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RINGKASAN

Hubungan varian gen NSP4 dengan manifestasi klinik host penderita
infeksi Rotavirus

pada pasien gastroenteritis anak di lampung.

Menurut Harvey (2005) dan Wapnir (2000) diare merupakan salah satu
penyvebab utama dari morbiditas dan mortalitas anak-anak di negara-negara
berkembang (Socgijanto er al, 2010). Riskesdas tahun 2013 menvatakan
bahwa Lampung memiliki period prevalence diarc scbesar 3.7 dimana period
prevalence untuk Indonesia sebesar 7.0, Data terakhir menunjukkan
penemuan kasus diare menurut provinsi tahun 2014, Provinsi Lampung
berada pada posisi ke sembilan dengan jumlah 174.735 kasus. dimana hanya
57% saja diare vang tertangani (Kemenkes, 2015),

Diare oleh virus merupakan penyebab utama infeksi diare akut pada
bayi dan anak-anak (Svraka er «/.2007. Chhabra er al. 2013). NSP4
merupakan gen enterotoksin virus puratif pertama yang diketahui (Ball er al.,
1996). NSP4 atau NSP4 aktif vang berbentuk peptida, menginduksi diare pada
nconatus tikus melalui aktivasi saluran anion membran plasma CA™
dependen vang berbeda dari CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator)
(Estes et al., 2007).

Detcksi Rotavirus dapat dilakukan sccara serologis dan genctik. Data
insiden diare Rotavirus yang belum ada di Lampung menjadi dasar
diperlukannva pemeriksaan Rotavirus. Berikutnva adalah  pemeriksaan
molekuler untuk melihat sirkulasi genotipe dan Rotavirus schingga dapal
memberikan sumbangan data sebagar pertimbangan pemberlakuan program
vaksinasi Rotavirus di Lampung. Selain itu, pcmeriksaan yvang dilakukan pada
gen NSP4 dapat memberikan kontribusi dalam penclitian dasar untuk
pengembangan vaksin,

Desain penchtian adalah cross sectional. Penelitian dilakukan di RSUD
Abdul Moclock Lampung, RSUD Dadi Tjokrodipo Bandar Lampung,
Puskesmas Panjang Bandar Lampung, Puskesmas Pasar Ambon, dan
Puskesmas Segala Mider Bandar Lampung, dan laboratorium Institute of
Tropical Disease (1TD) Universitas Airlangga. Proses penelitian dimulai dari
bulan Met 2016 — Descinber 2018, Sampel vang digunakan dalam penclitian
adalah feses dari scluruh pasien yang menderita diare sclama penelitian
(September-Desember 2016).

Sampel berupa feses akan di tes dengan menggunakan rapid test.
Selanjutnva dilakukan pemeriksaan genotyping dengan semi nested-PCR dan
sckuensing. Gen vang akan diperiksa adalah VP7 scbagai genotipe Rotavirus
dan gen NSP4 scbagai enterotoxin. Data untuk manifestasi khinik diperolch
dengan cara wawancara terhadap orang tua atau wali dari pasien. Analisis
hubungan antara VP7 dan NSP4 dengan manifestasi klimik dilakukan dengan
bantuan aplikasi statistik.

Hasil dari penclitian i1 dapat berupa data insiden dan informasi terbaru
mengenai Rotavirus. Luaran dari penelitian ini berupa persebaran genotipe
Rotavirus serta keilmuan terbaru mengenar diare oleh Rotavirus untuk
pengembangan NSP4 scbhagai salah satu kandidat vaksin. Hasil penelitian i
sangat bermanfaat bagi tenaga keschatan dengan menjadi acuan bagi
pemberian terapi vang sesuai.

MILIR
USTAKAKE

LAPORAN PENELITIAN HUBUNGNA VARIAN GEN NSP4 DENGAN...... SOETJIPTO



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Selama pengumpulan sampel vang dilakukan dari September-Desember
2016 didapatkan 39 sampel dengan 32 (82,5%) sampel positif terinfeksi
Rotavirus,. Usia kurang dari 2 tahun adalah usia dominan yang mcnderita
diare dengan persentase scjumlah 75%. Rasio antara pasien laki-laki dan
perempuan adalah 4 : 3. Scluruh pasien (100%) belum pernah ada yang
mendapatkan imunisasi Rotavirus. Seluruh genotipe pada sampel positif
Rotavirus adalah genotipe G3 equine-like. Genotipe NSP4 yang sudah
teridentifikasi adalah genotipc E2 (54%). Penelitian ini menemukan varian
pada NSP4 pada asam amino k¢ 72 dimana asam amino isoleusin disubtitusi
oleh asam amino valin. Tidak terdapat hubungan antara genotipc VP7 G3
equine-like dengan derajat kcparahan pasien diare akut. Tidak terdapat
hubungan antara varian gen NSP4 dengan manifestasi klinik berupa derajat
keparahan pasien diare akut. Genotipe G3 Equine-like ini merupakan genotipe
vang baru ditemukan di Indonesia.
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karunia-Nva schingga laporan akhir penelitian ini berbasil disclesaikan.
Matcri yang dipilih dalam penelitian ialah Rotavirus dengan judul [Tubungan
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| MILIK

BAB1 . PERPUSTAKAAN
PENDAHULUAN I UNIVERSITAS AIRLANGGA |

— SURABAYA ‘

1.1 Latar belakang

Harvey (2005) dan Wapnir (2000) menyatakan bahwa diare merupakan salah satu
penvebab utama dari morbiditas dan mortalitas anak-anak di negara-negara
berkembang. Diare menyebakan sekitar 2 juta kematian sctiap tahunnya pada anak-
anak usia < 5 tahun, vakni sekitar 20% dar1 angka kematian total. Soeparto et al (2004)
menvatakan bahwa diperkirakan bahwa sctiap anak pada kelompok umur 1ni rata-rata
mengalami lebih dari satu kali kejadian sctiap tahunnya, scbagian (1-2%) mengalami
dchidrasi dan 50-60% akan meninggal bila tidak mendapatkan pertolongan segera
(Soegyanto et al., 2010).

Provinsi Lampung memiliki period prevalence diare sebesar 3.7. Period
prevalence tersebut lebith rendah dibandingkan dengan period prevalence diarc
Indonesia dengan nilai 7,0. Angka kejadian diarc per tahun 2014 berjumlah 174.733
kasus di Provinsi Lampung, namun hanya 57% vang tertangam oleh tenaga kesehatan.
Provinsi Lampung menjadi salah satu tempat terjadi KLB diarc pada tahun 2014
dengan CFR scjumlah 100%. (Kemenkes. 2015).

Rotavirus adalah penyebab utama diare akut pada anak < 3 tahun dan dikaitkan
dengan 450.000 angka kematian di duma (Tate et al., 2012). Rotavirus ini dapat
dideteksi dengan pemeriksaan imunofluorosensi, ELISA, dan mikroskop cletron imun
(MEI) (Brooks et al., 2013). Rotavirus menginfeksi sel pada vili usus halus (mukosa
lambung dan kolon tidak terinfeksi). Virus ini berkembang biak di dalam sitoplasma
enterosit dan merusak mekanisme transportnya. NSP4 adalah protein pada Rotavirus
vang merupakan enterotoksin virus dan memicu sckresi dengan mencetuskan jalur
tranduksi sinval sel vang rusak vang dapat meluruh ke dalam lumen usus dan
melepaskan scjumlah besar virus di dalam feses (sampai 10" partikel/gram feses).
Diare vang discbabkan olch Rotavirus terjadi akibat gangguan absorbsi natrium dan
glukosa karcna sel vang rusak pada vili digantikan olch scl kripta imatur yang tidak
dapat menjalankan fungsi absorbsi. Fungsi normal memerlukan waktu 3-8 minggu
untuk pulih kembali (Brooks et al, 2010).

Sampai saat mi belum ada data mengenar insiden diarc karcna Rotavirus di
Lampung serta data penelitian mengenai gen pengkode protein NSP4 di Indonesia.

Oleh sebab itu penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi kasus diare dan
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genotipe Rotavirus di Lampung serta analisa gen NSP4 yang mampu memberikan
kontribusi dalam diagnosa terhadap diarc dan informasi terbaru untuk pengembangan

kandidat keterbaharuan vaksin.

1.2 Rumusan masalah

12.1. Berapa insiden gastroenteritis anak wvang disebabkan oleh Rotavirus di
Lampung?

122 Apa sajakah faktor penyebab infeksi Rotavirus pada pasicn gastroenteritis
anak di Lampung?

123. Ada berapakah genotipe VP7 dan NSP4 Rotavirus pada pasicn gastroenteritis
anak di Lampung?

124. Apakah ada hubungan gen NSP4 Rotavirus dengan manifestasi klinik pasicn

gantrocnterititis anak?

1.3 Tujuan penelitian
13.1. Tujuan khusus

1) Mengetahui jumlah insiden gastroenteritis anak yang disebabkan olch
Rotavirus di Lampung

2) Mengetahui faktor penyvebab infeksi Rotavirus pada pasien gastroentenitis
anak di Lampung

3) Mengectahui genotipe VP7 dan NSP4 Rotavirus pada pasicn gastroenteritis
anak di Lampung

4) Menganalisis hubungan gen NSP4 Rotavirus dengan manifestasi klinik

pasien gantrocnterititis anak

1.4 Urgensi penelitian

Kasus diare masih menjadi satu dari 3 kasus utama morbiditas dan mortalitas anak
di Indonesia. Pcmerintah tclah berupaya menangani kasus tersebut dengan berbagai
program, namun angka kcsakitan dan kcmatian akibat diare belum juga menunjukan
perubahan yang signifikan. Melalui penelitian ini diharapkan dapat memberikan
kontribusi dalam penanganan kasus diarc pada anak dan memberikan kontribusi dalam

pengembangan keterbaharuan vaksin yang lebih komprehensif dan kompetitif.
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1.5 Target temuan
Penelitian ini menargetkan beberapa hal, antar lain :
1) Adanya data mengenai kasus diare Rotavirus untuk Provinsi Lampung.
2) Adanva data mengenai genotipe Rotavirus di Provinsi Lampung,
3) Adanva dasar pencgakan diagnosa bagi pasien diare infcksi Rotavirus
berdasarkan manifestasi klinik.
4) Adanya informasi biologi molckuler Rotavirus terkait gen VP4, VP7, dan NSP4

vang diharapkan dapat menjadi kandidat keterbaharuan pengembangan vaksin.

Tabel 1.1 Rencana Target Capaian Tahunan

Indikator Capaian
No Jenis Luaran TSY TS+1 TS+2
1 | Publikasi ilmiah? Internasional Draft | submitted Accepted
Bereputasi
Nasional Draft | submitted Acccepted
Terakreditasi
2 | Pecmakalah dalam temu ilmiah | Nasional drafi | Sudah sudah
dilaksanakan | dilaksanakan
Internasional draft | Sudah Sudah
dilaksanakan | dilaksanakan
3 | Pembicara utama (Jnvited Nasional draft | draft draft
Speaker) dalam tcmu ilmiah - Internasional draft | draft draft
4 Patcn tidak | tidak ada tidak ada
ada
Paten sederhana Tidak | Tidak ada Tidak ada
ada
Hak cipta tidak | tidak ada tidak ada
ada
Merek dagang tidak | tidak ada tidak ada
ada
Rahasia dagang tidak | tidak ada tidak ada
ada
Desain Produk tidak | tidak ada tidak ada
Industri ada
Indikasi Geografis tidak | tidak ada tidak ada
ada
Perlindungan tidak | tidak ada tidak ada
varielas fanaman ada
Perlindungan tidak | tdak ada tidak ada
topografi sirkuit ada
terpadu
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4
Teknologi tepat guna® tidak | tidak ada tidak ada
ada
Model/Purwarupa/Desain/Karya tidak | iidak ada tidak ada
seni/ Rekayasa Sosial™ ada
Buku Ajar (ISBN)® tidak | tidak ada tidak ada
ada
Tingkat Kesiapan Teknologi 1 1 1
(TKT)®
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BAB Il
/ b
TINJAUAN PUSTAKA &
2.1 Diare
2.1.1. Patofisiologi
Tabel 2.1 Mekanisme diare

No | Mekanisme Defck Pemeriksaan Contoh Keterangan

primer tinja

I | Sckretorik | Penurunan Encer. Kolera, F. Coli | Menetap sclama
absorpsi, osmolalitas toksigenik: puasa:
peningkatan normal; karsinoid,  VIP, | malabsorpsi
sckresi; osmol = 2x | ncurobalstoma, garam  cmpedu
transport (Na' +K") diare klorida | juga dapat
elektrolit kongenital, meningkatkan

Clostridium sekresi air; tidka
difficile, ada leukosit pada
kriptosporodis tinja

(AIDS)

2 Osmotik Maldigesti, Encer. asam, | Defisiens: laktase. | Hentikan dengan
defek dan malabsorpsi pusas; hidrogen
transportast, mercduksi glukosa- pernafasan
penelanan zat | bahan; galaktosa- menigkat disertal
terlarut  vang | peningkatan | laktulosa, malabbsorpsi
tidak dapat | osmolalitas; | laktulosa, karbohidrat: tidak
diserap osmol>  2x | penvalahgunaan | ada leukosit pada

e _ (Na" +K") laksatif tinja

3 | Peningkatan | Penurunan Bentuk tinja | Irritabel  bowel | Infeksi juga dapat

motilitas waktu transit lembek atau | syndrome, menigkatkan
normal, tirotoksikosis. motilitas
dirangsang postvagotomy
oleh reflek | dumping
gastrokolik syndrome
4 | Penurunan | Defek  pada | Bentuk tinja | Pscudoobstruksi, | Kemungkinan
motilitas unit lembcek lengkung buntu pertumbuhan
neuromuskular | sampa: bakteri
stasis normal berlebihan
(pertumbuhan
bakteri
berlebihan)

5 | Penurunan | Penurunan Car Shorthowel Mungkin
luas kapasitas syndrome, memerlukan diet
permukaan | fungsional penyakit  schak, | elemental
(motilitas, enteris Rotavirus | ditambah
osmotik) alimentasi

parenteral

6 Invasi Peradangan, Darah  dan | Salmonella, Disentri = darah,

mukosa penurunan peningkatan | Shigella, mukus, dan
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rearbsorpsi leukosit amebiasis, leukosit.
kolon, dalam tinja yersinia,
peningkatan Campylobacter
motilitas

(Behrman ef al., 2000)

2.1.2. Penycbab spesifik diare infeksius

Virus vang dihubungkan dengan gastroentcrititis pada bayi adalah Rotavirus,
Kalsivirus, Adenovirus enterik, Astrovirus, dan anggota agen Norwalk (Norovirus).
Rotavirus merupakan penvebab diare yang paling scring selama musim dingin. Infeksi
primer olech Rotavirus pada bayi dapat menyebabkan penvakit sedang sampai berat,
scdangkan reinfcksi pada remaja menyebabkan penyakit ringan. Rotavirus menginvasi
epitel usus kecil bagian atas; pada kasus yang berat dapat meluas ke seluruh usus kecil dan
kolon, menyebabkan kerusakan villosa, defisiensi disakarida sckunder sementara, dan
peradangan lamina propria. Muntah dapat berlangsung sclama 3-4 hari, dan diare dapat
berlangsung sclama 7-19 hari; dehidrasi terjadi pada pasicn vang lebih muda (Behrman ef
al., 2010).

2.2  Rotavirus
2.2.1. Morfologi

Rotavirus dibawah mikroskop elektronik konvensional merupakan partikel
berukuran 70 nm dengan struktur ikosahedral berlapis (Akusjarvi et al., 2002). Virion tidak
berselubung. Virus like-particle yang tidak memilki kapsid lnar berdiameter 50-60 nm.
Double layered-particle virus merupakan bentuk virus yang infeksius. Genom Rotavirus
mengandung 11 segmen. Inti virion mengandung beberapa enzim yang diperlukan untuk
proses transkripsi dan capping RNA virus. Rotavirus stabil terhadap panas hingga 50°C,
pada rentang pH 3,0-9,0, serta terhadap pelarut lemak, seperti eter dan kloroform, tctapi
virus tidak aktif dengan klorin, fenol, dan ctanol 95% (Brooks et /., 2013).

2.2,2, Protein struktural dan nostruktural virus

Rotavirus mengkode 6 protein struktural (ditandai dengan VP dan diikuti nomor)
dan 6 protein nostruktural (ditandai dengan NSP dan diikuti nomor). Gen yang mengkode
tugas protein ini ditertukan asalnya dengan strain Rotavirus, contohnya pada strain SA11

monyet, vang dapat dengan mudah dikultur secara invitro.
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Trimers VP4 membentuk spike protein pada permukaan virion (Estes ef al., 2007).
Berdasarkan data struktural vang menunjukkan bahwa terdapat interaksi VP4 dengan VP7
dan VP6, interaksi ini ditunjukkan pada perakitan VP4 mendahului VP7, namun hipotesis
ini telah ditentang oleh data lainnya (strategi replikasi). VP4 diperlihatkan sebagai protein
perlekatan virus baik secara in vivo dan in vitro dan menjadi faktor pertumbuhan virus in
vitro dan virulensi virus in vivo (Estes ef al., 2007). Terapi tripsin Rotavirus memotong
VP4 menjadi VP8 (amino-terminal) dan protein VP35 dan meningkatkan infektivitas virus
secara in vitro (Estes et al., 2007).

VP7 dapat dikode melalui segmen gen 7.8, dan 9 tergantung pada strain virus
(Estes et al., 2007). VP7 adalah penyusun utama lapisan luar Rotavirus, dan target tipe
spesifik, sama seperti heterotipe, menetralisir antibodi. 3 region utama antigenik (region
A, B, dan C) sudah diidentifikasi pada VP7 dengan menggunakan Monoklonal antibodi
murine. Region ini dapat menjadi target spesifik antibodi cross-reactive dan serotipe
spesifik (Estes et al., 2007). VP7 merupakan glikoprotein dengan 3 cis potensial untuk N
glikosilasi yang digunakan secara variabel Icrgantung dari strain virus. Glikosilasi VP?7
dapat mempengaruhi antigenisitasnya. Retensi VP7 dalam retikulum endoplasma
dijembatani oleh sinyal sekuens peptida, sama seperti protein sisa yang lain (Estes et al.,
2007).

Kapasitas NSP4 untuk mengikat DLP dan VP4 kemungkinan memainkan peranan
penting dalam morfogenesis virus. NSP4 adalah reseptor intraseluler yang mengizinkan
DLP masuk ke dalam RE dan mcrupakan pemain kunci dalam regulasi kalsium intraseluler
sclama infeksi Rotavirus (Estes ef a/, 2007). NSP4 merupakan enterotoksin virus puratif
pertama yang diketahui (Ball er al, 1996). NSP4 atau NSP4 aktif yang berbentuk peptida,
menginduksi diare pada tikus nconatus melalui aktivasi usia dan saluran anion membran
plasma CA?* dependen berbeda dari CFTR (cystic fibrosis transmembrane regilator)
(Estes et al., 2007).

2.2.3. Manifestasi Klinik dan Diagnestik
Gejala khas dari diarc Rotavirus meliputi diare cair, demam, nveir
abdomen, dan muntah schingga menyebabkan dehidrasi. Pasicn dengan kasus ringan
mengalami gejala 3-8 hari lalu pulih sempurna. Ekskresi virus di dalam fescs bertahan
selama 50 hari selclah awitan diare. Terjadi infeksi asimptomatik disertai serokonversi.
Diagnosis laboratorium berdasarkan pada pembuktian adanya virus di

dalam feses vang dikumpulkan pada awal fase penvakit dan peningkatan titer antibodi.
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Virus di dalam feses dibuktikan melalui enzyme immmunoassays (EIA) atau IEM. Uji EIA
lebih sensitif daripada IEM. Peentuan genotipe asam nukleat Rotavirus dari spesimen feses
melalui polymerase chain reaction (PCR) merupakan deteksi vang paling sensitif. Uji
serologi dapat dipergunakan untuk mendeteksi peningkatan titier antibodi, terutama
ELISA (Brooks ef al., 2010). Sebagian besar human Rotavirus grup A dapat diperoleh jika
sebelumnya sudah diberi enzim proteolitik tripsin, Enzim ini membelah protein kapsid
bagian luar schingga memudahkan terjadinya pelepasan selaput pembungkus.

Menurut Buscr ef al (2001), Fernandes er al (2000), Ibrahim dan Sunderland
(1990), Lipson ef al (1989), dan Marshal et a/ (2003) beberapa tekhnik sudah
dikembangkan untuk deteksi Rotavirus. Survey Rotavirus pertama, deteksi antigen
pertama diperlihatkan oleh electronic microscopy (EM), kemudian beberapa tekhnik
dikembangkan seperti poliacralamide gel electroforesis (PAGE), radioimmunoassay
(RIA), reserve passive hemaglutination (RPH), immunoenzimatic assays (EIA), latex
agglutination test (LAT) dan sebagainya, dan vang terbaru adalah reserve transcription
polimerase chain reaction (RT-PCR) dan immunochromatography (IMC) (Ferrreira et al.,
2006).

2.3  Perkembangan penelitian

Sampai saat ini perkembangan penelitian pada tahap pemeriksaan biologi
molekuler gen VP4 dan NSP4, Data manifestasi klinik telah didapatkan dari wawancara
dengan orang tua atau pun wali dari pasien saat pengumpulan sampel Dengan
ditemukannya genotipc baru yaitu genotipe G3 Equine-like, maka terdapat pecnambahan
rancangan primer untuk deteksi genotipe terscbut. Target kebaruan utama dalam penelitian
ini antara lain data pertama mengenai insiden kcjadian diarc Rotavirus di Provinsi
Lampung, penycbaran genotipe Rotavirus di Provinsi Lampung, dan kelimuan terbaru

mengenai hubungan varian gen NSP4 dengan manifestasi klinik host penderita diare.
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BAB 3

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan penelitian

. Mengetahui jumlah insiden gastroenteritis anak yang disebabkan olch Rotavirus
di Lampung

2. Mengetahui faktor penyvebab infeksi Rotavirus pada pasien gastroenteritis anak
vang di Lampung

3. Mengetahui genotipe gen VP7, VP4, dan NSP4 Rotavirus pada pasicn
gastroenteritis anak di Lampung

4. Menganalisis hubungan gen NSP4 Rotavirus dengan manifestasi klinik pasien

gantroenterititis anak

3.2 Urgensi penclitian

Kasus diare anak yang terjadi di Indonesia masih menjadi salah satu dari 3 kasus
utama. Pemerintah telah berupayva menangani kasus tersebut dengan berbagai program.
namun angka kesakitan dan kematian akibat diare belum juga menunjukan perubahan vang
signifikan. Mclalui penclitian ini diharapkan dapat memberikan solusi dalam penanganan
kasus diarc pada anak dan memberikan kontribusi dalam pengembangan keterbaharuan

vaksin vang lebih komprehensif dan kompetitif,

3.3 Manfaat
Teoritis
Penclitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi dibidang keilmuan
biologi molekuler Rotavirus.
Praktis
Hasil penclitian ini mampu memberikan kontribusi dalam penegakan diagnosa pada

diare Rotavirus dan data mengenai infeksi Rotavirus di Provinsi Lampung,

PERPUSTAKAAN
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|
|
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4.1 Waktu dan tempat penelitian ™~ }'4 NG‘G‘

Desan penchitian adalah cross sectional.

Penchtian dilakukan di RSUD Abdul Moelock Lampung., RSUD Ahmad Dadi
Tjokrodipo Bandar Lampung. Puskesmas Panjang. dan laboratorium Institute of Tropical
Disease Centre (ITD) Universitas Arrlangga. Proses penelitian dimulai dari bulan Mei
2016 — Desember 2018. Pengumpulan sampel dilakukan pada bulan September- Desember
2016 dan Juni-Juli 2018 di RSUD Abdul Moeloek Lampung, RSUD Ahmad Dadi
Tjokrodipo Bandar Lampung. Puskesmas Pasar Ambon, Puskesmas Segala Mider, dan

Puskesmas Panjang.

4.2 Sampel dan populasi

Populasi penelitian i adalah scluruh pasien diare bayi usia 1 bulan sampai anak
usia 60 bulan di tempat penchitian. Cara pengambilan sampel dilakukan dengan cara
consecutive sampling. Sampcl penchtian adalah semua pasien diare usia 1 bulan hingga
usia 60 bulan vang dirawat sclama bulan September - Desember 2016 di tempat penchitian
dan terlibat dalam penclhitian tersebut. Estimasi sampel minimal berjumlah 38 orang,

Sampel feses diambil dari pasien dengan menggunakan rectal cup. Stool sampel
disimpan pada suhu -4°C. Sampel dikirim menggunakan ice box ke 1TD Universitas

Airlangga.

4.3 Pemeriksaan antigen Rotavirus
Sampel berupa feses yang sudah diencerkan dngan PBS akan di tes dengan

menggunakan rapid fest Dipstick ‘Eiken’ Rota.

4.4 Deteksi genetik Rotavirus

Genom RNA Rotavirus dickstraksi terlebih dahulu dari supernatan suspensi feses
10% dengan mengeunakan QIAamp viral RNA mini Kit (Qiagen, USA). Presensi
Rotavirus group A pada spesimen feses dideteksi dengan RT-PCR (reverse transcripiase-
polymerase chain reaction) (Yan et al., 2004). Sampel dengan hasil positif selanjutnya

akan dianalisis untuk genotipe G dan P dengan PCR menggunakan primer
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yang telah ditetapkan oleh WHO tahun 2009, sedangkan identifikasi genotype gen NSP4
menggunakan metode sckucnsing dengan primer dari penelitian sebelumnya (Banvai et
al., 2009).

45  Isolasi RNA

Ekstraksi produk menggunakan Kit komersial QlAmap Mini Kir (Qiagen, Inc. Cat
n0.51340). scjumlah 20 ul QIAGEN protcasc ditambahkan ke dalam tabung
microcentrufuge 1,5 mlkemudian ditambahkan 200 pl sampel, 200 pl buffer AL kemudian
dicampur dengan menggunakan vortex selama 15 detik, setelah itu di inkubasi pada suhu
56°C selama 10 menit dan selanjutnya di spin down. Berikutnya tambahkan 200 pl etanol
100% ke dalam tabung dan campurkan dengan divortex sclama 15 detik dan spin down.
Pindahkan hasil solution terscbut ke dalam QIAamp spin collum kemudian centifuge
colfum pada 8000rpm sclama 1 menit dan buang semua filtrat vang ada di tabung 1,5 ml.
Sclanjutnya tambahkan 500 ul buffer A W1, 500 p] A W2, 40 ul EA atau DW kemudian
inkubasipada suhu ruang selama 5 menit. Jika DNA sudah tertampung sclanjutnya simpan
pada suhu -20°C.

4.6  Ekstraksi cDNA

Ekstraksi cDNA menggunakan Superscript 11 Platinum Tagmix kit (Invitrogen,
USA). Proses ckstraksi dimulai dengan campuran 8 pl RNA dengan 1 pl random primer
dan 2 pl dNTP. Campuran bahan diinkubasi pada suhu 97°C sclama 5 menit. Selanjutnya
di icing dalam ice box. Setclah itu ditambahkan dengan 1 pl Superscript 111 dan 8 pl 2x
Rxn mix. Bahan terscbut di PCR 1 siklus dengan suhu 25°C selama 3 menit, 42°C sclama

60 menit, dan 70°C selama 15 menit.

4.7  Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA dimulai dengan campuran 7optag PCR master mix 9 pl
(Qiagen), tambahkan primer (F) dan (R) masing-masing 1pl, sampel DNA 3 pl, dan
Distilled water sampai campuran 20 pl.

Gen VP7 diamplifikasi dengan primer Beg9 dan End9 (Gouvea er al., 1990).
scdangkan gen VP4 sebagian dihasilkan oleh Con3 dan Con2 primer (WHO, 2009). Gen
NSP4 di ampifikasi menggunakan primer yang telah dirancang oleh peneliti.
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4.8  Detcksi produk PCR dengan clektroforesis

Proscs elektroforesis dimulai dengan pembuatan gel agarose 2% yang telah
mengandung cthidium bromide dan kemudian diletakkan dalam elektroforesis gel
apparatus dan ditambahkan TBE buffer Ix hingga gel terendam semua. Produk PCR
sebanyak 5 pul diambil dan dicampur secara gently pippeting dengan 10x loading buffer
sebanyak 1,5 pl vang telah diteteskan di atas parafilm. Masing-masing (2 dan 3)
dimmasukkan ke dalam slot gel. Elcktroforesis gel apparatus ditutup dan dijalankan
dengan 100 volt selama kurang lebih 30 menit, sclanjutnya dilihat di bawah sinar
ultraviolet short wave. Kemudian hasil vang tampak didokumentasikan dengan gel

docAransilluminator.

4.9 Sekuensing

Sekuens nukleotida strain Rotavirus vang terdeskripsi terakhir dalam database
GenBank. Nomor accesion antara lain ; VP7 (GU288621-GU288626, EU791924); VP4
(GU288627-GU288633, EU791922); NSP4 (GU288642-GU288650, EU791925).

4.10  Manifestasi klinik diare

Tingkat kcparahan diare dihubungkan dengan manifestasi klinik seperti muntah,
frckuensi diare, peningkatan suhu tubuh, kcbutuhan cairan intravena karcna dchidrasi,
kcbutuhan rawat inap, dan durasi sakit diare. Diagnosis kcparahan diare ditegakkan saat
dilakukan penelitian. Keparahan diare ditcntukan dengan menggunakan scoring yang
didesain olch Ruuska dan Vesikari (1990).

4.11  Analisa statistik

Variabel bebas adalah gen NSP4, VP7, dan VP4. Variabel terikat adalah
manifestasi klinik pada pasien diare Rotavirus. Analisis asam amino gen disajikan
menggunakan multiple alignment dan filogenik dengan bantuan aplikasi Mcga6 dan
Biocdit.

Data akan disajikan dalam bentuk diagram. Analisis hubungan variabel bebas yaitu
gen NSP4 dengan masing-masing variabel independcen, vaitu keparahan penyakit diare,
lamanyz diare, frekuensi diare/24 jam, durasi muntah, frekuensi muntah/24 jam, suhu
badan, dehidrasi, terapi rehidrasi melalui minum, rawat inap menggunakan uji kai kuadrat

(chi aquare).
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BABYV
HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

51 Hasil Penelitian
il Karakteristik subyek penelitian

Tabel 5.1 Karakteristik pasien berdasarkan tempat pengambilan sampel. jenis kelamin. usia,
dan status imunisasi Rotavirus di Provinsi Lampung bulan September-Desember 2016

Positif % Negatif % Total
Tempat
PKMP 14 35.00 5 12.50 19
RSAM 5 12.50 1 2.50 6
RSUD 14 35.00 1 2.50 15
Total 33 82.50 7 17.50 40
Jenis kelamin
Laki-laki 20 50.00 4 10.00 24
Perempuan 13 32.50 3 7.50 16
Total 33 82.50 7 17.50 40
Usia
0-28 har 0 0.00 0 0.00 0
1-6 bln 6 15.00 4 10.00 10
6-11 bln 9 22.50 1 2.50 10
12-23 bin 10 25.00 1 2.50 11
24-35 bin 5 12.50 1 2.50 6
36-47 bln 1 2.50 0 0.00 1
48-59 bin 2 5.00 0 0.00 2
Total 33 82.50 7 17.50 40
Status imunisasi
Rotavirus
Sudah divaksin 0 0 0 0 0
Belum divaksin 33 82.50 7 17.50 40
Total 33 82.50 7 17.50 40

] I u s
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Tabel 5.2 Manifestasi klinik pasien di Provinsi Lampung bulan September-Desember 2016

Manifestasi klinik positif % negatif % Total
Durasi diare
0 jam 0 0 0 0.00 0
1-96 jam 7 17.5 ) 12.50 12
97-120 jam 4 10 0 0.00 4
> 121 jam 22 55 2 5.00 24
Total 33 825 7 17.50 40
Frekuensi diare
0 kah 0 0 0 0.00 0
1-3 kali 5 12.5 0 0.00 5
4-5 kali 7 17.5 2 5.00 9
> 6 kali 21 525 5 12.50 26
Total 33 825 7 17.50 40
Durasi vomit
0 jam 9 225 3 7.50 12
1-24 jam 9 225 2 5.00 11
25-48 jam 2 S 0 0.00 2
> 49 jam 13 325 2 5.00 15
Tot 33 825 7 17.50 40
frekuensi vomit
0 kali 7 17.5 3 7.50 10
1 kali 2 5 1 2.50 3
2-4 kali 13 325 0 0.00 13
> 5 kali 11 275 3 7.50 14
Total 33 82.5 7 17.50 40
Suhu
37 2 5.00 1 2.50 3
37,1-38,4 17 42.50 3 7.50 20
38,5-38,9 10 25.00 1 2.50 11
>39 5 12.50 1 2.50 6
Total 34 85.00 6 15.00 40
Dehidrasi
tanpa dehidrasi 2 5.00 0 0.00 2
Ringan 4 10.00 1 2.50 5
Sedang 20 50.00 4 10.00 24
Berat 9 22.50 0 0.00 9
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Total 35 87.50 5 12,50 40
Terapi
tidak terapi 0 0.00 0 0.00 0
v 0 0.00 0 0.00 0
MRS 33 82.50 7 17.50 40
Total 33 82.50 17.50 40
S13  Identifikasi virus
35
30
82
g 20
E 15 B immunockromatografi
S - i RT-PCR
5
0
Positit Negatif
hasil
Gambar 5.1. Perbandingan hasil pemeriksaan immunokromatografi dan RT-PCR pada
sampel dar1 Provinsi Lampung bulan September-Desember 2016
Sl4  Identifikasi genotipe
Tabel 5.3 Distribusi genotipe Rotavirus di Lampung September-Desember 2016
G belum Gl | G2 G3 | G4 [G6 |GB | GY9 | GI0 | GI12 | Gld | G25 | GNTP | Total
dudentifikasi
P belum 121 ¢f 0] O] 9f O 0] 0 0 0 0 0 21 33
didenutikasi
Pl Of 0] Of 0 0] Of O] 0O 0 0 0 0 0 0
Pl4] Of 0of Of 0 O] O} O] O 0 0 0 0 0 0
PI3) 0Ol Of Of of O Of O O 0 0 0 0 0 0
P[6] Of of Of 0 0o O Of 0O 0 0 0 0 0 0
P[7] 01 0o 0] 0f 0 O] O] 0 0 0 0 0 0 0
(8] Of Of Of 0 O O O O 0 0 0 0 0 0
P[] 0] 0] O Of O] Of Of O 0 0 0 0 0 0
P[10] 0] 0 Of O O Of Of O 0 0 0 0 0 0
P[] 0] 0 Of 0y O O] O O 0 0 0 0 0 0
P{14] 0| 0f 0 Of O O] O O 0 0 0 0 0 0
PNTP 0] 0] O Of O] Of Of O 0 0 0 0 0 0
Total 121 0] 0] Of O O O] 0 0 0 0 0 21 33
*GNTP : G Non-typeable; *PNTP . P Non-tvpeable
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Tabel 5.4 Disain primer untuk pemeriksaan genotipe belum teridentifikasi
No | Nama primer Urutan nukleotida Posisi Panjang Target
nukleotida nukleotida gen
(bp)
1 EQG3FWD* 5’-CTG CAT ACG CTA ATT CTA CAC ACA nt 242-266 544 bp Equine-
AGG-3’ like G3
2 EQG3REV* 5’-GAT CGT ACA AGT AGC CGT AGT AAC-3’ | nt 786-763
3 Beg9o** 5’-GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT nt 1-28 1062 bp VP7
CTGG-3°
4 End9** 5’-GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT nt 1062-1036
AAG-3’
h] RVGS** 5°-GGT CAC ATC ATACAATIC T-3° nt 1062-1044
6 Forward 5-TGG CTT CGC TCATTT ATA GAC A-3’ nt 11-32 876 bp VP4
con3**
7 Reverse 5°-ATT TCG GAC CAT TTA TAACC-3’ nt 868-887
con2**
8 | pNCDV** 3’-CGA ACG CGG GGG TGG TAG TTG-3’ nt 269-289 622 bp atau P[1}
530 bp
9 pUK** 3’-GCC AGG TGT CGC ATC AGA G-3° nt 336-354 555 bp atau P[5}
463 bp
10 { pGott** 5’-GCT TCA ACG TCC TTT AAC ATC AG-3’ nt 465-487 423 bp atau P[6]
331 bp
11 | pOSU** 5’-CTT TAT CGG TGG AGA ATA CGT CAC-3" | n1389-412 502 bp atau P(7]
410 bp
12 | ND2** 5°-AGC GAA CTC ACC AAT CTG-3’ nt 116-133 314 bp atau P[11]
222 bp
13 | SE-1¥* 5°-CTC TGC TAC TCT ACC TAT TTG-3’ nt 271-291 546 bp atau P[14]
414 bp
*(Cowley et al., 2016)
**¥(WHO, 2009)
515  ldentifikasi gen NSP4 Rotavirus
Tabel 5. 5 Disain primer untuk pemeriksaan gen NSP4
Nama primer | Urutan nukleotida Posisi Panjang nukleotida
NSP4-F 5’- AGA GAGCGC GTGCGG AAAGA -3’ nt 77-116 437 bp
NSP4-R 3’-GCG CGACCATTC CTTCCATT-3’ nt 524-485
LAPORAN PENELITIAN HUBUNGNA VARIAN GEN NSP4 DENGAN...... SOETJIPTO




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

437 bp

(¢)
Gambar5.2 Hasil pemeriksaan gen NSP4 pada sampel Provinsi Lampung bulan September-
Desember 2016 (a, b. ¢)
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516  Analisis genotipe

KN234429.1/RVABaUGXP X
K3M214430.1/RVABa/GXP X
KAI234428 1IRVABaGXP X
KU243685. 1/RVAMMouse/GIP X
KU243883 1/RVAMouse/GIP X
KU243684.1/RVARSUGIP X
KF604704. 1/RVANabbt/GIP X
JX036370. VRVAHorse-wyGIP 3
FIEN N VRVACanineiGIP 3
—— KJ839017 SIRVAHuman'GIP 4
MF494839 1/RVA/G3P X
VP7 F LO2re58-8T1
VPT F L09rt58-872
VPT F L17,m56-855
—'E KC815674 {/RVAEQune/GIP 12
KP116034. 1/ RVAHorse-wt/G3P 12
UST7189.1/RVAICanne/GXP X
_{__E EUT08939 1RVACanne/GIP 3
KF6814063.1/RVADog WGP 3
GUIT2938 RVAEQne/G14P X -
KFE14043 1/RVAFg WGP 6
KF614068 1/RVAP-WI/GIP 7
HQZ68838. YRVAPorcne/ GXP 23
GU558249. H/RVATUmMan/G3P 8
KFI 713 1IRVAHumaVGIP 8
GUSESOTY. IRVANaccneRataTeq WI78-8/GAP7 §
AS311738.3/RVAHmManGIPI 9
KF008855. 1/IRVAHuman/GIP 9
FJA35208 YRVAHumanVGIP 9
HMB27547 SRVATLmManGEP 1
DQ515961. 1/RVAPorcne'GSP 13
KPI50127 3RVAPQ-WG3IGSP 23
ABS46E67.1RVAHUmMan/GXP X
I—__ KP645338 V/RVA/Human-wi/G1P 8
HQT8576. /RVAHUMaNGIP 8
— AF254137 IRVAHman/GIP X
MF 469224 1/RVAYuman-bb/Retarn SSCRTV 00092'G3P X
I: U50332 1/RVA/Bovine/GEP X
AY281360. 1/RVABuTalo/GEP 3
EUST3015.1/RVABovineiGXP X
EF474079.1/RVA'Porcme'GEP 1
AY128708. 1RVACaprine/GEP X
U22011. /RVAHsmanGEP X
GU337882 1IRVAICapnnesGO34P X
GUS3TE89. 1IRVA'Caprine!GO100P X
GU5S93245 IRVAHmManG2P 4
KV$13334 1RVANVaccne/GI0P X
[——— X58784 1RVA/ICheken GXP X
LKSA2218. L RVA/AINGXPX
Q085407 VRVAIAMAMNGAGP 30
KC962122 1/RVAAAVGXP X
2288103 1RVABowne/GIP X

Gambar 5.3 Pohon filogenik gen VP7 Rotavirus pada sampel L02, L09, dan
L17 dengan strain Rotavirus dan strain vaksin Rotateq. Rotavirus
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nomenklatur mencakup Genebank accession 21 number, grup Rotavirus,
spesies asal dari isolasi, genotipe untuk genom segmen 9 dan 4 berdasarkan
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grup klasifikasi Rotavirus.

Rotavirus A strain

517 Analisis gen NSP4

mrruxumnot T'I'KDBIZRBND

] i
Rotavirus A astzain R"VRMLEH'DK’ 'H'RB!EOVZI umr {DKLH‘-’CSI’ zm)mmlmvrl.zr YBS RNPY BPK?. YT M

Gambar 5.4. Multiple alignment asam amino pada gen NSP4 pada sampel

anak dengan gastroentenitis di Bandar Lampung
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NSP4 EL 27
NSP4 EL 22
NSP4 EL 13
NSP4 EL 03
NSP4 EL 10
NSP4 EL 18
NSP4 EL 08
NSP4 EL 05
NSP4 EL 16
NSP4 EL 26
E NSP4 EL 02
KU560321 .1
JQ837886.1 |
MF469339.1
HQ268837.1
JQ837887.1 |
NSP4 EL 06
NSP4 EL 33
NSP4 EL 34
NC 007557 .1

Gambar 5.5. Pohon filogenik genotipc NSP4 Rotavirus pada sampel dengan genotipe NSP4 Rotavirus lain.
Rotavirus nomenklatur mencakup Genebank accession 3 number. o
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5.2 Luearan yang Dicapai
Luaran yang telah dicapai
No Jenis Luaran Indikator Capaian
I | Publikasi ilmiah? ‘Internasional Bereputasi Publikasi
Nasional Terakreditasi -
2 | Pemakalah dalam temu ilmiah Nasional ‘Sudz
Internasional
3 Pembicara utama (Invired Nasional
Speaker) dalam temu ilmiah Internasional
4 Paten tidak ada
Paten sederhana Draft
Hak cipta tidak ada
Merek dagang tidak ada
Rahasia dagang tidak ada
Desain Produk Industri tidak ada
Indikasi Geografis tidak ada
Perlindungan varietas tidak ada
tanaman
Perlindungan topografi tidak ada
sirkuit terpadu
5 | Teknologi tepat guna® tidak ada
6 | Model/Purwarupa/Desain/Karyva tidak ada
seni/ Rekayasa Sosial”
7 | Buku Ajar (ISBN)® tidak ada
8 | Tingkat Kesiapan Teknologi 1
(TKT)”
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BAB 6
SIMPULAN DAN SARAN

1 Simpulan
34 sampel (60%) positif terinfeksi  Rotavirus dengan pemeriksaan
imunokromatografi.
Usia paling dominan vang terinfeksi adalah usia < 2 tahun sejumlah 30 pasien. Rasio
antara laki-laki dan perempuan adalah 4:3. Scluruh pasien (100%) belum pernah
mendapatkan imunisasi Rotavirus sebelumnya.
28 sampel (51,8%) memiliki genotipe VP7 G3 Equine-like
28 sampel (51.8%) memiliki genotipe VP4 P[8]
33 sampel (66%) memilki genotipe NSP4 E2, sedangkan 26 (48,2%) sampel positif
vang lain belum ternidentifiasi genotipe dar1 Rotavirus tersebut.
Terjadi  pcrubahan asam amimo NSP4 dimana asama amino isolcusin
disubtitusikan dengan asam amimo valin pada titik ke 72.
Tidak terdapat hubungan antara genotipe VP7 G3 equine-like dengan derajat
keparahan pasien diare aku.
Tidak terdapat hubungan antara varian genotipe NSP4 E2 dengan manifestasi klinik

berupa derajat keparahan pasien diare aku.

2 Saran
Pemeriksaan dilanjutkan untuk identifikasi sampel lain vang belum teridentifikasi

serta uji statistik pada gen NSP4 dengan manifestasi klinik.
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Abstract

Diarrheal disease is one of the leading cause of dcaths among children under five vears old.
Nearly one out of five child deaths, about 1.5 million each year, is due to diarrhea. Rotavirus
is the leading cause of severe acute diarrhea in children throughout developed and developing
countries. Forty samples were collected from children under five years old who were
hospitalized at Primary Health Care Panjang, Tjokrodipo General Hospital and Abdoel
Moeloek General Hospital in Bandar Lampung, Indonesia from September to December 2016.
Amplification DNA for VP7 gene was carried out with Master Mix kit (Qiagen USA) using
conscnsus forward primer. Age, scx, and Rotavirus vaccination data were collected by
interview with parents or carctaker of patients. Eighty-two point five (82.5) percent of the total
sample by PCR technique was proven to be Rotavirus infectious case. There are fifty (50%)
male and thirty-two point five (32.3%) femalc patients. 75% of total patients belong Lo age
group of 6-24 months. All patients (100%) have never been vaccinated with Rotavirus vaccine.
Rotavirus infection was the common causc of most cascs of acute diarrhca among children
under five vears old in Lampung, Indonesia in the vear 2016. Introduction of Rotavirus
vaccination is suggested to prevent diarrhea caused by Rotavirus.

Keyvwords: Rotavirus, diarrhea, Lampung, Indonesia

Introduction

Diarrheal discase is onc of the biggest leading causes of death in children under five vears
old(CDC, 2013). Rotavirus is the important cause of severe acute diarrhea in children all
through both developed and developing countrics Rotavirus is the main cause of acute diarrhea
in both developed and developing countries. Rotavirus is estimated to cause 528,000 death in
the year 2000 and of 213,000 in the vear 2013 all over the world(Tatc et al, 2016). Most

children under the age of five experienced the rotavirus infection. One out of five paticnts
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visited a medical clinic, onc out of 63 of patients was hospitalized and ncarly one out of 293
died of rotavirus. The mortality rate for children under the age of 3 in Africa and South Asia
reachcd more than 80% (Parashar et al, 2003).

Some previous studies reported that the rotavirus infection in Indonesia varied between 38 and
61% and the majority of infected children were urder 2 years old (Putnam et al, 2007; Soenarto
ct al. 1981; Ofoyo et al, 2002; Soenarto et al, 2009; Radji et al, 2010). In Indonesia, Rotavirus
is the major causative viral infection responsible for diarrhcal discase in children (52%)
(Ninwati et al, 2016). Furthermore, Lampung province is a region with the extraordinary
condition of diarrhea in Indoncsia in the ycar 2014 (Indonesia Health Ministry, 2015) and 2015
(Indonesia Health Ministry, 2016) and there was no data on diarrheal rotavirus case found in
this province.

Morcover, to reduce the case of Rotavirus infections, Rotavirus vaccines have been developed
and mtroduced for routine immunization in several countries in thc Americas and Europe. In a
projected birth cohort study of 4.2 million children conducted for 5 vecars, routine rotavirus
vaccine program could potentially prevent the occurrence of 488,347 cases of diarrhea treated
outpaticnt, 176,375 hospitalizations, and 8148 deaths (Wilopo et al, 2009). In Indonesia, the
lack of data on rotavirus cases has led to the poor prioritization of Rotavirus vaccines as a
prevention strategy. Then, to prove the incidence of Rotavirus infection and motivate a
regulation about the introduction of Rotavirus vaccine in Lampung, Indonesia, this study
determines diarrheal incidence caused by Rotavirus infection among children under five vears
old.

Materials and Methods

Forty stool samples were collected from the inpatients’ children who presented a diarrheal
syndrome under five years old at Primary Health Care Panjang, Tjokrodipo General Hospital,

and Abdocl Moeloek General Hospital in Lampung from September to December 2016. The
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stool samples were sent to the Institute of Tropical Disease Universitas Airlangga, Surabaya
for further analysis.

Extraction and purification of viral RNA from 10% fecal suspensions in phosphate-buffered
saline was done by QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer's
instruction. The extracted RNA was used for a reverse transcription polvmerase chain reaction
(RT-PCR) using Superscript platinum I1I kits (Invitrogen, USA). Amplification DNA for VP7
gene was carried out with Master Mix kit (Qiagen USA) using a consensus forward primer
VP7F (5-ATGTATGGTATTGAATATACCAC-3") and a rcverse primer VP7R (5°-
AACTTGCCACCATTTTTTCC-3") (WHO, 2009). The nucleotides length was 881 bp.

Age, sex, and Rotavirus vaccination data were collected by interview with parents or caretaker
of patients.

This study was approved by the Ethics Committec of Teaching Hospital of Airlangga
University. Informed consent was oblained from parents or carctakers of cligible children
before enrollment in this study.

Results

A total of 40 stool samples were collected from children inpatients under 5 years old with
diarrhea. 33 stools (82.5%) out of the total 40 stools werc positively infected by rotavirus.

Table 1. comparison of the results obtained by ICT and PCR

immunochromatography Total

Positive ~ Negative

PCR Positive 26 7 33
Negative 0 7 7
total 26 14 40
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Table 2. Proportional distribution of age, sex, and Rotavirus vaccination in diarrhea patient

with Rotavirus infection in Lampung, Indoncsia September-December 2016

Number of patients enrolled (n = 40)

Number of paticnts with

Rotavirus-positive

Number of patient with

Rotavirus-negative

Characteristic Number % Number %
Sex
Male 20 50 4 10
Female 13 325 3 7.5
Total 33 82,5 7 17.5
Age
0-28 days 0 0 0 0
1-6 months 6 15 4 10
6-11 months 9 225 1 25
12-23 months 10 25 1 0
24-35 months 5 12.5 1 25
36-47 months 1 25 0 0
48 -59 months 2 5 0 0
Total 32 825 7 17.5
Vaccination
Vaccine 0 0 0 0
No-vaccine 33 82.5 7 17.5
Total 33 825 7 17.5
Discussion
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In this study, there arc two different tests to dctect rotavirus i.e., ICT and PCR. Twenty-six
stool samples (78%) out of thirty-three stools were rotavirus positive by ICT. ICT Sensitivities
and specificities were 73% and 95% for rotavirus (Weitzel et al, 2007). Other studies which
evaluated the reliability of rotavirus by using ICT in developing country reported that the
sensitivity and specificity by ICT reached the values of 70,5% and 95%, which is different
from the PCR result. (Bulotsky et al, 2003). In contrast to classical detection methods for viral
stool pathogens, such as electron microscopy, enzyme immune assay (EIA) or PCR, ICT can
be carried out with less laboratory equipment, therefore it is sunitable for tropical regions.

This was the first study about Rotavirus in Lampung, Indonesia. Rotavirus appeared as 82.5%
of the total of 40 children inpatients with acute diarrhea. Rotavirus remains a major causc of
acute diarrhea in children and previous studies in Indonesia showed that the incidence of
Rotavirus infection as a causc of acute diarrhea in children (Hernawatiet al, 2016). In
comparison with other studies in Jakarta, Palembang, Bandung, Yogyakarta, Denpasar,
Mataram, and Surabaya with incidences of Rotavirus infection of 67%, 64%, 51%, 39%, 61%,
65%(Soenarto ef al., 20609), 40% (Sudarmo et a/, 2015) respectively, Lampung (82,5%) had
the highest incidence. Patients with acute diarrhea causcd by Rotavirus infection tended to have
more severe clinical symptoms, so they were more likely to be hospitalized.

In this study, the majority (77%) of all cascs of Rotavirus discasc occurred in children aged <
2 years and 43% in male patients. The predominant patient age group Rotavirus positive was
6-24 months, similar to many other studies in Indonesia. This can be explained by the fact that
at the age of < 6 months, maternal antibodies have a protective effect, while at the age >23
months it may have developed natural immunity duc to recurrent Rotavirus infections. The
lifespan of infection is in the first year of life(Bresee ef al, 2005). The age distribution of
children with Rotavirus infection in our study is consistent with European studies that showing

the peak of infection in the first two vears of life (Standaert et al, 2008) and other study in
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soime provinces in Indonesia (Ninwvatiet al, 2016; Socnartoet al, 2009; Sudarmo ef al, 2015).
This study found that male patients proved a higher rotavirus infection (61%) than female
(39%). These resnlts were similar to another finding in Nigeria that males were twice as
susceptible as females (Junaid et al, 2011). Furthermore, this virus affected males patient
predominantly (Nguyen et al, 2004). However, other results found that there was no association
between gender and rotavirus infection(Ibrahim ef al, 20135; Manjula, 2013).

These samples were collected during September-December 2016 which was the transition
scason. Indonesia is a tropical country with the dry season (April-September or May-October)
when the average rainfall decreases, and wet season (October-march or November-April)
(Ministry of Environment of Indonesian Republic, 2007). Unlike many bacteriological agents
causing diarrhea, Rotavirus occurs in both four-season countries and tropical arcas. Rotavirus
infections will occur year-round reaching its peak and onwards, despite the drv and the wet
scason (Prasctyo ef al., 2013). Rotavirus infection is a common disease in children, regardless
of the level of prevailing hygiene or the quality of food and water.

Although Indonesia had a trial Rotavirus vaccine in Yogyakarta Indonesia in 2013 and
performed good result in decreasing of Rotavirus cascs, other regions did not have repulation
for this program yet. Studics have shown that Rotavirus vaccines arc low cost vet is effcctive
and are projected to have a large impact to reduce scvere Rotavirus gastroentcritis cases in
Indoncsia (Suwantikaet al, 2013).

Overall, our results highlight the high case of diarrthea caused by rotavirus in Lampung,
Indonesia. Finally, raising community awarcness about Rotavirus infection and introduction of
Rotavirus vaccines will be important in accelerating the primary strategies to reduce the
number of cases. Recent qualitative research has shown a low awareness of Rotavirus discase
among policymakers, health care practitioners, and the community in Indonesia. This study

suggests that health education is the goal for both medical and nonmedical communitics in
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order to increase awareness about the danger of Rotavirus infection and to gamer big support

from these groups.
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Abstract

Background: Co-infection of human herpesvirus-8 (HHV-8) in HIV-positive people might cause Kaposi's sarcoma. Early
detection of HHV-8 may prevent the onset of clinical manifestations. In Indonesia, detection of HHV-8 antigen in HIV-
positive patients has yet to be reporied. The intention of this research was to examine the presence of HIV-8 antigen in
HIV-positive patients in East Java, Indonesia.

Material and Methods: 103 scrum samples were collected from HIV-positive patients in Surabaya and Tulungagung, East
Java, Indonesia. Serums were then tested for the presence of HHV-8 antigen by using sandwich ELISA.

Results: Human Herpesvirus-8 antigen was detected in 15 samples (14.5%). The presence of HHV-8 infection in HIV-
positive patients did not present differently in males and females and among different age groups. Human
immunodeficiency virus-positive scrum samples were collected from 23 homosexual men, 23 intravenous drug users
(IVDUs) and 52 heterosexuals. In the male homosexual group, HHV-8 antigen was detected in 21.7% (5/23) of the
samples, while in the intravenous drug user group (IVDUSs), 16% (4/25) of the samples were found to have HHV-8 antigen.
Conclusion: This research found the presence of HHV-8 antigen in 14.5% of patients in East Java, Indonesia. It is
recommended that patients with a positive result should receive further examination to detect any clinical manifestations
related to HHV-8 infection, especially in the form of Kaposi’s sarcoma lesions, so that the illness can be appropriately
managed.

Key Words: HHV-8 antigen, HIV-positive, East Java, Indonesia.

Introduction

The human immunodeficiency virus (HIV) primarily attacks T helper (CD4+) lymphocytes. The human
immunodeficiency virus (HIV) infection causes the immune sysiem to weaken, so that the host becomes more susceptible
to various infections and malignancies (Grant et al., 2005). One common co-infection found in people living with
HIV/AIDS is a herpesvirus infection, including herpes simplex virus types | and 2 (HSV-1, HSV-2), varicella zoster virus,
cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), herpesviruses 6 and 7, and human herpesvirus 8 (HIV-8 or Kaposi
sarcoma-associated herpesvirus {(KSHV]) (Brooks et al., 2013). HHV-8 infection in HIV/AIDS patients may cause
Kaposi’s Sarcoma (Dourminishev et al., 2003). Kaposi's sarcoma is a tumor developed from cells on lymph nodes or in
blood vessels, and can also develop in other parts of the body (Dourminishev et al., 2003).

HHV-8 or KSHYV, the only known human herpesvirus (thadinovirus), is the most recently discovered tumor virus
(Viejo-Borbolla et al., 2003). HHV-8 has a diameter of 140 nm and a genome of between approximately 125 kb (Burbelo et
al., 2013), 165 kb (Brooks ct al,, 2013) and 170 kb (Russo et al., 1996). The virus has a double stranded lincar DNA and
icosahedral capsid envelope (Vigjo-Borbolla et al., 2003). It is covered by a tegument containing protein, and closed during
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budding of the cell. The membrane is derived from outer envelope of lipid membrane from various host and specific virus
glycoprotein (Swaminathan, 2003).

Kaposi’s sarcoma is more prevalent in immunosuppressed patients than healthy people. It often occurs in people
with Jewish, Mediterranean, African, and Middle Eastern origins. Sero-epidemiological evidence of HHV-8 infection can
be used to reflect the epidemiology of Kaposi’s sarcoma (Grulich et al., 2001). Ablashi and colleagues’ research reports that
in 1999, seropositive prevalence of HHV-8 infection in general population of USA, Northemn Europe, and Asia was only
around zero to five percent; this was also the case in a scroepidemiological study in Malaysia, Hong Kong, and Sri Lanka
where the scroprevalence of HHV-8 was found to be around 3,7%. However, a higher prcvalencc was found in Southemn
Europe, around five to ten percent. (Ablashi et al., 1999). There has been no data regarding viremia detection using ELISA
method and no epndemnologlcal rcpomng on the prevalcnce of HHV-8 infection in Indonesia. The aim of this study was to
correct this omission with an cxamination of the presence of HHV-8 antigen in HIV-positive patients in East Java,
Indonesia.

Materials and Methods

This study was approved by the Ethics Committce of Universitas Airlangga Hospital. A hundred and three serum
samples were collected from HIV-positive patients in Universitas Airlangga Hospital, Surabaya and Dokter Iskak
Tulungagung General Hospital, East Java, Indonesia. The inclusions criteria are positive HIV infected with naive or treated
with antiretroviral, all age (in this case 7-5 years old, and the mean age is 37 years old). Exclusion criteria in this study were
patients who did not agree to follow the study. Informed consent was obtained from each patient prior to sample collection.
Patients were also asked to complete a questionnaire to provide general information and the possible route of transmission.
The patients were then subjected to an HHV-8 antigen test using sandwich ELISA (Abbexa, Cambridge, UK), according to
manufacturer instructions. Data obtained were analyzed using statistical software (SPSS version 21.0).

Results

HIV-positive patients involved in this study comprised of 64 males and 39 females, with a mean age of 37 years
(range 7-64 vears). This research showed that 15 of 103 samples (14.56%) were found to be HHV-8 antigen positive. In
regards to patients’ gender, ten men (13.6%) and five women (12.8%) tested positive. The presence of HHV-8 antigen did
not show any significant differences in age (p=0.05) and gender (p=0.78). HHV-8 infection in homosexual men was 21.7%,
while 16% intravenous drug users (IVDUs) were positive,

Table 1. Determinants of HHV-8 infection in HIV positive patients

Characteristic N FIHV-8 positive P value
N (%) p<0,05, S (Significant), NS
{Not Significant)
Age group (years)
A: <30 31 4 (12,9%)
B: 31-40 35 7 (20%) p=0,5 (NS)
C: >40 37 4 (10,8%)
Sex
Male 64 10 (15,6%) p= 0,78 (NS)
Female ' 39 5 (12,8%)
Sexual onentation
Homo/bisexual 25 4 (16%) p=0,5 (NS)
Heterosexual 78 11 (14.1%)
Marital status
Married 68 10 (15,6%) p=0,6 (NS)
Not married 35 5(12,8%)
Discussion

The resulis of the study conducted in East Java, Indonesia are an interesting comparison with other studies around
the world. It must be reiterated here that the participants in the study were not screcned for Kaposis sarcoma and the
ELISA method was not used to collect the data regarding HHV-8 viremia. While the presence of HHV-8 antigen was
detected in 14.56% of HIV-positive patients in East Java, Indoncsia, previous studies in Xinjiang, China (Zhang et al.,
2012), Nigeria (Ogoina et al., 2011) and Cameroon (Mbondji-Wonje et al., 2013) showed a greater prevalence, that is
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31.2%, 62% and 70% respectively. Human herpesvirus 8 antigen was detected in 21.7% HIV-positive homosexual men. A
study in Thailand reported the presence of HHV-R Ivtic antigen in 12% HIV-positive homosexual men, 16% hetcrosexual
men, and 9% IVDUs (Ayuthaya et al., 2002). HHV-8 without KS in serum samples arc detected 4% and AIDS-KS are
42.8% in Brazil (Machado et al., 2016). Detection of herpes virus DNA in lymphocytes could possibly represent latent
infection, while detectable DNA in scrum or plasma is usually associated with diseasc (Polstra et al., 2003). In HIV-
positive patients without Kaposi Sarcoma, 4% werc positive using PCR method. These patients certainly present a higher
risk of developing AIDS-KS (Machado et al., 2016).

Kaposi's sarcoma was the most common neoplasm found in patients infected with HIV. Kaposi's sarcoma is a
tumor of blood vessels, which appears as lesions on the skin, and then spreads 1o other organs. It is noted here that there has
been a decrease in the incidence of Kaposi’s with other opportunistic illnesses, since the introduction of highly active
antiretroviral therapy (HAART) (Jacobson ct al., 1999). This downward trend is most likely due to secondary effects of
antiretroviral therapy on the immune system (Cattelan et al., 2001 dan De Milito et al., 1999) rather than direct effect to
HHV-8 (Kedes dan Ganem, 1997).. A study utilizing polymerase chain reaction (PCR) demonstrated that HHV-8 was
detected in more than 90% of Kaposi's sarcoma lesions (Mendez et al., 1998). Prospective studies indicated that the
detection of HHV-8 could predict the development of Kaposi's sarcoma in asymptomatic subjects (Whitby et al., 1995 dan
Moore et al., 1996). Several studies using different serological tests found that almost 100% patients with different clinical
forms of Kaposi's sarcoma had a high titer of the HHV-8 antibody, which had been detected before the appearance of
clinical lesions of Kaposi's sarcoma (Whitby et al., 1995; Gao et al., 1996 dan Moore e1 al., 1996). Current cvidence
suggests that HHV-8 infection is a prerequisitc in the pathogenesis of Kaposi's sarcoma, but factors relating to the host
immuno-deficiency may greatly increase the incidence of Kaposi's sarcoma among subjects infected with HHV-8.

The presence of HHV-8 infection in HIV-positive patients is possibly related to the risk of developing
opportunistic discases, including Kaposi's sarcoma (classic, AIDS-rclated KS, endemic and iatrogenic) and other
proliferative discases, such as primary effusion lymphoma and multicentric Castleman disease. Among immuno-competent
people, only a small proportion of HHV-8 infections develop into Kaposi sarcoma. Various tests have detected HHV-8
antibodies in the majority of asymptomatic individuals with increased tumor risk, including HIV-positive homosexual men
(Martin et al., 1998), adults from Italy and various regions of sub-Saharan Africa (Sitas et al., 1999; Calabro et al., 1998),
and some low risk people, such as blood donors from the UK, USA, and Jamaica (Simpson et al., 1996, Engels et al,
1999).

Conclusion

The presence of HHV-8 antigen was found in 14.5% of the HIV-positive patients who participated in this stdy which is
the first of its kind in Indoncsia. Based on these results found in patients in East Java, further investigations should be
conducted on patients living with HIV. This would assist with early detection and subsequent management of any clinical
manifestations related 1o HHV-8 infection, especially in the form of Kaposi’s sarcoma lesion.
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