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UJI DIAGNOSTIK METODE IMUNOSITOKIMIA NS1 VIRUS DENGUE,
UNTUK DIAGNOSIS INFEKSI

(Diagnostic Test Method for Immunocytochemical NS1 of Dengue Virus, for
Infection Diagnosis)

Nafiandi, Ellyza Nasrul, Rismawati Yaswir!

ABSTRACT

NS1 protein is a nonstructural protein of dengue virus which are secreted into the blood. NS1 protein could be detected in blood up
to nine days after the onset of illness that almost simultaneously with the occurrence of viremia. The purpose of this study is to know
the result of diagnostic test method of immunocytochemical NS1 by RT-PCR on dengue virus infected patients which is diagnosed at Dr.
M. Djamil hospital. Padang. The method of the research uses cross sectional analytically study with consecutive sampling of patients
who diagnosed as infected with dengue virus and treated in the interne ward of Dr. M. Djamil General Hospital Padang from January
up to August 2011. Patient ‘s venous blood was taken about 5 mL and then centrifuged 3500 rpm and then the serum is separated and
stored at-20° C until the sample is examined. The examination of NS1 serum is carried out by immunocytochemical method followed
by the inspection of RNA viruses and their serotypes by RT-PCR and continued by agarose gel electrophoresis on 1.5 up to 2%. From the
sixty samples obtained showed: 71.6% tested positive immunocytochemical NS1, 28.4% negative immunocytochemical NS1, 76.7%
positive RT-PCR and 23.3% negative RT-PCR, 23.9% Den-1, 43.3% Den-2, 26.1% Den-3, and 6.5% Den-4. The immunocytochemical
NS1 diagnostic test obtained RT-PCR sensitivity of 85%, specificity 71%, positive predictive value 90%, and negative predictive value
59%. The immunocytochemical NS1 has a quite high sensitivity, and low specificity, where as the positive predictive value is quite high,
but the negative predictive value is lower than the RT-PCR for the diagnosis of dengue virus infection.

Key words: NS1 protein, virus dengue serotype, immunocytochemical, RT-PCR

ABSTRAK

Protein NS1 merupakan protein nonstruktural virus dengue tertentu yang disekresikan ke dalam darah. Protein NS1 ini dapat
ditemukan dalam darah sampai hari ke sembilan setelah permulaan penyakit yang hampir bersamaan dengan kejadian viremia. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil uji diagnostik metode imunositokimia NS1 dengan RT-PCR di pasien yang didiagnosis
terinfeksi virus dengue (VD) di RS. Dr. M. Djamil Padang. Penelitian dilakukan secara potong silang dengan analitik pengambilan
contoh berurutan dari penderita yang didiagnosis terinfeksi virus dengue dan dirawat di Bagian Penyakit Dalam Rumah Sakit Dr. M.
Djamil Padang dari Bulan Januari sampai Agustus 2011. Darah vena penderita diambil sebanyak 5 mL kemudian dipusingkan dengan
kecepatan 3500 rpm dan kemudian serumnya dipisahkan serta disimpan pada suhu —20° C sampai dilakukan pemeriksaan. Serum
diperiksa dengan metode imunositokimia NS1 dan pemeriksaan virus RNA serta serotipe virusnya dengan RT-PCR yang dilanjutkan
dengan elektroforesis gel agarose 1,5-2%. Analisis dilakukan dengan menggunakan SPSS 16. Hasil ditampilkan dalam bentuk tabel dan
gambar. Enam puluh sampel yang diperiksa didapatkan 71,6% positif imunositokimia NS1, 28,4% negatif imunositokimia NS1, 76,7%
positif RT-PCR dan 23,3% negatif RT-PCR, Den-1 23,9%, Den-2 43,3%, Den-3 26,1% serta Den-4 6,5%. Uji diagnostik imunositokimia
NS1 terhadap RT-PCR didapatkan kepekaan 85%, kekhasan 71%, nilai ramalan positif 90%, dan yang negatif 59%. Imunositokimia
NS1 memiliki kepekaan cukup tinggi, kekhasan, nilai ramalan positif yang cukup tinggi, sedangkan untuk diagnosis infeksi virus dengue
nilai prediksi negatif lebih rendah dibandingkan dengan yang untuk RT-PCR.

Kata kunci: Protein NS1, serotipe virus dengue, imunositokimia, RT-PCR

PENDAHULUAN banyak menyebabkan DBD dengan dengue shock
syndrome (DSS), sedangkan serotipe Den-3 dan Den-4
sangat sedikit kemungkinannya.3

Penyakit DBD sering diragukan diagnosisnya
dengan penyakit lain seperti: flu atau tipus. Hal ini
disebabkan karena infeksi VD yang menyebabkan DBD
dapat bersifat tanpa gejala atau tidak jelas gejalanya.*
Diagnosis infeksi VD ditetapkan berdasarkan diagnosis

serotipe yaitu l?en—l, Den-2, Den-3, dan Den-4.12 Dari Kklinik dan laboratorik menurut patokan WHO 1997.5
keempat serotipe VD, Den-1 dan Den-2 yang paling

Demam berdarah (DBD) atau dengue haemorrhagic
fever (DHF) merupakan salah satu masalah kesehatan
masyarakat yang paling besar di negara tropik dan
subtropik. Penyakit ini disebabkan oleh virus dengue
(VD), yang termasuk ke dalam genus Flavivirus dan
family Flaviviridae. Virus dengue mempunyai empat

1 Departemen Patologi Klinik FK UNAND/RS. Dr. M. Djamil Padang Jl. Perintis Kemerdekaan Padang, E-mail: nafiandi@yahoo.com
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Virus dengue terdiri dari protein struktural (25%
jumlah keseluruhan protein VD yaitu envelope (E),
selaput (M), inti/core (C) dan non-struktural (75%)
yaitu NS1 sampai NS5. Protein NS1 ini dihasilkan dalam
dua (2) bentuk yaitu: terikat di selaput (mNS1) dan
sekresi (sNS1). Protein NS1 virus dengue merupakan
satu-satunya protein non-struktural yang terdapat
dalam bentuk terlarut yang dilepaskan dan beredar
dalam aliran darah.®

Secara umum, infeksi VD dapat didiagnosis dengan
pemeriksaan laboratorik yaitu: isolasi virus, kenaikan
titer antibodi (serologis) antara serum akut dengan
titer pemulihan kesembuhan, pembuktian keberadaan
RNA virus dengan Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) dari serum atau plasma, dan
penemuan antigen.>’

Saat ini dikembangkan pemeriksaan tertentu
terhadap protein non-struktural 1 (NS1) dengue
yang dapat menemukan infeksi VD dengan lebih
awal, bahkan pada hari pertama permulaan demam,
karena protein NS1 bersirkulasi dalam kepekatan
tinggi di darah penderita selama awal tahap akut,
baik saat infeksi primer maupun sekunder tanpa perlu
menunggu antibodi terbentuk.8 Cara ini dikenal sebagai
imunositokimia dan berasaskan immunocytochemical
streptavidin biotin complex assay, menggunakan
antibodi monoklon DSSC7 khas NS1, termasuk klas
IgG, di subklas IgG1 yang imunoreaktif terhadap
keempat serotipe VD dan tidak ada reaksi silang dengan
antigen radang otak Jepang (Japanese encephalitis) serta
chikungunya.®-10

Penelitian Umniyati'® menggunakan metode
immunocytochemical streptavidin biotin comple terhadap
nyamuk A.aegypti yang terinfeksi VD, didapatkan
kepekaan 96%, kekhasan 97%, NPP 97,5%, dan NPN
80%.10

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil
uji diagnostik (kepekaan, kekhasan, nilai peramalan
positif/NPB dan nilai negatifnya/NPN) menurut metode
imunositokimia NS1 terhadap RT-PCR di penderita yang
didiagnosis terinfeksi VD di RS. Dr. M. Djamil Padang.

METODE

Penelitian ini merupakan kajian potong silang secara
analitik. Penelitian dilakukan mulai Bulan Januari
sampai dengan Agustus 2011 di ruang rawat inap
Bagian IImu Penyakit Dalam RS. Dr. M. Djamil Padang
dan Laboratorium Patologi Klinik FK UNAND/RS
Dr. M. Djamil Padang. Pemeriksaan imunositokimia NS1
dan RT-PCR dilakukan di Laboratorium Biomedik FK
UGM.

Populasi penelitian adalah seluruh penderita
yang menderita demam 2-7 hari dan dirawat di

Bagian Penyakit Dalam RS. Dr. M. Djamil Padang.
Sampel penelitian adalah bagian dari populasi yang
sesuai dengan patokan WHO. Sampel diambil secara
consecutive sampling.

Enam puluh pasien yang didiagnosis dengan patokan
WHO 1997 diambil darah venanya sebanyak 5 mL,
kemudian dipusingkan dengan kecepatan putar 3500
rpm selama 5 menit. Serumnya kemudian dipisahkan
dan disimpan pada suhu —20° C sampai pemeriksaan
imunositokimia serta RT-PCR dilakukan.

Isolasi RNA virus dengue dilakukan dengan Purelink
Viral RNA/DNA Kits® (Invitrogen) Catalog no. 12280-
050.

One-Step RT-PCR dikerjakan untuk menguatkan
gen prM flavivirus dan juga sebagai model pembentuk
(template) reaksi PCR berikutnya. Reverse Trancription
PCR ini dikerjakan dengan menggunakan sepasang
universal primer yang juga berfungsi sebagai Outer primer
reaksi PCR berikutnya. Pada penelitian ini digunakan
SuperScript III Platinium One-Step Quantitative RT-
PCR system (Invitrogen). Tatalangkahnya disesuaikan
dengan protokol pabrik (Erlich, 1992).

Penguatan DNA virus dengue dengan Superscript
III one step RT-PCR system dengan platinum taq DNA
polimerase (Invitrogen).

Program PCR dilakukan dengan membuat cDNA
satu (1) daur pada suhu 45-60° C selama 15-30 menit,
denaturasi satu (1) daur pada suhu 94° C selama
2 menit, penguatan PCR 40 daur pada suhu 94° C selama
15 detik denaturasi dan pada suhu 55-56° C selama
30 detik. Kemudian annealing pada suhu 68° C selama
1 menit (perpanjangan/ekstensi), perpanjangan terakhir
satu (1) daur pada suhu 68° C selama 5 menit.

Hasil PCR dielektrofresis dalam gel agarose 1,5-2%,
sebesar 100 bp yang digunakan sebagai petanda untuk
menganalisis hasil tersebut.

Imunositokimia NS1 dilakukan dengan metode
Imunocytochemistry Streptevidin Biotin Peroxidase
Complex menggunakan antibodi monoklonal DSSC?7.

Analsis statistik dilakukan menggunakan perangkat
lunak SPSS versi 16.0. Data yang didapat disajikan
dalam bentuk tabel dan gambar.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rentang umur penderita yang diteliti berkisar antara
13 sampai 55 tahun dengan rerata usia 24,8+14,1
tahun. Hasil ini tidak jauh berbeda dengan yang
didapatkan Selvia!! yaitu umur rerata penderita DBD
25,03=7,98 tahun dan Budianto!? di Palembang yang
umur rerata penderita DBD yang diteliti +10,71 tahun,
sedangkan Jaya!3 di Surakarta rerata umur penderita
DBD yang diteliti 24,40+9,31 tahun.!1-13
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Laki-laki lebih banyak daripada perempuan, laki-laki
41 orang (68,3%) dan perempuan sebanyak 19 Orang
(31,7%). Hasil ini sama dengan penelitian Selvial! yang
mendapatkan laki-laki 55% dan perempuan 45% serta
Jayal3 mendapatkan laki-laki 55% dan perempuan
4504.11,13

Hemoglobin rerata didapatkan 14,01+1,73 gr/dL

dan rerata kadar hematokrit adalah 44,46+5,3%.
Jayal® mendapatkan rerata kadar hematokrit penderita
DBD 43,10+5,36% dan Pardedel4 menemukan sedikit
lebih rendah dengan rerata 41,40+5,82%.13.14

Rerata jumlah trombosit 62,333+36,210/uL.
Hasil ini lebih rendah daripada yang didapatkan
Selviall 64,73+28,05 ribu/uL, Chen!> 89,00+
5,60 ribu/uL.1115

Trombositopenia merupakan salah satu manifestasi
yang ditemukan di infeksi VD, yang penyebabnya
sampai saat ini masih belum dipahami sepenuhnya.
Menurut kepustakaan VD dapat mengimbas penekanan
trombosit di sumsum tulang, sehingga menyebabkan
kadar trombosit turun, selain itu diduga ada mekanisme
imun yang menyebabkan peningkatan kerusakan
trombosit mengakibatkan trombositopenia. Sun!®

400 bp -

300 bp --
200 bp --
100 bp --

melaporkan bahwa trombositopenia di penderita DBD
disebabkan oleh beberapa hal, yaitu: VD yang melekat
di permukaan trombosit dan mengakibatkan aktivasi,
serta adanya antibodi di permukaannya.l6

Berdasarkan analisis RT-PCR didapatkan 46 sampel
(76,7%) positif, sedangkan 14 sampel (23,3%) negatif.
Hasil elektroforesis dari RT-PCR dengan menggunakan
gel agarose yang diwarnai bahan pembentuk
pewarna krom (kromogenik) (Goldview®, invitrogen)
memperlihatkan panjang nukleotida yang berbeda
untuk setiap serotipe VD. Yaitu Den-1 berukuran 482
bp, Den-2 119 bp, Den-3 290 bp dan Den-4 389 bp
(lihat Gambar 1).

Hasil RT-PCR ditemukan angka banding serotipe VD
yang berbeda, yaitu Den-2 merupakan kasus terbanyak
yaitu 20 kasus (43,5%), sedangkan yang sedikit ialah:
Den-1 11 kasus (23,9%), Den-3 12 kasus (26,1%), dan
Den-4 3 kasus (6,5%).

Hasil ini sama dengan yang didapatkan Shu dkk.1”
dan Wang 2009'8 di Taiwan, yaitu serotipe VD yang
terbanyak adalah: Den-2, diikuti oleh Den-1. Hasil
berbeda didapatkan oleh Selvial!! serotipe VD yang

400 bp -
300 bp -
200 bp -
100 bp -

(lajur 1: standar, lajur 2: Den 3, lajur 4: Den-2, lajur 5 dan 6: Den-3) (lajur 1: standar, lajur 2: Den-1, lajur 3: Den-3,

lajur 4: Den-2).

Gambar 1. Hasil PCR serotipe virus dengue

A (Positif)

B (Negatif)

A. Hasil periksaan positif, yang terlihat warna coklat di sediaan.
B. Hasil periksaan negatif, yang terlihat warna biru di sediaan.
C. Pembanding positif, D. Pembanding negatif.

Gambar 2. Foto mikroskopis sediaan imunositokimia

C (Pembanding positif)

]

Ll &
D (Pembanding negatif))
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terbanyak adalah Den-3 65%, sedangkan yang sedikit
Den-2 20% dan Den-1 15%.11,17-18

Perbedaan hasil ini disebabkan oleh perbedaan
cara yang dipakai. Pada penelitian ini dipakai metode
imunositokimia, sedangkan Hang dkk20, Besoff dkk!?,
dan Osorio dkk?! memakai metode ELISA. Hang
dkk20 dan Besoff dkk!® memakai antibodi monoklon,
sedangkan Osorio dkk?! memakai antibodi poliklon.
Perangkat yang dipakai ialah antibodi monoklon untuk
menemukan antigen NS1 yang hasilnya lebih baik
daripada perangkat dengan antibodi poliklon karena
antibodi monoklon lebih khas dibandingkan dengan
antibodi poliklon.19-20-21

Pemeriksaan imunositokimia NS1 (ISK) dilakukan
untuk menemukan protein NS1 yang terdapat di
sirkulasi VD. Di hasil analisis tertunjukkan 43 sampel
(71,6%) positif dan 17 negatif (28,4%).

Kekuatan diagnostik antibodi anti NSI1
memperlihatkan 39 (65%) sampel positif VD berdasarkan
pemeriksaan PCR dan ISK, jika dibandingkan dengan
pemeriksaan PCR saja. Tujuh (11,2%) sampel positif
dengan PCR, tetapi negatif dengan ISK. Sepuluh (16,6%)
sampel negatif berdasarkan hasil PCR dan ISK. Empat
sampel negatif berdasarkan hasil PCR, tetapi positif ISK.
Uji diagnostik memperlihatkan kekuatan diagnostik
ISK terhadap PCR adalah 85% untuk kepekaan, 71%
untuk kekhasan, NPP 90%, dan NPN 59%. Hasil ini
lebih rendah dari yang didapatkan Hang dkk.2° yaitu
kepekaan 83,2%, kekhasan 100%, NPP 100%, NPN
38,2%. Bessoff dkk.1? yang mendapatkan kepekaan
83,2%, kekhasan 100%, NPP 100%, dan NPN 62,5%.
Sementara itu hasil telitian ini lebih tinggi daripada
yang didapatkan Osorio dkk.2! yaitu kepekaan 70,8%,
kekhasan 91,3%, NPP 95,5%, dan NPN 57,5%.

Tujuh orang penderita menunjukkan negatif palsu,
hal ini terlihat di hasil RT-PCR yang positif dan ISK
yang negatif. Menurut kepustakaan kadar antigen NS1
berhubungan dengan jumlah virus dalam darah, selain
itu juga disebabkan oleh kompleks imun yang terbentuk
antara antigen NS1 dan IgG di infeksi sekunder,
sehingga NS1 tidak dapat ditemukan dan dapat juga
disebabkan pengambilan sampel pada awal dan akhir
penggandaan virus.18-21

Hasil negatif antigen NS1 dengan imunositokimia
tidak menyingkirkan keberadaan infeksi VD, yaitu pada
penelitian ini negatif palsu didapatkan di VD serotipe
Den-4, keragaman hasil ini diduga berkaitan dengan
serotipe VD yang menginfeksi.20

Sepuluh orang pasien negatif RT-PCR dan
imunositokimia NS1, penderita yang didiagnosis DBD
berdasarkan patokan WHO ternyata berdasarkan
pemeriksaan RT-PCR dan imunositokimia didapatkan
hasilnya negatif. Walaupun mengalami keluhan dan
gejala seperti DBD, tetapi hal tersebut bukan disebabkan

oleh VD kemungkinan karena bakteri atau virus lain
yang merupakan diagnosis bandingan infeksi VD. Jadi
diagnosis infeksi VD berdasarkan patokan klinik dan
laboratorik rutin saja tidak cukup untuk menetapkan
diagnosis terinfeksi VD. Keberadaan trombositopenia
dan kebocoran plasma hanya 51% yang memberikan
diagnosis infeksi VD yang benar. Krisnamukti%2
menemukan di penderita dengan serologis yang positif
hanya 60% yang terdiagnosis infeksi VD. Oleh karena
itu diperlukan pemeriksaan laboratorik yang khas dapat
membedakan infeksi VD dari demam lainnya, terutama
pada awal demam, sehingga penatalaksanaannya lebih
tepat guna.22

SIMPULAN DAN SARAN

Imunositokimia NS1 memiliki kepekaan 85%,
kekhasan 71%, nilai ramal positif 90%, dan yang
negatif 59% untuk diagnosis infeksi VD. Untuk itu perlu
penelitian lebih lanjut tentang imunositokimia NS1 ini
untuk meningkatkan kepekaan dan kekhasan.
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