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ABSTRAK

Nama : Sari Mariyati Dewi N
Program Studi  : Magister lImu Biomedik kekhususan Imunologi
Judul : Korelasi Kadar Antibodi Anti Protein Disulfida Isomerase
Trombosit dan kejadian trombositopenia dengan Titer anti-NS1
pada Infeksi Dengue

Latar belakang: Infeksi Dengue masih merupakan masalah kesehatan di Negara tropik
dan subtropik. Trombositopenia merupakan manifestasi klinik yang selalu dijumpai
pada infeksi Dengue dan patomekanismenya masih belum jelas. Cheng dkk
mendapatkan adanya mimikri molekul antara protein disulfida isomerase (PDI)
permukaan trombosit dengan protein NS1 virus Dengue (VD), sehingga anti-NS1 dapat
mengenai PDI dan bertindak sebagai anti-PDI. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui adanya korelasi antara anti-NS1 dan anti-PDI permukaan trombosit sebagai
salah satu mekanisme trombositopenia pada infeksi Dengue. Metode: Penelitian
dengan disain potong lintang pada 19 pasien infeksi Dengue. Darah pasien diambil pada
demam hari ke 3, 5 dan 7. Jumlah trombosit dicatat, kemudian anti-NS1 dideteksi
dengan menggunakan metode ELISA phase padat, dan anti-PDI dideteksi dengan
metode MAIPA direk, dan eksplorasi pengenalan antibodi serum pasien dengan protein
trombosit menggunakan western blot. Hasil: Didapatkan korelasi lemah tidak bermakna
antara OD anti-NS1 dengan jumlah trombosit. Pada analisis kinetika anti-NS1 dan anti
PDI secara individual didapatkan pola yang bervariasi. Analisis korelasi pada 2 kelompok
sampel (£1x10°/uL dan >1x10°/pL) didapatkan korelasi positif lemah yang kemudian
berubah menjadi korelasi negatif lemah pada demam hari ke5 dan ke7. Pada penelitian
ini juga kami menemukan adanya pengenalan antibodi pada serum pasien yang
mengenali GPllb, GPllla, dan ERp57, molekul yang mengandung sekuen PDI.
Kesimpulan: Terdapat korelasi negatif lemah antara OD anti-NS1 dan jumlah trombosit
yang semakin kuat pada demam hari ke5. Ada korelasi positif lemah antara OD anti-NS1
dan anti-PDI yang berubah menjadi korelasi negatif pada demam hari ke5 pada
kelompok sampel IgG. Kemungkinan pengenalan antibodi serum pasien terhadap GPllb,
GPlla dan ERp57 belum dapat dipastikan.

Kata kunci: anti-NS1, PDI, trombositopenia, infeksi Dengue Akut.
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ABSTRACT
Name : Sari Mariyati Dewi N
Program of Study : Magister of Biomedical Science, majoring in Immunology
Title : Correlation of Antibodies of Anti Protein Disulfide

Isomerase Platelet Level and Trombositopenia with Anti-
NS1 Titer on Dengue Infection.

Background: Dengue infection, is still a major public health problems for people in
tropic and subtropic areas. Thrombocytopenia is a manifestation that always found in
Dengue infection and its patomechanism still not clear. Cheng et all demonstrated
molecular mimicry mechanism between PDI on platelet and region protein NS1-DV, so
anti-NS1 recognize PDI on platelet and act like anti-PDI. In this study, we observed the
correlation of anti-NS1 and anti-PDI on platelet as one of the mechanism of
trombositopenia in Dengue infection

Materials and Method : We observed nineteen patients with Dengue infection by a
cross sectional study. Patients blood were collected on day 3, 5 and 7 after the onset of
fever. We collected data of platelet count, anti-NS1 were determined by using solid
phase ELISA method, anti-PDI platelet were determined by using Direct MAIPA method,
and the exploration of antibody activities in patient sera against PDI platelet were done
using Western Blot method.

Result : There was no significant weak correlation between OD anti-NS1 and platelet
count. In individually analysis of the kinetics of anti-NS1 and anti-PDI shows variation of
patterns. Correlation analysis between 2 sampel group (>1x10°/ul and <1x10°/pl) we
have weak correlation, but on 5" day after fever onset the correlation become weak
negative correlation on 5™ day and on 7" day after fever onset. Western blot analysis
shows antibodies activity in patient serum that recognized GP llb, GP llla, dan ERp 57,
which is moleculer that content PDI.

Conclusion : We have weak negative correlation between OD anti-NS1 with platelet
count that stronger in day 5" after the onset of fever. There was weak positive
correlation between OD anti-NS1 and OD anti-PDI that the correlation change to
negative correlation in day 5" after the onset of fever in IgG anti-Dengue positive (+)
group. The recognize antibody in patient serum to GP Ilb, GP llla, dan Erp 57, still not
clear yet.

Key Words : NS-1 antibodies, PDI antibodies, inhibition platelets aggregation, secondary
Dengue Infection.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG

Infeksi Dengue disebabkan oleh virus dari keluarga Flavivirus yang
ditularkan oleh nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopictus. Hingga saat ini
infeksi Dengue masih menjadi masalah kesehatan bagi sekitar 2,5-3,0 milyar
penduduk yang tinggal di daerah tropis dan subtropis." WHO memperkirakan
sekitar 50-100 juta kasus Dengue terjadi setiap tahunnya dengan interval
epidemik setiap 3-5 tahun. Asia Tenggara pada umumnya dan Indonesia pada
khususnya, merupakan daerah endemis infeksi Virus Dengue (VD), dengan
angka kasus tertinggi pada periode 2006-2008, yaitu: 396.196 kasus infeksi dan
3.468 kasus kematian.? Tingginya mobilitas manusia menyebabkan meluasnya
penyebaran nyamuk Aedes dan peningkatan interaksi manusia dengan nyamuk.
Akibatnya daerah endemik Dengue meningkat dari 100 negara menjadi 112
negara, seperti yang nampak pada gambar 1.1 yang menggambarkan area

penyebaran vektor dan area epidemik Dengue.®

[] Arecs infested with Aedes aegypti
Bl Aveos with Aedes aegypti and dengue epidemic activity

Gambar 1.1. Gambaran area penyebaran nyamuk Aedes dan area epidemik Dengue®
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Infeksi salah satu dari 4 serotipe virus ini (Den-1, Den-2, Den-3, dan Den-
4) dapat menimbulkan berbagai manifestasi, mulai dari manifestasi ringan seperti
demam Dengue pada infeksi primer, hingga manifestasi berat, yaitu demam
berdarah Dengue (DBD) atau sindrom renjatan Dengue (SRD) yang terjadi pada
4-6% orang yang mengalami infeksi Dengue sekunder. Trombositopenia,
perdarahan dan kebocoran plasma merupakan karakteristik DBD atau SRD.*
Hingga saat ini patomekanisme terjadinya trombositopenia dan kebocoran plasma
masih belum jelas. Beberapa patomekanisme yang telah diajukan dari penelitian
terdahulu vyaitu: adanya antibodi bersifat tidak menetralisir virus yang
mempermudah masuknya virus ke dalam sel, yang disebut dengan mekanisme
antibody dependent enhancement (ADE),>” terjadinya aktivasi sel T memori
yang mengakibatkan produksi sitokin yang berlebihan (cytokine storming),®
virulensi virus yang memperberat gejala klinis yang timbul, adanya molecular
mimicry antara protein virus dengan protein pejamu, dan teraktivasinya sistim
komplemen karena terbentuknya kompleks antigen-antibodi.”*

Trombositopenia merupakan gejala klinik yang selalu dijumpai baik pada
demam Dengue maupun DBD. Semakin rendahnya jumlah trombosit dapat
memperberat gejala yang timbul. Jumlah trombosit didapatkan lebih rendah pada
pasien dengan DBD dibandingkan demam Dengue.'® Dari berbagai penelitian
terdahulu didapatkan beberapa patomekanisme terjadinya trombositopenia,
seperti menurunnya sintesis trombosit karena infeksi VD terhadap sel progenitor
dan sel stroma sumsum tulang yang mengubah ekspresi berbagai sitokin dan
mengakibatkan hematodepresif,'** terbentuknya autoantibodi anti trombosit dan
kompleks imun yang meningkatkan fagositosis dan bersihan trombosit oleh

makrofag, serta lisisnya trombosit dikarenakan aktivasi komplemen,**?

terjadinya
interaksi trombosit dengan sel endotel terinfeksi VD yang kemudian
mengaktivasi trombosit, menginduksi agregasi dan lisisnya trombosit,'* adanya
reaksi silang anti-NS1 (anti-non-struktural 1) terhadap protein permukaan
trombosit yang mengakibatkan penghambatan agregasi,***° dan adanya destruksi
trombosit akibat mekanisme molecular mimicry antara antigen NS1 dengan

trombosit.
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Dari penelitian terdahulu didapatkan bahwa anti-NS1 dari serum pasien
dapat mengopsonisasi trombosit orang normal dan meningkatkan fagositosis oleh
makrofag sehingga berperan dalam terjadinya trombositopenia.'**® Pada
penelitian Cheng dkk, didapat antibodi monoklonal anti-NS1 bereaksi silang
dengan molekul protein disulfida isomerase (PDI) permukaan trombosit serta
menghambat agregasi trombosit yang diinduksi oleh Adenosin Diphosphat
(ADP).'" Ternyata domain CGHC thioredoxin PDI permukaan trombosit
memiliki homologi sekuen dengan residu 311-330 pada regio C-terminal protein
NS1 VD. Residu ini diduga merupakan epitop pre-dominan dan dikenali oleh
anti-NS1 VD.''® PDI trombosit berperan dalam agregasi, sekresi dan adhesi
trombosit.****  Dikenalinya PDI trombosit oleh anti-NS1 mengakibatkan
terhambatnya kerja PDI dalam mengaktivasi integrin allbB3 sebagai reseptor
fibrinogen dan integrin 1b sebagai reseptor adhesi.

Adanya reaksi silang anti-NS1 terhadap PDI trombosit dan mekanisme
autoantibodi terhadap trombosit menimbulkan suatu hipotesis terdapatnya
hubungan antara titer anti-NS1 VD dengan derajat trombositopenia dan titer anti-
PDI pada permukaan trombosit. Dari penelitian terdahulu, penemuan tentang
indikasi aktivitas anti-NS1 VD terhadap PDI trombosit belum terspesifikasi dan
belum diketahui apakah aktivitas anti-NS1 VD terhadap PDI trombosit ini

konsisten pada semua infeksi Dengue akut.

1.2.  IDENTIFIKASI DAN RUMUSAN MASALAH

Berdasarkan latar belakang di atas maka dapat disusun premis-premis
sebagai dasar perumusan masalah penelitian ini sebagai berikut:
1. Trombositopenia merupakan karakteristik demam Dengue.
2. Patomekanisme terjadinya trombositopenia pada infeksi Dengue akut masih
belum jelas.
3. Anti-NS1 dapat mengopsonisasi dan meningkatkan bersihan trombosit oleh
makrofag pada infeksi Dengue akut.
4. Anti-NS1 VD mengenali PDI dan diduga mempunyai aktivitas sebagai anti-

PDI trombosit yang dapat menghambat agregasi trombosit.
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1.3.  PERTANYAAN PENELITIAN

Berdasarkan rumusan masalah di atas, didapatkan beberapa pertanyaan

penelitian, yaitu:

1. Apakah terdapat korelasi antara penurunan hitung trombosit dengan
peningkatan kadar anti NS-1

2. Apakah terdapat anti-PDI yang telah terikat pada trombosit pasien.

3. Apakah terdapat korelasi antara titer anti-NS1 pada serum pasien dengan
titer anti-PDI pada permukaan trombosit pasien.

4. Apakah aktivitas anti-NS1 VD terhadap PDI trombosit ini konsisten pada
semua derajat Dengue

1.4. TUJUAN PENELITIAN
1.4.1. Tujuan Umum Penelitian
Mengetahui adanya peningkatan titer anti-NS1 VD terhadap PDI sebagai

salah satu mekanisme trombositopenia pada infeksi Dengue.

1.4.2. Tujuan Khusus Penelitian

1. Mengetahui hubungan antara titer anti NS-1 VD dengan derajat
trombositopenia

2. Mengetahui adanya anti-PDI yang sudah berikatan dengan PDI trombosit
pasien terinfeksi Dengue.

3. Mengetahui adanya korelasi antara peningkatan titer anti NS-1 VD
dengan titer anti-PDI trombosit pasien.

4. Mengetahui apakah mekanisme trombositopenia karena aktivitas anti-
NS1 VD terhadap PDI trombosit terjadi pada semua derajat infeksi

Dengue.

1.5.  MANFAAT PENELITIAN
1.5.1. Manfaat Klinis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan paradigma baru
mengenai patomekanisme terjadinya trombositopenia dan disfungsi trombosit

yang terjadi pada infeksi Dengue. Selain itu dari hasil penelitian ini juga
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diharapkan dapat mengarahkan pengembangan obat-obatan yang menghambat
terjadinya trombositopenia dan disfungsi trombosit pada infeksi Dengue, serta

mencegah masuknya penderita ke stadium yang lebih berat.

1.5.2. Manfaat Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai dasar prediktor
beratnya gangguan perdarahan pada demam Dengue akut dan pengembangan
pengobatan yang dapat meningkatkan atau menggantikan PDI trombosit yang
akan diikat oleh antibodi anti-NS1 sehingga trombositopenia dapat dicegah dan

proses agregasi trombosit tidak terganggu.

1.5.3. Manfaat Bidang Akademik

Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai pengembangan
ilmu pengetahuan dalam bidang imunologi khususnya dalam patomekanisme
autoimun terhadap trombosit dan dapat menjadi dasar bagi penelitian tingkat

molekuler selanjutnya.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

I.L1.  Virus Dengue

Virus Dengue merupakan anggota genus flavivirus, keluarga Flafiviridae,
yang ditransmisikan oleh nyamuk Aedes aegypti dan Aedes albopitus.
Berdasarkan kriteria biologi dan imunologi virus Dengue dibagi menjadi 4
serotipe, yaitu: virus Dengue 1 (Denl), virus Dengue 2 (Den2), virus Dengue 3
(Den 3) dan virus Dengue 4 (Den 4). Diperkirakan VD merupakan hasil evolusi
nenek moyangnya yang merupakan parasit pada primata non-human yang
kemudian masuk ke lingkungan urban pada kira-kira 500-1000 tahun yang lalu.??
Infeksi VD mengakibatkan berbagai gejala, mulai dari demam ringan hingga
demam tinggi yang disertai sakit kepala, nyeri retro-orbita, myalgia, arthralgia,
vomitus, dan rash makulopapular. Pada keadaan yang lebih berat seringkali
disertai dengan kebocoran plasma, trombositopenia dan manifestasi perdarahan.
Berat atau ringannya gejala yang timbul sangat dipengaruhi berbagai faktor, baik
dari virus maupun dari pejamu, seperti serotipe dan genotipe virus, serta genetik

pejamu yang mempengaruhi respon imun pejamu terhadap VD.

I.1.1 Struktur Virus Dengue

Virus Dengue berbentuk spheris berdiameter 40-50 nm yang diselubungi
oleh protein Envelope (E) dan protein membran (M).**** Genom VD merupakan
rantai heliks tunggal positif RNA dengan panjang Kkira-kira 11 kb yang
diselubungi oleh nukleokapsid (protein C) dan terdiri dari satu open reading
frame yang panjang, yang diawali dan diakhiri dengan 5’ dan 3’ Non-coding
region (NCR) dan berperan pada proses translasi serta replikasi genom. Sekuen
5 NCR merupakan sekuen yang tidak terlalu conserve diantara berbagai
flavivirus. Sedangkan sekuen 3° NCR flavivirus antara yang disebarkan oleh
nyamuk dengan kutu (tick) sangat berbeda. Pada bagian 5’ terdapat 5’ cap tipe 1,
sedangkan pada bagian 3’ tidak terdapat poli(A) tail. ORF (Open ReadingFrame)

genom VD menyandi 3 protein struktural dan 7 protein non-struktural. Susunan
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gen penyandi protein dari 5’ sampai 3’ adalah 5> NCR- C — PrM — E — NS1 —
NS2A — NS2B — NS3 — NS4A — NS4B — NS5 — 3’ NCR (gambar 11.1.)

. I ~10.8 kb 13
5 CAP (1)
"mGpppAm - ORF —oH
5 NCR 3°NCR ©
A 5°CS RCS2 €S2 CS1 lm'
mosquito-borne flaviviruses r
5 CS R3  R3 PR
tick-borne flaviviruses E. IW
@
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LTS | I IO wee I ese ST | COOH
C prM E NS1 NS2A2B NS3 4A NS4B NS5
+ +
O |

prM 2Acx cleaved NSS
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Gambar 11.1. Struktur dan genom Flavivirus **

(A) Genom virus Dengue terdiri dari 1 open reading frame (ORF) yang terdiri dari
10,8 kb. Pada ujungnya terdapat 5> NCR dan 3” NCR (non coding region). Pada stem loop
(SL) 3° NCR genom virus terdapat perbedaan antara yang disebarkan oleh nyamuk dengan
kutu. Pada ujung 5’ terdapat cap tipe 1 sedangkan pada ujung 3’ tidak terdapat poly(A) tail.
(B) Poliprotein genom flavivirus, yang terdiri dari protein struktural (berwarna biru) dan
protein non-struktural (berwarna putih). Poliprotein ini dipotong oleh signalase sel pejamu
(#), protease serin virus (|), protease furin (V), dan tidak diketahui (?). (C). Topologi
protein flavivirus yang kemudian berada di membran retikulum endoplasma.

11.1.2 Protein Struktural

VD yang matur memiliki 3 protein struktural, yaitu protein kapsid
(protein C/protein core/protein nukleokapsid), protein envelope (protein E) dan
protein membran (protein M). Protein C berukuran 13-16 kDa terdiri dari 113
asam amino, diduga berperan pada pembentukan struktur virus dan meregulasi
replikasi virus. Pada sel yang terinfeksi, protein C ditemukan dalam nukleus dan
nukleoli serta sitoplasma.?

Protein E VD terdiri dari 495 asam amino dan berperan dalam perlekatan
dan fusi virus ke membran sel target. Protein E sangat imunogen sehingga dapat

menginduksi terbentuknya antibodi netralisasi dan respon imun protektif.
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Protein M VD didapatkan dalam 2 bentuk, yaitu protein pre-membran
(protein preM) pada virion yang belum matang (immature) dan protein membran
(protein M) pada virion yang matang (mature). Protein preM yang terdiri dari 165
asam amino, berinteraksi dengan protein E. Kompleks preM-E ini dapat
melindungi protein dari irreversible inactivation karena pH asam dalam vesikel
Golgi dan dalam mengaktivasi aktivitas fusogenik protein E VD.**? Selain itu
protein prM bertindak sebagai chaperone bagi pelipatan protein E pada proses
pelipatan membran dan penyusunan protein E.

11.1.3 Protein Non-Structural.

Protein non-struktural VD terdiri dari: NS1 - NS2A - NS2B - NS3 -
NS4A - NS4B - NS5. Protein NS2A, NS2B, NS4A dan NS4B merupakan protein
hidrofobik yang kecil dan sekuen primernya tidak conserve diantara ke empat
serotipe VD. Ke empat protein NS ini berperan dalam sintesis RNA dan
pembentukan virion. NS2A diduga berperan dalam perakitan dan/atau pelepasan
virus. Protein NS2B diperlukan pada aktivitas proteolitik protease NS3,%
sedangkan NS4A berperan dalam mentarget atau membentuk kait kompleks
replikasi RNA virus. NS4B telah diidentifikasi melekat pada membran
sitoplasma dan berperan dalam replikasi virus. Penelitian terakhir menunjukkan
bahwa protein NS2A, NS4A dan NS4B dapat menghambat transduksi sinyal
yang dimediasi IFN (IFN-mediated signal transduction) sementara NS4B sendiri
berpotensi menghambat persinyalan IFN-p dan IFN-y.?°

Protein NS3 terdiri dari 618-623 asam amino dan berfungsi sebagai enzim
protease virus yang terlibat dalam proses translasi poliprotein virus dan berperan
dalam proses replikasi RNA melalui nukleotida-triphosphatase (NTPase). Selain
itu didapatkan bahwa protein NS3 DEN2 berinteraksi dengan reseptor pengikat
protein nukleus (nuclear reseptor binding protein) manusia dan memodulasi jalur
intrasel antara retikulum endoplasma dengan kompartemen Golgi.

Protein NS5 terdiri dari 900-905 asam amino dan berperan sebagai

polimerase RNA, salah satu enzim pada capping pathway replikasi RNA. Selain
itu protein ini dapat menginduksi transkripsi dan translasi IL-8 melalui aktivasi

CAAT/enhancer binding protein.
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11.1.4 Protein Non-Structural 1 VD (NS1).

Protein NS1 VD sebesar 44-49 kDa terdiri dari 353-354 asam amino,
yang mengandung 2 sisi glikosilasi yang tetap (conserved) dan 12 residu sistein
yang tidak tetap (non-conserved). Protein ini berperan dalam proses replikasi dan
perakitan virus. Dalam sel yang terinfeksi VD, NS1 diekspresikan dalam 3
bentuk yaitu: dalam bentuk kompleks dengan virion virus dalam retikulum
endoplasma, dalam bentuk tersekresi (SNS1) atau terlarut yang berbentuk
heksamer (3 sub-unit dimerik) dan dalam bentuk membrane-anchored yang
berikatan pada membran sel pejamu yang berbentuk dimerik. NS1 berperan
penting dalam replikasi virus pada sel nyamuk dan pada sel neural mencit.?
sNS1 dapat melekat pada permukaan sel yang tidak terinfeksi melalui heparan
sulfat (HS), heparin (HP), dan khondroitin sulfat yang mengandung sulfat
glikoaminoglikan (GAG).?” NS1 merupakan salah satu protein imunodominan
terhadap sistim imunitas humoral sehingga dibentuk anti-NS1 yang berkaitan
dengan patogenesis infeksi Dengue.

Pada beberapa penelitian didapatkan bahwa anti-NS1 dapat bereaksi
silang dengan endotel, trombosit, faktor pembekuan darah seperti fibrinogen dan
heparin.>!>?® Pada trombosit, reaksi silang ini dapat menghambat agregasi
trombosit dengan menghambat aktivasi integrin ollbf3 dan meningkatkan
fagositosis trombosit oleh makrofag.®?® Seperti pada penelitian Chen dkk'’ yang
mendapatkan antibodi monoklonal anti-NS1 bereaksi silang dengan molekul PDI
permukaan trombosit dan menghambat proses agregasi yang diinduksi oleh ADP.
Bila antibodi monoklonal anti-NS1 ini preabsorbsi dengan PDI maka efek
penghambatan agregasi tersebut dapat dicegah. Pada penelitian tersebut juga
didapatkan antibodi monoklonal anti-PDI dapat mengikat peptida yang
mengandung asam amino residu 311-330 NS1 dan berdasarkan hasil alignment

asam amino tersebut memiliki homologi dengan sekuen PDI.

I1.2.  Proses Invasi, Translasi, dan Replikasi Virus Dengue
Pada umumnya VD masuk ke dalam sel target melalui proses endositosis
yang dimediasi reseptor (receptor mediated endocytosiss/RME) atau melalui

mekanisme Antibody-Dependent Enhancement (ADE), yaitu adanya antibodi dari
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infeksi primer yang bersifat non-netralisasi yang mengopsonisasi virus dan
membentuk komplek imun sehingga membantu masuknya virus ke dalam sel
yang mengekpresikan Fc reseptor pada permukaannya seperti monosit, limfosit B
dan sel mast. Beberapa reseptor permukaan yang dapat membantu masuknya VD
yaitu: Dendritic Cell Specific ICAM Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) pada
permukaan sel dendritik, dua Heat shock protein (HSP90 dan HSP70), integrin
avpB3, Glucose Regulating Protein 78 (GRP78/BiP), CD 14 assosiated protein,
liver/lymph node-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin dan
Glycosaminoglycans (GAG atau heparan sulfat).??*?® DC-SIGN merupakan
reseptor permukaan yang dapat berinteraksi dengan semua strain VD melalui
karbohidrat pada protein E.

Di dalam endosom, pH yang rendah menginduksi perubahan struktur
molekul glikoprotein E virus sehingga terjadi fusi antara virus dengan membran
sel.*® Selanjutnya virion akan melepaskan nukleokapsidnya dan genom masuk ke
dalam sitoplasma sel. Proses fusi membran ini dipengaruhi oleh komposisi lemak
pada membran sel pejamu, seperti kolesterol, oleic acid dan
lyophosphatidylcholine, yang juga mempengaruhi pH dalam endosom, tapi hal ini
tidak absolut.?®3"32

Dalam sel genom bebas VD mengalami proses translasi dan replikasi.
Pada proses translasi terbentuk rantai tunggal poliprotein yang kemudian
dipotong-potong oleh protease sel pejamu, yang memotong antara C-preM,
preM-E, E-NS1 dan 2K-NS4B. Sedangkan protease serin yang dikode oleh virus
memotong diantara NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A, NS4A-2K dan NS4B-
NS5. Namun enzim yang memotong antara NS1-2A masih belum diketahui
(gambar 11.1.b).%

Pada proses replikasi, ggnom RNA bergabung dengan komplek replikasi
dan membentuk template RNA. Template RNA kemudian digunakan untuk
menghasilkan rantai positif RNA yang baru. Proses replikasi ini terjadi di
permukaan membran retikulum endoplasma yang memberikan gambaran struktur
vesikel kecil dengan membran yang halus. Vesikel-vesikel ini kemudian
berakumulasi dan membentuk suatu bentuk baru yang terletak di regio

perinuklear retikulum endoplasma. RNA yang baru terbentuk ini kemudian
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melayang ke sitosol retikulum endoplasma dan diselubungi oleh protein C.
Selanjutnya partikel virus ini dilapisi oleh kompleks protein E-preM. Partikel
virus tersebut kemudian di transport melalui jalur sekretorik ke permukaan sel
dan dilepaskan. Sesaat sebelum virion dilepaskan, protein preM dipotong oleh
furin-like protease menjadi bentuk protein M yang matur yaitu protein M,
sehingga protein E teraktivasi dan siap untuk menginfeksi sel lainnya (gambar
11.2).2
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Gambar 11.2.Siklus hidup virus Dengue di dalam sel pejamu?®

Virus masuk ke dalam sel melalui proses perlekatan pada beberapa reseptor permukaan sel
yang kemudian diendositosis. pH asam dalam endosom mengakibatkan virus berfusi ke
membran sel sehingga RNA virus terlepas dari protein struktural dan masuk ke sitoplasma sel
target. Genom kemudian mengalami proses translasi dan replikasi. Selanjutnya melalui jalur
sekretorik partikel virus yang baru dihantarkan melalui network Golgi untuk kemudian
dilepaskan keluar sel melalui proses eksositosis.

I1.3. Mekanisme Respon Imun pada Infeksi Dengue

Selain dipengaruhi virulensi virus, ringan atau beratnya manifestasi klinis
yang timbul pada infeksi Dengue juga dipengaruhi oleh respon imun seluler dan
humoral pejamu. Dari beberapa penelitian didapatkan bahwa respon imun yang
berperan dalam mengeliminasi virus, karena beberapa keadaan dapat

memperberat manifestasi penyakit. Respon imun pejamu ini dipengaruhi oleh
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usia, ras, status gizi dan adanya penyakit kronik yang menyertai.’ Terinfeksinya
sel dendritik, makrofag/monosit oleh VD merangsang terbentuknya interferon y
(IFNy) dan interferon o/f (IFNo/pB) yang dapat menghambat infeksi pada sel
monosit dan mengaktivasi makrofag untuk memproduksi nitrit oxide (NO)
sehingga replikasi RNA VD terhambat.”® Namun overproduksi NO dapat
mengakibatkan teraktivasinya caspase apoptosis sehingga endotel mengalami
apoptosis® dan mengakibatkan terjadinya kebocoran plasma. Selain IFN, sel
monosit yang terinfeksi VD juga memproduksi TNFa, IL-2, IL-6, IL-8, IL1-B

dan sitokin lainnya.®*2

Sitokin yang diproduksi ini juga dapat menginduksi
pelepasan sitokin lain sehingga terjadi peningkatan kadar sitokin dan mediator
kimiawi lainnya. Adanya sinergi antara TNFo, IFNy dan IL-1 dapat
meningkatkan permeabilitas pembuluh darah yang lebih tinggi dibandingkan bila
sitokin tersebut muncul secara sendiri.2 Adanya IL-6 dapat memicu maturasi sel
plasma dan memproduksi autoantibodi.

Lebih banyaknya ekspresi DC-SIGN pada sel dendritik immatur
mengakibatkan lebih banyak VD yang melekat dan masuk ke dalam sel tersebut
dibandingkan dengan sel dendritik matur yang memfasilitasi masuknya VD
melalui Fc reseptor.®

Respon limfosit T memori setelah kontak dengan sel pemajan pada
infeksi sekunder lebih cepat dari pada sel T naif, sehingga memicu produksi
sitokin pro-inflamasi yang juga dapat memicu pelepasan dan produksi sitokin
lainnya.® Rendahnya ambang aktivasi sel T memori menyebabkan terproduksinya
klon, baik CD4" maupun CD8" (cytolytic T lymphocytes/ CTL) dengan afinitas
rendah dan kurang efektif untuk netralisasi virus.3**

Terinfeksi salah satu dari 4 serotipe VD pada infeksi primer memberikan
kekebalan jangka panjang terhadap serotipe tersebut (homolog). Meskipun dapat
terjadi reaksi silang dengan serotipe VD yang berbeda (heterolog), antibodi yang
terbentuk pada infeksi primer ini tidak memberikan efek netralisasi. Antibodi
tersebut kemudian membentuk kompleks antibodi-virus yang secara langsung
mengaktivasi mekanisme Antibody Dependent Celluler Cytotoxicity (ADCC) dan
sistim komplemen. Aktivasi komplemen dapat meningkatkan permeabilitas

pembuluh darah.® Dikarenakan kurangnya spesifisitas dan konsentrasi antibodi
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maka antibodi ini memberikan efek peningkatan masuknya dan replikasi virus ke

dalam sel target melalui Fc reseptor. Mekanisme ini kemudian dikenal dengan

mekanisme Antibody Dependent Enhancement (ADE). (gambar 11.3.)*%%%°
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Gambar 11.3. Mekanisme respon imun pada infeksi Dengue sekunder®’

Pada infeksi sekunder, antibodi non neutralizing mengenal virus Dengue dan membentuk
kompleks imun. Kompleks imun ini dikenali oleh sel yang mengekspresikan Fc reseptor
seperti monosit, untuk kemudian di endositosis. Interaksi ini meningkatkan masuknya
virus ke dalam sel dan jumlah sel yang terinfeksi. Pada re-infeksi dengan virus Dengue
serotipe yang berbeda, sel T memori akan teraktivasi dan mengekspresikan
sitokin(seperti TNFa, interferon y) dalam waktu yang cepat. Akumulasi produksi sitokin
oleh sel T memori dan komplek imun yang terbentuk dapat mengaktifkan sistim
komplemen dan memperberat kerusakan endotel dan kebocoran plasma.

Respon imun humoral yang terbentuk pada infeksi Dengue adalah IgM
dan IgG anti Dengue. Adanya antibodi ini dapat digunakan sebagai salah satu
penetapan diagnosis penunjang. Pada infeksi primer IgM terbentuk pada hari ke
3-5 demam, sedangkan IgG mulai muncul setelah 1 minggu timbulnya demam
dengan kadar yang rendah. Pada infeksi sekunder 1gG anti dengue terdeteksi pada
masa akut, kemudian meningkat secara drastis pada 2 minggu setelah munculnya
demam.*® (gambar 11.4).

Untuk diagnosis laboratorium, saat ini dideteksi antibodi spesifik Dengue,
baik IgM maupun IgG dilakukan dengan menggunakan protein E sebagai antigen

pendeteksi
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Gambar 11.4. Respon antibodi pada infeksi primer dan sekunder pada infeksi VD. ¥
Pada infeksi primer IgM terdeteksi pada demam hari ke 3 sampai ke 6. Kemudian
kadarnya meningkat dan bertahan sampai hari ke 90. Sedangkan 1gG akan muncul mulai
hari ke 14. Pada infeksi sekunder, IgG sudah dapat terdeteksi pada demam hari ke 2 dan
bertahan lama, sedang IgM terbentuk pada hari ke 3 sampai ke 6 demam dalam kadar
yang sangat rendah.

11.4.  Trombosit

Trombosit adalah sel tidak berinti, dengan diameter 2-5 um dan dilapisi
oleh membran lipid bilayer. Produksi trombosit diawali dengan proses
diferensiasi sel induk hematopoietik menjadi megakariosit. Dengan rangsangan
dari trombopoetin dan dibantu oleh IL-3, IL-6 dan IL-11, megakariosit
mengalami proses maturasi dan sitoplasmanya terpecah-pecah menjadi trombosit
melalui sistim membran demarkasi.*® Setiap megakariosit menghasilkan 2000-
3000 fragmen diskoid yang kemudian masuk ke sirkulasi. Trombosit berusia 7—
10 hari dan bila tidak terlibat dalam proses trombosis dan hemostasis, trombosit
akan dihancurkan dalam sistim retikuloendotelial.

Di sirkulasi trombosit berada dalam keadaan yang tidak teraktivasi dan
permukaannya halus. Apabila ada kerusakan endotel, perubahan aliran darah,
atau rangsangan kimiawi (agonist trombosit) maka trombosit akan teraktivasi,
kemudian berubah bentuk, dan membentuk pseudopodia sehingga dapat
berinteraksi dengan sel darah atau trombosit lain. Selain itu trombosit juga

melepaskan berbagai organel sekresi yang terdapat di sitoplasma seperti: granula
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dense (dense body), granula alfa (alpha granules) dan lisosom yang dapat
menimbulkan respon imun.*%**

Dalam menjalankan fungsinya mencegah dan menghentikan perdarahan,
trombosit memberikan respon berupa adhesi, sekresi, dan agregasi yang
melibatkan reseptor permukaan trombosit, yaitu glikoprotein (GP) kompleks Ib-
IX-V, kompleks GPIIb-IIIa (integrin allbB3), dan GP VI. Selain itu masih banyak
reseptor pada permukaan trombosit seperti Toll Like Receptor (TLR) yang
merupakan transmembran reseptor tipe 1, reseptor trombin, reseptor ADP,
reseptor platelet activating factor (PAFR), reseptor kemokin, DC-SIGN, CD40
Ligand, reseptor komplemen, antigen golongan darah, reseptor IgG FcyR dan
lain-lain yang berperan pada reaksi inflamasi, antimikroba, pertumbuhan dan
metastasis tumor, serta angiogenesis.**

GP lIb/Illa merupakan reseptor yang paling banyak terdapat pada
permukaan trombosit (50.000-80.000 copies) karena peranannya berikatan
dengan berbagai ligan.** GP 11b/I11a (integrin allbB3) terdiri dari subunit allb dan
B3. Pada kedua subunit ini terdapat banyak residu sistein yang penting bagi
struktur dan perubahan konformasional integrin dari afinitas rendah menjadi
tinggi.** Residu sistein pada integrin ini, mengandung sekuen CXGC yang
merupakan karakteristik dari sisi aktif protein disulfida isomerasi (PDI).* Telah
diketahui dari penelitian terdahulu bahwa regio integrin yang banyak
mengandung sistein ini  merupakan epitop target reaksi autoimun anti-

trombosit.*>°

I.5. Trombositopenia pada infeksi Dengue

Trombositopenia  merupakan  Kkarateristik  infeksi  dengue dan
keparahannya mempengaruhi gejala yang timbul. Hingga saat ini mekanisme
trombositopenia masih belum jelas. Dari penelitian yang telah dilakukan
didapatkan adanya keterlibatan faktor aktivasi trombosit, faktor prokoagulasi,
faktor antikoagulasi dan aktivasi komplemen, faktor endotel serta faktor sitokin
dalam mekanisme terjadinya trombositopenia.

Ada beberapa mekanisme trombositopenia yang mungkin terjadi pada

infeksi Dengue. Pertama, infeksi VD pada sel progenitor dan stroma sumsum
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tulang mengakibatkan penurunan produksi trombosit, karena apoptosis dan

eliminasi sel progenitor,*’3

serta sitokin yang bersifat hematodepressive oleh
stroma sumsum tulang yang terinfeksi ( TNFa, IL-2, IL-8, INF-a, dan IFN-y). *°
Kedua, adanya aktivasi trombosit karena interaksi langsung VD terhadap
trombosit,”® sehingga terjadi peningkatan pemakaian trombosit atau perlekatan
trombosit ke sel endotel, leukosit, dan monosit.** Pemakaian trombosit secara
berlebihan ini juga terjadi karena terinfeksinya endotel oleh VD yang
mengakibatkan terekspresinya E-selectin, agonist trombosit serta berbagai
sitokin.”*? Ketiga, terbentuknya antibodi terhadap pemukaan trombosit (platelet

1528 sarta

association IgM/PAIgM atau terbentuknya auto-antibodi anti-trombosit)
antibodi spesifik terhadap VD yang dapat bereaksi silang dengan molekul
permukaan trombosit dan mengopsonisasi trombosit sehingga terjadi peningkatan
bersihan trombosit oleh makrofag.®*?** Selain itu terbentuknya kompleks imun
antibodi-antigen trombosit menyebabkan teraktivasinya sistim komplemen
sehingga terjadi lisis trombosit.

Pada penelitian yang dilakukan Sun dkk *° baik secara in vivo maupun in
vitro, didapatkan anti-NS1 VD dapat mengopsonisasi trombosit dan
meningkatkan perlekatan trombosit dengan makrofag. Selain itu penyuntikan
anti-NS1 Ig pada mencit dapat meningkatkan deposit fibrin dalam paru dan
kadar D-dimer plasma, serta menurunkan faktor antikoagulan seperti protein C,
protein S, dan antithrombin 1l1l. Keadaan tersebut menunjukkan terjadinya
disseminated intravascular coagulopathy (DIC).

Dari berbagai hasil penelitian diatas, dapat disimpulkan adanya
keterlibatan respon imun pejamu yang kompleks terhadap terjadinya

trombositopenia pada infeksi Dengue.

I1.6. Protein Disulfida Isomerase

Protein Disulfide Isomerase (PDI) merupakan enzim yang banyak
terdapat pada retikulum endoplasma sel hepatosit, pankreas, endotel, dan
membran trombosit.*** Enzim ini berfungsi mengkatalisa formasi ikatan
disulfida diantara residu sistein protein nascent dengan melakukan tiga reaksi

yaitu: reduksi, oksidasi, dan isomerasi.>® Selain itu PDI juga memiliki
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kemampuan lain seperti aktivitas proteolitik atau kemampuan mengikat kalsium,
ATP, dan ligan kecil lainnya, namun relevansinya dalam peranan biologis masih
belum jelas.*

PDI  memiliki struktur multidomain yang mengandung sekuen
thioredoxin-like active site yang disebut domain katalisis. Domain ini memiliki
motif CXXC, vyaitu 2 sistein yang dipisahkan oleh 2 asam amino (gambar 11.5).'°
Diantara domain Kkatalisis terdapat 2 domain non katalisis yang berperan sebagai

pengikat peptida yang kecil.

491

7 117-119  216-218 352 462

Gambar 11.5: Struktur PDI. Domain a dan a’ adalah domain catalisis, domain b
dan b’ adalah domain non-katalisis. Diantaranya terdapat suatu acidic carboxyl
pendekyang berperan dalam stabilitas PDI.*

Telah ditemukan 13 anggota keluarga PDI pada manusia (human PDI
family) dan PDI trombosit adalah salah satu PDI yang saat ini sering dipelajari.
PDI trombosit disekresikan pada permukaan membran trombosit dan melekat
melalui interaksi elektrostatik. PDI ini berfungsi untuk mengaktivasi integrin pada
proses agregasi, adhesi, dan pengikatan fibrinogen dengan melakukan perubahan
thioldisulfida intermolekuler dan intramolekuler.>>***° PDI diekspresikan pada
permukaan trombosit baik pada saat trombosit teraktivasi dengan 81% sisi
aktifnya berupa dithiol, maupun saat trombosit tidak teraktivasi (resting platelet)
dengan 26% sisi aktifnya berupa dithiol.®°

Pada trombosit PDI berperan dalam mengaktivasi integrin allbf3 yang
berperan pada proses agregasi, integrin a2f1 yang berperan pada proses adhesi,
dan glikoprotein 1b-a sebagai reseptor adhesi.”*****%! Pada proses aktivasi PDI
terjadi modifikasi redoks atau perubahan konformasi intramolekuler integrin atau
glikoprotein karena adanya stimulasi oleh ADP, kolagen, thrombin, dan
epinephrine.®®®-%2 Modifikasi redoks ini mengubah domain ekstraseluler integrin

allbB3 yang dikarakteristik dengan pembelahan dua ikatan disulfida dithiothreitol
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dalam domain allbpB3 yang kaya sistein (gambar 11.6). Dengan demikian
terjadilah interaksi antara lingkungan luar sel dengan sitoplasma.®® Proses ini
dipengaruhi oleh homeostasis lingkungan seperti perubahan pH, kalsium, dan

sebagainya.®® Selain mengaktivasi integrin, PDI juga berperan dalam
menghantarkan derivat NO ke dalam sel® dan mereduksi aktivasi tissue factor
trombosit®>©°

I1.7. Autoimun dan molecular mimicry pada infeksi Dengue

Autoimun terjadi karena hilangnya kemampuan toleransi sel T terhadap
self antigen. Ada 2 mekanisme terjadinya reaksi autoimun, yaitu diproduksinya
ko-stimulator dan sitokin yang tidak normal karena terinfeksinya APC (antigen
precenting cell) oleh virus tertentu dan atau terjadinya reaksi silang antara
antibodi spesifik virus dengan self antigen karena adanya molecular mimicry.

Adanya sekuen homolog antara antigen core, preM, envelope, dan NS1
VD dengan protein trombosit, sel endotel, dan faktor koagulasi mengakibatkan
terjadinya reaksi silang antara anti-core, anti-preM, anti-E, dan anti-NS1 dengan
protein yang terdapat pada trombosit, sel endotel, dan faktor koagulasi.’ Reaksi
silang ini mengakibatkan terjadi peningkatan bersihan trombosit oleh makrofag,
gangguan koagulasi, dan kebocoran plasma. Teraktivasinya sel T memori pada
infeksi sekunder oleh serotipe virus yang berbeda mengakibat terproduksinya
sitokin secara berlebih sehingga terjadi kebocoran plasma dan teraktivasinya
trombosit.”

Dari hasil sekuensing yang dikerjakan oleh NCBI dan Swiss-Prot
database diketahui bahwa anti-NS1 mengenali beberapa autoantigen, seperti:
rantai beta H'-transporter/ATP synthase, Protein Disulfida Isomerase (PDI),
Vimentin, dan Heat Shock Protein 60. Penelitian Chen dkk®® mendapatkan bahwa
kemampuan pengikatan antibodi monoklonal anti-AC NS1 VD (antibodi
monoklonal anti-NS1 VD rekombinan yang dibuat tanpa residu terminal C)
terhadap trombosit lebih lemah dari pada antibodi anti-full length NS1 VD. Ini
menunjukkan bahwa adanya kemiripan antara asam amino residu terminal C
dengan protein yang terdapat pada permukaan trombosit. Selain itu didapatkan

pula antibodi monoklonal anti-NS1 VD bereaksi silang dengan PDI permukaan
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trombosit, sehingga menurunkan agregasi trombosit dengan menghambat aktivasi
integrin olIbBIIL. Cheng dkk'’” menduga reaksi silang anti-NS1 ini terdapat pada
asam amino residu 311-330 regio terminal C NS-1 VVD. Adanya pengenalan PDI
oleh anti-P311-330 dan pre-absorpsi serum pasien dengan NS1 VD, PDI, dan
P311-330 menurunkan aktivitas pengikatan anti-NS1 terhadap trombosit. Namun
bagaimana mekanisme trombositopenia akibat adanya aktivitas anti-NS1
terhadap PDI permukaan trombosit dan mekanisme penghambatan integrin oleh

anti-NS1 ini masih belum jelas dan masih memerlukan penelitian lanjut.
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11.6. Kerangka Teori
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Gambar 11.7. Kerangka konsep
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BAB I11
BAHAN DAN CARA KERJA

I11.1. Desain penelitian

Desain penelitian ini menggunakan desain potong lintang analitik
observasional. Pada penelitian ini akan dilihat korelasi antara titer anti-NS1 dan
titer anti-PDI permukaan trombosit serta derajat trombositopenia penderita

demam Dengue akut.

I11.2. Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi molekuler Divisi
Hematologi dan Onkologi Departemen IImu Penyakit Dalam Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo (RSCM) dan Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dan di
Lembaga Biologi Molekuler Eijkman. Penelitian dilaksanakan sejak Februari
2011 hingga Oktober 2012.

111.3. Bahan penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari subjek yang

memenuhi kriteria inklusi.

Kriteria inklusi:

1. Pasien dengan riwayat demam tinggi mendadak sekurang-kurangnya tiga
hari dan memenuhi kriteria WHO 1997 untuk diagnosis demam berdarah
Dengue.

2. Uji antigen NS1 positif (Rapid Immunochromatography test).

3. Uji IgM anti Dengue positif dengan atau tanpa IgG anti dengue positif
(Rapid Immunochromatography test)

4. Setuju untuk berpartisipasi dalam penelitian ini dengan menandatangani

lembar persetujuan.
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Kriteria eksklusi:

1. Menderita penyakit infeksi lain yang bersamaan dengan demam berdarah
(mix infection).

2. Terdapat kelainan yang dapat mengaktivasi koagulasi: sepsis, trauma,
kerusakan organ, keganasan, kelainan obstetri, kegagalan hati berat, toksik
berat atau reaksi imunologi.

3. Mendapat terapi steroid
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I11.4. Alur penelitian

Alur penelitian ditampilkan pada gambar I11.1.

Demam akut minimal 3 hari

A 4
antigen NS1 (+),
IgM dengan atau tanpa
IgG anti Dengue (+)

l

Sampel darah
demam hari ke 3,5,7
(serum & trombosit)

\ 4
Hitung Trombosit

Anti-NS1 (ELISA) Uil West Blot
Anti-PDI (MAIPA) T ji Western Blo
demam hari ke 3,5,7

'

Analisis Data

(serum sampel)

Y Y
Kelompok 1 Trombosit Kelompok 2 Trombosit
< 1x10°/pl >1x10°/pl

Simpulan

A

A 4

Gambar 111.1. Alur Penelitian

Pengumpulan subjek penelitian:

Subjek penelitian merupakan pasien demam Dengue akut. Anamnesis,
pemeriksaan fisik dan laboratorium (hemoglobin, hematokrit, leukosit, trombosit,
SGOT, dan SGPT) dilakukan oleh dokter yang merawat saat hari pertama

dirawat. Pasien yang masuk kriteria inklusi, diambil darahnya secara serial pada
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demam hari ke-3, hari ke-5, dan hari ke-7, untuk dihitung jumlah trombositnya
kemudian dipisahkan serum dan trombositnya. Pada serum sampel dilakukan
pemeriksaan OD anti NS1 dan pada trombosit sampel dilakukan pemeriksaan OD
anti-PDI yang telah berikatan pada PDI permukaan trombosit. Karakteristik
pasien dicatat seperti: jenis kelamin, usia, dan adanya manifestasi perdarahan.
Western Blot dilakukan untuk melihat kemungkinan adanya reaksi silang antara
anti NS-1 yang terdapat pada serum sampel dengan PDI permukaan trombosit.

I11.5. Perkiraan besar sampel

Untuk menghitung korelasi antara anti NS1 antibodi dengan anti-PDI
yang telah berikatan pada permukaan trombosit dan kejadian trombositopenia,

perkiraan sampel yang diperlukan dihitung dengan menggunakan rumus untuk

korelasi.
(z,+2,) °
— il lﬁ +3 =32
+r
0,5Ln(%r
Keterangan:

n = besar sampel
Zo. =1,960
7B =0,842 ; power sebesar 80%

r = koefisien korelasi = 0,5 (asumsi)

Oleh karena belum adanya data nilai koefisien korelasi dari penelitian
sebelumnya maka diambil nilai 0,5 karena diharapkan terdapat hubungan yang
cukup kuat antara antibodi NS1 dengan anti-PDI permukaan trombosit dan
trombositopenia. Dari hasil perhitungan tersebut ditambah dengan drop out
sebesar 10% didapatkan besar sampel 32 subjek untuk masing-masing kelompok
(kelompok 1 dengan jumlah trombosit <1x10°/uL dan kelompok 2 dengan jumlah
trombosit>1x10%/uL).
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I11.6. Populasi dan sampel

Populasi target penelitian ini adalah semua pasien yang mengalami
demam Dengue akut yang dirawat di RS Kramat 128 dalam kurun waktu
penelitian. Sampling dilakukan secara consecutive, yaitu semua pasien yang
masuk dalam kriteria inklusi diikutsertakan sebagai subyek.

I11.7. Penghitungan Trombosit

Jumlah trombosit pasien didapatkan dari data hasil laboratorium tempat
pasien dirawat. Perhitungan trombosit dilakukan dengan menggunakan
hematology analyzer ABX Micros 60.

111.8. ELISA Anti-NS1

Pemeriksaan anti NS1 dilakukan untuk mengetahui kadar anti NS1 pada
serum sampel dengan menggunakan teknik Enzyme Linked Immunosorbant Assay
(ELISA) Indirect yang dimodifikasi oleh Shu dkk,®” dan Alcon dkk.®® ELISA
merupakan metode yang digunakan untuk observasi antibodi atau antigen
(analyte) dengan melekatkan pada permukaan phase padat berdasarkan
spesifisitas pengikatan yang tinggi. Sebelum pengujian sampel prosedur ELISA
dioptimasi terlebih dahulu, meliputi: penggunaan bovine serum albumin (BSA)
1% atau 2% dalam dapar blocking dikarenakan terjadi reaksi silang dengan
protein serum sehingga menimbulkan background yang tinggi, maka BSA diganti
dengan Non Fat Dry Milk (NFDM) konsentrasi 5% yang kemudian ditambah
Tween 20 0,1%. Optimasi pengenceran sampel serum mulai 1:50, 1:100, 1:200,
dan 1:400. Pengenceran serum yang digunakan adalah 1:50 karena dapat
memberikan perbedaan antara OD sampel negatif dan positif. Optimasi
pengenceran Peroxidase-conjugated Goat anti human IgG Fcy fragment specific
(Abcam dan Jackson Immuno Research) mulai dari 1:5000, 1:10.000, 1:15.000,
1:30.000. Setelah optimasi, pada penelitian ini digunakan Peroxidase-conjugated
Goat anti human IgG Fcy fragment specific dari Jackson Immuno Research
dengan pengenceran 1:15.000. Mikroplat yang awalnya dari IWAKI, karena

memberikan latar warna yang selalu tinggi maka diganti dengan mikroplat
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NUNC seperti direkomendasikan oleh CDC dan yang digunakan pada penelitian
Alcon dkk.®® Berdasarkan saran (personal communication) Khin Saw Aye Myint,
MD (konsultan virology, Institut Eijkman) substrat 1,2 Phenylenediamine
dihydrochlorida (OPD, Dako) yang kurang stabil diganti dengan 3,3°,5,5’
Tetramethyl benzidine (TMB) yang lebih stabil. Proses pencucian secara manual
dengan menggunakan multichannel pipet diganti dengan menggunakan washer
Hydroflex-Tecan agar diperoleh hasil yang lebih seragam. Suhu inkubasi serum
yang telah diencerkan, yang semula 1 jam pada 37°C, setelah optimasi menjadi
semalam pada 4°C yang terbukti memberikan hasil yang lebih baik karena ikatan
kompleks antigen-antibodi spesifik menjadi lebih stabil. Inkubasi proses blocking
yang semula 1 jam menjadi 2 jam pada 37°C.

Serum yang digunakan pada penelitian ini merupakan serum yang
dikumpulkan dalam kurun waktu pelaksanaan penelitian. Untuk mengurangi bias
antar pemeriksaan, pengujian dilakukan terhadap serum demam hari ke3, ke5,
dan ke7 secara bersamaan. Selain itu pada setiap kali pengujian digunakan
kontrol negatif dan positif yang sama. Karena tidak tersedia standar anti-NS1
maka hasil dilaporkan dalam bentuk OD (optical density) dan OD sampel
disubstraksi dahulu dengan OD blanko.

Antibodi dan antigen yang digunakan untuk ELISA phase pada pada
penelitian ini adalah: (1) Glikoprotein rekombinan NS1 virus Dengue (ab4456,
Abcam, UK), (2) Horseradish Peroxidase (HRP)-conjugated Goat anti Human
IgG Fc dari Jackson Immuno Research Lab (West Grove, PA, USA).

Cara kerja ELISA fase padat untuk pemeriksaan anti-NS1

Limapuluh (50) pL Recombinant full length Dengue Virus NS1
glycoprotein (5 pg/mL; ab64456, Abcam, UK) yang telah diencerkan dengan
dapar pelapis (0,1M Na,CO3/NaHCO3; (Merck), pH9,5) dimasukan ke dalam tiap
sumur mikroplat (NUNC, Denmark). Mikroplat ditutup dengan seal dan
diinkubasi pada suhu 4°C semalam. Keesokan hari dapar pelapis dibuang dan
mikroplat dicuci dengan 300 pL larutan PBS-Tween20 1% (PBST 1%) sebanyak
5 kali dengan menggunakan washer (Hydroflex-Tecan). Semua sumur mikroplat
diisi dengan 250 pL dapar blocking (PBS-Skim 5%-Tween 20 0,1%). Setelah itu
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mikroplat ditutup dengan seal dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2 jam.
Mikroplat dicuci dengan 300 pL larutan PBST 1% sebanyak 5 kali. Kontrol
negatif, kontrol positif dan serum pasien (serum demam hari ke3, ke5, dan ke7)
yang akan diperiksa diencerkan dengan dapar blocking 1:50, kemudian
dimasukkan masing-masing 100 pL (duplo) ke dalam sumur mikroplat.
Mikroplat ditutup dengan seal dan diinkubasi 4°C semalam (+ 16 jam). Mikroplat
dicuci dengan 300 pL PBST 1% 5 kali. Dimasukkan 100 pL Peroxidase-
conjugated Goat anti human IgG,Fcy fragment spesific (Jackson Immuno
Research) yang telah diencerkan dengan dapar blocking 1:15.000 ke dalam tiap
sumur mikroplat lalu ditutup dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Tahap
berikutnya, mikroplat dicuci kembali dengan 300 pL PBST 5 kali. Terakhir
dimasukkan 100 pL larutan pewarna/substrat Tetramethyl benzidine (TMB)
(Invitrogen) ke dalam tiap sumur. Mikroplat ditutup dan diinkubasi pada suhu
ruang di tempat yang gelap selama 10 menit. Reaksi dihentikan dengan
penambahan H,SO,4 1N sebanyak 100 pL pada semua sumur mikroplat. Intensitas
warna yang muncul diukur menggunakan alat pembaca ELISA Infinite f200
(Tecan, Austria) pada panjang gelombang 450 nm. Hasil dilaporkan dalam
bentuk OD, dan untuk mengurangi bias antar pemeriksaan maka pemeriksaan
terhadap trombosit demam hari ke 3, 5. Dan 7 dilakukan secara bersamaan
dengan menggunakan kontrol negatif yang sama setiap kali pengujian. Selain itu
OD anti-PDI disubstraksi dengan OD blanko terlebih dahulu.

111.9. Deteksi anti-PDI trombosit dengan MAIPA Direk.

Pemeriksaan anti-PDI pada permukaan trombosit sampel dilakukan
dengan menggunakan teknik Monoclonal Antibody Specific Immobilization of
Platelet Antigens (MAIPA) yang digunakan oleh Berry J.E dkk® dengan sedikit
modifikasi. Teknik MAIPA semula digunakan untuk mendeteksi adanya antibodi
spesifik pada serum sampel terhadap molekul protein permukaan trombosit donor
(MAIPA indirek), kemudian diubah untuk mendeteksi antibodi yang telah terikat
pada protein (PDI) permukaan trombosit (MAIPA direk). Pada prosedur MAIPA
direk ini trombosit yang digunakan adalah trombosit sampel yang telah
didiagnosis infeksi akut Dengue. Tahapan pemaparan trombosit dengan serum
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sampel pada MAIPA indirek tidak dilaksanakan, tapi trombosit sampel langsung
dipaparkan dengan monoklonal antibodi anti-PDI. Pemeriksaan anti-PDI pada
permukaan trombosit dilakukan dengan melekatkan antibodi monoklonal anti-
PDI ke protein target di permukaan trombosit kemudian trombosit dilisis dan
supernatan dipindahkan ke dalam mikroplat yang telah dilapis dengan antibodi
anti mouse. Selanjutnya anti-PDI pasien pada PDI permukaan trombosit dideteksi
dengan Goat Anti-Human IgG berlabel Peroksidase.

Antibodi yang digunakan untuk MAIPA direk pada penelitian ini adalah:
(1) AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (Jackson Immuno Research), (2)
Peroxidase-conjugated Goat anti human IgG,Fcy fragment spesific (Jackson
ImmunoResearch), dan (3) Mouse Monoclonal (RL90) to PDI-ER Marker
(Abcam).

111.9.1. Isolasi trombosit

Dua (2) tabung 3 cc EDTA sampel darah yang dikumpulkan pada hari ke
3, hari ke 5, dan hari ke 7 demam, disentrifugasi (Universal 32R, Hettich
Zentrifugen) dengan kecepatan 350 g (1600 RPM) selama 10 menit pada suhu
10°C. Kemudian supernatan (platelet rich plasma atau PRP) dimasukkan ke
dalam tabung 10 cc yang baru. Trombosit dicuci dengan menambahkan larutan
EDTA/PBS pada tabung yang berisi PRP hingga volume mencapai 10 cc dan
tabung disentrifugasi dengan kecepatan 1300 g selama 5 menit. Supernatan
dibuang dan disisakan + 2 cc untuk resuspensi pellet. Pencucian trombosit
dilakukan sebanyak 2 kali. Terakhir setelah pellet diresuspensi, jumlah trombosit
dihitung dengan menggunakan alat hematology analyzer ABX Micros 60 dan
disesuaikan hingga jumlah trombosit mencapai 1 x 10°/uL. Trombosit disimpan
pada suhu 4°C.

111.9.2. Cara kerja MAIPA direk

Sumur mikroplat flat bottom (NUNC, Denmark) dilapisi dengan 100 pl
AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (Jackson Immuno Research) yang telah
diencerkan dengan dapar pelapis (Na,CO3 15 mmol/L, NaHCO3; 35mmol/L, pH
9,6) konsentrasi 3 pug/mL. Mikroplat kemudian ditutup dan diinkubasi pada suhu

Universitas Indonesia



47

4°C semalam. Mikroplat dicuci dengan 150 pL (Tris 10mmol/L, NaCl 146
mmol/L, Triton X-100 0,5%, Tween 20 0,05%, CaCl, 0,5 mmol/L, BSA 0,2%) .
Mikroplat kemudian di blok dengan 150 pL dapar pencuci Tween dan diinkubasi
pada suhu 4°C selama 30 menit. Cairan blocking dibuang saat mikroplat akan
digunakan.

Seratus (100) mikroliter suspensi trombosit sampel dan kontrol
dimasukkan ke dalam tiap sumur mikroplat round bottom (NUNC, Denmark),
lalu mikroplat disentrifugasi, dengan kecepatan 1006 g selama 3 menit.
Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan vortex. Pada tiap sumur
trombosit ditambahkan 40 uL mAb PDI yang telah diencerkan dengan dapar
TBS/BSA (Tris 10 mmol/L, NaCl 146 mmol/L, BSA 0,2%) konsentrasi 5 pg/mL.
Agar larutan homogen, mikroplat di vortex, lalu ditutup dan diinkubasi dalam
penangas pada suhu 37°C selama 30 menit. Mikroplat dicuci dengan 200 pL
TBS/BSA sebanyak 3 kali. Tiap sumur dimasukkan 130 pL dapar pelisis (Tris 1
mmol/L, NaCl 13,8 mmol/L, Triton X-100 0,5%, pH 7,4). Mikroplat ditutup dan
diinkubasi pada suhu 4°C selama 30 menit, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 1006 g selama 15 menit. Sebanyak 100 pL cairan supernatan
dipindahkan dari mikroplat round bottom ke mikroplat flat bottom yang telah
dilapisi dengan Affinipure Goat Anti Mouse 1gG. Mikroplat ditutup dan
diinkubasi pada suhu 4°C selama 90 menit, kemudian dicuci dengan 150 pL
dapar pencuci tween sebanyak 6X. Seratus (100) uL Peroxidase-conjugated Goat
anti human 19G, Fcy fragment spesific (Jackson Immuno Research, USA) yang
telah diencerkan dengan dapar pencuci tween 1:6000 dimasukkan ke dalam tiap
sumur dan diinkubasi pada suhu 4°C selama 90 menit. Mikroplat dicuci dengan
150 uL dapar pencuci tween sebanyak 6X. Seratus (100) pL larutan substrat (1,2
Phenylenediamine dihydrochlorida yang mengandung 3% H,0,, Dako, UK)
dimasukkan ke dalam tiap sumur dan mikroplat diinkubasi pada suhu ruang
ditempat gelap selama 20 menit. Untuk menghentikan reaksi, dimasukkan 100 pL
H,SO,4 1N pada tiap sumur dan intensitas warna yang muncul diukur dengan alat

pembaca ELISA Infinite 200 (Tecan, Austria) pada panjang gelombang 492 nm.
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111.10. Western Blot

Untuk mendeteksi kemungkinan adanya reaksi pengenalan antibodi,
dalam hal ini anti-NS1, dalam serum sampel terhadap PDI trombosit, maka
dilakukan teknik Western Blot. Pada metode ini ekstrak protein trombosit di
dianalisis menggunakan SDS PAGE, kemudian ditransfer ke membran PVDF.

Setelah itu protein pada membran dipaparkan dengan serum sampel.

111.10.1. Cara kerja SDS PAGE

Protein trombosit yang akan di analisis tersebut berasal dari trombosit
dengan golongan darah O dan dipersiapkan dengan prosedur yang sama untuk
MAIPA dengan jumlah konsetrasi trombosit disesuaikan menjadi kira-kira 500 X
10°/uL .

Perangkat cetak gel SDS PAGE disiapkan. Larutan separating gel 8%
terdiri dari 2,7mL acrilamide mix 30%, 2,5 mL Tris 1,5 M, pH 8,8, 0,1 mL SDS
10%, 0,1 mL Ammonium persulfate, 4,6 mL ddH,O dan terakhir tambahkan
0,006 mL TEMED, kemudian dimasukkan ke dalam cetakan gel hingga
mencapai + 1,5 cm dari tepi atas. Agar permukaan gel rata maka ditambahkan
isopropanol di atasnya. Gel dibiarkan selama 30 menit agar terjadi polimerisasi.
Larutan isopropanolol dibuang dan dilanjutkan dengan memasukkan campuran
stacking gel 5% (0,67 mL acrylamide mix 30%, 0,5 mL Tris 1,0 M pH 6,8, 0,04
mL SDS 10%, 0,04 ammonium sulfate 10%, 2,7 mL ddH,0O, 0,004 mL TEMED
(N,N,N’,N’, tetramethyl ethylenediamine)) ke dalam cetakkan gel. Sisir untuk
mencetak sumur dimasukkan pada bagian atas gel dan gel dibiarkan hingga
memadat selama 30 menit. Gel yang telah memadat kemudian dimasukkan ke
dalam tank dan tank diisi dengan running buffer.

Trombosit yang telah disiapkan dicampur dengan Reducing sampel buffer
(RSB) dengan ratio 1:1 dan dipanaskan dalam air mendidih selama 3 menit.
Lima (5) pL ekstrak trombosit kemudian dimasukkan ke dalam tiap sumur gel
SDS PAGE. Untuk proses running trombosit dalam SDS PAGE ada 2 tahapan,
yaitu running trombosit dalam stacking gel dengan arus listrik sebesar 60 volt
selama 20 menit, kemudian dilanjutkan dengan running trombosit dalam

separating gel dengan arus sebesar 100 volt selama 80 menit.
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111.10.2. Cara kerja Immunobloting.

Sebelumnya dipersiapkan dahulu 4 lembar kertas whatman, 1 lembar
PVDF dan perangkat untuk transfer protein ke membran. Membran PVDF
diaktivasi terlebih dahulu dengan cara dibasahi dengan methanol selama 10 detik.
Kertas whatman dan membran PVDF kemudian direndam dalam transfer buffer
(14,53 g Tris, 7,32 g glycine, dan ddH,O hingga volume mencapai 500 mL) yang
telah diencerkan dengan methanol dan ddH,O (150 mL transfer buffer 5x, 150
mL methanol, dan 450 mL ddH20). Perangkat transfer disusun dengan urutan:
spons — 2 lembar kertas whatman — gel SDS PAGE — membran PVDF - 2 lembar
kertas whatman — spons. Plat transfer lalu ditutup dan dikunci kemudian
dimasukkan ke dalam tempat transfer protein yang kemudian diisi dengan
transfer buffer. Agar buffer dalam tempat transfer tidak menjadi terlalu panas
maka tempat transfer protein harus dikelilingi dengan es. Arus dipasang pada
100 volt selama 1,5 jam. Membran PVDF kemudian dipotong menjadi beberapa
bagian sesuai dengan alur proteinnya. Membran kemudian diblok dengan
blocking buffer (PBS-Skim 5% tween 20 1%) selama 1 jam. Membran yang
mengandung protein marker dan trombosit direndam dalam Amido black sebagai
kontrol. Proses blocking diikuti dengan pencucian membran dengan PBST 1%
selama 5 menit sebanyak 3 kali. Satu (1) bagian potong membran (bagian 1)
kemudian diinkubasi dalam monoklonal antibodi anti-PDI yang telah diencerkan
dengan blocking buffer (1:500), sebagai kontrol satu bagian potong membran
(bagian 2) diinkubasi dalam monoklonal antibodi anti-NS1 yang telah diencerkan
dengan blocking buffer (1:50), sedangkan potongan membran yang lainnya
(bagian 3, 4, 5, 6, 7) diinkubasi dalam serum demam hari ke5 sampel pasien
dengue dan serum kontrol negatif yang telah diencerkan dengan blocking buffer
(1:200) selama 3 jam di atas shaker. Semua membran kemudian dicuci dengan
PBST 1% selama 5 menit sebanyak 3 kali. Membran yang diinkubasi dengan
mADb-PDI dan mAb-antiNS1 kemudian diinkubasi dengan Goat anti Mouse
berlabel peroksidase yang telah diencerkan dengan PBS-Skim 5% tween 20 1%
(1:6000) dan membran yang diinkubasi dengan serum sampel kemudian

diinkubasi dengan peroksidase conjugated goat anti human (Jackson Immune
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Research, USA) yang telah diencerkan dengan PBS-Skim 5% tween 20 1%
(1:6.000) dan diinkubasi selama 60 menit. Membran PVDF kemudian dicuci
dengan PBST 1% selama 5 menit sebanyak 3x, kemudian disusun di dalam

hypercassete dan dibawa ke kamar gelap. Membran diberi larutan ECL (1 mL

luminal, 10 pL B commeric acid) dan dipaparkan dengan lembar film x-ray
selama 10 detik, 30 detik, 5 menit dan 10 menit. Setelah itu film dikeluarkan dan

dimasukkan ke dalam larutan developer selama 3 menit, kemudian cuci di air

mengalir, lalu dimasukkan ke larutan fixer selama 3 menit, dan terakhir dicuci

lagi di air mengalir. Kemudian dilihat hasilnya.

I11.11. Variabel dan batasan operasional

Vairabel penelitian dan batasannya dapat dilihat pada tabel 3.1.

Tabel 3.1. Identifikasi variabel penelitian

Variabel dan definisi

Cara

No . Hasil ukur Skala
operasional pengukuran
1 | Pemeriksaan NS1 untuk Rapid test SD Positif : Infeksi Nominal
menemukan adanya antigen Bioline/Panbio | Dengue
NS1 pada serum pasien NS1 Dengue Negatif: Bukan
Early infeksi Dengue
2 | Deteksi anti Dengue untuk Panbio/ AIM IgM (+/-)dan 1gG Nominal
mengetahui apakah pasien Dengue Rapid (+/-)
menderita infeksi primer atau | ICT IgM, 1gG
sekunder dengan serologi
anti Dengue IgM (+/-) dan
IgG (+/-)
3 | Pemeriksaan IgG anti NS1 | Pengukuran Angka serapan Numerik
adalah titer antibodi 1gG dilakukan optik:
terhadap NS1 Virus Dengue | dengan metode | Negatif: <0,16
dalam serum ELISA indirek | Positif: ratio P/N >2
(>0,32)
5 | Pemeriksaan anti-PDI Pengukuran Angka serapan Numerik
trombosit adalah titer antibodi | dilakukan Optik:
IgG terhadap PDI yang dengan metode | Negatif : <0,15
terdapat pada permukaan MAIPA direk Positif :>0,31

trombosit sampel

111.12. Etika penelitian

Penderita yang telah memenuhi kriteria inklusi, bersama keluarganya

diberi penjelasan tentang tujuan dan manfaat yang diharapkan pada penelitian ini,
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serta keuntungan dan kerugian yang diakibatkan dari pengambilan sampel untuk
keperluan penelitian. Setelah mengerti dengan penjelasan yang diberikan dan
tidak berkeberatan diikutsertakan dalam penelitian ini, penderita dan/ atau
keluarganya kemudian diminta untuk menandatangani surat persetujuan.
Penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia No. 291/PT02.FK/ETIK/2011 (lampiran 1)

111.13. Analisis data.

Sebaran demografi, seperti jenis kelamin dan umur (variabel katagorikal)
disajikan dalam bentuk distribusi frekuensi dan presentasi. OD 1gG anti NS1, OD
anti-PDI trombosit, dan jumlah trombosit (variabel numerik) disajikan dalam
bentuk mean, median, nilai maksimum, nilai minimum, dan standar deviasi.
Untuk melihat normalitas data digunakan uji Shapiro-Wilk, untuk melihat
korelasi anti NS1 dengan jumlah trombosit dan anti-PDI trombosit digunakan
Spearman. Untuk melihat korelasi antara OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI
trombosit yang dihubungan dengan jumlah trombosit, maka sampel dibagi ke
dalam 2 kelompok, yaitu kelompok 1 dengan jumlah trombosit salah satu hari
pemeriksaan di bawah atau sama dengan 1x10°/uL dan kelompok 2 dengan
jumlah trombosit di atas 1x10°/uL. Kemudian dianalisis korelasi dengan

Spearman.
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BAB IV
HASIL PENELITIAN

IV.1. Subjek penelitian

Dari 24 subjek yang didiagnosis terinfeksi Dengue Akut, hanya 19 subjek
yang memenuhi kriteria inklusi dan disertakan pada penelitian ini. Lima subjek
dikeluarkan dari penelitian karena terdiagnosis infeksi campuran (mix infection).
Subjek terdiri dari laki-laki 13 orang (68,4 %) dan perempuan 6 orang (31,6%).
Rerata usia subjek 29,08 + 8,37 dengan rentang usia 17 sampai 45 tahun. Pada
subjek penelitian ini didapatkan 6 subjek (31,6%) mengalami perdarahan spontan
dan 13 subjek (68,4%) tidak mengalami perdarahan. Dari pemeriksaan anti-
Dengue didapatkan 10 subjek dengan IgM anti-Dengue (+) dan IgG anti-Dengue
negatif (-), 7 subjek dengan IgM anti-Dengue positif (+) dan IgG anti-Dengue
positif (+), dan 2 subjek dengan IgM anti-Dengue negatif (-) 1gG anti-Dengue
positif (+). Selanjutnya berdasarkan hasil pemeriksaan IgG anti-Dengue maka,
subjek dibagi dalam 2 kelompok, yaitu kelompok A dengan IgG anti-Dengue
negatif (-) dan kelompok B dengan IgG anti-Dengue positif (+).

IV.2. Kinetika jumlah trombosit, OD anti-NS1 VD dan OD anti-PDI

permukaan trombosit.

Telah dilakukan penelitian terhadap kinetika jumlah trombosit, titer anti-
NS1 VD serum sampel, dan titer anti-PDI permukaan trombosit hari ketiga,
kelima, dan ketujuh demam pada 19 subjek yang dirawat. Pada kedua kelompok
didapat penurunan jumlah trombosit pada demam hari ketiga, tapi jumlah
trombosit subjek kelompok B (0,9x10°/uL) (tabel 4.2) lebih rendah dari pada
subjek kelompok A (1,38x10°/pL) (tabel 4.1). Jumlah trombosit kemudian
menurun pada demam hari kelima dan kembali meningkat pada demam hari
ketujuh dengan jumlah yang bervariasi (terendah 0,62x10°/uL hingga tertinggi
2,42x10°/uL) (gambar IV.1.A). Optical density (OD) anti-NS1 sudah terdeteksi
pada demam hari ketiga pada kedua kelompok. Pada kelompok B OD anti-NS1
lebih rendah (0,62 + 0,23) dari kelompok A (0,9 + 0,69). Kinetika OD anti-NS1

pada kelompok A mengalami penurunan pada demam hari kelima (0,87+0,62)
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hingga hari ketujuh (0,84+0,53), sedangkan pada kelompok B OD anti-NS1
mengalami sedikit peningkatan pada demam hari kelima (0,63%0,24) hingga
ketujuh (0,64+0,24) (gambar 1V.1.B.). OD anti-PDI trombosit yang terdeteksi
pada demam hari ketiga nampak sedikit lebih tinggi pada kelompok B (0,36
10,17) (tabel 4.2). Kinetika OD anti-PDI pada kelompok A sedikit meningkat
pada demam hari kelima (0,25+0,13) seiring dengan penurunan jumlah trombosit
dan OD anti-NS1. OD anti-PDI kemudian mengalami penurunan pada demam
hari ketujuh (0,21+0,11). Pada kelompok B OD anti-PDI mengalami penurunan
pada demam hari kelima (0,32+0,14) hingga hari ketujuh (0,29+0,17) seiring
dengan peningkatan jumlah trombosit dan OD anti-NS1 (gambar 1V.1.C.).
Berbeda dengan OD anti-NS1, OD anti-PDI lebih rendah pada kelompok A
dibandingkan kelompok B.

Tabel 4.1. Karakteristik jumlah trombosit, OD anti NS1, dan OD anti-PDI trombosit pada
subjek dengan infeksi Dengue akut dan anti-Dengue 1gG (-) (N = 10)*

Hari ke- Jumlah trombosit Titer 1gG anti NS1 Titer anti-PDI trombosit

( dalam 10°/ul) (dalam OD)+ (dalam OD)}

3 1,38+£0,5 0,9+ 0,69 0,23+0,14
1,55 (0,2; 2,08) 0,8(0,15; 2,66) 0,18(0,1; 0,4)

5 1,36 £ 0,53 0,87 £0,62 0,25+0,13
1,42(0,39; 2,06) 0,82(0,14; 2,48) 0,2(0,12; 0,45)

7 1,56 £0,56 0,84 £0,53 0,21+0,11
1,59(0,62; 2,42) 0,76(0,15; 2,18) 0,17(0,11; 0,46)

Keterangan:

*Nilai adalah rerataxsimpang baku dan nilai tengah (minimum, maksimum)
+ OD adalah optical Density dari titer IgG anti NS 1 dan anti-PDI trombosit.

Tabel 4.2. Karakteristik jumlah trombosit, OD anti NS1, dan OD anti-PDI trombosit pada
subjek dengan infeksi Dengue akut dan anti-Dengue 1gG (+) (N = 9)*

Hari ke- Jumlah trombosit Titer 1gG anti NS1 Titer anti-PDI trombosit

( dalam 10°/ul) (dalam OD)+ (dalam OD)}

3 0,9+ 0,56 0,62+0,23 0,36 £0,17
1,03 (0,2; 1,54) 0,72(0,29; 0,97) 0,33(0,12; 0,61)

5 0,76 +0,38 0,63+0,24 0,32+0,14
0,7(0,27; 1,26) 0,72(0,28; 0,95) 0,28(0,13; 0,55)

7 1,05 +0,37 0,64+0,24 0,29+0,17
1,16(0,28; 1,54) 0,67(0,33; 1,02) 0,23(0,11; 0,7)

Keterangan:

*Nilai adalah reratatsimpang baku dan nilai tengah (minimum, maksimum)
+ OD adalah optical Density dari titer 1gG anti NS 1 dan anti-PDI trombosit.
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A. kinetika trombosit B. kinetikaanti-NS1 C. kinetika anti-PDI
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Gambar IV.1. Kinetika jumlah trombosit, OD anti-NS1 dan OD anti-PDI demam hari ke3,
keb, dan ke7 pada subjek kelompok A dan B.

Untuk mengetahui perbedaan OD anti-NS1, jumlah trombosit dan OD
anti-PDI trombosit antar hari pemeriksaan maka dilakukan uji Friedman Test
(lampiran 4.c). Dari tes tersebut dapat disimpulkan bahwa tidak ada perbedaan
antar hari pemeriksaan, baik untuk OD anti-NS1 (p=0,62) maupun OD anti-PDI
(p=0,85). Pada tes jumlah trombosit didapatkan (p=0,012), yang disimpulkan
bahwa penurunan jumlah trombosit antar hari pemeriksaan bermakna.

Pada eksplorasi kinetika OD anti-NS1 dan OD anti-PDI secara individual
didapatkan pola yang bervariasi baik pada kelompok A maupun kelompok B.
Kinetika OD anti-NS1 pada kelompok A didapat: 40% (4/10) sampel nampak
adanya penurunan titer anti-NS1 pada hari ke 5 demam dan peningkatan pada hari
ke 7 demam; 20% (2/10) sampel nampak adanya peningkatan titer anti-NS1 pada
hari ke 5 demam dan penurunan pada hari demam ke 7; 20% (2/10) sampel
nampak adanya penurunan titer anti-NS1 pada hari ke 5 demam terus mengalami
penurunan hingga hari ke 7 demam; dan 20% (2/10) sampel nampak adanya
peningkatan titer anti-NS1 pada demam hari ke 5 yang terus berlanjut hingga
demam hari ke 7 (Gambar 1V.2.A). Kinetika OD anti-NS1 pada kelompok B
didapat: 33,3 % (3/9) sampel nampak adanya penurunan titer anti-NS1 pada hari
ke 5 demam dan peningkatan pada hari ke 7 demam; 33,3 % (3/9) sampel
nampak adanya penurunan titer anti-NS1 pada hari ke 5 demam terus mengalami
penurunan hingga hari ke 7 demam; 22,2 % (2/9) sampel nampak adanya
peningkatan titer anti-NS1 pada demam hari ke 5 yang terus berlanjut hingga
demam hari ke 7; dan 11,1 % (1/9) sampel nampak adanya peningkatan titer anti-
NS1 pada hari ke 5 demam dan penurunan pada hari demam ke 7 (gambar
IV.2.B).
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Pada eksplorasi kinetika OD anti-PDI secara individual pada kedua
kelompok didapatkan juga pola yang bervariasi. Kinetika OD anti-PDI pada
kelompok A didapat: 50% (5/10) sampel nampak kadar anti-PDI pada demam
hari ke 5 meningkat kemudian menurun pada demam hari ke 7; 20% (2/10)
sampel nampak adanya penurunan kadar anti-PDI pada demam hari ke 5 dan
kemudian terjadi peningkatan pada demam hari ke 7; pada 20% (2/10) sampel
nampak adanya peningkatan kadar anti-PDI pada hari ke 5 demam yang terus
meningkat hingga hari ke 7 demam; dan pada 10% (1/10) sampel nampak adanya
penurunan kadar anti-PDI pada demam hari ke 5 yang terus menurun hingga hari
ke 7 demam (gambar 1V.3.A). Kinetika OD anti-PDI pada kelompok B didapat:
33,3% (3/9) sampel nampak adanya penurunan kadar anti-PDI pada demam hari
ke 5 dan kemudian terjadi peningkatan pada demam hari ke 7; 33,3% (3/9) sampel
nampak adanya penurunan kadar anti-PDI pada demam hari ke 5 yang terus
menurun hingga demam hari ke 7; 22,2% (2/9) sampel nampak adanya
peningkatan kadar anti-PDI pada demam hari ke 5 yang terus meningkat hingga
demam hari ke 7; dan 11,1% (1/9) sampel nampak kadar anti-PDI pada demam
hari ke 5 meningkat kemudian menurun pada demam hari ke 7 (gambar 1V.3.B).

Rangkuman perubahan kinetika individual dari OD anti-NS1 dan anti-PDI
dapat dilihat pada tabel 4.3.
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Gambar 1V.2. Grafik kinetika OD anti-NS1 demam hari ke 3, 5, dan 7 pada kelompok A dan kelompok B
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Gambar 1V.3. Grafik kinetika anti-PDI trombosit demam hari ke 3, 5, dan 7 pada 19 sampel
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Tabel 4.3. Perubahan individual dari OD anti-NS1 dan OD anti-PDI pada demam hari ke5
dan ke7 dibandingkan dengan hari ke3.

oD Kelompok A Kelompok B
Anti NS-1
Demam hari ke 5 Demam hari ke 7
Turun Naik 40% 33,3%
Turun Turun 20% 33,3%
Naik Turun 20% 11,1%
Naik Naik 20% 22,2%
Anti-PDI
Demam hari ke 5 Demam hari ke 7
Turun Naik 20% 33,3%
Turun Turun 10% 33,3%
Naik Turun 50% 11,1%
Naik Naik 20% 22,2%

IV.3. Korelasi antara anti-NS1 dengan jumlah trombosit

Pada uji korelasi antara OD anti-NS1 dan jumlah trombosit pada demam
hari ke3, 5, dan 7 didapatkan bahwa adanya korelasi dengan kekuatan lemah tidak
bermakna (r= 0,342; 0,180; 0,154; p>0,05) (tabel 4.4)

Tabel 4.4. Korelasi OD anti NS1 dengan jumlah trombosit pada demam hari 3, 5,

dan 7 (N=19).
Jumlah trombosit Jumlah trombosit Jumlah trombosit
demam hari ke 3 demam harike5  demam hari ke 7
OD anti NS1 r 0,342 - -
demam hari ke 3 p 0,151
OD anti NS1 r - 0,180 -
demam hari ke 5 p 0,461
OD anti NS1 r - - 0,154
demam hari ke 7 P 0,528

Pada uji korelasi antara OD anti-NS1 dan jumlah trombosit pada sampel
kelompok A didapat korelasi kuat (r=0,6) yang kemudian menurun menjadi lemah
pada demam hari ke 5 (r=0,2) dan ke 7 (r=0,248) (tabel 4.5). Pada kelompok B
didapatkan korelasi negatif (r= -0,317) yang semakin kuat pada demam hari ke 5
(r=-0,527) dan kemudian menurun pada demam hari ke 7 (r=-0,084) (tabel 4.6.).
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Tabel 4.5. Korelasi OD anti-NS1 dengan jumlah trombosit pada demam hari 3, 5, dan 7
pada sampel kelompok anti-Dengue 1gG (-) (N=10)
Jumlah trombosit  Jumlah trombosit  Jumlah trombosit
demam harike3  demamharike5 demam hari ke 7

OD anti-NS1 r 0,600 - -
demam harike3 p 0,067

OD anti-NS1 r - 0,200 -
demam harike5 p 0,580

OD anti-NS1 r - - 0,248
demam harike7 p 0,489

Tabel 4.6. Korelasi OD anti-NS1 dengan jumlah trombosit pada demam hari ke 3, 5,
dan 7 pada sampel kelompok anti-Dengue 1gG (+) (N=9)
Jumlah trombosit  Jumlah trombosit Jumlah trombosit
demam hari ke 3  demam hari ke 5 demam hari ke 7

OD anti-NS1 r -0,317 - -
demam harike3 p 0,406

OD anti-NS1 r - -0,527 -
demam harike5 p 0,145

OD anti-NS1 r - - -0,084
demam hari ke 7 p 0,829

IV.4. Korelasi antara OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI trombosit

Telah dilakukan pemeriksaan ELISA 1gG anti-NS1 dan MAIPA anti-PDI
trombosit. OD anti-NS1 kontrol negatif yang didapatkan dari rerata OD anti-NS1
5 orang donor sehat adalah 0,16 sedangkan kontrol positif didapatkan dari 5 orang
donor adalah 1,39 (lampiran 3). Cut off ELISA anti-NS merupakan dua kali rerata
nilai negatif (-) yaitu 0,32 dan untuk hasil positif OD > 0,32 (gambar 1V.2).
Berdasarkan cut off OD anti-NS1 tersebut didapatkan 89,5 % (17/19) sampel
positif IgG anti-NS1 (gambar 1V.2).

Cut off OD anti-PDI trombosit untuk hasil positif (+) juga merupakan 2
kali nilai rerata kontrol negatif (-) OD = 0,15 yaitu: OD > 0,3. Berdasarkan
pembagian cut off tersebut maka jumlah sampel yang OD anti-PDI positif (+):
47,3% (9/19) (gambar 1V.3). Pada uji komparatif Fisher’s Exact Test antara OD
anti-NS1 dengan OD anti-PDI didapat (p>0,05) yang disimpulkan bahwa tidak
ada hubungan antara titer anti-NS1 dengan titer anti-PDI (tabel 4.7. & lampiran
5.d)

Universitas Indonesia



60

Tabel 4.7. Profil ELISA 1gG anti NS1 dan MAIPA anti-PDI trombosit (Uji Fisher)

Anti-PDI trombosit

Positif Negatif Total P
n % n % n %
Anti-NS1  Positif 8 42,1 9 474 17 89,5 1,000
Negatif 1 53 1 53 2 10,5
Total 9 473 10 52,7 19 100

Kemudian dilakukan pula uji korelasi Spearman antara OD anti-NS1 dan
OD anti-PDI trombosit dengan hasil korelasi sangat lemah tidak bermakna baik
pada demam hari ke 3, 5, dan 7 (r=0,174; 0,039; 0,082) (tabel 4.8). Uji korelasi
antara OD anti-NS1 dan OD anti-PDI trombosit pada kelompok A korelasi lemah
pada ke tiga hari pemeriksaan (tabel 4.9) sedangkan pada kelompok B diperoleh
korelasi lemah yang menjadi korelasi negatif sedang pada demam hari ke 5 (r=
-0,435) dan negatif sangat lemah pada demam hari ke 7 (r=-0,013) (tabel 4.10).

Tabel 4.8. Korelasi OD anti NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada demam hari 3,
5, dan 7 (N=19).

OD anti-PDI OD anti-PDI OD anti-PDI
trombosit demam trombosit trombosit
hari ke 3 demam hari ke 5 demam hari ke 7

OD anti NS1 hari r 0.174 - -

ke 3 demam p 0.477
OD anti NS1 hari r - 0.039 -

ke 5 demam p 0.875
OD anti NS1 hari r - - 0.082

ke 7 demam P 0.737

Tabel 4.9. Korelasi OD anti NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada demam hari 3,
5, dan 7 pada kelompok anti-Dengue 1gG (-) (N=10).

OD anti-PDI OD anti-PDI OD anti-PDI
trombosit demam trombosit trombosit
hari ke 3 demam hari ke 5 demam hari ke 7

OD anti NS1 hari r 0.382 - -

ke 3 demam P 0.276
OD anti NS1 hari r - 0.045 -

ke 5 demam P 0.328
OD anti NS1 hari r - - 0.139

ke 7 demam P 0.701
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Tabel 4.10. Korelasi OD anti NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada demam hari
3, 5, dan 7 pada kelompok anti-Dengue 1gG (+) (N=9).

OD anti-PDI OD anti-PDI OD anti-PDI
trombosit demam trombosit trombosit
hari ke 3 demam hari ke 5 demam hari ke 7

OD anti NS1 hari  r 0.250 - -

ke 3 demam P 0.516
OD anti NS1 hari  r - -0.435 -

ke 5 demam P 0.242
OD anti NS1 hari  r - - -0.013

ke 7 demam P 0.974

IV.5. Korelasi antara OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada 2
kelompok sampel berdasarkan 1gG anti-Dengue dan jumlah
trombosit.

Untuk melihat adanya perbedaan sifat korelasi antara OD anti-NS1 dengan

OD anti-PDI trombosit pada jumlah trombosit yang berbeda, maka sampel dibagi

ke dalam 2 kelompok berdasarkan kriteria trombositopenia WHO 1997 (jumlah

trombosit <1x10°/pl). Kelompok sampel dengan jumlah trombosit pada salah
satu hari pemeriksaan <1x10°/ul didapatkan 8 sampel, sedangkan kelompok
sampel dengan jumlah trombosit >1x10°/pl didapatkan 11 sampel.

Selanjutnya dilakukan uji korelasi Spearman terhadap masing-masing

kelompok dan didapatkan hasil tabel 4.11 dan tabel 4.12.

Tabel 4.11. Korelasi OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada kelompok dengan
jumlah trombosit disalah satu hari pemeriksaan < 1x10°/pl (N=8).

Kelompok 1 OD anti-PDI OD anti-PDI OD anti-PDI
trombosit hari trombosit hari trombosit hari
ke 3 demam ke 5 demam ke 7 demam
ODanti NSl hari r 0.452 - -
ke 3 demam P 0.260
ODanti NSl hari r - -0.357 -
ke 5 demam P 0.385
ODanti NSl hari r - - -0.36
ke 7 demam P 0.933
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Tabel 4.12. Korelasi OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI trombosit pada kelompok dengan
jumlah trombosit >1x10°/pl (N=11).

Kelompok 2 OD anti-PDI OD anti-PDI OD anti-PDI
trombosit hari trombosit hari trombosit hari
ke 3 demam ke 5 demam ke 7 demam
OD anti-NS1 hari r 0.355 - -
ke 3 demam P 0.285
OD anti-NS1 hari r - 0.236 -
ke 5 demam P 0.484
OD anti-NS1 hari r - - -0.009
ke 7 demam p 0.979

Pada uji korelasi antara OD anti NS 1 dengan OD anti-PDI trombosit yang
dilakukan pada kedua kelompok tidak didapatkan korelasi yang bermakna
(p>0,05). Pada analisis korelasi kelompok 1 didapatkan pola korelasi dengan
kekuatan sedang pada demam hari ke 3 (r= 0,452), kemudian korelasi tersebut
berubah menjadi korelasi negatif dengan kekuatan lemah pada hari ke 5 demam
(r=-0,357) dan sangat lemah pada hari ke 7 demam (r= -0,036). Sedangkan pada
kelompok 2 didapatkan korelasi lemah pada hari demam ke 3 (r= 0.355) yang
kemudian menurun pada hari ke 5 demam (r= 0,236) dan berubah menjadi
korelasi negatif sangat lemah pada hari ke 7 demam (r=-0.009).

Pembagian kelompok kemudian dibagi lagi berdasarkan hasil pemeriksaan
IgG anti-Dengue namun karena jumlah sampel yang terlalu sedikit maka analisa
hanya berdasarkan gambaran kinetika saja. Gambaran kinetika OD anti-NS1 dan
OD anti-PDI pada kelompok IgG anti-Dengue negatif (-) dan positif (+) dengan
jumlah trombosit <I1x10°/uL didapatkan pola yang berbeda (lampiran 8.1). Pada
kelompok IgG anti-Dengue (-) nampak pola OD anti-NS1 yang meningkat pada
demam hari ke5 dan menurun pada demam hari ke7 diikuti dengan sedikit
penurunan OD anti-PDI pada demam hari ke 5 dan bertambah menurun pada
demam hari ke7. Pada kelompok 1gG anti-Dengue (+) nampak pola Kinetika
antara OD anti-NS1 dan OD anti-PDI yang terbalik, yaitu peningkatan OD anti-
NS1 pada demam hari ke5 dan ke7 tidak diikuti dengan peningkatan OD anti-
PDI.

Gambaran kinetika OD anti-NS1 dan OD anti-PDI pada kelompik 1gG
anti-Dengue negatif (-) dan positif (+) dengan jumlah trombosit >1x10°/uL
didapatkan pola yang berbeda pula (lampiran 8.2). Pada kelompok IgG anti-

Universitas Indonesia



63

Dengue (-) nampak pola kinetika anti-NS1 yang menurun pada demam hari ke5
yang berlanjut ke demam hari ke7 yang diikuti dengan sedikit peningkatan OD
anti-PDI pada demam hari ke5 dan menurun kembali pada demam hari ke7. Pada
kelompok 1gG anti-Dengue positif (+) nampak OD anti-NS1 meningkat pada
demam hari ke5 dan sedikit menurun pada demam hari ke7 yang diikuti dengan
peningkatan OD anti-PDI pada demam hari ke5 dan menurun pada demam hari
ke7.

IV.6. Pengujian pengenalan antibodi dalam serum sampel terhadap PDI
trombosit.

Cheng dkk'” sudah membuktikan bahwa anti-NS1 dari mencit yang
diimunisasi dengan NS1 rekombinan mengenali PDI trombosit. Untuk melihat
kemungkinan adanya pengenalan anti-NS1 yang terdapat dalam serum sampel
terhadap PDI maka dilakukan pengujian dengan metode Western Blot terhadap
protein trombosit yang dipisahkan (separating) dalam SDS PAGE, selanjutnya
protein di tranfer ke membran PVDF dan dipaparkan dengan mAb PDI (membran
1), serum sampel (2, 3, 4) pasien kontrol negatif, dan serum sampel pasien
Dengue demam hari ke 5 (membran 5, 6). Hasil yang diperoleh pada pemaparan
membran PVDF dengan kertas film selama 10-30 detik didapatkan pada membran
1 nampak pita pada berat molekul 58-60 KDa, yang sesuai dengan berat molekul
protein PDI trombosit. Sedangkan pada membran 2, 3, 4, 5, dan 6 nampak pita
pada protein dengan berat molekul pada 128-130 KDa, 95-97 KDa dan 48-50
KDa, tapi tidak nampak pita pada berat molekul 58 KDa yang sesuai dengan PDI
(gambar 1V.4). Hasil ini didapatkan konsisten pada semua membran yang

diinkubasi dengan serum pasien.
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Gambar IV.4. Hasil Western Blot protein trombosit yang diinkubasi dengan serum
sampel. Pada membran protein trombosit yang dipaparkan dengan serum kontrol negatif
(2, 3, 4) dan pasien infeksi Dengue (5, 6) demam hari ke 5 tidak terdapat pita dengan
berat molekul 58-60 KDa tapi terdapat pita pada protein dengan berat molekul 130 KDa,
95 KDa, dan 50 KDa. Protein trombosit yang dipaparkan dengan monoklonal antibodi
anti-PDI (1, mAb PDI) dan serum sampel pasien Dengue (2, 3, 4, 5, 6) (M: Marker
protein).

Selanjutnya protein trombosit pada membran PVDF di inkubasi dengan
antibodi monoklonal anti-NS1 VD DEN3 (Abcam) dibandingkan dengan protein
trombosit pada membran PVDF yang diinkubasi dengan mAb PDI. Hasil yang
diperoleh setelah dipaparkan dengan kertas film selama 10 menit nampak
gambaran pita yang bervariasi kekuatannya pada protein dengan berat molekul
128-130 KDa, 95-97 KDa, 58-60 KDa dan 48-50 KDa pada kedua membran
tersebut. Selain nampak pita-pita tersebut, pada membran yang diinkubasi
dengan mAb-PDI nampak pita lain yang tipis pada protein dengan berat
molekul 52-55 KDa dan 40-43 KDa. (gambar 1V.5)

Dari hasil inkubasi ekstrak protein trombosit pada membran PVDF
dengan antibodi sekunder HRP conjugated goat anti-human dengan pengenceran
1:6000 didapatkan pula gambar pita pada protein dengan berat molekul 128-130
KDa, 95-97 KDa dan 48-50 KDa. Hal ini menunjukkan adanya reaksi secara

langsung antibodi sekunder dengan protein trombosit (gambar 1V.6).
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Gambar 1V.5. Hasil Western Blot protein trombosit yang diinkubasi dengan mAb
PDI dan mAb NS1. Membran protein trombosit yang dipaparkan dengan mAb-PDI dan
mADb-NS1 VD. Nampak gambaran pita yang spesifik pada berat molekul 58-60 KDa
(PDI) tapi nampak pula gambaran pita lain yaitu pada protein dengan berat molekul 128-
130 KDa, 95-97 KDa, dan 48-50 KDa. Protein trombosit yang dipaparkan dengan
monoklonal antibodi anti-PDI (mAb-PDI) dan monoklonal antibodi anti-NS1 VD (mAb-
NS1 VD).
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Gambar 1V.6. Hasil Western Blot yang memperlihatkan adanya reaksi
langsung antibodi sekunder dengan protein trombosit. Nampak adanya
gambaran pita pada protein dengan berat molekul sekitar 128-130 KDa, 95-97 KDa,
dan 48-50 KDa. (1) Membran protein trombosit yang diinkubasi hanya dengan
antibodi sekunder. (2) protein trombosit yang diinkubasi dengan serum pasien dan
antibodi sekunder.
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BAB V

PEMBAHASAN

V.1. Gambaran umum

Hingga saat ini infeksi Dengue masih menjadi masalah kesehatan bagi
penduduk yang tinggal di daerah tropis dan subtropis, Asia Tenggara pada
umumnya dan Indonesia pada khususnya. WHO memperkirakan sekitar 50-100
juta kasus Dengue terjadi setiap tahunnya dengan interval epidemik setiap 3-5
tahun.? Tingginya mobilitas manusia mengakibatkan meluasnya penyebaran
nyamuk Aedes, yang merupakan vektor VD. Akibatnya daerah endemik dengue
meluas menjadi 112 negara dari sebelumnya 100 negara.’

Trombositopenia merupakan karakteristik yang selalu dijumpai pada
semua derajat infeksi Dengue dan hingga saat ini patomekanisme peningkatan
destruksi trombosit dan gangguan fungsi trombosit masih belum jelas. Dari
penelitian terdahulu didapatkan adanya mekanisme molecular mimicry antara
antigen NS1 dengan trombosit® sehingga terjadi reaksi silang anti-NS1 terhadap
trombosit dan mengakibatkan destruksi trombosit.****> Penelitian Cheng dkk,
mendapatkan adanya sekuen homologi pada residu 311-330 region C-terminal
protein NS1 VD dengan PDI permukaan trombosit yang mengakibatkan
terjadinya mekanisme molecular mimicry, sehingga anti-NS1 dari serum mencit
yang diimunisasi dengan NS1 rekombinan mengenali molekul PDI trombosit

donor.1"18

Dikenalinya PDI trombosit oleh anti-NS1 mengakibatkan
terhambatnya kerja PDI dalam mengaktivasi reseptor fibrinogen dan adhesi
sehingga terjadinya hambatan proses agregasi trombosit.

Penelitian ini merupakan penelitian yang dilakukan dengan menggunakan
sampel dari 19 subjek terinfeksi Dengue akut yang terdiri dari laki-laki 13 orang
(68,4%) dan perempuan 6 orang (31,6%) dengan rentang usia 17 sampai 45
tahun. Pada subjek penelitian ini didapatkan 31,6% subjek mengalami perdarahan
spontan dan 68,4% tidak mengalami perdarahan. Dari pemeriksaan anti-Dengue
didapatkan 10 subjek dengan IgM anti-Dengue (+) dan IgG anti-Dengue (-), 7

subjek IgM anti-Dengue (+) dan IgG anti-Dengue (+), dan 2 subjek dengan IgM
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anti-Dengue (-) dan 1gG anti-Dengue (+). Berdasarkan hasil pemeriksaan anti-
Dengue ini maka data dibagai dalam 2 kelompok, yaitu kelompok A dengan 1gG
anti-Dengue negatif (-) yang terdiri dari 10 subjek dan kelompok B dengan 19G
anti-Dengue positif (+) yang terdiri dari 9 subjek.

Rencananya penelitian ini akan dilakukan menggunakan 64 sampel.
Kurangnya jumlah subjek yang diperoleh dikarenakan beberapa hal, yaitu karena
suksesnya program pemerintah dalam memberantas infeksi Dengue dan waktu
penelitian yang dilakukan diluar masa periode epidemik 5 tahunan infeksi
Dengue, selain itu banyak subjek yang mengalami infeksi lain selain Dengue
(mix infection) sehingga tidak dapat diikutsertakan dalam penelitian ini.

Analisis statistik pada penelitian ini didapatkan hasil yang tidak
bermakna, dan tidak terlihat adanya suatu trend dari analisis korelasi antara OD
anti-NS1 dengan OD anti-PDI dan jumlah trombosit,hal ini dikarenakan jumlah
sampel yang jauh dari target. Oleh karena itu pada pembahasan selanjutnya akan
lebih dibahas secara deskriptif.

Pemeriksaan anti-NS1 dan anti-PDI pada penelitian ini tidak disertakan
standard anti-NS1 maupun anti-PDI. Untuk menghindari variasi hasil ELISA
anti-NS1 dan MAIPA anti-PDI antar pemeriksaan, maka kumpulan sampel serum
demam hari ke3, 5, dan 7 selalu dilakukan pada plat yang sama, sehingga dalam
menyatakan perubahan OD tidak berpengaruh terhadap variasi antar

pemeriksaan.

V.2. Kinetika OD anti-NS1, OD anti-PDI trombosit, dan trombositopenia
pada infeksi akut Dengue.

Pada penelitian terdahulu didapatkan anti-NS1 yang terbentuk pada saat
infeksi Dengue mampu mengopsonisasi trombosit dan meningkatkan bersihan
trombosit oleh makrofag.*?**!® Selain itu terbentuknya kompleks imun antibodi-
antigen trombosit menyebabkan teraktivasinya sistim komplemen yang
mengakibatkan terjadinya lisis trombosit.>® Dari pernyataan di atas maka
diperkirakan makin tinggi OD anti-NS1 maka jumlah trombosit menjadi semakin

rendah.
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Subjek yang digunakan pada penelitian ini dicatat jumlah trombosit dan
data lainnya (leukosit, Hb, HT). Data tersebut tidak memperlihatkan adanya
hematodepresi pada subjek tersebut, dikarenakan jumlah leukosit, kadar Hb dan
HT yang lebih tinggi dari normal. Serum dan trombosit dipisahkan dari sampel
yang didapat kemudian dilakukan eksplorasi kinetika OD anti-NS1 serta
aktivitas antibodi terhadap PDI permukaan trombosit pasien pada demam hari ke
3,517

Hasil pemeriksaan anti-NS1 terhadap 19 pasien didapatkan 89,5% (17/19)
sampel memberikan hasil anti-NS1 positif dan 10,5% (2/19) sampel memberikan
hasil negatif (OD < 0,32) (tabel 4.6). Hasil negatif ini didapat 1 subjek pada
kelompok A dan 1 subjek pada kelompok B. Dari hasil ini didapatkan bahwa
IgG anti-NS1 telah terbentuk pada hari ke 3 demam pada mayoritas pasien
infeksi Dengue akut walaupun IgG anti-Dengue subjek negatif (gambar 1V.2).
Hasil OD anti-NS1 negatif bukan berarti tidak terbentuk IgG anti-NS1 tapi
mungkin akibat masih rendahnya titer anti-NS1 tersebut sehingga hasil yang
didapatkan kurang dari cut off (OD<0,32).

Pada hasil eksplorasi jumlah trombosit, OD anti-NS1 dan OD anti-PDI
pada kedua kelompok didapat beberapa perbedaan, seperti: (1) jumlah trombosit
kelompok B lebih rendah dari kelompok A dengan pola kinetika yang sama
(gambar 1V.1.A), (2) OD anti-NS1 kelompok B lebih rendah dari OD anti-NS1
kelompok A dengan pola kinetika yang terbalik (gambar 1V.1.B), dan (3) OD
anti-PDI kelompok A lebih rendah dari pada kelompok B dengan pola kinetika
yang berbeda (gambar 1V.1.C). Hal ini menunjukkan bahwa pada subjek dengan
IgG anti-Dengue positif, yang kemungkinan mengalami infeksi Dengue sekunder
akut, mengalami trombositopenia yang lebih berat serta adanya kemungkinan
anti-NS1 pada serum subjek dengan 1gG (+) memiliki aktivitas anti-PDI.*’

Pada analisis kinetika rerata OD anti-NS1, anti-PDI, dan jumlah trombosit
pada kelompok A didapat bahwa OD anti-NS1 paling tinggi pada hari ketiga
demam OD=0,9+0,69 yang disertai dengan mulai terjadinya trombositopenia,
dengan jumlah trombosit 1,38x10°/ul+0,5 namun OD anti-PDI yang melekat
pada permukaan trombosit masih rendah (di bawah cut off), yaitu OD=0,23+0,14

(tabel 4.1). Pada hari selanjutnya OD anti-NS1 mulai menurun hingga demam
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hari ke7. OD anti-PDI pada demam hari ke5 mengalami sedikit peningkatan
(OD=0,25+0,13) yang kemudian menurun pada demam hari ke7, sedangkan
jumlah trombosit menurun pada demam hari ke5 dan meningkat kembali pada
demam hari ke7. Hal ini menunjukkan makin rendahnya OD anti-NS1 yang
dibentuk maka makin tinggi jumlah trombosit, namun didapatkan pola kinetika
yang terbalik antara OD anti-PDI dengan jumlah trombosit. Keadaan ini
memperlihatkan kemungkinan adanya aktivitas anti-PDI yang mempengaruhi
jumlah trombosit tapi belum dapat dinyatakan adanya kemungkinan anti-NS1
memiliki aktivitas sebagai anti-PDI sesuai dengan penelitian oleh Cheng dkk.*’

Pada analisa kinetika rerata OD anti-NS1, anti-PDI, dan jumlah trombosit
pada kelompok B didapat bahwa OD anti-NS1 paling tinggi pada demam hari
ke3 (OD=0,62+0,23) namun OD anti-NS1 kelompok ini lebih rendah dari pada
kelompok A. Tingginya OD anti-NS1 ini disertai dengan rendahnya jumlah
trombosit (0,9x10°/ul+0,56) dan sedikit peningkatan OD anti-PDI (0,36+0,17)
(tabel 4.2). Pada hari selanjutnya OD anti-NS1 meningkat hingga demam hari
ke7. OD anti-PDI menurun pada demam hari ke5 dan berlanjut hingga demam
hari ke7. Sedangkan jumlah trombosit mengalami penurunan pada demam hari
ke5 yang kemudian meningkat pada demam hari ke7. Berbeda dengan pola
Kinetika kelompok A, pola kinetika kelompok B menunjukkan adanya
kemungkinan anti-NS1 memiliki aktivitas anti-PDI sesuai dengan penelitian
Cheng dkk " (gambar 1V.1).

Pada eksplorasi pola kinetika OD anti-NS1 dan anti-PDI secara individu
baik pada kelompok A dan B (gambar V.2 dan gambar 1V.3), didapatkan pola
yang bervariasi. Hal ini menunjukkan bahwa kinetika anti-NS1 dan anti-PDI pada
pasien infeksi Dengue sangat individual dan kemungkinan mekanisme
trombositopenia yang terjadi tidak hanya dikarenakan adanya anti-PDI pada
permukaan trombosit tapi juga dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti
meningkatnya produksi sitokin atau antagonis trombosit oleh sel endotel yang
terinfeksi yang mengakibatkan teraktivasinya trombosit dan peningkatan

|51

perlekatan trombosit dengan endotel®~ serta peningkatan interaksi trombosit

dengan monosit atau neutrofil.?
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Pada penelitian lain didapatkan pengikatan anti-NS1 isotipe IgM terhadap
trombosit dan lebih efisien mengaktivasi kaskade komplemen.**”® Oleh karena
keterbatasan waktu dan biaya pada penelitian ini hanya dilakukan deteksi anti-
NS1 isotipe 1gG sehingga memerlukan penelitian lanjutan untuk mendeteksi anti-
NS1 isotipe IgM yang terdapat pada permukaan trombosit pasien.

V.3. Korelasi OD anti-NS1 dengan jumlah trombosit.

Pada uji korelasi OD anti-NS1 dengan jumlah trombosit didapat korelasi
negatif pada kelompok B (r=-0,317) yang semakin kuat pada demam hari ke5
(r=-0,527) (tabel 4.4.). Hal ini menunjukkan adanya kemungkinan sampel pada
kelompok B mengalami infeksi sekunder dan adanya peningkatan aktivitas anti-
NS1 terhadap permukaan trombosit yang mengopsonisasi trombosit dan
meningkatkan bersihan trombosit oleh makrofag sesuai dengan penelitian yang

telah dilakukan sebelum *241°

V.4. Profil anti-PDI trombosit pada infeksi akut Dengue.

Hasil pemeriksaan OD anti-PDI trombosit terhadap 19 pasien didapatkan
47,3% (9/19) positif dan 52,7% (10/19) negatif (tabel 4.6). Hal ini menyatakan
terjadinya peningkatan kadar anti-PDl yang melekat pada PDI permukaan
trombosit pada 47,3% sampel. Hal ini tidak berarti tidak terjadi peningkatan
pengikatan anti-PDI pada PDI permukaan trombosit tapi kemungkinan (1)
rendahnya jumlah PDI yang terekspresi dipermukaan trombosit karena sebagian
besar PDI terletak di dalam sistim dense tubuler dan tidak terekspresi keluar’
sehingga anti-PDI yang melekat pada PDI permukaan trombosit sedikit, (2)
adanya molekul lain pada permukaan trombosit yang homologi dengan PDI yang
mungkin juga dikenali oleh anti-PDI, misalnya GPIlIb/Illa. Pada penelitian
sebelumnya terbukti adanya reaksi silang 1gG anti-NS1 terhadap GPIIblIla.”

V.5. Korelasi anti-NS1 VD dan anti-PDI.

Pada uji komparatif Fisher’s Exact Test antara OD anti-NS1 dan OD anti-
PDI pada semua sampel didapatkan tidak ada hubungan antara OD anti-NS1
dengan OD anti-PDI (tabel 4.6. & lampiran 5.d). Sampel kemudian dibagi dalam
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dua kelompok berdasarkan kriteria trombositopenia WHO 1997 dan dilakukan uji
korelasi antar OD anti-NS1 dengan OD anti-PDI trombosit. Uji korelasi pada
kelompok dengan jumlah trombosit <1x10°/ul didapatkan hasil korelasi positif
pada hari ke tiga demam, kemudian pada demam hari ke5 korelasi berubah
menjadi negatif lemah (r= -0,357, -0,36; p>0,05) (tabel 4.5). Pada kelompok
dengan jumlah trombosit >1x10°/ul juga menunjukkan korelasi positif lemah
yang kemudian berubah menjadi korelasi negatif pada demam hari ketujuh (r= -
0,009; p>0,05) (tabel 4.6). Hal ini menunjukkan peningkatan OD anti-NS1 pada
demam hari ke5 dan ke7 pada kelompok jumlah trombosit <1x10°/ul dan pada
demam hari ke7 pada kelompok jumlah trombosit >1x10°/ul tidak diikuti dengan
peningkatan OD anti-PDI yang melekat pada permukaan trombosit.

Gambaran kinetika OD anti-NS1 dan OD anti-PDI pada kelompok yang
berdasarkan jumlah trombosit dan hasil pemeriksaan IgG anti-Dengue didapatkan
pola yang bervariasi. Gambaran pola kinetika OD anti-PDI pada ke4 kelompok
menunjukkan gambaran yang sama yaitu terjadinya penurunan pada demam hari
ke5 hingga ke7 yang disertai dengan peningkatan OD anti-NS1 pada kelompok
dengan IgG anti-Dengue (+) (baik pada kelompok dengan jumlah trombosit
<1x10°/ul maupun >1x10°/ul) (lampiran 8).

Keadaan ini menunjukkan mungkin adanya aktivitas anti-NS1 sebagai
anti-PDI trombosit sesuai dengan penelitian Cheng dkk.'” Penurunan OD anti-
PDI pada demam hari ke7 kemungkinan (1) tidak adanya atau sedikitnya protein
yang dikenali oleh anti-NS1 atau anti-PDI pada permukaan trombosit yang baru
terbentuk seperti yang dispekulasikan oleh Lin dkk,” (2) berkurangnya partikel
virus yang terdapat dalam trombosit yang berkorelasi dengan jumlah trombosit,
sesuai dengan penelitian yang dilakukan Noisakran dkk.*® (3) mulai
berkurangnya produksi sitokin atau faktor lain oleh sel endotel dan sel yang
terinfeksi lainnya, sehingga tidak banyak trombosit yang teraktivasi. Pada
penelitian terdahulu didapatkan bahwa produksi sitokin atau faktor lain tersebut

lebih banyak pada pasien dengan jumlah trombosit <1x10°/pl.>"2
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V.6. Pengujian adanya pengenalan PDI trombosit oleh anti-NS1 dalam
serum sampel.

Cheng dkk telah membuktikan adanya pengenalan PDI trombosit oleh
anti-NS1 dari mencit yang dihiperimunisasi dengan NS-1 rekombinan.” Pada
penelitian ini dilakukan pemaparan ekstrak trombosit oleh serum pasien infeksi
Dengue akut dengan menggunakan metoda western blot. Untuk menghindari
adanya reaksi penyerta lain maka digunakan ekstrak trombosit donor golongan
darah O. Pada hasil immunobloting yang diinkubasi baik dengan serum pasien
kontrol negatif (membran 2, 3, 4) maupun dengan serum pasien Dengue
(membran 5 dan 6) menunjukkan pola yang sama yaitu adanya pita pada berat
molekul sekitar 128-130 KDa yang sesuai dengan molekul GPIlIb, 95-97 KDa
yang sesuai dengan GPllla, dan 48-50 KDa yang sesuai dengan ERp57, tapi tidak
didapatkan gambaran pita dengan berat molekul 55-58 KDa yang sesuai dengan
berat molekul PDI (gambar 1V.4). Adanya pola tersebut mungkin dikarenakan (1)
adanya aktivitas anti-trombosit pada serum normal sehingga hasil western blot
tidak bisa diinterpretasikan, (2) adanya reaksi antibodi “normal” yang sudah
berikatan pada trombosit, (3) adanya reaksi HRP conjugated goat anti-human
yang digunakan terhadap protein-protein trombosit tersebut. Pada saat ini
kemungkinan (1) dan (2) belum dapat dipastikan. Kemungkinan (3) telah terbukti
dengan menginkubasi ekstrak protein trombosit menggunakan antibodi sekunder.

Tidak nampaknya pita pada protein yang sesuai dengan PDI trombosit
bukan berarti antibodi tidak mengenali PDI trombosit tapi kemungkinan (1)
dikarenakan sedikitnya PDI trombosit sehingga tidak memberikan gambaran pita,
(2) dikarenakan banyaknya molekul PDI pada GPIlb, GPllla dan ERp 57 yang
dapat dikenali oleh antibodi pada serum.

ERp57 merupakan salah satu anggota keluarga PDI atau suatu multiple
thiol disulfide oxidoreductase yang homolog dengan PDI dan diduga juga

4berperan dalam proses agregasi trombosit,>*"%"

sedangkan pada subunit [
GPI1b/l1la mengandung PDI.** Dikarenakan pada NS1 terdapat 12 residu sistein
maka anti-NS1 mengenali beberapa protein permukaan trombosit yang juga

mengandung residu sistein.
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Pada membran PVDF ekstrak trombosit yang diinkubasi dengan mAb
anti-PDI dan mAb anti-NS1 DEN 3 diperoleh gambaran pita dengan kekuatan
yang bervariasi pada protein dengan berat molekul 128-130 KDa yang sesuai
dengan GPIIb, 95-97 KDa yang sesuai dengan GPllla, 58-60 KDa yang sesuai
dengan PDI dan 48-50 KDa yang sesuai dengan ERp 57. Namun pada membran
ekstrak trombosit yang diinkubasi dengan mAb anti-PDI nampak adanya pita
yang tipis pada protein dengan berat molekul 52-55 KDa dan 40-43 KDa, protein
trombosit yang belum dapat diidentifikasi. Pada penelitian sebelumnya, yang
menggunakan PDI murni, telah didapatkan adanya anti-PDI dalam serum pasien
dengan anti-NS1 (+) yang juga bereaksi dengan PDI atau protein yang
mengandung PDI pada permukaan trombosit. "

Dari penelitian ini disimpulkan adanya kemungkinan aktivitas anti-NS1
sebagai anti-PDI permukaan trombosit, namun mekanisme trombositopenia pada
infeksi Dengue akut dipengaruhi juga oleh berbagai faktor. Tidak terekspresinya
protein yang dikenali oleh anti-NS1 atau anti-PDI pada permukaan trombosit
baru menyebabkan tidak diopsonisasinya trombosit pada demam hari ke7 dan
menurunkan terjadinya bersihan trombosit oleh makrofag. Selain itu adanya
kemungkinan pengenalan antibodi yang terdapat pada serum pasien Dengue
terhadap protein GPIIb dan GPIlla yang mengandung molekul PDI serta Erp57
yang termasuk anggota keluarga PDI. Sedangkan anti-NS1 DENS tidak hanya
mengenali PDI trombosit tapi juga dapat mengenali GPlIb, GPIlla, dan Erp57
yang juga dikenali oleh antibodi pada serum pasien dan mAb anti-PDI. Dengan
demikian maka tujuan penelitian untuk melihat adanya peningkatan aktivitas anti-
NS1 terhadap PDI trombosit sebagai salah satu patomekanisme trombositopenia

belum dapat dipastikan.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1. Terdapat korelasi negatif lemah antara OD anti-NS1 dengan jumlah
trombosit yang semakin kuat pada demam hari ke>5.

2. Terdapat pengikatan antibodi dalam serum pasien pada PDI permukaan
trombosit, namun tidak terjadi pada semua pasien infeksi Dengue akut.

3. Ada korelasi positif lemah antara OD anti-NS1 dengan anti-PDI yang
kemudian berubah menjadi negatif pada demam hari ke 5 pada kelompok
IgG anti-dengue positif (+) dan jumlah trombosit kurang dari 1x10°/pL.

4. Kemungkinan pengenalan antibodi dalam serum pasien terhadap molekul
GPIlIb, GPIlla, dan ERp 57 yang juga merupakan molekul yang
mengandung PDI, belum dapat dipastikan.

6.2. Saran

e Perlu dilakukan penelitian lanjut dengan jumlah sampel yang lebih besar
dan waktu pemeriksaan yang lebih lama (masa akut hingga masa

konvalesen) untuk melihat kinetika anti-NS1 atau anti-PDI lebih jauh.

e Perlu dilakukan pengujian Western blot ulang dengan menggunakan HRP

conjugated goat anti-human yang berbeda.

e Perlu eksplorasi lebih jauh tentang adanya reaksi silang anti-NS1
terhadap molekul yang terdapat pada GP lla, GP Illb, ERp 57, dan
protein lainnya yang berhubungan dengan kejadian trombositopenia pada

infeksi Dengue.

57
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