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RINGEKASAN

Epidemniologi moiekuler banyak dikembangkan untuk mencari berbagai faktor
yang dipericirakan menjadi penycbab masih terus berkembangnya prevalensi infeksi vins
Dengue di selwuh befaban dunia. Sekuensing dan berbagai repio di dalam genom virus
Dengue terscbut penning dilakukan untuk menentukan  variasi  genctik dan wnouk
mengkarakierisasi  subtipe (genotipe) di dalam masing-masing serotipenya.

Pentlinan dilakukan pada 19 kots di Indonesia yang terdapat di pulau Sumatera,
Batam, Kalimantan, Sulawest, Papua, Jawa, Bali dan Lombok dan tahun 2003-2005.
Penpambilan samyple Demam Berdarah Dengue (DBD} dilakukan di Linit Pelaksana
Fongsional {UPF) Nlmu Kssehatan Anak dan UPF Itmu Penyakil Dalam di berbagai
rumizh sakit. Diagnosis DBD diegakkan berdasarkan krileria diagnosis menunt WHO
1997

Pelaksanaan perwiibian seroly Jan PCR dikerjakan di laboratorium Dengue dan
laboratonium Hepatitis Tropical Discase Cemter Universitas Airlanggz Pengenaan isolasi
kultur virus Dengue, sckucnsing DNA  dan analisis filopenetik  dikerjakan di
Labocatorivin Vizologt, Institate of Tropical Medicine, Nagasaki University, Jepang.
Sehanyak 325 scrum penderita DBIY dengan kriteria WHO), 1997 dilakukan pemeniksaan
1M dan 1gC amiDengee  dan didapatkan dominasi infeksi sekunder sebanyak 57,14%
{300/325), sedangkan infeksi pnmer sebanyak 12,57 % [66/525), kondisi eguvocal
sebanyak 4.20% (22/525) dan nepanf sebanyalk 26 09 %4 [ 1377525,

Sejumlah 192 sampe! dilakukan ceronpmg denpan metode Reverse Framvoripee-
Folymerase Cham Heaction (RE-PURY yang dilekukan  di Fropewd Deoease {enter
(T} Umiversitas Airlangga (Unair), terdapat dominasi DEN-? yaitu sehamvak 65
sampel {65 %) dari 100 sampel positif PCR-nya kemudian diikuli oleh DEN-3 sebanyak
15 sampel (15 %), DEN4 sebanyak 12 sampet (12 %) dan DEN-| sebanyak & sampel {8
%), Analisis homolag dan analisis filogenetik dilakukan terhadap serotipe DEN-2 dan
DEN-3 yang dominan dalam penclinan ini, [solat dan Jawa Timur yaitu Surabaya,
Malang, Pacitan, Jember terdapat homolog scmada vang berkisar antara 77.4-97.5%
namu: terhadap Jakarta-1 dan sampel di fuar Jawa {Aceh, Mataram, Batam, Gorontalo)
terdapat homolopi di bawah 0% . Analisis homologi umuk DEN-3 harya terbatas pada

an
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3 sampel yang memiliki kualilas elcktrofércgram vang bagus, yamu Jayapura, Kendan
dan Medan dengan nilal homotom vang cukup buk mawpun terhadap referens
{Martinyque, Amerka Tengah) yaitu berkisar 83 3% 92 4%

Analisis hlopenctk terhadap seronpe DEN-? dan berbagal  sampel menemukan
adanya 2 cfede yang berbeda | Ofiede yang pertama menunjukkan sampel dart Surabaya,
Malang, Jember, Pacman, Acch, Mataram terdapat dalam satu gugusan Clafe yang
berikutnya 1erdin dari sampel Gorontalo, Batam dan Jakana-1 bersama dengan referens
yang dipakzi pads penchitizn imi yeitu Jamaica, Venszucla, Mexico dan Thailand.

Mcialw proses iselasi virus dengan menggunakan 034 Avdes albopiciur ceff
monolayers dalam Eayle s mipmal excential medivm (E-AEAf yang welah diperkaya
dengan 2% feref colf mervm (FO8) dan kemudian dilakukan sekuensing DMA, didapatkan
gemotipe Cosmopolitan uniuk DEN-2 di Ciorontato- 2005 dan penotipe | untuk DEN-3
Jakarta-2003 .

=i
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SUMMARY

Molecular epidemiclogy has been developed for finding many factors that may
cause the high prevalence of dengue viris infection in the world. Sequencing from
Var(us regions inside the dengue virus penome is needed for confirmation of gemetbic
vanahon and charactenzation of genotypes in each serotype.,

The: DHF samples were oblained from  the Department of Pediairics and lmemnal
Medicine from vanouws hospitals in 19 citics of Indonesia comprising Sumatera, Batam,
Kalimantan, Sulawesi, Papua, Java, Pali and Lombok from 2003-2005. The DHF
diagnosis was based on the 1597 WHO diagmostic critenia.

Scrology and PCR iesting were performied in (the Dengue and  Hepanitis
Laboratory of the Tropical Discase Cemtre Airlanpgs University. Dengoe virus isolation,
DNA sequencing and phylogemetic analysis were done i the Virclogy laboratory,
Instiule of Tropical Medicine, Magasaki. Japan.
leM and Ipdi antiDepgue tosting were performed on 525 DHE sera fulfilfing the 1997
WHO catena shywing a majonty of secomdary infection 57.14% (300¢525), primary
infection  [2.57% (66/32%), equivocal 4.20% (22525) while negative  26.09%
(1377525)

Scrotyping using PUR was performed on 192 spmples out of 525 sera, tesultiog in
bW PCR positive samples. From these, &5 samples (65%) showed a majority of DEN-2,
feblowed by 15 samples (15%) DEN-3, 12 samples (1240) DEM-) and 8 samples (8%}
DiM-1.

Homology amd phylogenctic znalysis were performed to DEN-2 and DEN-3
serolypes which were dominant in this research. Samples Fom East Java showed similas
homology ranging from 77.4%  97.75% however, Jakarta-1 and samples from outside of
lava {Agch, Mataram, Raam, Gorontale) showed homology less than S0%. Homology
analysis to [YEN-3 is limited 1o only thres samples which showed sood ¢lecopherogram
quabity, Jayapurs, Kendan and Medan showing good homology inter-samples compared
to referepce {Martinique, French West Indies ) ranging fom 83 3% . 92 4%

Phylogenetic analysis to DEN-2 serotype from vanous samples showed two
dilferent clades. The Dicst ¢fadke was from samples of Surzbaya, Malang, Jember, Pacitan,

XV
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Acch, Mataram. The mher clade was from Goronlalo, Batam, Jakarta- 1 topeiher with the
rebetence § famaica, Yencouela, Mexico, Thadand) wsed inthis styety.

Lengue virus ssolation asing CBIAG Avdes afbopictis cell monolayers in Bagles’s
minimal essemtial mediuom {E-MEM) supplemented with 2% fe1a) czbf serum {FOCS) and
followed by DA sequeniceny, resulied in Cosmopelitan  genotype for DEN-2 from
Gorontale 2405 and geooiype-[ for DEM-3 from Jakara HKi3.

v
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ABSTRACT

Motecular epidermolngy s nesfed 1o solve the problem for endemic Denpue
Hemosrhame Fever in Indenrcsia This research has been camed oot consisting of 4235
Denpue Flemomhage  Fever sera,  according to the WHD crieria
These sera wewe collesied of 19 cities in Indonesia comprising the islands of Swmalers,
Batam  Kalimantan, Sulawesi, Papua, Tava, Balr and Lombok from 2003 untl 2005,

The e msponse profile was as foilows 57 14% (300/52%) secondary
infoetion | [2.57% (6525) pomary infocton, 4,209 [22°525) equivocal and 26 0995
[137/525) ncgative. From 192 PCR samples, |00 {52%) sera were positive, consisting of
6325 DEN-2 | 15% [OEN-3 | 12% DEN-4 and 8% DEN-1.

Homaology analysis showed nucleotsde diferemes i capsid region DEN-2
seralypes, while DEMN-3 serotypes were relatively consisient. Fhylogenetic analyss wsimg
envelope (E) rene revealed that the Cosmopolitan penotype from CGorontala in 2005, is
cwTently crreulating: locally, with the potential to cause a severe hemorthagic discase.
Membrers of this genotvpe were closely refated o virses from Malayein, Segsapore,
Thatland, Philippincs amd Australia The isolale from Jakata, 20035 showed DITN-3 with
penotype-I This prenotype  was similar to the isolates frorm lodeoesia 1978, 1985, and
also frorm Thasland [992 ) Fhiippines 1997, Fuu 1992

These results shuwed that four seeoypes are circulating 1 Indonesia but have a
defterem dismbunon i each asland, dominated by DEN-2, followed by DITN-3, EN-4
and [MEN-1  Cosmopaloan gerelype from [EN-2 wes similar o Southcast Asia
countrics [t was wls eevealed that penotype-l dtome 120N-3 showed ne change over e

years simpe 197E

Feywords . LOHE, TIEN-2 vipos, [HN-3 vicas, DDA sequencing, homolosy analysis,

phylugenetic analy=is

LN
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BAE1

FENDAHULLIAN

L. LATAR BELAKANG MASALAH

Saat im diperkirzkan Jebih dari 100 jula kases Demam Denpue (DD) dan lebih
dan 250,010 kasus yang beret yaiw Demam Berdarsh Dengue (DBD} dan Sindrom
Syock Dengne (S50} vang terjadi setsap iahunnya di selunuh dunia Kejadian ini makin
mewabah dari tahun ke tahun (dos Santos, 2002 Porez, 199%) Dh wilayah Asia
Tengpara, Indonesia termasuk penngkar kedua setelah Thailand berdasarkan jumizh
kasus DBD vang dilaporkzn. Setama kurun walktu 20-25 (ahun sejak ditcmukanmye
kasus DAL, angka kejadian luar biasa penyakil ini diperkirakan setiap 5 ahun detgan
anpka kematian lertingpt pada lahun 1968 awal diemukannya kasus DBD di
Indonesia dan anpka kejadian peryakat 161 ternn g pada tabiun 1983

Pemyaknl 1m walaipun banyak terpadi pada kelimpok anak, pamen ioxlapar
kecendirungan peningkatan jumzh pendenta dewasa serta menyebabkan mocbiditas
dan monadiles. Lmwnnys, DBED menverang anzk dan 95% kasus yang ditaporkan
berumur kurang dan [5 wahon (Seamante, 204 ). Kecendeningan peninghatan pada
podongar dewasa tampak dalam 3 rahon erakhir (Swroso, 2004 ), Mengrot datg kasus
DBE di Jawa Timur antara talme | 9936- 20600 ads variasi peningkalan kasus dan ahun
ke fahun. Pada tabun 3000 dengan jumlah kasus sebanvak 4.224, kasus werbamyak
GBN ditaporkan lerad pada badan April (304 kasus) dan Mei [(44%%E0ns)
{Soepripants, 20040, Lo Indoneas tolah dilaporkan scbanyak 5¥.3070 kaaus terhitung
mulai | Janwan hingea 30 Apal 2004 Jdun 658 kemanan yang telah tevcacat di
[epartemen Keschatan, Fasus Demam Berdarah Derymue mwmcakup 30 propingi.

Kepadian bnae biasi imi telah 1wgadi pada 293 kota dan 17 propingi (WHO, 2004

*
*
\'t
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Gamnberan klinis penyakit yang dissbabkan oleh inleksi vins Dengue inr
sering Lidak khas, dapat menyerupai penyakil e, demam otoid, leposprosis, malana
dan lain sehapminya. Manifesasi khmis akibat infeksi vins Dengue im dapat
menyehabkan  keadaan  yang  bermacam-macam, wulai dan fanpa  pejala
(asimtomank), demam nngan yang tdak spesdik (aediffercanaied fibrife ifmeo),
Demam Dengue (DY) atau bentuk vang lebih beral yaita Demam Berdarah Dengue
(DB den Sindrom Syok Denygue (S50} Hadinegomo _ 2001 (WHO_ 997).

Virus Dengue terdin dan 4 semiipe yailg DEN-1, DEN-2, DEN-3 dm DEN-4.
Feempat setonpe virud ind terdapat di [ndonesia dan dilaporkan bahwa seroipe virus
PEN-3 sening menimbulkan wabah, sedangkan di Thaifand penyebab wabah yang
dominan adalah vins DEMN-2 (Soepimanto. 2004 Vius Denpee termasuk dalam
pewns Flevierens, famell flavoaredse, yang derdie dan 10700 bese dr dulem
genomnya. Yirus Denpue terdin dan siagfe-siranded positive sease N fiivA
senxe ¢ ). D dalam penomaya lerdapat sebual sple (psen Recefing Frome (RN
vang menghode 2 macam profein v protein strultural dan protein nonstnadonaal.
Protein siraktural terdin dan © (proten infveopsd corel, M {proleint membran,
lettirasuk  preifenthinne) i o(pndein envedope]  Setta T omacanm e
nonsmuktaral yarte WA NS2 AL NI, N3, NERAA, NSIB, NRS vane ditasdan olch
sebuah 5 an 37 Non- Pronsfated g (800K pada kedua ujunemva {Yao. 2002).

Patopenesis lerjadmya DED masth bedum jelas diketah, namon beribapa
macam teon seperti haporesis infeksi schunder {be0n cocumedone Detemofianisis
imfeoinenry _ Arethoo {epeeedenr Enlatceemt (AL greifis s, toon vinlenss vinus
vany didasarkan pada perhoedaan secotipe virus Dengoe DEN-1, EN-2, DEN-3 dan
DEN-4 masilh dianut hingpa saar i . Sovanmnya dapy ditemukan pada borbiapai kasus

yang [atal, tetaps borboda winare daerah yang saw denpan yang lamr (Eaaciom, 1994,
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Mershaknya kembali penvakil infeksi wirus Dengue i direniukan oleh
banyak fakior antara fain Ao, oeend dan lingkuogan, Hal mi tidak terfepas dan
transpor vins patogen atau ternjade avolusi atau ckolop dan matred paihoges Yang
pada awalnya hanya menyebabkan kasus ringan alay bahkan nidak memberikan gejala
pada manusia {Meszer | 20030,

Epidemiclogi molckaler hanyak dikembanakan untuk mencan berbaga Ekior
vang diperkirakan menjadi porychab masih tenus berkembangnya prevaleny micks
virgg Detipue di selunth belabhan dunia. Selwensing dan berbagal regio di dalam
genodn virus Denpgue tersebut difufukan unfuk mencniukan  varag  penetik dan
untnk  mengkamktenisasi  subripe (genotipe) di dalam masing-masing serotipenya.
Karsktenisas subtipe {genatipe) berguna di dalam epidemiclom molekuler schingga
dapar memonitor distribong daf penonipe yang bersitkidas: peda dacrsh endemis
{Messer 2003). Menurut Messer (20037, dalam dua dekade terakhie di Snlanka,
Afrika Timur dan Amerka Lattn terjadinya wabzh DBD  disebabkan cleh serctipe
DEN-3. subtpe BF Anabisis Rlogenetik menunjukkan bahwa terjadinya evolusi dan
tramsperr vires Denpuoe vang menyebabkan wabah im betasal dan daratam India,
Wabah di Srifaska pada rahue P9ES ini berkorelasi dengan tinthalusa sarian ham dan
DEN-3 subtipe |11 yang menyehar ke Afnka dan dan Afnika ke Amenka Latin di
perengalan ulnm 1990 Pada oielanya DEMN-3 sublipe 111 nwenyebabksn penyskil
vang ringan, namun pada keadaan wabah, sccam poneiik tenadi perubahan yang
menunjukkan sdanya peran wenctik vines pads DRD, Pada poblikas, Iparashi  (1999)
dilaporkan batwa di Thailand, tendapal 3 subtipe DEN-2 yang didasarkan pada
perbedasn asan) amino dari prvi, NS1, W32A, NS3, N33, Infeksi schunder subtipe |
dapat mengakibatkan Sindrom Syok Dengue (550D) sedanpkan mfeka sclundeor

subtipe 11 menvebablyn BDBD gaman mfeks peinerny2  arenycbabkan Deram
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Crengue (DO} saja, infeka subupe 711 mengakibatkan Demam Dengue (D0, Waits,
1999 menerukan kenyalaan bahwa thfeksi sekunder oleh subupe Amencan DEN-2
fidak akan menysbabkan DBD dan 350, szbaliknya 1miuk subtipe Sounheast Asian
DEM-2 yang akan memyebablkan manifestasi infoksi virus Denpue yang berar di Feru
pada wabah di tazhun 995 {Wans, 19999 Hal m menunjukkan behwa sorotipe dan
subtipe yius Dengue dapat mencntukan virntens: dan vims ODengue { [gamashi, 1999).
Para pencilit fain, misalnys Mota (2002) di Mexico menelic OEMN-2; Santos (HM3)
meneliti DEN-1 dan DER-2 di Brnl, Armsteong (H03) meneliti DEM-2 di Texas
Amernka maupun iolmes [1999) di Gxford Inppns, menggunzkan regio envelop
unhik pencntuan subtipe maupun dilangutkan denpan anahisis filogenenk. Regio
envilop banyak dipakai karema merupakan salah satu re@io yvang memibky Righer
postesttial of seguence hefercgencdy, i tamping oo Cprhd (Chaeo, 2005) Envelop
Juga memifiki resaplor lenpat benkatan denpan spitop virns Lhaipoe dan merupakan
tempat terbalk uniuk mengungkap vanas penctik dalam skala plobal ¢ Fwaddy, 20025,
Fanahsman pargencsss vinks Lkengue oy masth sangaifah kurany discbabkan tidak
adanya mdel invitre dan invivg yang dapae dygmakan wnink pemnbuktian penyakil
enpus v Loibmeyver membenianpkan sekuenz penom vios Dempue dikadkan
tenpan kejadian Demam Denpue maopun Demam Berdarah Denguc. fa mendapatkan
perbedaan detenninas pada DED terdetuk pade protein E. bagen $'UTH, 37UTH |
MNE4D dan NS5 (Letineyer, 999,

Apahila dicermatn imeraksi antara fiosd-dgres-ciwrormen dan perkembanpan
teknologn  lboraonium maks kimnvs perle dilakukan penchitian  epidennoioes
molekuler mfeks vins Defpue yang beluom dilelin di Indosesia, Inveraka mi masih
mienjadi masdlah keschalan masvarakat yvang scnus pada sisi hubunpan antars bondis

eorall suate deerale demean e vines Densiue yaine ddarya pebedasn seronipe dai
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L

subdipe (wenolpemya Pepelitian epidemiologi molekuler i difokuskan pada ageny
virns Denpue herdasakan berbagai penelittan sebefumoya yang menmjukkan bahwa
perubahan  struktur  genetik  vinns  Dengee  memilkr  honimbus  iorhadap
shefifpergeseran potensi epideny Maupan palcpenisitas sevohpe vinus Denpec (Salda,
J0035). Penppunaan analisis homology dan apalisis filogenenk diharapkan dapat
mencntuken kekerabatan berdasarkan serotpe dan subtipe yang tomtisnbus: dan
bersirkulasi di berbagal daevah di Indomesia,

1.2, RUMUSAN MASALAH

1.2.1. Bagaimana pola setolopis jenis infokst pendenita BD di Indonesia ?

1.2.2. Bagmimanz polz scrotipe vims Pengue yang erdapat di 1sdonesia ?

1.2.3 Bapitnana analisis homoloys dart susunan nukleotids bz serotipe pads
brerbagai dacrah di lidonesia ?

1.14. Bapmmana analisis filopencok dan susunan nukleotida berbagan sevobpe di
bevhaga dacrah di Indvncsia ?

1.1.5. Bagsinana subtipe [penctips } dan berbapal serotipe virus Denpue di beberapa

daetali di Tedoicaa 7

1.3 TUJLAN PENELITIAN
L3 1 TUJUAN LIMUM

Penclitian im secarm wmum berfujuan vouk mencpken pole semlops, pala
serotipe wings Dempue di beberapa dacrah di Indonesia, sasunan pukleorda  peooma
virus Detipue | serta  subtipe (penotipe) dari seronpe virus Dengoe dan berbagai

1zolar i beberapa deerah domesia
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Hal ini sebapal dasar peracizan serolipe dan subbipe (pemotpe} virus Dengpue
i Encfonesin, menentokan jalur mensmisa vins Dengoe sekabpas menilain kekerabatan
di antarg berbaga wolal, menentukan vamace virs Dengie sekolipus mempaniispast

terpadimya bejatran foar biasa (RF.F3Fakabar idanva sevotipe dan sehbipe ferterdi.

132 TUIIAY KHIFSLS

P.321 Menentukan pofa serodoms jenis infoks pendenta DED i Indonesia

1.3.2.2 higoinukan pola berbapee secotipe virus Demoee pada Peberapa dastah di
Irdeznesia.

13,23 Membuoat analisis homolom dan sisanen meklcongda berbagm semohpe virus
1engue di herhan dacral de Todonesn.

1324 Memdmiad arrabises filozeretik {pnfosenere frecd dart susoman rekleotsds
berhapai serotipe s 1rs Dengue di berbagarl daemb o Indonesia.

325 Merontukan sebipe d genotipe b dan berbasas werotipy vinis Dempgme &

beberapa daemah di fndomesia

FAMANFAAT PESNKLITIAS
el MANFANT TEGHRITIES

Pestermuan Perhacm sendipe vy ada di eberpa wilayah i fedonesia,
monentuin subope | osnabeus homoioge schalivuas Bnafeses Hloeenenk dapar monjad
dasar wabek wformase epudemiologn mobekuler de Indomesia Penemuan suswatan
mukleotidn danm vimes Dengor senotipe predominan O ledongsia sekaliges subnipe
ATOLpe vimus Denrwe  tersebin vang dikastkan detean  marmilciasi  kiinis Demam

Depeae 11200y, owan Hordarah Demppoe (DBDY dan Smadrom Swolc Plenmc
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Ab 2
TINJATAN PLHSTAKA
21 ¥irus Ienpue

Verma [Dengoe inerapakan vimes BNA untar nmegat, gcous Slovavimy, terdin
dan < serottpe yamu [MoN-E DRM-F LEM-3 dan [EN-d Strukiue antipen ke-d
STUlITR: i SEn Al micip vabe dengan yang Lo, osmon antbods tedwdap masing-
wasmg serolipe bdak dapat saliog mermbecikan perlindunpan silane . Yanas geneik
vang berbodi pada ke-d serofipe e tidak hanya menyangkol antar-serotipe, fetapi
Jupa subtipe Jeemtipet o dalam serotipe pu serdint rergunung wakie dan dasrzh
Penveharatinya. Pida inasor-masing scamen coolon, virise di aniara soronipe dapad
mencapan 2h - L0 % pada togkat mukleotida dan 1.3 - 7.7 o eniuk tinghat prolein
Perbebaan nmitan nukteotida i ternyata menyehabban vanas dadam sifa Malems
dan dnticentessya CLyirneyer, [2R02],

Virlks Thonewe termaeiek dalam penus Flenavrmis, fanili Seovmoreede, yapg
tercdin alarmn 10700 haza di delom genomeyy Vims Denaee wiben Jao sepic-strednd
proatree ceae B0 BafiN segve 3 D didiaen grenomesd ferdapat sebuoih sipde
et Mewliers: - ramme (0 HEED vanpe menchode 2 macione protecs sarfa protemn senikocat
elar prorou nearstirubiuried Proredn stogkiurab werdinn Gags O ¢protein int s eoeet,
el Cprntein mebean urmasik predfcmdrane bdan E{peotein civelap sera T naanm
Prodin nafsirubleral vt N5 1NED A NEIONEL NSLAL N5 M85 vany diandi
aleh sehwah 57 dan 37 poatraredored rogum (TR padn hodua ojungmova§ ¥, 20040
Proiem sirekboral merupakan 23% dan woeal peotemn. sedanphas prowein soassteek
purupahan bagiare wdany e (T3%) erdire dand N5-10 N5-5 0 Kermunspusn wilok

muEnesang pembeotnkan anbbocde di antara proein sirukducal, nmalan wmaRcgren tas

Dlsertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati



ADLN - Perpustakaan Unair "

tephinger adalah pretow E, vang dukubi nleh pretcm b dan O, sodanpkan poda

proten nonstrukiural yang pehing berperan adalah protein B3-1 [ Lomeyer | 19242,

T NIM L) ]

:ei:lsnl.mmﬂ./l N _ri:lm!u:n.ul-l. . i:
;% A Ry -
il__ﬁt-l pnb— \

& .
AN {53 ] = B - L N——
e

Oambar 7 1 (ionome virus Denpue dalam schuaf seagele £ s eenderryr fFrome (00F)
{dakutip dan Chambors, 194

L1 Veklor

Prenan Bevddrah Gagrue ¢ L1807 merupaban penvabil vany disebatdan eleh
viris Daigre, Penyakd o masih incrupakan masalah hesehtatn rrasyanahol v
peentamn. Bersafat emcdomns dan (imbul acpangam fabui Ponvaka i dapat dewltackan
hrpla peomsiz nwelalun metan oyamok Aceos oosreeds, deddis albepictes, Aedes
purdvrereavey, Telah dilapoerkan odeh lebih disy 100 peeaga or dumia. babad dea yura
omngt elah rennfoksi dan [0ARKD kemanan seiidp rahunoya felal tegadi. Moyakit o

s L menpedi salaby satu penvakit vang nreber-reoperedf
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10
23, Manifcstas Klinis

tnenginfeksi manicia makas infeksi vings Dengue dapat dibagi menjadi 2, yailu mbeksi
pruner dan infeksi seiindsr. Kekebalan sevmur hidup terhadap Aomodagous seTolipe
muncul seiclsh mfcksi primer. Shudi epidemiolop di Asia Tenggarz memmijukkan
bahwa OBLYSSD» banmyak terjadi sefama infeksi seknnder, clef santipe vaus yang
berbedz dan vinas yang memyebabkan mfelsi pnimer. Manifesizsi klinis infeksi virs
Denpue sclounder Jebih berat dibandinphan infeksi pnmar. Bebazpa Interzier
meumijukkamn beliva mifces promer haya menyebabkan susu keadsam yang drscht
Jebrite seif limiting dizeoe, sebmgkom infrke sehundor depxd  weniombuiiom
komplikasi yang berat. Atas dasar ini maks sangat perly memberdakon infekei virus
Dengue pimer dan ymg selamder unmk menentukan progocsiz= DBIYSSD yang le=bih

baik dan tdak hanva schedar memdeicksi hasil posmf amu negaif infekn vinus

Denpue { Surco, 20043,
infek & Yirus Dengue
I
( ] i
Asirdomatik Simtomabk

Demam fwlgk  Demen Dengue
Bpeubk

I i
Perddarahon (-} Paduaban () Syok{-] Swok{+}

1550
- DD DRB

e Pl

Gambar 2.2 Speldmem Klinis Infeksi Virus Denpue (dikuhip dan WHD, 1997)
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2 4. Imunopatogentsis

Berbagai teon inuncpatogenssis unfok mencrangkan manilestasi klinis nleksi
wirus Denpue adalah oo virnfgns vims, Leorr inmnopatolog, teorr anifpen anbbod,
beodl rrfiction erhadcimr aRtibocdy, 1eon mediator, peran endotokan, peran hmiosil,
teon trodmbosit endate], leoni apopros)s (Sutanvo, 2004 ).

Imunopatogenesis  DBD dan 580 masth  mervpakan masalah  yang
konroversial. Dua toon yang masth banyak digunakan untok mcnjelaskan perubahan
patogenesis pada D0 dan SSIY yain hipowesis nfeksi schunder (foon secomdory
heterafopons sfectoet dan Aairbody fependernt Enfoncoment (A7E) Ryt ses.
Teori infeka sehwider menyehotkan bahwa apabita seseorgng mendapatkan indeksi
primer denpan satu jenis vires, akan tegadi proses Eckebalan terhadap infeks) dengan
Jenis vims tersetast oniok janpks woekta yang lama, felapn jika orang temschul
treemdapatkan infeksi schurder dempan jenis seronps wines yang lain, maka rgadi
infeksi yang berar. Pada eori kedua (00 menveborkan Higa hal yatu crrerfaxfres
enfenice afecint, {-celis enhance anfecteny serla bmfosit T dan monosit akan
melepaskan sitnkin yang herkominbs rerbadag teradiomea {003 dan 350, Singkamya
secdra i ADE dijelaskan sebapas Denket. hika wodapa antibodi spesifik terbadap
Jemns wines tertentu, maka antibod) terscbut dapad mengegah rerjadinya peny akot, tetapi
schaliknya apabila antibodi vang terdapar dalsm Wwbuh merupakan anobods yang ndak
dapal menetralizast virus, justro dapst menmmbubkan penyakir yang beral, Respons
i humeral diperarkan ofch aniibod) sedenpkan respons miun seluler dipevankan
obeh MEFC {dfqeeer Srestaconymah ity compleey class fareserrcivd CPH - T eells dan
oy f-rextercted £ - Toedls Antibodh 1erhadap virus Dengee memeygang perainan
pering dalam mencegah infeks melaln seronpe-specfc newdrofizing anfibodies dan

meng Ao infekst Denaae vang dapet berakhor dengan DED dan 550 medalw
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aklivitas servfpe-crosireaciive sn-mealrlizmg antibodies {junaedi, 20804 ; Kvranc
1592),

infekst dan salah sam serotipe vimis Dongne memmbulkan immitas scumor
hidup, namen hinya scbagian kool vang memiliki imumitas silang protekif lerhadap
micksi scrohpe lain. Pada angk, infeksi vims [engue senng bersifat subklinis atau
depat menyebabkan penyakit demum yang seff-'erred, namun apabila suaim sast
pendenita terkena infiekst vitus Dengowe benhoinya dengan semlipe yang berbeada,
penyakit im akan lebdh berat, menjadi Demam Berdarah Denpue ataupan Sindrom
Syok Denpre  {emeesiie dermree sfecion). Di dactah epdemis, penderita yang
terdiagnesis demam Denguee scnimghali terbabcti menderiia infoksh selomder.

[nfeks prmer titandsi dengan umbulnya annibodi B iethadap vius Dengus
sekafar liga sarnpal hima har seiefah imbolnya demany, meningkat tajam dalain salo
sgmpai tigd mingeo serta dapat didetekst sampas tiga bulan. Antbodi [plG terhadap
wiris Dengue diproduks) sekilar dua mingeen scandah infekse, Tiver 1gG i meningkat
amyt cepdl. lalu menunim secara Bamban dalam wikin yanp lama dan biasama
bemahan  scumar hidvp Pada  infeks sekooder  femade reaks  anamoestk dan
pembeninkan anubody, khosuswya dan kelas 1ty di mana pada han ke doa saja, [l
im sidah dapat menmgkai tajam. Pada berbapa) penchians di daerah di mana infelksi
primer dan sekunder el kedoanwva, didapatkan spat angka sigmifikan yang
e nyanakan bahwa pada pasien dengan infekan sekunder denge, antibody Iphd ndak
terdeteks dalam wakio lima han sejak mfeks ombul, babkan pada beberapa Kasus
redak menunjukkan suadu respen hingea han ke 20.

Pada wmbuk scseomng yang mengalam infeksi sekunder oleh sercope vines
yang lain rreaka dkan mengakibavkan proliferasi dan tonsfonmasi Bmfosap omuk

memproduksi aatkod [gF dalam pomlah sege Selain i virus Breigoe juga
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berprobiferasi dalam himfose yang bertransformasi (adi schaingea menghasilkan vins

dalam jumlak bamyak Hal twcrscbot akan mongakibatkan terbenndonya anngcn-

mntiboddi kompleks (wurmes catthidy complexy yang selanjuimya akan menpakibatkan

hal schapai beriku

L. Sigtemn komplemen menpalam aktivasi yang mengakibatkan dilepaskannya
andfdaloksin 3a Jdan C% yanp menycbabkan peninphalan permeahilitas
dindine pembulab darah dan mergmbesnya caiman plasma melain endotel ke

Janngan tabuh schinaps tenad svok ipovobemilk.

|-

Agmepmst frombosi tepadi,  dan kondesioim menycbabkan  ADRP lerlepas
selinggs Iranbegsi meneatan korusakan metamorfosis. AgTegat fmombeostt ini
akan  melepaskon vaseakbl aron (hislgmin dan sergomin] yang akan
menmgkaiken permealilitas hapaler dan pwa melepasban PEI (Floreler foior

Fyyany akan merangsany hoaoulds) niavaskolar {LHCY. Aprapast trombosin

akan  sepera dinmsnahban oleh segem retiholocndoselial - dengan kbt

trombosiEaseinia.

5. Proses maturas mwpskanosn de semsot wlakg iemekan, yainp memsakibatkin
teoreehasitapenii dan menghan berbagm tklor pernbekuan darzh vange dapar
triestipakibaikarr pordasthing

A4, ARbwas Eaktor Hagemar ¢ fadion X eerjade, sehinppa memyebabkan terpadii

pembekuan miravaskdar vang poluas (1FC). Pada peoses i plasmomeen ahan

metgiadi - plasoan vane berperan dalam pembentukan analilzioksn dao
prenphancuran fiben menjacte fhen deggradsfion progeer (FLXTL Aldtivas

Turga akan nweranesane sepom ki vang berpevan dalam proses meningkamya

perrmsabi bita s pombnbeh dierale
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Patoperesis uiama yvang membedakan Demam Berdarah Denpue dani Demam
Dengue adalah adsmya peninpkatan permeabilitas endote] kapiler. Kcadaan i
menyebabkan ekstravasasi cuirsn inmavaskuolar ke cksmavaskular sshingga votume
plasma berkurang, akibaniya terjadi hipotensi, hemokonsenrasi, hipoprotcinemnia,
efusl ke ronpga serosa | peritonsum, plewra dan pertkard dan menmmbelkan syok.
Syok hipovolemik inl akan mengakibatkan terjadinya anoksia janingan, askiosis

metabolik dan kemaiian.

2.5. Duapnaesis Klinis dan Laboratoris

hagwsis faboraions DHD bak pada anak maupon dewasa belum penah
dibedakan secara jelas. Berpijak pada dasar ini dipakal kriteriz wiwn yaitu isolasi
vine: dengan cara kultar, pemenksaan serolopis dengan mendetcks)  anbibods
anliDengue, mavpun pemeriksaan astm nokleal darnr ANA wims Dengue, Cama im
sekalipus depal mendetskd pemis serohpe vimes Denpue yang diperlukan hdak sapa
untuk keperfuan epidetmiolom, namun mefpakan salab saie faktor yang mongkin
dapal mengarah pada gradase beral ingamya p2jala nfcka vinus Denpue.
Sepertt telaly dischmkan di depan. sencal pedu membedakan feksi virus Denpue
pritner ataqn sekunder umuk inerentakan progroesis DRDSAD yane lebih batk dan
tdak hamya sakedar mendeteks basil positt atau nepand wfeksi virus Dengue
{Surgsn. 24004

Konztekvensinyy, diperlukan pemahaman prosedur pemenksaan yang dapa
delakukan zecara mafin manpun uniek penelitian, beserta interpretasi DBasil oy
labaratonisnya

Gigfale kfasik DB salak pepata demam tingge mendadak, (skadang bifask

(Fereddi dorck feverd ., nven kopala berar, nyeri helakany bola inage, nyeri oton, 1lang
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alau sendi, mual, muntah dan dmbulnya ruam. Ruam berbentuk makulopapular yang
bise tmbul pada awal penyakit {1-2 hari} kemudizn menghilang tanpa bekas dan
sclanjuimys timbul muam merah halus pada han ket atau ke-7 remutama di dacrah
kaka, relapak kaki dan tamgan. Selain im. dapar juga ditemekan petaka. hMase
penyembuhan dapal disental rasa besu yvang betkepanjangan, terulama pada pewwdenila
dewnsa. Teleh dilaporkan adanve Demam Denpue yang disenai perdamhan seperti
epustaksis, perdarghan s, perdarahan saluran cemna, hematun dan menorag, pada
keadaan wabah.

Gejala klasik DBD ditandai dengan dernam Unggd, mendadak 2-7 bari disenai dengan
muka kemerahan. Keluhan scpert anoreksia, sakat kepala, nyeri oloed, lang, sendi,
mual dan mintzh seniny ditemukan, Geberspa penderiia memgeivh nyen menslan
detipan farnp hipetei . biasanya ditemoksn juga nyen perst di dacrah cpaipasmum
dan di bawah tulang iga. Bentuk perdarahan yang paling seving 1evjadi adalab berupa
uji fcrurmiguel (Aemeed Levde} posinit, kolic mudah memar dan pendarahan pada bekas
Euntikan imraveny atae pada bekas tempal pengambilan damh. Kcbanyakan kasus.
petekia halus ditemukan lersebar di daerah eksrannizs, aksila, waah dan palpios
mgle vy bizsanya dilemukan pade fase awal dan demam. Epistaksic dan perdarahan
gust jarang diemuokan, perdarghan saluran cema ningan dapat ditemukan pada fase
detmam Han biashtio membesar dimgat vimasi dan juwse pefpobie sampal 2-4 omodi
hawah gerirs cosdee kanan (Hadinepore, 20d).

Sindrmom Syok Dengue (5500 biasanya menyebabkan syok pada smal aral segers
segelab sithy tomun, sneara han ke-3 sampai han sakit ke-7, Pasien semula terlihar
tnarei atau pelisah, kemndian jatuh ke dalam syok yang dianda dengan kulit dingro-

fembab, siancsis seketar mubut, nadi cepal-lemah, tekanan nadi <20 mmHe dan
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hipotensi. Tala prognosuk baik apabila pengeluaran uning cukup dan nafsu makan
tedab nomnal kembali.

Diagnosis infeksi vinds Dengue, selain denpgan melthar gejla klims, juga
dilakukan dengan pemenkszan Jdamh di laboratorium. Pada DD, zaal awal demam
akan dijumpat jumlah leukosit (sel darah potih) rermal, kemuodian menjadi levkoponia
{z2| darah putih vang menurun} selama faze demam. Jumlah rombosit pada umumnya
nommal, demikian pila semua fakior pembekuan, tetapl saat epidemy’'wabah dapart
guumpal mombesitopemia (umlzh rombosit yang memewt), Enoam hati dapat
memingkal  mngan. pada DBD | pemkriksaan  laboratorivm menunjukkan
mombositopenia dan bemokonsenitasi.

Pada penelitian prospektf vang dilakukan fhein di Yangon didapatkan daa
bahwa mlz serum dikumpelkan pada masa aktivites dengwe tnggl (tahen 1587)
werdapal  korelasi amary kadar (Gl aotiDenppe perderita fase aked denpgan tingkal
koparahan pervakit, namun bila serum didapat pada masa aktivitas denpuc vang
sodanp atau rendah (lahon 1990, 1991 dan 1992) kadar [201 anolengus tidak
betkorelasi dengan keparahan peryakil { Thein, 20005, Menurd Koraks dan Subari
snbkelas hadar Ipc antiDengue memipuryz korelasi denpan liogkat keparahan
pervakit, yamu peningkatan 1pG1 dan 1pG4 menupakan marker resiko tergadinya
1DB1Y dan S50 (Koraka, 2001). Saat 1o juga terdapac pemenksaan soolows antipen
MEL Pemenksaan i dapat meodeteks dini infekost vins Deopoe, sebehien anlibod)
fegbeniuk. Hal imlah yang diperiukan klinisi tanpa perfu menunggu Igdd dan 1gG
aniibodi vang terbentuk, namun ot disgnostk pemerikzaan i beleum ads

Linclornemsaz:.
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kritena WH, 1997 masih menppunakan  kriteria  klinis  dan laboratonis
untuk menepakican DB, sebayai benikuot.
Kriteria Klinis .
a Demam linem mendadak, lanpa scbab jelas, berlangsung icmas mencemis
selama 2-7T han.
b, Terdapa manifistas perdamban Jitanda dengan
v uji Rumpel LaedeR Uit positil,
s petekiae, ek imosis, purpura,
+ rnordarahan mukosa. epistaksis, perdaralan s,
v hematemesis Jin arao metena
¢. Pemnbosaran hali dhepatomeeall).
¢ Svok, dnandai nadi copat dam lereah serla penuminan tehanan nadi. hipatoist.
kaki dan tanpan dingin, kulit lembal dan pasien tampak volisah.

Boriterma Lakasratoms |

a  Tromboesitopenia (OOOCD ik afau kwrang).

b.  Hemokonsentrasi, dapat dilthar dan penmekazn bematokein 20% ato lebih,
menumit statar ymur dare erns Kefasan, atac penursisn hemaiokos 2%
sesudah teragn cairgn.

Pada kasus syokiS5h0. sebnm ditemithare lasit laboratorium seperti DEEY di gtas, jugs
tordapal kegagalan sithulast doandie Jongan wenadl penonman demamn disertai
keluamya kevingai, njung langan dan kaky teraba dingw, nadi ceped atau bahkan
mielambat hinpwa hdak tevaba serta tckanap daral fdak terukur, Sctingkali sesaal
sebelum syok. pendenia mengeluht ven pernt, beberapa 1anpak sangal lemah dan

gelisah
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2.6, Epilemintams Molekuler

Infcksi virus Dengue telah mwnyad: masalabh kesehaton i dynia kbusasnya
yang: banyak memimpa negara tropis dan sobttopis, karena tejadi peningkatan jumlah
pendenila, wemycbarloasnya daerah vang terkena wabah dan aanifestasi klinis berat
yang metupakan kcadaan darurat yaitn Demam Berdarah Denpue (DBD] den Sindrom
Syok Dengue (550 yang dapal menyebabkan kematizn.

Indonesia, vang merupakan neparn kepulacan memiliki 33 propinsi, yang,
tevletak sccara  geoprafis i antara 2 benua  (Asia dun Australia) dan 2 samudra
{sammdra Pastfik dan sammdra Hindia). Letak astronomis Indovesia yaitu 6% LI -
LS dan 9587 - 141" B, Di indonesia | kasus DBD yerama kali dilaporkan di
Jakana dan Swabaya pada tabin 1968 Iovahun selanjutnya kasus (B setiap iahun
berfluktuzs: junlaknya dan cendenme wemimpkat, dewmikian pula wilayah yang
terfangkit bettambah luaz. Dalam tabun 1997 jumilah kasns yane duaporkan dani 27
propinsi selianyak 31789 orang {angka kesakitan 1578 per (00.000 penduduk), di
antaranya 03 {angka komatan 2.2%) meningea! dunta. Sampai (3 Nowember 1995
dan 37 propinsi jumlah kasus yane dilaporkan 63908 dengan kematian 275
orang (CFR 1%0) daei 133 Dani IF Sasararne akbir Pelita V1 angha kesakotan karang
dan 30 pee PO HHY pendoduk, sedangkan angka kemariannya mdak melebsh 2,57,
Junileh Kasus DRI pads tahun 1997 tecsehat dilaporkan dari 340 Dan 11 & 27
prewpinse { Suroso, 20043 hlenumt data hasus DREY di Jawa Tirler zntara twhun 19594-
2000 menunjukkan adanya vanasi peningkatan kasus dan tahun ke tahun, hat ini
kemungkioan discbabkan karena adanya musim hujan. Pada tahun 2000 dengan
jumlgh kasus sebamyak 4.224. kasus DBD wrbanyzk dilaporken tegadi pada buian

Apnil (40 kasies) dan Mei {449 kasus) (Soepijantn, 20047,
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el yirng soedieyr duiedapd mass ki dalain bolang pengemdalian penyiha
din [wgkinpean adaloh ranasa demograts dion ranast epdernndog, sets peruladn
hngkunean yang akan saneat berpengarub terladap derarad eschaten wmasycahar
Indonesia. Merebabknya 3D yvaup ennasuk salahl sabo eorergiee diveore inerlpakal
taniangan yang momeflukan  perchingn,  pengemebepae Jdan pOneran e
IFIEK [Mennsick, Mot Penycbabh membpkatava pomilah kases Jdan semtakon
memvebarlwasnya penvabar DBY e antara lan kareng semakin menangkamya ans
transpacisi (muohilitasy ponduduk dan sstn daerab ke dagmah o sedanpien nyamuok
perulareva Masih fersebar dan banyak terdapat rak oo romab, sekelab  maomm
empat uisam fnnyalboroso, 20040 Masth onearas prevalenz pemgpakat [0,
bahkan sampar mcmembolkan keadian ar beasa (kLB mambeuas Klims vanpe
Bervarizas darn ninpan sampen herat hahkan menmebaodkan kematian (1002 L3413 N582)
pefjabatan  perncakal  oktbel  oacekeks vk Lemene vang solile ddreomaiboan,
imanopsdeecies s YENE el dibctaho denean jelic so3a belumr iosedianva Yithain
denpime vanp cfckiot menyehabbar berkembanpoyve borbayar peneltian menpenu
mivks  vitas Demgwe, khoswsnea bioeeak  difakokan penlekalan epidemolom
madekuler.

Epiedemadop modchuber adalab schbish lmu sane  memboloshan il g
kontribus pedensial herhogar Gakher restho geocnk dan ingkungan. wang
diidennefikas meiada lewvel nelzkuler. bk terhadap etiolg seharae penyeiat,
distnbual dan ropeeyrahan penvahn d dalam Keloarea diac bemas pepulase Lahan 1l
bam ini meeebak, pesat, vEne moenipakan  gdeprast petclitan Bedow oodehuler ke
dalemt epadensologn wadeiomal (Hiss, 1587)

SApelikast dary menole cpidoinolow meeekonler, tesuiama merupakan koanbinsi

perhekalien  gmpldibias  IRange  emenan geriort vioes nereeernaban  ohink
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Podpmcrase {haen Reechan (PCRE dan analisis sekpensing nukleotida. Epidamiclog
molekuler saat ini menupakan alat yang sangat penting San sensatif untuk mrenmpedajun
evolusi vinus pada level superior lerthadap metodologi sebelummys dan menyediakan
sthuah pengertian yang lebth beitk dari  sebuzh  hubwgan  epdamidog
{epidemiolapical relavonsip). Aplikasi epidemiclopi moblekuler i digenakan gleh
pata pencliti, mizalnya bota (2002) di Mewico menelili DEM-4; Samgs (2063
menehiti DEN-1 dan DEN-2 di Brazil; Amstrong (2003) meneliti DEN-2 & Texas
Amenka maupun Holmes (1999 di Onford Ingenis. menggunakan repio enyvelop
umiuk pencobuan subhipe maupun dijanjuikan dengan analisis filogenenk Pengpunaan
anahsis flogenctik dapat dilakukan denpan memgunakan regio capsid-prehembran
(C-prM}, Envelop (K} mavpun Monstrucmrad-3 (WE5-3) dan W5-5. Benlasarkan wralan
sequence heferogeneif- nya, dikatakan N5-3 maupun NS5 meonlki segeence
Meterogenerty  tebih rendah dibandingkan C-préd dan E (Chao et al, 2005). Daerab
Fovelop memiliki the Aegher pedenricd of sequence beterogeneine schingga pars
peheliti tebih merckomendasihan pengpunazn rego E untuk analisis flogemetik
sekaligus untuk menentukan subripe (genoniped dart serofipe masing-masing virus
terschut. Penelili lain wailu Dash, 2004, di Indiz, mengpimakan rope O-privd dan
sefuen pishen secam langsung. Belau meneliti sejak iahapan veronmme dan sebppmng
serla menjmanalisis filogenchik juge dan rego capsid. Beliar menjumpai infonmasi
yang umk dalam pendekatan epndemioloy molekuier in, ketika membandimngeian
sekuens  berbagal sampel setum dari wilayah di India Lhars vaiu genoupe ¥
digatitikan gleh genotipe |V serotipc DEN-2 dalam copar dasawynsy,

Pemeniksaan molekuler yaog digunakan dalam penelitian int yaitu peroeriksaan PCR

dan ickmk selcoensing nukleonda.
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1.6.1. Polymerose Chain Reartion (PCR)

PCR adalab sualu teknik yang dipakal untuk mclipatgandakan asam ouklest
bailk berupa DA maupun RNA secara in vitro dengan cara enzimatis. hepnen DA
vang diamplifikasi adalah segmen DNA vang terlerak di gnfarm 2 bagian ymng telah
diketals urulannya vang lazm dizebat schagal pnmer,

Pada resksi i dibutuhkan [¥NA \arget (sasaran), sepasang primer, cnam polimerse
DMA yang termostabil, bufer reaksi dan alat thermal oofer (Sambrock | 1980),
DMNA dapat dilipatgandakan dengan prinsip dasar sebagad berikut :

* 2 rantai DN A menipakan pasangan vang kompleinenter,

* pemisahan rantai DNA memjadi tanta funggzl, masing-masing renta dapal

dipaken schagan cetakan {femefafe ) uniuk mensiniesis ARG PasANEANRyYA
Proses pelipatgandaan DM A ini lemjadi melalw e ahap yau dénaremsi, ceeendng
dan eksienst. Pada tahap denaturasi lerjadi pada suhw Lngg {90-75"C) . di mana rantai
ganda DMA torpesah menjedi rantal menpeal. Sclanjpumye dikaati dengan penuranan
suhy sehmggs wgadi penempelan prmer {ermeafiage) pada DNA tarset dan dikuti
denpan perpanjatipat (eketensi) Jdani kedua pnimer tersebal (frwerd dan revesne
prieer) selingza terbeniuk dua ranim panda BN A bane. Sikfes denaromasi, aeneeeer
dan ekstena raplar ink dudang beberapa kali | Masanva schkitar 30-3% kali, sampa
aklimya lercapa sejumlah besar DINA yRop dunginkan.
Whusis uniuk PCR vimes Dengie, karena ia merupakan virus RNA, dilakukan proses
reverse yail perubzhan KA menjadt DMA terlebih dahuhy, menpyunakan enzam
reverse fromiscripase, bary dilakukan proses FCH,

Hatil ampiifkasi desgan tekruk PCR im selanpumya dilakukan evaivas hasil

PCE dengan icknik elekoroforesizs. Elektroforesis mengpunakan aparose 2% dalam

Dlsertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati



ADLN - Perpustakaan Unair

13
T

lanutan TBE 0,5% yang menpandung casfuwsn bromde. Hasil elekirotoresis nukleoida
vany sonfah disepaca dapat dilibatl di bawah sinar uitca-violal.
Seswdah dievalussi denpan elektroforesis, dilakukan pemumian hasil PCR, pada
pencditfan int menppunakai Low Afeling Aparow (Handajani | 2000). Selanjunya
dizkukan petabelan DNA dan dilanjuikan dengan leknik sekoensing aukleotida.
hMetode PCRE untuk dercksi vims Dengue, dikembangkan oleh Lancromi
Lancioti memakai sistam mested MR yain setelah mengubah RNA menjadi DMA
denpan metode reverse franscrpiion, sclenjutnya dilakukan PCR dea tabap, yang
dapat mendeleks sekaligns menpidenihkasi keempal inacaon serclipe virus Detigue

(Latwcipnte, 1992 diamspowich, 997 )

161, Sekoensing nukleotida

Sekuensing nukleptids menepekan tckmk vane dignogkan watuk menetnkan
ultdan fwklegfida secara lanpsmg dan sesle magven DA Dmommya, dengan
mengmunakan teknik sekwensing nuklecdida i dapal dihasilkan oligoaublechda
single sirpnd denpan pamjang sckitar 300 baza (Handajami, 20003). Mesin untuk
sekuensing nukleotida i semakin berkembany dan sekamng telah ada segpecwcer
yang dapal digunakan uoik memenikan urongn nuklestida sampai 1300 nukleoida
Melalw reknlk sekuensing mukleobida baik mengeunakan cara kisiaws nacpi
emrmatik, akan dihasilkan ranay ohgonukleotida seapfe sinnnd dengan panpamg
nekbleotde dan wmung A, T G0 U yang berbeda-beda. Kecmpal macam prosduk
aligonmkloonda srepdle sirome’ demzan mjung dan panpany vaogE berbala ol komadian
dijglankan peada pel sckuensing (banyak digenakan adalah  pel  sekoeensing

pulizknlamid! vang berdasarkan pada prosedur elekirotoresis, sefanjuinya dapal
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dibacg pwa voubin masne-masing nokicotida denean tekmk teriento F fandajan,
20037,

fre termtoaber fobefore yam) bahan v membenkan fluercsens dipmmakan unuk
membedakan unetan makleotida | yaity mengminakan AHO PRSAT dittecdamine
ermmactor cvrle srgiencee reachy mocties kil Sekoeomsmpy nmkfeotida am

menppasiakan ada sekaenaang vroosaeis AN RIS

Y Cremetre Analvoer untuk
panjang sekouetts sampal N0 nukieodida dan 4587 FRSAMTT 3500 Clenene Amihoer

ik pamang sekucny sampal 1K1 mk Leptidn
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BAR 3

KERANGEA KONSEFTUAL

KERANGKA KONSEPTUAL FENELITIAN

Lemam YBerdamh Dempue (DBDY telah memyebar luas ke seheub kot di
mdonesia, di mana kejadian fwar biass (KLB} sering terjadi & berbapal daeral, Pada
tahun 199% terjadi KILE  dengan  jumizh penderita 72,133, dengan {411 kemalian
(Case Fowhly Raie'CFR = %) dan meropakan KLB lerbesar scpak kasus DBD
difaporkan pada tahun 1968 di Indonesia (Menristek, 2006} Pada tahun 2004 terjad:
RLB DEL nasional. yang mencakup 30 propinsi teritama menimpa 293 keta di 17
propinsi di Indonesia. Sebanysk 58 300 kagsus 1ethirung mula 1 Januan hingga 30
Apal 2004 dan 658 kematian yang telzh tercatat di Deparlemen Kesehaian dengan
CFE L% ¢ WHO, 20040,

Gejala infeksi wirus Dengue bervanasi dan nngan sampai bersi bahkan
menimbllkan kematian (D0, DBD, $50). Perjatanan penyakii akibai infoksi virus
Denpue juga sulit diramadkan. hsunopatogenesis teradinya infeksi vins Dengue
hongpa manifestas klinis belum diketahy dengan jelas Sampai saat i betum
versecha oban dan vaksin denpue vang efeknit. Fakior mobiias pendudukpun saal im
jupa mular menjadi sorokan Olobol spreed | bak wra-wilayah/pulau dan antar-
wilayalvpuliu juga diterparar menjadi salah satw fakior penyebab. Glotalisas  baik,
infurmax, chonmnt dan fransporiasi mecupakan hal yang berpengarvh  wntuk
tecjaditrya peningkaren kasus DB {Dachlan, 2000, Messer, 2003, Nuloi, 2006).

Bertambali  baiknva  iransportasi,  memngketnys  panwesalz  dan anis
perdagangan, meningkatmya lenaga kerje [ndonesia yang bekerja di lnar negen,

meavebabkan peningkatan ans manesiz asiart-daerah dan antar-negara. Seinng
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[F 4]

dengan peningkatan ars manusiz terscbot, maka anes perpindahan virus Dengue
anlar-dacrah dan an@Er-negarg juga meniogkat. Scpern diketahui, serotipe dan subtipe
virs Demguc di bebergpa daerah di Indonesia ridak selalu sama, lerutama tila
dibandingkan dengan yang ada di luar negen, khususnya dan beberapa negam yang
berbalgzan déngan [ndoncsia, B samping i, respona imem dan penduduek di
belerapa dacrah di Indonesiz mungkin juga tak sama, schingge dapsl menycbabkan
perbedaan mandfesiast kbninya dan kemupgionan enadinya infeksi campuran
dengan beberapa serclipe virns Detpue yang sda di daerah igvsebur Sernua ini
meounjukkan perlonya pemeidan  epidemiologil, baik dan seronpe  maupun
subtipe/genotipe witus Dengue di berbagal dacrah di Indonesia dan bila perdu
dibandingkan dengen flogenetik serotipe vang sama di luar negen, Dsaha ini. baik
scrotipe maopun subtipefgenotipe merupakan pemcriksasn biomotekeler, selungga
pemetaen epidemucloeik tersebut merupakan pamataan epidenuolop mobekutber
Sejauh it perehitian semacam i belom pemeh dikenakan di indonesta.

Berbagai hal i ates menychabkan ferkombangmnya berbagal penelitian infeksi
vimus Denjnie, khususoya pendekaran epidemiclog molekuler yane difokskan pada
enerrt wirns Dengre. Epidomoiog molekuler adalab scbual diow yang seamfokiskan
pada ketinbusi poaemsial  berhaps fakior resiko peacik dan linghungan. yang
diidemifikasi melalini tevel molebnler, baik recbadap sirolopg sebagai peayebah
distnbuse dan penceralian penvakit di dakam keluatea dan hntas popelaze. Ladvas 1 i
barn imi merebak posal, vanpe merupakan nteprase penelifian brokopm molebuler ke
dalarm epidemiodon madisional [Hass, 1997

Terjadinyd mamtesds klnis DD, DBD maupun S50 memypaksn swatu
rangkaian dars intcraksi antam Aestaggem-coeimsarcid . Fast yang meliputi berbapai

Labior sepert usiy, status g, fakior penctik, dipengariin oleh Lektor cevepemsnes
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flingkungan} dan fakior agesd Fakior ageed yang inerupakan fokos utama peelitean
i, meliputi serotipe manakah yang menginfekse Aost pendenia tersebad apakah DEN-
1 atau DEN-2 atau DEM-3 ataukzh DEMN-3, atau mungkm demibfe afection yang
mravebabkan pendenca terschur jamh pade khimis DIVDRDASSD. Th samping
serihips, perto dican subtipe (genobipe) apakah yang lerdapar i dalam sevotipe
tersebal, yang diduga berhubungan dengan mamlestas klime GD, GRD dan 350
Subtipa‘senctipe dapat ditentukan dengzn mencan spsamanfwraran mukieotida dan
sernhpe menom vines Cengue tersebut. Sosunan pukleonds yang diketabu? kemuodian,
dilanjutkan dengan melakokan aralists homobogs dan hiloganefiie

Perhembangan dalam mdang teknologi  laboratonom biolom molckuler,
memungkinkan onwk difdukarn  penslthan cprdemiologn molekgber infeksi vicus
Densgee i [Incdonesia yang sazt inj magih nengad) masalah keselnlan ingyarakal yang
seriud pada il Bubohgan antara kondisn peogeats suate daerah denpan bipe virs
Denpue vanhu gdanya perbedaan serobipe dan subtipe  (rencdipe)myva.  Analisis
hamalow dan Flopenctik dalam hal i diharmpkan dapat menentukan kekerabatan
berdasarkan sexohpe ddan subbpe yang berdismbog dan bersarkubase o berbagan
dacral B Indonesia.  Dalatn peselitizn rnoahan didapatkan sepeny eprdeaiolog

molckuler virus Drenpue di Indomesia
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METODE PENELITIAN

4.1. Jenis dan Rancangan Penelitian
lemns penelitian i merupakan penehinan  pbservasional  demygan peardekaan

epidemidopn motekaler Byncangan penelinan yang dipnnakan cresr- e,

4.2 Populasi, Sampel dan Tekoik Pengambilan Sampel

+4.1.1. Fopulasi dan Sampel

Fopuiasi penchein adalah somus pendernta Demam Dengue (130, Demam Berdamabh
Denpoe (PBD) dan Smdem Syok Deague (550 yimg mamneht kofena
[ S L= RFRIHT ] !'n-.i.I.I[IFiL'i

ROead peneritaan sampel

I Anak dan dewass meliputn fake-laki dan perempuan

X PFada pemenksaan klmis dan labomionoom . meounyg WHO 1997, menwinukkare

adanya DD atuu DBD atau 550D

e

Sampcd dusinhal poda tase akui (sass pondents masuk rumah sakii)

4 Uersediy mennkut penelitian i dengan menandatanesms emulit persetiguon
Fafeermiiced Lraiserit)

kriena penofakan sampel

Adarya kerapgnan dalam pemenksaan ks dan laberatons
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4.2.2, Teknik Pengambilan Sampel

Penigambilan sampel dilakukan pada berbagsi dacrsh di Indooesia, yaitu di pulau
Jawa, putau Sumatra, pulas Kalimanan, pulagy Sulawesi, Nusa Tengear Barat dan
Papua. Pengambilan sampel tersebut dilakukan §i UPF pu Kescharan Anak dan
UPF llmu Pemyakit Dalam di berbagai rumak sakit 1grscbur scsuai dengan prosedur
tetzp (protap) yang terdapat pada lampican | Cara pengambilan sampel dari masing-
masing kota di berbagai kepulanan dilakukan melaiui 2 macam cam, yaitu dikinm
melalui paket udara dalam box bersuhu 4°C dan sampai & TOC dabo 24 jam, gan
cara kedua yaiu dizmbil langsung olch pencliti ke tompat fujuan

Pelaksanaan penelitian dikerjakan di laboralonum Dengue dan laboratoriom Hepatitis
Troprea! Livecree Cemter Universitas Aiflangea dan laboretormim Yioobog di Tropical

Medicine Nagasaki University, Jepang.

4.3. Definisi Operasional

I, Demam Dengue (06 (menuroc WHO, 1997
Pemenksaan klinis dimdai dengan iojadinya peningkalan suhy mendadak,
kadany kaia disertai menpgipl, vyen kepala, fashed foce, oveni bola mana, iperni
ol sera sendl. discnlian wi towmiqeer positf dengan alzu mnpa petekie.
Fada pemwnksaan  labomtons  belum  terdapal  mombostoperia atan

hemakomsentrasl.

I

B#nam Beordarah Denpoe (DBD}

Grade [ditandal dengan adanya demam dissnia geiala lidak khas dan saiu-satunya
manifesiasi perdarphan adalah uji louniquer posint.

Crade Il memipakan gefala DB devgjar 1, disertai perdaralan spomian i kulit

atan perdarahan larm.
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Pada pemerikzaan laboratons menunjukkan adanya combositopenia disertai
hemokon sentrasi, haik grade 111

3. Sindrom Swok Dengue (S5 mevupakan DBD prade [H dan DBD grade 1V.
Grade B[ dnandai dengan wlanya pemderite PBE vang mengalaint kepapalan
sirkulasi. Elal ini ditdndai chmgan nadi cepal dan lemah (1 20%/metut ),
penyemmtan lekanan nadi (w20 mmHg) @an hipoensi, sianosis di sekizar nalet,
dizertal akral dingin dan fambab sena gelisah,
Grade IV yaity suats keadaan di mana pendening DBD denpan renjatan bort, nadi
tak teraba, takanan darah ndak erukar dan dapat disertai pensnoiun kesadaran

4. Scrotipe vitns Dengue wlafah seats stilah pembagran bpe virus Bengue, di maca
maneaksaannyad menesundhan wwhnik bologn milekuler R T-PCR dengan merode
stangar interngsioml.  BT-PUR Derteue wenggonakin berbai pnmer vamy telah
didesain khuses  sesmal dengan feeea di dalam penotn virus Denpoe lereba
Merdapat 4 macam sentipe vrus Dengue vl (EN-|, DEN-2, DEN-3 | DEN-1.

5 Suhnpe genchipe vines Deague adalabe swta istikah pembaman molckuler di dalam
masmpe-masmgE  serobipe vinis Deneoe ke dalen Wasifkasi o efester
ulbape enotipe wiias Pergue didh ko daee prodeb, POR dan seestipe lerieiin
ving defanikan denigan pemeribsaun sehuessmg nukleonda.
Propram  koanputer PALP 300 dhennakan imiak, mebakokan analisis flogenclik
urtiek rregnnpoetadiun Siip Pemol e nya.
DEMN-1 - dikateperhan ke alam -3 macamy  pencdpe, DEN-Z
dikgregonkan ke dalam 3-0 macam peochipe. DE%N-3 ke dalam 4-5 macam

penntpe. RN dikateponkan ke dalam 2 macas peootips.
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4.4 Bahan Fenelitian

4.4.1 Prngambilan spesimen darah

b

2.

ractt stenl 5 mik.

Kapas alkohol.

Sy 1an FEn

Tabung Eppendorf 1.5 ml sienl.

1 akw:d

Parafiim.

Lembar isian dala. Lembar Persemujuan Mengmkas Penelitian (faformed € nesenl
dan Lembar Persemjuan Tindakan Medik.

Tabung reaks:

4.4.2 Penentuan [gM dan g antiDengor dengan metode ELISA

1.

-t

SPESHTEn SeTum
Bt Dengue Do 1eb & 16 1154 {Panbic catno. DEN-I3E )

Foflonme tes,

443 Ekstraksi RN A

fi

. Spesimen sonomn.

ko] posatit,

Foomirod megahd (agusidesh a1 W e Wurer )
Larutan Trizol

Chloroform

Frapanol

Eratiol TO%%,
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sarker (WA Aedecular Wenghn Marker VIN (GGF9-7 1 ik dan plfC B 2Y
13NA Hew 0 dogesoedd (eenteriogz No. | 336043
Parafilm.

Filn polarend,

445 Purifikasi prduk PCR

A Purfikas produk PCR .

2

]

Produk PCR.

- CHCIA

0 Asers pH 5.2

E-thanel 0% (absolute)
Letlsamod 70P

Buler TE pH #1

Fafferw alam Adree toes saectl.

Tabunyg Cppendort 1,5 ml senl

ks sl puer [thas produb PUR deraier gfekliolocesis

Has | poedihass produk PCE,

el ararose (asa 2% dengan ertadiom bromide 10 mgml.

FHE e Su

Lewschrogs breffor [Brostpiern blue dan ghecenad |,

Sdarker ST Medeordar Wogrdst Merker VI L0000 Pk Jan @O0 BA 2
i Hpa fi efrpested {catofgr to. 1 336 045).

Akvadestidaa

Fraaaa il
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Film polaroid.

4.4.6 Labeling

it

Hasil purifikasi produk PR

Primerys sepset D-1

FHirer Fve Fersntar vf F 6 vole Seqrercmg Ko Cdpmived Bospsicms, Amenka).
Mk nadestilata.

Yedtonw tips stenl.

Mheorocnde 208 ster,

447 Purifikas: pro sekuensing PN A

I

-

e

.3

—_
-

-4

s

MG W e e
Fifvleaechomncirtrerace e goied [ELVFAL 125 mM

ol absoiul.

. LUianal HPg

Fedferw o staril.
[stbumg Eppendorl |5 ml stent
Pt wrup

Al fl.

443 Sekventing MNA

1.4

ko

I

Frediet 12504 kering,
Femplore sappresiort reazenr (TSR (Apphed Biosystems, Amemka Senkal).
Faffemw frpm el

Miormwentriingy by stenl.
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4.5 Instrumen penclitizo

|, Thermal (eier .
& Untuk amphfikaszi DNA : ) 2000 (Peridn Elmer).
& Untuk dabefime - GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).

CieneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer).

2. AB! Prism 310 (femctie Analyzer (Pokin Elmer) yang dilenpkapn poranpkat
kompuier dat previcr.

3. ABI Prism 3100 Cieneie Anpheer (Porkin Elmen) yang dilengkap perangkal
komptiter dan primter,

4. Microcenirifuge | Hrgh Speed Miceo Refrigeroivd entrifrge MRX-150 {Tomy b

3. Freezer,
& TDHT - Ulra Low |-30°C dan -30°C] {Sanyo)

6. tronsilfumsnatior P Chromatoane Model NTW-20 denpgan kanera potaroid
bamoya RI367 Pro 50 43 mm.

7. Hiosgfety Cahinet - Bio Clcan Bench MOY-16B5F (Sanyo)

2 Wakerhmh - Thorme Supplier EZL-80 (Taitec)

G Mo eur oven : Therrnotee Stenlizer $7-2583 {Sibata}

140. Mikropipet 20 g, 200 wl dan 1 08 gl

11. Spin-chowir mracinine | Wilipore.

1?7 Vorteks @ Genig-2: TME-21 Test Tube Mixer { Adwantect

13, Befrepreretor  SR-330 | Sanvol, ME-08TW A Micsobasho.

14, Pompa wakum.

|5 FLIS4 reender . Humareadier Single.

L6, Plale wasfing wrpmant - Humawesh

17 Inkubator demgan lemperatur 3770
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L& Hewrcters paliree dan penuiop herwicnd gelap.

LS lhnierbenl pord.

Ay Flectruphioress pod apparates Slopud (Advance Co, bl b
21 T dam comb untuk, pembugtan gel aparcse.

22 Timbanean analink

23, Tabwng Erlenmever

2 frelas wkur.

T5 A roware (S o).

26 Talwmge reaks

27 Pazer

28, Penenkur wak

Ju ik rabung bppendon.

A0 Kenainge barist sodisea ipokiont 3%

I S o Jan rew poack

A2 mpiner dengan prawsnm Clusrals, Sl Alnmeress Sdoor 5004 version

thary AL L0 v,

46 Lalasi ddan Wikt Penclilian

4.6.1 Lokasi Penclitian

Pemurarnbelan sampel pasien DB dilakokan dakam kunn waktu tahun 20052005
pada berbapar dacral D domesn, saotu di pulag Sumatera, Batior, Fatmnansin.
Sulgwesi, Paps  fwa, 13ali dan Lombok  Penpambilan simpeed tetacbut diakokan
di Ularit Pebakena Fungsiomal | HFY ) hma Kesehatan Aoak dan BPF N Peevakal

Fralars di berbagar mumah sakit di 19 kota di baebagen polau tersehin
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Pelaksanaan pepelittan serolop dan PCR dikerjakan di laboratorium Dengue dan
laboratorium Hepauiis Tropical [nscase Cenler [niversitas Aiffangga Pengenaan
isolasi keltur vimes Denpue, sckuensing DNA dan analisis filogenenk dikeakan do

Laboraternm Yiroleg, [nstilurs of Trppical Medicine, Nagasaka ntversity, Jepang.

4.6.2 Wakn Fenelitian
Penelitian dilakikan datan kuney wakin dua talinn dua balan, mulan bulan Cktober

2003 hingea Besember 2005

1.7 Prosedur Pengumpulan ikata

4.7.3 Pengumpuian sampel znak dan dewasa, sesusi dengan kriteria WHO, 1997,

Penpumpulan sampel pasicn DED berdasarkan knlera diagmosis memorat WHC

talaun 1997 rerdin dan knkena Klineg dun labaralons.

kniena klin

a. Demarn tingei mendadak. tanpa scbab jelas, beclangsung termus-meneres selama
21 han.

b Tyl manidesiasi perdamabian,  leriasub. o loumoguel  posial,  peekie,
whimusis, cpisiabs, perdarahan pusi, hemalemesis dan’ ataw melena.

c. Pembesaran han.

d. Svok. diandal padi cepst dan lemah sera peturoan tekanan nads, upotensi, kaki
dao rangan dingen, kohid loaibaly dzn pasien tanpak pelisah.

krieria labascataris.

I. Trombositopema {190 G00anm” atau kumng),
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1. Hemokonsentrasi. dopat dibhat dan peningkatan hematokrnt 20% awns Jebib,
menue standar umur dan yenis kelamin, aau penurunan hemaioknit 20% sesudah

leTapi catean.

4,71 Cara Pengolahaa Ssorpel

Rahan pemeriksaan berupa damah sehatrvak 19ce. dipisahkan serumnya kemodian
dibag ke dalam 2 afiquet.

Aliquot |, dipakai wniuk pemeriksaan serologis, yaitn nnluk pemeriksaan annbodi
lehd dan 1pG antiDengue dengan metode foM Captured ELISA dap fg(r Coprured
FEINS

Aliquat hedus akan digunakan uniok pemeriksaan biclogi molckuler wulai dan
chsitaksi HNA. pemerksaan RT-PCR regio cgpod yang dilanjutkan sanpa
sekuensing resio capsed, analsis homotogpi dan Blogenenk. Jupa dilakukan kultur
virns serta RT-TCR kembali denpan primer kKhusus unfuk remo eovelop, yang
dilamukan sampal sckuensng o envelop | anabisis homolog dan analisis
flpgenctik nniuk medapakan subtypel ponotype dan masing-masing erotype VoS
Thempie

4.7.2.1 Pemenksuan serodogis

Pemeriksaan lzM dan 1¢G anGDengue dengan metode ELISA (ki Panbin Dengre
L E1INA calnas. DEM-25E)

fgM antiThenzue

Tujuan .

Ui serolog deteks: [gM aniiCengoe dibajukan untnk melihat ada s ndaknyz 12M

anuDenpue puna menennkan fase akut infekss vims Dengue.
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Prinsip Dasar Tes.

Antibodi ketas IgM (termasuk IgM antDengue). yang tordapar di dalam saum
perderita, akan berikalan dengan amifemnan fgM yang lelah dilekatkan pada fasc
padat permukasn dalam dinding polistren sumursn microdirer plare. Konsendal
campuran antigen virue Dengue sexotipe 1,234 yang telah dicocerkan, diikadkan
dengan  konmjugat antibodi moncklonal berlabel enzim HRP (Horse  Rodfish
Ferozidase) membentuk Yompleks antigen-hab-HRFP . Komplds anngen-Mab-HRP
dilembablcan ke dufam sutmuren yang telah terdapat anthyrman Ighd-Jghd (dani serum
pendenita) Szelah inkubasi, sumuran diceci dan diberi substrat TMEB [ Dy
fFetrametindbenztdine: byelrogenpe roxicde). Bila dalam serum penderita terdapat 1ghd
antbDenpur maka kompleks Ag-hiab-HRFP akan dukal pada fasc padal. Enom HEP
akan memecah subsitat berkromogon membenivk produk berwama b, Beakst
dihengiban dengan asgm, lanpran sekasang menjadi kuning. Infensitas wama sejalan

lirner dengan konsentrasi anlibodi [gh antilrengue di dalam samum pendenita.

Berbagai bakan yany digumakan {kit Fanhio a1, no. DEN-25E)
I Nersom difwer berist TBS ( T Aaffered sedie) pH 7,227 6.
2. Antgen difucns berisi PBS [Miusphen Brgfer Saline ) .
3. Bufer pencuci bensi PBS (Fhasphar Bufler Nahmed pH 7276 dengan
Tweem 20,

4. Larutan penghentd reakst bensi Phosphonc oced 1M,

Frozedur pemerikaaan .

{. Serum penderiia sebanvak P00 ol yany 1elah digncerkan [10ol sermm 1+ 900l

dertemt otfecr), dimasukkan ke dalam swnuran yasg selah ditapisi oleh
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autihmman fzdf. Perlikuan vang sama dilakukan pada serum kontrol. Scrom
komimod sehanyak 100 ul yang 1clab diencerkan dimasukkan ke dalam sumuran
vang, fetah dilapisi olen aatirmar {gAd. Petlakuan yang sama dilakukan juga
untuk  kafibrator sebanyak 3 kalibrawor (triplikar) Tutup  swicketiterplate,
komudian inkubasi selarma 1 jam pada subu 377

2. Pencucian dilakukan sebanyak & kali dengnan buler pencuci.

3 Kombinasi antipen dengue serotipe 1.2,34 diencerkan dengan mengpunakan
arigen dilnern memjadi 1250 {100 antigen @ 2.5 ml aniger diizeal),
selanjuimya siapkan lamtan kompleks antigen-blab-HRP {anhigen-kinijugar
berupa kombinasi antigen dempwe 12,34 di atas dengan pelacak berupa
antibod: monckional berdabel enaim HRF) Lanatan kompleks antigen-Makb
sebanyak 100 ul dimasukkan ke dalam serewran di aas. Mlare ditutup dan
diinkubasi selama 1 jam 3T'C Bila dalam serum terdapat |gM ann
anti Dengue. makn akan teggadi reaksi antethuman 1pd-TeM- Antigen-Mab-HRE.

4 Dralam 1ahapan berikotnya adalab sumuran dicuen sebanyak 6 kali dengan

miet zeubakan bufer penci

[

Selmypinva [kl IndB dosasokkan he dalant masinp-masiag  sirurin,
kemudian diinkaebesi selama 10 ment padz temperater kamar (20-25'C)
Substoal berkoonigen kemudian akan benibah wama mengadi i

#i.  Larotan penghent rcak s schamvak 10l ditwnbabikan ke dalam ssmursn. dan
dwcampur merala, Wama laruian akan berubah menjad: kuning.

Pembacann ahsorbans: lamias dari seap susmcan difakokan dslam 30 momal,

-

mengpanaken fotometer pada panmjang pelombang 450 nm denpan titter

rafarens HO0-050im.
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Penghibenpan .
E'ni = Absotbans sampe! dibam rerata absorbans cut-enfkalibraor (riplikat}
hdizal : sampel A absarbans — QM
sampel B absorbans = 0.0,

ahsorbans rormta ent-off kalibrator 0302

Sampel A0 P02 3 14 un

Sampel B 007052302 =0.2 umit

Intecpreiasi Hasil Pemeriksaan lgM antiDenooe

< 0.0 it Jreneti] Tnierpretici @ bohd antileagoe edak terdesks

09-1.10mil - wgrevocan! Inteepretisi . samnpel vgooceeod sebatkeya docling 8
difakukan pengulangan seane bant 7- 14 han Sapel.

+E 1 gmt - positl Imeerpretizae . pod antibsdi s Deees e endelyks

i s anhilenpue

Tujudn .

0 serodomb wotek clegeked T are i enpmes dipnpabkon ootk melilar advees o annlesdi
[0 aati Denrue ponma diapnosis Tse infeks sehamder akat terhadap wvins Denpesae
intoksl sekonder duandar denpan onegginva kadir el wnorDeneue sang werdetcis
perda | -2 Tgn agtelzh serintubor oo Theoe e vangs bernbannyva, vang akan duki sleh
tresbulona Tpd antiMenpme padis b kel-5

Ui ELISA wnuk dereks Fedd amildeng s diisn pemeoksaan mi dikatakan mteks

siloander biks kadarmeva - 202 pewet Cackgm dengan niter ML - 52560
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Prinsip Dasar Trea

Antibodi kelas gl (termasuk 1gG antiDengued, di dalam semm penderita, akan
berikatan dengan onbdman 20 yang telal dilekatkan pada fase padal pemnukaan
dalamy dinding polistiren sumuran mricrnier fWale KORSCHUAl CRMpLAR antiger
dengue serotipe 1234 vang \clsh diencerian, dilkatkan denpan konjugal antibodi
monoklonal berlabel cnzim HRF (fforse Rodish Peroxwdase) membemuk kompleks
antipen-hMat-HEP K.ompleks antipen-Mab-HRP ditambahkan ke dalaon sumuoran yang
teleh rerdapat antibaman 1gG-EpG (dan serum pendenita). Setelah inkubasi, sumaran
dicuci dan diberi subsiral TMBTLL (T etramathylbe mordie. hadvogenperaxide}, Bila
dalam serum penderita terdapat [g5 antiDenguee, maka kompleks Ag-Mab-HRP akan
diikal pada fase padar. Enzim HEF akan memecah subsirat berkromipen membeniuk
produk berwama i Reaks dientikan depgan asam, lamian beubal wama
menjadi kuning. lmenswas wamz sejalan fimier dempan Konsentrasi annbodr et

amtiDenzue di dalam serum pendeniz.

Berbapai bahan yang dipunakan {kit Panbi it na. DEN-23E) .
1. Neenm ditpens boerisi TRS ( Froxs baffered ofimehpH 7 .2-7 6
2. Arhgen cilieni benisi PBR (Moyiar Haffer Salisey
3. Bufer penceci berisi PBS (/ospiar Bafler Sefied pll 72276 demn
Tweeni}.

4 Lanman penghent reaksi Berisi Meephoric ocrd 16,

Prosedur pemertksazn .
. Seratus makroliter scrom penderitp yang telabh diencerkan { 10ul senan — Y0l
seremr fefeenn). dimasoakkin ke datan sumaran yaneg tetah dilapisi olel

emtehinman Sty Pevlakoan yang sama diakukan pada seroum kool Dacietan
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konro] sehanyak 1006ul yang telah dicncerkan dimasukkan ke dalamt sumucan
vang, tclah dilapisi olch antifmman (20, Perlakuan yvang sama imfuk fantan
kalibrator schamyak ¥ kalibrator {triplikat)Aficrotiterplate ditatup | kemodiar
inkubasi selipma | jam pada suho 37°C.

2. Prncucian dilakukan scbanvak & kali dengan bafer peneaci.

3. Keunbinasi anligen dengue serolipe 1.2.3.4 diencerkan denpgun metyponakan
untiren e menjadi 14250 (10ul antipen 2.5 mi amigen ohuenil,
selanumya siapkan lamman kompleks anlipen-Mab-HRP {antigeo-konjugal
terupa kowmbinasi anligess dengue 1,234 di atas dengan pelacak benpa
antibodi monpklont Beclabel encam THEP). Lamatan Eompleks antigen-vlak-
HREP sebanvak 100 of dimasukkan ke dalam swmuran di atas, Mete dilatop dan
dimkubasi selama 1 paen 37°C. Bila dalam semuran penderita 1erdapat 120G
anliLrengike. maka akan lerjad reaks antilnsnan [0 Ep0-Antigen-hMab-HRP,

f Tahapan benkoma  adalah swowcan  dicwcr  sebenvak & kall dengan
menpelakan bufor petcue.

A TWB scbanyuk R ol dv masukkan ke dalam masimp-mmagag, sumaran,
kemudign diinkobigi seloma 17 menid pada enperatur katar 120-23°0)
Snbsirant berkramioen kenalran whan bembaly wama mengadi bara,

i Lanuwlan pensstop sebanvak 100 gl deambahkan ke dalam somuoran, dan

dicampur merata. Wama larutan akan berubah menjadi kuming,

Pembacasn absorbans lanuan dasi seliap soveran dilakukan dalame 30 menit,

mungrunakin foamenes peeda panjang gelombang 450 nm denpan filter

relatens HO0-55010m,

Dlsertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Unair 35

Fenghitungan .
Linit - Absorbans sampel dibagn mraia absosbans cwd-aff kalibrator {tnphkat)
Mizal:  campel A gbsorbans  |LA00,
sampel B absorhans 0300,
absarbans rerata cur-f kalibrator 0,600,
Sampel A EEDDT G000 = 3,0 unit.
Sampel B (030006007 = 0.5 it
[nterpreiasi Hasil Femeriksaan 1 ankBengue
= 1.% unit = peealif Imterpretasi - lidak rerdapat infeks sekunder dengue |
tes sebakhya dinlang J-7 han lagl dengan samnpel
senutr prerfuenid vane bam.
LB-2.2 unit= epvencd Interpretass - sampiel sehalknya ditss ulang 4-7 han lag

= 2.2 unit = pasinf Interpretasi  dogasn infeksi akut sskunder dengie

Pemerksaan optoreed BLISA vang dipnnakan pada perchian m, dapat unik
mendereksi Ipd dan 1gG annlDenpee. sckalipns dapar uaok moabedakan mifeks:
prismer dan mfek s sckunder. walaupon by iremaka gerum tengeasl.

Penemyan nfeksi primer padie peselman g ditandal dengan timboliya 1izhd
anbiDenges = [0 o, sedangkan mlar 021 F dizehol eguneocof dan dikataban

neganl bua = 985,

Pencntuan nfeksd sekunder diandai dengan timbulnya 1ed aonldeognw yang cakup
wnpi, yenp telah distandansass untak ndcks sekunder, setar dengm Kadar up
serolopis T Haemcetetmsier Tbnfutenn) = tier 12580 1 anniDengue
dikatakan posiof bula = 2.2 wiit, cyerevecod bila 1,822 dan pegatit bila = 1.8

khusus umink mEskst sekunder demgue, etap positit bila 1aG anulengue = 2,2 v,

baik disertal dempan nmbmboys I yong posiit, eqenecsd ataupun meganf Jaudi,
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asalkan [rGova posnl, tetap dikatakan miehs sekunder walau ok difkuh dengan
timbulnya Ight.

4,.7.2.2 Pemeriksaan Biglogi Molchuler Takap L
4.7.2.2.1 Ekstraksi RMA dan strun penderita B0, DBD dan 25K

Eikstaznks RMA menppmrokan barlan Tneol, Semrn sampe] pasien sebanyak
&0ul duambah denan dhstedfee werter (679 sebanyvak 190 al | kemudian diambalbkan
Lrutan Tl sebanyak 790 0l vang kemudian dicanpor dengan peaipetan berkali-
kali dan dimkeebasikan bebeoops ment pada towmperaior ruangan | Chloform
sebanyak HH0 wl duambabikan pada campuran dan duibsarkic pada tempertur uenz
selama 3 menit, hanudien disentnifus 12 60 rpm o selama 15 menit pada sobw X'
Supenmatan sebanyek 5000k diamb kermofeay dnambahkan 500 ol propanel- 2 sama
banyaknya he dalam tsbunp ppenbor baru, dikakukan vorcks dan dibiancn pala
temperalur msnpsa selara 10 anemt Scenmifus dilabkubon kembaly 13 00 rperL selaina
Wh mewint pacla sulin 470, §apisan sopermatan kotoodian dibeang perlahen-Bahan
dengmn peanipelan viang cermal apar KA yang werbemuk lckiak ke Lenanrbil, Fharg]
%% seharyak | ml cdiaontsdihin pada endapan & s ladu divoneks dan pada Fase un
engapan dapat disingpan skau dilgmurkan kemlale desgan sentrfus 128K g sl
|0 eyl gt b 307 Penibuisngn lagesan supernatant dindang kembali hennedan
gikorngkan dengmee voovem e elamy B moem. Peller yumg tegadn disuspensibam
denpan 1¥W schasyak 1001 selangmnea siap umiuk dilakukan pemenksaan antess
clM A dergpn carie 8 1-PCUR
4,7.2.2. Sintesis cDNA & karahterisasi serotipe denpan HT-POCR mepzponakan
metde | ancioiti

Sintesis o1 A dard mresscsger BNAL dilanguikan dempran kaeakieri s sonoiipe

dengan BI-MCR micozgunakab meiodc  Lamcisitl pada regio cepad  demn
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menggenakan primer serotpe spesifik uniuk DEN-£.2.3.4 | kemodizm peoduk  hasil
chOiMNA BCR diclektroforesis.
RT-PCR (seminested- Reverse Transcripiase-Polymerase Chain Reaction)

Pemenksazn RT-PCR dingukar emivk mencan serotipe vins Dengue arau
yarg dikenal dengan isilah verodypmmg. Penenhian setonpe DEM-1, DEM-Z, DEMN-3,
DFEM-4,  dilakukan dengan memakai pnmer dan metede dan Lanciotn
(Lot P92}

Prinsip RT-PCR adalah membuatl vimes Denges yang uwital RNA menjadi
DMA oleh adanya enzim Mewerse Frwicdpnese, dilanjurkan dengan POCR yang
semfmested, yam sesudaly di PCR tahap peniama denean sepasang primes 121 dan 02
{engue 1 dan Bengue Z¥ vang ditwjukan unfuk menyanng semug infeks vimus
Dengus, baro tilakukan ey demman somaested prda talap kedos  yailu menakae
pomer D1 dengan keempal TS (eyme specifict ya TS1, TS, TSI, T34 hersama-
sama dalam satu tabunge Eppendort E5 ml

Frinsip PCER tordin aras opa cahap yaits dematurasi unen panda DINA,
selamuiiya mameaimg {peeempelany pomer pada DRA acgermya, Wrakhit prmer
cxfensat [pemanangan pomen o dengan adanya DA polimerass. Fasid DhsA sinip
terjadt mempakan akumlasi cksponsnsal dan DN A tarpen vang spesibik. sckhoar 2° di
mang n adalah jomlah sik1ns yvang diauc dalamm proses POR n.
Pada peneligian me PCR tahap pertama difakukan sebanyak 35 siklys. mengsinmakan
primer 1 dan D2, Suhu dan waktu yany diputakan woitek desawrass vaite 9470
setama 30 detik, cowreendms 55"C selama 60 dedik dan extensmowr 7270 selama 2 memit.
Pada akhic siklus ke-35 sampel dipertshankan pada suhu 72°C sclama 19 menil.
kemodian  dilasjutken PCR tabaep  kedva wvanpg  ditmukan  ootuk serehieg,

mengrunaka pomer fopce-spesnfio, yaitu TS1, TE2, TSI, T54. FPuda tahap dea ni,
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POCR juga dilakukan sebanyak 35 sikhes. denpun sub dan wakbe yang sama seperli
pada tahap safu, yaitu untuk denaturasi yailu 94 selama 30 detik, armealong 5570
selama G detik dan exfennon 7270 selema 2 menit. ¥Visuahsasi proscs pengpandicin
LA ini dapat ditakukan dengae heberipa cava antarz lan dergan ol elekinofiness
atau dengan menpranakan D84 probe. Pada posclian m dipakal pel clek roforess
yang tclah diben efeduim heomecle wiluk pelacak beed {pita) dan jonis serotipe yang
akan dicard yaim 482 bp namk DEN-1, FLY bp wituk DEN-2, 290 bp untuk IFN-3
dina 352 bp umluk DEMN-4 . Konteol didapatkan dan hasi! wsalast virus DER-1, DEN-2,
DEm-3 dan DEM-4.

Marker vang degunakan adatah A Adalecmdor Beasan Murker PO pf 0O B0 2T LN
Hper [F dpeated, pUac” BAE 20 1A e © - Hfoeef T diggesdod oot e f JJ0 0D

Tatwed 4.4 Mrrer pada peasseriksaan seronpie RU-POR dergrue [ anciate, 19692 )

Primwer schncns Paseai geneme Tamlah dlim bp
1 S TCAA A GOTGAAACGOGOGAGASALCGS 154 t6L 3L
(B X AT A A AL A AN TG ECT T AMGTTE- G ]d4-011 s
T8 S OGTUTCAGTHATCUGUGGG-3 NGRSRG 4R
161 ALCGOCACAMIGHUCATUAAD ALY 231050 119
TSY S TAAUATOATCAT GAGAC AGAGL-1 H00-421 Ty
TS4 S CTCTGTTOIOTTAAAL ANGAGA- 3 S06-517 392

[ —
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Interpretasi hasil pemeriksaan untuk mencniukan secotipe
Serotipt vitus Dengoe vang mengmfcks pendhonita ditentukan dengan cara
membandingkan hasi feredpita yang, diperoleh pada sampel penderita dengan bavd

dart konatrgl DEN- 1, DEN-2, DEN-3 dan [JEN-4

4,7.2 3 Pemeriksaan Biolezi Molekuler Tahap 2 unfuk txhapan sekiensing
4.7.1.3.1 Karakterisasi regio capsid metode RT-PCR

Produk elNA yane wlah didapar daci pemeriksaan BET-PCR Tahap | selanjubmya
dilakwkan pemumin.

4.7.2.3.2 Pemurnian produk ¢DNA dengan Low melifng agarose

Pemurnian prodok hasil FCR menggenakan metode Low melfing apaross
L.angkah yang dilakikan zdalah

1. Gelb agarose 2% desiaphan denpan wenggunakan Agarose L (Low mefiing
agarerc ) vatkg Nenganduine ol bromde | me'ml.

2 OWA dan hasil POR di atas sehanyak 5 ol dieambabe dengan Loacling buffer
schanyak | 1 Jipanaskan pada subu 70" selama 23 menil | Pads saat
diaplikasikin, letk lulang s ahan dise camporan 41 atas dilual bergelang
sebinp (san lubang dust. satu lubang vidak dissi} lanpe marker.  Sesudah
diclckiroforesis, hasil  glehirofpesis  dilibat  denpan sinar witrm violel
pelomhang panpang. Selanjuinya pita DNA dipotong dengan mengrpminakan
curter (Letap disivan wltra violet gelombang panjang), dan cutfer hirus selalu
dicuci sctiap kal akan memotong pita [NA yang lun

3. Polongan gel agarose yang wetah mengandung pofonpan DA dimasukkan ke
dalam vabwnp Eppesdil E5 ol selanjuiya ditambahkan dengan lanitan TE .

4. Giel agarose dicairkan dengan pemanasan pada subu 70"C selama 10 meit.
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5. Phenol (PN sarurated phevoty 308 ol ditambabkan ke dalam gel agarose ¢air
di &tas dan Jicampue merata denpan coput menggunakan pipet, sclanjuinya
drvorteks dan disemerifos 12 000mpm sclama 5 meme.

6. Supcmaten yunp tevjadi dipindabkan sebanyak  200-250ul pada fabung
Eppendorf 1.5 ml yang lan, dan sisanya dilambah dengan phenol {YNVF
spturenied phemod) 300 ul dan dicampur kembali merata dengan cepad
mengpmnakan pipet, selanjumya divonicks dan disenwrifus §2.000rpm selama 3
fEeEn.

7. Supemalan yang legadi dipindabkan kemiball ke dalam iabung Eppendorf
vany baru kemudian dirambah dengan 150-2000 ef CHCLY, dan divortzks sena
diseninis 12 000 cpon selama 3 menil.

£ Snpemaan dipindokkan kembali sebanysk 150-200 ul ke dalam tabung
Cppendorl  barn dan dilakukan  pencendapan  cihanol  denpan cara
menambahkan 1140 x welume 330 NaAc (pEl 520 schanyak 15 ol dan 1 x
wnliame ethancl (00 % sebanyak N ol selanpainya divonnels dan simpan
pacta sulu - 2077 salzma 30 menil

O Senmlucas dilakikan pada 100 rpm selona 100 inenil. selaniuinyi
suprematiant deb oy secara Tac-hanl

b, Pellet 1endapany dicuc denpan cthapol 70% scbanyak 350 al | Remdian
disenirilus pada | 2000 rpm selama % memt dan supemalan dibuan s han-fan

bl Pebivn dekeringkan denpan mesen poropa vacaum selama 1 menit, selaanjumys
disuspensikan dongan farotan LT sebanyak 19 0l pH 3.

12, 137 3 dapat disimpe pada subu -20°C dan siap untuk diamplifikasi kemnbali

<eledum nasuk alat seehiescer,
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4.7.23.3 Pelabelan cBXN A

Hasib pemmewan i aties kemicdon dilalel dengam primer seane {0-11 selamoimea
dilukukan sekuensing nuklecida

4.7.1.3.4 smehuensing nukleotids dar repic capsid

Hasil petmueian cl3NA denpae mengeunakan Low Mol Agorose dan pelabelan
cIM A denpan menpeenakan primer seese, dilanjutkan PCR dan sekoensinge untuk
mendapatkan susunan noklendda. Susunan ookleonda vane de atas,  dientukan
denpan menpmenaken Hre Chwe ooy ol §O el Segeerioegr ke pAdgpteed
Mrospstemnsy dan alat sekuensieg ctomans AMF Proe ' 20 Gemetic Aratpzer.
Anabized Dasil sekueesing dilakokan Senpan Denatap | amk eediple oinoaseni
digunakan procram Chustad S dibanjutkon desuan aitlesis seqgnener foomcdog e
VA TRENERwnakan proeram kempuie? Hrofeds Sogeernce Alneerrese ity wers
SO0 Hasal sekogsing dan penelingn e dibsmlirigghan Josgare data relerens Ja
Berlipinn dselo dengoe comna Leo i dhmio Aclise Boresoloo depesiing pada ez
capsd |, dengen pangane meklcetda e oooperaosal dr antare kedua promer
sclanjuinya dalabokan anal=ig mlagemetik deman menporban progene kampuger
At v S0 dihandimckan denean celerens ko o erernasassal LA dader
foteks (Lenbask, WMEL, DI uga roenpganakaoe sosunan noklecinta hasal
schucasinge dengan pangnL Sale St de g bedua primsr seeese daibl citascsiae
Bovkprmhaten  nice-sersdipe dan upa terhadap relerens dapat diteninikan demgan
andbests filogenenk d oatarie sesiuna sampel serotipee yimg s dabomaiegehare ooy

referens.
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4.7.2.4 Penentuan penotipo/suhdpe

Selanjutnya pads perwakilan sampel serum DBD dan 15 kota tersebut, dilakukan
isolesi kulwr vims Dengue, schucnsng DNA Anglisis Rlogenenk dikerjakan di
Laboraroriumt Virologl, Instiate of Tropicat Medictne, Nagasaki Liniversity, fepang,
Virus vang tutntuh melalui 2-3 kali pasase dengan menggunakan (636 dedes
albopictus celf monolavers dalam Egygle s sinimal exseanal medion (E-MEM) yang,
telah diperkaya dengan 2% felal caff sertam (RS mengalami pemenksaan ELISA
untuk menenhzkan tingpinya kadar antigen vitus Dengoe sampai kadar lebih dari 400
iU/mb. Serelah dilakukan smeftiplex CR (lilwt lanpiren 14) mouggonakan pomer
khusus wvnrok regio envelop (lslam MA, personal commuricoiive) untuk kepastian
serotipe vimis Dengus yang lumbuh, dilakukan sekvensing DMNA. Penepraan
subtipe/penotipe ini digunakan regio envelop. Dus patang prinier semse 4an anfiven i
dari rewio envelop vang digtnakan mencwmpati posisi 1261 — 2626 {1365 bp) dan 348
— 1451 1105 bp.

Reaksi cekuensing DINA  dilakukan denpan menpgueakan Brelye  fhcvocy
Termmator  sequeacing ki {Appiied Arovedems)  dan produknys  dianalisis
menggunakan alal otomatizasi FINH segncmcer ABE Proaw SRR Avant Creeein
Anafizer. Berbeda denpan penentuan sekuensing fepiv capsid, yang memakan alst
INA seqmencer ARS Broom 300, denpan memakal WA wegrencer ABD Priom 3100
Avant {remavic Amaiyzer dapar ditentukan sckuens nukleotida regio envelop yang dapat
mencapai  panjang nukleotida hingga 1408 basa nukleohdz. Ponemtvan sekuons
nuklectida regio envelop inl monggunakan 7 pasang pIMCT serve Gan aniisee {lihat
larpiran 12 dan 13}

Pombentangan sekuens watuk melihal susunan basa nukieorida menggnumpkan program

DMASIS. Hastl sekuwens dilakukan  mufipde  afigaeens lerhadap  berbapal
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urutan/'sekuens refeccns DEN-2 untuk seronipe DEN-2 dan demikian pula untuk DEN-
3. Semua data sekuens yang dilakuksn pada penelitian ini diakses dan GenBank.

Yekuens yang lelah dilekukan mediiple ofyrmment denpan program  ClustalX,
temudian dilakukan zmalisis Alogenetik, PAUFP software versi 4.0 dzpat dipakai
uniuk menchmkan phylogenetic tree- nya Bordasarkan phvlopenchic tree lorschat,

kemudian didapal pola penotips dari masing-masing serotipe.

4.7.3 Pengendabian Mutu (Juaiity Controf)

4.73.1 ELISA

Pada pemenksaan ELISA selaly disertakan Jenygan konteol posilil dan kontrol negant.
Hasil kantmu! posigil hams memberikan nitai absorbans yang posilif dan kontrol
nepant hacus memberikan nilai negadl. Apabila terdapat penyimpangan, naka
petnenksaan kontrod harus dinlang dengan mengevaluia di mana bk terjadinya
provimpangan, apakah perpamnpanan kit reapen, konlrolnmva yang rusak  atau
penvimtpanpan pada alat . Adapun pemantapan mul unhuk  Coefficie Fardation
(Y pemenksaan ELISA sangat bak yaitw unhuk istrg-ossmy 3 10% dan mler-acun

C 140

4T3 MCR

Ruangan vang dipakai untuk. pemeriksaan up PCR Dempue i torbago dalam 3
FUATI AT yaite agngan lermpat cksiaksi RNA | maangan 1empat dilaknkan amplifikasi
DM A dan roanpas eniuk pernbacaan hasil yang diatur sedetnikian rupa sehingga fidak
memungkinkan terjadinyva kontaminas. Konrol poaiif  dan kontrol negatuf  hams
setain diseriakan ynndk validasi basil upi PCR |, Koatrol positif melipgti konim! posail

DERN-1 (482 bp), DER-2 {119 bpy, DEN-3 (250 byh, DEN-S (392 bpt yang didapat
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dan hasil isolasi vioes DEN-1, DEN-2, TEN-3 dan PEN- | serta koatrol pegatif

bunepa arpuclesdata (W)

4,733 Sekuensing XMA

Valubasi  hasil  sckemesing  [DNA, dibbat  dan hwsl  efectrsphengeram-aya,
Flecirophe o ram vartl gambaer prafik hasil sckuensing TN A | yang aaleasnya bak
akan diolah lebah larnpun. Kuaditas yang baik didihat dar pelombang basa sakleotids
vanpe limbul fudak sabing berpmpang findib, dan dak kerdapat basa auklcotida yang
merapykan Fenibaian klitis efectmpkenmzrm [upa dapat difithat dan kemampuan
il veguescer dalom menampitkan kuslnas kemumian 1¥68A dan UK femplore

Bevdisanboan vhsprest sinval wang taunpak (That iampiran b

4.5 Pearolahan dan Analizis Data se+tp Vvablogsi Hasit Pendilian

Schuensing TNA dilakukan denpan menpgwsakan Sgdhee Dhideooe Fermnaior
cwgrercnase & pada alat otomatiast DNA segpeercer ABL P 310
feeirpdrresemes | sehapea hasl sekpensnge ONA L vine kualilasnys baik akat
landaln Igih gt Pertama kal duakekie mudtide ainmesesend deqipan metip putakan
program Clostal™, di g aban echhat sesuman nuklechids yang terlaia rapl das
aban mmpak unnan nukleclida vang sama gtavpun yvane berbeda 8 antaca sl
dengan serodipe vane sama (lihal lampiran & dan 71 Analises hoanelogn dedakukan
denuan mengpunskan prosTam Ml Seguenoe Alncemeet Sotor vebseon FH0 T
mengpnakan kempaee, di mana sekuens sukleofida virus Dengue sampel ponelifian
mtinemaging kota  pada copwe vang sama deapsid) dan pangang nokleotida vanp

aama. dibandingkan demean sokpens noakleotida vrus e sampel peochion dar
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kota wvang berbeda serta sekuens wirus Cengue referens yang diperoleh duan
ireragiiongt LNA dotg ronks (GenBank, WRBE, (DRI

Apahsis filogenenk dilakukan dengan mengkalkalasi keminpan schuens
tukleonida di dalam rego vang sama. Sclanjutnya, dendrogmandpindagnaes atau pohon
filepemetik dirckonsmuksi dengan oladdering afmoritfim mengomakan progran PALFP
versi 4.0 dengan mengpunakan kompurer. Dalam penelitian int didapatkan 2 macam
pohon filogenetik, yaitn v penama adalah pobon  Glopenetik dan sampel yang
berase]l dan berbaga kota di Indonesia dibandinpgkan referens dalam serolipe yang,
sama, mengeenakan regio capsid. Pohon flogenenk yang berikumya adalah unnik
penenivan letak isodat di dalam ofoer groesp yang discbal subbpe’renctipe.

Penentman  subbipe/cenadipe vims Dengue dilakokan dengan cara berlahap.
vaibe dimulal daen hasil asolas vims yang positl, hemuodiar dilakakan uji PCR dan
sthuemsing nokleotida dengan  menggunakan ropo envelop. Tlaal  sekoensane
nukleotida dilakukan el afmrncnr dengan mengrunakan program kempater
{ Taderd X wyfrware ver £8G Kabtkulasi vl disdamees menggemakan metidy
Knmpra-3 FPoromedicrs. Apalisis Hlopenenk  dilakokan  dempan menekalkulas
kennripan schucrs sekbeotida Sclannimas polion Blogesciibigdinoosram owlbor
Soprer trees ditebomstrubsn dengo e cfpsrrtim menggninakan P o
R Ry premiiei ST wrttmore verst 30 Semna dsia seknens yang
thbakiekan  pada  penchiiane o diakses dan DA Dt Buek of  apan
[ODBMNYEwrapein deafeendor Hudoin fotuereee (EMBL 1Y Genbank.
Berlandaskan  pada susveen  di dalam pindogease,  dapal  dilciokan  ponis
sublipegenotipe dan Masing- masing, serofipe vivns Dengue.
Berbagai data hasl pecelinan lannvg sepori profl seroloeis jenis leksn din hasil

PCR diolah, desajikace dan dizaialisis dengean statisak desketptif,
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Alr Pexelilizg
Tersangka DD&DED

(kriceriz WIED 1997 )

b

Sampe] DDE DBIMserum)

1ji serclogis EL1SA :
1gM dan Igls antiDengue

!

Karakterisazi molekaoler :ERstraksi
RNA & RT-PCR dengue

3

FPemurnian dan labeling hasil RT-FCR

Sekupensing nukleovida
(regicn capsid)

Analisis homyplogs & filogenetik padas berbagai solat Indonesia
(region expsid)

L

RT-PCR dengan primer regio Envelop & sekvensing

L

Susunan nukeclida pada regio B

4

Analwis filogenetik pada isolas Indonesia

|

Subtipe [ genotipe )
pada isolat Indpnesis
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BAlRS
FEASIL DAN ANALISES HASIL PESELITIAM
Elost] penclian mi dideshuskan pada Lme pokaek enun ybamna scbagen hoenbooe
&1 Hasil Pola servlingis jenss infeksi renderita THB1 di Indoncsia
Penclitin Jrbakakan techmlag pasrea 20D denpan koera WHEOR FRT i
helah dilakuban pemeribsgan 1end dare Sutds anbiBenrae Sarmpoel pasice i

hikmprlkan dari P hota di lncbonesiin diclam dorun wakin e 240220005

Cigmilrar 5 1 Horhaean Kot o [ndonese leimopat silibohan peneleian vang verdapal
dau Sumalesa saiu ACeh daa Moedire paban Balae d1 kota Balam.
dan btz e hata Pontriervabe, Sempit, Balokpapere, prulau Solame e
i ke Menado, Gorontndo, Slakasr | Bendan pulan fapud di ket
Jayapura, pulan Towa o ket Forema Yowvakarta,  Paciai
Sacabayy. AMalanp, Jember, hepmbieam sasa Lemgnmne Basd ol
FHali di bt Denpasar dan pulao Lembok dn Kora dataram

1vaben peneltian o telal terkumpml sebiivak 525 wcoun penderta IR | vy

berasal dary berbapa pmlan s poline Soamastersn deaakab olel Acch sehareak 1

saumpecl dan Moo sebssueath # sanneel sedanckan Pelembeme tulak terdage sl

kateri heDevbosdoe doan wopals dalwn mewikan etk sk fores e

Milau Batam vang diwakih obed kKola Hatam, dare 2 lekas rmmah saban ddapmkan 7

sampel  Prbaa bawg vang ferbm diern Jawa Baral Javakdi obely Jalany, vadu dan 3

bobizer ronaeh sl dekagathan 127 sampel Jawe bengab ovang dmaktn oleh

57
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Yogyakariz schamyak 3 sampel Terdepat 9 sampe]l dan Sole, namun karcoa tidak
reliabel maka tidak ditkutkan dafam sampel penglitian ind. Jawa Timur vang diwakili
oleh Pacian ditemukan scbanyvak 28 sampel. Surabaya schanyak 124 sampel, Malang,
sehanyak 85 samp! dan Jember 61 sampel. Nusa Tenggara Barat diwakili oleh pulau
Gali dan Lombak. [H pulan Bali yang diwakili oleh Denpasar dilemukan scbanyak 13
sampel dan di pulay Lombok yang diwakihi oleh Mataram dipemich schapyak 10
sarnpel, Pulzn Kalimantan yanyg diwakili oleh Postianak dilermukan sebanyak B
sampel, Sampit 5 sampel dan Baiikpapan §% sampel. Pulav Sulawesi yang diwakils
iHeh Memado didapathan 8 sarmpel, Corontaley |1 sampel, Makazar 10 sampel dan
Eetdari 5 samnpel. Papua yang diwakili aleh Japapura didapathan & sampel. Scmua
sampel serum penderita BBD di atas dilakukan pemenksaan 1ehd dan G anhiDengsee
denper metode [eh dan g © apoered FR05A. Hasil pemerksaan REISA dan ke 19
kota i i sagikan di dalan whel 51 dan panbar 5.2 sempai denpgan pambar 5.7
Terdapal 4 macam hasil di dzlam penentuan pola serclogis ink, yamo hasl nogant,
eqaivocal, infekst primer dar intoksi sckunder. Hasil equrvac af gdalah nika unit yang
didapat antarm hasil neganl dan posinl sesyai inlerpreias hasd baik [ antiDengue
miaupnt 18C anliDenpue. Hasib egnivocod vy dijumlake Bakam pencldzn ine adalah
hasil eguivorad [eh saja, eyuivoedd [P0 w2)a maupun grbungan cgwieencnd [ohd dan

G antiDengue.
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L pulmu Jawa, baik di Jakaria, Sursbaye, Malang, Janher dan Paalan memonpikhan
dominas  infoks) sckimuler, M Yopyakans kbeseleruhan samped sialah sxbels

sehonder.

Cambar 5 4 Polg Soologs infeka Prmer din Senider Den e pad= bertstps kota
e prulany B3adc, Loevbok dan Falimanian

174"
& wi’
X
-9 i
2
£ °f
4.
) B
.. %, g

[ LIET LT Mokt imniaim Funiarmk Bk pipinn LRI

8 Megahf LI Equivocal MPnmer B Sekundar

Ereanikian genin chi | Ferepasar, 3tz Poniranak dan balib papar . pota mfebos
virus Deapre debinnrrees aleh ek sebmeder, szlanckinn o Saeaper acetuk el
Mkt skl saima B nakars it e coptriv o)

121 prban Solawasi, vaskan e Bleessfo ceamg sanngeel denge reala kR dom
twsatooes T30 ni moemimgokbai ndeks sebander | sedanekan o Cmomtale,
Mok dan kBersdare wilau juea ada hasel segant nomon ety dufonones mdeks
seknmder Y Paposa sang diwakill elch Javapura, oHcks sios Demeae Qabady bk

comanAse sekunder namn Jipd Ada inkekse pameer
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8.
7
6
3
3t
1
.
1: .
e

M vt Gatantd o Meabas ar o il i Jayapura

Wumlsh Peglon
Y

& Negalif O Equivocal B Pnimes i Sk umdar

Clateebaar 5 5 Poda Seveboges Infoden viros Deepoe di pulan Salawes dam Paua

Secara keseluriban, pela mfcks yang didapat vaim dominas micks sekand er
schanvak 37 14%0 [WERI 25 sedanphan infoks pritter sebanyvak b2.57 ®a

Potar 5250, Komedise cqevee ol scbanvak $.20% 122°525) dan megatif scbanvak 26087
¢1A7525) Hal ini menynpukkan bahwa pola seeolopge infekst vinus Denpue masth

dadounmuas oleh miekse sekunder

o . - Koyl
|37 420 Iy
Fo
X Eoparinma’
S 12 Mg
= .
a i - Prnower
= B b2 AT
! '
E i . Sriararker
& : LLITER T
511
LS
W Moot 0O B & Fhomer B Sakurder

Lrambar 5.6 Prodil Seeoboyes Jenis Indeksi Pomer dan Sekoonder Dengoe di 19 koda d
ndineaia {diagram batang)
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PPN [
1.
'
L '
|
[T
(IO
W om
1 = '

OSensht — Lo maeane gl s

Patilar 57 e ] Sereg e Lo Tnlcksa Finaei oin Sehosedes Tlemme i 149 Lo d
NI H A T T RATAR

5.2 Hasal Puddan serotape sieas Denpoe vang werdapat i Indonesiu

Lidak cbale g seonme peom oot dilab ke penmenhesazn 1% namn
acdrn mmim vk P2 el cone ek daeruh occclian Jdilshuksn
romeribeaay FUR Poreatbaben s el dane boebsieze ket ™ ot dar saech °
szl daoer Sbedane P eampaelvdan kata Sinam 8 samapel dun beelyg Penoigngh, L osgnnet
darr s Uy sSampes dae Bahkpapen 3 osempel sl Slemadiee s sonpsd dine
Coopantacse [0 ewsnpel b SLibaear S smpe! L benadzoe S el Jdan Tovapor,
e sinmapec D il bbb, = sarapelJdan v abans T8 sampel dain Paciiey 21 sampe!

dare Bordbas s, D osameel e Aofane s ST sompel e beber s 11 campel JLan

Prenpiratr dan S aumpel dun s larame
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Tabel 5.2 Pola serctipe virus Dengue pada penderita DBD di 19 kota di Indonesia

' KOTA TUMLAT g | SERUTIFE , —oo— | PCR+
; PENDERITA | DL | 02 D3 4
| Fatarn .3 - I 3 s 1 4
| Acet 5 Z : i 1 1 - 2
W edan 3 - ? k 1 1 .I 4
f— 18 2 4 ] 8
| Yowya & l - - - - -
! Suroboya 3 - o0 4 1 Z25
. Malanyg | 21 [ 14 - 3 17
; Jember | N i - L] 1 [ 2 a
P ilan 1 13 | | 8 - - B
Denpasar 14 : 1 - 1
bl oaar ann 3 | : 2 ) - - 2
i Pontanak B | - ! = !: - .
. Balk papan 15 | 3 | 3 ' 1 ?
 Soamprt & v amdl ol me P Ry ] 5
Manade 3 : | 1 h ; 1
Crorontalo ] | - : 7 - - 2
i Makasar ! 10 i - I 1 II - 1
| Kendan ' 3 : 1 ' - 1 . Fd
. [ | i
| Jayapura . 3 - - 2 B 5
[TrotaL | ez | wmetw) . 65(E5%) | 1S(SW) | 1212%) [100(52%)

Dhaci 192 perwakilan sampel yang dilakukan PCR., wrdapa 100 sampel {52%) yang,
Tasth PLRnyve positl, sedangkan 92 sumpel | 18%) sisanya memberkan hasil PCR
nepanf. Tampak di s deminass DEN-T mencapai 65 sampel (85%) dari 106 samped
PCR positif, diskut DER-3 schanyak 1% %8 DEN-4 sebanyak 12% dan Den-1 (3%,
Terdapar hal menark. vaitn lerdipat masngamasing | pendenia dr Acch dan
Surabaya yamg i dabany seruonya temyata hasl POR prced-rifectiosr yaitu DEN-2
dan DEN-3 secara bersama-sama. blins pendenita tersebul ditiagmoas Syok Sindnom

Dengue { 530 ).
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Dan data reegmgenan pradas khimg DB0 vang barhagl dikimpolkan, daliem penelilian
ini Jiwakili oleh daerah Jawa Timue yaitn kaz Surabaya, Malang, Jember, dapat

dilihat dalar tateal 5.3

Tabel 5.3 lubungan scrofipe detigan gradasi klimis DBD di Jawa Tmwr [ Surabaya,
Malang, Jember )

Crerajad berat Surabaya Malang Jermber Toral
Crrade | 3. DEN-2 LI I, BEN-Z o, DEN-Z
I, DEN-1 L, FEN-]
Crade 2 2, DEM-Z 7, DEM-2 5 DEM.2 4, DEM-2
1, DENM-3 F. CREN-3
CGrrade 3 2 DEN-T | 1 n 2 DEMN-Z
Chraghe 4 1.3 1. DEM-2 0 I, BEM-Z
1. DEN- L, C2&3
b, LREM
Total G DEM-2 3, OEN-2 G, BEM-I 23, OEM-Z
2 DEMN-3 2 DEM]
[.D2&} 1, D&
1, DENS [ BENS

Terdapat 27 pendenia dempan pertincn 7 osampel DED wade | vailn & samped
menunqukkan DEN-2 dan 1 sampet DiER-3, 15 sampel DBD grade 1 vait 14 sampel
DEN-T dan | spnpel DER-3 2 wmpel grade [H vt senddipe DEN-2 dan 3 sampel
grade [V yaru 23 samipel REN-2, | sainpel s snfieseor antara DEN-2 dan DEM-3
serta b sampel DEN-A. Hal im menumukkan bahwa manifestasi DEN-2 yang dominan
dalam penclitian i, dapar inenycbabkan berbaga: macan nranitestasi klmis gradasi

DED mulai dan prade § sampad dengan grade 1V (550,
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Frosenlase distriesn serofape wiris i denoue ds Indomess copal dilibot poeda camber = 8

’ -

e [ETR M=y 3 Chiarn =4

ity 5 8 Prosenbsc shistitbues spmalpe e D engie Je fndeoesio labon 250E-
200 b DI =1 b gh B OB 0L [0 schanak HE
S LI TI N ebansar S a 0 1F B 1] NS selmanssh S0,
Ol 1

Crunila 50 el PO Dlersue dan Berhadea sampol pasacn 1303

Kcterangan gambls

Forree | Marker F30 DA &l whor W i Vlhaeder U0A0 ot 20020 b R o 0T NS
200N ."l,l':.J COddvssaedf el e T 3AETS

faarie 1 Boentrel posil DIESNCU CARS bpas DUNSZ 0TI Bpa DEN-S 10000 b,
UMb AL |y

Pane 5 Kol negatl

Coed 1T wampwel pessacn DIEE ot D582 antak doec 050 100 T a0 170 10 M-S
etk S T3 alam 300 1A NS gk S o

Dlsertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati



ADLN - Perpustakaan Unair &7

Pada gambar 5.9 di atas adatah comoh hasil pemeriksaan PCR dan beberapa sampel
penderita DBD Kolom kin berupa marker £IMA Mofecniar Weight Marker VIS
fRUF et T ikt dan pl00 BAS 21 IINA fipe I digesied (catalag Noo | 336 450,
kolom kedva bensi kool positf BEN-1 (482 bp), DEN-2 {119 bpj. DEN-3 (220
bpl. DEN-4 {392 bpl yvang didapat dari hasil keltur virus Dengee yang posinl,

selanjutnys kolom ke 3- ET bensi iasi] PCR penderita DB

53 Hasil apalisis hemologi daci svsunar nuldentida berbagai serotipe pada
berbyzai ilaerab di Imlonesiu

BMA hasil amplifikasi POE dilakukan permumian DA dan petabelan DNA,
sclanjuinyva dilakukan  sekuensing  onek melihat suswnan nukleotida  dengan
mengeunakan A Dy Jemrrecter oD Uwfe segueencag ket kemudhan tibaca
devymn menpplnakag e sogieenoee AHS Pros- 200, Pady penchtin ne Kaing
fokuskan pada anahisis nukloonda roge capsid DEMW-2 dan DEN-3 karcoa morupakan
sercdip yang paling dominan dalam penelitan i
Sekuensing jupa dilakukan pada scmiua perwakilan ssmam dan kot vang hasl POR
nva positil |, yartu Agch. Medan, Hajsm, Sampit, Babikpapan, Menado, Goerontabo,
Makasar | kendan, Jakoeta, [Mawstan, Surabava, Malang, lember, Poopasr, S lataram
dan lavapura Terdapan ! ho de mana semua basl POHiva negabl yaiu i
Yogvakana dan Ponnznak Tordapar 17 keta baim varg POKnva posinf, naneac 1edak
semiud hasil in representaid intuk dilakekan honolag.

Dar elekicoderoaram vane dapat dianalisis. wntuk serolipe DEN-2 tordapal 15
isolat vang mmewakei daerab Surabava, Malang, Jember. Pacitan. Jakarta, Mataram,
Aceh, Batam, Gorontalo dibandingkan dengan regio capsid dan isalat referens vair
lamaica, Venemela, Moo, Thiitand yang jupa menibke seroupe DEM-2. Untuk

-

serdtpee DTN-3 nerdapal 3 sapel yang koalitas elekiroloropramnya bagus yamu
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Mudan. Kendan dan Jayvapura. dibandingkan dengan Marimigue (Amcenka Tepgah)
dan repio capsid Berbagas sarpel denean seeofipe [D7°8-2 i dapat dilihan analisis

homologinve pada tabe] 3.3 dan mindipde wfgeednnn a pada lammran 6.
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Cambar 5,10 Comtoh -.,I::kim’rem[.,ram hg:_..ul sekinsing sampel dan kota Kendar

Liambar elekienleropram i atas adalah dan kota Eendanr dimanz hasil PCRova
psiiil dinyatakan UDkMN-3 dan hasth sekuyensingnya pen jupa sesual denpgan primer
untuk [YEN-3 Sampel dan Rendar, Medan dan Jasvapura dapor dibihat hasil analisis
bormiologinya padi wabel 5.5, Mufoede afipmancas wethadap kenipa kota ini dibandingkan

referens Martmeque dapar dilikat pada lampican 7.

Gan has] sehkuensimg IINA pada heberapa hasil sampel DEN-2 vang dilakukan
analisis homolog . dapst dilihat bahwa iselat dan Jawa Temur vante Surabava,
Malang, Pacilan dan Jember lerdapat homolegi vanye berkissr antara 77497 5% | lthas
bl 5.4, namen dibandimgkan Jakara termaata terdapat perbedaan yang cukup
Permakry  Toerdapal 2 sampel dan Jakara vano Jakars- 1 dan Jakana-12. Elamolog

unluk sampel Jakarta-12 cykup bagus dibandinghan Jowa Tumwe. vaity di atas T3t

Dlsertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati



ADLN - Perpustakaan Unair £0

namun terhadap Jakarta-l, dan sampel di fuar Jawa (Aceh, Malaram, Batam,
CGoremtalo} tordapat homolog di bawah 505 . Sceara kasar, bila dilihat dan tampilan
mufiiple afyymment dt lampiran 6, homologl antar sampel im0 werbagl dalam 2
ketompok, vaitu horaologi di atas 50% yuitu yang berkisar ablara 55,1% - 97,5%
dalam kelompok dalam tabel 54 berwarna hitam. Dotk kelompok kedva yaitu
lwmokogl di bawah 50% vaim berkizar antara 21 6%=43 7% yang berwama mamh .
Perbedann homologl i akan tampak jelas, dalam pohon flogenetik pada pambar
511, Bila dilihat dan analisis Blogeoenk, terdapal perbedaan bermakna di antaca
kelompok Jawa Timur, Jakerta-12 dan kelompok Jakarta-1 |, Balam dan Gorontalo,
Aceh dan Mataram walau memaliki homolom vang Bdak dopgy, namun dalam pobon
filogeneilk masih tennasuk dadam ofeede vang sama dengan Jawz Timoe dan

Jukartal2,

Dlisertasi Epidemiologi molekuler virus dengue ... Aryati
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Tabel 5.5 Analisis beroiop tuklectda dan seronpe DEN-3

e et t———— ==

w;&:.:‘r“qa:;m} dopopnma - Kendan Medan

| [a’m:::%a i 82.3% #1.8% B, 1%
| JayapLra B17% 85 2% BT %
Kendan gt 8% BE 4% Iwrl"-ﬂl?-‘\:mf SZ.4%
edan 30, 1% a7,2% L2 A% \ o

Analisis homodogm wnbuk DEN-3 hayva 1erhalas pada 3 sampel yang meniliki knalitas
clektroferopran vang Bagos, vaite Jayapura, Kendan dan Medan, Uniak kotiga kota
Al memiiiki homaelogt vang cukup baik yain berkisar §3 3% 92 4% baik di antara
kottga  sampel  kora  lersebor mawpan ferhadap refersns (Maoinigue, Amerika
Tengaht.

Sesudal dilakukare peddtiple cdrgroment lampiran 6 dan ) dan analisis Joanalosi
nukbentida (liba larepican 8 oo @Y, kemudian dilakukan analisis filogenetik.

5.4 Hasil analisis Mogesetik dart susunan suklentida berbapal serofipe pada
berbagai daerah di Indonesia

540 Hasil analiss bilogenenk diwakuli beberapa kota di pulao Tawa (Surabaya,
Malang, Jember, Pacuan, Jakanta ). Aceh, Mataran, FBatam, Gorpntaio derean
serlipe IJEN-2

Hasil sekuensing beberapa bava i pulas Jawa vaitu Surzbaya, Mdalaog, Pacitan,

Jembrer, Jakanz, Aceh, Mazram, Batam, Gonenale dengan serotipe DESN-2 di avas,

sefelah  dilakukan pemumian dan sekuensiog TINA menggimakan repio capsid,

dilakukan analisis homologn dan analisis fWlogenstik motuk menilas kekersbatan di

anlara isofat DEN-2 rarschbut, juua kemudian dibandingkan dengan DEN-? referens

[armaica, Venezncla, Mexico. Thailand) Tanpak pada pohon Hlogeneiik dalam

gambar 5.1 bahwa terbagn 2 clacde di dalam serotipe DITN-2.
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Gittrilaar 311 Analises Blogenenib seaotipe BIE5-2 nepig capsd ddan sampel Jawa
Tinmir e Serahona, WLetang, Jember, Facilant, Fakarta, Matanon, Acch,
Barmerr, Ootanddle Juak referens (lanuaca, Veoeemeta, Moo,
Fhinlamd 1, selanebhan D0 T3 R aebigay ortgeongs,

€ lnhe vang pettuna menunjukbam sampel dan Sarabava (301, Shy-1 10 Shy-drl.

Mlatane-N, Malone- U3, Joalsec-?, Jemdser-20 bember-30 Paclab, Aceln, Stariun
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memunjukkan dalam saw gugusan , sedangkan  olede yang benikumya terdin dan
samped Gorontald, Batam dan Jakara-1 dalam pugussn yang sama. Bahkan yang
menarik adalah pada cigde  kedua i, Batam, Goronlale dan Jakara-1 bersama di
dalam clode yang sama dengan referens yang dipakal pada pepelitian ini yaitu

Jamaica, Veneguela, Mexico dan Tharland.

D2

D4
kendari
medan
D3 jayapura

marlirigue
D1

Gambar .12 Analiss filogenetik serodipe DEN-3 remio capsid dan sampel Medan,
Beetidar, Fnpapara dan relerens (Martmigque ) sedangkan DL, 02, Dd
schagm  aufpronm

Lintuk pohon Alopenenk dan serotipe DEN-3 dengan samped hMadan, Kendar dap

Jgyapura, tampaknya idik banyak perbedaan dan tetap dh dalam ofoufe vang sama

542 Analisis Blogeneuk [PEN-2 dan wolat Gorontalo- 205 dan isolae Jaksots- 20008

Sebamvak 150 smnpel dan perwakilan 19 keta di Indonesiz i dilakukan
psolast vies, D sans dang fumbab melalyi 2-3 kah pasasze dengan menggnonakan
6 FE Aeddes ofhopactnes ool miersfopers dalaon Fogele s mraemel eesenirof meedvam (5=
AifAL yane wlah dipetkaya dengan 2% ferel coff serme (FOS), dilaknkan
pemeriksaan ELISA vondk detleksi ingginya kadar antipen virus Dengue sampai kadar
lebih dan 300 1Li:mL. Setclah dilakukan madtipfee PCR menggunakan primer khusus

untuk rega envelop (slam MA, rograiskedt uniuk kepastian serotipe vires Dengue
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vang hembph, kempdian ditakokan seiuencing DNA Hasil kulur yang tumbuh
memumjukkan bahwa terdapat 2 isolat virus yaitu dar Gorontake yang dikolebo pada
tahum 2005 dan dari Jakarts yang diambil pada tahun 2003.

Peneniuan subtipe/menotipe ind dilakukan dergan menggunakan regio envelop.
Rcaks sckuenzing DNA  dilakukan dengan moopmmakan  Hipfhe Dideory
Terminaior sequencing kit (AB] PRISM) dan prodnkarya dianalzsis menpgunakan alet
omabsas DMA sequemcer AR Prizm 3100-Avane Greneric Ancafyzer. Dongan alat
ABI Prism 3100-Avard Genetic Anclyzer, dapat menstiosns panjang regio envelop
sampal  sebanyak 1406 puklsotida , mengmmakan Z pasang primes seetre dan
mnnsense {likat lampman 1 1) Primer sense dan avisenss yang pertama {umuk serotipe
DEN-2) m=xictak pada posisi M8 dan 1455 vang monghasilkan 1103 bp prodhcs
fergith. Sepwsang piints kédhus ralcik pada pocasi 1261 dan 2626 vang mensghasiBoan
1365 bp prodict length. Sedanpian untuk serodipe DEN-3 dipunakan peimer sense
dan oriizense yang portama (umuk soyotpe DEN-3) walciak pada posia 377 dzn 1454
vang menghasilkan 1137 bp produey ferpth | Sepasapg primer kedea terketak pada
posisi 1316 dan 2528 yang menghasitian 12 12 bp prouct iemeih

Pembentangan sekuens untuk. mebhai susunan nuklzenda didakokan dengan
mengumakan program DMNASIS Hast sekoens vang didapat. dilakukan mifvigfe
afigrmanentr terhadap berbagal nndan'sekuens referets DITN-2 unfok serotipe [DEXN-2
dan cara vang sama pula diakukan uetuk DEN-3. Semua data sekoens yang
dilakukan pada peachitian 1m dizkses dan Cenbank.

Sckuens wany rtelak dilakokan aeeftple glignmenr dempgan program ClustabX,
kemudian dilakukan asalisis filogenetik. Polwon  Blogencik  ditemivkan  dempgan
menggunakan AP software verst 4.0, Berdasarken pohon flogenenik tersebul,

dapal dilihar bahwa wsidat Gorootalo dengen serolipe DEN-2 rerdapat bersaina-sama
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dengan isolat dari negary lain seperti Fii, Malaysia dan Filipina yane memiliki
genotips yang sama. Mazil yang sama tegudi joea untuk isolat Takana denpan serotepe
NER-3 terdapa! bersamasama dengan solal Thaland, Fip dan Filipina di dalam
genotipe yange sama. Savanpnya, dala peachinmm il tidak dapat dientukan amalisis
filogenctik dan terbagat izofal dani berbaymi kota dischatkan kareoo isolar vinus yang
rumbnh hanya 2 sampe! saja, disebabkan Bkior non-teknis.

Haull analesis logenatik dapal ditifiat pada gambar 5,13 dan gambar 514,
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ADLN - Perpustakaan Unair Th

Molecular epidemiclogy of Dengue vitus type 2 in Indoncsia
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Gambar 5 13 Analisis flogenetik DEN-2 dan isolat Gorontalo-2005 dengan
pemptipe Cosmopolitan
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£S5  iLasdl subtipe (geootipe) dari serotipc DEN-2 dan DEN-3 pada  isolat
Corontalo-2HFs dan Jakarta-203

Gambar analizis filogenstik unmak isolut Goronlalo-2008 (gambar 5.12)
denpan haszil serotipe DEN-2, menunjukkan bahwa posisi isclal tersebul termasuk di
dalam kelompok penoope Cosmopohtan, )solat Jakara-2003 denpan hasil serotipe
DEN-3 (gambar 5.13), menunjukkan baba posisi isola tersebut termasuk di dalam

kelompok genstipe 1.
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BAb &

FEMBAHASAN

Daiam bab & ini, pombahasan akan dibagy menjaci 2 snb-bab schague beribut.
6.0 Akuntabilitas perangkat/metode yang dipakai

Sebatk apapan hasik suan penglitan, namur bila relrabidias meode yang
dipakai tidak memadai atan penggunaannya lidak relevan, maka dar segi ilmiah hasi
penelitian yang 1zmpakova bark lersebhai tidak anenipunyal nifal yany berari.
Berpijak pada Jandasan lerschul. maka sebelum membahas hosil penedican mi, akan
dibahas werlebih dahubu reliabilitas dan relevansy dan metode yang dipakal univk
mMencapal haguan penelitiin i
.11 Reliabilitas  keandalany mewsde yang digunakan
Sampai Al ini pemenksaan Easvme fwked fmmaseorbon Ay {ELISA) elah
barryak dipakai sebagar stapdar pemeriksaan serologs. Sensitivilas dan spesifisias
diagnostik ELIS A dak dicagukan lags, 41 atas sensitivitas dan spesitisitas diagnestik
uji Hl. Penpgunaan eknik Ighd dan g0 Cuparcd FLISA margamen behwa tak akan
repjaci hasel Ledd at ielh rendah semm Gfafse fowh yang decbebhan oleh kadar §edi
artan [phd wamge oot e (Hamdego, 2005 ).
PCR merupakan wpi vang sudal dipakan secara hras uniok penieniudi asam nukleat
dan berbagai kuman, parasit dan vims. Liji PCR dengan metode Lanciotti {1942 1 12lah
menjade nijukan metode POCR omuk deteksi anfeks) wires Dengue dari barbagan
labratonwme de dunca.
Sekuensing (YNA merupakan uji fanjotan sctelab didapatken produk PCR Keandalan
wji ini akan baik basilnya spabils memperhartkan semuoa prosedur yang ada, meliba

kualitas pelombang (puncak kurva) basa neklealida  yang tanpak dan sivyal vang

I
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aptimal «dan tampilan sckuensimg semmplfere TINA persebun, sepenil vang  elak
dilakstniakan dalac penclitian im

Pengambnlan sampe]l  dilakokan pada berbapat daemb & Indonesia, yadta i
ulay Surnadces tiwakibi oloh Aceh dan Medan, pulan Balam oleh keda Bara, puolac
Ralimatean dewakili oleh Pontianak, Sampit dan Balikpapan, Sufawest dewakily oleh
senade, Gorontala, Makasar dan Keadan, Papoa diwakili oleh Jayapura | Llawa
diwakilt oleh Jakana, worakana, Sorabaya, Malang, Facian, fember, Muza lenepara
Barar dowakih oleh potau Hab das polag Lombok detuysan saespe] dan kola Denpecsar
dan natdram.
Perniliban samipel inn sudaly diznsgap mewakilé masing-masing koda of berbagas putau
vane aula & Endomesia (pueposrf serplieg). Susa Tenpgem Timur siwlah kanm
hitbungs), R Saar pengambian sampel tersebut | trdak eda kasos Dermaen Berdarah
Deeygrne schimera Qdak ads saanpe] yang mewakil

Penmimbnian sampel tersebur doakeken di UPF llmae Keschatzn Anak dan
LEF Umuo Penvakil Dalam i berbagal nunah sakin reesebul sesual denpan prosedhr
tetap (protap] vacke karmd swsuce. Sampel darah vanp berupg somaen,  disirmpan pada
anhim 0 mpksunal dalae | mangpu Jutepad pengambdan sampel Can dalaos 24 jam
sudall sanpai dn V0 denpan sshu pengirioan 40, Seoom dikgn dalam 2 aliquot.
Pengecekan au seqoligas ELINA segera dilakukan dan alique yang lam disimpan
dalam -TFC sampar dilakukan pensegaan POR dan sekuensmg dalam wakin
naksireeal & hnjan.

Berdasarkan alasan derschal du atas, roaka relahilits sampel yang dipaka
dalam peneloan i maupon e Tpsd dan el Copdence 2L i POR. dan

sekiensing DivA vane dilakukan piada peoelitian inj fidak peclu doagaba fags.
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Aryati



ADLN - Perpustakaan Unair B

6.1 2 Relevanst peogennasnya untok meecapal tigoan penehitian ini

Sampai saat ol tiga melosde dasar ulama yang paling banvak digunakan di semuas
taborairinm di dunia mnuk diagmosis infeksi vims Dengee adidab digeksi annbodi
spestiil rerhadap virus Demngee | isolasi dan kamkiensast viras day deteks) seRuems
renom dengan mctode ampiifikas: asam nok leal QWHO, 104090,

a Lvli%a

Lijy Caprered Hebdd dem fplr A4 mempakan tes seralogis yang ngm dan pahng
banvak digmerak an szat 104, Wik mengeant kan tes Semadeeiilesition fafdtion (Hi).
Tes ini cukup sensiif dan spesitik seris Nidak menbitahkan sepasang serum akol dan
honvalesen seperts haltva dengan v HID Pengoueaan Jobd dan el antilengoe,
dalzm bal in1 dapat dipakal entuk: membedakan pola jums infoks) valu wfeks pomer
Daopun nfeksl sekunder (o el sl 1989 Berpink pecla landasan i, maka
ponrgunadd v Tedd dan [pG Copdared EEASA dalam pemelinan mi, aamat celevan.

b LR

Mewde Lanciotti Banyak disunsken sehime moiode stindar dalam pengmuan
serolips vines Dengne i banvak nepara, anfarg [am di hawican Agra Tenggar dan
Anmenky Lalin dan kantwa hiclode Lanciotl menggrinakan gemen vins Dengue
Pada repie coprd sebagal target depgan mengrueakan primer standar D1 dan 2
pada fress fowed dun rraeerggnnakan D dan sergeme specifie waitn TS 1520 T3 dan
T3 pada Secewcd feeewd, Jadl penggunaan up laboratiens an untok oeencapan hijuan
penelitian i, seperti yanp senng digunakan oleh penelin de fuar negen, sudah amar
Televan, iorutimi hila ditnpgat bales sims [Demgwe e menpakan vinos ENA

<. Tekruk sekuensing DXNA

Schuenainge TNA vane dipnnakan watuk memnbentanekan sekums basa nukleotida di

dalieree berbapsan cego gorem virus penycbab penvakit infoks, banvak dpaka)l secira
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vasodilagzsi Jan peningkatan penneabilitaz kapiler pembuluh darsh, berupmg dengan
Paime feakeage. Hasil pemenksaan serodopis dalam pencliizn w0 menungukRan
dominasi infeksi sekunder. Menurut Halseead, infeksi sskunder memumjukkan
kecenderungsan unfuk fegadinya DBD maupun 55D, schingpa peotmg  unluk
diwaspadal apabila dijumpai pola tnfeksi sekunder. Infcksi pnmer yang dominan di
Sampit menuniukkan Sampil bukan daerah endemis DBL, sehingge pendenita yang
reraia dewasa lersebut terkena infeksi vims Denpuc untuk yang periama kalinya dan
tidak membenkan gejala DHD deraget beval. Sad n ielah ada kat dizgtestik unuk
deteksi antigen N3 1 virus Dengue, yang dapat digunakan ennuk deteksi dini sebelum

antibodi terbentuk, namun sayangnya kit diagnostik ini belum terdapal di Indonesia.

6.2.2 Hasil pela serotipe virus Denpue vang teridapat di Indonesia

Leaporan WHG, MMM, memyatakan baliwa selumil wiilayah rropes di dunia t2lah
menjadi hperondemiz dengan kecrupal scrotipe vims secard bersama-same di
berbagni wilayah Amenka, Asia Pasifik dan Alnka.

Epidemiolyg molekuler banyak dikembangkan unhuk mencar berhaga fakoor
vang diperburakan menjadi penyabab masil terus beckembangnya prevalensi nbeks
wins Dengeee di seluruh belzhan dumia. Sekuensing nuddeobida dan berbagal rego di
dalam genpm vire Dengué wersebal penting difskukan uniuk monentekan  vanas
genefik dan uniuk mengkarahlenisas subnpe  frenotpe) di dalam masing-masing
SETOTIQCINE.

Pada 1zhun 2004 elah ieadi KLEB DB di Indoncsia pada bulan Februan dan
mencapai puncak pada bulan Marer, pennrungn kasus fenadi pada awal bolan Aprl,
kasus mulal meningkat sejak bulan November 2003 dan welap ada hinggs penelitian

i berakhor. [ DK Jakarta. terdapat 53 sampel DB yanp dilakukan PCR di
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Sinpapore, didapatkan hasil keempat serctipe terdapat di fakarta . namun didominas
oleh DEN-3 sebanyak $7% (3/53), diikuti DEN-4 sebanyak 20.1% (11/53), DEN-2
sebamyak 13% (7553 dan DEM-1 3 .6% (3/33) (Suwandono. 2i%4). Has!! di Jakarta ine
berbeda dengan hasidl PCR  di Surabaya dalam penchtian kann. Dan 25 sampel
dengan PCR posinf, terdapat dominast DEM-2 schanyak 80%% (20025), dukuti vkch
DEM-3 16% (4/25) dan DEMN- 4 % (1525), Bahkan serotipe DEN-4 di Sorabayva yang
kami jumpal pada tzhun X5 di reangsn anak, menutjukkan manifestasi [DBD
derajad 4/Sindrotn Syok Dengee (Aryati, 2006 ). Berbeda dengan hasil penalitian
Ponter di Bandung pada tahun 2003, dominasi sampel yang didapatkan adalah Demam
Denpue dengan scrotipe [PEMN-2. namun yang metben manifestasi khinis B adalah
DEN-3.

Hasil FCR sunpae dipgngsmahi aleh kebemsdaan vines dalam serm pemaderita. Hal
i bethubungan erat dengan kejadian virenwa pada infeksi vimes Dengne. Viremea
pada infeks vinue Dengue lerjadt sampal ma han sciclah tiimbulnya panas. Setclah
it wirng alean menorn drasgtis hingea menghilang dan peredaran damgh. WHO 1997
Jupa membenkan prosedur penpambilan sirmpel pada fase viremia ini dan menyahot
dengan istilah 5.

Pola dismbis seronpe vimas Dengue 41 berbapan wilayah kepulawan di
Indonesia. dalam periode talion 2 -2005 dalam peoeditian ing, i Sumaim diwakils
Aceh komiwnas) DEN-2 dan DEN-3 dalam 1 penderia, sedangkan di Medan wendapar
2 DEM-I, | DEN-3 dan | DENA. Batam jopd didommasi DEM-2 {3 samped) dan |
DEN-. Hal itti me¢nungnkkan hMedun dan Balam yang merupakan kota di ujung utara
Indonesia, munpkin menjadi tempal perpindahan orang maupun vekror nyamuk vang
membawa ke tiga serotipe virus  Dengue  rersebut.  Kalimantan  diwakile oleh

Pontiangk, Sampit der Balikpapan. Sanpit yang merupakan kota dr pedalaman dan
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Wayonias respon imunnys menunjukkan nfekst pomer {smpufifickedy (eenyata
didominasi oleh NDEN-| {4 sampel) sedimghan DEN-2 dan DEN-3 masing-thasing L
sampel. Di Balikpapanpon juga terdapst DEMN-2 dan DEN-1 yanp soma banyak,
sedangkan DH=bi-d Lanya | sampel, O Poatianagk dan & sampel demgan respon
imunnya infeksl sekpnder ternyata hasil PCR neganf. Tampaktyzx DEN-1 yang
terdapat di Katimantan (Sampil dan Bahkpapan), nann lidak tevdapa di Sumatea
menjadi pertanyaan dar mana serolipe ini berazal, atankah dan Sarawak yang terietak
di wara pulaw Kabimaotan, hal im belum dapat dibuktikan. Sulawesi diwalkali olch
Menade, Goronizle | Makasar dan Kendan. D henado dan Gomontalo yang terletak
di utara, serotipenya adalah DFEN-Z, senada dempan sevolipe DEN-2 yanpg ada di
Filipina. bakasar dan Kendan tidak terdapat  DEN-2, namun lerdapat serotipe DEMN-
3, sedanykar: i Kendeo jupa terdupar DEM- L. Hasil dan Jayapuma, di propinss Papua
terdapat 2 DEN.3 dan 3 DEN-. Daminasi DEN-4 dj Jayapura 1empakiya cukup
menank, karcna DEN-] hdak dijumpai di Sulawesi. Apakah DEN- Jayapura heraszal
dan Papua Ny, hal g masib belum dapar dijawab.Hal 101 hanya dapat dijawab
dengan analiag homolow dan analiss kekerabatanpdvliogernctic free dengan memakai
Lerbagal dsobal wioes sroe Derhasil dilbrabulikan  miok  dilakgkan  sekumising
muk lecida repe envelop _yang lengkap dengan 2 pasang primer sense dan gt
Di pulawe Jawa, di lakarta terdapar 2 swmpel DEN-2 den 4 sampel DEN-3 .
Tampaknya Jenis seroupe yang dominan di Jakerg akan leih joas apabila punlah
sampel yang dilakukan PUR dalam penelitian ini Jebih banvak. Hasil ini {ampakaya
senada dengan hasi] yang didapal oleh penchiti Suwandono, 2004, yang meneliti
sampel fakarta i laboralorium Singapore didapatkan dominasi DEN-3. Bi Joeya
tidak berhiasii drdapatkan scrotipenya. Di kota ink semiwse sampel DRI mepmjukkan

vespelti wnum sekunder. Jipwa [imuer yzite Surabava, didominsgsi olefr DEN-Z (20
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sampel ). namun ada | sampel vang kombings] DEN-2 dan DEN-3 yang menunjukkan
LBL dermjad 4/Sindrom Syok Denpue, juga terdapwt | sampel DEN-S.  Malang,
Jarber dan Pacitan juga dominasi DEN-2 walaupun jyge todapat sampel DEN-.
Balt yang diwakilh Denpasar dan Lombok yang diwakilt Matsran  temyata
serolipenya DEN-2. Jady dan keselundhan semtipe i 19 kota di lndopesia i
didaminas aleh DEN-2.
Hastl pemeriksaan nji PCR di 19 keda di Indosesza rabym 2003-2005 menumjukkan
bahwe mayontas didominasi olch DEMN-2 welau dalam jumlah kecil juga tendepat
DEN-3 [XEN-1 dan terakhir adalah DEMN- T Serotipe dominan di Indomesia it senada
detipan hisil temuan serotipe dosinan di Malzysia sclama 3 dekade, didominasi olah
DEN-2 juga {Ches, 2KH ) Apakah hal ini digebabkan banyaknya Tenaga Kenja
lndonesia (TR vane bekerja di Malayaia, hal ini hanya dapat dijawab bila isolat
vites Dengue vang tumbolt di kedea negara nu dilakukan analisis homelogi dan
analisis ltlarenctik

Secara mmuin, uptnk menpewab hasil up PCR - vang negatif | mungkin bisa
ihizebabkan oleh beberapa hat.

i Wakin penamlulan saopel sudah melewats s virawia {lebil dan 5 han),
selinuzy ampaknyva pecahan RNA virus Dengoe yang ada lidak cokup wik

memben hasil BCR vang posinf,

=

Eapnoss vang tidak lepat
3. Tenady mutass pada 1empat menempelnya prines

4 Adanya hasil  weganl semw karena  siatu sebab  wekois  {misalnya:
povimpanan sampel scrum vang tidak sesusi dengan subu penyimpan dalam

wakiu yang lana).
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Haszil penclinan im , menunjukkan bahws terdapat hasil pegacf ssimbang
dengan yvang posinf (529%) yailu pada 100 sampel posnf PCEnya dan todal 192
sampel yang dipenksa. Bila dilihat pada waktu pengambifan sampel, peneliti sudzah
menpgunakar sampel yRng sesndl dengan kmtena WHO 1997 yaitn dengen kniteria
penpgambilan sampel 51, Tidak menung komunghkinan bahwa pada fase 51 (fasc
viremia} 1elah enadi penurunan viemiz schingga tdak diketermkan virus Déngue
yang bersdar pada panbuivh dersh seperti yang tordapal pada basil sampel dan
Fonnanak dan Yopyakans dengman hasil pola inleksi dominan sekander,

kKemungkinan kedua vyang rerjadi adanya mufasi vius pada  lempat
peneémpelan pimer. Hal ini sepetti vang permah didakukan oleh Reynes (2003 di
Kambaja, mereka melaporkan adanya  perubaban susunan oukdeotda  pada
penampelan priner seeotipe spesthk T51, schingpa serotipe DEN- tidak iorfacak.
Memodifikasi pnmer TS1 yang dipakai, akhimya dapar mendeieksd adanya vartan
seronipe [EM-],

Ketmemgkinan ketip adanva hasil pegatf somn yaibu suale  sebeb
kesalahan teknis misalnya: penyimpanan sampel tequn yang \idak sesual dengan
sy penyiupan dalam wakie vang lana. Dalam penehban i, sanpgal musgkin
penyunpanan dan penginman sampel bdak sesual denpan prosedr vang ada,
mengingal penclitian i menpambl lokasi sampel yang berjauhan dan tempat
pemerksaan. schwngga menyulitkan perudtavan secara langsung, kecwab pada
beberape kola yang lengsang difakebkan peogamtbitan sampel olch peneliti. Fal o
kcmungkinat tedjadi pada hasit PCR yang sethua sampel menonjukkan hasil negatif
dan mga hastd serologs nepadf seperti di kota Solo yang fidak dikukan dalam

preserzlilinn 1
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Berdasarkan hasil penebilian pola serotipe ini, baik di Jakarta, Surabaya
dan semuz kota lain di Indonesia, sesutgguhmya keompat serotipe ini terdapat Ji
Indenesiz dan bersirkulasi semakin homopen domgan menmghamya kemajuan
reknologi dan arus transportasi. Perlu dicermari pendapat Armstrong, 2003 bahwa di
wilayah Asia Tenggara infeksi sekonder dengan serotipe DEN-2 harus lebib
diwaspadai karena kecenderungan ombulnys infeksi vapg kebih berar dibandingkan
scrolipe yang lain, Hal ini kontradiksi dengan penelitian Porter, 2005 yang
menyehutkan penelitian kohort i Bandung pada tahun 2003 terhadap karvawan 2
pabnik tekstil, terdapar dominasi seratipe DEM-2 dengan manifestasi Denaun Dengue.
Feneliti Porter juga menemukan terdapar 4 kasws DBD, dimana 3 kasus disebablan
obch DEN-1, sedangkan kasus 550 dijumpai pada penderita yang semuia terkena
DEN-Z pamun terkena tagf denggn infcksi sekunder DEN- 1. Pada hasil penelivan di
tabel 5.3 menunjukkan bahwa secotipe DEM-2 dalam  penelican imi dapet

menyebabkan berbagai manifestasi klinis pradasi DBD .

6.2.3  Hasil analisis homodogi dari susunan nukleatids berbagai serotipe pada
berkagai dacrah di Indenesis

Sefciah dilakukan pemurnian DNA dan pelabelan (3%A, sckuensing untuk
melinat smsuman nuklectida dilakukan dengan mengzunakan alar AB! Prism 340
kemndian dibaca dengan menggunakan A seguenser. Sekuensing nukleotida
sebasy dasar sebelum dilakukan analisis homologi, dilakukan pada semua perwakilan
kora yang mendapatkan hasit PCR posinf, Soiclah sekuensing selesai dan dilakickan
pengecekan knalias sckucns nukleolida yang nimbul dan mengukur panjangmya
nukfeatida yang didapat pada repio yang sama, maka dilakukan pemc U
nukleanda . Pomortongan dilakukan pada regio capoid sesuai dengan primer yang

dipakai unfuk temo capsid. Petaotorgmn dilakikan di anlata proimer vemee dan
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anhisese, dengan panjang yang sama. Uniuk DEN-2 didapatkan 70 pukleoteda dan
umiuk DEN-3 didapatkan 216 nukleobida yang dapat dilakukan mefripde afigrment dan
seguemce imafogy (lthal lampran 6, 7.8 .9,

Dan elektrofcrogram yang dapar diznalists, untuk scronpe DEN-2 werdapat 15
sampel yang mewakili deerab Surabayva, Matang, Jember, Pacivan, Jakarta, Maraam,
Aceh, Batam, Goronrdo dibandingkan dengan regio capsid dan isolat referens yaitu
Jarmaiea, Vencousla, Mexico, Thatland vang juga memiliki serotipe DEN-2.

Analisis homologh daci sampel Jawa Timgr yaite Surbaya, Malang, Pacitan dan
Jember berkisar antara 77 4-97 5% (lhat tabel 5.4, namun dibandingkan Jakarta
lemyela terdapat perbedaan vang culkup bermakna | Terdapar 2 sampel dan fakana
yailu lakarta-1 dan Jakarta-12. Homologi wnuk sampel Jakarta-12 culup bagus
dibandingkan jawa Timwr, yaite dj atas 73%, ramm wahadap Jakara-!, dan sampet
di [uar Jawa {Aceh, Malatam, Batam, Goroitabo) terdapat homologn di bawal 50%
Secard kasa, bila delihet dan tampdan mweliipfe aftmmend di lampiran 6, homelogl
anfar satmpel imi terbagl dalam 2 kelompok, yaitu homologi di atas %0% vaitu yang
berikisar antara 55 1% = 97.5% dalam kelompok dalam abel 5.3 borwama mtam,
Lintuk kelompok kedua yaite homologs di bawah 50% vailu berkisar mnaea 21 56%-
43.2% yang berwamz merah | Perbodsan homolop ini akan tampak jelas, dalam
pohan filogenetik pada pambar 511 Bila dilihat dan anabisis filogenetik, \erdapat
perbodagn bennakna di aniara kelompok fawa Tomr, Jukarra-12 dan kelompok
Jakiarta-1, Batam dan Gorontalo. Aceh dan Mataram walan memiliki homologd yang
lidak tibggs, namus dalim pohon Rlopenctik masih temasuk dalam ededl yang sama

dcngan Jawa Times dan lakarta-13.

Hal it menwnjukkan walan swesama scrotipe DEN-2, namun terdapal perbedaan

nukleotida di dalam peroramya. Hasil i tentunya akan mempengam bevbagai aspek
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errnasuk  proghkajian kembali teori Amibody [ependemt Enbhomcemcent yang
menekankan pada nfeksi dengan semotipe berbeda, maka zkan menimbutkan pejala
yang letbah berat. Padahal dari penemuan dalam penclitian ini didepatkan i dalam
serolipe DEN-2 yang sama, relah recjadi perbedaan susunan nukleotida di dalam regio
capsid yang seharusnya comserved Hal ini juga akan berdampak dalam penenfuan
untuk pembuatan bahan diagnostik ataupun vaksin. Penenian homolog toi sebaiknya
divlangi kembali dengan emakai regio envelop yang lebih mencominkan veriasi
pencuk di antara berbagai isolal di dumis, dengan jurmiah area nukdecrids yang leib
luas schingga dapat lebih mencerminkan adanya kemungkinan delesi, insersi ataupun
[ TTHTAN

Untuk seronipe DEN-3 tendapat 3 sampel yang kuoaliss elekroferogramnya bapus
vaitu Medan, Kendan dan Jayapure, dibandingian dempan Maninique (Amenka
Tengah) dan regio capsid. Berbagai sampel dengan serotipe DEN-3 ini dapay dilihan
analisis homologmys pada tabel 5.5 dan muliiple afignmenmya pada lampiran 6.
Cratam kajian ini, sampel dan ketiga kota di Indoaesia ol memnilik homologi settada
yailu 88 24% - 90, 7% . Dalam anabisis filegenenk akan rampak walau homokom
ketiga kote i dekat dengan refevens (Muartinigue, Amerika Tewgali), namgn berbeda
clade-nya. Hal ini menupjukkan bahwa sampe! secotipe DEN-3 di Indonesta mermdiki

snsunan ruklesdida yang mmip san dengan yang laia.

6.2.4 Hasid analisis Glogenctik dari susunan nukleotida bercbagai serotipe pada
berbapal daerah di Indonesia

Analisiz  filogenetik  samm  diperfukan  wntwk  mencntukan  hubungan
kekerabatan isolal virus Dengue baik intra-dacrah/pulan | inter-dasah/polaw, lintas

negara . Pada prngipnya analisis filogenetik dapar menceminkan asesiasi lintas
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peorafl | dimana sangan dibutuhkan antuk nepara Indenesia yvang terdin dari beribu
kepulauan.

Amalins filogenetik di Jalam epidemiolopi molekuler saneat berpuma unuk
memonitor distribusi dari sereripe dan subnpesgenstipe vang bersirkulasi di dasrah
evidemmis {Messer 2003). Memynat Messer, 2003, dalarn dua dekade di Srilanka,
Alrika Timur dan Amerika Latin tevjadinya wabsh DED  dissbabkan oleh serotipe
DEN-1. subripe 1L, Analisiz filogenetik, menunjukkan bahwa terjadinye cvolusi dan
transpor vins Dengoe yang menyebabkan wabah ini berasal dan daraisn hidia Wabah
¢i Srilanka pada tabuen 1989 ini berkorelasi denpan imbulnya vanian bar dari DEN-3
subhiipe 11 yang menyebar ke Afnka dan dan Afrika ke Amerika Latin di pertengahan
tahune 1990 Pada mulanya DEMN-3 sabtipe 111 menyebabkan pemyakil yarg ringan,
mamun peda keadzan wabah, secara perelik terjadi perubahan yang menunjukkan
adanya peran genelik virus pada DBD. B4 Thailand, terdapat 3 sublipe DEN-2 yang
didasarkan atas perbedaan asam amino pada prid, MSI. NS2A, MSI, NS5 Infeksi
sekunder subtipe | dapar mengakibarkan Sindrom Syok Demgee (S50 sedangkan
mtekst  sekunder  subtipe 1l menyebabkan DHD pamun  infcksi primermea
mewyebabhan Do Dengoe (DD} saja. Schaliknya  mifeksi sobiipe 101
menymkibitkan Demam Denpue (2030 Hai ini menenjukkan behwa seroiipe dan
subtipe virns [Rengue dapal menemukan virulenst dan vims Denpue dan nianifesiasi
khmisnva (lgarashi, 19293 Leitmeyer mengutarakan, dengan analisis Glogenetik d)
Amerika. terdapat perbedaan genotipe DEN-2 yang berbeda yaitu penatipe “rasve "
Adnerican berasosias dengan eriadings demam dengue (DD | sedangkan penotipe
Scutheasi Asian wenadi pada DED i 4 negara vang berbeda di durnia {Leitmeyer,

TERER ¢
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Para pecehte lan, misalnya Moda (2002) di Mexico mepchiu DEN-4; Sanios
{2003} menelii DEN-1 dan DEN-2 di Brazil; Arnseong {2003) menclin DEN-2 di
Texas Amenka maupun Hobmes (1999 di Oxiord Inggns, mengpunakan regio
envelop unlvk pensviluan subkipe vang dilampntkan dengan analisis filogenerik.
Pengmunaan analizis filopenctik dapar difakukan denpan menppunakan regio capzid-
prehfembran {C-prM} Envelop (E) maupun Aresimcmred-3 (M5-3) dan NS5,
Berdasarkan wntan seguerwe hererogeneine. nya, dikatakan NS5-3 mavpun NS-5
metriliki sequence heterogenetly lebib rendab dibandingkan C-prvl dan E {Chao &1
al, 2005). Dacruh Envelop memiliki the Augher poatertial of sequence beterage avity,
schungga para peneliti Icbih merckomendasikan pengnmauan regic E uniuk analisis
filogenaik, sekahigus umuk menennikan sublipe (penctipe) dard seroiipe maswg-
tging virus terschie.

Hazil penelitian vang kami Jakukan, tendapal 3 macam analisis filogenetik .
Analisis filogenstik yung pertama vaitu terhadap sampel klinik yeng dominan dalam
penclitian ini yaiu DEN-2 dan DEN-3 vang memiliki hasil elekiroforopmam yane bak
dat dapat dicvaluasi. Pada seronipe DEN-2 penclinan i, terdapar ¥ cfoede. {lack
yaig pertanna wieninpik ki sarmpel dasi Serabaya (Shy- 1, Se-1 1 Shvadi), dabag-8,
Malang-19, Tember-L, Jember-2 | Jember-3, Pacilan, Acels, Mataram} terletah di dalam
satm pugnsan o sedamgkan ol yany benkotova terdice dac sanipel Crorontalo. Batam
dan Jakana-t dalam gucusan vang sama. Hahkan vang menard adalah pada ofade
kedua mi, Baam, Goromate dan Jakarta- | bersama di dalam cloce yang sama dengan
ceferens yang dipakal pada penelitian me vt Jamaica, Yenezucla, Mexico dan
Thuland. Umink sampe] Tawa Tirnur, memiliki kekerabatan DEN-2 yang sama, jopa
terhadap salah satn sampel dh Jakarta (Tkt-12 ). Keadasn ini berbeda jatty demgan [FEM-

2 Jakara-1. DEN-2 Juharta-1_ Hatem dan CGoroniaf yaag terletak daban ol yimg
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sama, merisjukkim kedekatan dengan teferens yang berasal dari Amecka (Jamaica,
Venezuela, Mexico} dan Thaland. Tampaknya ada dugaan kwat bahwa terdapal
mobilitas yanp berhda dan pendenita dan vekior nyamuk yzng bevasal dan Jakang-|,
Batam dan Gorontale yatg berhubungan dengan tansmise dan rransporfasi virus
Dengue dibandigkan dongan yang berasal dan sampel Jawa Timwr. Aceh dan
Mataram terdapal di dalam clade vang sama dengan Jawa Tinwr, namuon memiliki
nilai homologi yang rendah di bawah 50®% Hal ini menunjukkan tetap renizpar varias
perbedasn nuklconda di dalam genomiya, dengan kekerabatan yang bebih jauh walau

di dalam cfercfy vang sama dengan fawa Tinur.

Amalizia Dlopenctik vang kedua yaitu yang dambd berdasarkan isolal vins
yang Wwmbuh, Hasil analisis Glogenciik vang didasarkan pada isuln vines yang
tumbith  Penchttan ini banya meodapaikan 2 isolat vims yang dapat mbuh dan
mencapai kadar antigen vims = 400 Ehsa Linkt |, yaia bemsal dan isolal Gorontalo
vang dikoleksi pada tahun 2005 dan isotal Jakana yang dikoleksi pada talnn 2003
lsclan Gioronialo-2045 dengan hasil PCR serotipe DEN-2 menunjukkan posisi isola
vang tordapat hersame-sama denpan isolat dasi negara ke sepern Fiji dan Mataysia
yane memiliki genotipes Cosmopolitan yang sama. Haxal vany sama tergady juga untuk
ikl lakanta dengan serovipe DEN-3 werdapat bersmna-sama dengan isplal Thaikand,

Fipe dam Filipina di delam genotipe [ varge sama,

6.2.5 Hasil subtipe (genotipe) dari serotipe DEN-2 dan DEN-3 pada  isolat
Corontalo-2005 dan Jakarta-2IH3

Amalisis genetik untuk mongkaleporikan serolipe virus Dengoe ke datum grap
maolekuler yang 1ettemtu {genotipe atay subtipe) dibepi menurut serotipenya. DEN-1

dikaregonkan ke dalam 33 macem penolipe. DEN-2 dikaregonkan ke dalam 5-6
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macam genolipe, DEN-3 ke dalem 4-5 macam genotipe, DEN- dikateponkan ke
dalan 2 macam ponoripe.

Mot ¥ntena Twiddy (2023 | terdapal 5 macam penatipe dani DEN-Z,
yaite Asian genotipe 1, Asian penotipe 2. geponpe AmenicandAsian, Cosmopolilan
dan American Menurut Salda, 2005, di Filping yang cadetnis DB, didapatkan
genotipe Asian genotipe 2 di tahun 1995, 1996 hingga 1998, namue perlahan diganii
oleh penotipe Cosmopolitan di tabun 2000 dan 7002 Pada penehtian ini, dan isobal
Garantalo. didapatkan penafipe Cosmopolitan.

EHasil genotipa'sublipe yang didapar dan isolst Jakara fahon 2003 adalal
seradipe TXEN-3 gonokipe |, sedangkan di Goromalo rabun 2005 ditcmukan seronpe
IJEM-2 genatipe Cosmopolitan. blasil dan isolal indonesia tahun 1985 | menanjukkan
Juge wetanya DEN-3 penoripe 1 Jadi dalam Dal ind tanimaknsa dan s genotipe otk
DEN-3 tidak ada perubahan. Hal vanp sama tegadi pada DEX- dan isolat Indosesia
tehun 199840 meang ditemukan jupa peredipe yanpe sama yvaiw Cosmopelitan ¢Salda,
HNFS). D nepara enmsps. Malayand, temvata jugs ditemokan genolipe Cosmopalitan
gada Ichih dan B0 zolan DEN-2 nva Berbeda dempan i | haland. di manz FRTIGN e
Asiate-1 peciiru yang diparsipal dari isalal 3EN-20va

Amalisis Telapenetik dan Goromato i erae relasmsa denpan isolat dan
Malaysia. Singapore, Thailand. Filipoa  dan Anstmba Genonpe Tirmaopolitan (m
lermyala pegsa telah dgwnpa pada solat iedonesa P95 napou odak desebotkan
sumber pengambdan sola didapatkan dan daecal mava di Ipdonesia. Hal ini
tampaknya menargukkan behwa sitkulasi ssolal DEN-2 i lodunesia dengan ECTI
Cosmopaltan tefap fidak Berecser. Cenaupe Cosmopelian pum temnyats cukup
mendonvinas 1EN-2 4 wilayah Asia Tenpgara denpan man fostast Wins penderita

vauu DB tampakeya hab mindak derlepas dan Danspor ketogen anfar-negans wilrege
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didubung dengan adanyz mobilitas ingyi dan kemajusn teknolopi. Berpijak pada
genodipe yang ada dari serotipe di masing-masing daerah, sctiap kahun, secara reguler
berkesinambunpan, dapat dilihal pergerakan fransmisi virss Dengue hintas geoprali.
Secara keselruban dani hastl penelitian int, diharapkan dapat dipakai sebaga
tandaszan pemnetaan epidemiodap molekiler virus Dengwe di Indonesia. DRikaraplan
penetitian lanjutan yang reguler dan dilengkapi dengan korelasi keparahan gradasi
penyakit infeks virus Dengue, dapal dipakal untuk antisipas lerjadimra KLB DED
yang merebak di semna wilpyah di Indoncsia. Pencdinian Tanjutan di kemudian har |
denpan memakai dama dasar sehoens nokbeptida wpio eovelop dar berbagai serotips
dan subipe/genolipe i indonsgia, dapat digonakan unbuk sarana diageostik infeksi
vims Dengue vang lebih andat dan kandidat vaksin dengue yang iebih sesean untuk

kondrsi peademie DBD di Indonesia

6,26 Temuan Bare

£.2.6,1 Pola serotipe dominan dan masing-masing wilayah koia atan berbagal pulau di
Indonesia berlaman.

6_2.6.2 Dari hasil analizis homolagn dan anadisis flopensok, tidapatkan 2 ¢ douy yvaug
berbada di dalam serotipe DEN-2. Hal ini nsenunjukkan baliwa wilaupum dar
SCIOTIPC YANE =AMA, namun temyaca djumpal vanast subleotida vang borbeda
i dalam reio capsid - vang schamisnva cransereed. Hal im menunyukkan perli
pengkajean  ulamg anmak eon ADE (Aaiboy Depemdens Erchonce et |
bahwa btla scsecrang terinfeksi yanp berikutnya detigan serobipe vang sami,
apakah tmap terdapat dove-frfe wenseine mengingal dalam penelaian ini
dajam serciipe yang suna yaio DEN-2 werdapat perbedaan susanan

nukleotida vang tentunliva akan tneinpenspsmd erbeniuknye respons antibod),
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6,26 IDEN-2 i Goreatalo- 2005 memiliki subripe (genolipe) Cosmepolitan dan

DEM-3 i Jakanta- 7003 meaniliki subripe (genobipe) §.
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BAB T
PENLTELUF
Ll KESIMPULAN
Dertasirkan hasit yang dipecoleh dar 19 kota di Indoncsia pada ke waki
tahun 20K03-2005 . vaillu schanyak 325 serum pendenia DB dengan keiteria WHO,

1997 diny pembzhasan yang telad dilakokan dapa ditsok kesimpuian sebapas benkud |

711 Pola seralogs infeksi . donnpasi  imfeksi sekunder  sebanyak 37,147
(325, sedunphan infoksi primer scbanyak | 2.57% (660325 ) egunaed scbanyak

4. 2100 {23251 dan nepatit sebanyak 26009 %0 (137/525),

202 Pola serotipe - donwmnasy seranpe DIEN-2 sehanyak 65% (657100, didun wleb
BIEs-3 scbanyah 15% 4 1500 00), DEMN-3 selatnyab L 2% ¢ LY 104N dan werakhir DE%-1
aehayak B2 (8| (M)

DEN-1 sang banyak wrdapar dr Sanpat dan Balikpapan menwjulkan kemungkinan
Serutipe i berasal dari utan pulaw kalimaman, DEN-2 dominane di Bawarn sedankan
IHN-4 vang domman di ujung Indosesia di baean tmor Hal o mumgshre
dipengaruli aleh faktor molrlisasy, ransmess, s ponas dun migrasi manesia seéna

vehbor i Ak Beserta aktor hnghwigae.

L3 Anahsis homolom

Andbs hanohgg Jdakukan terhadap seonpe BEN-2 dan DEN-3 yung dominan
clalanny perreliian jai. Tsolal dard Jawa Tuner vaiso Surabaya, Malang, Pacitan, Jember
terdapat homolop senade yaerg berkisar antara 77.4-97.5% namun terhadap Jakara- §

dam samipel de Jusr Fowa [Acch, Mataram, Batam, Gononealasy ierdapat  homodogs di

o
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bawah 50% . Haf ini menunjukkan walau sesama serotipe DEN-2, namun 1adapat
perbedaan nukleotidy dun asam amino di dajam genomtya.

Analisis homolog: wniuk TIEN-3 hanya terbatas pada 3 sanpe! yang memiliki kuzlilas
clekiroferogram yanp bapus. yaitv Jayapura, Kendari dan dedan dengan nilai
homologi yang cukop baik maupun terhadap referens (Maninique, Ainenika Tengah}

yaity berksar 83 3% 92 495

T.1.4 Analisis fifopenenk

Analisis filogeneuk terhadap seroaipe DEN-2 dan berbagai  sampel
mencmukarn adanya 2 clade yang berbeda . € Vi vang pertama menunjukkan sanipe]
dan Sutabaya, Malang, kember, Pacitan, Aceh, Mararam ierdapat dalam salu gugusan.
{ fode yang, berkumya terdini den sampel Croromiale. Batam dan Jakarta-1 bersama
deppan referens yang dipakal pada penatitian i vakn famaica, Venezuela, Mexns
dan Thatland. Hal int menunjukkan adanya perbednan nuklcotida  yang cuknp
mencolok walaw di dalam serotipe DEN-2 yang sana.

Hasil znalisis filogenetk terhadap serotipe Den-3 dani sampe! Medan. Kendan
dan Fayapura, tampaknya tdak banyak perledaan dan tetap di dalam ofade yang sama
namun berbeda dengan ol reforens (Martugue, unerska Tengak].

Hasil analizis Rlogenenk dan dsolar Goromale-3005 mepurjubkkan posisi
wolat Corontels denpan serolipe DEN-2 rerdapat bersama-sama denpan isolat dan
negara lain seperti Fip, Melaysia dan Filiptma yaae memiliki penotipe £ osmapolitan
yang sama. Hasil yang sama tegadi juga untuk isclat Jakare dengan serofipe DITN-3
terdapal bersama-sama dengzm isolat Thaitand, Fyi dan Filiping di dalam genotipe |

VAN Saina.
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715 Subhpcfeenctipe vang didapaikan berdasarkan hasil hlogenciik dan isclat
vins yang berhasil tumbuh dalam CO36 eceff fime dedex afhopicns
tekmunjukkan sublipefpenotipe Cozmopolitan wiuk DEMN-2 di Goromale 2004

dan subripe/gerotipe | unluk DEM-3 di Jakarta 2003

7.2 5ARAN
Berdasarkat hasid peneclitian imi maka berbagai saran yaip dapal digjuban

adaizh sebagai benikut .

1. Perlu dilakukan penetinian sekwensing onkleosda dan envelop senom vitus
Dengue dengen menpeunakan dua pasang peimer yang lengkap (seqe dan
amliseave) dan berbaga scrolipe isolat hazil kaltur, dan masing-masing
kota sehingga dapar dilakekan analisis homologi dan znalisis filapenetik
yarg [chib optimal sehingpa dapal melengkap pemetaan epideminlog)
molekuler di lndonesia teizma pola subkipeenoipea,

2. Perlr diakukan perehition iebdh fagiut usmk  menghordagtkan pola
seraliygs, dan pola serofipe rethazdap mamifestasi klinis nfeksi virus
Dengne tersebut (R0, DB alay 550} untnk niengantisipas) 1¢padnma
kLB

3 Peru dilakukan pemeniksaan serologis antigen Denpue {anipen NS1)
untuk deteksi dini sebelum terjadivga pembentukan antibodi baik Leh
maupun 1gG artilengoe, sclain penwniksaan PCR yung cukup mumit dan
mahal harganya.

4. Pertu penghapian lebih lanjut wentang patopenesis penyakil Demam
Berdacah Devigoe yang sampal saat inl masik belum jefas denpan membuan

pemciaan sekuens hukiestids remo envelop, wiuk melibat adanya delest.
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In:Crsi, mutas) virms Dengue atau subsbiusi nuekleotida scperu yang
terdapat dalam penelinan ti dengan menggunakan rego capsed terufama
untuk serotipe DEN-2. Hasil sskuens nuklechda ini nantinys dapa

digunakan unnsk pembuacan ot diageostid dan kandider vakosn Blengoe.
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Lampican . Protap (Prosedur Tetap) Penegambiian Darah dan Catatan Melix

PROSEDUR TETAP (PROTAF) PERGAMBILAN DARAH

PREALATAN

[, Tormepuit

I, Rapas alkoliol T0%

3 Sempnt stend 10 mt

4 Fabung stenlvacutaimer bers antikoagudan Ma sitray [(38%  0,106M 313
wilo mA5 ColE07 L0 alaw EDTA 1-2 mp'mt daraly adaw lwepann 15320
LY tnl daral), benmuiup.

5 Tabung steril tanpa ann koagulan. bertuip.

#v  Tabung Fppendorf kecib 7 3 ml 3 boah oringk mgsing-masing pasien

7. Fomoulic demitas pasoien

®.  hertas fabel

PRUSELLUR PENGAMNTILATN

[ B foronulir identitas pasien.

2  Siapkan peralatan, ben label nama wmur. no. regster pada izbung. Unfuk
tubwng stenl benst anti Xoapulan Ma sirag' LY Hepann dikode A, sedang,
faburege sterdd tanpa ant koagnlan dikode 3.

3. Posang toumiquet pada Ichgae afas, kemwdian pilth vesia yang tepal wnunk
penpameblan daral. hiasanya vena mediana cub.

4. Lakuwkan disinfeksi pada kodn i daermsh yany akan diambil  denpan

mefgpelnaban albohel %, biarkan kenng.
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. Tusukat jarwem kedalam vena, amte] daral sebaoyak B-10 ml, dibagi dua.

Darah 4-5 ml pertama dimasukan ke dalam  1ebung  steml  bensi
MasirasE DT Abepann, otuk Masiras 0.5 ml . darsh 4,5 ml {perbandingan

[ -4y

. Dargh 4.3 ml berkntnya dimzsukan ke dalam 1zbung stenl ranpa

anloagmilan.

Lepaskan towmiqued dan caba jwrum dan vena.

. Segera fekan bekas tusukan dengan kapas kening,

CARA PENY IMPANAN DAN PENGIRIMAN

1.

I

Apesimen vang  fudah diembi,  bak  dalam tabeng  stend
Na stras T Adhcpann {A) macpus tabneg stenl tanpa anti koagnlan {B),
selckal 0,5-1 jam, disentnfus DR, selana 3 menit,

Fada wabung A, drdapatkae plasma, dimasukan dalzm sbung Eppendor! ben
1anda A dan jgnpan lupa ben label nama. wmur, no.register.

Tabung B, setelab disentmifus, didapatkan serom, dimasukan ke dalam mbunge
lppendort Ben tanda B dan jergan lupa beri label naina. uumr, no. regrster.
selanjntva untuk pemenksaan PEMC, spesimen dani sabumg A yang
plasmanya lelah dimasukkan ke dalam tahung Eppendonl, masih terlapal
enteastt EnNtrosit tersebat (pada tabung A) dicuci dengan FBS pil 7.0 ana
Qumlah PHS sama banyak- equivalen entrosit) dibalak balik, lakukan sampa
3 kale {sampai supematant = lapisan gtas Jernin}, dimana sctisp tahep
cisentmifus (iahap pencucian entrosn 1-3) 3000mm 5 menit atau 1600 rpn 10

feiemnd teanpertur 104 sul ruang
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3. Sciclah critosit dicuei beesil, enirrosin fersebol dimasukan ke dalam wabung 0
ml yang tefab diberl 3-4 mt fcol lewal dinding pelan-pelan, jangan sampai
erresit bercampur denpan lanuian Ficolnya, Eritos akan berada di bagian
alas Kemudian dilakukan sentrfus 3000 mpme 4907 selama 5 menit. Bila lidak
mceniliki senmifus 49, dapat diguiakan senivifs jrada suhu mang 1600 pm
selamma O menit.

G, Psalikaar dengan pipet stonl lapisan Prffie coedonva (yaitu lapisar purh diatas
cntrosil} yang berbentuk cincin dan selanjuinya masikkan ke dalam tabung
Eppendor stenl, diben kade C fiabanyg C ini sekarmng benisi PBME).

T Baik plawng {labung Eppendort A), senan (tabung Eppendor By dan PBAMC
(zbuny Eppeencdorf 1 dimanga kelpanya telah dibeni kode, dimasokan kedalam
tamgkt Lud niropen  Janman pa menuiip Tapal pada keegea eabung
Eyyremicdorf i dan da-sealed dessgan parafilio agar tidak wimpah.

5. Penginnman dapa i dalam kotak steremg-fcom vame lazh diben o
dengan jurdal yamg cukup banvak, schingga dipechirahan suba i dalam
sterenagr-fueren seRaar 2070, apar ketipa bahan tersebul tdak rasak.

B Dikiino ke Tropical Iisegsc-Cemer Bwar Suralayva

Catavan :© Rila darah maengalam beas, icak dapatl diganakan sebagai sampe.
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SKEMA PROSEDLR PENGAMBILAN BARALL

Thieah vena 8- [0 ml
' 4.5 mi

Ma sitras DT A epann Lienpdn antikoapuiane

4-5ml

=

Drechasmnkan -1 pamd sl redimg
Sewmfus 3OO0 i 3-5 meay

r“"—“—h % _.i-_-_\_'\-.\_\h‘.
Flasima Nennn
Tabung A Tatwine i3

Cuet eritosy dengan MBS an
scluee bk SN
-

k=

FES ana ¢:ama banvok dempan gamball eoieosn )

oy

Semini fos 30K e 3 merme 4907 g
1 rpe 1O gt Senhet ruane
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Ertrasit vang sudah dicugi PES 3X, dituartg
Pelas-pelan melzfu tabung benss Ficol

—+ Enmirosn
- Fiond

Seniridus 3000 mpm 5 menet 47C atau

1608 mm 10 menit sofin orang

()

—* Huffeaxn TF

—e

Eritrowsit ool lTabung C
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CARA FEMBERIAM K.ODE
Kode : abedfary .
Weterangan
2. hodearea
mizal ' § - Swabaya
J = Jember
bl - hialang

SMR = Bemnarang
BD = Bandung

JKT = lIskarta

BT = Banen

Y3 = Yopyakarta
Bl = Banjarmasin
MK - Makusar
MM = Manado
MDD = Medan

FIL.BZ - Palembang
o = Denpasar

MTE = Martargm

b. 2. unit pasicn

misal ;001,002 003 . o (00
C. bulan

imisal - 6, 017 6% .
d. lahun

nisai @ 03, 04
& Jjemis kelamin

musal ; P = Peresmpuan, 1. Laki-fak
. webe (dalum tzhon)

cnkup jelas
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Fode .

CATATAN METHS FEMDERITA DEMAM BERDARAH DENLGIE

..........................................................................

| Data Prbadi Pendomia‘koelarps
i MNama

20 Lhrew

30 Jents Kelamman
4 Suko Bangsa JawahMadurasCina! ArabeIndiafLainya .
5. Pekisjaan (e SN 0o Ll e, et

f. Alama

ToNanea ety Loy

& Pekenaan
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H. Gejala Khinis

1. Dermam s AC) hanke o, B, Hemalemnesis
2. NMyert abdomen : 12, Melena

3. Nyer kepala : \4. Hepatorepali
4. Nwen olod : 15. Acral dingin
5. Muai ; 16, Gelisab

&, Muntah ; 17. Lethargi

7. Perekia/purpura : 13, Nad

R, [Cpistaksis - 19, Tensi

9. Pendarahan pusi

I Tounmguet test

[1I. Pamenhksain Labaraonnm

1. Darah Lenukap : & 5GP

T Frombosi ; 5. 500T

3. Hemanohnit : &, Serlogi :bpe G

1M
1V Mhagmaosa Therajag LSEES LTIV
V. Pendenta sembulymeninggallama dirawat ;... ... han
SRR |4 £
Dokter Pemeniksa
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Lampiran & Fersetujuan Tindakan deldis

Saya vt Bartanda rangan dibawah 1y -
Mama e e e
Umur Jents Belamin
Alanat e
Bk dir K TPSIM 0 L
FERSETIINIAN
Utk dilakukan toefakan medis bempa | pengambilan darah untuk penclinan olch
Saedjpke Wartadhi, dr, M5/ Asyati, dr, MS, SpPRProf Dr. Seegeog Sorgijanio,
dr, SpA (K, DTM&H terhadap dis saya sendunistiisuami‘anak/ayah/ibu saya,
dimgmin
Meama - .
Lhmurffenis Felmmin
Algimat
Hidai dier' K11 5141
Prirawsd 4

Mo, Bckam medis e
Yanp euwjuan. silitt dan perlwnya bindakan medss tereabot diatas, senla resiko yamy: danat
Ditembulbaniya  delali cukup dijelaskan oleh dokter dan relab sava mwnpert

wespeattlihmya.

Thenukan pormyatiaan wy snva bk denpan penoh kesadarsn dan fanpa paksaan

e Lamgeal.. .. bDulam. .. .. dahun.. L L )
Naksl Lokter Yang membual pernyalazn
{ b Lovees e ] o b
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Saya yang berfanda tangan di bawab i

Mama e e ———
UmnrsJenis kelamin R

Alamat

Bukn din/ETTSIM

denyman ini menyalakan dengan sesungpulinya telah memberikan

PENOLAKAN
Untuk dilakukan fitdakan mediz berups @ pengamhilan davah unnek penelitian oleh
Svedjoks Hanadhi, de, M35 Aryat, dr, M5, SpPRS Prol [, Socgeng Socganto, dr,
Spa (k) DTMEH terhadap din seya sendindstri/suamianakiayahfibe saya . demigan
MNama A D A e
Limuridenis kelamin B
Ajamat S Tt A Pt Y A
Bk din/K TP
Dirawatds ANST e THFT - :

to Rekam medis N - W N 4

Saya jues ielah menyatakan denpan sesungeuhnya dengan fanpa pakzaan bahwa saya:
a. Telah diverikan informats dan peryelasan sena penngalan alkan bahaya, resiko
scna berbagal Kemungkinan vang timbel apabila oidak dilakuokan tindakan
medts berupa pengambilan darzh.
b. Telall sava paharm sepeniinya infommas din pergelasan yang dibenkan
dorkiner,
<. Atas tangpung jawab dan resiko sava semdin e inenotak imtek ditakiukan

tendakan miedis vame dimmporkan dokeer.

Bk s Dakrer Yang mictmbuat permyataan
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I ampiran 3. Eikived Clearonce LEMOAR ISTAN

FANITIA KELAIRAN ETIE
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
RELID Dr. SOFTAMLO
fONASTCH FH PTINELTI DT ARA

I Para Penluin (Nama, nithe, onit kerja)
Fimehin mama ; Socdjoke Hardadhi. dr 35S, Poodi Keperawaton Dephes
Surabava
Ireneiti lamn .
[. Prof D Soeepeng Soegipanto, dr. SpAddk), DT &R
2 Dr. Fedik Abdul Rantam. drh.
3 Sactjipto dre. M, PhD
4 Aryafi, dr, M5, 5pPK

Multisesoler : v ""4-| iedak Ii_ j

2. Iwidul Penelitian
Poba [eanbos Serotipe Vi Deogoe Pada Beberapa Doeeah Sdemk 0 Jivwa

Frerewer Chengzan koomdise Gesterd iy Herbeda

3 Subvek penchition -
— Tl - B X
I

. 1 1
| ~ - peoders - | mon perddenra hewean
[ .,

Bocterangun ;
= Sicbyek nom pendenig el lab crbveb penedinan e tidak mengipat mantaal
liarerseeesar f hanke darr seigmiepei ik rmaupeen thagrstior dan penelign yang:

il ko go ghas dunmy

4 Jelaskan mantaatl peaction lerschot werhadap penecenbanean o dansaia
Pelavanan kesehatan Lan pendenia

o hAnbat ferbdap pesyembgnean e
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Sebagai dasar pengembangan leoriu tentang penyakil Demem Berdarab Denguc
teritama di bidang epidemiclogi molekuler sesuar dengan karaklerishk geopreh
dacrak,
k. MManfaal terhadap pelayanan keschalan ;
1, Unhik membuat peta pola distitbust scrotype virws Dengue bérdasar geograli
di Jawa Timer,
2. Uniuk penyempuwmaan penatalaksanaan, pencegahan, pengendalian,
Pengobatan penyakit Deniam Berdarah Dengue.
3. Untuk penyempumasn permbuatan vaksin Detnam Herdarah Denpue.
¢, Bils penclitian imi ménggmakan penderita, urnskan galuk mafaar torsebnd
Ubtuk tnenemukan hubungan antara karakichsik serolype virus Denpus
bezdasarkan geograi dengan derajat keparzhan penyakit Demnam Berdarah
Dengue selvingga penatalakzanaan pengobatan / perawatan pendcrma akan kebih
baik.

. Jetaskan resikc penelitian yang mungkin terjadt pada subyek penelifian

- Hematonom pada lokasi penuzukan janam.
~ Pendarahan pads bekas msukan jamm.

. Jelaskan prosedur pemantauan yany digunakan itk kesslematan sutryek

Penclitian.
= Observasi harian obleh dokier dan permwa.

- Unfuk mencapai azas keadilan, jelaskan cara bagannang mémilih dun

memperlalakan subyek penshitian.

1. Penderita yang dipilih sesuai dempan coteria Diaghosa WHO 1997,

2. Yang bersedia ditehiti dengan menandatatgani lembar pérsetu)uan {informed
COnsent).

- Jelaskan cara petigananan unbalian bag sobyek penelitian yang berestho atan

“wunétable” {scpertt rmisalnya bila subyek pencliban torsebet bayi, anak-arak.
ib lamil dash metrytasn, cecat meniel, pesien iidak sader, nerapidane, mahaseswe.
kedakteran dil}
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- Observasi hanan lebih dipeckeratfimoniignng oleh dokterperawal
- Bila resiko terlalu besar | Icbib baik dikeluarkan dan subyek penelitian,

9._Bila penelitian i mengamakan subyek manusia, jelaskan bagamnana cara

memberitabu dan mengajak subyek bila tidak giminta “informed consent” berilah

alasan yang kuat memgaps.

Lampirkan -infoemed consent dan penjelasan lisenfrentulis yang diberikan

kepada subrvek penelitian sebehwn menandarengan) sformted comsen (bila ada)

- Eila subyek manusia dewasa, dibeni penjelasan bahwa pengambilan derah ini
merupakan bagian dani peosedur untuk menegakkan diagwosa perryalt,

- Bila subyek manusia anak yang belum bisa dizjak bicara werwang pemyakir,
penjelasan diberikan kepada orang manya.

10. Felaskan cara yang dipunakan untuk melindungs keberhasifan subyek penelitian.
= Cararan medis disimpan otzh peneliti.
= samped darah tdak ditulis nama penderita, tetape diganti dengan pemberian
burde.

11. Btla penehitian inr menggunakan subyek mannsiz, jelaskan hebungzan pribadi
anrara penehill glama dengan subyek vamg ditghy.
Dkt pendenita I greeru-mgrig mijikan-anak buah

LTS

| ] e

| 2. Bala peneliian im menggunakan orang sakit sebutkan nana doklerdokler-dokier

yang bestanggang jawab terhadap diagnosa dan perawatainya. Bila mengzgunakan

iwang: schal jelaskan cara pernerksaan kescharannya.

- Dokter yang merawal di namal sakit sclempat dan IRNA Anak, dan IRNA
Penyakil BMenuolar Bewasa.

13, Apaksh pasicn dibebani scbagian atan seluruh biaya pemelitian,

yva ¥ | udak

b4 Tl penelian ini meneguakin subyek manusia, apkah subyek mendaparkan
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g pejala efek samping 2

ganli rupi hilaas
ya tidak

Hila ya, berapa banyak 7 sésuz braya vang digtnakan uniluk pengotaan &fek
samping akibat prosedur perigamibilen darak emtuk penelinam.

i5. Bila penslitian ini menggunakan subyek manusiz, apakah subyek diasurasikan ?

ya ¥ | ridak

6. Apakah nmma it Jibchati bigyn petelitim ?
Ya tdak,

Mengsiahui dan menyehniu
Penchie Utama t.epalza LabomonumUPF

Socdpoke Hanadhi, dr, M3

Tetah dipunhsa dan o isetujui tanggal -

Panilia Kelaikan etk
Fakultas Kedokteran Universitas Airlanppa
RECD Dr. Soetomo Surzbaya

Eetua
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Lampiran 4,Pratekol kerja BRT-PCR unfuk s2rofyping, pemurnian DNA,
pelabetan DMNA dan RT-FCR

ANALISIS MOLEKULER ¥IRUS DENGLE

Tujuan pemenksaan -

1. Menentukan adanwya RNA Virus Degue pada serum pesidenta yang memujukan
hasil pemeriksaan Ighd poasitif,

2. Menenukan tipe/suphipe vins Denpue

Serum penderia yang membenkan hasil pemenksasn lgM posiif selamjutmy
dilakuksn pemerikgamm secary berfunu-tumt sebagai berilout : elestraksl BNA, sinlesis
cDiA, PCR. eleliroforesis, pemumian MO prodecr, DNA sequencing, abalises
homologi  unotk  menentukan  tipesuplipe vius  Dengoe.  Adapun  wehnek
pemuriksanmtyy adalah sebapm benlkod :

PROTOKOL DETEKS]
¥YIRUS DENGLUE DALAM SERU™M

l. E}atralksi RNA menppunabam laruten Trizol

kontred negatif Sampe! serum
60 pl DW 60 pl serum
{50 ut DWW P90 g DWW

t Totak volume = 250 pl)
t '

750 ol Trizg] —----————— 750 pl Trizot

Campur denyan pomipetan bebarapa kah

Inkubas: 5 menit {pada suhuo kaimsar

l

Tambahkan chiorofiornn 200
Campur (dengan vorteks)

b

Hiarkan 2-15 { biasanya $) menil {pada subir kamar)

}

Sentritios 12000 rpm, 15 menig, 4°C

}

Piper 504 ] lzpisan supcnalzn (lapisan alas)
Transter ke 1abunp Eppendodf baru

I

Tambakkan 300 pl Propanod-2 {campur, vorzks)
lL.etakkan pada temperator kamar selama 10 el
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Senmifus 12000 rpm, 10 inenirt, 4°0

Buang lapisan supernatan dengan pipel (periahan-fahan)

{

Tumbahkan | m! Ethand] lzlu votheks  — dapat disimpan pada
44C selame | minggm atan -20°C selama |1 tahon

}

Seamifus 1 2000 ok, 10 meni, 4-C

!

lapisan supcrnatan = kenngkan dongan vaeowes pamn, 10 mendt

.

Lanutkan petlety denpan [0 pl W

ILREVERSE TRANSCRIFTHNY untuk menghasilkan cDINA

4 ulof3 x KT Bufer Panaskan faroramn REA (1O ul, hbal [
d pl wf dNT Py mix pada 639 selima ¥ menn
0.5 pl of Kibonuclease inlutatar l

0.3 pl of Feverse ITanSciplcs

LGyl of Brimer B2 {E00prevpl) | Conpler back-be b denpan pennpetan

I 18 tomlang. dan setamumya inkubasi
4250 selama S et

10l l

el A yang lerbenmik dapal dizimpan
pac sulea -20°C tanpai siap digarnakan

Setelah sintens cDRA dilakakan POR dengan menppunekan primer yang spesifib
rriuk ImAsImE-nasing Hipe wims Dengue. Pimer vang dipunakan adalah sehaga

benkut
Primet | [inuean nukleatida pamer __'_P?m?_-.f‘{}f_p}w_x.ﬁm'
| E—— . pamar

T 5 TCAATATGUTUAS AUGUGCGAGAAAUCG-Y - THLI61 | 311

D2 TS G ACCAACASTUAATGICTICAGGT IC-3 1 61661 1 511
TR [ 5 CGTCTCAGTOATCCGGUGE-3 T T T TSeESEE  4BI(DIETSD)
18-1 | 5 COLCACAALGUCCATOAACAG-Y 3330055 19 0r& 15-2)
T8 | SCTAACATCATCATGAGACAGAGU Y ~ D3t0aT "0 DI TS
T54 [ 5-CTCTGTITETC TrAASC AMTAGAS _ | 506527 i_mzml & T5-4)
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{ILPCR TAHAFL:

Pipet 5 gl vang terbentuk dan masukkan datam 1abung Eppendorf 0.5 mi.
Tambahkan 76 &l DW

Epld NTPz mix

O pl 10xTth bufer

O.5 pd Primeas D-1 {100 pmpl)
05 pl Primer B2 {100 prdad y l
Panaskan pada 94 °C zelama 3 memil

94 pi seiclah iu lakukan ypredonwn beberapa
detik

Tambahkan 1 pl of Tith DN A Polymerase (2Uul)
campur baik-dengan pemipetan (72°C} ——1

tambahkan 100 gl mingrak ol
FCR : 94°C + 30 denik
555 + &0 dotik 35 oycles
T+ F menil
Pada akhit sikins ke 35, permabankan sampel pada suhu 72°C sclama W menst,

V. PCRTAHAFPIL:

Pipet 5 ul hasil FCR tahap 1 din tampung dalam abung Eppendort 0.5 m bara
Fambahkan : 72 ul W
2 pl ANTPs mix
10 pl 10xTth bofler
2l Pejmer -1
2l Premwee TS-1 1 100 cpm/ply
2 pi PFomes T5-2 (100 rpme'ul)
2 pl Primer TS-3 (1M rpnupuly
2 gl Primer TH-3 1040 rpimiipl )

o

Panaskan pada suboe 470 selama 5 e
aprricfinen sclama beberapa detik

Tambahkan 1 pl Tth DNA polymerase { 26300

cmrnpur baik-baik dengan pipen§ 7270
tambahkan diatasnya 1060 pl imineral oil

POR 2T * 30 denk
S5 = 6 denk 35 eveles
277 2 e

Fada akhir siklus ke 35, perahankan siehu sampel pada T30 selama 10 reeni
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Lampiran 5. Hasil = kuensing nukteotida dan berbagai hota di Indoncsia

1 w{i I’:i ]t | *mrl:ll _ |
s *J lm;mm aﬂu;ﬁm_mh A ummn .fi
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1
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Sckucnsing kota Jember [H:2%-2
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Timur {Surabaya, Malang, Jember, Patitan}, Jakarta, Mataram,

Aceh, Batem, Gorontelo dan referens Jamsica, Yenezruela,

Mexico, Thailend)

surabavaaaty
suraboayasbls
furabayadr.d
Amadangdmlaydn
malanga
jemireTIabL
amde rdua
JARDECTIOA
paAsitan
wkoiTaoRky
rakartadbl=
mATACAmd LA
ACER
katambiym
gRronEd hodham
AL LIRET Y
vanezusla
pekico
thalland

ol

a3

a4

Clenta] Conaansls

aurab ik} A3ALU
angabayasbla
AgrAatayadc ]
ma]anglelatin
nalangs
JemiorIsaty
L Y [T
1ambE LT 14
paciTan
ILLEFAS ER] AT
quharcadnla
maktdramdica
areh
tazamtiga
gorontalossam
]JABA1lT4
wmdrtudla
neEic
thairlara

Cluacal MonsennaY

5
2

BEEE I.il-'r:HI AR I L e

[=F A p M
y |
., ]
AU L N

ol
%
o
=
:
1,

ALY A
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Lampiran T. Meltiple eligament nubleotida serotipe DEN-3 dari sampel
Jayapura, Kendari, Meidan dan referens (Martinigue, Amerika Tengah;

mack Lol que
IhyapuL R

Krdac L

mantan

k]

o2

[.E}

Cluacal Consonsus

By BT migue
JdYapira

wendari,

mbdam

D1

[

bd

Cluical <otaanawa

BACT 1Nl ol
Ta¥apurs

kendera

L

Ll

L2

™

flustal Camannaus

BuFClnl4que
JaVAPUIA

Aendari

peilak

[xH

ni

[xl |

Cluscal <ComaenIws
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Lampiran 8. Sequence Hommioyy Dota dari sarapel DEN-2

Sequence |: malangs
Sequence 2 jakarladbls
ldenndies; O 8232222

Sequenee {; malangs
Sequence - jembortiga
ldentineys: .E3T20943

sedquence 1 malangs
Sequence - surabayasatu
Ideniities: 0.337293

Sequence |- malangs
Sequence 2! jembersant
lhemnites 0, 8314007

Sedquence | makangs
Scquence 2 jemberdua
Identities: 08314607

Seqguence |: malanps
Sequence 2! pacilan
ldentities: Q. B04597F

Sequence 1: alangs
Sequence I malangdclapan
Identries. 0.B390E05

Sequence 10 malangs
Sequence I surabayashls
Tdewbngs: 07386207

Seqguence 1. malanps
Sequence 2 jakanasate
ldentities. 0.2777778

Sequence [ malangs
Sequence I aceh
dentities. 0. 35ER85D

Sequence |: matangs
Sequence 2 batmtigs
fdenntics: 0.22471%1

Squence |: matangs
Sequence I pormmtalocnam
Identttias: 0.2555556
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Sveprerece 1onelangs
Scquence 1 nuatanimidng
lelenmnies. Q.337T820GE

Sequemce L. malangs
sequence 2 surabayadr)
Tilemitessess (3471 20

awegquemce 1. malongs
Kequenge 20 jamaica
ldentiies: Q311111

Soquenoe 1; malanges
sequence 2. venczucla
blemvities: O ACHHMKD

Sevquence | malanus
Soquenee B meic
Idenurie:. 0 KK

Sequence I makangs
Sequenes 2. tharland
[cdemtiazs: 0 MR

Sequence | oahatadbls
Sequence oenbertivi
Identities, 4183 1S

ey | jakartulhls
Sequence TLosurabasasalu
Ydentioies 1 3 LG0S24E

Soeguende PopakanTidinly
Segnence 2 ojemberaain
Idookagies: L P ERO-T 00

Sequence 1 pkartadhly
Seguence 2ojowsbenlua
Tdemeiies, (1A

Beguence 10 pakatisihls
Sequetce Iopacaan
Idemtilngs  §1 RXTSEA2

Seguence 1 gabanadbls

Seauence X idie
Identeties 1P RATS 862
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soquence 1: jakartadhls
Sequence 2. surabayashls
Identitics: 08275867

Sequence | jakantadbls
Sequence 2! jakanasata
fdentities: 02921343

Scxpuence 1 jakartadbls
Sequence 2: acch
Idemeities: O 3820225

Seqquence 1 jakanadbls
Sequence 2: balamtiga
idemthites: ©0.2613636

sequence 1. jakartadbis
Sequence I porontaloen s
Wdeatiics: U 25UKKKKD

Sequence 1 jukartulbls
Sequence 2 nutaramdin
[deaminies, 03804546

Sequence 10 jakartadbls
Sequemce L sutabayade)
ldentines: 07 586

stz | jitkirtadiils
Sequencs 2 [amaica
Tdewilies O IT2720%

Seguenice 1. pabarmdbls
Spguence 1 vencenelia
Identiies: 8 263065

sequence | jakartadbls
Seguerce Tomenic
[dentites: O 2633430

Sequence | jakanadbls
Sequence 2: thatland
[denmines. 0.2613635
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Sequence 1! jembertiga
Sequence 2; surabayasan
Idendties: 0.9753086

Scquence L: jombontiga
Sequence 2. jembersatg
Idemdiies; 03837209

Sequenore |- jembertga
Sequence 2! jerrhend ia
ldenhnes: 0, 4000000

Sequence | jernbertigs
Scquence 2 paniian
Identities: 04146341

Sequence | jembertipa
Sequence 2: malanpdelapan
Identities: 04268293

Saquence 1: jembertiga
Sequemcs 2; surubayashls
ldeokics: (4268290

Soquence | jemberiga
Sequemce 2! akariadalu
Idennines [ 2358140

Segquence | jemberiiga
Scquence 7 aceh
Idenmmies. 0. 2TF1054

Sequenge 1. pembuenipa
Sequenoe I batamige
Identmies; 02322237

Sequence 1: jembenigs

Sequence 1. poositaleenio
Identimies: O 25092593
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Scquence | jemixatiga
Sequence 2 malaramdua
Identitics: 4 2307652

Sequence 1: jembertiga
Sequence - surabayads)
denninies: 0257143

Requence §: jembertiga
Scguence 2 jamaica
ldenrities: 02048193

Sequence 1: jembertiga
Sequence 2 venexpela
Identities; 0. 204F193

Sequence | rembertiga
Sequence 2 mexico
Tdentities: [ 22ESLST

Sequence - yemberliga
Sequence X thailland
ldentities O 2048193

Sequence | surabayasatoe
Sequence 2 pomnbersatu
identines O BITX003

Stequence 1 surabayatai
Scquence 2 jemberdua
[denies. 0.B588235

sequentce | surabavasatu
Sequente I pacilan
Identitias: 08793141

Soquence |: surabavasaty
Sequence 2! malanpdeflapan
Idemtities: 0.3%]2419
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Soguence 1: suabaynasatn
Sequence 2. suriabayvashhs
Meohies: O TTYRIFS

Sequence 1: surabayasall
soyuence 2 jakadassio
[chemtitics: 8.2471910

Sequence || surabayasaiu
Sequeence T oaceh

ldennitics: 4. S TSOIHM}

Sequence 1 surabayasatu
Sequence 2. hatanitisy
Ideniriies:  D.232E730

Setjuence 1 suratasasane
sequence 20 poronlaloenain
bdentitics b 238603

Sequenge |:surabaeasalu
Sequence 2 matarandea
Memmes: [ 3626374

Soquence 10 socabavii o
Sequenic 27 surabayadel
ldentiics. OUT75R093

Sequence 1 osucabayasily
Soeguemee 10 pamang
Identlics: (1 7R

Soquenee 1. surabayasity
Sequemce 2. vemesuela
[kentines: [ 2T27I74
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139

Soquence | surabayasatu
Sequence It hexico
Identies: 92727273

Sequence |: surabayasalu
Sequenee 2; thaaland
[dentities: 0.2T2T273

Sequence | jembersaly
Sequence X jemberdua
Mdenbities: 09767442

Sequence | jembersatm
Sequence 2 pacilan
[dentities; O BQ53488

soquence 1: jembersane
Sequence 2. malangdetapan
Idenmtinees; 094 18505

Sequencs L jembirsaty
Sequence 7 surabavasbls
[demtities: 0.E2533E14

Sequence | jemberzant
soquence I jakartasatn
ldentilies: 0292345

Seguence L jembersati
Seguence 2 aoch
ldentities: [L.3932584

Sequence |: jembersatu
Sequence I batamifipa
Lientities: 027586210

Sequenos 17 jemberran:
hequence I porontalocnam
Idenginies: G 2737273
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Sequence 1 jaalersatu
Sequence 2 malaramius
Tdentines 0. 3956044

Segence 1. pernbarsant
Sequence 2 surabayadr)
Idenntres: 0770 E4D

Seguence 1; jembersitn
Sequence 7 lamalca
ldennities 0 2RA40903

Sequence B jembersam
Sequence ¥ venczucla
Idemamnies: 3. 23405409

segquenee 10 embtraaiu
Serquemze T mexico
ldenfies: 02737273

Sequence 1 enbersitg
Sequence X thianland
[denttics & 2737273

Sequense [ jemberndua
JEQLEENCe I: pacitan
Idemstmies, D2ETEATE

Segquerte 1 jermnberdi
Seyuenie 5omalanpdetapan
Ideriniires 0 SAeh 7054

Sequence | ernberdua
Sequenie X osucabay ashls
Idenmuoes: O RI72085

Sequence 10 ponberdua
Sequence 2 jakartasaiu
[dentieies; 02931348
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Sequence | jermberdlia
“equence T acch
[dentities: (3820225

soguense 1 jemberdea
equence 2 batamiga
ldentings: 0 2043678

Soquence 1o jembendua
Seqererce I porentaioaam
[denntics: . 2603636

Scquenge |1 jemberdi
Sequence I mataramdua
Edemnfaess: O 30495044

Sequence i jembordug
Sequence 2: surabavadrf
Ieaunes: 07536207

Sequence | jemberdua
Sequence ¥ ojamarca
[domtinies: 6 XBIIHEY

Seoeenye | ojembendua
Segucnee o venczuela
[dentiires, 2727373

HSeguence Foopmobardua
Ry e 2 Tes o
Idemines, 02927273

Sequence 1 jeminordus
Sequence 2+ 1hadand
ldenteies 02737373

Sequenoe 1; pacian
Sequence L malangdelapan
fdentities: O 927108
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Sequence | pacian
Soeguemie 2. suritbayashls
[dentitecs: L BIFITTI

Seeence 1 pagetan
Soguence I jakarasaim
ldenneries. ). 26866025

Sequence 1+ pacilan
Bequence 2: aceh
Ylentnies:  O3616564

Segueence L paciran
Scquence 2. balaminey
[demmines 2538736

Segmience Eopactan
Sequence 10 roromtaloengim
bdenukiez. 0 2155141

doquence 1. pacaan
Saquenge 2o mgetgramdog
Tdertities: 0 3T 340,20

Sequetice | pacalan
Soquence X oanahaviadr]
leboestrings & W1 170ed T

Sequcticg |opagiiem
Scpeenice Iopankuca
[demitmes A7 250000

Serquence Eromacilan
Segueniee 2o venezuchy
[ O 2386364

Sequenive bpacian
Scouenge 2 oamexics
Idcntmies: 0 263 36030
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Jequence 1: pacitan
Sepuence 20 thaiband
Identiies: 2386304

Seguemee 1 malangdelapan
Sequence 1 surabayashbls
Ithmnimies L8571429

Scquence | malangdefapan
Sequence 2. jakanasatu
identies: (1226096620

swequence 1- malangdelapan
Requence b aceh
Identines:  (h37 300K

Sequenee | matangdelapan
Scquence 2: batanimipa
Tdennties 0034 3703

Sequence 1 mmalanedelapan
Sequence T pommiatoenam
[denntics: 1) 23860302

Seguenge 1 malanedekapan
Scqueonce 20 mararamdua
ldenariies. 03846154

Secienice I malanodetapam
Sequened 1 surabasadrl
identmics: O TEFTIAR

sequence 1 malangdela peao
Swiuence 2 jaminca
Idertiies: i1.27327273

Roequencs 1 malangdelapan
Sequence 27 venesucla
Tdemites, & 2613036

Seoueerwce |zl ledapae
Sequence rangxico
[deniities 0264 3630
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Sequence |: malanpdelapan
sequence I haband
Idemtinigs: 132603036

Scquence 1 surabayasbls
Soguence 2 jakartasan
[demdibes: 0.292 1348

Sequence 1! surabayashls
Seguence 2 aceh
fdenfubes: 0 3TSNKY

sequence 1 surabavasibls
sepuemge 20 balamtiga
Identmess 4 25287310

Sequence |- surabayvasbls
Soguence Iogorentalienacn
VAT LTINS | R R

Seguency b osurabayashls
Soequence Xomataramdua
[elentines 1) 186154

Seguence | oaurabayashls
Svguence ?osnrbayadr)
IJermibes O T2WAT1E

soguenee 1: surabayasbls
Seduence 2 janadica
Pdemditigs: [0 2737073

dedquence 1 surabayashilys
Segquence 20 vencrucla
ldentities: Q2737173

Segnense |: surabayasbls

Sequence I mexico
Tdemetities: O 27XTX0
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Scquenmce | surabayastls
Yequence 2. thakand
Identities: 0. 2727273

Sequence | jakanasatu
Sequence 2: aceh
[dennities: (L3295455

Sexquenie 1: jakartasan.
Sequence 2: baramliga
Tdembities: O 62 50K}

Sequenca | jakartasam
Sequence 2 pomolalgenzm
Mentitics: 06477273

Sequence 1 jakarasail
Sequaence 20 mataromid ua
Tdeminnes O 3736204

Sequenice | jakartiasatu
Seouenge 2 surabayzde]
Mdentiies: 02584270

Soquence | jakartasan:
Sequencye T ojakiaica
Identdues U 3730337

Sequones 1 akartasdtu
Sucquence 2 voiesuela
Idenietiess 0 Ao T97R

sequence 1- Jakarasan
Sequence I mexico
Menoinies: 05505618

Sequence U jakanasans
Sequence I tharland
ideniities: Q.5617T97R
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Sequence §.aceh
Sequence X batamiiga
[demtities: 03448276

Seqoetce [ aceh
Scquence 2; pomrakoenam
Idenlities. 03438776

Soquence | aceh
Requence 2: mataramddua
Ientitees: 3136813

Sequence 1 aceh
Saquence 2 surabayadrS
[demaities. 043TE182

Soquencs |: acch
Sequence I: amaics
Ydentnies: 03322727

Seguetice 10 aceh
Scquence Xoveneznecla
[demibties. §.3522737

Sequence 1. aceh
Sequensy X magwig
Identrres: {30091

Saquence 1 aceh
Segeeence T thadand
ldenntics: 03323727

Suquence 1 hatamliga
Seguence I porontalocnam
fdentities: O 8375000

Segquence |: balamiiys:
Sequence 2: mataratndua
Identivies:  0.2967033
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Sequence ]1: batamtips
Sequence 2 surabayvadr]
ldeniities. 0.2758621

Soguence 1 hatanliga
Sequence 2 jamaica
Idemimies: 0.74693E0D

Sequenoe 17 batamiipa
Seguence X venezuelz
Identities. 0. T4HGEED

Segquemee 1 batunitis
Sequence 2 Mexico
Identiies: O.098TY52

Sequence 17 balambgea
Sequence T thaland
[dennitecs 4 FAI598

Serprmie b waomtaloengin
Scquence ! mataramdia
[demities. 02637363

Sequence 1. woroiahoenan
Sequenge 20 sarabayadr]
Idemtings: (L2 15905]

Sequence | romptalocnam
LSequence I jimmaic
Ldenmitass Ak T3 HIR43

Sequence | porontalocnam
Sequence 2 veneziaia
ldentities O FTI0843

Sequence 1: pomnlaloenan
Sequenes I mexigo
ldenmias: (722205
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soguence 1: goron aloenan
Sisquemioe 2 thanland
[dentines: O THHIAED

S Lo matarundaa
Sequence 2- surabayade]
Rbencitees, 05834053

Sequemce 1 matacamidua
Soquence 2; famaica
Idemiesies: O 2EETORS

S 10 intaramdua
Soquence 2. veneEucka
hlenmnies. 02857143

Sequence 1. msatarnmdai
Soeguence Tomeico
Identities T 2717251

Scguence I mataranudua
Secpuenice 20 1haband
Ideniegiees 0 XLETX55

Seaguenge 10 sprbaudr)
Sequence I panalgit
Tentmies, 02727273

Sapuence |osuralenvicke )
Saapeeree £ verbel
[desilies  4r 2E400)0

Segquence | swaluvads )
Suipeonice 20 amesaci
[denfitics (2431515

scegquence 1: swrabasadet
Segquenee 2. Uidaend
Meniitiges 03773
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Sequence 1 jamalca
Sequemce Tovenauefa

ldentities: 9638354

Sequence 1 pamiica
sequence 2 Mexico
idemtities:  Q.9277 108

Sequence 1 jamaicy
Sequence 2 1hatand
Tdonnties;  iF IR 554

Sequenge 1 venenels
Sequence 2 mexico
[demtiies: [ 939730

Scquence 1 venempeda
sequence 2 thailand
Idiatings: 0 FTS0 50

SeRuenEs | moxicn
Sequence 20 thalland
[demntoes A 39T 500

The vbeabties is peneraied by BioBEdit 70 11 Hall T A
friendly biglopical seyguetes alimonent editor and aly e
proyram for Windows SRR NT  Nugl Acids Svmj. Ser. 41048,
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Eampiran 9. Seguence Dol Darg dari sampel 1 E M-

soquence | mariinuque
Serpeence 2 jieapura
Idcanitecs, L 85325792

Seypeeace 1. mzArtisague
Scquenge 2 kendan
fdenfutioms: O 91 THERD

Suoqnenge |- martimioue
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