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ABSTRAK

Nama : GUSTIANI, S.81
Program Studi [lmu Biomedik
Judul : Perbandingan Uji Hambatan Hemaglutinasi dan Enzyme

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dalam menentukan
Infeksi Primer dan Sekunder Virus Dengue

Infeksi virus dengue merupakan masalah serius dengan angka kejadian yang terus
meningkat setiap tahun dan hampir separuh populast dunia beresiko terinfeksi.
Infeksi sekunder virus dengue seringkali dihubungkan dengan tingkat keparahan
penyakit yang ditimbulkan. Oleh karenanya sangat penting untuk dapat
membedakan infeksi primer dan sekunder virus dengue. Uji HI merupakan uji
serologi yang direkomendasikan oleh badan kesehatan dunia (World Health
Organization/WHO) untuk membedakan tipe infeksi tersebut. Namun selain
secara teknis mempunyai banyak kekurangan, uji ini juga seringkali kurang tepat
dalam mengklasifikasikan antara infeksi primer dengan sekunder. Studi im
dilakukan untuk mengevaluasi performa uji HI dalam membedakan infeksi primer
dan sekunder yaitu dengan membandingkan uji tersebut dengan PRNT. Penelitian
ini juga mengevaluasi performa ELISA IgG sebagai kandidat metode alternatif.
Dari 19 kasus infeksi primer berdasarkan PRNT, semua kasus (100%) juga
ditetapkan sebagai infeksi primer dengan HI dan ELISA IgG. Namun dari 73
kasus infeksi sekunder, hasil HI yang bersesuaian dengan PRNT hanya 31,5%
sementara ELISA IgG sebanyak 98,6%. Dapat dikatakan HI memiliki performa
yang baik dalam menentukan infeksi primer tetapi kurang baik pada infeksi
sekunder. Analisa statistik juga memperkuat perbedaan performa uwji HI dan
ELISA tersebut dengan nilai p=0 (p<0). Dengan demikian performa ELISA IgG
lebih baik dan dapat dijadikan alternatif pengganti HIl. Berdasarkan titer HI pada
fase konvalesens yang diperoleh dari penelitian ini, kriteria infeksi primer apabila
titer HI <80 dan infeksi sekunder apabila titer HI >1280. Tipe infeksi pada titer HI
antara 160-640 tidak dapat didefinisikan.

Kata kunci: Virus dengue, infeksi primer dan sekunder, HI, ELISA, PRNT
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ABSTRACT

Name S GUSTIANI, S.Si
Program : Biomedical science
Research title Comparison of Hemmaglutination Inhibition Assay and

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Performance in Discriminating Primary and Secondary
Dengue Infections

Dengue infections have become a global concern since its increasing incidence
with almost half of world’s population at risk. Secondary or multiple dengue virus
infection is often implicated in the severity of the diseases. Therefore,
discriminating dengue infection between primary versus secondary is very
important. World Health Organization recommends hemagglutination inhibition
(HI) assay as the reference test to distinguish the infection. But besides its
technical drawbacks, HI interpretations often misclassify between primary and
secondary. In this study, we try to evaluate HI performance by comparing the
assay with Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT). We also evaluate
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) IgG performance as suggested
alternative method. Of 19 primary infection cases determined by PRNT, all of
them (100%) also defined as primary infection by both HI and ELISA I1gG. From
72 of secondary infection cases, only 31.5 % of HI result that had agreement with
PRNT, meanwhile ELISA IgG 98.6%. In this case, we found that HI is good in
determination of primary but poor in secondary infection. Statistical analysis
revealed that HI and ELISA IgG performance is significantly different with p=0
(p<0). This result also indicated that ELISA IgG performance is better than HI
and can be used to replace HI. Furthermore from this study, base on HI titer at
convalescent phase, we concluded that primary infection is classified with titer
<80 and secondary infection at titer >1280. Type of infection with HI titer
between 160-640 can not be determined.

Keywords: Dengue virus, primary and secondary infection, HI, ELISA, PRNT
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG PENELITIAN

Infeksi virus dengue telah menjadi perhatian global seiring dengan
peningkatan insiden dan penyebarannya selama lebih dari 4 dekade. Jumlah
infeksi dengue terus bertambah di daerah endemis seperti Asia Tenggara, Amerika
Selatan dan Pasiftk. Setiap tahun diperkirakan lebih dari 80 juta infeksi dengue
menyebabkan lebih dari 24 ribu kematian dan lebih dari 50 juta penduduk dari
lebih 100 negara beresiko terinfeksi termasuk Indonesia, '

Virus dengue termasuk dalam keluarga Flaviviridae, genus Flavivirus,
terdiri dari 4 serotipe yang berbeda (Dengue 1,2,3 dan 4). Infeksi oleh salah satu
dari keempat serotipe tersebut dapat bersifat asimtomatik atau menyebabkan
manifestasi klinis mulai dari demam dengue (DD) yang ringan sampai dengan
demam berdarah dengue yang parah (Demam Berdarah Dengue/DBD) dan
Sindroma Syok Dengue (SSD) yang fatal. Respon imun terhadap infeksi virus
dengue umumnya menyediakan proteksi yang lengkap dan tahan lama terhadap
strain yang-homotipik, namun proteksi silang (cross-protection) antar serotipe
dengue sangatlah terbatas. Akibatnya, seseorang dapat mengalami infeksi kedua
(sekunder), ketiga (tersier) dan keempat (kuartener) dengan serotipe yang berbeda.

Infeksi sekunder diperkirakan berhubungan dengan resiko yaitu gejala dapat
timbul dengan tingkat keparahan yang tinggi, seperti DBD dan SSD selain faktor-
faktor lainnya seperti virulensi virus dan latar belakang hospes (imunitas, genetik
dan nutrisi).’ Sekitar 80-90% peristiwa DBD/SSD merupakan infeksi sekunder.
Kejadian infeksi sekunder tinggi pada daerah endemis termasuk Indonesia.’ Oleh
karena itu sangatlah penting untuk dapat membedakan jenis infeksi virus dengue
antara infeksi primer dengan infeksi sekunder. Selain penting sebagai nilal
prognostik bagi para praktisi klinis, juga penting untuk lebih mengerti
patofisiologi mengapa keadaan klinis yang lebih berat berhubungan dengan
infeksi sekunder, juga sebagai alat epidemiologi yang berharga dalam

mempelajari infeksi dengue.®
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Uji hambatan hemaglutinasi {Hemagglutination Inhibition/HI) merupakan
uji referensi yang direkomendasikan olah badan kesehatan dunia (World Health
Organi-ation/fWHQ) yang dapat digunakan untuk membedakan antara infeksi
primer dan sekunder. Uji ini bekerja berdasarkan fakta bahwa virus dengue dapat
mengaglutinasi sel darah merah angsa dan efek ini dapat dihambat oleh suatu
antibodi spesifik.? Namun demikian, beberapa peneliti telah meragukan dan
mempertanyakan penggunaan uji HI ini dalam membedakan infeksi primer dari
infeksi sekunder. Menurut Graham dkk,” hasil yang diperoleh dari interpretasi uji
HI akan cenderung lebih banyak mengklasifikasikan infeksi virus dengue sebagai
infeksi primer daripada infeksi sekunder dibandingkan dengan uji Plague
Reduction Neutralization Test (PRNT).

Kekurangan lain dari uji HI adalah tidak spesifik karena antibodi IgG yang
diukur bersifat reaktif terhadap flavivirus Jain. Selain itu ujt ini juga memerlukan
pasangan serum akut dan konvalesens sehingga tidak dapat memberikan hasil
diagnosis dengan segéra. Sebagai alternatif, sekarang ini telah banyak
dikembangkan suatu uji serologi baru berformat Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA).® Uji ini cukup sensitif, cepat dan spesifik dalam mendeteksi
antibodi Imunoglobulin M (IgM) dan Imunoglobulin G (IgG). Uji ini juga dapat

diaplikasikan untuk mengidentifikasi infeksi primer dan sekunder dari suatu

infeksi virus dengue yaitu dengan menghitung Tasio IngIgG,9 mengukur titer

IgG'" atau mengukur aviditas 1gG.’ e Beberapa kit ELISA komersial yang telah
tersedia telah terbukti cukup senmsitif dan spesifik dalam membedakan infeksi
primer dan sekunder menggunakan' sampel serum dari pasien pada fase
konvalesen."?

Uji serologi lain yang juga dapat digunakan untuk membedakan infeksi
primer dan sekunder adalah PRNT.” PRNT merupakan suatu uji yang digunakan
untuk mengukur antibodi netralisasi berdasarkan fakta bahwa virus dengue dapat
menghasilkan efek sitopatik (Cytophatic Efect/CPE) yang teramati sebagat plak
pada kultur sel yang bersesuaian. Dengan adanya antibodi yang spesifik, virus
dengue akan dinetralisasi sehingga CPE yang terbentuk berkurang atau tidak

terbentuk sama sekali . Sampai sekarang PRNT masih ditetapkan sebagai standar

baku emas (gold standard) oleh WHO karena sensitivitas dan spesifisitasnya yang
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tinggi diantara flavivirus dan serotipe virus dengue.® PRNT juga dapat
mengidentifikasi tipe virus di setiap infeksi dengue. Kekurangan utama dari uji
PRNT adalah uji ini tergolong mahal, ;aemerlukan waktu yang lama untuk
mendapatkan hasil dan secaf'a teknik cukup sulit. Oleh karena itu wji ini tidak

umurn dikerjakan di laboratorium-laboratorium.’

1.2, RUMUSAN MASALAH

Walaupun beberapa peneliti telah meragukan akurasi dari uji HI dalam
menentukan infeksi primer dan sekunder, uji ini masih umum digunakan sebagai
referensi pada beberapa studi yang ingin melibat hubungan antara tipe infeksi
dengan keparahan penyakit yang ditimbulkan oleh infeksi dengue'®'? maupun
pada studi yang dilakukan untuk mengembangkan suatu metode serologi
lain.'*"'® Hal ini dapat mengarahkan peneliti pada suatu kesimpulan yang tidak
tepat pada studi-studi tersebut. Sejauh ini dari penelusuran literatur yang telah
dilakukan, belum ada laporan penelitian yang membahas perbandingan antara HI
atau ELISA terhadap PRNT. Kebanyakan hanya membandingkan performa HI
terhadap ELISA atau sebalikmya dan seringkali menggunakan sampel yang
dikoleksi dari pasien di rumah sakit yang telah beberapa hari melewati demam.

Studi ini dilakukan untuk mengevaluasi performa uji HI dan ELISA dalam
membedakan infeksi primer dan sekunder yaitu dengan membandingkan kedua uji
tersebut dengan PRNT. Sampel-sampel yang digunakan diperoleh dari kasus
demam yang telah dikonfirmasi sebagai infeksi dengue. Sebagian besar kasus-
kasus ini berasal dari studi kohort prospektif sehingga selain sampel-sampel yang
diambil saat fase akut dan konvalesen, terdapat pula sampel-sampel dari fase

sebelum sakit (saat sehat) untuk memastikan status imunnya.

1.3. HIPOTESA PENELITIAN

Hipotesa yang dapat dibangun dari penelitian ini adalah HO = uji
ELISA IgG sama baiknya dengan HI dalam membedakan infeksi primer dan

sekunder pada kasus-kasus infeksi dengue.

Universitas Indonesia
Perbandingan performa..., Gustiani, FK Ul, 2009



1.3. TUJUAN PENELITIAN

1.3.1. Tujuan Umum
Secara umum penelitian ini bertujuan untuk memperoleh informasi
mengenai performa uji HI dalam menentukan infeksi primer dan infeksi sekunder

berdasarkan kriteria yang telah ditetapkan oleh WHO.

1.3.2. Tujuan Khusus

Adapun tujuan khusus dari penelitian ini adalah: 1) Membandingkan
ujt HI dan ELISA dalam membedakan infeksi primer dan sekunder menggunakan
sample-sampel yang telah dikonfirmasi sebagai kasus infeksi dengue dan telah
ditetapkan sebagai infeksi primer atau sekunder berdasarkan uji PRNT sebagai
standar baku, 2) Mengajukan modifikasi kriteria interpretasi hasil uji HI (jika
terbukti ujt tersebut tidak akurat), dan 3) Merekomendasikan metode alternatif
{(Jika tersedia).

1.3. MANFAAT PENELITIAN

1.  Pengetahuan mengenai performa uji HI dari penelitian ini dapat diterapkan
untuk menetapkan kriteria HI yang lebih tepat dalam membedakan infeksi
primer dan sekunder. :
Diagnosa infeksi primer dan sekunder yang akurat 2kan membantu analisa
korelasi antara sifat infeksi ini dengan berat ringannya penyakit, sehingga
akan membantu dalam menjelaskan patofisiologi penyakit ini |

2.  Dapat menggunakan metode alternatif lain seperti ELISA IgG yang terbukti
lebih baik dibandingkan HI dalam menentukan infeksi dengue
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. VIRUS DENGUE

Virus dengue sebagail agen dari penyakit dengue termasuk dalam famili
Flaviviridae, genus Flavivirus. Virus dengue terdiri dari empat serotipe yang
secara genetik sama tapi secara antigenik berbeda, yaitu Dengue (DEN)-1, DEN-2,
DEN-3 dan DEN-4. Keempat serotipe tersebut bersirkulasi di Indonesia.'”
Transmisi virus dengue melalui vektor utama yaitu nyamuk Aedes Aegypti yang
umum ditemukan di daerah tropis dan sub tropis.”

Secara morfologis, partikel virus dengue (virion) berbentuk sferikal dengan
diameter berukuran 40-60 nm. Sama halnya dengan Flavivirus lainnya, virus
dengue memiliki genom RNA yang dilindungi nukleokapsid ikosahedral
berdiameter 30 nm dan envelop setebal 10 nm. Genom virus dengue berupa RNA
untai tunggal positif sebesar 11 kilobasa yang terbagi menjadi 3 bagian utama:
daerah yang tidak menyandi protein (Nor Transiated Region/NTR) pada posisi 5’
berukuran 100 pasangan basa (pb), daerah yang menyandi protein (Open Reading
Frame/ORF) dan NTR pada posisi 3” berukuran 450 pb. ORF menyandi 3 protein
struktural dan 7 protein non struktural. Protein struktural terdiri atas protein
kapsid (C), protein premembran/membran (prM/M), dan protein envelop (E).
Protein nonstruktural meliputi protein NS1, NS2a, NS82b, NS3, NS4a, NS4b dan
NS5 (Gambar 2.1).**! Protein E memegang peranan utama pada beberapa proses
penting termasuk proses pengenalan dan pengikatan reseptor, hemaglutinasi sel

darah, induksi respon imun protektif, fusi membran dan perakitan virion.?
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Gambar 2.1. Organisasi genom virus dengue dan protein yang disandi.”

2.2. PATOGENESIS

Tergantung dari faktor-faktor yang mempengaruhi daya tahan tubuh,
latar belakang genetik, nutrisi hospes, virulensi virus dan lainnya, infeksi oleh
setiap serotipe virus dengue dapat bersifat asimtomatik atau menyebabkan salah
satu dari empat derajat keparahan manifestasi klinis, yaitu demam ringan yang
tidak spesifik (undifferentiated fever), demam dengue (DD), demam berdarah
dengue (DBD) dan sindrom syok dengue (SSD).? ‘Infeksi oleh salah satu serotipe
virus dengue umumnya memberikan kekebalan seumur hidup hanya terhadap
serotipe tersebut namun tidak memberikan proteksi silang terhadap serotipe
lainnya. Dengan demikian seseorang yang tinggal di daerah endemik dimana
keempat serotipe dengue bersirkulasi, dapat mengalami infeksi kedua (sekunder),
ketiga (tersier), atau keempat (kuartener).’

Infeksi sekunder diperkirakan sebagai faktor utama penyebab patogenesis
DBD dan SSD disamping faktor-faktor lainnya. Dilaporkan dari studi
epidemiologi yang dilakukan di negara endemik seperti Thailand dan Myanmar
kejadian DBD/SSD rata-rata 42,7 per 1000 kasus infeksi sekunder. Pada kasus
infeksi primer, rata-rata kejadian DBD/SSD hanya 1 per 1000 kasus sehingga
dapat dikatakan kejadian DBD/SSD 40 kali lebih sering pada infeksi sekunder
daripada infeksi primer.”

Berbagai penelitian telah dilakukan selama lebih dari dua dekade untuk
mengidentifikasi mekanisme yang menyebabkan gejala permeabilitas vaskular

dan perdarahan pada infeksi sekunder. Beberapa hipotesis muncul berdasarkan
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data yang diperoleh dari studi-studi yang dilakukan di daerah dimana epidemi
dengue terjadi maupun dari penelitian yang dilakukan secara in vitro. Hipotesis-
hipc:csis utama yang muncul diantaranya adalah teori antibody-dependent

enhancement dan molecular mimicry atau reaksi autoimun. 2%

2.2.1. Antibody-Dependent Enhancement (ADE)

Antibodi dengue heterolog yang telah ada sebelumnya akan mengenali
virus yang menginfeksi, membentuk non-netralisasi kompleks antigen-antibodi
yang akan terikat pada reseptor Fc pada membran sel monosit-makrofag,
menyebabkan infeksi produktif. Antigen virus kemudian dipresentasikan oleh
MHC pada sel makrofag yang terinfeksi dan menyebabkan stimulasi sel limfosit T
CD4" dan CD8'. Pengaruh dari aktivasi sel limfosit T tersebut adalah
dihasilkannya sitokin-sitokin yang selanjutnya mengaktivasi sel lain termasuk
makrofag; mengakibatkan meningkatnya ekspresi reseptor Fe dan MHC. Dengan
demikian terjadi reaksi berantal yang berujung pada konsekuensi imunopatologi.
Faktor-faktor lain, seperti aktivasi komplemen, aktivasi platelet, dan produksi
sitokin yang bersifat sitotoksik termasuk tumour necrosis factor-o (TNF-u),
Interleukin (IL)-1, dan IL-6 oleh makrofag, limfosit dan sel endotel/epitel

berkontribusi dan memperburuk kejadian rangkaian reaksi inflamasi.***

2.2.2. Molecular mimicry

Diketahui bahwa kurang lebih ada 20 asam amino dari protein E virus
dengue memiliki kesamaan sekuens dengan protein dari keluarga faktor
pembekuan (clotting factor), termasuk plasminogen. Lebih jauh, antibodi yang
bereaksi silang terhadap plasminogen muncul selama respon imun terhadap
infeksi dengue terutama pada pasien yang mengalami infeksi sekunder.
Walaupun demikian tidak ada korelasi antara keberadaan autoantibodi tersebut
dengan manifestasi DBD dan SSD, namun diperkirakan berkontribusi dalam
manifestasi perdarahan setidaknya pada kasus DBD. %

Diketahui pula bahwa protein NSI virus dengue memicu pembentukan
antibodi yang bereaksi silang terhadap epitop pada fakior pembekuan darah
(platelet) dan sel endotel manusia. Reaksi silang antara anti-NS1 dengue dengan
sel endotel mengakibatkan disfungsi sel endotel. Anti-NS1 virus dengue

menginduksi apoptosis sel endotel melalui perantara oksidasi nitrat setelah terikat
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pada sel tersebut. Lebih lanjut lagi antibodi ini menginduksi inflamasi sel endotel
dengan mengaktivasi IL-6, IL-8 dan CCL2. CCL2 merupakan protein yang dapat
mereduksi perlekatan kuat antar sel enduiel vaskular. Protein ini terdeteksi dalam

konsentrasi tinggi pada pasien DBD dan SSD.2%

2.3. KINETIK RESPON ANTIBODI TERHADAP INFEKSI VIRUS
DENGUE
Ada dua pola respon imun yang dibedakan terhadap infeksi virus
dengue, yaitu respon imun primer dan respon imun sekunder (anamnestik). Pada
infeksi primer, antibodi yang yang pertama muncul dan dominan adalah IgM.
Setidaknya pada 50% pasten yang terinfeksi virus dengue, IgM terdeteksi pada
hari ketiga sampai kelima periode demam dan pada akhirnya semua pasien akan
memiliki IgM yang terdeteksi 2 hari setelah defervesens (demam hilang). Level
IsM akan terus meningkat dan mencapai puncaknya dalam 2 minggu, turun
dengan cepat selama 2 minggu berikutnya, kemudian tuﬁm perlahan-lahan dan
mulai tak terdeteksi selama 2-3 bulan setelah infeksi.”’ IgG anti-dengue terdeteksi
pada fase demam atau fase awal konvalesens, segera setelah IgM muncul. Pada
infeksi primer ini 1gG terdeteksi dalam level yang rendah sedangkan IgM jauh
melebihi level 1gG  dalam 2-4 minggu, oleh karena itu infeksi primer
dikarakterisasikan dengan tingginya fraksi IgM ahti-dengue ;ian rendahnya fraksi
IgG anti-dengue (Gambar 2.2).°
Karakter infeksi sekunder adalah rendahnya fraksi IgM anti-dengue dan
tingginya fraksi IgG anti-dengue. 1gG terdeteksi dalam level tinggi bahkan pada
fase akut dan menigkat drastis dalam 2 minggu, sedangkan level IgM cenderung
sangat rendah (bahkan tidak terdeteksi) dan hanya terjadi peningkatan sedikit
dibandingkan dengan IgG. Kinetik dari respon IgM pada infeksi sekunder lebih
bervariasi. Secara umum IgM muncul pada akhir fase demam. Peningkatan dan
level puncaknya jauh lebih rendah dari infeksi primer. Pada lebih dari 50%
peristiwa infeksi sekunder, TgM anti-dengue turun drastis dan menjadi tak

terdeteksi dalam 30 hari (Gambar 2.2).>%
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Gambar 2.2. Kinetik antibodi IgM dan IgG selama infeksi primer dan sekunder virus dengue. Hari
ke-x merupakan muncalnya gejala, biasanya 2 sampai 5 hari. Hari ke-y mengindikasikan
berakhimya demam, biasanya 5 sampei 7 hari.®®

2.4. DIAGNOSIS INFEKSI PRIMER DAN SEKUNDER VIRUS DENGUE

Dua metode dasar dalam menetapkan diagnosis infeksi dengue yaitu
dengan mendeteksi virus dengue atau antigen lainnya atau deteksi antibodi
terhadap virus dengue (serologi). Penerapan kedua metode tersebut memerlukan

pengetahuan yang tepat mengenai kinetik dari replikasi virus dan respon antibodi

hospes (Gambar 2.3).>
Maque reduction neutralisation test
Haemagglutination inhibition
1gM and IgG ELISA
Rapidtests
Virus solation
Moleculartechniques

Dengue antigen capture ELISA

Dengue antibodies

Mosquita
bite

Day of ilness

Gambar 2.3. Peristiwa infeksi dengue dan diagnosa laboratorium.”
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Deteksi antigen dapat dilakukan menggunakan teknik virus isolasi, teknik
molekular {misalnya teknik polymerase chain reaction), atau deteksi protein NS1
virus antigen dengan teknik ELISA. Uji untuk deteksi antibodi meliputi uji finsasi
komplemen (complement fixation), Hl, ELISA, dan uji netralisasi. Namun
demikian penentuan infeksi primer atau sekunder hanya dapat dilakukan dengan
mendeteksi antibodi terhadap virus dengue, diantaranya yaitu dengan uji

netralisasi (PRNT), vji HI, dan enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).°

2.4.1. Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT)

Pada tahun 1952, Dulbeco dkk memperkenalkan metode uji plak (plaque
assay) untuk beberapa virus. Uji tersebut bekerja berdasarkan keadaan bahwa
virus dapat menghasilkan efek sitopatik (CPE) yang teramati sebagai plak pada
kultur sel yvang bersesuaian. CPE yang terbentuk ini memungkinkan kuantitasi
virus dalam format plague jforming unit (PFU). Pada tahun 1962 PRNT
dikembangkan untuk menghitung titer antibodi netralisasi terhadap virus dengue
Serum yang diencerkan berseri diinkubasi dengan virus pada konsentrasi tertentu
dimana pada konsentrasi tersebut virus dapat menghasilkan jumlah PFU konstan
yang diinginkan. Dengan adanya antibodi yang spesifik, virus dengue akan
dinetralisasi sehingga CPE yang terbentuk berkurang atau tidak terbentuk sama
sekali. Reduksi plak tersebut mengekspresikan titer antibodi netralisasi terhadap
virus dengr.:e.”‘28 ‘

Pada uwji PRNT, serum yang diencerkan berseri kelipatan 4 ditambahkan
dengan suspensi virus dalam perbandingan volume yang sama dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 1 jam. Suspensi virus biasanya mengandung 20-50 PFU
tergantung kultur plate yang digunakan. Campuran serum-virus {alu ditambahkan
ke kultur sel dan dibiarkan selama 2-3 jam agar virus terabsorbsi ke dalam sel.
Kultur sel yang bersesuaian untuk uji PRNT umumnya adalah sel LLC-MK2, sel
Vero, dan sel Baby Hamster Kidney 21 (BHK21). Setelah inkubasi selama 5-7
hari pada suhu 37°C, sel akan membentuk monolayer pada dasar plate. Sel yang
terinfeksi virus akan terlepas dari dasar plate dan terbuang pada proses pencucian,
kemudian ketika diwarnai akan terlihat sebagai plak pada dasar p/afe (Gambar
2.4). Titer antibodi dihitung menggunakan metode log probit berdasarkan plak

yang dihitung pada setiap sumur plate. Endpoint dari titrasi adalah pengenceran
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tertinggi dari serum yang dapat mereduksi jumlah plak sebanyak 50-90%. ***%
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Gambar 2.4. Skema prinsip kerja dari PRNT

Hasil PRNT biasanya akan memperlihatkan reakst monotipik pada peristiwa
infeksi primer. Titer antibodi tertinggi vang ditunjukkan oleh PRNT homolog
terhadap tipe virus dengue yvang sedang menginfeksi. Pada infeksi sekunder, titer
antibodi yang tinggi diperlihatkan terhadap setidaknya 2 atau bahkan keempat
serotipe dengue, dan juga terhadap flavivirus lainnya. Titer antibodi netralisasi
tertinggi pada sampel konvalesen yang ditunjukkan oleh hasil PRNT merupakan
antibodi terhadap serotipe virus yang menginfeksi sebelumnya, hal ini dikenal
sebagai original antigenic sin theory.>™

PRNT merupakan uji serologi tradisional yang paling spesifik dan sensitif.
Selain dapat membedakan tipe infeksi, PRNT juga dapat menentukan serotipe
dengue dibandingkan dengan HI dan uji serologi lainnya. Kekurangannya adalah

uji ini tergolong mahal, memerlukan waktu yang lama untuk mendapatkan hasil
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dan secara teknik cukup sulit® Perkiraan biaya pemeriksaan dengan uji PRNT
yang dilakukan di laboratorium US NAMRU-2 adalah sekitar $10 per sampel dan
hasilnya baru bisa diperoleh setelah 4-6 hari. Selain itu uji PRNT sendiri termasuk
bioassay in vitro yang cukup kompleks dikarenakan banyaknya inter- dan intra-
variasi yang terlibat dalam pengerjaannya. Variasi umumnya berupa galur sel
yang digunakan, preparasi virus dan sejarah pasasinya, dan kultur sel yang
digunakan untuk preparasi virus. Dengan demikian hasil yang didapat juga cukup
variatif sehingga sulit untuk mengintetpretasikan data PRNT dan mengidentifikasi
infeksi dengue sebelumnya. Walaupun sampai saat ini upaya untuk menetapkan
standar interpretasi hasil uji PRNT sedang berlanjut, namun uji ini masih
dijadikan standar baku emas dalam mendeteksi antibodi netralisasi oleh

WHO .Y

2.4.2. Uji Hambatan Hemaglutinasi (HI)

Uji HI dikembangkan oleh Casals dan Brown pada tahun 1954. Uji HI
bekerja berdasarkan pengetahuan bahwa virus dengue termasuk dalam salah satu
virus yang mempunyai kemampuan untuk berikatan dengan sel darah merah dari
spesies mamalia atau avian tertentu sehingga terjadi aglutinasi. Antibodi spesifik
terhadap virus dengue tersebut dapat menghambat proses aglutinasi sel darah

merah. Bila di dalam sampel uji mengandung antibodi, maka virus akan terikat

‘membentuk kompleks antigen-antibodi. Ketika ke dalam reaksi tersebut

ditambahkan sel darah merah, virus tersebut tidak dapat lagi berikatan dengan sel

- darah merah. Dengan demikian, aghitinasi sel darah merah oleh virus juga tidak

terjadi. Aglutinasi sel darah merah ditunjukkan dengan terbentuknya anyaman
aglutinasi antar sel darah merah dengan perantaraan antigen yang tampak sebagai
endapan merata yang tersebar pada sumur. Hambatan aglutinasi ditunjukkan
dengan absennya anyaman aglutinasi dan tampak sebagai titik atau area endapan
sel darah merah (Gambar 2.5).7
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1. Sampel serum 2. \irus dengue 3. Sel darah merah angsa

Sampel tidak

mengandung . .
ab virus
dengue u

Sampel
mengandung
ab virus
dengue

-
¥
L]

Gambar 2.5. Skema prinsip kerja uji HI

Sel darah merah yang dapat digunakan pada uji HI terhadap dengue adalah
sel darah merah angsa dan sel darah merazh manusia golongan O. Sel darah merah
angsa diperoleh dari angsa betina dewasa (Anser cinereus). Aglutinasi sel darah
merah bergantung pada pH dan konsentrasi antigen. Antigen dengue umumnya
diperoleh dari virus dengue yang diinokulasi pada otak tikus (suckling mice/Mus
musculus) atau kultur sel. Konsentrasi antigen dihitung dalam satuan unit HA
(haemagglutination). Satu unit HA adalah titer tertinggi dari antigen yang masth
mampu menyebabkan aglutinasi sel darah merah secara maksimum.?’

Antibodi HI terhadap dengue bereaksi silang terhadap flavivirus bahkan
dengan keempat serotipe lainnya.?'9 Penelitian yang dilakukan oleh Anantapreecha
dkk* memperlihatkan titer HI pada level yang hampir sama antara keempat
serotipe baik pada fase akut maupun konvalesens sehingga uji HI tidak dapat
digunakan untuk menentukan serotipe dengue yang sedang menginfeksi. Namun
demikian dengan tingginya reaksi silang tersebut, penggunaan antigen dari
serotipe apapun virus dengue akan cukup untuk mengatakan seseorang pernah
atau sedang terinfeksi.

Interpretasi uji HI didasarkan pada titer dan waktu setelah munculnya gejala.
Endpoint titrasi adalah pengenceran tertinggi dari serum yang dapat menghambat
aglutinasi sejumlah konsentrasi standar tertentu antigen. Hasil positif terhadap
infeksi dengue ditunjukkan dengan adanya kenaikan titer 4 kali atau lebih antara

serum akut dan konvalesen. Jika titer HI >2560 dikategorikan sebagai infeksi
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sekunder dan titer <1280 sebagai infeksi primer.5™

2.4.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA telah banyak digunakan untuk diagnosa serologi infeksi virus
dengue dikarenakan pengerjaannya yang mudah dan simpel, reprodusibel dan
semi-otomatis sehingga memungkinkan pengerjaan sampel dalam jumliah besar.
Nilai tambah lainnya dari uji imi adalah kemampuannya untuk membedakan
infeksi primer dan sekunder.”’

ELISA baru diperkenalkan oleh Innis dkk pada tahun 1989° untuk
mendeteksi antibodi IgM dan IgG anti-dengue. Pada format ini sumur-sumur
mikrotiter dilapisi anti-human IgM atau IgG. Sampel serum [alu ditambahkan dan
diinkubasi, dilanjutkan dengan penambahan antigen dengue virus, antibodi
sekunder yang dikonjugasi dengan horseradish peroksidase (HRP), enzim substrat
dan kromogen. Jika di dalam sampel serum terdapat antibodi IgM atau IgG, maka
antibodi tersebut akan terikat pada anti-human IgM/IgG, berikutnya antigen virus
akan terikat pada antibodi IgM/IgG, dan antibodi sekunder terikat pada antigen.
Warna akan terbentuk ketika enzim substrat berikatan dengan HRP pada antibodi
sekunder. Warna yang dihasilkan dari reaksi tersebut diukur kerapatan optiknya
(OD) dengan spektrofotometer (Gambar 2.6).2

1. Serurnsampel 2. Anti-lgM/G-HRP 3. Substirat
Sampel dgn Ab
thd virus dengue B
A A A A A A 'i 5\ 5\
L R XK L X K 2 8 &
Sampel tanpa
Ab thd virusg
dengue e
P
e 008 298 | X XK )
¢ Dengue Ag
v Konjugat A Antibodi thd dengue dalam sampe)
e« Substrat

Gambar 2.6. Skema prinsip kerja ELISA

Kini banyak kit ELISA komersial yang sudah dibuat dan beredar di pasaran.

Kit-kit tersebut menawarkan sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi dalam
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mendeteksi antibodi dengue dibandingkan dengan metode.in—house konvensional
yang diperkenalkan oleh Innis dkk tersebut® De souza dkk' telah menguji
peiforma Dengue Virus IgG DxSelect™ (OUS) dari Focus Diagnostics, salah satu
kit ELISA komersial, dalam membedakan infeksi primer dan sekunder.
Determinasi infeksi dengue dilakukan baik berdasarkan nilai indeks titer IgG, nilai
indeks aviditas IgG dan nilai rasio IgM/IgG. Ketiga pendekatan tersebut
memberikan hasil yang sangat baik dilihat dari nilai sensitivitas (100%) dan
spesifisitasnya (95,7-97,8%), menjadikan kit ini dapat diandalkan. Selain itu juga
biaya pemeriksaan dengan kit ini sekitar $6 dolar per sampel dan dapat diketahui
hasilnya dalam 3-4 jam,
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BAB II1
BAHAN DAN CARA KERJA

3.1. WAKTU DAN TEMPAT PENELITIAN

Penelitian dilakukan di laboratorium United States Naval Medical
Research Unit 2 (US NAMRU-2), departemen virologi, Jakarta mulai bulan
Oktober 2008 hingga April 2009.

3.2, STRATEGI PENELITIAN

Sampel-sampel yang digunakan pada penelitian ini berasal dari kasus
yang telah terkonfirmasi sebagai infeksi dengue dengan uji  Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), isolast virus dan ELISA
IgM. Penelitian dilaksanakan dengan melakukan uji HI, ELISA IgG dan PRNT.
Ketiga wji tersebut dilakukan pada sampel pasien fase akut, konvalesens dan pra
sakit/saat sehat (jika tersedia) dari beberapa studi. Data yang diperoleh dari ketiga
uji tersebut dianalisa secara statistik dan dibandingkan satu sama lain untuk
melihat performa (sensitivitas, spesifisitas, positive dan negative predictive
vailues) serta kemampuan masing-masing uji dalam menentukan infeksi primer

dan sekunder (Gambar 3.1)

Pasien Dengue

Konfirmasi dengan
hasil RTPCR, ELISA IgM, Isolasi virus

L J
rSampel pra-sakit, akut dan konvalesen

v
|  PRNT |

!

| Inf. primer—l—l—[ Inf. sekunder |

Gambar 3.1. Skema strategi penelitian
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3.3. BAHAN

3.3.1. Koleksi Sampel

Sampel serum yang digunékan pada penelitian ini dikoleksi dari
beberapa studi surveilans, yaitu
1) Studi kohort prospektif infeksi dengue pada pekerja pabrik di Bandung,
2) Studi kohort prospektif pada keluarga dan tetangga terdekat penderita infeksi
dengue (studi kiuster) di Bandung dan Jakarta,
3) Studi chikungunya di Jakarta.
Serum fase akut diambil ketika peserta studi berobat ke klinik atau puskesmas dan
fase konvalesens diambil setidaknya tujuh hari kemudian, Serum fase pra-sakit
diambil antara | minggu sampai 3 bulan sebelum peserta studi sakit. Jumlah kasus
infeksi dengue yang dimasukkan dalam penelitian ini adalah 92 kasus yang terdiri
dari 39 sampel pra-sakit, 92 sampel! akut serta 92 sampe! konvalesen sehingga
total jumlah keseluruhan sebanyak 223 sampel.

3.3.2. Bahan untuk uji PRNT

Uji PRNT menggunakan bahan berupa sel Baby Hamster Kidney-21
klon 15 (BHK-21Cl115) dari American Type Cell Collection (ATCC); virus
referensi berupa virus dengue 1 (16007), dengue 2 (16681), dengue 3 (16562), dan
dengue 4 (1036); positif sera standar berupa Hyperimmune Ascitic Fluid (HMAF)
antibodi anti-denguc 1 (ATCC VR 71, nomor katalog V574-701-562), HMAF
antibodi anti-dengue 2 (New Guinea VR 222, nomor katalog V575-701-562),
HMAF antibodi anti-dengue 3 (H87 VR216, nomor katalog V576-701-562),
HMAF antibodi anti-dengue 4 (ATCC VR217, nomor katalog V557-701-562),
diluen untuk antigen virus dan sampel serum berupa Minimal Essential Medium
Hank's (MEM-H) [Sigma/nomor produk M1018] pH 7,4 yang mengandung 2%
heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS)[Gibco/nomor katalog 26140-079] dan
1% antibiotik Penicillin-Streptomycin (1000 units/ml}{Gibco/nomor katalog
15140-148]; medium untuk pertumbuhan (growrh medium) sel BHK-21Cl1S
berupa MEM-H yang mengandung 10% FBS dan 1% antibiotik; medium untuk
overlay berupa 1,5% Carboxymethylcellulose (CMC) [Sigma/nomor katalog C-
4888] dalam 1X MEM tanpa phenol red [Sigma/nomor produk M3024] yang
mengandung 15% FBS, 0,3% sodium bikarbonat [Gibco/nomor katalog 11810-
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025] dan 1% antibiotik; larutan pewarna (staining solution) berupa campuran
1,6mM Naphtol-blue black [Sigma/nomor katalog 19524-3], 0,16M sodium asetat
[Sigma/nomor katalog S-5636], dan 6% asam asetat glasial [Sigma/nomor katalog
A-0808].

3.3.3. Bahan antuk uji HI

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam uji HI ini terdiri dari larutan
borate saline (BS) berupa NaCl 0,12M, H;BO; 0,05M, NaOH 0,024N; kaolin 25%
dalam BS pH 9.0; Bovine Albwmin dalam BS (BABS) 0.4% pH 9.0; sel darah
merah angsa pekat; sel darah merah angsa 0,4% dalam BS pH 6,4; antigen virvs
dengue-3 dengan titer sebesar 4-8 HA (Hemaglutinasi) unit, kontrol referensi

serum positif dan negatif.

3.3.4. Bahan untuk uji ELISA IgG

Uji ELISA IgG dilakukan menggunakan kit ELISA IgG komersial
Dengue Virus IgG DxSelect™ (QUS) dari Focus Diagnostics, Amerika Serikat.
Bahan-bahan yang dipakai dan tersedia dalam kit ini berupa 96 sumur mikro yang
sudah dilapisi antigen virus dengue 1-4 yang murni dan inaktif, goat anti-human
IgG (spesifik terhadap fragmen Fc) yang dikonjugasi dengan peroksida, diluen,
dapar pencuci (wash buffer) berupa surfaktan di dalam Phosphat Buffer Saline
(PBS), reagen substrat berupa tetramethylbenzidjne (TMB) ‘dan hidrogen -
peroksida dalam dapar, reagen penghenti reaksi (stop reagent) berupa asam sulfat

1 M, kontro! positif dan negatif untuk reaksi, dan IgG cut off calibrator.

3.4. CARA KERJA
3.4.1. Uji PRNT

a.  Preparasi virus

Untuk preparasi virus, masing-masing stok virus dengue 1-4 referensi
diencerkan dengan diluen MEM-H dengan FBS 2% pada konsentrasi tertentu
dimana pada konsentrasi tersebut virus akan membentuk 20-30 plak ketika
diinokulasi pada sel BHK21Cl15.
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b.  Preparasi antibodi (sampel serum dan kontrol)

Untuk sampel serum yang akan diwji, termasuk kontro! positif dan negatif,
diencerkan sebesar kelipatan 4. Sebanyak 20 pl serum ditambahkan dengan diluen
MEM-H FBS 2% 180 pl untuk mendapatkan pengenceran 1:10. Kemudian 50 ul
dari pengenceran 1:10 tersebut dipindahkan ke tabung pengenceran baru dan
ditambahkan diluen sebanyak 150 pl untuk mendapatkan pengenceran 1:40.
Sebanyak 50 pl dari pengenceran 1:40 dipindahkan lagi dan ditambahkan 150 pl
diluen untuk menghasilkan pengenceran 1:160, begitu seterusnya untuk
mendapatkan pengenceran 1:640, 1:2560 dan 1:10240. Sebanyak 100 pl dari

setiap pengenceran tersebut dipindahkan ke tabung baru.

c.  Preparasi sel BHK21CIlI5

Sel BHKCI15 yang berusia dua hari disiapkan dan dipastikan bebas dari
kontarninasi baik jamur maupun bakteri. Medium pertumbuhan sel dibvang dan
sel dicuci dua kali menggunakan tripsin. Terakhir tripsin ditambahkan dan
didiamkan selama 5 menit sehingga sel terlepas dari dasar flask. Sel kemudian
dihitung menggunakan bilik hitung dan diencerkan untuk mencapai jumlah sel
sebesar 3 x 10° sel/ml menggunakan medium pertumbuhan MEM-H dengan FBS
10%. Sebanyak 1 ml dari sel tersebut lalu dibagikan ke setiap sumur dari plate.

d. PRNT untuk sampel serum dan kontrol

Masing-masing virus dengue 1-4 hasil pengenceran sebelumnya (bagian
a) ditambahkan ke semua tabung yang sudah berisi sampel serum pengenceran
1:10 sampai 1:10240 (bagian b) dan dicampur dengan sempurna. Campuran lalu
diinkubasi pada 37°C dalam inkubator dengan CO; sebesar 5% selama 1 jam.
Setiap 15 menit masa kubasi, rak berisi tabung reaksi digoyang-goyang agar
campuran tercampur baik dan reaksi berjalan sempumna. Setelah 1 jam, 2 x 50 ul
(duplo) campuran virus-sampel serum ditambahkan ke sumur plate yang sudah
berisitkan sel BHK21Cl15 (bagian c). Plate digoyang perlahan agar sel dan
campuran virus-sampel serum tersebar merata. Plate diinkubasi selama 3 jam atau
sampai sel terlihat menempel di dasar sumur. Medium overiay CMC ditambahkan
ke setiap sumur sebanyak | mi. Plare lalu diinkubasi pada 37°C dalam inkubator
dengan CO; sebesar 5% selama 4-5 hari untuk dengue 2, 5-6 hart untuk dengue
1,3 dan 4.
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e.  PRNT untuk kontrol titer plak

Ke dalam delapan tabung pengenceran baru diisikan masing-masing 100
1] diluen MEM-H 2% FBS. Virus dengue 1-4 hasil pengenceran (bagian a)
ditambahkan ke dalam tabung tersebut (masing-masing duplo) dan dicampur
dengan batk. Campuran lalu diinkubasi pada 37°C dalam inkubator dengan CO,
sebesar 5% selama 1 }am. Perlakuan selanjutnya sama dengan perlakuan terhadap

sampel serum dan kontrol (bagian c).

€. Pewarnaan

Semua cairan yang ada dalam sumur plate dituang ke dalam wadah
pembuangan yang berisi larutan kloroks 10% untuk mendekontaminasi sisa-sisa
virus dan sel dari reaksi. Plate kemudian dicuci dengan air keran yang mengalir
dengan hati-hati. Larutan pewarna 1 ml ditambahkan dengan segera dan dibiarkan
selama 1-3 jam. Plate lalu dicuci kembali dari larutan pewarna dan dikering-

anginkan. Jumlah plak yang dihasilkan dihitung.

f.  Penghitungan reduksi titer plak 50% (50% plague reduction)

Aktivitas antibodi netralisasi ditentukan dengan menghitung jumlah
reduksi plak yang dihasilkan virus pada sample serum yang diuji dibandingkan
dengan jumlah plak yang dihasilkan virus pada kontrol titer plak, Reduksi jumlah
plak sebanyak 50% ditetapkan sebagai endpoint dari aktivitas netralisasi.
Perhitungan reduksi 50% ini dilakukan menggunakan program SPSS 9.0 dari
windows dengan memasukkan besarnya titrasi, jumlah plak dari tiap titrasi dan
jumlah plak dari kontrol, kemudian dianalisa dengan melihat nilai probit pada

posisi 0.50.
34.2. Uji HI

a.  Absorbsi Kaolin

Absorbsi kaolin dilakukan sebagai perlakuan awal sampel serum untuk
menghilangkan penghambat non-spesifik. Di dalam tabung, 50 pl serum dicampur
dengan 200 pl BS pH 9,0. Campuran lalu diinaktivast dengan menginkubasi
dalam waterbath pada suhu 56°C. Setelah 30 menit inkubasi, 250 pl suspensi
kaolin 25% ditambahkan dan divorteks tiap 5 menit selama 20 menit. Campuran

disentrifugasi pada 2000 rpm selama 20 menit pada suhu ruang. Campuran lalu
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ditambahkan sel darah merah angsa padat 100 pl dan diinkubasi pada suhu 4°C
selama 30 menit dengan agitasi setiap 10 menit. Terakhir campuran disentrifugasi
pada 1500 rpm selama 10 menit dza serum (supernatan) dipindahkan ke tabung
baru. Serum siap digunakan dalam reaksi HI selanjutnya atau disimpan pada 4°C

atau -20°C jika tidak segera digunakan.

b.  Titrasi antigen dan Uji Hemaglutinasi (HA)

Uji HA dilakukan untuk menentukan besarnya titer antigen virus yang
digunakan untuk uji HI selanjutnya yaitu sebesar 8 unit HA. Satu unit HA adalah
pengenceran tertinggi dari antigen virus dengue yang masih dapat
mengagglutinasi sel darah merah angsa secara maksimal. Sumur mikrotiter dari
plate diisi dengan 25 pul BABS pH 9,0. Pada sumur pertama ditambahkan 25 pl
antigen virus dengue-3 yang sudah diencerkan 1:10 menggunakan BABS dan
dilakukan pengenceran serial sampal pada sumur kesebelas (1:20480). Setelah
pengenceran selesal, 25 ul BABS kembali ditambahkan ke dalam setiap sumur
berisi antigen tersebut. Campuran diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam. sel
darah merah angsa yang sudah diencerkan dengan dapar pH 6,4 (merupakan hasil
optimasi sebelumnya), ditambahkan sebanyak 50 pl. Setelah inkubasi selama i
jam pada suhu ruang, pola hemaglutinasi dalam sumur dibaca. Nilat titer antigen
adalah pengenceran ftertinggi yang masih memperlihatkan hemaglutinasi.
Hemaglutinasi- ditunjukkan dengan terbentuknya anyaman aglutinasi antar sel
darah merah dengan perantaraan antigen yang tampak sebagai endapan merata
yang tersebar pada sumur. Delapan unit HA diperoleh dari membagi besarnya titer

tersebut dengan delapan.

¢.  Hambatan hemaglutinasi

Pada setiap sumur mikrotiter (kecuali sumur pertama dan kedua) diisi
dengan 25 pl BABS. Pada sumur pertama dan kedua ditambahkan 50 ul sampel
serum (bagian a). Pengenceran dimulai dari 1:10 dengan mengambil 25 pl serum
dari sumur kedua dan dipindahkan ke sumur ketiga, begitu seterusnya sampat
mencapai pengenceran 1:10240 pada sumur keduabelas. Sumur pertama berfungsi
sebagai kontrol serum. Antigen yang diencer<an dengan BABS sebesar 8 unit HA
{bagian b) ditambahkan pada tiap sumur sebanyak 25 pl kecuali pada sumur

pertama. Plate lalu diagitasi menggunakan microshaker selama beberapa detik.
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Setelah diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam, ke dalam sumur ditambahkan
sel darah merah angsa dengan pH yang bersesuaian terhadap antigen yang
digunakan (pH 6,4) sebanyak 50 pl dan diagitasi dengan microshaher selama
beberapa detik. Plate didiamkan pada suhu ruang selama 1 jam dan pola

hemaglutinasinya kemudian dibaca.
3.4.3. Uji ELISA IgG

Uji ELISA IgG dilakukan dengan uwrutan kerja mengikuti petunjuk
penggunaan kit. Serum sampel yang sudah diencerkan dengan diluen sebesar 1:10
dimasukkan ke dalam sumur mikro titer sebanyak 100 pl dan diinkubasi ada
suhu ruang selama 1 jam supaya antibodi spesifik yang terdapat di dalam serum
berikatan dengan antigen. Sumur lalu dicuci dengan dapar pencuci untuk
menghilangkan reaktan non-spesifik. Sebanyak 100 pl konjugat peroksida
ditambahkan dan diinkubasi selama 30 menit. Sumur kembali dicuci untuk
menghilangkan konjugat yang berlebih. Reagen substrat kemudian dimasukkan ke
dalam sumur sebanyak 100 pl untuk memberi warna pada campuran reaksi.
Setelah 10 menit inkubasi pada suhu ruang, reagen penghenti reaksi ditambahkan.
Sumur yang mengandung positif antibodi akan berubah warna dari biru menjadi
kuning pada proses penambahan ini. Warna yang dihasiikan tersebut diukur OD-

nya dengan menggunakan spekirofotometer pada panjang gelombang 450 nm.

3.4.4. Analisa Statistik

Data yang diperoleh dari ketiga uji di atas diolah dengan menghitung
nilai sensitivitas, spesifitas, negative predictive value (NPV) dan positive
predictive value (PPV), Performa HI dan ELISA dibandingkan secara statistik

menggunakan uji chi-square dengan program STATA dari windows.

Universitas indonesia
Perbandingan performa..., Gustiani, FK Ul, 2009



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. ANALISA HASIL PRNT, HI DAN ELISA

PRNT merupakan uji yang mendeteksi antibodi netralisasi terhadap
dengue. Pada penelitian ini titer antibodi netralisasi dihitung berdasarkan reduksi
plak sebesar 50%. Untuk berbagai tujuan penelitian lain, titer antibodi netralisasi
dapat dihitung pada reduksi >50%. Namun endpoint 50% merupakan yang paling
akurat. Presentase reduksi yang lebih besar akan meningkatkan spesifisitas namun
menurunkan sensitivitas uji PRNT.*® Contoh pembacaan hasil PRNT disajikan
pada lampiran 1.

Pada uji HI, hambatan hemaglutinasi ditunjukkan dengan absennya anyaman
aglutinasi yang tampak sebagai titik atau area endapan sel darah merah. Nilai titer
antibodi ditunjukkan oleh pengenceran serum tertinggi yang memperlihatkan
tidak terjadinya (terhambatnya) hemaglutinasi seperti yang ditunjukkan pada
Lampiran 2.

Hasil yang didapat dari uji ELISA berupa nilai indeks relatif terhadap cur-off
calibrator. Nilai indeks tersebut dihitung dari nilai OD setiap spesimen dibagi
dengan nilai OD dari cur-off calibrator. Pada lampiran 2 diperlihatkan contoh OD
hasil pembacaan ELISA dan nilai indeks titer [gG yang diperoleh.

4.2. KRITERIA HASIL POSITIF DAN NEGATIF

Hasil PRNT dikatakan negatif atau tidak terdapatnya antibodi terhadap
virus dengue di dalam sampel serum apabila tidak terjadi reduksi plak sebesar
50% pada titer 1:10 terhadap keempat serotipe dengue. Sedangkan pada HI, hasil
negatif apabila tidak terjadi hambatan aglutinasi pada titer <10. Untuk uji ELISA
IgG hasil negatif ditunjukkan dari nilai indeks <1, sesuai dengan instruksi
protokol produsen kit Dengue Virus IgG DxSelect™ (OUS) dari Focus
Diagnostics (Tabel 4.1).
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Tabel 4,1, Contoh hasil positif dan negatif uji PRNT, HI dan ELISA pada spesimen yangdiuji

<0 | <10
92912001 < | <10 | <10 | <10 ) <10 | <0 | «b | <t ] 037
4122001 | 155607 14216.1 3316.6 | 26027 | 47089 | 4393% | 1375 | 6408 | 1280 | 2026
R/2001 | 41582 1 >1000 [ 285612 787 | 16497 ¢ >1000 | 21014 § 145,03 { 2560 | 12397

Crafik korelasi antara titer PRNT dan titer HI ditunjukkan pada grafik 4.1
dar. korelasi dengan angka indeks IgG tampak pada grafik 4.2. Terlihat hubungan
yang kurang bagus® antara titer PRNT dan titer HI (R=0,489), sedangkan korelasi
antara titer PRNT dengan indeks IgG memperlihatkan hasil yang lebih
baik (R=0,51).
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Grafik 4.1, Korelasi antara titer PRNT dengan titer HI
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Grafik 4.2. Korelasi antara titer PRNT dengan nilai indeks ELISA IgG

4.3. SENSITIVITAS DAN SPESIFISITAS UJI HI DAN ELISA 1gG

Performa uji HI dan ELISA dalam mendeteksi antibodi di dalam sampel
serum dilihat dengan menghitung nilai sensitivitas dan spesifisitas keduva uji -
tersebut terhadap PRNT. Total jumlah spesimen yang dikerjakan pada penelitian
ini sebanyak 223 sampel- serum, terdiri dari sampél pada fase pra—sakit (jika
tersédia), akut dan konvalesen. Hasil dari ketiga uji tersebut disajikan pada tabel
4.2,

Tabel 4.2. Hasil yang diperoleh pada uji PRNT,
HI dan ELISA dalam mendeteksi antibodi

PRNT R ELISA
Positif 200 195 197
Negatif 23 28 26

Dart 200 sampel yang positif dengan PRNT, sebanyak 185 dan 192 positif
dengan H! dan ELISA IgG. Dari 23 sampel yang negatif dengan PRNT, 13 dan 18
sampel juga negatif dengan Hi dan ELISA IgG. Tabel 2x2 dari uji PRNT terhadap
HI dan PRNT terhadap ELISA IgG disajikan pada tabel 4.3 dan 4.4.
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Tabel 4.3. Perbandingan performa HI terhadap PRNT dalam
mendeteksi antibodi

PRNT
-+ -
(n =200} (n=23)
HI + 185 10
{n =195}
3 15 13
(n=28)

Tabel 4.4. Perbandingan performa ELISA terhadap PRNT dalam
mendetekst antibedi

PRNT
+ %
(n = 200) (n=23)
ELISA
o t 192 5
g (n=197)
- 8 18
(n = 26)

Dengan demikian nilai sensitivitas HI adalah sebesar 92,5%, spesifisitas
56,5%, PPV 94.4% dan NPV 46,4%. Untuk uji ELISA IgG, nilai sensitivitas
sebesar 96%, spesifisitas 78,3%, PPV 97,5% dan NPV 62,9%. Secara keseluruhan
hasil tersebut memperlihatkan performa ELISA IgG lebih baik dibandingkan
dengan HI namun perbedaan tersebut secara statistik (uji chi-square) tidak
signifikan (p>0,05; CI 95%) (Tabel 4.5). Keadaan tersebut disebabkan karena
jumlah spesimen negatif yang kurang banyak sehingga nilai spesifisitas dan NPV
antara ELISA dan HI tidak berbeda bermakna.
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Tabel 4.5. Nilai sensitivitas dan spesifisitas BI dan ELISA

HI ELISA Nilai p
Sensitivitas 92.5% 96.0% 0.13
Spesifisitas 56.5% 78.3% 0.11

PPV 94.9% 97.5% 0.18

NPV 46.4% 69.2% 0.09

4.4. DETERMINASI INFEKSI PRIMER DAN SEKUNDER VIRUS

DENGUE BERDASARKAN PRNT, HI DAN ELISA

Klasifikasi infeksi primer berdasarkan PRNT dalam penelitian ini yaitu
apabila titer sampel pra-sakit atau akut negatif terhadap semua serotipe dengue.
Kasus infeksi sekunder diindikasikan dengan adanya positif titer pada serum pra-
sakit dan akut kemudian terjadi kenaikan titer pada sampel fase konvelesen dan
tingginya reaksi silang terhadap keempat serotipe (Tabel 4.6).”

Kriteria HI dalam menentukan infeksi primer dan sekunder ditetapkan WHO
berdasarkan pemeriksaan virologi dan imunologi secara ekstensif terhadap pasien
dengue di laboratorium US Army, Bangkok, Thailand. ' Pada penelitian ini,
kriteria infeksi primer dan sekunder infeksi dengue mengikuti kriteria yang
ditetapkan WHO (Tabel 4.7). Suatu kasus infeksi dengue dikategorikan sebagai
infeksi primer bila terjadi serokonversi atau titer antibodi <1280 pada fase
konvalesen. Infeksi sekunder apabila titer HI >2560 dengan interval akut-

konvalesen selama 7 hari atau lebih (Tabel 4.6).

Tabet 4.6, Determinast infeksi primer dan sekunder berdasarkan PRNT, IgG dan ELISA

Gengle | sainpele] Sampal | Kalelit | DU | 33750% | DA | D320 DTS0% | Dik
Pra-sas | 50059 | 26201 | <10 | <10 | <0 | <l | <10 | <i0
T | Aoz | 50059 [432001| <0 | <0 | <10 | <10 | <10 | <10
cemee | Roaw | 50059 | 20900 | 1969 | &0 | 4 | 185 | 3 | 82

Pra-sakd | 30258 | 151000 3297 | 424 [ 1835 [ 797 | %06 | <10 | MI§| 22 [ 5257 | 160
Tk | At [ 50238 6120000 §273 ) 146 | 216 | 2805 | 1BY | 504 | 1382 ) 158 | B1%6 | 3
sckunder| Komw | 50258 | 19/12/00 {3280824| 2860.2 | >1000 § 12333 { 5416 | 7171 | >1000 | 1753 | 1214 | 10240
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Tabel 4.7. Kriteria infeksi primer dan sekunder berdasarkan titer H] yang ditetapkan oleh

WHO.
Antibody S1—82 Convalescent Interpretation
Response Interval titre (any dengue
antigen)
> 4x rise > 7 days <1:1280 Definite infection, primary
> 4x rise any specimen > 1:2560 Definite infection, secondary
> 4x rise <7 days <1:1280 Definite infection, possible
primary or secondary
No change any specimen > 1:2560 Presumed infection,
secondary
No change > 7 days <1:1280 Not dengue
No change < 7 days < 1:1280 Uninterpretable
- One specimen =1:1280 Uninterpretable

Dari hasil ELISA IgG, infeksi primer dan sekunder diklasifikasikan
berdasarkan nilai indeks titer IgG pada sampel serum fase pra-sakit, akut dan
konvalesen, Kasus infeksi primer ditetapkan jika nilai indeks IgG negatif (<1)
pada fase pra sakit diikuti dengan serokonversi pada serum akut dan peningkatan
indeks pada fase konvalesen untuk kasus yang memiliki ketiga fase sampel.
Untuk kasus dengan sampel fase akut dan konvalesen saja, indeks IgG negatif -
(<1) pada fase akut yang disertal dengan serokonversi pada sampel konvalesen.
Kasus infeksi sekunder ditetapkan apabila nilai indeks IgG positif (>1) pada fase
pra-sakit dan meningkat pada fase akut dan konvalesen (Tabel 4.6)."

4.5, PERFORMA HI DAN ELISA IgG DALLAM MENENTUKAN INFEKSI
PRIMER DAN SEKUNDER

Ada 2 alasan utama mengapa penting untuk dapat membedakan suatu
infeksi dengue sedini mungkin menggunakan uji yang mudah dan simpel. Alasan
yang pertama adalah informasi mengenai tipe infekst dengue berguna dalam suatu
studi epidemiologi untuk mengetahui apakah insiden dari keparahan kasus dengue
seccra signifikan lebih tinggi pada infeksi sekunder dibandingkan infeksi primer.
Kedua, dengan mengetahui status imun dari pasien yang terinfeksi dengue, para

praktisi klinis akan lebih waspada terhadap kemungkinan keadaan pasien
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berkembang menjadi lebih parah terutama pada pasien yang tinggal di daerah
endemik seperti Indonesia. Pada daerah endemik, kasus infeksi sekunder akan
lebih tinggi dibandingkan Iifeksi primer. Menurut hipotesa ADE, infeksi
sekunder merupakan faktor penyebab resiko terjadinya keparahan infeksi dengue
seperti DBD dan SSD."

Uji HI oleh banyak peneliti dirasakan mempunyai banyak kekurangan.
Oleh karenanya perlu untuk melakukan evaluasi performa HI dan mencari metode
alternatif lain yang lebih mudah dan sensitif termasuk dalam mendefinisikan
infeksi dengue. Perkembangan diagnosa antibodi dengue mengarah pada ELISA
sebagai kandidat. Namun kebanyakan studi yang telah dilakukan hanya
membandingkan performa ELISA déngan HI semata.'®'®'™'® Seperti telah
disinggung sebelumnya, HI sebagai metode yang direkomendasikan WHO dinilai
seringkali kurang tepat dalam mengklasifikasikan (misclassified} infeksi primer
dan sekunder virus dengue jika mengacu pada kriteria yang ditetapkan WHO
tersebut.>*? Penelitian yang dilakukan disini befupaya untuk menjawab peniiaian
tersebut. Performa uji HI dan ELISA IgG dalam membedakan infeksi primer dan
sekunder dibandingkan dengan uji PRNT sebagai standar baku emas WHO.

Sejumlah 92 kasus infeksi dengue telah diuji dengan PRNT. Sembilan belas
kasus menunjukkan infeksi primer sementara 73 kasus infeksi sekunder. Dari 19
kasus infeksi primer diatas, seluruhnyé (106%) termasuk  infeksi primer
berdasarkan ELISA IgG sementara dari 73 kasus infeksi sekunder, 72 kasus
(98,7%) juga terinasuk dalam infeksi sekunder berdasarkan ELISA IgG (Tabel
4.8).

Hasil yang diperoleh dari uji HI pada infeksi primer seluruhnya (100%)
sesuai dengan hasil PRNT. Namun untuk determinasi infeksi sekunder, performa
HI jauh lebih rendah yaitu hanya 23 (31,5%) kasus yang berarti terdapat 50
(68,5%) kasus infeksi sekunder berdasarkan hasil PRNT yang ditetapkan sebagat
infeksi primer oleh HI (Tabel 4.8). Hal tersebut mengindikasikan performa HI
sama bhaiknva dengan ELISA [oG dalam menentukan infeksi primer, namun untuk
infeksi sekunder secara signifikan (p=0) lebih buruk. Jadi dalam penelitian im
performa ELISA IgG yang sangat bagus dan dapat diandalkan dalam menentukan

infekst sekunder. Dengan nilai p=0, hipotesa penelitian ini ditolak yang berarti
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bahwa performa HI dan ELISA IgG tidak sama baik atau dapat dikatakan ELISA
IgG lebih baik dibandingkan dengan HI.

Tabel 4.8. Performa HI dan ELISA IgG dalam membedakan
infeksi primer dan sckunder

PRNT
Infeksi Primer Infeksi Sekunder
HI 19/19 100,0% 23/73 31,5%
IeG 19/19 100,0% 72173 98,6%

p=0(CI 95%)

Sejalan dengan pendapat Graham dkk’, hasil HI yang diperoleh pada
penelitian ini cenderung mengklasifikasikan infeksi dengue sebagai infeksi primer
daripada infeksi sekunder, Pertimbangan yang diajukan oleh Graham dkk’
berkaitan dengan hasil HI tersebut adalah ada suatu fraksi antibodi HI yang tidak
diketahui terdegradasi seiring dengan wakiu sehingga memberikan hasil di bawah
batas ambang deteksi. Namun dalam penelitian ini sampel seram diuji dalam
kurun waktu yang tidak terlalu lama setelah pengambilan. Kemungkinan
pertimbangan lainnya adalah diperkirakan kriteria interpretasi titer HI yang
ditetapkan WHO belum dengan tepat memberikan batasan atau freshold dalam

membedakan infeksi primer dan sekunder.

4.6. KATEGORI INFEKSI DENGUE BERDASARKAN TITER HI PADA
FASE KONVALESEN DIBANDINGKAN PRNT

Seperti yang telah dibahas sebelumnya, klasifikasi berdasarkan
interpretasi titer HI yang mengacu pada standar WHO lebih banyak
mengkategorikan infeksi dengue sebagai infeksi primer. Tabel 4.9 dan grafik 4.3
memperlihatkan perbandingan titer HI pada fase konvalesen terhadap PRNT.
Semua kasus pada titer <80 merupakan infeksi primer dan infeksi sekunder pada
titer >1280 dibandingkan dengan PRNT. Hasil kontras terhadap kriteria WHO
ditunjukkan pada titer 160-640 dimana presentase infeksi sekunder pada interval
tersebut cukup besar (73,3-92,9%).
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hasil PRNT.
PRNT
Titer | Jumlah Infeksi primer Infeksi sekunder
HI kasus Jll.{lmlah o Jumlah o,
asus kasus
<80 13 13 100,0% 0 0,0%
160 4 1 25,0% 3 75,0%
320 15 4 26,7% 11 73,3%
640 14 1 7,1% 13 92,9%
>1280 45 0 0,0% 45 100,0%

120.0%

TITER HI FASE KONVALESENS VS PRNT

100.0% -
80.0% -
60.0% -
40.0% -
20.0% -

0.0%

100.0%

750%

160

0,
- : 929% 100.0%
73.3%.

0.0%
320 =1280
HITITER

B primer
B sekunder

Grafik 4.3, Perbandingan titer HI fase konvalesens dengan presentase infeksi
primer dan sekunder berdasarkan PRNT.

Dari data di atas dapat diambil kesimpulan bahwa infeksi primer hanya

dapat ditentukan jika titer HI pada fase konvalesen <80 dan infeksi sekunder pada

titer >1280. Pada titer antara 160 dan 640, infeksi dengue tidak dapat

didefinisikan melihat kejadian infeksi primer dan sekunder pada interval tersebut

hampir sama besarnya. Dengan intepretasi infeksi primer atau sekunder seperti ini

akan mempengaruhi hasil berbagai studi yang menggunakan HI dengan kriteria

WHO dalam menentukan infeksi virus dengue. Sebagai contoh pada beberapa

studi epidemiologi yang menganalisa korelasi berat ringannya penyakit dengan

tipe infeksi yang dilakukan di Thailand' atau pada studi yang dilakukan Becerra

dkk" yang menganalisa konsentrasi protein interleukin-1 receptor-like ! (IL-1

RL-1/8T2) pada pasien dengan infeksi primer dan sekunder. Contoh lainnya yaitu
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ketika HI dijadikan referensi pada studi yang mengevaluasi performa ELISA

dalam menentukan infeksi dengue.'®'"!8
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BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. KESIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dari hasil penelitian ini yaitu:

1.  Berdasarkan nilai sensitivitas, spesifisitas, PPV dan NPV, performa ELISA
IgG dalam mendeteksi antibodi terhadap virus dengue pada penelitian ini
lebih baik daripada HI walaupun secara statistik tidak berbeda secara
signifikan dengan nilai p>0,05.

2. Uji ELISA maupun HI memiliki performa yang baik dalam menentukan
infeksi primer, yaitu 100% bersesuaian dengan hasil PRNT.

3. Hasil ELISA yang bersesuaian dengan PRNT mencapai 98,6% sedangkan
hasil HI hanya sebesar 31,5%. Hasil analisa statistik juga menunjukkan
perbedaan yang bermakna antara ELISA dan HI dalam menentukan infeksi
sekunder, yaitu dengan mnilai p=0 (p<0,05). Dengan demikian hipotesa
ditolak dan ELISA IgG lebih baik dibandingkan dengan HI.

4, Semua hasil HI pada titer konvalesen <80 merupakan infeksi primer,

" sedangkan semua nilai HI dengan titer konvalesen >1280 merupakan infeksi
sekunder. Hasil HI pada titer 160-640 tidak dapat didefinisikan tipe
infeksinya.

5. ELISA IgG, terutama ELISA kit komersial yang digunakan dalam penelitian
ini, dapat dijadikan sebagai alternatif dalam menentukan suatu infeksi

dengue menggantikan HI.

5.2. SARAN

Walaupun dari penelitian ini telah diperoleh informasi mengenai
performa HI dan ELISA IgG dalam menentukan infeksi dengue, namun penelitian
lanjutan masih dirasa perlu datam hal:

1. Melakukan studi lanjutan dengan jurlah kasus infeksi primer yang lebih
banyak agar diperoleh perbandingan yang lebih berimbang dengan infeksi

sekunder sehingga diperoleh analisa statistik yang lebih akurat dan dapat
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ditetapkan kriteria atau batasan yang lebih tepat dalam menentukan infeksi
primer dan sekunder dengan uji HI.
Menggunakan kit ELIS.A komersial lain yang iebih murah dan mudah

didapat agar dapat dibuktikan performanya dan digunakan sebagai alternatif
selain HI.
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Lampiran 1. Contoh pembacaan hasil PRNT

o Kentrol titer plak

- L
2

a Sampel #1

Dilusi sampal zerum

U Sampel #2

Dilugl sampel garum

Dllus] sampel sarum

Difusl Rata.rata Y
Jumiah plak | Reduksi
1:10 0.6 o814 %
1:40 0.6 98.14%
1:160 3 828 %
1:540 § 778 |, Reduksl50%
1 : 2560 195 217T%
1:10240 25 J.70%

Dilusi Ratarata %
Jumlah plak | Reduksl
1:10 55 0% ~+— Tidak ada reduksl
1:40 295 0%
1:180 25 0%
1:640 28 08
1:2860 24 0%
110240 a9 0%

Gambar hasil uji PRNT dan penghitungan titer antibodi netralisasi. Hasil positif adanya antibodi di
dalam sample serum ditunjukkan oleh sampel nomor 1. Reduksi plak sebanyak 50% dibandingkan
dengan kontrol titer plak terletak pada posisi dilusi antara 640-2560 yang berarti titer antibodi
yang dapat menyebabkan reduksi plak 50% secara garis besar adalah antara 640-2560. Untuk
mendapatkan nilai titer antibodi netralisasi secara detail dilakukan dengan penghitungan
menggunakan analisa probit program SPSS dari windows. Hasil negatif ditunjukkan oleh sampel
nomor 2 dimana tidak terjadi reduksi plak sebesar 50% pada dilusi 1:10.

Universitas Indonesia

Perbandingan performa..., Gustiani, FK Ul, 2009



[ |

39

Lampiran 2. Contoh hasil uji HI dan nilai indeks ELISA

Titer 1: 160

Titer 1:10240
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Gambar hambatan aglitinasi yang ditunjukkan oleh terbentuknya titik endapan sel darah merah di
dasar sumur. Titer antibodi yang ditentukan dari besarnya dilusi yang masih dapat menghambat
aglutinasi sel darahh merah. Pada fase akut titer antibodinya adalah sebesar 160 dan pada fase akut

sebesar 10240.

Tabel contoh nilai QD yang diperoleh dari mesin pembaca ELISA dan nilai indeks IgG yang
dihitung dengan membagi nilai OD terhadap nilai cutet-off

No No sampel oD - Cut-off - _ Nilai indeks
1 2005909936 0,1 0,264 0,379
2 2005910243 2,871 0,264 10,889
3 2005910183 2,586 0,204 9,808
4 2005910585 2,030 0,264 7,699
5 2005908436 0,110 0,264 0,417
6 2005910744 0,932 0,264 3,535
7 2005910985 0,119 0,264 0,451
8 2005912338 0,348 0,264 1,320

Perbandingan performa..., Gustiani, FK Ul, 2009

Universitas Indonesia




40

Lampiran 3. Persetujuan kode etik studi kohort prospektif infeksi dengue pada

pekerja pabrik di Bandung
MINISTRY OF HEALTH
NATIONAL INSTITUTE
OF HEALTH RESEARCH AND DEVELOPMENT AT
1019
H Fervetakan Negara No. 39 Fats (924 £2437)0
Jakeria LRSS0 Feomall  : sechanClidbing dephesposd
Ratak Py L126 Fatkarrs 10012 Werdile Megitawwthacy deplezedd
Teip. th1ly 424 108K
No.. LE OR ORSREJL/0/ 2007 2
N
0 TN
T.R Jones e
US NAMRU-2 i 7 -

Lfumntatas Ve 7

r}:—"‘
Subject: IRB Approval {or the Extension of Study Project : »;u

Rel: (a} Prospective Study of Dangue Fever and Dengue Hemorrhagic Fever in a Cohort of Adutt
Factory Workars in Bandung (0006.0001}

(&} NIHRD Ethica! Clearance doled June 19, 2007 ; No. KS.02.01.2.1.2776

This refers 1o your tolter datod Octobor 30, 2007, No, Ser 031/070124, on lhe sbove mentioned
subject

Tha Committee on Health Research Ethics of NIHRD, after conducling reviaw on the Gontinuing
Reviewt Repont of this project, has decided Lo apdrove on the extension of the study through
Oclober 30, 2009, The IRB has issuad (his approval sccording (o the delayed of this study for 10
months ond necrunl of dengue cases otcurted slowar than anticipated. Please submit the progress
repcrt of this peolect for annual revieaw, The next scheduled review of this study vill be conducted no
Iater Lhan 1 Novermber 2008 {1 year priot Lo this spproved date).

Should thote be sny other modification andior extension of the study, the Principal lnvestigater &
reqidred fo resubmit e protocol for approvel. Also, please submit the final summary report to
NIHRD Health Research Ethics Comemilise.

Thank yeu vary much for your kind cgoperation.

Sincorely yours,

Commitlee ol Health Research

;c?;//:haf' (%2%’?/\/

CR. M. Sudomo
oo
1. DG o!NIHRD
2. Heag of Center for R & D of Biomodical and Pharmacy, NIHRD
3. Direclor of US NAMRU-2 :
4, IRB Char of US NAMRU-2 T
5. Timothy H. Burgoss, MD., MPH e I
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Lampiran 4. Inform consent studi kohort prospektif infeksi dengue pada pekerja
pabrik di Bandung.

PERSETUIUAN UNTUK BERPARTISIPAS] SECARA SUIKAIRELA
CALAM PEMELITIAN

Studi praspextif demam dengue dan deram berdarah dengus pada suatu papulasi pakerja
pabrik dewasa di Bandung

1. Kami mangajak anda untuk secara sukarela bersartisipag dalam swuci yvang berjudul "Studi
prospektif demam d2ngue dan demam berdarah dengue pada suaty populas! pekeria
pabrik cewasa di Bandung”, Maksud de-i studi ini adalah untuk mempelajar lebib jauh
tentang penyakit dengue sada mesyarakat pekerja di Bandung. Partisipasi anda dalam
studf Ini sepenulinya bersifal sukarela, Sebelum memutuskan vituk berpartisipasi,
diharapkan anda dapat membaca dengan teliti informasi berliust Ini yang menjeiaskan
tentang apa yeng akan anda dapatkan. Tidak ada biaya apapun yang akan dibebankan
atas partisipasi anda. Sllahkan mengajukan pertanyaan bla ada bal-hal yang belum
dimengertl. Anda horus mengarti bahwa bila anda memutuskan untuk menolak
berpartisipasi, anda masih tetap berhak mandapatkan semua fasiitas pelayanan kesehatan
yang telah disediakan bagi ka~yvawen di dalam perusahaan anda. Bila anda bersedia untuk
berpartisipasi dolam studi yeng akan berjalar selama 3 tshun inl, maka anda akan:

3. Dimrinta untuk menjawab beberapa pertanyaan yang berhubungan dengan
keschatan anda. Scorang petugas kesehatan yang mengerti tantang studi ini
glcan memberikan nenje asan blla anda memiliki pertanyaan seputar penaiitian
Ini. Selanjuliya, stkitar salu sendok makan darsh akan diambil dari lengan
anda. Scbagian darzh anda akan dioeriksa untuk melihat ada tidaknya anemia
{kurang darah] dan panyakit hat atau ginjal. Daran anda juga axkan diperiksa
untuk memastlkan ada tdaknya fnfeksi denygue. Semua pemeriksaan yang akan
dilaxukar padz anda tersebut bersifat gratis, Bila hasil parreriksaan kiinks
menunjukksn kalau anda menderita aneimia atay SuUatu gangguan darah, ancda
tdak dapat m::lanjutkén pertisipasi anda dalam studi ini.

b. Setelan penpambitan darsh yang pertama 1, <ami akan menganbll kemball
darah anda sebanyak 1 sendok teh setiap ampat bulan selame tiga tahun.
Darah-carah iri akan diperiksa uniuk mengetahu. apakah anda pernah terpapar
dengan virus dengue selama penode panglitian inl,
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Lampiran 4. (Lanjutan)

2. Selama survey serologls tiga tahun ini, sejumlah sampel darah akan diambll dari anda,

. Manfaat langsung bagi anda sepanjang pelaksanaan studi ini meliputl suatu pemerlksaan

. Partisipasi anda dalam studi inl sepenufinya bersifat sukarela, Anda dabat memutuskan

¢. Bila anda mengalami demam setelah keiikutsertaan anda, anda harus mepemul
dokter perusahaan sesegera rungkin. Bila mereka mencurigal bahwa anda
telah terinfekst virus dengue, maka 10 ml darah anda (dua sendok teh) akan
diambil pada saat tu juga. Dva minggu kemudian, setelah anda sembuh dard
sakit, kembali 5 ml {satu sendok teh) darah anda akan dlambil.

d. Bila anda menderita demam dengue atau demam berdarah dengue anda akan
dirawat. DI rumah sakit, darah anda akan diperiksa dan akan dilakukan
pemeriksaan ultrasonogrefi (USG). Pemeriksaan ini menggunakan gelombang
suara untuk mendeteksl calran di dalam tubuh anda dan tidak menimbulkan
rasa sakit. Biaya pemeriksaan ini tidak akan dibebankan pada anda.

€. Kecuali biaya-blaya tambahan setelah tujuh hari, semua blaya yang dikenakan
selama masa perawatan yang tidak ditanggung oleh asuransi JAMSQSTEK anda
akan disediakan oleh studi ini,

Proses pengambilan darah Inl mungkin akan menimbulkan rasa tidak nyaman dan sedikit
rasa sakit pada tempat dimana jarum dimasukkan dalam lengan anda. Kemungkinan
timhuinya infekst sangat ke¢il. Tidak ada resiko yang ditimbulkan akibat pemerksaan USG
ataupun X-ray, kecuali resike yang sanigat kecil yang mungkin ditimbulkan setelah
dilakukannya X-ray pada seorang wanita yang sedang hamil, Berkaltan dengan
pemeriksaan X-ray pada seorang wanita yang sedang hamil, akan disediakan perlengkapan
pelindung tambahan.

medis dan kllnis selama keikutsertaan. Meskipun tidak ada keuntungan langsung bagl
anda, studi ini bisa memberikan informasi penting tentang resiko kejadian penyakit dengue
di lingkungan tempat kerja anda.

untuk tidak mefanjutkan partisipasi anda dalam studi inl kapan saja tanpa kehilangan
keuntungan apapun yang seharusnya anda terima bila anda tidak berhenti. Bila anda
memutuskan untuk tidak lagi berpartisipasi, harap menghubungl Dr. Herman Kosasih pada
nomor tefepon 021-421-4457 ext. 1575 untuk meyakinkan proses pengunduran diri anda.
Jika ada pertanyaan yang sifatnya Imiah, huburgi Dr. Herman Kosasih atau Dr, Patdck
Slair pada nomor telepon 021- 4214457 ext. 1583. Jika anda mempunyal pertanyaan
fentang aspek medis, luka-luka atau kekhawatiran tentang kesehatan atau keselamatan
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Lampiran 4. (Lanjutan)

yang berkaitan dengan partisipasi anda, anda bisa menghubungi Dr. Jonathan S. Glass
pada nomoar telepon 021-4214457 ext. 1236. Untuk pertanyaan mengenal aspek etika dari
studl ini, hak anda sebagai peserta sukarela atau masalah apapun yang berhubungan
dengan perlindungan peserta sukarela, hubungi Ketua Komisi Etik Penelitian Kesehatan
(IRB), Dr. Willlam Rogers, NAMRU-2, Komplaks P2ZM/LITBANGKES, JI. Percetakan Negara
No. 29, Jakarta, Indonesia (Telepon: 021-4214457),

5. Segala informasi yang diperoleh dalam studi ini akan dijaga kerahasiaannya dan dipellhara
sebagaimana mestinya. Ini berarti bahwa semua formulir dengan nama atau identitas anda
lalnnya akan disimpan dalam kantor tertutup di pusat pelayanan kesehatan anda atau
Naval Medical Research Unit #2 (Jakarta,Indenesla). Hanya orang-orang yang secara resmi
terlibat dalam studi ini yang bisa mengakses database ini. Hasil-hasil pemeriksaan
laboratorium akan di berikan kepada dokter anda. Database yang akan dlproses tdak akan
mencantumkan nama anda.

6. Pada saat menandatanganl fermulir persetujuan ini berarti anda telah mengetauhui bahwa:

a. Saya telah diberi penjelasan bahwa NAMRU-2, Jakarta bertanggung jawab
untuk penyimpanan surat persetujuan saya serta catatan penelitian sehuungan
dengan keikutsertaan saya dalam studi inl. Data Inl akan disimpan ditempat
yang aman dl NAMRU-2, dan dj RSHS Bandung.

b. Saya telah mengajukan sejumiah pertanyaan pada kertas terfamnplir, dan
jawaban-jawaban tertulis yang telah diberikan oleh peneliti dapat saya mengerti
dan memuaskan. Saya mengertl apa yang telah dijelaskan dalam surat
persetujuan tentang keikut sertaan saya dalam studi ini. Saya
(membutuhkan/tidak membutuhkan) keterangan lebih lanjut untuk menentukan
keputusan saya untuk secara sukarela ikut berpartisipasi.

<. Sava (memberikan/tidak memberikan} izin untuk menggunakan sampel darah
yang saya berikan untuk melakukan studi penelitian yang fain dalam bldang
penyaklt infeksi, Saya mengerti bahwa jika darah saya digunakan dalam studi
yang lain, nama dan keterangan pribadi lainnya akan dihilangkan dari sampel
dan sampel akan diperiksa tanpa mengetahut darf mana sampef berasal.

d. Dengan membubuhkan fanda-tangan saya di bawah Ini, saya nyatakan
persetujuan saya untuk ikut berpartisipasi dalam penelitian seperti telah
dijelaskan kepada saya, dan menyatakan telah menerima kopi dari form inl
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untuk Keperiuan catatan prisadi saya.

* Saya menjamin bahwa saya telah menerima satu kodi dari forrmn persetujiran ini dan
mengerti bahwa dengan menandatangani form ini, menunjukkan kesedizan saya umuk
berpartisipasl secara sukarela dalam studi Inl”

/ /
NAMA SUKARELAWAN TANDA TANGAN TANGGAL
/ /
INAMA SAKS] TANDA TANGAN TANGGAL
/ /.
NAMA PENEUITI TANDA TANGAN TANGGAL

Purlanyaan dari Peserta:

Javiaban dari Peneliti

I certify that this is a true and accurate translation of the consent form

Dr Zen Hafi, U.S NAMRU-2, American Embassy Jakarta, Unit 8132 NAMRUTWO,
FPQ AP 96520-8132, Phone. 62-21-4214457 ext. 1587
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Lampiran 5. Persetujuan kode etik studi kluster di Jakarta dan Bandung,
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Lampiran 6. Inform consent studi kluster di Jakarta dan Bandung untuk
kasus indeks

“Pengembanganlencrapan Mcetoda Penclitian Pada Kelompok Tertentu Untuk Deteksi
Dini Kasus Dentam Dengue dan Demam Berdarah Denpue™

Persetujuan untuk berprntisipasi sceara sukarela
Untuk penderita yang sedang dirawat di nimab sakit mau uniuk kasus indeks

1. Anda (atau anak anda) adalah satu diantam 6.000 orang yang diminta umuk ikuz berpartisipasi seeara
sukarela dalam suatu kajian penclitian begjudul "Pengembangan pencrapan metoda penetitian Pada
kelompok testentu uniuk deteksi dini kasus demam dengue dan demam berdarah dengue”™, Demam
dengue (DD} dan/atau demam berdarah dengue (DBD)Y adalak sunts penyakit yang discbabkan oleh
virus yang ditularkan oleh nyamuk. Di Indonesia DD dan DBD tegjadi di semua propinsi dan telah
lama menyebabkan banyak kematian, khususaya pada anak-anak,

Maksud dari kajian ini adalah:

Mempelajari bagaimana tbul anda melawitn keman-kuman yang membuat anda sakit saat anda
terkena dengue.

Sclama anda (atau anak anda) ikt serta dalam penelitian ini, kami akan meminta anda (atau anak
anda) untuk menjawab dafiar pertanyaan secara [isan yang berhubungan dengan keschatan anak anda
(atau anak anda). Anda {(atau anak anda) akan diambil darahnya setiap hari scbanyak | sendok teh
selama dirawat di rumah sakit dan dua minggu kemudian untuk diperiksa adanya infeksi dengue di
laboratoritm sccara cuma-cuma. Pengambilan daral ini merupakan prosedur yang biasa difakukan
guna memantau kondisi penderita penyakit dengue. Anda (atou ansk anda) akan dinilai setiap hari
menurut kebijaksanean yang sama seperti yang diterapkan mimah sakit terhadap penderita yang bukan
pesertn kajian ini, kecuali anda (atau anak anda} akan dinilai dengan prosedur witrasonografi,
Ultrasenografi adalal suatue prosedur vang mirip dengan foto rontgen, tetapi menpgunakan
gelombang suara untuk menilai pambaran di dalam twbuh, Maksud dari prosedur ini adalah untuk
mengetahui apakah ada kebocoran cairan vang masak kedalam rongga deda atan perut. Ande (atau
anak anda) akan mempernleh semua pemeriksaan tersebut diatas secam cuma-cuma.

2. Para peneliti berpendapnt bahwa risiko atau rasa tidak nyaman bagi anda (atau anak anda) tidak
seberapa dan hanya berupa ristko yang berfiubungan denpan pengambilan derah. Risike bahwa dapat
terjadi sesuata pada anda {atau anak anda) senpat kecil, dan hanya berupa rasa sakit sedikit dan
kemerahan ditempat darnh diambil dan kemungkinan pingsan. Ada kemungkinan yang sangat keeil
tesjadi infeksi ditempnt daruh diambil. namusn hal ini tidak mungkin terjadi karena petugas yang
mengambil darah anak anda akan membersihkan dahulys bagian dimana darak akan diambil dan
menggunakan peralaton yang steril, Tidak ada mau kecil sekali risiko berhubungan dengan prosedur
u]tmsnno;,nf Jika terjadi kejadian atau sakit schagai akibat pantisipasi anda (atau anak anda) pada
penelitian ini, sepenit adanyy infeksi pada tempar pengambilun darah. make pt.m.lluan akan
menanggung biaya pengobatannya.

3. Manfaat langsung yang dapat anda (atou anak anda) harapkan adzlzh pemeriksean ultrasonografi don
pemcriksaan protein total serta albumin unfuk mendeteksi adanya kebocoran cairan plasma, yang
biasanva tidak dilakukan pada pasicn biasp. Manfaai bagi dokter anak anda dan bagi pejabat
kesehatan Indonesia adalah bahwa mereka akan [ebih memahami pesyakit ini.

4. Pilikan lain sclain penclitian dan prosedur ini adalah anda (atau anak anda) tidak ikt berpartisipasi
dan anda akan mendapatkan perawalan sesuai dengan standar rumah sakit (diawasi derpgan ketat dan
pemeriksaan darah lengkap)
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Kerahasiaan tentang keikutsertaon anda (ateu anak andz) dalam penclitian inf akan dijamin ofeh

Dr. Timothy Burgess. Bila ada pertanyaan mengenai penelitian ini, hasap anda menghubungi dokter

dokter berikut ini:

- Untuk pertanyaan mengenai segi medis ataw penelitian (ilmiab). hubungi Dr. Timothy Burgess
(021-4214458-03 ext. 1573). Dr. Djoke {021-4261088), Dr. Tmang {021-2033274) atau Dr.
Socsilowati Sovrachmad (021-5682011-124), Dr Bachti (022-2038986). Dr Djamika Sctiabudi
(022-2035957).

- Unwik penanyaan mengenad segi medis, Juka atan pertaayaan temtang kesehatar dan Keselamatan
berkenaan dengan keikinsertann anak anda sau peserta sukarcla yvang lain, hubungi 1Dr, Narain
Punjabi di NAMRU-2. Kompleks PIM/LFFBANGEKES, 1§, Percetakan Neguarn 29, Jakarta,
Indonesia (021-4213438 ext. 1233).

- Untuk pertanyann mengenai segi etis dari kajian ini. mengenai hak anak anda sebagai peserta
sukarela, stau hal yang berkaitan dengan perlindungan bagi peserta sukarela penelition, hubungi
Ketsa Komisi Etik Penclitian Keschatan (IRB), Dr, William Q. Rogers, di NAMRU-2, Jakarta,
Indonesia, Kompleks P2MAITBANGKES. I, Percetakan Negara Mo, 29, Jakana, Indonesia {021-
4214457 through 4463),

Keikutsertaan anda (atou anak anda) sepentthnyva bersifut sukarcla, Ands (atau anak anda) tidak akan
dikenakan sanksi bila tidak mao ikut berpastisipasi. Andn dnpat sewalktu-waktu menghentikan
keikutscniaan anda (atau anak anda) bila anda (atnn anak andz) menghendakinya. Bilz anda/ia
berhenti berpartisipasi, anda/ia tidak akan dikenakan sanksi.

Saya/anak saya telah diberitabu bahwa NAMRU-2, Jakarte. Indonesia benanggung jawab atas
pertyimpanan surs! persetujuan anaek saya serta catatan penclitian vang berhubungan dengan
keikutsertnan anak saya dalam penelitian ini. Cntatan ini akan disimpan ditempat yang aman di
NAMRL-2, lakarta.

Saya telah memahami scrla puas dengan jawaban yang diberikan eleh para peneliti dalam
menanggapt perfanyaan saya. Saya mengerit apa yang tefah dijelaskan dalam surat persetujuan
mengenai keikutsertaan sayafanak saya dalam penclitian ini. Saya (memerlukan/tidak memerfukan)
Leterangar lebib lanjuwt untuk mengambil keputusan untuk keikutsertaan sava/anuk save deugan
sukarela.

Saya (mengizinkan/lidak mengizinkan) digunakannyva sampel darab vang anak saya berikan uniuk
miclakukan kajian penclitinn lain mengenai penyakit menular. Saya mengerti bahwa kalou darah sava

" {atan anak saya) dipakat untuk kajian-kajian lain, maka nama dan keterangan lain mengenai jatidiri

saya (atau anak saya) akan dihapus dari sampe! darah it dan sampel wersebut akan diperiksa tenpa
diketatni dari siapa sampel ite beeasal, fika anda tidak meogijinkan, maka sampel tersebot akan
dimatikan kumannya dengan pemanasan tingai autoclave) dan langsung dibuang segera setelah
pemeriksann-pemeriksaan yang dibutuhkan eleh penclitian int sclesai dilaksanakan.

. Dengan membubuhkan tanda tangan saya dibawah ini, saya berikan persewjuan saya (anak saya)

dengan sukarela uniuk ikut berpartisipasi dalam penclitian sehagaimana tefah dijelaskan kepada saya,
dan menyatakan telah menerima tentbusan surat ini guna catatan saya pribadi.

Nama peserta sukargla : Umur

Adamat peserta sukarclar
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il

Tanda tangan peserta sukarela anak-anak HR/BLAN
Persetujuan dart anak ybs (umur >§-18}

/ /
Nama & Tanda tangan wali peserta sukarele (umur 4-18) HE/BLATH
_J'—-_a-.—!—a——
Nama dan Tanda tangan Seksi HR/MBL/TUH
(bukan pencliti atav orang ¥ bekena pada penclition)
Nema dan Tanda tangan Pencliti atau orang HR/BL/TH

yang telah menjelaskan isi dari surat persetujuan ini

"l certify this is a true and accurate translation of the consent form”

Or. Zen Haf, US NAMRU.2, American Embassy Jakaria, Unit 8132 NAMRUTWG,
FPO AP 86520-8132, Ph. 62-21-4214460 ext. 1583
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Lampiran 7. Inform consent studi kluster di Jakarta dan Bandung untuk
peserta lingkungan

2

"Pengembangan Penerapan Metoda Penelitinn Pada Kelompo!: Tertentu Untuk Detelsi Dini
Knsus Demam Dengue dan Demam Berdarah Dengne

Formulir persctajuan untuk berpartisipasi Sceara Sukarela
Untuk peserta lingkungan

1. Anda (atan anak anda) adalah satu diantam 6,000 orung vang diminta uniuk ikot berpantisipasi seeara
sukarela dalam suatu kajian penelitian berjudul "Pepgembangan pencrapan metoda penelitian Pada
kelompok tertentu untuk deteksi dini kosus demam dengue dan demam berdargh dengue”. Demam
dengue (DD} danfatan demam berdarah dengue {DBDY) adalah suatu penyakit yang discbabkan olch
virus yang ditelarkan oleh nyamuk. Di Indonesia DD dan DBD terjadi di semuz propinsi dan telah
lama menyebabkan banyak kematian, khususnys pada anak-anak. Anda (atau anak anda) diminta

untuk ikut seria berpartisipast karena infcksi denpue telah dipasttkan pada seorang tetangga dekat
anda.

Maksud dari kajian ini adalah:

Mempelnjori bagaimana tubuh anda melawan kuman-kuman yang membuat anda sakit saat anda
terkena dengue.

Sclama anda (atau anak anda) ikut seria dalam penelitian ini, kami akan meminta anda untuk
menjawab daflar pertanyaan yang berhubungan dengan kesehatan anda (atav anak anda).  Pada
pcmlu lnannya kami akan mengambil darah anda (ataw anak anda) sebanyak kira-kira 2 sendok teh

dan berdnsarkan hasil pemeriksaan di laboratorium, dokter akan memberitahu apakah anda (atau anzk
andz) perlu dirawat di runah sakit yang ditunjuk. Peserta yang tidak masuk rumah sakit akan
dipantau suhu badannyz seuap hari dan diambil darahnya sebanyak Kira-kira | sendok teh sctiap tiga
atau empat hari sclama dua minggu. Darah yang diambil (kira-kira 4-5 sampe! darah} akan diperiksa
guna mendeteksi infcksi dengue. Bila hasilnye positif, maka anda {atau anak anda) disarankan
supaya masuk rumah sakit (tapi bolch dipantau dirumah saja apabila menolak untuk dirawat di rumah
sakit ataw hosil pemeriksaan darabnya normal) Selama dirmwat dirumab sokit, anda akan diminta
untuk diambil kirn-kira satu sendok teh damh setfap hari, dilanjutkan dua minggu setelah keluar dari
remah sakit guna pemeriksaan laboratorium yang tidak dipungut biaya untuk mendeteksi infeksi
penyakit denguc scrig 6 bulan kemudian. Pengambilan darah ini merupakan prosedur yang biasa
dilakukan guna memantau kondisi penderita penyakit Demam Berdarah Dengue.  Anda {atau anak
ands) akan dinilai setiap hari menurut kebijaksanaanr yang sama seperli yang diterapkan rumah saki
terhadap penderita yang bukan pesena kajian inl. keeuali anda akan dinilai dengan prosedur
ultrasonografi. Ulirnsonografi adalah pemeriksaan yang serupa dengan fote rontgen, tetapi
menggunakan gelombang suara untuk melibat gambaran dalam tubuh. Maksud dari prosedur ini
adalah untuk mengetahui apakah ada kebocoran cairan yang masuk kedalam rongga dada atau perut,
Seluruh biaya mimah caklt bila anda (alau anak anda) dirawat dikclas tiga akan ditanggung olch
penelitian ini.

. Parn pencliti berpendapat balwa risiko atau rasa tidak nyaman bagi anda (atau anak anda) tidak
seberapa dan hanya berupa risiko yang berhubungan dengan pengambilan darah. Risiko bahwa dapat
terjadi sesuatu pada anda sangal kecil, dan hanya berupa rasa sakit sedikit dan kemerahan ditempat
darah diambil dan kemungkinan pingsan. Ada kemungkinan yang sangat kecil terjadi infiksi
ditempat darah diambil, namun hat ini tidak mungkin terjadi karena petugas yang mengambil darah
anda (atau anak anda) akan membersihkan dahule bagian dimana dareh akan diambil dan
menggunakan peralatan yang steril. Tidak ada atau kecil sckali risiko berhubungan dengan prosedur
ultrasonografi. Penelitian aken menanggung semua biava yang pengobatan jika terjadi kondisi atau
sakit yang discbabkan olch partisipasi pada penelitian ini { conteh: infeksi pada 1empat pengambilan
darah, dan sebagainya)

Universitas Indonesia

Perbandingan performa..., Gustiani, FK Ul, 2009



50

Lampiran 7. (Lanjutan)

3.

. Dengan membubuhkan tandatangan saya dibawah ini. saya berikan persetujuan saya (atau persetujuan

Manfant langsung yang dapat anda (atau anak anda) harapkan dari keikuisertnan dalam penelitian ini
adalah anda (atau anak anda) akan dipantau secars dini dan intensif bagi kemungkinan terkena infeksi
virus dengue, Jika anda atau anak anda sakit dan dirawat di ramah sakit akan dilakukan pemeriksaan
ultrasenografi, protein total dar albumin untuk mendeteksi adanya kebocoran cairan plasma. Manfaat
bagi dokter anda (atau anak anda) dan bagi pejubat keschatan Indonesia adalah bahwa mereka akan
Iebih memahami penyakit ini.

Pilihan lain selain penclitian dan prosedur ini adalah anda (atau anak anda) tidak ikat berpartisipasi,

dan anda nkan mendapatkan perawatan sesuai dengan standar rumah sakit (pengawasan secara

intensif dan pemeriksaan darah lengkap).

Kerahasiaan tentang keikutsertaan  anda (21av anak anda) dalam penclitian ini akan dijamin olch

Dr.Timothy Burgess. Bile ada pertanyaan mengenai penelitian ini, harap anda menghubungi dokter-

dokter yang berikut ini:

= Untuk pertanyaan mengenai scgi medis atau penelitian (ilmiah), hubungi Dr. Timothy Burgess
(021-4214458-63 ext. 1575), Dr. Djoko (021-4261088), Dr. Talang (021-2033274) Dr. Scesilowati
Soerachmad (021-5682011-124), Dr Bachi (022-2038986), atau Br Djatnika (022-2035937).

- Untuk pertanyaan menpgenai segi medis, luka atau pertanyzan tentang kesehaton dan keselamatan
berkenaan dengan keikutsertaan anda ateu peseria sukarela yang Inin, hubungi Dr. Narain Punjabi
di NAMRU-2. Kompleks P2M/LITBANGKES, JI. Percetakan Negara 29, Jakarta, Indonesia (021-
4214458 ext. 1235).

- Untuk pertanyaan mengenai segi efis dari kajian ini, mengenei hak anda (atau anak anda) scbagai
peserta sukarela, atau hal yang berkaitan dengan perlindungan bagi pescrta sukarela penelitian,
hubiingi Ketus Komist Etik Penelitian Keschatan (IRB). Dr. Wiiliam O. Rogers, di NAMRU-2,
Jakarta, Indonesia, Kompleks P2M/LITBANGKES, Ji. Percetakan Negara No. 29, Jakarta,
Indonesia (021-1214457 through 4463).

Keikutsertaan anda (atau anak anda) sepenuhnya bersifat sukarcla, Anda (atau anak anda) tidak akan
dikenakan sanksi bila tidak mau ikut berpartisipasi. Anda (atau anzk anda) dapat sewaktu-waktu
menghentikan keikutsertaan pada penelitian ini bila anda (atav anak anda) menghendakinya. Bila
anda (atau anak anda} memutuskan untuk berhenti berpartisipasi, tidak akan dikenokan sanksi.

Saya telah diberitabuy bahwa NAMRU-2, Jakarta, Indonesia bertanggung jawab atas penyimpanan
surai persetujuan saya (atau anak sava) serla catafan penelitian yang berhubungan dengan
keikutsertaan saya (atau anak sayva) dalam penelitian ini, Catatan ini akan disimpan ditempat yang
aman di NAMRU-2, Jakarta.

Saya telah memahami scrta puas dengan jawaban yvang diberikan oleh pare pencliti dalam
menanggapi pertanvaan saya.Suaya mengerti apa yang ielah dijelaskan dalam surat persetujuan
mengenai keikutsertaan saya (atau anak saya) dafam penelitian ini. Saya (memerlukan/tidak
menterlukan) keteranpan lebilt Janjut untuk mengambil keputusan {atau memutuskan anak saya)
untuk ikutserta dengan sukarncla.

Sayn {mengizinkan/tidak mengizinkan) digunakannya sampel darah yang saya (atau anak saya)
berikan untuk melakukan kajian penelitian lain mengenai penyakit menular. Saya mengerti bahwa
kafau darah saya dipakai untuk knjian-kajian tain, ntaka nama dan kelerangan lain mengenai jati diri
saya (atau anak saya) akan dihapus dari sampel darah itu dan sampe] terschut akan diperiksa tanpa
diketzhui dari siapa sampel itu berasal. Jika andz tidak mengijinkan, maka sampel tersebut akan
dimatikan kumannya dengan menggunakan pemanasan tinggi (autcclave) dan langsung dibuang
segora setelah pemeriksaan-pemeriksaan yang dibutuhkan oleh penelitian ini selesai dilaksanakan,

anak saya) untuk ikut berpartisipasi dengan sukarela dalam penefitian schagaimana telah dijelaskan
kepada saya. dan menyatakan telah menerima tembusan surat ini guna catatan saya pribadi.
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Lampiran 7. (Lanjutan)

Nama peserta sukarcln :

Alamat pesenta sukarela:

Tanda tangan peserta sukarela
Dewasa (> 18 1ahun} atau persciujuan dari anak (>8-18 tahun}

Nama dan tanda tangan wali peserta sukarela (umur 4-18 tha)

Nama dan tanda tangan saksi {bukan pencliti
atau karvawan yang bekerja pada penelitian)

Nama dan tands tangan peneliti atau orang,
yang telah menjelaskan isi dari surat persetujuan ini

Umur -

HR/BLTH

i/

HR/BLTH

"I certify this is a true and accurate translation of the consent form™

Dr. Zen Hafi, US NAMRU-2, American Embassy Jakarta, Unit §132 NAMRUTWO,

FPO AP 96520-8132, Ph. 62-21-4214460 ext. 1583
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Lampiran 8. Inform consent studi chikungunya di Jakarta.

SURVEILANS INFEKSI VIRUS CHIKUNGUNYA BERBASIS
’ LABORATORIUM DI JAKARTA.

PERSETUIUAN UNTUK BERPARTISIPAST SECARA SUKARELA

I Anda/anak anda  adalah sat dar 1300 oning vang  divminia umuk secers sukarels
berpartisipust dalam studi vang bequdul  “Surveilans infeksi virus Chikungunya vang
berhasis laboratorium di Jakarta™. Maksud dari stude ini adadah ok menenkan apakah
anda/onak anda terinfeksi virus Chikungunya vang bissanya menyvebadkan suku persendisn
dan demam. infeksi virus int juga biusa dikenal di Indonesia sebage “Fiu wiang™ Andwfanak
anda akan terlibat datam prosedur sbb:

a} Menjawab pertanyaan dimana anda akan ditanya tentang keluurga anda, riwavat
keschatan anda/anak anda, umur. dan alomat and: yang tepai,

b) Untk studi ini. a~dafanak Anda akan diperiksa untuk mengetzhui adanya gejaln infeksi
Chikungunya seperti dernum, sakh persendian atau bengkak. pusing kepnla, dIf. dan
diminta untuk memberikan 7ml {ataw  sekitar 2 sendok  makan) darah dolam 2
kesempatan unluk pemeriksaan virus

2. Para peneliti percaya bahwa resiko atau misa tidak nyaman yang dialami anda/anak
anda mungkin berupa sedikit rasa  sakit ketika jorum dimasukkan ke dalam lengan anda/anak
anda untuk mendapatkan sampel darah. Ada resiko. meskipun jurang terjadi, terkena infeksi
ringan dalam prosedur ini. Kita akan meagurangi resike tersebut dengan menggunakan  jarum
yang sterit dan membersibkan lengan anda/anak anda schelum memasukkan jarum dap
melakukan penckanan pada tempat masuknya jarum scielah proscdur seiesai. Tiap jarum
digunakan hanya sekali terhadap satu pengikut dan kemudian dibuang vmuk udak
dipakai lngi. Dalam beberapa kejadian memar kecil dupat terjadi pada tempar dimana
darah diumbil tetapi ini biasanya udak menyebabkan masalah dan skan hilang dakan
beberapa han. Juga ada kKemungkinan kecil jaluh pingsan pada saat atau scgera setelul
darah diambil.

3. Tidak ada keuntungan langsung bagi andafanuk anda vang dapat diharopkan dar
Keikutseriaan dalam studi ini. Anda/anak anda akan mendupatkan hasil pemeriksaan darih
anda tevhadap virus Chikungunya secara gratis.

4. Partisipasi Andw/Anuk Anda dalam studi ini sepenuhnya bersifat sukarelu. Pilihan lain
dalam studi ini adalah tidak ikut berpartisipasi. Jika anda tidak ingin ikut berpartisipasi. udak
akan ada sanksi. Anda dapat memutuskan vntuk tidak melanjutkan partisipast anda Jdalam stud
ini kapan saja. Jika anda berhenti, tidak akan ada sunksi dan anda tidak akan kehilangan
keuntungan apupun  yang seharusnya anda terima bila anda tidak berhenti.

5. Kerahasiaan Anda sclama studi ini dan kerahasiaan ketcrangan yang berhuhungan
dengan keikutserizan anda dalam studi ini dijamin oleh Dr. Herman Kosasth and Dr. Pairick L.
Blair. NAMRU-2 Jokarta.
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Lampiran 8. (Lanjutan)

6. Jika anda  mempunyai peranysan  tentang studi ini anda sehaiknys menghubungi
ofang-arung berikul:
2) Untk pertanyaun lentang penelilian vang sifatnya ilmeah, hubungi Dr. Herman Kosasih
di Namru-2 (62 21 4214457 ext 1583) atau Dr. Agus Suwandono. MPH. DRPH &
LITBANGKES (62 21 424-4375).
by Jika anda mempunyi pertanvism tentang aspek medis, luka-luka slau xokhawaliran
tentang Kesehatan atau keamanan yang berkaitan dengan ketkutsertuan andwanak enda
hubungi Dr Narain Punjabi. Namnu-2, Jakarta di 52 21 421-3457 ext. 1235
¢) Untuk perianyaan mengenad aspek etika dari studi ini. hak andn sebaga sukareluwan
atau masalab apapun yang berhubungan dengan perlindungan terhadap conatan stuci
yung berkenaun dengan keikutsenaan dalam studi ini. hubungi Dr. Jason Maguire,
Ketua Komisi Etik Penelitian Kesehatan (IRB). Namru-2, di 62 21 4213457 ext.
1132

7. Saya telah diber penjelasan bahwa NAMRU-2, Jakara vertanggung juwab untuk
penyimpanan sural persetujuan saya serta catatan penelitisn schubungan dengan keikutsertaan
sava dutam studi ini.  Data ini akan disimpan ditempal vang aman di NAMRU-2, dan akan
tetapr bersifa rahasia,

8. Jawaban-juwabun yang diterikan oleh para peneliti sehaga wanggapuan terhadap pentanyuun-
pertanyaan sava dapal saya mengerti dan memuaskan. Saya mengeeti apa yang teloh dijelaskun
dalam surat persetujuan  tentang keikut serlaan sayu (ataw anak saya) dalam studi ins.
Saya (membuwmbhkan/tidak membuuhkan)  keterangen  lzbih  lanjut  untuk menentukan
Keputusan saya (atae untak anak saya) untuk secara sukarcla ikut berpartisipasi.

9, Suya {membenkanftidak membenkan)  izin (ataw izin wnmuk anak saya) onluk
menggunakan sampel darsh yang saya {atau anak saya) berikan untuk melakukan studi
penclition  yang lain dolam bidang penyakit infeksi. Saya mengerti bahwa jika darah
sava (anak szya) digunakan datam studi yang lain, nama dan  Keterangan  pribadi
fuinnya akan dihilangkan dari sampel dan sampel akan diperiksa wnpz mengetshoi don
mana sampel berasal.

14 Dengan membububkan tanda-lanean  saya’ di bawph. sava  myotakan  perscigiuan
suvia (atee perselyjuan unteXk  anak saya) otk ikw berpartisipasi delam peneiitian
seperu telabh dijelaskan kepada saya, dan menyatakan icleh menerima kop! dor? form ini
untuk keperivan catatun pribadi saya,

Niumagefs) b aTeTo S . e Ry . e L6513 10
Alamat Sukarelawan (tepat dan Jelas). ...
RFE. i, N N Kelurahan..........cooeevienene.

- EEE e )“ """"""" .!r ------
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Lampiran 8. (Lanjutan)

Nama & tenda tangan peserta/wali

Namu & tanda lanzan Saksi

fbukan peneliti mau orang vang disewa olch tim)

Invesligator atae Pemberi Informusi

Nama & Tanda tangan

“[ certefy this is a true and corvect translation™

Mes, Fitria Wulandari, US NAMRU-2. American Embassy Jakarta, Unit 8132 NAMRU TWO,
FPO AP 96320-8132, Ph. 62-21-4214460 ext, 1204
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Lampiran 9. Riwayat hidup.
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Nama : GUSTIANI
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Alamat : Karang anyar JI. F no. 4 Jakarta Pusat 10740
Email 2 Gustiani@namrutwo.org, G_salim12@&yahoo.com
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1990 — 1993 :  SMAN | Budi Utomo, Jakarta Pusat

1993 — 1998 :  Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Indonesia
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Oktober 1999 - sekarang
Laboratory technologist, departemen virologi, US NAMRU-2 Jakarta
Biosafety officer representative, departemen virologi, US NAMRU-2
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Asisten proyek, Laboratorium genetika, Departemen Biologi FMIPA-UI
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Research student, Eijkman Institute for Molecular biology.
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Lampiran 10. Artikel

PERBANDINGAN PERFORMA UJI HAMBATAN HEMAGLUTINASI
DAN ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) DALAM
MENENTUKAN INFEKSI PRIMER DAN SEKUNDER VIRUS DENGUE

Gustiani'?, Mohamad Sadikin', Herman Kosasih?, Susanna Widjaja’,
Maya Williams?, Timothy H. Burgess®

| Program pendidikan paskasarjana, ilmu biomedik, Fakuitas kedokteran
Universitas Indonesia

United States Naval Medical Research Unit 2, Jakarta, Indonesia
Neaval Medical Research Centr, Silver Spring, Maryland

LRI ]

Infeksi sekunder seringkali dihubungkan dengan tingkat keparahan
penyakit yang ditimbulkan virus dengue. Uji HI sebagai uji serologi yang
direkomendasikan oleh badan kesehatan dunia (WHO) untuk membedakan tipe
infeksi tersebut sekarang ini dinilai kurang tepat dalam mengklasifikasikan infeksi
primer dan sekunder. Penelitian dilakukan untuk menganalisa performa HI
dibandingkan ELISA IgG sebagai kandidat metode alternatif terhadap Plague
Reduction Neutralization Test (wji PRNT). Dari 19 kasus infeksi primer
berdasarkan PRNT, semua kasus (100%) juga ditetapkan sebagai infeksi primer
dengan HI dan ELISA IgG. Namun dari 73 kasus infeksi sekunder, hasil HI yang
bersesuaian dengan PRNT hanya 31,5% sementara ELISA IgG sebanyak 98,6%.
Dapat dikatakan HI memiliki performa yang baik dalam menentukan infeksi
primer tetapi kurang baik pada infeksi sekunder. Analisa statistik juga
. memperkuat perbedaan performa uji HI dan ELISA tersebut dengan nilai p=0
(p<0). Dengan demikian performa ELISA IgG lebih baik dan dapat dijadikan
alternatif pengganti HI. Berdasarkan titer HI pada fase konvalesens yang
diperoleh dari penelitian ini, kriteria infeksi primer apabila titer HI <80 dan
infeksi sekunder apabila titer HI >1280. Titer HI pada interval 160-640 tidak
dapat didefinisikan.

Kata kunci: Virus dengue, infeksi primer dan sekunder, HI, ELISA, PRNT

PENDAHULUAN

Infeksi virus dengue telah menjadi perhatian global seiring dengan
peningkatan insiden dan penyebarannya selama lebih dari 4 dekade. Setiap tahun
diperkirakan lebih dari 80 juta infeksi dengue menyebabkan lebih dari 24 ribu
kematian dan lebih dari 50 juta penduduk dari lebih 100 negara beresiko terinfeksi

termasuk Indonesia.'”
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Virus dengue termasuk dalam keluarga Flaviviridae, genus Flavivirus,
terdiri dari 4 serotipe yang berbeda (Dengue 1,2,3 dan 4). Infeksi oleh salah satu
dari keempat <erotipe tersebut dapat bersifat asimtomatik atau menyebabkan
manifestasi klinis mulai dari demam dengue yang ringan sampai dengan demam
berdarah dengue yang parah (Demam Berdarah Dengue/DBD) dan Sindroma
Syok Dengue (DSS) yang fatal. Infeksi sekunder diperkirakan berhubungan
dengan resiko yaitu gejala dapat timbul dengan tingkat keparahan yang tinggi,
seperti DBD dan SSD selain faktor-faktor lainnya seperti virulensi virus dan latar
belakang hospes (genetik dan nutrisi).’ Oleh karena itu sangatlah penting untuk
dapat membedakan jenis infeksi virus dengue antara infeksi primer dengan infeksi
sekunder. Selain sebagai nilai prognostik bagi para praktisi klinis, juga penting
untuk lebih mengerti patofisiologi mengapa keadaan klinis yang lebih berat
berhubungan dengan infeksi sekunder., juga sebagai alat epidemiologi yang
berharga dalam mempelajari infeksi dengue.*

Uji hambatan aglutinasi (Hemagg]utinaﬁon Inhibition/HI) merupakan uji
referensi yang direkomendasikan olah badan kesehatan dunia (WHO) yang dapat
digunakan untuk membedakan antara infeksi primer dan sekunder. Namun uji HI
mulai dinilai kurang akurat dalam membedakan infeksi primer dari infeksi
sekunder.

Sékarang ini telah banyak dikembangkan stiatu uj'i serologi baru berformat
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) untuk mengidentifikasi infeksi
primer dan sekunder dari suatu infeksi virus dengue®™® Beberapa kit ELISA
komersial yang telah tersedia telah terbukti-cukup sensitif dan spesifik dalam
menentukan tipe infeksi virus dengue menggunakan sampel serum dari pasien
pada fase konvalesens.”

Uji serologi lain yang juga dapat digunakan untuk membedakan infeksi
primer dan sekunder adalah Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT).®
Sampai sekarang PRNT masih ditetapkan sebagai standar emas (gold standard)
oleh WHO karena sensitivitas dan spesifisitasnya yang tinggi diantara flavivirus

b

dan serotipe virus dengue.” Kekurangan utama dari ujt PRNT adalah uji ini

tergolong mahal, memerlukan waktu yang lama untuk mendapatkan hasil dan
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secara teknik cukup sulit. Oleh karena itu uji ini tidak umum dikerjakan di
laboratorium-laboratorium.

Sejauh ini dari penelusuran literatur yang tzlah dilakukan, belum ada
laporan penelitian yang membahas perbandingan antara HI atau ELISA terhadap
PRNT. Studi ini dilakukan untuk mengevaluasi performa uji HI dan ELISA
dalam membedakan infeksi primer dan sekunder yaitu membandingkan kedua uji
tersebut dengan PRNT. Sampel-sampel yang digunakan diperoleh dari suatu
studi kohort prospektif sehingga selain dari fase akut dan konvalesen, sampel-

sampel dari fase pra sakit juga akan dibandingkan untuk mendukung analisanya.

BAHAN DAN CARA KERJA

Koleksi sampel

Sampel serum yang digunakan pada penelitian ini dikoleksi dari beberapa studi
surveilans, yaitu : .

1) Studi kohort prospektif infeksi dengue pada pekerja pabrik di Bandung,

2) Studi kohort prospektif pada keluarga dan tetangga terdekat penderita infeksi
dengue (studi kluster) di Bandung dan Jakarta, 3) Studi chikungunya di Jakarta.
Serum fase akut diambil ketika peserta studi berobat ke puskesmas dan fase
konvalesens diambil setidaknya tujuh hari kemudian. Total jumlah sampel yang
digunakan dalam penelitian-ini sebanyak 92 kasus infeksi yang terdiri dari 92
sampel fase akut, 92 sampel fase konvalesen dan 39 sampel fase pra-sakit (ketika

masih sehat) sehingga jumlah keseluruhan sampel sebanyak 223.

PRNT

Sampel serum diencerkan mulai dari 1:10. sampai dengan 1:10240 menggunakan
medium MEM-H 2% FBS. Sebanyak 100 ul dari masing-masing pengenceran
tersebut dicampur dengan 100 ul virus dengue yang mengandung 20-30 unit plak
(plaque froming unit/pfu) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit.
Campuran serum-virus (50 ul) kemudian diinokulasikan pada 1 ml suspensi sel
Baby Hamster Kidney (BHK-21) di dalam sumur kultur. Sumur kultur dilapisi
carboxymethyl celiulose (CMC) dan diinkubasi pada suhu 37°C dengan 5% CO;

selama 7 hari untuk dengue 1, 3 dan 4 dan 5 hari untuk dengue 2. Titer end point
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ditentukan dari pengenceran tertinggi yang dapat menimbulkan reduksi atau

pengurangan plak sebanyak 50%.

Uji HI

Perlakvan awal (pre-treatment) dilakukan terhadap sampel serum guna
menghilangkan penghambat non-spesifik yang terdapat pada serum dengan
mereaksikan serum dengan kaolin. Sampel kemudian diencerkan dari 1:10
sampai 1:10240 menggunakan 0,4 % Bovine Albumin Borat Saline (BABS) di
dalam sumur mikrotiter. Antigen sebesar 4-8 unit HA kemudian ditambahkan
pada setiap sumur yang telah diencerkan tersebut dan dikocok. Campuran lalu
diinkubasi pada 4°C semalaman. Inkubasi pada 37°C kemudian dilakukan
setelah sel darah merah angsa ditambahkan. Hasil HI ditunjukkan dengan nilai

pengenceran tertinggi dimana masih terjadi hambatan hemaglutinasi terhadap sel

darah merah angsa.

ELISA IgG

ELISA IgG dilakukan menggunakan kit komersial Dengue Fever IgG capture
DxSelect (Focus Diagnostics, Cypress, California). Urutan kerja dilakukan
mengikuti petunjuk penggunaan kit. Sampel serum yang diencerkan dimasukkan
ke dalam sumur mikrotiter yang sudah dilapisi virus dengue 1 — 4 dan diinkubasi.
Sumur lalu dicuei untuk menghilangkan reaktan non-spesifik. Anti-human IgG
yang sudah dikonjugasi dengan HRP ditambahkan dan dicuci kembali. Substrat
enzim dan kromogen diberikan untuk memberi warna pada campuran reaksi.
Warna yang dihasilkan diukur kerapatan optiknya (OD) menggunakan

spektrofotometer.

Analisa Statistik

Data yang diperoleh dari ketiga uji di atas diolah dengan menghitung nilai
sensitivitas. spesifitas. negative predictive value (NPV) dan positive predictive
value (PPV) Performa HI dan ELISA dibandingkan secara statistik menggunakan

uji chi-square dengan program STATA dari windows..
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HASIL

Total jumlah spesimen yang dikerjakan pada penelitian ini sebanyak 92
kasus infeksi dengue, terdiri dari 39 sampel pada fase pra-sakit, 92 sampel fase
akut dan 92 sampel fase konvalesen sehingga jumalh keseluruhan sampel
sebanyak 223. Dari 200 sampel yang positif dengan PRNT, sebanyak 185 dan 192
positif dengan HI dan ELISA IgG. Sebanyak 23 sampel yang negatif dengan
PRNT, 13 dan 18 sampel juga negatif dengan HI dan ELISA IgG. Nilai
sensitivitas, spesifisitas, NPV dan PPV dari wji HI dan ELISA dapat dilihat di
tabel 1.

Sejumlah 92 kasus infeksi dengue yang telah diuji dengan PRNT, 19 kasus
menunjukkan infeksi primer sementara 73 kasus infeksi sekunder. Dari 19 kasus
infeksi primer diatas, seluruhnya (100%) termasuk infeksi primer sementara dari
73 kasus infeksi sekunder, 72 kasus (98,7%) juga termasuk dalam infeksi
sekunder berdasarkan ELISA IgG (Tabel 2). Pada penelitian ini juga dianalisa
perbandingan titer HI pada fase konvelesens dengan PRNT (Tabel 3, grafik 1).

Tabel 1. Nilai sensitivitas dan spesifisitas HI dan 1gG

HI IeG Nilai p

Sensitivitas 92.5% 96.0% 0.1327
Spesifisitas 56.5% 78.3% 0.1148
PPV 94.9% 97.5% 0.1779
NPV 46.4% 69.2% 0.0905

Tabel 2. Performa HI dan ELISA IgG dalam membedakan
infeksi primer dan sekunder

PRNT
Infeksi Primer Infeksi Sekunder
HI 19/19 100,0% 23/73 31,5%
IgG 19/19 100,0% 72/73 98,6%

p =0 (Cl 95%)
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Tabel 3. Perbandingan titer HI fase konvalesens dengan hasil PRNT

PRNT
Titer | Jumlah Infeksi primer Infeksi sekunder
HI kasus | Jumlah | , | Jumlah [
kasus kasus
<80 13 13 100,0% 0 0,0%
160 4 1 25,0% 3 75,0%
320 15 4 26,7% 1§ 73,3%
640 14 1 7,1% 13 92,9%
>1280 45 0 0,0% 45 100,0%
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Grafik 1. Perbandingan titer HI fase konvalesen dengan presentase infeksi primer dan sekunder
berdasarkan PRNT

TITER HI FASE KONVALESENS VS PRNT
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160 320 640 21280
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PEMBAHASAN

Performa uji HI dan ELISA dalam mendetekst antibodi di dalam sampel
serum dilihat dengan menghitung nilai sensitivitas dan spesifisitas kedua uji
tersebut terhadap PRNT. Total jumlah spesimen yang dikerjakan pada penelitian
ini sebanyak 223 sampel serum, terdin dari sampel pada fase pra-sakit, akut dan
konvalesens. Nilai sensitivitas HI yang diperoleh pada penelitian ini adalah
sebesar 92,5%, spesifisitas 56,5%, PPV 94,4% dan NPV 46.4%. Untuk uji
ELISA IgG, nilai sensitivitas sebesar 96%, spesifisitas 78,3%, PPV 97,5% dan
NPV 62,9%. Secara keseluruhan hasil tersebut memperlihatkan performa ELISA
I[gG lebih baik dibandingkan dengan HI namun perbedaan tersebut secara statistik
tidak signifikan (p>0,05; CI 95%)(Tabel 1). Keadaan tersebut bisa saja
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disebabkan karena jumlah spesimen negatif yang kurang banyak sehingga nilai
spesifisitas dan NPV antara ELISA dan HI tidak berbeda bermakna.

Sejumizh 92 kasus infeksi dengue telah diuji dengan PRNT. Sembilan
belas kasus menunjukkan infeksi primer sementara 73 kasus infeksi sekunder.
Dari 19 kasus infeksi primer diatas, seluruhnya (100%) termasuk infeksi primer
sementara dari 73 kasus infeksi sekunder, 72 kasus (98,7%) juga termasuk dalam
infeksi sekunder berdasarkan ELISA IgG (Tabel 2). Hasil tersebut
memperlihatkan performa ELISA IgG yang sangat bagus dan dapat diandalkan
dalam membedakan infeksi dengue.

Sama halnya dengan ELISA IgG, hasil yang diperoleh dari uji HI pada
infeksi primer seluruhnya (100%) sesuai dengan hasil PRNT. Namun untuk
determinasi infeksi sekunder, performa HI jauh lebih rendah yaitu hanya 23
(31,5%) kasus. Dengan demikian terdapat 50 kasus infeksi sekunder berdasarkan
hasil PRNT yang didiagnosa sebagai infeksi primer oleh HI.

Performa HI dibandingkan dengan ELISA IgG secara statisik pada infeksi
sekunder juga berbeda secara signifikan (p=0) (Tabel 4), Keadaan tersebut
mengindikasikan uji HI kurang baik dalam menentukan infeksi sekunder. Sejalan
dengan pendapat Graham dkk'®, hasil HI yang diperoleh pada penelitian ini
cenderung mengklasifikasikan infeksi dengue sebagai infeksi primer daripada
infeksi sekunder. Pertimbangan yang diajukan oleh Graham dkk'® berkaitan
dengan hasil HI tersebut adalah ada suatu fraksi antibodi HI yang tidak diketahui
terdegradasi seiring dengan waktu sehingga memberikan hasil di bawah batas
ambang deteksi. Namun dalam penelitian .ini sampel serum diuji dalam kurun
wakfu yang tidak terlalu lama setelah pengambilan. Kemungkinan pertimbangan
lainnya adalah diperkirakan kriteria interpretasi titer HI yang ditetapkan WHO
belum dengan tepat memberikan batasan atau freshold dalam membedakan infeksi
primer dan sekunder. Seperti telah disinggung sebelumnya, HI sebagai metode
yang direkomendasikan WHO dinilai seringkali kurang tepat dalam
mengklasifikasikan (misclassified) infeksi primer dan sekunder virus dengue jika
mengacu pada kriteria yang ditetapkan WHO tersebut, "

Pada tabel 5 dan grafik 1 diperlihatkan perbandingan titer HI pada fase

konvalesens terhadap PRNT. Semua kasus pada titer <80 merupakan infeksi
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primer dan infeksi sekunder pada titer 1280 dibandingkan dengan PRNT. Hasil
kontras terhadap kriteria WHO ditunjukkan pada titer 160-640 dimana presentase
infeksi sekunder pada interval tersebut cukup vesar (73,3-92,9%). Dari data di
atas dapat diambil kesimpulan bahwa infeksi primer hanya dapat ditentukan jika
titer HI pada fase konvalesens <80 dan infeksi sekunder pada titer >1280. Pada
titer antara 160 dan 640, infeksi dengue tidak dapat didefinisikan melihat kejadian

infeksi primer dan sekunder pada interval tersebut hampir sama besarnya.
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