologi dengan keadaan klinis penderita

DBD
4. Menganalisis manifestasi serologi untuk konfirmasi diagnosis DBD

S. Melakukan pemetaan serotipe virus dengue dari kota Samarinda, Manado, Ternate,

Jayapura dan Manokwari.

6. Menganalisis hubungan serotipe virus Dengue dengan keadaan klinis penderita DBD

Manfaat

1 Memberikan informasi tentang gambaran serotipe dan genotipe virus Dengue dari

daerah endemis di Indonesia
2. Sebagaidatadasar untuk vaksin dengue strain indonesia

"




Pengumpulan data klinis dan sampel penderita DBD
dari berbagai daerah endemik

Pemeriksaan sampel di Laboratorium virologi di Balitbangkes

ELISA untuk konfirmasi
diaanosis

RT-RCR (Lanciotti, 1992)
untuk menentukan

B N T ]

Sequencing

NC
5. lprm  E | NS1

Virs)

| 1. Gen E (untuk
menentukan strain

ns2a
- NS3
ns2b

|

Analisa urutan nukleotida

Gambar 7. Alur Penelitian

ns4a

nsdb




4. Desain dan jenis penelitian

a. Desain penelitian adalah studi potong lintang (cross sectional study})

b. Jenis penelitian adalah survei dasar

4.3 Tempat dan waktu penelition

Tempat penelitian 2 RS di kota Samarinda, Manado, Ternate, dan Jayapura, serta
laboratorium virologi Balitbangkes. Lama penelitian delapan bulan. Penelitian di kota
Manokwari dibatalkan oleh karena sedikitnya jumlah kasus DBD. Rencana untuk pindah
lokasi penelitian di Kota Sorong juga dibatalkan oleh karena terbatasnya waktu untuk
pengumpulan sampel. Rencana pemeriksaan sekuensing untuk menentukan genotype
virus dilakukan di Lembaga Eijkman, namun oleh karena tidak sepakat pada perjanjian
kerjasama maka pemeriksaan sekuensing dilakukan di laboratorium virofogy, namun

membutuhkan waktu untuk optimasi protokol kerja.

4.4. Sampef Penelitian

Populasi : Semua penderita yang diduga menderita Demam Berdarah Dengue (DBD),
yang dirujuk ke bagian anak dan bagian penyakit dalam di dua rumah sakit di kota
Samarinda, Manado, Ternate, Jayapura dan Manokwari.

Sampel : serum yang berasal dari penderita yang diduga menderita DBD dan
memenuhi kreteria inklusi dan dinyatakan tersangka penderita DBD oleh klinisi.

Kriteria Inklusi tersangka DBD : penderita yang dirawat di bagian penyakit dalam dan
bagian éﬁdk ‘yang memenubhi kriteria WHO, yaitu mengalamidemam tinggi mendadak /

tanpa sebab yang jelas, berlangsung terus menerus selama 2-7 hari, disertai manifestas

perdarahan (sekurang-kurangya uji Tourniquet positif), dan/atau trombositopenia
(trombosit <100.000/ul) dan hemokonsentrasi (Ht > 20% dari normal) (WHO 2003) serta
bersedia untuk berpartisipasi dan menandatangani informed concent.

Kriteria eksklusi : tersangka penderita DBD memenuhi kriteria inklusi yang menolak

untuk berpartisipasi.



Besar sampet penelitian :

Sampel dikumpuikan dari 2 Rumah Sakit pada masing-masing kota Samarinda,
Manado, Ternate, Jayapura selama 7 bulan. Untuk kota Samarinda dan Manado
diasumsikan jumlah penderita yang terinfeksi virus dengue dengan distribusi serotipe
virus sama dengan yang ditemukan di kota Pontianak. Agar semua serotipe virus yang
didapat minimal 20, maka dihitung berdasarkan persentase serotipe yang paling
banyak.Jumlah kasus yang terinfeksi virus dengue serotipe 3 merupakan jumlah yang
paling banyak (46%), dan digunakan sebagai dasar perhitungan.Untuk perhitungan

sampel berdasarkan rumus sebagai berikut:
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Diasumsikan jumlah kasus DBD yang terinfeksi (P) = 0,46 jarak (d) = 5%, Confidence

Interval =95%, Z = 1,645 maka jumlah sampel adalah

(2,71) x (0,46 x0,54)
N = - = 269,3 ~270 sampel
(0,0025)

Untuk kota Ternate dan Jayapura agar mendapatkan virus dengue
dengan jumlah yang diharapkan, dihitung berdasarkan distribusi serotipe virus

dengue yang diidentifikasi dari kota Kupang. (virus dengue serotipe 3 ;33%)

(2,71) x (0,33x0,67)
N = = 239,7 ~ 240 sampel
(0,0025)

Jumlah keseluruhan sampel yang dikumpulkan pada penelitian ini 2 x 270 =
540sera (untuk kota Samarinda dan Manado) dan 3 x 240 = 720 sera (untuk kota
Ternate, Jayapura dan Manokwari). Mangingat jumlah kasus dari kawasan Indonesia
bagian Timur tidak begitu banyak, maka untuk kota Ternate, Jayapura dan Manokwari

jumlah sampel dikurangi 50%. Sisanya akan diambil pada tahun berikutnya. Sehingga




sampel yang akan dikumpulkan pada tahun 2012; 540 + 360 =90C sera.

Jumlah target sampel untuk kota Ternate dan Jayapura harus dikurangi lagi
setelah mendapat data jumlah kasus DBD dalam beberapa tahun belakangan dari Dinas
Kesehatan Maluku Utara dan Papua. Jumlah target sampel dari Ternate dan Jayapura
sehbelumnya masing-masing 120, dikurangi setengahnya menjadi 60 untuk masing-
masing kota. Sehingga jumlah target sampel keseluruhan 660.

Rencana semula akan dilakukan identifikasi strain virus dengue dengan
menggunakan sampel yang dikumpulkan pada penelitian ini dan sampel yang sudah
dikumpulkan sebelumnya. Di laboratorium Litbangkes terdapat serum yang teiah
dikumpulkan dari kabupaten Ciamis, belum dilakukan pemeriksaan serotipe virus.
Serum tersebut akan dilakukan pemeriksaan RT PCR bersamaan dengan sampel yang
dikumpulkan pada penelitianini. Jumlah sampel yang akan dilakukan pemeriksaan RT
PCR sebanyak 900 + 350 sera dari Ciamis = 1250 sera. _

Untuk menentukan strain virus akan disekuensing gen E dari masing-masing
serotipe virus dan diperlukan paling sedikit 20 sampel per masing-masing kota. Oleh
karena jumlah sampel yang ada belum memenuhi kriteria, maka akan dilakukan
sekuensing gen E pada semua sampel positif virus dengue yang sudah terkumpul.
Jumlah sampel yang sudah dapat dilakukan identifikasi gen E, Medan 58, Pontianak 54,
Jakarta 36 dan Kupang 36, dan Ciamis 100 sampel. Jumlah sampel yang akan dilakukan
identifikasi gen E adalah 284 sampel.

Bila untuk sekuensing gen E diperlukan masing-masing 4 primer untuk masing-
masing serotipe, maka satu sampel akan disekuensing sebanyak 4 kali, maka jumlah
pemeriksaan sekuensing gen E yang akan dilakukan adalah 284 sera x 4 kali = 1136
pemeriksaan sekuensing.

Untuk sekuensing keseluruhan genome, diambil 1 sampel untuk masing-masing
serotipe dari masing-masing kabupaten/kota. Jumlah keseluruhan sampel yang akan
disekuensing whole genome ; 4 serotipe x 10 kabupaten/kota = 40 sampei.

Bila pemeriksaan sekuensing whole genome untuk satu serotipe virus memerlukan 30

primer, maka jumlah pemeriksaan sekuensing yang akan dilakukan untuk identifikasi




whole genome adalah;

30 primer x 4 serotipe x 10 kabupaten kota = 1200 pemeriksaan sekuensing

Jumlah keseluruhan pemeriksaan sekuensing adalah 1136. Untuk mengantisipasi
kekurangan reagen karena kegagalan pemariksaan sehingga perlu diulang, maka jumlah
pemeriksaan ditambah 10 %. Sehingga jumlah keseluruhan pemeriksaan sekuensing
2570 pemeriksaan.

Namun oleh karena perjanjian kerjasama kedua instansi tidak dapat dispakati,
pekerjaan identifikasi genetik dilakukan di lapratorium virologi Litbangkes oleh peneliti
Llitbangkes. Oleh karena jumlah reagen yang disediakan untuk pemeriksaan sekuensing
di Litbangkes hanya untuk 1000 reaksi, maka sekuensing gen E yang tadinya akan
dilakukan terhadap 20 sampel per serotipe per kota, maka dikurangi menjadi 1 per
serotipe per kota. Dan pemeriksaan sekuensing keseluruhan genom yang tadinya akan
dilakukan terhadap 1 ser(_)tipe virus per kota ditiadakan, diganti dengan pemeriksaan

gen NS1untuk 1 sampel per serotipe per kota.

a. Cara Pengumpulan sampe! :

Anak-anak atau dewasa penderita DBD (derajat |, Il, Il dan IV) yang dinyatakan
memungkinkan untuk diambil darahnya oleh dokter ahli anak atau dokter ahli penyakit
dalam, akan diambil darah vena Cubiti sebanyak 5 ml.Serum darah dipisahkan,
dimasukkan ke dalam Cryovials dan disimpan dalam freezer -20°C. Pada waktu yang
sudah ditentukan sera yang sudah terkumpul akan diambil dan dibawa ke
laboratorium virologi di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan

~

Litbangkes.

4.5. Definisi Operasional

Sampel positif DBD adalah sera tersangka penderita DBD yang dinyatakan memenuhi
kriteria inklusi oleh klinisi setempat dan menunjukkan hasil positif pada hasil

pemeriksaan serologi (RT-PCR).




4.6, Bohan dan prosedur kerja
Sampel serum yang sudah terkumpul terlebih dahuiu dilakukan pemeriksaan ELISA
untuk konfirmasi diagnosis. Kemudian dilakukan pemeriksaan RT PCR untuk

menentukan antigen dan serotipe virus dengue.

a. Pemeriksaan ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Pemeriksaan ELISA untuk deteksi antibody terhadap virus dengue menggunakan kit

PanBio IgM Capture ELISA dan PanBio IgG Capture ELISA.

Cara kerja untuk deteksilg M Dengue :
1. Pastikan semua reagen dan strip untuk tes berada pada suhu ruang sebelum
digunakan.
2. Encerkan serum dengan menggunakan serum difuent (pink) perbandingan 1:100.
e 495ulserum diluent + 5ul serum
3. Encerkan calibrator, kontrol positif dan kontrol negative denagn serum diluent.
e 495ul serum diluent + 5ul controls
4. Tambahkan 100ul serum yang telah diencerkan serta kontrol pada sumur plate untuk
tes sesuai dengan tempat yang telah ditentukan.
5. Inkubasi plate microtiter selama 60 menit pada suhu 37°C + 1°C.
6. Siapkan Antigen-Monoclonal Antibody Tracer mix. Untuk plate 96 well, tambahkan
e 40ul antigen (biru) + 9960ul Antigen diluent
e Ambil 6ml antigen yang sudah diencerkan dan tambahkan dengan 6ml of Mab
Tracer (kun'i'r?g} '
e Inkubasi mix selama 60 menit pada suhu ruang.
7. Cuci sebanyak 6 kali dengan wash buffer.
Encerkan Wash Bu ffer:
e 950ml aquadest + 50ml wash buf fer concentrate
8. Tambahkan 100ul Antigen-Monoclonal Antibody Tracer mix pada masing-masing

sumur.



9. Inkubasi p/ate mikrotiter 60 menit pada 37°C + 1°C.

10. Ulangi pencucian seperti langkah no 7.

11. Add 100ul TMB into each well.

12. inkubasi p/ate mikrotiter selama 10 menit pada suhu ruang.

13. Tambahkan Stop Sofution pada masing-masing sumur.

14, Baca plate mikrotiter pada 450nm, dengan reference fiiter 630nm.
15. Kalkulasi :

e Cut-off=Mean absorben Calibrator x Calibration Factor

e Calculated value = (Absorbance / Average of Cut-off) x 10

e Serum dikatakn positif IgM Dengue jika hasil perkalian lebih besar dari 11.

Carakerja untuk deteksi Ig G Dengue :
1. Pastikan semua reagen dan strip untuk tes berada pada suhu ruang sebelum
digunakan.
2. Encerkan serum dengan menggunakan serum diluent (pink) perbandingan 1:100.
e 495ul serum diluent + Sul serum
3.Encerkan calibrator, kontrol positif dan kontrol negative denagn serum diluent.
e 495ul serum diluent + 5ul controls

4, Tambahkan 100ul serum yang telah diencerkan serta kontrol pada sumur plate untuk
tes sesuai dengan tempat yang telah ditentukan.
5. Inkubasi plate microtiter selama 60 menit pada suhu 37°C + 1°C.
6. Siapkan Antigen-Monoclonal Antibody Tracer mix. Untuk plate 96 well, tambahkan

e 40ul antigen (merah) + 9960ul Antigen diluent

e Ambil 6ml antigen yang sudah diencerkan dan tambahkan dengan 6ml Mab

Tracer (hijau)

e Inkubasi mix selama 60 menit pada suhu ruang. [

7. Cucisebanyak 6 kali dengan wash buffer.

Encerkan Wash Buffer:

e 950ml aquadest + 50ml wash buffer concentrate




8. Tambahkan 100ul Antigen-Monoclonal Antibody Tracer mix pada masing-masing
sumur.

9. Inkubasi plate mikrotiter 60 menit pada 37°C + 1°C.

10. Ulangi pencucian seperti langkah no 7.

11.Add 100ul TMB into each well.

12. Inkubasi plate mikrotiter selama 10 menit pada suhu ruang.

13. Tambahkan Stop Solution pada masing-masing sumur.

14.Baca plate mikrotiter pada 450nm, dengan reference filter 630nm.

15. Kalkulasi :
) Cut-off= Mean absorben Calibrator x Calibration Factor
J Calculated value = (Absorbance / Average of Cut-off) x 10

o Serum dikatakn positif Ig G Dengue jika hasil perkalian lebih besar dari 22.

b. Pemeriksaan RT PCR

Isolasi RNA

RNA virus diisolasi terlebih dahulu dengan menggunakan menggunakan QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen). Lisis virus menggunakan buffer yang mengandung guanidin tiosianat,
diikuti dengan 2 kali pencucian menggunakan buffer yang salah satunya juga mengandung
guanidin tiosianat. Filatrasi menggunakan QlAamp Mini spin column dan terakhir elusi
menggunakan buffer yang mengandung RNase free water dengan 0,04% sodium azida.
Cara kerja:

1. Untuk 1 sampel, siapkan 560 pl buffer AVL dengan 5,6 pt carrier RNA (yang sudah
dilarutkan dengan buffer AVE dan tersimpan pada suhu -20°C).

2. Bekerja pada Biosafety Cabinet Class {f, tambahkan 140 pl serum pada Buffer
AvL/Carrier RNA (560 pl) pada tabung mikrosentrifus. Mix dengan vortex selama 15 detik.

3. Inkubasi pada suhu ruang (15-25°C) selama 10 min.

4, Sentrifus untuk menurungkan cairan pada ruru tabung.

5. Tambahkan 560 pl ethanol absolut pada masing-masing sampel, mix dengan vortex



selama 15 detik.

6. Pindahkan 630 pl larutan dari tahap 5 ke QlAamp spin column, tutup dan sentrifus 8000
rpm selama 1 menit. Tempatkan QlAamp spin column pada coflection tube yang sudah
disiapkan, buang tabung yang mengandung filtrat.

7. Hati-hati membukan QIAamp spin column dan ulangi tahap 6.

8. Hati-hati buka QlAamp spin column dan tambahkan 500 pl buf fer AW1, tutp tabung dan
sentrifus 8000 rpm selama 1 menit. Pindahkan QlAamp spin column pada collection tube
yang bersih, buang tabung yang mengandung filtrat.

9. Hati-hati buka QlAamp spin column, dan tambahkan 500 pl buffer AW2. Tutup tabung
dan sentrifus 14,000 rpm selama 3 menit. Ulang setrifus 14,000 rpm selama 1 menit
setelah mengganti collection tube.

10. Tempatkan QlAamp spin column pada tabungmikrosentrifus 1.5 ml. Buang collection
tube yang mengandung filtrat. Buka QlAamp spin column dan tambahkan 60 ul of buffer
AVE. Tutup, inkubasi pada suhu ruang selarﬁa 1 menit.Sentrifus pada 8000 rpm selama 1
menit.

11. Buang column filter dan simpan RNA dalam refrigerator selama menyiapkan PCR

master mix.

RT PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction)
Penentuan serotipe menggunakan protokol RT-PCR dari Lanciotti : dengan sedikit
modifikasi sesuai dengan protokol dari reagen yang digunakan, yaitu Platinum Tag DNA

Polymerase (Invitrogen).

Tabel 4. Primer serotyping

Primer Sequence Genome Productsize
position (bp)

D1 5'-TCAATATGCTGA AACGCGCGAGAAACCG-3’ 134-161 511

D2 5'-FTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’ 616-644 511

751 5’-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’ 568-586 482 (D1 & TS1)




—_——

P (152 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3’ 232-252 119 (D1 & 752} |
| Ts3 5. TAACATCATCATGAGACAGAGC-3’ 400-421 290 (D1 & TS3)
{TSA | 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’ 506-527 392 (D1 & TS4)

o Amplifikasi { (PCR 1)

1. RT PCR master mix menggunakan Invitrogen Superscript lll with Platinum Taq cat no
12574-026

2. Cairkan reagen (2x Reaction mix, Distilled water, Primer D1 dan D2 kecuali enzim Taq
polymerase, karena enzim ditambahkan terakhir).

3. Persiapan reagen dilakukan pada laminar flow.

4. Padatabung sentrifus 1,5 ml siapkan reagen sebagai berikut:

‘ Reagen Vol (ul}
2x Reaction mix 12.5
Destilled water 4.5
Primer D1 1
Primer D2 1
Platinum Taq 1
Jumlah 20

5. Padaruangan terpisah (ruang ekstraksi )}t ambahkan 5 pl RNA pada campuran reagen

tersebut. iy

6. Set pada mesin PCR dengan protocol sebagai berikut:

1. 48.0 45:00
2.940 02.00
3.940 00:30

|
!
600 01:00 i; 40 x
68.0 0200




4. 68.0 07:00
5 80 =

Amplifikasi i

1. Siapkan reagen pada tabung sentrifus 1,5 ml dengan komposisi sebagai berikut:

Reagen Vol (uf)
2x Reaction mix 12.5
Destilled water 24
Primer D1 1
Primer TS1 1
Primer TS2 1
Primer TS3 1
PrimerTS4 1
Platinum Taq 0.1
Jumlah 20

2. Diruangan terpisah, bekerja pada BSC I, encerkan amplikon hasil PCR | dengan
pengenceran 50 kali (49 pl destilled water + 1 pl RNA hasil PCR 1).
3. Tambahkan 5 pul RNA yang telah diencerkan pada reaction mix.
4. Set mesin PCR dengan protocol sebagai berikut:
1. 94.0 02.00
2940  01:00
58.0 01:00 lr 20x
72.0 02:00 Jl
3. 720 10:00

4. 80 oo

5. Amplikon hasil PCR Il dilanjutkan dengan dielektroforesis .
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Hasit amplifikasi diidentifikasi dengan menggunakan gel 2 %.

Elektroforesis
Persiapan gel agarose 2% : timbang 2 gr agarose, dengan menggunakan tabung Erlenmeyer
250 ml larutkan dalam 100 ml 1 x TBE buffer.* Didihkan, sebelum dingin tambahkan 10 pg
ethidium bromide(dalam larutan)** campur hingga rata. Tuang pada cetakan gel, hindari
terbentuknya gelembung udara, biarkan dingin (t+ selama 30 menit). Simpan dalam
refrigerator bila belum akan digunakan.

*Untuk membuat TBE buffer 1 x, tambahkan 100 ml TBE buffer 10 x pada 900 ml

distilled water
**Tergantung pada konsentrasi Ethidium Bromide dari produsen, atur agar terdapat

10 pg terdapat pada gel

1. Pada tangki yang terisi 1 x TBE, masukkan gel

2. Tambahkan 1 ul loading dye yang telah dicampur dengan 10 ul (tergantung ukuran
well pada gel) amplicon (produk PCR) pada masing-masing well. Jangan lupa
tambahkan marker pada well yang terakhir

3. Hubungkan tangki gel dengan kabel listrik dan nyalakan. (Detil penggunaan alat
berbeda-beda untuk masing-masing merk).

4. Proses elektroforesis berlangsung selama 40 menit. Hasilnya dibaca dengan

menggunakan Gel doc.

¢. Pemeriksaan sekuensing
Primer yang akan digunakan pada penelitian ini adalah primer yang sebelumnya telah
digunakan untuk sekuensing sampel DBD dari Indonesia tahun 2004 oleh Harun S dkk

{komunikasi pribadi). Urutan primer yang akan digunakan Tabel 5.



Tabel 5. Primer Genotyping

Sekuen Primer : | Dengue
5-ACAGCTTCCCCTGGTGTTGG-3’ DEN-1 ]
' 5'-DTCTTCCCAACTGGAYACATG-3' | DEN-1
5’-YACRCARTCATCTCCRCTGAT-3' DEN-1
| 5'-CACTCCACTGAGTGAATTCTCTCT-3' | DEN-1
5'-GGRATRACATCCCATGGTTT-3’ DEN-1 .
5'-AGRACACGTAACGTTCTWCCTTC-3’ | DEN-1
| 5-CCTACCTCCTCCTARAGATTTCA-3' | DEN-1
| 5-CAAGTCCCATCAATATAGCTGC-3' | DEN-1
5-CCAGTYARCACAGCTATCAAAGC-3’ | DEN-1
5’-TCTCTCYGGCTCAAAGAGGG-3’ DEN-1
5'-CRTAGCCTGARTTCCATGATCT-3’ | DEN-1
5'-CCTCGTCCTCAATCTCTGGTAG-3' | DEN-1
5. TTCCACTTCYGGAGGGCT-3' . | DEN-1
5'- CCGGAAGCCATGTTGTTTT-3' DEN-1
| 5-GCATYTTTCTRCTCCATCTGGATC-3' | DEN-1
| 5-CARCTTCCARGTYTCGTTCTT-3' DEN-1
5-CCAATGGCYGCTGAYAGTCT-3’ DEN-1
5-AAAGGTGGYTCYGYYTCAAT-3’ DEN-1
5 -GTTTGTGGACRAGCCATGATT-3' | DEN-1
5'-CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC-3' | DEN-1
5’.CATYGCAATRAGRGTGCACAT-3* | DEN-1
5'-AGCTTCCGATTCGAAACTGT-3' | DEN-1 }
5'-AGAACCTGTTGATTCAACAG-3’ DEN-1
5’-TRGCTCCATCGTGGGGAT-3' DEN-1
5-TTGCTYTCAGGCCAAGGACC-3’ DEN-1 |
5'-AAACGTTCCGTSGCACTGGC-3' DEN-1
5'-TGTGTGTCGMCGAACGTT-3’ DEN-1
i 5’-GCAATGCACACYGCGTTG-3’ DEN-1
5-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC-3' | DEN-1 .l
5'-GGCCCAAGGRAARAAAATG-3’ DEN-1
| 5-ACAAACAGCAGGGCCRTGGCA-3' | DEN-1
| 5'-CCTAGCYYTGATGGCYACTTT-3’ DEN-1

5'-RGCYGGSCCACTAATAGCT-3'

DEN-1
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' 5’-AAGAGRCTGGAACCRAGYTGGGC-3’ | DEN-1
. 5’AAATGGCAGAGGCGCTCAAGGG-3’ | DEN-1
| 5'-ACAAAAAAYAAYGACTGGGACTAT-3' | DEN-1
. 5_ATGGRGAAAGGAACAACCAG-3' | DEN-1
. 5-GGATAGCGGCCTCYATCATACT-3' | DEN-1
| 5"-GCAAARGCYACTAGAGAAGCTCAA-3' | DEN-1
| 5’-GAAACRACYAAACAYGCAGTG-3' | DEN-1
5’.CCACYCATGAAATGTAYTGGGT-3' | DEN-1
5'-GCCARGTGGTTATGGGGTTT-3' DEN-1
5 .GGATGATCTTCAGAATGAGGC-3° | DEN-1
5’ TYATGAAGGATGGGAGGGA-3’ DEN-1
5'-AGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3’ DEN-1
5'-AGGAAACGAAGGAACGCC-3' DEN-2
5'-ACGCCATGCGTACAGCTT-3’ DEN-2
5. CCGTYGTCATCCATTCATG-3’ DEN-2
5’ TTTCTTCTGTGRCTGTCAGGTG-3' | DEN-2
" 5 TCTGCTGCCTTTTGCCTT-3’ DEN-2
5’.CATGGTAWGCCCAYGTTTTGT-3’ | DEN-2
5 - TTCTGGCGGRRTGAAGAA-3’ DEN-2 B
5-TGACACYGCAATGGTAGTGTT-3' | DEN-2
5’ _CAATGCTATGTCTCARCATTGGTGT-3' | DEN-2
5’.TACGCCCTTCCRCCTGCTTCA-3’ DEN-2
5'.CCAGTGTGCACAGTCTTCATCAT-3’ | DEN-2
5. ATGGRTCTCTRCTTCCCGG-3’ DEN-2
5'.CACCATTACCATAAAGACCCAC-3' | DEN-2
5'-GCCGTGATTGGTATTGATACAGGA-3’ | DEN-2
5'-GTGCAACTCACTTTCCATGC-3' DEN-2
5-CGGCTGTGACCAAGGAGTT-3’ | DEN-2
5'.CCGCTGACATGAGTTITGAGTC-3" | DEN-2
5'.CCACTGCCACATTTCAGTTC-3’ DEN-2
| 5-GGCGRCCTAAGACATRTCTTTT-3’ | DEN-2
5'-GCCATARCCTGTCARTTCTGC-3' | DEN-2
5’-CTGAAACCCCTTCTACAAAGTCTC-3' | DEN-2
5’ -TGTGGTTCTCCGTTACGTGT-3' DEN-2
5’ AGAACCTGTTGATTCAACAG-3’ DEN-2

5’-GCAACAGCTGACAAAGAGATTCTC-3’

DEN-2
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02 |

| 5’-CACCACRGGAGAACAYAGAAGA-3' | DEN-2
D253 | 5’-CAGCCTAAAWGAAGAGCAGGA-3' | DEN-2 _
D254 | 5-GCGAAGAAACAGGATGTTGTTG-3* [DEN-2
D255 | 5-GGTGACACAGCCTGGGATTT-3’ DEN-2
D256 | 5’-YATGACAGGAGACATCAAAGGA-3' | DEN-2
DS7 | 5-WCAACACAACTAYAGACCAGGCT-3’ | DEN-2
D258 | 5. TGGGCGTGACTTATCTTGC-3’ DEN-2
D259 | S-GCATTITRGCCAGTTCTCTCCTA-3' | DEN-2
D510 | 5-GYGCTGTYCTAATGCATAAAGG-3' | DEN-2
D211 5’ YAGAGTCGTGGCAGCTGAA-3' DEN-2
02512 5’-GGAAGACYTTTGATTCTGAGTATGT-3’ | DEN-2
02513 5’'-GCAGACAGAAGGTGGTGTTTT-3' | DEN-2
05514 5’-CCACACTGGATAGCAGCTTCAATA-3’ | DEN-2
02515 5’-GACTYCAAGCAAAAGCAACC-3’ DEN-2
D516 5. CAGGAAGTGGATAGAACCTTAGCA- | DEN-2
5’-CTCTCACGRAACTCCACACAT-3’ DEN-2
5’ _-RGCAGAGTGGCTKTGGAAA-3’ DEN-2
5’-GGGACACAAGAATCACACTAGAAG-3’ | DEN-2
5’ . AGGAATACACAGATTACATGCCA-3’ | DEN-2
5’ -GGAATGGTGCTGTTGAATCAAC-3' | DEN-2
5 -AGTWGTTAGTCTACGTGGAC-3’ DEN-2
5'-GGTTTCTCACGCGTTTCAG-3’ DEN-3
5 .TTTTAACGTCCTTGGACGG-3' DEN-3
5'-GGATGCTAGTCTRAGATCTCTTCTG-3' [DEN-3
| S-CTGCCTCTTTGGTCTTTCCT-3’ DEN-3
DIAS 5’.CGTTCTCTGTCCACAAGTTTCC-3' | DEN-3
5-GCATTRACATGTCGRGTTCC-3' DEN-3
5"-TCCTCGCACTTCTGTRACTTT-3’ DEN-3
5’-TTGAACTGCACACARAACCAG-3’ | DEN-3
5’ -CACCTGGYTCYTTAGACATTCCTA-3’' | DEN-3
5’.GCYGCAAARTCCTTGAATTCCT-3' | DEN-3
5’ -TTGGTCCAGCCAGGATCA-3’ | DEN-3
| 5-GTGAAATGRGCCTCATCCAT-3*  |DEN-3 o
5’-CCTGGCATGGTTTGAAAGTT-3’ DEN-3
5 -ACTGTGATCATTAARTTGTGGGA-3' | DEN-3

5’-CCCCARAGCRATTCCATT-3'

DEN-3
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5"-CACTTGGACACTCCGGTGT-3' DEN-3
03A18  5-GATTCCTATCGCAATGCATG-3' DEN-3
D3A19 . 5'-GCGTTTCKGAGACTTCTTTCTTC-3' | DEN-3
D3A20 5'-GACGGTGTATITGAGGTTCTCA-3’ | DEN-3
D3A21 5'-GGCTAGTATGGTRAACCCTGG-3’ | DEN-3
1D3A22 5’-CCTTCTTGAAGCCTTTYARGACCT-3’ | DEN-3
D3A23 5'-AGAACCTGTTGAT CAACAG-3’ DEN-3
10351 5'-CAGTTTCGACTCGGAAGCTT-3' DEN-3
D352 5’-CAACATGTGCACACTCATAGCC-3' | DEN-3
D353 5'-GACTACCATGGCTAAGAACAAGC-3' | DEN-3
D354 5'-GAAGAACAAAGCATGGATGGTA-3' | DEN-3
D355 5'-TGAACCTCCTTTTGGGGAA-3’ DEN-3
D356 5'-CCMAAAAGATTGGCAACAGC'3 | DEN-3
D357 | 5-CATGGGCTATTGGATAGAAAGC-3’ | DEN-3
D38 | S5-GGTGATGAGAGGAAAATT GGG-3' | DEN-3
D359 5'GAAAACAGATTGGCTCCCAA-3’ DEN-3
03510 5'-CCCCCCAGAGACACAGAAAG-3' | DEN-3
03511 5'-CGACACCAGAGTTGGAAGAAG-3' | DEN-3
D3512 5'-GCTCATGGAATTCAGGCAAT-3' DEN-3
D3513 5’-CCAGCTCTCTTTGAACCAGAAA-3' | DEN-3
D3514 5’-CTCYTGGGACTGATGATCTTGT-3' | DEN-3
D3515 | 5-CTGATGGGTTTRGACAAAGGA-3' | DEN-3
D3516 | 5-TTTTTCTATYATGAAATCAGTTGGA-3’ | DEN-3
D3517 5'-CAACAGTGGAAGAAAGCAGAAC-3’ | DEN-3
D3518 5'-ACAAAACCATGGGATGTGG-3' DEN-3
D3519 5'-CTGGTTCTCGCGTGAAAAC-3’ DEN-3
| 03520 | 5-GGGATGATTGCGTAGTGAAA-3' | DEN-3
D3521 | 5'-TCCAGTCACAACGTGGGAA-3’ DEN-3
D3522 | 5-TGTACCTCCTTGCAAAGGACTA-3’ | DEN-3
D3523 5'-AGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3’ DEN-3
AF1 5'-AACGAAAMAAGGTGGTTAGRCCA-3' | DEN-4
AF2 5'-CYATGGAYYTGGGTGAWATGTGTG-3' | DEN-4 e
A3 | 5-TYWCAACYRTRGCYCARGGAAA-3' | DEN-4
A4 5'-AYTATGGAGAAYTRRYACT-3' DEN-4
| AFS 5'-GGAGCTCCRTGTAAARTBCCCAT-3' | DEN-4
| AF6 5"-RRYYGTTGGAGGWATYACYCTGTT-3' | DEN-4




AR1 | 5-CTTGCCTTYGGTCAACACCC-3’ DEN-4

AR . 5'-TGARACYCCTCCAAACATRGTTGT-3’ | DEN-4

| AR3 S'-TTCCCTTRATYCTCAAYTTYTCCA-3' |DEN-4
AR4 5 -TGRRKRTCTCCRTTGTGRACTGT-3' | DEN-4

R4 5'-GCGACYAGCATCATTAGRACAAAG-3' | DEN-4

ARG | 5-TRAGRGGTTCRCCATCTCTKGTT-3' | DEN-4 B
|BF1 | 5’-GGATGGACTTACTACGAGCCCTCA-3' | DEN -4

BF2 5-GGAGCYCARGCTYTRCCAGTGTA-3’ | DEN-4

BRI 5'-CCTCGTTAAGRGGCCARGATC-3' | DEN-4

1R2 | 5-TGATGGCTADGTGGRTMTGTCCT-3' | DEN-4

CF1 | 5’-TGCTATTCTCAAGTGAACCCAACA-3’' | DEN-4

(F2 5'-GGACCARYYTTRACCTTRTGGG-3' | DEN-4

CF3 5"-TCAAGCATGCAGTATCWAGAGGGT-3' | DEN-4

CR 5'-GGCTTCAGTCCTGTCCACTTCTAG-3' | DEN-4 _
(R2 | 5-GCCCATGTWGTYCTCATCARGAGT-3' | DEN-4

(RM3 | 5'-ARAGCATGACTARGGAWGCTGTCA-3' | DEN-4

DF1 5’-SVRAAGAACATTCAYWCGGCYATA-3’ | DEN-4

DF2 5'-AAAAACGCAGCARAAAGGGG-3 | DEN-4’

DR1 5'-ATCCATCTTGCGGCGCTCTGTG-3 | DEN-4

DR2 5'-TCAARCCGTGGCACAAGTGG-3' | DEN-4

\DRM3 5"-GYTATRGCCGWRTGAATGTTCTT-3' | DEN-4




Sampel RNA virus

cDNA

Gambar 8. Urutan strategi sekuensing yang dilakukan untuk mendapatkan genom virus.

PCR1 PCR 2

PCR 3

PCR 4

PCR 5
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NS1-NS5

3’'UTR

Reverse Transcription untuk persiapan template region E/NS1.

Primer forward dan reverse didisain overlopping. Tm antara 55 dan 65°C dengan GC

centent35 sampai 60%.

Amplifikasi cONA untuk sekuensing

Primer untuk identifikasi genetic dioptimasi terlebih dahulu dengan menggunakan

protokol ker ja sebagai berikut:

Pada tabung PCR disiapkan reaksi RT dengan komposisi sebagai berikut:

- Serotype-specific primers (1 pl each) 2

- Nuclease-free water 4

- 10 mM dNTP mix 1
- RNAsample 6

Inkubasi pada 65° C selama 5 menit, segera taruh di atas es selama 3 mint.




Tambahkan :

- 5X First Strand Buffer 4 pli

- 01MDTT1

- RNAse Out (40U/pi) 1

- Superscript Il RT 1 pi
Sehingga total volume 20 ul

Dengan menggunakan pipet, mix campuran dan inkubasi pada thermal cycie dengan

Kondisi :

$5° C for 60 minutes
- 70° Cfor 15 minutes
- 4 Chold

Pada tabung PCR buat campuran reagen untuk reaksi RT dengan komponan sebagai

berikut: |
- 10X Pfu Buffer 5 ul
- 10 mM dNTP Mix 1 pl
- CDNAZ pl
- Sense primer* (10 pmol) 1 pl
- Antisense primer* (10 pmol) 1 pl
- PfuTurbo DNA Polymerase, 2.5 U/ul 1 pl
- Nuclease-free water 39 pi
Totalvolume 50 pl
* Menggunakan Primer yang spesifik untuk mesing-masing serotipe.
Thermal cycle setting:
95° C for 2 menit,
45 cycles konsidi :
95° C for 30 seconds

55° C for 1 minute



72° C for 4 minute 30 seconds
72° C for 10 minutes
4°C hold

Sekuensing DNA
Fragmen hasil purifikasi dengan PCR dilakukan pemeriksaan sekuensing dengan mesin

Applied Biosystem 3730 x| DNA Analyzer, dan kit BigDye Terminator v 3.1.

4.7. Analisis Data

Data klinis akan dianalisis menggunakan program SPSS v 15.

(http://www.mbio.ncsu.edu.BioEdit/bioedit.html). Runutan nukleotida hasil sekuensing

Analisis data sekuensing dilakukan dengan perangkat lunak Genetix 2.0 dan BioEdit 7.0
diperiksa ulang dengan membandingkannya dengan elektropherogram, kemudian
disambung satu sama lain sehingga menghasilkan runutan nukleotida lengkap gen E. }
Runutan nukleotida gen E dibandingkan dengan strain virus dengue lainnya yang berasal

dari kasus dengue di Indonesia dan Thailand.

V.PERTIMBANGAN [ZIN PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan serum yang berasal dari penderita DBD. Oleh karena itu dimintekan

iin etik karena menggunakan sampel manusia



V. HASIL PENELITIAN

1. Deskripsi

Untuk mencapai jumlah target sampel kasus DBD untuk penelitian ini, kami membandingkan
data tren kasus DBD dalam beberapa tahun sebelumnya. Data diperoleh dari Dinas Kesehatan
Provinsi. Data dari masing-masing provinsi diikuti dengan hasil dari sampel yang telah
| dikumpulkan. Jumlah sampel yang terkumpul pada penelitian ini adalah 660, 270 kasus dari

Manado, 270 dari Samarinda, 60 dari Ternate dan 60 dari Jayapura.

1. Samarinda

350 Samarinda
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Sumber : Dinas Kesehatan Provinsi Kalimantan Timur

Gambar 9. Tren kasus DBD di kota Samarinda
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Tabel 6. Distribusi sampel Samarinda

B Jumlah %
Peny Dalam 54 20
Anak 216 80
Laki-laki 165 61
Perempuan 105 39
Inf Primer 89 33
fnf Sekunder 181 67
Derajat Penyakit:
Bukan inf dengue 46 17
DD 119 44
DHF Grade | 30 11
DHF Grade Il 59 22
D#F Grade HI 16 6
Range Umur 3th-67th
2. Manado
350
300
250
3
8 200
o
E 150
- =)
100 . J-}‘-'E T = . '
- S - o
0
Jjan Feb Mar Apr May Jun  Ju! Aug Sep Oct Nov Dec

Sumber : Dinas Kesehatan Provinsi Sulawesi Utara
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Tabel 7. Distribusi sampel dari Manado

_ Jumlah %

Peny Dalam 54 20
Anak 216 80
Laki-laki 162 60
Perempuan 108 40
Inf Primer 97 36
Inf Sekunder 173 64
Derajat Penyakit:

Bukaninfdengue 8 3
DD 178 66
DHF Grade | 57 21
DHF Grade I} 19 7
DHF Grade Ill 8 3
Rerata Umur

<5 59 22
6sd 12 145 54
13sd18 35 13

>18




1 3. Ternate
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u 4 Jayapura
| 16
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12

10

Jumiah kasus

Jan

:I_'abe! 8. Distribusi sampel dari Ternate

) ) Jumlah %
Peny Daiam 9 15
Anak 51 85
Laki-laki 26 43
Perempuan 34 57
Inf Primer 9 15
Inf Sekunder 51 85
Derajat Penyakit:

Bukan inf dengue 8 13
DD 10 17
DHF Grade | 10 17
DHF Grade II 24 40
DHF Grade Il 8 i3
Umur

<6 3 50%
6sd12 3 _50% _

Feh Mas Apr Mei Jun 3l Sept

Sumber: Dinkes Prov Papua

Gambar 12. Tren kasus DBD di kota Jayapura
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Tabel 9. Distribusi sampel dari Jayapura

Jumlah %

Peny Dalam 43 72
Anak 17 28
Laki-laki 43 72
Perempuan 19/ 28
Inf Primer 26 43
Inf Sekunder 34 57
Derajat Penyakit:

Bukan inf dengue 9 13
0D 42 72
DHF Grade 1 ) i5
DHF Grade il 0 0]

DHF Grade il 0 0

Umur

<5 9 15
6sd12 17 28
13sd 18 0 0

>18 34 57

2 Manifestasi Klinis

Diagnosis demam dengue dan demam berdarah dengue dikonfirmasi dengan pemeriksaan
antigen berupa deteksi RNA virus dan deteksi antibody yang terbentuk akibat infeksi berupa g
Mdan Ig G. Ig G yang terdeteksi pada penelitian ini mengindikasikan adanya infeksi sekunder,
oleh karena kit yang digunakan diset untuk mendeteksi Ig G yang meningkat pada awal infeksi.
Untuk konfirmasi a?egn'osis infeksi dengue apabila salah satu dari hasil RT PCR, Ig M atau Ig G
positif maka penderita ditetapkan menderita infeksi dengue. Bila hanya RT PCR positif,
senderita terinfeksi virus dengue, bila Ig M yang positif, penderita infeksi primer dan bila lg G

jang meningkat penderita infeksi sekunder. Bila ketiganya positif, penderita infeksi sekunder.




Tabel 10. Gambaran klinis confim infeksi dengue

Gejala dumlah %
Demam 403 100
Lamademam
2hr 37 9
3hr 79 20
4 hr 143 35
S hr 60 15
6 hr 15 4
Sakit kepala 135 34
Nyeri mata 46 11
Nyeri otot 39 10
Nyeri sendi 29 7
Mual 139 35
Nyeri perut 135 33
Muntah 170 42
Diare 17 4
Perdarahan spontan 37 9
Ruam kulit 37 9
Ronkhi 6 1
Hati membesar 83 21
Limpa membesar 33 8
Ptechie 33 8

RL




Tabel 11. Gambaran klinis infeksi dengue pada anak

Gejala Jumlah % -
Demam 322 100
Sakit kepala 81 25
Nyeri mata 15 5
Nyeri otot 12
Nyeri sendi 8
Mual 70 21
Nyeri perut 80 25
Muntah 125 39
Diare 13 4
Perdarahan
sporitan 15
Ruam kulit 15 S
Ronkhi 6 2
Hati membesar 75 23
Limpa membesar 29 S
Ptechie 13 4
RL _ _ 98 30

Tabel 12. Gambaran klinis infeksi dengue pada dewasa

Gejala Jumiah %

Demam 82 100%

Sakit kepala 55 67

Nyeri mata 32 39

Nyeriotot 27 33

Nyeri sendi 21 26

Mual 69 84 _
Nyeri perut 57 69 ¥
Muntah 46 56

Diare 4 5

Perdarahan

spontan 23 28

Ruam kulit 23 28

Ronkhi 0 0

Hati membesar 8 10

Limpa membesar 4 5

Ptechie 21 25
RL o 13 16
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Tabel 13. Gambaran klinis infeksi primer pada anak

Gejala _ Jumiah % -
Demam %1 100
Sakit kepala 25 27
Nyeri mata 2.
Nyeri otot
Nyeri sendi 2 2
Mual 14 15
Nyeri perut 17 19
Muntah 29 32
Diare 4 4
Perdarahan spontan 4 4
Ruam kulit 0 0
Ronkhi 2 2
Hati membesar 21 23
Limpa membesar 10 11
Ptachie : 0 0 .
RL 23 25 ;
Tabel 14. Gambaran klinis infeksi sekunder pada anak
_Gejala Jumlah %
Demam 230 100
Sakit kepata 56 24
Nyeri mata 13 6
Nyeri otot 8 4
Nyeri sendi 6 3
Mual 56 24
Nyeri perut 62 27
Muntah 96 42
Diare 8 N4
Perdarahan ‘
spontan 10 4
Ruam kutit 15 7 |
Ronkhi 0 0 |
Hati membesar 52 23
Limpa membesar 19 8
Ptechie 13 7
_RL 75 _ 32
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Tabel 1S. Gambaran klinis infeksi primer pada dewasa

Gejala Jumiah
Demam 29
Sakit kepala 18
Nyeri mata 9
Nyeri otot 11
Nyeri sendi 7
Mual 24
Nyeri perut 22
Muntah 22
Diare 2
Perdarahan
spontan 5
Ruam kulit 9
Ronkhi 0
Hati membesar 5
Limpa membesar 2
Ptechie 9
RL 4

%
100
62
31
38
24
24
76
76
7

7
31
0
17
7
31
13

Tabel 16. Gambaran klinis infeksi sekunder pada dewasa

Gejala Jumlah %
Demam 53 100
Sakit kepala 37 70
Nyeri mata 22 42
Nyeriotot 16 30
Nyeri sendi 14 26
Mual 45 85
Nyeri perut 35 66
Muntah 24 45
Diare 2 4
Perdarahaﬁ‘spohtan 18 34
Ruam kulit 14 26
Ronkhi 0 0
Hati membesar 4 8
Limpa membesar 2 4
Ptechie 12 23
RL 8 15
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3. Hematologi

Tabel 17. Status hematologi penderita confirm infeksi dengue

Trombosit Leukosit
] range range

Inf Primer 18500 - 450000 1500-31000
inf Sekunder 5200 - 286000 200 - 68000
Anak 5200 - 450000 200 - 110000
Dewasa 8000 - 306000 1200 - 14000
Serotipe
virus
D1 5200 - 243000 1700 - 68000
D2 8000 - 286000 1700-11200
D3 38000 -281000 1500 - 110000
D4 185000 - 249000 1500 - 5400

4 Pemetaan serotipe

Tabel 18. Serotipe virus dari Samarinda

Serotipe virus Jumlah %
Den 1 21 11
Den 2 21 11
Den 3 18 9
Den 4 26 14
Neg 106 55

Tabel 19. Serotipe virus dari Manado

b Serotipe virus i Jumlah ; % J
. Den 1 24 14

Den 2 31 19

Den 3 17 10

Den 4 5 3

Neg 91 54
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Tabel 20. Serotipe virus dari Ternate

Serotipe virus

Jumlah % .
Den 1 0 0
Den 2 16 27
Den 3 10 17
Den 4 0 0
Neg 34 56

Tabel 21. Serotipe virus dari Jayapura

Serotipe virus Jumlah %
Den 1 0 0
Den 2 17 28
Den 3 9 35
Den4 0 0
Neg _ 34 57

5. Hubungan serotipe dengan klinis

Tabel 22. Gambaran klinis infeksi dengue serotipe 1
Gejala Jumlah %
Demam 62 100
sakitkepala 30 4%
Nyeri mata 6 10
Nyeri otot 6 10
Nyeri sendi 6 10
Muai 27 10
: Nyeri perut 34 55
] Muntah 34 55
Diare 34 55
Perdarahan
spontan 0 0
Ruam kulit 3 5
Ronkhi 0 0
Hati membesar 18 29
Limpa membesar 10 16
Ptechie 6 10
R 15 2
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Tabel 23. Gambaran klinis pada infeksi dengue serotipe 2

Gejala i Jumlah % -
Demam 77 100
Sakit kepala 34 44
Nyeri mata 17 22
Nyeri otot 14, 14
Nyeri sendi 9 11
Mual 30 33
Nyeri perut 28 36
Muntah 34 44
Diare 2 3
Perdarahan

spontan 4 5
Ruam kulit 17 22
Ronkhi 0 0
Hati membesar 21 27
Limpa membesar 0 0
Ptechie 9 12
RL ' 28 36

Tabe 24. Gambaran infeks dengue serotype 3

Gejala - Jumlah %

Demam 48 100 .
sakit kepala 19 40 ;
Nyeri mata 4 8 .
Nyeriotot 2 4

Nyeri sendi 2 4

Mual 13 27

Nyeri perut 10 20

Muntah 20 41

Diare 2 4

Perdarahan spontan 8 17

Ruam kulit 2 4 g

Ronkhi 2 4

Hati membesar 13 27

Limpa membesar 4 8

Ptechie 2 4

RL 13 27
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Tabel 25. Gambaran infeksi dengue serotipe 4

Gejala ~ dumlah %
Demam 14 100
Sakit kepala 14 100
Nyeri mata 4 29
Nyeri otot 4 29
Nyerisendt 4 29
Mual 0 0
Nyeri perut 4 29
] Muntah 6 43
Diare 2 14
Perdarahan spontan 0 0
Ruam kulit 4 29
Ronkhi 0 0
Hati membesar 4 29
Limpa membesar 2 14
Ptechie 2 14
RL 4 29

b. Strain virus dan Analisis genom dengan klinis

Analisis strin virus pada tahap ini belum dapat dilakukan. Hal ini disebabkan oleh batalnya
kegiatan deteksi genetic virus dengan penggunakan pemeriksaan sekuensing di Lembaga
tijkman. Analisis genetik akan lebih focus pada gen E dan gen NS1 saja oleh karena terbatasnya

reagen untuk pemeriksaan sekuensing.
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Vil. PEMBAHASAN

1. Dekripsi Distribusi

Data tren kasus DBD dari masing-masing kota digunakan untuk membandingkan serta meninjau
kembali target sampel pada penelitian ini. Di kota Manado dan kota Samarinda target jumlah
sampel masing-masing 270. Dengan melihat data tren kota Samarinda dan kota Manado, dapat
diprediksi bahwa jumlah kasus masih bisa dicapai hingga akhir waktu penelitian. Oleh karena
fokus penelitian ini pada identifikasi virus, maka penderita yang direkrut tidak hanya penderita
demam berdarah dengue tapi juga penderita demam dengue. Namun begitu kenyataannya

masih terdapat kekurangan jumlah sampel dibandingkan dengan target.

| Demikian juga halnya dengan kegiatan penelitian di Ternate dan Jayapura. Target sampel yang
tadinya masing-masing 120, namun berdasarkan data tren di kota Ternate dan Jayapura tidak
mungkin untuk mendapatkan sampel dalam jumlah tersebut. Oleh karena itu jumlah target

sampel dikurangi menjadi 60 untuk masing-masing kota ternate dan Jayapura. Dan kasus yang

direkrut pada penelitian ini tidak hanya penderita demam berdarah dengue tapi juga demam

dengue.

Di kota Samarinda tahun 2009 dan 2010 jumlah kasus meningkat pada akhir dan awal tahun.
Sementara pada tahun 2011 dan 2012 walaupun data belum selesai, tampak ada penurunan
fata-rata jumlah kasus DBD tiap bulan. Hal yang hampir sama juga terjadi di Mandao, Ternate

dan Jayapura. Di Manado tahun 2010 terjadi lonjakan kasus DBD pada bulan Februari dan pada

tahun beriku't‘.\*.\(a'jumlah kasus menurun.

Dari Rumah Sakit Umum Daerah Abdul Wahab Sjahranie terkumpul 192 sampel kasus DD dan
DBD, dengan jumlah penderita anak lebih banyak dibandingkan dengan jumlah penderita
' dewasa. Demikian juga dari Rumah Sakit Prof Kandou. Hal yang perlu mendapat perhatian
adalah jumlah kasus dengan infeksi sekunder yang lebih banyak, dimana pada infeksi sekunder
kondisi klinis lebih berat dibandingkan dengan infeks primer. Hal ini disebabkan oleh fenomena

ADE (Antibody dependent Ehancement), dimana antibody dari infeksi terdahulu yang berbeda
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serotipe virusnya tidak menentralisasi infeksi namun sebaliknya akan mempermudah
terjadinya inifeksi. Ketika jumlah vektor meningkat akibat tingginya curah hujan, besar
kemungkinan untuk ter jadi lonjakan jumlah kasus infeksi dengue dengan manifestasi klinis yang
berat.

Jumlah kasus anak yang lebih banyak terdapat pada anak usia sekolah, dapat dihubungkan
dengan banyaknya tempat perindukan nyamuk di sekitar sekolah, yang mestinya menjadi
sasaran program.

Berdasarkan serotipe virus, dari kota Manado dan Samarinda telah ditemukan keempat
serotipe virus dengan perbandingan yang tidak jauh berbeda. Sementara dari Ternate dan

layapura virus dengue serotiep 2 dan 3 masih yang dominan.

L Manifestasi klinis

63 % penderita merupakan infeksi sekunder. Demam merupakan gejala utama demam dengue
dan demam berdarah dengue. Walaupun beberapa penelitian melaporkan gejala infeksi virus
dengue sangat bervariasi, mulai dari tanpa gejala hingga dengan manifestasi klinis yang berat.
Penderita kebanyakan datang ke rumah sakit atau tempat pengobatan pada hari ke 4,
kemudian hari ke 3 dan hari ke 5. Saat dimana demam mulai turun namun belum tampak

perbaikan klinis malah semakin berat.

Sakit kepala dirasakan pada 34 % penderita. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh banyaknya
kasus infeksi dengue pada anak sementara anak kurang mengeluhkan sakit kepala. Mual dan
muntah juga gejala yang mendukung kearah infeksi dengue 35 hingga 42 persen mengeluhkan
| mual dan muntah, atau gangguan pencernaan lain seperti diare.

|Pembesaran hati juga menjadi gejala yang mendukung kearah infeksi dengue. Beberpa studi
memperlihatkan terdapatnya kerusakan endotel pada liver sehingga menyebabkan darah

masuk ke jaringan menyebaban kesusakan sel liver. Rumple teeds masih dapat menunjukkan

\
tanda infeksi virus dengue, 27 % penderita positif RL. Perdarahan spontan, ruam kulit juga

terdapat pada penderita confirm infeksi dengue.
Pada anak gejala demam, muntah, sakit kepala, nyeri perut, RL positif, dan hati membesar

‘merupakan tanda dan gejala yang menonjol. Pada orang dewasa demam, mual, nyeri perut,

|
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sakit kepala, muntah, serta nyeri mata, otot, sendi. Hal ini dapat disebabkan oleh karena orang
dewasa lebih mudah mengungkapkan letak rasa nyeri dan tidak nyaman dibandingkan dengan
anak-anak.

Infeksi primer pada anak ditandai dengan demam, muntah, dan sakit kepala. Hal berbeda
dengan infeksi sekunder adalah ptechie, yang merupakan manifestasi perdarahan spontan pada
kulit. Sementara tes Rumple Leeds juga positif pada infeksi primer walaupun tidak banyak
perbedaan. Pada orang dewasa gejala klinis pada infeks primer dan sekunder tidak tampk
banyak perbedaan, namun jumlah kasus yang dirawat oleh karena infeks sekunder lebih banyak

' dibandingkan dengan infeksi primer.

3. Hematologi

Tidak banyak perbedaan berarti dari hasil pemeriksaan hematologi pada infeksi primer dan
sekunder, anak dan dewasa, maupun berdasarkan serotipe virlus. Bila dicermati, penderita
confirm infeksi virus dengue baik itu infeksi primer maupun infeksi sekunder masuk ke
perawatan di rumah sakit tidak semua dengan nilai trombosit dan Leukosit yang tinggi, namun
‘ beberapa hari kemudian akan menunjukkan perubahan nilai hematologi terutama leukosit.

Trombosit tidak selalu turun secara bermakna.

4. Pemetaan serotipe virus

Dari Samarinda keempat serotiep virus sudah ditemukan, dengan perbandingan jumlah masing-

masing serotipe hampir sama. Demikian juga dengan serotipe virus dari Manado. Bila

. dibandingkan dengan penelitian sebelumnya di Kalimantan Barat, jumiah virus dengue serotipe

L| 3 labih dominan ditemukan. ~ o

I: Serotipe virus dari Ternate dan Jayapura baru meliputi serotipe 2 dan 3. Belum dapat
diputuskan apakah serotipe 1 dan 4 tidak ada di ternate dan Jayapura mengingat jumlah sampel

- yang terkumpul masih sedikit. Hal lain yang menjadi pertimbangan adalah mudahnya
transprtasi memungkinkan untuk penyebaran serotipe maupun genotype virus dengue dari

daerah lain.
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5. Hubungan serotipe dengan klinis penderita

Bila dibandingkan dengan serotipe virus, perbedaan klinis tidak banyak berarti. Namun
sebaiknyaa analisis ini dilakukan terhadap sampel dengan jumlah yang lebih banyak. Periu
untuk mempertimbangkan strain virus yang menginfeksi untu, dibandingkan dengan klinis

penderita untuk pelihat pengaruh virus terhadap klinis penderita.
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Vill. KESIMPULAN

1. Manifestasi klinis penderita infeksi dengue sangat bervariasi, demam merupakan tanda awal
infeksi dengan manifestasi klinis yang ringan hingga berat. Kebanyakan penderita datang ke
Rumah Sakit pada hari ke empat saat dimana suhu mulai turun namun gejala penyerta tain
belum ada perbaikan bahkan bertambah berat.

Gejala penverta yang utama adalah sakit kepala, mual, muntah, pembesaran hati serta gejala

f perdarahan seperti Ptechie atau perdarahan spontan lain serta tes Rumple Leeds.

Infeksi primer dan sekunder pada anak dibedakan dengan adanya ptechie.

| 2. Hematologi

Pemerksaan hematologi yang menjadi pegangan pada infeksi virus dengue yang berat adalah

trombosit dan leukosit. Pada penelitian ini, penderita confirm terinfeksi virus dengue tidak

semua menunjukkan adanya penurunan trombosit dan leukosit pada saat datang ke Rumah

Sakit. Penurunan jumlah trombosit dan leukosit terlihat setelah beberapa hari di rawat di

' Rumah Sakit.

|

| 3. Dari Pemeriksaan serotipe virus di keempat kota, yaitu Samarinda, Manado, Ternate dan
' Jayapura, tidak tampak dominasi serotipe virus tertentu. Serotipe virus di Samarinda dan
| Manado serotipe 1,2 dan 3 hampir merata, sementara serotipe 4 lebih sedikit.

' Serotipe virus dengue dari Ternate dan Jayapura hanya serotipe 2 dan 3, namun masih mungkin

untuk menemukan serotipe 1 dan 4 mengingat jumlah sampel yang diperiksa masih sedikit.

4. Tidak tampak hubungan serotipe virus dengue dengan gejala klinis yang ditimbulkan.

K
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. IX, SARAN

Karena keterbatasan waktu, hasil dan pembahasan penelitian ini masih terbatas. Pada
penelitian ini terdapat banyak informasi tentang infeksi virus dengue baik itu aspek klinis,
epidemiologi, serologi dan virologi. Untuk itu hasil dan pembahasan dari penelitian ini
masih mungkin untuk dikembangkan.

Identifikasi genetik masih memerlukan waktu untuk optimasi primer gen E dan NS1. Selain
itu kuantitas RNA virus dari sampel tidak begitu tinggi, sehingga untuk itu diperlukan satu
tahap kegiatan lagi yaitu kultur virus. Memperbanyak kuantitas virus dengan kultur

diharapkan hasil pemeriksaan sekuensing memberikan hasil yang optimal.

X.UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini dibiayai dari DIPA Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan (Pusat BTCK)
Badan Litbangkes. Untuk itu kami mengucapkan terima kasih kepada bapak Kepala Pusat BTDK
beserta jajarannya.

Penelitian ini juga melibatkan Dinas Kesehatan di Provinsi Kalimantan Timur, Sulawesi Utara,
Maluku Utara dan Papua. Untuk kami mengucapkan terima kasih kepada Kepala Dinas
Kesehatan Provinsi di Kalimanta Timur, Sulawesi Utara, Maluku Utara dan Papua beserta staf
terkait.
' Kami juga mengucapkan terima kasih kepada Direktur RSUD A.W Sjahranie di Samarinda
beserta jajarannya, Direktur RSUP Prof Kandou di Manado beserta jajarannya, Direktur RSUD
Chasan Boesoirie di Ternate beserta jajarannya, dan Direktur RSUD Jayapura beserta

jajarannya. Demikian juga semua tim yang terlibat hingga terlaksananya penelitian ini.
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Lampiran 1

SOP Perekrutan Subyek Penelitian

1.Penderita dengan suspek DBD
2.Penjelasan mengenai penelitian DBD kepada penderita

3Persetujuan oleh penderita/wali {menandatangani informed consent) untuk mengikuti
penelitian

4 Pengisian kuesioner sesuai hasil pemeriksaan dan ditandatangani oleh dokter pemeriksa
S.Pengambilan darah
6.Memberian biaya pembelian bahan makanan tambahan

7 Selesai, kuesioner diserahkan kepada koordinator penelitian
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tampiran 2

SOP Pemisahan Serum

1.3-5 mi Whole blood dimasukkan ke dalam vacutainer (plain)
2.5entrifuse 1000 rpm selama 5 menit ataubiarkanselama 1 jam
3.Beri label/no sampel pada cryotube

4. Pisahkan serum, 200 ul dimasukkan ke dalam tabung cyrotube yang sudah diisi transport
buffer

5.Sisa serum masukkan ke dalam cryotube kosong
b.Lapisi tutup cryotube dengan seal (parafilm) yang sudah disiapkan

7.Serum, serum dengan buffer, Blood clot disimpan di dalam freezer (dalam keadaan beku)
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Lampiran 3

KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN

PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOG! DASAR KESEHATAN
Formulir penjelasan dan persetujuan peseita penelitian
{Informed & Concent formed)

Dengan hormat,

Bapak/ibu/saudara/putra/putri bapak ibu saya minta ikut serta secara sukarela dalam penelitian
yang ber judul

“Identifikasi genotype virus dengue dari daerah endemis DBD (Demam Berdarah Dengue)”

Pada penelitian ini Kementerian Kesehatan akan melaksanakan survei tentang penyakit yang ada di
kota bapak/ibu. Survei ini dilakukan untuk mempelajari virus yang menjadi penyebab demam
berdarah, adapun kegunaan survei ini adalah untuk pengembangan tata cara penanggulangan
Demam Berdarah Dengue di Indonesia.

Dalam penelitian ini akan diambil sampel darah dari 120 sampai dengan 270 penderita di 2 rumah
Sakit di kota Samarinda, Manado, Ternate, Manokwari dan Jayapura. Volume darah yang akan
diambil sebanyak £ 5 mi, diambil pada saat penderita dirawat di Rumah Sakit.

Pengambilan darah akan dilakukan oleh perawat Rumah Sakit dimana bapak/ibu/saudara/putra
/putri bapak ibu dirawat. Resiko ketidak nyamanan bapak/ibu/saudara/ putra/putri bapak ibu adalah
sedikit rasasakit karena tusukan pada pembuluh darah l2ngan.

Keuntungan yang akan bapak/ibu/saudara/putra /putri bapak ibu dapatkan dalam keikutseraan
dalam penelitian ini adalah mengetahui apakah dalam darah bapak/ibu/saudara/putra /putri bapak
ibu mengandung virus penyebab demam berdarah, dan ikut berpartisipasi dalam pengembangan
ilmu pengetahuan khususnya demam berdarah.

Sebagai ucapan terima kasih kami, apabila pengambilan darah selesai dilakukan
bapak/ibu/saudara/putra /putri bapak ibu akan mendapatkan Rp 50,000,- guna pembelian vitamin
atau bahan makanan yang berguna bagi kesehatan bapak/ibu/saudara/putra /putri bapak ibu.

Apabila dalam proses pemeriksaan dan pengambilan darah terjadi sesuatu yang tidak diinginkan
oleh bapak/ibu/saudara/putra /putri bapak ibu dapat menghubungi dokter penanggung jawab di
Rumah Sakit atau ketua pelaksana penelitian ini:

Dr. Reni Herman,M.Biomed
Badan litbangkes, Jl. Percetakan Negara No. 29, Jakarta 10560
No. Telpon: 021 4261088 atau HP 081314659952

Bapak/ibu/saudara dapat menolak atau mengundurkan diri untuk tidak ikut dalam penelitian ini, hal
ini sepenuhnya adalah hak bapak/ibu/saudara. Apabila bapak/ibu/saudara menyetujui untuk ikut
dalam penelitian ini, mohon bapak/ibu/saudara mau menandatangani formulir persetujuan ini.
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Kuesioner bagi tersangka DBD di Rumah Sakit

Sampel Darah : Bagian :
-

|
sr Penanggung Jawab :

-
| —

s
Yed Rec : Rumah Sakit :
1 Propinst :
IDENTIFIKASI
e Nama Ayah : Nama lbu:
%at Lahir l | I/I L1 i/l L1 1 I Atau Umur : L | Butan/Tahun

Tanggal Bulan Tahun

skelamin (Beri tanda (i) pada satu kotak): [] Laki-laki [] Penmpuan Suku :

1gal Masuk Perawatan:

fat ;jumah : RT: RW:

r’Rhan : Kecamatan : No.Telp
RIWAYAT PENYAKIT

#n [J Baru [] Rujukan Keluhan utama :

a3t Deman [ ] Ada[] Tidak

Rsttheniutama bukag demany Sudah berapa hari / sejak kapan :

h berapa hari / sejak kapan :

S

KELUHAN LAIN

. Nyeri belakang mata p ? y . :
[ Y Tidak
| kepala [] Ya [JTida [7 Ya []Tidak Nyeri otot [] Ya []Tidak | Nyerisendi [] Ya []Tidak
imenefan [] Ya [] Tidak Batuk [} Ya []Tidak Pilek [] Ya [] Tidak
! 0 Yya [JTidak Nyeri perut [] Ya [] Tidak | Muntah [] Ya [ Tidak Diare [J Ya [ Tidak

‘irahan spontan [] Ya [ Tidak Bila Ya, dimana? Hidung [] Gusi [] Kulit J Mountahan[] Tinja[]

Konjungtiva [7] Menametharrhagi [] Lain-tain [_]
{Khusus wanita) Sebutkan

adikulit [ Ya [] Tidak Keluhan lain:
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Pemeriksaan Fisik

:%\ggi Badan:l L1 H_I cm Berat Badan: l__l_L_“__J kg

TANDA VITAL

wadaran: Baik [] Menurun [] Koma []

g

#anan darah: mmHg Frekuensi Nadi: kali/menit

®uensi nafas; kali/menit Suhu: °C

- KEPALA _ _

mjungtiva anemis: Ya [] Tidak [ Sklera ikterik:  Ya [J Tidak [

smbesaran Tonsil :  Ya [[] Tidak [] Faring Hiperemis: Ya [] Tidak [
PARU-PARU

ksi Pleurar Ya [] Tidak [ Suara Ronkhi: Ya [] Tidak (]
ABDOMEN

# membesar: Ya [] Tidak [] Limpa membesar. Ya [] Tidak []J | Ascites: Ya [J Tidak []
TANDALAIN

lma: Ya [] Tidak [] Ptechiae: Ya [] Tidak (J

imple leed positif- Tanda syok fain:

CATATAN KHUSUS

wnfusidarah:  Ya [] Tidak [J

Bgnosis: . . .
| . ; ) Diagnosis Banding:
ila OBD disertai dengan derajat penyakit)

andisi pulang: Sembuh [] Meninggal [] Pulang paksa [] Rujuk []
................... L P e 0 ')
Pewawancara/pemeriksa, Mengetahui ketua Pelaksana,
T T ) {dr. Reni Herman, MBiomed)
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OBSERVAS|I HARIAN

Tanggal

Hart

4

Kesadaran

Tek. Darah

Nadi

Nafas

' Suhu

Ya

Tidak

Ya

Tidak

Ya_

Tidak

Ya

Tdak

Ya

Tdak

Ya

Tidak

Ya

Tidak

Ya

Tidak

Edema

| Efusi

Pleura

Ascites

Petechie

Epistaksis

Gusi berdaran

Melana

Hematesis

Lain-lain

Hb

Ht

Thrombosit

Lekosit

*Hasil pemeriksaan laboratorium ditulis dengan Iengkap_ o



HASIL PEMERIKSAAN LABORATORIUM Di BADAN LITBANGKES

ELiSA igMabs............ .. . Pos[ ] Neg[] Eq[] IgG abs

Pos[] Neg(JEq[]

RTPCR: Dengue 1[] Dengue2[] Dengue3 [] Dengue 4 [] Negatif []

Sekuensing:
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Naskah Publikasi

Sebaran serotype virus dengue di Pontianak, Samarinda, Manado, Ternate dan

Jayapura tahun 2012

Rent Hernan, ArieArdiansyah

Abstrak

Latar belakang. Di Indonesia penyakit Demam Berdarah Dengue {DBD) sampai saat
ini masih merupakan salah satu masalah kesehatan masyarakat, terutama di kota-
kota besar.Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui sebaran serotipe virus
dengue tahun 2012 di kota Samarinda, Manado, Ternate dan Jayapura.

Metode. Desain penelitian potong lintang. Data yang dikumpulkan masing-masing
dari Rumah Sakit di Samarinda, Manado, Ternate dan Jayapura. Sampel sera
dikumpulkan dari penderita yang datang ke bagian Penyakit Dalam dan bagian Anak,
criteria demam 2 sampai 7 hari, dengan manifestasi perdarahan dan atau trombosit<
100.000/mm’, Hematokrit > 20 % nilai normal serta menandatangani informed
concent. Darah penderita diambil maksimal 5 ml, serum dipisahkan dan dilakukan
pemeriksaan RT-PCR untuk menentukan serotype virus.

Hasil. Sampel yang terkumpul pada penelitian ini 660, 270 sera dari Samarinda dan
Manado, 60 sera dari Ternate dan Jayapura. Penderita datang ke Rumah Sakit
terbanyak setelah 4 hari demam. Dari Hasil pemeriksaan RT-PCR, lebih dari 60%
positif, dengan komposisi serotipe terbanyak di Samarinda dengue 4, di Manado
dengue 2, dan hanya dengue 2 dan dengue 3 di Ternate dan Jayapura.

Kesimpulan. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa keempat serotipe
virus dengue bersirkulasi di Samarinda dan Manado, sementara di Ternate dan
Jayapura hanya dengue 2 dan dengue 3.

Katakunci: DBD, dengue, serotype,




Pendahuluan

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) disebabkan oleh infeksi virus dengue,
yang terdiri dari 4 serotipe (1-4).' Pada saat ini DBD menjadi endemis pada lebihdari
100 negara-negara di Afrika, Amerika, MediteraniaTimur, Asia Tenggara, Pasifik
Barat, dan merupakan ancaman bagi lebih dar 2,5 milyar orang‘2 World Health
Organization (WHO) memperkirakan kemungkinan terjadi infeksi DBD pada 50 juta
sampai 100 juta orang di seluruh dunia setiap tahun, dimana 250.000 sampai 500.000
merupakan kasus DHF dengan kematian sebanyak24.000 orang setiap tahun.’

Di Indonesia penyakit DBD sampai saat ini masih merupakan salah satu masalah
kesehatan masyarakat, terutama di kota-kota besar seperti Jakarta. Sejak tahun 1986
penyakit ini penyebarannya cenderung meluas dan jumlah kasus cenderung
meningkat dari tahun ke tahun.* Penelitian tentang virus dengue di Indonesia tahun
1979 telah menemukan keempat serotype bersirkulasi di Sleman, Jogjakana dan
Jakarta® Pada kejadian luar biasa DBD di Jakarta tahun 2004, juga ditemukan
sirkulasi keempat serotype dengan serotype dominan adalah dengue 3.8

Manifestasi klinik infeksi dengue sangat bervariasi, mulai dari tanp amenimbulkan
gejala, demam yang tidak dapat diketahui penyebabnya, demam dengue, demam
berdarah dengue hingga sindrom syok dengue (DSS). 7 Manifestasi klinis yang berat
ditandai dengan kebocoran plasma, biasanya terjadi setelah akhirfase viremia. Oleh
karena itu kebocoran plasma lebih sering dihubungkan dengan faktori munologi
akibat infeksi dari pada faktor virus secara langsung.® Meskipun begitu, virus masih
diduga sebagai salah satu factor penyebab beratnya manifestasi klinis akibat infeksi
virus dengue.’

Pada penelitian ini dilakukan identifikasi serotipe virus dengue untuk mengetahui
sebaran serotipe virus dengue di kota Samarinda, Manado, Temate dan Jayapura
tahun 2012.

Metode

Penelitian ini merupakan studi potong lintang, dilakukan di Rumah Sakit di
Samarinda, Manado, Temate dan Jayapuraa. Pengumpulan sampel sera dilakukan
selama bulan Juni-Desember 2012; populasi penelitian adalah pasien pengunjung

Rumah Sakit Umum dan masing-masing kota. Sampel penelitian adalah sera yang



berasal dari pengunjung Rumah Sakityang berobat ke Bagian Anak dan Penyakit
Dalam yang telah ditetapkan oleh klinisi sebagai tersangka penderita DBD, dengan
kriteria WHO yaitu mengalami demam tinggi mendadak/ tanpa sebab yang jelas,
berlangsung terus menerus sclama 2-7 hari, disertai manifestasi perdarahan
(sekurang-kurangya uji Tourniquet positif), dan/atau trombositopenia (trombosit
<100.000/ul) dan hemokonsentrasi (Ht > 20% dari normal)IO serta bersedia untuk
berpartisipasi dan menandatangani informed concent.Kriteria ekslusiadalah tersangka
penderita DBD yang menolak untuk berpartisipasi.

Dengan asumsi prevalensi penderita demam berdarah yang merujuk ke Rumah
Sakitadalah 95%, (P) = 95,1%, tingkat keyakinan (Confidence Interval) = 95% nilai
Z = 1,96,jarak (d) = 5%,serta antisipasi drop out 20%, maka jumlah sampelpenelitian
di masing-masing Rumah Sakit90 sera."'

Anak-anak dan dewasa yang dinyatakan tersangka penderita DBD oleh dokter ahli
Anak atau dokter ahli Penyakit Dalam, memungkinkan untuk diambil darahnya serta
memberikan persetujuannya untuk berpanisipasi dalam penelitian, dicatat data
klinisnya serta diambil darah dari vena di fossa cubiti sebanyak 2-5 ml.Serum
dipisahkan dan disimpan dalam freezer. Pada waktu yang sudah ditentukan sera yang
sudah terkumpul diambil dan dibawa ke laboratorium Puslitbang BMF, Badan
Litbangkes untuk pemeriksaan antigen dan serotipe virus.

Antigen dan serotipe virus dengue ditentukan dengan mendeteksi RNA virus.
I[dentifikasi dimulai dengan mengisolasi RNA virus, menggunakan QIAamp Viral
RNA Kit (Qiagen) sesuai dengan protokol. Lisis virus menggunakan buffer yang
mengandung guanidin tiosianat, diikuti dengan 2 kali pencucian menggunakan buffer
yang salah satunya juga mengandung guanidin tiosianat. Filtrasi menggunakan
QIAamp Mini spin column dan terakhir elusi menggunakan buffer yang mengandung
Rnase free water dengan 0,04% sodium azida.

RNA virus diidentifikasi teknik Reverse transcriptase-Polimerase Chain Reaction
(RT-PCR),dengan primer spesifik virus dengue dan protokol yang dikembangkan oleh
Lanciottilz,Uji RT-PCR dilakukan pada semua sampeldengan sedikit modifikasi
sesuai dengan protokol yang dianjurkan oleh produsen kit Platinum 7ag DNA
Polymerase (Invitrogen).

Data dari lapangan dikumpulkan setelah mendapatkan persetujuan dari komisi etik



dan di-entry dengan menggunakan programSPSS PC versi 15.

Hasil
660 sera tersangka DBD telah dikumpulkan pada penelitian ini. Dari Samarinda dan

Manado masing-masing 270 sera dan dari Temate dan Jaypura masing-masing 63

s€ra.

Penderita DBD yang datang ke Rumah Sakit biasanya setalah mengalami demam
beberapa hari. Pada gambar 1, tampak proporsi terbanyak penderita DBD yang datang
ke Rumah Sakit adalah pada hari ke 4 demam (29%), diikuti dengan hari ke 6 dan §
(masing-masing 18,9% dan 18,4%).

Gambar 1. Lama demam ketika penderita datang ke Rumah Sakit
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Hasil uji RT-PCR pada sera tersangka DBD dari Samarinda, Manado, Ternate dan
Jayapura positif dengan rata-rata proporsi diatas 60%. (Gambar 2).




Gambar 2. Hasil UJI RT-PCR terhadap sampel tersangka penderita DBD

Negatif 32,8%

| Positif 67,2%
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Berdasarkan basil identifikasi serotipe virus pada sera penderita DBD, keempat
serotipe virus dengue bersirkulasi diSamarinda, Manado, Ternate dan Jayapura.
Namun, ada perbedaan pada sebaran serotipe virus. Di Samarinda, virus yang paling
dominan adalah dengue serotipe 4, sementara di Manado serotipe 2,eslspun keempat
serotiep virus ada dari masing-masing kota. Di Ternate dan Jayapura hanya ada
serotipe 2 dan 3. (Tabel 4).

Tabel 1.Hasil identifikasi serotipe virus dengue pada hasil positif RT-PCR
penderita DBD di Pontianak, Medan dan Jakarta

Serotipe virus Samarinda Manado Ternate Jayapura
Den-1 20(11%) 24 (14%) 0 (0%) 0 (0%)
Den-2 21(11%) 31 (19%) 16(27%) 16 (27%)
Den-3 18 (9%) 17 (10%) 10 (17%) 10 (17%)
Den-4 26 (14%) 5(3%) 0 (0%) 0 (0%)

Total positif 86 65 ™ 26

Diskusi
Jumlah kasus DBD yang disajikan pada penelitian ini bukanlah merupakan jumlah

keseluruhan kasus DBD yang ada di kota .Samarinda, Manado, Terate dan Jayapura
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Namun merupakan jumlah kasus DBD yang dirawat di Rumah Sakit selama masa
penelitian. Jumiah sera yang didapat pada penelitian ini dipengaruhi oleh terbatasnya
waktu pengumpulan kasus DBD yang hanya empat bulan. Oleh karena manifestasi
klinik infeksi denguesangat bervariasi, mulai dari tanpa menimbulkan gejala, hingga
menimbulkan perdarahan dan syok ’maka sera penderita yang dikumpulkan pada
penelitian ini merupakan sera dari kasus DBD dengan manifestasi klinis berat, karena
disertai manifestasi perdarahan atau dengan gejala klinis yang berpotensi
menimbulkan perdarahan.

Pada infeksi dengue, viremia terjadi mulai dan beberapa hari sebelum demam,
mencapai puncaknya pada hani pertama dan kedua kemudian mulai turun pada hari
ketiga.’Jadi, pada awal demam merupakan saat terbaik untuk mendeteksi virus
dengue dari specimen darah penderita. Pada penelitian ini, kebanyakan penderita
dirawat di Rumah Sakit pada hari ke 4-6 demam (tabel 1). Dapat dimengerti bila hasil
pemeriksaan RT-PCR tidak semua positif (tabel 2).

Hal yang perlu mendapat perhatian dari hasil penelitian in1 adalah sebaran serotipe
virus Dengue di Samarinda, Manado, Temate dan Jayapura. Hasil penelitian int
menunjukkan bahwa serotipe 4 ditemukan pada Samarinda dan Manado, sama
dengan hasil penelitian yang dilakukan di Jawa tahun 1976-1978 ’maupun pada
kejadian luar biasa DBD di Jakarta tahun 2004.°Hal menarik lainnya adalah serotipe
virus yang dominan ditemukan dan masing-masing kota. Secara umum virus dengue
serotipe 3 adalah yang paling dominan ditemukan di Indonesia.>*Pada penelitian ini,
virus dengue serotipe 3 terlihat paling menonjol di Manado, berbeda jauh dengan
serotipe lainnya. Di Samarinda, serotipe 4 diidentifikasi paling banyak, diikuti dengan
serotipe 3 dan 1. Sementara di Temate dan Jayapura virus yang ditemukan adalah
serotipe 3 diikuti dengan serotipe 2. (Tabel 3). Hasil ini menunjukkan bahwa virus
dengue serotipe 3 paling banyak memberikan gejala klinis dengan manifestasi
perdarahan atau berpotensi menimbulkan perdarahan, begilu juga virus dengue
serotipe 2 dan 1.

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa keempat serotipe virus dengue
bersirkulasi di Samarinda dan Manado dengan mayoritas virus dengue serotipe 4di

Samarinda dan serotipe 2 di Manado.
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