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RINGKASAN DAN SUMARRY 
Pada dekade terakhir masyarakat Indonesia terjadi pemaparan sakit Demam 

Berdarah Dengue sangat memprihatinkan serta berpotensi memberikan konstribusi 
meningkatnya angka kematian di Indonesia, Di Jawa Timur angka kejadian sakit DBD 
pada tabun 2006 sebesar 56,28 per 100.000 penduduk, sedangkan di Surabaya terdapat 
149 penderita per 100.000 penduduk. 

Kejadian sakit DBD tersebut memberikan problema kesehatan masyarakat pada 
segala tingkatan umur karena masih kesulitan untuk menegakan diagnostik dini dan serta 
belum ditemukannya metode prevensi yang tepat sasaran. 

Berbagai upaya strategi peneegahan telah dilakukan untuk mengatasinya disertai 
peoingkatan kemampuan eara diagnosis dini serta perbaikan cara pengobatan , namun 
masalah kesehatan tersebut belum dapat diatasi seeara memuaskan. Hal tersebut karena 
belum tuntasnya pemahaman patogenesis Demam Dengue / Demam Berdarah Dengue. 

Interaksi berbagai faktor internal seperti sistem genetik, sistem imun, serta faktor 
Iingkungan memberikan konstribusi utama pada pemaharnan patogenesis Demam 
Berdarah Dengue (DBD) / Demam Dengue (DD) melalui penelitian yang telah dilakukan 

Konsep utama pencegahan yang sedang dupayakan dan upaya sintesis vaksin 
mendekati penyelesaianya berdasarkan strain virus Dengue (DEN -I, DEN-2, DEN-3, 
DEN-4) yang dominan terlibat dalam manifestasi penyakit suatu area, dan diperlukan 
konsep pola imungenetik antara lain HLA-A, -B pada host sebagai faktor determinan 
yang potential dan diperhitungkan dalam rekayasa keunggulan suatu vaksin yang akan 
disintesisl diproduksi. 

Fokus penelitian ini untuk mengidentifikasi molekul HLA -DR, yang termasuk 
ruang lingkup geu yang mengendalikan sistem imun pada hospes (host) dan mampu 
berekspresi sebagai susceptibility gene yang mempunyai korelasi / asosiasi yang 
bennakna dengan terjadinya DBDIDD pada host. Sasaran penelitian adalah populasi 
penderita DBDfDD di Jawa Timur dan jumlah sampel yang akan diteliti sebanyak 20 
sampel darah penderita, dan 6 penderita yang diteliti tersebut pernah menderita DDIDBD 
sebelunmyu ( infeksi DD yang berulang) 

Metode pemeriksaan sistem HLA-DR dengan uji DNA typing- peR dan hasilnya 
dianalisis dengan software dari Invitrogen .. Hasil deteksi gene terse but akan anaIisis 
selanjutnya denganmetode chi-squre koreksi dari Yate 'so Nilai peluang sesorang untuk 
men4apatkan penyakit DDIDBD dinyatakan dengan menguji resiko relatifdengan rumus 
dari W Q/f' s. 

Hasil penelitian adalah jenis HLA-DRBl*12,-DRBl*03 dan HLA-DRB4*0I ,
DRB3*01, Hla-DQBl*03, DQBl*05 yang spesiftk dan mempunyai hubungan yang 
bermakna dengan kejadian sakit DDIDBD pada populasi Indonesia di Jawa Timur. Hasil 
identifikasi gen HLA yang seeara statistik mempunyai asosiasi dengan kejadian sakit 
DDIDBD dapat dimanfaatkan sebagai faktor determinan yang potensial perlu 
diperhitungkan dalam strategi rekayasa vaksin DDIDBD untuk mendapatkan efektifitas 
yang tinggi pada populasi di Jawa Timur. 

Hasil identifikasi HLA pada penderita DDIDBD dan dilanjutkan penelitian 
sejenis pada seluruh area di Indonesia sebagai suatu sistem imungenetik yang 
mengendalikan pola respon imun tubuh hospes(host) akan memberikan kepastian 
kompatibilitas bagi vaksin yang akan diberikan sebagai salah satu pencegahan yang tepat 
sasaran. 
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PRAKATA 

Penyakit infeksi yang terpapar dimasyarakat tetap merupakan problematik utama 

kesehatan masyarakat serta memerlukan perhatian yang serius berbasis hasil 

penelitian yang sistematik dan mendapatkan solusi yang tepat guna. 

Seperti diketahui solusi problematik penyakit infeksi yang mewabah kembali di 

Indonesia dan lasim disebut emerging and reemerging infectious diseases, jelas 

memerlukan upaya menemukan kendala yang berpengaruh dominan teIjadinya proses 

kejadian sakit . 

Keterkaitan antara berbagai kendala (multifaktorial) sebagai dasar utama 

penyimpangan reaksi timbulnya penyakit infeksi, seharusnya menjadi fokus 

penelitian yang ~erlu diidentifikasi secara absah 

Implementasi hasil upaya penelitian dalam penyakit infeksi diharapkan sesuai 

dengan prioritas yang termaktub dalam strategi pembangunan Nasional, misalnya 

wabah Demam Berdarah Dengue yang mengakibatkan angka kejadian mortalitas 

yang demikian tinggi di Indonesia. 

Program penelitian ini berfokus pad a analis sistem imungenetik yang terkait 

dengan kejadian sakit DDfDBD yang akan memberikan manfaat kontrol bagi 

biokompatibilitas dari vaksin yang harus disintesis ( produksi) secara mandiri. 

Karena konsep dasar produksi vaksin yang efektif, seharusnya berdasar strain virus 

DDfDBD yang kharakteristik didapat dan hidup diarea tersebut serta pol a sistem 

HLA yang spesifik terdapat pada populasi yang akan divaksinasi. 
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PENDAHULUAN 

MiLl K 
PERPUSTAK.a.AN 

Ur-IVERSITAS AIRLANGGA 
SURABAYA 

Angka kejadian sakit Demam Berdarah Dengue menunjukan peningkatan yang 

potensial memberikan konstribusi meningkatnya angka kematian di Indonesia, Di lawn 

Timur angka kejadian sakit DBD pada tahun 2006 sebesar 56,28 per 100.000 penduduk, 

sedangkan di Surabaya terdapat 149 penderita per 100.000 penduduk. 

Berbagai upaya strategi pencegahan telah dilakukan untuk mengatasinya disertai 

peningkatan kemampuan cara diagnosis dini serta perbaikan cara pengobatan , namun 

masalah kesehatan tersebut belum dapat diatasi seeara memuaskan. Hal tersebut karena 

belum tuntasnya pemahaman patogenesis Demam Dengue / Demam Berdarah Dengue. 

Interaksi berbagai faktor internal seperti sistem genetik, sistem imun, serta faktor 

lingkungan memberikan konstribusi utama pada pemallaman patogenesis Demam 

Berdarah Dengue (DBD) / Demam Dengue (DD) melalui penelitian yang telah dilakukan 

Konsep utama peneegahan yang sedang dupayakan dan mendekati penyelesaianya 

adalah suatu vaksin Dengue berdasarkan strain virus Dengue (DEN -I, DEN-2, DEN-3, 

DEN-4) yang dominan terlibat dalam manifestasi penyakitsuatu area, namun masih 

diperlukan konsep pola imungenetik antara lain HLA DR pada host sebagai faktor 

determinan yang potential dan diperhitungkan dalam rekayasa keunggulan suatu vaksin 

yang akan disintesisl diproduksi. 

Fokus penelitian ini unutuk mengeksplorasi jenis molekul HLA DR sebagai 

ekspresi susceptibility gene yang mempunyai korclasi / asosiasi yang bermakna dengan 

terjadlnya DBDIDD pada host. Sasaran penelitian adalah populasi penderita DBDIDD di 

lawn Timur dan jumlah sampel yang akan diteliti sebanyak 30 sampel darah penderita. 

1.1. Rumusan Masalab Penelitian : 

I. Adakahjenis HLA DR yang mempunyai hubungan bermakna dengan kerentanan 

DDIDBD pada seseorang Indonesia di lawn Timur ? 

2. Bagaimana tingkat kemaknaan identifikasi pola HLA kelas I yang protektif pada 

populasi sehatlnormal Indonesia di lawn Timur ? 

1 



TINJAUAN PUST AKA 

Imunopatogenesis dan faktor determinan 

Interaksi mikrorganisme dengan manusia sebagai hospes merupakan proses yang 

dinamik berdasarkan suatu respon imun pada tubuh hospes dan me1ibatkan berbagai 

faktor determinan khususnya dengan sistem inflamasi yang berperan sangat penting 

dalam proses eliminasi mikroorganisme penyebab (Rote NS, 2006) 

Imunopatogenesis suatu kejadian penyakit infeksi yang tergolong"emergene and 

reemergence" mempunyai tahapan proses yang mirip namun berbeda dalam intensitas 

dan potensi respon imun yang ditimbulkan, baik pada imunitas alami (innate immunity) 

atau sekarang disebut less specific immunity maupun imunitas adaptif (acquired immunity 

I more specific immunity) ( Janeway, 2008). 

Struktur dan karakteristik komponen antigenik suatu substansi penyebab kejadian 

infeksi (viral, bacterial, parasit, jamur) serta pola imunogenetik pada hospes memegang 

peranan penting terhadap proses imun yang teJjadi baik imunitas alami atau adaptif, yang 

akan berpengaruh terhadap besarnya intensitas dan potensi respon imun yang teJjadi. 

Adanya mutasi mikroorganisme penyebab (virus, bacteria, jamur, parasite) meng 

akibatkan perbedaan derajat virulensi dan pola transmisinya yang menimbulkan"new 

antigen" bagi hospes, sehingga teJjadi stimulasi system imun hospes yang karakteristik 

berbeda dalam imunopatogenesis terkait dengan kepekaan pada hospes. 

Respon Imun. 

Pemahaman terhadap ketepatan mengenali substansi antigen merupakan awal 

yang pentingdalam rangkaian proses imun selanjutnya ditinjau secara molekuler maupun 

seluler dan bermanfaat untuk identifikasi substansi biologik yang dominant terlibat 

pada setiap tahap proses kejadian sakit atau disebut "stage of disease process". 

Garis besar rentetan rangkaian respon imun adaptif pada re-emerging diseases 

meliputi (Janeway, 2008) 

I. Pengenalan mutated antigen oleh sel yang berperan sebagai Antigen 

Processing Cell (APC) 

2. Presentasi mutated antigen pada permukaan APC oleh sistem MHC/ HLA 

kelali II dan berinteraksi dengan reseptor sel T helper(TCR), yang lasim 

disebut interaksi trimolekuler 
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3. HasH interaksi trimolekuler tersebut menentukan jenis antigen sebagai self 

alau non self 

4. Analisis komposisi ,potensi substansi yang telah dikonfinnasi sebagai 

antigen self Inon-self yang menentukan besamya intensitas koordinasi respon 

imun yang dilaksanakan oleh sel TH alau CD4Tcell 

5. Proses eliminasi mutated antigen intracellular dengan jalur imunitas seluler 

melalui interaksi molekul TCR pada CD8Tcell dengan system MHC / HLA 

kelas I pada sel target 

6. Proses netralisasi mutated antigen extra· cellular dengan jalur imunitas 

humoral melalui immunoglobulin yang dihasilkan oleh limposit B. 

IL-2, 

MHC class I ~ .. 

Cellular 
immunity 

..... 

C{$@a 
• .. 

....... ~ ...... MHC class II 

•• 1 ......... .., 

.......... • ~ 
TGF-13 

Granzvme 

~ IL-4, IL-6, IL-10 

- • ... M'l1Io 
.... ~i i" ~ Humoral 

'l r CD immunity 

Gambar 1. Skema respoo imuo spesifik (Judajaoa, 2003) 

Keteraogao siogkatao: 

Ag : antigen, Ig : imunoglobulio, APC : antigen presenting and processing cell, TCR : T 

cell receptor, HLA : Human leukocyte Antigen, MHC :Major Histocompatibility 

Complex, IL : interleukin, TNF-a : Tumor Necrotic alfa, IFN--y: gama interferon; TGF~ : 

Tumor Growth Factor bet!, B cell: Lymphocyte B, T cell: lymphocyte T 
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Berdasarkan skema terse but, semua komponen imun atau molekul yang terlibat 

dalam respon imun yang spesifik (molekul HLA , TeR, Interleukin, resceptor sitokin, 

imunoglobulin) mempunyai kendali genetik dan disebut sebagai immunogenetic. 

Defisiensi ~alah satu imunogenetik ( TCR gene) akan berdarnpak terganggunya 

aktifitas koordinasi imun yang dijalankan oleh oleh limposit TH (CD4T cell), demikian 

pula bila tedapat defisiensi pada sislem imunogenetik lainya,misalnya HLA IMHC gene, 

interleukin gene, receptor cytokine gelle dan imulloglobulin gene. 

Lasimnya semua antigen mengalami proses di APe namun terdapat 

komposisi komponen mikroorganisme yang karakteristik yang disebut super antigen 

ternyata tidak diproses pada APe namun langsung terlibat dalam reaksi tri molekuler 

kompleks untuk menentukan spesifisitas antigen tersebut sebagai self atau non self 

antigen. 

Tujuan Dan Manfaat Penelitian 

Tujuan Umum 

Mendapatkan pola gen HLA DR yang mempunyai asosiasi dengan infeksi Demam 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 

Tujuan Khusus 

Menentukan substansi yang dominant terlibat dalam interaksi antara HLA-antigen virus 

Dengue dan molekul TeR pada penderita Demam Berdarah Dengue dengan : 

1 .Identifikasi HLA DR yang terkait nilai kerentanan terhadap Demam Berdarah 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 

2. Identifikasi HLA DR yang terkait nilai protektif terhadap Demam Berdarah 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 

ManCaat IUrgensi dan Keutamaan Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat : 

1. Identifikasi individu yang mempunyai resiko menderita infeksi Demam Dengue 

( predisposisi genetik) yang bermanfaat sebagai kontrol biologik konsep rekayasa 

vaksin yang tepat guna. 
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2. Mendapatkan gambaran yang lebih jelas, tepat dan rinci tentang konsep 

etiopatogenesis Demam Dengue ditinjau dari pendekatan imunogenetik yang 

dapat diharapkan bermanfaat untuk salah satu cara pengobatan dimasa 

mendatang dengan mendaya gunakan aktifitas imunitas seluler dan humoral yang 

lebih efisien 

3. Pendayagunaan imunogenetika sebagai ilmu dasar sebagai salah satu cara 

pendekatan untuk strategi diagnosis dini pada hospes terhadap invasi virus 

dengue melalui jenis substansi HLA kelas I yang dominan berperan dalam 

patogenesis 

Sasaran I Subyek Penelitian 

Subyek penelitian ini adalah semua penderita Demam Berdarah Dengue di Poli 

Rawat Jalan / Rawat Inap Penyakit Dalam dan Anak RSU Dr. Soetomo yang 

memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Penelitian ini berpusat di RSU Dr. 

Soetomo sebagai tempat pernilihan sampel dan pengambilan darah serta di 

Instalasi Patologi K1inik RSU Dr. Soetom, LPT I Institut Tropical Disease 

Universitas Airlangga sebagai tempat pernrosesan dan pemeriksaan sampel. 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini merupakan bentuk penelitian observasional eksploratif dan berada 

dalam lingkup penelitian genetik. Sasaran penelitian adalah penderita Demam Berdarah 

Dengue yang memenuhi kriteria penerimaan sampel dan sebagai kontrol adaIah orang 

Indonesia yang sehat serta tidak pemah menderita Demam Berdarah Dengue tersebut 

Sampel penelitian yang dijalankan adalah purposive sampling (non random) pada 

populasi yang memenuhi kriteria penerimaan sampel (inclusion criteria) yang ditetapkan 

dan penderita menetap di Jawa Timur . 

SASARAN LUARAN TAHUN 2009- 2010 

Mendapatkan asosiasi antara HLA DR dengan menifestasi klinis Demam Dengue 

pada populasi Indonesia di Jawa Timur. Makna asosiasi adalah peluang seseorang untuk 

mendapatkan Demam Dengue dengan spesifisitas HLA yang tertentu. 
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Penelitian pada tahap ini bertujuan menetapkan jenis substansi HLA kelas I yang 

berasosiasi dengan kejadian sakit DDIDBD dengan melakukan: 

1. Penetapan manifestasi klinis penderita DBD 

2. Pemeriksaan HLA DR dengan teknik mikrolimpositotoskisitas pada penderita 

DBD 

3. Penetapan HLA DR dengan teknik mikrolimpositosiksitas 'untuk mendapatkan 

pola genetika populasi normal yang diteliti 

4. Analisis Statistik 

1. Penetapan manifestasi klinis DBD 

a. Sampel 

Pengambilan sampel penelitian secara purposiv ( non random ). Besamya 

sampel dalam peneltian ini ditentukan dengan rumus 

Z'pxq 

d' 

Perhitungan berdasarkan selang kepercayaan alfa 5%. Perbedaan estimasi 

prevalensi 6% dan proporsi DD 0.15 dan dari hasi! perhitungan tersebut 

diharapkan minimal 36 penderita DD yang akan diteliti, sedangkan untuk 

penelitian genetika populasi yang sehat sudah dilakukan sebelurnnya 

b. Kriteri penerimlllln sampeladalah : 

Pcndcrita DD dan DBD berdasarkan modifikasi kriteria WHO (1997) 

Kadar Klinis Demam Dengue dan Demam Berdarah Dengue 

Demam tinggi mendadak 2 -5 hari, tanpa sebab yang jelas 

Adanya manifestasi perdarahan termasuk uji tourniquet positip 

Ptechia, echimosis, perdarahan gusi, hematemesislmelena 

.. Pembesaran hepar (hepatomegali) 

Tanda syok, nadi lemah, penyempitan pulse pressure, hipotensi 

Akral dengin, kulit lembab dan pasien tampak gelisah 

Kriteria Laboratoris : 

Trombositopenia (kurang dari 100.000/mm3) 
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Hemokonsentrasi I peningkatan nilai hematokrit 20% atau lebih 

Diagnosis ditegakan bila terdapat 2 (dua) atau lebih gejala k1inik disertai 

trombositopenia dan hemokonsentrasi (WHO, 2000 ; WHO 2003). Diagnosis 

pasti ditegakakan dengan uji imuno-serologis (IgM DRV, IgO DHV) deteksi 

virus Dengue (NSIAntigen) atau isolasi virus Dengue. 

Kriteria Inklusi : I. Penderita Demam Dengue I DBD 

2. Penderita populasi Indonesia di Jawa Timur 

3. Tidak menderita infeksi virus lainnya pada saat pengambilan sampel 

Sampel tersebut diperoleh dari Departemen Penyakit Dalam Divisi Penyakit 

Tropik dan Infeksi dan Departemen Kesehatan Anak R.S.Dr. Soetomo Surabaya, dan 

jumlah darah yang diambil dari setiap sampel antara 5 - 10 mi. 

Untuk setiap sampel yang diperoleh akan diambil sebagai kontrol ( pembanding ) 

adalah orang Indonesia yang sehat dengan jenis kelamin, umur dan suku bangsa yang 

sesuai dengan kriteria Antropometrik 

Garis Besar Langkab Pemeriksaan Laboratorium: 

1. Isolasi DNA 

Isolasi DNA menggunakan PureLink ™ Genomic DNA Kits for purification of 

genomic DNA. 

- 200 III sampel darah disentrifus. 

- Menyiapkan lisat menggunakan buffer digestion, yaitu pelet di distilled water dan 

tambahkan 20 III proteinase K. 

- Tambahkan buffer lisislbinding dan ethanol ke dalam lisat. 

- Tambahkan 20 III RNase A ke dalam sampel, divortex dan inkubasi pada suhu 

kamar selarna 2 menit. 

- Tarnbahkan 200 III PureLink™ Genomic lysis/ binding buffer dan vortex untuk 

mendapatkan larutan homogen. 

- Inkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit. 

- Masukkan sarnpel ke dalam kolom spin Pure Link ™ 
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- Bilas kolom dengan 500 III buffer pencuci 1. sentrifus pada 10.000 x g. selama 1 

menit. 

- Bilas kolom dengan 500 III buffer pencuci 2. sentrifus pada kecepatan maksimum 

selama 3 menit pada suhu kamar. 

- Elusi DNA dengan 200 III PureLink ™ Genomic elution buffer. Inkubasi pada suhu 

ruang selama I menit. Sentrifus dengan kecepatan maksimum sdama I menit pada 

suhukamar. 

- Hasil DNA dapat disimpan 4°C 

Pemeriksaan Penentuan gen HLA 

- Menyiapkan sampel sejumlah aliquot untuk PCR buffer diteteskan pada semua 

sumuran (96 sumuran). 

- Tambahkan DNA taq polimerase serta sejumlah air pada setiap sumuran. Dimana 

volume DNA yang dicampurkan sekitar 75 - 100 nano gram/liter. 

- Volume akhir antara DNA dan air pada sumuran 2,8 perbandingannya adalah 44. 

pada sumuran no 9-12 jumlah volume 49 Ill. Pada sumuran 13-16 volume 68 Ill. 

Pada sumliran 17-24 volume 85 Ill. Pada sumuran 25-32 volume 114 Ill. Pada 

sunluran 33-40 volume 142 Illl. Pada sumuran 41-44 volume 156 Ill. Pada sumuran 

45-48 volume 170 Ill. Pada sumuran 49-96 volume 348 Ill. 

- Seluruh sumuran ditutup dengan sealed Iray dan diatasnya ditempatkan Heal 

Equalizing Block. 

- Kemudian dimasukkan dalam Perkin Elmer dengan SSP UniTray®. 

Penetapan dengan Gel ElektroCoresis 

- menggunakan high quality agarose, yang mempunyai kemampuan meresolving 50-

5000 pasang basa fragmen DNA. 

- Invitrogen™ DNA grade agarose (kode produk #75000500) bekeIja baik pada 2%. 

- Menyiapkan gel pada 0,5X TBE buffer. Setelah didinginan pada 60°C tambahkan 2 

III dari 10 mglml ethidium bromide untuk setiap 100 ml agarose solution dan mix 

well. 
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- Gunakan O,5X TBE buffer pada gel chamber sebagai running buffer. 

- Isolat DNA diteteskan pada sumuran pada gel elektrophoreses 

- Gel dapat dijaIankan atau running pada 10 volt per sentimeter gel panjangnya. 

Analisis dengan Soft ware 

• Interpretasi Gel Documentation 

- Tujuannya untuk memeriksa positive lane. 

- Primer yang dipakai antara 50 pasang basa dan 100 pasang basa. 

- Kemudian tandai positive lane pada kertas kerja ( Worksheet) 

- Analisis achir untuk menentukan spesifisitas aIel HLA dengan menggunakan 

sofware yang disediakan khusus dari Invitrogen Genomic HLA 
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Alur Penditian ( Kerangka Operasional Pcnelitian) 

Penderita Demam Berdarah Dengue 

I Data Klinis dan Laboratorium I 

I Sampling darah 3 ml I 

1 
2 ml dimasukkan dalam tabung Iml dimasukkan dalam botol 

vaculainer EDT A berisi K3EDT A 

Isolasi DNA dan Gel Disimpan.4*C 
Elektrophoresis 

Pemeriksaan HLA -DR -Invitrogen Penilaian Ulang 

. 

Pengolahan data 

Uji statistik I 

Hasil penelitian 
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Uraian Tahap penelitian yang telah dilakukan : 

Sampling darah penderita Demam dengue : 20 penderita sesuai dengan 

kriteria klinis dan laboratories pada populasi di Jawa Timur baik dari RS 

Dr.Sutomo, 

Variasi umur penderita Demam Berdarah Dengue yang diteliti berkisar dari 

bayi 8 bulan - manusia dewasa 32 tahun, dan lama menderita Demam 

(suspect DB) sekitar 3 sampai 5 hari dan pengambilan sampel pada sasaran 

yang diteliti pada hari ketiga 

Setelah pemeriksaan Klinis pada semua penderita dilakukan pemeriksaan 

skreening laboratorium diawali dari pengujian Darah Lengkap termasuk 

hitung trombosit, NS I Antigen. Pemeriksaan Laboratorium untuk 

menegakkan diagnosis DBD sesuai dengan kriteria laboratorium pada DBD 

(Hb, pev, Hitung Lekosit dan Hitung Trombosit) 

Persiapan bahan / reagen laboratorium , desain operasional dan konsultasi 

deteksi / analisis Molekuler Sistem HLA yang lebih efisien di laboratorium 

Stem Cell and Cancer Institut , Jakarta 

Persiapan instrumen laboratorium telah dikeljakan dengan kalibrasi sesuai 

dengan standarisasi pada setiap alatlinstrumen laboratorium 

Uraian Tabap proses pemeriksaan Sistem lILA 

1. Hasil Isolasi DNA 

- Sampling darah yang dilakukan sejumlah 2 -3 ml dan ditampung dengan 

Vacutainner yang mengandung antikogulan EDTA dari BD 

Isolasi DNA dengan Pure Link· Genomic DNA dari Invitrogen pada semua 

sampel tersebut dengaan hasil kemumian DNA sekitar I, 7 - 1,9 dan jumlah 

yang direkomendasikan berkisar 75 - 125 ng/J.lL ( sampel DNA yang telah 

diisolasi sebanyak 22) 

Deteksi kemurnian DNA pada sampel darah pada penelitian ini untuk 

pemeriksaan sistem HLA diperlukan kemurnian yang tinggi (1,7). dari 

sampel yang tersedia (22) 

II 



Hasil kemumian DNA isolasi yang dilakukan yang tidak diperiksa sebanyak 2 

sampel, karena kemurnia yang rendah 1,1 dan 1,2. 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Hasil Deteksi HLA dengan peR 

Hasil isolat DNA dideteksi jenis aiel dengan meneteskan pada tray yang 

spesial dari !nitrogen (SSP UniTray) yang pada setiap sumurarmya (96 

sumuran) telah terpapar primer yang spesifik terhadap jenis aiel tertentu. 

Kemudian dilakukan pemrosesan PCR - dengan memakai alat dari Perkin 

Elmer. 

Hasil PCR setiap sampel akan terekspresi melalui tahapan pemaparan pada 

gel Elektrophoesis dan akan terlihat gambaran yang dapat dinilai dengan 

Marker Ladder 50 dan 100 base pairs, sbb : 

Gambar2. Hasil Elektrophoresis (lA-I) 

, . ,""' . ."....". 

--.. -. . 

Gambar 3. Hasil Elektrophoresis (lA-2) 
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Gambar 4. Hasil Elektrophoresis (1A-3) 

C_ .. _____ ... --,-........--.."-'"'".,~I ... • _, . _ _ .....,._ .. ___ ... _ ___ , .. 0.,.00 

t"2 ."'" =- , -'-j , - - - - -- - .- -~. 

, , 

Gambar 5. Hasil Elektrophoresis (IA-4) 

Tahap analisis hasil pemeriksaan HLA ORB I" dan HLA OQB I" dengan 

Software SSP UniTray " dari Invitrogen dengan hasil sbb : 

Table 1 
L 
Alleles , 

HLA-DRB1*03 
HLA-DRB1*12 
HLA-DRB1*13 
HLA-DRB1*14 
HLA DRB1*15 
HLA DRB1*10 
HLA DRB1*07 
HLA DRB3*01 
HLA DRB4*01 

TabJe2 

Distribusi dan Asosiasi HLA-DRB1 *, DRB3*, DRB84 pad a 
Penderita Demam Berdarah Dengue 

DF DHF Controls 

n = 16 GF n=4 GF n = 34 GF 
14 0.434 19 0,593 28 0,418 
8 0,282 6 0,187 6 0,077 
2 0,Q78 5 0,156 12 0,176 
4 0,156 2 0,063 4 0,058 
2 0,Q78 0 0,000 4 0,058 
1 0,039 a 0,000 1 0,017 
2 0,078 a 0,000 10 0,147 

10 0,334 a 0,000 28 0,318 
7 0,217 a 0,000 7 0,102 

Distribusi dan Asosiasi HLA-DQB1 * pada Penderita Demam 
Berdarah Dengue 
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L 
Alleles DF DHF Controls 

n = 16 GF n=4 GF n= 34 GF 
HLA-DQB1'02 5 0.108 3 0,593 42 0,617 
HLA-DQB1'03 12 0,322 1 0,187 10 0,147 
HLA-DQB1'04 5 0,108 1 0,063 12 0,176 

HLA-DQB1'05 8 0,242 2 0,126 4 0,058 
HLA-DQB1'06 5 0,108 0 0,000 2 0,029 

Kesimpulan : 

I. Terdapat asosiasi positif pada HLA DRB 1'12 dengan frekuensi gen yang tinggi 

pada populasi Demam Dengue dibandingkan frekuensi gen di populasi normal/ 

orang sehat yang tidak pemah sakit DD 

2, Terdapat asosiasi positip pada HLA B 1'03 dengan frekuensi gen yang cukup 

tinggi sesuai frekuensi gen yang ada pada populasi normal I sehat yang tidak 

pemah sakit DD 

3, Terdapat asosiasi positip pada HLA DRB4'01 dengan frekuensi gen yang tinggi 

pada populasi Demam Dengue dibandingkan frekuensi gen yang terdapat 

dipopulasi normallsehat tidak pemah sakit DD 

4. Terdapat asosiasi positip pada HLA DRB3*01 dengan frekuensi gen yang cukup 

tinggi sesuai dengan frekuensi gen yang terdapat pada populasi normal/sehat 

tidak pemah menderita DD 

5, Terdapat asosiasi positip pada HLA DQBI*03 dengan frekuensi gen yang tinggi 

pada populasi Demam Dengue dibandingkan frekuensi gen yang terdapat 

dipopulasi normal/sehat tidak pemah sakit DD 

6, Terdapat asosiasi positip pada HLA DQB 1*05 dengan frekuensi gen yang lebih 

tinggi dibandingkan dengan frekuensi gen yang terdapat pada populasi 

normallsehat tidak pemah menderita DD 

7. Terekspresi aiel yang homosigot dari pasangan gen yang berasosiasi dengan 

kepekaaan Isusceptibility terhadap DD 
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SARAN 

Diperlukan penelitian lanjutan untuk menemukan asosiasi antara tipe virus 

DHF(DEN2,)yang berasosiasi dengan HLA DP yang harus dibuktikan mempunyai 

asosiasi yang kuat dan terlibat dalm patogenesis DDfDBD 
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· SISTEMATIKA LAPORAN EKSEKUTIF 
HmAD KOMPETITIF PENELTIAN SESUAI PRIORITAS 

NASIONAL BATCH II 
TAHUN ANGGARAN: 2009 

Judul : Pcuingkatan Efcktifitas Vaksin Demam Bcrdarab Dengue berdasarkan 

intcraksi Molckuler Antigen NS-l dengn HLA DR pada Populasi di Jawa Timur 

Olch 
Dr. Susilowati Andajani dr MS 

Dr. F.M.Judajaoa, dr., Sp.PK (K) 
Indab Nuraini SKM 

I . PERMASALAHAN DAN TUJUAN PENELITIAN 

MASALAH: 
I. Belum adanya vaksin Demam Dengue/Demam Berdarah Dengue yang 

tepat guna dan tepat sasaran bagi program pencegaban pada populasi di 

Juwu Timur, yang schurusnyu bcrbasis polu imungcncliku (sistcm liLA) 

2. Adakuh jenis spesifisitas alel/gcn I-ILA DR yang mempunyai hubungan 

bcrmakna dengan kerentanan DDIDBD pada seseorang Indonesia di 

Jawa Timur? 

3. Bagaimana tingkat kemaknaan identifikasi pola HLA-DR yang protektif 

pada populasi sehat/normal Indonesia di Jawa Timur ? 

Tujuan Umum 

Mendapatkan pola gen HLA-DR yang mempunyai asosiasi dengan infeksi Demam 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 

Tujuan Khusus 

Menentukan substansi yang dominant terlibat dalam interaksi antara HLA-antigen virus 

Dengue dan molekul TCR pada penderita Demam Berdarab Dengue dengan : 

1 .Identifikasi HLA- DRyang terkait nilai kerentanan terhadap Demam Berdarah 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 

2. Identifikasi HLA·DR yang terkait nilai protektif terhadap Demam Berdarab 

Dengue pada populasi Indonesia di Jawa Timur 
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I1.INOV ASI IPTEKS 
Ditemukannya hasil penelitian : HLA--DRB 1*12,-DRB 1*03 dan HLA-

DRB4*0I,-DRB3*0I, Hla-DQBI*03, DQBI*05 yang berasosiasi dengan kejadian 

sakit Demam Dengue/Demam Berdarah Dengue memberikan manfaat sebagai faktor 

deterrninan yang potensial diperhitungkan dalam strategi rekayasa vaksin DDIDBD 

Temuan penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai substansi biologik yang 

dominan terlibat dan deterrninan keberhasilan suatu program vaksin Demam Berdarah 

Dengue yang sedang dalam proses penelitian 

III.KONTRIBUSI TERHADAP PEMBANGUNAN 
I. Hasil penelitian ini memberikan konstribusi konsep substansi biologik 

sebagai dete:minan yang harus diperhitungkan untuk produksi vaksin Demam 

Dengue/Demam Berdarah Dengue sebagai upaya pencegahan dan 

kemandirian anak bangsa bagi solusi problem Kesehatan Masyarakat 

2. Nilai tambah bagi efektifitas program pencegahan penyakit yang mampu 

merriberikan konstribusi positip bagi proses suatu pembangunan yang 

berkesinambungan 

3. Publikasi artikel ilmiah yang diterbitkan dalam Jumal Nasional dan 

intcma:,ional yang akan mengangkat hark at dan reputasi indonsia dalam 

bidang pengembangan ilmu 

IV.MANFAAT.BAGIINSTITUSI 
I . Keterlibatan unit penelitian di Universitas Airlangga dalam pelaksanaan 

penelitian dan penerpan limplemtasi hasil pene1itian yaitu : Unit Demam 

Berdarah pada Institut Tropical Disease- Univ.Airlangga 

2. Keterlibatan mahasiswa S2 FK Unair: Indah Nuraini SKM 

3. Kerjasama penelitian dengan Stem Cell and Cancer Institut di Jakarta 

4. implementasi hasil penelitian bagi substansi kuliah untuk program S I,S2, dan 

S3 berupa konsep HLA dan Demam Berdarah Dengue. 

V. PUBLIKASI ILMIAH 

I. Konsep paper akan dikirimkan pada Majalah : Clinical Pathology and Clinical 

Laboratory, pada edisi Maret 2010. 

2.Presentasi simposiurn Penyakit infeksi, June 2010 

3. Poster Section pada pertemuan Litbangkes pada program vaksinasi 
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